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RESUMO

DARTORA, Janaina. Universidade Estadual do Oeste do Parana, Fevereiro - 2015. Potencial
de promocéao do crescimento por estirpes de bactérias associativas na cultura do milho.

Orientador: Vandeir Francisco Guimaraes.

A selecdo de estirpes especificas e eficientes constitui um fator chave para o sucesso da
inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP’s). O presente estudo
teve como objetivo avaliar o potencial de inoculagdo de estirpes de BPCP’s sobre o
desempenho produtivo da cultura do milho, hibrido 30F53, na safra verdo 2012/13 e 2013/14.
O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualisados, com quatro repeticdes e
parcelas subdivididas, cujas subparcelas foram constituidas de anos de cultivo (2012/13 e
2013/14) e as parcelas, por nove tratamentos relacionados a inoculacdo de estirpes de
BPCP’s: controle (sem N e sem inoculacéo); 30 kg ha™ N na semeadura; 160 kg ha™ N (30 kg
ha™ N na semeadura + 130 kg ha™ N em cobertura); inoculacdo das estirpes Ab-V5; HMO053;
L26; L27; 4331; e 8121, associadas a 30 kg ha® N na semeadura. Foram avaliadas as
variaveis: altura de planta, didmetro basal do colmo, massa seca de parte aérea, area foliar;
indices de clorofila a, b e total; teores de macro e micronutrientes nas folhas e grdos, altura de
insercdo, comprimento de espiga, didmetro de espiga, nimero de fileiras de grdos por espiga,
namero de gréos por fileira, massa de espiga e produtividade. Existe influéncia das condi¢bes
de cultivo de cada ano no desempenho das estirpes de BPCP’s avaliadas. A estirpe de
Azospirillum brasilense HMO053 apresenta elevado potencial de inoculagdo sob condicdes
favoréveis ao desenvolvimento da cultura do milho, enquanto a estirpe de Rhizobium sp. 8121
mostra-se promissora mesmo que o0 metabolismo vegetal seja afetado por estresse de natureza
abiotica. A adubagdo de semeadura e em cobertura com N, em comparacdo a inoculacao
associada a adubacdo nitrogenada de semeadura, promove maior desempenho produtivo do
milho em condigOes desfavoraveis e maior incremento no teor foliar de N e de clorofila. Os
teores foliares de macro e micronutrientes das plantas de milho ndo sdo afetados pela
inoculacdo das estirpes de BPCP’s, porém os teores de P, Ca, Mg e Zn nos gréos sdo
influenciados de forma positiva pela inoculacéo da estirpe HM053. A produtividade apresenta
forte correlagdo com a maior parte das varidveis, em especial com a area foliar, indices de

clorofilas a, b e total e teor foliar de N na planta.

Palavras-chave: Zea mays L., Rizobactérias, Selecdo de estirpes, Adubacdo nitrogenada.



ABSTRACT

DARTORA, Janaina. Universidade Estadual do Oeste do Parand, February - 2015. Potential
of growth promotion by strains of associative bacteria in maize. Advisor: Vandeir

Francisco Guimaraes.

The selection of particular and efficient strains is a key factor for the success of the
inoculation with plant growth-promoting bacteria (PGPB). This study aimed to evaluate the
potential for inoculation of strains of PGPB on performance of the maize crop, hybrid 30F53,
in the summer harvest 2012/13 and 2013/14. The experimental design was a randomized
block with four replications and split plot, whose subplots were composed of crop years
(2012/13 and 2013/14) and the plots for nine treatments related to inoculation with strains of
PGPB: control (no N and without inoculation); 30 kg ha™ N at sowing; 160 kg ha™ N (30 kg
ha® N at sowing + 130 kg ha™ in topdressing; inoculation of strains Ab-V5; HMO053; L26;
L27; 4331; and 8121, associated with 30 kg ha™ N at sowing. Were evaluated the parameters:
plant height, basal stem diameter, shoot dry mass, leaf area; contents of chlorophyll a, b and
total; macro and micronutrients contents in the leaves and grains, insertion height, ear length,
ear diameter, number of kernels rows per ear, number of kernels per row, mass ear and grain
productivity. There is influence of crop conditions of each year in the performance of strains
PGPB’s evaluated. The HMO053 strain of A. brasilense has high potential for inoculation
under conditions favorable to the development of maize, while the 8121 strain of Rhizobium
sp. shows to be promising when the plant metabolism is affected by abiotic stress nature.
Nitrogen fertilization at sowing and topdressing, compared to inoculation associated with
nitrogen fertilizer at sowing, promotes greater productive corn performance in unfavorable
conditions and greater increase in leaf N content and chlorophyll content. Foliar levels of
macro and micronutrients of corn plants are not affected by inoculation with strains of PGPB,
but the P, Ca, Mg and Zn in the grains are influenced positively by inoculation of HM053
strain. Corn yield has a strong correlation with most of the variables, especially the leaf area,
chlorophyll a, b and total contents and foliar N in the plant.

Keywords: Zea mays L. Rhizobacteria. Selection of strains. Nitrogen fertilization.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é o principal cereal produzido no Brasil, apresentando
importante papel no agronegocio brasileiro, com ampla diversidade de uso e elevado potencial
produtivo.

O nitrogénio (N) é considerado um dos principais fatores de producao envolvidos no
incremento da produtividade do milho, pois constitui o nutriente absorvido em maior
quantidade pela cultura, tornando necessaria a adi¢do de N ao solo visando complementar seu
reservatorio natural. A obtencdo de N pelas plantas pode ocorrer via fixacdo natural, biolégica
ou ndo, e através da adigdo de fertilizantes nitrogenados, a qual representa o principal veiculo
de adicdo de N na forma e quantidade requeridas pelas plantas aos sistemas agricolas de
producao.

O processo de adigdo de N via fertilizantes sintéticos implica em elevado custo, tanto
econdmico quanto ambiental, pois cerca de 50% do N adicionado como fertilizante é perdido
por lixiviacdo e/ou na forma de gases. Além disso, as indudstrias brasileiras ndo sdo capazes de
atender a demanda interna do produto, sendo necessaria a importacdo, o que encarece ainda
mais sua aquisi¢do. Nesse contexto, uma alternativa visando otimizar o uso de fertilizantes
nitrogenados inorgénicos e substituir, no minimo parcialmente, a adubacdo mineral
nitrogenada no milho, consiste no aproveitamento dos beneficios da associacdo de bactérias
promotoras do crescimento de plantas (BPCP) a cultura do milho.

Diversos estudos relatam o efeito de promoc¢éo do crescimento através da inoculacdo
de BPCP’s na cultura do milho, especialmente do género Azospirillum, sendo os efeitos
positivos dessa interacdo planta-bactéria associados principalmente ao aumento da superficie
de absorcdo radicular, resultante da producdo de fito-hormonios (auxinas, giberelinas e
citocininas) pelas bactérias. No entanto, outros mecanismos de promogdo do crescimento
vegetal, como a solubilizacdo de fosfatos, a fixacdo bioldgica de N e o aumento da atividade
de enzimas especificas, também sao associados as BPCP’s.

Lana et al. (2012) relatam efeito positivo da inoculacdo com A. brasilense na
auséncia de N em cobertura, com incremento de 15,4% na produtividade de milho em relacédo
ao tratamento sem inoculacdo. Quadros (2009) verificou que a inoculacdo de A. brasilense,
juntamente com a adicdo de 50 kg ha™ na semeadura, proporcionou desempenho equivalente
a aplicagdo de 130 kg ha™ de N para a mesma produtividade de gréos, confirmando que a
inoculacdo pode suprir parte do N necessario a cultura. Outros estudos destacam também a

promocdo do crescimento em milho proporcionada por outros géneros de BPCP’s, como:
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Sphingomonas spp. (PEDRINHO et al., 2010), Burkholderia spp. (ALVES, 2007),
Herbaspirillum spp. (DOTTO et al., 2010; ARAUJO et al., 2013) e Rhizobium spp. (HAHN,
2013, PERES, 2014).

No entanto, embora ja existam produtos comerciais no mercado, fatores como
genotipo da planta, condi¢cdes de cultivo, estirpes com baixo potencial e ineficiéncia do
processo de inoculagdo tém sido apontados como causas da variabilidade nas respostas do
milho a inoculacdo destes microrganismos associativos. Considerando que a selecdo de
estirpes eficientes constitui um fator chave para o sucesso da inoculacdo, estudos que
busquem contemplar a complexidade desse fator devem ser estimulados visando minimizar os
custos de producdo da cultura e o impacto ambiental da adubacéo nitrogenada (HUNGRIA et
al., 2010).

Portanto, a inoculacdo de estirpes de BPCP’s com afinidade ao gendétipo da planta
hospedeira associada a adubagdo nitrogenada pode representar uma alternativa sustentavel
para obtengdo de maiores produtividades.

1.1 OBJETIVO GERAL

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial de

promocdo do crescimento por estirpes de bactérias associativas na cultura do milho.
1.1.1 Objetivos Especificos

a) Comparar a inoculagéo de estirpes de BPCP’s a fim de verificar qual proporcionaria
maior incremento na produtividade da cultura do milho em dois anos de cultivo;

b) Avaliar a adubacio nitrogenada em duas doses (30 e 160 kg ha™ N) em comparacdo a
inoculagdo de estirpes de BPCP’s sobre as varidveis biométricas, fisiologicas,
quimicas e produtivas do milho;

c) Avaliar o teor foliar de macro e micronutrientes acumulados nas plantas de milho
inoculadas ou ndo com estirpes de BPCP’s, associada a adubagdo nitrogenada;

d) Verificar a correlagdo entre produtividade de grdos do milho e variaveis biométricas,

indice de clorofila, teor foliar de N e componentes da producéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ACULTURA DO MILHO

O milho (Zea mays L.) € uma graminea cultivada mundialmente em amplo territorio.
Apresenta relevante papel socioecondémico por constituir matéria-prima impulsionadora de
diversos complexos agroindustriais (ALBUQUERQUE et al., 2013), representando um
produto estratégico tanto para a nutricdo humana quanto para a alimentacdo animal (CRUZ et
al., 2008). Em termos de nutricdo humana, o milho é consumido nas formas "in natura”, fuba
e farinha, enquanto na alimentacdo animal, seu gréo representa 0 maior componente de rac6es
para aves e suinos. Na bovinocultura, é utilizado como volumoso, na forma de silagem de
grdo Umido ou de planta inteira, enquanto na industria, pode ser transformado em varios
subprodutos a partir do 6leo e do amido de milho (PEIXOTO, 2014).

A area total cultivada com milho no Brasil na safra 2014/15 totalizou 15.361,1 mil
hectares, representando uma reducdo de 439,6 mil hectares em relacdo a safra 2013/14, em
funcdo da maior competitividade da cultura da soja (CONAB, 2015). A produtividade média
do milho no pais é de 5.146 kg ha™, considerada baixa em relacdo & produtividade média
obtida nos EUA, a qual esta estimada em 10.860 kg ha® na safra 2014/2015, segundo o
Departamento de Agricultura norte-americano (USDA, 2015).

Embora existam diversas teorias a respeito da origem do milho, considera-se que o
milho consiste em uma versao domesticada de seu parente silvestre mais proximo, o teosinto,
em funcdo de evidéncias genéticas e citoldgicas (BOREM, 2005). No processo de evolugo
do milho a partir do teosinto, houve uma concentracdo da energia da planta em um colmo
principal, suprimindo-se a emisséo e o desenvolvimento de perfilhos, os quais geralmente ndo
sobrevivem até o final do ciclo e, se sobrevivem, ndo produzem espigas viaveis, sendo
considerados agentes causadores de estresse a cultura (VARGAS, 2010).

A ampla adaptacdo do milho a diferentes condigdes de clima e solo resulta da grande
diversidade genética adquirida por milhares de anos de domesticacdo, selecdo e
melhoramento. Tal adaptacdo faz do milho o cereal de maior cobertura geografica no mundo,
sendo cultivado desde o nivel do mar até 4.000 metros de altitude e de regiGes extremamente
aridas com indice pluvial de 400 mm ano™ até regides tropicas com mais de 1.500 mm ano™
(PEIXOTO, 2014). No entanto, diversos fatores de producdo influenciam o crescimento e
desenvolvimento da cultura, sendo necessario associar niveis considerados 6timos de fatores

climéticos (agua, temperatura, radiacdo solar etc.) a técnicas de manejo adequadas (adubacéo,
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populacdo de plantas, profundidade de plantio etc.) para que a cultura expresse a0 maximo o
seu potencial genético de producdo (CRUZ et al., 2006).

O milho pertence ao grupo das plantas C4, pois apresenta uma caracteristica
anatdmica peculiar em relacdo as folhas, com células distintas no mesofilo e na bainha
perivascular (PIMENTEL, 1998). Um corte transversal na folha C4 mostra a diferenga
estrutural fundamental do tecido assimilatorio, em que os parénquimas pali¢adico e lacunoso
arranjam-se ao redor da bainha vascular em duas camadas de células dispostas
concentricamente organizando-se em forma de “coroa” (MOHR ¢ SCHOPFER, 1995).

Na via C4, o CO, atmosférico é fixado em um &cido orgénico com trés carbonos
(3C) presente nas células do mesofilo, o fosfoenolpiruvato (PEP), produzindo é&cido
oxaloacético (4C). Os acidos organicos de 4C migram para a bainha perivascular, onde sao
descarboxilados liberando CO; para ser incorporado a ribulose-1,5-bifosfato (RuBP) no ciclo
de Calvin-Benson e um &cido organico de 3C (piruvato ou alanina) que retorna ao mesofilo
para regeneracdo do substrato da carboxilagdo priméria. A via C4 representa um meio de
intensificar a concentracdo do CO; na bainha perivascular e, consequentemente, aumentar a
eficiéncia de sintese de acucares, pois o elevado teor de CO, na bainha favorece a maior
atividade carboxilase da rubisco, em detrimento da atividade oxigenase (PEISKER e
HENDERSON, 1992; PIMENTEL, 1998).

A elevada taxa fotossintética das plantas C4 se deve a alta afinidade por CO,,
diminuindo a concentracdo relativa de O,e limitando a fotorrespiracdo (MOHR e
SCHOPFER, 1995), uma vez que o CO;¢ essencialmente “bombeado” das células do
mesdfilo para as células da bainha vascular. Além disso, tanto o ciclo de Calvin (C3) quanto a
fotorrespiragdo, ocorrem nas células da bainha vascular, possibilitando que qualquer
CO;, liberado pela fotorrespiracdo seja refixado pela via C4 nas células do mesofilo. Como
consequéncia, a taxa de fotossintese liquida das plantas C4 é maior que nas plantas C3
(RAVEN, 1996).

Em funcdo da condutancia mesofilica superior a das plantas C3, maior afinidade pelo
substrato e auséncia de fotorrespiracdo, as plantas C4 apresentam também elevada eficiéncia
no uso de 4gua (E.U.A.), de 2 a 5 g de CO, fixado kg™ de H,O transpirada, contra 1 a 3 g de
CO, fixado kg™ de H,O transpirada nas plantas C3 (FURBANK e TAYLOR, 1995). No
entanto, a maior eficiéncia no uso de agua das plantas C4 nem sempre assegura uma maior
produtividade e a maior economia de agua nao permite afirmar que sejam mais tolerantes aos
baixos potenciais hidricos foliares. As plantas C4 utilizam menor quantidade de N do que as

plantas C3 para a sintese das enzimas de carboxilacdo, no maximo 35% do N que chega até a



15

folha é gasto para a sintese dessas enzimas, enquanto nas plantas C3 mais de 50% do N é
gasto para a sintese da rubisco (SINCLAIR e HORIE, 1989). Dessa forma, as plantas C4 se
tornam menos dependentes de alta disponibilidade de N para produzir matéria seca
(MARSCHNER, 1995), havendo maior disponibilidade do nutriente para o crescimento de
outros 6rgaos (PIMENTEL, 1998).

A quantidade de &4gua consumida pela planta de milho, durante o seu ciclo, esta em
torno de 600 mm e os efeitos da deficiéncia hidrica ocasionam danos em qualquer fase do seu
desenvolvimento. Na fase vegetativa, em fungdo do menor alongamento celular e reducéo da
massa vegetativa, ocorre uma diminuicdo na capacidade de disponibilizar CO, para
fotossintese, afetando diretamente a producdo de grdos. Durante o florescimento, em que é
determinado o numero de grdos por espiga, a deficiéncia hidrica pode ocasionar dessecagédo
dos estilo-estigmas, aborto dos sacos embrionarios, distdrbios na meiose, aborto das
espiguetas e morte dos grdos de polen resultando em reducdo na produtividade de mais de
20% em funcéo de dois dias de estresse e de mais de 50% sob estresse de quatro a oito dias.
Na fase de enchimento de gréos, por sua vez, o déficit hidrico afeta o0 metabolismo da planta e
o fechamento de estbmatos, reduzindo a taxa fotossintética, a producdo de fotossimilados e a
sua translocacéo para os graos (MAGALHAES e DURAES, 2006; CRUZ et al., 2006).

A condicdo étima de temperatura para a cultura do milho varia com os diferentes
estadios de crescimento e desenvolvimento da planta, no entanto, a temperatura ideal para o
desenvolvimento, da emergéncia a floracdo, estd compreendida entre 24 e 30 °C.
Considerando que a temperatura da planta é basicamente a mesma do ambiente que a envolve,
flutuacdes periddicas na temperatura influenciam os processos metabdlicos que ocorrem no
interior da planta, ocorrendo oscilacdo dentro dos limites extremos tolerados pela planta de
milho, compreendidos entre 10 e 30 °C (CRUZ et al., 2006). A amplitude térmica minima de
15-20 °C, assegurada por maiores latitudes ou por altitudes acima de 720 m, proporciona
produtividades satisfatorias para o milho (YAMADA e STIPP-ABDALLA, 2006). Segundo
Pimentel (1998), as maiores produtividades para o milho s&o obtidas em altitudes de 1.500 a
2.000 m, em funcdo do maior foto periodo, com temperaturas diurnas de 30 a 33 °C e
noturnas abaixo de 25 °C, pois a menor temperatura noturna reduz as perdas por
fotorrespiragdo. Para o autor, apesar do desenvolvimento da planta ser mais lento em altitude
elevada, com prolongamento do ciclo em funcdo das temperaturas mais baixas, caso haja
temperaturas médias adequadas, é possivel atingir maiores produtividades comparado com

menores altitudes.
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As temperaturas do dossel e do solo influenciam as relagdes fonte/dreno da planta,
principalmente nos drenos reprodutivos, pois a distribuicdo da massa de matéria seca total da
planta nos diferentes drenos é modificada. No inicio da fase reprodutiva, as altas temperaturas
causam a paralizagdo do crescimento e do desenvolvimento do grdo, pela supressdo de
fotoassimilados e pelo desbalango hormonal, que reduz os teores de citocininas do gréo, a
qual confere termo tolerancia quando em altos niveis nos grdos (CHEIKH e JONES, 1994).

O fotoperiodo, representado pelo nimero de horas de luz solar diarias, apresenta
pouca variacdo de ano para ano nas condicfes brasileiras, sendo o milho considerado uma
planta de dias curtos com pouca sensibilidade as variacfes do fotoperiodo. No entanto, a
planta precisa acumular quantidades distintas de energia ou unidades caldricas em cada
estadio de crescimento e desenvolvimento. A unidade calorica é obtida pela soma térmica
necessaria para concluir cada estadio do ciclo da planta, desde a semeadura até o
florescimento masculino. O somatdrio térmico é calculado pelos valores de temperaturas
maximas e minimas diarias, sendo 30 °C e 10 °C, respectivamente, as temperaturas
referenciais para o calculo. Com base nas exigéncias térmicas da planta classificam-se as
cultivares em normais ou tardias (890-1.200 graus-dias ou G.D.), precoces (831-890 G.D.) e
superprecoces (780-830 G.D.) (CRUZ et al., 2006).

2.2 NITROGENIO
2.2.1 Dinamica do Nitrogénio no Sistema Solo-Planta-Atmosfera

O N representa um nutriente essencial para as plantas devido as fungbes que
desempenha no metabolismo vegetal, sendo necessario para a sintese proteica e constituicdo
de diversos compostos organicos, como nucleotideos, fosfatideos, alcaloides, enzimas,
horménios e vitaminas (FORNASIERI FILHO, 1992). O N ¢é também integrante da molécula
de clorofila e estd diretamente envolvido na fotossintese, na regulagdo hormonal e nos
processos que controlam a hereditariedade. A concentracdo de N nas plantas é da ordem de 1
a 5% em termos de matéria seca (SANTOS, 1991), no entanto, niveis elevados de N alteram a
composicdo da celula vegetal, aumentando a proporcao de protoplasma em relacdo a parede
celular, originando folhas mais suculentas e suscetiveis a condi¢des ambientais desfavoraveis
e & acdo de pragas e doencas além de estender o ciclo vegetativo da cultura (RODRIGUES e
COUTINHO, 2000).

A taxa de crescimento das plantas é influenciada pelo teor de N devido ao efeito

sobre o desenvolvimento do sistema radicular da planta e, consequentemente, na absorcéo de
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agua e nutrientes. O N promove a expansdao do sistema radicular quando quantidades
adequadas do nutriente estdo disponiveis e a inibe quando h& excesso de N no inicio da
estacdo de crescimento. A deficiéncia de N leva ao amarelecimento das folhas e posterior
senescéncia precoce, acompanhada por reducdo ou paralisacdo do crescimento. O excesso de
N, por sua vez, origina desenvolvimento vegetativo exagerado, refletido em desequilibrio
nutricional com consequéncias negativas na producao final (RODRIGUES e COUTINHO,
2000).

O N pode ingressar no sistema solo-planta por deposicfes atmosféricas, fixacao
bioldgica — simbiotica ou ndo, e adubagdes quimicas ou organicas, porém a sua dindmica é
muito complexa em funcdo das interagfes com ar, solo, plantas e microrganismos do solo.
Apresenta-se em quantidades insuficientes na quase totalidade dos solos, onde pode ser
encontrado predominantemente ligado a compostos organicos (98% do total) (EMBRAPA,
1996), sendo necessario suplementar o reservatério natural de N por meio da aplicacdo de
fertilizantes nitrogenados. Os fertilizantes nitrogenados constituem um dos mais altos custos
da agricultura, sendo que a ureia, o fertilizante nitrogenado mais consumido, é derivada do
petréleo, um recurso energético nao renovavel. Além do alto custo energético envolvido na
fabricacéo dos fertilizantes nitrogenados, a mobilidade e consequente susceptibilidade do N a
perdas a partir do sistema solo-planta (RODRIGUES e COUTINHO, 2000), resultam em
elevado custo ambiental, pois cerca de 50% dos adubos nitrogenados aplicados ao solo s&o
perdidos para 0 ambiente (POTAFQOS, 1998), contaminando o solo e os mananciais hidricos.

As principais formas de absorcdo de N pelas plantas sdo os fons aménio (NH4") e
nitrato (NOj3’), havendo influéncia da forma de N absorvida pela planta tanto na rizosfera
quanto no metabolismo vegetal (RODRIGUES e COUTINHO, 2000). A absor¢do do ion
amonio leva & acidificacdo do solo nas proximidades das raizes, devido a extruséo de prétons
que acompanham a absorcdo do cation, enquanto a absor¢do de nitrato, origina aumento do
pH da rizosfera em funcéo da liberacdo de ions bicarbonato como troca ao excesso de anions
organicos formados na planta (SANTOS, 1991).

