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RESUMO

Tania Maria Miiller. Inoculacdo de Azospirillum brasilense Associada a Niveis Crescentes de

Adubacéo Nitrogenada e Uso de Bioestimulante Vegetal na Cultura do Milho

Com o objetivo avaliar a eficiéncia da inoculagdo com Azospirillum brasilense, aplicado no
sulco de semeadura e no tratamento de sementes, associada a cinco niveis de adubacao
nitrogenada com e sem o emprego de bioestimulante vegetal, aplicado via foliar na cultura do
milho, foram realizados trés experimentos na Fazenda Galo-Vermelho, no municipio de
Guarapuava, PR, no ano agricola de 2011. O experimento | foi composto por 6 tratamentos
(A. brasilense x bioestimulante) e 20 repeti¢bes; o experimento Il com 15 tratamentos (A.
brasilense x adubacdo nitrogenada) e 8 repeticbes e o experimento Il com 10 tratamentos
(bioestimulante x adubacdo nitrogenada) e 12 repeticdes, utilizando-se o delineamento
experimental blocos ao acaso. Os tratamentos com inoculacdo de A. brasilense foram
realizados no tratamento de sementes (100 ml ha™), sulco de semeadura (300 ml ha?) e
controle; foram avaliadas cinco doses de nitrogénio (N) (0; 75; 150; 225 e 300 kg ha™ de N)
com ou sem aplicacdo do bioestimulante vegetal, via foliar (250 ml ha™) no estadio V4.
Avaliaram-se do milho o teor de clorofila, indice de &rea foliar, folhas senescentes no
florescimento, total de folhas, teor de N foliar, altura de planta, altura de insergéo da espiga,
populacdo de plantas, indice de espigamento, rendimento de grdos, massa de mil graos, grao
ardido, namero de fileiras por espiga, numero de grdos por fileira e nUmero de grdos por
espiga. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, as médias foram
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade e para as doses de N utilizou-se
regressdo. Com os resultados obtidos, observou-se que a inoculacdo com A. brasilense
promoveu incremento na altura de planta, insercdo de espiga e rendimento de grdos. O
bioestimulante limitou o rendimento e massa de mil grdos. O N influenciou, positivamente, as
variaveis analisadas de acordo com os niveis de N aplicados, obtendo-se a méaxima eficiéncia
técnica na dose de 210 kg ha™ de N. Concluindo-se que as doses de N e a inoculacéo com A.
brasilense promoveram incremento, significativo, no rendimento de gréos, contudo a
aplicacdo de bioestimulante vegetal via foliar no estddio V4, comprometeu o rendimento
devido a sua aplicacéo.

Palavras-Chave: bactérias diazotréficas, fixacdo bioldgica de nitrogénio, hormonios
vegetais, Zea mays L..



ABSTRACT

Tania Maria Muller. Inoculation of Azospirillum brasilense Associated with Increasing Doses

of Nitrogen Fertilization and Use of Biostimulant in Corn Crop

Three experiments were carried out in Guarapuava, Parana, Brazil in 2011 with
objective of evaluating the effect of inoculation with Azospirillum brasilense and different
doses of nitrogen fertilization and use of biostimulant in corn crop. The experimental design
was complete randomized blocks. The first experiment had six treatments (A. brasilense x
biostimulant) with twenty replications; the second experiment had fifteen treatments (A.
brasilense x nitrogen fertilization) with eight replications; and, the third experiment had ten
treatments (biostimulant x nitrogen fertilization) with twelve replications. The treatments with
inoculation were performed in seed treatment, seeding furrow and control (no inoculation).
Five doses of nitrogen (N) were evaluated (0, 75, 150, 225 and 300 kg ha™ of N ha™) and the
presence or absence of biostimulant application at V4 growth stage. Chlorophyll content, leaf
area index, senescent leaves at flowering, total number of leaves, foliar nitrogen content, plant
height, leaf insertion height, plant population, leaf index, yield, thousand grain mass, damaged
kernels, number of rows per leaf, number of kernels per row and number of kernels per leaf
were the characteristics evaluated. The inoculation of A. brasilense in seed treatment and
seeding furrow provided increase in the agronomic characteristics evaluated. However, the
biostimulant limited the crop yield. There was quadratic response in corn yield with increase
of nitrogen doses and the maximum yield was obtained with 210 kg ha™ of N. Therefore, it
was concluded that nitrogen doses and inoculation of A. brasilense provided increase in yield.
Since the biostimulant application at V4 growing stage jeopardized the corn yield in this
study, it would not be a recommended technology; nevertheless, it is recommendable to

perform more experiments on this technology.

Keywords: Zea mays L., biological nitrogen fixation, diazotrophic organisms, plant

hormones.



1. INTRODUCAO GERAL

Com o aumento da demanda mundial e sua valorizacdo, a cultura do milho passou por
importantes avancos nos diversos campos da ciéncia agrondmica, com destaque para 0S
estudos relacionados a ecologia, fisiologia e nutrigdo proporcionando melhor compreensao de
suas relagdes com o ambiente de producdo. Estas interagdes mostram-se fundamentais para a
previsdo do comportamento da planta e da manifestacdo de seu potencial produtivo
(FANCELLI, 2010).

Neste contexto, dentre os nutrientes exigidos pela planta, 0 N € o que mais onera o
custo da producéo. A cultura do milho exporta grandes quantidades de nitrogénio do solo, por
isso, requer maior uso de adubacao nitrogenada, sendo recomendado o seu parcelamento, para
maior eficiéncia de utilizacdo. A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) aparece como
alternativa de acentuada importancia no suprimento de nitrogénio necessario a cultura. Assim,
as pesquisas sobre a associacdo de bactérias diazotréficas com gramineas tém avancado para o
conhecimento das interacGes entre o genotipo da planta e a seletividade da populacao
microbiana do sistema solo/planta.

As bactérias do género Azospirillum sdo comumente encontradas habitando raizes de
gramineas. O Azospirillum spp. colabora para a nutri¢do da planta, seja através do processo de
FBN ou da producdo de hormbnios vegetais, que atuam no aumento do sistema radicular das
plantas. A inoculacdo com Azospirillum modifica a morfologia do sistema radicular pela
producdo de substancias promotoras de crescimento, aumentando ndo apenas o nuimero de
radicelas, mas também o didmetro das raizes laterais e adventicias, ampliando assim, o
volume de solo explorado e promovendo, consequentemente, ganhos em rendimento OKON
& VANDERLEYDEN (1997).

Aliado a isso, avaliagbes da possibilidade de emprego de bioestimulantes como
técnica agrondmica tém sido estudadas para otimizar as produgdes em diversas culturas. Os
bioestimulantes sdo compostos que provocam alteragbes nos processos fisioldgicos e
estruturais com a finalidade de auxiliar no incremento do rendimento de grdos e melhorar a
qualidade sob as mais diversas condi¢fes ambientais. Os bioestimulantes podem ser aplicados
via tratamento de sementes, aplicacéo foliar ou em frutos.

Deste modo, o presente estudo propde avaliar a eficiéncia da inoculacdo de



Azospirillum brasilense associada a niveis de adubacdo nitrogenada e o emprego de
bioestimulante vegetal, avaliando-se a eficiéncia destas tecnologias, componentes de
rendimento e, consequentemente, mensurar o incremento de rendimento de grédos da cultura
do milho, na regido centro-sul do Parana.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficiéncia da inoculacdo com Azospirillum
brasilense, aplicado no sulco de semeadura e no tratamento de sementes, associada a cinco
niveis de adubacdo nitrogenada com e sem o emprego de bioestimulante vegetal, aplicado via

foliar na cultura do milho, na regido centro-sul do Parana.

2.2 Objetivos especificos

1) Avaliar a eficiéncia das tecnologias de inoculagdo de Azospirillum brasilense e da
aplicacdo de bioestimulante vegetal, bem como, avaliar a associagdo entre eles, a fim
de maximizar os rendimentos da cultura do milho;

2) Analisar os componentes de rendimento em funcdo da aplicacéo das cinco doses de N;

3) Mensurar o rendimento de grdos com a associacdo ou nao de Azospirillum brasilense e
adubacdo nitrogenada;

4) Avaliar a dose de N mais eficiente para o rendimento de milho e

5) Aferir a eficiéncia da associagdo do bioestimulante e das doses de N sobre o

rendimento de grdos.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Caracteristicas para o desempenho da cultura do milho

Com o aumento gradativo do nivel tecnolégico da producdo de milho deve-se entender
a importancia e as fases criticas desta cultura, podendo-se planejar a melhor época de
semeadura para os diferentes tipos de hibridos, assim como suas necessidades, maximizando
o0 potencial produtivo (FANCELLI e DOURADO NETO, 2004).

O conhecimento da influéncia de fatores ambientais que determinam o desempenho da
planta podera contribuir de forma decisiva para a minimizacdo de estresses (FANCELLI,
2000). Para a cultura do milho, as temperaturas situadas entre 25° e 30°C oferecem as
melhores condic¢Bes para o inicio do processo de germinagdo das sementes e emergéncia das
plantulas. No periodo de florescimento e maturacdo, temperaturas médias diérias superiores a
26°C podem promover a aceleracdo dessas fases, da mesma forma que temperaturas inferiores
a 15,5°C podem, prontamente, retarda-las (BERGER,1962 citado por FANCELLI, 2000).
Resultados experimentais relatam que a cada grau de temperatura média diaria superior a
21,1°C, nos primeiros 50-60 dias apds a semeadura, antecipa o florescimento em dois a trés
dias (FANCELLI, 2000).

A agua é um dos elementos mais importantes devido a necessidade do suprimento
hidrico para o desenvolvimento da cultura decorrente das fungdes que ela desempenha na
fisiologia da planta, sendo, praticamente, que todos 0s processos metabdlicos sao
influenciados por ela. Assim, deficiéncias hidricas iniciais podem afetar o processo
germinativo comprometendo o estabelecimento da cultura, deficiéncias posteriores podem
paralisar o crescimento e retardar o desenvolvimento reprodutivo das plantas. A exigéncia
minima da cultura é de 350-550 mm de precipitacdo para produzir satisfatoriamente. O
estresse hidrico pode ocasionar a reducdo no vigor vegetativo e na altura da planta, bem
como, na producéo e fertilidade do pélen, além de alterar o sincronismo de florescimento das
inflorescéncias masculinas e femininas e, ainda, se ocorrer entre os estadios de 4 e 12 folhas
pode reduzir sensivelmente o tamanho da espiga e, consequentemente, o rendimento de graos
de gréos (FANCELLI e DOURADO NETO, 2004).



Para o eficiente manejo de irrigacdo, de nutrientes e de outras préaticas culturais é de
fundamental importancia o conhecimento das diferentes fases de crescimento do milho com
suas diferentes demandas. Portanto, é importante enfatizar os diversos estadios de crescimento
da planta de milho, desde a sua emergéncia até a maturidade fisiologica (MAGALHAES et
al., 2002).

