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RESUMO

Contardi, Lucymara Merquides. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
Manejo de nitrogénio e modo de aplicacao de Azospirillum brasilense em milho.

Professora Orientadora: Rita de Cassia Félix Alvarez.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do manejo do nitrogénio
associado ao modo de aplicagdo de Azospirillum brasilense no
desenvolvimento agronémico do milho. O experimento foi realizado na area
experimental pertencente a Universidade Federal de Mato Grosso Do Sul,
Campus de Chapadao do Sul, MS. Utilizou-se o delineamento experimental de
blocos ao acaso, com 19 tratamentos e quatro repeticées. Os tratamentos
foram constituidos de modos de aplicacdo de Azospirillum brasilense
(sementes e sulco de plantio) associado a adubagdo nitrogenada de
semeadura e cobertura. Foram avaliados: altura de plantas, altura de insercao
de primeira espiga, didametro de colmo, nimero de espiga por planta, nimero
total de espigas, populacao final de plantas, comprimento da espiga, diametro
da espiga, numero de fileiras de graos por espiga, numero de graos por fileira,
didmetro do sabugo, comprimento de graos, massa de grdos por espiga,
massa de cem graos, numero de graos por espiga, produtividade de graos, teor
de nitrogénio total e quantificacdo das bactérias diazotréficas. A aplicagao de
Azospirillum brasilense no sulco de plantio na dose de 100 mL ha™ associado a
30 kg ha” de nitrogénio (N) na semeadura e 180 kg ha™ de N em cobertura
foram que apresentou melhores médias para os componentes de producdo. A
inoculagdo de sementes na presenca de adubacdo nitrogenada teve maior
populacado de bactérias diazotroficas por grama de raiz. A aplicacdo da dose de
300 mL p.c. ha™ do inoculante no sulco de plantio associado a 20 kg ha™ de N
na semeadura e 120 kg ha' de N em cobertura proporcionaram a maior

produtividade de graos.

PALAVRAS-CHAVE: Zea mays. Adubacdo nitrogenada. Bactérias
diazotroficas



ABSTRACT

Contardi, Lucymara Merquides. Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
Nitrogen management and mode of application of Azospirillum brasilense in

maize. Adviser: Rita de Cassia Félix Alvarez.

The objective of this study was to evaluate the effects of nitrogen associated
with the mode of application of Azospirillum brasilense in the development of
maize agronomic management. The experiment was conducted in the
experimental area belonging to the Mato Grosso do Sul Federal University,
Campus of Chapaddo do Sul, MS. We used the experimental design of
randomized blocks with 19 treatments and four replications. The treatments
consisted of application modes of Azospirillum brasilense (seeds and planting
furrow) associated with nitrogen fertilization of seeding and coverage. Were
evaluated: plant height, height of insertion of first, stem diameter, number of
spikes per plant, total number of spikes, plant population, spike length, spike
diameter, number of rows of kernels per spike, number of kernels per row, cob
diameter, length of grain, grain weight per spike, weight of hundred grains,
number of grains per spike, grain yield, total nitrogen and quantification of
diazotrophs. The application of Azospirillum brasilense in the planting furrow at
a dose of 100 mL ha™' associated with 30 kg ha™' of nitrogen (N) at sowing and
180 kg ha-1 of N in covering were presented the best medium for the
components of production. Inoculation of seeds in the presence of nitrogen
fertilization had a greater population of diazotrophic bacteria per gram of root.
The application dose of 300 mL ha™ inoculant in the planting furrow associated
with 20 kg ha™" at sowing and 120 kg ha-1 N in coverage provided the highest
yield.

KEY-WORDS: Zea mays. Nitrogen fertilization. Diazotrophs.
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1 INTRODUGCAO

O milho (Zea mays L.) esta entre os principais cereais produzidos no
mundo, sua diversidade de utilizacdo e seu potencial produtivo sao
caracteristicas que contribuem para sua ampla distribuicdo geogréafica. O
Brasil, no ano agricola de 2012/2013, considerando o somatério da safra e
safrinha, atingiu a producao de 78,5 milhdes de toneladas em uma area de
15,8 milhées de hectares cultivados, com produtividade média de graos de
4.961 kg ha' (Conab, 2013). Apesar do volume expressivo da producéo
nacional, a produtividade pode ser considerada baixa diante do potencial da
cultura.

Em paises de clima tropical como o Brasil, o nitrogénio (N) € um dos
elementos minerais mais importantes para producao das culturas. Apesar das
inovacdes tecnoldgicas que surgem a cada ano agricola, a adubacéo
nitrogenada ainda é um dos principais limitantes para o alcance da maxima
produtividade da cultura do milho (MORAIS, 2012).

A deficiéncia de N pode reduzir a produtividade de graos entre 10 e 22%
na cultura do milho (SUBEDI E MA, 2009), sem considerar as perdas que
também ocorrem na producdo de biomassa e que sao fundamentais para a
manutencdo da cobertura morta em rotacdo de cultura, quando se trata de
cultivos em semeadura direta.

A fonte nitrogenada predominantemente utilizada hoje na agricultura tem
origem sintética, com altos custos para obtencao e grandes riscos ambientais
no retorno ao meio ambiente, quando utilizado de forma ndo adequada. De
acordo com Hungria (2011) o Brasil importa 73% do N utilizado na agricultura.

Uma das alternativas para reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados de
producao industrial na cultura do milho é o aproveitamento do processo natural
de fixacao biolégica do nitrogénio, realizada por um grupo de bactérias,
denominadas diazotréficas (KAPPES et al., 2013).

Estas bactérias convertem o nitrogénio atmosférico em amébnia,
tornando-o entdo disponivel para a planta. As bactérias diazotroficas também
sao consideradas promotoras de crescimento vegetal (KUSS et al., 2007).
Dentre as bactérias diazotréficas, as do género Azospirillum, principalmente a
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espécie Azospirillum brasilense, tém sido usadas como inoculante em diversas
culturas (REIS, 2007). Especificamente para o milho, Azospirillum brasilense
vem proporcionando resultados positivos (BALDANI e BALDANI, 2005;
KAPPES et al., 2013), entretanto, existem outros relatos em que nao foram
verificados efeitos da inoculacdo (DARTORA et al., 2013).

Com a adogao da técnica de inoculagdo com Azospirillum brasilense, o
Brasil tem potencial para gerar economia de 30 a 50 kg ha” de fertilizantes
minerais nitrogenados na safra e safrinha da cultura do milho (FANCELLI,
2010).

O método mais comum utilizado para a aplicacdo do inoculante é via
sementes. No entanto, de acordo com Croes et al. (1993), a inoculacao via
sulco de semeadura vém sendo estudada como uma forma de evitar toxidez
dos produtos utilizados no tratamento de sementes sobre a bactéria, ja que
alguns produtos quimicos podem desestruturar o flagelo usado pela
AZzospirillum brasilense na associacdo com a planta.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o manejo de nitrogénio e os
modos de aplicacao de Azospirillum brasilense na cultura do milho.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do Milho

O milho (Zea mays L.) é uma planta de origem americana, cujos
primeiros registros de cultivo foram encontrados no México ha mais de 7.300
anos (GARCIA et al., 2006). E uma graminea anual, de metabolismo C4,
alégama e alotetraploide, com 2n= 4x = 20 cromossomos (GAUT et al., 2000).

Quanto as caracteristicas morfolégicas, o milho apresenta trés sistemas
radiculares, o primeiro é provisério, proveniente da germinacao da semente, o
qual é substituido pelo sistema radicular definitivo, este, pode atingir até 3 m de
comprimento, no entanto, a maior parte das raizes fasciculadas encontra-se
nos primeiros 30 cm do solo, posteriormente, desenvolvem-se o0s esporbes que
auxiliam na sustentacdo da planta, absorcdo de agua e de nutrientes
(MAGALHAES et al., 1994). Os autores relatam também que o caule do milho é
do tipo colmo, constituido por ndés e entrends, no qual estdo inseridas,
alternadamente, as folhas paralelinérveas. E uma planta monéica,
apresentando uma inflorescéncia masculina (pendao) e uma feminina (espiga),
cuja semente é um tipo de fruto classificado como cariopse.

