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INOCULACAO DE Azospirillum brasilense NAS CULTURAS DE
MILHO E TRIGO

Naiana de Mello*

RESUMO - O objetivo do trabalho foi avaliar a contribuicdo da
inoculac@o de Azospirillum sp. no rendimento de grdos e componentes
do rendimento das culturas de milho e trigo, em associagdo com doses
de nitrogénio em cobertura. Quatro experimentos foram conduzidos
no Campo Experimental na Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria da Universidade de Passo Fundo. Para todos os
experimentos foi utilizado delineamento experimental em blocos ao
acaso, com quatro repeti¢des. Foram testados dois hibridos de milho e
uma cultivar de trigo. Os tratamentos aplicados em milho foram com e
sem inoculagdo e doses de nitrogénio (N) em cobertura (0, 60, 90, 150
e 180 kg N ha™). As variaveis avaliadas foram: teor de clorofila nas
folhas, nimero de linhas e grios por espiga, massa, comprimento e
diametro da espiga, massa de mil graos e rendimento de graos. Em
trigo os tratamentos foram com e sem inoculagdo e doses de N em
cobertura (0, 30, 60, 90 ¢ 120 kg N ha™). As variaveis analisadas
foram numero de perfilhos por planta, teor de clorofila nas folhas,
estatura de planta, massa de graos por espiga, massa de mil graos,
peso do hectolitro e rendimento de graos. Em milho houve efeito da

interagdo dos hibridos e doses de N em massa de espiga (safra

'Engenheira Agréonoma, mestranda do Programa de Pos-graduagio em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Area de Concentragdo Produgdo Vegetal.
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2010/2011) e dos hibridos, doses de N e inoculacdo em numero de
graos e linhas por espiga e rendimento de graos. Em trigo houve efeito
da interacdo da inoculacdo e doses de N nas variaveis clorofila (safra
2011) e peso do hectolitro (safra 2010 e 2011). O fator inoculante teve
efeito sobre rendimento de graos de trigo na safra 2010. Com base nos
dois anos de estudo em areas diferentes conclui-se que a inoculagdo
das estirpes de Azospirillum brasilense AbV5 e AbV6 em sementes
nao influenciam o rendimento de graos e nos componentes do
rendimento de milho, hibridos DKB 245 ¢ AG 8025 e trigo, cultivar
Marfim.

Palavras-chave: Triticum aestivum L., Zea mays L., bactérias
promotoras de crescimento, fixacdo assimbidtica de nitrogénio,

rendimento de graos.



Azospirillum sp. INOCULATION IN CORN AND
WHEAT CROPS

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the
contribution of inoculation with Azospirillum sp. on yield and yield
components in wheat and corn in interaction with nitrogen levels.
Four experiments were conducted in the field at Agronomy and
Veterinary Medicine College, Passo Fundo University. For all
experiments it was used an experimental design of randomized blocks
with four replications. In the field, two corn hybrids and one cultivar
of wheat were tested. In corn experiment the treatments were with and
without inoculation and nitrogen (N) topdressing fertilization, 0, 60,
90, 150 and 180 kg N ha”' and the variables evaluated were:
chlorophyll content in leaves, number of lines and grains per ear, ear
weight, length and diameter, thousand-seed weight and yield. In
wheat the treatments were with and without inoculation and nitrogen
(N) topdressing fertilization, 0, 30, 60, 90 and 120 kg N ha'. The
variables evaluated were number of tillers, chlorophyll content in
leaves, plant height, grain weight per ear, thousand-seed weight,
hectoliter weight and yield. In corn there were interaction between
hybrids and N levels on ear weight (in 2010/2011) and triple interaction
on number of lines and grains per ear and yield. In wheat, there were
interaction between inovulation and N levels on chlorophyll content (in
2011) and hectoliter weight (in 2010 and 2011). Inoculation had effect on
yield in 2010. According the results, seed inoculation with

Azospirillum brasilense strains AbV5 AbV6 do not influence plant
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growth and yield components of maize hybrids DKB 245 and AG
8025 and wheat cv. Marfim.

Key words: Triticum aestivum L., Zea mays L.,growth-promoting

bacteria, yield, biological nitrogen fixation.



1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de novas tecnologias conta com
inumeras alternativas que buscam substituir os sistemas agricolas
tradicionais que se baseiam no uso massivo de fertilizantes e
agroquimicos em busca de maior producao e qualidade de produtos. O
desenvolvimento e a adog¢do destas tecnologias visam aumentar a
producdo de alimentos sem que se aumentem os custos de producdo,
de maneira a ser viavel e sem que ocorra agressao ao meio ambiente,
sendo desta forma sustentavel.

Porém, para alcangar altos rendimentos de grdos ¢
necessario o uso de alguns recursos, um destes ¢ o investimento na
nutricdo das plantas, de forma a suprir suas necessidades. Neste
contexto, o nitrogénio (N) ¢ um dos elementos necessarios em maior
quantidade para o funcionamento adequado das plantas, pois faz parte,
por exemplo, de nucleosideos de fosfato e aminoacidos, que compode a
estrutura dos acidos nucléicos e das proteinas. E um dos nutrientes
mais importantes, pois a maioria dos ecossistemas depois de serem
fertilizados com N apresenta expressivos ganhos de produtividade
(TAIZ & ZEIGER, 2004). E sem davida um limitante da produgio,
principalmente de gramineas de alto rendimento de graos, como o
milho e o trigo.

Desta forma, o uso de fertilizante nitrogenado ¢ uma
pratica comum e responsavel por elevar os custos da producdo
agricola, além de poder gerar danos ao ambiente, uma vez que parte
do total aplicado ¢ geralmente perdido. Calcula-se que a eficiéncia de
utilizagdo dos fertilizantes nitrogenados ¢ em média 50%, devido a

acdo de processos como a lixiviagdo, volatilizagdo de amonia,
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desnitrificagdo, erosdo e imobilizagdo microbiana (REIS JUNIOR et
al., 2010). Ao contrario, o N fornecido pelo processo de fixacdo
biologica ¢ menos propenso a lixiviagdo e volatilizagdo ja que ele ¢
utilizado in situ, sendo assim, o processo bioldgico é uma alternativa
barata, limpa e sustentavel para o fornecimento de N na agricultura
comercial (HUERGO, 2006).

A fixag¢do biologica de nitrogénio, nada mais ¢ que a
conversao de N gasoso (N;) em outras espécies quimicas nitrogenadas
promovidas por alguns organismos, que empregam o N fixado na
biossintese de proteinas e acidos nucléicos (NUNES et al., 2003). Para
isso, existem rizobactérias, consideradas promotoras do crescimento
de plantas, que proporcionam diversos beneficios devido as alteragdes
que podem causar no metabolismo das mesmas (BURDMAN et al.,
2000), dentre estes beneficios pode-se citar a fixa¢ao biologica de
nitrogénio.

Foi principalmente no inicio da década de sessenta que
bactérias diazotréficas associadas a rizosfera foram isoladas pelo
grupo de pesquisa da Dr. Johana Dobereiner (BALDANI et al., 1997),
e a partir dai intensificaram-se os estudos de bactérias fixadoras de
nitrogénio associadas a outras espécies que nao as leguminosas.

As bactérias fixadoras de N sdo encontradas na natureza
na forma de vida livre ou em associa¢do com plantas, e estdo em geral
amplamente distribuidas no solo (DIDONET et al., 2000). Existem
inimeras bactérias, chamadas diazotroficas, identificadas e capazes de
fixarem N, e fornecé-lo as plantas através de associagao,
principalmente com raizes, as gramineas. Todavia, as mais estudadas

sdo as do género Azospirillum.
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Os beneficios destas bactérias podem ser diretos e
indiretos. Dos quais os primeiros sdo destacados o processo de fixagdo
bioldgica de nitrogénio, produ¢do de fitormodnios (sobretudo auxinas)
e solubilizagdo de fosfato inorganico. Os beneficios indiretos estdo
relacionados a inducdo sistémica de resisténcia a doengas, controle
bioldgico e producdo de compostos organicos que captam ferro
(sideroforos) (DOBBELAERE & OKON, 2007).

A utilizagdo em praticas agricolas das bactérias do género
Azospirillum esta tornando-se relevante. A inoculagdo com a bactéria
Azospirillum spp. tem sido alternativa para aumentar o rendimento de
graos de muitos cereais no campo em até 30%, e ainda maiores em
condi¢des controladas (BASHAN & HOLGUIN, 1997). No entanto,
estes resultados tém sido dificeis para repetir. Os fatores responsaveis
por essas irregularidades nao foram ainda bem identificados,
principalmente porque as caracteristicas basicas da interacdes planta e
Azospirillum nao sdo bem compreendida (HOLGUIN et al., 1999).

Porém, apesar de diversos trabalhos de pesquisa serem
realizados no sentido de aprimorar os conhecimentos em relacdo as
bactérias diazotroficas, a fixagdo e contribui¢do de N para as culturas,
esta tecnologia ainda ndo esta consolidada entre os produtores, devido
ao fato dos resultados obtidos serem ainda inconsistentes, existindo
um debate sobre o real papel destas bactérias em relagdo as gramineas.

O fato do uso de Azospirilum no campo ainda ndo gerar
resultados totalmente positivos, dificulta sua ado¢do como técnica
complementar a adubacao de N. Isto provavelmente se deve a bactéria
estar sujeita a diversidade de ambientes e tipos de competicdes

inerentes as condi¢des de solo e de planta (genétipo), tendo como
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consequéncia uma maior ou menor atividade de fixa¢ao de N, pela
bactéria (SIQUEIRA & FRANCO, 1988).

A hipotese deste trabalho ¢ que a inoculacdo de sementes
com as estirpes AbVS e AbV6, da bactéria Azospirillum brasilense
em sementes de trigo e de milho possa aumentar o rendimento de
graos em relagdo a plantas ndo inoculadas, ou ainda que a adubagdo
nitrogenada possa, pelo menos em parte, ser substituida pela
inoculagdo de sementes sem decréscimo no rendimento de graos de
graos.

O objetivo do trabalho foi avaliar a contribuicdo da
inoculagdo de Azospirillum sp. rendimento de graos e componentes do
rendimento das culturas do milho e trigo , em associacdo com doses

de nitrogénio em cobertura.



2 REVISAO DE LITERATURA

A principal fonte de N na natureza ¢ a atmosfera
constituida de aproximadamente 78% de N, (TAIZ & ZEIGER, 2004).
Porém, segundo os mesmos autores, esta quantidade ndo esta
diretamente disponivel aos seres vivos, precisando de fixacdo através
de processo industrial ou natural. No solo o N encontra-se nas formas
organicas (matéria organica e residuos culturais), mineral (solu¢do do
solo e adsorvido a argilas) e gasosa (nos poros). As principais formas
disponiveis sdo amonio (NH,") e nitrato (NOj3). Este nutriente ¢
extremamente limitante para o rendimento de grdos de gramineas
como o trigo e milho.