De forma geral, o ciclo da cultura do milho compreende as seguintes etapas de
desenvolvimento:

- germinacdo e emergéncia: periodo compreendido desde a semeadura até o efetivo
aparecimento da pléantula, o qual em funcdo da temperatura e umidade pode apresentar 12 dias
de duracéo;

- crescimento vegetativo: periodo compreendido entre a emissdo da segunda folha e o
inicio do florescimento; esta etapa possui extensdo variavel;

- florescimento: periodo compreendido entre o inicio da polinizacdo e o inicio da
frutificagéo, cuja duracdo raramente ultrapassalO dias;

- frutificacdo: periodo compreendido desde a fecundacgédo até o enchimento completo
de gréos, sendo sua duracao estimada entre 40 e 60 dias e

- maturidade: periodo compreendido entre o final da frutificacdo e o aparecimento da
“camada negra”, sendo este relativamente curto e indicativo do final do ciclo de vida da
planta (FANCELLI e DOURADO NETO, 2004).

Para o milho, o potencial de producéo é definido precocemente por ocasido da emissdo
da 4° folha, podendo se estender até a 6° folha, principalmente, em funcdo da natureza dos
genotipos utilizados. A referida etapa é denominada de diferenciacdo floral, a qual também
coincide com o término da fase de diferenciacdo das folhas. Portanto, nessa etapa ja estara
definida a area foliar potencial que a planta devera apresentar. Da mesma forma, a
confirmacdo do ndmero de fileiras (ovarios) da espiga ocorrera entre o periodo
correspondente a emissdo da 7% e 9* folha completamente expandida, devido as
transformacdes ocorridas na gema axilar que dara origem a espiga (FANCELLI, 2000).

A correta adubacdo, associada a correta época de semeadura e escolha de hibrido, sdo
fatores importantes de producdo para definir se a demanda da planta pode ser alcancada o
mais proximo possivel de seu potencial genético, com a finalidade de elevar ao maximo a
rendimento de grédos (FANCELLI e DOURADO NETO, 2004).



A rendimento de gréos de grdos de milho é determinada pela densidade de plantas,
prolificidade ou nimero de espigas por planta, namero médio de fileiras de gréos por espiga,
numero médio de grdos por fileira e massa média de grdo. A densidade de plantas deve ser
estabelecida de acordo com as caracteristicas morfofisioldgicas dos gendtipos, época de
semeadura e nivel de manejo adotado na lavoura. Os componentes de rendimento de gréos de
milho s&o definidos durante o desenvolvimento da planta (NEL e SMITH, 1978 apud
BALBINOT et al., 2005).

Dentre os nutrientes mais requeridos pela cultura esta o N, que é importante no estadio
inicial de desenvolvimento da planta (segunda semana apds a emergéncia), quando esta esta
com quatro folhas totalmente expandidas. E nesta fase que o sistema radicular em
desenvolvimento, ja mostra consideravel porcentagem de pelos absorventes e ramificacdes
diferenciadas e a adicdo de N estimula sua proliferacdo com, consequente, desenvolvimento
da parte aérea. Também neste estadio tem inicio o processo de diferenciagdo floral, o qual
origina os primordios da panicula e espiga, bem como, define o potencial de producéo. Isso
implica na necessidade da disponibilidade de,neste estadio, pelo menos, 30 kg ha™ de N de
forma a nédo limitar esse evento fisiologico (IOWA STATE UNIVERSITY, 1993; citado por
FANCELLLI, 1997).

Dessa forma, exigéncias de nitrogénio pelo milho variam consideravelmente com os
diferentes estadios de desenvolvimento da planta, sendo minimas nos estadios iniciais,
aumentando com a elevacdo da taxa de crescimento e alcancando o pico durante o

florescimento até o inicio de formacdo de grdos (ARNON, 1975).

3.2 Influéncias do N no desenvolvimento e rendimento de graos da cultura do milho

O N possui papel fundamental no metabolismo vegetal por participar da biossintese de
proteinas e clorofilas (ANDRADE et al., 2003) por estar presente nos aminoacidos, proteinas,
DNA, RNA e outras estruturas celulares. O estudo da sua dindmica em ecossistemas
agricolas tem despertado crescente interesse devido ao aumento na demanda por alimentos.
Por ser um elemento muito dindmico no solo e sujeito a grandes perdas, principalmente na

forma gasosa, torna-se essencial o seu manejo eficiente (YAMADA e ABDALLA, 2000).



O milho absorve tanto a forma nitrica (NO3) como a amoniacal (NH,), embora a idade
da planta tenha influéncia na escolha da forma nitrogenada. O ion aménio é utilizado,
preferencialmente, nos primeiros estadios e o ion nitrato nos estadios finais (WARNCKE e
BARBER, 1973). No entanto, existe muita discordancia na literatura quanto a forma
preferencial de absorcdo de N pelo milho (MAGALHAES, 1996).

O mecanismo segundo o qual o nivel de aminoacidos no floema da raiz regula a
absorcdo e a assimilacdo de nitrogénio pela planta foi sugerido por IMSANDE &
TOURAINE (1994). Que € embasado na teoria de que, durante o radpido crescimento
vegetativo, sdo altas as taxas de reducdo de nitrato e sintese de aminoacidos nas folhas. Ali
mesmo, € utilizada a maioria dos aminoécidos para a sintese de clorofila, rubisco e outras
proteinas e, com isso, € baixo o nivel de aminoacidos no floema que entra nas raizes. Por
outro lado, durante a fase reprodutiva, diminui a taxa de reducdo de nitrato; em paralelo, em
fungédo da remobiliza¢do do N foliar para o desenvolvimento das inflorescéncias, aumenta a
exportacdo de aminodcidos das folhas, enriquecendo, com esses compostos, o floema. O
mecanismo proposto sugere que esses aminoacidos provocam uma reducdo na taxa de
absorcdo de NO3;™ (IMSANDE & TOURAINE, 1994).

Durante o crescimento vegetativo (Figura 1), o N é rapidamente absorvido pelas raizes
e transportado para as folhas. Nas folhas, a reducdo do nitrato produz aminoacidos (AA), 0s
quais sdo incorporados a proteina foliar. Durante o enchimento de grdos, ocorre a
remobilizacdo de N foliar e alta exportacdo de aminoacidos. Consequentemente, o floema fica
enriquecido com AA, o que inibe a absorcdo e a reducdo de nitrato nas raizes (IMSANDE &
TOURAINE, 1994).
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Figura 1. Modelo de controle de taxa de absorcdo de N durante o rapido crescimento vegetativo (a) e
enchimento de gréos (b). Adaptado de IMSANDE E TOURAINE, 1994; BREDEMEIER E
MUNSTOCK, 2000.

Estudos revelam respostas diferenciadas quanto a época de aplicacdo e a fonte de N
utilizada (LARA CABEZAS et al., 2005). Alguns resultados demonstram que a absorcdo de
nitrogénio pelo milho é mais intensa no periodo entre 40 e 60 dias apos a germinacdo, embora
a planta absorva o elemento em todo o ciclo (FRANCA et al., 1994;). No estadio de quatro a
seis folhas, ocorrem as diferenciacfes das varias partes da planta e a definicdo de sua
producdo potencial. Os componentes da produgdo, como nimero de fileiras de grdos por
espiga e tamanho da espiga é definida nos estadios de quatro a seis folhas, necessitando nessa
época de um suprimento adequado de N. Assim, a ocorréncia de deficiéncia de N nesta fase
reduz o ndmero de dvulos nos primérdios da espiga (SCHRODER et al., 2000).

Em condicBes climaticas favoraveis a cultura, a quantidade de N requerida para
otimizar a rendimento de grdos de grdos pode alcancar valores superiores a 150 kg ha™ de N,
0 que justifica a necessidade de usar fertilizantes nitrogenados para fornecer N para a cultura e
repor o nutriente no solo (AMADO et al., 2002). Cantarella (1993) relata que, embora a
absorcdo do N pelo milho seja mais intensa dos 40 aos 60 dias apds a emergéncia, a planta
ainda absorve cerca de 50% do N de que necessita, apds o inicio do florescimento afirmando
ainda que é provavel que haja vantagens em uma aplicagdo tardia de parte do N nos casos de
uso de adubacgOes pesadas, em solos muito arenosos ou areas irrigadas.

O parcelamento indiscriminado de N, sem levar em consideragdo fatores como
rendimento de grdos esperada, demanda da cultura, textura do solo e outros pode,
comprometer os efeitos da adubacdo (FRANCA et al., 1994). A recomendacdo da adubacao
nitrogenada na semeadura é de aplicac&o de, no minimo, 25 a 45 kg ha™ de N para a adubagéo
de cobertura recomenda-se fazer quantificacdo da adubacdo nitrogenada em funcdo do



rendimento esperado, da variedade ou hibrido utilizado, do solo, do clima, da cultura, da
adubacdo anteriormente utilizada e da tecnologia (FANCELLI e DOURADO NETO, 2004).

Com o objetivo de reduzir perdas de N em sistemas de producéo e, consequentemente,
ampliar a eficiéncia de seu aproveitamento pelas plantas, estratégias tem sido sugeridas como:
adequar a quantidade de N as necessidades da planta e as etapas de maior demanda; evitar a
aplicacdo de fertilizantes nitrogenados a lan¢o; proceder a incorporacao de N ao solo (3-5 cm
de profundidade); utilizar fertilizantes nitrogenados de liberacdo lenta ou controlada e que
tenham substancias inibidoras de processos que favorecem perdas (FANCELLI, 2010).

Apesar do N ser o nutriente mais abundante dos elementos do ar atmosférico os
animais e as plantas ndo sao capazes de metaboliz&-lo na forma gasosa e retira-lo diretamente
do ar. A funcéo de transformar o N existente, no ar atmosférico, em formas assimilaveis para
as plantas e animais é realizada por bactérias fixadoras de N e por algumas algas azuis
(cianobactérias) (EMBRAPA, 2005).

A FBN em culturas é de grande interesse tendo em vista os beneficios econémicos e
ambientais. Sabe-se, por exemplo, que o N representa cerca de 40% do custo total de
producdo da cultura do milho (BARROS NETO, 2008). Devido a este fato, a fixacdo em
gramineas tem merecido atencdo especial nos ultimos anos e muitos estudos tém sido
desenvolvidos visando melhor compreensdo dos fatores que influenciam a relagdo planta-
bactéria (JASMIN, 1988).

O Azospirillum spp. estd entre as mais importantes bactérias envolvidas na fixacéo
de N, em gramineas (CACERES, 1982). 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 (BARBARO et al., 2008).

3.3 Beneficios da inoculagdo de milho com Azospirillum brasilense

As bactérias do género Azospirillum sdo de vida livre, rizobactérias capazes de
promover o crescimento das plantas e aumentar as colheitas em muitas culturas de
importancia agrondémica (DOBBELAERE et al., 2003). O A. brasilense é uma bactéria

fixadora de N, encontrada na rizosfera de varias espécies de gramineas e atua na sintese de
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hormonios vegetais como o &cido indolilacético e acido indolillactico (FALLIK et al., 1988).
Este micro-organismo esta presente em todo tipo de solo (SILVA et al., 2004) sendo
que seu crescimento, ideal, varia numa faixa de temperatura entre 28 e 41°C (ECKERT et al.,
2001). Dependendo da espécie de graminea, a qual a bactéria esteja associada, 0 Azospirillum
apresenta maior ou menor atividade de fixacdo de N, (SIQUEIRA e FRANCO, 1988). A
fixacdo de N pela bactéria ocorre em ambiente natural e temperatura ambiente, que com a
presenca da enzima nitrogenase, catalisam a reacdo e fazem com que o processo de fixacao
ocorra a niveis bem menores de energia (Figura 2). A bactéria consome energia da planta

(acucares), mas esta é compensada pelo aporte de N fornecido ao sistema (ALVES, 2007).