De acordo com Fancelli e Dourado-Neto (2000), o ciclo da cultura
compreende cinco etapas de desenvolvimento: (i) germinagdo e emergéncia:
ocorre entre a semeadura e o aparecimento da plantula, cujo periodo varia
entre quatro e 12 dias, em funcdo da temperatura e umidade do solo; (i)
crescimento vegetativo: iniciado a partir da emissdo da segunda folha, até o
inicio do florescimento, cuja extensao varia em fungcéao do genétipo e de fatores
climaticos, caracterizando e classificando diferentes genétipos entre ciclos
superprecoces, precoces e normais; (iii) florescimento, estabelecido entre o
inicio da polinizagdo e o inicio da frutificacao; (iv) frutificacdo, compreendida
entre a fecundacdo e o enchimento completo dos grdos, cuja duragao varia
entre 40 e 60 dias; (v) maturidade: periodo compreendido entre o final da
frutificacdo e o aparecimento da camada negra, sendo este relativamente curto
e indicativo do final do ciclo de vida da planta.

Entretanto para maior facilidade de manejo e estudo do ciclo da cultura
do milho divide-se o desenvolvimento da planta em vegetativo (V) e reprodutivo
(R), as subdivisbes dos estadios vegetativos sdo designados numericamente
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como V1, V2, V3 até Vn; em que (n) representa a ultima folha emitida antes do
pendoamento (VT). O primeiro e o ultimo estadio V sdo representados,
respectivamente, por (VE, emergéncia) e (VT, pendoamento), conforme
descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Fenologia da cultura de milho

Estadio Descricao

VE Emergéncia

V1 12 folha desenvolvida
V2 22 folha desenvolvida
V3 32 folha desenvolvida
V4 42 folha desenvolvida
V (n) n2 folha desenvolvida
VT Pendoamento

R1 Embonecamento

R2 Bolha d’agua

R3 Gréo leitoso

R4 Gréao Pastoso

R5 Formacéao de dente
R6 Maturidade Fisiologica

FONTE: MAGALHAES; DURAES (2006)

O milho é considerado uma planta plastica, ou seja, com capacidade de
adaptar-se a diferentes condigcdes ambientais, desde as baixas altitudes até as
superiores a 2500 m (TEIXEIRA et al., 2002). Também é caracterizado pela
sua versatilidade de utilizagédo, indo desde a alimentacao animal e humana até
a industria de alta tecnologia, com isso, o milho passou a ser o cereal mais
produzido no mundo (DUARTE, 2000).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, ficando atras
apenas dos Estados Unidos e China (FAOSTAT, 2012), no entanto, o nivel
médio nacional de produtividade é considerado baixo, ja que as caracteristicas
fisioldgicas da cultura permitem alto potencial produtivo, demonstrando que os
diferentes sistemas de producdo de milho devem ser aprimorados para

alcancar o aumento na produtividade e rentabilidade que a cultura pode
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proporcionar (CRUZ, et al., 2008). Apesar das inovagdes tecnoldgicas que sao
introduzidas a cada ano ao setor agricola, o manejo inadequado da adubacéao
ainda € um dos principais entraves ao crescimento e producdo desta cultura
(MORAIS, 2012), sendo necessarias grandes quantidades de adubo,
principalmente nitrogenados, para se alcangar rendimentos maximos no cultivo
do milho (CAVALLET et al., 2000).

O nitrogénio € considerado um nutriente essencial para a planta, pois €
parte constituinte de todos os aminoacidos, proteinas e acidos nucléicos, além
de participar direta ou indiretamente de varios processos bioquimicos e
também da energia necessaria a producdo de carboidratos e esqueletos
carbdnicos, o que se reflete diretamente no desenvolvimento e rendimento da
cultura (MALAVOLTA et al., 1997).

O nitrogénio também ¢é o elemento considerado de manejo e
recomendacdo mais complexos, em virtude da multiplicidade de reacdes
quimicas e biolégicas que o afetam, além disso, também esta sujeito as
variagdes edafoclimaticas, podendo ocorrer perdas por lixiviacao, volatilizacao,
desnitrificacdo e erosdo, quando manejado inadequadamente (RAMBO et al.,
2008).

Com isso, a adubacao nitrogenada possui um papel importante para a
cultura do milho, pois além de ser o nutriente exigido e absorvido em maiores
quantidades é o que tem manejo e recomendacao de adubacao mais complexa
(CANTARELLA; DUARTE, 2012). Os autores ainda ressaltam que as
recomendacgdes oficiais de adubacdo para cultura do milho evoluiram
sensivelmente no Brasil na década de 1990, entre as inovacdoes mais
importantes esta a segmentacdo de doses de nutrientes conforme a
produtividade esperada, podendo ser bastante elastica para a cultura do milho
devido as diferencas de solo, manejo, material genético e época de plantio.

Segundo Coelho (2007), a quantidade média de N utilizada em lavouras
comerciais de milho, no Brasil, é de 60 kg ha™', enquanto, nos Estados Unidos
e na China, é de 150 kg ha™ e 130 kg ha™", respectivamente.

Segundo Ritchie et al. (2003) é no estadio V4 da cultura do milho onde
ocorre a definicdo do numero de 6vulos e ovarios que estardo na espiga,

portanto, esse evento necessita no minimo de 25 kg ha™' de N.
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Para Sousa e Lobato (2004) a recomendacdo de adubacao nitrogenada
de cobertura € em funcéo da expectativa de rendimento da cultura, e o teor de
argila, influenciara no parcelamento da dose de N aplicada. .

Sabe-se que a absorcao de N ocorre durante todo o ciclo vegetativo do
milho e, apesar das exigéncias nutricionais serem menores nos estadios
iniciais de crescimento, pesquisas indicam que altas concentragcdes de N na
zona radicular sdo benéficas para promover o rapido crescimento inicial da
planta e 0 aumento na produtividade de graos (SILVA et al., 2005).

De acordo com Vitti e Barros Junior (2001) nos estadios entre V4 e V12
(doze folhas expandidas) ocorre a definicdo do numero de fileiras e do tamanho
da espiga, estes sdo componentes de rendimento de grdaos do milho, sendo
necessario que o N seja disponibilizado para estes estadios.

Resultados experimentais obtidos por varios autores, sob diversas
condicoes de solo, clima e sistemas de cultivo, mostram respostas
generalizadas do milho a adubacao nitrogenada, sendo que 70 a 90% dos
ensaios de adubacdo com milho realizado em campo, no Brasil, respondem a
aplicacao de nitrogénio (CRUZ et al., 2005). Em um desses trabalhos, Araujo et
al. (2004) testaram a aplicacao de nitrogénio nas doses de 0, 60, 120, 180 e
240 kg ha”' em cobertura e verificaram que a maior dose de N aplicada
proporcionou a maior produtividade de gréos, um aumento de 2448 kg ha™
(28%) em relacao a testemunha.

Entretanto, o excesso de nitrogénio pode interferir no desenvolvimento
da cultura, causando maior desenvolvimento vegetativo da parte aérea em
detrimento do produtivo, diminuindo o sistema radicular e a capacidade de
resisténcia das plantas a periodos secos, tendo como um sintoma os cabelos
da espiga com coloracdo verde no final da fase reprodutiva (PRADO, 2008).

Assim como o excesso de N interfere no desenvolvimento na cultura, a
sua deficiéncia também é prejudicial, levando ao amarelecimento da folha da
ponta para a base em forma de “V”; comecando na ponta das folhas mais
velhas e progredindo ao longo da nervura principal; causando abscisao foliar e
colmos finos (COELHO; FRANGCA, 2001). A deficiéncia de N provoca o
retardamento do crescimento da parte aérea, interferindo na translocacao de
nutrientes no processo de enchimento de graos (MALAVOLTA et al., 1997).
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Também é importante destacar que altas doses (> 60 kg ha™') de N na
semeadura podem causar salinizagdo da regido préxima a raiz, podendo
prejudicar a germinacao das sementes (FANCELLI, 2001).

Assim, a dose, a época de aplicacao e as condi¢cdes do solo devem ser
analisadas com o intuito de suprir a planta nas fases criticas, para reduzir as
perdas de N e minimizar os custos de adubacao (HOEFT, 2003).

2.2 O elemento Nitrogénio

A maioria dos ecossistemas naturais e agrarios apresentam expressivos
ganhos em produtividade apds serem fertilizados com nitrogénio inorganico,
comprovando a importancia deste elemento (TAIZ; ZEIGER, 2006). Os autores
ressaltam também que embora a atmosfera seja constituida por cerca de 78%
de nitrogénio molecular (N2), essa grande quantidade de N, ndo esta
diretamente disponivel para os organismos vivos, pois a utilizagao do nitrogénio
atmosférico requer a quebra de uma estavel tripla ligacao entre os dois atomos
de nitrogénio para producao de amoénia (NH3) ou nitrato (NOs’). Segundo Prado
(2008), para a nutricao das plantas, é necessaria que haja a transformacao do
N. atmosférico para as formas assimilaveis, podendo ser utilizados para isto
trés processos de fixagdo de nitrogénio: a fixacdo industrial, a fixacao
atmosférica e a fixagéo biolégica.

