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RESUMO

OLIVEIRA, Roberta Pacola. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
Inoculacdo de Azospirillum brasilense. e manejo da adubacéo nitrogenada na cultura
do milho.

Professora Orientadora: Marivaine da Silva Brasil.

O uso de bactérias fixadoras de nitrogénio em gramineas proporciona incremento na
produtividade da cultura, podendo minimizar o uso de fertilizantes quimicos. Além
desses microrganismos fixarem o N presente na atmosfera (N2) tornando-o
disponivel para as plantas na forma de aménia (NHs), também conseguem produzir
fitormonios idénticos aos sintetizados pelas plantas como AIA, giberelinas e
citocininas, no qual auxiliam no crescimento de raizes e pelos radiculares,
promovendo melhor aproveitamento de agua e nutrientes presentes no solo. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da bactéria Azospirillum
brasilense com presenca e ausencia da adubacdo nitrogenada em diferentes
inoculagdes nos componentes de producdo do milho. Os experimentos foram
conduzidos no campo experimental da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
localizada em Chapaddo do Sul-MS durante o periodo de safra e safrinha com
tratamentos dispostos em blocos ao acaso com arranjo do tipo fatorial 2x2x2 +1
(tratamento adicional testemunha). Os tratamentos foram constituidos pelas estirpes
de bactérias Azospirillum brasilense: Abv4 +Abv5 e HAI3, presenca e auséncia de
adubacéo nitrogenada (dose de 200 kg ha' de N total, divididos em 20 kg na
semeadura + 180 kg ha' na cobertura) e sistema de inoculagdo na semente e
pulverizacdo no sulco de plantio durante o periodo de safra e safrinha. Foram
avaliados: produtividade, niumero de espigas totais, massa de graos por espiga,
namero de graos por espiga, massa de cem graos, teor de nitrogénio nos graos e
quantificacdo de bactérias diazotroficas. Para o periodo da safra o numero de gréos
por espiga, hiumero de espigas totais e massa de grados por espiga, 0s tratamentos
apresentaram diferenca em relacéo a testemunha. Para a safrinha a variavel nimero
de grdos por espiga, os tratamentos também apresentaram diferenca em relacdo a
testemunha. Para a produtividade, somente o tratamento sem adubacgé&o nitrogenada
com a estirpe HAI3 pulverizada no sulco apresentou diferengca quando comparada a
testemunha durante o periodo da safra. Para a NMP presente nas raizes, as plantas
inoculadas apresentaram resultados superiores a testemunha.

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias diazotroficas. Fixacao bioldgica. Zea mays L.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Roberta Pacola. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
Inoculation of Azospirillum brasilense and management of nitrogen fertilization in
corn.

Author: Roberta Pacola Oliveira.

Adviser: Marivaine da Silva Brasil.

The use of nitrogen-fixing bacteria in grasses provides increase in crop yield and can
minimize the use of chemical fertilizers. In addition to these microorganisms fixing N
in the atmosphere (N2) making it available to plants in the form of ammonia (NHzs) can
also produce phytohormones identical to those synthesized by plants as AlA,
gibberellins and cytokinins, which assist in the growth of roots and root hairs,
promoting better use of water and nutrients in the soil. Thus, the aim of this study
was to evaluate the effect of Azospirillum brasilense bacteria with presence and
absence of nitrogen fertilization in different inoculations in corn production
components. The experiments were conducted in the experimental field of the
Federal University of Mato Grosso do Sul located in Chapadao do Sul-MS during the
harvest season and off-season with treatments in a randomized block design with
factorial arrangement 2x2x2 +1 (additional control treatment). The treatments
consisted of strains of bacteria Azospirillum brasilense: Abv4 + Abv5 and HAI3,
presence and absence of nitrogen fertilization (dose of 200 kg ha-1 N total, divided
into 20 kg at sowing + 180 kg ha-1 on the cover) and inoculation system on seed and
spraying in the furrow during the harvest season and off-season. Were evaluated:
productivity, the total number of spikes, grain weight of spikes, number of kernels of
spikes, mass hundredfold, nitrogen content in grains and quantification diazotrophics.
For the period of the season the number of grains of spike, number of total corn and
grain weight in spikes, the treatments showed differences compared to control. For
the off-season the variable number of grains of spike, the treatments also showed
differences compared to control. For productivity, only the treatment without nitrogen
fertilization with HAI3 strain sprayed into the groove was different when compared to
a witness during the period of harvest. For the NMP present in the roots, the
inoculated plants showed better results than the witness.

KEY-WORDS: Diazotrophic bacterium. Biological fixation. Zea mays L.
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1 INTRODUCAO

O milho é um dos cerais mais cultivado no mundo ocupando cerca de 70% de
area cultivada, possui grande importancia econémica devido a versatilidade da sua
utilizacdo, que vai desde a alimentacdo animal até a industria de alta tecnologia,
porém, a maior parte da producdo de milho € usada na alimentacdo animal
(DUARTE, 2000)

No ano agricola 2014/15, a area produzida de milho de primeira e segunda
safra totalizou 15,7 milhdes de hectares em todo o Brasil. A sua producéo foi de 84,3
milhdes de toneladas com uma produtividade média de 4,9 kg ha! na primeira safra
e 5,6 kg hal na safrinha (CONAB, 2015).

Apesar do cereal ser amplamente cultivado em varias regifes do Brasil, sua
produtividade é variavel, o que se justifica em funcéo das condi¢cdes edafoclimaticas,
uso de tecnologias modernas e cultivares adaptadas as regifes, além da
possibilidade de maior uso da mecanizagédo e mercado definido para o produto.

Uma das estratégias utilizadas para o aumento da produtividade é a
adubacdo, sendo esta uma peca chave para uma boa sanidade da planta porque
diminui a susceptibilidade a pragas e doencas, fatores que interferem no alcance de
elevadas produtividades. Nesse contexto, o nitrogénio é essencial, sendo o nutriente
mais exigido pelo milho, no qual a sua deficiéncia pode afetar em 14 a 80% no
rendimento de graos, além de diminuir o seu teor de proteina (FANCELLI, 2011).

Algumas alternativas, como o0 uso de cultivares adaptadas, manejo adequado
de pragas, doencas e plantas daninhas, adubacdo mineral e utilizacdo de bactérias
fixadoras de nitrogénio, vem sendo utilizadas a fim de garantir o bom
desenvolvimento da planta refletindo de forma positiva na produtividade.

Existem alguns microrganismos que possuem a capacidade de assimilar o N
atmosférico (Nz) e transforma-lo em amonia através da enzima nitrogenase, que
realiza a quebra da ligagéo tripla do N2 fornecendo a amoénia (NHs) para a planta.
Esse processo que é conhecido como fixagcdo biolégica de nitrogénio (FBN), é
responsavel por aproximadamente 65% do total de nitrogénio fixado, sendo
considerado o segundo processo bioldgico mais importante depois da fotossintese
(CANTARELLA, 2007).
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Além da FBN algumas bactérias também sdo conhecidas como rizobactérias
promotoras do crescimento das plantas (RPCPs), a grande maioria delas habita a
rizosfera e se alimentam de acucares e exsudados das raizes das plantas,
proporcionando o crescimento da espécie vegetal que segundo Freitas, (2007) e
Rosas et al., (2006) um dos modos de acao direta desses microrganismos € facilitar
a captacdo de certos nutrientes do solo, solubilizando minerais como o fosforo e
tornando-o disponivel a planta, além de também produzirem fitormdnios como acido
indol acético — AlA, etileno, citoquininas e giberelinas, bem como a FBN atmosférico.