Ambiente natural
Te°C
{é‘ s 3
N, j
Redugiio : + Enzima Nitrogenase
Azospirillum. brasilense
NH;~ Catalisareagdo
O
%
2
()
%
Gasto de Energia (agucares)

Figura 2. A fixacdo bioldgica de nitrogénio consiste na reducdo do dinitrogénio atmosférico (N,) a amdnio
(NH3") pelas bactérias diazotrdficas. Adaptado de ALVES, 2007.

Experimentos comprovam a eficiéncia da inoculagdo com A. brasilense, como
observado no trabalho conduzido por Barros Neto (2008) no qual a inoculacdo proporcionou
aumento significativo na rendimento de gréos de gréos de milho de 9.021 kg ha™ para 9.814
kg ha, ou seja, aumento médio de 9%. Resultados similares de aumento de producdo com o
uso de Azospirillum também sdo relatados por Didonet (1996) e Cavallet (2000), com
aumento médio de 17%.

A associagdo Azospirillum-planta leva ao desenvolvimento aprimorado, e € atribuido,

principalmente, a melhoria no crescimento das raizes, aumento na taxa de absor¢do de &gua e
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absorcdo de minerais e, em menor escala, a fixa¢do bioldgica de N, (OKON e ITZIGSOHN,
1995). Em estudos, com plantulas de milho, foi observada promogdo de raizes laterais e
inibicdo do alongamento das raizes quando aplicado auxina exdgena e inoculacdo de A.
brasilense apresentando massa seca média de raizes de 0,0379 g e (UAP 154) 0,0658 g,
respectivamente (MARTINEZ-MORALES et al., 2003).

A aplicacdo de A. brasilense em plantas de milho aumenta a atividade especifica de
uma série de enzimas metabolicas. Segundo estudos realizados por Fallik et al. (1988) este
aumento metabdlico das enzimas foi significativo entre as segunda e terceira semanas apés o
plantio, nos extratos de raizes inoculadas. A atividade da fenilalanina aménia-liase e glicose-
6-fosfato desidrogenase (enzimas com taxa de atividade alta), ndo foi afetada, sugerindo que
Azospirillum ndo se comporta como um patdgeno na planta.

Dados mundiais acumulados indicam que o Azospirillum é capaz de promover o
rendimento de culturas agronomicamente importantes, em diferentes solos e regides
climéticas. Hormonios vegetais sintetizados por Azospirillum influenciam a planta na taxa de
respiracdo, no metabolismo e na proliferacdo da raiz e, portanto, melhoram a absorcdo de
minerais e de agua em plantas inoculadas (OKON e ITZIGSOHN, 1995).

A inoculagdo da bactéria Azospirillum spp. tem sido realizada nas sementes de
algumas gramineas, e as pesquisas tém revelado que ha aumento de rendimento de grdos
destas culturas com a utilizagdo de tal tecnologia. Mufioz-Garcia et al. (1991) com a
inoculacdo de sementes de milho com A. brasiliense (cepa UAP 7), obtiveram aumento de
matéria seca de raizes na ordem de 54 a 86% e de 23 a 64% na massa seca da parte aérea
(BRACCINI et al., 2010)

A bactéria Azospirillum produz substancias promotoras de crescimento como o acido
indolilacético (IAA), giberelinas e citocininas, atuando na morfologia e fisiologia de raizes
das plantas, promovendo aumento da massa radicular e numa maior superficie especifica,
auxiliando na melhor exploracdo do solo e na captacdo de agua e nutrientes (PERIN et al.,
2003).

As bactérias associadas as plantas ndo leguminosas podem ser classificadas como
bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs), pelo fato de serem capazes de
promover beneficios as plantas, ndo somente pela FBN, mas na estimulagdo do
desenvolvimento de raizes nos primeiros estadios de crescimento da planta, que pode ser

responsavel pelo impacto positivo da inoculacdo (SALA et al., 2007).
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A proporgdo entre auxinas e citocininas na planta determina o maior crescimento da
raiz ou parte aérea. Quando se tem elevada concentragdo de auxinas h& inducdo ao
crescimento da raiz, ao passo gque, a maior concentracao de citocininas favorece o crescimento
da parte aérea (SPAEPEN et al., 2009). O estimulo de biossintese de auxinas nas raizes das
plantas € de extrema relevancia, pois este horménio vegetal estimula a diviséo e o crescimento
celular, a area superficial de raizes e, consequentemente, a capacidade de absor¢do de agua e
nutrientes. Também aumenta a tolerancia das plantas inoculadas ao déficit hidrico
(MARTINEZ-MORALES et al., 2003).

3.4 Biestimulante na cultura do milho

O primeiro grupo hormonal descoberto foi 0 das auxinas, que sdo responsaveis pelo
crescimento das plantas (Figura 3), influenciando diretamente nos mecanismos de expansédo
celular (TAIZ e ZEIGER, 2012) e na abertura das folhas (RODRIGUES, 2008). A
sobrevivéncia da planta depende consecutivamente da presenca de auxinas e citocininas.

Quanto ao segundo grupo de reguladores vegetais (as citocininas), estas foram
descobertas em estudos relacionados ao processo de divisao celular. Além dessa atividade
fundamental no desenvolvimento do vegetal, outras atividades estdo ligadas a esse hormonio
vegetal (Figura 3), como a senescéncia foliar, mobilizag&o de nutrientes, dominancia apical,
formacdo e a atividade dos meristemas apicais, o0 desenvolvimento floral, germinacdo de
sementes, quebra de dorméncia de gemas, fotossintese, entre outras (TAIZ e ZEIGER, 2012).
As citocininas contribuem ainda, para a manutencdo da sintese de proteinas e enzimas, em
niveis elevados retardam a degradacdo de proteinas e da clorofila, estimulam a diviséo celular
e o crescimento radicular, além de preservar o vigor das células (FANCELLI, 2010).
Recentemente foram descobertas outras funcdes para as citocininas como produto
intermediario em processos de desenvolvimento das plantas, regulados pela luz, incluindo a
diferenciacdo dos cloroplastos, o desenvolvimento do metabolismo autotrofico e a expanséo
de folhas e cotilédones (TAIZ e ZEIGER, 2012). Atua, também, como principal horménio na
fotossintese agindo na diferenciacdo dos cloroplastos, na sintese da enzima ribulose 1,5-
difosfato carboxilase (Rubisco) (responsavel pela transformacdo do carbono inorganico em
organico), na sintese de clorofila, na expanséao foliar e na inibicdo da degradacdo da clorofila
(inibindo a senescéncia) (RODRIGUES, 2008).
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No terceiro grupo estdo as giberelinas, a aplicacdo destas na cultura do milho, durante
0 estadio vegetativo, resulta em maior desenvolvimento da parte aérea, sem afetar a producao
de massa seca e o rendimento de graos (VIEIRA JR, 1999), conforme observado na Figura 3.
A funcdo das giberelinas esta associada a promocdo do crescimento caulinar (TAIZ e
ZEIGER, 2012) esse hormonio também inibe ou retarda a degradacdo de clorofila
(RODRIGUES, 2008). Plantas submetidas a aplicagtes de giberelinas podem ser induzidas a
alcancar maior altura. A aplicacdo foliar de giberelina (GA;) em plantas de milho normal e
ando promove o alongamento das plantas de milho ando e, consequentemente, aumento da

estatura, e no milho normal apresenta pouco ou nenhum efeito (TAIZ e ZEIGER, 2012).

b)
Auxinas

c)

Auxinas
Giberelinas
Citocininas

d)

Auxinas
Giberelinas
Citocininas

e)
ABA
Etileno

f)
a) Giberelinas
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. itocininn .

1/ Z Citocininnas Auxinas
PUBLICADA POR ZE CitOCininaS
CARLOS A(S) QUARTA-FEIRA, . .
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Figura 3. Atuacdo dos hormdnios vegetais nos diferentes érgdos e fases da cultura do milho; a) germinacg&o; b)
floragdo; ¢) reprodugdo; d) crescimento das folhas; e) senescéncia foliar; f) crescimento do caule; g)
crescimento da raiz.

Conforme Rodrigues (2008) o desenvolvimento do eixo embrionario é mediado por
auxinas e citocininas, e 0 aumento tanto no namero como no tamanho das células é decorrente
da sintese proteica realizada pelo embrido. De maneira geral, as giberelinas estdo envolvidas
na transcricdo genética, as citocininas na traducdo e as auxinas na permeabilidade das
membranas. O acido giberélico por regular a expressao do gene da a-amilase, a qual hidrolisa
0 amido, tem a funcdo de regulacdo na mobilizacdo de reservas do endosperma durante a

germinacédo de sementes.
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A mistura destes reguladores vegetais estd presente na formulacdo dos
bioestimulantes, que sdo substancias sintéticas ou naturais que aplicadas exogenamente
possuem acOes similares aos dos horménios vegetais (CASTRO e VIEIRA, 2001). Os
bioestimulantes promovem o equilibrio hormonal das plantas, favorecendo a expressdo do seu
potencial genético, estimulando o desenvolvimento do sistema radicular (ONO et al., 1999).
O emprego destes reveste-se de grande importancia para o incremento de producdo e
lucratividade, sobretudo em sistemas de producdo tecnificadas ou em locais que apresentem
comprovadas situacoes de estresse (FACELLI, 2010).

Os bioestimulantes otimizam a rendimento de grédos de diversas culturas e 0s
reguladores vegetais contidos nesses compostos sdo moléculas sinalizadoras, naturalmente
presentes nas plantas em concentracdes baixas, sendo responsaveis por efeitos marcantes no
desenvolvimento vegetal (TAIZ e ZEIGER, 2012).

O Unico bioestimulante composto da mistura de citocinina + giberelina + auxina
registrado para a cultura do milho no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) é o Stimulate® fabricado pela empresa Stoller do Brasil, contendo em sua
formulacéo 90 mg L™ de cinetina (citocinina), 50 mg L™ de 4cido indolilbutirico (auxina) e 50
mg L* de &cido giberélico (giberelina) (RODRIGUES, 2008). Esse produto quimico
incrementa o crescimento e o desenvolvimento vegetal estimulando a divisdo celular, a
diferenciacdo e o alongamento das células; também aumenta a absorcdo e a utilizacdo dos
nutrientes e é especialmente eficiente quando aplicado com fertilizantes foliares, sendo
também compativel com defensivos (CASTRO et al., 1998).

Milléo (2000), avaliando a eficiéncia agrondmica do Stimulate®, aplicado via semente
e foliar na cultura da soja, verificou que o produto foi agronomicamente eficiente,
favorecendo a maior producédo de vagens e grdos. Contudo, Ferreira et al. (2007) afirmam que
o tratamento das sementes de milho com o bioestimulante Stimulate® e com o fertilizante
Cellerate® ndo afeta a rendimento de grdos de grdos. Conceicdo (2011) observou que o
tratamento de sementes com Stimulate® ndo influenciou na qualidade fisiolégica das sementes
de milho submetidas a diferentes épocas de colheita (ou métodos de debulha) e ndo observou
influéncia no sistema radicular das plantulas de milho no estadio V4.