A fixacdo industrial é o processo desenvolvido por Haber-Bosh de
sintese de amonia a partir do N, empregando temperaturas de 300 a 500°C e
pressdes acima de 300 atm, utilizando catalisadores a base de ferro (KIM;
REES, 1994). Esse processo consome muita energia e encarece 0 pre¢o do
fertilizante nitrogenado (BUCHANAN et al., 2000), visto que,o Brasil importa
praticamente 73% do N utilizado na agricultura (HUNGRIA, 2011).

A principal fonte de nitrogénio utilizada no pais é a uréia, que apresenta
como vantagens a alta concentragdo de N (45%) e o menor preco de N por
unidade, possuindo alta solubilidade, entretanto, apresenta desvantagens,
como a possibilidade de perdas de N por volatilizacdo de NHg, fitoxidez de
biureto, perdas por lixiviacdo, contaminacdo dos lencos freaticos e
aquecimento global proveniente da queima de derivados do petréleo (HARDY,
1993; CANTARELLA, 2007).
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O segundo processo de fixacao de N é a fixacao atmosférica, que refere-
se as descargas elétricas, que unem o N e o O, formando 6xidos que podem
ser decompostos ou unidos a agua, atingindo o solo pela acdo da chuva, no
entanto, essa fixacao de nitrogénio é considerada baixa, pois é dependente de
fatores como precipitacao, frequéncia de descargas elétricas e proximidade de
industrias que liberam gases nitrogenados para atmosfera (PRADO, 2008).

O terceiro processo de fixagcdo de nitrogénio € conhecido como fixacao
biolégica do nitrogénio, o N> atmosférico se difunde para o espagco poroso do
solo e consegue ser aproveitado por alguns microrganismos que ali habitam,
reduzindo-o a ambdnia, a mesma forma obtida no processo industrial
(HUNGRIA, 2011). A possibilidade de uso desse processo associado a cultura
do milho representa um grande potencial para reduzir a dependéncia de
fertilizantes nitrogenados sintéticos e, consequentemente, a poluicdo ambiental
e os custos de producao da lavoura (MORAIS, 2012).

Para Prado (2008), dentre os processos existentes de fixacdo de
nitrogénio descritos anteriormente, o que apresenta melhores resultados
quanto ao potencial de adicao de nitrogénio ao solo e também a maior taxa de
custo beneficio é o processo de fixagao bioldgica.

2.3 Bactérias diazotroficas associadas ao Milho

Sao chamados de bactérias diazotréficas, os microrganismos capazes
de realizar a conversado enzimatica do N, em formas assimilaveis aos demais
eucariotos (ROESCH, 2003).

Estes microrganismos promovem a reduc¢ao do nitrogénio atmosférico a
amoénia (NH3*), através da quebra da ligagdo tripla do N pela enzima
nitrogenase, utilizando para esta quebra de ligacdo energia na forma de ATP
(adenosina trifosfato), em condicoes de temperatura ambiente e pressao
adequada. Esta enzima é muito sensivel ao oxigénio, podendo destrui-la
irreversivelmente (REIS; TEIXEIRA, 2005).

Na agricultura, a maior contribuicdo do processo de fixacao biolégica do
N> ocorre pela associacdo simbidtica de plantas da familia Leguminosae
(Fabaceae) com bactérias pertencentes a diversos géneros sendo conhecidas
como rizébios (HUNGRIA, 2011). A extensao da fixag&o bioldgica de nitrogénio
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(FBN) para plantas ndo leguminosas, principalmente cereais e gramineas,
tornou-se uma um dos maiores desafios dos ultimos anos (DOBEREINER,
1997).

O milho possui uma via fotossintética (C4), sendo mais eficiente em
relacdo a luz do que as leguminosas, sendo capaz de converter intensidades
de energia solar duas vezes maiores, além disso, apresenta um sistema
radicular fasciculado, tendo vantagens sobre o sistema pivotante das
leguminosas para extrair agua e nutrientes do solo (QUADROS, 2009). Este
tipo de planta pode mais facilmente dispensar fontes energéticas para a
alimentacao de bactérias diazotréficas e para o processo energeticamente caro
da conversdo do N, atmosférico em formas combinadas utilizdveis pelas
plantas (DOBEREINER, 1992).

Dentre as bactérias diazotréficas, as do género Azospirillum,
principalmente a espécie A. brasilense, tem sido usada como inoculante em
diversas culturas de importancia agricola (REIS, 2007).

Azospirillum spp. s&o bactérias Gram negativas, curvas, méveis e de

varias origens geograficas. A temperatura 6tima de crescimento varia entre 28

e 41 OC, dependendo da espécie (ECKERT et al., 2001).

De acordo com Baldani et al. (1997), bactérias do género Azospirillum
sdo classificadas como endofiticas facultativas, sendo o grupo mais promissor
associado a gramineas e nao leguminosas, devido sua capacidade de
colonizar todo o interior da planta, localizando-se dentro de habitats protegidos
do oxigénio. Segundo Bashan e Levanony (1990); Baldani et al.(1997), no solo,
as bactérias do género Azospirillum podem ser encontradas no mucigel
presente na rizosfera de plantas, caracterizando uma colonizacdo externa das
raizes, enquanto na colonizagdo interna, as células de Azospirillum podem
penetrar nos espacos intercelulares e la se alojarem. Para Débereiner (1992),
quando uma populagdo se estabelece na rizosfera, uma populacédo interna
também se desenvolve, onde as concentracdes de oxigénio sdo mais baixas e,
assim, favorecem a atividade da fixagao do nitrogénio.

Na rizosfera, os nutrientes exsudados pelas raizes das plantas,
estimulam os microrganismos presentes no solo a se moverem em direcao as
raizes, devido a motilidade e a quimiotaxia (HARTMANN; BALDANI, 2006). A
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alta motilidade exibida pelas células, aliada a quimiotaxia positiva para certos
acidos organicos, acucares e aminoacidos provavelmente, confere a
Azospirillum uma vantagem seletiva importante sobre outros microrganismos
na rizosfera, onde a disponibilidade de nutrientes é muitas vezes limitada.
(BARAK et al, 1983).

O processo de ligacdo da bactéria a radicula ou raiz da planta é
realizado em duas etapas: a primeira (fase de adsorcdo) com duragdo de
aproximadamente duas horas, é reversivel, e provavelmente envolve apenas
proteinas; a segunda (fase de ancoramento) dura de 8 a 16 h, é irreversivel e
provavelmente envolve polissacarideos de superficie, ambas as fases sao
mediadas pela ac¢édo do flagelo polar, cuja participacdo na fase de adsorcéo é
decisiva (MICHIELS et al, 1991), podendo tornar-se um problema, ja que o
método mais utilizado de inoculagdo com Azospirillum brasilense é via
sementes, e segundo Croes et al. (1993) os produtos utilizados no tratamento
de semente podem causar toxidez aos microrganismo, podendo desestruturar
o flagelo usado pela Azospirillum brasilense na associacdo com a planta.

As bactérias do género Azospirillum também sdo conhecidas pela sua
capacidade de produzir horménios de crescimento como auxinas, giberelinas e
citocininas “in vitro (HARTMAN; ZIMMER, 1994). Para Dobbelaere et al.
(2003) as respostas positivas a inoculacao, inclusive quando cultivadas com
altos niveis de nitrogénio, indica que as respostas da planta ndo ocorrem
apenas em razdo do N, fixado, mas, também, da producdo de outras
substancias. Bashan e Holguin (1997) relataram ser ébvio que os fitorménios,
principalmente o acido indol-acético (AIA), excretados por Azospirillum
desempenham papel essencial na promog¢ao do crescimento de plantas.

A interacdo positiva entre estas bactérias e o milho tem sido
demonstrada por varios autores, dados avaliados por Okon e Labandera-
Gonzalez (1994), durante 20 anos de experimentos de inoculagdo com
Azospirillum, concluiram que esses organismos sao capazes de promover

incrementos na produtividade de diversas culturas.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descricao da area

O experimento foi conduzido na area experimental da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, campus de Chapadao do Sul, localizada nas
coordenadas 18° 46°17,8"" de latitude sul, 52° 37°27,7"" de longitude oeste e
com altitude de 813 m. O clima da regido, segundo Kdppen é do tipo tropical
umido (Aw), com estacao chuvosa no verao e seca no inverno e precipitacao
média anual de 1.850 mm com temperatura média anual variando de 13°C a
28°C.

