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DEFICIT HI'DR~ICO EM MILHO:
CARACTERIZACAO FISIOLOGICAE
INOCULACAO COM Azospirillum brasilense

ANA CLAUDIA PEDERSEN'

Resumo - Os eventos que ocorrem no crescimento e
desenvolvimento das plantas sdo vitais para se obter bons rendimentos
de grdos, entretanto, requerem adequado suprimento de agua. Em
funcdo desses aspectos, a disponibilidade hidrica é o fator que mais
limita a obtencdo de elevado rendimento. A cultura do milho
encontra-se amplamente difundida no Brasil, e apresenta elevado
consumo de A&gua. Existem inumeras bactérias, chamadas
diazotroficas, além da fixacao de nitrogénio, promovem o crescimento
das raizes, permitindo que a planta explore maior volume de solo. Este
trabalho foi conduzido com o objetivo de caracterizar aspectos
fisiologicos das plantas de milho em condi¢es de déficit hidrico e
avaliar a inoculagdo com Azospirillum brasilense no milho em
condicBes de restricdo hidrica. O experimento foi conduzido em casa
de vegetacdo, utilizando sementes de milho, com e sem inoculagéo da
bactéria, submetidos a quatro diferentes capacidades de vaso, entre 10
e 16 horas, em intervalos de duas horas, com cinco repeticdes
perfazendo 160 vasos em blocos ao acaso. As avaliacOes fisioldgicas,
realizadas na quinta folha totalmente expandida, compreenderam
condutancia estomatica, temperatura foliar, teores de clorofila e

'Bi6loga, mestranda do Programa de Pés-Graduacdo em Agronomia FAMV/UPF,
Area de Concentracdo em Producio vegetal.
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fluorescéncia da clorofila. Para avaliar o crescimento vegetativo ndo
se utilizou o tratamento horério, mensurando estatura, diametro do
colmo, é&rea foliar unitaria e total, massa seca das raizes, colmo e
folhas. A inoculagdo com Azospirillum brasilense (CMS 7 e CMS
712) nao afeta o comportamento fisiologico e 0 crescimento
vegetativo do hibrido de milho Status. O déficit hidrico altera o
comportamento fisioldgico das plantas de milho do hibrido Status.

Palavras chave: condutancia estomatica, fluorescéncia da clorofila,

estresse hidrico, Zea mays.

WATER DEFICIT IN CORN: PHYSIOLOGICAL
CHARACTERIZATION AND INOCULATION WITH

Azospirillum brasilense

Abstract - The events that occur in the growth and development of
plants are vital to obtain great yield, however require an adequate
supply of water. Because of these aspects, water is the most limiting
factor to obtain high yield. The corn crop is widespread in Brazil, and
has high water consumption. There are plenty bacterias, called
diazotrophic, that besides the nitrogen fixation also promote root
growth, allowing the plant to explore a larger volume of soil. This
work was conducted in order to characterize the physiological aspects
of the corn plants in water deficit conditions and evaluate the
inoculation with Azospirillum brasilense in corn under conditions of

water restriction. The experiment was conducted in a greenhouse
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using seeds with and without inoculation with the bacteria, totaling
160 pots in randomized blocks. The pots were subjected to four
different pot capacities and assessed between 10 and 16 hours, with
intervals of two hours, with five replicates. The assessments, done in
the fifth leaf, were stomatal conductance, leaf temperature,
chlorophyll content and chlorophyll fluorescence. The vegetative
growth evaluation did not use the treatment hours, measuring height,
stem diameter, total and unit leaf area, dry mass of roots, stems and
leaves. Inoculation with Azospirillum brasilense (CMS CMS 7 and
712) does not affect the vegetative growth and physiological behavior
of the hybrid corn Status. Water deficit alters the physiological
behavior of corn hybrid Status.

Key words: chlorophyll fluorescence, stomatal conductance, water
stress, Zea mays.



1 INTRODUCAO

A planta absorve agua do solo para atender as suas
necessidades fisiolégicas e também suprir a sua necessidade de
nutrientes, que sdo transportados junto com a agua (TAIZ & ZEIGER,
2004).

As plantas sdo frequentemente expostas a condicbes de
estresse. O estresse hidrico pode surgir de duas formas, seja devido ao
excesso ou a falta de agua. O mais recorrente é a falta de agua, seca,
que tem profundo impacto sobre os sistemas ecologicos e agricolas.

A ocorréncia do déficit hidrico em plantas cultivadas afeta
0 crescimento e o desenvolvimento das culturas em todo o mundo
reduzem, significativamente, o0s rendimentos nas lavouras,
dependendo da intensidade e da duracdo do estresse (SHAO et al.,
2008; MAKBUL et al., 2011). No caso do milho, a disponibilidade
hidrica nos periodos criticos, como florescimento, polinizacdo e
enchimento de grdos, é o fator limitador mais importante da
produtividade no estado do Rio Grande do Sul.

A ampla gama de usos nas propriedades rurais ligada a
tradicdo do cultivo do milho pelos agricultores faz desse cereal uma
cultura amplamente difundida no Brasil. Entretanto, estresses
abidticos, como a seca, reduzem significativamente seu rendimento.

O agricultor nada pode fazer a respeito da precipitacdo
pluvial, mas pode adotar técnicas de manejo para minimizar o
problema. Uma alternativa é explorar a &gua armazenada no solo, acdo
facilitada pelo incremento do sistema radicial (BASHAN &
HOLGUIN, 1997).
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Por promoverem o crescimento e incrementarem a
produtividade das plantas existe o interesse crescente pelo uso de
inoculantes contendo bactérias, em substituicdo aos fertilizantes
quimicos, devido a reducdo de custos e a conscientizacdo em prol de
uma agricultura menos poluente e sustentavel.

Bacterias promotoras de crescimento associam-se com as
raizes das plantas gerando diversos beneficios ao crescimento da
planta hospedeira. Um fator de ampla importancia é a biossintese e o
fornecimento de horménios vegetais (TIEN et al., 1979), essenciais
para a coordenacdo de diversos aspectos fisioldgicos. Dentre estes
horménios, se destacam as auxinas, principais, mais abundantes e
mais responsivas estimuladoras do crescimento em plantas (TAIZ &
ZEIGER, 2004).

Bacterias do género Azospirillum correspondem a
microrganismos de vida livre capazes de colonizar as raizes das
plantas trazendo beneficios como o estimulo do crescimento das
raizes. O maior desenvolvimento radicial através da inoculacdo com
Azospirillum implica em diferentes efeitos: aumento da superficie de
absorcédo das raizes, e consequentemente, aumento do volume de solo
explorado; incrementos na absorcdo da &gua e minerais; e maior
tolerancia a estresses (DOBBELAERE et al., 2003). Fatores que
resultam em uma planta mais vigorosa e produtiva.

Considerando 0 uso em expansdo desses microrganismos
na agricultura e a importancia econdémica do milho, surge a
necessidade de melhores entendimentos sobre os efeitos da inoculagéo
com Azospirillum no crescimento e na fisiologia do milho em

condi¢des de déficit hidrico.
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As restricOes causadas pela baixa disponibilidade de agua
do solo ou pela alta demanda evaporativa (radiacdo e velocidade do
vento) acionam certos mecanismos fisiologicos. Esses mecanismos
permitem que as plantas escapem ou toelrem estresses, modificando
seu crescimento e desenvolvimento. Dentre 0s mecanismos que
podem contribuir para a tolerancia a seca aponta-se, entre outros, o
sistema radicular extenso ou maior relacdo raiz/parte aérea,
comportamento estomatica e ajuste osmotico.

As respostas das plantas as condicGes de deficiéncia
hidrica variam de acordo com a espécie, cultivar, tempo de exposi¢éo,
entre outros fatores, mas ndo existe uma unica variavel fisiologica que
indique a tolerancia a seca (NASCIMENTO et al, 2011). O
aconselhavel é avaliar mais de uma variavel para analise das respostas
das plantas ao déficit hidrico (NOGUEIRA et al., 2001).

Estudos sobre o melhoramento do milho para a seca tém
gerado gendtipos tolerantes a esse estresse (MONNEVEUX et al.,
2006). Da mesma forma, pouco é conhecido sobre 0s mecanismos
fisiologicos para a tolerancia a seca (BANZIGER et al., 2002). Nesse
sentido, faz-se necessario a caracterizacao dos genétipos com relacdo
aos mecanismos responsaveis pelo comportamento sob condi¢do de
estresse, 0 que contribui para o desenvolvimento de técnicas para a
selecdo de novos materiais com tolerancia a seca (MAGALHAES et
al., 2009).

A avaliacdo da fotossintese € uma préatica importante para
selecdo de gendtipos que apresentem altas produtividades mesmo com
adversidades climaticas (KIM et al., 2006). Assim como parametros
de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila podem auxiliar na
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compreensdo do comportamento fisioldgico das plantas em condigdes
de deficiéncia hidrica.

Assim, este trabalho foi conduzido com o objetivo de
caracterizar aspectos fisioldgicos das plantas de milho em condicGes
de déficit hidrico e avaliar a inoculagdo com Azospirillum brasilense
(CMS 7 e CMS 712) no metabolismo primario do milho em condi¢fes

de restricdo hidrica.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Déficit hidrico no milho

Durante seu ciclo de desenvolvimento o milho consome
grande quantidade de &4gua devido a sua alta producdo de biomassa e
por ser cultivado nos meses de primavera-verdo (RODRIGUES et al.,
2009; SANGOI et al., 2010a). Uma cariopse produz uma planta de 2 a
3 m de estatura a qual gera entre 500 e 1000 grdos. Essa elevada
capacidade esta ligada a dimensdo do aparato fotossintético e a alta
eficiéncia da espécie em converter energia luminosa em energia
quimica, decorrente do seu mecanismo C; (MAGALHAES et al.,
2002; SANGOI et al., 2010a).

O milho exibe rendimentos de alta variabilidade, em
consequéncia, principalmente, a ocorréncia de déficits hidricos, pois
essa cultura é conhecida pela sua sensibilidade a esse tipo de estresse
(WELCKER et al., 2007). E cultivado em regides cuja precipitacio
pluvial varia de 300 a 5.000 mm anuais, porém uma lavoura de milho
consome em torno de 600 mm de A&gua durante seu ciclo
(MAGALHAES & DURAES, 2006). No entanto, na regido Sul do
Brasil, ha frequentes periodos sem precipitacdo durante a estacdo de
crescimento do milho. Com isto, a umidade do solo decresce e o
suprimento de &gua a cultura fica comprometido (RODRIGUES et al.,
2009).

A CONAB (2012) relata que as lavouras de milho tiveram
bom desenvolvimento na grande maioria dos estados produtores no

ano de 2011. A excecdo foi de pequenas areas situadas na metade sul
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do Rio Grande do Sul, onde a falta de chuvas foi severa. Embora a
area atingida fosse pouco representativa em relacdo ao total semeado
no estado, os produtores atingidos tiveram prejuizos de grande monta.

Apesar de seu destaque na economia do Brasil, a
produtividade média do milho no pais na safra 2011/12 foi de 3002 kg
ha*, com produtividade prevista para a safra 2012/13 de 4550 kg ha™,
valores baixos comparados aos 5255 kg ha® na safra 2010/11,
(CONAB, 2012). Essas quedas na produtividade sdo reflexos das
adversidades climaticas.

As plantas sdo frequentemente expostas a condicbes de
estresse, tais como baixa e alta temperatura, salinidade, seca,
encharcamento e toxicidade de metais pesados. O estresse hidrico
pode surgir de duas condigdes, quer devido ao excesso ou a falta de
agua. O mais comumente encontrado € a falta 4&gua que tem um
profundo impacto sobre o sistema agricola, principalmente em regides
do Sul do Brasil. As reacfes da planta ao estresse hidrico dependem
da intensidade e da duracdo do estresse (SHAO et al., 2008;
MAKBUL et al., 2011).

A ocorréncia de déficit hidrico em plantas cultivadas afeta
0 crescimento e o desenvolvimento das culturas em todo o mundo.
Estresses abidticos, como a seca, reduzem, significativamente,
rendimentos em lavouras. Dois dias de estresse hidrico no
florescimento do milho diminuem o rendimento em mais de 20% e
quatro a oito dias diminuem em mais de 50% (MAGALHAES &
DURAES, 2006).
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No Brasil, as causas que contribuem para obtencdo de
baixos rendimentos, destacam-se o uso de cultivares com baixo
potencial, controle deficiente de pragas, doencas, plantas daninhas e
deficiéncias na disponibilidade hidrica e nutricional (SANGOI et al.,
2010b). A reducdo de rendimento no milho pode ocorrer mesmo em
anos climaticamente favoraveis, se a restricdo hidrica ocorrer no
periodo critico da cultura, da pré-floracdo ao inicio o enchimento do
grdo (BERGAMASCHI et al., 2004).

Na emergéncia e nos primeiros 30 a 40 dias do ciclo a
necessidade de agua € menor devido a menor area foliar, embora a
umidade no solo seja importante para 0s processos de germinacgdo da
semente e emergéncia das plantulas. No final do ciclo da cultura do
milho a quantidade de agua que a planta exige é menor, pois a planta
inicia a senescéncia até completar a formacdo e a secagem dos gréos
(MAGALHAES et al., 2002).

Portanto, as adversidades climéticas, como o déficit
hidrico, € um problema para a producdo de diversas culturas em todo
o mundo, pois a a disponibilidade de agua, via precipitacdo pluvial,
ndo sera alterada. Novas alternativas sdo necessarias para uma
agricultura sustentavel, como a selecdo de genoétipos tolerantes a seca
e a utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento, como forma de

mitigar os problemas de disponibilidade hidrica.
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2.2 Alteracbes morfologicas e fisiologicas em resposta ao déficit
hidrico

Estresses ambientais desencadeam ampla variedade de
respostas das plantas, que vao desde a expressdo do gene alterado,
metabolismo celular, mudancas na taxa de crescimento e
produtividade da planta. O déficit hidrico pode ser definido como uma
situacdo em que os potenciais de dgua e turgor na planta sdo reduzidos
o suficiente para fazer interface com as fungdes normais (SHAO et al.,
2008).