Autores como Fulchieri e Frioni (1994), Purcino et al., (1996) e Bashan e
Holgin (1997) relataram que o acido indolacético (AIA) excretados por Azospirillum,
sdo responsaveis pela promocdo do crescimento de plantas, em geral, devido a
maior producdo de matéria seca e acumulo de nutrientes observados por plantas.

Dentre os microrganismos que realizam a fixacdo de nitrogénio nas raizes de
gramineas, e também produzem substancias de crescimento, a bactéria Azospirillum
sp. € a mais estudada (HARTMANN; BALDANI, 2006) e esta sendo recomendada
por varios pesquisadores no Brasil (REIS JUNIOR et al., 2008; GODOY et al., 2011;
HUNGRIA 2011; QUADROS et al., 2014; ARAUJO et al., 2014). Esses
microrganismos se destacam por serem amplamente estudados, uma vez que 0s
experimentos com inoculacdo apresentam resultados satisfatérios quando
associadas com plantas da familia Poaceae.

A principal forma de aplicacdo do inoculante na cultura do milho é a
inoculacdo do produto via semente, contudo a utilizagdo de fungicidas e inseticida
realizadas no tratamento de semente pode promover a diminuicdo da populacéo e
morte das bactérias (VARGAS; SUHET, 1980). Nos ultimos anos tem se estudado
formas alternativas para aplicacdo do produto para minimizar esse problema, como
€ 0 caso da pulverizacdo no sulco pelo fato de reduzir os efeitos toxicos dos
produtos fitossanitarios presentes no tratamento de semente em relacdo as
bactérias diazotréficas (ZAMAROLLI; GALVAO, 2012)

Apesar das pesquisas apresentarem resultados positivos ao se utilizarem o
Azospirillum em Poaceas, alguns obstaculos sdo enfrentados em condi¢cdes de
campo, ligada a fatores edafoclimaticos, competicbes com microrganismos nativos

do solo, caracteristicas fisicas e quimicas do solo, técnicas dei inoculagdes, entre
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outros favorecem a inconsisténcia dos resultados. (DOBBELAERE et al., 2001,
REIS, 2007; LANA et al., 2012).

De acordo com Kappes et al., (2013) o conhecimento entre a interacao
bactéria-planta pode constituir estratégia importante e agregar informacdes referente
a reducdo de aplicacbes de fertilizante nitrogenados redugcdo de custos na
semeadura e menor contaminacdo do lencol freatico por compostos nitrogenados e
maximizacdo do aproveitamento do nitrogénio e outros nutrientes pela espécie
vegetal.

Baseado nessas justificativas, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a
inoculacdo de Azospirilum brasilense na presenca e auséncia adubacao

nitrogenada na cultura do milho.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do Milho

O milho é classificado como uma espécie alégama, monocotiledénia, diploide
pertencendo a familia Poaceae, possui ciclo fenoldgico variando de 90 a 205 dias,
de acordo com seu gendétipo e condicdes climaticas. Em relacdo ao seu sistema
fotossintético, o milho utiliza quatro moléculas de carbono para realizar a
fotossintese sendo classificada como C4, possuindo grande eficiéncia na conversao
de CO2 promovendo uma alta taxa de fotossintese liquida (FAGERIA, 1989;
NORMAN et al., 1995). Sua origem ocorreu no México, e com grande variabilidade
de espécies catalogadas. A partir da metade do século X, essa espécie apresentou
grande evolugéo no desenvolvimento de variedades e hibridos para serem lancadas
buscando a obtencao de altas produtividades de grao (GARCIA et al., 2006)

A cultura do milho é classificada como polipeptidica, ou seja, ela apresenta
algumas caracteristicas como tolerancia a seca, adaptacdo a variacbes de
temperaturas e tipos de solo, entre outras, tornando-se possivel o seu cultivo em
diferentes locais em praticamente todos os continentes. Essa adaptagéo foi possivel
através de pesquisas buscando variedades adaptadas a diferentes regides
climaticas, que abrange desde o Equador até o limite de terras temperadas além de
diferentes altitudes (MAGALHAES et al., 2006).

No Brasil as principais regides produtoras de milho sdo o centro-oeste,
sudeste e sul. E o grdo depois de colhido se transforma em subprodutos que podem
ser comercializados como 6leos, amido, margarina, xarope de glicose e flocos para
cereais matinais (MAPA, 2015).

Apesar de ser amplamente cultivado o milho brasileiro ainda apresenta baixos
indices de produtividade em contraste com o mercado que requer o aumento da
produtividade a cada safra. Assim, torna-se necessario a adog¢do de tecnologias
para obter altos rendimentos como a implantacdo da lavoura em época de
semeadura recomendada, uso de cultivares adaptadas e melhoradas, tratamentos
de sementes, correcdo de fertilidade do solo, controle fitossanitarios, além do
fornecimento adequado de nutrientes, principalmente o nitrogénio (CORREA
JUNIOR et al., 2013). De acordo com Coelho (2006), para cada tonelada produzida,
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sdo demandados em torno de 20 kg ha' de N, tornando-se o nutriente mais exigido
para a cultura do milho sendo necesséria entdo a aplicacdo de grandes quantidades

desse nutriente para suprir a necessidade da cultura (DOTTO et al., 2010)

2.2 O elemento Nitrogénio (N)

O nitrogénio é o elemento absorvido em maior quantidade na cultura do milho,
influenciando diretamente no rendimento de gréos principalmente pela relacdo direta
com processos fisiolégicos que ocorrem na planta como: fotossintese, respiracao,
desenvolvimento e atividade das raizes, absor¢cdo i6nica e outros (GAVA et al.,
2010).

Esse elemento pode ser aplicado em doses variadas, no qual o aumento da
dosagem proporciona um crescimento na produtividade, porém o aproveitamento de
N decresce pelo fato do suprimento desse elemento ultrapassar as necessidades da
cultura. A principal forma de fornecimento desse nutriente € via solo, e devido a este
fato a cultura pode sofrer perdas desse elemento através da lixiviacdo, escoamento
superficial, desnitrificacdo, volatilizacdo e imobilizacdo da massa microbiana (ALVA
et al., 2006).

O fertilizante mais comumente utilizado no mundo pelos produtores € a ureia
por ser de baixo custo e economicamente viavel. Por outro lado, esse fertilizante
apresenta desvantagens como alta higroscopicidade e maior suscetibilidade a perda
por volatilizagcdo quando aplicado superficialmente no solo (SILVA et al., 2012).

Além do aspecto citado acima, o uso de fertilizantes nitrogenados consome
grande parte do investimento do produtor agricola, que visa melhor aproveitamento
desse elemento pela planta. Uma das alternativas para a reducado de custos de
fertilizantes nitrogenados e aumento da produtividade é a fixagcdo biologica do N

atmosférico realizada por bactérias diazotréficas, dentre elas o Azospirillum.

2.3 Azospirillum spp. e a fixacdo biolégica do nitrogénio

7

O Azospirilum é uma bactéria aerdbia, gram-negativa, mével e de varias

origens geograficas (ECKERT et al., 2001), além desses microrganismos possuirem
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a capacidade de crescer utilizando nitrogénio atmosférico como fonte Unica de
nitrogénio (diazotroficos), e estabelecerem associagcbes com raizes de diversas
culturas gramineas de importancia agricola como milho, sorgo, trigo e arroz
(DOBEREINER; DAY, 1976).