A reacdo de reducdo do N, atmosférico a amonia requer
energia de ativagdo alta, e ndo ocorre espontaneamente. Na industria o
processo de fixacdo de N emprega como catalisador o ferro,
temperaturas entre 300 a 500 °C e altas pressdes. Na natureza alguns
poucos microrganismos diazotréficos, ou fixadores de N tem a
capacidade de reduzir o N, atmosférico a amoénia, processo chamado
de fixagdo biologica de N (FBN) (SILVA et al., 2004).

A fixagao biologica de nitrogénio € a conversao de N, em
outras espécies quimicas nitrogenadas, promovida por alguns
organismos, que empregam o N fixado na biossintese de proteinas e
acidos nucléicos (NUNES et al., 2003). A FBN representa a principal
forma de fixar N, atmosférico em amoénio, ¢ ponto chave de ingresso
do N molecular no ciclo biogeoquimico do nitrogénio (TAIZ &
ZEIGER, 2004).

Bactérias fixadoras de N sdo encontradas na natureza na

forma de vida livre ou em associacdo com plantas, ¢ estdo em geral
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amplamente distribuidas no solo (DIDONET et al., 2000). Alguns
microrganismos fixadores de N podem ser citados por associarem-se
as raizes das plantas como o género Rhizobium, Bradirhizobium,
Frankia, Burkholderia, Azotobacter, Herbaspirillum, Acetobacter e
Azospirillum.

Discute-se que de 30 a 90 % das amostras de solo
coletadas no planeta contenham A. brasilense ou A. lipoferum. O
potencial para uso na agricultura do género Azospirillum ja foi
bastante estudado, assim como sua ecofisilogia (KEFALOGIANNI &
AGGELIS, 2002; BASHAN et al., 2004).

O género atualmente possui quatorze espécies
identificadas: A. lipoferum e A. brasilense (TARRAND et al., 1978);
A. amazonense (MAGALHAES et al., 1983); A. halopraeferens
(REINHOLD et al., 1987); A. irakense (KHAMMAS et al., 1989); A.
largomobile (DEKHILL et al., 1997); A. doebereinerae (ECKERT et
al., 2001); A. oryzae (XIE & YOKOTA, 2005); A. melinis (PENG et
al., 2006); A. canadense (MEHNAZ et al., 2007a); A. zeae (MEHNAZ
et al., 2007b); A. rugosum (YOUNG et al., 2008); A. picis (LIN et al.,
2009) e A. thiophilum (LAVRINENKO et al., 2010).

As bactérias do género Azospirillum pertencem a
subclasse o das Proteobactérias, sdo gram-negativas, espiraladas e
estdo presentes em todos os tipos de solo, possuem didmetro de um
micrometro (um) e o comprimento de 2,1 a 3,8 um (SILVA et al.,
2004), sdao curvas, méveis e de varias origens geograficas (HUERGO,
2006). Tem formato de bastonete, na maioria das vezes apresentam-se
uniflageladas e com movimento vibratério caracteristico. A

temperatura 6tima de crescimento varia entre 28 e 41°C, dependendo
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da espécie (ECKERT et al.,, 2001). Sao aerdbicos tipicos quando
supridos com fonte de N combinado, e microaerofilicos quando
crescem dependente da fixagdo de N, (DONZELI, 2002).

Segundo DOBEREINER (1992), as fontes de carbono de
maior preferéncia pelo Azospirillum sdo 4cidos organicos como o
malato, piruvato, succinato, glicose e frutose. J& as fontes de
nitrogénio advém de amonia, aminoacidos, nitrato e nitrito e
nitrogénio atmosférico (N;). Todavia, sdo microrganismos capazes de
crescer utilizando o N atmosférico como fonte unica de N (HUERGO,
2006). Algumas bactérias fixadoras de N, ocorrem na superficie de
raizes, ja as espécies do género Azospirillum podem ocorrer no
interior das raizes, entre os espagos intercelulares ou até dentro de
algumas células da raiz, como no protoxilema, que pode ser
completamente preenchido pela bactéria (SIQUEIRA & FRANCO,
1988). As bactérias diazotroficas Azospirillum sp. tem a capacidade de
colonizar, além do sistema radicial, o colmo das gramineas. Dentro
das raizes a bactéria fica protegida dos estresses do solo, como
competi¢do com outros organismos, acidez do solo e deficiéncia de P
(SIQUEIRA & FRANCO, 1988). O fator intrinseco que determinara a
maior mobilidade no solo e nas plantas serd a presenca de flagelos
(DE WEERT et al., 2002).

Em relag¢do ao pH do solo, destaca-se a exce¢do do género
Acetobacter que € capaz de crescer em meio extremamente acido (pH
abaixo de 3,0). Contudo, as demais bactérias fixadoras de N sdo
pouco tolerantes a acidez, tanto no solo como nos meios de cultura

(SIQUEIRA & FRANCO, 1988).
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KAVADIA et al. (2008) demonstraram que altas
concentragdes de amonia (NH;") e baixas concentragdes de oxigénio e
carbono inibem o complexo nitrogenase das bactérias do género
Azospirillum reduzindo a sua populagao.

A grande importincia da fixa¢do biologica de N em
gramineas ¢ a maior facilidade de aproveitamento de é4gua das
mesmas, em relagdo as leguminosas, pela maior eficiéncia
fotossintética, estas apresentam sistema radicular fasciculado, tendo
vantagens sobre o sistema pivotante das leguminosas, para extrair
agua e nutrientes do solo (CAMPOS et al., 2000).

Dependendo da espécie de graminea a qual a bactéria
esteja associada, o Azospirillum apresenta maior ou menor atividade
de fixacdo de N, a exemplo do que ocorre na simbiose das
leguminosas com rizébio (SIQUEIRA & FRANCO, 1988).

Durante o ciclo vegetativo do milho ¢ do sorgo a
concentragdo de Azospirillum nas raizes e no solo ¢ alta, ficando entre
10° ¢ 107 células por grama de solo ou de raizes. Este aumento
também ¢ verificado no interior das raizes e coincide com o pico de
fixacdo de N, (SIQUEIRA & FRANCO, 1988). Sendo considerado o
minimo para niveis adequados de fixagdo de nitrogénio
(DOBBELARE & OKON, 2007). Em trabalho realizado por
Mendonga et al. (2006) observou-se que as bactérias se localizam
mais frequentemente nas raizes, seguida pelos colmos e folhas de
milho.

O sistema de fixacao de N, pelo Azospirillum, assim como
do Azotobacter, ¢ predominantemente realizado através de associagao,

onde a fonte de energia sdo os exsudatos das raizes das plantas
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hospedeiras, estimando-se que este tipo de fixacao forneca entre 40 a
200 kg de N ha™ ano™ (MARSCHNER, 1995).

Na inoculacdo de bactérias diazotroficas em sementes
deve levar em consideracdo que estas estdo amplamente distribuidas
nos solos. Portanto, a inoculacdo a base de bactérias do género
Azospirillum deve competir satisfatoriamente com as bactérias
diazotréficas nativas e com a microflora do solo (DIDONET et al.,
2000). A capacidade competitiva das bactérias diazotroficas com
outras ¢ alta somente quando as condigdes sdo de baixa
disponibilidade de N no ambiente (SILVA et al., 2007). Em um
trabalho desenvolvido com Azospirillum brasilense (SILVA et al.,
2004), o efeito nas raizes de trigo e cevada foi observado em solo
pobre em nutrientes.

Segundo Didonet (1993), ¢ possivel que os efeitos
benéficos atribuidos a inoculagdo da planta com Azospirillum
resultem da combinacdo de diferentes mecanismos que em conjunto
desencadeiam varios fendomenos. Segundo o mesmo autor, as
substancias capazes de desencadear estes efeitos sdo os fitormonios,
que como resultado final promovem o crescimento da planta.

Ha producao de fitormonios por microrganismos, € alguns
estudos ja foram efetuados. Destaca-se a descoberta do fitormonio
giberelina em plantas de arroz pelo ataque de fungos e o estimulo da
produgdo deste fitormdénio e alongamento em excesso das plantas
(TAIZ & ZEIGER, 2004). Em relacdo ao género Azospirillum ha
estudos que demostram a biossintese de fitormonios, sobretudo
auxinas, e este aspecto fitoestimulante pode favorecer o crescimento e

o desenvolvimento das plantas (MARTINEZ-MORALES et al.,
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2003). Bottini et al. (1989) citam a producao de pequenas quantidades
de giberelinas e citocininas pela rizobactérias Azospirillum sp..

O balango entre auxinas e citocininas na planta como um
todo determina o maior crescimento da raiz ou parte aérea. Quando o
balanco tende para maior concentragdo de auxinas ha inducdo ao
crescimento radicial, ao passo que, a maior concentracdo de
citocininas favorece o crescimento da parte aérea (SPAEPEN et al.,
2009). Deve ser destacado que o estimulo de biossintese de auxinas
nas raizes das plantas ¢ de extrema relevancia, pois este fitormonio se
tratando de um composto que estimula a divisdo e o crescimento
celular, a area superficial de raizes pode aumentar e consequentemente
a capacidade de absor¢do de agua e nutrientes. Assim como, 0
incremento na tolerancia ao déficit hidrico destas plantas inoculadas.
Em testes com plantulas de milho foi observada promog¢ao de raizes
laterais e inibi¢ao da elongagdo das raizes. A aplicacdo exogena de
auxina obteve massa seca média de raizes de 0,0379 g e com
Azospirillum brasilense (UAP 154) 0,0658 g (MARTINEZ-
MORALES et al., 2003).

O problema da salinizacao de lavouras pode ser mitigado
pela utilizagao de Azospirillum sp. em fungdo de seus efeitos sobre a
tolerdncia ao estresse hidrico. Creus et al. (1998) observaram que
plantas de trigo inoculadas sofreram menos com a salinidade quando
inoculadas com Azospirillum brasilense sp245. Os autores enfatizam
que os efeitos na tolerancia a salinizagdo ndo sdo obtidos em fungdo
de variagcdo de potencial osmoético no interior das células, mas sim,

pelo alongamento das raizes. Contudo, foi observado que o
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Azospirillum restringe o influxo de sodio para as raizes através da
producdo de exopolissacarideos (ASHRAF et al., 2004).

Poliaminas que sdo consideradas também compostos
reguladores do crescimento, estdo também relacionados diretamente
ao crescimento radicial, como também, a osmorregulacao. Resultados
de pesquisa na Argentina indicam que a cadaverina, uma poliamina,
incrementou o crescimento radicial e ajudou plantulas de arroz na
reducgdo do estresse hidrico baseado no aumento da absorcao de agua e
também reducdo na biossintese de acido abscisico, estas tendo sua
produ¢ao induzida pela inoculagdo de Azospirillum brasilense Az 39
(CASSAN et al., 2009). Esta poliamina nio pode ser considerada
como Unico agente ou o maior fator de mudancgas fisiologicas em
plantas inoculadas com Azospirillum sp., todavia, ¢ mais aspecto
positivo associado a producao de fitormonios e fixacdo de nitrogénio
(BASHAN et al., 2004).