Atualmente, o uso de bioestimulantes pode ser considerado instrumento
imprescindivel para a otimizacdo de sitemas tecnificados de producdo, pois além de

contribuir, significativamente, para a eficiéncia do uso racional de fertilizantes e amenizar
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eventuais situacdes de estresse, incrementa os ganhos de rendimento de gréos e os niveis de
sustentabilidade da atividade agricola (FANCELLI, 2010). Conforme Rodrigues (2008), a
principal razdo para o uso de bioestimulantes na cultura do milho tem sido promover a
germinacdo, visando reduzir as falhas ocorridas no estande e melhorar o desenvolvimento do
sistema radicular das plantas. Assim, quanto maior a habilidade das plantas em distribuir seu
sistema radicular no solo, melhor sua capacidade em explorar eficientemente estes recursos.
Segundo Vieira (2001), o bioestimulante Stimulate®, nas doses: 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0
mL por 0,5 kg de sementes de feijoeiro beneficiaram significativamente a germinacdo, a
massa seca de raizes e numero de plantulas normais e, consequentemente, reducdo na
porcentagem de plantulas anormais. Para Santos (2005), o bioestimulante aplicado via
sementes € capaz de originar plantulas de algodoeiro mais vigorosas, com maior
comprimento, massa seca e porcentagem de emergéncia em areia e terra vegetal. Dourado
Neto et al. (2004) obtiveram aumento no rendimento de grdos de milho com a aplicagéo de
bioestimulante Stimulate® nas sementes. Dario e Baltiere (1998) observaram diferencas
significativas no desenvolvimento das plantas quando trataram sementes de milho com

bioestimulante Stimulate®.
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4. CONSIDERAGCOES

Em busca de inovagdes para o melhor desenvolvimento e rendimento de grdoss da
cultura do milho surgem como alternativas a inoculagdo com a bactéria A. brasilense e 0 uso
de bioestimulantes. A associacdo de A. brasilense com a planta de milho é uma boa
alternativa para suprir parte da necessidade de nitrogénio requerida pela cultura através da
fixacdo biologica. Além deste beneficio, estudos (Hungria, 2011) comprovam que a bactéria
induz a producdo de hormonios vegetais (auxina, citocinina e giberelina), fazendo com que a
planta se torne mais resistente ao déficit hidrico, patdgenos e deficiéncias nutricionais.
Contudo, para melhores resultados é necessario que a cultura tenha condi¢Bes adequadas
quanto a fertilidade, disponibilidade hidrica e manejo contra patdgenos.

Outra tecnologia estudada é o uso de bioestimulantes, esses podem ser compostos pela
mistura de reguladores vegetais (auxina, citocinina e giberelina) que tem grande influéncia na
qualidade fisiolégica da cultura, auxiliando no desenvolvimento da planta e, assim
diminuindo estresse podendo proporcionar maiores rendimentos a cultura.

A cultura do milho tem altas exigéncias do nutriente N durante todo o seu ciclo,
principalmente, nos estadios de germinacédo e florescimento, estando todas as caracteristicas
agrondmicas da cultura ligadas a disponibilidade em niveis ideais do nitrogénio. Desta
maneira, a deficiéncia de N é um dos fatores que mais limita a rendimento de gréos de gréos
de milho, assim frequentemente a cultura do milho requer adubacéo nitrogenada de cobertura
para complementar a quantidade de N disponibilizada pelo solo, garantindo a nutricdo da
planta e incrementando no rendimento final de gré&os.

Assim, destaca-se a importéncia da utilizacdo adequada de N e os estudos das
tecnologias A. brasilense e bioestimulante para aperfeicoar a rendimento de grdos da cultura
do milho. O presente trabalho divide-se em trés capitulos onde foram testadas as tecnologias
de A. brasilense e bioestimulante associado a diferentes niveis de adubagdo nitrogenada na
cultura do milho.

Desta forma, o presente trabalho serd divido em 3 capitulos. No capitulo | sera
abordada a acdo do bioestimulante associado a doses crescentes de N. No capitulo Il foi
estudada a associacdo de A. brasilense com doses crescentes de adubacdo nitrogenada. E no
capitulo 11 foi estudada agéo de A brasilense, aplicado no sulco de semeadura e no tratamento

de sementes, associado a aplicacdo de bioestimulante vegetal na cultura do milho.
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6. CAPITULO 1 - BIOESTIMULANTE VEGETAL ASSOCIADO A NIVEIS DE
ADUBACAO NITROGENADA, NA CULTURA DO MILHO

BIOSTIMULANT ASSOCIATED WITH DOSES OF NITROGEN FERTILIZATIO IN
CORN CROP

RESUMO

Os bioestimulantes promovem o desenvolvimento das plantas, auxiliando na absorcdo de
nutrientes e &gua e sdo utilizados em diversas culturas. O nitrogénio (N) € o nutriente mais
requerido pela cultura do milho e sua deficiéncia acarreta em perdas no rendimento e
qualidade das plantas e grdos. Este experimento objetivou avaliar a aplicacdo do
bioestimulante vegetal Stimulate® associado a niveis crescentes de adubacdo nitrogenada, na
cultura do milho. O experimento foi conduzido na fazenda Galo Vermelho no municipio de
Guarapuava, PR. Os tratamentos basearam-se em aplicacdo do bioestimulante vegetal
Stimulate® na dose de 250 mL ha™, via aplicacdo foliar no estadio fenolégico V4 e
tratamento controle (sem aplicacdo) associados a cinco doses de N (0; 75; 150; 225 e 300 kg
ha’ de N). O delineamento experimental foi blocos ao acaso com 10 tratamentos e 12
repeticGes. Avaliaram-se as variaveis relativas aos componentes de rendimento (rendimento
de grdos, massa de mil gréos, grdos ardidos, fileiras por espiga, gréos por fileira e graos por
espiga) e caracteristicas da cultura (teor de clorofila, indice de espigamento, altura de planta e
de insercdo de espiga, folhas senescentes no florescimento, teor de N foliar e indice de area
foliar). Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste
Tukey (5%). Verificou-se que a aplicagdo do bioestimulante Stimulate®, em V4, intercalado
com a aplicacdo de cobertura de N, em V2 e V5, resultou na reducdo do rendimento de gréos.
Entretanto, as crescentes doses de N aplicadas promoveram acréscimo significativo, com
comportamento quadratico, aos componentes de rendimento e caracteristicas da cultura.
Concluindo que os fatores testados se comportam de maneira independente, assim, 0 N em
cobertura aumenta o rendimento final de gréos, e a aplicagéo de bioestimulante, via foliar no

estadio V4, compromete a rendimento de graos de graos.

Palavras-chave: Zea mays L., auxina, citocinina, giberelina, rendimento.
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ABSTRACT

Biostimulants may provide plant development and increase nutrient and water uptake
in several crops. Nitrogen (N) if the most required nutrient by corn crop and its deficiency do
result in yield losses and decrease in grain quality. An experiment was carried out in the Galo
Vermelho Farm in Guarapuava, Parand, Brazil, with objective of evaluating the plant
biostimulant Stimulate® associated with doses of nitrogen fertilization in corn crop. The
experimental design was complete randomized blocks with ten treatments and twelve
replications. The treatments with biostimulant were: control (no application) and foliar
application at V4 growth stage at 250 mL ha™ of Stimulate®; and the N doses evaluated were:
0, 75, 150, 225 and 300 kg ha™. Yield components (grain yield, thousand grain mass,
damaged kernels, leaf index, number of rows per leaf, number of grains per row and number
of grains per leaf) and the crop characteristics (chlorophyll content, plant height, leaf insertion
height, senescent leaves at flowering, foliar nitrogen content and leaf area index) were
evaluated. The biostimulant application associated with nitrogen fertilization resulted in
higher grain yield reduction. However, there was significant quadratic response in yield

components and crop characteristics with increase of N doses.

Keywords: Zea mays L., auxin, cytokinin, gibberellin, yield.

6.1 INTRODUCAO

O elevado potencial produtivo, a composicdo quimica e o valor nutritivo fazem com
gue o milho seja consumido e cultivado mundialmente, com isso a cultura desempenha papel
importante no sistema de producao brasileiro (FANCELLI e DOURADO NETO, 2000).

Os conhecimentos sobre a influéncia de alguns fatores que definem o potencial
produtivo do milho podem contribuir para a reducédo de estresses (FANCELLI e DOURADO
NETO, 2000). Para a cultura, o potencial de producéo é definido precocemente, ou seja, por
ocasido da emissdo da 4° folha, podendo se estender até a 6° folha, principalmente, em funcéo
da natureza dos principais gendtipos utilizados no Brasil (FANCELLI, 2000).

Na cultura do milho, apesar de serem pequenas as exigéncias nutricionais nos estadios
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iniciais, as altas concentraces de N, na zona radicular, sdo benéficas na promocdo de um
maior desenvolvimento da planta (MENGEL e BARBER, 1974; VARVEL et al., 1997).
Nessa fase inicial ocorrem as diferenciacdes das varias partes da planta e a deficiéncia de N
reduz o nimero de 6vulos nos primordios da espiga (SCHREIBER et al., 1988; YAMADA,
1996) reduzindo a significativamente a rendimento de gréos.

O N ¢é considerado um dos principais fatores de produgdo, responsaveis pelo
acréscimo da rendimento de grédos e de proteina dos grdos de milho (AMADO et al., 2002),
fazendo parte de nucleotideos e aminoacidos, que compde a estrutura dos acidos nucléicos e
das proteinas, respectivamente.

A disponibilidade de N afeta diretamente a &rea foliar, a taxa fotossintética, o
crescimento do sistema radicular, o tamanho de espigas, 0 nimero e a massa de gréos e a
sanidade de grdos (PIONEER, 1995). Segundo Grove et al. (1980) e Coelho et al. (1992), a
concentracdo de N na planta de milho, considerada como adequada para a producdo méxima,
esta em torno de 10 g kg™ na planta. Assim, para uma rendimento de gréos de 9.000 kg ha™ de
grédos e 7.000 kg de matéria seca, a cultura extrai do solo em torno de 160 kg ha™* de N.

Novas tecnologias tém sido empregadas visando o incremento na producdo da cultura
do milho (SILVA et al., 2008), como 0 uso de bioestimulantes. Os bioestimulantes fazem
parte do grupo de substéncias vegetais denominadas de hormoénios vegetais. Dentre esses se
pode citar as auxinas, citocininas e as giberelinas (TAIZ e ZEIGER, 2006). Aplicacdes de
bioestimulantes no milho podem contribuir para a melhoria da relacdo raiz e parte aérea, para
a maior concentracdo de reservas no colmo, bem como, para aumentar a eficiéncia do
processo de translocacdo de fotoassimilados para os grdos, culminando no aumento de
rendimento de grdos (FANCELLI, 2010).

As auxinas sdo responsaveis pelo crescimento das plantas, influenciando no
mecanismo de expansdo celular (TAIZ e ZEIGER, 2004). As citocininas estdo relacionadas
ao processo de divisdo celular, senescéncia foliar, mobilizacdo de nutrientes, dominéncia
apical, formagéo e atividade dos meristemas apicais, expansdo de folhas, desenvolvimento
floral, germinacdo de sementes, fotossintes, entre outros (TAIZ e ZEIGER, 2004). A
aplicacdo de giberelina, na cultura do milho, durante o estadio vegetativo, resulta em maior
desenvolvimento da parte aérea, sem afetar a producdo de massa seca e 0s rendimentos de
grios (VIEIRA, 1999).

