UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS

QUANTIFICACAO DA CONTRIBUICAO DE
BACTERIAS DIAZOTROFICAS NA ABSORCAO DE
NITROGENIO PELA CULTURA DO MILHO

ERICA DE OLIVEIRA ARAUJO

DOURADOS
MATO GROSSO DO SUL
2014



QUANTIFICAGAO DA CONTRIBUIGAO DE BACTERIAS
DIAZOTROFICAS NA ABSORGAO DE NITROGENIO PELA
CULTURA DO MILHO

ERICA DE OLIVEIRA ARAUJO

Engenheira Agronoma

Orientador: Dr. ANTONIO CARLOS TADEU VITORINO
Co-Orientador: Dr. FABIO MARTINS MERCANTE

Tese apresentada a Universidade Federal da
Grande Dourados, como parte das exigéncias do
Programa de Pds-Graduacdo em Agronomia -
Producdo Vegetal, para obtencdo do titulo de
Doutor.

DOURADOS
MATO GROSSO SO SUL
2014



QUANTIFICACAO DA CONTRIBUICAO DE BACTERIAS
DIAZOTROFICAS NA ABSORCAO DE NITROGENIO PELA CULTURA
' DO MILHO

por

ERICA DE OLIVEIRA ARAUJO

Tese apresentada como parte dos requisitos exigidos para obtengdo do titulo de
DOUTOR EM AGRONOMIA

Aprovado em 28/03/2014

\@AL\% ok /%( cate/e.

Dr. Antonio Carlos Tadeu Vitorino ]Sr. Fabio Martins Mercante
Orientador — UFGD/FCA Co-Orientador - EMBRAPA/CPAQO

/R

Dra. Ma.rléne Estevdao Marchetti Dr. Alesséﬂdfm&ayumi Tokura

UFGD/FCA Alovinl

UFGD/FCA

%Z V//L/ ‘/ i

Fabio Lopes Ohv‘?{re’s__’_—3

UENF



DEDICO.

Aos meus pais Antonio Alves de Aradjo e
Maria Alice de Oliveira Aradjo, a minha
irmd Ednéia de Oliveira Araljo e a0 meu
esposo Wendell Rodrigues de Oliveira Lima
por todo amor, confianca, apoio e por serem
exemplos de vida. Muitas vezes, abdicando
de seus préprios desejos e sonhos para
garantir que eu os tivesse. Eternamente grata

pela forca e inspiracdo. Amo todos vocés!

OFERECO.

A meu Tio Celestino de Oliveira
A meu Orientador Antonio Carlos Tadeu
Vitorino e meu Co-orientador Fabio Martins

Mercante.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da vida e por conceder-me forca, coragem e sabedoria
para vencer mais um desafio.

Aos meus pais Antonio Alves de Araujo e Maria Alice de Oliveira Araujo
gue me deram a vida e me ensinaram a vivé-la com respeito e dignidade.

Ao meu esposo Wendell Rodrigues de Oliveira Lima, por todo amor,
amizade, dedicacdo, companheirismo, por sempre me acalmar nos momentos dificeis
e por seus conselhos e preocupacoes.

Ao meu Tio Celestino de Oliveira que me incentivou a buscar novos
conhecimentos por meio da P6s-graduacao.

Ao meu orientador Dr. Antonio Carlos Tadeu Vitorino e Co-orientador Dr.
Fabio Martins Mercante, ndo somente pelas orientacbes, mas por todos o0s
ensinamentos, pelo exemplo profissional, pela confiangca em mim depositada, pelo
incentivo e apoio durante a execucao desta pesquisa.

A Universidade Federal da Grande Dourados e ao Curso de P6s-Graduag&o
em Agronomia, pela oportunidade da formagéo concedida.

A banca examinadora de Qualificacdo Dra. Marlene Estevdo Marchetti, Dra.
Cécia Leila Tigre Pereira Viana e Dr. Munir Mauad e a banca de Defesa Dra.
Marlene Estevdo Marchetti, Dra. Alessandra Mayumi Tokura Alovisi, Dr. Fabio
Lopes Olivares, Dr. Antonio Carlos Tadeu Vitorino e Dr. Fabio Martins Mercante
pelas valiosas sugestdes e correcdes.

A CAPES, pela concessdo de Bolsa de Doutorado.

A Embrapa Agropecuaria Oeste, pelo apoio logistico para realizacio dos
trabalhos e orientacéo, incluindo todos os funcionarios, principalmente os do campo
experimental.

A Embrapa Agrobiologia pelo apoio estrutural e pessoal para a realizacdo de
algumas etapas desta pesquisa.

Ao Dr. Segundo Sacramento Urquiaga Caballero e Dr. Marcio Reis Martins
pelo acompanhamento e orienta¢do na execucao de parte desta pesquisa.

Ao técnico do Laboratorio de Fertilidade do Solo e Nutricdo Mineral de

Plantas, Jodo Augusto Machado da Silva pelo valoroso auxilio.



Aos amigos de Pos-graduacdo e graduacdo, Danieli Pieretti Nunes, Carla
Gordin, Gabriel Queiroz de Oliveira, Leandro Ramédo Paim, Maira Rejane Costa e
Diego Augusto Espindola Mendes pela amizade e apoio na conducéo desta pesquisa.

A todos os funcionarios da Fazenda Experimental, em especial ao “Seu
Jesus” e “Seu Milton” pelos inimeros esclarecimentos e auxilios.

E a todos que, direta ou indiretamente, fizeram parte deste caminho e

contribuiram para a realizacdo desta pesquisa.

Muito obrigada!



DADOS CURRICULARES DA AUTORA

ERICA DE OLIVEIRA ARAUJO nascida em Jaciara — MT, no dia 25 de
outubro de 1986, filha de Antonio Alves de Aradjo e Maria Alice de Oliveira Aradjo.
Conclui o ensino médio e obteve o titulo de Técnico Agricola com habilitacdo em
Zootecnia pela Escola Agrotécnica Federal de Colorado do Oeste- RO, em 2003. Em
agosto de 2008 graduou-se em Engenharia Agrondmica pela Universidade do Estado
de Mato Grosso (UNEMAT), em Caceres - MT, sendo bolsista de Iniciacdo
Cientifica pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq). Em marc¢o de 2009, ingressou no programa de pés-graduacdo, em nivel de
Mestrado, em Agronomia, area de concentracdo em Producdo Vegetal pela
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS), em Aquidauana — MS.
Durante o mestrado, foi bolsista da CAPES. Em marco de 2011 ingressou-se no
programa de pos-graduacdo, em nivel de Doutorado, em Agronomia, area de
concentracdo em Producdo Vegetal, pela Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD), em Dourados - MS, sendo bolsista de doutorado pela CAPES. Em Maio de
2013, concluiu a p6s-graduacdo em nivel de especializagdo em Docéncia e Gestdo do
Ensino Superior. Em setembro de 2013, iniciou o curso de pos-graduacdo em nivel
de especializacdo em Geoprocessamento Ambiental, pelo Instituto Federal de
Rondonia (IFRO).



SUMARIO
PAGINA

RESUMO ..ottt X
ABSTRACT .ttt Xl
INTRODUGAO GERAL ..ottt 1
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........covviieeireeeeeeeeeeresienessen s 3
CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA.......ccooveveeeeeeereeeerenierien, 6
A CUltura do MilN0.......coiiieeec s 6
Bactérias diazotrOfiCas........cccouuiriiieiieeiie e 7
GENEro AZOSPITTHIUM. .......oviiii i 9
GEnero Herbaspirillum ........ccooeiiiiiiiiiiee e 11
Fixacdo bioldgica de nitrogénio em gramineas............ccccevveveereenreeieesneenn. 13
Contribuicéo da fixacdo bioldgica de nitrogénio para a cultura do milho 14
(OF0] 0 [0d (01T T2 F OSSPSR 17
Referéncias BiblOgraficas..........ccocooviiiiiiininisseee s 18
CAPITULO Il - EFEITO DA ADUBACAO NITROGENADA
ASSOCIADA A INOCULACAO COM Azospirillum brasilense e 97
Herbaspirillum seropedicae NA CULTURA DO MILHO .....................
RESUMO. ... 27
N 01 - Uod SR 28
INEFOTUGED. .....ve ettt re e 29
Material € MELOUOS. .........cviiiieieiee e e 31
ReSUItad0s € DISCUSSAD. ......cueceerieiearieiieeieseesieeie e sie e see e e e seeenee e 35
(OF0] 000 0110 1SS 45
Referéncias Bibliograficas...........cocoeiiiiiieiiiieisees e 46
CAPITULO 11l - EFEITO DA ANDUBAC;AO NITROGENADA
ASSOCIADA A INOCULACAO COM BACTERIAS 51
DIAZOTROFICAS SOBRE A EFICIENCIA DE UTILIZACAO E
FIXACAO BIOLOGICA DE N; NA CULTURA DO MILHO
DETERMINADA COM USO DE N......ccccovvorrieeeecreeronreseeeeeeseensno,
RESUMO. ... 51
ADSITACT. ..o e 52

INEFOTUGED. ..ttt 53



Material € MELOUOS. ........eeiueeieiiece ettt sbeeae s
Resultados € DISCUSSAD. .........ccveiierieiieiieeiesie e e e sre e sre e
(070 0 [0d [0 1101 SR SS
Referéncias BibliografiCas..........ccovvviieiiiiiieiceeese e

CAPITULO IV - INOCULACAO DE Herbaspirillum seropedicae EM
TRES GENOTIPOS DE MILHO SOB DIFERENTES NIVEIS DE
NITROGENIO ..ot see et nen s
RESUIMO. ...ttt e e e e s s s bbb r e e e e e e e s s sbabeees

ADSITACT. ..ot rs
INEFOAUGED. ...
Material € MELOUOS. .........cuiiiiiieieie e
RESUIad0S € DISCUSSAOD. ... ..uiiviriiriierierieieie sttt ste st eneas
(OF0] 0 [0d (0110 2SSOSR
Referéncias BibliOgraficas..........ccccoiiiiiieiiicieeeese e

CAPITULO V - INOCULACAO COM Herbaspirillum seropedicae E
FERTILIZACAO NITROGENADA SOBRE A EFICIENCIA DE
UTILIZACAO DO N POR DIFERENTES GENOTIPOS DE MILHO....

RESUMO. ...t

N 0L i - Uod SRR
L 100 [ oF- T F USSP
Material € MELOUOS. .........cviieiiieie e
ReSUltad0s € DISCUSSAD. ........eceereeiririesieeieseesieeie e see e sreesee e sneeseeenee e
(@0 004 1110 2SS
Referéncias Bibliograficas...........c.cccoiveiiiiiiiiiicc e

CAPITULO VI - NITROGENIO E INOCULACAO COM
Herbaspirillum seropedicae  NA CULTURA DO MILHO EM
CONDICOES DE SOLO FERTIL....ovuvcieeeeieeeesceeeeeeeee s

N 01 - Uod SRR
INEFOAUGED. ... .o
Material € MELOUOS ........coviiiieieieie e
ReSUItad0S € DISCUSSAD. ......cueiueriuieiiiiie ittt
(@0 0 [0d 0110 1 OSSR
Referéncias BibliOgrafiCas. ...,
CONCLUSOES GERAIS.......ooeeeveeeeeteee e ersses s s st
CONSIDERACOES FINAIS ... e

55
60
69
70

76
76
77
78
80
83
95
96

101

101
102
103
105
108
118
119

123
123
124
125
127
130
139
140
145
147



10

_ QUANTIFICACAO DA CONTRIBUICAO DE BACTERIAS
DIAZOTROFICAS NA ABSORCAO DE NITROGENIO PELA CULTURA
DO MILHO

RESUMO

As bactérias diazotrdficas endofiticas associadas a gramineas apresentam
grande potencial para 0 uso como biofertilizantes, sendo, que o aproveitamento
eficiente do nitrogénio € um fator essencial para uma agricultura sustentavel e para o
agronegocio mundial. Diante do exposto, o objetivo desta tese foi quantificar a
contribuicdo de bactérias diazotroficas na absorcdo de nitrogénio pela cultura do
milho em um Latossolo Vermelho distroférrico, avaliando os efeitos da inoculacdo
de bactérias diazotroficas associada a adubacao nitrogenada sobre a produtividade de
grdos de milho, a absor¢do de nitrogénio pelo milho, o acimulo de nutrientes pela
cultura, a eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio e a contribuicdo da fixacdo biologica
de nitrogénio. O primeiro estudo foi realizado no campo experimental da Embrapa
Agropecuéria Oeste, em Dourados-MS. O delineamento experimental utilizado foi o
de blocos casualizados, com nove tratamentos e seis repeti¢des. Os parametros
avaliados foram: altura das plantas, diametro do colmo, altura de insercdo de espiga,
massa de espiga, comprimento de espiga, nimero de fileiras de grdos por espiga,
numero de grdos por espiga, diametro da base da espiga, massa de mil grdos, massa
seca da parte aérea, produtividade, teor de clorofila, teor de nutrientes nas folhas e
nos grdos de milho, quantidade de N acumulada na planta, porcentagem de N na
planta proveniente do fertilizante, quantidade de N na planta proveniente do
fertilizante, eficiéncia de utilizacdo do N aplicado como fertilizante e a porcentagem
de fixacdo bioldgica de N. O segundo estudo foi realizado em casa de vegetacdo, na
Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Grande Dourados, em
Dourados-MS. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado
em esquema fatorial 3 x 2 x 2, sendo, trés hibridos de milho: Maximus, P3646H e
BRS3035; plantas inoculadas e ndo inoculadas e duas doses de nitrogénio: 0,0 e 80
kg ha™, com quatro repeticdes. Aos 35 dias apds a emergéncia, foi determinada a
altura de plantas, o diametro do colmo, o teor de clorofila, o comprimento de raiz, o
volume de raiz, o teor de N na parte aérea e na raiz, bem como a eficiéncia de
absorcdo e utilizacdo de N. A terceira pesquisa foi conduzida na area experimental da
Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Grande Dourados, em
Dourados-MS. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados
com cinco repeticdes. Os tratamentos foram dispostos em arranjo fatorial 2 x 5, ou
seja, auséncia e presenca de inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae e cinco
doses de nitrogénio (0, 48, 72, 96 e 120 kg ha™ . Os parametros avaliados foram:
altura de insercdo de espiga, diametro do colmo, massa de espiga, comprimento de
espiga, numero de fileiras de graos por espiga, nimero de grdos por espiga, diametro
da base da espiga, massa de mil grdos, massa seca da parte aérea, produtividade, teor
de clorofila e teor de N nas folhas de milho. Os resultados obtidos permitiram
concluir que a adubacdo nitrogenada associada a inoculacdo com Azospirillum
brasilense e Herbaspirillum seropedicae influenciaram positivamente a massa de
espiga, didmetro de espiga, numero de grdo por espiga, massa seca da parte aerea,
produtividade e teor de clorofila de plantas de milho.Os teores de N, P, K e Zn nas
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folhas de milho aumentaram com a adubacdo nitrogenada e a inoculagcdo com
Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae. A inoculacdo com
Azospirillum brasilense sem adubacdo nitrogenada promoveu maiores acumulos de
N, K, Ca e Mg nos grdos em relagdo aos tratamentos inoculados com Azospirillum
brasilense e Herbaspirillum seropedicae e, adubados com 30 e 120 kg ha™ de N. A
inoculagdo de Azospirillum brasilense ou Herbaspirillum seropedicae associada a
adubacdo nitrogenada pode proporcionar uma reducdo no uso de fertilizantes
nitrogenados sintéticos na cultura do milho. Pela técnica da abundancia natural do
N, a inoculagdo com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae
contribui em média com 19,40 e 9,49%, respectivamente, do N necessario ao
desenvolvimento da cultura do milho. O hibrido BRS 3035 se destaca para a maioria
das varidveis analisadas, produzindo maior quantidade de massa seca de parte aérea,
plantas com maior altura, volume de raizes e apresentando maiores indices de
eficiéncia de utilizagdo de N. A inoculagdo com a estirpe Z-94 de Herbaspirillum
seropedicae promoveu aumento no volume de raizes, comprimento de raizes, massa
seca da parte aérea, teor de clorofila, teor de N na parte aérea, eficiéncia de absorcao
do N e eficiéncia de utilizacdo do N por plantas de milho. A inoculacdo da estirpe Z-
94 de H. seropedicae acrescido de 80 kg ha™ de N aumentou o teor de N na parte
aérea das plantas de milho em até 25% nos gendtipos avaliados. Existe distin¢éo
entre gend6tipos de milho para produgdo de massa seca da parte aérea e porcentagem
de N na parte aérea proveniente do fertilizante. O hibrido P3646H e o hibrido
BRS3035 apresentaram aumentos de 34,3% e 64,4%, respectivamente, na eficiéncia
de utilizacdo do N quando inoculados com Herbaspirillum seropedicae sem adi¢éo
de N. As plantas de milho, mesmo em solo fértil, responderam a aplicacdo de
nitrogénio para os diferentes componentes de producdo, e nessas condicbes a
inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae ndo influenciou nenhuma das variaveis
estudadas.

Palavras-chave: Zea mays L., Azospirillum brasilense, Herbaspirillum seropedicae,
adubacéo nitrogenada, *°N, fixacao biolégica de nitrogénio.
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QUANTIFICATION OF CONTRIBUTION OF DIAZOTROPHIC BACTERIA
IN NITROGEN UPTAKE BY CORN CULTURE

ABSTRACT

The endophytic diazotrophic bacteria associated with grasses have great
potential for use as biofertilizers, being that the efficient use of nitrogen is an
essential factor for a sustainable agriculture and to the global agribusiness. Given the
above, the objective of this thesis was to quantify the contribution of diazotrophic
bacteria in nitrogen uptake by corn culture in a distroférrico Red Latosol, evaluating
the effects of inoculation of diazotrophic bacteria associated to nitrogen fertilization
on productivity of maize grains, nitrogen uptake by corn, the accumulation of
nutrients by culture, nitrogen use efficiency and the contribution of biological
nitrogen fixation. The first study was carried out in the experimental field of
Embrapa Agropecuéria Oeste, in Dourados-MS. the experimental design used was
randomized blocks, with nine treatments and six replications. The parameters
evaluated were: height of the plants, culm diameter, height of insertion of cob, cob
mass, spike length, number of rows of grains per spike, number of grains per spike,
spike base diameter, mass of thousand grains, dry mass of the aerial part,
productivity, chlorophyll content, content of nutrients in leaves and grains of maize,
amount of N accumulated in plant, percentage of N in the plant from the fertilizer,
quantity of N in the plant from the fertilizer, efficiency of utilization of the N applied
as fertilizer and the percentage of biological fixation of N. The second study was
conducted in a greenhouse at the Faculty of agricultural sciences of the University
Federal of Great Dourados, in Dourados-MS. the experimental design used was the
completely randomized design in factorial scheme 3 x 2 x 2, and three hybrids of
corn: Maximus, P3646H and BRS3035; inoculated and non-inoculated plants and
two doses of nitrogen: 0.0 and 80 kg ha™, with four replicates. To 35 days after
emergence, plant height was determined, the culm diameter, the chlorophyll content,
root length, root volume, the concentration of N in the shoot and root, as well as the
efficiency of absorption and use of N. The third survey was conducted in the
experimental area of the Faculty of agricultural sciences of the University Federal of
Great Dourados, in Dourados-MS. the experimental design used was randomized
blocks with five repetitions. Treatments were arranged in factorial arrangement 2 x
5, namely the absence and presence of Herbaspirillum seropedicae and inoculation
with five nitrogen doses (0, 48, 72, 96 and 120 kg ha™). The parameters evaluated
were: height of insertion of cob, culm diameter, masss of spike, spike length, number
of rows of grains per spike, number of grains per spike, spike base diameter, mass of
thousand grains, dry mass of the aerial part, productivity, chlorophyll content and N
content in the leaves of corn. The obtained results allowed concluding that the
nitrogen fertilization associated with inoculation with Azospirillum brasilense and
Herbaspirillum seropedicae positively influenced the mass of cob, COB diameter,
number of grain per Spike, aerial dry mass, productivity and chlorophyll content of
corn plants.The levels of N, P, K, and Zn in the leaves of maize increased by
nitrogen fertilization and inoculation with Azospirillum brasilense and
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Herbaspirillum seropedicae. The inoculation with Azospirillum brasilense without
nitrogen fertilization promoted greater accumulation of N, K, Ca and Mg in grains in
relation to the treatments inoculated with Azospirillum brasilense and Herbaspirillum
seropedicae and composted with 30 and 120 kg ha™ of N. The inoculation of
Azospirillum brasilense and Herbaspirillum seropedicae or associated with nitrogen
fertilization can provide a reduction in use of synthetic nitrogen fertilizers on maize
culture. The technique of natural abundance of *°N, inoculation with Azospirillum
brasilense and Herbaspirillum seropedicae contributes on average with 19.40% and
9.49%, respectively, of the N needed for the development of the culture of corn. The
hybrid BRS 3035 stands out for most of the variables analyzed, producing greater
amount of dry mass of aerial part, plants with greater height, root volume and highest
rates of N use efficiency. Inoculation with strain Z-94 of Herbaspirillum seropedicae
promoted increase in the volume of roots, root length, dry mass of the aerial part,
chlorophyll content, content of N in aboveground, absorption efficiency of N and N
utilization efficiency by corn plants. Inoculation of strain Z-94 of H. seropedicae
plus 80 kg ha™ of N increased the concentration of N in the aerial part of plants of
corn by as much as 25% in the evaluated genotypes. There is no distinction between
maize genotypes for dry matter production of aerial part and percentage of N in
aboveground from fertilizer. The P3646H and BRS3035 hybrid hybrid showed
34.3% increases and 64.4%, respectively, in the efficiency of use of Herbaspirillum
seropedicae N when inoculated with no added N. Corn plants, even in fertile soil,
responded to nitrogen application for the different components of production, and
under such conditions, inoculation with Herbaspirillum seropedicae did not influence
any of the variables studied.

Key words: Zea mays L., Azospirillum brasilense, Herbaspirillum seropedicae,
nitrogen fertilization, >N, nitrogen biological fixation.
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NTRODUCAO GERAL

O Brasil ocupa a terceira posicdo no ranking em producdo de gréos de
milho, sendo superado apenas por EUA e China. A estimativa de &rea plantada com
milho na safra 2012/2013 foi de 15.416,8 milhdes de hectares com uma producéo de
76.011,0 milhdes de toneladas de milho (CONAB, 2013). Além desta expressiva area
cultivada no territorio brasileiro, a cultura gera empregos no setor agricola e tem
grande importancia pela utilizagéo direta na alimentagdo humana e de animais.

Dentre os nutrientes minerais, o nitrogénio (N) é o elemento requerido
em maior quantidade pela maioria das plantas, sendo fundamental no metabolismo
vegetal, pois exerce importante fungdo nos processos bioquimicos e fisioldgicos da
planta. Contudo, o Unico processo bioldgico de obtencdo de N, disponivel na
natureza, e que pode beneficiar as plantas, € a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio
(FBN) (ALVES, 2007). O processo de FBN ¢€ realizado por um grupo restrito de
organismos ditos diazotroficos, com destaque para as bactérias que vivem em
associacdo com as plantas. Essas bactérias contém o complexo enzimatico da
nitrogenase, sendo capazes de quebrar a tripla ligacdo que une os dois atomos de
nitrogénio e fazer a reducdo do N, a aménia (NHs).

Além da capacidade de FBN, as bactérias diazotroficas em associagdo
com gramineas sdo conhecidas por atuarem diretamente na producdo de horménios
como auxinas, giberilinas e citocininas (DOBBELAERE et al., 2003; KHALIQ et al.,
2004; DONATE-CORREA et al., 2004; RADWAN et al., 2004; CREUS et al.,
2004); solubilizacdo de fosfatos e 6xidos de zinco (RODRIGUEZ et al., 2004;
BALDOTTO et al., 2010); aumento da atividade da redutase do nitrato, quando
ocorrem endofiticamente nas plantas (CASSAN et al., 2008) e indiretamente no
controle bioldgico de patégenos (MARIANO et al., 2004; CORREA et al., 2008).

Bactérias diazotroficas, dos mais diferentes géneros e espécies, tém sido
relatadas em associacdo com um grande numero de gramineas, tanto de clima
tropical como em clima temperado (REIS JUNIOR et al., 2008), sendo que a
possibilidade da ocorréncia de aumentos significativos na produtividade e na
disponibilidade de nitrogénio por meio da FBN na cultura do milho tem sido descrita
por varios autores (ALVES, 2007; ZILLI et al., 2008; REIS JUNIOR et al., 2008;
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DALLA SANTA et al., 2008; MONTANEZ et al., 2009; HUNGRIA et al., 2010;
DOTTO et al., 2010; ALVES, 2011; LANA et al., 2012; BRACCINI et al., 2012).

O interesse crescente pelo uso de inoculantes contendo essas bactérias
que promovem o crescimento de plantas e incrementam a produtividade deve-se ao
alto custo dos fertilizantes quimicos e a conscientizagdo em prol de uma agricultura
sustentavel e menos poluente (HUNGRIA et al., 2011). As projec6es sdo de que, nos
préximos anos, havera um incremento substancial no uso de fertilizantes no Brasil
para atender a intensificacdo da agricultura. Porém, o mercado brasileiro de
fertilizantes é fragil e com grande dependéncia das importacoes, sendo fundamental
encontrar alternativas para o uso mais eficiente dos fertilizantes e, nesse contexto, as
bactérias fixadoras de nitrogénio e/ou promotoras do crescimento de plantas podem
desempenhar um papel relevante e estratégico para garantir altas produtividades a
baixo custo e com menor dependéncia de importacdo de insumos. Estima-se que a
economia resultante pela inoculacdo com essas bactérias em gramineas possa ser na
ordem de 2 bilhdes de ddlares por ano (HUNGRIA et al., 2011).

Com base nos pontos abordados, a utilizagdo e o conhecimento das
potencialidades dessas bactérias que aportam N via fixacdo bioldgica, e que
contribuem para o aumento da eficiéncia de utilizacdo dos fertilizantes como
alternativa para nutricdo nitrogenada representa uma estratégia economicamente
viavel. Todavia, espera-se que a producdo de grdos possa ter seus custos reduzidos
pelo aumento do uso e eficiéncia da FBN e que a aplicacdo dessa forma alternativa
de adubo, reduza a necessidade de aplicacdo de N fertilizante para a cultura do
milho, economizando recursos, garantindo a seguranca alimentar e preservando o
meio ambiente.

Para tanto, a hipotese deste trabalho é que a inoculacdo com bactérias
diazotroficas pode suprir parcialmente as necessidades de nitrogénio para a cultura
do milho por meio da fixacdo biolégica de nitrogénio. Assim, 0 objetivo desta tese
foi quantificar a contribuicdo de bactérias diazotréficas na absorcdo de nitrogénio
pela cultura do milho em um Latossolo Vermelho distroférrico, avaliando os efeitos
da inoculacdo de bactérias diazotroficas associada a abubacgdo nitrogenada sobre: (i)
a produtividade de gréos de milho (ii) a absor¢do de nitrogénio pelo milho; (iii) o
acumulo de nutrientes pela cultura, (iv) a eficiéncia de utilizagdo do nitrogénio; e (v)

a contribuicdo da fixagdo bioldgica de nitrogénio.
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CAPITULO |

REVISAO DE LITERATURA

Cultura do Milho

O milho (Zea mays L.) é uma monocotileddnea pertencente a familia das
Poaceae, género Zea, cientificamente denominado Zea mays L., cujo ciclo fenologico
varia de 90 a 205 dias, dependendo do genétipo e do clima. Além disso, é uma planta
C4, extremamente eficiente na conversdo de CO,, apresentando altas taxas de
fotossintese liquida, mesmo em elevados niveis de luz (FANCELLI e DOURADO
NETO, 2004).

Ha indicios de que a origem do milho tenha sido nas Américas,
possivelmente no México, América Central ou Sudoeste dos Estados Unidos. Logo
depois do descobrimento, o milho foi levado para a Europa onde foi cultivado em
jardins até que seu valor alimenticio tornou-se conhecido. Desde entdo passou a ser
plantado em escala comercial e difundiu-se por todos os continentes (FORNASIERI-
FILHO, 2007).

A importancia econdémica do milho é caracterizada pelas diversas formas
de sua utilizacdo, que vai desde a alimentacdo animal até a inddstria de alta
tecnologia. O uso do milho em grdo como alimentacdo animal representa a maior
parte do consumo desse cereal, isto &, cerca de 70% no mundo. Nos Estados Unidos,
cerca de 50% é destinado a esse fim, enquanto que no Brasil varia de 60 a 80%,
dependendo da fonte de estimativa e do ano considerado (EMBRAPA, 2002).

Na evolucdo mundial de producdo de milho, o Brasil tem destaque como
o0 terceiro maior produtor, superado apenas pelo EUA e China. No ano agricola de
2012/2013 foi produzido 854,4 milhGes de toneladas (t), do qual os Estados Unidos
foram responsaveis com 313,9 milhdes de t, a China com 191,8 milhGes de t e 0
Brasil com 76,0 milhdes de t (FAO, 2012). Segundo a FAO (2012), enquanto o0s
Estados Unidos cultivam uma area de 35 milhdes de hectares (ha), em que obtiveram

uma produtividade média de 10,3 t ha™ de gréos, a China obteve 5,4 t ha™ de gréos
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numa érea de 30 milhdes de ha™ e o Brasil, com uma &rea de 15,4 milhdes de ha™
alcancou uma produtividade média de grios de apenas 4,48 t ha'. Essa baixa
produtividade se deve ao fato de que 43% da area cultivada com o grdo no pais é
destinada a subsisténcia, sendo que apenas 11% dos agricultores fazem uso de alta
tecnologia para produgédo (VON PINHO, 2001).