A bactéria do género Azospirillum foi descrita pela pesquisadora da Embrapa
Dra Joana Ddébereiner (1924-2000), sendo que uma das carateristicas observadas
por ela em relacdo esse microrganismo foi a capacidade de realizar a fixacao
bioldgica do nitrogénio.

O primeiro trabalho desenvolvido por Joana Dobereiner no Brasil utilizando-se
de bactérias diazotroficas foi em 1953 no qual foi relatada a incidéncia de bactérias
do género Azotobacter em solos acidos, ja sendo conhecido o seu potencial FBN,
porém o seu isolamento sé havia sido feito em solos Europeus e Asiaticos. Em 1975
Dobereiner e Day descobriram a capacidade de FBN no género Spirillum
posteriormente nomeado para Azospirillum (TARRAND et al., 1978).

Esse grupo de bactérias € alvo de muitos estudos neste momento, devido a
sua grande capacidade de colonizacdo que gira em torno de 100 espécies de
plantas em todo o mundo e vem melhorando significativamente o desenvolvimento
de diversas plantas agricolas. James e Baldani (2012) afirmam que ainda existem
estudos a serem desenvolvidos envolvendo o Azospirillum, pois para que a
eficiéncia da utilizacdo desta bactéria obtenha resultados positivos seja no
crescimento, produtividade e desenvolvimento da planta, ainda depende do gendétipo
utilizado.

Reis (2007) destaca o uso da FBN realizado por bactérias diazotréficas como
uma das alternativas em busca do melhor aproveitamento deste nutriente, devido a

possibilidade de reducédo da aplicagéo de adubos nitrogenados.

2.4 Azospirillum brasilense como promotor de crescimento vegetal

As bactérias do género Azospirillum sdo classificadas como bactérias
promotoras de crescimento das plantas (OKON, 1985), além de promoverem
aumento no crescimento das raizes adventicias, esses elementos interferem
alterando os processos de respiracdo das raizes via interferéncia nas atividades de
enzimas da via glicolitica e do ciclo dos acidos tricarboxilicos; além da producéo de
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nitritos, aumento nos sinais moleculares que interferem no metabolismo das plantas
(OKON; LABANDERA-GONZALES, 1994; BASHAN; HOLGUIN, 1997).

O Azospirillum brasilense é considerado uma bactéria promotora de
crescimento (PGPR) pelo fato de produzir fitohorménios que estimulam o
crescimento das plantas, reduzirem o potencial de membrana das raizes,
solubilizac&o de fosfato inorganico e mineralizagao de fosfato organico, producao de
compostos de baixo peso molecular, denominados sideroforos e também
proporcionam a reducdo da acdo de microrganismos patogénicos, devido a
producdo de antibiéticos e sideréforos (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999; MOREIRA et
al,. 2010).

Os hormoénios vegetais (auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e acido
abscisico) sao substancias organicas que desempenham func¢des na regulacdo do
crescimento das plantas (RAVEN et al.,, 2001). O hormonio mais produzido em
ocorréncia natural € a auxina denominada, acido indolacético (AlA), e diversos
microrganismos como bactérias, fungos do solo ou associados as plantas, sintetizam
horménios idénticos aos encontrados nas plantas, dentre eles o AIA (PEDRINHO et
al., 2010).

De acordo com Barberi et al., (1986) entre os hormoénios vegetais, 0 mais
estudado € o acido indolacético por ser também o mais produzido pelas bactérias,
bem como, por causar efeitos visiveis na morfologia das raizes, aumento do
comprimento e o numero de pelos radiculares. Em trabalho realizado por Sarwar;
Kremer (1995) no qual foram avaliados 16 isolados da rizosfera de diferentes plantas
verificou-se que os isolados associados as raizes das plantas eram mais eficientes
na producdo de auxinas do que os ndo associados as plantas.

Em dados acumulados em estudos durante o periodo de 19 anos de pesquisa
sobre inoculacdo do Azospirilum, Okon e Vanderleyden (1997), observaram que
essas espeécies de bactéria promoveram ganho em producdo em algumas culturas
em condic¢des diferentes de clima e solo; e somado a este fato, as bactérias além de
promoverem a fixacao biolégica de nitrogénio, auxiliaram no aumento de volume de
raizes para melhor exploracéo do solo em busca de agua e nutrientes.

Vérios inoculantes comerciais contendo a mistura de estirpes de Azospirillum
foram langados no mercado mundial, sendo que nos Estados Unidos, o produto Azo-

Green ™ foi desenvolvido e recomendado para aumentar o vigor de sementes. Os
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paises Italia, Alemanha e Bélgica também desenvolveram produtos conhecido como
Zea Nit ™ que continham a mistura de Azospirillum brasilense + Azospirillum
lipoferum em uma formulacdo liquida e turfosa, recomendada para reduzir a
aplicacao de nitrogénio necessario a cultura em 30% e 40% (REIS, 2007). Paises
como Argentina, México, Franca e india também desenvolveram produtos & base de
bactérias diazotroficas FBN. No Brasil, a Embrapa Soja e a UFPR em parceria com a
empresa privada Total Biotecnologia, langcaram o inoculante liquido contendo
estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum brasilense para milho e trigo, (HUNGRIA et
al., 2011). Desde o lancamento outras empresas comerciais também langaram no

mercado inoculantes contendo as mesmas estirpes

2.5 Efeitos da inoculacéo de Azospirillum brasilense na cultura do milho

As bactérias do género Azospirillum vém se destacando por apresentarem
maior variedade de estudos, uma vez que esta bactéria apresenta resultados
satisfatorios quando associadas com plantas da familia Poaceae, além de estudos
mostrarem que 0 uso dessas bactérias associadas a pequenas doses de nitrogénio
tem demostrado promotores de producdo e aspectos morfolégicos, quando
comparados com os tratamentos com altas doses desse nutriente (VOGEL et al.,
2013).

Contudo, as bactérias em associagdo com as plantas de milho, néo
conseguem fornecer o nitrogénio requeiro pela planta, necessitando ser utilizado
com baixas doses de fertilizantes. Dessa forma, a acao dessas bactérias se torna
uma alternativa para o produtor para que possa permitir entdo, a redugéo do uso de
adubos nitrogenados alcangcando uma economia geral ou superior verificadas em
leguminosas, que podem ser autossuficientes em nitrogénio (DOBERENEIER et al.,
1992). Acredita-se que também que acéo benéfica desses microrganismos tambéem
é pela producéo de substancias promotoras de crescimento vegetal.

Pesquisas recentes apontam para o ganho de produtividade quando se faz o
uso de inoculante. Conceicao et al., (2011) avaliaram o efeito na produtividade com
a inoculacado de estirpes de Azospirillum spp. da Embrapa Milho e Sorgo e do
inoculante comercial em relacdo a adubacg&o nitrogenada e os tratamentos com

inoculagao proporcionaram ganhos na produtividade em relagcéo ao tratamento sem
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nitrogénio em cobertura No México, Olivares et al. (2012) observaram que
tratamentos inoculados com a bactéria apresentaram aumento na produtividade
qgquando comparado a testemunha, para os experimentos estabelecidos em duas
épocas diferentes. Lana et al., (2012) avaliaram o efeito da combinacdo da
inoculacdo de Azospirillum associada com adubacédo nitrogenada, verificando que o
tratamento que ndo recebeu adubacdo nitrogenada e as sementes que foram
inoculadas com a bactéria, apresentaram um incremento de 15,4% na producdo.