As plantas absorvem o N predominantemente na forma de nitrato (NO3’), que precisa
de reducéo assimilatoria originando NH4" para ser incorporado aos compostos organicos de
carbono, tais como aminoacidos, enzimas e coenzimas, processo que consome duas moléculas
de NADH por ion NOj3™ reduzido (MALAVOLTA,; VITTI; OLIVEIRA, 1997). Do ponto de
vista energético, a absor¢do de amonio seria preferivel pelas plantas, porém os limites de
tolerancia para o NH," sdo baixos, uma vez que em elevada concentragdo ocorrem reagoes

toxicas que podem retardar o crescimento vegetal e restringir o fornecimento de potassio
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(RODRIGUES e COUTINHO, 2000). As principais fontes de nitrato sdo a matéria organica
(MO), pelo processo de mineralizagdo, e os adubos que contém este ion, enquanto 0 aménio
pode originar-se do adubo mineral, da passagem da amina para a nitrificagdo, ou pela
simbiose com leguminosas (EMBRAPA, 1996).

Como o N presente no solo apresenta-se preponderantemente na forma organica, é
necessario que haja a mineraliza¢do para sua liberacdo e absorgédo pelas plantas, processo que
envolve a participacdo de microrganismos heterotroficos que requerem carbono como fonte
de energia. A decomposicdo da M.O. € regulada principalmente pela relacdo
carbono/nitrogénio (C/N) do material fazendo com que haja imobilizag&o ou liberagdo de N
pelos microrganismos (EMBRAPA, 1996). Além de fatores ambientais como a temperatura e
umidade, que influenciam nas taxas de mineralizacdo, a relacdo C/N dos materiais organicos
adicionados ao solo tem sido o parametro mais utilizado para prever a mineralizacdo liquida
do N, que resulta do balanco da mineralizagdo e imobilizacéo biolégica. Quando os teores de
N nos materiais a decompor sdo baixos em relagdo ao carbono presente (>30:1), 0s
microrganismos utilizam N mineral do solo, enquanto que, se 0 material adicionado contém
muito N (<20:1), relativamente ao carbono, os niveis de N mineral no solo ndo diminuem e
inicia a liberacdo de N a partir da mineralizagdo do material organico (RODRIGUES e
COUTINHO, 2000).

2.2.2 Adubacéo Nitrogenada na Cultura do Milho

O N é o elemento mineral absorvido em maior quantidade e mais limitante na
produtividade do milho, exercendo importante funcdo nos processos bioquimicos e
fisioldgicos da planta (BULL, 1993). A disponibilidade de nutrientes influencia o contetido de
fito-hormonios e o crescimento dos tecidos da planta, sendo os efeitos do N mais
proeminentes sobre o crescimento de raizes e producao/exportacdo de citocininas para a parte
aérea (PIMENTEL, 1998).

A produtividade da cultura do milho resulta da interacdo de um conjunto de fatores
edafoclimaticos apropriados ao seu desenvolvimento, aliados ao genotipo da planta. Entre os
diversos fatores abioticos envolvidos nesta interacdo (agua, luz, nutrientes, concentracdo do
CO; na atmosfera), os nutrientes podem ser manejados com maior praticidade. Dentre o0s
nutrientes, destaca-se 0 N como nutriente absorvido em maior quantidade e mais influente

sobre a produtividade de grdos de milho, devido a sua relagdo com importantes processos
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fisiologicos da planta e & presenca na composi¢do dos aminoacidos, principais integrantes das
proteinas contidas nos gréos (YAMADA, 1997; GAVA et al., 2010).

O N torna-se importante para a planta de milho a partir do momento em que ela
apresenta quatro folhas totalmente expandidas, pois nesta fase o sistema radicular em
desenvolvimento j& demonstra consideravel porcentagem de pelos absorventes e ramificacGes
diferenciadas, sendo a adicdo de N um estimulo a sua proliferagdo. O periodo do
florescimento, caracterizado pela exteriorizacdo do penddo e dos estigmas da espiga, €
bastante influenciado pelo fluxo de fotoassimilados, pois neste periodo sdo definidos o
namero de graos por espiga e parte do potencial de producédo da planta (YAMADA e STIPP-
ABDALLA, 2000), estimulados pela maior disponibilidade de N.

De acordo com Fancelli (2002), a definicdo do potencial de producdo do milho
ocorre entre a emissdo da quarta e sexta folha, por isso, na fase inicial de desenvolvimento do
milho, a cultura exige a disponibilidade de no minimo 25 kg ha™ de N, sendo obtidos os
melhores resultados com o fornecimento de 30 a 45 kg ha™ de N por ocasido da semeadura.
Yamada (1995) cita que a adubacao nitrogenada tem boa probabilidade de respostas ao uso de
30-40 kg ha™ de N na adubac&o de semeadura.

Diversos experimentos realizados sob diferentes condig¢des de solo, clima e sistemas
de cultivo, demonstram resposta generalizada da cultura do milho a adubacdo nitrogenada
(FERREIRA et al., 2009; GAVA et al., 2010; SANTOS et al., 2010). No entanto, existe uma
tendéncia a exageros nas quantidades aplicadas por parte do agricultor, devido a expressiva
resposta das plantas a adubacdo nitrogenada, o que pode resultar em problemas na salde
humana, na sanidade animal e ao ambiente, além do prejuizo econémico. Por isso, é
importante conhecer a dindmica do N no solo visando estabelecer corretamente as
recomendacdes de adubacgédo nitrogenada (RODRIGUES e COUTINHO, 2000) e aproveitar
ao maximo as fontes alternativas do nutriente.

A determinacdo da quantidade de N a aplicar na cultura do milho é baseada
principalmente na expectativa de produtividade e no teor de MO do solo, visto que, quanto
maiores os teores de MO dentro da mesma classe de teores de argila, maior é a capacidade do
solo em suprir N (ARGENTA et al., 2002). Gava et al. (2010), avaliando doses de N-
fertilizante no milho, observaram que, em média, apenas 22% do N total acumulado na parte
aérea do milho proveio da fonte fertilizante e 78% de outras fontes, como a MO do solo,
confirmando o potencial de mineraliza¢do do N-orgénico do solo.

A adocdo de praticas que estimulam a manutengdo e incremento da MO do solo,

como a rotacdo de culturas e a utilizacdo de plantas de cobertura é fundamental visando o
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suprimento natural de N no solo, além de favorecer o desenvolvimento dos microrganismos
do solo (BROCH e RANNO, 2012; FEIDEN, 2001). Segundo Feiden (2001), a rotacdo de
culturas, os policultivos e 0 manejo de plantas espontaneas favorecem a comunidade edafica
pelo fornecimento de diferentes tipos de exsudatos e restos culturais, estimulando a
diversidade bioldgica.

Segundo Cruz et al. (2006), dentre as espécies utilizadas como plantas de cobertura,
a aveia preta, a ervilhaca-peluda e o nabo-forrageiro merecem destaque como plantas
antecessoras de inverno, devido aos beneficios fisico-quimicos proporcionados ao solo.
Segundo os autores, a associagdo das culturas de milho e aveia de forma planejada, no sistema
de rotacdo, proporciona elevado potencial de producdo de fitomassa, com elevada relacdo
C/N, garantindo a manutencdo da cobertura do solo por maior tempo na superficie. Para
Broch e Ranno (2012) as espécies ervilhaca peluda, crambe, nabo forrageiro e canola
constituem algumas opgdes de culturas de outono-inverno que favorecem a nutricdo do milho
subsequente, em funcdo da sua capacidade de exploracdo do solo e reciclagem de nutrientes,
possibilitando uma reducdo nas doses de N em cobertura no milho semeado sobre a palhada
destas culturas, pois as respostas a adubacao nitrogenada sdo menores. Segundo Boddey et al.
(1998), adubos verdes tém possibilitado a reposicdo das perdas de N do solo com a
exportagdo para a planta, contribuindo para a conservagdo e/ou melhoria da qualidade dos
solos tropicais.

Cruz et al. (2006) destacam ainda que a cobertura vegetal representa a esséncia do
sistema plantio direto (SPD), pois atua na interceptacdo das gotas de chuva, evitando o
impacto direto sobre a superficie do solo e reduzindo a desagregacdo das particulas. Outras
vantagens da cobertura do solo sdo a melhoria na capacidade de infiltragdo de adgua e controle
de plantas daninhas, reducdo da variacdo térmica e evaporacdo de &gua do solo, além do

estimulo ao desenvolvimento de microrganismos do solo.
2.2.3 Contribuicao da Fixagéo Bioldgica de Nitrogénio em Gramineas

O elevado custo dos adubos nitrogenados e a preocupagdo com o0s problemas
ambientais causados pelo excesso de sua utilizagéo, tal como a contaminacdo da agua e solo
com nitratos (CAMPOS et al., 2003), tem incentivado o estudo do processo natural de
Fixacdo Bioldgica do Nitrogénio (FBN) (CONCEICAO et al, 2009). Assim como a
fotossintese, a FBN é considerada um dos processos bioldgicos mais importantes, no qual

alguns géneros de bactérias captam o N presente no ar, tornando-o assimilavel pelas plantas.
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Trata-se de uma verdadeira fabrica bioldgica, capaz de suprir as necessidades das plantas e
substituir a adubacdo nitrogenada parcial ou totalmente, de acordo com a cultura
(AGROSUSTENTAVEL, 2014).

O N é o nutriente que mais influencia a producéo agricola, principalmente na regido
tropical, onde esta presente a maior parte dos solos pobres da América Latina. Em solos
pobres em N, somente culturas com sistema de FBN eficiente, como as leguminosas em
simbiose com bactérias do género Rhizobium e algumas gramineas, como a cana-de-agucar
associada com bactérias diazotroficas endofiticas, podem crescer de forma praticamente
independente da disponibilidade de N do solo (DOBEREINER; URQUIAGA; BODDEY,
1995). Segundo Reis (2007), a FBN realizada por bactérias diazotroficas, constitui uma das
alternativas que auxiliam na reducdo da aplicacao de fertilizantes e aumento da eficiéncia de
sua utilizacdo, um desafio para o qual a inoculacdo com essas bactérias pode representar uma
alternativa eficiente.

A soja representa o exemplo de maior impacto econdmico da FBN associada a
culturas agricolas no Brasil, pois pelo processo de FBN é fornecido todo o N necessario a
cultura, mesmo para cultivos de elevada produtividade. A tecnologia é hoje adotada em todas
a area cultivada com soja no pais, aproximadamente 32 milhGes de hectares, e sua utilizagéo
resulta em economia anual em torno de sete bilndes de ddlares (AGROSUSTENTAVEL,
2014; CONAB, 2015). Para a cana-de-acUcar, que apresenta baixa resposta a fertilizacéo
nitrogenada entre a maioria das variedades, o potencial da FBN nas variedades mais eficientes
alcanca 71% das necessidades da cultura e representa uma economia em N-fertilizante
equivalente a US$ 200 milhdes anualmente (BODDEY et al., 2001; URQUIAGA et al.,
2013). Suman et al. (2008) constataram que variedades de cana, com maior nimero de
bactérias diazotroficas, além de apresentar maior potencial de FBN, quando submetidas a
metade da dose de N recomendada, atingiram niveis de produtividade similares aos de plantas
com a dose completa de N.

Dentre os cereais, 0 cultivo de arroz inundado € o mais promissor. A Embrapa
Agrobiologia iniciou um programa de selecdo de gendtipos de arroz com alto potencial de
FBN e verificou que esta proporcionou valores de 21 a 30% de N acumulado pelas plantas,
equivalente a 33-60 kg ha™, indicando a possibilidade de melhoramento genético da cultura
visando a alta eficiéncia da FBN (URQUIAGA et al., 2013). Piccinin et al. (2013) avaliaram a
eficiéncia da inoculacdo de sementes com A. brasilense na produtividade da cultura do trigo e
verificaram que as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 sdo eficazes e podem proporcionar reducao de até
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50% na aplicacdo de N fertilizante na cultura, pois a inoculagdo de A. brasilense associada
com 50 kg ha™ N n#o diferiu significativamente da aplicacdo isolada de 100 kg ha ™ N.

O grande interesse na fixacdo biologica em gramineas tropicais (C4) é devido a
maior facilidade de aproveitamento de agua em relacdo as leguminosas (C3), maior
efetividade fotossintética, e maior habilidade em extrair 4gua e nutrientes pelo sistema
radicular fasciculado em relacdo ao sistema pivotante. Além disso, as gramineas s&o
largamente utilizadas como alimento pelo homem, por isso, mesmo que apenas uma parte do
N pudesse ser fornecida pela associacdo com bactérias fixadoras, a economia em adubos
nitrogenados seria igual ou superior aquela verificada com as leguminosas que podem ser
autossuficientes em N (DOBEREINER, 1992). No caso de pastagens de gramineas, em
especial as pertencentes ao género Brachiaria, a contribuicdo da FBN associativa € pequena
(15 a 25 kg ha™ ano™), torna-se significativa devido & ocupagdo de grandes extensées de area
(URQUIAGA et al., 2013).

A FBN também possui papel relevante na reducdo da emissdo de gases de efeito
estufa relacionada as etapas de producdo e transporte de adubos nitrogenados que devido ao
consumo de energia fossil representam entre 40 e 50% das emiss@es totais relacionadas aos
fertilizantes. Em média, estima-se que o uso de 1 kg de fertilizante nitrogenado emite o
equivalente a 10 kg de CO,. Além disso, estudos indicam que a fixacdo de 90 milhGes de
toneladas de N equivale ao sequestro de quase um bilh&o de toneladas de carbono por ano.
Por estes motivos, a FBN é uma das tecnologias agricolas contempladas pelo Programa
Agricultura de Baixo Carbono (ABC), coordenado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), cuja meta é incrementar a FBN na producdo de 5,5 milhdes de
hectares e reduzir a emissdo de 10 milhdes de toneladas de CO, equivalente até 2.020
(AGROSUSTENTAVEL, 2014).

2.3  BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS (BPCP)

2.3.1 Aspectos Gerais e Associa¢do de BPCP’s com Gramineas

O solo é um ecossistema natural no qual se prolifera ampla variedade de
microrganismos, sendo o termo “rizosfera” usado para descrever a porg¢do do solo (1 a 3 mm
ao redor das raizes) onde tal proliferacdo é induzida pela presenca de sistemas radiculares de

plantas. Bactérias que vivem na rizosfera sdo chamadas “rizobactérias” e possuem a
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habilidade de colonizar raizes de plantas e/ou o ambiente ao seu redor (CASSAN et al.,
2009a).

O termo bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP) provém da
expressao “plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR)”, proposta por Kloepper ¢ Schroth
(1978) em trabalho cujos dados de pesquisa tornaram aceita pela comunidade cientifica
internacional a expresséo que designaria o grupo. As BPCP’s compreendem um grupo amplo
de microrganismos, capazes de colonizar a superficie radicular, a rizosfera, a filosfera e
também os tecidos internos da planta, referindo-se a quaisquer bactérias que vivam na
rizosfera e afetem de forma benéfica o crescimento de uma ou mais espécies vegetais
(FREITAS, 2007). Apesar da denominagdo do grupo ter sido estabelecida em 1978, o
interesse dos pesquisadores ocidentais pelos beneficios das BPCP’s as plantas ja despertava
em meados do século XX, com estudos da entdo Unido Soviética sobre bactérias benéficas em
raizes de plantas. No entanto, o dificil acesso aos trabalhos soviéticos, associado a falta de
andlises estatisticas, dificultava a aceitacdo desses estudos por parte dos ocidentais (BURR e
CAESAR, 1985).

Segundo Moreira et al. (2010), diversas espécies de BPCP’s foram isoladas de raizes
e partes aéreas de culturas de importancia agricola como: gramineas e palmeiras (BALDANI
et al., 1997; FERNANDES; FERNANDES; RODRIGUES, 2001; SALA et al., 2005),
orquidaceas (LANGE e MOREIRA, 2002), tubérculos (BALOTA; LOPES; DOBEREINER,
1997; BALOTA., et al 1999), cafeeiros (JIMENEZ-SALGADO et al., 1997), araucarias
(NERONI e CARDOSO, 2007) e frutiferas (WEBER et al., 1999). Em funcdo dos beneficios
proporcionados as plantas, a identificacdo e possivel manipulagdo da associacdo entre BPCP’s
e plantas superiores tém sido consideradas estratégia basica da agricultura moderna em
diversos paises, tais como Australia, Bélgica, Egito, Nova Zelandia, Russia, Holanda e EUA,
nos quais o uso de preparados microbianos na producdo vegetal esta consolidado. Em Cuba,
por exemplo, varios inoculantes, compostos de isolados de Azotobacter, Rhizobium,
Azospirillum e Burkholderia sdo comercialmente produzidos e usados em diferentes culturas
(RODRIGUEZ e FRAGA, 1999).

O efeito de promogéo do crescimento das plantas proporcionado pelas BPCP’s tem
sido correlacionado com diversos mecanismos, dentre os quais a fixacdo biologica de
nitrogénio - FBN (HUERGO et al., 2008), a supressao de patogenos causadores de doencas
(WHIPPS, 2001), a melhoria da ciclagem de nutrientes minerais como o N e fésforo (RYAN
et al., 2008), o aumento na atividade da redutase do nitrato (CASSAN et al., 2008), a



24

producdo dos fito-hormonios auxina, giberelina e citocinina (OKON e VANDERLEYDEN,
1997) e a solubilizagéo de fosfatos (RODRIGUEZ e FRAGA, 1999).

Devido a capacidade de realizar a FBN, as BPCP’s podem ser caracterizadas como
microrganismos diazotroficos endofiticos os quais, devido a presenca do complexo
enzimatico nitrogenase, sdo capazes de romper a tripla ligacdo do N, atmosférico reduzindo-o
a amdnia (NHs3), uma forma prontamente assimilével pela planta (CANTARELLA, 2007). A
caracteristica endofitica das BPCP’s, por sua vez, se deve a capacidade de colonizacdo das
raizes até as folhas de plantas associadas, havendo diferentes padrdes de colonizacdo das
plantas e do solo. Segundo Baldani et al. (1997), as bactérias endofiticas podem ser divididas
em dois grupos: bactérias endofiticas obrigatdrias, que colonizam o interior e parte aérea dos
tecidos vegetais, mas ndo sobrevivem no solo, e bactérias endofiticas facultativas, capazes de
colonizar tanto a superficie quanto o interior da raiz, sobrevivendo também no solo, como é o
caso do género Azospirillum.

A descoberta de BPCP’s diazotroficas endofiticas trouxe uma nova dimensdo aos
estudos das associacGes de microrganismos e plantas superiores em funcdo dos beneficios
proporcionados a essa relacdo. O interior das plantas representa um habitat rico em substratos
de carbono e livre de diversos fatores adversos, como a competicdo com outros
microrganismos e condi¢Ges ambientais desfavoraveis, que limitam a sobrevivéncia dos
diazotrofos e viabiliza a transferéncia de compostos nitrogenados produzidos pelos
microrganismos para a planta de forma muito mais eficiente (BASHAN e DE-BASHAN,
2010). Além disso, o estabelecimento dentro de nichos protegidos do oxigénio e de outros
fatores permite aos microrganismos endofiticos expressar seu maximo potencial para fixacdo
de N (KENNEDY et al., 1997). No entanto, eficiéncia similar a da simbiose de bactérias
noduliferas (rizobio) com leguminosas no solo ndo pode ser alcancgada, pois ndo ha evidéncias
de relacdo tdo complexa e organizada, a qual resulta de um processo evoluido que minimiza
perdas do N fixado por interferéncia de fatores quimicos, fisicos e bioldgicos (MOREIRA et
al., 2010).

As BPCP’s diazotroficas podem ser caracterizados em trés grupos: diazotrofos de
vida livre, que fixam o N para seu proprio uso; diazotrofos simbidticos, que estabelecem uma
interacdo muito estreita entre 0 macro e microsimbionte, formando em alguns casos estruturas
diferenciadas denominadas nodulos, e os diazotrofos associativos, que contribuem para o
crescimento da planta sem a formagéo de estruturas diferenciadas e sem estabelecer simbiose
(MARIN et al., 2013). As BPCP’s diazotroficas associativas assumem papel importante na

interacdo com raizes de plantas e ciclagem de nutrientes, contribuindo para o fornecimento de
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N a diversos ecossistemas, tanto natural quanto manejado (MOREIRA et al., 2010),
destacando-se neste grupo as bactérias pertencentes ao género Azospirillum em associacdo
com gramineas de interesse econémico.

No Brasil, os estudos relacionados a associacdo entre BPCP’s e gramineas iniciaram
com a pesquisadora Dra. Johanna Dobereiner. Seu primeiro trabalho, em 1953, identificou a
ocorréncia de bactérias do género Azotobacter em solos acidos, associadas a rizosfera de
grama-batatais. Cinco anos depois, Dobereiner e Ruschel (1958) isolaram e descreveram a
bactéria Beijerinckia fluminensis da rizosfera de cana-de-agucar, em solos tropicais
(MOREIRA et al., 2010). Nos anos 70, com a introducéo do método de reducédo do acetileno e
0 desenvolvimento de meios de cultivo especiais, houve um grande avango nos estudos da
FBN em gramineas, tornando-se este o principal foco da pesquisa (BALDANI e BALDANI,
2005).

Os estudos envolvendo a associacdo de Azospirillum spp. tem relatado efeitos de
melhoria do crescimento, desenvolvimento e produtividade de importantes culturas agricolas
ao redor do mundo, especialmente gramineas, com eficiéncia em torno de 60 a 70% (OKON e
LABANDERA-GONZALES, 1994). Para Okon e Vanderleyden (1997) o género
Azospirillum spp. é capaz de proporcionar incrementos na produtividade das culturas sob
diversas condicdes de clima e solo, com beneficios que vdo além da FBN, interferindo
também no aumento da superficie de absorcdo das raizes da planta e pelo aumento do volume
de substrato do solo explorado. Tal constatacdo € justificada pelo fato da inoculacdo modificar
a morfologia do sistema radicular, aumentando ndo apenas o nimero de radicelas, mas
também o didmetro médio das raizes laterais e adventicias, devido a producdo de substancias
promotoras de crescimento, como auxinas, giberelinas e citocininas (BARBARO;
BRANCALIAQ; TICELLI, 2008).

Diversos estudos relatam os efeitos da associagdo entre Azospirillum e gramineas de
interesse econdémico. Salomone e Ddbereiner (1996), avaliando a resposta de genotipos de
milho a inoculacdo de quatro estirpes de Azospirillum spp. isoladas na Argentina e trés de
raizes de sorgo e milho isoladas no Brasil, constataram aumento da massa de gréos, variando
de 1.700 a 7.300 kg ha™ entre os genétipos, com influéncia das condicdes de solo, ambiente e
genotipos. Ramos et al. (2010) conduziram estudo em laboratorio visando avaliar o
desenvolvimento do milho submetido a inoculagdo com A. lipoferum associada ou ndo a
adubacéo nitrogenada em cobertura (30 kg ha™ de N). Os autores observaram que a presenca
da bactéria e/ou do adubo nitrogenado favoreceu a massa seca da raiz e da parte aérea e que,
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no conjunto das respostas das caracteristicas avaliadas, os melhores resultados foram obtidos
com a inoculagdo associada a adubag&o nitrogenada.