As restricOes causadas pela baixa disponibilidade de agua
no solo ou pela alta demanda evaporativa ativam certos mecanismos
que permitem a sobrevivéncia das plantas mesmos nessas condigdes.
Esses mecanismos podem ser de escape, evitacao, reducédo da perda de
agua através do fechamento dos estdmatos nos horérios de maior
demanda evaporativa, maior desenvolvimento radicial para explorar o
solo em profundidade, entre outros (TURNER, 1979).

Ha um conflito entre a conservacao da agua pela planta e a
taxa de assimilacédo de CO, para producdo de carboidratos (TAIZ &
ZEIGER, 2004). A necessidade de resolver este conflito faz com que a
planta desenvolva mecanismos morfolégicos e fisioldégicos que a
conduz a economizar agua para 0 uso em periodos posteriores (SAHA
et al., 2008).

As plantas, ao absorverem gas carbbnico, perdem agua
através dos estomatos (TAIZ & ZEIGER, 2004). O fechamento dos
estbmatos estd entre as primeiras respostas fisiolégicas a seca,

protegendo as plantas contra as perdas de agua. Plantas que
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conseguem rapidamente evitar a perda de dgua através da reducdo da
condutancia estomatica e manutencao das taxas fotossintéticas toleram
as situacdes de deficiéncia hidrica devido ao eficiente comportamento
fisiologico (NASCIMENTO et al., 2011).

O enrolamento das folhas é entendido como um
mecanismo para evitar a desidratacdo, pois reduz a area foliar eficaz,
consequentemente, a transpiracdo também é reduzida. Esse
mecanismo, ndo s6 impede a perda de agua, mas também protege as
folhas do fotodano (CORLETT et al., 1994).

Dentre 0s mecanismos que contribuem para a tolerancia a
seca e que sdo considerados em programas de melhoramento genético
apontam-se: sistema radicial extenso e/ou mais denso ou maior
relacéo raiz/parte aérea; pequeno tamanho de células; cuticula foliar
com maior espessura e cerosidade; mudancas no angulo foliar;
comportamento estomatico; acimulo de metabdlito intermediario;
ajuste osmotico; resisténcia a desidratacdo das células (SHAO et al.,
2008; MAKBUL et al., 2011).

O volume de solo explorado e o contato intimo entre a
superficie das raizes e 0 solo sdo essenciais para a absorc¢do efetiva da
agua pelas raizes. O déficit hidrico estimula a expansdo do sistema
radicial, maximizando o contato nas zonas mais profundas e Umidas
do solo, consequentemente, aumento na area superficial e na
capacidade de absorcdo da agua (SHAO et al., 2008).

A reducdo da altura da planta e area foliar sob estresse
hidrico esta associada com a redu¢do do alongamento celular, uma vez

que a agua é necessaria para a manutencdo da turgéncia, permitindo
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assim a continuidade dos processos de crescimento vegetal, expansdo
e divisdo celular (PETRY, 1992).

Em milho a reducéo de 75 e 50% de agua disponivel no
solo no estadio reprodutivo reduz 26 e 24% a éarea foliar das plantas,
respectivamente (COSTA et al., 2008). Cessar a irrigacdo 10 dias
antes e 15 dias apds o florescimento de acordo com Ferreira et al.
(2000), reduz a producdo de palhada, espigas e graos de milho.

As respostas fisiologicas das plantas a seca, e a
irreversibilidade dessas respostas, variam de acordo com a severidade
e a duracdo de imposicdo de estresse, o0 estadio fenoldgico e o material
genético (SHAO et al., 2008). Quando as plantas sdo expostas a essa
condicdo exibem respostas fisiologicas que, de modo indireto,
resultam na conservacdo da agua no solo, como se estivessem
economizando para periodos posteriores (DURAES, 2007).

O controle estomatico, propriedade fisiolégica por meio da
qual as plantas limitam a perda de agua, reduz as trocas gasosas como
forma de resposta das plantas a diversos fatores, incluindo o déficit
hidrico (PAIVA et al., 2005).

Decréscimo na condutancia estomatica em plantas de
milho em condi¢Bes de deficiéncia hidrica foi observado por Xu et al.
(2009), indicando que em condi¢des de estresse além da reducdo da
abertura dos estdbmatos ha também a reducdo na transpiracdo e na
fotossintese (GRZESIAK et al., 2007). Esse fechamento reduz o fluxo
de CO; para as folhas, interfere o acimulo de fotoassimilados, o que
reduz a produtividade (NASCIMENTO et al., 2011).

Considerando que a faixa adequada de temperatura para o
milho esta entre 25 e 30°C, quando a temperatura do ambiente é
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inferior a 25°C, a planta mantém sua temperatura superior a
temperatura do ambiente; quando a temperatura do ambiente
ultrapassa 30°C, a planta resfria através da transpiracdo (VIEIRA
JUNIOR et al., 2007). Contudo, sob condicbes de déficit hidrico a
temperatura foliar é mais elevada que a temperatura do ar
(NOGUEIRA et al., 1998), devido ao fechamento estomatico. Essa
relacdo pode ser empregada como indicador das condigcdes hidricas
das plantas como, por exemplo, para determinar o momento de irrigar
(TAIZ & ZEIGER, 2004) ou na selecéo de genotipos mais tolerantes a
condicdes de deficit hidrico.

Juntamente com a fotossintese, outros parametros de
trocas gasosas, como a fluorescéncia da clorofila também auxiliam no
entendimento fisiologico do processo em condicdes de seca. A
eficiéncia do fotossistema Il revela o nivel de excitacdo da energia no
sistema de pigmentos que dirige a fotossintese (DURAES et al.,
2005).

O déficit hidrico € responsavel pela perda de pigmentos
nas folhas. Portanto, parametros como o teor de clorofila nas folhas
pode ser utilizado para diagnosticar a integridade do aparato
fotossintético de plantas submetidas a estresses (TORRES NETTO et
al., 2005). De acordo com Lee (1988), estudos evidenciam que o teor
de clorofila varia entre as espécies, entre gendtipos e em diferentes
estadios de desenvolvimento. Nessa situacdo, estudos que visam &
selecdo de variedades com tolerancia aos estresses abidticos, o teor de
clorofila é uma alternativa importante e vidvel para elevar a

estabilidade de producéo e a produtividade.
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Alguns estudos indicam que espécies tolerantes a seca séo
capazes de manter altos conteudos de clorofila, como por exemplo, em
trigo (CHANDRASEKAR et al., 2000).

A reducgdo na taxa de fotossintese é a importante causa da
limitagdo da produtividade da cultura (SHAO et al., 2008), devido a
reducdo nos conteudos de pigmentos fotossintéticos, a diminuigcdo da
area foliar, assim como o enrolamento das folhas e o fechamento dos
estomatos, que limita a assimilagcdo de CO, (BERGAMASCHI, 1992).

Plantas sob estresse apresentam reducdo no rendimento
quantico do fotossistema e maior dissipacdo de calor quando
comparadas com plantas controles (DIAS & BRUGGEMANN, 2010).

H& interesse crescente da comunidade cientifica por
compreender os mecanismos fisiologicos de resposta das plantas aos
diversos estresses abioticos (ASHRAF & FOOLAD, 2007), para sua
utilizacdo como indicadores da condicéo hidrica das plantas.

O uso de indicadores da condicdo hidrica da planta é
importante para 0 monitoramento da dgua no solo para a realizacdo da
irrigacdo. A condutancia estomatica possui relagdo com a
disponibilidade de agua no solo (BIANCHI et al., 2007), também ¢é
considerado um indicador fisiolégico que melhor se correlaciona com
a fotossintese (PEREIRA et al., 2003). Como consequéncia do
fechamento estomatico ha o aumento da temperatura da superficie da
folha, devido & reducdo na transpiracio (LOPEZ et al., 2011). Dessa
forma, avaliagdes da conduténcia estomética e da temperatura da folha
podem ser utilizadas no monitoramento para irrigacdo, assim como
para selecdo de gendtipos tolerantes, destacando-se por serem técnicas
ndo destrutivas de avaliacdo.
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A caracterizacdo do comportamento fisiologico das
plantas em condicGes de deficiéncia hidrica se torna importante,
principalmente no milho, pela diversidade de hibridos utilizados, uma
vez que as respostas fisioldgicas e morfolégicas dependem também do
genotipo.

Dessa forma, o conhecimento das relagcbes entre
deficiéncia hidrica, crescimento e desenvolvimento de plantas de
milho, assume particular importancia, uma vez que tais informagoes
sdo importantes, por contribuirem para a compreensdo do
comportamento fisiologico dos vegetais frente ao deficit hidrico e suas

respostas no rendimento das culturas.

2.3 Bacterias promotoras de crescimento em plantas

Embora a natureza seja responsavel pela maior parte da
variagdo do efeito ambiental sobre o rendimento de grdos, o produtor
pode optar por praticas adequadas. O agricultor nada pode fazer a
respeito da precipitacdo pluvial, mas podera adotar técnicas de manejo
que minimizem o problema do déficit hidrico. Uma alternativa é
explorar a agua armazenada no solo através do incremento do sistema
radicial.

As bactérias promotoras de crescimento de plantas
correspondem a um grupo de microrganismos, que sob algumas
condicdes, sdo benéficos as plantas encontradas livres no solo, na
rizosfera, na superficie das raizes, filosfera e nos tecidos internos das
plantas (DAVISON, 1988; KLOEPPER et al., 1989; BASHAN & DE-
BASHAN, 2005).
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As bactérias associadas as plantas podem ser prejudicias
ou beneficas (HAYAT et al, 2010). Bactérias promotoras de
crescimento em plantas promovem o crescimento das plantas de duas
formas, direta ou indiretamente.

Afetam diretamente o metabolismo das plantas fornecendo
substancias que geralmente encontram-se em falta (BASHAN & DE-
BASHAN, 2005), por exemplo, pela fixacdo de nitrogénio
atmosférico, solubilizacdo de minerais como fosforo e ferro, ou pela
producéo de reguladores de crescimento de plantas, como auxinas,
giberelinas, citocininas e etileno (KLOEPPER, 1997).

Algumas bactérias auxiliam no crescimento de plantas de
forma indireta, sdo conhecidas como biocontroles, impedem o efeito
deletério de microrganismos patogénicos pela producgéo de susbtancias
que prejudicam ou inibem outros microrganismos (TILAK et al.,
2005). [Esses mecanismos contribuem no crescimento e
desenvolvimento das plantas em condicBes padrdes de cultivo. Porém,
essas bactérias ndo aumentam a capacidade genética das plantas, pois
nenhum material genético € transferido (BASHAN & DE-BASHAN,
2005).

Nesta associacdo ndo simbiotica, o papel da planta é o de
proporcionar os constituintes dos exsudatos de suas raizes para estas
bactérias, que utilizam estes como fonte de energia e em contrapartida
fornece NHf (SAHARAN & NEHRA, 2011) e fitormdnios para a
planta (SCHLOTER & HARTMANN, 1998).

Os membros do género Azospirillum estdo frequentemente
associados com raizes e rizosfera de um grande namero de culturas

agronomicamente importantes. Devido a sua ocorréncia frequente na
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rizosfera sdo conhecidos como bactérias diazotroficas associativas.
Alem disso, Azospirillum coloniza a superficie radicial e induz
mudangas morfologicas nas raizes da planta (BASHAN &
HOLGUIN, 1997) que oferecem melhor acesso & agua e aos nutrientes
(OKON & KAPULNIK, 1986; BASHAN & HOLGUIN, 1997) que
auxiliam na promogéo do crescimento das plantas (DOBBELAERE et
al., 2003).

Estes organismos entraram em foco com o trabalho de
Dobereiner e colaboradores no Brasil (DOBEREINER et al., 1976).
Além de sua capacidade de fixar nitrogénio (aproximadamente 1 - 10
kg N ha™), o aumento do rendimento é atribuido principalmente ao
desenvolvimento de raizes devido a producdo de substancias
promotoras do crescimento e, consequentemente, das taxas de
aumento da captacdo de minerais e agua (FALLIK et al., 1994).

A colonizacdo das raizes por Azospirillum ocorre
principalmente na zona de elongacdo da raiz. Sendo a inoculagédo a
principal responsavel pelo aumento da densidade, comprimento de
pelos radiciais, didmetro, bem como as taxas de alongamento das
raizes laterais (DOBBELAERE et al., 2003), aumentando assim a
superficie de absorcdo das raizes (OKON & VANDERLEYDEN,
1997).

Maior desenvolvimento radicial através da inoculagdo com
Azospirillum implica em diferentes efeitos. Bashan & Holguin (1997),
Dobbelaere et al. (2003) relataram incrementos na absor¢do da agua e
minerais, maior tolerancia a estresses como salinidade e seca.

Mudancas na morfologia e fisiologia das raizes devido a

inoculacdo com Azospirillum foi observada em diferentes espécies
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vegetais, incluindo o milho (VEDDER-WEISS et al., 1999).
Casanovas et al. (2002) constata que plantulas de milho inoculadas
com Azospirillum que cresceram por 15 dias com restricdo hidrica
apresentaram maior massas seca de raizes e maior area foliar.

O incremento do sistema radicial em plantas inoculadas
pode proporcionar maior longevidade aos tecidos verdes, em
consequéncia ocorre maior periodo de atividade fotossintética. Assim,
maiores quantidades de fotoassimilados sdo direcionados para 0S
grdos ou para a propria assimilacdo de N (DIDONET et al., 2000),
resultando em uma planta mais vigorosa e produtiva.

