REVISTA CIENTIFICA ELETRONICA DE AGRONOMIA — ISSN: 1677-0293

Numero 31 —Junho de 2017 — Periédico Semestral

INOCULACAO DE ESTIRPES DE Azospirillum brasilense
ASSOCIADO A FERTILIZACAO NITROGENADA NA CULTURA
DO MILHO

Leonardo Costa Pereira!, Marcelo de Lelis Tozoni?

RESUMO

Sdo muitos beneficios relacionados e espécie Azospirilum brasilense na agricultura,
promovendo ganhos de rendimento em importantes culturas nas mais variadas
condicdes de clima e solo. Além de auxiliar na fixagao bioldgica de nitrogénio, auxilia
também no aumento de superficie de absorc¢do de raizes da planta e consequentemente
no aumento do volume de solo explorado. Sendo o nitrogénio um dos principais
nutrientes para aumento de resposta em graos de milho e influenciador na qualidade de
graos, aumentando sua produtividade. Diante disto o objetivo deste trabalho foi avaliar
a contribui¢do da inoculacdo da bactéria Azospirilum associado a diferentes doses de
nitrogénio (N) no rendimento de graos, no peso de 100 graos e no fator econdmico para
a cultura do milho. O experimento foi conduzido em Nova Fitima, Parand, na safrinha
2017, com delineamento de blocos ao acaso, com 4 tratamentos e 5 repeti¢des, sendo os
tratamentos: TO - sem inoculag¢do e com aplicacdo de nitrogénio somente semeadura de
base; T1 - inoculagdo na semente e na folha em V3, sem adubagdo com nitrogénio; T2
inoculacdo na semente e aplicacdo de 150 kg ha de nitrogénio; T3 — inoculacdo na
semente e aplicagdo de 200 kg ha' de nitrogénio. Concluiu-se que a inoculagdo com
Azospirilum, das estirpes AbvS e Abv6 independente do modo de aplicagdo, via
semente ou folha teve resultados positivos ao rendimento de graos e componentes do

rendimento do hibrido de milho AG9000.
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There are many benefits related and species Azospirilum brasilense in agriculture,
promoting yield gains in important crops in the most varied climate and soil conditions.
In addition to assisting in the biological fixation of nitrogen, it also assists in the
increase of the root absorption surface of the plant and consequently in the increase of
the volume of explored soil. Nitrogen is one of the main nutrients to increase response
in corn grains and influences grain quality, increasing its productivity. The objective of
this work was to evaluate the contribution of the inoculation of the Azospirilum
bacterium associated to different nitrogen (N) rates on grain yield, weight of 100 grains
and the economic factor for maize crop. The experiment was conducted in Nova Fatima,
Parand, in the season 2017, with a randomized block design, with 4 treatments and 5
replicates, being the treatments: TO - without inoculation and with nitrogen application
only basal sowing; T1 - inoculation in seed and leaf in V3, without fertilization with
nitrogen; T2 inoculation in the seed and application of 150 kg ha-1 of nitrogen; T3 -
inoculation in the seed and application of 200 kg ha-1 of nitrogen. It was concluded that
inoculation with Azospirilum of AbvS and Abv6 strains independent of the mode of
application via seed or leaf had positive results on grain yield and components of

AG9000 corn hybrid yield.

Keywords: Nitrogen fertilizer, biological nitrogen fixation, productivity, Zea mays L

1 INTRODUCAO

A importancia da cultura do milho no Brasil se d4 no &mbito social, econdmico e
cultural (FANCELLI; DOURADO-NETO, 2000). Fatores ambientais, como baixa
fertilidade dos solos, que, em sua maioria, apresentam deficiéncia de nitrogénio,
limitam o desenvolvimento da cultura. De acordo com Fancelli (2003), a deficiéncia
relacionada ao nitrogénio pode reduzir o rendimento em graos entre 14 e 80%.