Cassan et al. (2009a) avaliaram os efeitos da inoculacdo, de forma isolada ou
combinada, de estirpes de A. brasilense (Az39) e Bradyrhizobium japonicum (E109), na
germinacdo de sementes e crescimento inicial de plantulas de milho (Zea mays L.) e soja
(Glycine max L.). Os autores observaram que tanto a inoculagéo isolada quanto a combinada,
aumentaram significativamente o comprimento e a massa de matéria seca da parte aérea das
plantulas de soja e milho e que o nimero de nodulos recém-formados e porcentagem de
plantas noduladas foram superiores em plantulas de soja inoculadas com Az39+E109.
Segundo os autores, os efeitos positivos da inoculacdo na germinacdo de sementes e
crescimento inicial das plantulas se deve a capacidade das bactérias de excretar substancias
promotoras do crescimento vegetal em concentracdo suficiente para produzir mudancas
morfolégicas e fisioldgicas em tecidos novos da planta.

Schultz et al. (2012), avaliando a eficiéncia da inoculagdo de uma mistura de
bactérias  diazotréficas  (Gluconacetobacter  diazotrophicus; H. seropedicae; H.
rubrisubalbicans; A. amazonense e B. tropica) em duas variedades de cana-de-agucar, ndo
verificaram efeito da inoculacdo sobre a variedade RB72454 nas duas colheitas avaliadas,
porém na segunda soqueira da variedade RB867515, os autores observaram efeitos positivos
da inoculacgdo sobre o desenvolvimento e produtividade de forma similar & adicdo de 120 kg
ha' de N. Segundo os autores esse efeito positivo estava associado ao aumento da eficiéncia
do sistema radicular em absorver nutrientes e dgua de camadas mais profundas do solo,
proporcionando as soqueiras maior resisténcia ao estresse hidrico ocorrido nos dois meses
apos as colheitas da cana-planta e da primeira soqueira.

Sala et al. (2005) avaliaram o efeito da adubacdo nitrogenada e do gendtipo da planta
na ocorréncia de bactérias diazotroficas endofiticas associadas a cultura do trigo, e
observaram que parte dos isolados de Azospirillum e Herbaspirillum avaliados promoveu o
crescimento e o acumulo de N nas plantas. Das e Saha (2003) avaliaram o efeito de
Azotobacter e Azospirillum, na presenca de 50 kg ha™* N, sobre o aumento gradual de N e sua
transformacdo nos solos da rizosfera de arroz. Apos a inoculagdo, 0s autores constataram
proliferacdo de Azotobacter e Azospirillum nas raizes e verificaram que a inoculagédo isolada
ou combinada das bactérias proporcionou incremento substancial nas diferentes fracbes do

teor de N nos solos da rizosfera.
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2.3.2 Bioquimica da Associacdo Planta x Bactéria e Promocdo do Crescimento por
BPCP’s € 2,3,1

As bactérias do género Azospirillum constituem as BPCP’s mais amplamente
estudadas em associacdo aos cereais e gramineas (BASHAN e LEVANONY, 1991), com
destaque para as espécies A. brasilense e A. lipoferum (BASHAN e MITIKU, 1991). Ocorrem
nas regides tropicais e subtropicais, na quantidade de 103 a 106 unidades formadoras de
coldnias por grama de solo (UFC g?), e apresentam distribuicdo ecolégica ampla, sem
apresentar preferéncia por plantas cultivadas ou ervas daninhas, perenes ou anuais, com
efeitos positivos também em plantas sem historico anterior de associagdo com Azospirillum
(BASHAN e HOLGUIN, 1997). Tal versatilidade confere baixa especificidade em relacdo a
planta hospedeira e as diversas vias metabolicas alternativas, permitindo ao microrganismo
utilizar diversos acidos organicos e aromaticos (LOPEZ-DE-VICTORIA e LOVELL, 1993).

As bactérias do género Azospirillum constituem microrganismos procariotos,
situados no Dominio Bacteria na subdivisdo a-Proteobacteria, no qual se encontram a maioria
das bactérias gram-negativas formato vibrio e/ou espirilo (TARRAND et al., 1978;
MOREIRA et al., 2010). S8o bactérias preferencialmente microaerofilicas e méveis em meio
de cultivo, que possuem flagelo polar bem desenvolvido quando desenvolvidas em meio
liquido. A. brasilense, por exemplo, apresenta uma combinacdo tipica de flagelos: um flagelo
polar desenvolvido quando as bactérias sdo crescidas em meio liquido e varios flagelos
laterais adicionais, quando cultivadas em meio semissdlido (MOREIRA et al., 2010).

De acordo com a classificacdo proposta por Baldani et al. (1997), A. brasilense é
considerada bactéria endofitica facultativa, ou seja, pode colonizar a superficie e interior da
raiz, além de sobreviver no solo. No solo, as bactérias do género Azospirillum podem ser
encontradas no mucigel presente na rizosfera de plantas, caracterizando uma colonizacao
externa das raizes, enquanto na colonizagdo interna, as células de Azospirillum podem
penetrar nos espacos intercelulares de raizes e la se alojarem (BASHAN e LEVANONY,
1991; BALDANI et al., 1996). O metabolismo de carbono e N apresentado pelas espécies de
Azospirillum é bastante dindmico e variado. Os acidos organicos como malato, piruvato e
succinato séo as fontes preferenciais de carbono, com aparente preferéncia de frutose sobre
glicose. Amonia, nitrato, nitrito e aminoacidos, além de N atmosférico, podem servir como
fontes de N (DOBEREINER, 1992).

A sobrevivéncia de bactérias do género Azospirillum no solo, na auséncia das plantas

hospedeiras e sob condi¢des nutricionais desfavoraveis, esta relacionada a varios mecanismos
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fisiologicos de protecdo, dentre eles: producdo de melanina, acumulo de poli-p-
hidroxibutirato (PHB) e polissacarideos (BASHAN e HOLGUIN, 1997), formacédo de cistos
(agregados celulares) e mudanca na forma da célula (MOREIRA et al., 2010). Bashan;
Levanony; Whitmoyer (1991) estudaram a colonizacdo da superficie radicular por A.
brasilense em plantas de soja sob condi¢Ges normais e de estresse hidrico e observaram que,
nas plantas submetidas ao estresse hidrico, as células de A. brasilense ocorreram em menor
quantidade e sob a forma de cisto. Porém, quando eliminadas as condicGes de estresse hidrico,
as celulas bacterianas foram revertidas para a forma vibroide, com aumento na populagéo
bacteriana, evidenciando a formacdo de cistos como uma resposta natural da bactéria ao
estresse hidrico na rizosfera.

As espécies do género Herbaspirillum estdo incluidas como um grupo na subdivisdo
[B-Proteobacteria, sendo as células deste género gram-negativas, formato espirillum, contendo
gréanulos de poli-B-hidroxibutirato (PHB) (MOREIRA, 2010). Representantes do género
Herbaspirillum sdo microaerofilicos, toleram drasticas mudancas no pH (5,3 — 8,0) e uma
concentracdo de oxigénio maior que as especies de Azospirillum (BALDANI et al., 1986).
Sdo também capazes de produzir elevados niveis de auxinas e giberelinas (GRAY e SMITH,
2005), embora em menor quantidade em relagdo as linhagens de Azospirillum (RADWAN et
al., 2004).

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

Os microrganismos endofiticos penetram nas plantas, geralmente, por aberturas
naturais como estdmatos, hidatddios, lenticelas, area de emergéncia de raizes laterais ou
ferimentos (HALLMANN et al., 1997), sendo as raizes uma das portas de entrada mais
utilizadas pelos endofitos por meio da regido entre a epiderme e a coifa (JAMES et al., 2002).
Outras opcdes de entrada sdo as aberturas causadas por insetos e a penetracdo de forma ativa
através da degradacdo enzimatica da parede celular pelas enzimas celuloliticas e pectinoliticas
(HALLMANN et al., 1997).

O processo de ligagdo da bactéria com a raiz da planta é realizado em duas etapas
pelos fendbmenos de adesdo e ancoramento. A etapa primaria, que envolve a fase de adesao ou
adsorcdo, dura aproximadamente duas horas, é reversivel, fragil e governada, provavelmente,

por proteinas bacterianas. A segunda etapa, que envolve a fase de ancoramento, dura de 8 a 16
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horas, € irreversivel, forte e envolve polissacarideos de superficie extracelular bacteriana
(DEL GALLO e HAEGI 1990; MICHIELS et al., 1991). A fixacdo segura da BPCP é
essencial para a associacdo em longo prazo com as raizes de plantas hospedeiras por trés
motivos: proporcionar a planta o aproveitamento das substancias excretadas pela bactéria,
evitando que sejam consumidas na rizosfera por outros microrganismos antes de atingir a
planta; impedir que a bactéria, ndo fixada seguramente, seja levada pela &gua para longe do
rizoplano, perecendo no meio circundante deficiente em nutrientes; e ocupar os sitios de
associacdo nas raizes por BPCP em lugar de colonizadores agressivos, possivelmente néo-
benéficos (BASHAN e HOLGUIN, 1997).

A adesdo da bactéria a superficie da raiz (rizoplano) necessita ser precedida da
multiplicacdo e atracdo (taxia) da bactéria pelos sitios de infeccdo. Esta etapa ainda é
considerada um aspecto obscuro da interacdo, pois ndo se conhece as macromoléculas
secretadas pelas gramineas hospedeiras, tampouco o grau de especificidade e 0s mecanismos
de taxia pelos quais as bactérias diazotréficas atingem os sitios de adesdo. Desta interagdo,
resulta a adesdo radicular, caracterizada pela ligacdo da célula bacteriana a superficie da
planta (BALDANI et al., 2009). Karpati et al. (1995) sugeriram que 0 mecanismo de adesdo
de Azospirillum a raiz da planta é mediado por lecitinas ligadas a superficie da célula
bacteriana, como a aglutinina de gérmen de trigo.

Na fase de ancoramento é frequente para a maioria das bactérias a presenca de
microfibrilas de origem proteica ou celul6sica, interconectando bactérias e ancorando-as as
plantas (JAMES e OLIVARES, 1997), assim como a inducdo da secrecdo de substancias
mucilaginosas pelas raizes infectadas (BASHAN, 1991). Estudos sobre a fixacdo de
Azospirillum revelaram que os sitios preferidos para colonizacdo sdo as zonas de elongagdo e
de pelos radiculares, onde a bactéria forma um tipo de agregado de microrganismos apoiado
em material fibrilar macico, viabilizando o processo de colonizagio (BASHAN e
LEVANONY, 1991; STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000).

As bactérias da ordem Rhizobiales sdo gram-negativas, aerobicas, pertencentes ao filo
alpha-Proteobacteria, as quais sdo genericamente identificadas como rizébios (ZAKHIA e
LAUJUDIE, 2001). Os rizébios podem atuar no crescimento pela sintese de fito-hormonios,
sintese de algumas enzimas que modulam o nivel de hormonios da planta, FBN, assim como a
solubilizacdo de fosfato inorganico e mineralizacdo de fosfato organico (VESSEY, 2003;
HARA e OLIVEIRA, 2004). Dentre os géneros de bactérias capazes de influenciar
positivamente na fisiologia das plantas, destaca-se a familia Rhizobiaceae pela capacidade de

fixacdo de N, cujos beneficios em associacdo com leguminosas sdo consolidados, com
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estirpes recomendadas como inoculantes comerciais no Brasil para as culturas de soja e feijéo.
Segundo Cassén et al. (2009a) existem evidéncias de que rizobactérias simbidticas fixadoras
de nitrogénio podem ser aplicadas também em certas gramineas de interesse econdémico.

O modo de acdo pelo qual Azospirillum afeta o crescimento das plantas ainda
apresenta lacunas, porém o fato de Azospirillum influenciar o metabolismo da célula vegetal
externamente a planta sugere que as bactérias sdo capazes de excretar e transmitir um sinal
(ou mais) que atravessa a parede celular da planta. Tal sinal é reconhecido pelas membranas
celulares, iniciando uma cadeia de eventos que resulta em alteracdo do metabolismo nas
plantas inoculadas. Apesar da natureza deste sinal molecular ser ainda desconhecida, é
proposto que as membranas de plantas, extremamente sensiveis a qualquer alteracéo,
constituam um alvo priméario para Azospirillum na raiz da planta e que sua resposta possa
servir como um indicador preciso da atividade de Azospirillum em nivel celular (BASHAN et
al., 1992; BASHAN e HOLGUIN, 1997).

Bashan e De-Bashan (2010) propdem como mecanismos principais de promocdo do
crescimento vegetal por BPCP’s a producdo de fito-hormoénios e consequente estimulo ao
desenvolvimento radicular, a FBN, a solubilizacdo de fosfatos e a mitigacdo de estresses.
Segundo os autores, os efeitos hormonais sdo geralmente apresentados, de forma justificada
ou ndo, como a maior contribuicdo de BPCP’s as plantas, pois um estimulo fito-hormonal
promove alteragbes no sistema radicular das plantas inoculadas com formagdo de pelos
radiculares e raizes secundarias. Essas modificacbes no sistema radicular proporcionam
aumento na superficie de absorcdo e na capacidade de exploracdo de agua e nutrientes do
solo, tornando a planta menos sensivel aos estresses ambientais e proporcionando o
desenvolvimento de plantas mais vigorosas e produtivas (BASHAN e HOLGUIN 1997,
BASHAN et al., 2004).

Auxina, giberelina e citocinina sdo os principais fito-horménios produzidos por
BPCP’s (OKON e VANDERLEYDEN, 1997; DOBBELAERE et al., 2003). A producdo de
auxinas por Azospirillum spp. desempenha um papel importante na promogéo do crescimento
de plantas (SPAEPEN et al., 2007), com destaque para o acido indol-3-acético (IAA), o qual
pode beneficiar diretamente o sistema radicular da planta estimulando o desenvolvimento de
raizes laterais e o alongamento das raizes (DOBBELAERE et al., 2003, PATTEN e GLICK,
1996). Outras moléculas de auxina também tém sido detectadas em Azospirillum, como &cido
indol-3-butirico (IBA) (FALLIK et al., 1989), &cido indol-3-acetaldeido (COSTACURTA et
al., 1994) e acido fenil acético (SOMERS et al., 2005), porém com menor volume de
evidéncias diretas e indiretas sobre seu efeito nas plantas (BASHAN e DE-BASHAN, 2010).
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As auxinas estdo envolvidas em inimeros mecanismos fisiologicos da planta, porém
seu principal efeito estd relacionado ao processo de elongagdo celular, induzido quando as
auxinas sdo transportadas para dentro da célula, onde sio ionizadas e liberam H' no
citoplasma, ativando a bomba de prétons associada & ATPase membranar (H'-ATPase)
(PIMENTEL, 1998). A ativacdo da bomba eletrogénica promove a extrusdo de prétons que
acidificam a parede celular, rompendo as ligacdes entre as fibrilas de celulose ou ativando
enzimas de degradacdo de celulose, 0 que permite a expansdo celular (KASAMO e
SAKAKIBARA, 1995).

Didonet e Magalh&es (1993) avaliaram a inoculagdo de Azospirillum em plantulas de
trigo e verificaram a inducdo do alongamento e ramificagdo radicular, associando o estimulo
ao crescimento radicular a producdo de IAA e ion nitrito pelo metabolismo bacteriano.
Segundo os autores, a associacdo trigo-Azospirillum pode ter produzido mudancas na
membrana celular, expressas pelo aumento da extrusdo de prétons, observadas em raizes
intactas e também em segmentos radiculares excisados. Tal efeito estd associado com a
acidificacdo da parede celular, afrouxando a estrutura da parede e proporcionando a elongacao
celular (MASUDA, 1990).

Malhotra e Srivastava (2009) estudaram a influéncia das limitagdes nutricionais sobre
a biossintese de IAA por A. brasilense e observaram que em condi¢cBes de estresse
(deficiéncia de carbono e N) a viabilidade celular reduziu em compara¢do com o controle ao
longo das geracdes, porém os niveis de IAA obtidos foram melhores. Os autores observaram
também que em 30 dias de cultivo, a populacdo bacteriana foi mantida em densidade
especifica produzindo 1AA em todas as fases, inclusive estacionaria, 0 que torna a bactéria
qualificada para a promocédo do crescimento quando o efeito dura semanas ou meses apés a
inoculacdo, demonstrando também sua competéncia rizosférica (BASHAN e DE-BASHAN,
2010).

As citocininas sdo produzidas em meio de cultura por diversas rizobactérias,
(STRZELCZYK; KAMPERT; LI, 1994; TIEN; GASKINS; HUBELL, 1979). Representam
fito-hormdnios que podem afetar o crescimento da planta positiva ou negativamente, porém
ainda é questionavel se modificam a morfologia radicular das plantas inoculadas por conta
propria ou se os niveis de combinacdo com giberelina e auxina € que induzem o efeito
observado, uma vez que o balanco auxina/citocinina na planta é crucial durante a divisédo e
diferenciacéo celular dos tecidos (BASHAN e DE-BASHAN, 2010).

As giberelinas (GAs) séo fito-horménios que controlam uma grande variedade de

processos de crescimento e desenvolvimento das plantas, como a promocao da divisdo e
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elongacdo celular e a germinacdo de sementes. No processo de germinagdo de sementes, as
GAs produzidas pelo embrido séo exportadas para a camada de aleurona, onde promovem a
transcricdo do gene que codifica para a enzima alfa-amilase, responsavel pela hidrélise do
amido, promovendo a liberacdo de hexoses para o crescimento embrionario (PIMENTEL,
1998; RICHARDS et al., 2001). Bashan e De-Bashan (2010) destacam que, apesar da
capacidade de Azospirillum de sintetizar e metabolizar GAs “in vitro” e na planta, até o
momento tem sido constatado que a melhoria da germinacdo de sementes coincide com alta
producdo de GA pela bactéria (CASSAN et al., 2009a), porém isso ndo comprova ligacéo
direta da GA ao fendmeno.

Ha& relatos também de envolvimento do &cido abscisico (ABA) e do etileno com
Azospirillum (COHEN; BOTTINI; PICCOLI, 2008; RIBAUDO et al., 2006). O ABA esta
envolvido na resposta das plantas aos estresses ambientais e seu efeito mais conhecido esta
relacionado ao controle do fechamento estomatico nas folhas. Em condicfes de estresse
hidrico, o ABA produzido nas raizes é translocado pelo xilema para as folhas, onde
rapidamente altera o potencial osmético de células-guarda, provocando o fechamento
estomatico e a reducdo na atividade fotossintética e na transpiracdo da planta (BASHAN e
DE-BASHAN, 2010). Neste processo de mitigacdo do estresse, ABA e GAs foram
investigados com a inoculacdo de Azospirillum e os resultados indicaram que a producédo de
fito-hormonios de estresse, como 0 ABA (COHEN; BOTTINI; PICCOLLI, 2008), esta entre 0s
mecanismos envolvidos na reducdo do estresse hidrico de plantas inoculadas juntamente com
as auxinas (COSTACURTA e VANDERLEYDEN, 1995) e GAs (BOTTINI; CASSAN;
PICCOLLI, 2004), porém tais evidéncias ainda séo incipientes.

O etileno esta relacionado principalmente aos processos de quebra de dorméncia de
sementes e senescéncia da planta. Elevados niveis de etileno podem ser sintetizados pela
planta como uma resposta a estresses biodticos e abidticos, causando murcha e senescéncia da
planta (GLICK et al., 1999). A enzima &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC)
desaminase, um dos precursores da sintese de etileno, € comumente encontrada em
microrganismos do solo, principalmente em BPCP’s, capazes, portanto, de degradar ACC e
induzir uma redugdo na concentracdo de etileno nas raizes, aumentando a toleréncia das
plantas aos estresses. Com base na constatacdo de elevados niveis de IAA e etileno em plantas
inoculadas, desenvolveu-se uma proposta de que a promocdo do crescimento por A.
brasilense envolve uma via sinalizadora que tem etileno como regulador central, porém s&o

poucos 0s casos do envolvimento de etileno com Azospirillum em comparagdo com outras
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BPCP’s nas quais este ¢ um dos principais mecanismos de atuagdo (BASHAN e DE-
BASHAN, 2010).

Um novo grupo de compostos envolvidos na promogdo do crescimento por
Azospirillum spp. sdo as poliaminas, consideradas reguladores do crescimento de plantas, em
especial a cadaverina, a qual tem sido correlacionada com a promoc¢ao do crescimento da raiz
e mitigacdo do estresse osmoético em algumas espécies vegetais (CASSAN et al., 2009b). A.
brasilense estirpe Az39 é conhecida por produzir poliaminas em meio de cultura, tais como
espermidina, espermina (PERRIG et al., 2007) e putrescina (THULER et al., 2003) e também
cadaverina, em meio quimicamente definido e em plantas de arroz inoculadas com a estirpe.
A cadaverina foi correlacionada a promog¢do do crescimento da raiz em pinheiro e soja
(GAMARNIK e FRYDMAN, 1991; NIEMI; HAGGMAN; SARJALA, 2001), a resposta ao
estresse osmotico no nabo (AZIZ; ARTIN-TANGUY; LARHER, 1997) e ao controle da
atividade estomatica em feijdo de fava (LIU et al., 2000). Cassan et al. (2009b) avaliaram a
capacidade da bactéria A. brasilense Az39 de produzir cadaverina em plantas de arroz e
verificaram que A. brasilense promoveu o crescimento das raizes e ajudou a mitigar o estresse
osmotico nas plantulas de arroz, devido a producéo de cadaverina.

Apesar dos iniumeros experimentos, em casa de vegetacdo e campo, que repetidamente
demonstram alguma contribuicdo da FBN, com base em aumento da atividade nitrogenase
microbiana dentro das raizes inoculadas, é relevante salientar que a FBN por bactérias
aerobias € um processo que demanda muita energia, exigindo fosforilacdo oxidativa eficiente,
uma vez que o O, € tdxico para o complexo nitrogenase. As bactérias fixadoras de N tém
desenvolvido diversas estratégias para lidar com esse “paradoxo O,”, porém ainda ¢é discutido
se uma melhoria na tolerancia do processo de fixacdo de N ao O, poderia contribuir para o
desenvolvimento de estirpes mais eficientes para a inoculacdo ou se as adaptacGes ambientais
especificas de Azospirillum s&o suficientes para permitir a proliferacdo ideal e fixacdo de N
em seu habitat natural (MARCHAL e VANDERLEYDEN, 2000).

A teoria da nitrato redutase (NR) bacteriana foi considerada uma alternativa a FBN
como explicacdo para o acimulo de N em plantas de trigo apos inoculacdo por Azospirillum,
porém esta linha de pesquisa ndo foi aprofundada (BASHAN e DE-BASHAN, 2010). Ferreira
et al. (1987) avaliaram o metabolismo do N em plantas de trigo inoculadas com estirpes de A.
brasilense e com mutante (NR") sob condi¢Ges controladas e observaram que em baixo nivel
de NOs o0s mutantes apresentaram atividade nitrogenase menor que as estirpes NR,

indicando o possivel papel da nitrato redutase bacteriana na assimilagcdo de NO3™ pela planta
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de trigo e que o N acumulado na planta poderia ser resultante de um aumento na assimilagéo
de nitrato.

O aumento da absorcdo de nutrientes pelas raizes inoculadas tem sido associado
também a uma melhoria da atividade de efluxo de prétons de raizes inoculadas, pois a
inoculacdo das plantulas de trigo com A. brasilense aumentou significativamente o efluxo de
prétons das raizes 5 h ap6s a inoculacdo em comparacdo com plantas ndo inoculadas
(BASHAN, 1990). Segundo Bashan e De-Bashan (2010) a atividade de efluxo de prétons esta
diretamente relacionada com o balanco de ions nas raizes da planta e seus efeitos precisam ser
mais investigados, pois as alteragdes no metabolismo radicular podem induzir melhor
absorcdo de agua e nutrientes, mesmo sem a proliferacdo de raizes induzida por fito-
hormdnios.