No cenario nacional, segundo a Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB, 2013), a estimativa de area plantada com milho na safra 2012/2013 foi de
15.416,8 milhGes de hectares. Atualmente, o milho é o segundo grdo mais importante
para a agricultura brasileira, sendo que no ano agricola de 2012/2013, sua producéo
correspondeu a 32,8% da producao total de grdos do pais, sé perdendo para a soja,
que representou 45,3% da producéo nacional (IBGE, 2013).

No territorio brasileiro, 92% da produgdo concentraram-se, nas regides
Sul (32,23% da producdo), Sudeste (17,73% da producdo) e Centro-Oeste (41,76%
da producdo). A participacdo dessas regifes em area plantada e producdo vém se
alterando ao longo dos anos, com a regido Centro-Oeste aumentando a sua
participacdo em detrimento das regides Sul e Sudeste. Na safra 2011/12, o Centro-
Oeste tomou a posi¢do do Sul como maior regido produtora de milho no pais, e vem
firmando essa posi¢do nas safras seguintes (EMBRAPA, 2012). Embora o milho seja
uma cultura importante para o agronegécio brasileiro, praticamente toda a sua
producdo é consumida internamente, ao contrario da soja, que concentra sua

comercializagdo em mercados externos (ALVES, 2007).

Bactérias diazotroficas

As bactérias diazotroficas estdo distribuidas no ambiente (bactérias de
vida livre) e associadas as plantas (endofiticas), sendo estes microrganismos
portadores do complexo enzimatico da nitrogenase, e, portanto, fixadores de
nitrogénio.

Diferentemente dos rizobios em simbiose com as leguminosas, as
bactérias diazotroficas associadas a gramineas ndo formam nodulos e colonizam
desde as raizes até as folhas, na regido da rizosfera até o interior do tecido vegetal
(BALDANI et al., 1997). Neste segundo caso, as bactérias sao chamadas endofiticas

e acredita-se que estas sejam as principais responsaveis pelo ganho de N atraves da
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FBN observado em diversas culturas (REIS, 2007. A divisdo do termo em endofitico
facultativo e obrigatério foi proposta para distinguir respectivamente, estirpes
capazes de colonizar tanto a superficie quanto o interior da raiz e com alta
sobrevivéncia no solo, das que apresentam baixa sobrevivéncia no solo, mas
colonizam o interior e a parte aérea dos tecidos vegetais, sem emitir nenhum sintoma
de patogenicidade (BALDANI et al.,, 1997). Tais enddfitos apresentam grande
potencial para FBN devido a sua habilidade de colonizar a planta como um todo,
recebendo os nutrientes diretamente no interior do vegetal (KENNEDY et al., 2004).
Esses microrganismos podem prontamente disponibilizar o N fixado e outras
moléculas promotoras de crescimento para as plantas (BALDANI et al., 1997).

Sabe-se que as associa¢@es envolvendo bactérias diazotroficas ocorrem
em diferentes graus de interacdo, e em muitos casos estdo relacionadas a
especificidade de interacdo entre as caracteristicas genéticas microbianas e da planta
hospedeira (OLIVARES et al., 1997). Bactérias diazotroficas de baixa especificidade
colonizam geralmente regides superficiais do vegetal, sendo que algumas estirpes de
Azospirillum sdo encontradas no interior dos vegetais, por isso denominados
endofitos facultativos. Estas bactérias colonizam preferencialmente o rizoplano e a
rizosfera de plantas, devido ao acimulo de uma variedade de compostos organicos
liberados pelas raizes por exsudacédo, secrecdo e deposicdo (DOBBELAERE et al.,
2003). As bactérias que colonizam preferencialmente tecidos vegetais internos sdo
denominadas endofito obrigatério, como Gluconacetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillum spp., Azoarcus spp., e Burkholderia spp., e geralmente possuem um
espectro restrito de plantas hospedeiras (BALDANI et al., 1997).

A capacidade de colonizagcdo de tecidos internos das plantas pode
conferir as bactérias endofiticas vantagens ecoldgicas sobre outras. Os tecidos
internos das plantas proporcionam um ambiente mais uniforme e protegido para 0s
microrganismos que a superficie, onde estdo expostos a condicdes ambientais
desfavoraveis de temperatura, potencial osmético, radiacdo ultravioleta e competicao
microbiana, que sdo fatores limitantes a sobrevivéncia das bactérias ao longo do
tempo (COCKING, 2003).

Além da capacidade de FBN (HAN et al., 2005; HUERGO et al., 2008),
as bactérias diazotroficas em associagdo com gramineas estimulam diretamente o

crescimento das plantas por: a) produzirem hormdnios de crescimento como auxinas,
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giberilinas e citocianinas (DOBBELAERE et al., 2003; KHALIQ et al., 2004,
DONATE-CORREA et al., 2004; RADWAN et al., 2004; CREUS et al.,2004), os
quais estimulam o crescimento principalmente de raizes, aumentando a densidade de
pélos radiculares e a taxa de aparecimento de raizes secundérias, sendo que este
incremento resulta numa melhora na absor¢do de agua e nutrientes, aumentando a
capacidade da planta de produzir e tolerar estresses ambientais (BALDANI et al.,
1983; DOBBELAERE et al., 1999); b) atuarem na solubilizacéo de fosfatos e 6xidos
de zinco (RODRIGUEZ et al., 2004; BALDOTTO et al.,, 2010), onde esses
microrganismos excretam acidos organicos e seus protons associados, que atuam
dissolvendo diretamente o material fosfatico e os ¢xidos de zinco, podendo
posteriormente ser disponibilizado as plantas, uma vez que esses ions sdo sollveis
em meio acido (VASSILEV e VASSILEVA, 2003; VESSEY, 2003); c) aumentarem
a atividade da redutase do nitrato quando ocorrem endofiticamente nas plantas
(CASSAN et al., 2008); e indiretamente por: a) atuarem no controle bioldgico de
patdgenos (MARIANO et al.,, 2004; CORREA et al., 2008) atraveés de varios
mecanismos como producdo de chitinases, glucanases e antibiose; e b) sintese de
siderdforos, onde os sideréforos sdo moléculas secretadas pelos microrganismos que
sequestram Fe de baixo peso molecular e o disponibilizam para as plantas na forma
de complexo sideréforo-Fe*, atuando no crescimento vegetal e imobilizando o Fe
que estaria disponivel para a proliferacdo de fitopatégenos (VESSEY, 2003).

Em geral, acredita-se que as bactérias diazotroficas associativas
promovem o crescimento de plantas por uma combinacéo de todos esses mecanismos
(DOBBELAERE et al., 2003).

Género Azospirillum

O género Azospirillum compreende bactérias diazotroficas associativas
amplamente encontrada nos solos de clima tropical e subtropical. O género
atualmente possui quatorze espécies identificadas: A. lipoferum e A. brasilense
(TARRAND et al., 1978); A. amazonense (MAGALHAES et al., 1983); A.
halopraeferens (REINHOLD et al., 1987); A. irakense (KHAMMAS et al., 1989);
A. largomobile (DEKHIL et al., 1997); A. doebereinerae (ECKERT et al., 2001); A.
oryzae (XIE e YOKOTA, 2005); A. melinis (PENG et al., 2006); A. canadense
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(MEHNAZ et al., 2007a); A. zeae (MEHNAZ et al., 2007b); A. rugosum (YOUNG
et al., 2008); A. picis (LIN et al., 2009) e A. thiophilum (LAVRINENKO et al.,
2010).

Bactérias deste género tém sido encontradas em associa¢do com raizes de
gramineas de grande importancia econdmica, como milho, arroz, sorgo, trigo e
diversas forrageiras, além de outras espécies vegetais (REIS, 2007). Uma
consequéncia dessa versatilidade é a baixa especificidade em relagdo a planta
hospedeira e as diversas vias metabolicas alternativas que permitem o microrganismo
utilizar uma variedade de &cidos organicos e compostos arométicos (VICTORIA e
LOVELL, 1994), acucares e aminoacidos disponiveis na rizosfera (HARTMANN e
ZIMEER, 1994).

No solo, as bactérias do género Azospirillum podem ser encontradas na
rizosfera de plantas, caracterizando uma colonizacdo externa das raizes. Na
colonizacdo interna, as células de Azospirillum podem penetrar nos espagos
intercelulares de raizes e se alojarem (BALDANI et al., 1996).

A espécie Azospirillum amazonense (MAGALHAES et al., 1983) tem
sido isolada de cereais, forrageiras e pupunheira no Brasil (BALDANI et al., 1997,
MAGALHAES et al., 1984). A espécie A. irakense tem sido isolada de raizes de
arroz na regido subtropical do Iraque (KHAMMAS et al., 1989). A. halopraeferens
tem sido isolado da graminea Kallar grass (Leptochloa fusca L.) que cresce em solos
salino-sédicos no Paquistdo (REINHOLD et al., 1987). J& A. largomobile tem
ocorréncia restrita em areas de um lago na Australia (DEKHIL et al., 1997). A.
doebereinerae foi isolada de raizes da graminea do género Miscanthus, cultivada na
Alemanha (ECKERT et al., 2001). A. oryzae isolada de arroz (Oryza sativa) no
Japdo, possui células em forma de espirilo ou vibrio, méveis (XIE e YOKOTA,
2005). A. melinis foi isolada de capim - gordura (Melinis minutiflora Beauv.) na
China, promovendo o crescimento da planta e aumentando sua tolerancia a acidez do
solo (PENG et aL., 2006). Ja A. canadense e A. zeaeforam ambas isoladas da
rizosfera de milho no Canada (MEHNAZ et al., 2007a; MEHNAZ et al., 2007Db).
Outras duas espécies (A. rugosum e A. thiophilum) ndo foram isoladas da rizosfera ou
de tecidos vegetais, mas de solo contaminado com 6leo (YOUNG et al., 2008) e
manancial contaminado com de sulfeto na Russia (LAVRINENKO et al., 2010), mas

ambas s&o fixadoras de nitrogénio.



24

Tem sido verificado que a sobrevivéncia do género Azospirillum no solo,
na auséncia das plantas hospedeiras, estd relacionada a varios mecanismos
fisioldgicos de protecdo. Tais mecanismos permitem classificar os representantes
deste género em bactérias rizocompetentes (DEL GALLO e FENDRIK,1994), dentre
eles: producdo de melanina, poli-B-hidroxibutirato (PHB) e polissacarideos (DEL
GALLO e FENDRIK, 1994), formacéo de cistos (agregados celulares) e mudanca na
forma da celula. Segundo trabalho realizado por Bashan (1991), em plantas de sorgo
que ndo foram submetidas ao estresse hidrico, Azospirillum ocorria na forma vibrio,
enquanto nas plantas que foram submetidas ao estresse, eles ocorriam na forma
cistica, preferencialmente. Quando as condicGes de estresse foram removidas, as
células bacterianas reverteram-se para formas vibrio com concomitante crescimento
da populacdo. Aparentemente, a forma cistica € a resposta da bactéria ao estresse
hidrico na rizosfera. Os representantes do género Azospirillum sdo considerados
bactérias endofiticas facultativas e apresentam alta sobrevivéncia no solo
(BALDANI et al., 1996).

Género Herbaspirillum

O género Herbaspirillum é composto atualmente de onze espécies: H.
seropedicae (BALDANI et al., 1986); H. rubrisulbalbicans (BALDANI et al.,
1996); H. frisingense (KIRCHHOF et al., 2001); H. lusitanum (VALVERDE et al.,
2003); H. chlorophenolicum (IM et al., 2004); H. huttiense subsp. huttiense,
(DING; YOKOTA, 2004); H. hiltneri (ROTHBALLER et al., 2006); H.
rhizosphaerae (JUNG et al., 2007), H. huttiense subsp. putei, H. autotrophicum e
H. aquaticum (DOBRITSA et al., 2010). Entre as onze espécies descritas acima,
apenas as quatro primeiras sdo fixadoras de nitrogénio. Dependendo da estirpe, da
variedade ou gen6tipo da planta, algumas espécies de Herbaspirillum podem fixar de
19 a 54% do nitrogénio necessario ao desenvolvimento da cultura (KENEDDY et al.,
2004). A espécie H. chlorophenolicum ndo fixa nitrogénio (IM et al., 2004).

Inicialmente, H. seropedicae foi considerada uma nova espécie de
Azospirillum por ter apresentado caracteristicas de crescimento em meio de cultura
semi-sélido (sem N) similares a esse género. Entretanto, ap6s analise do 16S rRNA

foi evidenciado que se tratava de um novo género de bactéria diazotrofica



25

(BALDANI et al., 1986). Posteriormente, Baldani et al. (1996) reclassificaram
Pseudomonas rubrisulbalbicans, primeiramente descrita como agente causadora da
estria  mosqueada em variedades sensiveis de cana-de-aclcar, em H.
rubrisulbalbicans. As trés espécies foram incluidas como um grupo na subdivisdo -
Proteobacteria, junto com Orolobacter formigenes como demonstrado por Sievers et
al. (1998). As ceélulas deste género sdo gram-negativas contendo granulos de poli-B-
hidroxibutirato (PHB), formato espirillum, moveis e com presenca de 1-3 flagelos
unipolares na espécie H. frisingense, de 1-3 flagelos bipolares na espécie H.
seropedicae e varios flagelos bipolares na espécie H. rubrisulbalbicans (BALDANI
etal., 1997).

O género Herbaspirillum tem sua ocorréncia um pouco mais restrita do
que as demais espécies de diazotrdéficos atualmente conhecidas. H. seropedicae
isolada primeiramente por Baldani et al. (1986), em associacdo com raizes de arroz
(Oryza sativa), milho (Zea mays) e sorgo (Sorghum bicolor), apresenta baixa
sobrevivéncia em solo sem cultivo (BALDANI et al., 1992). Essa espécie tem sido
isolada de varios membros da familia Podcea sendo encontrada colonizando raizes,
colmos e parte aérea de arroz e milho (OLIVARES et al., 1996). A espécie H.
frisingense (KIRCHOL et al., 2001) é encontrada nas plantas C4: Spartina pectinata,
Miscanthus sinensis, Miscantus sacchariflorus e Pennisetum purpureum. Demais
representantes do género Herbaspirillum também tém sido isolados de bananeiras e
abacaxizeiros no Brasil (WEBER et al.,, 2000) e alguns dos isolados obtidos
apresentaram caracteristicas diferenciais das espécies conhecidas (CRUZ et al.,
2001).

Os representantes do género Herbaspirillum sdo considerados bactérias
endofiticas obrigatdrias e apresentam baixa sobrevivéncia no solo (BALDANI et al.,
1996). Esses microrganismos sdo capazes de colonizar nichos especificos no interior
dos tecidos vegetais, podendo transferir mais eficientemente para planta o0s
compostos nitrogenados produzidos e ainda ndo sofrerem limitagdes de substancias
ricas em carbono (OLIVARES et al.,, 1997). Por isto, encontram-se livres da

competi¢do com outros microrganismos edaficos.
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Fixacdo bioldgica de nitrogénio em gramineas

Embora o nitrogénio gasoso (N,) constitua 78% dos gases atmosféricos,
nenhum animal ou vegetal consegue utiliza-lo como nutriente, devido a tripla ligacéo
que existe entre os dois 4&tomos de N, que é uma das mais fortes de que se tem
conhecimento na natureza (HUNGRIA et al., 2011). O grupo de bactérias, que tem a
capacidade de fixar N, e converté-lo em aménia € denominado diazotrofico e o
mecanismo responsavel pela incorporagdo de N a biomassa é chamado de fixacdo
bioldgica de nitrogénio (FBN).

Para ocorrer a FBN, a ligacdo tripla de N precisa ser rompida e, em
seguida, 3 atomos de H sao ligados a cada N, formando-se 2NH3 (aménia). Para isso,
a planta hospedeira cede carboidrato ao microrganismo, e esse, atraves de um
sistema bioquimico (complexo da nitrogenase), realiza a quebra da ligacdo tripla do
N, fornecendo em troca a aménia (NHj3) a planta.

Acredita-se que a reducdo biologica do N, processa-se em trés etapas: 1)
a reducdo da Fe-proteina | por ferrodoxinas; 2) a transferéncia de elétrons da Fe-
proteina | para Fe-Mo proteina Il; e 3) a redugdo propriamente dita do substrato no
sitio ativo da Fe-Mo proteina (em que 0 N, se liga na presenca dos elétrons que serdo
utilizados para quebrar a tripla ligacdo) (NUNES et al., 2003).

No caso das bactérias endofiticas obrigatorias (ex.: Herbaspirillum spp.)
ou endofiticas facultativas (ex.: Azospirillum spp.), 0 mesmo complexo da
nitrogenase realiza a conversdo do N, da atmosfera em amoénia. Contudo, ao
contrario das bactérias simbioticas, bactérias diazotroficas associadas a gramineas
excretam somente uma parte do nitrogénio fixado diretamente para a planta
associada; posteriormente, a mineralizacdo da matéria organica pelas bactérias pode
contribuir com aportes adicionais de nitrogénio para as plantas. Desse modo, é
importante salientar que o processo de fixacdo biologica por essas bactérias em
associagao com gramineas consegue suprir apenas parcialmente as necessidades das
plantas em nitrogénio (HUNGRIA et al., 2011).
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Contribuicdo da fixacdo bioldgica de nitrogénio para cultura do

milho

As pesquisas com bactérias diazotréficas relacionadas a gramineas no
Brasil tiveram inicio na década de 50, com o isolamento de Azobacter a partir de
solos acidos da Baixada Fluminense (DOBEREINER, 1953). No entanto, foi a partir
da década de 70 que estas bactérias ganharam destaque mundialmente, com a
descoberta pela pesquisadora da Embrapa, Dra. Johanna Dobereiner (1924-2000), da
capacidade de fixacdo bioldgica do nitrogénio pelo género Azospirillum quando em
associacdo com gramineas. Desde entdo, varios trabalhos foram desenvolvidos pela
comunidade cientifica mundial com o intuito de identificar novas bactérias
(GOVINDARAJAN et al., 2008). Atualmente, sabe-se que diversas espécies de
bactérias sdo capazes de estabelecer associacfes com varias espécies de gramineas
(BHATTACHARJEE et al., 2008).

No Brasil, Alves (2007) pela da técnica de abundancia natural de N
observou que a inoculagdo de Herbaspirillum seropedicae aumenta a contribuicédo de
N proveniente da FBN em 44% e 67%, respectivamente, em experimentos com
milho de primeira e segunda safra (safrinha) em um Planossolo Héaplico. Ja em
2011, Alves constatou que a inoculacdo da estirpe BR11417 de Herbaspirillum
seropedicae em milho contribuiu em média com 26% no N necessario ao
desenvolvimento da cultura em um Latossolo Vermelho.

Na Argentina, Garcia de Salamone et al. (1996) testaram quatro
gendtipos de milho quanto a contribuicdo da FBN, inoculados com Azospirillum e
utilizando solo marcado com *°N, e observaram uma contribuicdo significativa da
FBN nos genotipos Dekalb 4D70 e CMS 22, em 58,3 % e 48%, respectivamente.

No Uruguai, Montanez et al. (2009) sob condic6es de casa de vegetacdo,
verificaram pela técnica de diluicdo isotopica de N para dezenove genétipos de
milho, que a porcentagem de nitrogénio derivada do ar variou entre 12 e 33%,
demonstrando que o milho pode obter significativas quantidades de N proveniente da
FBN.

Utilizando a estratégia de combinar a inoculacdo com a aplicacdo de
fertilizantes nitrogenados, Dalla Santa et al. (2004) constataram a possibilidade de

substituicdo de até 40% da dose recomendada para a cultura do milho em ensaios
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utilizando estirpes RAM- 7 e RAM- 5 de Azospirillum sp. Riggs et al. (2001),
trabalhando com milho em condicBes de casa de vegetacdo verificaram que a
inoculacdo de Herbaspirillum seropedicae promoveu acréscimos de producdo de
massa seca em 49%, quando aplicada juntamente com o fertilizante nitrogenado.
Dobbelaere et al. (2002) observaram que o efeito da inoculagdo de Azospirillum
brasilense estirpe SP 245 e Azospirillum irakense estirpe KBC1 em plantas de milho
foi maior quando associado as doses de nitrogénio. Dobbelaere et al. (2003) afirmam
que a contribuicdo das bactérias € maior quando a planta recebe doses de fertilizante
nitrogenado, pois o fertilizante nitrogenado altera o estado da planta e influencia na
associacdo com 0s microrganismos.

Inoculantes comerciais contendo mistura de diazotréficos foram lancados
no mercado mundial. Nos Estados Unidos, um produto com o nome de Azo-Green™
foi produzido e recomendado para aumentar o vigor da semente, estabelecimento do
sistema radicular, resisténcia a geada e melhoria da saude da planta (REIS, 2007). Na
Italia, Alemanha e Bélgica foi desenvolvido pela companhia Heligenetics um

produto chamado Zea Nit ™

contendo uma mistura de Azospirillum brasilense
(estirpe CD) e Azospirillum lipoferum (estirpe BR17) na formulagdo liquida e
turfosa, recomendado para reduzir a aplicacdo de nitrogénio necessario a cultura em
30% e 40% (REIS, 2007). Na Franca, foi lancado outro produto a base de
Azospirillum, estirpe CRT1. No México, foi desenvolvido, pela Universidade de
Puebla, um inoculante a base de Azospirillum que tem sido usado com sucesso na
culturas de milho, trigo e cevada (REIS, 2007). Na Argentina, foi lancado um
produto denominado Graminante™, & base de p6 de carbonato de célcio, contendo
uma mistura de estirpes de Azospirillum, podendo aumentar a produgéo de grédos em
cerca de 20% (REIS, 2007). Na india, varias indUstrias produzem biofertilizantes
contendo Azospirillum para diversas culturas (REIS, 2007). No Brasil, a Embrapa
Soja e a UFPR em parceria com a empresa privada Total Biotecnologia lancaram o
inoculante liquido contendo estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum brasilense para
milho e trigo, sendo que outras inddstrias estdo desenvolvendo formulacbes e
fazendo testes de eficiéncia agrondbmica com as mesmas estirpes Ab-V5 e Ab-V6
(HUNGRIA et al. 2011).

Diversos estudos tém mostrado resultados tanto interessantes quanto

promissores com inoculantes no Brasil. No trabalho de Hungria et al. (2010), a
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inoculacéo de estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum brasilense proporcionaram
incremento no rendimento de grdos de milho na ordem de 30% em relacdo ao
controle ndo inoculado. Resultados similares com bactérias diazotroficas também
foram obtidos por Dotto et al. (2010), no qual verificaram que a inoculacdo de
Herbaspirillum seropedicae em milho proporcionou um incremento de 8,6% na
produtividade do hibrido AS 1540; por Zilli et al. (2008), onde constataram que a
inoculacdo de Herbaspirillum seropedicae em sementes de milho contribuiu
significativamente para o aumento no rendimento de gréos do hibrido BRS1010, ao
passo que com a variedade BRS 4157 este efeito ndo foi observado; e por Lana et al.
(2012), onde observaram que a inoculacdo Azospirillum brasilense promoveu
aumento na produtividade de grdos e massa seca de plantas de milho em 26% e
7,2%, respectivamente.

Sdo inumeros os efeitos positivos da inoculacdo de bactérias
diazotroficas em plantas de milho. Reis Junior et al. (2008) constataram que a
inoculacdo com Azospirillum amazonense proporcionou aumento significativo na
producdo de matéria seca e contetido de nitrogénio nas raizes de plantas de milho
cultivadas em casa de vegetacdo e colhidas 25 dias ap6s o plantio. Braccini et al.
(2012) verificaram relativo aumento na producdo de massa seca com a inoculacdo de
sementes de milho com Azospirillum brasilense. Dobbelaere et al. (2001),
observaram aumento nos teores de N, P e K nas folhas de milho ao trabalharem com
bactérias do género Azospirillum; enquanto que Francisco et al. (2012) constataram
aumento nas concentracbes de Zn nas folhas de milho quando inoculados com
Azospirillum brasilense + 30 kg ha™de N.

O ndmero de trabalhos com inoculacdo de bactérias diazotréficas em
gramineas cresceu muito nos Gltimos anos, e, apesar dos resultados animadores, a
utilizacdo de inoculantes contendo essas bactérias como uma pratica usual na
agricultura requer andlise critica cuidadosa devido a alta variabilidade observada,
geralmente, na resposta de plantas de diferentes genotipos sob condicBes
edafoclimaticas distintas (OLIVEIRA et al., 2006).
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CONCLUSOES

Deve-se salientar que a exploracédo e a utilizacdo da fixacdo bioldgica de
nitrogénio em sistemas agricolas de produgdo de milho visando a complementacéao
do nitrogénio fornecido por meio de fertilizantes industriais € uma estratégia

fundamental, ecologicamente correta e economicamente viavel.
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CAPITULO Il

EFEITO DA ADUBA(;AO NITROGENADA ASSOCIADA A INOCU LAQAO
COM Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae NA CULTURA DO
MILHO

RESUMO

O interesse crescente pelo uso de inoculantes contendo bactérias
diazotroficas que promovem o crescimento das plantas, propiciando incrementos na
produtividade das culturas, ocorre devido ao alto custo dos fertilizantes quimicos e a
preocupacdo com a qualidade ambiental. Diante do exposto, objetivou-se com o
presente trabalho avaliar, em condic¢des de campo, o efeito da adubacdo nitrogenada
e da inoculacdo com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae sobre a
produtividade, os parametros fitotécnicos e o estado nutricional da cultura do milho.
O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com nove
tratamentos e seis repeticGes, sendo: Controle sem N e sem inoculagdo; Inoculagao
com A. brasilense e sem N; Inoculacdo com H. seropedicae e sem N; 30 kg ha™ de N
no plantio; A. brasilense +30 kg ha™ de N no plantio; H. seropedicae +30 kg ha™ de
N no plantio; 30 kg ha* de N no plantio + 90 kg ha™ de N em cobertura; A.
brasilense + 30 kg ha® de N no plantio + 90 kg ha® de N em cobertura e H.
seropedicae + 30 kg ha™ de N no plantio + 90 kg ha® de N em cobertura. Os
parametros avaliados foram: altura das plantas, diametro do colmo, altura de inser¢éo
de espiga, massa de espiga, comprimento de espiga, nimero de fileiras de grdos por
espiga, numero de grdos por espiga, diametro da base da espiga, massa de mil gréos,
massa seca da parte aérea, produtividade, teor de clorofila e teor de nutrientes nas
folhas e nos grdos de milho. A adubacdo nitrogenada associada a inoculacdo com
Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae influenciaram positivamente a
massa de espiga, didmetro de espiga, nimero de grao por espiga, massa seca da parte
aérea, produtividade e teor de clorofila de plantas de milho. Os teores de N, P, K e
Zn nas folhas de milho aumentaram com a adubacéo nitrogenada e a inocula¢do com
Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae. A inoculacdo com
Azospirillum brasilense sem adubacdo nitrogenada promoveu maiores acumulos de
N, K, Ca e Mg nos grdos em relacdo aos tratamentos inoculados com Azospirillum
brasilense e Herbaspirillum seropedicae e, adubados com 30 e 120 kg ha™ de N. A
inoculagdo de Azospirillum brasilense ou Herbaspirillum seropedicae associada a
adubacdo nitrogenada pode proporcionar uma reducdo no uso de fertilizantes
nitrogenados sintéticos na cultura do milho.

Palavras-chave: Zea mays L., nitrogénio, bactérias diazotroficas.
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EFFECT OF NITROGEN FERTILIZATION ASSOCIATED WITH
INOCULATION WITH Azospirillum brasilense AND Herbaspirillum
seropedicae IN THE CULTURE OF MAIZE

ABSTRACT

The growing interest by the use of inoculants containing diazotrophic
bacteria that promote plant growth, resulting in crop productivity increments, occurs
due to the high cost of chemical fertilizers and the concern with environmental
quality. Thus, the objective of the present study to evaluate, under field conditions,
the effect of nitrogen fertilization and inoculation with Azospirillum brasilense and
Herbaspirillum seropedicae on productivity, the fitotecnic parameters and the
nutritional status of the culture of maize. The experimental design used was
randomized blocks, with nine treatments and six replications, being: Control without
N and without inoculation; Inoculation with A. brasilense and without N; Inoculation
with H. seropedicae and without N; 30 kg ha™ of N in planting; A. brasilense +30 kg
ha™ of N in planting; H. seropedicae +30 kg ha™ of N in planting; 30 kg ha™* of N in
planting + 90 kg ha™ of N in coverage; A. brasilense + 30 kg ha™ of N in planting +
90 kg ha™* of N topdressing and H. seropedicae + 30 kg ha™ of N in planting + 90 kg
ha of N in cover. The parameters evaluated were: height of the plants, diameter of
culm, height of insertion of cob, cob mass, spike length, number of rows of grains
per spike, number of grains per spike, spike base diameter, mass of thousand grains,
dry mass of the aerial part, productivity, chlorophyll content and nutrient content in
leaves and corn grain. The nitrogen fertilization associated with inoculation with
Azospirillum brasilense and Herbaspirillum seropedicae positively influenced the
mass of cob, cob diameter, number of grain per spike, aerial dry mass, productivity
and chlorophyll content of corn plants. The levels of N, P, K, and Zn in the leaves of
maize increased by nitrogen fertilization and inoculation with Azospirillum
brasilense and Herbaspirillum seropedicae. Inoculation with Azospirillum brasilense
without nitrogen fertilization promoted greater accumulation of N, K, Ca and Mg in
grains in relation to the treatments inoculated with Azospirillum brasilense and
Herbaspirillum seropedicae and composted with 30 and 120 kg ha™ of N. The
inoculation of Azospirillum brasilense and Herbaspirillum seropedicae or associated
with nitrogen fertilization can provide a reduction in use of synthetic nitrogen
fertilizers on maize culture.