Com o aumento da absorcdo de nutrientes e também de
diversos micronutrientes causa 0 aumento da massa seca das folhas.
Juntamente com a melhora na absor¢do de nutrientes, a inoculagao
melhora a condicdo hidrica em condic¢des de estresse em plantas de
sorgo, as quais sofreram menos com o estresse, reduzindo a
temperatura da folha. Assim como, um volume maior do solo foi
explorado, extraindo &gua de camadas mais profundas do solo
(BASHAN & de-BASHAN, 2010).

Em uma revisdo de trabalhos sobre as respostas
fisiologicas induzidas por Azospirillum, plantas inoculadas com
Azospirillum  apresentaram  maior conteudo de pigmentos
fotoprotetivos auxiliares incluindo o teor de clorofila (BARASSI et
al., 2006), maior taxa de fotossintese e maior condutancia estomatica
(SAIKIA et al.,, 2007). Também se observou maior teor de prolina,
aminoéacido que atua como osmorregulador, na parte aérea e nas
raizes, melhoria no potencial hidrico, incremento no teor de agua do

apoplasto, maior elasticidade da parede celular, maior producdo de
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biomassa e maior altura de plantas (BARASSI et al.,, 2006).
Resultados semelhantes, devido a inoculagdo com Azospirillum, foram
observados por Hungria (2011).

De acordo com Barbaro et al. (2008) o efeito da bactéria
Azospirillum spp. no desenvolvimento do milho e em outras
gramineas, tem sido pesquisado, ndo somente quanto ao rendimento
das culturas mas, também, com relacdo as causas fisioldgicas que,
possivelmente, aumentam esse rendimento. No trabalho de Mufoz-
Garcia et al. (1991) a inoculacdo das sementes de milho com cepa
especifica de Azospirillum brasiliense, promoveu aumento na matéria
seca de raizes, da ordem de 54 a 86% e de 23 a 64% na matéria seca
da parte aérea.

De acordo com os antecedentes, € possivel propor que
essas bacterias contribuem na mitigacdo dos efeitos negativos do
estresse hidrico (seca) em espécies vegetais de cultivo extensivo como
o0 milho (BARASSI et al., 2000). Uma explicagdo comum aos efeitos
da bactéria sobre o crescimento da planta é a reducdo dos efeitos dos
estresses ambientais, proporcionando para a planta melhores
condicdes para seu crescimento (BASHAN & de-BASHAN, 2010).

Relatam-se alguns efeitos mitigados sobre o crescimento
associado a inoculacdo com Azospirillum em trigo e milho, como:
maior expansdo foliar, maior biomassa, melhor condutancia
estomatica, conteudo de clorofila e velocidade de fotossintese e maior
rendimento de grdos (CREUS et al., 2004).

Em uma anélise abrangente do conhecimento sobre a
fisiologia, metabolismo e biologia molecular da bactéria e seus

possiveis modos de acdo, € evidente que fitormdnios, juntamente com
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outros fitormonios, produzidos pela bactéria desempenham papel
importante em varios aspectos do crescimento das plantas (BASHAN
& de-BASHAN, 2010), os quais auxiliam a planta a enfrentar
condicOes adversas ao seu crescimento.

Apesar dos intensos estudos relacionados com a fisiologia
e biologia molecular dessas bactérias, 0 modo de agdo delas ndo é
muito claro (BASHAN et al., 2004). Ha trés fatos que estimulam as
pesquisas sobre esses mecanismos: a maioria das estirpes de
Azospirillum fixa nitrogénio, porém somente uma fragéo é transferida
para a planta; muitas estirpes produzem horménios in vitro, mas sua
transferéncia € limitada; e as respostas da inoculagdo sobre o
crescimento, em geral, sdo positivas, mas sem reflexos visiveis em
termos de produtividade (DIAZ-ZORNITA & FERNANDEZ-
CANIGIA, 2009).

Segundo DIDONET (1993) é possivel que os efeitos
benéficos atribuidos a inoculacdo da planta com Azospirillum resultem
da combinacdo de diferentes mecanismos que em conjunto
desencadeiam varios fendmenos.

As multiplas opgdes que proporcionam o crescimento das
plantas pela inoculagdo com Azospirillum levaram a propor a “Teoria
dos Mudltiplos Mecanismos” com base na suposicdo de que a
promogdo do crescimento é resultado ndo de um Unico mecanismo,
mas pela combinacdo de vaios mecanismos (BASHAN & DE-
BASHAN, 2010). Segundo 0s mesmos autores, essa promogao no
crescimento, que opera de acordo com as condi¢cdes ambientais e

agricolas em um determinado local, auxilia na mitigacdo de estresses.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

Dois experimentos foram conduzidos em casa de
vegetacdo de vidro da Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria (FAMV) na Universidade de Passo Fundo (UPF), no
municipio de Passo Fundo, no Planalto Médio do Rio Grande do Sul,
situada na latitude 28" 15°S, longitude 52° 24’0 e altitude de 687 m.

3.2 Tratamentos e delineamento experimental

Os experimentos foram delineados em blocos ao acaso
(Apéndice 2), em esquema fatorial (4x2x4), com cinco repetigdes,
para avaliacbes da fisiologia da planta. Constituida dos tratamentos:
capacidade de vaso (100, 95, 90 e 85%); hora do dia (10, 12, 14 e
16h); e inoculagdo com Azospirillum brasilense (com e sem).

Para as avaliagbes do crescimento vegetativo o
delineamento experimental utilizado foi o mesmo, porém ndo foi
considerado o tratamento horario de avaliagdo.

Os experimentos foram executados em dois momentos: 0
primeiro com avaliagcBes no inicio do més de fevereiro (Experimento
1) e 0 segundo, no inicio do més de abril (Experimento 2). Em ambos
0s experimentos as avaliacbes foram realizadas quando as plantas
estavam em estadio V6, seis folhas totalmente expandidas (RITCHIE
& HANWAY, 1989).
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3.3 Semeadura

Os vasos foram inicialmente preenchidos com terra
peneirada e substrato (Plantmax Horta 2°) na proporcdo 1:1 (viv). A
analise quimica basica e a de micronutrientes mais enxofre, do solo
utilizado em cada experimento, foram realizadas no Laboratorio de
Solos da FAMV/UPF (Apéndice 1).

O inoculante turfoso utilizado, teste pronto, foi preparado
na Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas-MG, na concentracio de 10°
células por grama de substrato, de acordo com a concentragdo minima
que a legislagdo exige (Lei n. 6894 de 16 de dezembro de 1980,
regulamentada pelo Decreto n. 86.955 de 18 de fevereiro de 1982).
Utilizou-se uma mistura de duas estirpes bacterianas: CMS 7, isolada
de trigo e CMS 712, isolada de milho.

Em 50 mL de agua foram aplicados 5 g do inoculante
turfoso em 500 g de sementes, e foram adicionados 2 g de acUcar para
aumentar a adesdo do inoculante nas sementes. A inoculagdo
constituiu da aplicacdo dessa solucdo nas sementes, e apés
homogenizacgdo, as sementes foram deixadas para secar em local
fresco.

De um total de 160 vasos, com capacidade de 11 L,
metade dos vasos receberam sementes inoculadas com Azospirillum
brasilense e a outra metade recebeu sementes nao inoculadas. Quatro
sementes do hibrido de milho Status (Syngenta®) foram semeadas,
com aproximadamente trés centimetros de profundidade, em cada

Vvaso.
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Cinco dias ap0s a emergéncia, realizou-se a adubacéo do
solo com o fertilizante mineral Kristalon 06-12-36 (Yara®), solivel
em agua, fornecedor de nutrientes para as plantas. Foram utilizados
250 g do fertilizante dissolvidos em 15 L de &gua, cabendo a cada
vaso, 350 mL da solugdo. No dia seguinte, foi realizado o desbaste,
baseado na semelhanca de caracteristicas morfolégicas, sendo
mantidas duas das quatro plantulas iniciais.

A adubacéo nitrogenada, na dose de 90 kg de nitrogénio
por hectare, na forma de ureia, foi realizada quando as plantas
apresentavam quatro folhas totalmente expandidas.

3.4 Caracterizacdo do ambiente

A temperatura média interna da casa de vegetacdo foi
determinada utilizando os dados obtidos a partir da calibracdo do
pordmetro da marca Delta-T, modelo AP4 (Delta-T Devices®). A
calibragdo do aparelho foi realizada nos quatro horarios de avaliagéo
durante o periodo experimental. A temperatura do solo também foi
monitorada, utilizando termémetro de penetracdo modelo 90051-00
(T-Bar Head Thermometer®). Com fluordmetro marca Photon
Systems Instruments, modelo FP 100, mensurou-se a radiacéo
fotossinteticamente ativa (RFA).

Dados da temperatura média do ar nos dias de avaliacdo
foram obtidos do site do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET).
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3.5 Determinacéo das capacidades de vaso

Os vasos foram saturados com agua e deixados em
repouso por 48 horas. Em seguida, todos os vasos foram pesados
caracterizando o tratamento de 100% da capacidade de vaso, de
acordo com River & Shipp (1971). Nos outros dias, apenas 0s vasos a
serem avaliados foram novamente pesados e o0 nivel de estresse
hidrico foi determinado tomando-se por base o tratamento de 100% da
capacidade de vaso. Caracterizando o tratamento em 100, 95, 90 e
85% de capacidade de vaso.

A partir da semeadura os vasos foram irrigados a cada dois
dias, mantendo-os em 100% da capacidade de vaso. Todos 0s vasos
foram mantidos nessas condicdes até o estaddio V6, seis folhas
totalmente expandidas (RITCHIE & HANWAY, 1989).

3.6 AvaliacGes do metabolismo primério

Todas as avaliacdes fisioldgicas ocorreram na quinta folha
totalmente expandida, quando as plantas encontravam-se em estadio
V6. As analises foram realizadas entre 10 e 16 horas, em intervalos de
duas horas por quatro dias consecutivos, a partir da determinagdo da
capacidade de vaso.

A condutancia estomatica e a temperatura foliar foram
monitoradas utilizando porémetro da marca Delta-T, modelo AP4
(Delta-T Devices®) com quatro leituras por planta, na face abaxial na

parte mediana da folha.
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Os teores de clorofila a, b e total foram medidos com um
clorofildmetro da Falker®, modelo ClorofilLog CFL 1030.

Utilizando  fluordmetro marca  Photon  Systems
Instruments, modelo FP 100, foram obtidos os dados de rendimento
quantico (F,’/Fn’) e fluorescéncia instantanea da clorofila (Ft) de

plantas adaptadas a luz.

3.7 AvaliagOes do crescimento vegetativo

Para o crescimento vegetativo considerou-se somente 0s
tratamentos: niveis de capacidade de vaso e inoculacdo com
Azospirillum brasilense. Avaliacdes realizadas quando as plantas
estavam em estadio V6.

O didmetro do colmo foi medido a 15 cm do solo
utilizando paquimetro digital da marca Digimess, modelo 101.179Q.

Obteve-se a altura da planta tomando a medida do solo até
a curvatura da tltima folha totalmente expandida. Ao final de cada dia
de avaliacdo, retirou-se a planta do vaso cortando-a rente ao solo.

A éarea foliar foi mensurada utilizando-se medidor de area
foliar da marca LI-COR, modelo LI-3100C, obtendo-se dados de area
foliar unitéria e total por planta.

A limpeza das raizes foi realizada em bandejas
preenchidas com agua, onde o solo foi retirado cuidadosamente para
evitar danos as raizes. Ap6s a limpeza, analisou-se 0 comprimento da

maior raiz de cada planta.
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As folhas, o colmo e as raizes foram acondicionadas em
sacos de papel, previamente identificados, e levados a estufa a 65°C

por trés dias para determinacdo da massa seca das mesmas.

3.8 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e analise de regressdo linear simples e quadratica, em
fungcdo dos niveis de deficiéncia hidrica e horario de avaliagdo.
Andlise de correlacdo de Pearson e valores maximos encontrados com
base nas equacOes de regressdao geradas. Utilizando o programa
estatistico CoStat (COHORT SOFTWARE, 2003).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A determinagdo das massas dos vasos (Tabela 1), em
ambos 0s experimentos, reduziu em média 5% a cada dia. Essa
reducdo caracterizou o tratamento capacidade de vaso em: 100% da
capacidade de vaso (100% cv), 95% da capacidade de vaso (95% cv),
90% da capacidade de vaso (90% cv) e 85% da capacidade de vaso
(85% cv).

Tabela 1 - Capacidades de vaso média determinadas
a partir da massa de agua perdida ao
longo dos dois experimento. Passo Fundo,

2012
Dia de avaliacao Capacidade de vaso (%)
Primeiro 100
Segundo 95
Terceiro 90
Quarto 85

A inoculagdo com A. brasilense, estirpes CMS 7 e CMS
712, ndo influenciou nas respostas fisiologicas do hibrido de milho.
Os parametros avaliados com relagdo ao crescimento vegetativo
também ndo apresentaram significancia em resposta a inoculagdo com
a bactéria.

Ha relatos indicando respostas das plantas a inoculacdo
com Azospirillum. Porém, seus efeitos dependem da estirpe utilizada,
da estrutura do solo, do genétipo da planta e das condi¢es ambientais
(SANTA et al., 2004).



29

Em geral, o género Azospirillum é capaz de estimular o
crescimento em diversas culturas, especialmente em gramineas
(BASHAN & HOLGUIN, 1997). A inoculagdo com A. brasilense
apresenta-se positiva em diversos trabalhos em condi¢des de estresse
hidrico, como por exemplo, em tomate (CREUS et al., 2005), em
milho (CASANOVAS et al.,, 2002) e em feijdio (GERMAN et al.,
2000).