Embora Azospirillum ndo seja conhecido como um tipico agente de controle bioldgico
de fitopatdgenos, uma vez que ndao metaboliza substancias quimicas supressivas diretas ou
enzimas hidroliticas, alguns mecanismos que possibilitam reduzir os danos de fitopatégenos
tém sido atribuidos a Azospirillum, como competicdo ambiental e deslocamento de patdgenos,
melhoria geral das plantas na resisténcia a infec¢do e possivel inibi¢do do crescimento fangico
via producdo de substancias tdxicas microbianas. No entanto, os mecanismos envolvidos na
reducdo da doenca ndo foram elucidados, sendo necessarios mais estudos sobre a atuacéo de
Azospirillum como agente de controle biolégico (BASHAN e DE-BASHAN, 2010).

Estudos relatam o potencial de Azospirillum spp. na solubilizacdo de fosfato devido a
capacidade de produzir diferentes acidos organicos que auxiliam na solubilizacdo de fosforo
(P) conforme o acglcar presente nos exsudatos radiculares. Pesquisas com foco na
solubilizacdo mineral e Azospirillum sdo potencialmente Uteis para o estudo da sobrevivéncia
e interacGes das bactérias no solo (BASHAN e DE-BASHAN, 2010). Para Pidello et al.
(1993) os efeitos de Azospirillum nas plantas ocorrem também em fungdo da influéncia da
bactéria na melhoria de pardmetros do solo, tais como pH e potencial redox. Segundo 0s
autores, Azospirillum ocasiona uma modificacdo global do ambiente do solo, sendo capaz de
influenciar o nimero e/ou fisiologia da microflora celulolitica, o que pode afetar tanto as
plantas quanto o solo.

Em funcdo da diversidade de mecanismos envolvidas nas respostas a inoculacdo de
Azospirillum, recentemente tem sido retomada a proposta do modelo da hipotese aditiva
sugerido ha 20 anos. O modelo da hipétese aditiva considera maltiplos mecanismos atuando
simultaneamente ou em sucessdo na planta como resposta ao processo de associacdo com

Azospirillum, sendo que os mecanismos podem variar de acordo com a espécie vegetal,
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estirpe de Azospirillum e condigGes ambientais que prevalecem durante a interagdo. Dessa
forma, mesmo que um mecanismo isolado ndo seja suficiente para explicar os efeitos de
promocdo do crescimento e consequente aumento de produtividade da cultura, quando
combinado com outros mecanismos, resulta num efeito geral positivo para a planta. Essa
teoria inclusiva possibilita fechar as lacunas entre as teorias concorrentes e pode levar a novas
percepcOes a respeito de sobreposicdo e cooperacdo entre os diferentes mecanismos que
afetam o crescimento das plantas estudados at¢é o momento (BASHAN e DE-BASHAN,
2010).

Segundo os autores, apesar dos estudos intensivos da fisiologia e biologia molecular
de Azospirillum e das lacunas que ainda restam a respeito do exato modo de acdo das
bactérias nas plantas, trés fatos sdo incontestaveis: a maioria das estirpes pode fixar N, mas
apenas uma fracdo deste é transferida para a planta; muitas estirpes, mas ndo todas, sao
capazes de produzir hormonios vegetais “in vitro” ou em associagdo com plantas, mas esses
horménios podem ser transferidos de forma limitada ou nula; uma resposta geral de
crescimento positivo em numerosas espécies de plantas é evidente na maioria dos casos, mas
nem sempre este efeito se reflete em termos de produtividade econémica (OKON e
LABANDERA-GONZALEZ, 1994; DIAZ-ZORITA e FERNANDEZ-CANIGIA, 2009).

2.3.3 Potencial de Inoculacdo de BPCP’s em Milho e Sele¢do de Estirpes

Os efeitos de promocdo do crescimento vegetal e a possibilidade de reduzir, no
minimo parcialmente, o uso de fertilizantes nitrogenados tém estimulado os estudos sobre a
associacdo de A. brasilense com o milho, resultando na disponibilizacdo no mercado agricola
de diversos insumos bioldgicos, chamados inoculantes.

Os inoculantes sdo desenvolvidos de forma a proporcionar um microambiente
adequado e seguro para prevenir o rapido declinio da bactéria introduzida no solo e garantir
sua sobrevivéncia, uma vez que esta precisa enfrentar diversas tensdes a partir de sua
transferéncia para o competitivo ambiente do solo (BASHAN, 1998). As pesquisas com
inoculacdo de A. brasilense em gramineas, como o milho, tém apresentado resultados
promissores, porém relatos de desempenho irregular e problemas de instabilidade no
comportamento das bactérias tém sido observados (FREITAS, 2007), limitando o uso
comercial dos inoculantes. Os principais fatores relacionados a imprevisibilidade dos
resultados sdo: competitividade do inoculante com a populacdo nativa de microrganismos do

solo, dificuldades na formulagcdo do inoculante, eficiéncia e especificidade do inoculante e
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baixa sobrevivéncia das estirpes inoculadas no solo (BODDEY e DOBEREINER, 1988;
BASHAN e HOLGUIN, 1997).

A rizosfera pode ser definida como “a regido do solo que recebe influéncia direta das
raizes, possibilitando a proliferagdo microbiana”, pois € rica em exsudatos, secre¢des, mucigel
e lisados celulares que permitem aos microrganismos desempenhar seu papel nas
transformac6es da MO e nos ciclos biogeoquimicos dos nutrientes. Os exsudatos radiculares
influenciam o crescimento de bactérias e fungos que colonizam a rizosfera pela alteracdo do
ambiente do solo circundante, servindo como substrato para o crescimento seletivo de
microrganismos do solo. Os microrganismos, por sua vez, influenciam a composicdo e a
quantidade de varios componentes dos exsudatos radiculares, por meio de seus efeitos no
metabolismo das células da raiz, bem como no estado nutricional das plantas (CARDOSO e
NOGUEIRA, 2007). No entanto, alteracdes significativas nas propriedades fisico-quimicas do
solo, causadas pela adicdo ou remocdo de nutrientes e/ou préaticas de cultivo, podem causar
mudancas na comunidade microbiana do solo (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Em condicdes de campo, principalmente quando a bactéria é introduzida com a
inoculacdo, a multiplicacdo e o estabelecimento na rizosfera sdo fatores importantes para
obtencdo dos beneficios propiciados pelas BPCP’s associadas as gramineas, uma vez que
precisam competir com 0s microrganismos nativos existentes no solo (BALDANI et al.,
1986). Os microrganismos fixadores simbidticos, por sua vez, tornam-se independentes dessa
competicdo, apresentando uma vantagem ecol6gica em relacdo aos diazotrofos associativos,
pois dispdem da fonte primaria de energia, por meio da utilizacdo de fotossintatos cedidos
diretamente pelo hospedeiro (LOPES, 2007). Para Reis e Teixeira (2005), o principal
problema da associacao de espécies ndo leguminosas com bactérias diazotrdficas é a auséncia
da formac&o de uma estrutura macroscopica que proteja e agrupe as bactérias, ao contrario da
interacdo simbidtica rizobio-leguminosa, em que se formam os nodulos. Dessa forma, a
competitividade com outras estirpes nativas ou outros componentes da microbiota do solo
constitui aspecto relevante que influencia no desempenho de Azospirillum (ROSENBLUETH
e MARTINEZ-ROMERO, 2006).

No Brasil, o primeiro inoculante comercial a base de Azospirillum foi desenvolvido a
partir de uma parceria, em 1996, entre a Embrapa Soja e o grupo da Universidade Federal do
Parana - Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular, que realizaram uma rede de
ensaios de laboratério e testes de eficiéncia agrondmica de Azospirillum a campo.
Obedecendo aos critérios da legislagdo brasileira para inoculantes estabelecidos pelo

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), estirpes de A. brasilense que
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apresentaram maior sobrevivéncia no solo, maior promogdo de crescimento das plantas e
maior adaptacgdo as tecnologias utilizadas nas culturas do milho e do trigo foram selecionadas.
A inoculagdo com A. brasilense resultou em incremento significativo médio na produtividade
de grdos de trigo da ordem de 14% em relacdo ao controle e de 24% no caso do milho,
resultando na autorizacdo pelo MAPA das primeiras estirpes de A. brasilense (Ab-V4, Ab-
V5, Ab-V6 e ADb-V7) para a producdo de inoculantes comerciais para milho e trigo
(HUNGRIA et al., 2010; HUNGRIA, 2011).

Segundo a Associacdo Nacional dos Produtores e Importadores de Inoculantes
(ANPII), trés empresas fabricantes de inoculantes no Brasil possuem produto contendo estirpe
de bactéria A. brasilense a disposicdo dos agricultores devidamente registrado junto ao
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o qual exige testes de
eficiéncia agrondmica, dentro do protocolo da Rede de Laboratérios para Recomendacéo,
Padronizacdo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola —
RELARE (ARAUJO, 2008; ZAPPELINI e GUIRAU, 2012). Os produtos hoje disponiveis no
mercado podem ser encontrados em via sélida (com base em turfa) ou liquida, com maior
oferta de inoculante liquido, o qual pode ser misturado as sementes com tambor rotatorio,
com a maquina de tratamento de sementes, ou outros mecanismos que sejam eficientes na
distribuicdo do produto (HUNGRIA, 2011).

O processo de obtencdo de um inoculante envolve, inicialmente, o isolamento das
bactérias, e respectivo cultivo in vitro, para posterior inoculacdo nas plantas em ambiente
controlado (camara de crescimento, casa de vegetacdo etc.). Em seguida, sdo avaliadas as
estirpes mais promissoras em condi¢des de campo e aquelas cuja eficiéncia na associacdo com
a cultura de interesse for comprovada passam a ser utilizadas na fabricacdo de inoculantes
(SEVILLA et al.,, 2001; HUNGRIA, 2011). No entanto, considerando a amplitude da
contribuicdo de bactérias diazotroficas nativas do continuum solo-planta, o isolamento e a
classificacdo das bactérias em relacdo ao seu habitat ndo é um procedimento simples, pois a
mesma estirpe bacteriana pode colonizar rizosfera, rizoplano e endosfera (BARBOSA
CONSALTER; VARGAS MOTTA, 2012). Além disso, diversas espécies podem ocorrer
numa mesma planta, o que dificulta a identificagdo de quais estéo contribuindo de forma mais
efetiva e em qual magnitude (MOREIRA et al., 2010).

Mesmo ap0s estabelecer a melhor combinacdo planta-BPCP para a producdo
comercial de inoculantes persiste outro aspecto relevante, relacionado & aplicagdo bem
sucedida do inoculante. Para que as bactérias cheguem até a raiz no momento preciso

requerido pela planta é necessario que as técnicas de inoculacao sejam praticas e econdémicas



38

e que o produto forneca inoculo suficiente para a planta, além de apresentar longa viabilidade
e atender a legislacdo vigente (DE-BASHAN et al., 2007). Para uma inoculacdo eficiente,
Hungria (2011) destaca alguns cuidados essenciais: distribuir o inoculante liquido nas
sementes de forma uniforme; evitar deixar as sementes expostas ao sol ou no deposito de
sementes com temperatura acima de 35°C; aplicar o inoculante ap6s o tratamento das
sementes com fungicida, inseticidas e/ou micronutrientes; e realizar a semeadura em até 24 h
apos a inoculagéo.

Outro fator chave que contribui para o sucesso da inoculacdo com Azospirillum e
outras BPCP’s é a escolha da estirpe bacteriana (s), pela avaliagdo e selecdo de estirpes
eficientes para inoculacdo de culturas especificas (HUNGRIA et al., 2010). Segundo Barbaro
et al. (2008) é necessaria a selecdo de estirpes de Azospirillum adaptadas as condicdes locais e
as culturas e cultivares usadas em cada regido, selecionando-se, por testes de campo, aquelas
mais adaptadas as situacGes de clima e manejo, para possivel recomendagdo em um produto
comercial. Para Campos, Theisen e Gnatta (2000), a associacdo de estirpes eficientes a
formulacdo adequada do produto facilita a aplicacdo e favorece o bom desempenho do
inoculante, permitindo maior aceitacdo por parte do agricultor.

Alguns estudos apresentam evidéncias da existéncia de especificidade em nivel de
estirpe bacteriana de Azospirillum com a planta e do conceito de estirpes homélogas, ou seja,
a preferéncia da planta para a bactéria isolada dela mesma, como é o exemplo da estirpe
Sp245 em trigo (SALOMONE e DOBEREINER, 1996; DE-BASHAN et al., 2007;
BALDANI et al., 2009). Esta sintonia bactéria-hospedeiro pode indicar que algumas
linhagens sdo mais receptivas do que outras, permitindo buscar neste material genético o
diferencial de selecéo a ser incorporado em novos programas de melhoramento (REIS, 2007).

Rangel-Lucio et al. (2011), visando avaliar a afinidade de estirpes de A. brasilense
no milho, isolaram estirpes sobressalentes pela atividade nitrogenase de diferentes variedades
de milho (Palomero, Toluquefio, Cacahuacintle, Cconico, Chalquefio e H-20, e de Teocintle)
no México e as re-inocularam nas mesmas variedades. Pelos resultados de volume da raiz,
populagdo bacteriana e atividade da nitrogenase, verificaram que houve algum grau de
afinidade de uma estirpe homdloga de Azospirillum obtida a partir das variedades H-28 e
Chalquefio, pois a re-inoculacdo nestas mesmas variedades estimulou um reconhecimento
regressivo da estirpe pela variedade (Chalquefio) que evolutivamente antecedeu o milho de
origem mais recente (H-28).

Hahn (2013) avaliou a eficiéncia da inoculacdo de rizébios simbiontes de

leguminosas e bactérias diazotrdficas associativas na promocdo do crescimento de hibridos de
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milho e verificou respostas diferenciadas entre os hibridos as BPCP’s avaliadas. Além das
respostas positivas a inoculagdo combinada de isolados de Azospirillum e a inocula¢do com
rizobio na producdo de massa seca de parte aérea e teor de N na massa seca da parte aérea, 0
autor relata que para haver um efeito estimulante significativo dos micro-organismos sobre a
fisiologia da planta, é necessario haver um reconhecimento ao nivel bioquimico entre as duas
partes e a interagdo planta/bactéria deve ser capaz de estabelecer populagdes bacterianas
significativas na superficie radicular ou endofiticamente.

O comportamento de Azospirillum reflete do ambiente em que atua (solo e rizosfera),
pois depende da nutricdo balanceada e metabolismo da planta, com resposta das diversas
espécies e estirpes a uma variedade de atrativos que se correlacionam com a qualidade dos
exsudados radiculares tipicos da rizosfera (RANGEL-LUCIO et al., 2011). Além disso, num
ambiente onde a competicdo por fontes de carbono é a forca maior que comanda a flutuacéo
populacional, os microrganismos diazotréficos precisam ser versateis para sobreviver (REIS e
TEIXEIRA, 2005). Penot et al. (1992) verificaram uma grande diversidade no metabolismo
da fonte de carbono entre as estirpes de Azospirillum sp. isoladas de cultivares de milho em
solos franceses, independentemente da sua origem.

Sukiman e New (1990) classificaram quatro estirpes de Azospirillum de acordo com
0 namero de células adsorvidas nas raizes de plantulas de arroz, trigo e trevo e buscaram
correlacionar esses resultados com o0 sucesso das estirpes na colonizagdo da rizosfera e
interior das raizes das plantas cultivadas em vaso. Em geral, os autores nao verificaram
relacdo entre os dados de adsorcdo inicial e 0 sucesso das estirpes em colonizar a rizosfera das
plantas hospedeiras ou o interior das raizes.

De-Bashan et al. (2007) afirmam que o mecanismo de colonizagdo radicular de
Azospirillum varia conforme a estirpe bacteriana, a espécie vegetal, as condi¢cBes ambientais
(umidade do solo, temperatura e pH), fatores quimicos, fisioldgicos e nutricionais, e que a
interacdo entre essas varidveis cria diferencas no grau e padrdo da colonizacdo radicular,
tamanho da populacéo e sitios de colonizacdo. Os autores relatam ainda que nao se sabe se 0s
mecanismos de acdo de Azospirillum também se expressam de acordo com a estirpe, porém
tem sido demonstrada capacidade das estirpes de alterar caracteristicas da planta, como a
proporcao raiz/parte aérea (massa seca). Contudo, a afinidade entre estirpes e plantas afeta a
capacidade de estabelecimento da bactéria ao gendtipo da planta hospedeira, o que limita a
elaboracdo de um inoculante comercial eficiente a base de Azospirillum (RANGEL-LUCIO et
al., 2011), tornando necessario mais estudos com énfase no desempenho de cada isolado ou

estirpe bacteriana para cada cultura.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCALIZAGCAO E CARACTERIZACAO DA AREA EXPERIMENTAL

O experimento foi desenvolvido a campo nas safras de verdo 2012/13 e 2013/14 na
Estacdo Experimental do Instituto Agronémico do Parana — IAPAR, localizado no municipio
de Pato Branco — PR. A &rea experimental esta localizada na regido fisiografica do Terceiro
Planalto Paranaense, entre as coordenadas de 25°07” S de latitude e 52°41° W de longitude,
com altitude média de 700 m. O clima da regido, segundo a classificacdo de Képpen, é do tipo
Cfa em transicdo para Cfb. As informacBes meteoroldgicas de pluviosidade e temperaturas

durante a conducéo do estudo sdo apresentadas na Figura 1.
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Figura 1 - Precipitacdo pluvial acumulada e temperatura maxima, minima e média em
decéndios no periodo de outubro de 2012 a marco de 2013 e de novembro de 2013 a abril de
2014. lapar, Pato Branco, PR.

O solo da area experimental foi classificado como Latossolo Vermelho distroférrico,
relevo ondulado e textura argilosa, cujo teor de argila na camada de 0 a 20 cm é de 620 g kg™
(ou 62%). Antes da instalacdo do experimento foi realizada coleta de solo na profundidade O-
20 cm para anéalise quimica, efetuada no Laboratorio de Solos da Universidade Tecnologica
Federal do Parana, cujos resultados constam da Tabela 1. Em solos com altos teores de
matéria organica, proximo de 50 g dm®, uma saturacdo por bases (V) de 50% é suficiente
(DUARTE et al., 2014), por isso ndo foi realizada calagem apesar do V% estar abaixo de 70,

recomendado para a cultura do milho.
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Tabela 1- Caracterizacdo quimica da camada de 0-20 cm do solo da area experimental. Pato
Branco, 2012

pH MO P K Ca Mg AP H+Al SB V CTC
CaCl, gdm® mgdm® ommmmemeeeeeees cmole dm 3 %
4,5 442 10,3 0,23 3,91 164 0,26 4,96 578 54 11

Antes da instalacdo do experimento, no cultivo de inverno, a area foi cultivada por
um consorcio de quatro culturas de cobertura: nabo forrageiro (Raphanus sativus L.), ervilha
forrageira (Pisum arvense L.), ervilhaca (Vicia sativa L.) e aveia preta (Avena strigosa
Schreb.), cuja semeadura foi realizada em 15/05/2012. O manejo das plantas de cobertura foi
realizado com rolo faca no dia 23/08/2012 sendo a area dessecada no dia 16/10/2012 com o
herbicida néo seletivo glifosato (2,5 L ha™). Entre os cultivos de milho das safras verdo
2012/13 e verdo 2013/14 utilizou-se a aveia preta, cultivar lapar 61, a qual foi semeada a
lanco para cobertura da &rea, no dia 19/06/2013 e dessecada com glifosato (2,5 L ha™) no dia
30/10/2013.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento estatistico foi em blocos casualisados (DBC), com quatro repeticdes,
em esquema de parcelas subdivididas. As subparcelas foram constituidas de dois anos de
cultivo correspondentes as safras 2012/13 e 2013/14. As parcelas, por sua vez, foram
constituidas por nove tratamentos relacionados a inoculacdo de estirpes de bactérias com
potencial para promogéo do crescimento de plantas:

1- Controle (sem N e sem inoculagéo);

2- 30 kg ha’ N na semeadura;

3- 160 kg ha™ N (30 kg ha™ N na semeadura + 130 kg ha™ N em cobertura);

4- 30 kg ha™ N na semeadura + inoculagdo com Azospirillum brasilense, estirpe Ab-
V5;

5- 30 kg ha® N na semeadura + inoculacdo com Azospirillum brasilense, estirpe
HMO053;

6- 30 kg ha™ N na semeadura + inoculagdo com Azospirillum sp., estirpe L26;

7- 30 kg ha™ N na semeadura + inoculagdo com Azospirillum sp., estirpe L27;

8- 30 kg ha™ N na semeadura + inoculagdo com Enhydrobacter sp. estirpe 4331;

9- 30 kg ha™ N na semeadura + inoculagdo com Rhizobium sp. estirpe 8121.
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3.3 INSTALACAO E CONDUCAO DO EXPERIMENTO

Utilizou-se a semente de milho do hibrido simples 30F53 Herculex®, a qual foi
inoculada com estirpes de BPCP, 12 horas antes da semeadura, na proporcéo de 20 mL para
cada kg de semente previamente umedecida com &gua destilada (6 mL por kg de semente). Os
inoculantes foram fornecidos pelo Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da
Universidade Estadual de Londrina, sendo preparados a partir de uma solucdo de bactérias
pura na concentracéo de 1x10° UFC mL™ de inoculante. As estirpes HM053 e AbV5 j4 estdo
registradas pelo Ministério da Agricultura, porém as demais foram isoladas recentemente. As
estirpes L26 e L27 foram isoladas de raizes de milho da variedade Sol da Manhd, no
municipio de Santo Anténio de Goias — GO, enquanto as estirpes 4331 e 8121 foram isoladas
de raizes de milho hibrido (duplo), AG 2040, no municipio de Londrina — PR.

A semeadura foi realizada com auxilio de “matracas”, nos dias 25/10/2012 e
14/11/2013 colocando-se duas sementes por cova, obtendo-se, apds desbaste, cinco plantas
por metro linear visando obter uma densidade de 65.000 plantas/ha. As linhas de semeadura
foram marcadas com semeadora-adubadora, a qual realizou a distribuicdo dos adubos
contendo P,0Os5 e K,O. Cada parcela constou de seis linhas (0,8 m entre linhas) com 5 m de
comprimento (24 m? por parcela e 864 m? totais), considerando-se como area Gtil as duas
linhas centrais de 3 m cada (4,8 m2).

A adubacdo foi realizada com base na anélise quimica do solo e nas recomendag6es
propostas por IAPAR (2003), de modo que aplicou-se no sulco de semeadura 50 kg ha™ de
P,Os e 50 kg ha™ de K,O, em ambos o0s experimentos. Como fontes de P e K utilizou-se os
fertilizantes superfosfato simples (18% de P,0Os) e cloreto de potassio (58% de K0),
respectivamente. No momento da semeadura foi realizada a adubac&o nitrogenada, aplicando-
se 30 kg ha™ de N, exceto para o tratamento controle. O restante da dose de N, no caso do
tratamento com 160 kg ha™ de N, foi aplicada em cobertura entre no estadio V6, quando as
plantas de milho apresentavam seis folhas totalmente expandidas (WEISMANN, 2008). A
fonte de N utilizada foi a ureia (46% de N).