Key words: Zea mays L., nitrogen, diazotrophic bacteria.
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INTRODUCAO

Dentre 0s nutrientes minerais, o nitrogénio (N) € um dos mais
importantes e limitantes na produtividade do milho, sendo requerida a sua aplicacéo
em grandes quantidades para suprir a demanda da cultura (DOTTO et al., 2010). Os
custos econdmicos e ambientais relacionados a fertilizagdo nitrogenada tém
estimulado a busca por alternativas que possam diminuir a utilizacdo destes
fertilizantes, sem que haja diminui¢do da producdo. Uma das possibilidades para
viabilizar uma producdo com menores custos sem prejudicar o ambiente € a
utilizacdo dos recursos bioldgicos do solo, como as bactérias diazotréficas, que sdo
também consideradas promotoras do crescimento vegetal, por possuirem a
capacidade de fixar nitrogénio (N;) para a planta e produzir hormonios de
crescimento, como auxinas e giberelinas (DOBBELAERE et al., 2002; RADWAN et
al., 2002).

O processo de Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) em gramineas ndo
é tdo eficiente quanto na cultura da soja, onde até 94% do N requerido pelas plantas
pode ser fornecido pela FBN (HUNGRIA et al., 2006). Em gramineas, a
transferéncia do N fixado para a planta ocorre lentamente e apenas uma pequena
parte torna-se disponivel para o vegetal, logo, o processo de FBN por essas bactérias
em associa¢do com gramineas consegue suprir apenas parcialmente as necessidades
das plantas em nitrogénio (HUNGRIA et al., 2011).

Dentre os microrganismos diazotréficos encontrados em associagdes com
gramineas, as espécies de Azospirillum, Herbaspirillum e Burkholderia constituem
0s grupos mais bem estudados atualmente. Bactérias capazes de fixar nitrogénio
atmosférico, como 0s géneros Azospirillum e Herbaspirillum tém sido isolados em
plantas de arroz, trigo, milho e cana-de-actcar (REIS JUNIOR et al., 2004; 2008;
PERIN et al., 2006; RODRIGUES et al., 2006). Os resultados de inoculacdo destes
géneros sdo variaveis e efeitos significativos sobre a producédo de gréos e absorc¢éo de
nutrientes ja foram relatados (KENNEDY et al., 2004; GUIMARAES et al., 2007;
FERREIRA et al., 2010; HUNGRIA et al., 2010; BRACCINI et al., 2012). Neste
contexto, Alves (2007) verificou que a inoculacdo de estirpes do género

Herbaspirillum contribuiu com até 34% do N absorvido em plantas de milho. Em
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2011, Alves e colaboradores constataram que a inoculagdo com a estirpe BR11417
de Herbaspirillum seropedicae contribui em média com 26% do N necessario ao
desenvolvimento da cultura do milho. Garcia de Salomone et al. (1996) verificaram
que algumas variedades de milho cultivadas em vasos fixaram por volta de 58% do
seu requerimento em N, quando inoculadas com Azospirillum sp..

A maioria dos estudos referentes ao assunto aborda apenas o isolamento
destas espécies de bactérias em plantas de milho e os estudos bioguimicos destas em
laboratério, sendo restritos os estudos mais abrangentes, em condi¢cdes de campo,
que demonstrem a interacdo planta-microrganismo-ambiente relacionada com o
desenvolvimento da cultura (DOTTO et al., 2010). Portanto, a utilizacdo e o
conhecimento das potencialidades dessas bactérias como alternativa para nutri¢éo
nitrogenada em diversas culturas de Poaceas de importancia econdémica como 0
milho pode resultar em forte impacto, ndo apenas no que se refere ao volume de
producdo e tamanho de é&rea plantada, mas também por sua importancia
socioeconbémica e ambiental, sendo o estudo da eficiéncia agronébmica dessas
bactérias uma estratégia importante e economicamente viavel.

Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar, em
condicdes de campo, o efeito da adubacdo nitrogenada e da inoculacdo com
Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae sobre a produtividade, os

parametros fitotécnicos e o estado nutricional da cultura do milho.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no campo experimental da Embrapa
Agropecuaria Oeste, em Dourados-MS, de marco a julho de 2012. As coordenadas
geograficas sdo 22° 14' S e 54° 9" W, com altitude meédia de 450 metros. O clima da
regido é do tipo Cwa, segundo a classificacdo de Koppen. O solo foi classificado
como Latossolo Vermelho distroférrico, de textura muito argilosa (EMBRAPA,
2013). Dados médios de temperatura e precipitacdo pluviométrica durante a
conducéo do experimento foram obtidos na Estacdo Agrometeoroldgica da Embrapa

Agropecuéria Oeste, em Dourados,MS, e sdo mostrados na Figura 1.
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FIGURA 1. Precipitacdo (mm) e temperatura (°C) médias mensais, registradas na
estacdo metereoldgica da Embrapa Agropecuaria Oeste, Municipio de
Dourados, MS, no ano de 2012.

Os resultados da analise quimica do solo, na profundidade de 0-20 cm,
antes da instalacdo do experimento, resultaram nos seguintes valores: pH (CaCl,):
4,5; M.O. 31,18 g dm™; C: 18,13 g dm™; P (mehlich): 22,07 mg dm™; K: 6,0 mmolc
dm™; Ca: 35,4 mmolc dm™; Mg: 8,7 mmolc dm™; Al: 4,8 mmolc dm™; H+Al: 62,1
mmolc dm™; SB: 50,1 mmolc dm™; CTC: 112,2 mmolc dm™, saturagdo por bases
44.65%; Zn: 1,65 mg dm™; Cu: 9,27 mg dm™; Fe: 29,14 mg dm™; Mn: 24,06 mg dm™
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3. A anélise granulométrica proporcionou os seguintes valores: areia 215 g kg™:; silte
115 g kg™ e argila 670 g kg™. A correcdo do solo foi realizada um més antes da
semeadura, na dose de 1720 kg ha™ de calcério dolomitico (PRNT 100%),
considerando-se os resultados da andlise do solo, com o objetivo de elevar a
saturacdo por bases a 60%. A &rea foi irrigada apds a implantagdo da cultura e em
periodos de maior déficit hidrico.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com
nove tratamentos e seis repeticdes, sendo: 1) Controle sem N e sem inoculagdo; 2)
Inoculagdo com Azospirillum brasilense e sem N; 3) Inoculagdo com Herbaspirillum
seropedicae e sem N; 4) 30 kg ha™ de N no plantio; 5) Azospirillum brasilense +30
kg ha™ de N no plantio; 6) Herbaspirillum seropedicae +30 kg ha™ de N no plantio;
7) 30 kg ha' de N no plantio + 90 kg ha™® de N em cobertura; 8) Azospirillum
brasilense + 30 kg ha’ de N no plantio + 90 kg ha’ de N em cobertura; 9)
Herbaspirillum seropedicae + 30 kg ha™ de N no plantio + 90 kg ha™ de N em
cobertura.

Foram utilizadas sementes do hibrido simples P3646H, sendo
previamente inoculadas com produto contendo uma combinacdo de duas estirpes de
Azospirillum brasilense (Ab-V5 e Ab-V6), em inoculante com formulacgéo liquida, e
0 inoculante contendo a estirpe Z-94 de Herbaspirillum seropedicae, em veiculo a
base de turfa, produzido pela Embrapa Agrobiologia, Seropédica-RJ. A dose aplicada
foi de 150 mL para cada 50 kg de sementes de milho para o inoculante com
formulacdo liquida, e de 250 g para cada 10 kg de sementes de milho do inoculante
com veiculo a base de turfa. Para a inoculacdo com a estirpe Z-94 de Herbaspirillum
seropedicae foram adicionados 60 mL para cada 10 kg de semente de uma solucéo
acucarada a 10% (p/v), visando aumentar a adesdo do inoculante as sementes.

Na semeadura, a adubacdo de base foi realizada a lanco, com posterior
incorporacdo, aplicando-se 300 kg ha™ da formulacdo 0-20-20 para o suprimento de
60 kg ha™ de P,0s e K,0, respectivamente. A semeadura foi realizada manualmente,
com o auxilio de “matraca”, colocando-se duas sementes por cova, deixando-se apos
0 desbaste seis plantas por metro linear. Cada unidade experimental foi composta por
5 linhas de 5 metros de comprimento, espacadas em 0,90 m entre linhas.
Consideraram-se como parcela til as trés linhas centrais, excluindo-se 0,5 m de cada

extremidade da parcela.
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A adubagcdo nitrogenada foi aplicada na dose de 30 kg ha™ de N no sulco
de plantio e 90 kg ha™ de N parcelados em duas vezes de 45 kg ha™, em cobertura, na
forma de ureia (45%), na area total da parcela, nos estadios de desenvolvimento V4 e
V7, respectivamente.

No periodo de florescimento (aparecimento da inflorescéncia feminina
“cabelo”) da cultura, foram efetuadas amostragens foliares, conforme metodologia
proposta por Malavolta et al. (1997), a fim de determinar o teor de nutrientes no
tecido foliar das plantas. Para tanto, coletou-se o terco médio com nervura da folha
oposta e abaixo da insercdo da espiga principal, num total de 10 folhas por unidade
experimental e, neste mesmo estadio fenologico, foi determinado o teor de clorofila
na folha com auxilio do clorofildmetro modelo SPAD-502.

Todo o material vegetal coletado foi lavado em agua corrente, solugdo de
HCl a 0,1 mol L™ e 4gua deionizada. As amostras foram acondicionadas em sacos de
papel e secos em estufa com circulacdo forcada de ar, a temperatura de 65°C, por 72
horas, e posteriormente moidas. As amostras moidas foram submetidas a digestao
sulfirica e digestdo nitro-perclorica, seguidas das determinacGes dos teores foliares
de N, P, K, Ca, Mg, S, Zn, Cu, Fe e Mn, utilizando a metodologia descrita em
Embrapa (2009). Na colheita, também foram determinados os teores de nutrientes
nos graos de milho.

A colheita do milho foi realizada manualmente, coletando-se todas as
espigas das plantas, de uma area Util determinada de 9,0 m2. Para a determinacgdo dos
componentes de producdo amostraram-se 10 espigas representativas por parcela,
colhidas fora da area de producao de grdos. Os parametros avaliados foram: massa de
espiga, comprimento de espiga, nimero de fileiras de grdos por espiga, nimero de
gréos por espiga, diametro da base da espiga e massa de mil grdos. Na planta, foram
avaliados a altura das plantas, o didametro do colmo e a altura de insercdo de espiga.
Para determinar a produtividade de gréos, as espigas foram debulhadas com o auxilio
de uma méaquina manual, e pesadas. Os resultados obtidos foram transformados para
kg ha™, corrigindo-se a umidade para 13% em base Gmida. A massa seca da parte
aérea das plantas foi estimada pela amostragem de trés plantas dentro de cada
parcela. A determinagdo da massa seca da parte aérea foi realizada por meio da

secagem das amostras de plantas em uma estufa de circulagdo forgada, a uma
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temperatura de 65°C, por 72 horas. Os dados referentes & massa seca foram
expressos em g/planta.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se
0 programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenca significativa (p<0,05) para massa de espiga, diametro de
espiga, numero de grdo por espiga, massa seca da parte aérea, produtividade e teor de
clorofila em resposta a adubacdo nitrogenada e a inoculagdo com Azospirillum
brasilense e Herbaspirillum seropedicae (Quadros 1 e 2).

A massa de espiga apresentou 0s maiores valores no tratamento
correspondente & inoculacdo com H. seropedicae + 120 kg ha™* de N, sendo superior
ao controle (sem inoculacdo e sem N) e ao tratamento apenas inoculado com H.
seropedicae, e similar aos demais tratamentos avaliados (Quadro 1). Os valores
variaram de 217,42 g/planta (controle) a 249,42 g/planta (H. seropedicae + 120 kg
ha® de N), com acréscimos em relacdo ao controle de 14,71% (Quadro 1). O
didametro da espiga e o nimero de grdos por espiga foram superiores no tratamento
com adubacéo de 120 kg ha™ de N, diferindo estatisticamente (p<0,05) do tratamento
controle, inoculado com H. seropedicae e aquele inoculado com A. brasilense + 30
kg ha™ de N (Quadro 1). Guimaraes et al. (2012) verificaram que a inoculagdo das
sementes de milho com o Azospirillum spp., em combinacdo com a adubacdo
nitrogenada (60 kg ha™ de N), resultou em espigas com maior didmetro e maior
namero de fileiras de graos.

N&o se verificou efeito significativo da adubacéo nitrogenada associada a
inoculacdo com A. brasilense e H. seropedicae para altura de planta, altura de
insercdo de espiga, diametro do colmo, comprimento de espiga, fileira de grdos por
espiga e massa de mil grdos (Quadros 1 e 2). Resultados similares foram obtidos,
também em condi¢cBes de campo, por Lana et al. (2012), que ndo observaram
resposta positiva da adubacdo nitrogenada e inoculacdo com Azospirillum sp. para
altura de planta e altura de insercéo de espiga em plantas de milho; por Braccini et al.
(2012), que néo verificaram efeito da inoculagdo com A. brasilense no peso de mil
gréos de milho; e por Dotto et al. (2010), que ndo encontraram efeitos significativos
da inoculacdo com H. seropedicae para didmetro do colmo, altura de insergdo de
espiga, massa de espiga, massa de sabugo, comprimento de espiga e massa de mil

gréos de milho.
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QUADRO 1. Altura de plantas (ALT), altura de insercdo de espiga (AIE), diametro do colmo (DIA), massa de espiga (ME), comprimento de

espiga (CE), diametro de espiga (DE), fileira de graos por espiga (FGE) e nimero de grdos por espiga (NGE) de plantas de milho

em resposta a adubacdo nitrogenada e a inoculagdo com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae. Dourados, MS

(2012).
Tratamentos ALT  AIE DIA ME CE DE FGE  NGE
(cm) (mm) 9 (cm)  (mm)

1. Controle 216,30 122,63 2132 217,42 b 1704 5145 b 1544 49316 b
2. Abrasilense 218,40 12400 2020 22052 ab 17,03 5272 ab 1552 517,16 ab
3. H. seropedicae 219,30 122,63 20,31 21623 b 1713 5153 b 1566 501,00 b
4. 30kgha'N 22220 12620 2051 242,19 ab 1812 5312 ab 1547 543,38 ab
5. Abrasilense + 30 kg ha’ N 216,80 122,93 20,30 22408 ab 1757 5143 b 1566 510,33 ab
6. H. seropedicae + 30 kg ha™ N 218,83 12420 2148 22063 ab 17,82 5259 ab 1561 544,30 ab
7. 30kgha® N +90kgha' N 223,36 12506 21,62 24597 ab 17,89 5383 a 1655 576,66 a
8. A. brasilense + 120 kg ha™ N (30+90) 223,66 12360 21,18 23882 ab 17,82 5308 ab 16,00 530,64 ab
9. H.seropedicae + 120 kg ha™ N (30+90) 228,86 127,46 22,09 24942 a 17,82 53,34 ab 16,00 554,94 ab
Média 220,85 12430 21,00 230,59 1764 5257 1573 530,17
Teste F 1,40 051" 1,00°  3,91* 1,63™  341* 0,93 2,95+
CV (%) 378 459 798 7,4 515 2,26 560 7,32

* e ™_ significativo a 5% de probabilidade e no significativo, respectivamente. Médias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade. CV: coeficiente de variagao.
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O rendimento de massa seca da parte aérea variou de 246,63 g/planta no
tratamento controle, a 314,80 g/planta no tratamento inoculado com H. seropedicae +
120 kg ha™ de N. Destaca-se que este Gltimo tratamento mostrou-se superior (p<0,05)
ao tratamento controle e similar aos demais tratamentos (Quadro 2). O incremento de
massa seca da parte aérea foi de 27,64% em relacdo ao tratamento controle (sem
adubacdo e sem inoculacdo). Salienta-se que essa maior producdo de massa seca da
parte aérea das plantas inoculadas com H. seropedicae e supridas com 120 kg ha™* de N
pode ter sido favorecida pela produgéo de substancias promotoras de crescimento pelas
bactérias. Reis Junior et al. (2008) observaram incremento na massa seca de plantas de
milho inoculadas com Azospirillum spp..Lana et al. (2012) verificaram que a inoculacao
com Azospirillum spp. sem a adubacdo nitrogenada aumentou a massa seca de plantas
de milho em 7,2%. Braccini et al. (2012) constataram relativo aumento na produgéo de
massa seca com a inoculacdo de sementes de milho com A.brasilense. Resultados
similares também foram obtidos por Quadros (2009), com inoculacdo de Azospirillum
spp. em milho, e por Ferreira et al. (2010) e Guimaraes et al. (2010), em plantas de
arroz inoculadas com H. seropedicae.

As maiores produtividades de grédos de milho foram obtidas pelo tratamento
correspondente & adubacdo de 120 kg ha™ de N, ndo diferindo estatisticamente do
tratamento inoculado com H. seropedicae acrescido 120 kg ha™ de N e aquele inoculado
com A. brasilense e suprido com 30 e 120 kg ha™ de N (Quadro 2). Destaca-se que 0
tratamento corresponde & adubacéo de 120 kg ha™ de N promoveu um aumento na
produtividade de grdos na ordem de 10%, em comparacdo com ao tratamento controle,
que ndo recebeu inoculacdo e nem adubacdo nitrogenada. J& os tratamentos com
inoculagdo de H. seropedicae acrescido de 120 kg ha™ de N e aquele inoculado com A.
brasilense e suprido com 30 e 120 kg ha’ de N promoveram incrementos no
rendimento de grdos na ordem de 6,78%, 6,82% e 3,25%, respectivamente, em relacdo
ao controle. Em média, esses tratamentos proporcionaram incremento de 518,74 kg ha™
de grdos de milho em relacdo ao tratamento controle, o que representa um ganho de
8,64 sacas a mais por hectare cultivado, sugerindo a aplicabilidade da inoculagéo
associada a adubacdo nitrogenada para o cultivo do milho.

Diversos estudos realizados até 0 momento tém relatado efeito benéfico da
inoculagdo com Azospirillum ou Herbaspirillum & cultura do milho. Kappes et al.

(2013) constataram acréscimos de 9,4% na produtividade de grdos de milho quando as



51

sementes foram inoculadas com A.brasilense. Alves (2007) observou percentuais de
incrementos para produtividade do milho de 24% e 34% com a utilizacdo de H.
seropedicae na safrinha e na safra, respectivamente, e que a inoculacdo pode suprir até
40 kg ha™ de N. Hungria et al. (2011) e Lana et al. (2012) verificaram que a inoculagéo
de A.brasilense promoveu aumento na produtividade de grédos de milho de 26% e
15,4%, respectivamente. Em estudos com trigo e arroz, Dalla Santa et al. (2008) e
Pedraza et al. (2009) também relataram que a inoculacdo com Azospirillum spp.
aumentou o rendimento de graos em relacdo ao controle (sem N e sem inoculante).

Aumentos na producdo de massa seca e produtividade de graos de milho em
resposta a inoculacdo podem ser atribuidos ao estimulo que as bactérias diazotroficas
fornecem ao desenvolvimento de sistema radicular, com aumento na densidade de pélos
radiculares, comprimento, volume e nimero de raizes lateriais, resultando em maior
capacidade de absorcdo e utilizacdo de dgua e nutrientes, conforme relatado por Hungria
etal. (2011) e Huergo et al. (2008).

E importante salientar, com bases nos resultados ja apresentados, que a
maioria dos tratamentos com inoculacdo de bactérias diazotréficas acrescidos de 30 kg
ha de N apresentaram resultados similares ao tratamento com a maior dose de N (120
kg ha™ de N) para massa de espiga, diametro da espiga, nimero de grdos por espiga,
producdo de massa seca da parte aérea e produtividade de grdos (Quadros 1 e 2), o0 que
permite sugerir que é menos onerosa a aplicacio de 30 kg ha™ de N quando comparado
a dose de 120 kg ha™ de N, sendo que a adocdo dessa tecnologia em milho pode
proporcionar uma reducdo no uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos, e
conseqiientemente reducdo nos custos de producao

Os teores mais elevados de clorofila foram verificados nos tratamentos com
inoculagdo de A.brasilense acrescido de 120 kg ha™de N ou apenas adubado com 120
kg ha'de N, que ndo diferiram estatisticamente (p>0,05) dos tratamentos com
inoculacdo de A. brasilense, isoladamente ou suprida com 30 kg ha'de N, e do
tratamento com inoculagdo de H. seropedicae acrescida de 120 kg ha™de N (Quadro 2).
Observa-se que o teor de clorofila da folha se correlaciona positivamente com o teor de
N na planta (BOOWJ et al., 2000). Diversos estudos tém demonstrado que a adi¢édo de N
no milho tem efeito direto sobre a exsudagdo radicular, aumentando o fornecimento de
fontes de carbono as bactérias, estimulando sua colonizacéo e efetivacdo da inoculagéo
(KOLB e MARTIN, 1987), bem como, pode beneficiar a fixacdo biologica de
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nitrogénio (DALLA SANTA et al., 2004; ALVES, 2007; FERREIRA et al., 2011). Isso
ocorre porque sob condicbes de deficiéncia de N a planta ndo consegue excretar,
depositar ou exsudar compostos organicos e/ou exsudados radiculares suficiente para
emitir sinais aos microrganismos. Assim, é essencial a suplementagdo nitrogenada que
proporcione o bom desenvolvimento da planta, mas que ndo venha prejudicar a FBN,
uma vez, que a movimentagdo dos microrganismos em direcdo as raizes ocorre quando
existe o reconhecimento biogquimico (quimiotaxia), ou seja, a emissao de sinais da
planta para o microrganismo. Em 2013, Canellas e colaboradores também observaram
aumento no teor de clorofila de plantas de milho quando inoculadas com H. seropedicae

em associag¢do com substancias hamicas.



53

QUADRO 2. Massa seca da parte aérea (MSPA), produtividade (PRO), massa de mil grdos (M1000) e teor de clorofila (CLO) de plantas de

milho em resposta a adubacéo nitrogenada e a inoculagcdo com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae. Dourados,

MS (2012).
Tratamentos MSPA PRO M1000 CLO
(9) (kg ha™) (9) (SPAD)
1. Controle 246,63 b 9231,71 b 358,67 61,58 b
2. A.brasilense 257,26 ab 9078,41 b 352,04 65,18 abc
3. H. seropedicae 258,50 ab 9023,88 b 351,03 61,85 C
4. 30 kgha™ N 271,03 ab 9302,05 b 350,76 61,60 c
5. A.brasilense + 30 kg ha™ N 274,40 ab 9531,75 ab 351,55 63,45 abc
6. H. seropedicae + 30 kg ha™ N 293,96 ab 9133,32 b 357,62 62,51 bc
7. 30 kgha™ N + 90 kg ha® N 276,68 ab 1014652 a 356,35 69,06 a
8. A. brasilense + 120 kg ha™ N (30+90) 283,83 ab 9861,37 ab 362,27 69,06 a
9. H. seropedicae + 120 kg ha™ N (30+90) 314,80 a 9858,23 ab 359,43 68,18 ab
Média 275,23 9463,00 355,52 64,72
Teste F 2,27* 4,76* 0,57™ 5,92*
CV (%) 12,21 4,81 3,90 5,04

* e ™_ significativo a 5% de probabilidade e néo significativo, respectivamente. Médias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade. CV: coeficiente de variagao.
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Os teores de N, P, K e Zn nas folhas e N, K, Ca e Mg nos gréos de milho
foram influenciados positivamente pela adubacdo nitrogenada e a inoculagcdo com
bactérias diazotroficas, enquanto que os teores de Ca, Mg, S, Cu, Fe e Mn nas folhas e
os teores de P, S, Zn, Cu e Fe nos grédos de milho ndo responderam aos tratamentos
(Quadros 3 e 4). O teor de N nas folhas de milho variou de 32,20 g kg™ no tratamento
controle, a 49,18 g kg™ no tratamento inoculado com A. brasilense + 120 kg ha™ de N,
evidenciando que a inoculagdo em combinacéo com 30 kg ha™ de N no plantio + 90 kg
ha™ de N na cobertura aumentou o teor de N nas folhas de milho na ordem de 52,73%,
em relacdo ao controle (sem inoculacdo e sem N) (Quadro 3). O teor de P, K e Zn nas
folhas, diferentemente do teor de N, foi superior no tratamento inoculado com H.
seropedicae + 120 kg ha™* de N. Houve um incremento de 30%, 64,29% e 13,49%, nos
teores de P, K e Zn em relagdo ao controle ndo inoculado e ndo adubado,
respectivamente (Quadro 3). Esses resultados sugerem que a inoculagdo com essas
bactérias diazotroficas associada a adubacéo nitrogenada eleva os teores de N, P, K e Zn
nas folhas de milho e que a inoculacdo pode contribuir para melhorar a utilizacdo do N
fertilizante pela planta (DOBBELAERE et al., 2003).

Dobbelaere et al. (2001) observaram aumento nos teores de N, P e K nas
folhas de milho ao trabalharem com bactérias do género Azospirillum. Francisco et al.
(2012) constataram aumento nas concentra¢fes de Zn nas folhas de milho quando
inoculados com A.brasilense acrescidos de 30 kg hade N. Hungria et al. (2010)
observaram maior contetdo de N, P, Zn e Cu nas folhas de milho em plantas inoculadas
com Azospirillum spp.. Bashan et al. (2004) e Alves (2007) também relataram aumentos
nos teores de nutrientes em plantas inoculadas com bactérias diazotroficas.

Essa maior absorcdo de nutrientes, como N, P, K e Zn pelas raizes pode
ocorrer em razdo da producdo de substancias promotoras do crescimento pela bactéria
(BALDANI e BALDANI, 2005), a mudancas na arquitetura radicular (DOBBELAERE
et al., 1999), o que permite melhor exploracdo do solo e aumenta a capacidade da planta
em absorver nutrientes (CREUS et al., 2004), ou ainda, podem ser atribuidos a fixacao
de nitrogénio e a solubilizacdo de fosfatos e oOxidos de zinco pelas bactérias
(BALDOTTO et al., 2010).
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QUADRO 3. Efeito da adubaco nitrogenada e da inoculacdo com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae sobre o teor de nutrientes (g kg™ de

macronutrientes e mg g™ de micronutrientes) nas folhas de plantas de milho no florescimento. Dourados, MS (2012).

Tratamentos N P K Ca Mg S Zn Cu Fe Mn
(9 kg™) mgg”
1. Controle 3220 b 323 ¢ 1798 e 1,90 0,56 1,34 1334 ab 8,99 296,67 40,67
2. A.brasilense 40,44 ab 3,48 Dbc 21,20 cde 202 065 1,15 1320 ab 9,24 29234 42,19
3. H. seropedicae 39,69 ab 3,92 ab 20,71 de 2,00 0,61 1,29 13,03 ab 9,27 255,87 39,09
4. 30 kgha™ N 39,94 ab 4,02 ab 2591 ab 2,10 0,64 1,40 12,85 ab 9,77 21541 49,65
5. A.brasilense + 30 kg ha™ N 40,69 ab 3,52 bc 2451 bed 2,21 0,62 1,33 11,09 b 8,60 289,84 46,41
6. H. seropedicae + 30 kg ha* N 37,69 ab 424 a 25,75 ab 2,17 0,71 1,26 12,31 ab 8,57 202,62 4593
7. 30 kgha® N +90 kg ha* N 4543 ab 421 a 2624 ab 197 064 1,14 1345 ab 9,64 266,28 53,05
8. A. brasilense + 120 kg ha* N (30+90) 49,18 a 391 ab 2533 abc 1,67 053 134 1424 a 8,98 26343 47,87
9. H. seropedicae + 120 kg ha™ N (30+90) 42,94 ab 420 a 29,72 a 1,89 0,63 1,44 1514 a 9,40 28545 47,98
Média 40,91 3,86 24,15 1,99 0,62 1,30 13,18 9,16 274,21 45,87
Teste F 2,19* 6,64* 13,34* 2,11™ 1,18™ 1,94 2,.86* 0,78™ 150" 1,79™
CV (%) 19,28 9,04 9,87 13,83 18,89 13,67 12,46 12,66 13,82 17,88

e ™ significativo a 5% de probabilidade e n&o significativo, respectivamente. Médias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5%

de probabilidade. CV — coeficiente de variagao.
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Quanto aos teores de N e K nos grdos de milho, a inoculagdo com A.
brasilense sem adubacédo nitrogenada promoveu maiores acimulos nos graos, diferindo
estatisticamente dos tratamentos com inoculacdo e acrescidos de adubacdo nitrogenada
(Quadro 4). A inoculacdo com A. brasilense promoveu aumentos médios nos teores de
N e K nos gréos de milho na ordem de 25,47% e 72,35%, respectivamente, em relacdo
aos tratamentos inoculados e adubados com 30 e 120 kg ha™ de N, ndo diferindo
estatisticamente do tratamento controle. Estes resultados corroboram aos encontrados
por Rodrigues et al. (2006) e Pedraza et al. (2009), que verificaram aumento
significativo no teor de N nos gréos de trigo e arroz com a inoculagdo de Azospirillum
spp., sem adicdo de N. Guimardes (2006) observou incrementos no actimulo de
nitrogénio dos grdos de 64% nas plantas de arroz (variedade IR 42) inoculadas com a
estirpe ZAE 94 e adubadas com 50 kg N ha !, em relacéo ao controle n&o inoculado
nem adubado.