O efeito positivo do Azospirillum no crescimento das
plantas ocorre devido a mudancas morfologicas e fisiologicas,
principamente, nas raizes das plantas inoculadas, que levam ao
aumento da absorcdo de 4gua e minerais (BALDANI et al., 1997).

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

O aumento na absorcdo, principalmente de agua, pode
beneficiar o crescimento das plantas em condigdes de deficiéncia
hidrica no solo. Em um experimento a campo, o estado hidrico de
plantas de sorgo melhorou com a inoculagéo da bactéria, levando a
maiores valores de potencial da agua nas folhas, menor temperatura
do dossel e maiores taxa de condutancia estomatica e de transpirag&o.
O aumento na absorc¢do foi confirmado pela extracdo de 15% da agua
no solo pelas plantas inoculadas, em camadas mais profundas
(DOBBELAERE et al., 2003).
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O aumento no contetdo de clorofila e, consequentemente,
na fotossintese, € uma resposta a inoculacdo com bactérias promotoras
do crescimento, incluindo Azospirillum (TSIMILLI-MICHAEL et al.,
2000). Esse aumento também € observado em trigo inoculado que
apresentou aumento na quantidade de clorofila e pigmentos
fotoprotetores (BASHAN et al., 2006).

Bashan & Holguin (1997), Dobbelaere et al. (2001) e
Bashan et al. (2004) relatam incrementos na absor¢do da &agua e
minerais, maior tolerdncia a estresses como salinidade e seca,
resultando em uma planta mais vigorosa e produtiva. A inoculacéo
com A. brasilense, em grdo de bico, auxilia no crescimento das raizes,
reduzindo os efeitos negativos no crescimento das plantas causados
pelo estresse salino (HAMAQUI et al., 2001).

Diferentes trabalhos foram citados por Dobbelaere et al.
(2003) mostrando as modificacbes morfoldgicas nas raizes em
resposta a inoculacdo com Azospirillum. Essas modificagdes incluem
0 numero e a densidade de pelos radiciais, assim como seu
comprimento. Em um experimento com milho e A. brasilense, em
condicGes de campo, observou-se o aumento de 41% do nUmero de
raizes adventicias em plantas inoculadas, comparado com um aumento
de 24% em plantas ndo inoculadas (DOBBELAERE et al., 2001).

O aumento da massa das plantas é comumente reportado
como uma das respostas da inoculacdo com Azospirillum. De acordo
com Mufioz-Garcia et al. (1991), a inoculacdo de sementes de milho
com A. brasilense, aumenta a matéria seca das raizes de 54 a 86% e a

matéria seca da parte aérea de 23 a 64%. Respostas positivas também
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foram observadas em soja, onde a inoculagao resultou em um aumento
de 63% na massa seca das raizes (MOLLA et al., 2001).

A inoculacdo de bactérias em soja enfrenta um sério
problema de compatibilidade com fungicidas e outros produtos usados
no tratamento de sementes (HUNGRIA et al., 2007). A mesma autora
afirma que esse também sera um desafio na inoculacdo utilizando
Azospirillum, a fim de verificar a compatibilidade entre os produtos
quimicos recomendados para as culturas do milho, trigo e outras
gramineas. Como por exemplo, estudos sobre a compatibilidade da
bactéria com inseticidas empregados no tratamento de sementes de
milho (HUNGRIA, 2011).

A reducdo na capacidade de vaso foi acompanhada de uma
deplecdo na condutancia estomatica (gs). Houve interacéo
significativa, no primeiro experimento, entre os fatores capacidade de
vaso e hora do dia (Figura 1).

De acordo com a equacéo a gs variou entre 105,68 e 235,5
mmol m? s em condicBes de 100% cv, com resposta quadratica,
mostrando valores mais elevados nas primeiras horas do dia e menores
valores as 16 horas, com valor maximo de 295 mmol m? s as 12 h
(Figura 1).

Com 95% da capacidade de vaso a gs na primeira hora do
dia avaliado (10h) foi 25% menor comparado ao momento de 100%
cv. Com valor maximo, de acordo com a equacdo, de 216,8 mmol m™
s™ ao meio dia, resposta semelhante aos 100% cv (Figura 1).

Com apenas 90% cv foi suficiente para as plantas de milho
apresentarem mecanismos de controle estomatico. Resposta linear

negativa foi verificada nessa condicdo, registrando-se gs média igual a
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zero as 16 h. Momento que se observou o enrolamento das folhas das
plantas de milho.
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¢ 100%cv y=-12,781x2+310,67x - 1593,1 r2=0,99

B 95%cv y=-9,3737x2+222,99x-1109,4 r2=0,88

A 90%cv y=-33,909x+ 536,87 12=0,77
—8—85%¢cv

Figura 1 - Condutancia estomatica média (Experimento 1) das folhas
de plantas do hibrido de milho Status, com e sem
inoculagdo com A. brasilense (CMS 7 e CMS 712), em
fungdo da hora do dia, submetidos a diferentes capacidades
de vaso: (A) 100% cv; (B) 95% cv; (C) 90% cv; (D) 85%
cv. Passo Fundo, 2012.

Diferencas significativas ndo foram observadas no
momento de 85% cv (Figura 1), quando foram registrados os menores
valores de gs entre 18 e 31 mmol m? s*, com a reducdo de 91%

comparado com 100% cv. Valores semelhantes aos encontrados por
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Magalhaes et al. (2009), no qual plantas de milho reduziram a gs cerca

de 86% em condicdes de deficiéncia hidrica, alcangando valores de 35
mmol m?s™.

No Experimento 2, houve significancia para os fatores

capacidade de vaso e hora do dia, sem apresentar interagao (Figura 2).

500

A B 500
y = -26,65x2 + 702,89x - 4256,5 y=17,17x - 1344,3
2= 0,92 (P<0,001) »=0,88 (P<0,001)
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s * * 3
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100 A * F 100
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Hora do dia Capacidade de vaso (%)

Figura 2 - Condutancia estomatica média (Experimento 2) das folhas
de plantas do hibrido de milho Status, com e sem
inoculagdo com A. brasilense (CMS 7 e CMS 712), em

funcdo da hora do dia (A) e da capacidade de vaso (B).
Passo Fundo, 2012.

Quanto a hora do dia a gs apresentou resposta quadratica
com valor maximo de 378,2 mmol m? s as 13h (Figura 2A), de
acordo com a equacdo. Enquanto que para a capacidade de vaso a
resposta foi linear negativa, onde a reducdo da capacidade de vaso
reduziu a gs. A reducdo de 1% na capacidade de vaso reduz, em
média, 17,17 mmol m™ s nos valores da condutancia estomatica
(Figura 2B).

A reducéo na capacidade de vaso ndo foi suficiente para

que a planta apresentasse respostas a essas condi¢fes. As limitagdes
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hidricas impostas as plantas nesses dias ndo foram suficientes para
provocar variagdes na gs. Portanto, quando o déficit hidrico ndo é
acentuado, as variagdes da conduténcia estomatica obedecem a mesma
tendéncia das plantas sem restricdo hidrica (BERGONCI et al., 2000).

A absorcéo, o transporte e a consequente transpiracdo de
agua pelas plantas sdo consequéncias da demanda evaporativa da
atmosfera (SANGOI et al., 2010a), determinada pela velocidade do
vento e pela radiagdo solar. Baixa disponibilidade de &gua do solo ou
a alta demanda evaporativa acionam certos mecanismos fisiologicos,
como o comportamento estomatico, que auxiliam as plantas a tolerar
essas condicdes.

Sabe-se que a absorcdo de agua pela planta depende tanto
de fatores fisiolégicos como de ambientais, principalmente radiacéo
solar e deficit de vapor de pressdo (JONES, 1992). A menor RFA,
consequente menor demanda evaporativa, pode ter contribuido para as
respostas de gs, no segundo experimento, pois baixos valores de RFA
reduzem a demanda hidrica pela planta. Barradas et al. (2005)
observaram reducdo na taxa de transpiracdo, devido ao fechamento
dos estdbmatos, e essas respostas foram mais acentuadas nos momentos
de maior demanda evaporativa.

A gs € afetada pelo estresse hidrico; mesmo quando este €
apenas moderado, os estdbmatos tendem a se fechar logo nos estadios
iniciais do estresse hidrico, o que leva a reducdo na disponibilidade de
CO, e consequente diminuicdo da taxa de fotossintese liquida
(CORNIC, 2000; TAIZ & ZEIGER, 2004; ARAUJO & DEMINICIS,
2009).
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As primeiras respostas ao déficit hidrico auxiliam na
sobrevivéncia da planta, para que a mesma mantenha suas funcoes
mesmo sob condigdes de estresse. Algumas das respostas ocorrem nas
folhas, tendo efeito negativo na assimilacdo de carbono e no
crescimento (CHAVES et al., 2002). A reducdo na gs ndo afetou o
processo de assimilacdo de carbono em funcgéo da deficiéncia hidrica,
ndo ocorrendo, portanto, a paralizagdo do crescimento. O milho é
capaz de tolerar um nivel mais elevado de restricdo hidrica e manter o
crescimento das suas raizes e partes aéreas a niveis de estresse que séo
inibitorios para o crescimento de plantas C; (NAYYAR, 2003).
Plantas C4, como o milho, apresentam melhor eficiéncia do uso da
agua e a capacidade de manter a atividade fotossintética em condicdes
de baixo potencial hidrico (BRUCE et al., 2002).

Para manutencéo da taxa de fotossintese com a reducédo da
abertura estomatica faz-se necessario maior eficiéncia em consumir o
carbono que se encontra internamente ao mesofilo foliar. A redugéo
apenas parcial da abertura estomatica limita mais fortemente a
transpiracdo do que a entrada de CO, (FIRMANO et al., 2009)

O fechamento estomatico € uma das respostas mais
comuns a deficiéncia hidrica, que traz como consequéncia a reducao
da disponibilidade de CO, (SANTOS et al., 2009), porém € um
importante mecanismo limitador da perda de agua. As plantas
enfrentam um conflito entre a conservacdo de agua e a taxa de
assimilacdo de CO, para producdo de carboidratos pela fotossintese
(TAIZ & ZEIGER, 2004). Os estomatos atuam como moduladores da
perda de agua, através da transpiracdo, respondendo a deficiéncia
hidrica com alteracGes da abertura do poro (LARCHER, 2000).
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Com o aumento do estresse, o fechamento dos estdmatos
ocorre de modo crescente ao longo do dia, iniciando ao meio dia
(TENHUNEN et al., 1987). A gs maxima ocorreu entre as 12 e 13
horas e minima as 16 horas, nos dois exeprimentos, divergindo dos
valores encontrados por Bergonci et al. (2000), em um trabalho a
campo com milho, nos quais a condutancia maxima ocorreu as 10
horas e minima as 13 horas.

O declinio da fotossintese ndo pode ser explicado como
sendo inteiramente o resultado do aumento do déficit hidrico durante o
dia. Pois, mesmo quando as folhas s&o mantidas em condigdes 6timas,
declinio na condutancia estomatica e na assimilacdo liquida de
carbono é observado durante o periodo da tarde (CHAVES et al.,
2002). Além disso, as plantas usam o ritmo circadiano para restringir
algumas atividades fisiolégicas nas horas do dia mais favoraveis. Assim,
a abertura ritmica dos estdbmatos previne a perda de agua através da
transpiragdo em momentos em que a fotossintese nio esta ativa (CARRE,
1996).

Outro fator que pode ser responsavel pela reducdo na gs é
a temperatura do ar, uma vez que € sabido que a temperatura também
afeta a abertura estomatica (BURROWS & MILTHORPE, 1976;
JONES, 1992). Segundo Mansfield et al. (1990) fatores né&o
hidraulicos também sdo capazes de regular o comportamento dos
estdmatos, pois as células-guarda apresentam sensibilidade aos fatores
fisicos e quimicos do meio.

As raizes sdo as primeiras a sentirem o déficit hidrico no
solo, que é detectado pelas células-guarda, antes das folhas

apresentarem alguma modificacdo devido ao estresse, por meio de
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sinais enviados a parte aerea da planta (MATTOS et al., 2005).
Quando enfrentam periodos de deficiéncia hidrica ha aumento na
biossintese de ABA, o qual é translocado das raizes para a parte aerea,
pelo xilema, podendo causar o fechamento dos estomatos (GOMES et
al., 2004).

A imposicéo da restri¢do hidrica determinou reducéo na gs
resultando no fechamento dos estdmatos, o que leva ao aumento da
temperatura da folha, pela reducdo da transpiragdo. Por outro lado,
ndo se constatou correlacdo entre a gs e a temperatura da folha nos
dois experimentos. Ha relacdo entre temperatura da folha e
condutancia estomatica, pois com a reducdo da segunda, tem-se a
consequente diminuigdo da transpiracdo e aumento da temperatura das
folhas (OLIVEIRA et al., 2005), ndo observado no presente trabalho.

Para ambos os experimentos a temperatura da folha (T)
apresentou interacdo entre os fatores capacidade de vaso e hora do dia,
com tendéncia quadratica para no Experimento 1 (Figura 3) e linear

positiva no Experimento 2 (Figura 4).
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Figura 3 - Temperatura média da folha (Experimento 1) de plantas do
hibrido de milho Status, com e sem inoculacdo com A.
brasilense (CMS 7 e CMS 712), em func¢éo da hora do dia,
submetidas a diferentes capacidades de vaso. Passo Fundo,
2012.