Durante a condugdo do primeiro cultivo de milho realizaram-se duas aplicagfes de
herbicidas seletivos com os ingredientes ativos tembotriona (0,24 L ha™ do p.c.) e atrazina +
simazina (6,0 L ha™ do p.c.), aos 26 e 32 dias apds a semeadura (DAS), respectivamente.
Foram também realizadas trés aplicacfes de inseticidas para controle de lagarta-do-cartucho
(Spodoptera frugiperda) com os ingredientes ativos clorpirifés (0,4 L ha™ do p.c.), lufenurom
(0,3 L ha™ do p.c.) e metomil (0,6 L ha™* do p.c.), aos 26, 32 e 42 DAS, respectivamente.
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Durante a conducéo do segundo cultivo de milho foram realizadas duas aplicacfes de
herbicidas seletivos com os ingredientes ativos tembotriona (0,24 L ha™ do p.c.) e atrazina
(6,0 L ha™ do p.c.), aos 18 e 27 DAS, respectivamente, e duas aplicagdes de inseticidas com
os ingredientes ativos clorpirifés (0,4 L ha™ do p.c.) e lufenurom (0,3 L ha™* do p.c.), aos 18 e

27 DAS, respectivamente.

34  AVALIACOES

3.4.1 Variaveis Biométricas

Realizaram-se duas coletas de plantas para avaliacdo das variaveis biométricas, uma
no estagio vegetativo (estadio V8 — plantas com oito folhas totalmente expandidas) e outra no
estagio reprodutivo (estddio R1 - “embonecamento” ou aparecimento dos estilos-estigmas na
parte de fora da espiga), retirando-se duas plantas dentro da area Util da parcela de forma
aleatoria para cada avaliacdo. Antes da coleta das plantas, avaliou-se o diametro basal do
colmo a cinco centimetros da superficie do solo (com auxilio de paquimetro) e a altura do
dossel, medida entre o colo e o ponto mais alto da planta (com auxilio de régua graduada).

As plantas amostradas foram coletadas e levadas para o laboratério do IAPAR, onde
foram seccionadas em diferentes partes (folhas e colmo+bainha), as quais foram
acondicionadas em sacos de papel, identificadas e levadas a estufa de circulacdo forcada de ar
a 65 °C £ 2 °C por 72 h, sendo em seguida pesadas em balanca de precisdo, obtendo-se a
massa seca da parte aérea.

A area foliar foi determinada utilizando-se a metodologia de Benincasa (2003). Depois
de separadas as folhas da planta, foram retiradas sub-amostras foliares com auxilio de uma
amostrador esférico com é&rea conhecida (177,9 cm?), a qual foi considerada como érea foliar
da amostra (AF amostra). Posteriormente o material foi seco em estufa obtendo-se a massa
seca de amostra (MS amostra) e tambeém a massa seca de folhas (MSF). Dessa forma, obteve-
se a area foliar total com uso da formula: AF = [(AF amostra X MSF)/ MS amostra]. Foram

utilizadas 10 amostras foliares por parcela.
3.4.2 Analise dos Teores de Macro e Micronutrientes em Tecidos Foliares

A coleta de tecido foliar para a analise quimica de nutrientes foi efetuada no estadio
do aparecimento dos estilo-estigmas (R1), sendo realizadas amostragens foliares conforme

metodologia proposta por Malavolta, Vitti e Oliveira (1997). Para tal, coletaram-se 10 folhas
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opostas e abaixo da insercdo da espiga principal de cada planta, sendo utilizada a porgéo
média da folha para anélise.

As folhas coletadas foram lavadas em agua corrente e destilada para retirada de
possiveis contaminantes, identificadas e armazenadas em sacos de papel para secagem em
estufa de circulacdo forcada de ar a 55 °C + 2 °C por 72 h, sendo posteriormente moidas em
moinho de facas tipo Willey, modelo MA340, Marconi®. Em seguida, as amostras foram
conduzidas para a analise quimica, para determinacdo dos teores foliares de N, P, K, Ca, Mg,
Cu, Zn, B e Mn de acordo com a metodologia descrita no do Manual de Anélises Quimicas de
Solos, Plantas e Fertilizantes da Embrapa (SILVA, 2009). A extracdo dos macro e
micronutrientes foi realizada por HCI 1M com leitura no ICP-OES. O teor de N foi
determinado por espectrofotometria com azul de salicilico apds digestdo sulfurica das

amostras.
3.4.3 Analise do indice de Clorofila

Nos estagios vegetativo e reprodutivo da cultura, coincidindo com a avaliacdo
biométrica, realizou-se a avaliacdo dos indices de clorofila a, b e total com o medidor
eletronico do indice de clorofila clorofiLOG - CFL 1030 Falker®, que possui &rea ativa de
medicdo de 9 mm?. As medicdes de clorofila foram realizadas em dez plantas por parcela,
tomando-se as medidas na porcdo meédia da Ultima folha completamente expandida de cada
planta, evitando regides de nervura e danificadas por pragas e patdgenos.

A combinagdo dos valores de transmitancias nos trés diferentes comprimentos de
onda analisados, dois na faixa do vermelho (proximos aos picos de absorcao da clorofila) e
um no infravermelho préximo, gera o indice de Clorofila Falker (IFC) que é a unidade de
medida em indice adimensional do ClorofiLOG (FALKER, 2014), que em alguns aparelhos é
chamada de SPAD.

3.4.4 Componentes da Producéo e Produtividade de Graos

A colheita do milho foi realizada manualmente em 26/03/13 e 16/04/2014,
coletando-se todas as espigas da parcela util. Para a determinacdo dos componentes da
producdo foram amostradas 10 espigas por unidade experimental de forma aleatdria,
avaliando-se: comprimento da espiga, didmetro da espiga, numero de fileiras de grdos por
espiga, numero de grdos por fileira e massa da espiga. Ainda a campo, avaliou-se a altura de

insercdo da espiga com auxilio de régua graduada.
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A produtividade foi determinada com base na producédo da &rea Gtil de cada parcela e
expressa em kg ha™ apds a correcéo da umidade dos gréos para 13% (base (imida). A umidade
das amostras foi determinada por método ndo-destrutivo indireto, com uso do medidor de
umidade elétrico digital G800 Gehaka®.

3.4.5 Analise dos Teores de Macro e Micronutrientes nos Graos

Amostras dos grdos foram secas em estufa e trituradas em moinho tipo facas e
peneiradas em malha de 2 mm para determinacdo dos teores de N, P, K, Ca, Mg, Cu, Zn, B e
Mn nos grdos, conforme metodologias j& descritas para a determinagdo dos nutrientes em

tecidos foliares.

3.4.6 Anéalise de Dados

Os dados foram submetidos a andlise de variéncia pelo programa GENES (CRUZ,
2006), pelo qual também foram realizadas as andlises de correlacéo, e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 VARIAVEIS BIOMETRICAS

A analise de variancia revelou efeito significativo pelo teste F para altura de planta e
area foliar nos estagios vegetativo e reprodutivo em funcdo da inoculacdo com estirpes de
BPCP’s; altura de planta, diametro basal do colmo e &rea foliar no estagio reprodutivo e
massa seca de parte aérea no estagio vegetativo em fungdo de anos de cultivo; e interacdo
entre os fatores inoculacdo e anos de cultivo para o didmetro basal do colmo no estagio
vegetativo (Tabela 2). Os resultados sdo apresentados independentemente para cada fator
(inoculagéo e anos de cultivo) assim como para a interacdo entre os fatores.

Com relacdo a area foliar, apesar do efeito significativo (pelo teste F) da inoculacao
nos estagios vegetativo e reprodutivo do milho, para o teste de médias ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos no nivel de significancia testado. Foram obtidos valores
médios de 142 e 181 dm?planta de &rea foliar nos estagios vegetativo e reprodutivo,
respectivamente (Tabela 3). Basi (2013), avaliando a forma de inoculacdo de A. brasilense
(tratamento de sementes e sulco de semeadura) e sua associacdo com a adubacédo nitrogenada,
ndo verificou efeito significativo da inoculacdo sobre a area foliar do milho, ao contrario de
Marini (2012), que observou incremento de 11% na area foliar do milho inoculado com
produto comercial a base de A. brasilense em relacdo ao tratamento controle.

Para a altura de planta no estagio vegetativo, observou-se que a inoculagdo da estirpe
HMO053 proporcionou aumento desta varidvel em relacdo ao tratamento controle, com
incremento de 35 cm ou 28%, sem diferir, contudo, dos demais tratamentos. No estagio
reprodutivo, a inoculacdo da estirpe HMO053 e do isolado L26, assim como a adubagdo com
160 kg ha™ N, foram superiores ao controle e similar aos demais tratamentos (Tabela 3).
Ramos et al. (2010), avaliando o desenvolvimento do milho variedade Assum Preto, em
funcdo da adubacdo nitrogenada e inoculagdo com A. lipoferum, verificaram para a altura de
plantas no periodo vegetativo, que a inoculagdo de Azospirillum associada ou ndo com
adubacéo nitrogenada (30 kg ha™* N) superou o tratamento controle e também o uso isolado da
adubacdo. Lana et al. (2012) avaliaram o desenvolvimento e produtividade do milho em
resposta a inoculacdo com A. brasilense associada & adubacéo nitrogenada e verificaram que
ndo houve resposta da altura de plantas aos fatores em estudo. Segundo Albuquerque et al.
(2013), a altura de plantas € uma caracteristica genética influenciada pelo ambiente em que a

planta se desenvolve, no qual a disponibilizacdo de nutrientes tem grande impacto.
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Tabela 2- Resumo da andlise de variancia para as variaveis: altura de planta (ALT), didmetro basal do colmo (DCO), massa seca da parte aérea
(MSPA), érea foliar (AF), altura de insercéo da espiga (Al), comprimento da espiga (CE), diametro da espiga (DE), nimero de fileiras
de gréos por espiga (NF), numero de graos por fileira (NG), massa da espiga (ME) e produtividade de grdos (PROD) de plantas de
milho, hibrido 30F53, em funcédo da inoculacdo das sementes com estirpes de A. brasilense e dois anos de cultivo. Unioeste/lapar, Pato

Branco — PR
Quadrados médios
1
FV. GL. ALTV ALTR DCOV DCOR MSPA V MSPA R AFV AFR
Bloco 3 347,36 107,01 7,20 13,88 354487,62 16002192,82 165,56 640,59
Inoculacdo 8 962,61** 626,70** 20,86 11,65 1403010,13 17720173,56 2869,62** 3447 ,62**
Erro A 24 194,33 103,58 5,18 6,02 837471,67 10813006,38 749,76 999,32
Ano 1 108,78 693,78** 342,74 532,47** 19957351,07**  16400047,20 254,97 102623,38**
I XA 8 103,96 80,42 17,97** 5,04 376628,72 5523244,12 452,48 591,08
Erro B 27 114,88 77,15 3,89 6,29 694672,24 5984044,78 646,64 645,90
Total 71
CV (%) P 9,10 3,99 8,53 10,25 21,45 32,22 19,26 17,43
CV (%) S 7,00 3,44 7,39 10,48 19,53 23,97 17,88 14,01
Quadrados médios
FV. GL Al CE DE NF NG ME PROD
Bloco 3 105,895 5,333 9,285 0,611 24,236 3681,572 2668276,127
Inoculacdo 8 68,296 2,504 7,632** 0,347 12,188 2682,960 2707034,788
Erro A 24 45,756 1,380 2,116 0,444 8,840 1374,047 863648,615
Ano 1 1034,367** 89,067** 130,600** 2,000* 561,125** 50238,160 236448172,296
Ix A 8 47,744 3,127 6,702 0,750 11,125 3228,421* 2024619,514**
Erro B 27 40,149 1,699 3,868 0,444 11,236 1351,213 549209,308
Total 71
CV (%) P 6,12 7,19 2,94 4,22 9,43 16,75 18,36
CV (%) S 5,74 7,98 3,97 4,22 10,63 16,61 14,64

* **: Significativos a 5 e 1% pelo teste F, respectivamente; V: estagio vegetativo; R: estagio reprodutivo.

?P: parcelas; S: subparcelas.
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Tabela 3 - Altura de planta, didmetro basal do colmo, massa seca da parte aérea e area foliar, nos estagios vegetativo (V) e reprodutivo (R), de
plantas de milho hibrido (30F53) em funcédo da inoculacéo das sementes com bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP)
e anos de cultivo, no caso da interacdo. Unioeste/lapar, Pato Branco — PR

Altura de planta Diametro basal do colmo MS da parte aérea Area foliar

TRATAMENTO
R \% R \% R \% R
2012/13 2013/14

------- CM------- SR |11 O — -----kg ha*----- dm?/planta
Controle 127 b 235D 22,6 aA 24,1 dA 21,6 3.393 7.164 100 138
30 kgha™ N 146 ab 249 ab 24,6 aB 27,7 abcdA 23,3 4.044 9.323 128 165
160 kg ha™ N 159 ab 264 a 23,7 aB 30,3 abcA 25,7 4.356 12.197 154 201
Ab-V5* 160 ab 256 ab 25,8 aB 31,6 abA 24,2 4.660 11.023 155 185
HMO053 162 a 260 a 26,9 aA 26,9 bcdA 23,4 4.773 9.631 160 180
L26 160 ab 262 a 24,7 aB 32,0 aA 25,3 4.455 11.097 146 210
L27 154 ab 255 ab 22,6 aB 28,9 abcA 24,1 4.009 9.645 137 178
4331 156 ab 258 ab 25,5 aA 26,4 cdA 23,4 4.191 10.307 144 186
8121 155 ab 258 ab 24,0 aB 31,8 aA 24,4 4518 11.472 157 188
Média 153 255 24,5 28,9 23,9 4.267 10.206 142 181
CV (%) 9,1 4,0 7,4 10,2 21,4 32,2 19,3 17,4

Médias seguidas da mesma letra minGscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, p<0,05.
Azospirillum brasilense estirpe Ab-V5, A. brasilense estirpe HMO053, isolados L26, L27, Enhydrobacter sp. estirpe 4331 e Rhizobium sp. estirpe 8121.
*Todos os tratamentos com inoculagdo receberam 30 kg ha™ de N na semeadura.
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Ao desdobrar a interacdo para o diametro basal do colmo no estagio vegetativo,
observa-se que no ano 2012/13 né&o foi verificada diferenca entre os tratamentos relacionados
a inoculagéo, porém, no ano 2013/14 a inoculacdo do isolado L26 e da estirpe de Rhizobium
sp. 8121 superou a inoculagdo com as estirpes HMO053 e 4331, embora sem diferir dos demais
tratamentos, inclusive da adubacdo com 160 kg ha™ N. O diametro basal do colmo foi
superior em 2013/14 em relacdo a 2012/13 para todos os tratamentos quanto ao fator
inoculacdo, em funcéo do efeito de promocédo do crescimento proporcionado pelas bactérias,
exceto para o controle e estirpes HMO053 e 4331, para os quais ndo foi verificada diferenca
estatistica entre os anos de cultivo (Tabela 3).

Ramos et al. (2010) verificaram que a inoculagcdo de A. lipoferum superou o
tratamento controle e ndo diferiu da adubacédo nitrogenada isolada ou associada a inoculagédo
para o didmetro do coleto de plantas de milho. Dartora et al. (2013) avaliaram o
desenvolvimento e a produtividade do milho em resposta a inoculagdo de A. brasilense e H.
seropedicae associada a adubac¢do nitrogenada e relatam que a combinacao das estirpes de A.
brasilense e H. seropedicae proporcionou incremento de 15% no didmetro basal do colmo em
relacdo ao controle no estagio vegetativo da cultura.

Incrementos no desenvolvimento em didmetro do colmo do milho estéo diretamente
relacionados com incrementos na producdo, ja que esta estrutura da planta tem como fungédo
atuar no armazenamento de sélidos sollveis que poderdo ser utilizados posteriormente, na
formacdo dos grdos (FANCELLI e DOURADO NETO, 2000). No entanto, 0 maior diametro
basal do colmo verificado no segundo ano de cultivo (2013/14) para a maioria dos
tratamentos relacionados & inoculacdo ndo foi associado a um maior potencial de
armazenamento de reservas e sim aos danos ao colmo das plantas causados por rajadas de
vento no inicio do desenvolvimento da cultura (V6), prejudicando o crescimento em altura e
espessura dos colmos.

Os coeficientes de correlacdo linear de Pearson demonstram que o diametro basal do
colmo apresentou elevada correlacdo com a produtividade de gréos (0,722), assim como com
os indices de clorofila b (0,708) e total (0,701). Correlacdo ainda mais elevada foi observada
entre diametro basal do colmo e area foliar das plantas (0,821), para 0s quais também houve
correlacéo parcial, ou seja, ao isolar o efeito dos demais caracteres essas variaveis continuam
correlacionadas (Tabelas 14 e 15). Tais resultados permitem inferir que aumento no didmetro
basal do colmo esté relacionado com aumento na produgdo de pigmentos fotossintéticos e
aumento da area foliar fotossinteticamente ativa da planta, resultando em maior produgéo de

fotoassimilados e possivel maior produtividade de gréos.
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Os resultados de altura da planta e diametro basal do colmo demonstram, em geral,
que a inoculacdo das bactérias associativas, combinadas com 30 kg ha™ N néo diferiu da
adubacdo com 160 kg ha® N. Segundo Siqueira et al. (1999), quando as plantas s&o
colonizadas por Azospirillum, verifica-se um aumento da densidade de pelos radiculares, da
taxa de aparecimento de raizes secundarias e da superficie radicular, em funcdo da producéo
de fito-hormonios pela bactéria, com modificacfes ndo apenas no crescimento, mas, também,
na morfologia e densidade de pelos radiculares. Tal efeito estimula a absor¢do de agua e
nutrientes do solo favorecendo o desenvolvimento da planta como um todo, efeito também
evidenciado em outras bactérias associativas promotoras de crescimento de plantas.

Para a massa seca da parte area ndo foi verificada efeito da inoculacdo, obtendo-se
médias de 4.267 e 10.207 kg ha™ para essa variavel nos estagios vegetativo e reprodutivo,
respectivamente (Tabela 3). Dartora et al. (2013) também ndo constataram efeito da
inoculacdo de BPCP’s sobre a matéria seca da parte aérea no estagio vegetativo do milho,
obtendo valor médio de 6.446 kg ha™. Porém, no estagio reprodutivo, os autores verificaram
que a inoculacdo combinada das estirpes de A. brasilense e H. seropedicae proporcionou
incremento de 12% na matéria seca da parte aérea em relacdo ao controle, embora sem
diferenca estatistica. Peres (2014), avaliando a eficiéncia da inoculagdo e co-inoculacdo de
feijdio com Rhizobium tropici e A. brasilense sob duas Iaminas de irrigagdo, verificou no
primeiro ano de cultivo, que a co-inoculacdo possibilitou a maior massa seca da parte aérea e
ndo diferiu de A. brasilense para a lamina de irrigacdo recomendada enquanto que, com 75%
da lamina recomendada, os tratamentos com A. brasilense e R. tropici resultaram em maior
massa e néo diferiram da co-inoculagéo.

Matéria seca se refere a toda matéria seca organica que € produzida de atividades
essenciais de fotossintese e metabolismo proteico e, como o carbono fixado se torna parte dos
tecidos vegetais, a producdo total de matéria seca de plantas cultivadas é correlacionada com a
taxa fotossintética. A maior producdo de massa seca esta também relacionado com maior
produtividade de gréos, pois o acumulo de massa seca nos graos depende da taxa e duragédo do
crescimento da cultura e da disponibilidade de reserva de assimilados de outras partes da
planta, haja vista que 80 a 90% dos carboidratos acumulados nos graos derivam da atividade
fotossintética apds antese (FAGERIA; BALIGAR; CLARK, 2006). A massa seca da parte
aérea apresentou fraca correlacdo (0,258) com a produtividade e correlacdo moderada (0,480),
inclusive parcial, com a area foliar da planta (Tabelas 14 e 15).

Quanto ao efeito de anos de cultivo, para a altura de planta no estagio reprodutivo foi

observada maior altura no ano 2013/14 em funcdo do maior estiolamento das plantas. Para o



52

didmetro basal do colmo e a area foliar no estagio reprodutivo, assim como para a massa seca
de parte aérea no estdgio vegetativo, foram observadas medias superiores no ano de 2012/13
em relacdo a 2013/14, refletindo o melhor desenvolvimento das plantas naquele ano em que
as plantas ndo foram prejudicadas por estresse abiotico, como ocorrido em 2013/14 (Tabela
4).

Tabela 4 - Altura de planta (AP), diametro basal do colmo (DCO), massa seca da parte aérea
(MSPA) e érea foliar (AF), nos estagios vegetativo (V) e reprodutivo (R), de
plantas de milho hibrido (30F53) em fun¢do de anos de cultivo. Unioeste/lapar,
Pato Branco — PR

AP DCO MSPA AF
\Y R \Y R \% R \Y R

ANO

------- CM-----=  —=---ee-MM-------- kg ha’---——-  -----dm“/planta--—--
2012/2013 152 252 b 24,5 26,7a 4.794a 10.684 144 219a
2013/2014 154 258 a 28,9 21,2b 3.741b 9.730 140 144 b

Media 153 255 26,7 23,9 4,267  10.206 142 181

CV (%) 7,00 3,44 7,39 10,48 19,53 23,97 17,88 14,01

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, p<0,05.

As condicBes climéticas incidentes durante o periodo de conducdo do experimento
foram favoraveis ao desenvolvimento da cultura nos dois anos de cultivo, em termos de
volume de precipitacdo pluvial acumulada e temperaturas médias (Figura 1). A precipitacdo
média acumulada em cada ciclo de cultivo ultrapassou 1.000 mm, superando os 600 mm
necessarios & planta de milho durante seu ciclo (MAGALHAES e DURAES, 2006), portanto,
ndo houve problemas relacionados a deficiéncia hidrica. No entanto, embora com condi¢6es
climaticas em geral favoraveis durante o ciclo, o cultivo do milho no ano de 2013/14 foi
prejudicado em funcdo de um temporal que atingiu a area experimental no més de dezembro
de 2013, com fortes rajadas de vento. Neste periodo, as plantas estavam entre os estadios V6 e
V8 (cerca de 40 a 50 DAS) e os ventos fortes causaram o “tombamento” das plantas de forma
desuniforme entre blocos e parcelas, causando danos irreversiveis ao desenvolvimento das
plantas em fungéo desse estresse.

Segundo Weismann (2008), queda de 10 a 25% na produtividade pode ocorrer se no
estadio V8 a distribuicdo total das folhas for alterada mediante a ocorréncia de granizo, geada,
ataque severo de pragas e doencas ou outro fator bidtico/abiotico. Além disso, no estadio V8 a
planta finaliza a defini¢do do nimero de fileiras de gréos na espiga, portanto, a produtividade

pode ser seriamente comprometida em funcéo de estresse neste estadio.
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4.2  INDICE DE CLOROFILA FOLIAR

A andlise de variancia revelou efeito significativo pelo teste F da interacdo entre os
fatores inoculacdo de BPCP’s e anos de cultivo para o indice de clorofila a no estagio
reprodutivo e para os indices de clorofila b e total nos estagios vegetativo e reprodutivo; e
para o indice de clorofila a no estagio vegetativo em funcéo de anos de cultivo (Tabela 5).

N&o houve resposta do indice de clorofila a no estigio vegetativo em funcdo da
inoculacdo, obtendo-se valor médio para essa variavel de 35. Desdobrando-se as interagoes,
verifica-se para o indice de clorofila a no estagio reprodutivo, que ndo houve diferenca entre
0s tratamentos quanto a inoculacdo no ano 2012/13 enquanto que, no ano 2013/14, a
adubacdo com 160 kg ha™ N superou os demais tratamentos, sem diferir da inoculacio da
estirpe de Rhizobium sp. 8121 (Tabela 6).