Em trigo, a resposta a inoculagcdo com Azospirillum ¢ em
grande parte creditada ao fitormdnios, principalmente a auxina
(DIDONET, 1993), devido a sua reconhecida acdo na expansao das
células vegetais. Segundo o mesmo autor, a inoculacao de sementes de
trigo com bactérias do género Azospirillum promoveu o crescimento
das raizes, avaliado através do comprimento, peso da matéria fresca e
numero de raizes. Estes resultados podem ser atribuidos as substancias
que interferem no crescimento como auxinas € outros compostos.
Segundo Didonet et al. (2000), mesmo ndo ocorrendo incremento em
rendimento de graos, de maneira em geral, tém ocorrido melhor uso

dos fertilizantes, decorrente do maior desenvolvimento radicial nos
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estadios iniciais de crescimento das plantas proporcionado pelas
bactérias.

Em experimentos realizados, com a cultura do trigo, de
2002 a 2006, em 297 localidades na regidao dos Pampas argentinos
(precipitagdo pluvial na faixa de 500-1.000 mm anuais) observou-se
incremento no rendimento entre as médias dos locais estudados de 260
kg por hectare com utilizagdo de inoculante liquido a base de
Azospirillum brasilense. Os autores destacam que em 70% dos locais
estudados houve incremento no rendimento (DIAZ-ZORITA et al.,
2009). Também enfatizaram correlagdo positiva entre 0s maiores
rendimentos ¢ maiores acumulos de matéria seca na parte aérea e
raizes, assim como, no numero e peso do hectolitro de graos.

O uso mais eficiente do N disponivel promovido pela
inoculagao ¢ refletido em maior indice de colheita para N, proporciona
maior aproveitamento da biomassa em beneficio dos graos, em trigo,
aumenta o indice de colheita e resulta em maior massa de mil graos
(DIDONET et al., 2000).

A inoculagdo modifica a morfologia do sistema radicial,
incrementa além do nimero de radicelas, o diametro das raizes laterais
e adventicias, provavelmente devido a producdo, pela bactéria, de
substincias promotoras do crescimento, como auxinas, giberelinas e
citocininas, e ndo somente pela FBN (CAVALLET et al., 2000). Essa
produgdo de fitormonios interfere no crescimento das plantas e altera a
morfologia das raizes de modo que possibilite maior volume de
exploracdo do solo.

As alteragdes morfologicas proporcionam a elongagdo da

zona para formacdo de raizes, e promovem dessa maneira, aumento
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total do tamanho da raiz e da planta e maior desenvolvimento (SILVA
et al., 2004)

Segundo trabalho descrito por SILVA et al. (2004), com
trigo e cevada, as plantas ndo apresentaram nodulacdo, mas ocorreu
aumento na superficie das raizes, observando-se diferencas entre a
densidade de raizes secunddrias e o surgimento das principais. As
secundérias em plantas inoculadas apresentaram menor niimero, no
entanto, maior superficie de contato.

O incremento do sistema radicial em plantas inoculadas
proporciona maior longevidade aos tecidos verdes, em consequéncia
ocorre maior periodo de atividade fotossintética, o que resulta em
quantidades maiores de fotoassimilados para os grdos ou para a
propria assimilacdo de N, em relacdo as plantas ndo inoculadas
(DIDONET et al., 2000).

Um dos efeitos da inoculacdo de Azospirillum ¢ o
aumento da absorcdo de nutrientes. Resultados obtidos por Didonet
(1993) demonstraram que as raizes de plantas de trigo inoculadas
apresentaram taxa mais elevada de excrecao de protons, resultando na
queda de pH da rizosfera, devido a isso ¢ associado a troca de protons
por cations.

Em trabalho desenvolvido por Saikia et al. (2007), plantas
inoculadas com Azospirillum apresentaram maior taxa de fotossintese
e maior condutincia estomatica, resultando em maior rendimento de
graos em compara¢ao com plantas ndo inoculadas, assim como o teor
de nutrientes nos graos foi maior em plantas inoculadas.

Didonet et al. (2000), em experimento conduzido com

trigo, concluiram que a inoculagdo proporciona transloca¢do mais
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eficiente da biomassa das plantas para os graos, produzindo graos com
maior massa.

Devido ao processo de fixagdo biologica de N ser
altamente oneroso para as células bacterianas, a adubacdo com N
mineral sobre as bactérias fixadoras pode causar inibicdo do processo,
com N disponivel na forma mineral o complexo nitrogenase nao ¢
sintetizado e elas passam a utilizar o N disponivel (SILVA et al,,
2007). Devido a presenga da nitrato redutase, a fixacdo de N, ¢
prejudicada em altas concentragdes de nitrato no solo ou na planta, o
que desfavorece a complementacdo da fertilizacdo nitrogenada com
FBN (DOBEREINER, 1990).

Segundo Dobereiner (1990), assim como nas leguminosas,
o efeito da inoculagdo de cereais com estas bactérias depende do
estabelecimento destas sob condi¢gdes de campo. Diferentes estirpes da
bactéria Azospirillum comportam-se distintamente conforme sua
adaptacdo as condi¢des em que ¢ mantida, apresentando melhor
crescimento quando isoladas de uma mesma regido e de uma mesma
espécie daquela que sera utilizada (DIDONET, 1993).

Dobereiner (1990) sugere que as diferencas entre
genotipos de gramineas na obtengdo de N, pela fixacdo bioldgica,
mostram grande potencial para a sua melhor explora¢do através do
melhoramento vegetal. Para Reis Junior et al. (2004), a
sustentabilidade nos sistemas de pastagens ¢ dependente do manejo
adequado, relacionado a escolha de plantas (genotipos), que além de
serem adaptadas as condi¢des edafoclimaticas existentes, seja

eficiente na captacdo do N atmosférico.
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Os fatores ambientais, principalmente o estresse hidrico,
tém grande influéncia sobre a populacio de microrganismos
diazotréficos do solo e sobre o processo de fixagdo bioldgica de N
(REIS JUNIOR et al., 2004). Como constatado pelo autor, em
Brachiaria, a distribuicdo dos microrganismos fixadores de N, sofreu
influéncia de acordo com o periodo do ano.

A interacdo com outras bactérias ¢ sinérgica nos efeitos
benéficos a fisiologia das plantas. A literatura cientifica apresenta
alguns trabalho, onde a inoculacdo de Azospirillum associado ao
Rhizobium mostrou efeito significativo sobre o nimero de nddulos,
maior fixa¢do de nitrogénio (caracterizado pelo incremento da redugdo
do acetileno), maior teor de N mineral ¢ macro e micronutrientes de
maneiras geral quando comparada a inoculacdo efetua somente com o

Rhizobium (BURDMAN et al., 1998; RODELAS et al., 1999).



CAPITULO |

RENDIMENTO DE GRAOS DE HiBRIDOS DE
MILHO INOCULADOS COM Azospirillum brasilense

Naiana de Mello

RESUMO - O nitrogénio ¢ um dos nutrientes o qual a aplicacdo tem
maior resposta em rendimento de graos de milho, mas nao apenas
nesta caracteristicas, também em qualidade de grdos. Uma das
alternativas para suprir parte do N necessario ¢ o uso de inoculantes
contendo bactérias do género Azospirillum, capazes, dentre outros
beneficios, de fixarem nitrogénio atmosférico e fornecerem as plantas.
Para avaliar a contribuigdo da inoculagdo da bactéria Azospirillum
brasilense e diferentes doses de nitrogénio (N) no rendimento de graos
e nos componentes do rendimento da cultura do milho dois cultivos
experimentais foram realizados nas safras 2009/2010 e 2010/2011
utilizando os hibridos DKB 245 e AG 8025. Os tratamentos foram:
inoculagdo das sementes com A. brasilense (estirpe AbV5 ¢ AbV6) e
cinco doses de N em cobertura (0, 60, 90, 150 ¢ 180 kg de N ha™). As
variaveis avaliadas foram: teor de clorofila nas folhas, nimero de
linhas e graos por espiga, massa, comprimento e didmetro da espiga,
massa de mil grdos e rendimento. A adubagdo nitrogenada ndo
apresentou diferencas significativas para numero de linhas por espiga,
em nenhuma das safras, e massa de mil grdos na safra 2009/2010.
Entre os hibridos ndo houve diferenca significativa, exceto para o

conteudo de clorofila total na safra 2009/2010, enquanto na safra
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2010/2011, houve diferencas nas variaveis teor de clorofila nas folhas,
comprimento de espiga e rendimento. A inoculacdo de sementes ndo
foi significativa em nenhuma das safras e para nenhuma das variaveis
estudadas. Houve interagdes de hibrido, inoculagdo e doses de
nitrogénio no rendimento, numero de linhas e grdos por espiga, e
interacdo de hibridos e doses de nitrogénio para massa de espiga na
safra 2010/2011. Com base nos dois anos de estudo em dareas
diferentes conclui-se que a inoculagdo das estirpes de Azospirillum
brasilense AbV5 e AbV6 em sementes ndo influenciam o rendimento
de graos e os componentes do rendimento dos hibridos de milho DKB

245 e AG 8025.

Palavras-chave: Zea mays L., bactérias promotoras de crescimento,

fixacdo assimbidtica de nitrogénio.



YIELD OF CORN HYBRIDS INOCULATED WITH

Azospirillum brasilense

ABSTRACT - To evaluate the contribution of bacteria as
Azospirillum brasilense and different nitrogen (N) levels in yield and
yield components two experimental crops were carried out in
2009/2010 and 2010/2011, in Passo Fundo, with corn hybrids DKB
245 and AG 8025. The treatments were: seed inoculation with A.
brasilense (strain AbVS5 and AbV6) and five nitrogen (N) topdressing
fertilization (0, 60, 90, 150 and 180 kg N ha'l). The variables
evaluated were: chlorophyll content in leaves, number of lines and
grains per ear, weight, ear length and diameter, thousand-seed weight
and yield. Nitrogen fertilization did not show significant differences in
both crops for number of lines per ear and thousand-seed weight in
2009/2010. There was no difference between the hybrids, except for
the chlorophyll content in 2009/2010, moreover in 2010/2011 there
were differences for chlorophyll content, ear length and yield. Seed
inoculation was not significant in any crops and variables evaluated.
There were interactions between hybrid, inoculation and nitrogen
levels for number of lines and grains per ear and yield, and interaction
between hybrids and nitrogen levels for mass of ear in 2010/2011.
According to the results, seed inoculation with Azospirillum
brasilense, strains AbV5 AbV6, do not influence plant growth and
yield components of corn, hybrids DKB 245 and AG 8025.

Key words: Zea mays L., growth-promoting bacteria, assimbiotic

nitrogen fixation.



INTRODUCAO

A cultura do milho no Brasil tem um forte impacto social
e econdmico, visto que sdo cultivados cerca de 13 milhdes de hectares
(safra 2009/2010) e a producdo ¢ de 56 milhdes de toneladas
(CONAB, 2012). E uma cultura que assim como as demais, o
rendimento de grdos estd sob dependéncia de fatores ambientais,
fertilidade do solo e manejo.