Em trabalho recente realizado pelos autores Costa et al., (2015) avaliando-se
o efeito do inoculante contendo Azospirillum brasilense sobre o crescimento e
produtividade de milho de segunda safra, foi observado uma resposta positiva no
tamanho da espiga com incremento de 8%, teor de clorofila em 4%, massa de 100
graos em 12% e producédo de graos em 29% demonstrando que o uso de bactérias
fixadora de nitrogénio promovem ganhos para a cultura.

Diante do exposto acima fica evidente que é crucial a continuidade de estudos
com o Azospirillum brasilense em Poaceas para que haja um estabelecimento sélido
ao uso desse microrganismo associado com as condicdes e cultivares que melhor

respondem aos ganhos de produtividade.
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CAPITULO 1 - INOCULACAO DE Azospirillum brasilense E MANEJO DA
ADUBACAO NITROGENADA NA CULTURA DO MILHO

RESUMO

A utilizacdo de bactérias diazotroficas fixadoras de nitrogénio na cultura do milho
apresentam grande potencial para reducao do uso de fertilizantes quimicos. Além de
produzirem fitohormonios idénticos sintetizados pelas plantas, esses microrganismos
proporcionam um aumento no volume de raizes secundarias, facilitando a busca de
agua e nutrientes, favorecendo o alcance de maiores produtividades para a cultura.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do Azospirillum brasilense com presenca
e auséncia da adubacéo nitrogenada em diferentes inoculagcbes nos componentes
de producdo e produtividade do milho. Os experimentos foram conduzidos no
campus experimental da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Chapadéo do
Sul-MS durante duas épocas de semadura com tratamentos em blocos ao acaso
com arranjo do tipo fatorial 2x2x2 + 1 (tratamento adicional testemunha) com trés
repeticbes, com combinacdes de dois inoculantes, presenca e auséncia de
adubacdao nitrogenada para safra (dose de 200 kg ha* de N total, divididos em 20 kg
na semeadura + 180 kg ha! na cobertura) e safrinha (dose de 70 kg hat de N total,
divididos em 10 kg + 60 kg ha?), inoculagdo na semente e pulverizacdo no sulco das
estirpes Abv5+Abv6e (estirpe comercial) e HAI3 (estirpe selecionada pelo alto valor
de producdo de AlA). Foram avaliadas: produtividade, nimero de espigas totais,
massa de graos por espiga, numero de graos por espiga, massa de cem graos, teor
de nitrogénio nos graos além da pelo método NMP das bactérias diazotroficas. Para
o periodo da safra 0 niumero de graos por espiga, numero de espigas totais e massa
de grdos por espiga, os tratamentos apresentaram diferenca em relacdo a
testemunha. Para a safrinha a variavel nUmero de grdos por espiga, os tratamentos
também apresentaram diferenca em relacdo a testemunha. Para a produtividade,
somente o tratamento sem adubacao nitrogenada com a estirpe HAI3 pulverizada no
sulco apresentou diferenca quando comparada a testemunha. Para a NMP presente
nas raizes, as plantas inoculadas apresentaram resultados superiores a testemunha.

PALAVRAS-CHAVE: Bactéria diazotrofica. Fixacao biologica. Safrinha. Zea mays.
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CHAPTER 1 - INOCULATION of Azospirillum brasilense AND MANAGEMENT
OF NITROGEN IN MAIZE

ABSTRACT

The use of nitrogen-fixing bacteria diazotrophic in corn have great potential to reduce
the use of chemical fertilizers. In addition to producing identical phytohormones
synthesized by plants, these microorganisms provide an increase in volume of
secondary roots, facilitating the search for water and nutrients, favoring the
achievement of higher yields for culture. The objective of this study was to evaluate
the effect of Azospirillum brasilense with and without nitrogen fertilization in different
inoculations in components production and productivity of maize. The experiments
were conducted in the experimental campus of the Federal University of Mato
Grosso do Sul in Chapadéo do Sul-MS for two seasons sowing with treatments in a
randomized block design with arrangement factorial 2x2x2 + 1 (additional control
treatment) with three repetitions, combinations of two inoculants, presence and
absence of nitrogen fertilization to harvest (dose of 200 kg ha* N total, divided into
20 kg at sowing + 180 kg ha* on the cover) and second crop (dose of 70 kg ha! totall
N divided by 10 kg + 60 kg ha), and inoculating the seed in the furrow spray strains
Abv5 + Abv6 (commercial strain) and HAI3 (strain selected as a high value AIA
production). I’ was evaluated: productivity, the total number of spikes, grain weight
per ear, number of kernels of spikes, mass hundredfold, nitrogen content in the grain
beyond the NMP method of diazotrophics. For the period of the season the number
of grains of spike, number of total corn and grain weight of spikes, the treatments
showed differences compared to control. For the off-season the variable number of
grains of spike, the treatments also showed differences compared to control. For
productivity, only the treatment without nitrogen fertilization with HAI3 strain sprayed
into the groove was different compared to the control. For the NMP present in the
roots, the inoculated plants showed better results than the witness.

KEY WORDS: Bacterium diazotrophic. Biological fixation. Second crop. Zea mays.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa a terceira posi¢cao no ranking mundial de producéo de graos de
milho sendo superado apenas pelos EUA e China. No ano agricola 2014/15, a area
produzida de milho de primeira e segunda safra totalizou 15,7 milhdes de hectares
em todo o Brasil. A sua producédo foi de 84,3 milhdes de toneladas com uma
produtividade média de 4,9 kg ha! na primeira safra e 5,6 kg ha! na segunda safra
(CONAB, 2015).

Essa cultura pode ser cultivada em dois periodos de semeadura conhecidos
como safra e safrinha. Na regido centro-oeste, o periodo de safra, que € definido
pela época de semeadura que varia entre 0s meses de setembro a novembro. Na
safrinha, existe o problema de estiagem e seu plantio é feito de janeiro a abril,
geralmente apds a soja precoce (EMBRAPA, 2010).

O milho € uma cultura que explora uma grande quantidade de nitrogénio
presente no solo, de forma que sua deficiéncia pode comprometer o rendimento dos
graos. Neste sentido, para que haja o seu suprimento, essa cultura requer um maior
uso da adubacéao nitrogenada. A adubacdo nitrogenada interfere diretamente na
produtividade dos graos, além de possuir um grande custo para a producéo (SILVA
et al. 2005). Desta forma, devem-se buscar alternativas para que haja um menor
volume de adubacé&o nitrogenada, maior aproveitamento do nitrogénio e diminui¢cao
no bolso do produtor rural.

A fixacao biologica de nitrogénio (FBN) realizada por microrganismos surge
como uma alternativa promissora para o suprimento desse elemento através da
fixacdo do N atmosférico tornando-o disponivel para a planta e uma possivel
reducdo da adubacgdo mineral (BODDEY; DOBEREINER, 1995).