Levando em consideracdo o alto custo econdmico e ambiental do processo
industrial de fixacdo do nitrogénio juntamente com o aumento da demanda por
alimento, é necessdria a incorporacdo de novas préticas tecnoldgicas que visem a
racionalizacdo do uso de fertilizantes nitrogenados. Uma das alternativas € o uso dos

beneficios proporcionados pela associagdao entre bactérias diazotréficas (fixadoras de

nitrogé€nio) e culturas de grande interesse econdmico, como o milho, uma vez que essas
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bactérias tem a capacidade de promover o crescimento vegetal e gerar aumentos no
desenvolvimento e na produtividade destas culturas (BALDANTI et al., 1997).

As bactérias promotoras de crescimento em plantas, colonizam a superficie das
raizes, rizosfera, filosfera e tecidos internos das plantas (KLOEPPER et al., 1989;
HUERGO et al., 2008), estimulando de diversas maneiras o crescimento vegetal, sendo
as mais relevantes na fixacdo de nitrogénio (HUERGO et al., 2008); amplificacdo da
atividade da enzima redutase do nitrato (CASSAN et al., 2008a; CASSAN et al.,
2008b); producdao de hormdnios como auxina, etileno (STRZELCZYK et al., 1994),
citocinina (TIEN et al., 1979), giberilina (BOTTINI et al., 1989), e outras moléculas
(PERRIG et al., 2007), bem como solubilizacido de fosfato (RODRIGUEZ et al., 2004)
e atuacdo como controle bioldgico de patégenos (CORREA et al., 2008). Acredita-se
que as bactérias promotoras de crescimento em plantas beneficiam o crescimento das
plantas pela combinacao destes mecanismos (DOBBELAERE et al., 2003).

As bactérias de vida livre promotoras de crescimento em plantas abrangem o
género Azospirillum, que € encontrado em grande parte da superficie terrestre, podendo
ser endofiticas facultativas (HUERGO et al., 2008).

Em 1978, Beijerinck descreveu duas espécies, Azospirillum lipoferum e
Azospirillum brasilense (TARRAND et al., 1978); hoje estdo descritas 14 espécies no
género (HUNGRIA et al., 2010). O interesse se da pela capacidade que o género
Azospirillum tem em estimular o crescimento e a produtividade de vdrias espécies de
plantas, sendo muitas delas com grande relevancia agrondmica e ecolégica (BASHAN
et al., 2004).

Segundo Barassi et al. (2008) citam que a inoculacdo com Azospirillum
brasilense, beneficia os parametros fotossintéticos (teores de clorofila; condutancia
estomadtica), maiores teores de prolina, de dgua do apoplasto, bem como melhoria no
potencial hidrico, maior elasticidade da parede celular, maior producdo de biomassa e
maior altura de plantas. Bashan et al. (2006) observaram um aumento de pigmentos
fotossintéticos (clorofila a; clorofila b), e pigmentos fotoprotetivos auxiliares (xantinas,
luteina e beta-caroteno) que sucederiam em plantas com auséncia de estresse hidrico e
mais verdes.

Para atingir altos rendimentos nos cultivos de cereais, como do milho, é
fundamental o uso de grandes quantidades de fertilizantes, principalmente nitrogenados.
Segundo Boddey; Dobereiner (1995) as bactérias do género Azospirillum associadas a

rizosfera das plantas contribuem com a nutricdo de nitrogénio das mesmas. A
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otimizacdo dessa possivel simbiose entre Azospirillum e milho pode resultar em
incrementos de produtividade e em diminui¢do dos custos de producio, pela redugdo do
uso de adubos nitrogenados (OKON; VANDERLEYDEN, 1997) o mais utilizado na
cultura do milho.

Estes estudos resultaram na autorizacdo pelo MAPA das estirpes de A.
brasilense Ab-V4, Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 para a producio de inoculantes para
gramineas. Foram observados incrementos no rendimento de graos de milho de 662 a
823 kg ha‘l, ou seja, 24% a 30% em relagdo ao controle nao inoculado (EMBRAPA,
2011).

Diante destes fatos, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da
inoculagio do produto comercial Masterfix® Gramineas a base da
bactéria Azospirillum brasilense na presenca e auséncia de adubacdo nitrogenada e

reducgdo da dose de nitrogénio por cobertura.