Ja os teores de Ca, Mg e Mn foram superiores, tanto a inoculagcdo com A.
brasilense e H. seropedicae sem adubacao nitrogenada, quanto em combinacdo com a
maior dose de N (120 kg ha™ de N), ndo diferindo estatisticamente entre si. A
inoculacdo com bactérias diazotroficas e a adubacdo nitrogenada proporcionam uma
melhoria na qualidade dos gréos de milho para comercializagdo, com um incremento no
teor proteico dos grdos, o que permite obter grdos nutricionalmente melhores do ponto
de vista protéico. Resultados observados por Hungria et al. (2010) indicam que a
inoculacdo com Azospirillum spp. promove pequenos aumentos nos teores P, K, Mg, S,
Zn, Mn e Cu nos grdos de milho, podendo muitas vezes ndo diferir do tratamento

controle.
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QUADRO 4. Efeito da adubacdo nitrogenada e da inoculacdo com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae sobre o teor de nutrientes (g kg’

'de macronutrientes e mg g™ de micronutrientes) nos gréos de plantas de milho. Dourados, MS (2012).

Tratamentos N P K Ca Mg S Zn Cu Fe Mn
(9kg™) (mgg™)

1. Controle 18,72 ab 5,48 4,34 ab 0,32 ab 1,14 a 0,69 13,71 150 5153 1,71
2. A.brasilense 19,99 a 4,88 492 a 034 a 101 a 0,63 13,26 049 4190 1,68
3. H. seropedicae 15,47 bc 4,86 3,76 ab 024 bc 093 a 061 1330 0,72 419 1,67
4. 30 kgha™ N 1597 bc 490 426 ab 017 ¢ 054 b 068 1490 0,78 3921 2,06
5. A.brasilense + 30 kg ha* N 1248 ¢ 4,52 401 ab 021 ¢ 048 b 0,76 1399 083 5450 1,79
6. H. seropedicae + 30 kg ha* N 14,48 bc 5,07 3,76 ab 018 ¢ 053 b 0,78 1222 146 3062 1,71
7. 30 kg ha’ N +90 kg ha™ N 15,47 bc 5,26 351 b 020 ¢ 060 b 0,72 1354 206 22,48 1,98
8. A. brasilense + 120 kg ha™ N (30+90) 15,47 bc 5,40 359 b 035 a 106 a 0,73 10,17 2,24 4216 2,02
9. H. seropedicae + 120 kg ha™ N (30+90) 14,98 bc 5,56 359 b 036 a 1,100 a 0,76 10,02 234 4762 2,05
Média 16,36 5,10 3,97 0,26 0,82 0,70 12,74 1,38 4133 1,85
Teste F 7,94* 1,56™ 3,12* 15,17* 17,37* 8,96™ 11,15™ 8,01™ 187" 8,95™
CV (%) 17,84 13,21 16,05 17,80 19,64 8,27 13,02 79,17 43,03 20,40

* ¢ ™_ significativo a 5% de probabilidade e nio significativo, respectivamente. Médias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. CV — coeficiente de variagao.
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CONCLUSOES

1. A adubacéo nitrogenada associada a inoculagdo com Azospirillum
brasilense e Herbaspirillum seropedicae influenciaram positivamente a massa de
espiga, diametro de espiga, nimero de gréo por espiga, massa seca da parte aérea,
produtividade e teor de clorofila de plantas de milho.

2. Osteores de N, P, K e Zn nas folhas de milho aumentaram com a
adubacdo nitrogenada e a inoculagdo com Azospirillum brasilense e
Herbaspirillum seropedicae.

3. A inoculacdo com Azospirillum brasilense sem adubacéo
nitrogenada promoveu maiores acimulos de N, K, Ca e Mg nos gréos em relacdo
aos tratamentos inoculados com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum
seropedicae e, adubados com 30 e 120 kg ha™* de N.

4. A inoculacdo de Azospirillum brasilense ou Herbaspirillum
seropedicae associada a adubacdo nitrogenada pode proporcionar uma reducao

no uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos na cultura do milho.
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CAPITULO Il

EFEITO DA ADUBACAO NITROGENADA ASSOCIADA A
INOCULACAO COM BACTERIAS DIAZOTROFICAS SOBRE A
EFICIENCIA DE UTILIZACAO E FIXACAO BIOLOGICA DE NNA
CULTURA DO MILHO DETERMINADA COM USO DE ®N

RESUMO

A utilizacdo de bactérias diazotréficas associativas como alternativa para
aumentar a disponibilidade e o aproveitamento do nitrogénio pela cultura do milho
pode ser uma opcao menos onerosa e mais viavel ecologicamente. Assim, objetivou-
se avaliar os efeitos da inoculacdo com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum
seropedicae em associacdo com a fertilizacdo nitrogenada sobre a eficiéncia de
utilizacdo e fixacdo bioldgica de N pela cultura do milho, em condic¢bes de campo,
utilizando a técnica isotépica *°N. O delineamento experimental utilizado foi o de
blocos casualizados, com nove tratamentos e seis repeticdes, sendo: Controle sem N
e sem inoculacdo; Inoculacdo com A. brasilense e sem N; Inoculacdo com H.
seropedicae e sem N; 30 kg ha™ de N no plantio; A. brasilense +30 kg ha™ de N no
plantio; H. seropedicae +30 kg ha™* de N no plantio; 30 kg ha™ de N no plantio + 90
kg ha™! de N em cobertura; A. brasilense + 30 kg ha™* de N no plantio + 90 kg ha™ de
N em cobertura e H. seropedicae + 30 kg ha™ de N no plantio + 90 kg ha™ de N em
cobertura. Foi avaliada a produtividade de graos de milho, a produgdo de massa seca,
a quantidade de N acumulada na planta, a porcentagem de N na planta proveniente
do fertilizante, a quantidade de N na planta proveniente do fertilizante, a eficiéncia
de utilizacdo do N aplicado como fertilizante e a porcentagem de fixacdo bioldgica
de N. Os resultados permitiram concluir que a adubacdo nitrogenada associada a
inoculacdo com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae influencia
positivamente a produtividade de grdos de milho. A inoculacdo com Azospirillum
brasilense e Herbaspirillum seropedicae acrescidos de 30 e 120 kg ha® de N
promove reducdo na porcentagem de N nos grdos e na parte aérea de plantas de
milho. O aumento da dose de nitrogénio associada a inoculacdo com Azospirillum
brasilense e Herbaspirillum seropedicae proporciona aumento na quantidade de
nitrogénio proveniente do fertilizante nos grdos e na parte aérea do milho e reduz a
eficiéncia de utilizacdo desse nutriente pela planta. Pela técnica da abundancia
natural do '°N, a inoculagdo com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum
seropedicae contribui em média com 19,40 e 9,49%, respectivamente, do N
necessario ao desenvolvimento da cultura do milho.

Palavras-chave: Zea mays L., Azospirillum brasilense, Herbaspirillum seropedicae,
>N, fixacao bioldgica de nitrogénio.
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EFFECT OF NITROGEN FERTILIZATION ASSOCIATED WITH
INOCULATION DIAZOTROPHIC BACTERIA ON THE EFFICIENCY OF
USE AND BIOLOGICAL FIXATION OF N IN MAIZE CULTURE
DETERMINED USING ®N

ABSTRACT

The use of diazotrophic bacteria associative has an alternative to increase
the availability and the nitrogen utilization by maize culture can be a less costly
option and more ecologically viable. Thus, aimed to evaluate the effects of
inoculation with Azospirillum brasilense and Herbaspirillum seropedicae in
association with nitrogen fertilization on utilization efficiency and biological fixation
of N by the culture of corn, under field conditions, using the °N isotope technique.
The experimental design used was randomized blocks, with nine treatments and six
replications, being: Control without N and without inoculation; Inoculation with A.
brasilense and without N; Inoculation with H. seropedicae and without N; 30 kg ha™
of N in planting; A. brasilense +30 kg ha™ of N in planting; H. seropedicae +30 kg
ha™ of N in planting; 30 kg ha™ of N in planting + 90 kg ha™ of N in coverage; A.
brasilense + 30 kg ha™ of N in planting + 90 kg ha™ of N topdressing and H.
seropedicae + 30 kg ha™* of N in planting + 90 kg ha™* of N in cover. It was evaluated
the productivity of corn grain, dry matter production, the amount of N accumulated
in plant, the percentage of N in the plant from the fertilizer, the amount of N in the
plant from the fertilizer, the efficiency of utilization of the N applied as fertilizer and
the percentage of biological fixation of N. The coclusion that nitrogen fertilization
associated with inoculation with Azospirillum brasilense and Herbaspirillum
seropedicae influences positively the productivity of corn grains. Inoculation with
Azospirillum brasilense and Herbaspirillum seropedicae plus 30 and 120 kg ha™ of
N promotes reduction in percentage of N in grains and in aerial part of corn plants.
Inoculation with Azospirillum brasilense and Herbaspirillum seropedicae plus 30
and 120 kg ha™ of N promotes reduction in percentage of N in grains and in aerial
part of corn plants. Increasing nitrogen dose associated with inoculation with
Azospirillum brasilense and Herbaspirillum seropedicae provides increase in the
amount of nitrogen from the fertilizer in grain and in the aerial part of the maize and
reduces the efficiency of nutrient utilization by the plant. The technique of natural
abundance of N, inoculation with Azospirillum brasilense and Herbaspirillum
seropedicae contributes on average with 19.40 and 9.49%, respectively, of the N
needed for the development of culture of maize

Key words: Zea mays L., Azospirillum brasilense, Herbaspirillum seropedicae, N,
biological nitrogen fixation.
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INTRODUCAO

A cultura do milho apresenta demanda elevada por fertilizantes
nitrogenados, fazendo com que a aplicagdo desse nutriente seja necessaria para
obtencdo de altas produtividades (BASTOS et al., 2008; FIDELIS et al., 2007).
Devido ao elevado custo econdmico e ambiental do processo industrial de fixacéo de
nitrogénio (N) aliado ao aumento da demanda por alimentos, surge & necessidade de
se incorporar a atividade agricola, novas tecnologias que visem a racionalizacdo do
uso de fertilizantes nitrogenados. Uma alternativa € o aproveitamento dos beneficios
proporcionados pela associacdo entre bactérias diazotroficas e culturas de grande
interesse econdmico, visto que tais microrganismos sdo capazes de promover 0
crescimento vegetal e gerar incrementos no desenvolvimento e na produtividade das
culturas (BALDANI et al., 1997).

Segundo Hungria (2011), as bactérias diazotroficas associadas a
gramineas podem estimular o crescimento das plantas por diversas maneiras. Além
da capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio (HAN et al., 2005; HUERGO et al.,
2008), podem atuar no aumento da atividade da redutase do nitrato, quando crescem
endofiticamente nas plantas (CASSAN et al., 2008): na producdo dos horménios
vegetais, tais como auxinas, giberelinas, etileno, entre outros (KHALIQ et al., 2004;
DONATE-CORREA et al., 2004; RADWAN et al., 2004; CREUS et al.,2004;
DOBBELAERE et al., 2003); na solubilizacdo de fosfatos e Oxidos de zinco
(RODRIGUEZ et al., 2004; BALDOTTO et al., 2010); e no controle biolégico de
patdégenos (MARIANO et al., 2004).

Os géneros Azospirillum e Herbaspirillum abrangem um grupo de
bactérias promotoras do crescimento de plantas, com boa capacidade associativa com
a cultura do milho. Essas bactérias contém o complexo enzimaético da nitrogenase,
sendo capazes de quebrar a tripla ligacdo que une os dois &tomos de nitrogénio e
fazer a redugdo do N, & aménia. No entanto, a eficiéncia de fixagdo N, ndo tem se
mostrado suficiente para suprir todas as necessidades do milho (HUNGRIA, 2011),
sendo necesséria, além da inoculagdo, a realizacdo da adubacdo nitrogenada

complementar.
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De maneira geral, aproximadamente 70% dos experimentos realizados a
campo com inoculagédo de bactérias diazotroficas, em varias culturas e em diferentes
condigdes edafoclimaticas, mostraram aumentos de produtividade, podendo chegar a
30% (OKON e LABANDERA-GONZALEZ, 1994), sendo que essa contribuicio das
bactérias é maior quando as plantas recebem doses varidveis de fertilizante
nitrogenado (DOBBELAERE et al., 2003).

Atualmente, a técnica mais utilizada para se determinar a eficiéncia de
utilizacdo do N (EUN) aplicado como fertilizante na cultura do milho é a do is6topo
>N. Dentre os vérios resultados obtidos, verifica-se grande variacido na EUN pela
cultura do milho, encontrando-se valores de 10 a 65% do N aplicado (LARA
CABEZAS et al., 2000; CANTARELLA et al., 2003; SILVA et al., 2003; GAVA et
al., 2006; GAVA et al., 2010). A contribuicdo da FBN para cultura do milho também
pode ser quantificada pela técnica isotépica de *°N, baseada na abundancia natural
desse isétopo.

A utilizacdo de bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP)
como alternativa para aumentar a disponibilidade e contribuir no aproveitamento do
nitrogénio pela cultura do milho pode ser uma opgdo menos onerosa e mais viavel
ecologicamente. Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar os
efeitos da inoculacdo com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae em
associacdo com a fertilizacdo nitrogenada sobre a eficiéncia de utilizacdo e fixacéo
bioldgica de N, pela cultura do milho, em condigdes de campo, utilizando a técnica

isotopica °N.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no campo experimental da Embrapa
Agropecuaria Oeste, em Dourados-MS, de marco a julho de 2012. As coordenadas
geograficas sdo 22° 14' S e 54° 9' W, com altitude media de 450 metros. O clima da
regido é do tipo Cwa, segundo a classificacdo de Koppen. O solo foi classificado
como Latossolo Vermelho distroférrico, de textura muito argilosa (EMBRAPA,
2013). Dados médios de temperatura e precipitacdo pluviométrica durante a
conducéo do experimento foram obtidos na Estacdo Agrometeoroldgica da Embrapa

Agropecuéria Oeste, em Dourados, MS, e sdo mostrados na Figura 1.
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FIGURA 1. Precipitacdo (mm) e temperatura (°C) médias mensais, registradas na
estacdo metereoldgica da Embrapa Agropecuaria Oeste, Municipio de
Dourados, MS, no ano de 2012.

Os resultados da analise quimica do solo, na profundidade de 0-20 cm,
antes da instalacdo do experimento, resultaram nos seguintes valores: pH (CaCl,):
4,5: M.O. 31,18 g dm™; C: 18,13 g dm™; P (mehlich): 22,07 mg dm™; K: 6,0 mmolc
dm™; Ca: 35,4 mmolc dm™; Mg: 8,7 mmolc dm™; Al: 4,8 mmolc dm™; H+Al: 62,1

mmolc dm™; SB: 50,1 mmolc dm™; CTC: 112,2 mmolc dm™, saturagdo por bases
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44.65%; Zn: 1,65 mg dm™; Cu: 9,27 mg dm™; Fe: 29,14 mg dm™®; Mn: 24,06 mg dm’
3. A anélise granulométrica proporcionou os seguintes valores: areia 215 g kg™; silte
115 g kg™ e argila 670 g kg™. A correcdo do solo foi realizada um més antes da
semeadura, na dose de 1720 kg ha™ de calcério dolomitico (PRNT 100%),
considerando-se os resultados da andlise do solo, com o objetivo de elevar a
saturacdo por bases a 60%. A area foi irrigada ap6s a implantagdo da cultura e em
periodos de maior déficit hidrico.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com
nove tratamentos e seis repeti¢des, sendo: 1) Controle sem N e sem inoculagdo; 2)
Inoculacdo com Azospirillum brasilense e sem N; 3) Inocula¢do com Herbaspirillum
seropedicae e sem N; 4) 30 kg ha™ de N no plantio; 5) Azospirillum brasilense +30
kg ha de N no plantio; 6) Herbaspirillum seropedicae +30 kg ha™ de N no plantio;
7) 30 kg ha' de N no plantio + 90 kg ha™® de N em cobertura; 8) Azospirillum
brasilense + 30 kg ha® de N no plantio + 90 kg ha® de N em cobertura; 9)
Herbaspirillum seropedicae + 30 kg ha™ de N no plantio + 90 kg ha™ de N em
cobertura.

Foram utilizadas sementes do hibrido simples P3646H, sendo
previamente inoculadas com produto contendo uma combinacdo de duas estirpes de
Azospirillum brasilense (Ab-V5 e Ab-V6), em inoculante com formulacéo liquida e
o0 inoculante contendo a estirpe Z-94 de Herbaspirillum seropedicae, em veiculo a
base de turfa, produzido pela Embrapa Agrobiologia, Seropédica-RJ. A dose aplicada
foi de 150 mL para cada 50 kg de sementes de milho para o inoculante com
formulacéo liquida, e de 250 g para cada 10 kg de sementes de milho do inoculante
com veiculo a base de turfa. Para a inoculagdo com a estirpe Z-94 de Herbaspirillum
seropedicae foram adicionados 60 mL para cada 10 kg de semente de uma solucéo
acucarada a 10% (p/v), visando aumentar a adesdo do inoculante as sementes.

Na semeadura, a adubacdo de base foi realizada a lan¢o, com posterior
incorporacéo, aplicando-se 300 kg ha™ da formulacio 0-20-20 para o suprimento de
60 kg ha™ de P,0s e K,0, respectivamente. A semeadura foi realizada manualmente,
com o auxilio de “matraca”, colocando-se duas sementes por cova, deixando-se, apos
0 desbaste seis plantas por metro linear. Cada unidade experimental foi composta por
5 linhas de 5 metros de comprimento, espacadas em 0,90 m entre linhas.

Consideraram-se como parcela til as trés linhas centrais, excluindo-se 0,5 m de cada
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extremidade da parcela. Em cada parcela, foi instalada uma microparcela que
recebeu a ureia marcada com *°N. Cada microparcela possuia um segmento de linha
de 2 m lineares, sendo a area util de amostragem de plantas restrita a 1 m linear
central.

A adubagcdo nitrogenada foi aplicada na dose de 30 kg ha™ de N no sulco
de plantio e 90 kg ha™ de N parcelados em duas vezes de 45 kg ha™, em cobertura, na
forma de ureia (45%), na area total da parcela, exceto nas microparcelas.

Nos tratamentos (4, 5 e 6) a adubagéo nitrogenada foi aplicada na forma
de ureia enriquecida com 2,6% &tomos de N em excesso. Para estes tratamentos
foram aplicados 12 gramas de ureia marcada em cada microparcela de 2 m lineares.

Nos tratamentos (7, 8 e 9) a adubacéo nitrogenada foi aplicada na forma
de ureia enriquecida com 0,7% &tomos de >N em excesso, que receberam no total
120 kg ha™ de N, sendo 30 kg ha™ de N no plantio e 90 kg ha™ de N em cobertura
aplicada em duas vezes de 45 kg ha™ de N. Nestes tratamentos foram aplicados no
plantio em cada microparcela 12 gramas de ureia enriquecida 2,6 % atomos de N
em excesso, e na cobertura, para cobrir os 90 kg ha™ de N, foi aplicado nas mesmas
microparcelas 36 gramas de uréia enriquecida com 0,7% &tomos de *°N em excesso,
aplicada em duas vezes de 18 gramas. A primeira aplicacdo de N em cobertura foi
realizada no estadio de desenvolvimento V4, correspondente a 4 folhas totalmente
expandidas, e a segunda aplicacdo no estddio de desenvolvimento V7,
correspondente a 7 folhas totalmente expandidas.

A colheita do milho foi realizada manualmente, coletando-se todas as
espigas das plantas, da area util das parcelas (9,0 m2?). Para determinar a
produtividade de gréos, as espigas foram debulhadas com o auxilio de uma maquina
manual, e pesadas. Os resultados obtidos foram transformados para kg ha™,
corrigindo-se a umidade para 13% em base Umida. A massa seca (palha) das plantas
foi estimada pela amostragem de trés plantas dentro de cada microparcela. A
determinacdo da massa seca foi realizada por meio da secagem das amostras de
plantas em uma estufa de circulacdo forgada, a uma temperatura constante de 65°C,
por um periodo de 72 horas. Os dados referentes a massa seca foram expressos em
kg ha™.

Por ocasido da colheita as plantas foram dividas em parte aérea (palha) e

gréos. Todo o material vegetal coletado foi lavado em solugédo de detergente a 3 mL
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L, 4gua corrente, solucéo de HCl a 0,1 mol L™ e 4gua deionizada, respectivamente.
Em seguida, as amostras foram acondicionadas em sacos de papel e secos em estufa
com circulacdo forcada de ar a temperatura de 65°C, por 72 horas. Apds a secagem
do material vegetal, procederam-se a pesagem e moagem da massa seca em moinho
tipo Wiley para as analises de N total e composi¢éo isotopica do N.

O N total nas diferentes partes da planta (palha e gréos) foi determinado
pelo método de Kjeldahl, de acordo com a metodologia descrita em Embrapa (2009).
Quanto as analises da composicéo isotdpica de N, as amostras foram processadas
de acordo com 0 método de Rittenberg (1946); partindo-se do destilado final obtido
na analise da percentagem de N total, os extratos foram novamente acidificados com
H,SO,4 0,5 mol L™ e concentrados por evaporacdo, e o N-NH," foi convertido em N
por oxidagdo com hipobrometo de litio (LiOBr) (PORTER ¢ O’DEEN, 1977). As
analises da composicao isotopica de >N foram determinadas em espectrometro de
massa Delta Plus, do Laboratorio de Isotopos Estaveis John M. Day da Embrapa
Agrobiologia. Com os resultados de composicdo isotopica de nitrogénio (% de
atomos de °N) das amostras, foram calculados:

a) Quantidade de N total acumulada (QNT, mg/planta)
RMSx N

100

em que RMS é o rendimento de massa seca, € N é o teor de N na planta

QNT =

(9 kg™).
b) Porcentagem de N na planta proveniente do fertilizante (%NPPF)

09 atomos de 15N em excesso na planta
0NPPF = — — %100
&4 atomos de 15N em excesso no fertilizante

¢) Quantidade de N na planta proveniente do fertilizante
04NPPF x QNT
100

QNPPF =

d) Eficiéncia de utilizacdo do N aplicado como fertilizante, em fungéo da
quantidade aplicada (QNA)

QNPPF
EUN = x 100
QNA
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A contribuicdo da FBN para cultura do milho foi quantificada através da
técnica de diluicdo isotopica de °N, baseada na abundancia natural de N
(SHEARER e KOHL,1986). Alem das amostras das plantas de milho, obtidas no
estddio R6, espécies espontaneas, ndo leguminosas, foram coletadas para serem
utilizadas como referéncia da abundancia natural de >N disponivel no solo. Assim,
foram coletadas trés plantas como referéncia, em cada repeticdo dos tratamentos
testemunha, as quais foram utilizadas para estimativa de FBN. Foram elas: Commelia
benghalenis L., Digitaria insularis e Cenchrus echinatus. O material colhido foi
secado em estufa a 65°C, moido e analisado para abundancia natural de >N (OKITO
etal., 2004).

A estimativa da FBN através da abundancia natural de >N foi calculada
pela férmula:

% atomos de 15N em excesso na planta teste
%FBN = (1 —

: ) x100
04 atomos de 15N em excesso no controle

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se
0 programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As maiores produtividades de grdos de milho foram obtidas pelo
tratamento correspondente & adubacdo de 120 kg ha® de N, ndo diferindo
estatisticamente do tratamento inoculado com H. seropedicae acrescido 120 kg ha™
de N e aquele inoculado com A. brasilense e suprido com 30 e 120 kg ha™ de N
(Quadro 1). Destaca-se que o tratamento corresponde & adubacéo de 120 kg ha™ de N
promoveu um aumento na produtividade de grdos na ordem de 10%, em comparacao
com ao tratamento controle, que ndo recebeu inoculacdo e nem adubacéo
nitrogenada. Ja os tratamentos com inoculacdo de H. seropedicae acrescido de 120
kg ha™ de N e aquele inoculado com A. brasilense e suprido com 30 e 120 kg ha™ de
N promoveram incrementos no rendimento de gréos na ordem de 6,78%, 6,82% e
3,25%, respectivamente, embora ndo tenham apresentado diferenca significativa em
relacdo ao controle. Em média, esses tratamentos proporcionaram incremento de
518,74 kg ha™ de gréos de milho em relagéo ao tratamento controle, o que representa
um ganho de 8,64 sacas a mais por hectare cultivado, sugerindo a aplicabilidade da
inoculacdo associada a adubacéo nitrogenada para o cultivo do milho.

Em trabalho conduzido por Neto (2008), a inoculacdo do produto a base
de A. brasilense proporcionou aumento significativo na produtividade de gréos de
milho de 9021 kg ha™ para 9814 kg ha™, ou seja, aumento médio de 9%. J4 Alves
(2007) observou percentuais de incrementos para produtividade do milho de 34% e
24% com a utilizacdo de H. seropedicae na safra e na safrinha, e que a inoculagéo
pode suprir até 40 kg ha™* de N. Dalla Santa et al. (2004) em estudo com inoculagéo
das estirpes RAM- 7 e RAM- 5 de Azospirillum sp., observaram redugéo de 40% na
quantidade de fertilizacdo nitrogenada para a cultura do milho. Hungria et al. (2010)
e Lana et al. (2012) verificaram que a inoculacdo de A. brasilense promoveu
aumento na produtividade de grédos de milho de 26% e 15,4%, respectivamente. Em
2013, Canellas e colaboradores observaram aumento de 65% na producdo de graos
de milho em relacdo ao controle quando inoculados com H. seropedicae em
combinagdo com substancias humicas.

Segundo Huergo et al. (2008) e Hungria et al. (2011) aumentos na
producéo de massa seca e produtividade de grdos de milho em resposta a inoculagéo
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podem ser atribuidos ao estimulo que as bactérias diazotréficas fornecem ao
desenvolvimento de sistema radicular, com aumento na densidade de pélos
radiculares, comprimento, volume e numero de raizes lateriais, resultando em maior
capacidade de absorcdo e utilizacdo de &gua e nutrientes.

E importante salientar, que os tratamentos com inoculagio de bactérias
diazotréficas acrescidos de 30 kg ha™® de N apresentaram resultados similares ao
tratamento com a maior dose de N (120 kg ha™* de N) para produtividade de gréos
(Quadros 1), o que permite sugerir que é menos onerosa a aplicacio de 30 kg ha™ de
N quando comparado a dose de 120 kg ha™ de N, sendo que a tendéncia a adoco
dessa tecnologia em milho pode proporcionar uma reducdo no uso de fertilizantes
nitrogenados sintéticos, e conseqlientemente redu¢do nos custos de producao.

A porcentagem de N nos grédos (%NG) e a quantidade total de N nos
grédos (NTG) de milho apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos
inoculados com bactérias diazotréficas e acrescidos de 30 e 120 kg ha™ de N em
relacdo ao controle (ndo inoculado e ndo adubado) (Quadro 1). Os tratamentos
inoculados com A. brasilense e H. seropedicae acrescidos de 30 e 120 kg ha™ de N
apresentaram reducao na %NG, e por conseguinte, no NTG. Quanto a porcentagem
de N na parte aérea (%NPA), a inoculacdo com A. brasilense promoveu maior
incremento nos teores de N na parte aérea de plantas de milho, nao diferindo do
controle e dos tratamentos inoculados e adubados com 120 kg ha™ de N (Quadro 1).
Estes resultados corroboram aos encontrados por Rodrigues et al. (2006) e Pedraza et
al. (2009), que verificaram aumento significativo no teor de N nos gréos de trigo e
arroz com a inoculacdo de Azospirillum spp., sem adicdo de N. Guimaraes (2006)
observou incrementos no acimulo de nitrogénio dos grdos de 64 % nas plantas de
arroz (variedade IR 42) inoculadas com a estirpe ZAE 94 e adubadas com 50 kg N

ha !, em relac&o ao controle ndo inoculado nem adubado.