Dentre 0os microrganismos que realizam a fixacdo de nitrogénio nas raizes de
gramineas, a bactéria Azospirillum brasiliense € a mais estudada (HARTMANN;
BALDANI, 2006) e esta sendo recomendada por varios pesquisadores no Brasil
(REIS JUNIOR et al., 2008; GODOQY et al., 2011; HUNGRIA, 2011; QUADROS et al.,
2014; ARAUJO et al., 2014). Esses microrganismos se destacam por serem
amplamente estudados, uma vez que 0s experimentos com inoculagdo apresentam

resultados satisfatérios quando associadas com plantas da familia Poaceae.
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As bactérias do género Azospirillum, além de tornarem o nitrogénio
atmosférico (N2) disponivel para a planta, também promovem o crescimento de
raizes adventicias, aumentam a atividade da redutase do nitrato (CASSAN et al.,
2008), aléem de sintetizarem hormoénios idénticos aos encontrados nas plantas como
auxinas, giberelinas e citocininas, e atuarem como agentes no controle bioldgico
contra patégenos (OKON, 1985; CORREA et al., 2008, PEDRINHO et al., 2010).

Para Bashan et al., (2004) a resposta positiva das plantas em relacdo a
inoculacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio (FBN) justificam-se além da
producdo de substancias promotoras de crescimento, conferem também & planta
protecdo contra fitopatdégenos, alteracdo na atividade metabdlica e solubilizacdo de
fosfatos, estes fatores em conjunto podem promover o aumento da resisténcia das
plantas ao estresse e facilitar sua adaptacdo a diversas condicdes edafoclimaticas
(GRAY; SMITH, 2005)

A utilizacdo do Azospirillum brasilense na cultura do milho ainda enfrenta
obstaculos pela inconsisténcia dos resultados de pesquisas que podem variar de
acordo com a cultivar utilizada, condi¢cbes edafoclimaticas, metodologias e
condi¢cOes de ensaios a campo (BARTCHECHEN et al., 2010)

Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do Azospirillum

brasiliense em relacdo a adubacao nitrogenada e sistemas de inoculacao.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no ano agricola de 2014/15 durante o
periodo de safra e safrinha, no municipio de Chapadédo do Sul, Estado de Mato
Grosso do Sul, em area experimental da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul situada a 18° 46’ 17,8” de latitude sul, 52° 37’ 27,7” de longitude oeste e com
altitude de 813 m. Segundo a classificacdo de Kdppen, o clima da regido € do tipo
Aw (tropical Uumido), com precipitacdo pluvial média anual de 1850 mm, e
temperatura média anual variando de 13°C a 28°C.

O solo da area experimental é classificado como Latossolo Vermelho
Distrofico argiloso (EMBRAPA, 2006), cuja analise quimica da camada de 0-20 cm

corresponderam aos valores da Tabela 1.
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Tabela 1. Analise quimica do solo da area experimental da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul na camada de 0 — 20 cm, Chapadé&o do Sul, 2014.

pH M.O P H+Al K Ca Mg CIC V
CaCl2  gdm3 mg dm-3 cmolc dm3 %
4,7 29,5 11,6 53 0,26 2,3 0,5 8,4 36,6

O delineamento experimental adotado foi o de blocos ao acaso, com trés
repeticdes, em esquema fatorial 2x2x2 +1 (tratamento adicional testemunha). Os
tratamentos foram constituidos pelas combinacdes de auséncia e presenca de
adubacédo nitrogenada na dose recomendada para cultura com 200 kg ha* de N no
total, sendo aplicados 20 kg ha*de N na semeadura e 180 kg hatde N na cobertura
(periodo da safra) e 70 kg ha' de N totais sendo 10 kg ha' de N aplicados na
semeadura e 60 kg ha'l de N na cobertura (periodo da safrinha); inoculante
comercial Masterfix contendo a bactéria da espécie Azospirillum brasilense, estirpes
Abv5 e Abv6 (com 2x10° céls/mL), e inoculante contendo a estirpe HAI3 (com 1x10°
céls/mL) isolada da graminea Hymenachene amplexicaulis que crescem
naturalmente na sub-regido da Nhecolandia Pantanal Sul Mato-grossense, |,
salientando-se que esta estirpe foi usada por apresentar grande producéo de &cido
indol acético in vitro (1038,61 pM) analisadas por Souza (2013). Foi realizado
também sistemas de inocula¢cdes na semente e pulverizacdo no sulco de plantio
totalizando nove tratamentos combinados da seguinte forma para safra:

1) 300 mL ha de A. brasilense Comercial + inoculacdo na semente; 2) 300
mL ha? de A. brasilense Comercial + pulverizacdo no sulco; 3) 100 mL ha de A.
brasilense HAI3 + inoculacdo na semente; 4) 100 mL ha de A. brasilense HAI3 +
pulverizacdo no sulco; 5) 20 kg ha' de N na semeadura + 180 kg ha! de N na
cobertura + 300 mL ha' de A. brasilense Comercial + inoculagcdo na semente; 6) 20
kg ha! de N na semeadura + 180 kg ha'! de N na cobertura + 300 mL ha de A.
brasilense Comercial + pulverizacdo no sulco; 7) 20 kg ha' de N na semeadura +
180 kg ha' de N na cobertura + 100 mL ha' de A. brasilense HAI3 + inoculacdo na
semente; 8) 20 kg ha! de N na semeadura + 180 kg ha' de N na cobertura + 300
mL ha' de A. brasilense HAI3, pulverizacédo no sulco; 9) Testemunha.

Para o periodo de safrinha, foram mantidas as mesmas combinacdes dos
tratamentos, porém com a adubacédo nitrogenada na dose de 70 kg ha! de N totais

distribuidos em 10 kg ha* na semeadura e 60 kg ha' de N na cobertura.



32

O hibrido de milho utilizado no periodo de primeira safra foi o P2830H, que
possui o ciclo super precoce. Para a segunda safra o hibrido de milho utilizado foi o
CD384Hx com ciclo precoce, no qual ambos os materiais sédo indicados para plantio
tanto de primeira quanto segunda safra. As parcelas experimentais foram compostas
por cinco linhas de 5 m de comprimento, com espacamento de 0,45 m entre si,
objetivando uma densidade de 66,667 plantas por hectare.

Os dados diarios de precipitacdo e umidade durante o periodo experimental
de novembro de 2014 a abril de 2015 foram coletados pela estacdo meteorologica
do INMET localizada em Chapadéo do Sul-MS (Figura 1).

Figura 1. Dados observados de precipitacdo, temperatura e umidade durante os
meses de novembro de 2014 a agosto de 2015. (Chapaddo do Sul, MS, Brasil,
2015).
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Fonte: Elaboragao do autor

Para o preparo do inoculante, o isolado bacteriano HAI3 foi crescido em meio
Dygs por 24 horas, sob agitagédo constante de 100 rpm a 30 °C. Para verificar a
presenca de contaminantes, aliquotas de 20 pL do cultivo foram transferidos e
crescidos no periodo de 3 a 5 dias em meio semi-solido NFb, sendo este semi-
especifico para Azospirillum spp. Posteriormente, foram passados para meio batata

solido para verificagao do tipo de colbnia caracteristico de Azospirillum spp.
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A semeadura da safra e safrinha foi realizada de forma manual, a safra no dia
21 de novembro de 2014 e a safrinha foi realizada no dia 27 de fevereiro de 2015
ambos em conjunto com a adubacdo quimica de P e K de acordo com a andlise
quimica da area experimental e necessidade da cultura. As inoculacdes das
sementes foram realizadas no momento semeadura, no qual as sementes foram
acondicionadas em sacos plasticos com o volume de 300 mL ha? do inoculante
comercial e agitada por dois minutos para homogeneizacdo da distribuicdo da
solucdo, da mesma forma foi feito com os tratamentos contendo o isolado HAI3
utilizando-se uma aliquota de 100 mL ha. Para a pulverizagdo no sulco, utilizou-se
de uma bomba manual no qual se aplicou do mesmo volume de inoculante
diretamente sobre as sementes e em seguida o sulco foi fechado. Para os
tratamentos que continham nitrogénio, foram aplicados 20 kg ha* de N utilizando-se
a ureia como fonte de N (45% de N) no momento da semeadura.