No Experimento 1 a temperatura maxima da folha (T max),
de acordo com a regressao, ocorreu as 14 h para os quatro diferentes
niveis de capacidade de vaso, com maxima de 31°C no momento de
100% cv (Figura 3). Com 95% cv a Tmax alcangou 35°C, observando-
se portanto, elevacdo de 13% na temperatura da folha, aumento
similar ao da temperatura interna da casa de vegetacdo ocorrida nesse
periodo do dia (Apéndice 13). Com 10% de redugéo na capacidade de
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vaso, a Tmmax atingida foi de 36°C, 3% superior ao do momento
anterior e 15% superior a0 momento de 100% cv. No momento de
90% cv a temperatura média da casa manteve valores proximos aos
observados no momento de 95% cv (Apéndice 13). Com apenas 85%

CV a Tmax Manteve-se nos 36°C.
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Figura 4 - Temperatura média da folha (Experimento 2) de plantas do
hibrido de milho Status, com e sem inoculacdo com A.
brasilense (CMS 7 e CMS 712), em funcéo da hora do dia
submetidas a diferentes capacidades de vaso. Passo Fundo,
2012.
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No Experimento 2, a Temax foi registrados as 16 h, devido a
resposta linear positiva observada nos quatro niveis de capacidade de
vaso. Nas quatro diferentes capacidades de vaso, a Tras 10 horas ficou
em torno de 24°C, porém as 16 h, a reducdo de 5% e 10% da
capacidade de vaso elevou em 8% a Tr. Com apenas 85% cv a Tmax
foi 23% superior ao encontrado aos 100% cv.

Mesmo a T; apresentando aumento com a reducdo da
capacidade de vaso, a Ty, no Experimento 1, somente foi superior que
a temperatura ambiente (T,; Apéndice 13) na condicdo de 85% cv ao
meio dia, com uma diferenca de 3°C. Essa diferenca também foi
observada no mesmo periodo no Experimento 2, contudo a diferenca
foi de apenas 1,1°C. A T; pode subir 4 a 5°C acima da T,, sob luz
plena proximo ao meio dia, quando o déficit hidrico provoca o
fechamento estomatico parcial e reduz o potencial de resfriamento
(TAIZ & ZEIGER, 2004), elevando a Tr.

Por muitos anos, foi estabelecido que a temperatura na
superficie da folha tem relacdo com o déficit hidrico, pois cerca de
95% da agua absorvida pela planta é utilizada para manutencdo do
equilibrio térmico pela transpiracdo (TAIZ & ZEIGER, 2004).
Quando as plantas enfrentam escassez de agua, a transpiracdo das
folhas diminui, causada pela reducdo da gs (LIU et al., 2011), que
causa insuficiente resfriamento da folha elevando sua temperatura
(LOPEZ et al., 2009). A fotossintese e a respiracdo sio inibidas sob
temperaturas altas, mas com o aumento da temperatura as taxas
fotossintéticas caem antes das taxas respiratorias (TAIZ & ZEIGER,
2004).
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O aumento da restricdo hidrica aumentou a relacédo entre a
T e a T, (Figura 5). Entretanto, com 90 e 85% cv esse aumento ndo
foi observado. Explicado pelo enrolamento das folhas que ocorreu no
momento de 90% cv (Exp. 1), enquanto no Exp. 2, o enrolamento das

folhas ndo foi observado, devido a menores valores da T..
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Figura 5 - Relacdo entre temperatura da folha (T¢) e
temperatura do ambiente (T,) em relagdo a
capacidade de vaso (Experimento 1 e 2)
Passo Fundo, 2012.

Carlesso (1993) demonstrou a influéncia do déficit hidrico
no enrolamento da folha, onde esse mecanismo, durante a deficiéncia
hidrica, pode minimizar a superficie foliar exposta ao sol como forma
de protecéo contra o calor.

Buscando reduzir a temperatura da folha para evitar
maiores perdas de agua pela transpiracdo, a planta responde ao déficit
hidrico enrolando, enrugando, murchando suas folhas e com
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movimentos heliotrépicos que alteram a interceptacdo da radiacéo
solar (TAIZ & ZEIGER, 2004).

A relacdo entre T; e a T, € utilizada em diversas pesquisas
como indicadora das condi¢des hidricas das plantas (OLIVEIRA et
al., 2005). Em condigdes de déficit hidrico, a temperatura foliar,
geralmente se apresenta mais elevada do que a temperatura do ar,
resultando no aumento na relacéo T+#T, (MENDES et al., 2007).

Considerando que as plantas apresentaram respostas ao
déficit hidrico a partir da reducdo de 10% da capacidade de vaso, no
Experimento 1 a T+#/T, aumentou 10% e 7% no Experimento 2.

A capacidade de refrigeracdo das plantas é comprovada
com a manutencdo da temperatura da folha igual ou ligeiramente
inferior a do ambiente, através da transpiracdo por meio da
manutengdo de elevada condutdncia estomatica, com o intuito de
manter a planta protegida de temperaturas muito elevadas
(OLIVEIRA et al., 2005). Os mesmos autores reportam que em
resposta a deficiéncia hidrica a elevacdo da temperatura da folha pode
ser explicada pela reducdo na perda de calor latente via transpiracéo,
que normalmente reduz nessas condi¢des. Corroborando com
Nascimento et al. (2011) que afirmam que a temperatura da folha em
plantas com e sem estresse sdo distintas devido ao estado hidrico das
plantas, ao comportamento dos estdbmatos e a perda de calor latente
pela transpirag&o.

A transpiragdo é importante para o resfriamento da folha
visto que, para evaporar na folha, a 4gua retira sua energia térmica,
reduzindo a temperatura foliar de 2 a 3°C (MILBURN, 1979).
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Quando o déficit hidrico provoca o fechamento dos
estomatos, a radiacdo interceptada pela folha também promove o
aquecimento foliar, podendo atingir niveis prejudiciais ao
metabolismo da planta (TAIZ & ZEIGER, 2004), como 0 aumento da
atividade enzimatica, levando a degradacéo da clorofila, por exemplo.

Os indices médios de clorofila da folha foram
significativos para o fator capacidade de vaso (Figura 6). O déficit
hidrico afetou negativamente os indices de clorofila a, b e total,
Experimento 1, que reduziram linearmente, em media, 6, 15 e 8%,
respectivamente. De acordo com as equacOes, a reducdo de 1% na
capacidade de vaso reduz em media 0,18, 0,15 e 0,33 os indices de
clorofila a, b e total, respectivamente (Figura 6).

No segundo experimento o déficit hidrico reduziu os
indices de clorofila a em 10%, clorofila b em 16% e o indice de
clorofila total reduziu 12%. E pelas equacdes, a reducdo de 1% da
capacidade de vaso reduz em média 0,21 os indices de clorofila a,
0,14 a clorofila b, e 0,35 a clorofila total (Figura 7).

Nascimento (2009), trabalhando com feijdo-caupi,
encontrou uma reducdo meédia de 19% no ICF nas plantas que
sofreram a imposigdo do estresse. No entanto, foi inferior ao trabalho
de Cruz (2006), que encontrou reducdo superior a 30% no teor de
clorofila em milho, cultivado em casa de vegetacdo com restricdes

hidricas.
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y=0,1822x+ 17,577 r2=0,80
y=0,1526x-1,231 r2=0,94
y=10,3348x+ 16,345 r2=0,88

indice médio de clorofila a, b e total (Experimento 1) de
plantas do hibrido de milho Status, na média da hora do dia
e com/sem inoculagcdo com A. brasilense (CMS 7 e CMS
712), em funcdo da capacidade de vaso. ICF: indice de
clorofila Falker. Passo Fundo, 2012.

Os experimentos apresentaram diferencas entre aos indices

de clorofila, com 6,95, 2,84 e 9,79 ICF para clorofila a, b e total,

respectivamente. Essa diferenca entre os conteudos de clorofila deve-

se as diferencas ambientais que cada experimento passou. Mesmo com

a mesma reducdo na capacidade de vaso durante 0s experimentos, a

temperatura média da casa foi 14% superior no primeiro experimento

(Apéndice 13), assim como a RFA no segundo experimento foi 40%

inferior (Apéndice 15).
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Figura 7 - indice médio de clorofila a, b e total (Experimento 2) de
plantas do hibrido de milho Status, na média da hora do dia
e com/sem inoculagcdo com A. brasilense (CMS 7 e CMS
712), em funcdo da capacidade de vaso. ICF: indice de
clorofila Falker. Passo Fundo, 2012.

Como as clorofilas sdo pigmentos instaveis, a etapa inicial
da degradacdo das clorofilas é iniciada por fatores externos, como o
estresse hidrico, luminosidade, alteracdes térmicas, niveis aumentados
de etileno ou a combinagdo destes fatores (HEATON &
MARANGONI, 1996; TAKAMIYA et al., 2000).

Em muitos casos, incluindo no milho, a deficiéncia de
agua leva a reducdo nos teores de clorofila (GRZESIAK et al., 2007).
Magalhdes et al. (2009) observaram que a imposicao do déficit hidrico
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reduz em média 17% o conteudo de clorofila total em plantas de
milho.

Durante o processo de degradagdo a clorofila b é
degradada primeiro, sendo convertida em clorofila a (FANG et al.,
1998), o que explica o aumento em 10% da razdo entre clorofila a e
clorofila b (Clora:Clorb) no final do primeiro experimento, e em 7,6%
no segundo experimento (Tabela 2). Ambas as clorofilas sdo
componentes das membranas dos cloroplastos e ocorrem na razdo
clorofila a/clorofila b de aproximadamente 3 para 1
(LICHTENTHALER, 1981).

Tabela 2 - Relacdo entre clorofila a e clorofila b
(Clora:Clorb) das plantas do hibrido de
milho Status (Experimento 1 e 2) em
relacdo & capacidade de vaso. Passo

Fundo, 2012
Capacidade de Clora:Clorb

vaso (%) Exp. 1 Exp. 2

100 2,56 b 2,60b

95 2,68 ab 2,65b

90 2,78 a 294 a

85 2,8la 2,80a

C.V. (%) 9,09 17,05

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro; C.V. -
coeficiente de variacéo.

A reducédo de 1% na capacidade de vaso reduziu a relacéo
Clora:Clorb, para ambos experimentos, em 0,02. Todavia, a diferenga
significativa nessa reducdo é observada a partir de 10% da reducdo da
capacidade de vaso.
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O conteudo de clorofila a e b, de trés cultivares de milho,
reduziu significativamente em condi¢bes de déficit hidrico, mas o
aumento desses conteudos foi observado apds as plantas receberam
novamente irrigagdo, chegando aos valores das plantas controle,
conforme Efeoglu et al. (2009). De acordo com 0s mesmos autores, a
diminuicdo no conteudo de clorofila a em resposta a seca indica perda
nos centros de reacdo da fotossintese. Para que a fotossintese ocorra, é
essencial a presenca de pigmentos fotossintéticos como a clorofila.
Apos absorver a luz pelos pigmentos, ocorre a transferéncia de energia
luminosa que desencadeia os eventos quimicos da fotossintese (SUN
et al., 1998). Qualquer fator que interfira, ou mesmo danifique, a
estrutura desses pigmentos resultam em danos no processo da
fotossintese.

A reducdo nos conteddos de clorofila é comum em
condicdes de déficit hidrico, devido a exposicdo desses pigmentos a
agentes de degradacdo, como espécies reativas de oxigénio (ERO),
com a diminuicdo da quantidade de agua nas células e do préprio
desequilibrio entre a fase fotoquimica e fase bioquimica (LOGGINI et
al, 1999). Maroco et al. (2002) observaram reducgéo da eficiéncia dos
centros de reacdo do fotossistema Il (PSII) em resposta a diminuigéo
da quantidade de clorofila em videiras ap6s um periodo prolongado de
seca.

Os pigmentos fotossintéticos, localizados nas membranas
dos tilacdides dos cloroplastos, absorvem a energia luminosa que é
utilizada no processo fotossintético (TAIZ & ZEIGER, 2004). Mas,
nem todos os elétrons que estdo num nivel energético elevado sdo

passados para 0s aceptores. Estes elétrons retornam ao estado inicial,
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sem produzir ATP e NADPH; para a proxima etapa. Ao retornar ao
estado inicial, a energia é dissipada em forma de calor ou luz
(fluorescéncia) (CAMPOSTRINI, 2001; LIU et al., 2011).

A fluorescéncia instantanea da clorofila (Ft), no
Experimento 1, aumentou com a reducdo da capacidade de vaso
(Figura 8A) e ao longo do dia (Figura 8B). Entretanto, 0 mesmo néo
foi observado no Experimento 2, onde a Ft reduziu, somente, ao longo
do dia (Figura 9), sem apresentar significancia com a capacidade de

Vvaso.

Ft
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Figura 8 - Fluorescéncia da clorofila média (Experimento 1) de
plantas do hibrido de milho Status, com e sem
inoculagdo com A. brasilense (CMS 7 e CMS 712), em
funcdo da capacidade de vaso (A) e hora do dia (B).

Passo Fundo, 2012.

De acordo com a equacdo na Figura 8A, a Ft aumentou
27,42 com a reducdo de 1% na capacidade de vaso. Ou seja, com 0
aumento do estresse hd maior dissipacdo de luz pela planta, reduzindo
as taxas fotossintéticas. Porém, ao longo do dia do primeiro
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experimento, a cada hora do dia a Ft aumentou 74,13, assim, as taxas

de fotossintese sdo maiores no periodo da manha.

4150
y=-121,09x + 5243,1
4000 1 . e R:=083(P<0,001)
3850
3700 -
@
3550 -
3400 -
¢
3250
3100

8 10 12 14 16 18
Hora do dia (h)

Figura 9 - Fluorescéncia da clorofila média
(Experimento 2) de plantas do
hibrido de milho Status, na média
das capacidades de vaso e com/sem
inoculagio com A. Drasilense
(CMS 7 e CMS 712), em funcéo da
hora do dia. Passo Fundo, 2012.

No Experimento 2 a Ft se comportou de forma oposta ao
longo do dia, onde a cada hora do dia reduzia 121,1, como resposta
dos baixos valores de RFA registrados (Apéndice 15).