2. DESENVOLVIMENTO
2.1 Material e métodos

O experimento foi conduzido a campo, em um solo classificado como Latossolo
Vermelho Eutréfico (EMBRAPA, 2013), no Municipio de Nova Fatima, Paran4, situada
nas coordenadas geogréficas 23° 26’ 47’ de Latitude Sul e 50° 36’ 30°" de Longitude
Oeste, com altitude de 650 metros. O clima da regidao é classificado com Cfa,
subtropical com temperaturas médias, no inverno de 18°C com verdo quente e poucas
possibilidades de geadas, permitindo duas safras por ano, (GOLLFARI et al., 1978) e a
precipitacdo média anual € de 1306 mm.

As caracteristicas quimicas do solo foram avaliadas antes da instalacdo do
experimento e obtiveram-se os seguintes resultados: P: 8,18 mg dm™ de P, M.O.: 25,22
g dm3, K:0,53; Ca: 11,64; Mg: 1,96; H+Al: 4,61; Al:0,00; SB:14,13; CTC18,74 cmol
dm™ saturacdo de bases (V%): 75%. A érea vem sendo cultivada em sistema plantio
direto, ha 14 anos.

O teste foi por delineamento experimental de blocos ao acaso com cinco
repeticoes, sendo os tratamentos: TO - sem inoculagdo e com aplicacdo de nitrogénio
somente semeadura de base; T1 - inoculagdo na semente e na folha em estadio V3, sem
adubacdo com nitrogénio; T2 - inoculacdo na semente e aplicacio de 150 kg ha™ de
nitrogénio; T3 — inoculacdo na semente e aplicacdo de 200 kg ha™' de nitrogénio. Para o

fornecimento de nitrogénio em cobertura foi utilizado o fertilizante ureia (45% de N),
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aplicada em cobertura a lanco no estddio V4, antes de chuva de 19 mm, o que ocorreu
30 dias depois da emergéncia. As parcelas apresentaram 6x6m, sendo considerados
como drea util os 2 metros quadrados centrais.

Foi utilizado o hibrido de milho AG 9000 VT PRO3 (hibrido simples,
superprecoce, grao duro, amarelo, transgénico) da empresa Agroceres Monsanto®,
escolhido em funcdo de ocupar dreas comerciais na regido, € oportuno para testar a
especificidade das estirpes constituintes do inoculante.

A adubacdo de semeadura foi correspondente a 40 kg ha” de N 70 kg ha™' de
P,0s e 70 kg ha” de K,0. O controle de plantas daninhas foi realizado com aplicacdes
de herbicidas em pds-emergéncia, foi utilizado Atrazina®, seletivo e de a¢do sistémica,
na dose de 6 L ha™'. Para a aplicacdo de inseticida utilizou-se o0 BELT® produto de
contato na dose de 0,15 L ha'leo Connect®, produto sistémico na dose de 0,75 L hal.
Nao foi necessario o uso de fungicida.

O inoculante liquido utilizado foi o Masterfix® Gramineas a base de
Azospirillum brasilense das estirpes AbvS e Abv6, da empresa Stoller. Para a
inoculag@o nas sementes aplicou-se a dose recomendada para a cultura do milho de 100
ml ha™'. O processo de inoculacdo foi realizado imediatamente antes da semeadura,
sendo o inoculante adicionado em conjunto com 5 1 de dgua para uniformizar a
inoculacdo. A pulverizacdo na fase inicial V3, recomendada pelo fabricante, foi
realizada via foliar somente no T1 (dose 200 ml ha'l), utilizando do mesmo produto
com um volume de calda de 100 L ha™.

Foi avaliada a produtividade dos tratamentos e massa de 100 graos, além dos
aspectos econdmicos. A colheita foi realizada manualmente quando os grdos
apresentavam em torno de 24% de umidade. Ap6s a colheita, o milho foi trilhado para
obtencdo da massa de grios por parcela (2 m?), em seguida os tratamentos foram
pesados e os resultados transformados em kg ha'. Também foi realizada a determinagdo
da massa de 100 graos. A umidade dos graos de cada parcela foi corrigida para 13%.

Aos resultados finais foram aplicados testes estatisticos para analisar a variancia,

e posteriormente foi realizado o teste Tukey a 5%, para comparacao de médias.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
A partir dos resultados da Tabela 1, foi observado efeito positivo tanto
das doses de nitrogénio quanto da inoculacdo de Azospirillum via semente e foliar sobre

a produtividade do milho na safrinha 2017. Analisando os resultados foi possivel
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verificar que os tratamentos T3; T1 e T2 apresentaram resultados semelhantes

estatisticamente, diferindo do tratamento TO.