Em relagdo a fertilidade do solo a adubagao nitrogenada ¢
um fator limitante para a maioria das culturas de importancia
econdmica, especialmente a cultura do milho. O teor médio de
nitrogénio de uma tonelada de graos de milho ¢ de 16 kg (CQFS-
RS/SC, 2004). Segundo Moraes Sa et al. (2010), estudando a extragdo
de nutrientes pela cultura em funcdo de diferentes quantidade de palha
na superficie, encontraram valores que variaram entre 239 a 271 kg de
nitrogénio extraidos por hectare. O milho ¢ altamente responsivo a
esse nutriente, apresenta incrementos em varias caracteristicas que
influenciam no rendimento de grdos (OHLAND et al. 2005).
Conforme comprovado por Melgar et al. (1991), o nitrogénio ¢ um
dos nutrientes que apresentam os maiores efeitos no rendimento de
graos do milho. A adubacdo nitrogenada influencia ndao sé no
rendimento de grdos, mas também a qualidade do produto em
consequéncia do teor de proteina nos graos (AMARAL FILHO et al.,
2005).

A fixacdo biologica representa a principal forma de
obtengdo de N, atmosférico, representando um ponto importante de
ingresso de N; no ciclo biogeoquimico do N (TAIZ & ZEIGER,

2004). Existem intimeras bactérias, chamadas diazotréficas,
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identificadas e capazes de fixarem N, e fornecé-lo as plantas através
de associacdo, principalmente com raizes, as gramineas. Sua
utilizagdo em praticas agricolas estd tornando-se relevante, visto que a
adubacdo nitrogenada representa uma parcela importante dos custos
de producdo de culturas ndo-leguminosas. E parte do que ¢ aplicado
no solo ¢ perdido do sistema solo-planta, o que resulta em impactos
negativos ao ambiente, principalmente, através da contaminacdo de
aguas superficiais e subterraneas por nitratos (REJESUS;
HORNBAKER, 1999).

Uma destas bactérias ¢ as do género Azospirillum que
ocorrem no interior das raizes, entre os espagos intercelulares ou até
dentro de algumas células da raiz (SIQUEIRA & FRANCO, 1988).
Estas bactérias sdo de vida livre e estdo amplamente distribuidas no
solo, e podem estabelecer associacdo com as plantas, promover seu
crescimento e fornecer nitrogénio através da fixacdo biologica ou
posteriormente através da sua mineralizacdo (HUNGRIA, 2011).

Segundo Didonet (1993), provavelmente os efeitos
benéficos atribuidos a inoculagdo da planta com Azospirillum
resultem da combinacdo de diferentes mecanismos que em conjunto
desencadeiam varios fendmenos. A inoculagdo com bactérias do
género Azospirillum, frequentemente, resultam em plantas mais
saudaveis, mais produtivas, com maior capacidade fotossintética
(BASHAN et al., 2004).

Estudos feitos com bactérias diazotroficas do género
Azospirillum revelaram a importancia destes microrganismos,
principalmente quando associados a gramineas, por que podem

fornecer parte do nitrogénio necessario ao desenvolvimento da planta,
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através da fixacao biologica de nitrogénio (FBN). Outro efeito ¢ a
producdo de fitormdnios que estimulam o crescimento das raizes,
favorecendo assim, a absor¢ao de nutrientes (BRASIL et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a contribuicao da
inoculagdo de Azospirillum brasilense no rendimento de grdos e
componentes do rendimento da cultura do milho, em associa¢do com

diferentes doses de adubacdo nitrogenada.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Campo
Experimental da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da
Universidade de Passo Fundo, no municipio de Passo Fundo, regido
do Planalto Médio do Rio Grande do Sul situada na latitude 28" 15 S,
longitude 52" 24°W e 687 m acima do nivel do mar, nas safras de
2009/2010 e 2009/2010.

O solo ¢ classificado como Latossolo Vermelho distrofico
himico (STRECK et al., 2008), pertencente a unidade de mapeamento
Passo Fundo do estado do Rio Grande do Sul. Os atributos quimicos
do solo estao descritos no Apéndice 13.

O clima da regido ¢ classificado por Koppen-George como
subtropical Cfa (PEEL et al., 2007). A precipitacdo média anual ¢ de
1.787 mm, a temperatura minima ¢ de 13,2°C, média de 17,5°C e
maxima de 23,6°C (EMBRAPA TRIGO, 2012). As condigdes
meteoroldgicas ocorridas durante a condugdo dos experimentos pode
ser observadas nos Apéndices 1, 2 e 3 para a safra 2009/2010 e
Apéndices 7, 8 e 9 para a safra 2010/2011.
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O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso
com quatro repetigdes e os tratamentos foram dispostos em fatorial 2 x
2 x 5. Foram testados dois hibridos de milho, DKB 245 ¢ AG 8025,
escolhidos em fun¢do de ocuparem dreas comerciais na regido e
representarem dois genotipos diferentes como oportunidade de testar a
especificidade das estirpes constituintes do inoculante. Os tratamentos
aplicados foram com e sem inoculagdo nas sementes associadas a
cinco doses de N em cobertura: 0, 60, 90, 150 ¢ 180 kg N ha'l, na
forma de ureia divididas em duas aplicacdes, em igual quantidade,
quando as plantas estavam com quatro e oito folhas expandidas. Estas
doses de N foram escolhidas em fun¢dao da necessidade média da
cultura, levando em conta o teor de matéria organica do solo e
expectativa de rendimento de grios de 7.000 kg.ha™, posicionando
doses acima e abaixo da necessidade.

O inoculante liquido utilizado foi a base de Azospirillum
brasilense das estirpes AbV5 ¢ AbV6, da empresa Stoller®, marca
MasterFix® L Gramineas, na dose recomendada para a cultura do
milho (100 mL ha™) (200 milhdes de bactérias ml' de produto
comercial). O procedimento de inoculagdo foi realizado
imediatamente antes da semeadura. Calculou-se a dose do inoculante
liquido necessarios para cada quilograma de sementes, com base na
quantidade de sementes necessarias para implanta¢do de um hectare, e
a populacdo de plantas indicada para os hibridos. A concentragcdao de
bactérias estimada foi de 286.700 bactérias por sementes. Além do
inoculante foi adicionado 5 mL de agua kg' de sementes, como
veiculo. Foram tratados quatro kg de sementes, necessarias a

implantacdo das parcelas com inoculacdo, adicionando a mistura de
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inoculante e 4gua, agitando as sementes para uniformizar a
inoculagao.

A semeadura do milho foi realizada manualmente, em
resteva de aveia em ambas as safras, em parcelas de 5,4 x 5 m, com
seis linhas, com espacamento entre linhas de 0,9 m, com espagamento
entre plantas de 0,16 m, totalizando 70.000 plantas por hectare. As
parcelas foram dispostas a um metro de distincia entre si e os blocos a
2,5 m A adubagdo de semeadura foi com a formula 2-20-20 (N-P-K),
200 kg ha” (safra 2009/2010) e 300 kg ha” (safra 2010/2011),
conforme interpretacdo da andlise de solo (Apéndice 13), expectativa
de rendimento de grios de 7.000 kg ha™' e de acordo com o Manual de
Adubacdo e Calagem para os Estados do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina (CQFS-RS/SC, 2004)

Durante o desenvolvimento das plantas foi efetuado o
controle das plantas daninhas e pragas, sempre que necessario
(REUNIAO..., 2009).

Foi avaliada leitura correspondente ao teor de clorofila na
folha com um clorofildmetro da marca Konica Minolta, modelo
SPAD-502 (Soil Plant Analysis Development). A leitura foi feita no
terco médio da folha abaixo da insercdo da espiga no estadio R1, na
escala de Ritche et al. (1993).

A colheita foi realizada quando os grdos apresentavam
aproximadamente 18% de umidade, na area 1til da parcela, excluido a
1* e a 6 linhas e a bordadura de 0,5 m no inicio e no final da parcela.
Foram escolhidas ao acaso 10 espigas de cada parcela para contagem
do niimero de linhas e nimero de grdos por espiga, massa da espiga,

medi¢do do comprimento das espigas (distancia entre o primeiro € o
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ultimo grao da linha mais longa) e didmetro da espiga (medido através
de um paquimetro digital da marca Panambra, modelo Pantec).

O restante das espigas da parcela foram trilhadas para
obter a massa de graos por parcela, corrigindo a umidade para 13% e
extrapolando a massa para um hectare. Destes graos também foi
determinada a massa de mil através de contagem e pesagem.

Os resultados obtidos nos experimentos foram submetidos
a andlise de variancia (F-teste) e as médias submetidas a analise de

regressao, sendo escolhido o modelo significativo de menor grau.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Foi observado interagcdo de hibridos e doses de nitrogénio
na varidavel massa de espiga (safra 2010/2011) (Figura 1). Também
houve efeito da interacdo de hibridos, doses de nitrogénio e
inoculagdo das sementes nas varidveis: numero de graos por espiga,
nimero de linhas por espiga e rendimento de graos (safra 2010/2011)
(Figuras 2, 3 e 4). As demais variaveis analisadas foram somente

influenciadas pelos fatores isoladamente.



29

350
m DKB 245
4 AG 8025
300 -
@D
<
b
2 250 -
5]
o
%
3
200 -
2 |
150 -
AG 8025=210 + 5,15x 1=0,684 p<0,0000*
100 DKB 245=185,5+ 13,31x 12=0,797 p<0,0000*
0 60 90 120 180

N (kg ha'!)
Figura 1 - Massa de espiga, em milho, hibridos DKB 245 e AG 8025 e
adubacdo com doses de nitrogénio na safra 2010/2011,

média com e sem inocula¢do, Passo Fundo, RS

Na safra 2009/2010 em massa de espiga, ndo houve
interacdo dos fatores, mas houve diferenga entre as doses de N (Figura
5 D), com ajuste da regressao linear, havendo incremento na massa da
espiga em fungdo do aumento das doses de N. Houve também
diferenca entre os hibridos. O hibrido DKB 245 a espiga apresentou
200 g de massa e o hibrido AG 8025 apresentou 177 g, na média entre

as doses de N e com ¢ sem inoculagao.
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Figura 2 — Ntmero de graos por espiga, em milho, hibridos DKB 245
e AG 8025, com (CI) e sem (SI) inoculagao de
Azospirillum brasilense ¢ adubagdo com doses de

nitrogénio, na safra 2010/2011, Passo Fundo, RS

Na safra 2010/2011 houve interagao entre hibridos e doses
de nitrogénio em massa de espigas, ambos os hibridos responderam
linearmente, com o aumento das doses de nitrogénio em cobertura
(Figura 1). Também houve efeito das doses de nitrogénio, na dose de
maxima as espigas pesaram 261 g e sem nitrogénio em cobertura as
espigas pesaram 201 g. Houve diferenga também entre os hibridos, no
hibrido DKB 245 as espigas pesaram em média 225 g e no hibrido AG
8025 255 g. Segundo estudo desenvolvido por Ferreira et al. (2001),
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além do rendimento de graos ser positivamente influenciada pela
adubacao nitrogenada, a massa das espigas com e sem palha e a massa
de mil graos aumentaram de forma quadratica com o incremento das

doses do adubo nitrogenado.
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Figura 3 — Numero de linhas por espiga, em milho, hibridos DKB 245
e AG 8025, com (CI) e sem (SI) inoculagdo de
Azospirillum brasilense e adubagdo com doses de

nitrogénio, na safra 2010/2011, Passo Fundo, RS.