O solo da area experimental é classificado como Latossolo Vermelho
Distréfico argiloso (Embrapa, 2006), cujas caracteristicas quimicas encontram-
se na Tabela 2.

Na adubagdo mineral de semeadura da area experimental foram
aplicados 412 kg ha™ do formulado 0-20-20 + 11% Ca + 4% S.

Tabela 2. Anélise quimica do solo da area experimental na camada de 0 — 20
cm, Chapadao do Sul, 2012

oH MO P H+Al K Ca Mg CiC V
CaCl, gdm® mg dm™ cmolc dm™ %%
4,7 29,5 11,6 5,3 026 2,3 0,5 8,4 36,6

A adubacdo nitrogenada foi feita manualmente de acordo com os

respectivos tratamentos.

3.2 Delineamento experimental e tratamentos

Para realizagdo do experimento, foram estabelecidos 19 tratamentos
com quatro repeticdes, distribuidos em blocos ao acaso compostos da
combinacdo entre formas de inoculagdo de A. brasilense associado a
adubacao nitrogenada, conforme a Tabela 3.

As parcelas foram constituidas por cinco linhas de cinco metros de
comprimento, espagadas de 0,45 cm entre si, distribuindo-se trés sementes por
metro de sulco, totalizando 66.667 sementes ha™.
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Tabela 3. Tratamentos utilizados no experimento. Chapadao do Sul, MS, 2013

Tratamentos Descricao

Sl Sem inoculacao

IS Inoculagcédo de Semente

D1 Aplicacdo do Inoculante no sulco de plantio, 100 mL p.c. ha™
D2 Aplicacédo do Inoculante no sulco de plantio, 200 mL p.c. ha™
D3 Aplicacédo do Inoculante no sulco de plantio, 300 mL p.c. ha™
A0 Auséncia de adubacéao nitrogenada

A1 10 kg ha™ de N na semeadura+ 60 kg ha™ de N em cobertura
A2 20 kg ha™ de N na semeadura+ 120 kg ha™ de N em cobertura
A3 30 kg ha™ de N na semeadura + 180 kg ha™' de N em cobertura

A combinacdo dos 19 tratamentos ficou da seguinte forma: 1) sem
inoculagdo + 10 kg ha™' de N na semeadura + 60 kg ha™' de N em cobertura; 2)
sem inoculacdo + 20 kg ha' de N na semeadura + 120 kg ha' de N em
cobertura; 3) sem inoculagdo + 30 kg ha™ de N na semeadura + 180 kg ha™' de
N em cobertura; 4) inoculacdo de sementes, sem adubacdo nitrogenada 5)
inoculagdo de sementes + 10 kg ha™ de N na semeadura + 60 kg ha™ de N em
cobertura; 6) inoculagdo de sementes + 20 kg ha de N na semeadura + 120
kg ha™ de N em cobertura; 7) inoculacdo de sementes + 30 kg ha™ de N na
semeadura + 180 kg ha™ de N em cobertura; 8) 100 mL do produto comercial
(p.c.) ha™ de inoculante no sulco, sem adubacdo nitrogenada; 9) 100 mL p.c.
ha™' de inoculante no sulco + 10 kg ha™ de N na semeadura + 60 kg ha” de N
em cobertura; 10) 100 mL p.c. ha” de inoculante no sulco + 20 kg ha™ de N na
semeadura + 120 kg ha™ de N em cobertura; 11) 100 mL p.c. ha™ de inoculante
no sulco + 30 kg ha™ de N na semeadura + 180 kg ha™ de N em cobertura; 12)
200 mL p.c. ha™ de inoculante no sulco, sem adubacdo nitrogenada; 13) 200
mL p.c. ha™ de inoculante no sulco + 10 kg ha™ de N na semeadura + 60 kg ha’
' de N em cobertura; 14) 200 mL p.c. ha™ de inoculante no sulco + 20 kg ha
de N na semeadura + 120 kg ha” de N em cobertura; 15) 200 mL p.c.ha” de
inoculante no sulco + 30 kg ha™ de N na semeadura + 180 kg ha™ de N em
cobertura; 16) 300 mL p.c. ha' de inoculante no sulco, sem adubacdo
nitrogenada; 17) 300 mL p.c. ha™ de inoculante no sulco + 10 kg ha™ de N na

semeadura + 60 kg ha™' de N em cobertura; 18) 300 mL p.c. ha™' de inoculante
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no sulco + 20 kg ha™' de N na semeadura + 120 kg ha™ de N em cobertura e
19) 300 mL p.c. ha de inoculante no sulco + 30 kg ha™ de N na semeadura +
180 kg ha™' de N em cobertura.

3.3 Semeadura e tratos culturais

A semeadura foi realizada manualmente no dia 05 de dezembro de
2012, utilizando o hibrido comercial CD 384 HX. Esse hibrido é de ciclo
precoce, atinge a altura média de plantas de 215 a 230 cm com massa de 1000
graos em média de 352 g. As sementes foram inoculadas no momento da
semeadura, utilizando-se o inoculante Masterfix Gramineas® com as estirpes
AbV5 e AbV6 de Azospirillum brasilense (2x108 células viaveis mL™"), na dose
recomendada pelo fabricante de 100 mL p.c. ha'. As sementes foram
colocadas em saco plastico e apds a aplicagdo do inoculante, foram agitadas
por cerca de dois minutos para uniformizacao do produto sobre a semente.

Para a aplicagdo do inoculante no sulco de plantio, foram utilizadas trés
doses: 100, 200 e 300 mL p.c. ha™, diluidas em 10 L de 4gua e aplicadas com
auxilio de um pulverizador costal com jato dirigido diretamente no sulco de
semeadura. Apdés a semeadura manual do milho nos sulcos, foram
pulverizadas as doses do inoculante diretamente sobre as sementes, e em
seguida, o sulco foi fechado.

No estadio V5 foi realizada a adubacao de nitrogénio em cobertura. A
aplicagéo foi realizada manualmente, distribuindo uréia como fonte de N, sobre
a superficie do solo, sem incorpora¢cdo, em uma unica vez.

Durante a conducdo do experimento ndo foi necessario realizar o
controle de doencas e pragas. Para plantas daninhas foi feita uma
pulverizagdo, 20 dias apds a emergéncia com 108,8 g ha” de Tembotriona +
1000 g ha™* de Atrazina.

A colheita do experimento foi realizada manualmente, no dia 10 de maio
de 2013, coletando-se todas as espigas da area util da parcela.

3.4 Avaliacoes

Foram consideradas como area util para avaliagdes trés linhas centrais,
sendo que uma linha foi utilizada para a contagem das bactérias diazotréficas e
as duas linhas restantes foram utilizadas para as demais avaliagoes.
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Foram realizadas as seguintes avaliagdes:
3.4.1 Quantificacao do Numero mais provavel (NMP) de bactérias
diazotroficas

Para quantificacdo das bactérias diazotréficas, aos 55 dias apds a
emergéncia da cultura, foram coletadas amostras de raizes de trés plantas de
uma linha da éarea util de cada parcela. As raizes foram lavadas em agua
corrente, depois foram pesadas 10 g (matéria fresca) e trituradas no
liquidificador com 90 mL de solucao salina e diluidas serialmente nas diluicdes
de 102 a 10° De cada diluicdo foi retirada uma aliquota de 0,1 mL e
inoculadas em triplicata nos frascos contendo 5 mL do meio de cultivo semi-
solido NFb. Os frascos foram incubados a 30°C e apés cinco dias o
crescimento bacteriano foi avaliado pela contagem dos frascos negativos e
positivos, considerando frascos com crescimento positivo aqueles que
apresentavam o aparecimento de pelicula caracteristica. Os dados da
contagem foram utilizados na quantificacdo do nimero mais provavel (NMP)
utilizando a tabela Mc Crady para 3 tubos/diluicdo (DOBEREINER et al.,1995).

3.4.2 Caracteristicas de crescimento

No estadio R3, foram mensuradas 10 plantas da area util por parcela
para as avaliacoes de altura de planta (medicéo do colo até a insercao da folha
“bandeira”), altura da insercdo da primeira espiga (medicdo do colo até a
inser¢do da primeira espiga viavel com o colmo), didmetro de colmo (diametro

do segundo internddio, a partir da base da planta).