Para o indice de clorofila b no estagio vegetativo, ndo se verificou diferenca entre os
tratamentos relacionados a inoculacdo de BPCP’s no ano 2012/13. Porém, em 2013/14 a
adubacdo com 160 kg ha™ N superou a inoculacdo com a estirpe HM053 em 33%, ndo
diferindo dos demais tratamentos. No estagio reprodutivo, o indice de clorofila b foi superior
para a adubagdo com 160 kg ha’ N em relacdo aos demais tratamentos no ano 2013/14,
porém no ano 2012/13 foi 24% superior ao tratamento controle e a inoculacéo do isolado L26,
sem diferir dos demais tratamentos (Tabela 6).

Para o indice de clorofila total no estdgio vegetativo, ndo foi verificada diferenca
estatistica entre os tratamentos relacionados a inoculacdo de BPCP’s para ambos 0s anos de
cultivo. No estagio reprodutivo, por sua vez, observou-se que para o tratamento 160 kg ha™ N,
o indice de clorofila foi 7% superior ao controle, ndo diferindo, contudo, dos demais
tratamentos em 2012/13. Em 2013/14, o tratamento 160 kg ha™ N superou todos os demais,
exceto a inoculagdo com a estirpe de Rhizobium sp. 8121, da qual ndo diferiu estatisticamente.
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Tabela 5 - Resumo da andlise de variancia para os indices de clorofila a, b e total, nos estagios vegetativo e reprodutivo, de plantas de milho,
hibrido 30F53, em funcéo da inoculagdo das sementes com estirpes de A. brasilense e dois anos de cultivo. Unioeste/lapar, Pato Branco — PR

Quadrados médios

EV. G.L Clorofila a Clorofila b Clorofila total
Vegetativo Reprodutivo Vegetativo Reprodutivo Vegetativo Reprodutivo

Bloco 3 21,862 8,852 2,392 6,981 36,984 31,573
Inoculacao 8 4,366 23,062 1,135 19,087 8,298 82,700
Erro A 24 4,021 3,335 1,024 1,272 7,289 7,760
Ano 1 98,467** 1138,440 301,638 1499,329 744,787 5266,116
I XA 8 3,884 11,288** 2,397* 8,926** 10,804* 39,872**
Erro B 27 2,292 3,167 0,877 1,782 4,496 8,942
Total 71
CV (%)'P 5,73 5,02 8,21 7,71 5,71 5,46
CV (%) S 4,33 4,89 7,60 9,13 4,48 5,86

* **: Sjgnificativos a 5 e 1% pelo teste F, respectivamente; \V: estagio vegetativo; R: estagio reprodutivo. 'P: parcelas; S: subparcelas.
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Tabela 6 - indices foliares de clorofila a, b e total, nos estagios vegetativo (V) e reprodutivo (R), de plantas de milho hibrido (30F53) em funcéo
da inoculacdo das sementes com bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) e anos de cultivo, no caso das interacoes.
Unioeste/lapar, Pato Branco

TRATAMENTO Clorofila a Clorofilab Clorofila total
R \% R \% R

2012/13  2013/14 2012/13 2013/14  2012/13  2013/14 2012/13 2013/14  2012/13  2013/14
Controle 35 38 aA 30cB 14 aA 10 abB 17 bA 8cB 50 aA 44 aB 59 bA 37cB
30 kgha™ N 34 41 aA 32 bcB 15aA 10 abB 20 abA 9 bcB 50 aA 42 aB 62 abA 41 bcB
160 kg ha* N 36 42 aA 38 aB 14 aA 12 aB 21 aA 15 aB 52 aA 47 aB 63 aA 54 aB
Ab-V5* 35 40 aA 32 bcB 14 aA 11 abB 19 abA 10 beB 49 aA 45 aB 59 abA 41 bcB
HMO053 35 41 aA 30cB 14 aA 9bB 20 abA 8cB 52 aA 42 aB 61 abA 38cB
L26 35 39 aA 33 bcB 15aA 10 abB 17 bA 10 beB 51 aA 46 aB 56 abA 43 bcB
L27 34 41 aA 32 bcB 14 aA 10 abB 20 abA 10 beB 50 aA 43 aB 60 abA 42 bcB
4331 34 40 aA 30cB 15aA 10 abB 20 abA 9cB 51 aA 42 aB 61 abA 39¢cB
8121 36 41 aA 35 abB 14 aA 11 abB 19 abA 12 bB 50 aA 47 aA 60 abA 47 abB
Média 35 40 32 14 10 19 10,0 50,5 44,1 59,6 42,5
CV (%) 5,73 4,89 7,60 9,13 4,48 5,86

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, p<0,05.
Azospirillum brasilense estirpe Ab-V5, A. brasilense estirpe HM053, isolados L26, L27, Enhydrobacter sp. estirpe 4331 e Rhizobium sp. estirpe 8121.
*Todos 0s tratamentos com inoculacao receberam 30 kg ha™ de N.
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O teor de clorofila total consiste na base universal para expressar a taxa fotossintética
(CIGANDA; GITLSON; SCHEPERS, 2009), sendo influenciado diretamente pelo
fornecimento de N a planta, o qual exerce efeito na fotossintese total, devido a influéncia na
area foliar, pois a producdo de fotoassimilados depende da dimensdo do aparelho
fotossintético, traduzida pelo indice de area foliar (IAF), e da sua eficiéncia, traduzida pela
taxa de assimilacdo liquida (TAL) (RODRIGUES e COUTINHO, 2000). Em plantas de milho
bem nutridas em N, a zona de elongacdo (em parte aérea e raiz) tem uma atividade superior de
sacarose sintase e invertase neutra, e as folhas na sua expansdo maxima possuem niveis mais
elevados de PEP-case e RUBISCO, o que aumenta e prolonga a capacidade fotossintética e de
translocagdo, aumentando a disponibilidade de assimilados (PIMENTEL, 1998).

Os indices médios obtidos para clorofila a, b e total no estigio reprodutivo em
2013/14 com a adubacdo de 160 kg ha® N (Tabela 6) refletem a importancia do N na
constituicdo do aparelho fotossintético das plantas e a possibilidade de monitoramento do seu
teor em tecidos vegetais pelo contetdo de clorofila e outros pardmetros fotossintéticos.
Segundo Fageria, Baligar e Clark (2006), a taxa fotossintética no milho aumenta linearmente
com o contetdo de N nas folhas, pois de 50 a 70% do N total nas folhas estd diretamente
associado com cloroplastos no milho, o que se confirma pela forte correlacdo observada entre
o teor de N foliar e os indices de clorofila a (0,885), b (0,879) e total (0,888) neste estudo
(Tabela 14).

Com relacdo aos anos de cultivo, para as varidveis em que houve interacdo, 0s
indices de clorofila a, b e total foram superiores no ano 2012/13 em relacdo a 2013/14 para
todos os tratamentos relacionados a inoculagdo, exceto para o indice de clorofila total no
estagio vegetativo com a inoculacéo da estirpe de Rhizobium sp. 8121, para o qual ndo houve
diferenca estatistica entre anos de cultivo. O indice de clorofila a no estagio vegetativo
também foi superior no ano 2012/13 em relacdo a 2013/14, reflexo do melhor
desenvolvimento das plantas naquele ano, 0 que promoveu menor variagdo na resposta aos
diferentes tratamentos relacionados a inoculagdo (Tabela 7).

Os resultados semelhantes entre a inoculagdo das estirpes associadas a 30 kg ha™ N e
a adubacdo com 160 kg ha™ N para a clorofila total em 2012/13, demonstram a capacidade
das bactérias associativas testadas em promover beneficios relacionados aos parametros
fotossintéticos das plantas. Bashan et al. (2006) relatam que a inoculagcdo com A. brasilense
em trigo promoveu incremento em pigmentos fotossintéticos fotoprotetivos auxiliares, como

violaxantina, zeaxantina, ateroxantina, luteina, neoxantina e beta-caroteno, que geralmente
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sdo produzidos pela planta em maior quantidade sob condicbes de estresse, prolongando a

atividade fotossintética dos tecidos vegetais.

Tabela 7 - indices foliares de clorofila a, b e total, nos estagios vegetativo e reprodutivo, de
plantas de milho hibrido (30F53) em funcdo de anos de cultivo. Unioeste/lapar,
Pato Branco — PR

ANO Clorofila a Clorofilab Clorofila total
Vegetativa Reprodutiva Vegetativa Reprodutiva Vegetativa Reprodutiva
2012/2013 36a 40 14 19 51 60
2013/2014 34b 32 10 10 44 42
Média 35 36 12 15 47 51
CV (%) 4,33 4,89 7,60 9,13 4,50 5,86

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si, p<0,05.

Jorddo et al. (2010) avaliaram os efeitos de doses de N e inoculacdo das sementes
com A. brasilense sob diferentes manejos da cultura do milho e observaram efeito positivo na
inoculagdo, a qual proporcionou indice SPAD de 50, superior ao tratamento sem inoculacéo
(47). Sampaio et al. (2012) avaliaram o desenvolvimento vegetativo de dois genotipos de
milho inoculados com A. brasilense em diferentes tipos de solo e verificaram, aos 40 dias
apos a germinacdo, que as plantas inoculadas cultivadas no Vertissolo apresentaram indice
relativo de clorofila superior ao tratamento controle, porém inferior a adubacdo com 100 kg
ha N. Basi (2013), por sua vez, verificou que os teores de clorofila a, b e total no estadio do
florescimento do milho ndo foram influenciados pela inoculagdo com A. brasilense. Cabe
salientar, que o ICF leva em conta a contribuic¢do dos dois tipos de clorofila, por isso, quando
comparado a valores de laboratério, os valores do clorofiLOG séo até 30% mais sensiveis que
os indices do SPAD (FALKER, 2014).

Quadros et al. (2014), avaliando as caracteristicas agronémicas e a produtividade de
hibridos de milho inoculados com uma mistura de trés espécies de Azospirillum (A.
brasilense, A. lipoferum, A. oryzae), verificaram que houve diferenca significativa para o teor
relativo de clorofila das folhas, sendo obtidos valores médios das leituras SPAD entre os
estadios V5 e R3, de 32 no tratamento controle e 34 no tratamento inoculado. Os autores
também observaram uma correlagdo positiva reciproca entre inoculacdo, teor relativo de
clorofila nas folhas e teor de N da parte aérea das plantas de milho.

Segundo Argenta (2001), as leituras no clorofilbmetro de 52,1 e 58,0,

respectivamente, para os estadios de seis a sete folhas e espigamento, correspondem ao nivel
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adequado de N nas plantas de milho. Segundo esses parametros e considerando-se os indices
médios de clorofila total obtidos nos dois anos de cultivo, apenas no ano 2012/13 no estagio
reprodutivo, correspondente ao espigamento, foi observado indice de clorofila superior ao
nivel adequado, o que representa suprimento adequado de N as plantas. Argenta et al. (2003),
avaliando o teor de clorofila na folha como método indicador do nivel de N na planta de
milho em quatro estadios de desenvolvimento, também observaram nos estadios de seis a sete
folhas e espigamento, que os valores de leitura SPAD obtidos no clorofildmetro estiveram
abaixo dos considerados adequados por Argenta (2001).

De acordo com experimentos cientificos conduzidos com mais de 50 hibridos em
diversas regifes do Brasil testando-se doses fixas e variaveis de N na cultura do milho, as
médias anuais obtidas para o indice de clorofila total no estagio vegetativo (51 e 44) séo
consideradas baixas (abaixo de 60) para o estadio fenoldgico em questdo (V8). Neste caso, a
faixa de produtividade esperada é baixa (abaixo de 9.000 kg ha™*) (FALKER, 2009). De fato,
para todos os tratamentos, a produtividade ndo ultrapassou esse valor, conforme verificado
adiante (Tabela 10).

43  TEORES DE MACRO E MICRONUTRIENTES NAS FOLHAS

A andlise de variancia revelou efeito significativo pelo teste F para os teores de P,
Ca, Mg e Mn em funcdo da inoculacdo com BPCP’s; para os teores de P, K, Ca, Mg, B e Mn
em funcdo de anos de cultivo; e a interacdo entre os fatores inoculagéo e anos de cultivo para
os teores de N, Cu e Zn (Tabela 8).

Para o teor foliar de P, observou-se que a adubagdo com 160 kg ha™® N foi 21%
superior & adubacdo com 30 kg ha™ N, porém ndo diferiu dos demais tratamentos. Todos os
teores foliares médios de P obtidos em funcdo da inoculacdo estdo dentro da faixa de
suficiéncia considerada adequada por Malavolta, Vitti e Oliveira (1997), que é de 25a 3,59
kg™ (Tabela 9). Conrad et al. (2013), avaliando os teores de P e K na parte area do milho em
resposta a doses de inoculante comercial a base de A. brasilense, verificaram ajuste do teor
foliar de P ao modelo linear crescente até a maior dose testada (300 mL do inoculante/25 kg
de semente). Dartora (2012), em estudo com a combinacdo de estirpes de A. brasilense e H.
seropedicae no desenvolvimento do milho, observou média superior do tratamento inoculado
com H. seropediceae em relacdo ao controle, sem diferir da inoculacdo com A. brasilense de

forma isolada ou combinada com H. seropediceae.



59

Tabela 8 - Resumo da andlise de variancia para as variaveis: teores foliares de N, P, K, Ca, Mg, Cu, Zn, B e Mn, e teores de N, P, K, Ca, Mg, Cu,
Zn, B e Mn em gréos de plantas de milho, hibrido 30F53, em funcéo da inoculagdo das sementes com estirpes de A. brasilense e dois
anos de cultivo. Unioeste/lapar, Pato Branco — PR

Quadrados médios

F.V. GL N P K Ca Mg Cu Zn B Mn
Bloco 3 7,036 0,240 8,508 0,206 1,776 2,382 16,721 4,238 264,834
Inoculacdo 8 30,232 0,170** 2,677 0,235** 0,142* 7,066 5,580 1,656 35,5618**
Erro A 24 4,389 0,045 1,817 0,066 0,055 0,500 3,496 0,772 7,953
Ano 1 1054,782 153,038** 2281,726** 2,637**  1,748** 603,202 935,425  84,002** 348,876**
I XA 8 25,279** 0,031 1,559 0,041 0,042 3,062**  11,159* 1,377 9,993
Erro B 27 3,400 0,043 1,264 0,119 0,082 0,474 4,848 1,396 22,110
Total 71
CV (%)'P 10,29 6,98 7,32 9,76 10,68 9,31 24,81 17,60 10,92
CV (%) S 9,06 6,82 6,10 13,15 13,10 9,06 29,21 23,67 18,20
F.V. G.L. Quadrados médios

N P K Ca Mg Cu Zn B Mn
Bloco 3 0,808 0,157 0,586 0,0007 0,022 0,384 1,821 0,701 0,237
Inoculacdo 8 2,273 0,195 0,162 0,0014 0,014 0,283 15,159 0,141 0,236
Erro A 24 1,228 0,105 0,096 0,0006 0,014 0,193 5,030 0,136 0,334
Ano 1 0,581 14,454 2,908** 0,0347 1,499  45,236** 1275,798 10,788 29,159**
I XA 8 0,778 0,160** 0,222 0,0023**  0,018* 0,258 11,408** 0,347* 0,366
Erro B 27 1,003 0,047 0,104 0,0005 0,007 0,141 3,480 0,129 0,171
Total 71
CV (%) P 10,78 12,55 10,72 21,54 12,55 28,74 13,19 17,30 14,54
CV (%) S 9,74 8,41 11,20 20,32 8,63 24,57 10,97 16,85 10,41

* **: Sjgnificativos a 5 e 1% pelo teste F. ’P: parcelas; S: subparcelas.
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Tabela 9 - Teores foliares de N, P, K, Ca, Mg, Cu, Zn, B e Mn de plantas de milho hibrido (30F53) em funcdo da inoculacdo das sementes com
estirpes de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) e anos de cultivo, no caso das interagdes. Unioeste/lapar, Pato

Branco — PR
Tratamento N P K Ca Mg Cu Zn B Mn
2012/13 2013/14 2012/13  2013/14 2012/13 2013/14
-------------------------- R —— S, Ty ) (0

Controle 24 aA 14bB  3,0ab 19 2,4 2,0 9,6 bA 40bB 10,7aA 34bB 48 23b
30 kgha™ N 23 aA 16 bB 28b 18 2,5 2,0 9,6 bA 43bB 98aA 27bB 46 24ab
160 kg ha* N 25 aA 26 aA 34a 19 3,0 2,3 11,5 aA 85aB 10,1aA 88aA 6,1 30a
Ab-V5* 24 aA 16bB  3,0ab 18 2,7 2,2 10,8 abA 45bB 122aA 31bB 46 26ab
HMO053 25aA 15bB  3,0ab 19 2,5 2,1 10,8 abA 40bB 12,1aA 30bB 49 26ab
L26 23 aA 16bB  3,0ab 18 2,6 2,3 10,1 abA 43bB 10,9aA 4,0abB 48 25ab
L27 24 aA 15bB  3,1lab 18 2,8 2,4 11,0 abA 41bB 11,6aA 30bB 49 26ab
4331 25aA 14bB  3,1lab 18 2,6 2,2 10,8 abA 40bB 119aA 35abB 49 27ab
8121 24 aA 17bB  3,1lab 19 2,6 2,2 10,1 abA 46bB 11,0aA 38abB 53 26ab
Média 24 16 3,1 18 2,6 2,2 10,5 4,7 11,1 3,9 5,0 26
CV (%) 9,06 6,98 732 9,76 10,68 9,06 29,21 17,60 10,92

Médias seguidas da mesma letra minGscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, p<0,05.
Azospirillum brasilense estirpe Ab-V5, A. brasilense estirpe HMO053, isolados L26, L27, Enhydrobacter sp. estirpe 4331 e Rhizobium sp. estirpe 8121.
*Todos o0s tratamentos com inoculagao receberam 30 kg ha™ de N.
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O P se destaca no metabolismo energético da planta, atuando na transferéncia de
energia necesséria para a fotossintese e outros processos metabdlicos. Em sua forma
inorganica, o Pi é substrato ou produto final em muitas rea¢fes enzimaticas importantes,
incluindo a fotossintese e 0o metabolismo de carboidratos, processos fundamentais para a
assimilacdo e utilizacdo de N (ARAUJO e MACHADO, 2006). O P promove 0 crescimento
inicial e o desenvolvimento da raiz e seu suprimento na fase inicial da planta, principalmente
para 0 milho, mostra-se relevante para a obtencdo de produtividades elevadas (FAVARIN;
TESOTTO; RAGASSI, 2008; FANCELLI, 2010). Sua deficiéncia, no entanto, pode
comprometer o desenvolvimento da planta como um todo, além de afetar negativamente a
FBN, pois tanto a reducdo do N atmosférico quanto a assimilacdo de NH,4" sdo processos
consumidores de energia (ARAUJO e MACHADO, 2006).

No entanto, a maior parte do P adicionado como fertilizante é adsorvida aos coloides
do solo, tornando-se com o tempo indisponivel as plantas, em funcdo da formacdo de
compostos de baixa solubilidade (ARAUJO e MACHADO, 2006), sendo o P orgénico do
solo a principal fonte de P mineralizavel do solo, representado principalmente pelo fosfato de
inositol. Os microrganismos do solo auxiliam tanto na solubilizacdo de fosfato, quanto na
mineralizacdo de formas orgénicas de P nos solos, produzindo enzimas do tipo fosfatases e
fitases, que atacam, respectivamente, ésteres fosfatados e fosfato de inositol, liberando PO,*
na solugdo (SIQUEIRA et al., 1994; ARAUJO e MACHADO, 2006). E possivel que exista
uma contribuicdo das bactérias promotoras do crescimento neste processo de disponibilizacéo
de P as plantas, pois Rodriguez et al. (2004) avaliaram a formacéo de acido glucdnico in vitro
e solubilizacdo de fosfato a partir de fontes de P pouco sollveis por duas estirpes de A.
brasilense e uma estirpe de A. lipoferum e verificaram que ambas foram capazes de produzir
acido gluconico, com reducdo no pH do meio e liberacdo de fosfato soltvel.

Neste estudo, no entanto, ndo foram observados sintomas de deficiéncia de P nas
plantas e, mesmo o tratamento controle, proporcionou teor de P foliar adequado, o que pode
estar relacionado ao alto teor de P no solo (10,3 mg dm™) e, também ao elevado teor de
matéria organica, que representa importante fonte de P mineralizavel do solo.

Para os teores foliares de Ca e Mg, apesar da significancia pelo teste F, o teste de
médias ndo permitiu diferenciar os tratamentos, sendo obtidos teores médios para estes
nutrientes de 2,6 e 2,2 g kg™, respectivamente (Tabela 9). As médias obtidas estdo de acordo
com a faixa considerada ideal para a cultura do milho citada por Bll (1993), é de 2,3a4,0 g
kg™ parao Caede1,5a4,0gkg™ parao Mg.

A maior parte do Ca no tecido vegetal estd localizada nas paredes celulares
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(apoplasma), interligando cadeias pécticas da lamela média, sendo também essencial para a
integridade da membrana plasmaética, especificamente para a seletividade do transporte de
ions. As baixas concentracbes de Ca livre no citossol sdo atribuidas a uma baixa
permeabilidade geral das membranas para este elemento e a acdo de transportadores de
membrana que removem Ca do citossol, expelindo-o ativamente para o apoplasto (VITTI ;
LIMA; CICARONE, 2006; EPSTEIN e BLOOM, 2006). Além disso, o Ca tem papel na
conversdo de sinais estressantes advindos do ambiente, tanto abidticos quanto bioticos, os
quais causam aumento na concentracdo de célcio (Ca®*) no citoplasma (EPSTEIN e BLOOM,
2006).

O Mg, por sua vez, compde as clorofilas a e b e ativa mais enzimas que qualquer
outro nutriente mineral, sendo capaz de inibir a fixacdo de CO,, mesmo na presenca de
clorofila suficiente, devido a sua exigéncia no processo de regeneracao e atividade da enzima
RUBPcase. O Mg também contribui na absor¢éo de P e afeta a sintese de proteinas e o teor de
N na planta (VITTI ; LIMA; CICARONE, 2006; DIAS, 2012).

Para o teor foliar de K foi obtido valor médio de 18 g kg™ em funcéo da inoculagéo
(Tabela 9), o qual se encontra dentro da faixa considerada adequada para o milho por
Malavolta, Vitti e Oliveira (1997), de 17,5 a 22,5 g kg™*. Dartora (2012) também néo verificou
efeito da inoculacdo de rizobactérias para o teor foliar de K, obtendo valor médio de 52,4 g
kg™ em funcdo da inoculacdo com A. brasilense e H. seropediceae. Conrad et al. (2013)
verificaram ajuste do teor de K foliar ao modelo linear decrescente em funcdo das doses de
inoculante, ou seja, os teores de K foliar reduziram com o aumento das doses do inoculante.