Na safra 2009/2010, o nimero de graos por espiga foi
influenciado linearmente pelas doses de N, que aumentou em fungio

deste fator (Figura 5E). Houve diferenga entre hibridos, no hibrido
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DKB 245 o niimero de graos por espiga foi 470 graos e no hibrido AG
8025 foi de 497 graos, média entre doses de N e com e sem
inoculacdo. Na safra 2010/2011 ocorreu interacdo da inoculacdo de
sementes, hibridos e doses de nitrogénio (Figura 2), com ajuste linear,
com aumento do niimero de graos por espiga em funcdo do aumento
das doses de N. O que também ocorreu em trabalho desenvolvido por
Amaral Filho et al. (2005), na dose de 150 kg de N ha™, independente
do arranjo de plantas, o nimero de graos por espiga foi superior a 500
(hibrido 9010).

Na safra 2009/2010, na avaliagdo de nimero de linhas por
espiga houve diferenca entre hibridos (Figura 8). O hibrido DKB 245
apresentou em média 14 linhas por espiga e o hibrido AG 8025
apresentou 16, na média com e sem inoculacdo e doses de N. Na safra
2010/2011 ocorreu interagao dos fatores avaliados. Nao houve ajuste
da equagao do hibrido DKB 245, ao contrario do hibrido AG 8025,
que obteve ajuste da equacdo linear, com tendencia de aumento do
nimero de linhas em fun¢do do aumento das doses de N (Figura 3). A
inoculagdo isoladamente nao teve efeito sobre esta varidvel, o que

também foi observado por CAVALLET et al. (2000).
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8025, com (CI) ¢ sem (SI) inoculagdo de Azospirillum

brasilense ¢ adubagdo com doses de nitrogénio, na safra

2010/2011, Passo Fundo, RS

Com relag@o ao rendimento de grdos na safra 2009/2010
ocorreu diferenca entre as doses de nitrogénio (Figura 5F), com ajuste
linear, a producdao foi positivamente influenciada pela adubagdo
nitrogenada. Ocorreu diferenga entre os hibrido, o DKB 245, em
média, obteve rendimento de grios de 10.753 kg ha™ e o hibrido AG
8025 foi de 9.432 kg ha”, média com e sem inoculagdo e diferentes
doses de N. Na safra 2010/2011 ocorreu interacao dos trés fatores. Em

ambos os hibridos, tanto quando inoculado quanto quando ndo
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inoculado as doses crescentes de nitrogénio foram importantes para o
incremento do rendimento, com ajuste linear das equagdes. O hibrido
DKB 245, na dose de 90 e 120 kg N ha' a inoculacdo teve efeito
positivo em relagdo ao ndo inoculado. No hibrido AG 8025, o melhor
desempenho aconteceu quando ndo inoculada as sementes (Figura 4).

Na safra 2009/2010 o teor de clorofila nas folhas indicou
que somente o fator nitrogénio teve efeito nesta variavel (Figura 5A),
com aumento linear em func¢do do incremento das doses de N. Da
mesma forma, na safra 2010/2011, o teor de clorofila nas folhas
também indicou que somente o fator nitrogénio teve efeito (Figura
6A), com ajuste linear, com o aumento do teor de clorofila nas folhas
em fun¢do do aumento das doses de N. Nao houve interagdo entre os
fatores, nem diferenca entre hibridos e efeito da inoculagdo, em ambas
as safras. A clorofila ¢ um importante parametro de absor¢do de
nitrogénio, pois a sua molécula apresenta quatro atomos de nitrogénio
no nucleo central, onde ocorre a absor¢do de radiagdo solar (TAIZ &
ZEIGER, 2004). O teor de clorofila na folha ¢ utilizado para prever o
nivel nutricional de nitrogénio em plantas, devido ao fato de a
quantidade desse pigmento correlacionar-se positivamente com teor
de N (BOOIJ et al., 2000). Este pigmento absorve radiagdo na faixa de
400 a 700 nm (exceto a faixa da cor verde), e esta diretamente
associada ao potencial de atividade fotossintética, assim como o
estado nutricional das plantas esta associado, geralmente, a quantidade
e qualidade da clorofila (ZORATELI et al., 2002).

Jordao et al. (2010) observaram diferenca significativa
entre os tratamentos em relacdo ao teor de clorofila nas folhas no

milho, medido com o clorofilometro. As leituras médias do indice
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SPAD nas folhas aumentaram linearmente com as doses do
fertilizante nitrogenado aplicado. Estes mesmos autores concluiram
que as médias de clorofila total de todos os tratamentos que receberam
a inoculacdo das sementes com Azospirillum brasilense foram maiores
que os tratamentos ndo inoculados. Folhas bem nutridas de nitrogénio
tem maior capacidade de assimilar CO, e sintetizar carboidratos
durante a fotossintese, resultando em maior acimulo de biomassa ¢
rendimento de graos (FERREIRA et al., 1997).

Na safra 2009/2010, a didmetro da espiga apresentou
diferenga em funcdo das doses de nitrogénio (Figura 5B), porém ndo
houve ajuste de equagdes em funcdo da andlise de regressdo. Nao
houve diferenca entre hibridos e nem efeito da inoculagdo. Na safra
2010/2011, o fator doses de N também influenciou na didmetro da
espiga (Figura 6B), com ajuste da equacdo linear, com aumento da
diametro da espiga em funcao do aumento das doses de N. Nesta safra
houve diferenca entre os hibridos, o hibrido DKB 245 a espiga mediu
em média 50 mm de diametro e o hibrido AG 8025 mediu 49 mm

(p<0,0003).
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cobertura, na safra 2009/2010, Passo Fundo, RS.
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O rendimento de graos de milho ¢ determinado por
diversas variaveis, com destaque as relacionadas a espiga e as
caracteristicas dos grdos (LOPES et al, 2007). Estes autores
destacam, principalmente, o nimero de graos por planta e por unidade
de area, e, em menor escala, pela massa do grao. Os autores também
concluiram, que as relacdes entre as caracteristicas de espigas sdo
dependentes dos gendtipos. Se levado em consideragdo estas
conclusdes, pode-se explicar o fato das diferencas observadas entre os
hibridos nas seguintes variaveis relacionadas as caracteristicas das
espigas: diametro, comprimento e massa da espiga, numero graos,
linhas por espiga, massa de mil graos (Figuras 7 e 8).

Na safra 2009/2010, no comprimento de espiga houve
efeito das doses de N (Figura 5C), com resposta positiva em relagdo
ao aumento das doses de N, com ajuste linear da equagao de regresao.
Também houve diferencas em relagao aos hidridos, sendo que as
espigas do hibrido DKB 245 mediram em média 16,6 cm de
comprimento e do hibrido AG 8025, 14,8 cm.
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milho, média dos hibridos DKB 245 ¢ AG 8025 com e
sem inoculante em funcdo de doses de nitrogénio em

cobertura, na safra 2010/2011, Passo Fundo, RS.

Na safra 2010/2011, houve diferenca apenas entre as doses
de N (Figura 6C), também com resposta linear em relacdo ao aumento
das doses de N. Cavallet et al. (2000) utilizando a inoculacdo de um
produto comercial (Graminante®) a base de Azospirillum spp.
obtiveram como resultado um aumento médio de 6% no comprimento

de espigas. Aumento este que ndo foi observado no presente trabalho

(dados ndo apresentados) .
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Diferente dos resultados encontrados, em relagdo a
inoculagdo, em experimentos de campo na Argentina, onde os milhos
inoculados com Azospirillum lipoferum apresentaram o dobro dos
graos por espiga em comparacdo ao nao inoculado, um aumento em
59% da massa seca de sementes, € um estimulo significativo no
desenvolvimento das raizes (Fulchieri e Frioni 1994 apud BASHAN e
HOLGUIN 1997).

A avaliagdo de massa de mil graos foi significativa apenas
para o fator hibrido na safra 2009/2010 (Figura 7). O hibrido DKB
245, apresentou massa de mil graos de 354 g e o hibrido AG 8025 309
g, média com e sem inoculacdo e diferentes doses de N. Na safra
2010/2011 ocorreu diferenca entre as doses de nitrogénio (Figura 6D),
com aumento linear com o incremento das doses de N. Os hibridos
também foram diferentes entre si, no hibrido DKB 245, a massa de
mil graos foi 349 g e no hibrido AG 8025 424 g, média com e sem
inoculacdo e diferentes doses de N. Segundo estudos realizados por
Ferreira et al. (1997) a massa de graos foi a caracteristica que mais se
correlacionou positivamente com o rendimento de graos. Enfatizando

a importancia desta variavel na composicao do rendimento de graos.
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Resultados positivos e negativos quanto ao uso da
inoculagdo de Azospirillum podem ser atribuidos a alguns fatores ja
discutidos na literatura. Um estudo mostrou que a inoculacdo com a
bactéria isolada ndo teve efeito no rendimento de matéria seca, mas
quando houve combina¢do com nitrogénio a produ¢do de matéria seca
aumentou significativamente, também em relagdo ao uso isolado de
nitrogénio (BASHAN & HOLGUIN, 1997). Também efeitos
significativos no crescimento ¢ produ¢do das plantas de milho foram
obtidos com uma combina¢do de bactérias indicando uma interagao

desconhecida ou talvez uma especificidade entre o genotipo da planta
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e a estirpe bacteriana (BASHAN & HOLGUIN, 1997). Outro estudo
foi realizado em sorgo por Garcia-Olivares et al. (2006) testando
diversas cepas de A. brasilense que observaram um incremento na
biomassa de graos quando utilizada a inoculagao, segundo os autores
houve diferengas significativas entre as cepas na poducao de graos,
devido principalmnete as condigdes ambientais varidveis durante a
colonizagdo de cada cepa, segundo eles a inconsisténcia de resultados

se deve a diversos fatores que sao dificeis de identificar.
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Figura 8 — Nuimero de linhas por espiga em milho, hibridos DKB 245
e AG 8025 na safra 2009/2010, média com ¢ sem
inoculacdo e diferentes doses de N em cobertura, Passo

Fundo, RS.
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Em estudos realizados por Campos et al. (2000) na cultura
do milho, testando inoculante a base de uma estirpe de Azospirillum
sp., 0s autores observaram, que o produto testado ndo incrementou o
rendimento de graos. Estes resultados foram atribuidos a escolha da
estirpe que nao foi suficientemente eficiente, e destacam a necessidade
de se buscar e testar estirpes adaptadas a cada regido em termos de
clima, sistema de manejo e cultivares.