3.4.3 Componentes da producao e outras caracteristicas
a) Populacao final de plantas, nimero total de espiga e numero de
espigas por planta

A populacao final de plantas foi obtida pela contagem das plantas na
area util da parcela, considerando-se inclusive as plantas acamadas e/ou
quebradas, transformando-se a populacdo obtida para a correspondente por
hectare. O numero de total de espiga (ha) foi obtido pela contagem de todas as
espigas na area util da parcela, calculando-se para hectare. O numero de
espiga por planta foi determinado pela razdo entre numero de espigas

produtivas e a populacéo final de plantas.
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b) Comprimento de espiga
Para o comprimento de espiga foram separadas cinco espigas ao acaso
proveniente da area util de cada parcela, medindo cada espiga com auxilio de

uma régua.

c) Diametro da espiga
O diametro da espiga foi mensurado com o auxilio de um paquimetro
digital e correspondeu ao didmetro médio, em milimetros,da porcao central de

cinco espigas por parcela.

d) Numero de fileira de graos por espiga
Para o numero médio de fileiras de graos por espiga, foram contados em
cinco espigas de cada parcela, todas as suas fileiras.

e) Numero de graos por fileira
Foram contados todos os grédos de cada fileira de cinco espigas por

parcela.

f) Diametro do sabugo

Depois de debulhado a espiga, foi feita a medicdo utilizando um
paquimetro digital da porcdo central de cada sabugo, em cinco espigas por
parcela.

g) Comprimento de graos
Em cada uma das cinco espigas avaliadas por parcela, foram separados

cinco graos que foram medidos com o auxilio de um paquimetro.

h) Massa de graos por espiga
Apés a debulha das cinco espigas avaliadas por parcela, foi determinada
sua massa individualmente, com o auxilio de uma balanga analitica com

precisao de 0,01 g.

i) Massa de 100 graos
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Das cinco espigas avaliadas por parcela, foram contados cem graos,
colocados em capsulas e pesados em balanca analitica, depois seguiram para
estufa de ventilagdo forcada a 105 °C até atingirem peso constante. O teor de
agua dos graos foi corrigido para 13%.

j) Numero de graos por espiga
Foi calculado considerando o numero de graos por fileira € 0 numero de

fileiras por espiga.

3.4.4 Produtividade de graos

A produtividade de graos por hectare foi obtida a partir da colheita e
pesagem de graos provenientes das espigas da area Gtil de cada parcela, ap6s
a correcao da umidade dos graos para 13%.

3.4.5 Teor de N nos graos

Para quantificacdo do teor de nitrogénio nos graos, apds a colheita,
foram separadas amostras de cada parcela, que passaram pelos processos de
digestdo sulfurica, destilacdo e titulacao (N-Kjeldahl), adaptado por Embrapa
(2009).

3.5 Analise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito dos tratamentos de aplicacado de Azospirillum brasilense
associado ao nitrogénio sobre as caracteristicas altura de plantas, altura de
insercao da primeira espiga e diametro basal do colmo (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo da analise de variancia para altura de planta (ALT), altura de
insercao de primeira espiga (AIE), diametro basal do colmo (DC). Chapadéao do
Sul, 2013

Quadrados Médios

F.V G.L. ALT AlE DC
Blocos 3 0,00369 0,00115 0,00827
Tratamentos 18 0,00528** 0,00397** 0,03147**
Residuo 54 0,00072 0,00036 0,00116

Teste F: ** — significativo a 5% de probabilidade.

As variaveis numero total de espigas e populacdo final de plantas
tiveram efeito significativo dos tratamentos, enquanto o nimero de espigas
por planta ndo foi afetada pela aplicagédo de Azospirillum brasilense associado

ao nitrogénio (Tabela 5).

Tabela 5. Resumo da anélise de variancia para numero de espigas por planta
(NEP), numero total de espigas (NTE) e populacao final de plantas (POP).
Chapadao do Sul, 2013

Quadrados Médios

F.V. G.L. NEP NTE POP
Blocos 3 0,04009 58925795.5582 15649247,8498
Tratamentos 18 0,00644 76478494,9694** 74117840,0930**
Residuo 54 0,00616 224663689.9640 5375334,44529

Teste F: ** — significativo a 5% de probabilidade.
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Para altura de plantas (Tabela 6), os tratamentos com inoculacdo de
semente associado as aplicacdes de 10 e 20 kg ha™ de N na semeadura com
60 e 120 kg ha™ de N em cobertura, respectivamente, e os tratamentos com
aplicagdo no sulco de plantio na dose de 100 mL p.c ha™' associado as doses
de 10 e 30 kg ha'de N na semeadura com 60 e 180 kg ha™' de N em cobertura,
respectivamente, foram os que proporcionaram a maior altura de plantas.

As plantas com menor porte foram observadas no tratamento com
inoculagdo de semente na auséncia de nitrogénio, nao diferindo
estatisticamente dos tratamentos com inoculacdo no sulco de plantio na dose
de 200 mL p.c ha™ em todas as doses de N e nos tratamentos na dose de 300
mL p.c ha™' com as doses de 20 kg ha™' de N em semeadura com 120 kg ha
de N em cobertura e 30 kg ha "' de N em semeadura com 180 kg ha™' de N em
cobertura tiveram as menores alturas. Cabe ressaltar, que mesmo o0s
tratamentos que tiveram as menores alturas, estes ainda foram superiores a
altura média esperada para o hibrido utilizado.

A maxima altura de insercao da primeira espiga (Tabela 6) foi observada
nos tratamentos com inoculagdo de semente associado a 10 e 20 kg ha™ de N
na semeadura com 60 e 120 kg ha' de N em cobertura, respectivamente,
também, os tratamentos que tiveram aplicacdo do inoculante no sulco de
plantio na dose de 100 mL p.c. ha™ na auséncia de N e associado a 10 e 30 kg
ha' de N na semeadura com 60 e 180 kg ha' de N em cobertura,
respectivamente, e o tratamento na dose 300 ml p.c. ha 'na auséncia de N,
nao diferiram estatisticamente do tratamento controle (sem inoculacdo)
associado a 10 kg ha' de N.

Os resultados obtidos para altura da primeira espiga foram muito
semelhantes aos obtidos para altura de planta, onde se observou que as
maiores alturas da primeira espiga foram obtidas com inoculacdo de semente e
presenca de N e na menor dose do inoculante na auséncia e presenca de N.
Duas situacbes que fugiram a comparacdo com a altura de plantas foram
auséncia de inoculacdo da semente com menor dose de N e maior dose de
inoculag&o na auséncia de N.

O diametro de colmo, considerado uma caracteristica de grande
importancia para a obtencado de alta produtividade, pois quanto maior 0 seu
didmetro, maior a capacidade da planta em armazenar fotoassimilados que
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contribuirdao com o enchimento dos graos (KAPPES et al.,, 2011), teve os
maiores resultados nos seguintes tratamentos: sem inoculagéo associado a 30
kg ha™ de N na semeadura e 180 kg ha™ de N em cobertura; nas doses de 100
mL p.c. ha™ de inoculante no sulco associado a 30 kg ha” de N na semeadura
e 180 kg ha™' de N em cobertura; dose de 200 mL p.c. ha” em todas as doses
de N, exceto no tratamento que nao recebeu adubacgéo nitrogenada; dose de
300 mL p.c. ha™ associado a 10 kg ha™ de N na semeadura e 60 kg ha™' de N
em cobertura.

Os maiores diametros de colmo foram obtidos sempre na presenca de N
e apenas em uma situacao obteve-se maior didmetro de colmo sem a presenca
do inoculante.

Resultados semelhantes foram encontrados por Kappes et al. (2013)
que verificaram que a inoculacdo das sementes com A. brasilense
proporcionou maior altura de planta e de insercao de espiga, mas nao afetou o
didmetro de colmo. Ja Lana et al. (2012) avaliando o efeito da presenca e
auséncia de adubacéo nitrogenada de semeadura (0 e 20 kg ha-1), com e sem
inoculacdo de A. brasilense nas sementes e aplicacdo de nitrogénio em
cobertura (0 e 100 kg ha-1) na cultura do milho, verificaram que a altura de
insercdo da espiga e de planta ndo sofreram efeito de nenhum destes trés
fatores analisados.

Observou-se que para estas trés caracteristicas avaliadas a aplicacao
do inoculante no sulco de plantio na dose de 100 mL p.c. ha™ associado a 30
kg ha™ de N na semeadura e 180 kg ha™' de N em cobertura, proporcionou as
maiores médias.