Castro et al. (1998) classificaram o Stimulate®, como sendo um bioestimulante que
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contém reguladores vegetais e tragos de sais minerais. Sua composicao apresenta o acido
indolilbutirico (auxina) 0,005%, cinetina (citocinina) 0,009% e o &cido giberélico (giberelina)
0,005%. Alguns dos beneficios obtidos com a utilizagdo dos reguladores vegetais sdo 0s
incrementos do crescimento e desenvolvimento vegetal, estimulando a divisdo celular, a
diferenciacdo e o alongamento das células, aumento da absor¢éo e a utilizacdo dos nutrientes.

Assim, 0 objetivo deste experimento foi avaliar a aplicagcdo do bioestimulante vegetal
Stimulate® associado a diferentes niveis de adubacdo nitrogenada sobre as caracteristicas

agrondmicas da cultura do milho.

6.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido durante a safra agricola 2011/2012 na Fazenda Galo
Vermelho, situada no municipio de Guarapuava, PR (ANEXO 1I). A érea experimental
localiza-se a 25°33” latitude Sul e 51°29” longitude Oeste e altitude de, aproximadamente,
1100m, a topografia do local é considerada plana. O clima da regidao foi classificado, segundo
Kdppen, como temperado de altitude do tipo Cfb (subtropical mesotérmico Umido), sem
estacdo seca definida, com verdes amenos (IAPAR, 2011), sendo a temperatura média durante
a realizacdo do experimento de 18,7°C, a média méaxima de 23,4°C e a minima de 14,1°C, de
acordo com o ANEXO II. A precipitacdo média anual foi de 1944 mm e a umidade relativa de
77,9%, deste modo obtendo-se as condicBes climaticas ideais para o desenvolvimento da
cultura do milho conforme observado no ANEXO IV.

O solo da area foi classificado como Latossolo Bruno Distroférrico tipico
(EMBRAPA, 2006). Antes da instalacdo da cultura foi realizada a coleta de solo para analise
quimica, cujos resultados constam no ANEXO I11.

A cultura do milho foi implantada em sucessdo a pastagem de aveia preta (Avena
strigosa L.) e azevém (Lollium multiforme Lam.). Utilizou-se o delineamento de blocos ao
acaso em esgquema fatorial 2x5 (bioestimulante x doses de N), totalizando 10 tratamentos com
12 repeticOes. Os tratamentos se constituiram da aplica¢do do bioestimulante Stimulate® (250
mL ha™), aplicado via foliar no estadio V4 da cultura (10/11/2011), e tratamento controle,
sem a aplicacdo, associado a cinco doses de nitrogénio (0; 75; 150; 225; 300 kg ha™), na

forma de uréia (45% de N). As doses de N foram sugeridas de acordo com a necessidade
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média da cultura, posicionando doses acima e abaixo da necessidade. As pulverizagdes
foliares foram realizadas utilizando pulverizador costal contendo pontas de pulverizagédo de
jato leve (leque) espacadas em 0,50 m, sendo utilizada pressio de trabalho de 30 Ib pol?,
resultando num volume de calda de 200 L ha™,

A semeadura, manual, do experimento foi realizada no dia 03/10/11, em sistema de
semeadura direta, utilizando o hibrido 30F53HRR da empresa Pioneer® Sementes, escolhido
em funcdo de ocupar as maiores areas comercias na regido. A unidade experimental
constituiu-se de quatro linhas de semeadura com sete metros de comprimento e 2,4 m de
largura, sendo a area (til de cada linha de 16,8 m2, com espagamento entre linhas de 0,60 m e
espacamento entre plantas de 0,16 m, totalizando uma populacdo de 80.000 plantas por
hectare. No estaddio V2 realizou-se o0 desbaste das plantas, para o ajuste da densidade
populacional.

Na adubacio de base se utilizou 350 kg ha™ da formulacdo N-P-K, 12-31-17 + 0,4%
Zn. Realizou-se a adubagdo de cobertura nos estadios V2 (01/11/2011) e V5 (17/11/2011). O
manejo quanto ao controle quimico, de plantas daninhas, foi efetuado com Mesotriona,
pertencente ao grupo quimico das tricetonas (Callisto®) e com Atrazina (1,650 i.a), herbicida
do grupo das triazinas. Para o controle de doencas houve a aplicacdo do fungicida Opera®
(p.a. piraclostrobina), na dose de 0,75 L ha™, que ocorreu no dia 20/12/2011, no estadio V8,
na dose de 1 L ha™. As pulverizacdes foliares foram realizadas utilizando pulverizador costal
com quatro bicos.

O florescimento (estddio R1) ocorreu no dia 28/12/2011, apds este evento
(04/01/2012), efetivou-se a avaliacdo de indice de area foliar (IAF) que compreende a relacéo
entre a area foliar das plantas e o espaco ocupado por elas em um metro quadrado (SANGOI,
2011). Na mesma ocasido foi realizada a leitura do teor de clorofila na folha com uso do
clorofilometro portatil modelo Falker CFL1030 utilizando o método SPAD (unidade de
medida adimisional). Neste aparelho as unidades de mensuracdo sdo estimadas pela leitura
diferencial da quantidade de luz transmitida pela folha em trés regides de comprimento de
onda (635, 660 e 880 nm) (FALKER, 2008). A leitura foi realizada no terco médio da folha
indice (folha da espiga), com duas leituras por folha, tendo como amostragem cinco plantas
escolhidas aleatoriamente nas duas linhas centrais. Ainda, na ocasido, foram coletadas cinco
folhas indices para extragdo do teor de nitrogénio foliar, pelo método de azul-de-indofenol,
metodologia descrita pela Embrapa (SILVA, 2009).



27

Antes da colheita realizou-se a avaliagdo de altura de planta e altura de insergédo de
espiga. Para determinacdo destas variaveis foram medidas trés plantas com homogeneidade
morfologica e fenoldgica da terceira linha de cada parcela. A estatura da planta correspondeu
a medida da distancia do colo da planta altura da folha bandeira. A altura de insercdo de
espiga correspondeu a distancia entre o colo da planta e 0 n6 em que estava inserida a espiga
superior. Ainda, realizou-se a contagem do nimero total de plantas e espigas da linha colhida,
obtendo-se a populacéo final e o indice de espigamento.

A colheita do experimento ocorreu na maturacao fisiologica das plantas (24/03/2012),
colheram-se as espigas de 24 plantas por parcela. Em seis espigas, escolhidas aleatoriamente
pelo seu tamanho (duas pequenas, duas médias e duas grandes), se efetuou a contagem de
namero de grdos por fileira e nimero de fileiras por espiga, estimando-se o numero de graos
por espiga. Apds trilhar as espigas efetuou-se a massa de graos por parcela, com a pesagem de
300 gréos estimou-se a massa de mil grédos, em amostras de 250 g foi realizada a avaliacdo de
gréo ardido, obtendo-se a porcentagem relativa de gréos ardidos e com a corre¢do da umidade
para 13% converteu-se o valor para kg ha™obtendo-se o rendimento de gréos.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as meédias foram
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico
SISVAR e para as doses de N utilizou-se a regressdo. A variavel de grdos ardidos sofreu
transformacio +/x + 1, as demais médias analisadas ndo sofreram transformac@es. Para as
equacdes quadréticas, estimou-se a dose de N para obter a maxima eficiéncia técnica (MET) e
a maxima eficiéncia econdmica (MEE), baseando-se no preco atual do kg de milho R$ 0,40 e
R$ 2,73 0 kg de N (CONAB, 2013).

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da analise de variancia (Tabela 1. Tabela 1) pode-se observar que o teor de
clorofila b, rendimento de grdos e massa de mil grdos foram afetados pelos tratamentos com
bioestimulante. Os teores de clorofilas a, b e total e as variaveis agrondmicas de: rendimento
de gréos, gréos por fileira, grdos por espiga, numero de folhas senescentes, teor de N foliar no

estadio R1 e indice de &rea foliar foram influenciadas pelos niveis de adubacéo nitrogenada.
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Tabela 1. Teores de clorofilas a, b e total (%), rendimento de gréos (kg ha™), massa de mil grios (MMG (g)), populagdo de plantas, espigas por planta, gréos ardidos,
altura de planta (cm), altura de insercdo de espiga (cm), fileiras por espiga, graos por fileira, grdos por espiga, indice de area foliar (cm?), folhas
senescentes no florescimento e total de folhas no florescimento em fungéo da inoculacdo de Azospirillum brasilense e aplicacdo de bioestimulante na

cultura de milho. Guarapuava, PR, 2013.

Quadrados Médios

Fator de variagédo | GL x
Clorofila a Clorofilab | Clorofila total | Rendimento de gréos MMG? Po%'”l';?ftzg de
Bloco 3 31,31(0,000* 4,30 (0,00* 5541 (0,00)** 3444987,08 (0,00)** 83558 (0,00)**  2624039,89 (0,82)
B'Oe“('g‘)“'a”te 1 0,60 (0,49) 445(0,03)*  831(0,11)  9188698,07 (0,00)** 3051,29 (0,01)** 3826545,99 (0,35)
DosesN(N) 4  3852(0,00)**  73,51(0,00)** 217,09(0,00)** 40224040,95 (0,00)** 24574 (0,39)  1960514,25 (0,77)
BxN 4 2,02 (0,17) 0,71(0,52) 4,31(0,26) 462066,79(0,40) 218,33 (0,46)  7487747,27 (0,15)
Erro 87 1,23 0,87 3.2 462066,79 236,89 4360993
CV % 2,89 6,26 3,36 6,17 5.4 2,58
Média 38,37 14,93 53,29 10897,97 284,01 81091,43
Continuagéo Tabela 1.
Quadrados Médios
Fator de variacdo | GL Altura ilai
Espigas por planta Ardido?! FI|6II’a_S por Grdos por fileira
Planta Inserc&o espiga
Bloco 30,0021 (0,01)**  0,24(0,47) 134,23 (0,00)** 43,71 (0,15) 0,57 (0,09) 2,4507 (0,44)
B'Oe“('g)“'a”te 1 0,0003 (0,59) 0,36(0,23) 50,01 (0,09) 73,60 (0,12) 0,59(0,19) 0,0021 (0,98)
DosesN (N) 4 0,0005 (0,64) 0,44 (0,14) 156,29 (0,00)** 167,75 (0,00)** 0,59(0,19) 69,07 (0,00)**
BxN 4 0,0003 (0,81) 0,25(0,41) 10,26 (0,65) 15,41 (0,72) 0,70 (0,91) 3,26 (0,26)
Erro 87 0,0009 0,25 16,54 29,24 0,59 (0,15) 4,94
CV % 2,85 33,64 1,85 4,42 0,34 5,14
Média 1,03 1,49 220,29 122,24 3,46 31,55
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Continuacgdo Tabela 1.

Quadrados Médios
Fator de - Folhas e . Total de folhas
o GL
variagao Ggio? p;or senescentes no ;;Peilfc&?:r no Teor de N
PIg florescimento florescimento
Bloco 3 1166,80 (0,37) 1,66 (0,00)** 0,22 (0,01)** 0,98 (0,05)* 19,45 (0,37)
B'OEStEI'g‘)“'a”te 1 491,06 (0,50) 023(0,53) 0,002 (0,89) 0,08 (0,70) 9,65 (0,47)
25121,54 . . 462,91
Doses N (N) 4 (0,00 34,47 (0,00) 4,97 (0,00) 0,30 (0,67) (0,00)**
BxN 4 1057,51(0,42) 0,28 (0,75) 0,03 (0,89) 0,47 (0,51) 32,54 (0,14)
Erro 87 1065,67 0,58 0,09 0,51 18,48
CV % 6,16 24,16 5,79 4,49 15,12
Média 530,24 3,14 511 15,98 28,43

() Variavel transformada para Vx+1. (?) CV coeficiente de variagio. (°) MMG Massa de mil gréos.
**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 01), *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (01= <
p > 05).