Em 16 de dezembro de 2014, realizou-se a adubacg&o de cobertura do milho
para a safra na dose de 180 kg ha' de N, e no dia 27 de marco de 2015 para a
safrinha na dose de 60 kg ha' de N, utilizando-se a ureia como fonte de N (45% de
N), aplicado de forma manual sobre a superficie do solo, sem incorporacao.

Durante o periodo da safra, foi realizada apenas uma aplicacdo para o
controle fitossanitario de plantas daninhas com os produtos a base dos ingredientes
ativos Atrazina 2,0 L ha' + Tembotriona 0,240 L ha'! e para o controle de lagartas
utilizou-se do Metomil 0,5 L ha! para a primeira. Para safrinha, foram realizadas
duas aplicagbes, uma idéntica ao periodo de safra e a outra utilizando-se dos
produtos: Azoxistrobina+Ciproconazol 0,125 L ha?' + Mancozeb 1,5 kg ha?l +
Flubendiamida 0,80 L ha™.

Foram realizadas as seguintes avalia¢gdes: numero de bactérias presente nas
raizes frescas através do numero do mais provavel (NMP), nimero de gréos por
espiga, numero de espiga total, massa de graos por espiga, massa de cem graos,
teor de nitrogénio nos graos e produtividade.

A avaliacao referente ao numero de bactérias presentes nas raizes foi feita no
periodo de pré-floracdo, aos 55 dias apds a semeadura através do método proposto
Baldani et al., (2014). Os dados foram coletados para quantificacdo do Numero do

Mais Provavel (NMP) utilizando a tabela Mc Crady para trés tubos/diluicéo.
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A colheita foi realizada de forma manual no dia 20 de abril de 2015 sendo
selecionadas cinco espigas aleatoriamente da area util para a avaliacdo das
seguintes variaveis: massa dos graos por espigas, humero de graos por espiga e
massa de 100 graos. Foi feita também a contagem do numero de espigas
produzidas na é&rea util de cada parcela.

Os dados de produtividade foram obtidos através da trilha mecéanica e a
pesagem dos grdos estimados em kg ha! com a umidade corrigida para 13%. Para
a analise do teor de nitrogénio total nos gréaos, separou-se uma amostra de graos de
cada parcela para realizacdo da moagem, digestdo sulfdrica, destilacdo e titulacdo
(K-jeldahl) metodologia adaptada pela EMBRAPA (2009).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as

meédias comparadas atraves do teste de Tukey e Dunnett a 5% de significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de safra, as variaveis nimero de graos por espiga € numero de
espigas totais ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos avaliados. Em
relacdo a testemunha, para o nimero de graos por espiga, a testemunha apresentou
diferenca em relacéo a todos os demais tratamentos (Tabela 1).

Para o numero de espigas totais, a testemunha néo diferiu dos tratamentos
sem adubacéao nitrogenada com pulverizagcédo no sulco das estirpes Abv5 + Abv6 e
HAI3, com adubacdo nitrogenada combinada com a inoculacdo na semente das
estirpes Abv5 + Abv6 e do tratamento com adubacao nitrogenada mais pulverizacao
no sulco da estirpe HAI3. Para a massa de graos por espiga, ao se comprar entre 0s
tratamentos sem a testemunha, o tratamento com aplicacdo de nitrogénio e
inoculacao por pulverizacéo no sulco da estirpe HAI3 apresentou maior valor, porém
nao diferiu dos tratamentos: inoculados com as estirpes AvS + Ab6 associada a
adubacdo nitrogenada na semente, bem como no tratamento com auséncia de
adubacéao nitrogenada com inoculagao tanto por pulverizacdo no sulco e na semente
da estirpe HAI3.

Ao se comprar os tratamentos em relagdo a testemunha, a mesma nao
apresentou diferenga entre os tratamentos sem adubacao nitrogenada com HAI3

inoculada na semente, sem adubacéao nitrogenada com Abv5 + Abv6 no sulco, com
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adubacao nitrogenada com Abv5 e Abv6 inoculada na semente, e 0 mesmo
tratamento, porém utilizando a estirpe HAI3 (Tabela 1).

Para a safrinha o nUmero de grados por espiga, numero de espigas totais e
massa de graos por espiga apresentou resultado nao significativo ao se comprar 0s
tratamentos, ou seja, ndo apresentaram diferenga entre os tratamentos analisados.
Comparando-se a testemunha, o Unico tratamento que apresentou diferenca em
relacdo ao numero de graos por espiga foi o sem adubacdo nitrogenada com
inoculacao da estirpe HAI3 na semente (Tabela 2).

Ao iniciar os estudos com o Azospirillum, acreditava-se que os resultados
positivos obtidos em trabalhados realizados eram essencialmente derivados da
fixacdo biolégica do nitrogénio atmosférico (DOBBELAERE et al., 2001); porém
estudos posteriores relataram que os resultados positivos proporcionados por esses
microrganismos eram provenientes também de altera¢cdes morfologicas e fisioldgicas
nas raizes das plantas em plantas com inoculacdo, 0 que resultava em uma maior
absorcao de agua e nutrientes (OKON; VANDERLEYDEN, 1997).

O alto teor de matéria organica presente no solo pode ter interferido nos
resultados observados nas variaveis, fornecendo o0s nutrientes necessarios para a
expressividade dos resultados, aumentando as cargas do solo, além de colaborar
para a sobrevivéncia da microbiota presente no solo, refletindo de forma positiva nos

resultados obtidos.
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Tabela 1. Numero de graos por espiga (NGE), nimero de espigas totais (NET) e massa de graos por espiga (MGE) durante o
periodo de safra @ CPCS/UFMS Chapadéao do Sul - MS, (2014/15)

NGE NET MGE
(n°) ] (n°) (9)
TRATAMENTOS BACTERIAS
Azosp. Azosp. Azosp. Azosp. Azosp. Azosp.
Comercial HAI3 Comercial HAI3 Comercial HAI3

Sem N + Semente 574,93 s (a) 498,80 " (a) 48148,14 " (a)  53333,33 "™ (a) 128,70 bA (b) 144,13 bA (a)
Sem N + Sulco 605,73 " (a) 539,35 ™ (a) 44444 .44 ™S (b)  45925,92 " (b) 166,65 aA (a) 136,08 bB (b)
Com N + Semente 615,26 " (a) 586,26 " (a) 45925,92 " (b)  50370,37 " (a) 157,14 aA (a) 146,17 bA (a)
Com N + Sulco 552,00 "s (a) 662,86 " (a) 57037,03 " (a)  47407,40 " (b) 132,37 bB (b) 185,15 aA (b)
Testemunha 537,06 (b) 537,06 (b) 37037,03 (b) 37037,03 (b) 162,06 (a) 162,06 (a)
CV (%) 7,52 8,98 6,11