Em um extenso estudo em um conjunto de nove ensaios
realizados em Londrina e Ponta Grossa, sul do Brasil, com nove
estirpes de Azospirillum, Hungria et al. (2010) concluiram que as
cepas de A. brasilense AbV4, AbV5, AbV6 ¢ AbV7 aumentaram o
rendimento de grios de milho de 662 a 823 kg ha', 24 a 30%, em
relacdo ao controle ndo inoculado. Em um segundo ensaio conjunto,
com oito experimentos em Londrina e Ponta Grossa, com inoculantes
a base de A.brasilense, as cepas AbV5 e AbV6 aumentaram o
rendimento de milho em 26% (HUNGRIA et al., 2010). Os autores
afirmam que os efeitos da inoculagdo foram atribuidos ao aumento
geral da absor¢ao de macro e micronutrientes € nao especificamente a
fixacdo biologica de nitrogénio. Também Cavallet et al. (2000)
utilizando a inoculagdo de um produto comercial (Graminante®™) a
base de Azospirillum sp. teve como resultado um aumento
significativo rendimento de graos de milho de 17%.

Ainda, outro fator chave apresentado também para o
sucesso da inoculagdo com Azospirillum ¢ a escolha da estirpe
bacteriana, embora, sem qualquer especificidade entre as espécies
vegetais e estirpes bacterianas, foi demonstrado, alguma afinidade

existe entre as bactérias e espécies de plantas (Penot et al. 1992 apud
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HUNGRIA et al., 2010) ou mesmo cultivares (Wani et ai. 1985 apud
HUNGRIA et al., 2010). Efeito também demonstrado em um estudo
realizado por Bergamaschi (2006) com diversos genotipos de sorgo
que pode concluir que a distribui¢do de bactérias diazotroficas esta em
funcdo do gendtipo. No entanto outros dados publicados, mostram o
contrario, estirpes de Azospirillum sem nenhuma preferéncia por
espécies vegetais ou as ervas daninhas, ou anuais ou perenes, € pode
ser aplicado com sucesso em plantas sem histéria prévia de
Azospirillum em suas raizes, pois o Azospirillum ¢ um colonizador
geral de raizes e ndo ¢ uma bactéria especifica (BASHAN e
HOLGUIN, 1997).

Porém, a imprevisibilidade dos resultados de inoculagao,
positivos e negativos, como o demosntrado por este trabalho, ¢ o que
tem limitado o uso comercial destes organismos como inoculantes na
agricultura. Os possiveis fatores desta imprevisibilidade podem ser: a
competitividade do inoculante com a populacdo nativa de
microrganismos, dificuldades na formulacdo de inoculantes
(manutencao da viabilidade, alto ntimero de células e estagio do
crescimento), baixa sobrevivéncia das estirpes inoculadas nos
diferentes solos, agentes microbianos adversos, especificidade do
inoculante, entre outros (BASHAN e HOLGUIN, 1997). Com relacao
a sobrevivéncia das bactérias inoculadas, Bashan (1999) escreveu que
em muitos casos (e as vezes em Azospirillum spp.), ha uma
diminui¢do geral na populagdes bacterianas apds a inoculacio do solo.
Estas bactérias sao provavelmente localizada em espagos mais abertos
no solo do que as populagdes nativas. L4, elas sdo afetadas em maior

escala por fatores nutricionais e fisico-quimicos do solo. As bactérias
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introduzidas, como Azospirillum spp., sdo afetadas por fatores de
estresse mais do que as bactérias nativas, que estdo adaptadas para tais
condi¢des. No entanto, ao contrario de muitas outras bactérias do solo,
o Azospirillum spp. ndo ¢é limitado pela adsor¢do nas particulas de
solo, pois sdo capazes de mover-se através do solo para a plantas-alvo

(BASHAN, 1999).

CONCLUSAO
Com base nos dois anos de estudo em areas diferentes
conclui-se que a inoculag¢do das estirpes de Azospirillum brasilense
AbVS5 e AbV6 em sementes ndo influenciam o rendimento de graos e
os componentes do rendimento dos hibridos de milho DKB 245 ¢ AG
8025.



CAPITULO 11

RENDIMENTO DE GRAOS DE TRIGO INOCULADO COM

Azospirillum brasilense

Naiana de Mello

RESUMO - O nitrogénio ¢ um fator limitante para o rendimento de
graos em cereais. Sua aplicagdo impacta nos custos de producao do
trigo e por vezes, ndo atende as necessidades das plantas em relagdo a
quantidade e momento de aplicacdo. Uma alternativa, a isso, ¢ uso de
inoculantes contendo bactérias capazes de fixarem N atmosférico e
fornecerem as plantas. Dentre estas, se destacam as do género
Azospirillum. O objetivo do trabalho foi avaliar a contribuicdo da
inoculagdo de Azospirillum brasilense no rendimento de gridos e
componentes do rendimento da cultura do trigo, em associacdo com
doses de nitrogénio. Foram realizados dois cultivos experimentais, nas
safras 2010 e 2011, no Campo Experimental da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterindria da Universidade de Passo Fundo.
Foi utilizada a cultivar de trigo Marfim e os tratamentos foram com e
sem inoculacdo das sementes e cinco doses de N em cobertura (0, 30,
60, 90 e 120 kg de N ha'l), na forma de ureia. O inoculante utilizado
continha Azospirillum brasilense estirpe AbV5 e AbV6, na dose de
100 mL ha'. As variaveis analisadas foram numero de perfilhos por
planta, teor de clorofila nas folhas, estatura de planta, massa de graos
por espiga, massa de mil graos, peso do hectolitro e rendimento de

graos. O peso do hectolitro (safras 2010 e 2011) e teor de clorofila nas
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folhas (safra 2011) foram influenciadas pela interacdo de doses de
nitrogénio e inoculacdo. Rendimento de grdos foi influenciado pelo
fator inoculante na safra 2010. Com base nos dois anos de estudo em
areas diferentes conclui-se que a inoculagdo das estirpes de
Azospirillum brasilense AbV5 e AbV6 em sementes ndo influenciam
o rendimento de graos e os componentes do rendimento de trigo da

cultivar Marfim.

Palavras-Chave: manejo, Triticum aestivum L., bactérias promotoras

de crescimento, fixacao bioldgica de nitrogénio.



YIELD OF WHEAT INOCULATED WITH Azospirillum

brasilense

ABSTRACT - Nitrogen is a limiting factor for grain production. An
alternative is the use of inoculants with bacteria capable of
transforming atmospheric nitrogen into fixed nitrogen and provide the
plants. Among these, the genus Azospirillum, is a diazotrophic
bacteria, also known as plant growth-promoting bacteria. To evaluate
the contribution of Azospirillum brasilense inoculation on wheat yield
components and yield, in interaction with different nitrogen levels,
two experimental crops, in 2010 and 2011, were carried out in Passo
Fundo. It was used the wheat cv. Marfim and the treatments were:
seed inoculation and five nitrogen (N) topdressing fertilization (0, 30,
60, 90 and 120 kg N ha') as urea. The inoculant contained
Azospirillum brasilense strain AbV5 AbV6, used at the culture
recommended dose by the company (100 mL ha™). The variables
analyzed were number of tillers per plant, chlorophyll content, plant
height, grain weight per ear, thousand-seed weight, hectoliter weight
and yield. There was interaction between nitrogen levels and
inoculation for the variables hectoliter weight (in 2010 and 2011) and
chlorophyll content in leaves (in 2011). The seeds inoculation with
Azopspirillum brasilense strain AbVS5 AbV6 does not affect the yield

and yield components of wheat cultivar Marfim.

Key words: growth-promoting bacteria, yield componds, biological

nitrogen fixation.



INTRODUCAO

A cultura do trigo no Brasil ocupa uma érea de
aproximadamente 2,4 milhdes de hectares (safra 2009/2010), com
uma producdo de 5 milhdes de toneladas (CONAB, 2012), tendo a
maior parte cultivada na regido sul do pais. Fatores biodticos e
abidticos influenciam a produtividade e a qualidade dos graos de trigo.
Um destes importantes fatores ¢ a fertilidade do solo e a
disponibilidade de nutrientes durante o desenvolvimento das plantas
de trigo. Em relagdo aos nutrientes o nitrogénio ¢ fundamental para a
producao. Porém, por vezes a aplicagdo deste nutriente nao atende as
necessidades da planta em relagdo a quantidade e ao momento de
aplicagdo. As necessidades totais dos nutrientes da planta de trigo
segundo estudos conduzidos por Gargantini et al. (1973), ¢ de 200
kg.ha' de nitrogénio (grios e palha). Sendo que destes estima-se que
cerca de 22 kg de nitrogénio sao necessarias para a produgao de cada
tonelada de graos (CQFS-RS/SC, 2004).

A aplicacdo da adubagdo nitrogenada influencia nas
caracteristicas produtivas da cultura do trigo. Segundo dados
levantados por Benett et al. (2011) o nitrogénio incrementa o nimero
de espiguetas, de graos por espiga e peso do hectolitro. Também ¢
fundamental para determinar o rendimento de grdos, nimero de
espigas por 4rea e teor de proteinas nos grios (POTTKER &
ROMAN, 1998).

Porém, o wuso de fertilizante nitrogenado contribui
significativamente para o aumento dos custos de produ¢ao da cultura.
Neste sentido, o uso de alternativas se faz necessaria para tornar a

produgdo do trigo sustentavel ambiental € economicamente.
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Uma alternativa ¢ a inoculacdo com bactérias promotoras
de crescimento de plantas (BPCPs) que podem auxiliar por diversos
mecanismos na nutrigdo nitrogenada das culturas. As bactérias
diazotroficas mais estudadas como BPCPs associativas, ou seja, que
ndo estabelecem simbiose com a planta hospedeira, sdo as bactérias
pertencentes ao género Azospirillum (BASHAN & DE-BASHAN,
2005). E importante destacar a produgio de horménios proporcionado
pela bactéria, que interferem no crescimento das plantas e altera a
morfologia das raizes, possibilitando a exploracdo de maior volume de
solo (BASHAN & HOGUIN, 1997), o que contrubui para maior
absorcao de 4gua e nutrientes.

As bactérias do género Azospirillum sdo de vida livre e
estdo amplamente distribuidas no solo, estabelecem associacdo com as
plantas, promovem seu crescimento e fornecem nitrogénio através da
fixacdo bioldgica ou posteriormente através da sua mineralizagdo
(HUNGRIA, 2011). Didonet et al. (2000) concluiram que a inoculagdo
em trigo proporciona uma translocacdo mais eficiente da biomassa das
plantas para os graos, e produzindo graos com maior massa € maiores
niveis de reservas.

Os resultados das experiéncias de inoculagdo com
Azospirillum a campo dos Ultimos vinte anos permitem concluir que
estas bactérias sdo capazes de aumentar o rendimento da agricultura,
em diferentes solos, climas e regides (PITTNER et al., 2007).
Resultados obtidos por Didonet (1993) demonstraram que as raizes de
plantas de trigo inoculadas apresentaram uma taxa mais elevada de

excre¢ao de protons, que resultou na queda de pH da rizosfera,
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associado a troca de protons por cations aumentando a absorc¢ao de
nutrientes.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a contribuicdo da
inoculagdo de Azospirillum sp. no rendimento de graos e componentes
do rendimento da cultura do trigo em associacdo com doses de

nitrogénio em cobertura.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Campo Experimental da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de
Passo Fundo, no municipio de Passo Fundo, regido do Planalto Médio
do Rio Grande do Sul situada na latitude 28" 15°S, longitude 52" 24'W
e 687 m acima do nivel do mar, nas safras de 2010 € 2011. O solo é
classificado como Latossolo Vermelho distréfico humico (STRECK et
al., 2008), pertencente a unidade de mapeamento Passo Fundo do
estado do Rio Grande do Sul. Os atributos quimicos do solo estdo
descritos no Apéndice 13.