Tabela 1. Produtividade Kg/ha' do milho Hibrido AG 9000
VTPROZ3, safrinha 2017, Nova Fatima, PR.

TRATAMENTOS Médias signif. Kg/
ha™!
TO0 TESTEMUNHA 3.587,45b
T1 INOCULADO + V3 5.470,33 a
T2 IS+ 150 kg/ha-1 5.470,14 a
T3 IS + 200 Kg/ ha-1 6.090,31 a

OBS: letras iguais indicam que, no nivel 5% de significancia,
nao ha diferencas entre as médias.

Os resultados (Tabela 1) demonstram que existe interacdo entre o hibrido e as
estirpes de Azospirillum utilizadas, além de demonstrar o efeito de inoculacdes
realizadas via foliar/solo. A inoculagdo apresentou bons resultados, com niveis
proximos a maior adubacdo de cobertura de 200 kg ha™' e resultado maior que o

tratamento T2 com 150 kg ha™ .

Tabela 2. Massa de 100 graos de milho
Hibrido AG 9000, safrinha 2017, Nova Fatima,
PR.

TRATAMENTOS Médias signif. g
TO0 TESTEMUNHA 33,74g ¢
T1 INOCULADO + V3  35,59g be
T2 IS+ 150 kg/ha-1 39,18g ab
T3 IS + 200 Kg/ ha-1 39,73g a

OBS: letras iguais indicam que, no nivel 5% de significancia, ndo ha diferencas

entre as médias.
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Na tabela 2 € possivel verificar que a aplicagdo de N aumentou a massa de 100
graos. Fica evidente que a adubacdo nitrogenada aumenta a massa de 100 graos.

Atualmente a ureia € o adubo nitrogenado mais utilizado, e o seu valor de
mercado esta em torno de R$ 1.224,00 a tonelada (preco médio), sem a taxa de frete. No
tratamento T3 foram utilizados 200 kg ha™' de N de ureia equivalente a R$ 244.,8 por ha”
' J4 no tratamento T1 se utilizou apenas 300 ml ha' do inoculante Masterfix
gramineas®, com valor de mercado em média de 1,5 L por R$ 150,00.

Considerando o pre¢o médio da saca de milho em R$ 22,00, e comparando a
produtividade superior de 10,33 sacas do tratamento equivalente a aproximadamente R$
227,26 em relagdo ao tratamento T1, em que somente foi gasto R$ 30,00 por hectare, é
possivel estimar uma economia de aproximadamente R$ 77,26 por hectare ao optar pelo
tratamento T1. Mesmo verificando que o T1 foi menos produtivo que o T3, o seu custo

de producao foi inferior, proporcionando ao produtor maior rentabilidade.

Segundo Cavallet et al. (2000), em experimentos realizados no Parand, quando
se inocula sementes com Azospirillum associado a adubag¢des de cobertura, pode-se
proporcionar em algumas variedades de milho, um aumento de 17% na produgdo em kg
ha'. Segundo Campos et al. (2000), a inoculacdo de Azospirillum em sementes ndo é
eficiente se ndo houver estirpes adaptadas para cada regido em termos de clima,
sistemas de manejo e cultivares, por ndo incrementar o rendimento de graos.

Outro fator de importancia para o sucesso da inoculagdo com Azospirillum é a
escolha da estirpe bacteriana, pois hd uma afinidade entre estirpes e espécies de plantas,
até mesmo de cultivares (PENOT et al. 1992 apud HUNGRIA el al.,2010). Porém,
outros autores ndao concordam e mostram que ao contrdrio, ndo ha preferéncia das
estirpes de Azospirillum por algumas espécies de plantas especificas, pois Azospirillum
€ um colonizador geral de raizes e ndo uma bactéria especifica (BASHAN, HOLGUIN,
1997).