QUADRO 1. Produtividade (PRO), massa seca total (MST), porcentagem de nitrogénio no grdo (%NG), porcentagem de nitrogénio na parte aérea
(%NPA), nitrogénio total do grdo (NTG) e nitrogénio total da parte aérea (NTPA) de planta de milho em resposta a adubacdo nitrogenada

e a inoculacdo com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae. (Dourados,MS (2012).
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Tratamentos PRO MST NG NPA NTG NTPA
kg ha™ % kg ha™
1. Controle 9231,71 b 9977,91 1,66 ab 0,86 ab 15446 ab 83,61
2. A.brasilense 907841 b 9802,84 1,82 ab 0,90 a 165,67 ab 89,85
3. H. seropedicae 9023,88 b 10098,58 199 a 0,79 abc 180,83 a 80,02
4. 30kgha™ N 9302,05 b 10633,24 1,29 cd 0,62 bc 12133 c 67,64
5. A.brasilense + 30 kg ha™ N 9531,75 ab  11587,76 1,23 d 0,58 C 11758 ¢ 68,76
6. H. seropedicae + 30 kg ha® N 913332 b 9531,11 1,25 d 0,66 bc 11492 ¢ 63,74
7. 30kgha™ N +90kgha’ N 10146,52 a 10198,58 1,26 cd 0,85 ab 12831 bc 87,46
8. A.brasilense + 120 kg ha N 9861,37 ab  11197,74 1,35 cd 0,75 abc 134,02 Dbc 84,37
9. H. seropedicae + 120 kg ha™ N 9858,23 ab  11867,71 1,47  bcd 0,76 abc 14498 Dbc 92,88
Média 9463,03 10543,89 1,48 0,75 140,23 79,81
Teste F 4,76* 1,55"™ 10,02* 4,52* 6,39* 1,81™
CV (%) 4,81 15,42 14,50 16,95 15,85 24,05

* ¢ ™ significativo a 5% de probabilidade e ndo significativo, respectivamente. Médias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5%

de probabilidade.
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Em média, a porcentagem de N nos grdos proveniente do fertilizante (%NGPF)
foi de 11,63% no tratamento adubado com 30 kg ha™ de N e nos tratamentos inoculados
com A. brasilense e H. seropedicae e acrescidos de 30 kg ha® de N, ndo diferindo
estatisticamente entre si (Quadro 2). Contudo, quando acrescidos 120 kg ha™® de N na
auséncia e presenca de inoculagdo com A. brasilense e H. seropedicae 0 %NGPF foi em
média 37,62%, diferindo estatisticamente (p<0,05) dos tratamentos inoculados e acrescidos
de 30 kg ha™* de N (Quadro 2). A %NPAPF foi de 17,56% nos tratamentos adubados com
30 kg ha de N e inoculados com A. brasilense e H. seropedicae, enquanto que, com a
adicdo de 120 kg ha™* de N o %NPAPF foi 41,23%, contudo, houve um incremento médio
superior a 100% com adicdo de 120 kg ha™ de N em relacéo a adicdo de 30 kg ha™ de N
(Quadro 2).

A quantidade de N nos gréos proveniente do fertilizante (QNGPF) e a
quantidade de N na parte aérea proveniente do fertilizante (QNPAPF) seguiram a mesma
tendéncia observada para %NGPF e %NPAPF. Houve um incremento médio de 266 e 216
kg ha' de N nos gréos e na parte aérea, respectivamente, de plantas de milho quando
adubadas com 120 kg ha™ de N e inoculadas com A. brasilense e H. seropedicae em
relacdo aos tratamentos adubados com 30 kg ha™ de N e inoculados (Quadro 2).

Os resultados revelam que tanto a porcentagem e quanto a quantidade de N
proveniente do fertilizante foram proporcionais as doses de N aplicadas e inoculadas com
A.brasilense e H. seropedicae.

Contudo, a eficiéncia de utilizacdo do N pela planta (EUNPL) respondeu de
maneira contraria aos parametros anteriores. As plantas adubadas com 30 kg ha™ de N e
inoculadas com A. brasilense e H. seropedicae apresentaram as maiores porcentagem de
eficiéncia de utilizacdo do N. Em média, nestes tratamentos a EUNPL foi de 84,65%
contra 64,63% nos tratamentos adubados com 120 kg ha™ de N e inoculados com A.
brasilense e H. seropedicae (Quadro 2). Verifica-se que ndo foi calculada a eficiéncia de
utilizacdo do N para os tratamentos que ndo receberam aplicacdo de N, ja que a eficiéncia
de utilizacdo do N leva em consideracdo o N aplicado ao solo e, nesses casos, tal
procedimento ndo ocorreu.

O estudo da eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio em sistemas produtivos é
fundamental, pois a medida que a quantidade aplicada ultrapassa a capacidade da planta

em absorver o nutriente para producédo, o nitrogénio pode ser lixiviado ou acumular-se nos
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tecidos, reduzindo sua eficiéncia de aproveitamento. No presente estudo, as maiores
eficiéncias de utilizacdo do N pelas plantas foram obtidas com a dose de 30 kg ha™* de N e
inoculadas com A. brasilense e H. seropedicae ndo diferindo estatisticamente entre si.
Esses dados revelam que as plantas de milho ndo possuiram potencial para utilizar mais
eficientemente 0o N em doses superiores a 30 kg ha™ de N nas condices do estudo e
inoculadas com bactérias diazotroficas. Reducdo no aproveitamento de N por plantas de
milho com aumento das doses de N também tem sido relatado por outros autores
(FERNANDES et al., 2005; SILVA et al., 2009). Alves et al. (2006) avaliando a
fertilizacdo nitrogenada na cultura do milho em um Latossolo vermelho ditroférrico,
encontraram resultados de EUNPL de 18% para os 25 kg ha™ de N aplicados ao plantio,
sendo que valores mais elevados de EUNPL, de 62% para milho, foram encontrados para a
dose de 45 kg ha™ de N. na aplicagdo realizada aos 26 dias depois da emergéncia.

Os resultados de eficiéncia de utilizagdo do N pelos grdos (EUNG) e pela parte
aerea (EUNPA) néo apresentaram diferenga significativa (p>0,05). No entanto, a EUNG e
EUNPA apresentaram valores meédios de 45,88% e 38,77%, respectivamente, nos
tratamentos adubados com 30 kg ha® de N e inoculadas com A. brasilense e H.
seropedicae, corroborando com os resultados encontrados para EUNPL (Quadro 2).

Em estudos com o milho, em Latossolo Vermelho, utilizando-se métodos
isotdpicos com *°N, foram encontradas diferentes eficiéncias de recuperacdo do N do
fertilizante pelo milho: 26 a 49% (FIGUEIREDO et al., 2005); 40 a 50% (SILVA et al.,
2006); 45% (GAVA et al, 2006) e 39% (DUETE et al., 2008). A variagdo no
aproveitamento do N proveniente de fertilizantes minerais pelo milho é decorrente de
diversos fatores, principalmente das condi¢cdes edafoclimaticas, do fertilizante utilizado, do
manejo da adubacdo (dose, época e modo de aplicacdo) e do sistema de cultivo (semeadura
direta ou preparo convencional) (LARA CABEZAS et al., 2004; DUETE et al., 2008). As
perdas de N por lixiviacdo, volatilizacdo, desnitrificacdo e erosdo e a imobilizacdo
microbiana também tém influéncia no aproveitamento do N proveniente de fontes minerais
(LARA CABEZAS et al., 2004; FIGUEIREDO et al., 2005).
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QUADRO 2. Porcentagem de nitrogénio no grdo proveniente do fertilizante (%NGPF), Porcentagem de nitrogénio na parte aérea proveniente do fertilizante

(%NPAPF), quantidade de nitrogénio grdo proveniente do fertilizante (QNGPF), quantidade de nitrogénio na parte aérea proveniente do

fertilizante (QNPADF), eficiéncia de utilizacdo do N no grdo (EUNG), eficiéncia de utilizacdo do N na parte aérea (EUNPA) e eficiéncia de

utilizacdo do N pelas plantas (EUNPL) de milho em resposta a adubacdo nitrogenada e a inoculagdo com Azospirillum brasilense e

Herbaspirillum seropedicae. Dourados, MS (2012).

Tratamentos NGPF NPAPF QNGPF QNPAPF EUNG EUNPA EUNPL
% kg ha™ %
4. 30kgha™ N 11,70 b 17,66 b 14,33 b 11,77 b 47,76 39,26 87,03 a
5. A.brasilense + 30 kg ha™ N 11,58 b 17,73 b 13,70 b 12,22 b 45,68 40,73 86,44 a
6. H. seropedicae + 30 kg ha* N 11,63 b 17,30 b 13,26 b 10,90 b 44,22 36,34 80,57 a
7. 30kgha® N +90kgha™N 38,74 a 43,83 a 49,33 a 38,36 a 3654 28,42 64,96 b
8. A.brasilense + 120 kg ha* N 36,86 a 39,69 a 49,15 a 33,61 a 36,40 24,89 61,30 b
9. H. seropedicae + 120 kg ha™ N 37,27 a 40,19 a 52,84 a 38,48 a 39,14 28,50 67,64 b
Média 24,63 29,40 32,10 24,22 41,63 33,79 74,66
Teste F 45,28* 37,63* 76,41* 14,22* 2,08"™ 2,09™ 3,31*
CV (%) 21,05 17,72 17,54 37,29 19,99 21,37 21,31

* ¢ ™_ significativo a 5% de probabilidade e nao significativo, respectivamente. Médias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5%

de probabilidade.
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A avaliacdo da quantificacdo da FBN, apresentada nos quadros 3 e 4, demonstra a
capacidade do gendtipo P3646H de milho em obter N derivado da FBN para seu
desenvolvimento. Para estas avaliacdes foram utilizadas plantas de referéncia (PR) Commelia
benghalenis L., Digitaria insularis e Cenchrus echinatus para calcular a FBN e parcelas que
néo receberam adicdo de N mineral.

No quadro 3 sdo apresentados resultados de PR que foram usadas para controle na
determinacéo das contribuicdes da FBN. Observou-se que nestas avaliagdes, a taxa de FBN
do hibrido P3646H inoculado tanto com A. brasilense quanto com H. seropedicae nao foram
significativos. Os valores de abundancia natural de *N das PR foram menores do que os
observados nas plantas de milho, o que nio possibilitou a aplicacio da técnica de *°N para a
estimativa da contribuicdo da FBN para o milho, estipulado por Shearer e Kohl (1986).

Contudo, no quadro 4 séo apresentados resultados de plantas ndo inoculadas que
foram usadas para controle na determinacgdo das contribuicdes da FBN. Para isto, admitiu-se
que as contribuicdes da FBN nestas plantas através da associagdo com a microbiota
diazotrofica nativa (ndo inoculada), ocorreu de forma uniforme para todos os tratamentos
testados. Portanto, os valores apresentados referem-se ao ganho de FBN obtidos através do
uso da inoculagdo com a estirpe selecionada de A. brasilense e H. seropedicae. Verificou-se
que nestas avaliagdes, a taxa de FBN do hibrido P3646H inoculado com A.brasilense foi
significativamente (p<0,05) superior ao inoculado com H. seropedicae. A inocula¢do com A.
brasilense contribuiu com 19,40% do N proveniente da FBN, enquanto que a inoculacdo com
H. seropedicae contribuiu com 9,49% do N proveniente da FBN (Tabela 4). Esses resultados
confirmam o potencial para FBN da cultura do milho concordando com resultados de outros
autores que afirmam que a fixacdo biologica de nitrogénio é responsavel por parte da
necessidade nitrogenada da cultura (RIGGS et al., 2001; DOBBELAERE et al., 2002).
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QUADRO 3. Valores médios de & °N dos tratamentos inoculados e ndo inoculados, estimados através da analise de abundancia

natural de °N de plantas de milho na safrinha.

Tratamento s PN 5 °N PR1 5 °N PR2 5 °N PR3 & °N média
1. Controle 8,0 £0,56
2. A.brasilense 6,7 £0,32 6,4 +0,04 6,26 + 0,06 6,60 £0,35 6,45 +£0,12
3. H. seropedicae 7,3 £0,74

Médias de quatro repeti¢des, utilizando plantas de referéncia como controle para FBN. PR1: Commelia benghalenis L.(trapoeraba), PR2: Digitaria insularis
(capim amargoso) e PR3: Cenchrus echinatus (capim carrapicho).

QUADRO 4. Valores médios de & >N e FBN dos tratamentos inoculados, estimados através da analise de abundancia natural de *°N

de plantas de milho na safrinha.

Tratamento 8 PN inoculado & ™N n#o inoculado FBN (%)
1. A.brasilense 6,7 +£0,32 8,0 +£0,56 19,40 a
2. H. seropedicae 7,3 £0,74 9,49 b

Médias de seis repeti¢des, utilizando plantas ndo inoculadas como controle para FBN.
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Uma diversidade de diazotroficos tem sido identificada em milho
(BALDANI et al., 1980, 1986; CHELIUS e TRIPLETT, 2000, 2001; PERIN et al.,
2006) e descritas como bactérias promotoras de crescimento das plantas, mas nédo
tem sido claramente documentada a contribuicdo da FBN para cultura do milho
(CHELIUS e TRIPLETT, 2000; GUTIERREZ-ZAMORA e MARTINEZ-
ROMERO, 2001). Garcia de Salamone et al. (1996) verificaram através da técnica da
diluicdo isotdpica de N, que a inoculagdo com Azospirillum spp. contribuiu com
significantes niveis de FBN dependendo do gendtipo de milho. Alves (2007)
constatou pela técnica da abundancia natural de N, que o hibrido SHS 5050 recebeu
contribuicdo de 45% e 36% de N proveniente da FBN nos experimentos de safrinha e
safra quando inoculado com a estirpe BR 11417 de H. seropedicae. Montanez e
colaboradores (2009) observaram uma variacdo de 12% a 33% de FBN em uma série
de cultivares comerciais de milho do Uruguai pelo método de diluicdo isotopica de
15N.
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CONCLUSOES

1. A adubacéo nitrogenada associada a inoculagdo com Azospirillum
brasilense e Herbaspirillum seropedicae influencia positivamente a produtividade de
gréos de milho.

2. A inoculacdo com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum
seropedicae acrescidos de 30 e 120 kg ha™ de N promove reducéo na porcentagem
de N nos grédos e na parte aérea de plantas de milho.

3. O aumento da dose de nitrogénio associada a inoculacdo com
Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae proporciona aumento na
quantidade de nitrogénio proveniente do fertilizante nos grdos e na parte aérea do
milho e reduz a eficiéncia de utilizagdo desse nutriente pela planta.

4. Pela técnica da abundancia natural do N, a inoculacdo com
Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae contribui em média com 19,40

e 9,49%, respectivamente, do N necesséario ao desenvolvimento da cultura do milho.
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CAPITULO IV

INOCULAGCAO DE Herbaspirillum seropedicae EM TRES GENOTIPOS DE
MILHO SOB DIFERENTES DOSES DE NITROGENIO

RESUMO

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) associada a cultura do milho
torna-se de extrema importancia, mesmo que apenas parte da necessidade de N pela
cultura possa ser suprida por este processo. Objetivou-se com o presente trabalho
verificar o comportamento de trés hibridos de milho a inoculacdo de Herbaspirillum
seropedicae sob diferentes niveis de nitrogénio. O ensaio foi conduzido em
condicdes controladas de casa de vegetacdo e o delineamento experimental adotado
foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 2 x 2, sendo, trés hibridos de
milho: Maximus, P3646H e BRS3035, plantas inoculadas e ndo inoculadas, duas
doses de nitrogénio: 0,0 e 80 kg ha™, com quatro repeticdes. Aos 35 dias ap6s a
emergéncia, foi determinada a altura de plantas, o diametro do colmo, o teor de
clorofila, o comprimento de raiz, o volume de raiz, o teor de N na parte aérea e na
raiz, bem como a eficiéncia de absorcéo e utilizacdo de N. O hibrido BRS 3035 se
destaca para a maioria das variaveis analisadas, produzindo maior quantidade de
massa seca de parte aérea, plantas com maior altura, volume de raizes e apresentando
maiores indices de eficiéncia de utilizacdo de N. A inoculacdo com a estirpe Z-94 de
Herbaspirillum seropedicae promoveu aumento no volume de raizes, comprimento
de raizes, massa seca da parte aérea, teor de clorofila, teor de N na parte aérea,
eficiéncia de absorcdo do N e eficiéncia de utilizacdo do N por plantas de milho. A
inoculagdo da estirpe Z-94 de H. seropedicae acrescido de 80 kg ha™ de N aumentou
o teor de N na parte aérea das plantas de milho em até 25% nos genétipos avaliados.

Palavras-chave: Inoculantes, bactérias diazotréficas, nutricdo, fixacdo bioldgica de
nitrogénio.
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INOCALATION OF Herbaspirillum seropedicae IN THREE MAIZE
GENOTYPES RATES DIFFERENT NITROGEN LEVELS

ABSTRACT

The biological nitrogen fixation (FBN) associated with maize culture
becomes extremely important, even if only part of the need for N by culture may be
supplied by this process. The aim of this study was to verify the behavior of three
maize hybrids to inoculation of Herbaspirillum seropedicae under different nitrogen
levels. The test was conducted under controlled conditions of greenhouse and the
experimental design used was the completely randomized design in factorial scheme
3 x 2 x 2, and three hybrids of corn: Maximus, P3646H and BRS3035, inoculated
and non-inoculated plants, two doses of nitrogen: 0.0 and 80 kg ha™, with four
replicates. To 35 days after emergence were determined the plant height, stem
diameter, chlorophyll content, length root, volume of root, content N in shoot and
root, as well as the efficiency of absorption of utilization of N. The hybrid BRS
3035 stands out for most of the variables analyzed, producing most of the shoot dry
mass, plants with greater height, root volume and showing the highest rates of N use
efficiency. The H. seropedicae inoculated with promoted increase in the volume of
root, root length, dry weight of shoot, chlorophyll content, content of N in above
ground, absorption efficiency of N and efficiency use N by corn plants. Inoculation
strain Z-94 of H. seropedicae plus 80 kg ha™ de N increased the concentration of N
in the aerial part of plants of corn by as much as 25% in the evaluated genotypes.

Key words: Inoculants, diazotrophic bacteria, nutrition, biological nitrogen fixation.
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INTRODUCAO

No Brasil, 0 milho é cultivado em praticamente todo territério nacional,
sendo que 90% da producdo concentra-se nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste.
Na safra 2012/2013 cerca de 15,9 milhGes de hectares foram cultivados, com uma
producdo de aproximadamente 76 milhdes de toneladas de milho (CONAB, 2013).
Embora apresente elevada taxa fotossintética, o milho é uma cultura muito
influenciada por problemas de estresse ambiental, dentre os quais se destacam
aqueles relacionados a baixa fertilidade dos solos, que, em sua maioria, apresentam
deficiéncia de nitrogénio (N). Segundo Fancelli e Dourado Neto (2008), tal
deficiéncia pode reduzir o rendimento de gréos entre 14 e 80%.

A identificacdo, a selecdo e 0 uso de gendtipos de milho mais tolerantes a
deficiéncia de N e eficientes na aquisicdo deste elemento constituem-se numa
estratégia importante (REIS JUNIOR et al., 2008). Nesse sentido, deve ser
considerada a busca por gendtipos que formem associacbes mais eficientes com
bactérias diazotrdficas e promotoras do crescimento de plantas. Sabe-se que existem
interacBes entre 0 N e essas bactérias na assimilacdo e utilizacdo desse nutriente
pelas plantas (REIS JUNIOR et al., 2008). Huergo et al. (2008), Cassan et al. (2008)
e Donate-Correa et al. (2004) observaram, por exemplo, que bactérias diazotroficas
podem estimular o crescimento das plantas por atuarem na capacidade de fixagéo
biolégica de nitrogénio (FBN), no aumento da atividade da redutase do nitrato
qguando ocorrem endofiticamente nas plantas, e na producdo de fitohorm6nios como
auxinas, giberilinas e citocianinas.

Em razdo da extensa area ocupada pelos cereais, aproximadamente cinco
vezes a das leguminosas, a FBN associada a essas culturas torna-se de extrema
importancia, mesmo que apenas parte de suas necessidades de N possa ser suprida
pela FBN (SALA et al., 2007). Em rela¢do a contribuicdo da FBN, Alves (2007)
relatou contribuicdo de até 67% do N proveniente da FBN, quando inoculados com
Herbaspirillum seropedicae e incremento de até 34% na produtividade, dependendo
do geno6tipo de milho e da dose de N-mineral.

Existem variagcGes entre genotipos de milho na resposta a adubacéo

nitrogenada (ALFOLDI et al., 1992), assim como interagdes entre o milho e
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bactérias diazotréficas sdo dependentes dos gendtipos da planta e dos
microrganismos envolvidos nessas associacdes (GARCIA DE SALOMONE e
DOBEREINER, 1996). Dentre os microrganismos diazatroficos encontrados em
associacGes com cereais e gramineas, as espécies de Herbaspirillum constituem um
dos grupos mais bem estudados atualmente.

Embora o género Herbaspirillum seja constituido de nove espécies,
apenas quatro sdo fixadoras de nitrogénio, sendo elas Herbaspirillum seropedicae,
Herbaspirillum rubrisubalbicans, Herbaspirillum frisingense e Herbaspirillum
lusitanun. A maioria dos experimentos de inoculacdo refere-se a Herbaspirillum
seropedicae, pela sua ocorréncia em maior nimero de plantas estudadas (ALVES,
2007). Estudos que envolvem a espécie Herbaspirillum seropedicae séo
interessantes, pois, dentre as caracteristicas dessa espécie, destaca-se a capacidade de
colonizar o interior e a parte aérea dos tecidos vegetais (BALDANI et al., 1997),
recebendo nutrientes diretamento do interior vegetal, e podendo expressar seu
potencial para FBN no seu grau maximo (KENNEDY et al., 2004).

No Brasil, poucos estudos tém enfocado as interaces entre genotipos de
milho, adubagdo nitrogenada e bactérias diazotréficas. Em muitos casos, a auséncia
de resposta a inoculacdo de bactérias diazotréficas em gramineas tem sido atribuida
ao uso de linhagens inadequadas. Ha consenso de que o genotipo da planta é o fator-
chave para obtencdo dos beneficios oriundos da FBN, aliado a sele¢do de estirpes
eficientes (REIS et al., 2000). Apesar de muitos anos de pesquisa, ainda se observam
respostas muito variaveis, o que mostra a importancia e justifica a realizacdo de
experimentos de campo e em casa de vegetacao.

Neste sentido, objetivou-se com o presente trabalho verificar o
comportamento de trés hibridos de milho & inoculacdo de Herbaspirillum
seropedicae sob diferentes doses de nitrogénio, em ensaio conduzido em condigdes

controladas de casa de vegetacao.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, na Faculdade de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Grande Dourados, MS, no periodo de
dezembro de 2012 a janeiro de 2013, cujas coordenadas geogréaficas sdo latitude
22°12’ S, longitude 54°56°W e altitude de 452 m. O clima da regido ¢ do tipo Cwa,
segundo a classificacdo de Koppen. O solo utilizado neste estudo, classificado como
Latossolo Vermelho distroférrico de textura muito argilosa (EMBRAPA, 2013), foi
coletado na profundidade de 0-20 cm. Os resultados da analise quimica do solo antes
da instalacdo do experimento resultaram nos seguintes valores: pH (CaCl,): 4,15; P:
26 mg dm™; K: 5,0 mmolc dm™; Ca: 9,0 mmolc dm™; Mg 2,0 mmolc dm™; Al: 3,3
mmolc dm™; H+Al: 41,6 mmolc dm™; SB: 115,1 mmolc dm™; CTC: 531,1 mmolc
dm, saturacéo por bases 21,7%. A anélise granulométrica apresentou 225 g kg™ de
areia, 125 g kg™ de silte e 650 g kg™ de argila.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3 x 2 x 2, sendo, trés hibridos de milho: Maximus, P3646H e
BRS3035, plantas inoculadas e ndo inoculadas, duas doses de nitrogénio: 0,0 e 80 kg
ha™, com quatro repeticdes. As unidades experimentais foram compostas por vasos
pléasticos com capacidade de 10 dm™, preenchidos com solo seco ao ar, passado em
peneira de 4 mm de abertura.

Com base nos resultados da analise quimica do solo, foi realizada a
calagem 30 dias antes da semeadura com o intuito de elevar a saturacdo por bases
para 50%, sendo utilizado calcario dolomitico finamente moido (PRNT 100%).
Devido a baixa fertilidade do solo, também foi realizada uma adubac&o de base para
garantir o estabelecimento da cultura. Foram aplicados (misturado ao solo) 100 kg
ha™ de P,Os e 60 kg ha™ de K,0, na forma superfosfato simples e cloreto de potassio,
respectivamente. Os micronutrientes foram aplicados conforme a exigéncia da
cultura, na forma de solucdo, usando agua deionizada e sais p.a., de acordo com
Epstein e Bloom (2006). A adubacdo nitrogenada foi realizada na dose de 80 kg ha™
de N na forma de uréia (45%), aplicados em duas vezes de 40 kg ha™ de N. A
primeira aplicagdo de N foi realizada na semeadura e a segunda, em cobertura, aos

15 dias apds a emergéncia das plantas.
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A umidade dos vasos foi controlada diariamente, através da sua pesagem,
sempre visando manter o solo com 60% da capacidade de campo. A irrigacao foi
feita com agua deionizada.

Foram utilizadas sementes de milho do hibrido simples P3646H
(Pioneer), hibrido triplo BRS3035 (Embrapa) e hibrido duplo Maximus (Syngenta),
sendo as mesmas previamente inoculadas com a estirpe Z-94 de Herbaspirillum
seropedicae (concentracdo de células no inoculante na faixa de 10°) na formulagdo a
base de turfa, produzido pela Embrapa Agrobiologia, Seropédica-RJ. A dose aplicada
foi de 250 g do inoculante turfoso para cada 10 kg de sementes de milho. Para a
inoculacdo foram adicionados 60 mL para cada 10 kg de semente de uma solucéo
acucarada a 10% (p/v), visando aumentar a adeséo do inoculante turfoso as sementes.
As sementes foram postas a germinar diretamente nos vasos, sendo, que aos oito dias
apos a emergéncia, realizou-se o desbaste, deixando-se apenas uma planta em cada
unidade experimental.

Aos 35 dias ap6s a emergéncia foram determinadas a altura de plantas, o
diametro do colmo e o teor de clorofila nas folhas. A altura das plantas foi obtida
pela medicdo do colo da planta até o meristema apical, utilizando-se uma régua
graduada; o didmetro do colmo foi determinado com o auxilio de paquimetro digital,
na altura de 2 cm do colo da planta; e o teor de clorofila na folha (leitura SPAD) foi
determinado com auxilio do clorofildmetro, modelo SPAD-502. Posteriormente as
plantas foram coletadas e divididas em raiz e parte aérea. Todo o material vegetal
coletado foi lavado em agua corrente, solucdo de HCI a 0,1 mol L™ e agua
deionizada, respectivamente. O comprimento de raiz foi determinado com uma régua
graduada e o volume de raiz pelo método da proveta, no qual as raizes foram
submersas em proveta graduada com volume de &gua destilada conhecido, sendo o
volume determinado pela diferenca entre o volume inicial e final do recipiente. Em
seguida, as amostras foram acondicionadas em sacos de papel e secas em estufa com
circulacdo forcada de ar a temperatura de 65°C, por 72 horas. Ap6s a secagem do
material vegetal, procederam-se a pesagem e moagem da massa seca em moinho tipo
Wiley, sendo as amostras, submetidas a digestdo sulfirica, para determinacdo do teor
de N nas diferentes partes da planta (raiz e parte aérea), de acordo com a
metodologia descrita em Embrapa (2009). O indice de eficiéncia de absorg¢éo, razéo

entre o conteudo total de nutriente na planta e a massa seca das raizes, foi calculado
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de acordo com Swiader et al. (1994), enquanto que o indice de utilizagdo do
nitrogénio, razdo entre a massa seca total produzida e o acimulo total de nutriente na
planta, foi calculado de acordo com Siddigi e Glass (1981).

Os resultados obtidos foram submetidos & analise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se
0 programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observados efeitos significativos (p<0,05) da interagdo hibrido (H)
e inoculacao (1), para o didametro do colmo e o teor de N na parte aérea, enquanto que
a interacdo nitrogénio (N) e inoculacao (1) influenciaram apenas o teor de N na parte
aérea. Os demais resultados ndo apresentaram efeito significativo da interacdo e sdo
apresentados independentes para cada hibrido, inoculacdo e nitrogénio (Quadro 1).
As doses de N influenciaram todas as varidveis estudadas (Quadro 1).

Verificou-se efeito significativo da adubacdo nitrogenada quanto a altura
da planta (Quadro 2). O incremento na altura de plantas observado neste estudo esta
associado ao alongamento do caule promovido pelo N devido ao fato de que,
segundo Marschner (1995) a aplicacdo de doses elevadas de N nos estadios iniciais
de desenvolvimento dos cereais promove aumento da producdo de fitohormonios
promotores do crescimento (auxinas, giberilinas e citocininas), responsaveis pelos
processos de divisdo e expansdo celular. Estudando os efeitos da aplicacdo de
nitrogénio na cultura do milho, Silva et al. (2003) constataram resposta positiva na
altura de plantas com o aumento das doses de nitrogénio. Isso evidencia que plantas
nutridas adequadamente com N podem ter maior desenvolvimento vegetativo.

O didmetro basal do colmo foi influenciado positivamente pelo aumento
da dose de N (Quadro 2). Cabe salientar que maior didmetro do colmo esta
diretamente relacionado com o aumento da producdo, uma vez que atua no
armazenamento de solidos sollveis que serdo utilizados posteriormente para a
formagéo dos grédos (FANCELLI e DOURADO NETO, 2008).