O clima da regido ¢ classificado por Koppen-George como
subtropical Cfa (PEEL et al., 2007). A precipitagao pluvial média
anual ¢ de 1.787 mm, a temperatura minima ¢ de 13,2°C, média de
17,5°C e maxima de 23,6 °C (EMBRAPA TRIGO, 2012). As
condigdes meteoroldgicas ocorridas durante a condugdo dos
experimentos podem ser observadas nos Apéndices 4, 5 ¢ 6 (safra
2010) e Apéndices 10, 11 e 12 (safra 2011).

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso,
com quatro repetigdes, dispostos em fatorial 2 x 5. A cultivar de trigo

utilizada foi a Marfim, extensamente cultivada na regido e apreciada
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pela qualidade dos graos. Os tratamentos aplicados foram com e sem
inoculacdo nas sementes associados a cinco doses de N em cobertura:
0, 30, 60, 90 e 120 kg N kg ha'l, na forma de ureia, divididas em duas
aplicagdes em igual quantidade, no inicio do perfilhamento e no final
do perfilhamento (inicio da elongamento). Estas doses de N foram
escolhidas em funcdo da necessidade média da cultura, levando em
conta o teor de matéria organica do solo e expectativa de rendimento
de grios de 3.500 kg.ha”, posicionando doses acima e abaixo da
necessidade.

O inoculante liquido utilizado continha Azospirillum
brasilense, estirpes AbV5 e AbV6, da empresa Stoller”, marca
MasterFix® L Gramineas, na dose recomendada pela empresa para a
cultura (100 mL ha™) (200 milhdes de bactérias mL™ de produto
comercial).

O procedimento de inoculagcdo foi realizado
imediatamente antes da semeadura. Calculou-se a dose do inoculante
liquido necessarios para cada quilograma de sementes, com base na
quantidade de sementes necessarias para implantacdo de um hectare, e
a populacdao de plantas indicada para a cultivar. A concentragdao de
bactérias estimada foi de 60.000 bactérias por sementes. Além do
inoculante foi adicionado 5 mL de agua kg' de sementes, como
veiculo. Foram tratados dois kg de sementes, necessarias a
implantacdo das parcelas com inoculagdo, adicionando a mistura de
inoculante e d4gua, agitando as sementes para uniformizar a
inoculacao.

A semeadura do trigo foi realizada sobre resteva de soja

em ambas as safras, com semeadora, em parcelas de 1 x 5 m, em seis
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linhas com espacamento entre linhas de 0,17 m e densidade de
330.000 plantas por hectare. As parcelas foram dispostas a um metro
de distancia entre elas, e os blocos a quatro metros. A adubagdo de
semeadura foi com a formula 2-20-20 (N-P-K), 200 kg ha (safras
2010 ¢ 2011), para expectativa de rendimento de 3.500 kgha™
conforme interpretagdo da andlise de solo (Apéndice 13), de acordo
com o Manual de Adubagdo e Calagem para os Estados do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina (CQFS-RS/SC, 2004).

Durante o desenvolvimento das plantas foi efetuado o
controle das plantas daninhas, doencas e pragas, sempre que
necessario (REUNIAO..., 2011).

Foi avaliada leitura correspondente ao teor de clorofila na
folha com um clorofilometro da marca Konica Minolta, modelo
SPAD-502 (Soil Plant Analysis Development). . A leitura foi feita no
ter¢co médio da folha bandeira no inicio da flora¢ao (cod. 61 da escala
de ZADOKS et al., 1974), em dias ensolarados.

A estatura de plantas foi medida na fase de maturagao dos
graos (cod. 91 da escala de ZADOKS et al., 1974) tomando-se a
medida do solo até a extremidade da espiga.

Foi colhido manualmente um metro linear de cada parcela,
atentando-se para a uniformidade das plantas na parcela, para
avaliagdo do nimero de perfilhos por planta e a massa de graos por
espiga através da trilhagem manual.

A érea util da parcela de 3,4 m? foi colhida com uma
colhedora de parcelas e obtida a massa de graos, corrigindo-se a

umidade dos graos para 13% e extrapolado a massa para um hectare.
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Destes graos, também foi determinada a massa de mil graos através de
contagem e pesagem, € o peso do hectolitro.

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia (F-teste) e as médias das doses submetidas a analise de

regressao, sendo escolhido o modelo significativo de menor grau.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Houve interacdo da inoculacdo e doses de nitrogénio no
teor de clorofila nas folhas (safra 2011) e peso do hectolitro (safras
2010 e 2011) (Figuras 1, 2 e 3). As demais, nimero de perfilhos por
planta, estatura de planta, massa de grdos por espiga, massa de mil
graos e rendimento de graos foram somente influenciadas pelo fator

nitrogénio (Figura 4 e 5).
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Figura 1 - Teor de clorofila nas folhas de trigo cultivar Marfim, com e
sem inoculagdo de Azospirillum brasilense e adubagdo

com doses de N, na safra 2011, Passo Fundo, RS.

O teor de clorofila nas folhas, na safra 2010, teve
diferenca entre doses de nitrogénio, (Figura 4C), com ajuste linear,
com aumento do teor de clorofila quando incrementado as doses de N.
Na safra 2011, além da interacdo nitrogénio com inoculante, foi
significativo o fator nitrogénio isoladamente. Em relacdo interacdo,
tanto com ou sem inoculacdo houve aumento linear do teor de
clorofila em fun¢do do incremento das doses de N, apenas na dose de
90 kg ha a média com inoculagdo foi superior a sem inocul¢do. O
teor de clorofila na folha pode ser utilizado para prever o nivel

nutricional de nitrogénio em plantas, devido ao fato de a quantidade
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desse pigmento correlacionar-se positivamente com teor de N na
planta (BOOLJ et al., 2000). Essa relacdo ¢ atribuida, principalmente,
ao fato de que 50 a 70 % do N total das folhas compde enzimas
(CHAPMAN & BARRETO, 1997) que estdo associadas aos
cloroplastos (TOCKING & ONGUN, 1962). Além de que, o
nitrogénio faz parte da estrutura da molécula de clorofila, sendo
constituinte dos nticleos pirrdlicos (TAIZ & ZEIGER et al., 2004). As
bactérias do género Azospirillum fixam biologicamente nitrogénio
quando associadas a plantas, inclusive com gramineas, mas também
quando em vida livre (HUNGRIA, 2011) Devido a este fato, a
inoculagdo de sementes com esta bactéria poderia contribuir com o
aporte de nitrogénio para as culturas e, como consequéncia, com 0
aumento do teor de clorofila das folhas. O efeito da inoculagdo sobre o
teor de clorofila demonstrado em experimento com plantas de trigo, a
inoculagdo de sementes com A. brasilense Cd, promoveu um aumento
significativo em todos os pigmentos, incluindo clorofila a e b na parte

aérea, em relacdo as plantas ndo inoculada (BASHAN et al., 2006).
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Figura 2 - Peso do hectolitro em trigo cultivar Marfim, com e sem
inocula¢do de Azospirillum brasilense e aduba¢do com
doses de N, na safra 2010, Passo Fundo, RS.

A unica varidvel analisada que teve influéncia da interagao
dos fatores avaliados (p<0,05), nas duas safras seguidas foi o peso
hectolitrico (PH). Na safra 2010, ndo houve ajuste da equagdo de
regressdo. Na safra 2011, quando houve inoculagdo das sementes, nao
houve ajuste da equacdo da regressdo, porém quando ndo houve
inoculagdo houve resposta linear positiva com o incremento das doses

de N. (Figuras 2 e 3, respectivamente).
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Figura 3 - Peso do hectolitro em trigo cultivar Marfim, com e sem
inoculagdo de Azospirillum brasilense e adubag¢do com
doses de N, na safra 2011, Passo Fundo, RS

Na safra de 2010 o PH maximo foi de 77 e na safra 2011
78. O PH dos graos ¢ um indicador que determina a qualidade dos
mesmos, sendo assim, ¢ um dos requisitos estabelecidos pela
Instrucdo Normativa n°38 (30/11/2010) para classificar os graos de
trigo. Desta forma, considera-se que o PH de 78, no minimo, ¢
classificado como trigo Tipo 1 e de 75, no minimo, ¢ classificado
como trigo Tipo 2 (REGULAMENTO, 2012). Sabe-se que quanto
maior o valor do PH, maior a aceitagao e valorizagao de mercado do

produto (MAZZUCO et al., 2002).
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A variavel numero de perfilhos por planta, na safra 2010 nao
foi influenciada pelas doses de N, os dados sdo apresentados na Figura
4 A. Ao contrario da safra 2011. Neste caso, o modelo quadratico
explica quase que totalmente o fendomeno (1r*=0,97) (Figura 5 A), com
tendéncia de aumento do numero de perfilhos por planta a medida que
aumentam as doses de N. Em relagdo a inoculagdo, nao houve
influéncia na varidvel em nenhuma das safras avaliadas. Nas espécies
em que o perfilhamento ¢ comum, como o trigo e o arroz, os perfilhos
sdao benéficos, pois aumentam o numero de inflorescéncias por area,
incrementando o rendimento de graos (SANGOI et al., 2011).