Na Tabela 2 apresentam-se as médias obtidas com a aplicacdo de bioestimulante, pela
qual pode-se observar que, para o teor relativo de clorofila b, o melhor resultado obtido foi no
tratamento controle (15,12 mg g*), quando comparado com a aplicagdo de bioestimulante
(14,73 mg g™). Este resultado difere do resultado encontrado por Wanderley Filho (2011) que
utilizou o Stimulate® na cultura da cana-de-actcar e verificou aumento de 5,76 mg g™ no teor
de clorofila total em relagdo ao tratamento controle.

O rendimento de gréos foi afetada negativamente com a utilizacdo de Stimulate®
(Tabela 2), reduzindo em 553,43 kg ha™ no tratamento com a aplicacdo do bioestimulante. Este
resultado difere dos encontrados por Dourado Neto et al. (2007), onde foram utilizadas
diferentes doses de bioestimulante, no TS e em aplicacdo foliar no estadio V2 da cultura do
milho, os resultados encontrados mostraram que houve acréscimo de rendimento de gréos
para todos os tratamentos. Quando aplicado bioestimulante aos 43 dias ap6s a semeadura, do
milho (via foliar), em trés doses do produto comercial (p.c.), 0,25, 0,50 e 0,75 L ha™*, Dourado
Neto et al. (2004) observaram incremento de 90,28; 60,76 e 65,97 kg ha™, respectivamente.

Entretanto, Ferreira et al. (2007), com o uso associado de dois bioestimulantes via TS
em pré-semeadura do milho, observaram maior desenvolvimento da cultura e,
consequentemente, maior altura de insercdo das espigas; porém, para 0S pardmetros de
estande final de plantas, nimero de espigas e rendimento de grdos ndo foram observadas
diferencas significativas, entre os tratamentos avaliados. Fancelli (2005) determinou que 0 uso
de bioestimulantes composto por giberelina, citocinina e auxina nas sementes ou no estadio
relativo a emissdo da quarta folha da cultura do milho, contribuiu para a melhoria do

desempenho da planta e para 0 aumento de rendimento na ordem de 828 kg ha™ e de 984 kg
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ha™*, quando aplicados via TS e foliar respectivamente.

Carvalho e Nakagawa (2000) relatam que os bioestimulantes podem, algumas vezes,
inibir o processo de germinacao das sementes e outras fases do crescimento. Vorpagel (2010)
estudando o efeito do bioestimulante observou que houve resultado com tendéncias negativas
em termos de rendimento de gréos, apesar de ndo diferir estatisticamente quando comparado

ao0s outros tratamentos.

Tabela 2. Médias do teor de clorofila b, rendimento de gréos (kg ha™*) e massa de mil gréos (g), nos tratamentos
com aplicacdo foliar de bioestimulante no estadio V4 da cultura do milho. Guarapuava, PR, 2013.

Rendimento de | Massa de | Clorofila
Tratamento graos mil gréos b
(kg ha™) gramas Spad
Controle 11174,69 a 289,95a 1512a
Bioestimulante 10621,26 b 279,86 b 14,73 b
Média Geral 10897,97 284,91 14,93

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, nado diferem estatisticamente entre si pelo teste
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Quanto a massa de mil graos (Tabela 2) observou-se reducao de 10,09 g no tratamento
com a aplicagéo foliar de bioestimulante. Dourado Neto et al. (2004) obtiveram reducgéo de 25
g para massa de mil gréos com a utlizagdo de 0,25 L ha™ de bioestimulante, aplicado aos 43
dias apds a semeadura, comparando com aplicacdo via TS e sulco de semeadura. Assim,
concluiram que a aplicacdo de bioestimulante é mais eficiente quando realizada no tratamento
de sementes, em comparacdo a pulverizacdo no sulco de semeadura e pulverizagdo com 43
dias apds a emergéncia.

Os resultados obtidos com o uso de bioestimulante (Tabela 2), possivelmente, sdo
justificados devido ao parcelamento das doses, em cobertura, da adubacdo nitrogenada, que
foram efetuadas nos estadios V2 (01/11/2011) e V5 (17/11/2011), sendo que a aplicacdo do
bioestimulante vegetal se deu no estadio V4 (10/11/2011). Assim, acredita-se que ocorreu
estresse com efeito fitotoxico na planta, devido a aplicacdo de N, potencializando o
comprometimento da rendimento de graos da cultura. Isso se deve ao fato de que no estadio
de quatro a seis folhas ocorrem as diferenciacfes das varias partes da planta e a definigdo de
sua producdo potencial (SCHRODER et al., 2000), que sdo comprometidos quando ocorre
algum estresse na planta.

Os bioestimulantes possibilitam o aumento na absor¢do de nutrientes, agua e

influenciam na atividade hormonal das plantas. Provavelmente, devido a esse aumento de
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absorcdo de nutrientes houve um excesso de absor¢do de N, ocasionando um desequilibrio
nutricional, momentaneo, refletindo de forma negativa no rendimento. Conforme Vargas et al.
(2010) a fitotoxicidade foliar ocorre porque os fertilizantes nitrogenados séo aplicados na
forma de sais. O uso destes fertilizantes em altas doses na aplicacéo a lanco provoca reducgéo
do metabolismo da planta e, consequentemente, traz prejuizos ao rendimento da cultura.

Na Figura 4, observa-se o aumento dos teores de clorofilas a, b e total conforme as
doses crescentes de N, até as doses de 212; 232 e 223 kg ha™ de N, respectivamente,
proporcionando incremento quadratico nos teores de clorofila foliar. Nas doses de 225 e 300
kg ha™ de N, se observa reducdo dos teores de clorofila, devido & planta ndo responder mais
ao aumento do fornecimento de N. O teor relativo de clorofila na folha vem sendo
considerado o melhor indicativo do nivel de N (RAMBO et al., 2004), devido a sua
praticidade e economia da determinacdo por clorofildmetros (MALAVOLTA, 1997). A
determinacdo do teor relativo de clorofila tem sido usada para predizer a necessidade de
adubacdo nitrogenada, em cobertura, em Vvérias culturas, especialmente em trigo
(BREDEMEIER, 1999), arroz (SINGH et al., 2002) e milho (ARGENTA et al., 2004).

Na Figura 5 tém-se as médias para o teor de N foliar nos estadios do florescimento e
observa-se que o teor de N disponivel aumenta de forma quadratica conforme as doses
crescentes de N, assim, obteve-se 32,05 g kg™ com a utilizacdo da dose de 260 kg ha™.
Aratani et al. (2006) verificaram que o teor de nitrogénio das folhas variou linearmente com o
incremento da adubacéo. O teor de N foliar apresentou relacdo com o teor de clorofila, porém
o maior teor de clorofila total (223 kg ha™ de N) n4o foi obtido com a mesma dose que se
obteve o maior teor de N foliar (260 kg ha™* de N). Quando o N é absorvido em excesso,
acumula-se como nitrato. Nessa forma, o N ndo se associa a molécula de clorofila e, portanto,
ndo pode ser detectado pelo medidor de clorofila (DWYER et al., 1995).
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Figura 4. Teor relativo de clorofilas a, b e total em fun¢do da adubacdo nitrogenada na cultura de milho.
Guarapuava, PR, 2013.
** * Significativo ao nivel de 1 e 5 % de probabilidade pelo teste F, respectivamente. As barras
referem-se ao desvio padréo.
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Figura 5. Teor de N foliar em funcéo da adubacg&o nitrogenada na cultura de milho. Guarapuava, PR, 2013.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. As barras referem-se ao desvio padréo.

Nos resultados obtidos para IAF, mensurado no estadio de florescimento (Figura 6), se
observa comportamento quadratico na analise de regressdo, com a maior media de area foliar
na dose de 211 kg ha™ de N com IAF de 5,4 m? e a menor média de IAF, se obteve com a
auséncia de N em cobertura, apresentando IAF de 4,3 m2. Ap6s a dose de 211 kg ha™ de N,
nota-se tendéncia de reducédo de IAF. Esses resultados mostram a influéncia do N, para Franca
et al. (2011) o IAF no estadio de florescimento foi de 4,41 m2 com 192 kg ha™ de N.

De acordo com Vargas (2010), o IAF mensurado no florescimento foi influenciado
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pela dose de N aplicada em cobertura que maximizaram a &rea foliar, consequentemente, o
IAF. O maior teor de N disponibilizado as plantas proporciona maior crescimento e
desenvolvimento (SILVA et al., 2005; 2006), aumentando o IAF. Conforme Fancelli (2000),
o IAF que determina a taxa maxima de crescimento é conhecido como IAF critico, o qual
varia em funcdo do ambiente que a planta estiver submetida. O IAF critico para a cultura do
milho oscila entre os valores de 3 a 5 m2, de acordo com a regido, gendtipo e sistema de

producdo considerado.
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Figura 6. indice de area foliar (IAF) em fungio das doses crescentes de N aplicadas na cultura de milho.
Guarapuava, PR, 2013.

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. As barras referem-se ao desvio padréo.

Para o nimero de folhas senescentes no estadio de florescimento (Figura 7) observou-
se que no tratamento controle ocorreu o maior namero de folhas senescentes, diminuindo, de
forma quadratica, com a aplicacdo das doses de N. Esse resultado se deve ao fato de que a
deficiéncia de N pode reduzir a sintese de clorofila, proteinas e citocinina aumentando a
senescéncia foliar e reduzindo a duracdo do IAF. Assim, a interceptacdo luminosa e a
fotossintese, que sob muitas condi¢des dependem da area foliar e sua duragdo, também serédo
prejudicadas (JONES, 1985; FRANCA, 2003). A disponibilidade de N pode afetar o
crescimento vegetal através da taxa de expansdo foliar e pela taxa de assimilagdo (TOLLEY e
RAPER, 1986 apud, FRANCA, 2003). Lopes et al. (2009) observaram, em sistema de plantio
direto, que apds 90 e 105 DAE (dias ap0s a emergéncia) ocorreu queda na fitomassa,
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considerando-se o inicio da senescéncia. Wolschick et al. (2003) observaram que em plantas
que receberam adubacdo nitrogenada a senescéncia foliar acelerou a partir dos 90 DAE,
quando as plantas estavam no estadio de grdo farinaceo, sendo que neste estadio os graos
contétm em torno de 70% de &gua e tem acumulado metade da massa seca, sendo a

senescéncia foliar, a partir deste estadio, um processo natural.

@ Folhas senescentes

NUmero de folhas senescentes

1 - y = 0,000053x? - 0,024679x + 5,056706
R? =0,62**
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Doses de nitrogénio (kg ha?)