O volume de raiz, comprimento de raiz e massa seca de raiz aumentaram
com a dose de N (Quadro 2), corroborando com os resultados de Taylor e Arkin
(1981) e Glass (1990), que relataram alteracdo no crescimento das raizes em funcao
da fertilidade do solo. Além disso, o N favorece o crescimento do sistema radicular
propiciando a planta condi¢des para maior absorcao de agua e nutrientes (RAO et al.,
1992)

O teor de clorofila nas folhas de milho foi superior nas plantas adubadas
com 80 kg ha™ de N (Quadro 2). Os resultados da leitura de clorofila reforcam que a

adubacdo nitrogenada melhorou o nivel nutricional de nitrogénio no milho, devido ao
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fato da quantidade desse pigmento correlacionar-se positivamente com teor de N na
planta (BOOWJ et al., 2000). Em 2012, Mello e colaboradores também verificaram
aumento no teor de clorofila nas folhas de milho com as doses de N. Kappes et al.
(2013) observaram que a aplicacdo de 90 kg ha™ de N em cobertura proporcionou
maior indice de clorofila foliar em plantas de milho. Os resultados encontrados
confirmam o papel do nitrogénio no metabolismo vegetal, diretamente ligado na
biossintese de clorofilas (ANDRADE et al., 2003), sendo importante no estadio
inicial de crescimento e desenvolvimento da planta, periodo em que a absorcdo é
mais intensa.

O teor de N na parte aérea, teor de N na raiz, eficiéncia de absorcao e
utilizacdo do N pelas plantas de milho foi superior na dose 80 kg ha™ de N (Quadro
2). Carvalho et al. (2013) avaliando cultivares de milho quanto a eficiéncia de
absorcdo e utilizacdo do N em niveis contrastantes de nitrogénio constataram efeito
das doses de N sobre a producdo de massa seca da parte aérea, teor de N na parte
aérea e na raiz, e sobre a eficiéncia de utilizacdo do N. Na literatura varios trabalhos
corroboram aos encontrados nesse estudo (CARVALHO et al., 2013; KAPPES et al.,
2013; KAPPES et al., 2011). Segundo Bull (1993), o estimulo proporcionado pela
adubacdo nitrogenada no desenvolvimento da planta como um todo é devido ao fato
do N estar intimamente ligado ao processo de crescimento da planta, participando da
constituicdo de proteinas, enzimas, coenzimas, &acidos nucléicos, fitocromos,

pigmentos fotossintéticos etc.
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QUADRO 1. Resumo da analise de variancia para altura de plantas (ALT), diametro do colmo (DIA), volume de raiz (VR), comprimento de raiz
(CR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), teor de clorofila (CLO), teor de nitrogénio na parte aérea
(TNPA), teor de nitrogénio na raiz (TNR), eficiéncia de absorcdo do nitrogénio (EAN) e eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio
(EUN) por trés hibridos de milho submetidos a diferentes niveis de nitrogénio e inoculados com Herbaspirillum seropedicae.
Dourados, MS (2013).

Fonte de GL Quadrado médio
variagéo
ALT DIA VR CR MSPA MSR CLO TNPA TNR EAN EUN
Hibrido (H) 83,01* 7,30  885,89* 34,39 51,30* 3,94 114,16* 14,77 55,95* 8,64 1,36*

Nitrogénio (N) 485,14* 53,93* 7600,33* 143,52* 224,42* 41,45* 2328,26* 2473,07* 1181,88* 3923,52* 12,26*
Inoculagéo (1) 0,14 7,39  5292,00* 150,52*  33,41* 12,19 75,25*  107,71* 24,73 266,37*  1,17*

2
1
1
H*N 2 30,54 0,47 294,64 23,39 7,23 0,48 39,07 28,23 13,04 56,34 0,79
2
1
2

H*I 7,21 11,84* 192,56 18,89 2,55 12,53 2,67 65,63* 4,25 23,69 0,06
N*1 1,54 3,43 0,33 63,02 4,30 3,49 0,15 157,26* 24,73 1,88 0,06
H*N*I 47,09 1,93 143,39 141,89 0,77 0,72 3,88 81,53 62,31 150,46 0,66
Residuo 36 11,16 2,08 84,50 15,32 3,33 5,01 3,36 8,22 10,05 14,13 0,12
CV (%) 6,39 8,91 12,41 6,58 24,07 9,18 7,50 13,13 19,35 15,79 17,41

* — significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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QUADRO 2. Efeito da aplicacdo de doses de N sobre a altura de plantas (ALT), diametro do colmo (DIA), volume de raiz (VR),
comprimento de raiz (CR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), teor de clorofila (CLO), teor de

nitrogénio na parte aérea (TNPA), teor de nitrogénio na raiz (TNR), eficiéncia de absorcdo do nitrogénio (EAN) e

eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio (EUN) por plantas de milho cultivadas em casa de vegetacéo e colhidas aos 35 dias

apos o plantio. Dourados, MS (2013).

Nitrogénio ALT  DIA VR CR  MSPA MSR  CLO TNPA TNR  EAN EUN
(kgha)  (cm) (mm)  (cm®/planta)  (cm) ___(@__ (SPAD) _ (gkg)__ __mgg___

0 4910b 1514b  6150b  57,75b 543b 2347b 17,49b 1466b 1142b 1476b  152b

80 5545a 17,262  8666a  6120a 9,75a 2533a 3142a 29,02a 2134a 3284a  254a

Médias seguidas da mesma letra na coluna, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os hibridos de milho apresentaram resposta significativa (p<0,05) para
altura de plantas, didmetro do colmo, volume de raiz, massa seca da parte aerea, teor
de clorofila, teor de N na raiz e eficiéncia de utilizagdo do N (Quadro 1). O hibrido
BRS 3035 foi estatisticamente superior (p< 0,05) aos hibridos P3646H e Maximus
para altura de plantas, volume de raiz, massa seca da parte aérea e eficiéncia de
utilizacdo de N (Quadro 3). Resultados inversos foram encontrados para as demais
variaveis. O teor de clorofila e o teor de N na raiz do hibrido Maximus foi superior
ao BRS 3035 (Quadro 3), demonstrando que o hibrido Maximus é mais eficiente na
absorcdo de N, enquanto que o hibrido BRS 3035 é mais eficiente na utilizacdo do
nitrogénio. Fernandes et al. (2005), trabalhando com seis cultivares de milho,
observaram diferencas significativas na eficiéncia de utilizacdo de N pelas plantas.
Reis Junior et al. (2008) também relataram diferenca no acimulo de massa seca e
eficiéncia de utilizagdo de N entre os hibridos de milho estudados. Araujo et al.
(2013) confirmam a distincdo de resposta entre cultivares de milho em termos de
producdo de massa seca e incremento de teor de N na parte aérea das plantas. Tal
diferenca entre hibridos de milho, quanto a eficiéncia de utilizacdo do N, se deve as
variacdes geneticas existentes entre os hibridos de milho (ALFOLDI et al., 1992).



QUADRO 3. Comportamento de trés hibridos de milho em relacdo a altura de planta (ALT), diametro do colmo (DIA), volume de
raiz (VR), massa seca da parte aérea (MSPA), teor de clorofila (CLO), teor de nitrogénio na raiz (TNR) e eficiéncia de
utilizacdo do nitrogénio (EUN). As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo e colhidas aos 35 dias ap6s o plantio.

Dourados, MS (2013).

Hibrido ALT DIA VR MSPA CLO TNR EUN
(cm) (mm) (cm*/planta) (@) (SPAD) (9kg™) mg g™

Maximus 50,40 b 15,62 b 67,68 b 591D 2677a  1844a 1,79b
P3646H 51,62 b 16,04 ab 72,31b 738D 2506b  1591ab 1,94 b
BRS 3035 54,81 a 16,95a 82,252 947 a 2153¢  14,79b 2,362

Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A inoculacdo com a estirpe Z-94 H. seropedicae influenciou o volume de
raiz, comprimento de raiz, massa seca da parte aérea, teor de clorofila, teor de N na
parte aérea, eficiéncia de absorcdo do N e eficiéncia de utilizagdo de N (Quadro 4).
Plantas inoculadas com esta estirpe apresentaram incremento na ordem de 33,02% no
volume de raiz e de 61,52% no comprimento de raiz em relagdo ao controle ndo
inoculado (Quadro 4 e Figura 1). Esse efeito se deve a producdo de auxinas pelas
bactérias, que estimula o crescimento das raizes secundarias, aumentando assim a
area especifica de absorcdo de agua e nutrientes pelas plantas (RADWAN et al.,
2004). Resultados concordantes foram evidenciados por Quadros (2009), verificando
que o volume de raizes de milho nos tratamentos inoculados com Azospirillum foram
aproximadamente 60% e 80% maiores em relagdo aos tratamentos ndo inoculados,
para os hibridos P32R48 e D2B587. Canellas et al. (2013) constataram aumento da
area radicular de plantas de milho quando inoculadas com Herbaspirillum
seropedicae em combinagdo com substancias himicas. Em revisao recente, Monteiro
et al. (2012) ressaltam que a infeccdo de H. seropedicae em Poaceas comeca pela
emissdo de sinais pelas raizes, que fornece fontes de carbono para as bactérias,
seguido do estabelecimento das bactérias na superficie radicular e subsequente

colonizacdo dos pontos de surgimento de raizes laterais.
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FIGURA 1. Efeito da inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae sobre o

desenvolvimento de raizes de plantulas de milho. A (Maximus), B
(P3646H) e C (BRS 3035).
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A producgdo de massa seca, 0 teor de N na parte aérea, a eficiéncia de
absorcéo do N e utilizacdo do N aumentaram na ordem de 24,74%, 14,74%, 21,95%
e 17,11%, respectivamente com a inoculacdo de H. seropedicae em relacdo ao
controle (Quadro 4), ficando evidente os efeitos benéficos da bactéria na assimilacdo
de nitrogénio pelas plantas de milho. Corroborando com os resultados, Alves (2007)
verificou que a inoculacdo com Herbaspirillum spp. contribuiu com até 28% do N
absorvido em plantas de milho. Em condicGes de casa de vegetacdo, Guimaraes et al.
(2007), trabalhando com plantas de arroz inoculadas com a estirpe Z-94 de H.
seropedicae, observaram aumentos de até 34% no nitrogénio total da parte aérea, em
relacdo a testemunha absoluta. Dados semelhantes foram obtidos por Dobbelaere et
al. (2001), ao trabalharem com bactérias do género Azospirillum. Estes autores
relatam que o maior teor de N nas plantas inoculadas é resultado tanto da FBN,
quanto dos mecanismos de promocdo do crescimento radicular, que podem
incrementar a capacidade das plantas em absorver este nutriente. Resultados
similares também foram obtidos por Ferreira et al. (2011); Ferreira et al. (2010) e
Guimarées et al. (2010), ao trabalharem com plantas de arroz inoculadas com
Herbaspirillum seropedicae.

Quanto aos valores obtidos com a leitura SPAD, observou-se que a
inoculacdo com H. seropedicae aumentou o teor de clorofila nas folhas em 10,81%
em relacdo ao tratamento controle (Quadro 4), evidenciando a eficiéncia desse
microrganismo para incrementar o conteddo de clorofila na folha, e
correlacionando-se com o aumento no teor de nitrogénio na planta. Segundo
Chapman e Barreto (1997), isso pode ser atribuido ao fato de mais de 50% do
nitrogénio total da folhas serem integrantes de compostos do cloroplasto e da
clorofila das folhas. Concordante aos resultados encontrados, Lima (2010) e Canelas
et al. (2013) relataram efeito positivo da inoculacdo com Bacillus subtilis e
Herbaspirillum seropedicae, respectivamente, sob o teor de clorofila nas folhas de
milho, confirmando o efeito da inoculacdo com essas bactérias no desenvolvimento

do milho e na promogdo de maior capacidade fotossintética da planta.



QUADRO 4. Efeito da inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae sobre o volume de raiz (VR), comprimento de raiz (CR), massa seca

da parte aérea (MSPA), teor de clorofila (CLO), teor de nitrogénio na parte aérea (TNPA), eficiéncia de absorcdo do

nitrogénio (EAN) e eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio (EUN) por plantas de milho cultivadas em casa de vegetacédo e

colhidas aos 35 dias apds o plantio. Dourados, MS (2013).

Inoculacéo VR CR MSPA CLO TNPA EAN EUN
(cm®/planta) (cm) (9) (SPAD) (g kg™ mgg”
Sem 63,58 b 57,70 b 6,75b 23,20 b 20,34 b 2145b 1,87b
Com 84,58 a 61,25 a 8,42 a 25,71 a 23,34 a 26,16 a 2,19a
Aumento (%) 33,02 61,52 24,74 10,81 14,74 21,95 17,11

Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Houve efeito da interacdo entre hibridos (H) de milho e a inoculacédo (1)
com H. seropedicae sobre o diametro do colmo e o teor de N na parte aérea (Quadro
5). Observa-se que o hibrido Maximus na auséncia de inoculacdo obteve o menor
diametro do colmo, diferindo estatisticamente (p<0,05) do hibrido P3646H e sendo
igual ao hibrido BRS3035, no entanto, na presenca do inoculante o hibrido BRS
3035 apresentou 0 maior diametro do colmo, evidenciando o efeito do inoculagéo
sobre essa variavel (Quadro 5). No entanto, observa-se que ndo houve diferenca
significativa entre os hibridos de milho para teor de nitrogénio na parte aérea. Ja em
relagdo a presenca e auséncia de inoculagdo os hibridos P3646H e BRS3035
diferiram estatisticamente, ou seja, houve incremento nos teores de N nas raizes dos

hibridos com a inoculagédo de H. seropedicae (Quadro 5).

QUADRO 5. Diametro do colmo (DIA) e teor de nitrogénio na parte aérea (TNPA)
de trés gendtipos de milho inoculados ou ndo com Herbaspirillum
seropedicae. Dourados, MS (2013).

DIA TNPA
Hibrido (mm) @ka")
Inoculacéo Inoculacéo
Sem Com Sem Com
Maximus 14,55 bB 16,70 abA 23,40 aA 21,90 aA
P3646H 16,61 aA 15,46 bA 18,72 bB 22,84 aA
BRS 3035 16,27 abA 17,63 aA 18,91 bB 25,27 aA

As letras minudsculas separam as médias dentro de cada coluna e as mailsculas separam as medias
dentro da linha. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Houve interacdo significativa entre inoculacdo de H. seropedicae e 0s
niveis de N apenas para o teor de N na parte aérea das plantas (Quadro 6). Observa-
se que a inoculacéo da estirpe Z-94 de H. seropedicae acrescida de 80 kg ha™ de N
proporcionou um aumento no teor de N na parte aérea de plantas de milho na ordem
de 25,74% em relacdo ao controle adubado com 80 kg ha™ (Quadro 6). Ja em relacio
ao controle inoculado e ndo adubado, este aumento foi superior a 100%. Deve-se
salientar que em gramineas comumente é verificada uma maior contribui¢cdo da
inoculagdo associada a adubacdo nitrogenada. Segundo Baldani et al. (1996), a

inoculacdo de Herbaspirillum na presenca de pequenas doses de N mostra-se mais
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eficiente para o sistema planta/bactéria quando comparada com o uso isolado da
bactéria. I1sso se deve ao fato de que a riqueza de compostos organicos excretados,
depositados e/ou exsudados na rizosfera pela planta na presenca de pequenas doses N
produz intensas atividades e interacdes microbianas que permitem essas bactérias
efetuarem a colonizagéo, ou seja, permite a emissdo de sinais aos microrganismos.
Dobbelaere et al. (2002) verificaram que o efeito da inoculacdo de Azospirillum
brasilense, estirpe Sp 245, e Azospirillum irakense estirpe KBC1 foi maior quando
associado as doses de nitrogénio. Em experimentos de inoculagdo conduzidos sob
condigdes de casa de vegetacdo, utilizando as estirpes M130 ( Burkholderia sp.),
ZAE94 (H. seropedicae ) e M209 ( Burkholderia sp.), foi observado que houve uma
contribuicdo variando de 11% a 20% no nitrogénio acumulado na massa seca das
plantas de arroz (BALDANI et al., 2000). Dalla Santa et al. (2004), em ensaios com
milho, utilizando Azospirillum sp. estirpes RAM- 7 e RAM- 5, constataram que 0 uso
dessas estirpes foi capaz de reduzir em 40% a quantidade de fertilizacdo nitrogenada

recomendada.

QUADRO 6. Teor de N na parte aérea (TNPA) de plantas de milho em resposta a
adubacdo nitrogenada e a inoculacdo com Herbaspirillum
seropedicae. Dourados, MS (2013).

TNPA
Nitrogénio @ka")
Inoculacao
Sem Com
0 14,98 bA 14,35 bA
80 kg ha 25,71 aB 32,33 aA

As letras mindsculas separam as médias dentro da coluna e as maidsculas separam as médias dentro
da linha. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade
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CONCLUSOES

1. O hibrido BRS 3035 se destaca para a maioria das varidveis
analisadas, produzindo maior quantidade de massa seca de parte aérea, plantas com
maior altura, volume de raizes e apresentando maiores indices de eficiéncia de
utilizacdo de N.

2. A inoculagdo com a estirpe Z-94 de Herbaspirillum seropedicae
promoveu aumento no volume de raizes, comprimento de raizes, massa seca da parte
aérea, teor de clorofila, teor de N na parte aérea, eficiéncia de absorcdo do N e
eficiéncia de utilizacdo do N por plantas de milho.

3. Alinoculacéo da estirpe Z-94 de H. seropedicae acrescido de 80 kg ha’
! de N aumentou o teor de N na parte aérea das plantas de milho em até 25% nos

gendtipos avaliados.



109

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALFOLDI, Z.; PINTER, L.; FEIL, B. Accumulation and partitioning of biomass and
soluble carbohydrates in maize seedlings as affected by source of nitrogen, nitrogen
concentration and cultivar. Journal of Plant Nutrition, v.15, n.11, p.2567-2585,
1992.

ALVES, G. C. Efeito da inoculacdo de bactérias dos géneros Herbaspirillum e
Burkholderia na cultura do milho. Rio de Janeiro: UFRRJ, 2007. 53 p. Dissertacao
(Mestrado) — Curso de P6s-Graduagdo em Agronomia, Area de Concentragdo em
Ciéncia do Solo, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2007.

ANDRADE, A. C.; FONSECA, D. M.; QUEIROZ, D. S.; SALGADO, L. T
CECON, P. R. Adubacdo nitrogenada e potassica em capim-elefante (pennisetum
purpureum schum. cv. napier). Ciéncia e Agrotecnologia, edi¢cdo especial, p.1643-
1651, 2003.

ARAUJO, L. A. N.; FERREIRA, M. E.; CRUZ, M. C. P. Adubac&o nitrogenada na
cultura do milho. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 39, n.8, p.771-777. 2004.

ARAUJO, F. F.; FOLONI, J. S. S.; WUTZKE, M.; MELEGARI, A. S.; RACK, E.
Hibridos e variedades de milho submetidos a inoculacdo de sementes com
Herbaspirillum seropedicae. Semina: Ciéncias Agrarias, v. 34, n. 3, p. 1043-1054,
2013.

BALDANI, V. L. D.; BALDANI, J. I.; DOBEREINER, J. Inoculation of rice plants
with the endophytic diazotrophs Herbaspirillum seropedicae and Burkholderia spp.
Biology and Fertility of Soils, v. 30, n.5-6, p. 485-491, 2000.

BALDANI, J. I.; CARUSO, L.; BALDANI, V. L. D.; GOI, S. R.; DOBEREINER, J.
Recent advances in FBN with non-legume plants. Soil Biology. v.29, n.5, p.911-922,
1997.

BALDANI, J. I.; POT, B.; KIRCHHOF, G.; FALSEN, E.; BALDANI, V. L. D;
OLIVARES, F. L.; HOSTE, B.; KERSTERS, K.; HARTMANN, A.; GILLIS, M,;
DOBEREINER, J. Emended description of Herbaspirillum, inclusion of
“Pseudomonas” rubrisubalbicans, a mild plant pathogen as Herbaspirillum
rubrisubalbicans comb. nov. and classification of a group of clinical isolates (EF
group 1) as Herbaspirillum species 3. International Journal of Systematic
Bacteriology, v. 46, n.3, p. 802-810, 1996.

BOOIJ, R.; VALENZUELA, J. L.; AGUILERA, C. Determination of crop nitrogen
status using non-invasive methods. In: HAVERKORT, A.J.; MACKERRON, D.K.L.
(Eds.). Management of nitrogen and water in potato production. The
Netherlands, Wageningen Pers, p. 72-82, 2000.



110

BULL, L. T. Nutricdo mineral do milho. In: BULLI, L. T.; CANTARELLA, H. (ed).
Cultura do milho: fatores que afetam a produtividade. Piracicaba: Potafos, 1993.
p.63-131.

CANELLAS, L. P.; BALMORI, D. M.; MEDICI, L. O.; AGUIAR, N. O
CAMPOSTRINI, E.; ROSA, R. C. C.; FACANHA, A. R.; OLIVARES, F. L. A
combination of humic substances and Herbaspirillum seropedicae inoculation
enhances the growth of maize (Zea mays L.). Plant and Soil, n.366, p.119-132,
2013.

CARMO, M. S.; CRUZ, S. C. S.; SOUZA, E. J.; CAMPOS, L. F. C.; MACHADO,
C. G. Doses e fontes de nitrogénio no desenvolvimento e produtividade da cultura de
milho doce (Zea maysconvar. saccharatavar. rugosa) Bioscience Journal
Uberlandia, v. 28, Supplement 1, p. 223-231, 2012.

CARVALHO, R. P.; VON PINHO, R. G.; DAVIDE, L. V. C. Eficiéncia de
cultivares de milho na absorcdo e uso de nitrogénio em ambiente de casa de
vegetacdo. Semina: Ciéncias Agrarias, v. 33, n. 6, p. 2125-2136, 2012.

CASSAN, F.. SGROY, V.. PERRIG, D.; MASCIARELLI, O.; LUNA, V.
Produccion de fitohormonas por Azospirillum sp. Aspectos fisioldgicos vy
tecnoldgicos de la promocion del crecimiento vegetal. In: CASSAN, F.D.; GARCIA
DE SALAMONE, I. (Ed.) Azospirillum sp.: cell physiology, plant interactions and
agronomic research in Argentina. Argentina: Asociacion Argentina de
Microbiologia, 2008. p. 61-86.

CHAPMAN, S. C.; BARRETO, H. J. Using a chlorophyll meter to estimate specific
leaf nitrogen of tropical maize during vegetative growth. Agronomy Journal, v. 89,
n.1, p. 557-562, 1997.

CONAB. 2013. Acompanhamento da Safra Brasileira de Graos 2011/2012:
Oitavo Levantamento, Fevereiro/2013, Companhia Nacional de Abastecimento.
Brasilia, CONAB, 27p.

DALLA SANTA, O. R.; SOCCOL, C. R.; JUNIOR, P. R.; HERNANDEZ, R. H.;
ALVAREZ, G. L. M.; DALLA SANTA, H. S.; PANDEY, A. Effects of inoculation
of Azospirillum sp. in maize seeds under field conditions. Food, Agriculture &
Environment, v.2, n.1, p. 238- 242, 2004.

DOBBELAERE, S.; CROONENBORGHS, A.; THYS, A, PTACEK, D,
VANDERLEYDEN, J; DUTTO, P.; LABANDERA-GONZALEZ, C,
CABALLERO-MELLADO, J.; AGUIRE, J.F.; KAPULNIK, Y., BRENER, S
BURDMAN, S.; KADOURI, D.; SARIG, S.; OKON, Y.. Response of agronomically
important crops to i noculation with Azospirillum. Australian Journal Plant and
Physiology, v. 28, n.9, p. 871-879, 2001.



111

DOBBELAERE, S.; CROONENBORGHS, A.; TRYSS, A.; PTACEK, D.; OKON,
Y.; VANDERLEYDEN, J. Effect of inoculation with wild type Azospirillum
brasilense and Azospirillum irakensestrains on development and nitrogen uptake of
spring wheat and grain maize. Biology and Fertility of Soils, v. 36, n.4, p. 284-297,
2002.

DONATE-CORREA, J.; LEON-BARRIOS, M.; PEREZ-GALDONA, R. Screening
for plant growth-promoting rhizobacteria in Chamaecytisus proliferus, a forage
tershrub legume endemic to the Canary Islands. Plant and Soil, v.266, n.1-2, p.261-
272, 2004.

DOTTO, A. P.; LANA, M. C.; STEINER, F.; FRANDOLOSO, J. F. Produtividade
do milho em resposta a inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae sob diferentes
niveis de nitrogénio. Revista Brasileira de Ciéncias Agrarias, v. 5, n. 3, p.376-382,
2010.

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA.
Centro Nacional de Pesquisa de Solos. Sistema brasileiro de classificacdo de solos.
3 Ed. rev. ampl.- Brasilia, DF: Embrapa Solos, 2013. 353p.

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA.
Manual de anélises quimicas de solos, plantas e fertilizantes.- 2. Ed, Brasilia.,
Embrapa Informacdo Tecnoldgica, 2009. 627 p.

EPSTEIN, E.; BLOOM, A.J. Nutricdo mineral de plantas: principios e
perspectivas. Londrina: Editora Planta, 2006. 403p.

FANCELI, L. A.; DOURADO NETO, D. Producéo de milho. Livroceres: Livraria e
Editora Agropecuaria Ltda, 2° Edicédo, 2008, 360p.

FERNANDES, F. C. S.; BUZETTI, S.; ARF, O.; ANDRADE, J.A.C. Doses,
eficiéncia e uso de nitrogénio por seis cultivares de milho. Revista Brasileira de
Milho Sorgo, v.4, n.2, p.195-204, 2005.

FERREIRA, D. F. Sistema de analises de variancia para dados balanceados.
Lavras: UFLA, 2000.

FERREIRA, J. S.; GUIMARAES, S. L.; BALDANI, V. L. D. Producéo de gréos de
arroz em funcdo as inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae. Enciclopédia
Biosfera, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.7, n.13; p. 826-833, 2011.

FERREIRA, J. S.; BALDANI, J. I.; BALDANI, V. L. D. Selecéo de inoculantes a
base de turfa contendo bactérias diazotréficas em duas variedades de arroz. Acta
Scientiarum Agronomy, v. 32, n. 1, p. 179-185, 2010.

GARCIA DE SALOMONE, I. E.; DOBEREINER, J. Maize genotype effects on the
response to Azospirillum inoculation. Biology and Fertility of Soils, v.21, n.3,
p.193-196, 1996.


http://link.springer.com/journal/374

112

GLASS, A. D. M. lon absorption and utilization: the celular level. In: BALIGAR,
V.C., DUNCAN, R.R. (Ed). Crops as enhancers of nutrient use. San Diego:
Academic Press, 1990. p.37-64.

GUIMARAES, S. L.; BALDANI, J. I.; BALDANI, V. L. D.; JACOB-NETO, J.
Adicdo de molibdénio ao inoculante turfoso com bactérias diazotréficas usado em
duas cultivares de arroz irrigado. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 42, n. 3, p.
393-398, 2007.

GUIMARAES, S. L., CAMPOS, D. T. S., BALDANI, V. L. D., JACOB-NETO, J.
Bactérias diazotroficas e adubacdo nitrogenada em cultivares de arroz. Revista
Caatinga. v.23, n.4, p.32-39, 2010.

HUERGO, L. F.; MONTEIRO, R. A.; BONATTO, A. C.; RIGO, L. U.; STE-
FFENS, M. B. R.; CRUZ, L. M.; CHUBATSU, L. S.; SOUZA, E. M.; PEDROSA,
F.O. Regulation of nitrogen fixation in Azospirillum brasilense. In: CASSAN, F.D.:
GARCIA DE SALAMONE, I. Azospirillum sp.: cell physiology, plant interactions
and agronomic research in Argentina. Asociacion Argentina de Microbiologia,
Argentina, 2008. p.17-35.

KAPPES, C.; ARF, O.; ARF, M. V.; FERREIRA, J. P.; DAL BEM, E. A,
PORTUGUAL, J. R.; VILELA, R. G. Inoculacdo de sementes com bactéria
diazotrofica e aplicacdo de nitrogénio em cobertura e foliar em milho. Semina:
Ciéncias Agraérias, v. 34, n. 2, p. 527-538, 2013.

KAPPES, C.; ANDRADE, J. A. C.; ARF, O.; OLIVEIRA, A. C.; ARF, M. V,;
FERREIRA, J. P. Desempenho de hibridos de milho em diferentes arranjos espaciais
de plantas. Bragantia, v. 70, n. 2, p. 334-343, 2011.

KENNEDY, I. R.; CHOUDHURY, A. T. M. A.; KECSKES, M. L. Non-symbiotic
bacterial diazotrophs in crop-farming systems: can their potential for plant growth
promotion be better exploited. Soil Biology and Biochemistry, v. 36, n.8, p. 1229-
1244, 2004.

LIMA, F. F. Bacillus subtilis e niveis de nitrogénio sobre o desenvolvimento e
produtividade do milho.Teresina: UFPI, 2010, 52p. Dissertacdo (Mestrado) — Curso
de Po6s-graduacdo em Agronomia, Area de Concentracio em Producdo Vegetal,
Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2010.

MARSCHNER, H. Mineral nutrition of higher plants. San Diego: Academic
Press, 1995. 889p.

MELLO, N. Inoculacéo de Azospirillum brasilense nas culturas de milho e trigo.
Passo Fundo: UPF, 2012. 90 p. Dissertacdo (Mestrado) — Curso de Pds-Graduagéo
em Agronomia, Area de Concentracdo em Produco Vegetal, Universidade de Passo
Fundo, 2012.