Uma das respostas da planta ao estresse ambiental é o
aumento da dissipacao de energia, o que é refletido pela quantidade de
fluorescéncia da clorofila (SCHREIBER et al., 1994). Condicdes de
estresse induzem o aumento da Ft, que pode ser explicado pela
inibicdo da taxa do fluxo de elétrons (GENTY et al., 1987).
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A fotossintese é um processo fisiolégico que determina o
rendimento das culturas e é sensivel ao estresse hidrico. As taxas de
fotossintese reduzem enquanto a intensidade do estresse aumenta,
principal razdo da reducdo do rendimento em condi¢des de seca
(EPHRATH, 1991).

Condicgdes de seca levam a forte reducdo na assimilacao
de CO; e portanto diminui também a demanda pelos produtos da etapa
fotoquimica: ATP e NADPH. Assim, a planta enrola as folhas durante
0 estresse para limitar a absorcdo de luz pelo sistema antena, assim
como, reduzir a perda de agua pela transpiragdo (EFEOGLU et al.,
2009).

Alteracdes nos valores de F; sdo observadas em condicdes
de estresses ambientais que causam alteracfes estruturais nos
pigmentos fotossintéticos do PSII (CAMPOSTRINI, 2001). A Ft é
independente dos eventos fotoquimicos e 0 seu aumento é
consequéncia de danos no centro de reacdo do PSII ou da reducdo da
capacidade de transferéncia da energia de excitagdo do sistema de
antena para os centros de reagéo (BAKER, 2008).

A clorofila desempenha papel fundamental no processo
fotossintético dependente da luz, que é realizado por proteinas
integrais nas membranas dos tilacdides (HOOBER et al., 2007),
captando a luz e direcionando a energia para os fotossistemas
(STENBAEK & JENSEN, 2010). A eficiéncia através da qual a
energia de excitacdo é recolhida e utilizada pelos centros de reacéo do
fotossistema 11 (PSIl) é conhecida como o rendimento quéntico
(Fv//Fm") do PSI1 (GONCALVES et al., 2005).
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O Fv/Fm' (Exp. 1) foi significativo para os fatores hora do
dia (Figura 10A) e capacidade de vaso (Figura 10B), sem interacéo
entre os fatores. Com reducdo linear de 7,5% ao longo do dia e 8,4%
com o aumento do déficit hidrico. Observou-se correlacdo negativa
com RFA (r =-0,21). Com a reducédo de 1% na capacidade de vaso a
FV/Fm' reduz 0,004, porem ao longo do dia, a cada hora do dia a
Fv'/Fm' reduz 0,008.

0,80 600
y=-0,008x + 0,8133 Al y=0,0043x+0,3099 B

r2=0,85(P<0,00) iy 12=0,95 (P<0,00)
0,77 1 500

400

Fv/Fm'

300

(z-w jown) 4y

200

0,65 . . . . i . . . 100
8 10 12 14 16 100 95 90 85 80

Hora do dia Capacidade de vaso (%)

Figura 10 - Rendimento quantico médio (Experimento 1) de plantas
do hibrido de milho Status, com e sem inoculagdo com A.
brasilense (CMS 7 e CMS 712), e radiacdo
fotossinteticamente ativa (RFA) em fungdo da hora do
dia (A) e da capacidade de vaso (B). Passo Fundo, 2012.

Para o segundo experimento, o FVv/Fm' apresentou
significancia somente para o fator hora do dia (Figura 11), com
resposta quadratica, correlacionado negativamente (r = -0,17) com a
RFA.
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Figura 11 - Rendimento quéntico médio (Experimento
2) de plantas do hibrido de milho Status, na
média das capacidades de vaso e com/sem
inoculagdo com A. brasilense (CMS 7 e
CMS 712), e radiacdo fotossinteticamente
ativa (RFA) em funcdo da hora do dia.
Passo Fundo, 2012.

Em ambos os experimentos a Fv/Fm' reduziu ao longo do
dia, a qual foi mais acentuada no periodo das 12 e 14 h (Figura 10A e
11). Essa diminuicdo do rendimento quéntico pode estar associada a
diminuicdo da fotossintese que resulta da dissipacdo térmica do
excesso de energia de excitacdo nos cloroplastos (CHAVES et al.,
2002).

Diferentes tipos de estresses, como temperatura e déficit
hidrico, afetam o desempenho do PSIl (OQUIST, 1985). Quando as
plantas sdo expostas aos estresses ambientais, alteracdes no estado
funcional das membranas dos tilacdides dos cloroplastos modificam as

caracteristicas dos sinais de fluorescéncia, os quais podem ser
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quantificados nas folhas (BAKER & ROSENQVST, 2004) de forma
ndo destrutiva com a utilizagéo de fluordmetros portateis.

A fluorescéncia da clorofila permite verificar a atividade
do transporte de elétrons durante o processo de fotossintese,
proporcionando uma analise da inibigdo da fotossintese, induzida pelo
estresse (MEYER & GENTY, 1999). A reducéo no teor de clorofila
devido a reducdo de agua no solo, também resulta na redugdo do
rendimento quantico (Fv/Fm’) do PSII, induzida pela perda de energia
transferida dos pigmentos para os centros de reacao do PSII.

Os dados obtidos por LU & ZHANG (1998) em plantas de
trigo sob estresse hidrico ndo apresentaram efeito sobre Fv/Fm',
Representando a proporcao de luz absorvida que esta a ser utilizada na
fase fotoquimica, Fv/Fm' é o indicador do desempenho fotossintético
da planta com valores 6timos proximos de 0,8 para a maioria das
espécies (CHAVES et al., 2002; HUNT, 2003). Os valores mais
baixos sdo encontrados em plantas que foram expostas a alguma
forma de estresse, indicando em particular o fenémeno da fotoinibicéo
(ARAUJO & DIMINICIS, 2009).

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho ha
correlacdo entre o aumento da temperatura da folha e o declinio do
Fv/Fm' (r = -0,31). Uma das causas da reducdo do Fv/Fm' em altas
temperaturas tem sido atribuida a reducao no funcionamento da etapa
fotoquimica, envolvendo principalmente a inibicdo do PSII (WEIS &
BERRY, 1988). O declinio do Fv/Fm' em resposta ao estresse,
geralmente envolve o aumento na Fo (para plantas adaptadas ao
escuro) (YAMADA, 1996), porém observou-se o aumento da Ft, para
plantas de milho (Status) adaptadas a luz.
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O declinio da fotossintese esta associado com a reducao
do rendimento quantico do PSII, que foi mais evidente durante a parte
mais quente do dia, as 14 horas, quando a assimilacdo de carbono
pode ser limitada pela deplecdo de gs, mecanismo importante de
protecdo em condicdes de seca (CHAVES et al., 2002).

Assim como o rendimento quantico reduziu com o
aumento do déficit, a gs também sofreu essa reducdo, o que pode ter
gerado a fotoinibicdo das plantas. De acordo com Taiz & Zeiger
(2004) ha dois tipos de fotoinibicdo: dindmica e crbnica. A
fotoinibicdo dindmica € causada pelo desvio da energia luminosa,
absorvida em direcdo a dissipacdo de calor. Nesse caso, o rendimento
quantico decresce, mas a taxa fotossintética permanece inalterada
(ARAUJO & DEMINICIS, 2009). Evento que ocorreu com as plantas
de milho, pois ndo foi possivel ver respostas no acimulo de biomassa.

Em condicBes de alta temperatura, a fotossintese decresce
gradualmente e reversivelmente, pois o PSIl é sensivel ao calor, 0
aumento da temperatura acarreta no blogqueio dos centros de reacéo do
PSII (ARAUJO & DEMINICIS, 2009). A inativagdo reversivel da
fotossintese é reflexo de danos causados nos cloroplastos, que se
mantém por um tempo ap6s o retorno as condicBes de temperatura
favoraveis (LONG et al., 1994).

De acordo com Valladares & Pearcy (1997) a exposicao
das plantas a luz leva a queda do potencial hidrico das folhas, causada
pela alta demanda evaporativa (radiacdo), sendo responsavel pelo
aumento da temperatura das folhas e restricdo na transpiracdo que
pode intensificar os efeitos de fotoinibicdo. Em temperaturas altas (35
a 42°C) a taxa de assimilacéo de carbono pode ser inibida por diminuir



55

a condutancia estomatica (LAW & CRAFTS-BRANDNER, 1999).
Podendo também levar ao aumento da respiracio (ARAUJO &
DEMINICIS, 2009).

A reducdo na gs é uma resposta da planta para manter seu
estado hidrico, assim como a quantidade de agua no solo. No entanto,
o resultado de tais eventos fisiologicos € o aumento da temperatura da
folha, restricdo da assimilacdo de CO,, reducdo no teor de clorofila,
inibicdo da PSII e reducdo da taxa fotossintética que pode levar a
reducdo no ganho de carbono.

O comprimento médio da raiz mais longa e o diametro do

colmo néo apresentaram significancia entre os tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3 - Diametro médio do colmo e comprimento médio da raiz
mais longa (Experimento 1 e 2) de plantas do hibrido de
milho Status, em relacdo a capacidade de vaso. Passo

Fundo, 2012

Capacidade de Diametro colmo (mm)  Comprimento Raiz (cm)

vaso (%) Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2
100 15,07™  1321"™ 55,60 ™ 63,47 "™

95 15,49 13,71 55,65 59,65

90 18,01 13,57 53,43 62,98

85 14,29 13,66 52,25 63,02

C.V. (%) 52,31 12,14 17,87 16,36

ns - ndo significativos (P>0,05); C.V. - coeficiente de variagdo.

Furtado et al. (2002) analisando o crescimento vegetativo
do milho em diferentes regimes hidricos evidenciaram que o déficit
hidrico influencia o crescimento vegetativo, pois o didmetro do colmo
de plantas irrigadas foi 14% superior ao das plantas submetidas ao
déficit hidrico.
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Com diferencas significativas para o fator capacidade de
vaso, a estatura da planta apresentou comportamento linear para os
dois experimentos (Figura 12A e B). Mesmo exposta a condig¢des de
deficiéncia hidrica, ndo foi possivel observar efeitos deletérios na
estatura das plantas de milho. Plantas de milho submetidas ao deficit
hidrico apresentaram reducdo de 10,25% na estatura comparada com
as plantas em condicgdes de irrigacdo (FURTADO et al., 2002).
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Figura 12 - Estatura média de plantas do hibrido de milho Status, na
media da hora do dia e com/sem inoculacdo com A.
brasilense (CMS 7 e CMS 712), em funcéo da capacidade
de vaso. (A) Experimeto 1; (B) Experimento 2.Passo
Fundo, 2012.

O aumento na estatura, no momento de 90 e 95% cv
(Figura 12A), esta ligado ao enrolamento das folhas em resposta ao
déficit hidrico e temperatura elevada, pois esse fato reduziu a
curvatura das folhas, alterando a referéncia para a medida. Ao enrolar
as folhas a planta consegue reduzir a perda de &gua, porém reduz a
assimilacdo de carbono. Carlesso (1993) demonstrou que ao enrolar a
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folha a superficie foliar exposta ao sol é minimizada, como forma de
protecdo contra o calor. Devido a esse movimento para sua protecdo a
planta também altera a interceptacdo da radiacdo solar (TAIZ &
ZEIGER, 2004).

Casanovas et al. (2002) verificaram efeito negativo do
estresse imposto sobre o crescimento das plantas de milho, conforme
houve a supressdo hidrica, a altura, didmetro do colmo e massa seca
total apresentaram reducgdes drasticas, diminuindo o crescimento
vegetal. Corroborando com Kramer (1983) que afirma que o efeito
malis aparente das plantas submetidas ao estresse hidrico, é a reducéo
do porte da planta e de sua area foliar.

A massa seca das raizes (Figura 13A e 14A), colmo
(Figura 13B e 14B), folhas (Figura 13C e 14C) e total (Figura 13D e
14D) apresentaram significancia com relagdo a capacidade de vaso,
com comportamento linear para os dois experimentos. A reducdo na
gs nao afetou o processo de assimilacdo de carbono em fungdo da
deficiéncia hidrica, ndo ocorrendo, portanto, a paralizacdo do

crescimento.
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Figura 13 - Massa seca media (Experimento 1) das plantas do hibrido
de milho Status, na média da hora do dia e com/sem
inoculagdo com A. brasilense (CMS 7 e CMS 712), em
funcdo da capacidade de vaso: (A) raizes; (B) colmo; (C)
folhas; (D) total. Passo Fundo, 2012.

Mesmo com a reducdo de alguns processos fisiolégicos:

como a gs, que reduz a assimilacdo de carbono; taxa de fotossintese,

devido & redugdo no rendimento quéantico; o aumento na massa seca

foi positivo mesmo com o aumento da restricdo hidrica. Em condicGes

de estresse e para evitar a desidratacdo, as plantas fecham os

estdmatos, reduzem a atividade fotossintética, seguido de uma reducédo

ou paralisagéo do seu crescimento (KRAMER, 1974).

Em condi¢cdes de campo, quando o déficit hidrico se

desenvolve lentamente, a reducdo do CO, intracelular apds o
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fechamento dos estdmatos induz, em longo prazo, a regulacdo da
maquinaria fotossintética de modo a ajustar o fluxo de carbono
disponivel (CHAVES et al., 2002).

O aclmulo de massa seca foi positivo mesmo com o
aumento progressivo do estresse hidrico. Mesmo com 15% da
restricdo hidrica, o milho mostrou aumento médio de 31% (Figura
13D) e 26% (Figura 14D) na matéria seca total.
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Figura 14 - Massa seca media (Experimento 2) das plantas do hibrido
de milho Status, na média da hora do dia e com/sem
inoculagdo com A. brasilense (CMS 7 e CMS 712), em
funcdo da capacidade de vaso: (A) raizes; (B) colmo; (C)
folhas; (D) total. Passo Fundo, 2012.
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As folhas apresentaram menor acumulo de massa seca,
mesmo sendo essa positiva, com valores medios de 27 e 20% para o
primeiro e segundo experimento, respectivamente. Porém, a massa
seca do colmo foi superior para ambos 0s experimentos, com acumulo
médio de 37,5%, ja para as raizes o acimulo foi de 30% (Figura 13A)
e 25% (Figura 14A).