Quanto ao numero de espigas por planta, também conhecido como
prolificidade, nao foi verificado efeito significativo dos tratamentos (Tabela 6),
embora, 0 acréscimo em espigas por planta ndo resulte diretamente em
aumento de produtividade de milho, pois quando a prolificidade é alta, o
tamanho da espiga, principalmente o da segunda espiga, muitas vezes torna-
se muito pequeno, além de poder ficar desgranada e deformada (VELOSO et
al., 2006).

O numero total de espiga (Tabela 6) teve os maiores valores nos
tratamentos que tiveram inoculacdo de sementes na auséncia de adubacao
nitrogenada e associado a 10 kg ha™ de N na semeadura e 30 kg ha™ de N em
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cobertura; também os tratamentos com aplicacao no sulco de plantio na dose
de 100 ml p.c. ha™ na auséncia de N; dose de 200 ml p.c. ha™ com 10 kg ha™
de N na semeadura e 60 kg ha™ de N em cobertura e dose de 300 mL p.c ha"
na auséncia de N e associado a adubacdo nitrogenada de 20 kg ha' de N em
semeadura e 120 kg ha™ de N em cobertura, no diferindo estatisticamente dos
tratamentos sem inoculacdo associados a 10 e 20 kg ha'de N em semeadura
com 60 e 120 kg ha” de N em cobertura, respectivamente. De toda forma,
esses resultados n&o diferiram dos tratamentos sem inoculagdo e com
adubacdo de 10 e 20 kg ha™ de N na semeadura e 60 e 120 kg ha” de N em
cobertura, respectivamente.

Quanto a populacéao final de plantas (Tabela 6), os tratamentos com
inoculagdo na semente na auséncia de N e associado a aplicacédo de 10 kg ha
de N na semeadura e 60 kg ha' de N em cobertura, proporcionaram maior
populacao de plantas, ja o tratamento com inoculagdo na semente que recebeu
a maior quantidade de adubacado nitrogenada teve a menor populacdo de
plantas, sendo inferior até aos tratamentos controle (sem inoculacio).
Resultados obtidos por Novakowiski et al. (2011), quanto a inoculacdo de
sementes com A. brasilense cepa BR 11005 (Sp 245), verificaram que a
inoculacao proporcionou menor populacdo de plantas em relagdo ao

tratamento controle.

Tabela 6. Altura de plantas (ATP), altura da insergdo da primeira espiga (AIE),
didametro do colmo (DC), numero de espigas por planta (NEP), nimero total de
espigas (NTE) e populacao final de plantas (POP), em fungdo da associagao
de nitrogénio e Azospirillum brasilense'.

Caracteristicas avaliadas

Tratamentos  ATP AlE DC NEP NTE POP
cm

Sl + A1 247b 135a 2,28c 0,98a 58779,55a 59444,50c
Sl + A2 245b 131c 2,37b 1,08a 59585,86a 57777,75¢c
Sl+ A3 245b 128d 2,43a 0,94a 50649,65b 53888,50d
IS + A0 238¢ 127d 2,23d 0,99a 64760,12a 65000,05a
IS+ A1 250a 138a 2,34b 1,00a 63030,92a 62778,05a
IS + A2 250a 136a 2,31c 0,97a 54527,66b 56111,00c
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Continuacao Tabela 6

IS + A3 246b 133b 2,36b 1,04a 49822,32b 47777,89e
D1 + AO 247b 136a 2,28¢c 1,00a 61720,65a 61666,80Db
D1 + A1 248a 137a 2,36b 0,95a 54038,90b 56666,69 c
D1 + A2 246b 134b 2,35b 1,04a 55056,93b 52777,88d
D1 + A3 249a 135a 2,46a 1,04a 53871,76b 51666,80d
D2 + AO 240c 133b 2,10e 0,97a 55501,18b 56666,63 Cc
D2 + A1 243c 128d 241a 1,03a 59101,12a 57222,33c
D2 + A2 240c 128d 2,40a 0,94a 55026,40b 58333,44c
D2 + A3 242¢ 133b 2,44a 0,97a 52222,22b 53333,33 b
D3 + AO 243c 135a 2,24d 1,03a 61835,39a 60000,00b
D3 + A1 247b 133b 2,42a 091a 55555,55b 60555,55Db
D3 + A2 240c 133b 2,27¢ 1,04a 60183,50a 57777,83c
D3 + A3 243c 131c 2,36b 1,00a 51702,60b 5666,88d
CV (%) 1,10 1,42 1,46 7,87 8,36 4,07

'Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem pelo teste Scott-Knott, a 5% de

probabilidade.

Na Tabela 7, observa-se que todas as caracteristicas avaliadas,
comprimento de espiga, didmetro da espiga, numero de fileira por espiga e
numero de graos por fileira sofreram efeito da aplicacdo de Azospirillum
brasilense associado ao nitrogénio.

Tabela 7. Resumo da analise de variancia para comprimento de espiga (CE),
didametro da espiga (DE), numero de fileiras de graos por espiga (NF), nimero
de graos por fileira (NGF). Chapadao do Sul, 2013

Quadrados Médios

F.V. G.L. CE DE NF NGF
Blocos 3 0,56041 1,53208 0,25509 0,41556
Tratamentos 18  1,24882** 2,40836** 0,40649** 3,69867**
Residuo 54  0,16134 0,53146 0,15546 0,32405

Teste F: ** — significativo a 5% de probabilidade.
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Para a caracteristica comprimento de espiga observou-se na Tabela 8
0Ss maiores comprimentos nos seguintes tratamentos: inoculacdo de sementes
associado a 20 e 30 kg ha™ de N na semeadura com 120 e 180 kg ha™ de N
em cobertura, respectivamente; todos os tratamentos com aplicacdo de
inoculante no sulco de plantio na dose de 100 mL p.c ha™' na presenca de
adubacao nitrogenada; inoculagdo no sulco de plantio na dose de 200 mL p.c
ha™' com adubac&o nitrogenada de 20 e 30 kg ha na semeadura e 120 e 180
kg ha' em cobertura, respectivamente, ndo diferindo estatisticamente dos
tratamentos que ndo foram inoculados, mas receberam adubacéo de 10 e 20
kg ha’ de N na semeadura e 60 e 120 kg ha' de N em cobertura,
respectivamente.

O comprimento de espiga também foi influenciado pela inoculagéo de
sementes com Azospirillum spp em um experimento realizado por Cavaletti et
al. (2000), onde verificaram que com a inoculacao de sementes na presenca de
70 kg ha” de N para semeadura e cobertura, o comprimento de espiga foi de
14,7 cm, e no tratamento sem adubacéao nitrogenada o comprimento foi de 13,8
cm, ainda quando observou-se o tratamento controle (sem inoculagdo e sem
adubacao nitrogenada) o comprimento de espiga foi de 13,2 cm. Corroborando
com os resultados obtidos por Kappes et al. (2013), que inoculacao de
sementes com A. brasilense proporcionou incremento no comprimento de
espiga de 6,7 cm em relacdo ao tratamento sem inoculacao.

Os maiores didametros de espiga (Tabela 8) foram observados nos
tratamentos que receberam adubacdo nitrogenada de 20 kg ha' de N na
semeadura e 120 kg ha de N em cobertura sem inoculagdo e com inoculagéo
no sulco na dose de 100 e 200 mL p.c. ha™.

Quanto ao numero de fileiras de grdaos por espiga, embora tenha-se
apresentado diferenca estatistica, o numero de fileira ficou na média de 16
fileiras por espigas.

Para o niumero de graos por fileira observa-se que os tratamentos com
inoculagdo na semente e inoculagdo no sulco de plantio na dose de 100 mL p.c
ha' ambos com adubacdo nitrogenada de 30 kg ha™' de N em semeadura e
180 kg ha™ de N em cobertura, tiveram a maior quantidade de graos por fileira.
De modo inverso, os tratamentos com inoculagdo de semente com 10 kg ha™
de N em semeadura e 60 kg ha” de N em cobertura e inoculagdo no sulco na
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dose de 200 mL p.c. ha™ na auséncia de N e com aplicagéo de 20 kg ha™ de N
na semeadura e 120 kg ha' de N em cobertura tiveram as menores
quantidades de graos por fileira (Tabela 8).