113

MONTEIRO, F.; GENIN, S.; VAN DUK, I.; VALLS, M. A luminescent reporter
evidences active expression of Ralstonia Solana cearum type Il secretion system
genes throughout plant infection. Microbiology, n.158, p. 2107-2116, 2012.

OLIVEIRA, F. A.; CAVALCANTE, L. F.; SILVA, |. F.; PEREIRA, W. E;
OLIVEIRA, J. C. Crescimento do milho adubado com nitrogénio e fésforo em um
Latossolo Amarelo. Revista Brasileira de Ciéncias Agrarias, v. 4, n. 3, p. 238-244,
2009.

QUADROS, P. D. Inoculacao de Azospirillum spp. em sementes de genotipos de
milho cultivados no Rio Grande do Sul. Porto Alegre: UFRGS, 2009. 63 p.
Dissertacio (Mestrado) — Curso de Pds-Graduagio em Agronomia, Area de
Concentracdo em Ciéncia do Solo, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, 2009.

RADWAN, T. E. S. E. D,; MOHAMED, Z. K.; REIS, V. M. Efeito da inoculagéo de
Azospirillum e Herbaspirillum na producdo de compostos inddlicos em plantulas de
milho e arroz. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.39, n.10, p.987-994, 2004.

RAO, A. C. S.; SMITH, J. L.; PARR, J. F.; PAPENDICK, R. I. Considerations in
estimating nitrogen recovery efficiency by the difference and isotopic dilution
methods. Fertilizer Research, v.33, p.209-217, 1992.

REIS JUNIOR, F. B.; MACHADO, C. T. T., MACHADO, A. T.; SODEK, L.
Inoculacdo de Azospirillum amazonense em dois genétipos de milho sob diferentes
regimes de nitrogénio. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, v. 32, n.3, p. 1139-
1146, 2008.

SALA, V. M. R.; CARDOSO, E. J. B. N.; FREITAS, J. G.; SILVEIRA, A. P. D.
Resposta de geno6tipos de trigo a inoculacdo de bactérias diazotroficas em condigdes
de campo. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.42, n.6, p.833-842, 2007.

SIDDIQI, M. Y.; GLASS, A. D. M. Utilization index: a modified approach to the
estimation and comparison of nutrient utilization efficiency in plants. Journal of
Plant Nutrition, v. 4, n.3, p. 289-302, 1981.

SILVA, P.S. L.; OLIVEIRA, F. H. T.; SILVA, P. |. B. Efeitos da aplicacdo de doses
de nitrogénio e densidades de plantio sobre os rendimentos de espigas verdes e de
grdos de milho. Horticultura Brasileira, v. 21, n. 3, p. 452-455, 2003.

SWIADER, J. M. CHYAN, Y.; FREWI, F. G. Genotypic differences in nitrate uptake
and utilization efficiency in pumpkin hybrids. Journal of Plant Nutrition, v.17,
n.10, p.1687-1699, 1994.

TAYLOR, D.; ARKIN, G. F. Root zone modification fundamentals and alternatives.
In: Modifying the root environment to reduce crop stress. St. Joseph: ASAE,
1981. p.3-16.



114

CAPITULO V

INOCULACAO COM Herbaspirillum seropedicae E FERTILIZACAO
NITROGENADA SOBRE A EFICIENCIA DE UTILIZACAO DO N POR
DIFERENTES GENOTIPOS DE MILHO

RESUMO

A utilizacdo de fertilizantes quimicos nitrogenados em plantas néo
leguminosas constitui um dos maiores custos na agricultura. Assim, a fixacao
bioldgica proporcionada por bactérias diazotroficas pode representar alternativa para
producdo de milho em sistemas agricolas mais sustentaveis ou de baixa utiliza¢éo de
insumos. Dessa forma, objetivou-se com o presente trabalho avaliar o efeito
interativo da inoculacdo de sementes com Herbaspirillum seropedicae e da adubacao
nitrogenada na eficiéncia de utilizacdo do N por diferentes genétipos de milho, pela
técnica de diluicdo isotépica de ™N. O ensaio foi conduzido em condigdes
controladas de casa de vegetacdo utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3 x 2 x 2, sendo, trés hibridos de milho: Maximus,
P3646H e BRS3035, plantas inoculadas e ndo inoculadas, duas doses de nitrogénio:
0,0 e 80 kg ha, com quatro repeticdes. Aos 35 dias apds a emergéncia as plantas
foram coletadas e divididas em raiz e parte aérea, sendo avaliado a produgdo de
massa seca da parte aérea e raiz, quantidade de N acumulada na planta, porcentagem
de N na planta proveniente do fertilizante, quantidade de N na planta proveniente do
fertilizante e a eficiéncia de utilizacdo do N aplicado como fertilizante. Os resultados
permitiram concluiu-se que existe distin¢do entre genétipos de milho para producédo
de massa seca da parte aérea e porcentagem de N na parte aérea proveniente do
fertilizante. A producdo de massa seca da parte aérea € influenciada pela inoculacdo
com Herbaspirillum seropedicae. A inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae na
presenca da adubacdo nitrogenada promove incrementos de aproximadamente de
32% na quantidade de N na parte aérea do hibrido P3646H e de 62% do hibrido BRS
3035. O hibrido P3646H e o hibrido BRS3035 apresentaram aumentos de 34,3% e
64,4%, respectivamente, na eficiéncia de utilizacdo do N quando inoculados com
Herbaspirillum seropedicae sem adi¢éo de N.

Palavras-chave: Zea mays L., bactérias diazotréficas, *°N, adubacéo nitrogenada.
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EFFICIENCY OF UTILIZATION OF N BY DIFFERENT MAIZE
GENOTYPES Herbaspirillum seropedicae INOCULATION INFLUENCED
AND NITROGEN FERTILIZATION

ABSTRACT

The use of nitrogen fertilizers in leguminous plants is one of the biggest
costs in agriculture. Thus, the biological fixation provided by diazotrophic bacteria
can represent an alternative to corn production in more sustainable agricultural
systems or low use of inputs. Thus, the objective of this work to evaluate the
interactive effect of inoculation of Herbaspirillum seropedicae with seeds and
nitrogen fertilizer use efficiency of different maize genotypes N, by the technique of
isotopic dilution of N . The test was conducted under controlled conditions of
greenhouse and the experimental design used was the completely randomized design
in factorial scheme 3 x 2 x 2, and three hybrids of corn: Maximus, P3646H and
BRS3035, inoculated and non-inoculated plants, two doses of nitrogen: 0.0 and 80 kg
ha™, with four replicates. To 35 days after emergence plants were collected and
divided into root and aerial part, being evaluated the dry matter production of shoot
and root, amount of N accumulated in plant, percentage of N in the plant from the
fertilizer, quantity of N in the plant comes from fertilizer and use efficiency of N
applied as fertilizer. The results it is concluded that there is no distinction between
maize genotypes for dry matter production of aerial part and percentage of N in
aboveground from fertilizer. The dry matter production of aerial part is influenced
by inoculation with Herbaspirillum seropedicae. Inoculation with Herbaspirillum
seropedicae in the presence of nitrogen fertilizer promotes increments of
approximately 32% on the amount of N in the aerial part of the hybrid P3646H and
62% of the hybrid BRS 3035. The hybrid P3646H and hybrid BRS3035 showed
increases of 34.3% and 64.4%, respectively, in the efficiency of utilization of N
when inoculated with Herbaspirillum seropedicae no added N.

Key words: Zea mays L., diazotrophic bacteria, *°N, nitrogen fertilization.
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INTRODUCAO

O milho é uma cultura exigente em fertilidade do solo, com destaque
para o nitrogénio (N), cuja deficiéncia pode reduzir entre 10 a 22% o rendimento de
grédo (SUBEDI e MA, 2009). Assim, o manejo inadequado da adubacdo nitrogenada
ainda se configura com um dos principais gargalos ao aumento da produtividade.
Atualmente, os fertilizantes nitrogenados representam mais de 70% do custo de
adubacdo do milho, o que influencia expressivamente na viabilidade econdmica da
cultura (MACHADO et al., 1998). A obtencdo de cultivares adaptada a solos pobres
em N e capazes de se associar a bactérias diazotroficas podem representar uma
alternativa economicamente viavel para a produgdo de milho em sistemas agricolas
com baixo aporte de insumos.

O uso de doses relativamente altas de nitrogénio durante o crescimento
de cultivares hibridos de milho pode levar a selecdo de gendtipos que apresentem
consumo de luxo do nutriente e/ou que requeiram elevada adubacgéo nitrogenada para
expressar seu potencial produtivo (CARLONE e RUSSEL, 1987). Por outro lado,
baixas doses de nitrogénio podem contribuir naturalmente para a selecdo de
gendtipos eficientes na associacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio, os quais
podem proporcionar reducdo no consumo de fertilizantes nitrogenados sintéticos
(ROESCH et al., 2005), e selecdo e/ou o desenvolvimento de cultivares com maior
eficiéncia no uso de N (CARVALHO et al., 2012).

A eficiéncia no uso de nitrogénio (EUN), definida como a razdo entre a
produtividade de grdos ou peso de parte aérea da planta seca por unidade de
nitrogénio disponivel no solo (MOLL et al.,1982), permite as plantas atingirem altas
produtividades com maior sustentabilidade (AHLGREN et al., 2008). Cultivares de
milho mais eficiente no uso de N podem ser obtidos com melhoramento genético
para eficiéncia na absorcdo e/ou na utilizacdo de N (GALLAIS e HIREL, 2004;
SOUZA et al., 2008).

A obtencdo de maior eficiéncia na utilizagdo do N tem sido um objetivo
almejado tanto para a agricultura capitalizada, quanto para a de baixos insumos. Isto
ocorre devido aos desperdicios e a escassez do nitrogénio que podem gerar

problemas econdmicos, ambientais, de salde publica e de seguranca alimentar
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(CARVALHO et al., 2012). Entretanto, os caminhos para se obter gendtipos mais
eficientes na utilizacdo do nitrogénio sdo bastante complexos, pois o metabolismo do
nitrogénio é influenciado por diversos fatores ambientais (HIREL et al., 2001;
MAJEROWICZ et al., 2002).

A interacgdo positiva entre bactérias diazotroficas e a cultura do milho tem
sido demonstrada por varios autores e, embora 0 maior obstaculo para a utilizagdo
desta tecnologia seja a inconsisténcia de resultados (DOBBELAERE et al., 2001;
REIS, 2007), levantamentos de diversos experimentos realizados em Varios paises
mostram que a inoculacdo com bactérias do género Herbaspirillum resultou, na
maioria dos casos, em aumento de massa seca, produtividade e acumulo de
nitrogénio.

Assim, tendo em vista que a amplitude genética pode influenciar a
interacdo de plantas de milho com bactérias diazotréficas endofiticas, objetivou-se
com o presente trabalho estudar o efeito interativo da inoculacdo de sementes com
Herbaspirillum seropedicae e da adubacdo nitrogenada sobre a eficiéncia de
utilizacdo do N por diferentes genétipos de milho, determinada pela técnica de

diluicéo isotépica de *°N.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetagdo, na Faculdade de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Grande Dourados, MS, no periodo de
dezembro de 2012 a janeiro de 2013, cujas coordenadas geogréaficas sdo latitude
22°12’ S, longitude 54°56°W e altitude de 452 m. O clima da regido € do tipo Cwa,
segundo a classificacéo de Kdppen. O solo utilizado neste estudo, classificado como
Latossolo Vermelho distroférrico de textura muito argilosa (EMBRAPA, 2013), foi
coletado na profundidade de 0-20 cm. A andlise quimica do solo antes da instalacédo
do experimento resultou nos seguintes valores: pH (CaCl,): 4,15; P: 26 mg dm; K:
5,0 mmolc dm™; Ca: 9,0 mmolc dm™; Mg 2,0 mmolc dm™; Al: 3,3 mmolc dm™;
H+Al: 41,6 mmolc dm™; SB: 115,1 mmolc dm™®; CTC: 531,1 mmolc dm™, saturacéo
por bases 21,7%. A analise granulométrica apresentou 225 g kg™ de areia, 125 g kg™
de silte e 650 g kg™ de argila.

A corregéo do solo foi realizada 30 dias antes da semeadura com o intuito
de elevar a saturacdo por bases para 50%, sendo utilizado calcario dolomitico
finamente moido (PRNT 100%), considerando os resultados da andlise do solo.
Devido a baixa fertilidade do solo, também foi realizada uma adubacdo de base para
garantir o estabelecimento da cultura. Foram aplicados (misturado ao solo) 100 kg
ha' de P,0s (270 mg dm™) e 60 kg ha® de K,O (51 mg dm™®), na forma de
superfosfato simples e cloreto de potassio, respectivamente. Os micronutrientes
foram aplicados conforme a exigéncia da cultura, na forma de solugédo, usando agua
deionizada e sais p.a., de acordo com Epstein e Bloom (2006). A adubacéo
nitrogenada foi realizada na dose de 80 kg ha™ de N (54 mg dm™), na forma de ureia
(45%), aplicados em duas vezes de 40 kg ha™ de N (27 mg dm™). A primeira
aplicacdo de N foi realizada na semeadura e a segunda, em cobertura, aos 15 dias
apos a emergéncia das plantas. O enriquecimento isotdpico utilizado foi de 0,7% de
atomos de ®N em excesso para dose de 80 kg ha™. Para facilitar a aplicacéo
uniforme, o fertilizante nitrogenado foi diluido em 50 mL de agua deionizada e
aplicado com auxilio de uma pipeta.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado em

esquema fatorial 3 x 2 x 2, sendo, trés hibridos de milho: Maximus, P3646H e
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BRS3035, plantas inoculadas e ndo inoculadas, duas doses de nitrogénio: 0,0 e 80 kg
ha?, com quatro repeticdes. As unidades experimentais foram compostas por vasos
plasticos com capacidade de 10 dm™, cujo solo foi irrigado diariamente com agua
deionizada de maneira controlada para repor a agua evapotranspirada, visando
manter 60% da capacidade de campo.

Na semeadura foram utilizadas sementes de milho do hibrido simples
P3646H (Pioneer), hibrido duplo Maximus (Syngenta) e triplo BRS3035 (Embrapa),
sendo as mesmas previamente inoculadas com a estirpe Z-94 de Herbaspirillum
seropedicae (concentracdo de células no inoculante na faixa de 10°) na formulagéo
a base de turfa, produzido pela Embrapa Agrobiologia, Seropédica - RJ. A dose
aplicada foi de 250 g do inoculante turfoso para cada 10 kg de sementes de milho.
Para a inoculagdo foram adicionados 60 mL para cada 10 kg de semente de uma
solucdo acucarada a 10% (p/v), visando aumentar a adesdo do inoculante turfoso as
sementes. As sementes foram postas a germinar diretamente nos vasos, sendo, que
aos oito dias apds a emergéncia, realizou-se o desbaste deixando apenas uma planta
em cada unidade experimental.

Aos 35 dias ap6s a emergéncia as plantas foram coletadas e divididas em
raiz e parte aérea. Todo o material vegetal coletado foi lavado em agua corrente,
solucdo de HCl a 0,1 mol L™ e 4gua deionizada, respectivamente. Em seguida, as
amostras foram acondicionadas em sacos de papel e secos em estufa com circulacéo
forcada de ar a temperatura de 65°C, por 72 horas. Apds a secagem do material
vegetal, procederam-se a pesagem e moagem da massa seca em moinho tipo Wiley
para as analises de N total e composi¢éo isotopica do N.

O N total nas diferentes partes da planta (raiz e parte aérea) foi
determinado pelo método de Kjeldahl, de acordo com a metodologia descrita em
Embrapa (2009). Quanto as analises da composicao isotépica de *°N, as amostras
foram processadas de acordo com o método de Rittenberg (1946); partindo-se do
destilado final obtido na andlise da percentagem de N total, os extratos foram
novamente acidificados com H,SO, 0,5 mol L™ e concentrados por evaporacéo, e o
N-NH;" foi convertido em N por oxidagdo com hipobrometo de litio (LiOBr)
(PORTER e O’DEEN, 1977). As analises da composi¢do isotopica de N foram

determinadas em espectrdmetro de massa Delta Plus, do Laboratério de Is6topos
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Estaveis John M. Day da Embrapa Agrobiologia. Com o0s resultados de composicao

isotépica de nitrogénio (% em &tomos de **N) das amostras, foram calculados:

a) Quantidade de N total acumulada (QNT, mg/planta)
EMS x N
QNT = ——
100

em que RMS é o rendimento de massa seca, e N é o teor de N na planta
(9 kg™).

b) Porcentagem de N na planta proveniente do fertilizante (%NPPF)

% dtomos de 15N em excesso na planta
UGNPPF = - — x100
04 datomos de 15N em excesso no fertilizante

c) Quantidade de N na planta proveniente do fertilizante

96NPPF x QNT

NPPF =
Q 100

d) Eficiéncia de utilizagdo do N aplicado como fertilizante, em funcdo da
quantidade aplicada (QNA)

PPF
EUN = x 100
QNA

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se
0 programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observados efeitos significativos (p<0,05) da interagdo hibrido x
inoculagdo x nitrogénio na porcentagem de nitrogénio na parte aérea (%0NPA) e na
quantidade de nitrogénio total na parte aérea (QNTPA). As massas secas da parte
aérea (MSPA) e da raiz (MSR) néo apresentaram efeito significativo da interacdo e
sdo apresentados independentes para cada hibrido, inoculagdo e nitrogénio (Quadro
1).

Os hibridos de milho diferiram significativamente (p< 0,05) em relagdo a
massa seca da parte aérea (Quadro 1), a qual foi 60,5% maior no hibrido BRS 3035
em comparagdo com o hibrido Maximus e 28,3% comparado ao hibrido P3646H
(Figura 1). Em 2008, Reis Junior e colaboradores também observaram diferenca no
acumulo de massa seca entre hibridos de milho estudados.

No presente estudo, a adubacdo nitrogenada promoveu aumento na
producdo de massa seca da parte aérea de plantas de milho em 79,5% em relagdo ao
controle ndo adubado (Figura 1). Resultados similares foram obtidos por Gava et al.
(2010), onde constataram que a elevacdo da dose de N-fertilizante resultou no
aumento da massa seca e na taxa de producao de massa seca pela cultura do milho. A
massa seca da raiz do tratametno adubado foi 7,92% superior ao tratamento néo
adubado (Figura 2), corroborando com os resultados de Taylor e Arkin (1981) e
Glass (1990), relataram alteracdo no crescimento das raizes em funcao da fertilidade
do solo. Além disso, o N favorece o crescimento do sistema radicular, propiciando a

planta condi¢des para maior absorcao de dgua e nutrientes (RAO et al., 1992)



QUADRO 1. Resumo da andlise de variancia para massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), porcentagem de nitrogénio
na parte aérea (%NPA) e quantidade de nitrogénio total da parte aérea (QNTPA) de trés hibridos de milho submetidos a

diferentes niveis de nitrogénio e inoculados com Herbaspirillum seropedicae. Dourados, MS (2013).

Fonte de variagdo GL Quadrado médio
MSPA MSR %NPA QNTPA
Hibrido (H) 2 51,30* 3,94 0,58* 8357,16*
Nitrogénio (N) 1 224,42* 41,45* 8,50* 193080,79*
Inoculacao (1) 1 33,41* 12,19 0,01 11041,70*
H*N 2 7,23 0,48 0,07 6130,75*
H*I 2 2,55 12,53 0,32* 2703,31
N*I 1 4,30 3,49 0,15* 1692,00
H*N*I 2 0,77 0,72 0,41* 5262,89*
Residuo 36 3,33 5,01 0,02 916,63
Média 7,59 24,40 1,43 116,68
CV (%) 24,07 9,18 11,32 25,95

* —significativo pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Observa-se que a inoculacdo com a estirpe Z-94 de Herbaspirillum
seropedicae proporcionou um incremento de 24,74% na producdo de massa seca da
parte aérea em relacdo ao controle ndo inoculado. Os valores variaram de 6,75
g/planta no tratamento controle para 8,52 g/planta no tratamento inoculado (Figura
1). Essa maior producdo de massa seca da parte aérea das plantas inoculadas pode ter
sido favorecida pela producdo de substancias promotoras de crescimento pelas
bactérias. Ferreira et al. (2011); Ferreira et al. (2010) e Guimaraes et al. (2010)
também observaram efeito significativo da inoculagdo com Herbaspirillum

seropedicae em plantas de arroz sobre 0 acimulo de massa seca da parte aérea.
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FIGURA 1. Massa seca da parte aérea de trés gendtipos de milho inoculados ou nédo
com Herbaspirillum seropedicae sob diferentes niveis de nitrogénio.
Hibrido 1 (Maximus), Hibrido 2 (P3646H) e Hibrido 3 (BRS 3035); SI

(sem inoculacéo); CI (com inoculacao).
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FIGURA 2. Massa seca da raiz de em resposta a adubacéo nitrogenada.

Para a %NPA das plantas de milho, houve interacdo significativa entre
gendtipos de milho, inoculacdo das sementes com Herbaspirillum seropedicae e
doses de nitrogénio (Quadro 2). Nao houve diferenca significativa entre os genétipos
de milho sem inoculacdo e sem adubacéo nitrogenada (Quadro 2). Na presenca de
inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae e sem adubacdo nitrogenada verificou-
se menor %NPA no hibrido BRS 3035 em compara¢do aos demais hibridos (Quadro
2). No trabalho de Sala et al. (2007), para um dos dois gendtipos de trigo testados,
sem adi¢do de N-fertilizante, as plantas que ndo receberam inoculacdo com bactérias
diazotroficas apresentaram maior acumulo de N do que nos tratamentos com
inoculacdo. Araujo et al. (2013) relataram que na auséncia de adubo nitrogenado a
inoculacdo pode reduzir a massa seca da parte aérea das plantas. Esse efeito negativo
encontrado também pode ocorrer em razdo de um aumento do sistema radicular, em
detrimento do desenvolvimento da parte aérea. Uma das explicacdes para isso € que
um dos beneficios proporcionados pelas bactérias diazotréficas em culturas de
gramineas é a sua capacidade de produzir fitohorménios (DOBBELAERE et al.,
2001, 2002; MENDONCA et al., 2006; SALA et al., 2007).

Na presenca da adubacdo nitrogenada e inoculagdo com Herbaspirillum
seropedicae verifica-se um incremento de 26,8% e 36,2% na %NPA dos hibridos

P3646H e BRS 3035, respectivamente, quando adubado e inoculado com
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Herbaspirilum seropedicae (Quadro 2). No entanto, resultados contrérios foram
obtidos para o hibrido Maximus tanto para %NPA guanto para QNTPA (Quadro 2).

A QNTPA ndo diferiu estatisticamente entre os hibridos de milho no
tratamento sem adubagdo nitrogenada, com e sem inoculacdo. No entanto, na
presenca da adubagdo nitrogenada, a inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae
aumentou em aproximadamente 32% a QNTPA do hibrido P3646H e 62% do
hibrido BRS 3035 em relacdo ao tratamento adubado e ndo inoculado com H.
seropedicae (Quadro 2). Relatos reforgam que sdo comuns respostas varidveis de
inoculagdo com bactérias diazotréficas endofiticas em culturas de gramineas, o que
tem justificado investimentos para aprimorar tal tecnologia (SALA et al., 2007).
Mesmo em ambientes controlados, como em casa de vegetacdo, tém sido frequentes
respostas discrepantes de associacdo de bactérias diazotroficas e cultivares de milho,
0 que, provavelmente, tem limitado a consolidacdo de inoculantes comerciais
(DOBBELAERE et al., 2002).

A porcentagem de nitrogénio na parte aérea proveniente do fertilizante
(%NPAPF) diferiu apenas entre os hibridos de milho, enquanto que a quantidade de
nitrogénio na parte aérea proveniente do fertilizante (QNPAPF) e eficiéncia de
utilizacdo do nitrogénio na parte aérea (EUNPA) foram influenciados pela interacédo

hibrido e inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae (Quadro 3).
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QUADRO 2. Porcentagem de nitrogénio na parte aérea (%NPA) e quantidade de

nitrogénio total na parte aérea (QNTPA) de trés genotipos de milho

inoculados ou ndo com Herbaspirillum seropedicae sob diferentes

niveis de nitrogénio. Dourados, MS (2013).

%NPA

H1l H2 H3
No Sl 1,10 a A b 1,14 a A 0090 a A D
Cl 107 a Ab 109 a A 0,76 b A Db
Ns40 Sl 209 a A a 186 a B 1,38 b B a
Cl 154 ¢ B a 236 a A 1,88 b A a

QNTPA (mg planta™)

H1 H2 H3
No Si 3376 aAb 4820 a A 50,12 a A Db
Cl 64,78 a A b 60,19 a A 6249 a A b
Ns40 Sl 14460 a A a 181,40 a B a 15100 a B a
Cl 11854 b A a 23859 a A a 24655 a A a

As letras minudsculas comparam efeito do hibrido, as letras mailsculas comparam o efeito da
inoculacdo e as letras em italico comparam o efeito do nitrogénio. Letras iguais ndo diferem entre si
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Hibrido 1 (Maximus), Hibrido 2 (P3646H) e Hibrido 3 (BRS
3035); Sl (sem inoculagdo) CI (com inoculagdo).
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QUADRO 3. Resumo da analise de variancia para porcentagem de nitrogénio na parte aérea proveniente do fertilizante (%NPAPF), quantidade

de nitrogénio na parte aérea proveniente do fertilizante (QNPAPF) e eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio na parte aérea

(EUNPA) por trés hibridos de milho submetidos a diferentes niveis de nitrogénio e inoculados com Herbaspirillum seropedicae.

Dourados, MS (2013).

Fonte de variacéo GL Quadrado médio

%NPAPF QNPAPF EUNPA
Hibrido (H) 2 18,32* 12129,35* 415,95*
Inoculagéo (1) 1 3,81 9100,66 312,09*
H*I 2 1,67 6157,04* 211,14*

Residuo 18 2,44 1350,96 46,32

Média 88,77 159,05 29,45

CV (%) 1,77 23,11 23,11

* —significativo pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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A %NPAPF foi superior no hibrido P3646H, com percentuais de incremento
de 2,8% e 3,1% em relacdo aos hibridos Maximus e BRS3035, respectivamente
(Figura 3). Em média, 89,8% do N total acumulado na parte aérea do hibrido
P3646H € proveniente do fertilizante. J& a QNPAPF diferiu entre os hibridos de
milho e na presenca e auséncia de inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae. Ndo
houve diferenga significativa (p<0,05) entre os hibridos de milho sem inocula¢do
com Herbaspirillum seropedicae, enquanto que os hibridos P3646H e BRS3035
apresentaram maior QNPAPF na presenca de inoculagdo com Herbaspirillum
seropedicae, ambos diferindo do tratamento sem inoculacdo (Quadro 4). Esse
aumento na QNPAPF, quando inoculado com H. seropedicae pode ter ocorrido
devido a producdo de auxinas pelas bactérias, que estimula o crescimento das raizes,
e aumenta o volume de solo explorado, contribuindo com 0 aumento na quantidade

de nutriente absorvido.

90 -
89 -

88 -

b

% NPAPF
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85 ,
1 2 3
Hibridos

FIGURA 3. Porcentagem de nitrogénio proveniente do fertilizante na parte aérea de
trés genotipos de milho. Hibrido 1 (Maximus), Hibrido 2 (P3646H) e
Hibrido 3 (BRS 3035).



129

A eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio pela parte aérea (EUNPA), que se
refere ao aproveitamento do N-fertilizante, em relacdo a quantidade de N aplicada
como fertilizante diferiu entre os hibridos de milho e na presenca e auséncia de
inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae (Quadro 4). N&o houve diferenca
significativa (p<0,05) para EUNPA entre os hibridos de milho sem inoculagdo com
Herbaspirillum seropedicae, enquanto que os hibridos P3646H e BRS 3035
apresentaram maior EUNPA na presenca de inoculacdo com Herbaspirillum
seropedicae, com acréscimos percentuais na ordem de 34,3% e 64,4% em relacdo ao
tratamento sem inocula¢do (Quadro 4). Resultados contrérios foram obtidos pelo
hibrido Maximus em relacdo a QNPAPF e a EUNPA. O hibrido Maxinus apresentou
decréscimo de 22,11% na QNPAPF e na EUNPA em relacdo ao tratamento
inoculado com Herbaspirillum seropedicae (Quadro 4). A maioria dos estudos
demonstra que existe grande variagdo no aproveitamento do N-fertilizante pelas
plantas, raramente ultrapassando 50% do aplicado. No presente estudo, o
aproveitamento relativamente alto dos hibridos de milho em relacdo aos tratamentos
com e sem inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae, provavelmente esta
relacionado a condi¢do de vaso, onde o sistema radicular permanece confinado,
explorando todo o volume de solo e, também ndo ocorrendo perda de N por
lixiviacdo, para camadas fora do alcance das raizes. Resultados similares foram
obtidos por Brito et al. (2011), avaliando a contribuicdo da fixacdo bioldgica de
nitrogénio, fertilizante nitrogenado e nitrogénio no solo no desenvolvimento de feijao

comum e caupi.



130

QUADRO 4. Quantidade de nitrogénio derivado do fertilizante na parte aérea (QNDFPA) e eficiéncia do uso de nitrogénio na parte aérea

(EUNPA) por trés genotipos de milho inoculados ou ndo com Herbaspirillum seropedicae. Dourados, MS (2013).