Para evitar o estresse as plantas dependem das respostas
rapidas do aparato fotossintético e do metabolismo do carbono,
incluindo o armazenamento de reservas no caule e nas raizes
(CHAVES et al., 2002)

Como ndo foi observada reducéo significativa no diametro
do colmo, a massa seca do colmo aumentou linearmente,
independente da imposicdo da restricdo hidrica. As plantas de milho
tem a capacidade de armazenar fotoassimilados no colmo, que
contribuem para o desenvolvimento da cultura, mesmo em condicdes
adversas (FANCELLI & DOURADO NETO, 2000).

Nas condicbes em que as plantas de milho foram
cultivadas, vasos de 11L, as plantas talvez ndo tenham tido condicdes
de expressar sua capacidade de resposta ao estresse, no
desenvolvimento do sistema radicial.

A relacdo entre raiz e parte aérea (R:PA) esta apresentada
na Tabela 4, ndo se mostrando significativa em relacdo a capacidade
de vaso. Kumar & Sharma (2009) observaram que plantas de Vigna
radiata cultivadas no campo e submetidas ao estresse hidrico através
da suspensdo da irrigacdo acumularam maior quantidade de massa

seca na parte aérea em relacdo as raizes.
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Em condicdes de baixa disponibilidade hidrica, as raizes
rettm maior quantidade de carbono para se desenvolver, para que possa
buscar mais destes recursos, deixando menos para as folhas.
Consequentemente, o crescimento da parte aérea € limitado pela
disponibilidade de agua. O excesso de fotoassimilados é transportado
para as partes da planta onde h4 necessidade de maior captacdo de um
determinado recurso (BROUWER, 1962), como por exemplo, a

necessidade das raizes em absorver dgua e nutrientes.

Tabela 4 - Relacdo entre raiz e parte aérea (R:PA)
(Experimento 1 e 2) de plantas de milho do
hibrido Status em relacdo a capacidade de
vaso. Passo Fundo, 2012

Capacidade de vaso Relacdo R:PA
(%) Exp. 1 Exp. 2
100 0,28 ™ 0,33 ™
95 0,27 0,36
90 0,25 0,31
85 0,28 0,32
C.V. (%) 26,09 36,09

ns - ndo significativos (P>0,05); C.V. - coeficiente de variagao.

A massa seca da raiz também pode ser alterada em
consequéncia da seca, a relacdo R:PA aumenta sob condi¢bes de
déficit hidrico (NICHOLAS, 1998). Porem, esse aumento ndo foi
observado, pois de acordo com Hoogenboom et al. (1986) condicgdes
de seca ndo afetam o crescimento das raizes ou do colmo no estadio
vegetativo.

A estratégia da planta, por limitar o crescimento das folhas

em condicGes de estresse, € 0 rapido crescimento das raizes, para
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permitir a absorcdo de agua das camadas mais profundas do solo
(REID & RENQUIST, 1997). A taxa de crescimento de raizes de trigo
e milho diminui sob estresse hidrico moderado e elevado (SHAO et al,
2008).

O crescimento vegetal é reflexo do balango de carbono na
planta, que depende dos processos de fotossintese e respiracdo, 0S
quais por sua vez, dependem de diversos fatores ambientais, como
disponibilidade hidrica e de nutrientes (ANGELOCCI, 2002).

Os resultados obtidos no presente trabalho se opdem aos
encontrados por Kramer (1974), que relata que em condi¢des de
deficiéncia hidrica, para evitar a desidratacdo, primeiro as plantas
reduzem a gs, como consequéncia reduz as atividades fotossintéticas,
seguido de uma reducéo ou paralisacdo do seu crescimento.

Porém, alguns autores relatam que a massa seca da parte
aérea € um excelente parametro indicativo da intensidade de
crescimento da planta, mas niveis hidricos ndo exercem influéncia
sobre o desenvolvimento das plantas (BORTOLINI et al., 2002), o
que foi afirmado no presente trabalho.

Costa et al. (2008) observaram que o0s niveis de agua
disponiveis imp6s uma reducdo na matéria seca da parte aérea, tanto
no estadio vegetativo como no reprodutivo de plantas de milho.

Em um trabalho, Liu et al. (2011) mostraram que a
interrupgdo da irrigagdo por alguns dias, impondo um estresse
moderado em plantulas de milho, resulta no aumento da temperatura
foliar e na reducdo da biomassa. Entretanto, a redugdo da biomassa

nao foi observada neste trabalho.
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O estresse hidrico altera a particdo de assimilados entre as
partes da planta (KUMAR & SHARMA, 2009), resultando em menor
producéo de massa seca. Porém, os resultados do presente estudo se
mostraram contraditorios a afirmacdo de Boyer (1976) de que o déficit
hidrico afeta praticamente todos os processos fisiologicos, inclusive o
acumulo de matéria seca.

O actimulo de biomassa esta ligado a transpiracdo, pois a
abertura estomética e a area foliar determinam tanto a taxa de
fotossintese quanto a de transpiracdo (COLLINS et al., 2008). O
aumento da temperatura das folhas devido, principalmente, ao
fechamento dos estdmatos, é apenas um fendmeno de superficie. O
estresse imposto resulta na reducdo da gs que reduziu a perda de agua
e também a assimilacdo de carbono. Da mesma forma, essa restricdo
ndo foi suficiente para reduzir o acumulo de biomassa.

Para a compreensdo dos fatores que limitam tanto a
produtividade, quanto o crescimento das plantas faz-se necessario a
analise de parametros fisiologicos. Por outro lado, uma pequena
reducdo na abertura estomatica pode reduzir de forma significativa a
perda de &gua com um minimo efeito sobre a absor¢do de CO, e a
fotossintese (JONES, 1992). Algumas plantas conseguem evitar a
perda de agua atraves do fechamento estomatico, mantendo as taxas
fotossintéticas, mesmo que baixas, por um determinado tempo
(NASCIMENTO et al., 2011), mantendo um crescente acimulo de
biomassa.

Contudo, o deficit hidrico reduz a matéria seca e o

rendimento da cultura. Mas, essa reducédo depende da intensidade com
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que o estresse afetou as areas de atividade fotossintética e a taxa de
recuperacgéo depois de findado o estresse (HSIAO, 1973).

A area foliar unitaria (AFU) ndo se mostrou significativa
para os fatores avaliados, em ambos 0s experimentos. Enquanto, no
Experimento 2, somente a area foliar total (AFT) das plantas de milho

apresentou significancia (Tabela 5).

Tabela 5 - Area foliar unitaria (AFU) e éarea foliar total (AFT)
(Experimento 1 e 2) de plantas do hibrido de milho
Status, media com e sem inoculacdo com A. brasilense,
em relacdo a capacidade de vaso. Passo Fundo, 2012

Capacidade de AFU (cm?) AFT (cm?)
vaso (%) Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2
100 230,9 ™ 70,2 "™ 2489,9™ 842,2 ab
95 169,8 60,8 1796,8 728,9 ab
90 165,2 78,7 1747,3 944,2 a
85 186,5 53,9 1980,9 6285 b
C.V. (%) 115,39 64,16 131,25 64,31

Meédias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade de erro; ns - ndo significativos (P>0,05); C.V. - coeficiente de
variacao.

A AFT (Exp. 2) foi menor com a redugdo de 15% da
capacidade de vaso, porém com apenas 90% cv as plantas
apresentaram valores superiores. A reducdo ao final do experimento
estd ligada ao fato das plantas murcharem devido ao calor intenso,

reduzindo sua area até o momento da realizacdo das leituras, e nao

especificamente ao estresse imposto.
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O efeito mais aparente das plantas submetidas ao estresse
hidrico € a reducéo do porte da planta e de sua area foliar (KRAMER,
1983). Volkenburgh & Boyer (1985) observaram efeito inibitorio do
déficit hidrico sobre a elongacéao das folhas na cultura do milho. Pinho
(1992) verificou reducéo de 50% da éarea foliar, de milheto e sorgo,
em condicdes de estresse hidrico.

O crescimento celular, dividido em dois componentes,
divisdo e alongamento celular, € um dos processo mais sensiveis a
deficiéncia hidrica, sendo muitas vezes reduzido antes mesmo da
fotossintese ou gs (TAIZ & ZEIGER, 2004).

O alongamento foliar depende da expanséo celular, porém
em condi¢des de déficit hidrico ha inibicdo da expansdo celular (TAIZ
& ZEIGER, 2004), corroborando com os resultados de Santos &
Carlesso (1998) que verificaram reducdo na expansédo de folhas de
milho submetidas a déficit hidrico.

Em muitas espécies a reducdo ou paralisacdo da expansao
celular € um dos processos mais sensiveis ocasionado na planta pelo
estresse hidrico, quando pequenas redugdes no potencial de pressdo
causam, aparentemente, desaceleracdo da elongacéo celular (HSIAO
et al., 1976). Os mesmos autores acrescentam que o estresse hidrico
reduz o turgor das células, e consequentemente, 0 seu crescimento,
além de ocasionar o incremento na sintese de ABA, resultando no
fechamento estomatico e reducgdo na assimilacéo de carbono.

De acordo com Taiz & Zeiger (2004) as respostas mais
proeminentes das plantas ao déficit hidrico consistem no decréscimo
da producédo da area foliar. Essa reducgdo é considerada uma linha de

defesa contra a deficiéncia hidrica. Com menor &rea foliar, a
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transpiragdo também é reduzida, conservando o conteudo de agua no

solo.

5 CONCLUSOES

A inoculacdo com Azospirillum brasilense (CMS 7 e CMS
712) ndo afeta o comportamento fisiolégico e o crescimento
vegetativo do hibrido de milho Status.

O déficit hidrico altera o comportamento fisiolégico das
plantas de milho do hibrido Status.
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Apéndice 2 — Croqui dos experimentos. Passo Fundo, 2012

wnjjuidsozy was _H_
wn||1dsozy wop _H_

uct uot urt uot yet uot yat uot yat uect
ND S8 AJ 00T N S8 D 06 ND 06 A 06 D 06 ND 06 AD G6 ND 06
urt urt yet urt urt uot yet yet yet 4ot
D S6 AD 06 A S8 AD 00T A S8 AD 00T D S8 AD 00T A S8 AD 00T
yat uot uer 4ot uvt uot 4ot yet uot yet urt uect yat yet uot
AD G6 ND 06 AD 06 A S8 AD 00T ND G6 AJ S6 N S8 ND G6 NJ S6 A2 00T AD 06 AJ 06 AD 00T N S8
4ot uot 4ot uct yat uot yat urt urt 4ot
D S6 N S8 AD 00T AD 00T A S8 AD 00T AD G6 ND S6 AJ 06 D S6
4ot uvt uer yat uvt urt yet 4ot uot 4ot urt uot urt yet uot
AD 00T ND S8 ND S8 AD 00T ND S6 AN S6 AJ S6 ND G6 AD 06 N S8 AD 06 AD 06 AD 00T D S6 N S8
yet uot 4ot uect yet uot 4ot yet vt 4ot
AD 00T AD 06 A S8 AD 00T D S6 A 06 D S6 AD 00T A S8 AD 06
4ot urt urt Yzt uot uot yet urt urt 4ot 4ot uot 4ot 4ot uct
A2 00T ND S8 AD 06 AD 06 N S8 ND S6 AD 06 A S8 AD 00T A S8 AD 00T N S8 A S8 A2 00T AD 06
4ot urt yot uct urt uot yet 4ot Yzt urt
AD 00T N S6 AD 00T ND S6 D 06 AD 00T AD 06 ND S6 N S8 D S6
yet uct yot yat uot uot vt yet uct vt yot uot 4ot 4ot uot
D S6 AD 00T AND S8 AD G6 AD 06 AD 06 AD 00T AD 00T ND S8 D 06 A2 00T N 06 A 00T AD 06 A 06
urt uct yet uot 4ot urt yat yet 4ot yot
AD 00T AD 06 ND S6 AD 00T A2 00T ND S6 AD 00T ND S6 N S8 ND S6
4ot uot yot Yzt uot urt 4ot urt uot Yzt vt urt et CE urt
AD 06 ND S8 NJ G6 AD 06 ND S6 AD 06 A S8 NO S6 AD 06 A S8 A2 00T ND S6 A 00T AD G6 AD 00T
yet uot urt uct 4ot uot vt 4ot vt urt
ND S6 N S6 N S8 ND S8 D S6 ND S8 A S8 ND S8 AJ 06 A S8
4ot urt uot 4ot uot urt 4ot yet urt 4ot CE urt Uzt vt uot
D 06 A2 00T AND S8 N S8 ND 06 A 06 A S8 AD 00T AD 06 AD 00T ND G6 ND S8 NJ S6 AD S6 AD 00T
A 020719 AI0O01d 111000719 11000719 1000719




90

Apéndice 3 - Resumo da analise de variancia da condutancia estomatica (gs),
temperatura foliar (temp. foliar) e contetido de clorofila a e b das
plantas de milho do hibrido Status. Passo Fundo, 2012, Experimento

1
Quadrado Médio
Causa de variagdo ~ GL gs Temp. Foliar Clorofilaa  Clorofilab
(mmo m?s™) (°C) (ICF) (ICF)

Bloco 4 9244 ns 0,18 ns 338 ns 175 ns
Inoculagdo 1 9608 ns 025 ns 000 ns 176 ns
Capacidade devaso 3 301118 *** 79,03 *** 69,24 KRR 411 ***
Hora do dia 3 118557 *** 233498 *** 318 ns 365 NS
Inoc:CapVaso 3 2317 ns 0,29 ns 9,20 ns 36 ns
Inoc:Hora 3 9203 ns 3,09 ns 765 ns 478 ns
CapVaso:Hora 9 35523 ** 12,54 ** 7,62 ns 2,98 ns
Inoc:CapVaso:Hora 9 8835 ns 054 ns 8,26 ns 1,15 ns
Erro 124 11631 0,25 6,78 3,47
Total 159
Média 123,33 32,59 34,43 12’3
C.V.(%) 87,45 1,52 7,57 14’2

ns - ndo significativos (P>0,05); *: significativo a 5% (P<0,05); **: significativo a 1%
(P<0,01); ***: significativo a 0,1% (P<0,001); C.V. - coeficiente de variacéo.