O hibrido P30F53 HX inoculado com A. brasilense produziu 58 kg ha™' a mais
de que outros seis hibridos nao inoculados ou inoculados com a bactéria Azospirillum na
regido de Guarapuava, PR, porém ndo houve diferencas estatisticas da testemunha, do
mesmo modo que em resposta a inoculacdo outros hibridos foram melhores
(KAMINSKI et al., 2011). Porém, quando foi realizada a inoculagdo sem aplicacdo de

N na base, o P30F53 HX, houve economia de nitrogénio de até 95 kg ha'l, verificando
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um incremento significativo de 14,98% na produtividade (SANDINI &
NOVAKOWISKI 2011).

Segundo Bartchen et al. (2010), mesmo a testemunha apresentando menor
incremento de produtividade comparado ao milho inoculado com Azospirillum, nao
proporciona valores maiores quando o nitrogénio € aplicado em cobertura. Outros
autores afirmam que o fato da inoculacdo com Azospirillum ndo apresentar resultados
significativos estatisticamente, € que estd relacionado aos nimeros de fatores que
influenciam o processo de interagdo entre planta e bactéria, sendo os principais as
condi¢des edafoclimdticas, escolha da estirpe, interacdo entre a planta e a bactéria
(QUADROS, 2009).

Segundo FERREIRA et al., (1997), folhas bem nutridas de nitrogénio tem a
maior capacidade de assimilar CO; e assimilar carboidratos durante a sua fotossintese,
fator que resulta em maior acimulo de biomassa e rendimento de grios. JORDAO et al.
(2010), também observou significativas diferencas entre tratamentos em relagdo ao teor
de clorofila nas folhas de milho, pois concluiu que as médias de clorofila total dos
tratamentos que receberam inoculacdo com Azospirillum foram maiores do que os
tratamentos ndo inoculados.

Hé4 resultados positivos e negativos quanto ao uso da inoculagdo com
Azospirillum, porém estudos mostram que a utilizacdo da bactéria isolada ndo teve
efeito no rendimento de matéria seca, mas quando houve combinagdo com nitrogénio a
producdo de matéria seca aumentou significativamente (BASHAN, HOLGUIN, 1997).
Segundo GARCfA, OLIVARES et al. (2006), testando diversas estirpes de
Azospirilllum, observaram um incremento na biomassa de grios, devido as condicdes
climéticas favordveis durante a colonizacdo das estirpes, a inconsisténcia de resultados
se deve a diversos fatores que sao dificeis de identificar.

A 1noculacdo desta bactéria pode ser realizada de forma sé6lida como turfa ou na
forma liquida. Tomando cuidado para que ndo seja deixado ao sol e também ndo seja
aplicada junto com agroquimicos, uma vez que sdo microrganismos vivos (HUNGRIA
et al., 2010). A inoculagdo geralmente € feita via sementes, pelo fato do indispenséavel
tratamento de sementes e da comodidade quando este € feito industrialmente. A
inoculagdo via sulco de semeadura vem sendo pesquisada como uma forma de evitar a
toxidez dos produtos utilizados no tratamento de sementes sobre a bactéria, uma vez que
alguns produtos quimicos podem danificar o flagelo usado pela Azospirillum brasilense

na associacdo com a planta (CROES et al., 1993). Um estudo realizado por BASI et al.
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(2011) mostraram que a inoculacdo via sulco ndo diferiu da realizada nas sementes, a
aplicacdo de Azospirillum brasilense (Abv5 e Abv6) continuou aumentando a

produtividade do milho.

3 CONCLUSAO

Com base nos experimentos realizados a campo, pode-se concluir que a
inoculacdo de Azospirillum, em sementes influencia positivamente o rendimento da
produtividade e aumento da massa de graos de milho do hibrido de milho AG9000 VT
PRO3.

A inoculacido de Azospirillum gera mais lucro devido a diminui¢do dos custos

com fertilizantes nitrogenados, também houve uma semelhanga estatistica entre o T1 e

7z

T3, evidenciando que a inoculacdo é eficiente, porém a adubacdo nitrogenada em

z

cobertura € ainda o indicado a ser feito, mas a inoculacdo € um incremento que o
produtor rural pode estar incorporando para novas praticas tecnoldgicas que visem a

racionalizacao do uso de fertilizantes nitrogenados.
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