(1) Médias seguidas de letras minGsculas iguais nas colunas e mailscula nas linhas, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; " — ndo significativo; médias seguidas de letras entre parénteses iguais na coluna nao diferem pelo teste de Dunnett
a 5% de probabilidade; CV - coeficiente de variacao.
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Tabela 2. Numero de graos por espiga (NGE), nimero de espigas totais (NET) e massa de graos por espiga (MGE) durante o
periodo de safrinha ¥ CPCS/UFMS Chapad&o do Sul - MS, (2014/15)

NGE NET MGE
(n°) ] (n°) (9)
TRATAMENTOS BACTERIAS
Azosp. Azosp. Azosp. Azosp. Azosp. Azosp.
Comercial HAI3 Comercial HAI3 Comercial HAI3

Sem N + Semente 535,80 " (b) 633,52 "S(a) 55555,55 "s(s) 57777,77 "s(s) 111,74 s (0s) 89,42 s (ns)
Sem N + Sulco 520,16 " (b) 549,16 " (b) 55555,55 ns(s) 56296,29 "s(s) 101,21 s () 78,351 (n)
Com N + Semente 537,52 " (b) 497,34 " (b) 60740,73 "s(s) 57037,03 "s(s) 114,77 s () 96,73 "s (n3)
Com N + Sulco 522,18 " (b) 575,25 " (b) 54814,81 "s(s) 50370,37 "s(s) 88,93 "s (n3) 85,96 "s (1)
Testemunha 495,17 (b) 495,17 (b) 57037,03 (M) 57037,03 () 103,72"s () 103,72"s ()
CV (%) 8,87 8,35 9,34

(1) Médias seguidas de letras minGsculas iguais nas colunas e mailscula nas linhas, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; " — ndo significativo; médias seguidas de letras entre parénteses iguais na coluna ndo diferem pelo teste de Dunnett

a 5% de probabilidade CV - coeficiente de variacéo
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Para a produtividade no periodo da safra, o tratamento com adubacéo
nitrogenada inoculada com a estirpe HAI3 na semente apresentou maior producao
de grdos. Para a massa de cem gréos e teor de nitrogénio nos graos os tratamentos
apresentaram resultado néo significativo (Tabela 3).

Na safrinha, ao se analisar a produtividade dos tratamentos em relacdo a
testemunha, o tratamento sem adubagao nitrogenada com inoculagcdo da estirpe
HAI3 na semente apresentou resultado inferior & mesma, além de apresentar
diferenca para com os demais tratamentos. Para o teor de nitrogénio nos graos, a
testemunha néo diferiu dos tratamentos sem nitrogénio com pulverizagao tanto das
estirpes Abv5 + Abv6 e HAI3 no sulco e do tratamento com adubac&o nitrogenada
com pulverizacdo da estirpe HAI3 no sulco. As demais variaveis analisadas
apresentaram resultado nédo significativo (Tabela 4).

Apesar dos resultados ndo apresentarem diferenca estatistica, observa-se um
incremento na produtividade, quando comparamos 0s tratamentos com presenca e
auséncia da adubac&o nitrogenada, sendo ambos associados com Azospirillum
brasilense. Para o periodo da safra, o incremento foi de 1316 kg ha, com ganho
equivalente a 20% na producdo com o uso da adubacao nitrogenada. Na safrinha,
os tratamentos apresentaram incremento de 640 kg ha que representa 17% de
aumento na produtividade com o uso da adubacéo.

De forma geral, baseado nos resultados demonstrados nesse experimento, o0
uso de Azospirillum brasilense associada ou ndo com a adubacdo nitrogenada
apresentaram resultados de boa produtividade, ou seja, mesmo sem a utilizacao da
adubacao nitrogenada, os tratamentos com as estirpes Abv5 + Abv6 conseguem
atingir uma boa producdo em relagcdo aos tratamentos com uso da adubacao
nitrogenada. Os volumes utilizados dos inoculantes (300 mL para Abv5 + Abv6 e 100
mL para HAI3) provavelmente interferiram nos resultados, no qual o volume utilizado
para as estirpes Abv5 + Abv6 foi superior ao da estirpe HAI3, além de possuir
diferenca de concentracdo de bactérias, influenciando na expressividade dos
resultados. Desta forma, 0 uso das estirpes testadas sem a combinacdo do adubo
nitrogenado, torna-se viavel quando comparada ao uso em conjunto da adubacéao,
pois 0 mesmo também proporciona boa produtividade.

Em relacdo ao sistema de inoculacdo semente e sulco, os resultados

apresentaram semelhanga entre si, corroborando com resultados encontrados por
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Fukami et al (2016) onde foram testados diferentes métodos de inoculagéo
associado a cultura do milho e do trigo, no qual também foi observado que além do
método tradicional de inoculacdo de Azospirillum brasilense na semente, a aplicagéo
no sulco e foliar apresentaram eficiéncia semelhante ao inoculado na semente,
representando métodos alternativos de inoculacao afim de evitar a incompatibilidade
desses microrganismos com produtos fitossanitarios utilizados na semente, além de
se observar também, que a dose do inoculante pode interferir de forma positiva ou
negativa nos resultados a campo sendo necessario o uso da dose ideal para bons
resultados a campo.

Uma das hipo6teses para os valores de produtividade abaixo do esperado é o
fato do estande de plantas apresentarem um numero de plantas inferior ao
desejavel, tornando entdo um dos fatores que mostram o valor reduzido de algumas
variaveis agronémicas e produtividade nesse experimento, quando comparada aos
valores de producédo da regido. Apesar desse contratempo, torna-se interessante
observar a diferenca de valores entre os tratamentos, que é o que demonstra o

resultado positivo dos neste trabalho.
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Tabela 3. Produtividade do milho (PROD), Massa de cem gréos (MCG) e Teor de nitrogénio nos graos (TNG) durante o periodo de
safra.  CPCS/UFMS Chapadao do Sul - MS, (2014/15).

MCG TNG PROD
(9) (%) (kg ha')
TRATAMENTOS BACTERIAS
Azosp. Azosp. Azosp. Azosp. Azosp. Azosp.
Comercial HAI3 Comercial HAI3 Comercial HAI3

Sem N + Semente 30,26 s M) 29,77 ns(ms) 2,46 "s() 2 62 ns(ns) 5155,55 aA (a) 5307,40 bA (a)
Sem N + Sulco 30,01 s (M) 28,46 s (M) 2,52 ns(s) 2 37 ns(ns) 5107,40 aA (a) 5266,66 bA (a)
Com N + Semente 30,56 s M) 29,77 ns(ms) 2,49 ns(s) 2 62 ns(ns) 6062,97 aB (a) 7818,51 aA (b)
Com N + Sulco 30,52 nsms) 32,94 ns(ms) 2,76 "s(s) 2 72 ns(ns) 6403,70 aA (a) 5814,81 bA (a)
Testemunha 3,93 (Ms) 3,93 () 2,57 () 2,57 () 5062,87(a) 5062,87 (a)
CV (%) 5,37 3,52 10,47

(1) Médias seguidas de letras minUsculas iguais nas colunas e mailscula nas linhas, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; " — ndo significativo; médias seguidas de letras entre parénteses iguais na coluna nao diferem pelo teste de Dunnett
a 5% de probabilidade CV - coeficiente de variacao.
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Tabela 4. Produtividade do milho (PROD), Massa de cem graos (MCG) e Teor de nitrogénio nos graos (TNG) durante o periodo de
safrinha. @ CPCS/UFMS Chapadao do Sul - MS, (2014/15).