Tabela 8. Comprimento de espiga (CE), diametro de espiga (DE), niumero de
fileiras de grdaos por espiga (NF) e numero de graos por fileira (NGF), em
funcdo da associacdo de nitrogénio e Azospirillum brasilense'

Caracteristicas avaliadas

Tratamentos CE DE NF NGF
(cm) (mm)

Sl + A1 15,74 a 50,88 b 16,5b 36,75 b
Sl + A2 15,46 a 52,16 a 16,8 a 36,30 b
Sl+ A3 14,98 b 50,26 b 16,2 b 35,58 ¢
IS + AO 14,58 ¢ 49,50 b 16,9 a 35,15 ¢
IS+ A1 14,55 c 50,02 b 16,5b 34,41d
IS + A2 15,66 a 50,47 b 16,3 b 35,83 ¢c
IS + A3 16,06 a 50,79 b 16,2 b 37,61 a
D1 + A0 14,78 ¢ 49,41 b 16,4 b 35,61 ¢
D1 + A1 15,74 a 50,25 b 17,05 a 35,64 c
D1 + A2 15,86 a 51,94 a 16,1 b 36,70 b
D1 + A3 15,92 a 50,58 b 16,7 a 37,48 a
D2 + AO 14,56 ¢ 49,63 b 16,6 a 34,21d
D2 + A1 15,11 b 50,16 b 16,8 a 34,53d
D2 + A2 16,42 a 51,88 a 17,2 a 35,80 c
D2 + A3 16,42 a 50,80 b 16,5 a 37,05b
D3 + A0 15,31 b 50,43 b 16,75 a 35,25 ¢
D3 + A1 15,10 b 50,33 b 16,60 a 35,38 ¢
D3 + A2 15,05 b 50,59 b 16,60 a 35,51 ¢
D3 + A3 15,26 b 49,96 b 16 b 35,98 ¢
CV (%) 2,61 1,44 2,38 1,59

'Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem pelo teste Scott-Knott, a 5% de

probabilidade.

Verifica-se na Tabela 9 que as caracteristicas didametro de sabugo e
numero de graos por espiga foram influenciadas pela aplicagdo de Azospirillum
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brasilense associado ao nitrogénio. Para acaracteristica de comprimento de

gréaos néo foi observado efeito estatistico significativo.

Tabela 9. Resumo da analise de variancia para didametro de sabugo (DS),
comprimento de graos (CG) e numero de graos por espiga (NGE). Chapadao
do Sul, 2013

Quadrados Médios

F.V. G.L. DS CG NGE

Blocos 3 0,12259 0,57808 92,86246
Tratamentos 18  1,75270** 0,36466" 1097,64259**
Residuo 54 0,42461 0,22808 83,56781

Teste F: ** — significativo a 5% de probabilidade.

Os maiores diametros para sabugos foram alcancados sempre na
presenca de nitrogénio, tanto sem inoculacdo, como para inoculagdo das
sementes e aplicagdo do inoculante nas doses de 100, 200 e 300 mL p.c. ha™,
sendo a Unica excecdo a dose de 300 mL p.c. ha™’, que obteve alto valor para
didmetro de sabugo na auséncia de N. O menor didmetro de sabugo
constatado foi no tratamento com aplicagdo da dose de 300 mL p.c. ha
associado a adubac&o nitrogenada de 10 kg ha™ de N na semeadura e 60 kg
ha™' de N em cobertura.

O tratamento com aplicacao de inoculante no sulco de plantio na dose
de 100 mL p.c. ha associado a maior quantidade de adubacgéo nitrogenada
proporcionou maior numero de graos por espiga (Tabela 10), enquanto que os
tratamentos com inoculacdo de semente com adubacgéo nitrogenada de 10 kg
ha™' de N em semeadura e 60 kg ha™ de N em cobertura, e aplicagéo no sulco
de plantio nas doses de 200 e 300 mL p.c. ha” associado a 10 e 30 kg ha™ de
N em semeadura e 60 e 180 kg ha™' de N em cobertura, respectivamente,
tiveram os menores resultados, ndo diferindo estatisticamente do tratamento
sem inoculacdo associado a 30 kg ha™' de N em semeadura e 180 kg ha™' de N

em cobertura.
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Tabela 10. Diametro de sabugo (DS), comprimento de graos (CG) e numero de
graos por espiga (NGE), em funcéo da associagcao de nitrogénio e Azospirillum
brasilense'

Caracteristicas avaliadas

Tratamentos DS CG NGE
(mm)

Sl + A1 32,10 a 10,79 a 606,42 b
Sl + A2 31,51 a 10,88 a 609,25 b
Sl+ A3 32,22 a 10,88 a 576,96 d
IS + AO 31,18 b 10,48 a 592,96 c
IS+ A1 30,86 b 10,68 a 567,83 d
IS + A2 31,00 b 11,07 a 584,37 c
IS + A3 32,55 a 11,06 a 609,57 b
D1+ AOQ 30,82 b 10,69 a 588, 65 ¢
D1 + A1 31,54 a 11,38 a 606,97 b
D1 + A2 31,50 a 10,88 a 591,47 c
D1 + A3 31,73 a 10,64 a 625,99 a
D2 + A0 30,79 b 10,67 a 568,72 d
D2 + A1 30,85b 10,67 a 579,18 d
D2 + A2 32,12 a 10,50 a 615,43 b
D2 + A3 32,05 a 10,82 a 610,84 b
D3 + A0 31,78 a 11,44 a 589,85 c
D3 + A1 29,77 c 10,69 a 590, 23 c
D3 + A2 31,53 a 10,95 a 590,35 ¢
D3 + A3 31,52 a 11,26 a 575,47 d
CV (%) 2,07 4,38 1,54

' Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, nao diferem pelo teste Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.

Todas as caracteristicas encontradas na Tabela 11, massa de graos por
espiga, massa de cem graos, produtividade de graos e teor de nitrogénio nos
graos foram influenciados pela aplicacdo de Azospirillum brasilense associado

ao nitrogénio.

Tabela 11. Resumo da andlise de variancia para massa de gréos por
espiga(MGE), massa de cem graos (M100G), produtividade de graos (PG) e
teor de N nos graos (TNG). Chapadao do Sul, 2013
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Quadrados Médios

F.V. G.L. MGE M100G PROD TNG

Blocos 3 368.59537 3,57538  29579,85463 0.00076
Tratamentos 18  364.2536** 8,79014** 1328856,77042** 0.02088**

Residuo 54  187.71779 25,62933 40706,08037 0.00144

Teste F: ** — significativo a 5% de probabilidade.

A massa de graos por espiga (Tabela 12) foi pouco influenciada pelos
tratamentos, apresentando menor peso de graos apenas nos tratamentos que
tiveram inoculacao de semente na auséncia de adubacao nitrogenada e na
quantidade de 10 kg ha' de N em semeadura com 60 kg ha' de N em
cobertura e no tratamento com aplicacdo do inoculante no sulco de plantio na
dose de 100 mL p.c. na auséncia de nitrogénio.

A massa de 100 graos (Tabela 12) importante componente da
produtividade do milho, teve os maiores resultados nos tratamentos que
tiveram inoculacdo de sementes associado a 30 kg ha” em semeadura e 180
kg ha "' em cobertura e nos tratamentos com aplicagdo das bactérias no sulco
de plantio nas doses de 100 mL p.c. ha™ associado a 10 e 30 kg ha''de N na
semeadura e 60 e 180 kg ha™' de N em cobertura, respectivamente. O menor
peso de cem graos foi obtido nos tratamento com inoculagcdo de semente na
auséncia de nitrogénio. Embora se tenha verificado diferenca estatistica para
esta caracteristica, este € o componente da producao menos afetado por
variacdes nas praticas de manejo e adubacdo BORRAS e OTEGUI (2001). A
massa de 100 graos é uma caracteristica influenciada pelo genétipo da planta,
pela disponibilidade de nutrientes e pelas condi¢cdes climaticas durante os
estadios de enchimento dos graos (CRUZ et al., 2008).