O K apresenta altas concentracfes no citossol e no vactolo como ion livre,
consistindo no maior agente osmoético catidnico celular, com participacdo no transporte
através da membrana, neutralizacdo de &nions e manutengdo do potencial osmético. Estimula
a abertura dos estdbmatos pela manha, com o aparecimento de luz e consequente influxo de
fons K*, acompanhado por anions organicos e inorganicos, principalmente malato e cloro
(EPSTEIN e BLOOM, 2006). O K é essencial para o crescimento, desenvolvimento e
maturacdo dos grdos e frutos dos vegetais (MEURER, 2006), e teor elevado na planta pode
ser associado ao aumento da producdo de gréos, devido a participagdo do K no transporte de
sacarose e fotoassimilados no sentido da fonte para o dreno (MARSCHNER, 1995).

O teor médio foliar de B observado em funcéo da inoculacio foi de 5,0 mg kg™,
abaixo da faixa de suficiéncia de 15 a 20 mg kg™ definida por Malavolta, Vitti e Oliveira
(1997) para a cultura do milho (Tabela 9). Silvestrin (2011) avaliou diferentes tecidos da

planta de milho como ferramenta de diagnose nutricional para o B e sua dindmica no solo e
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verificou que, entre os tecidos avaliados, o B tende a se concentrar no apice da folha e na
inflorescéncia feminina do milho, sendo a folha da espiga a mais estavel para a diagnose
nutricional, com nivel critico inferior a 9 mg kg™ de B. Segundo o autor, na literatura observa-
se amplitude entre os menores valores sugeridos como adequados para o milho, variando
entre 5 e 15 mg kg™.

O B tem importante fungdo na translocacdo de agucares e no metabolismo de
carboidratos, no florescimento, no crescimento do tubo polinico, nos processos de
frutificacdo, no metabolismo de N e na atividade de hormonios (DECHEN e NACHTIGALL,
2006). Com relacdo a estrutura da parede celular, supde-se que o B interligue duas moléculas
de um polissacarideo chamado ramnogalacturonano Il (RGII), fornecendo forca fisica a
parede celular (EPSTEIN e BLOOM, 2006). Em relacdo a doencas, o B possui papel
fungistatico, pois participa da sintese de lignina que dificulta a entrada do patégeno na célula
(MALAVOLTA, 2006).

O B é um nutriente imoével nas plantas, que se movimenta com o fluxo transpiratorio
pelo xilema, por isso, os sintomas de deficiéncia tendem a aparecer em pontos de crescimento,
onde h& menor fluxo transpiratério (DECHEN e NACHTIGALL, 2006). Segundo Soares
(2003), os sintomas de deficiéncia de B no milho s&o a interrupg¢ao do crescimento das partes
terminais e secagem de folhas novas. Fancelli e Dourado Neto (2000) destacam ainda que
plantas de milho deficientes em B apresentam espigas pequenas, falhas na granacdo, folhas
avermelhadas no final do ciclo e extremidades das espigas com aspecto de cortica. Destaca-se,
entretanto, que no presente estudo ndo foram verificados sintomas visuais de deficiéncia de B.

Com relagdo ao teor foliar de Mn, a adubacdo com 160 kg ha™ N superou o
tratamento controle (30%), mas ndo diferiu dos demais tratamentos (Tabela 9). Todos os
teores foliares de Mn ficaram abaixo do teor adequado para o milho (50 a 150 mg kg™)
segundo Malavolta, Vitti e Oliveira (1997). Segundo Favarin, Tezotto e Ragassi (2008), as
quantidades de micronutrientes requeridas pelas plantas de milho sdo muito pequenas,
entretanto, a deficiéncia ou excesso podem desorganizar 0s processos metabolicos, tais como
crescimento, fotossintese e respiracéo.

Embora os problemas de toxidez de Mn nos solos brasileiros sejam mais comuns que
os de deficiéncia (LEITE et al., 2003), a tendéncia da aplicagédo superficial de calcario, como
ocorre em plantio direto, tem provocado a deficiéncia de Mn sobretudo nas culturas de soja e
milho (FAVARIN; TEZOTTO; RAGASSI, 2008). O Mn faz parte do fotossistema 11, onde
tem sucessivas oxidacOes até alcancar o potencial de oxidagdo da &gua (S4) (EPSTEIN e

BLOOM, 2006) e desempenha papel importante no desenvolvimento da resisténcia da planta
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a doencas fungicas em fungdo dos efeitos de lignificacdo, inibicdo de aminopeptidases
envolvidas no crescimento fangico e inibicdo direta, por efeito da toxidez (MALAVOLTA,
2006). Sua caréncia, além de reduzir o potencial produtivo do milho, em funcdo de sua efetiva
participacdo no fotossistema Il da fotossintese (fotdlise da agua), também contribui para a
maior incidéncia de pragas e doengas em fungéo da redugdo dos mecanismos de defesa da
planta (FANCELLI, 2010). Houve doengas?

A partir dos resultados obtidos para os teores foliares de P e Mn, é possivel observar
novamente que a inoculacdo das sementes de milho com BPCP’s associada a adubacéo
nitrogenada de 30 kg ha™ N alcancou resultados préximos aos obtidos com a adubagdo com
160 kg ha' de N, evidenciando o potencial destas bactérias associativas em promover o
crescimento e absorcdo de nutrientes pelo milho. Cassan et al. (2008) destacam que a
inoculagéo de BPCP’s do género Azospirillum promove alteragfes na morfologia radicular da
planta em resposta a producéo de fito-hormonios e consequente estimulo a absorcao de agua e
nutrientes minerais.

Quanto ao teor foliar de N, para o qual houve interacdo significativa entre os fatores
avaliados, no ano 2012/13 ndo foi observada diferenca entre os tratamentos relacionados a
inoculagdo enquanto que, no ano 2013/14, a adubagdo com 160 kg ha™ N superou todos os
demais tratamentos, em funcdo da maior disponibilidade de N as plantas submetidas a esse
tratamento. Com relagcéo aos anos de cultivo, para todos os tratamentos com inoculagdo os
resultados foram superiores no ano 2012/13 em relacdo a 2013/14, exceto para a adubacéo
com 160 kg ha™ N (Tabela 9), para a qual ndo houve diferenca entre os anos.

No entanto, todos os valores médios de N obtidos em funcédo dos fatores em estudo
ficaram abaixo da faixa de suficiéncia descrita por Malavolta, Vitti e Oliveira (1997) para a
cultura do milho (27,5 a 32,5 g kg N), o que ja foi previsto anteriormente segundo os
parametros de Argenta (2001) com base nos teores de clorofila total determinados no estagio
reprodutivo do milho. Os teores foliares de N abaixo da faixa adequada podem ser explicados
pelo fato de que é possivel ocorrer uma correlacdo negativa entre a concentracao do nutriente
no tecido da planta e o crescimento, ou seja, a concentracdo do nutriente no tecido diminui a
medida gque o crescimento aumenta. Tal fendmeno é chamado efeito Stesbjerg e consiste na
diluicdo pelo crescimento, pois um suprimento maior do nutriente resultara em um aumento
proporcionalmente maior em crescimento, entdo o conteudo do nutriente na planta, com base
em unidade de matéria vegetal, diminui (EPSTEIN e BLOOM, 2006).

O N € o nutriente mais essencial na determinagdo do potencial produtivo de culturas

em sistemas agricolas e quantitativamente o mais importante requerido para o crescimento da
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planta, sendo necessarios no caso do milho, 21 kg de N para produzir uma tonelada de gréos
(FAGERIA; BALIGAR; CLARK, 2006; DIAS, 2012). Quando quantidades adequadas do
nutriente estdo disponiveis, o N promove a expansdo do sistema radicular influenciando
positivamente na absorcdo de agua e nutrientes e afetando diretamente a taxa de crescimento
das plantas (RODRIGUES e COUTINHO, 2000). O teor de N apresentou forte correlagéo
com a produtividade (0,813) e com os teores de clorofilas a, b e total, além de correlagdo
moderada com a area foliar (0,654) (Tabela 14). Segundo Fageria, Baligar e Clark, (2006), o
suprimento de N pode afetar o crescimento vegetal e produtividade alterando area foliar e
capacidade fotossintética, pois existe forte relacdo entre concentracdo de N foliar e taxa
fotossintética foliar em funcdo da composicdo de enzimas fotossintéticas (FAGERIA;
BALIGAR; CLARK, 2006).

Em 2012/13 todos os tratamentos referentes a inoculacdo apresentaram teor foliar de
N estatisticamente semelhante (Tabela 9), inclusive o tratamento controle, podendo-se inferir
que houve bom suprimento deste nutriente as plantas em decorréncia da decomposicdo da
palhada das plantas de cobertura (nabo, ervilhaca, aveia preta e ervilha forrageira) cultivadas
de forma consorciada antes do plantio do milho. A utilizacdo de espécies leguminosas em
cobertura de solo no inverno aumenta a disponibilidade de N no sistema e sua absorcdo pela
planta, pode proporcionar incremento na produtividade de grdos de milho cultivado em
sucessédo (BORTOLINI; SILVA; ARGENTA, 2000).

Tabela 10 - Teores foliares de nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio
(Mg), cobre (Cu), zinco (Zn), boro (B) e manganés (Mn) de plantas de milho
hibrido (30F53) em funcdo de anos de cultivo. Unioeste/lapar, Pato Branco — PR

ANO N P K Ca Mg Cu Zn B Mn

2012/2013 24 45 a 24 a 24D 20b 10,5 11,1 39b 28a
2013/2014 17 16Db 13b 2,8a 2,3a 4,7 3,9 6,la 24D

Media 20 31 18 2,6 2,2 7,6 7,5 50 26

CV (%) 9,06 6,82 6,10 13,15 13,10 9,06 29,21 23,67 18,20

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si, p<0,05.

Basso e Ceretta (2000), avaliando diferentes manejos de N para o milho cultivado em
sucessao a plantas de cobertura no sistema plantio direto em trés anos de cultivo, observaram
maior absorcdo de N pelo milho quando cultivado apds aveia preta + ervilhaca. Segundo
Bortolini, Silva e Argenta (2000), a consorciacdo de espécies leguminosas e gramineas

permite obter cobertura de solo mais proxima da ideal e maior ciclagem de nutrientes,
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trazendo beneficios a produtividade de grdos do milho. Os autores também verificaram que a
introducdo de ervilhaca em consorcio com aveia diminuiu a necessidade de adubagdo
nitrogenada para o cultivo do milho em sucesséo.

Solos com manejo adequado dos restos culturais (com maior teor de MO)
apresentam efeitos residuais de N mais elevados (SIQUEIRA et al., 1994). A disponibilizacao
de outros nutrientes também é favorecida pela taxa de cobertura do solo, pois a oxidagdo
bioquimica e microbiolégica dos residuos vegetais, resultando na producdo de anions
organicos, compete com os ions fosfato pelos sitios de ligacdo na superficie dos sesquioxidos
de Fe e Al, diminuindo a fixagdo de P e, consequentemente, disponibilizando-os para as
culturas subsequentes (FANCELLI, 2010).

Em 2013/14, a resposta & adubacdo com 160 kg ha™ N foi mais evidente em relagéo
ao teor de N nas folhas. Isso pode estar relacionado ao cultivo do milho sobre a palhada de
aveia, a qual apresenta elevada relacdo C/N e consequentemente, tende a imobilizar o N
temporariamente, coincidindo com a fase inicial de desenvolvimento do milho,
disponibilizando-o posteriormente através da mineralizacdo por ocasido do florescimento do
milho (MALAVOLTA, 2006). S& (1996) avaliando os efeitos da adubacdo nitrogenada na
semeadura e em cobertura em experimentos com milho cultivado em Latossolo Vermelho
argiloso sob plantio direto, verificaram que as plantas sem N na semeadura apresentaram
amarelecimento temporario devido a imobilizacdo do elemento em funcdo da elevada relacdo
C/N da palhada da aveia cultivada anteriormente.

Outros estudos verificaram resposta diferenciada da inoculacao sobre o teor foliar de
N em milho. Lana et al. (2012) verificaram que a associa¢do entre inoculagdo e adubacgéo
nitrogenada, na semeadura ou em cobertura, provocou reducdo dos teores foliares de N nas
plantas de milho. Hahn (2013) verificou, apds 60 dias da semeadura, que entre os hibridos de
milho avaliados, o hibrido 30F53 (avaliado neste estudo) apresentou as maiores respostas a
inoculacdo combinada de trés isolados de Azospirillum (UFRGS Lg1-R, UFRGS EI-S e
UFRGS M-S) e a inoculagdo com o rizébio UFRGS Vpl6 em comparacdo ao tratamento
controle, com incrementos no teor de N na parte aérea assim como na producao de massa seca
de parte aérea. Segundo o autor, tais resultados comprovaram a alta capacidade dos isolados
de Azospirillum e do rizobio em promover o crescimento de plantas de milho, em fungdo da
producdo de fito-hormonios, aumento na disponibilidade e absorcdo de macro e
micronutrientes, entre outros mecanismos.

Para o teor foliar de Cu, a adubac&o com 160 kg ha™* N superou o tratamento controle

e a adubacdo com 30 kg ha™ N no ano 2012/13, sem diferir dos demais tratamentos enquanto
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que, no ano 2013/14, a adubacdo com 160 kg ha™ N superou todos os demais tratamentos
(Tabela 9). Todos os tratamentos referentes a inoculagdo apresentaram resultado superior no
ano 2012/13 em relacdo a 2013/14. De acordo com Malavolta, Vitti e oliveira, (1997), os
valores normais de ocorréncia de Cu variam de 6 a 20 mg kg™, portanto, em 2012/13 todos os
tratamentos proporcionaram teores foliares de Cu adequados, com média anual de 10,5 mg kg
! Porém em 2013/14, apenas a adubacdo com 160 kg ha™ N proporcionou teor foliar de Cu
adequado, com média anual de 4,7 mg kg™.

Fancelli (2010) relata que em areas sob plantio direto por mais de cinco anos,
apresentando elevado teor de MO e/ou elevado teor de Zn no solo, o cuidado com a falta de
Cu deve ser redobrado, e que sua caréncia tem contribuido para o aumento da predisposi¢cdo
do milho a cercosporiose e complexo da mancha branca. A maior parte do Cu (70%) em
células foliares estd presente nos cloroplastos como proteinas complexas representadas pela
plastocianina, doador imediato de elétrons para o fotossistema I, e a dismutase do perdxido
(EPSTEIN e BLOOM, 2006; MALAVOLTA, 2006). O Cu também compde as
metaloenzimas e atua como receptor intermediario de elétrons (DIAS, 2012).

Para o teor foliar de Zn, os tratamentos com inoculacdo ndo diferiram em 2012/13,
mas em 2013/14 a adubacdo com 160 kg ha™ N nao diferiu da inoculagdo com L26, 4331 e
8121, superando os demais tratamentos (Tabela 9). Para todos os tratamentos com inoculagéo,
os resultados foram superiores no ano 2012/13 em relacdo a 2013/14, exceto para a adubacao
com 160 kg ha™ N, para a qual néo foi verificada diferenca em funcéo dos anos de cultivo. De
acordo com Malavolta et al. (1997), os valores normais de ocorréncia de Zn variam de 15 a 50
mg kg™, sendo que ambos os anos de cultivo apresentaram média geral abaixo dos valores
considerados normais (11,1 mg kg™ em 2012/13 e 3,9 mg kg™* em 2013/14).

O Zn é o micronutriente mais exigido pelo milho, sendo exportadas 85 g de Zn para
cada tonelada de grdo produzida (FANCELLI, 2010). Atua como co-fator enzimatico e é
constituinte estrutural de enzimas desidrogenases, como alcool, lactato, malato e glutamato
desidrogenase, superdxido dismutase e anidrase carbbénica (DECHEN e NACHTIGALL,
2006). O Zn controla a producdo de importantes reguladores de crescimento que afetam o
crescimento e desenvolvimento vegetal, constituindo ativador enzimatico de processos como
a producdo de triptofano, aminoacido precursor do acido indol-acético (FAVARIN;
TEZOTTO; RAGASSI, 2008), por isso uma das consequéncias da deficiéncia de Zn na planta
de milho é o encurtamento dos internddios, o que nao foi verificado no presente estudo.

Com relagdo ao fator anos de cultivo, os teores foliares de P e K em 2012/13 foram

cerca de trés e duas vezes superiores, respectivamente, em relacdo a 2013/14, enquanto o teor
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de B foi 36% inferior em 2012/13 comparado a 2013/14. Os teores de Ca e Mg foram 17 e
15% superiores, respectivamente, em 2012/13 em relagdo a 2013/14, enquanto o teor de Mn
foi 17% superior em 2013/14 em relacdo a 2012/13 (Tabela 10).

No ano 2012/13, em geral, foi possivel observar maior teor de nutrientes na parte
aérea das plantas, pois as condi¢cdes de clima e manejo foram favoraveis, estimulando o
desenvolvimento do sistema radicular e da parte aérea das plantas. Além disso, a palhada das
plantas de cobertura de inverno cultivadas anteriormente favoreceram o desenvolvimento das
plantas conforme ja relatado. Em 2013/14, no entanto, as rajadas de vento prejudicaram o
desenvolvimento das plantas, afetando também a absorcdo de nutrientes do solo. O sistema
radicular constitui o dreno principal da planta, sendo seu crescimento decisivamente
influenciado pelo suprimento de carboidratos sintetizados e acumulados na parte aérea, dessa
forma, qualquer anormalidade que interfira na area foliar inicial, no metabolismo da planta e
no ambiente radicular pode reduzir irreversivelmente o potencial produtivo do milho
(FANCELLLI, 2010).

4.4  TEORES DE MACRO E MICRONUTRIENTES NOS GRAOS

A analise de variancia revelou efeito significativo pelo teste F para os teores de K,
Cu e Mn em funcéo de anos de cultivo e a interagédo entre os fatores inoculagdo de BPCP’s e
anos de cultivo para os teores de P, Ca, Mg, Zn e B (Tabela 8).

Considerando-se 0s nutrientes para 0s quais houve interagdo, verificou-se para 0s
teores de P, Ca, Mg e Zn nos gréos que nao houve diferenca entre os tratamentos relacionados
a inoculacdo no ano 2012/13 enquanto que, para o B, o tratamento controle superou a
inoculacdo com o isolado L26, sem diferir dos demais tratamentos (Tabela 11). Quanto ao ano
2013/14, entre as interagdes com efeito significativo, apenas o teor de B nos graos nao diferiu
quanto aos tratamentos relacionados a inoculagcdo. Em 2013/14, o teor de P nos grdos foi
superior com a inoculacgdo de A. brasilense, estirpe HMO053 e Rhizobium sp., estirpe 8121 em
relagdo & adubacdo com 160 kg ha™ e & inoculagdo de Enhydrobacter sp., estirpe 4331, sem
diferir dos demais tratamentos. O teor de Ca nos gréos foi superior com a inoculagdo com
HMO053 sem diferir da inoculagdo com os isolados L26 e L27. Para o teor de Mg nos gréos, a
inoculagcdo com a estirpe HMO053 superou a inoculagdo com a estirpe 4331, ndo diferindo dos
demais tratamentos, e para o teor de Zn nos gréos, a inoculagdédo com HMO53 superou a
adubacdo com 160 kg ha™ N e a inoculacio com o isolado L27 e a estirpe 4331, sem diferir

dos demais tratamentos.
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A absorcdo de P é continua até proximo da maturidade fisioldgica, constatando-se
acentuada translocacdo de P das partes vegetativas da planta para os grdos em fase de
enchimento (FANCELLI, 2010), sendo quase todo o P translocado para as sementes (80 a
90%) (COELHO e FRANCA, 1995). O baixo teor de P nos graos, por sua vez, implica em
menor teor de fitina, que estd associada a sintomas de deficiéncia nutricional em seres
humanos e animais (ARAUJO e MACHADO, 2006).

Com relagéo aos anos de cultivo, no caso das interacdes, 2013/14 superou 2012/13
para todos os tratamentos relacionados a inoculagéo para os teores de Zn, Mg e P nos gréos.
Para o teor de B nos graos, 2013/14 superou 2012/13 para todos os tratamentos, exceto para o
controle, adubacéo com 30 kg ha™* N e inoculagdo do isolado L27. Para o teor de Ca, 2013/14
superou 2012/13 para todos os tratamentos, exceto para adubacdo com 30 kg ha™ N e
inoculacdo com a estirpe de A. brasilense Ab-V5 e estirpe de Rhizobium sp. 8121, que nédo

diferiram estatisticamente para anos de cultivo (Tabela 11).
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Tabela 11 - Teores de N, P, K, Ca, Mg, Cu, Zn, B e Mn em gréos de milho hibrido (30F53) em funcéo da inoculacdo das sementes com estirpes
de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) e anos de cultivo, no caso das interacdes. Unioeste/lapar, Pato Branco — PR

TRATAMENTO N P K Ca Mg Cu Zn B Mn
2012/13 2013/14 2012/13 2013/14 2012/13 2013/14 2012/13 2013/14 2012/13 2013/14
e oo soa——— NIV R —
Controle 10 2,3aB 2,9abA 3,1 0,09aB 0,13bA 08aB 10abA 15 14aB 22abA 23aA 23aA 4,0
30kgha™ N 10 2,1aB 3,1abA 2,9 0,09aA 0,12bA 08aB 1,1abA 20 12aB 21abA 2,0abA 24aA 40
160 kg ha* N 12 21aB 2, 7bA 2,7 0,00aB 0,12bA 08aB 10abA 16 12aB 16 cA 19abB 2,7aA 41
Ab-V5* 10 19aB 3,1abA 3,0 0,09aA 0,11bA 0,7aB 1,1abA 15 12aB 22abA 18abB 26aA 3,9
HMO053 10 23aB 34aA 3,0 0,08aB 0,20aA 0,9aB 1,2aA 16 13aB 25 aA 16abB 2,7aA 44
L26 10 2,1aB 3,0 abA 2,8 0,090aB 0,15abA 08aB 11abA 14 13aB 22abA 12bB 25aA 39
L27 10 2,4aB 3,0 abA 2,8 0,08aB 0,106abA 09aB 10abA 1,35 14aB 21bcA 1,7abA 22aA 38
4331 10 20aB 2,8bA 2,6 0,08aB 0,12bA 08aB 1,0bA 1,3 12aB 19bcA 1,7abB 25aA 39
8121 10 20aB 34aA 3,0 0,10aA 0,102bA 0,7aB 12abA 16 12aB 23abA 15abB 2,7aA 39
Média 10 2,1 3,0 2,9 0,09 0,13 0,8 11 15 13 21 18 2,5 4,0
CV (%) 10,78 8,41 10,72 20,32 8,63 28,74 10,97 16,85 14,54

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, p<0,05.
Azospirillum brasilense estirpe Ab-V5, A. brasilense estirpe HMO053, isolados L26, L27, Enhydrobacter sp. estirpe 4331 e Rhizobium sp. estirpe 8121.
| *Todos os tratamentos com inoculagéo receberam 30 kg ha™* de N.
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Dartora (2012) verificou que o teor de N nos gréos foi influenciado pela inoculacéo
observando-se média superior para a inoculacdo combinada das estirpes de A. brasilense e H.
seropediceae em relacdo a inoculacdo isolada de A. brasilense. Para os teores de P e K nos
gréos, o autor relata que ndo foi verificado efeito da inoculacdo, com valores médios de 2,0 e

15 g kg™ para P e de K, respectivamente.

Tabela 12 - Teores de nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg),
cobre (Cu), zinco (Zn), boro (B) e manganés (Mn) em grdos de milho hibrido
(30F53) em funcdo de anos de cultivo. Unioeste/lapar, Pato Branco — PR

ANO N P K Ca Mg Cu Zn B Mn

2012/2013 10,37 2,14 3,08a 0,09 0,79 232a 128 1,75 3,34b
2013/2014 10,19 3,04 268b 0,13 1,08 0,73b 212 252 46la

Média 10,28 2,59 2,88 0,22 0,94 1,52 170 2,14 3,98

CV (%) 9,74 8,41 11,20 20,32 863 2457 1097 16,85 1041

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si, p<0,05.