MCG TNG PROD
(9) I C0) (kg ha™)
TRATAMENTOS BACTERIAS
Azosp. Azosp. Azosp. Azosp. Azosp. Azosp.
Comercial HAI3 Comercial HAI3 Comercial HAI3
Sem N + Semente 21,91 ns(s) 19,87 ns(ms) 2,84 ™ (b) 2,76 ™ (b) 4192,59" (a) 2459,25 " (a)
Sem N + Sulco 21,76 ns(s) 18,68 ns(Ms) 2,52 " (a) 2,53 " (a) 3503,70" (a) 2011,11 " (b)
Com N + Semente 22,13 s (0s) 18,94 ns(s) 2,83 " (b) 2,70 " (b) 3799,99 " (a) 3803,70 " (a)
Com N + Sulco 21,50 "s(0s) 22,10 s () 2,64 " (a) 2,69 " (b) 3562,96 " (a) 3562,96 " (a)
Testemunha 19,10 () 19,10 () 2,27 (a) 2,27 (a) 3355,55 (a) 3355,55 (a)
CV (%) 8,62 6,37 12,57

(1) Médias seguidas de letras minUsculas iguais nas colunas e mailscula nas linhas, nédo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; " — ndo significativo; médias seguidas de letras entre parénteses iguais na coluna nao diferem pelo teste de Dunnett
a 5% de probabilidade CV - coeficiente de variacéo.
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De acordo com Kappes et al., (2014), a expressao da massa de cem graos é
uma caracteristica que pode ser influenciada pelo genétipo, pela disponibilidade de
nutrientes e pelas condicdes climaticas durante o estagio de enchimento dos graos.

Os teores de nitrogénio nas plantas inoculadas com acdo combinada com as
bactérias diazotréficas, também s&o relatados por outros autores, o que pode ser
consequéncia dos mecanismos de promocao de crescimento, que podem melhorar a
capacidade das plantas absorver nitrogénio e promover aumento da produtividade
(DOBBELAERE et al., 2001). Os resultados com o uso da estirpe HAI3 corrobora
com essa afirmacdo uma vez que a mesma apresenta alta producéao de fitormonio
AlA o que ocasiona 0 aumento do sistema radicular da planta, proporcionando entao
uma maior area no solo favorecendo a absorcdo de agua e nutrientes presentes no
meio, auxiliando no bom desenvolvimento da planta refletindo de forma positiva na
produtividade.

Alguns autores relatam os resultados positivos com o uso do Azospirillum
como Cavallet et al., (2000) e Hungria (2000) que obtiveram ganhos de
produtividade na ordem de 17% e 9%, respectivamente, com 0 uso da bactéria
Azospirillum spp. em milho associada com adubacdo. Resultados semelhantes
também foram encontrados por Kappes et al., (2011) e Braccini et al., (2012) que
observaram incremento na produtividade com os tratamentos com inoculacéao.

Os resultados presentes na literatura dos efeitos do uso do Azospirillum em
relacdo ao desempenho agronomico na cultura do milho ainda s&o bastante
variaveis (Roesch et al., 2006). De acordo com Duarte et al (2012), os efeitos da
adubacédo nitrogenada com o uso combinado da inoculacdo com Azospirillum na
nutricdo e produtividade na cultura do milho esta relacionado a cultivar utilizada,
além das condi¢des edafoclimaticas vigentes.

Em relagdo ao NMP (Numero Mais Provavel) de bactérias presente em raizes
frescas das plantas analisadas, para a safra, a maior quantidade de bactérias foi
identificada no tratamento sem adubacao nitrogenada inoculada com A. brasiliense
comercial na semente que apresentou um valor de log de 5,45. A testemunha
apresentou menor numero de bactérias com log de 4,88 bactérias. Ao se comparar

as médias dos tratamentos que receberam inoculacdo via semente em relacdo ao
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pulverizado no sulco, os tratamentos inoculados via sementes apresentaram
incremento de 0,76% no crescimento de bactérias em relacdo a pulverizacdo sulco

Para safrinha, o tratamento que apresentou maior NMP foi a bactéria
comercial pulverizada no sulco com 5,83 log e a testemunha apresentou o menor
valor de 4,67 log. No periodo da safra, os tratamentos que foram inoculados na
semente apresentaram um incremento de 2,76% em relacdo ao pulverizado no sulco
(Figura 2).

Figura 2. Numero mais provavel (NMP) de bactérias diazotroficas por grama de
matéria fresca de raiz durante periodo safra e safrinha. CPCS/UFMS Chapadao do
Sul - MS, (2014/15).
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Fonte: Elaboracéo do autor

A sobrevivéncia no solo das bactérias inoculadas € essencial para 0 sucesso
da inoculagéo, variando conforme o tipo de solo, clima e condi¢cbes da planta
(BASHAN; HOLGUIN, 1995). Portanto, o isolamento de microrganismos e a selegéo
de caracteristicas bacterianas que promovem efeitos benéficos em plantas, além de
estirpes competitivas sdo passos importantes para otimizar alto rendimento nas
culturas e melhorar a sustentabilidade do ecossistema (ROESCH et al., 2007).

Para que ocorra interacdo entre a planta e a bactéria é indispensavel o uso de
estirpes selecionadas de A. brasilense para compor o inoculante, para haja efeito
positivo nas variaveis agrondmicas na cultura do milho (HUNGRIA, 2011). Em
trabalho realizado por Santos et al., (2014) foi possivel realizar o isolamento de 30
estirpes presentes em plantas de milho, no qual duas estirpes apresentaram uma
boa producédo de acido indolacético e quatro estirpes com boa producéo de atividade
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da nitrogenase, mostrando-se com grande potencial para o uso em inoculagcées nas
plantas de milho.

Neste experimento néo foi verificado que a adubacédo tenha influenciado de
forma negativa na populacdo de bactérias presentes nas raizes, e também foi
possivel observar que a maior populacdo de bactérias ndo relacdo com a maior
produtividade. Pode-se inferir que os inoculantes apresentam compostos promotores
de crescimento, bem como outras substancias que apos a inoculacao fica disponivel
no solo, sendo rapidamente absorvido pelas radiculas ainda durante a germinacéo,
0 que poderia influenciar positivamente no rendimento quando a bactéria € inoculada
no sulco.

Uma das principais barreias enfrentadas com o uso do Azospirillum na cultura
do milho se da pela inconsisténcia dos dados de pesquisas que diferem de acordo
com o cultivar utilizado, condi¢Bes edafoclimaticas variaveis, manejo da cultura, uso
de estirpes selecionadas. Desta forma, a continuidade torna-se primordial para a

obtencéo de resultados ainda mais relevantes.

4 CONCLUSOES

O uso de inoculantes com as estirpes Abv5 + Abv6 e HAI3, inoculadas na
semente e no sulco na auséncia da adubacdo nitrogenada € viavel e proporciona
bons resultados na producédo da cultura do milho.

Os tratamentos inoculados apresentaram aumento no namero de bactérias no
interior das raizes de acordo com NMP.

A utilizagéo de bactérias diazotroficas inoculadas colabora para o aumento da

produtividade dos gréos na cultura do milho com auséncia da adubag¢éo nitrogenada.
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