Apéndice 4 - Resumo da analise de variancia da condutancia estomatica (gs),
temperatura foliar (temp. foliar) e contetdo de clorofila a e b das
plantas de milho do hibrido Status. Passo Fundo, 2012, Experimento

2
Quadrado Médio
Causa de variagdo ~ GL gs Temp. Foliar ~ Clorofila a Clorofilab
(mmo m?s™) (°C) (ICF) (ICF)

Bloco 4 43422 ns 0,45 ns 43,10 ns 10,68 ns
Inoculacéo 1 26071 ns 4,52 ns 36,86 ns 1254 ns
Capacidade devaso 3 559463 ** 169,18 ns 1,46 ns 349 ns
Hora do dia 3 686964 ** 530,79 ns 73,90 * 41,05 ***
Inoc:CapVaso 3 38523 ns 1,66 ns 14,37 ns 10,44 ns
Inoc:Hora 3 2392 ns 1,00 ns 3361 ns 10,96 ns
CapVaso:Hora 9 229858 ns 18,63 *** 37,04 ns 11,08 ns
Inoc:CapVaso:Hora 9 40874,8 ns 0,35 ns 23,03 ns 2,95 ns
Erro 124 120817,9 0,04 20,26 4,71
Total 159
Média 243,90 28,58 27,48 10,05
C.V. (%) 142,51 0,68 16,38 21,61

ns - ndo significativos (P>0,05); *: significativo a 5% (P<0,05); **: significativo a 1%
(P<0,01); ***: significativo a 0,1% (P<0,001); C.V. - coeficiente de variacéo.
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Apéndice 5 - Resumo da analise de variancia do contetdo de clorofila total,
fluorescéncia instantanea (Ft), rendimento quéantico (Qy) e relagdo
clorofila a e clorofila b (Clora:Clorb) das plantas de milho do
hibrido Status. Passo Fundo, 2012, Experimento 1

Quadrado Médio

Causa de variacdo cL Clor(():‘gla:)Total Ft Fv’/Fm’  Clora:Clorb
Bloco 4 8,7 ns 210880 ns 0,0030 ns 0,018 ns
Inoculacdo 1 1,74 ns 26343 ns 0,0152 ns 0,040 ns
Capacidade de vaso 3 213,27 *** 1721112 *** (,0326 *** (517 ***
Hora do dia 3 10,17 ns 1906695 *** 6,9623 *** (0,154 ns
Inoc:CapVaso 3 23,49 ns 614266 ns 0,0332 ns 0,034 ns
Inoc:Hora 3 23,66 ns 860610 ns 0,000 ns 0,094 ns
CapVaso:Hora 9 16,67 ns 356431 ns 0,0054 ns 0,065 ns
Inoc:CapVaso:Hora 9 14,89 ns 270239 ns 0,0021 ns 0,021 ns
Erro 124 18,83 185191 0,0029 0,061
Total 159
Média 47,31 3581,36 0,71 2,71
C.V.(%) 9,17 12,02 7,59 9,09

ns - ndo significativos (P>0,05); *: significativo a 5% (P<0,05); **: significativo a 1%
(P<0,01); ***: significativo a 0,1% (P<0,001); C.V. - coeficiente de variacéo.

Apéndice 6 - Resumo da analise de variancia do conteldo de clorofila total,
fluorescéncia instantanea (Ft), rendimento quantico (Fv’/Fm’) e
relacdo clorofila a e clorofila b (Clora:Clorb) das plantas de milho do
hibrido Status. Passo Fundo, 2012, Experimento 2

Quadrado Médio
Causade variagdo  GL. Clorofila Total Ft Fv’/Fm’  Clora:Clorb
(ICF)

Bloco 4 95,79 ns 39929 ns 0,00£1) ns 0299 ns
Inoculacéo 1 92,42 ns 488895 ns 4,6e-4 ns 0,016 ns
Capacidade de vaso 3 220,53 *x 446842 ns 0,002 ns 1,038 **
Hora do dia 3 4,41 ns 4715379 *** 0,003 * 0,520 ns
Inoc:CapVaso 3 48,94 ns 130543 ns 0,001 ns 0,509 ns
Inoc:Hora 3 82,64 ns 437579 ns  59-4 ns 0403 ns
CapVaso:Hora 9 84,25 ns 606730 ns 0,004 *** 0,286 ns
Inoc:CapVaso:Hora 9 37,71 ns 465968 ns 7,le-4 ns 0,193 ns
Erro 124 42,13 339625 9,916 0,200
Total 159

Média 37,53 3668,96 0,74 2,82
C.V.(%) 17,30 15,88 4,26 15,90

ns - ndo significativos (P>0,05); *: significativo a 5% (P<0,05); **: significativo a 1%
(P<0,01); ***: significativo a 0,1% (P<0,001); C.V. - coeficiente de variacéo.
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Apéndice 7 - Resumo da analise de variancia do didmetro do colmo (& colmo),
comprimento da maior raiz e estatura das plantas de milho do hibrido
Status. Passo Fundo, 2012, Experimento 1

Quadrado Médio

Causa de variagdo cL @ Colmo (mm) Comp. Raiz (cm)  Estatura (m)
Bloco 4 64,29 ns 44,08 ns 227,80 ns
Inoculacéo 1 80,71 ns 1226,56 ns 50,29 ns
Capacidade de vaso 3 104,66 ns 112,82 ns 1940,91 ***
Inoc:CapVaso 3 122,46 ns 41,76 ns 284,76 ns
Erro 148 67,47 93,93 113,01
Total 159
Média 15,70 54,23 1,07
C.V.(%) 52,31 17,87 9,97

ns - ndo significativos (P>0,05); *: significativo a 5% (P<0,05); **: significativo a 1%
(P<0,01); ***: significativo a 0,1% (P<0,001); C.V. - coeficiente de variacéo.

Apéndice 8 - Resumo da analise de variancia do diametro do colmo (& colmo),
comprimento da maior raiz e estatura das plantas de milho do hibrido
Status. Passo Fundo, 2012, Experimento 2

Quadrado Médio

Causa de variago cL @ Colmo (mm) Comp. Raiz (cm)  Estatura (m)
Bloco 4 1,266 ns 199,83 ns 0,002 ns
Inoculacéo 1 0,024 ns 0,023 ns 0,003 ns
Capacidade de vaso 3 2,084 ns 137,49 ns 0,078 ***
Inoc:CapVaso 3 0,063 ns 19,21 ns 0,001 ns
Erro 148 2,810 98,74 0,004
Total 159
Meédia 13,54 62,37 0,92
C.V.(%) 12,38 15,93 7,23

ns - ndo significativos (P>0,05); *: significativo a 5% (P<0,05); **: significativo a 1%
(P<0,01); ***: significativo a 0,1% (P<0,001); C.V. - coeficiente de variacéo.
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Apéndice 9 - Resumo da analise de variancia da area foliar unitaria (AFU), area
foliar total (AFT) e relacdo raiz parte aérea (R:PA) das plantas de
milho do hibrido Status. Passo Fundo, 2012, Experimento 1

Quadrado Médio

Causa de variacdo GL AFU AFT RPA
Bloco 4 45471,26 ns 6144148,30 ns 0,0006 ns
Inoculacéo 1 36335,28 ns  5458498,20 ns 0,0315 ns
Capacidade de vaso 3 35959,48 ns 4606236,20 ns 0,0112 ns
Inoc:CapVaso 3 51566,48 ns 7033760,00 ns 0,0065 ns
Erro 148 47120,94 6916115,00 0,0050
Total 159
Média 188,12 2003,75 0,27
C.V.(%) 115,39 131,25 26,11

ns - ndo significativos (P>0,05); *: significativo a 5% (P<0,05); **: significativo a 1%
(P<0,01); ***: significativo a 0,1% (P<0,001); C.V. - coeficiente de variacéo.

Apéndice 10 - Resumo da analise de variancia da area foliar unitaria (AFU), area

foliar total (AFT) e relacdo raiz parte aérea (R:PA) das plantas de
milho do hibrido Status. Passo Fundo, 2012, Experimento 2

Causa de variagdo  GL

Quadrado Médio

AFU AFT R:PA
Bloco 4 444,30 ns 63124,05 ns 0,0010 ns
Inoculagéo 1 112,41 ns 16801,19 ns 0,0077 ns
Capacidade de vaso 3 4700,2 ns 751009,5 ** 0,0178 ns
Inoc:CapVaso 3 875,27 ns 126396,9 ns 0,0157 ns
Erro 148 1786,7 255439,6 0,0142
Total 159
Meédia 65,88 785,91 0,33
C.V.(%) 64,16 64,31 36,08

ns - ndo significativos (P>0,05); *: significativo a 5% (P<0,05); **: significativo a 1%

(P<0,01); ***: significativo a 0,1% (P<0,001); C.V. - coeficiente de variacéo.
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Apéndice 11 - Resumo da analise de variancia massa seca das raizes (MSR), colmo
(MSC), folhas (MSF) e total (MST) das plantas de milho do hibrido
Status. Passo Fundo, 2012, Experimento 1

Causa de variagdo  GL Quadrado Medio

MSR(g) MSC(g)  MSF (g) MST (g)

Bloco 4 0,72 ns 1,09 ns 1,39 ns 7,89 ns
Inoculacéo 1 0,05 ns 0,23 ns 280 ns 2,54 ns
Capacidade devaso 3 4,11 *** Q15 *** 19,70 *** 03,78 ***
Inoc:CapVaso 3 1,43 ns 0,79 ns 3,82 ns 14,68 ns
Erro 148 0,59 0,75 1,79 5,69
Total 159

Média 2,70 3,46 6,66 12,87
C.V.(%) 28,54 25,01 20,10 18,53

ns - ndo significativos (P>0,05); *: significativo a 5% (P<0,05); **: significativo a 1%
(P<0,01); ***: significativo a 0,1% (P<0,001); C.V. - coeficiente de variacéo.

Apéndice 12 - Resumo da analise de variancia massa seca das raizes (MSR), colmo
(MSC), folhas (MSF) e total (MST) das plantas de milho do hibrido
Status. Passo Fundo, 2012, Experimento 2

Quadrado Médio

Causa de variagdo  GL

MSR(g) MSC(g)  MSF (g) MST (g)

Bloco 4 0,35 ns 1,28 ns 0,17 ns 2,59 ns
Inoculacéo 1 0,05 ns 044 ns 279 ns 5,48 ns
Capacidade de vaso 3 4,42 *** Q32 **¥k Q36 *r* 57,99 ***
Inoc:CapVaso 3 0,86 ns 0,09 ns 0,3 ns 2,21 ns
Erro 148 0,38 0,86 1,46 4,53
Total 159

Meédia 2,76 3,33 5,65 11,78
C.V.(%) 22,36 27,83 21,38 18,05

ns - ndo significativos (P>0,05); *: significativo a 5% (P<0,05); **: significativo a 1%
(P<0,01); ***: significativo a 0,1% (P<0,001); C.V. - coeficiente de variacéo.
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Apéndice 13 - Temperatura média no interior da casa de vegetacdo, durante os dois
periodos experimentais, com relagdo a hora do dia em cada dia de
avaliacdo: (A) 06/02/12 (Exp. 1) e 30/03/12 (Exp. 2); (B) 07/02/12
(Exp. 1) e 31/03/12 (Exp. 2); (C) 08/02/12 (Exp. 1) e 01/04/12 (Exp.
2); (D) 09/02/12 (Exp. 1) e 02/04/12 (Exp. 2). Passo Fundo, 2012
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Apéndice 14 - Temperatura média do solo, durante os dois periodos experimentais,
com relacdo a hora do dia em cada dia de avaliacdo: (A) 06/02/12
(Exp. 1) e 30/03/12 (Exp. 2); (B) 07/02/12 (Exp. 1) e 31/03/12 (Exp.
2); (C) 08/02/12 (Exp. 1) e 01/04/12 (Exp. 2); (D) 09/02/12 (Exp. 1)
e 02/04/12 (Exp. 2). Passo Fundo, 2012
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Apéndice 15 - Radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA) média da casa de

RFA (umol m-2)

RFA (umol m2)
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vegetacdo, com relacdo a hora do dia em cada dia de avaliacdo: (A)
06/02/12 (Exp. 1) e 30/03/12 (Exp. 2); (B) 07/02/12 (Exp. 1) e
31/03/12 (Exp. 2); (C) 08/02/12 (Exp. 1) e 01/04/12 (Exp. 2); (D)
09/02/12 (Exp. 1) e 02/04/12 (Exp. 2). Passo Fundo, 2012
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Apéndice 16 - Temperatura média do ar, durante os dois periodos

Temperatura média do ar (°C)

experimentais, com relacdo a capacidade de vaso de
cada dia de avaliacdo: (100%) 06/02/12 (Exp. 1) e
30/03/12 (Exp. 2); (95%) 07/02/12 (Exp. 1) e
31/03/12 (Exp. 2); (90%) 08/02/12 (Exp. 1) e
01/04/12 (Exp. 2); (85%) 09/02/12 (Exp. 1) e
02/04/12 (Exp. 2). Fonte: INMET. Passo Fundo,
2012
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