Durante o enchimento de grdos, o N é mobilizado inicialmente das folhas e colmos,
de modo que os fotossintatos produzidos durante essa fase sdo canalizados primariamente
para as sementes em enchimento, sendo o suprimento via raizes limitado. Nessa fase, é
importante a manutencdo do metabolismo das folhas para garantir adequado enchimento de
grdos, pois estas contribuem com a maior parte dos substratos nitrogenados para o enchimento
desses oOrgaos (SOUZA e FERNANDES, 2006). Gava et al. (2010) observaram que a
distribuicdo do N acumulado nas diferentes partes da parte aérea do milho, foi semelhante
para todas as doses de N-fertilizante testadas, sendo alocado em média 70% do N total nos
grdos e 30% no restante da parte aérea. Resultado semelhante foi obtido por Duete et al.
(2008) e Gava et al. (2006), evidenciando que o maior dreno de N na planta localiza-se nos
gréos.

Para o teor de K, foi observada média superior (15%) para 0 ano 2012/13 em relagéo
2013/14 (Tabela 12). Observa-se que o teor de Cu nos grdos foi trés vezes superior em
2012/13 enquanto o teor de Mn foi 38% superior em 2013/14 (Tabela 12). Segundo Fancelli
(2010), muitas vantagens do fornecimento de micronutrientes ndo séo observadas na forma de
simples aumentos lineares de produtividade, mas na qualidade do produto colhido, no vigor

das plantas e na tolerancia as doengas e pragas.
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45 COMPONENTES DA PRODUCAO

A anélise de variancia revelou efeito significativo pelo teste F para diametro da
espiga em funcdo da inoculacdo; altura de insercdo da espiga, comprimento e diametro da
espiga e numero de grdos por fileira em funcéo de anos de cultivo; e interacdo entre os fatores
inoculagéo e anos de cultivo, para massa da espiga e produtividade (Tabela 13).

Para o diametro da espiga, a adubacdo com 160 kg ha™ N foi superior em 7% a
inoculacdo com o isolado L27, sem diferir dos demais tratamentos (Tabela 14). Dartora
(2012) também verificou efeito significativo da inoculacdo para o didmetro da espiga, sendo
obtidas médias superiores com a inoculacdo de H. seropediceae de forma isolada ou associada
a inoculacéo de A. brasilense em relacdo ao tratamento controle. Mello (2012), por sua vez,
avaliando a contribuicdo da inoculacdo de A. brasilense e doses de N na cultura do milho,
relatou que ndo houve efeito da inoculagdo com A. brasilense sobre o diametro da espiga.

Para a altura de insercédo da espiga foi observado valor médio de 110,5 cm em funcéo
da inoculacdo das BPCP’s (Tabela 14). Outros autores também relatam que a inoculagdo com
A. brasilense ndo influenciou na altura de insercdo da espiga de plantas de milho (MARINI,
2012; LANA et al., 2012; BASI, 2013). Entretanto, Muller (2013), avaliando a eficiéncia da
inoculagéo de produto comercial a base de A. brasilense, aplicado no sulco de semeadura e no
tratamento de sementes, associada a niveis de adubacdo nitrogenada e bioestimulante vegetal
no milho, verificou que a inoculacdo, em ambas as formas de aplicacdo, incrementou a altura
de insercéo da espiga superando o tratamento controle.

O comprimento da espiga médio obtido em funcdo da inoculacdo foi de 16,3 cm
(Tabela 14). Mello (2012) e Marini (2012) também néo verificaram efeito da inoculacéo sobre
0 comprimento da espiga. Porém, Dartora (2012) verificou que a inoculacdo combinada das
estirpes de A. brasilense e H. seropedicae proporcionou incremento de 5% no comprimento
da espiga em relacé@o ao tratamento controle. Soares (2003), avaliando as interacdes de B e Zn
com o N e sua influéncia no desempenho produtivo do milho, verificou aumento no
comprimento da espiga em funcdo de doses crescentes de N, assim como um elevado
coeficiente de correlacdo desta varidvel com a produtividade de graos, devido a influéncia
direta no numero de gréos por fileira. O comprimento da espiga apresentou forte correlacdo
com a produtividade (0,796) e também com outros componentes da produ¢do, como didametro
da espiga (0,898), numero de grdos por fileira (0,931) e massa da espiga (0,951), para os quais

também houve correlacdo parcial (Tabelas 14 e 15).
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Tabela 13 - Altura de insercédo da espiga (Al), comprimento da espiga (CE), diametro da espiga (DE), numero de fileiras de grdos por espiga
(NF), numero grdos por fileira (NG), massa da espiga (ME) e produtividade de grdos (PROD) de plantas de milho hibrido (30F53)
em funcéo da inoculacdo das sementes com estirpes de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) e anos de cultivo, no
caso das interagdes. Unioeste/lapar, Pato Branco — PR

TRATAMENTO Al CE DE NF NG ME PROD

2012/13 2013/14 2012/13 2013/14

------- CM------- mm S B— ----kg ha'*----

Controle 109,2 16,2 49,3 ab 16 31 222 aA 192 abA 5.852 cA 2.556 bcB
30 kg ha® N 115,2 15,9 49,4 ab 16 31 261 aA 176 abB 6.102 bcA  2.840 abcB
160 kg ha™ N 113,1 17,3 516a 16 33 261 aA 247 aA 7.199 abcA 4.536 aB
Ab-V5* 110,1 16,4 49,1 ab 16 32 224 aA 207 abA  6.538abcA  3.229 abcB
HMO053 112,3 15,8 49,0 ab 16 30 258 aA 144 bB 7.871 aA 2.364 cB
L26 107,2 16,8 50,0 ab 16 32 254 aA 211abA  7.718abA  3.779 abcB
L27 105,7 15,5 48,1 b 16 30 251 aA 144 bB 6.509 abcA  2.556 bcB
4331 1111 16,8 49,3 ab 16 33 262 aA 205 abB 7.673abA  3.118 abcB
8121 110,4 16,5 50,1 ab 16 31 237aA 227 abA  6.403abcA  4.267 abB
Média 110,5 16,3 49,5 16 31 248 195 6.874 3.249
CV (%) 6,12 7,19 2,94 4,22 9,43 16,61 14,64

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha néo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, p<0,05.
Azospirillum brasilense estirpe Ab-V5, A. brasilense estirpe HMO053, isolados L26, L27, Enhydrobacter sp. estirpe 4331 e Rhizobium sp. estirpe 8121.
*Todos 0s tratamentos com inoculacao receberam 30 kg ha™ de N.
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Quanto ao numero de fileiras de grdos por espiga e nimero de grdos por fileira as
médias obtidas em fun¢do da inoculacdo, foram de 16 e 31, respectivamente (Tabela 13). Para
a massa da espiga, observa-se que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
relacionados a inoculacdo das sementes com BPCP’s no ano 2012/13. No ano 2013/14, por
sua vez, a adubacdo com 160 kg ha™ N proporcionou massa da espiga média de 247 g,
superando a inoculagdo com a estirpe HMO053 e o isolado L27 (em 72%), sem diferir dos
demais tratamentos (Tabela 13). Quanto aos anos de cultivo, verificou-se massa da espiga
superior no ano 2012/13 em relacdo a 2013/14 para os tratamentos com adubacao de 30 kg ha”
' N e com a inoculacdo das estirpes HMO053 e 4331 e do isolado L27. Para os demais
tratamentos ndo houve diferenga entre os anos de cultivo. Com relagdo & média anual, em
2012/13 foi obtida massa da espiga de 248 g, enquanto em 2013/14 foi obtida massa de 195 g,
ou seja, houve uma reducdo de 53 g na massa média da espiga de um ano para outro, o que
influencia diretamente na produtividade, devido a forte correlacdo entre essas variaveis
(Tabela 14). Dartora (2012) relatou que a inoculagdo de H. seropediceae associada com A.
brasilense proporcionou incremento de 9% na massa da espiga em relacao ao controle. Marini
(2012) e Mello (2012), por sua vez, ndo verificaram efeito da inoculagdo com A. brasilense
sobre a massa da espiga.

Para a produtividade de grdos, no ano 2012/13 a inoculacdo da estirpe de A.
brasilense HM053 proporcionou 7.871 kg ha™, superando o tratamento controle e a adubago
com 30 kg ha™* N, sem diferir, no entanto, dos demais tratamentos, inclusive da adubag&o com
160 kg ha™ N. No ano 2013/14, a adubagdo com 160 kg ha™ N proporcionou produtividade
média de 4.536 kg ha™, superando o tratamento controle e a inoculagdo das sementes com a
estirpe HMO053 e com o isolado L27 (Tabela 13). Neste mesmo ano, a estirpe de Rhizobium
sp. 8121 se destacou com média de produtividade de 4.267 kg ha™, o que representou um
incremento de 1.427 kg ha™ na produtividade em relagdo ao uso isolado da adubacdo
nitrogenada de base (30 kg ha™* N), demonstrando o potencial da estirpe nestas condicdes de
cultivo. Quanto aos anos de cultivo, o ano 2012/13 apresentou resultado superior a 2013/14
para todos os tratamentos referentes a inoculacdo, com média geral de 6.874 kg ha™,
refletindo uma reducdo de 3.625 kg ha™ em relacdo ao ano seguinte em que foi obtida
produtividade média de 3.249 kg ha™.

A produtividade apresentou forte correlagdo com dez das catorze variaveis
pesquisadas, sendo as mais altas correlagdes obtidas com a area foliar (0,812), clorofila a
(0,845), b (0,882) e total (0,896) e teor de N foliar (0,813). Porém, apenas com a area foliar

houve também correlacdo parcial (Tabelas 14 e 15).
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Tabela 14 - Coeficientes de correlagdo de Pearson entre produtividade (PROD), altura de planta (ALT), diametro basal do colmo (DCO), massa
seca da parte aérea (MSPA), area foliar (AF), teor de clorofila a (CLA), teor de clorofila b (CLB), teor de clorofila total (CLT),
altura de insercdo de espiga (Al), comprimento da espiga (CE), didmetro da espiga (DE), numero de fileiras de gréos por espiga
(NF), nimero de graos por fileira (GF), massa da espiga (ME) e teor de nitrogénio foliar (N) de milho hibrido (30F53) em funcéo da
inoculacdo das sementes com diferentes estirpes de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) e anos de cultivo.
Unioeste/lapar, Pato Branco — PR

PROD ALT DCO MSPA AF CLA CLB CLT Al CE DE NF GF ME N
PROD 1 0,032 0,722** 0,258* 0,812** 0,845** 0,882** 0,869** 0,413** 0,796** 0,728** 0,355** 0,767** 0,746** 0,813**
ALT 1 0,064 0,459** 0,227 -0,114 -0,154 -0,136 0,154 -0,014 0,046 0,108 0,004 0,015 -0,102
DCO 1 0,372** 0,821** 0,684** 0,708** 0,701** -0,191 0,538** 0,540** 0,242* 0,587** 0,507** 0,643**
MSPA 1 0,480** 0,247 0,246* 0,248* -0,177 0,122 0,157 0,081 0,098 0,172 0,124
AF 1 0,692** 0,723** 0,713** 0,351** 0,614** 0,522** 0,208 0,626** 0,551** 0,654**
CLA 1 0,972** 0,993** 0,376** 0,611** 0,650** 0,368** 0,568** 0,584** 0,885**
CLB 1 0,994** 0416** 0,652** 0,651** 0,294* 0,635** 0,611** 0,879**
CLT 1,000 0,400** 0,636** 0,655** 0,332** 0,607/** 0,602** 0,888**
Al 1 -0,248* -0,148 -0,007 -0,210 -0,155 -0,272*
CE 1 0,898** 0,370** 0,931** 0,951** 0,616**
DE 1 0,495** 0,814** 0,899** 0,631**
NF 1 0,362** 0,379**  0,244*
GF 1 0,885** 0,592**
ME 1 0,578**
N 1

* Significativo pelo teste t em nivel de 5% de probabilidade de erro, n = 72 observacoes.
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Tabela 15 - Coeficientes de correlacéo parcial entre produtividade (PROD), altura de planta (ALT), didametro basal do colmo (DCQO), massa seca
da parte aérea (MSPA), érea foliar (AF), teor de clorofila a (CLA), teor de clorofila b (CLB), teor de clorofila total (CLT), altura de
insercdo de espiga (Al), comprimento da espiga (CE), diametro da espiga (DE), nimero de fileiras de grdos por espiga (NF),
namero de grdos por fileira (GF), massa da espiga (ME) e teor de nitrogénio foliar (N) de milho hibrido (30F53) em funcdo da
inoculacdo das sementes com diferentes estirpes de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) e anos de cultivo.
Unioeste/lapar, Pato Branco — PR

PROD  ALT DCO MSPA AF CLA CLB CLT Al CE DE NF GF ME N
PROD 1 -0032 0,722 0258 0,812* 0,845 0,882 0,869 -0,413 0,796 0,728 0,355 0,767 0,746 0,813
ALT 1 0,064 0459* 0,227** -0,114 -0,154 -0,136 0,154 -0,014 0,046 0,108 0,004 0,015 -0,102
DCO 1 0372 0,821** 0,684 0,708 0,701 -0,191 0,538* 0,534* 0,242 0,587* 0,507 0,643
MSPA 1 0,480 0,247 0,246 0,248 -0,177 0,122 0,157 0,081 0,098 0,172 0,124
AF 1 0,692 0,723 0,713 -0,351 0,614 0,522 0,208 0,626 0,551 0,654
CLA 1 0,972** 0,993** -0,376 0,611 0,650 0,368 0,568* 0,584 0,885
CLB 1 0,994** -0416 0,652 0,651 0,294 0,635 0,611 0,879
CLT 1 -0400 0,636 0,655 0,332 0,607* 0,602 0,888
Al 1 -0248 -0,148 -0,007 -0,210 -0,155 -0,272
CE 1 0,898** 0,370 0,931** 0,951** 0,616
DE 1 049 0,814 0,899 0,631
NF 1 0,362 0,379 0,244*
GF 1 0,885 0,592
ME 1 0,578
N 1

* Significativo pelo teste t em nivel de 5% de probabilidade de erro, n = 72 observagoes.
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A reducdo expressiva na produtividade da cultura do milho de um ano para outro
reflete a resposta das plantas ao estresse abidtico (rajadas de vento) no inicio do
desenvolvimento. O estado de estresse impBe a manifestacdo de diversos mecanismos no
metabolismo vegetal conforme o grau de severidade do disturbio. Desta forma, ocorrem
mudancas nas atividades enzimaticas, aumentando a disponibilidade de peroxidases,
catalases, glutadionas e redutases, o acimulo de antioxidantes (acido ascorbico e tocoferol),
de substancias osmoticamente ativas (prolina, glicina-betaina e polidis) e de metabolismo
secundario, como os polifenois e antocianinas (FANCELLI, 2010).

Outras manifestacGes relacionadas as condicGes de estresse podem ser representadas
pelo aumento da respiracdo, reducdo da taxa fotossintética e do acumulo de matéria seca,
distdrbios de crescimento e senescéncia prematura de tecidos e 6rgdos vegetais. Dessa forma,
0 estresse impBe a planta um gasto energético extra, representado pelo custo metabdlico
despendido da biossintese de compostos secundarios e no desencadeamento das estratégias de
adaptacdo, o qual deveria ser direcionado a producdo de biomassa e a manifestacdo do
potencial produtivo (FANCELLI, 2010). No ano 2013/14, no inicio do estagio reprodutivo da
cultura, ja era possivel observar aspectos de senescéncia nas plantas de milho no sentido da
base para o &pice, 0 que certamente comprometeu a atividade fotossintética dos tecidos
vegetais e, consequentemente, reduziu o acimulo e transferéncia de fotoassimilados para 0s
gréos, reduzindo a produtividade.

Marini (2012) relatou que, mesmo ndo havendo diferenca significativa para a
produtividade com a inoculacdo de A. brasilense, foi observada produtividade média de 7.967
kg ha® para o tratamento inoculado, o que representou 259 kg ha™® em comparacdo ao
tratamento controle. Muller (2013) verificou que a inoculagdo, tanto nas sementes quanto no
sulco de semeadura, superou o tratamento controle quanto a produtividade de gréos,
proporcionando incrementos de 432 e 702 kg ha™, respectivamente.

Os resultados semelhantes entre a inoculacdo das sementes com as bactérias
associativas testadas, associadas & adubacdo com 30 kg ha™ N e adubag&o com 160 kg ha™ N,
em especial, quando foi inoculada a estirpe de A. brasilense HM053 em 2012/13 e a estirpe de
Rhizobium sp. 8121 em 2013/14, refletem o efeito de promogdo do crescimento vegetal
propiciado por estas bactérias. Estes efeitos podem envolver mecanismos diversos como a
producéo de fito-horménios, o controle biologico de fitopatogenos, a fixacdo bioldgica de
nitrogénio, a solubilizacdo de fosfatos e atuagdo de enzimas (BASHAN e LEVANONY,
1990; PIDELLO; MENENDEZ; LENSI, 1993). Além disso, a inoculagdo destas BPCP’s

associadas a menores doses de fertilizantes nitrogenados tem mostrado maior eficiéncia para o
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sistema planta-bactéria quando comparado com o uso isolado da bactéria. Para Bartchechen et
al. (2010), a inoculagdo de produto comercial a base de A. brasilense apresentou resultado
superior ao tratamento controle com incremento na produtividade do milho de 461 kg ha™,
porém quando foi associada a adubacéo nitrogenada em cobertura ndo promoveu incremento
de produtividade. Béarbaro et al. (2008) relatam que a aplicacdo de elevadas doses de N,
associada a inoculagdo pode diminuir a eficiéncia da inoculagdo, pois a planta responde ao
estimulo da absorcao do nutriente, limitando o processo biologico.

Segundo Hartmann (1988), a eficiéncia da FBN do Azospirillum spp. € rapidamente
reduzida ou até mesmo inibida na presenca de maiores concentracfes de compostos
nitrogenados no solo, principalmente aménio, o qual provoca a inibicdo rapida da atividade
nitrogenase nas bactérias. Este processo de controle e regulacdo da atividade do complexo
nitrogenase por fatores ambientais moduladores torna-se necessario em funcdo da elevada
demanda energética envolvida no processo de reducdo do nitrogénio atmosférico (N,) pelos
organismos diazotroficos, cerca de 28 mols de ATP por mol de amoénio produzido
(BALDANI et al., 2009).

Quanto ao fator anos de cultivo, 0 comprimento de espiga, o diametro da espiga e 0
namero de graos por fileiras de grdos foram 14, 6 e 17% superiores, respectivamente, no ano
2012/13 em relacdo a 2013/14, porém para altura de insercdo da espiga, 0 ano de 2013/14 foi
7% superior a 2012/13 (Tabela 16).

Tabela 16 - Altura de inser¢do da espiga (Al), comprimento da espiga (CE), diametro da
espiga (DE), namero de fileiras de grdos por espiga (NF), nUmero grdos por
fileira (NG), massa da espiga (ME) e produtividade de gréos (PROD) de plantas
de milho hibrido (30F53) em funcdo de anos de cultivo. Unioeste/lapar, Pato

Branco — PR
ANO Al CE DE NF NG ME PROD
-------- CM-------- mm g kg ha™
2012/2013 106,7 b 174 a 50,9 a 16 34a 248 6.874
2013/2014 1143 a 15,2 b 48,2 b 16 29D 195 3.249
Média 110,5 16,3 49,5 16 32 221 5.062
CV (%) 5,74 7,98 3,97 4,22 10,63 16,61 11,35

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si, p<0,05.

Em 2012/13, em geral, as diferencas entre os tratamentos relacionados a inoculagéo
das BPCP’s foram menos evidentes e a inoculacdo da estirpe HMO053 mostrou-se bastante

promissora, pois proporcionou a mais elevada média de produtividade (7.871 kg ha),
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associada a apenas 30 kg ha® N na semeadura, enquanto a adubacdo com 160 kg ha™ N
apresentou produtividade média de 7.199 kg ha™, ou seja, 672 kg ha™ a menos (Tabela 13).
Em 2013/14, em que condicdes abidticas adversas prejudicaram o desenvolvimento inicial da
cultura, foi observada maior variabilidade entre os resultados referentes a inoculacdo, como ja
relatado para outras varidveis. A estirpe HMO053 e o isolado L27 se destacaram de forma
negativa, enquanto a estirpe 8121 proporcionou resultados positivos em relacdo a
produtividade.

A variabilidade das respostas obtidas a partir de experimentos de inoculagdo em
campo pode ser atribuida a uma série de fatores (SIQUEIRA et al., 1999), como a
combinacdo inapropriada das especies vegetais e estirpes bacterianas ou fatores limitantes
externos que afetam a expressdo do efeito. Tal imprevisibilidade dos resultados a campo tem
limitado o uso comercial dos inoculantes, por isso os estudos relacionados a selecdo de
estirpes apropriadas e a correcdo dos fatores edaficos limitantes a associacdo, ndo apenas para
a variedade da espécie vegetal pesquisada, mas também para condicGes climéticas e edaficas
especificas € importante (SIQUEIRA et al., 1994).

Os resultados deste estudo demonstram que, sob diferentes condi¢bes bidticas e
abidticas, embora sobre a mesma area de cultivo, as bactérias associativas com potencial de
promocdo de crescimento vegetal testadas se comportaram de forma diferenciada. Neste
sentido, mais ensaios relacionados ao comportamento e selecdo de estirpes em condicdes
edafoclimaticas distintas devem ser realizados para consolidar os resultados promissores que
algumas bactérias apresentaram neste estudo e a possibilidade de aliar estirpes eficientes no
mesmo inoculante, o que constitui alternativa vidvel visando potencializar os beneficios da
inoculacdo em milho. Estudos complementares que contemplem fatores relacionados a
colonizagdo bacteriana, como a sobrevivéncia das bactérias ap6s semeadura, a colonizagéo
das raizes e a populagédo bacteriana na planta e no solo podem auxiliar no sentido de elucidar

melhor os efeitos refletidos no desenvolvimento e produtividade das plantas inoculadas.
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5 CONCLUSOES

Existe influéncia das condicbes edafocliméticas incidentes em cada ano de cultivo no
desempenho das estirpes de bactérias promotoras de crescimento vegetal avaliadas. A estirpe
de A. brasilense HMO053 apresenta elevado potencial de promocdo de crescimento sob
condicdes favoraveis ao desenvolvimento da cultura do milho, enquanto a estirpe de
Rhizobium sp. 8121 mostra-se promissora mesmo quando o metabolismo vegetal for afetado
por estresse de natureza abidtica, ambas proporcionando produtividade similar a adubacdo
com 160 kg ha™ N.

A adubacdo na semeadura e em cobertura com N (160 kg ha™), em comparagéo a
inoculacdo das sementes de milho com BPCP associada a adubacao nitrogenada na semeadura
(30 kg ha), promove maior desempenho produtivo do milho em condicdes desfavoréveis ao
seu desenvolvimento e maior incremento no teor foliar de N e de clorofila.

Os teores foliares de macro e micronutrientes das plantas de milho nao sao afetados
pela inoculacdo das sementes com BPCP’s. Porém, os teores de P, Ca, Mg e Zn nos graos sdo

influenciados de forma positiva pela inoculagao da estirpe de A. brasilense HM053.
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