A presenga de maior ou menor nimero de perfilhos esta sob
efeito de alguns fatores. Para Ozturk et al. (2006) ocorre forte efeito
da interagdo do gendtipo e ambiente, relacionados a emissdo e a
sobrevivéncia de perfilhos. Sabe-se que o N ¢ o macroelemento mais
limitante do rendimento de graos de trigo, visto que dentre outros
fatores, determina o numero de perfilhos (SALA et al., 2005). A
qualidade da luz que incide sobre o dossel vegetativo em fungdo, por
exemplo, da densidade de plantas também suprime o desenvolvimento
de perfilhos em trigo, estimulando a dominancia apical (ALMEIDA et
al., 2002). Da mesma forma, este fator pode explicar a diferenca entre
as safras 2010 e 2011, quando na primeira a densidade de plantas foi
maior (330 plantas m™) em relagdo a segunda (265 plantas m™). Ha
casos, em que o aumento no rendimento de graos de trigo foi atribuido
ao aumento do numero de perfilhos, fendmeno que esta de alguma
forma sob controle hormonal (Reynders & Vlassak, 1982, apud
DIDONET, 1993), como auxinas, giberelinas e citocininas

(CAVALLET et al., 2000).
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Figura 4 — Numero de perfilhos (n°) por planta (A), estatura de planta

(B), teor de clorofila nas folhas (C), massa de graos por

espiga (D), massa de mil graos (E) e rendimento de graos

(F) de trigo cultivar Marfim em func¢do de doses de N em

cobertura na safra 2010, média com e sem inoculagao,

Passo Fundo, RS.
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Para estatura de planta ndo foi observada interagdo dos

fatores e nao houve influéncia do fator inoculacao, contudo, houve

significancia apenas para o fator doses de nitrogénio, em ambas as
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safras (Figuras 4B e 5B, respectivamente), porém ndo houve ajuste
das equacdes de regressdo. Acredita-se que o hormdnio auxina,
sobretudo como 4cido indolacético (AIA), produzido pelas bactérias
do género Azospirillum, atue no crescimento da planta (Reynders &
Vlassak, 1982, apud DIDONET, 1993). A auxina promove o
crescimento por alongamento, principalmente, por aumentar a
capacidade de extensdo da parece celular. De acordo com a hipdtese
de crescimento acido, uma das acdes importantes da auxina ¢ induzir
as células a transportar protons para a parede celular, que, em resumo,
causam o seu afrouxamento e alongamento (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Na safra 2010, a varidvel massa de graos por espiga, ndo
sofreu influéncia da inoculacdo, nem da aplicagdo de nitrogénio
(Figura 4 D). Na safra 2011 houve efeito das doses de nitrogénio nesta
variavel (Figura 5 C), com ajuste linear com aumento da massa de
graos por espiga em funcdo do incremento das doses de N. A
populacdo de plantas indicada para a cultivar Marfim é de até 330
plantas por metro quadrado (BIOTRIGO, 2012). Se for considerado a
producao média de perfilhos, na safra 2010, de 1,16 perfilhos por
planta e que cada perfilho produz uma espiga (98,6% de colmos
férteis) com a massa de graos de 1,04 gramas a producao média seria
de 3.828 kg ha' (incremento de 24,9%). Na safra 2011, com produgdo
média de 1,69 perfilhos por planta (97% de colmos férteis) com a
massa de graos de 1,08 gramas, a producao média seria de 5.577 kg
ha™'. Porém, o rendimento médio de grios na safra 2010 foi de 2.875
kg ha' e na safra 2011 foi de 2913 kg ha', em virtude
principalmente, da populagdo de plantas terem ficado abaixo da

recomendada, principalmente, na safra 2011, por ocasido de chuvas
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excessivas logo apos a semeadura (Apéndices 11). Contudo, segundo
Oliveira et al. (2004), estudando o feito da umidade no solo na
sobrevivéncia de bactérias diazotréficas, o teor de umidade tem pouca
influéncia na sobrevivéncia de A. brasilense, considerada uma espécie
cosmopolita.

A varidvel massa de mil grdos ndo interagiu com
inoculacdo e doses de nitrogénio em nenhuma das safras, nem ocorreu
influéncia da inoculag¢do isoladamente. De acordo com Didonet et al.
(2000), o uso mais eficiente do N disponivel promovido pela
inoculacdo reflete em maior indice de colheita, também
proporcionando maior aproveitamento da biomassa, em beneficio dos
graos, resultando em maior massa de mil graos. No presente trabalho,
somente o fator doses de nitrogénio foi significativo, em ambas as
safras (Figura 4 E e 5 D, respectivamente). Nas safras 2010 e 2011, a
massa de mil grdos teve comportamento semelhante, apesar do
modelo quadratico ajustado ndo explicar totalmente o fendomeno
(r*=0,50 e 1*=0,54, 2010 e 2011, respectivamente).

Na safra 2010, o rendimento de graos diferiu quanto as
doses de N (Figura 4F) e a inoculacdo. O rendimento de graos foi de
3.029 kg ha com inoculagdo e de 2.720 kg ha™' sem inocula¢io, uma
diferenca significativa de aproximadamente 10% a mais de
rendimento de graos quando usado a inoculagdo com A.brasilense. Na
safra 2011, o resultado da safra 2010 nao foi repetido, apenas o fator
doses de N foi significativo (Figura SE). Este comportamento reflete
bem a inconsisténcia de resultados obtidos com a inocula¢do, como os
citados por Bashan & Holguin (1997). Apesar dos avancos da

pesquisa basica e aplicada, os resultados obtidos de ensaios de campo
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quanto a eficacia agrondmica de inoculantes a base de Azospirillum
ndo sdo consistentes (HUNGRIA et al., 2010). Em experimentos
realizados com a cultura do trigo, de 2002 a 2006, em 297 localidades
na regido dos Pampas argentinos (precipitacao pluvial na faixa de 500-
1.000 mm anuais), observou-se incremento no rendimento entre as
médias dos locais estudados de 260 kg por hectare, com utilizacao de
inoculante liquido a base de Azospirillum brasilense (AbV5 e AbV6).
Os autores destacam que em 70% dos locais estudados houve
resultados de incremento no rendimento de graos (DIAZ-ZORITA et
al., 2009). Os autores também enfatizam que houve uma correlagdo
positiva entre os maiores rendimentos ¢ maiores acimulos de matéria
seca na parte aérea e raizes, assim como, no numero e peso hectolitro
dos graos. Em outro trabalho, a inoculacdo de trigo, com varias
estirpes de Azospirillum, causou um aumento significativo em relagao
ao controle no rendimento de graos, variando de 23 a 63% (Caballero
Mellado et al., 1992 apud BASHAN & HOLGUIN, 1997).

Em um conjunto de nove ensaios realizados em Londrina
¢ Ponta Grossa, sul do Brasil, nove estirpes de Azospirillum brasilense
foram testadas. As cepas AbV1, AbVS5, AbV6 e AbV8 foram as mais
eficazes, com rendimentos crescentes de 312-423 kg ha™, ou 13-18%
(HUNGRIA et al., 2010).

O fato da falta de resposta positiva, em relagdo a
inoculagdo, na maioria das varidveis analisadas pode ser creditada a
varios fatores. Para Didonet et al. (2000), a inoculagdo de bactérias
diazotroficas em sementes deve levar em consideracao que estas estao
amplamente distribuidas nos solos, portanto, a inoculagdo a base de

bactérias do género Azospirillum deve competir satisfatoriamente com
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as bactérias diazotroficas nativas e com microflora do solo. A
capacidade competitiva das bactérias diazotréficas com outras ¢ alta
somente quando as condigdes sdo de baixa disponibilidade de N no
ambiente (SILVA et al., 2007). Um dos fatores ambientais que pode
influenciar na intera¢do entre a bactéria diazotréfica e as plantas ¢ a
presenca de N mineral no ambiente. A nitrogenase ¢ inibida na
presenca de formas combinadas de N, como na forma de nitrato e
amoénia. E de se considerar, portanto, que a inoculagdo em solos com
estas condigdes nao tenham respostas positivas do uso destas bactérias
(Dobbelaere et al., 2003 apud BERGAMASCHI, 2006).

Foi demonstrado também por Antonyuk & Evseeva
(2006), que as lecitinas produzidas por plantas de trigo excretadas
pelas raizes atuam como sinais moleculares para associagdo com
bactérias do género Azospirillum e sdo fundamentais para determinar
a especificidade genotipica da interacdo planta-bactéria. A utilizagao
de bactérias adaptadas ou isoladas de uma mesma area, e da mesma
espécie de planta, parece ser importante para se obter uma melhor
resposta a inoculagdo das sementes de trigo com bactérias promotoras
de crescimento, como as do género Azospirillum (Baldani e
Dobereiner, 1980; Baldani et al., 1981; Millet et al. 1985; Brabieri et
al. 1988, apud DIDONET, 1993). Neste sentido, pode-se discutir uma
problematica que € a universalizagdo da tecnologia de inoculagdo com
produtos comerciais a base de bactérias do género Azospirillum,
utilizando mesmos niveis de doses para diferentes culturas, tipos de
solo e clima. Se de fato existe especificidade das estirpes em relacao

att mesmo a cultivares, seriam necessarios estudos mais
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regionalizados, para que estd tecnologia apresente resultados mais

consistentes e se torne benéfico ao rendimento de graos.

CONCLUSAO
Com base nos dois anos de estudo em areas diferentes
conclui-se que a inoculagdo das estirpes de Azospirillum brasilense
AbVS5 e AbV6 em sementes ndo influenciam o rendimento de graos e

os componentes do rendimento de trigo da cultivar Marfim.
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APENDICE 4. Temperatura média e temperatura normal ocorrida no
periodo entre semeadura e colheita da cultura do trigo,
safra 2010, Passo Fundo, RS. Fonte: Embrapa Trigo,
2012.
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APENDICE 5. Precipitagdo média e precipitagdo normal ocorrida no

periodo entre semeadura e colheita da cultura do trigo,
safra 2010, Passo Fundo, RS. Fonte: Embrapa Trigo,
2012.
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APENDICE 7. Temperatura média e temperatura normal ocorrida no
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APENDICE 8. Precipitagdo média e precipitagdo normal ocorrida no
periodo entre semeadura e colheita da cultura do milho,
safra 2010/2011, Passo Fundo, RS. Fonte: Embrapa Trigo,
2012.
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APENDICE 9. Insolacio média e Insolacdo normal ocorrida no
periodo entre semeadura e colheita da cultura do milho,
safra 2010/2011, Passo Fundo, RS, 2012. Fonte: Embrapa
Trigo, 2012.
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APENDICE 10. Temperatura média e temperatura normal ocorrida no
periodo entre semeadura e colheita da cultura do trigo,
safra 2011, Passo Fundo, RS. Fonte: Embrapa Trigo,
2012.
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APENDICE 11. Precipitagio média e precipitagio normal ocorrida no

periodo entre semeadura e colheita da cultura do trigo,
safra 2011, Passo Fundo, RS. Fonte: Embrapa Trigo,
2012.
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APENDICE 12. Insolagio média e Insolacdo normal ocorrida no
periodo entre semeadura e colheita da cultura do trigo,
safra 2011, Passo Fundo, RS, 2012. Fonte: Embrapa
Trigo, 2012.
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APENDICE 13. Resultados de analises de solo realizadas nas areas de
instalacdo dos experimentos de campo, profundidade de

amostragem 0-10 cm

Cultura/Safra

Variavel Milho- Milho- Trigo-  Trigo-

2009/2010 2010/2011 2010 2011
Argila (%) 41 42 63,2 45,8
pH (H,0) 52 4,7 5,4 4,9
Ind. SMP 5,6 5,2 5,8 52
P (mg/dm?) 31 19,7 18,2 18,9
K (mg/dm?) 246 97 249 234
M.O. (%) 2,1 3,8 4,7 4,2
Al (cmol/dm?) 0,3 2,1 0,1 1,5
Ca (cmol/dm?) 4,1 1,8 3,4 3,7
Mg (cmol,/dm?) 1,8 0,6 2,5 1,7
H+AL (cmol./dm?) 6,9 10,9 5,5 10,9
CTC (cmol./dm?3) 13,4 13,6 12 16,9
Sat. Bases (%) 49 20 54 35
Sat. Al (%) 4 44 2 20
Sat. K (%) 4,7 1,8 53 3,5

Fonte: Laboratério de Solos, Plantas, Adubos e Defensivos, Faculdade
de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Passo Fundo.