A maxima produtividade de grdos (10370 kg ha™) foi atingida com a
aplicacdo de A. brasilense no sulco de plantio na dose de 300 mL p.c. ha™
associado a 20 kg ha™' de N na semeadura e 120 kg ha™ em cobertura (Tabela
12). Este rendimento foi superior em 9,35 % (887 kg ha') em relacdo a maior
produtividade de grdos de milho obtida em relacdo ao tratamento sem
inoculacao. Quando se procedeu a aplicagao das bactérias na dose de 300 mL
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p.c. ha' sem adubacdo nitrogenada esse incremento foi de aproximadamente
4,77% (449 kg ha') comparado ao tratamento sem inoculagdo associado a
menor dose de N mineral. De acordo com Dobbelaere et al. (2003) a
contribuicdo das bactérias diazotréficas torna-se maior quando as plantas
recebem doses variaveis de fertilizantes nitrogenados. Corroborando com
Cavalletet al. (2000) onde constataram que a aplicagdo de nitrogénio em
cobertura proporcionou aumento de 856 Kg ha'na produtividade do milho
quando as sementes foram inoculadas com AZzospirillum spp. Resultados
semelhantes também foram constatados por Hungria et al. (2010), que
avaliaram estirpes de A. brasilense (Ab-V4, Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7) com
adubacao nitrogenada de semeadura de 24kg ha™' e observaram aumento no
rendimento de grdos de milho de 662-823 kg ha™' (24-30%) em relagdo ao
tratamento controle (ndo inoculado). Por outro lado, Bassi (2009), avaliou as
duas formas de aplicacdo de A. brasilense (sulco e semente) e doses de
nitrogénio em cobertura na cultura de milho, e ndo verificaram incrementos
estatisticamente significativos na produtividade do milho em nenhum das
formas de aplicacao do inoculante.

Nos tratamentos onde foram aplicadas as maiores doses de N (30 kg ha’
"'em semeadura e 180 kg ha™' em cobertura) tiveram em média as menores
produtividades. Isto pode ser explicado devido a volatilizacdo da aménia,
resultante da aplicagdo da uréia no solo. A hidrélise deste fertilizante eleva o
pH ao redor dos granulos e converte todo o contetido de N em NH4", que reage
com o OH e NH3* volatil (Ernani, 2008) podendo causar toxidez as plantas e
prejudicar a produtividade de graos. Provavelmente neste experimento a
aplicacdo de 180 kg ha'de N em cobertura, pode ter influenciado nas menores
médias de produtividade, embora para os outras caracteristicas avaliadas nao
foi verificado o mesmo comportamento. Segundo recomendacdes de Fancelli
(2010) doses de N superiores a 150 kg ha™' devem ser parceladas.

Em relacdo ao teor de nitrogénio nos graos (Tabela 12), foi possivel
observar que os maiores teores de nitrogénio foram obtidos nos tratamentos
com inoculagdo de semente associado a 20 kg ha™ de N em semeadura e 120
kg ha™ de N em cobertura; aplicacdo da bactéria no sulco de plantio nas doses
de 100 mL p.c. ha " associado a 20 e 30 kg ha "' de N em semeadura e 120 e
180 kg ha "' de N em cobertura, respectivamente; na dose de 200 mL p.c. ha™
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para todas as doses de N, exceto na sua auséncia e na dose de 300 mL p.c.
ha™' associado a 10 e 20 kg ha™ de N em semeadura com 60 e 120 kg ha™' de
N em cobertura, respectivamente. A menor média foi obtida no tratamento sem

inoculagdo associado a 20 kg ha™ em semeadura e 120 kg ha™" em cobertura.

Tabela 12. Massa de graos por espiga (MGE), massa de 100 graos (M100G),
produtividade de grdos e teor de N nos graos em funcdo da associacdao de
nitrogénio e Azospirillum brasilense'

Caracteristicas avaliadas

Tratamentos MGE M100G PG TNG
(9) (Kg ha™) (%)

Sl + A1 160,65 a 30,81 c 9403c 1,06b
Sl + A2 159,22 a 29,56 d 9483c 0,91d
Sl+ A3 165,72 a 30,72 ¢ 8358e 1,09b
IS + AO 140,19 b 27,64 f 8793d 0,98c
IS+ A1 144,74b 30,16 c 9097d 1,16a
IS + A2 164,55 a 32,17 b 8952d 1,07b
IS + A3 160,66 a 33,20 a 7963f 1,05b
D1 + A0 144,37 b 29,93 d 8907d 1,02c
D1 + A1 159,31 a 29,90d 8598e 1,10b
D1 + A2 174,00 a 32,89 a 9528c 1,13a
D1 + A3 156,36 a 32,53 a 8388e 1,15a
D2 + A0 165,82 a 29,18d 9194c 0,98c
D2 + A1 159,68 a 31,54 b 9422c 1,19a
D2 + A2 164,01 a 30,40 ¢ 8992d 1,11a
D2 + A3 164,13 a 31,50 b 8563e 1,15a
D3 + A0 161,35 a 29,64 d 9852b 1,06b
D3 + A1 171,64 a 29,54 d 9489c 1,13a
D3 + A2 174,85 a 28,65 e 10370a 1,13a
D3 + A3 170,20 a 29,60 d 8799d 1,10b
CV (%) 8,50 2,26 2,23 3,53

'Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem pelo teste Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.
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Para o NMP de bactérias presentes nas raizes frescas das plantas
(Figura 1), observou-se que o tratamento com inoculagdo de sementes
associado a 30 kg ha™' de N em semeadura e 180 kg ha™ em cobertura, houve
valor aproximadamente de 1,5 Log superior em relacdo ao tratamento com
menor crescimento de bactéria,que foram os tratamentos com aplicacdo das
bactérias no sulco de plantio nas doses de 100 mL p.c. ha™ associado a 10 kg
ha' em semeadura com 60 kg ha "' em cobertura e a dose de 300 mLp.c ha
sem adubacgdo nitrogenada. Todos os tratamentos com inoculacdo de
sementes e o tratamento com aplicacdo no sulco de plantio na dose de 300 mL
p.c. ha”' com aplicacdo de 10 kg ha™' de N na semeadura e 60 kg ha™ de N em
cobertura se destacaram das demais, apresentando NMP superiores a
Log10=6. Ainda, quando se compara a média dos tratamentos em relacao aos
tratamentos controle (sem inoculacdo), observa-se que os tratamentos que
foram inoculados nas sementes, tiveram um crescimento de bactérias 16,84%
superior em relacao ao tratamentos que nao tiveram inoculagéo. A aplicacao de
inoculante no sulco de plantio na dose de 100 mL ndo teve o0 mesmo
comportamento, a populagcao de bactérias foi 3,30% inferior ao tratamento sem
inoculacdo. Para a aplicagdo de inoculante no sulco de plantio, na dose de 200
mL e 300 mL, o acréscimo no crescimento da populacdo de bactérias foi de

4,21% e 7,51%, respectivamente, em relacdo ao tratamento sem inoculacéao.

Figura 1. Namero mais provavel (NMP) de bactérias diazotréficas por

grama de matéria fresca de raiz. Chapadao do Sul, 2013
7
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Existe uma forte relacdo entre genétipo e bactéria, onde dependendo do
hibrido utilizado, o efeito da inoculagédo pode ser positivo, nulo ou até mesmo
negativo. Braccini et al. (2012) notaram que a inoculacdo das sementes com
estirpes Abv5 e Abv6 de A. brasilense proporcionou incremento de
produtividade do milho quando comparado aos tratamentos sem inoculacéo. As
respostas quanto a inoculacédo com bactérias diazotréficas podem variar devido
as condicbes de conducdao dos ensaios, a técnica de inoculacao,
caracteristicas fisicas e quimicas do solo e competicdo com microrganismos
nativos do solo (CHOTTE et al., 2002) Segundo Dobbelaere et al. (2003)
provavelmente bactérias do género Azospirillum nao tenham um rendimento
satisfatorio em solos que tenham altos niveis de fertilizantes. Reis Junior et al.
(2008) ja relataram efeito negativo de elevadas doses de fertilizantes
nitrogenados sobre a populacédo de bactérias diazotroficas associadas a cultura
do milho. Neste experimento ndo foi verificado que a adubacdo nitrogenada
influenciou negativamente a populagcdo de bactérias, e também pode-se
observar que a maior populacdo de bactérias nao teve relagcdo com a maior

produtividade de graos.



5 CONCLUSOES

A aplicagdo no sulco de plantio na dose de 100 mL p.c ha'de inoculante
contendo Azospirillum brasilense, associado a 30 kg ha™ de N em semeadura e
180 kg ha” de N em cobertura, resultou em maiores médias para maioria dos
parametros avaliados, exceto para o numero total de espiga, populacdo de
plantas por hectare, diametro de espiga e produtividade de gréos.

A maior produtividade de graos foi atingida com inoculacao no sulco de
plantio na dose de 300 mL p.c ha™' associado a 20 ha™ de N em semeadura e
120 kg ha™ de N em cobertura;

A aplicagdo de 30 kg ha ' de N em semeadura e 180 kg ha™ de N em
cobertura interferiu negativamente na produtividade do milho;

A inoculagdo de sementes resultou em maiores quantidades de
bactérias por grama de raiz.
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