Figura 7. Numero de folhas senescentes no estadio de florescimento em relagdo as doses de N aplicadas na
cultura de milho. Guarapuava, PR, 2013.
**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente. As barras referem-se

ao desvio padréo.
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Figura 8. Altura de planta e altura de insercdo de espiga de acordo com as doses de N na cultura de milho.
Guarapuava, PR, 2013.
*** Significativo ao nivel de 1 e 5 % de probabilidade pelo teste F, respectivamente. As barras

referem-se ao desvio padréo.
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Segundo a Figura 8 observa-se que o N influenciou na altura de planta, onde se teve
resposta quadratica em funcéo das doses de N aplicadas, com maior altura de planta, obtida na
regressdo, com a dose de 191 kg ha™ (229,01 cm), diminuindo a altura nos tratamentos com as
maiores doses, 225 e 300 kg ha™ (222,16 e 220,59 cm, respectivamente), consequentemente, a
altura de insercéo de espiga (Figura 8) também, foi influenciada, obtendo maior altura na dose
de 186 kg ha™ com insercéo na altura de, aproximadamente, 124 cm. Entretanto, as maiores
alturas de planta e de insercdo das espigas poderdo predispor a planta a0 acamamento ou
quebramento, fatores que ndo ocorreram durante o periodo de realizagdo do experimento,
provavelmente pelo fato do hibrido utilizado ndo ser suscetivel a essas caracteristicas
indesejaveis (ESTEVES et al., 1994; MURAKAMI, 2000).

Soares (2003) constatou que a aplicacdo de N resultou em plantas com maior altura de
insercdo de espigas, apresentando superioridade de 30% em relacdo a testemunha. Para
Vargas (2010) a estrutura da planta respondeu de forma quadratica ao incremento da dose de
N, sendo a dose de 125 kg ha™ aquela que proporcionou maior estrutura de planta, 261 cm.
Contudo, para altura de insercdo da espiga o colmo principal ndo foi alterado em funcéo de
nenhum dos fatores. O efeito da adubacdo nitrogenada sobre os componentes de rendimento
da cultura do milho ja foram descritos por outros autores (SANGOI, 2007; MELO, 2011).
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Figura 9. Numero de gréos por espiga em relagdo as doses de N na cultura de milho. Guarapuava, PR, 2013.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. As barras referem-se ao desvio padréo.

Vitti e Barros Junior (2001) a cultura do milho necessita de pelo menos 25 kg ha™ de
N na semeadura. Entretanto, analisa-se que a definicdo do numero de fileiras e o tamanho da

espiga, caracteristicas diretamente ligadas a rendimento de grdos de grdos, ocorrem entre a 42
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e a 122 folha, manifestando a necessidade da disponibilidade de nutrientes no solo (MEIRA,
2006). Neste experimento, nos resultados obtidos pos-colheita, repara-se que para 0 numero
de grdos por espiga (Figura 9), obteve-se maior propor¢édo de graos (557) na dose de 193 kg
ha™ de N. J& para o nimero de gréos por fileira (Figura 10) notou-se que a dose de 211 kg ha™
de N, foi que melhor respondeu, apresentando 33 gréos por fileira.

Fancelli (1986) relata que o nimero meédio de grdos por fileira é afetado pelo tamanho
da espiga, o qual é definido, principalmente, no periodo em que as plantas apresentam doze
folhas completamente expandidas (estadio R2). Fancelli e Dourado Neto (2000) relatam que o
comprimento maximo estd relacionado com a disponibilidade de &gua e nutrientes,
principalmente, de N. Bortolini et al. (2000), avaliando diferentes doses e épocas de
aplicacdo de N, também verificaram que o nimero de graos por espiga foi 0 componente mais
associado ao rendimento de grdos. Tomazela et al. (2006) constataram que o fornecimento de

200 kg ha™ de N aumentou a quantidade de gréos por fileira.
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Figura 10. Numero de gréos por fileira em relagéo as doses de N na cultura de milho. Guarapuava, PR, 2013.
** * Significativo ao nivel de 1 e 5 % de probabilidade pelo teste F, respectivamente. As barras
referem-se ao desvio padréo.

Fancelli e Dourado Neto (1997) citam que o rendimento de grdos também depende do
namero de fileiras de grdos por espiga, massa de grdos, prolificidade (nimero de espigas por
planta) e populagéo de plantas. Na Figura 11 observa-se que o menor rendimento de gréos foi
tratamento controle apresentando 8.660 kg ha™ e o maior rendimento se obteve com 210 kg
ha’ de N apresentando rendimento de 12.053 kg ha™, incremento de 3.393 kg ha™. Nas
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condicBes deste experimento pode-se observar que a maxima eficiéncia econémica (MEE)
seria obtida com 91,52 kg ha™ de N. Os resultados encontrados neste experimento corroboram
com os encontrados por Sandini et al. (2011) na producdo de milho, no sistema de integracédo
lavoura pecuéria, onde com a aplicagdo de 285, 271, 216 e 240 kg ha™* de N no veréo, seriam
obtidas os maximos rendimentos de milho de 13.081, 13.009, 13.185 e 13.202 kg hat,
respectivamente. Silva (2002) observou que a dose de 110 kg ha™ de N proporcionou o
méximo rendimento de gréos (6000 kg ha™). Ja Soares (2003) com a aplicacdo de N obteve o
méximo rendimento de gréos (9182 kg ha™®) com a dose de 202,6 kg ha™ de N.

Rambo et al. (2008) verificaram relacdo entre as doses crescentes de N com os valores
do rendimento de gréos, podendo verificar que a mesma foi afetada até a dose de 160 kg ha™
de N, incremento de 1855 kg ha™. Silva et al. (2010) obtiveram o maior rendimento de gréos
com 200 kg ha™* de N obtendo 5467 kg ha™, incremento de 2953,4 kg ha™.Para Morais (2012)
o maior incremento foi obtido na dose de 300 kg ha™ de N, com rendimento superior a
testemunha de 290 kg ha™. Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados neste
experimento, onde se obteve incremento crescente, no rendimento de gréos, com as diferentes
aplicacdes das doses da adubacéo nitrogenada.

Desse modo, observa-se que a deficiéncia de nitrogénio reduz a densidade de gréos
entre 9 e 25% e o rendimento de gréos, entre 14 e 80%, porque esse elemento, além de afetar
a determinacdo do nimero de células endospermaticas e de granulos de amido pode reduzir a
fonte de fotoassimilados, devido a reducdo do indice e duracao de area foliar (NEHMI et al.,
2004) Na Tabela 3 sdo apresentados os indices de correlacdo linear entre as variaveis
analisadas, observando-se a média correlagdo linear entre o rendimento de gras e o teor
relativo de clorofila. Yamada (1996) ressalta que para o rendimento esperado de 10 toneladas

de gréos por hectare deve-se aplicar entre 150 e 200 kg ha™ de N.
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Figura 11. Rendimento de grdos em funcdo das doses crescentes de N na cultura de milho. Guarapuava, PR,

2013.

** * Significativo ao nivel de 1 e 5 % de probabilidade pelo teste F, respectivamente. As barras

referem-se ao desvio padréo.



Tabela 3. Correlagdo linear entre as variaveis analisadas. 0 - 0,75 indica fraca correlagéo linear; 0,75-0,90 indica média correlacéo linear e 0,90-1,00 indica forte
correlacdo linear (GOMES 1990). Guarapuava, PR, 2013.
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Eendimento Altura | Altura Fileiras | Grdos | Grdo Folhas Total de Teor
Varidveis Cla | Clb | Cltotal . Umidade| MMG |Populacio Indices Ardido | ) . por por por IAF de N
de grdos Planta | Insercdo ) . . Senescente Folhas .
espiga |fileira | espiga foliar
%o %o %o kgha'l %o g pls ha'! espigaplanta'l %o
Cla 1,00
Clh 072 1,00
Cltotal 024 081 1,00
Rendimento ;075 073 1,00
de grios
Umidade 0,15 0,16 001 20,10 1,00
MMG 037 027 033 0,30 001 1,00
Populagio 011 011 012 0,07 000 001 1,00
indices 007 008 008 20,01 000 010 034 1,00
Ardido 016 013 016 0,17 008 004 0,07 20,03 1,00
Plantas 4 023 0w 0,15 017 004 010 20,13 20,05
quebradas
AlturaPlanta 044 043 049 0,54 000 013 0,02 0,11 005 1,00
Altura 025 036 032 0,48 006 008 0,00 20,01 006 053 1,00
Insercdo
Fileiraspor .\, 405 o2 0,14 002 004 007 0,03 004 017 002 1.00
espiga
Graospor ;0 555 p40 0,61 010 008 0,01 0,10 013 023 026 013 1,00
fileira
Griopor ;35 06 050 056 010 004 002 20,07 013 028 022 057 080 1,00
espiga
Folhas o540 074 068 073 017 022 009 0,01 008 036 031 018 063 060 1,00
Senescente
IAF 038 066 053 0,70 023 007 0,08 20,10 016 034 038 012 065 059 074 100
Total d
witt 13 on 13 20,09 006 007 000 0,13 000 009 007 001 013 011 042 001 100
Folhas
TeordeN 457 037 o4t 044 022 005 0,10 0,01 003 016 019 010 050 046 058 050 015 1,00

foliar
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6.4 CONCLUSAO

O teor de clorofila, teor de N foliar, IAF, nimero de folhas senescentes no
florescimento, altura de planta, altura de insercdo de espiga, niUmero de grdos por fileira,
ndmero de grdos por espiga e a rendimento de grdos séo influenciadas diretamente pelos
diferentes niveis da adubacg&o nitrogenada, sendo a maxima eficiéncia técnica alcangada com
a dose de 210 kg ha™ de N que apresentou o maior rendimento de gréos, de 12.053 kg ha™.
Entretanto, a utilizacdo do bioestimulante ndo se mostra viavel para a cultura do milho,
reduzindo o rendimento de grdos, desta forma tornam-se necessarios outros estudos sobre a

eficiéncia desta tecnologia.
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7. CAPITULO 2 - DOSES DE NITROGENIO ASSOCIADOS AO EFEITO DA
INOCULACAO DE AZOSPIRILLUM BRASILENSE NA CULTURA DO MILHO

DOSES OF NITROGEN AND AZOSPIRILLUM BRASILENSE INOCULATION IN
CORN CROP

RESUMO

O N € o nutriente que mais limita a expressdo do potencial da cultura do milho e, também, o
nutriente que mais onera custos, desta forma, avancos tecnolégicos tem surgido com a
finalidade de reduzir o custo de producdo e aumentar os rendimentos, como o estudo da
inoculacdo de A. brasilense a fim de suprir parte do N requerido pela cultura. Com o objetivo
de testar o efeito de niveis crescentes de N associadas a inoculacdo de A. brasilense, aplicado
no TS e no sulco de semeadura, 0 experimento foi conduzido no municipio de Guarapuava,
PR, no ano agricola de 2011. Os tratamentos foram dispostos em delineamento de blocos ao
acaso, em esquema fatorial 3x5, constituidos de inoculacdo de A. brasilense x niveis de
adubacéo nitrogenada (0, 75, 150, 225, 300 kg ha™* de N), com oito repeticdes, os dados foram
submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey (5%). Houve
interacdo significativa para indice de é&rea foliar e numero de folhas senescente no
florescimento, tanto a inoculacdo da bactéria, via TS e no sulco de semeadura,
proporcionaram incrementos no rendimento de gréos, altura de planta e altura de insercao de
espiga, enquanto o teor de clorofilas a, b e total, altura de planta, altura de insercédo da espiga,
namero de fileiras por espiga, niumero de grdos por espiga e rendimento de grdos foram
afetadas pelos niveis de adubacdo nitrogenada. Assim, conclui-se que a inoculacdo no sulco
de semeadura com A. brasilense proporcionou o maior rendimento de milho e as aplicacGes
das doses de N influenciaram positivamente, com resposta quadratica e maxima resposta, de
11589 kg ha™ com 202 kg ha™ de N, incrementando o desempenho produtivo da cultura do

milho.