QNPAPF (mg planta™) EUNPA (%)
H1 H2 H3 H1 H2 H3
Sl 126,46 aA 161,25 aB 131,03 aB 23,41 aA 29,86 aB 24,26 aB
Cl 103,57 bA 216,59 aA 21541 aA 19,17 bA 40,11 aA 39,89 aA

As letras mindsculas comparam efeito do hibrido e as letras maitsculas comparam o efeito da inoculacdo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. Hibrido 1 (Maximus), Hibrido 2 (P3646H) e Hibrido 3 (BRS 3035); Sl (sem inoculagdo) CI (com inoculag&o).
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CONCLUSOES

1. Ha distingdo entre gendtipos de milho para producao de massa seca da
parte aérea e porcentagem de N na parte aérea proveniente do fertilizante.

2. A producdo de massa seca da parte aérea € influenciada pela
inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae.

3. A inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae na presenga da
adubacdo nitrogenada promove incrementos de aproximadamente de 32% na
quantidade de N na parte aérea do hibrido P3646H e de 62% do hibrido BRS 3035.

4. O hibrido P3646H e o hibrido BRS3035 apresentaram aumentos de
34,3% e 64,4%, respectivamente, na eficiéncia de utilizacdo do N quando inoculados

com Herbaspirillum seropedicae sem adicédo de N.
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CAPITULO VI

NITROGENIO E INOCULACAO COM Herbaspirillum seropedicae NA
CULTURA DO MILHO EM CONDICOES DE SOLO FERTIL

RESUMO

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) ja estabelecida entre
leguminosas pode ser uma abordagem tecnoldgica Util para aumentar a producdo de
gramineas, visto que microrganismos do género Herbaspirillum apresentam
potencial para a FBN e producdo de substancias promotoras do crescimento.
Objetivou-se com o presente trabalho avaliar em condi¢des de solo fértil o
desempenho agrondmico do milho em funcdo da inoculacdo das sementes com
Herbaspirillum seropedicae, sob diferentes niveis de nitrogénio. O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos casualizados com cinco repeti¢des, dispostos
em arranjo fatorial 2 x 5, ou seja, auséncia e presenca de inoculacdo com
Herbaspirillum seropedicae e cinco doses de nitrogénio (0, 48, 72, 96 e 120 kg ha™).
Os parametros avaliados foram: altura de insercdo de espiga, didmetro do colmo,
massa de espiga, comprimento de espiga, nimero de fileiras de grdos por espiga,
numero de grdos por espiga, diametro da base da espiga, massa de mil grdos, massa
seca da parte aérea, produtividade, teor de clorofila e teor de N nas folhas de milho.
Os resultados permitiram concluir que as plantas de milho, mesmo em solo fértil,
responderam a aplicacdo de nitrogénio para os diferentes componentes de producdo e
nessas condi¢Bes a inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae ndo influenciou
nenhuma das variaveis estudadas.

Palavras-chave: Zea mays L., diazotrofico, endofiticos, fixacdo bioldgica de
nitrogénio, inoculante.
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NITROGEN AND INOCULATION WITH Herbaspirillum seropedicae IN
CORN CULTURE IN CONDITIONS OF FERTILE SOIL

ABSTRACT

Biological nitrogen fixation (FBN) already established between
leguminous plants can be a technological approach useful to increase the production
of gamines, seen, that micro-organisms of the genus Herbaspirillum present potential
for FBN and production of substances that promote growth. The objective of this
work to evaluate in terms of fertile soil maize agronomic performance in function of
the inoculation of seeds with Herbaspirillum seropedicae, under different nitrogen
levels. The experimental design used was randomized blocks with five repetitions,
arranged in factorial arrangement 2x5, that is, the absence and presence of
Herbaspirillum seropedicae with inoculation and five nitrogen rates (0, 48, 72, 96
and 120 kg ha™). The parameters evaluated were: spike insertion height, diameter of
stem, mass of spike, spike length, number of rows of grains per spike, number of
grains per spike, spike base diameter, weight of one thousand grains, dry mass of the
shoot, productivity, chlorophyll content and N content the leaves of corn. The
conclusion that corn plants, even in fertile soil, responded to nitrogen application for
the different components of production, and under such conditions, inoculation with
Herbaspirillum seropedicae did not influence any of the variables studied.

Key words: Zea mays L., diazotrophic, endophytic, biological nitrogen fixation,
inoculants.
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INTRODUCAO

O milho € uma das principais culturas de importancia econdmica para o
Estado de Mato Grosso do Sul, necessitando de grandes quantidades de nitrogénio
para complementar a quantidade suprida pelo solo, e/ou adicionada ao solo na
semeadura e em cobertura, quando se deseja altas produtividades. Devido a sua
dindmica no solo, o nitrogénio (N) apresenta um manejo complexo, sendo,
geralmente, o elemento mais caro no sistema de producdo da cultura do milho
(BASTOS et al., 2008; CANTARELLA e MARCELINO, 2008). Além do alto custo
deste insumo, os riscos de poluicdo ambiental decorrentes da adubacdo nitrogenada
podem ser elevados, especialmente em condigdes de intensa precipitacdo e altas
doses de adubacéo. A safra brasileira de milho de 2011/2012 teve uma producédo de
67 milhdes de toneladas (CONAB, 2012). Em média, utilizam-se 22 kg ha™ de N
para cada 1000 quilos de grdos produzidos, sendo assim, estima-se que foram
utilizados 3.715,555 milhdes de toneladas de ureia (45%) para a producdo nesta
safra.

Tendo em vista 0s custos ambientais e econdmicos e o fato de que o
Brasil importa atualmente 70% da ureia utilizada na agricultura, se faz necessario
encontrar alternativas viaveis que visem a reducdo no seu uso. Desse modo, a
inoculacdo com bactérias diazotroficas pode ser uma alternativa biotecnolégica na
busca pela sustentabilidade, visto que estes microrganismos podem atuar na
disponibilidade de N para a planta, além de produzirem fitohormonios, substancias
responsaveis pelo estimulo ao crescimento das plantas, podendo dessa maneira
reduzir a utilizac&o de uréia na cultura do milho (QUADROS, 2009).

Entre as bactérias diazotroficas, destacam-se as do género
Herbaspirillum, que podem colonizar desde as raizes até as folhas, na regido da
rizosfera até tecidos internos da planta, sem emitir nenhum sintoma de
patogenicidade (TERVER e HOLLIS, 2002). O mecanismo de promogdo do
crescimento vegetal incluem acdes diretas, como a fixacdo biolégica de nitrogénio
(BALDANI et al., 1997), producéo de reguladores de crescimento vegetal (CASSAN
et al, 2001; DONATE-CORREA et al., 2004), solubilizagdo de fosfatos
(VASSILEV e VASSILEVA, 2003), e acOes indiretas, como o controle biologico
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(MARIANO et al., 2004), producdo de sideroforos (LODEWYCKX et al., 2002) e
inducdo a resisténcia sistémica no hospedeiro (JETIYANON e KLOEPPER, 2002).

A interacdo positiva entre estas bactérias e o milho, bem como entre
outras gramineas tem sido demonstrada por varios autores (DOTTO et al., 2010;
FERREIRA et al., 2011, GUIMARAES et al., 2010; SABINO et al., 2012) e, embora
0 maior obstaculo para a utilizacdo desta tecnologia seja a inconsisténcia de
resultados em condicdes de campo, ligada a fatores como condic¢des edafoclimaticas
e interacbes com a biota do solo (REIS, 2007), levantamentos de diversos
experimentos realizados em varios paises mostram que a inoculagdo com
Herbaspirillum resultou, na maioria dos casos, em aumento de massa seca,
produtividade e acimulo de nitrogénio. Apesar de muitos anos de pesquisa, ainda se
observam respostas muito variaveis, 0 que mostra a importancia e justifica a
realizacdo de experimentos a fim de se obter informacGes sobre a interagdo planta-
bactéria-ambiente.

O efeito do Herbaspirillum spp. no desenvolvimento do milho tem sido
pesquisado nos Ultimos anos, ndo somente quanto ao rendimento das culturas, mas
também com relacdo as causas fisiologicas que, possivelmente, aumentam esse
rendimento, esperando que a aplicacdo dessa forma alternativa de adubo reduza a
necessidade de aplicacdo de N fertilizante para a cultura (ALVES, 2007; ALVES,
2011).

Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar, em
condicdes de solo fértil, o desempenho agronémico do milho em funcdo da
inoculacdo das sementes com Herbaspirillum seropedicae, sob diferentes niveis de

nitrogénio.



140

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no campo experimental da Faculdade de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Grande Dourados, em Dourados-MS,
de marco a julho de 2012. As coordenadas geograficas sdo 22° 13' 16" S e 54° 17' 01"
W, com altitude média de 452 m. O clima da regido é do tipo Cwa, segundo a
classificacdo de Koppen. O solo foi classificado como Latossolo Vermelho
distroférrico, de textura muito argilosa (EMBRAPA, 2013). Dados medios de
temperatura e precipitacdo pluviométrica durante a conducdo do experimento foram
obtidos na Estacdo Agrometeorologica da Embrapa Agropecuaria Oeste, em

Dourados, MS, e sdo mostrados na Figura 1.
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FIGURA 1. Precipitacdo (mm) e temperatura (°C) médias mensais, registradas na
estacdo metereoldgica da Embrapa Agropecuaria Oeste, Municipio de
Dourados, MS, no ano de 2012.

Os resultados da analise quimica do solo, na profundidade de 0-20 cm,
antes da instalacdo do experimento resultaram nos seguintes valores: pH (CaCl,)
5,90; M.O. 31,18 g dm™; C: 18,13 g dm™; P (mehlich): 18,50 mg dm™; K: 5,5 mmolc
dm; Ca: 77,9 mmolc dm; Mg 28,4 mmolc dm™; Al: 0,00 mmolc dm™; H+Al: 34,2

mmolc dm™; SB: 111,8 mmolc dm™; CTC: 146,0 mmolc dm™, saturacdo por bases
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76,58%. A anélise granulométrica proporcionou os seguintes valores: 225 g kg™ de
areia, 125 g kg™ de silte e 650 g kg™ de argila.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados com
cinco repeti¢cdes. Os tratamentos foram dispostos em arranjo fatorial 2 x 5, ou seja,
auséncia e presenca de inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae e cinco doses de
nitrogénio (0, 48, 72, 96 e 120 kg ha™).

Foram utilizadas sementes do hibrido simples P3646H, sendo
previamente inoculadas com a estirpe Z-94 de Herbaspirillum seropedicae, em
veiculo a base de turfa, produzido pela Embrapa Agrobiologia, Seropédica-RJ. A
dose aplicada foi de 250 g para cada 10 kg de sementes de milho do inoculante com
veiculo a base de turfa. Visando aumentar a adeséo do inoculante as sementes foram
adicionados 60 mL para cada 10 kg de semente de uma solucdo acucarada a 10%
(p/v).

Na semeadura, a adubacdo de base foi realizada a lan¢o, com posterior
incorporacdo, aplicando-se 300 kg ha™ da formulacdo 0-20-20 para o suprimento de
60 kg ha™ de P,0s e K,0, respectivamente. A semeadura foi realizada manualmente,
com o auxilio de “matraca”, colocando-se duas sementes por cova, deixando-se apos
0 desbaste seis plantas por metro linear. As unidades experimentais foram compostas
por quatro linhas de seis metros de comprimento espacadas em 0,90 m entre linhas.
Foram eliminadas as duas linhas laterais e 0,5 m de cada extremidade da parcela,
avaliando os cinco metros de cada uma das duas linhas centrais.

A adubacio nitrogenada foi aplicada na dose de 48 kg ha™ de N no sulco
de plantio, na forma de ureia (45%), e o restante em cobertura, quando as plantas
apresentavam-se em estadio de desenvolvimento V4 e V7, sendo esta realizada a
lango na érea total da parcela. A area foi irrigada ap6s a implantacdo da cultura e em
periodos de maior déficit hidrico. Os demais tratos culturais foram realizados de
acordo com as exigéncias da cultura.

No periodo de florescimento (aparecimento da inflorescéncia feminina
“cabelo”) do milho, foram efetuadas amostragens foliares, conforme metodologia
proposta por Malavolta et al. (1997), a fim de determinar o teor de nitrogénio no
tecido foliar do milho. Coletou-se o terco médio com nervura da folha oposta e
abaixo da insercdo da espiga principal, num total de 10 folhas por unidade

experimental e neste mesmo estadio fenoldgico foi determinado o teor de clorofila na
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folha, com auxilio do clorofilémetro modelo SPAD-502. Todo o material vegetal
coletado foi lavado em &gua corrente, solucdo de HCl a 0,1 mol L™ e &gua
deionizada. As amostras foram acondicionadas em sacos de papel e secos em estufa
com circulacéo forcada de ar a temperatura de 65°C, por 72 horas, e posteriormente
moidas. As amostras moidas foram submetidas a digestdo sulfurica, seguida da
determinacdo do teor foliar de N, utilizando a metodologia descrita em Embrapa
(2009).

A colheita do milho foi realizada manualmente, coletando-se todas as
espigas da area til da parcela (9,0 m?). Para a determinacdo dos componentes de
producdo, amostraram-se 10 espigas representativas por parcela, fora da area de
producdo de grdos. Os parametros avaliados foram: massa de espiga, comprimento
de espiga, numero de fileiras de grdos por espiga, nimero de grdos por espiga,
diametro da base da espiga e massa de mil gréos. Na planta, foram avaliados a altura
de insercdo de espiga e o diametro do colmo. Para determinar a produtividade de
grdos, as espigas foram debulhadas com o auxilio de uma méaquina manual, e
pesadas. Para determinar a produtividade de gréos, as espigas foram debulhadas com
0 auxilio de uma maquina manual e pesadas. Os resultados obtidos foram
transformados para kg ha™, corrigindo-se a umidade para 13 % em base Umida. A
massa seca da parte aérea das plantas foi estimada pela amostragem de trés plantas
dentro de cada parcela. A determinacdo da massa seca da parte aérea foi realizada
por meio da secagem das amostras de plantas em uma estufa de circulacéo forcada, a
uma temperatura de 65°C, por 72 horas. Os dados referentes a massa seca foram
expressos em g/planta.

Os resultados obtidos foram submetidos & analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se o
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000). Para as variaveis com
significancia estatistica (teste F) em funcdo das doses de N foi utilizada anélise de

regressdo pelo teste t de Student.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados evidenciaram efeitos significativos (p<0,05) das doses de
nitrogénio sobre a altura de insercdo de espiga, massa de espiga, comprimento de
espiga, numero de grdos por espiga, massa seca da parte aérea, massa de mil gréos,
produtividade, teor de clorofila e teor de nitrogénio nas folhas de milho (Quadro 1).
A inoculagdo com a estirpe Z-94 de Herbaspirillum seropedicae e a interacdo
nitrogénio (N) x Inoculacao (1) ndo influenciaram nenhuma das variaveis estudadas,
ou seja, foi detectada auséncia de efeitos decorrente da aplicacdo do inoculante com
H. seropedicae as sementes de milho (Quadro 1).

A falta de sinergismo entre adubacdo nitrogenada e inoculacdo com
bactérias diazotroficas é relativamente bem conhecida, mas ainda ndo totalmente
esclarecido. Acredita-se que a disponibilidade de nitrogénio no solo altera o estado
da planta e inibe, de forma indireta, o estabelecimento da FBN, isto porque
metabolicamente é menos dispendioso para a planta utilizar o nitrogénio
que esta prontamente disponivel no solo, ao invés de estabelecer uma
associacdo com bacteérias diazotréficas (GYANESHWAR et al., 2002). Além disso,
em solos ricos em N ocorre uma diminuicdo na liberacdo de exsudados radiculares
pelas plantas, diminuindo o suprimento de C prontamente disponivel para as
bactérias e, assim, a planta reduz os sinais bioquimicos emitidos aos microrganismos,
0 que afeta a associa¢do com o organismo diazotréfico (MUTHUKUMARASAMY
al., 1999). Dobbelaere et al. (2002) relataram que as caracteristicas do solo estdo
frequentemente associadas a auséncia de resposta a inoculacao.

Houve efeito quadréatico significativo sobre a altura de insercdo de espiga
de plantas de milho com o aumento das doses de N (Figura 2). A altura maxima de
insercdo de espiga correspondeu a 122,6 cm na dose de 48 kg ha™ de N. Estes
resultados séo concordantes aos encontrados por Mar et al. (2003), em que altura de
insercdo de espiga de plantas de milho respondeu de forma quadratica as doses
crescentes de N (30, 60, 90, 120 e 150 kg ha™), com altura média de 99 cm obtidas
com as doses de 121,5 kg ha™* de N.
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QUADRO 1. Resumo da andlise de variancia para altura de insercdo de espiga (AIE), didmetro do colmo (DIA), massa de espiga (ME),
comprimento da espiga (CE), didmetro da espiga (DE), fileira de grdos por espiga (FGE), nUmero de gréos por espiga (NGE), massa
seca da parte aérea (MSPA), massa de mil grdos (M1000), produtividade (PRO), teor de clorofila (CLO) e teor de nitrogénio (N) das

folhas de milho em resposta a adubacdo nitrogenada e a inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae. Dourados, MS (2012).

Fonte de variacéo GL Quadrado médio
AIE DIA ME CE DE FGE
Bloco 4 123,22 5,23 239,44 0,23 1,29 0,45
Nitrogénio (N) 4 243,32* 3,93 1507,07* 2,23* 6,27 1,21
Inoculante (1) 1 264,50 1,99 371,66 0,42 11,73 0,76
N*1 4 60,00 3,70 253,44 1,54 3,31 0,42
Residuo 36 65,00 2,73 339,73 0,45 2,96 0,26
CV (%) 6,78 8,01 7,67 3,55 3,27 3,27
Fonte de variacdo GL Quadrado médio
NGE MSPA M1000 PRO CLO N
Bloco 4 2700,85 4791,15 353,90 2273435,09 2,83 30,36
Nitrogénio (N) 4 2860,52* 15966,31* 643,40* 2491902,93* 60,11* 204,15*
Inoculante (1) 1 763,62 2360,94 0,03 497951,40 0,61 37,74
N*I 4 619,10 990,77 149,24 1242595,94 12,83 46,94
Residuo 36 828,73 2280,49 230,02 787835,91 6,74 1791
CV (%) 4,74 15,20 4,45 12,59 4,64 12,10

* — significativo a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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FIGURA 2. Altura de insercdo de espiga em plantas de milho em resposta a

adubacdo nitrogenada.

As doses de nitrogénio exerceram efeito linear crescente e significativo
sobre a massa de espiga, comprimento de espiga e nimero de grdos por espiga
(Figura 3A, 3B e 3C). Verifica-se que a massa de espiga, 0 comprimento de espiga e
0 numero de grdos por espiga aumentaram com o0 incremento das doses de N na
ordem de 8,94%, 5,39% e 4,46%, respectivamente. Dotto et al. (2010) observaram
que a aplicacdo de doses crescentes de N em cobertura influencia significativamente
a massa de espiga. Amaral Filho et al. (2005) constataram que o incremento nas
doses de N (0, 50, 100 e 150 kg ha™de N) promoveu aumento linear no niimero de
gréos por espiga. Veloso et al. (2006) verificaram que o incremento na dose de N
proporcionou aumento no numero de gréos por espiga e nimero de gréos por fileira.
Melo et al. (2011) observaram, que com dose de N em torno de 125 kg ha™ foram
obtidos os maiores valores para nUmero de graos por espiga. Soratto et al. (2010) e
Souza; Soratto (2006) também obtiveram incremento linear no numero de gréos por
espiga do milho safrinha cultivado apds soja, com aplicacdo de N em cobertura,
independentemente da fonte utilizada.

Para Ernani et al. (2005), o suprimento insuficiente de N durante o

estadio de diferenciacdo floral pode reduzir o nimero de Gvulos nos primordios da
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espiga e, com isso, diminuir a produtividade de grdos. Um importante papel do N em
assegurar alta produtividade de milho esta no estabelecimento da capacidade do
dreno reprodutivo. Apesar da capacidade do dreno reprodutivo ser funcdo do nimero
e do tamanho dos grdos; o numero de grdos por espiga se correlaciona mais
intensamente com a produtividade de grdos de milho que qualquer outro componente
da producéo (BELOW, 2002).
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FIGURA 3. Massa de espiga (A), comprimento de espiga (B) e numero de grdos por

espiga (C) de plantas de milho em resposta a adubacdo nitrogenada.
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O modelo matemético que melhor se ajustou a producdo de massa seca
da parte aérea de plantas de milho na maturacdo fisioldgica foi o linear crescente
(Figura 4). Resultados similares foram obtidos por Gava et al. (2010), onde
constataram que a elevagdo da dose de N-fertilizante resultou no aumento da massa
seca e na taxa de producdo de massa seca pela cultura do milho; e por Fernandes et
al. (2003), em que observaram incremento na massa seca de plantas de milho com
aumento das doses de N (0, 30, 90 e 180 kg ha™).
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FIGURA 4. Massa seca da parte aérea de plantas de milho em resposta a adubacéo

nitrogenada.

A produtividade de grdos de milho aumentou linearmente com as doses
de N, variando de 6.310 kg ha™ a 7.568 kg ha™, com um incremento na ordem de
16,62% na dose de 120 kg ha™ em relacéo ao controle (0 kg ha™ de N) (Figura 5).
Esse aumento demonstra que, apesar de o solo possuir boa fertilidade e teor de MO
elevado (31,18 g dm™), houve consideravel resposta & aplicaco de nitrogénio, o que,
provavelmente, esta relacionado com o genotipo utilizado. A menor produtividade
foi de 6.310 kg ha™ de massa de gréos; entretanto, esse valor encontra-se bem acima
da produtividade média nacional das ultimas safras (safra 11/12 e safra 12/13), que
foi de 4.949 kg ha™ (CONAB, 2013). Concordando com os resultados encontrados,

Soratto et al. (2010) e Kappes et al. (2009) observaram incremento significativo da
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produtividade do milho com a aplicagéo de N, independentemente da fonte utilizada.
Mar et al. (2003), Souza; Soratto (2006) e Bastos et al. (2008) constataram aumento
da produtividade de grdos do milho com a aplicacdo de até 120 kg ha™ de N e 180 kg
ha’ de N, respectivamente. Gava et al. (2010) verificaram que produtividade de
gréos de milho aumentou linearmente em funcdo das doses de N (0, 50, 100, 150 e
200 kg ha™* de N) aplicadas no cultivo do milho em semeadura direta.

Salienta-se, que a produtividade de gréos da cultura de milho dependente
diretamente da atividade fotossintética da planta, sendo que a fotossintese, por sua
vez, depende da area foliar e do tempo de permanéncia das folhas em plena atividade
na planta (FANCELLI e DOURADO NETO, 2000), o que, por sua vez, depende do
estado nutricional da planta, principalmente N, em virtude desse nutriente estar
relacionado diretamente com a divisdo e a expansdo celular, influenciando o
crescimento e o desenvolvimento da planta (BULL,1993). Nas adubacdes
nitrogenadas, é importante que a quantidade de N a ser aplicada na cultura do milho
seja precisa, minimizando tanto os excessos, que prejudicam a qualidade ambiental e
oneram o produtor, quanto as quantidades deficiéncias, que comprometem a
produtividade projetada (AMADO et al., 2002).
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FIGURA 5. Produtividade de plantas de milho em resposta a adubag&o nitrogenada.
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A massa de mil graos foi aumentada pela aplicacdo de doses de N (Figura
6). Observa-se que o aumento dessa variavel foi até a dose méxima de 72 kg ha™* de
N, proporcionando aumento de 5,77% em relacdo ao controle (0 kg ha™ de N).
Resultados similares foram obtidos por Soratto et al. (2010), onde encontraram
aumento na massa de mil gréos até a dose maxima estimada de 78, 5 kg ha™ de N;
por Ferreira et al. (2001), no qual obtiveram resposta quadratica, sendo que a massa
méxima de mil graos (352 g) foi obtida para a dose de 207 kg de N ha™; e por Dotto
et al. (2010) no qual a aplicacdo de N em cobertura influenciou significativamente a
massa de mil grdos de plantas de milho. O N desempenha importante papel como
constituinte essencial dos aminoacidos, participando diretamente da biossintese de
proteinas e clorofilas. Assim, como a formacgdo dos grdos depende de proteinas na
planta, a massa dos grdos e a produtividade estdo diretamente relacionadas com o
suprimento de N (BELOW, 2002).
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FIGURA 6. Massa de mil grdos de plantas de milho em resposta a adubacdo

nitrogenada.
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As leituras médias do indice SPAD nas folhas de milho aumentaram
linearmente com as doses de N (Figura 7A). Aumento no teor de clorofila em funcéo de
doses de N foi observado por Melo et al. (2012), Jord&o et al. (2010), Jakelaitis et al.
(2005) e Argenta et al. (2004) para a cultura do milho. O teor de clorofila na folha é
utilizado para prever o nivel nutricional de nitrogénio em plantas, devido ao fato da
quantidade desse pigmento correlacionar-se positivamente com o teor de N (BOOILJ et
al., 2000). Este pigmento absorve radiacdo na faixa de 400 a 700 nm (exceto a faixa da
cor verde) e estd diretamente associado ao potencial de atividade fotossintética, assim
como o estado nutricional das plantas estd associado, geralmente, & quantidade e
qualidade da clorofila (ZOTARELLI et al., 2003).

O teor de N nas folhas foi influenciado positivamente pelas doses de N
aplicadas (Figura 7B). Verifica-se que as doses de N aumentaram linearmente os teores
desse elemento na folha do milho. Mar et al. (2003) também verificaram aumento no
teor foliar de N no milho safrinha, em funcdo da aplicacdo de N em cobertura.
Contudo, mesmo no tratamento controle (0 kg ha™), o teor de N estava na faixa
considerada adequada (27 - 35 g kg™) por Cantarella et al. (1996), este fato pode ser
resultado da disponibilizacdo de razoaveis quantidades do nutriente mediante o
processo de mineralizacdo da matéria organica do solo, que no presente solo era de
31,18 g dm™.
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FIGURA 7. Leitura do teor de clorofila total (indice SPAD)(A) e teor de nitrogénio (B)
nas folhas de milho por ocasido do florescimento em resposta a adubacao

nitrogenada.
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CONCLUSOES

1. As plantas de milho, mesmo em solo fértil, responderam a aplicacdo
de nitrogénio para os diferentes componentes de producdo, e nessas condicbes a
inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae nédo influenciou nenhuma das variaveis

estudadas.
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CONCLUSOES GERAIS

1. A adubagdo nitrogenada associada a inoculagdo com
Azospirillum Dbrasilense e Herbaspirillum seropedicae influenciaram
positivamente a massa de espiga, didmetro de espiga, nimero de grdo por
espiga, massa seca da parte aérea, produtividade e teor de clorofila de plantas
de milho.

2. Os teores de N, P, K e Zn nas folhas de milho aumentaram
com a adubacdo nitrogenada e a inoculacdo com Azospirillum brasilense e
Herbaspirillum seropedicae.

3. A inoculacdo com Azospirillum brasilense sem adubacéo
nitrogenada promoveu maiores acumulos de N, K, Ca e Mg nos grédos em
relacdo aos tratamentos inoculados com Azospirillum brasilense e
Herbaspirillum seropedicae e, adubados com 30 e 120 kg ha™ de N.

4. A inoculagdo de Azospirillum brasilense ou Herbaspirillum
seropedicae associada a adubacdo nitrogenada pode proporcionar uma
reducdo no uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos na cultura do milho.

5. Pela técnica da abundancia natural do N, a inoculacdo com
Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae contribui em média
com 19,40 e 9,49%, respectivamente, do N necessario ao desenvolvimento da
cultura do milho.

6. O hibrido BRS 3035 se destaca para a maioria das variaveis
analisadas, produzindo maior quantidade de massa seca de parte aérea,
plantas com maior altura, volume de raizes e apresentando maiores indices de
eficiéncia de utilizacdo de N.

7. A inoculacdo com a estirpe Z-94 de Herbaspirillum
seropedicae promoveu aumento no volume de raizes, comprimento de raizes,
massa seca da parte aérea, teor de clorofila, teor de N na parte aérea,
eficiéncia de absorgcdo do N e eficiéncia de utilizacdo do N por plantas de

milho.
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8. A inoculacdo da estirpe Z-94 de H. seropedicae acrescido de
80 kg ha™ de N aumentou o teor de N na parte aérea das plantas de milho em até
25% nos genotipos avaliados.
9. Existe distingdo entre gendtipos de milho para produgdo de massa
seca da parte aérea e porcentagem de N na parte aérea proveniente do fertilizante.
10. O hibrido P3646H e o hibrido BRS3035 apresentaram
aumentos de 34,3% e 64,4%, respectivamente, na eficiéncia de utilizacdo do N
quando inoculados com Herbaspirillum seropedicae sem adigdo de N.
11.  As plantas de milho, mesmo em solo fértil, responderam a
aplicacdo de nitrogénio para os diferentes componentes de producdo, e nessas
condicbes a inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae ndo influenciou

nenhuma das variaveis estudadas.
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CONSIDERACOES FINAIS

A FBN comporta-se como uma importante fonte de N ao sistema solo-
planta, e vislumbram a possibilidade de que o manejo adequado e a utilizagéo de
gendtipos eficientes para a FBN é possivel reduzir a adubacdo com fertilizantes
nitrogenados na cultura do milho, economizando recursos, garantindo seguranca

alimentar e a preservacao do meio ambiente.