Palavras-chave: adubacao nitrogenada, bacteria diazotrofica, rendimento de graos.
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ABSTRACT

Nitrogen is the nutrient that most limits the expression of production potential of corn crop
and it is also the nutrient that most increase the production costs. Based on it, technological
advances have emerged with goal of reducing the costs and increasing the yields. An example
of these technologies is the inoculation with diazotrophic bacteria Azospirillum brasilense that
could supply, at least partly, the N required by corn plants. Then, an experiment was carried
out in Guarapuava, Parand, Brazil in 2011 to evaluating the effect of nitrogen doses associated
with A. brasilense inoculation in seed treatment and seeding furrow. The experimental design
was complete randomized blocks with factorial arrangement 3x5, inoculation x nitrogen doses
(0, 75, 150, 225, 300 kg ha™ of N), and eight replications. There was significant interaction to
leaf area index and number of senescent leaves at flowering. Both inoculation methods, seed
treatments and seeding furrow, had increase in corn yield, plant height and leaf insertion
height. Chlorophyll a, b and total content, plant height, leaf insertion height, number of rows
per leaf, number of kernels per leaf and corn yield had effect of nitrogen fertilization. Thus,
based on these results the A. brasilense inoculation in seeding furrow provided higher yield
and the nitrogen doses influenced positively, with quadratic response of 11589 kg ha™ with

202 kg ha™* of N, incremented in the yield performance of corn crop.

Keywords: nitrogen fertilization, diazotrophic bacteria, corn yield.

7.1 INTRODUCAO

Nos altimos anos foi descoberto o potencial das bactérias diazotroficas do género
Azospirillum, fixadoras de N atmosférico em vida livre (BODDEY et al., 1995) e quando
associadas a rizosfera das plantas podem auxiliar na disponibilidade de N (BARBARO et al.,
2008).

O N é o nutriente que mais onera o custo na producdo final do milho, assim, os
beneficios com a fixagdo biologica de N (FBN) séo tanto econémicos como ambientais
(CASTELLEN, 2005). Desse modo, o manejo adequado do fertilizante nitrogenado associado
a inoculagdo com Azospirillum na cultura do milho podera resultar em incrementos de
rendimento e reducdo de custos da cultura (VORPAGEL, 2010).
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A eficiéncia da bactéria Azospirillum spp. no desenvolvimento da planta de milho e de
outras gramineas tem sido pesquisado ndo somente quanto ao rendimento das culturas, mas,
também, pelas causas fisiologicas que, possivelmente, influenciam no rendimento
(BARBARO et al., 2008). Com destaque para a producdo de substancias promotoras de
crescimento como o acido indolilacético (IAA), giberelinas e citocininas, que atuam na
morfologia e fisiologia, promovendo aumento de peso radicular na eficiéncia da exploracéo
do solo, na captacdo de a4gua e nutrientes (PERIN et al., 2003).

A inoculacdo de A. brasilense é realizada com aplicacdo nas sementes com inoculantes
que podem ser aplicados via sélida (como turfa) ou via liquida (HUNGRIA, 2011). A forma
de inoculagéo mais utilizada é atraves do tratamento de sementes, contudo estudos realizados
em outras culturas mostram que ha efeito positivo quando se aplica o inoculante no sulco de
semeadura (RAMOS e RIBEIRO, 1993).

Entretanto, somente parte do N requerido pela cultura do milho é fornecida pela
bactéria Azospirillum spp. sendo necessaria a complementacdo da adubacdo de N, por
apresentar grande importancia devido ao N ser um dos nutrientes mais relevantes no aumento
do rendimento (FERNANDES et al., 2008). A assimilacdo de N é um processo vital a cultura
do milho, pois controla o crescimento e o desenvolvimento das plantas e tem efeitos
marcantes sobre a fitomassa e a rendimento de gréos final. Varios trabalhos mostram os
efeitos positivos deste nutriente no rendimento de gréos de milho (AMADO et al., 2002).

A absorcdo de N ocorre durante todo o ciclo vegetativo do milho e, apesar das
exigéncias nutricionais serem menores nos estadios iniciais de crescimento, pesquisas indicam
que altas concentracdes de N na zona radicular sdo benéficas para promover o rapido
crescimento inicial da planta e o aumento do rendimento de grdos (YAMADA, 1996;
VARVEL et al., 1997). O método de adubacdo nitrogenada tradicionalmente recomendado
preconiza a aplicacdo de parte da dose de N na semeadura e o restante quando a planta
apresenta de quatro a oito folhas expandidas (SA, 1996).

A partir destas consideracdes, objetivou-se testar o efeito de niveis de adubacéo
nitrogenada associadas a inoculagdo de A. brasilense, aplicado no tratamento de sementes e

no sulco de semeadura da cultura de milho.
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7.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido a campo, nas condicdes de plantio direto, no municipio
de Guarapuava, PR (ANEXO I). A area experimental localiza-se a 25°33” latitude Sul e
51°29’ longitude Oeste e tem altitude de aproximadamente 1100m, a topografia do local ¢é
considerada plana. O solo classifica-se como Latossolo Bruno Distroférrico Tipico, de
fertilidade média a alta (ANEXO I1I).

Os tratamentos de inoculagdo com A. brasilense foram via TS (100 mL ha™), sulco de
semeadura (300 mL ha™) e controle. A inoculagdo foi realizada com o produto comercial
“Masterfix L. Gramineas®”, a base de Azospirillum brasilense (estirpes abvb e abv6)
associado a cinco doses de nitrogénio (0; 75; 150; 225; 300 kg ha™) da fonte uréia (46% de
N), com parcelamento das doses nos estadio V2 e V5, conforme escala proposta por
RITCHIE et al. (1993), totalizando 15 tratamentos. O delineamento utilizado foi blocos ao
acaso em arranjo fatorial 3x5, com trés formas de inoculagdo de A. brasilense x cinco niveis
de adubacéo nitrogenada e oito repeticdes sendo as parcelas constituidas de quatro linhas com
sete metros de comprimento espagados em 0,60 m, com espacamento de 0,16 m entre plantas,
totalizando populagéo de 80 mil plantas por hectare.

A semeadura manual foi realizada em 03/10/2011 utilizando sementes de milho da
empresa Pioneer® (hibrido 30F53HRR). Os tratamentos com inoculacdo receberam 100 mL
ha™ no TS e no sulco de semeadura 300 mL ha™ de Masterfix L. Gramineas®. No manejo da
adubacdo aplicou-se 350 kg ha™ da formula, N-P—K, 12-31-17 + 0,4% de Zn. O manejo
quanto a plantas invasoras foi realizado com Mesotriona (p.c. Calliesto®) e Atrazina (1,65 g
ha® de i.a.). Quanto ao controle cultural aplicou-se o fungicida Opera® (p.a. piraclostrobina)
na dose de 0,75 L ha™. As pulverizaces foram realizadas utilizando pulverizador costal
contendo pontas de pulverizacdo de jato leve (leque), espacadas em 0,50 m uma da outra,
sendo utilizada presséo de trabalho de 30 Ib pol, com volume de calda de 200 L ha™.

No dia 28/12/2011 as plantas se encontravam no estadio R1 (florescimento) e apods
este evento, realizou-se a leitura do teor de clorofila da folha indice (folha abaixo da insercéo
da espiga), pelo método SPAD (unidade de medida em indice adimensional), com o auxilio do
determinador de clorofila ClorofiLog (Falker); essa avaliagdo foi realizada em cinco plantas
escolhidas aleatoriamente na segunda e terceira linha de cada parcela. Também, foi realizada

a avaliacdo do indice de éarea foliar (IAF), medindo o comprimento e a largura de todas as
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folhas (com mais de 50% de area verde), de trés plantas, na segunda linha de cada parcela,
realizou-se a contagem das folhas senescentes (com menos de 50% de &rea verde). Ainda,
neste mesmo estadio, foram coletadas cinco folhas indice, para a avaliacdo do nivel de
nitrogénio (SILVA, 2009).

Em pré-colheita mediu-se a altura de planta, tomando como base a distancia, da
superficie do solo até a insercdo da folha bandeira e para altura de insercdo das espigas a
distancia entre o solo até o n6 de insercdo da espiga superior. Com a contagem de plantas e
espigas da linha colhida obteve-se o indice de espigamento. No dia 24/03/2012 foi realizada a
colheita e como é&rea Util, para estimativa da producgdo, tomou-se a terceira linha eliminando
0,5 m nas extremidades, colhendo as espigas das 24 plantas da linha, de cada parcela. De seis
espigas foram realizadas a contagem de fileiras por espiga, grdos por fileira e, assim,
determinada a proporcdo de grdos por espiga. Posteriormente, todas as espigas foram
trilhadas, para determinacdo dos dados de producdo. Com o peso de 300 sementes estimou-se
0 peso de mil grdos e com a amostra de 250 g foi realizada a analise de grdo ardido. A
umidade foi corrigida para 13% e, em seguida, o valor foi convertido para kg ha™ para a
determinacéo da rendimento de gréos final.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (teste F) e as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade utilizando o programa
estatistico SISVAR. Os dados de gréos ardidos foram transformados em vY + 1. Quando as
regressdes foram significativas foi selecionado o modelo matematico que melhor
representasse 0 comportamento da variavel utilizando a planilha eletrdnica Microsoft Excel.
Para as equacdes quadraticas, estimou-se a dose de N para obter a maxima eficiéncia técnica
(MET) e a maxima eficiéncia econémica (MEE), baseando-se no preco atual do kg de milho
R$ 0,40 e R$ 2,73 0 kg de N (CONAB, 2013).

7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocorreu interacdo significativa entre os tratamentos com inoculagéo de A. brasilense e
a adubacdo de N para folhas senescentes e IAF. A inoculagdo com A. brasilense incrementou
o rendimento de gréos, IAF, altura de planta e insercdo da espiga. Houve diferenca entre os
niveis de N para os teores de clorofilas, rendimento de graos, altura de planta e insercéo, gréos

por fileira, graos por espiga, folhas senescentes, teor de N foliar e IAF (Tabela 4).
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Tabela 4. Quadrado médio para as varidveis analisadas em plantas de milho com ou sem a inoculacéo de A. brasilense associado a diferentes doses de N. Teores de
clorofilas a, b e total (%), rendimento de gréos (kg ha™), massa de mil grdos (MMG (g)), populacdo de plantas, espigas por planta, gréos ardidos, altura de
planta (cm), altura de insercdo de espiga (cm), fileiras por espiga, gréos por fileira, grdos por espiga, indice de area foliar (cm?), folhas senescentes no
florescimento e total de folhas no florescimento em funcdo da inoculacdo de Azospirillum brasilense e aplicacdo de bioestimulante na cultura de milho.

Guarapuava, PR, 2013.

Quadrados Médios

Fator de variagdo Gk Clorofilaa Clorofilab | Clorofila total | Rendimento de gréos MMG Po%Lll;gtgg de
Bloco 7 46,87 (0,00) ** 4,32 (0,00)** 77,06 (0,00)**  5172873,84 (0,00)**  1912,15 (0,00)**  2206843,97 (0,80)
Azospirillum (A) 2 2,26 (0,21) 1,18 (0,34) 6,59 (0,20) 5009469,21 (0,00)** 162,15 (0,49) 7983780,79 (0,14)
Cobertura (N) 4 38,52 (0,00) ** 73,51 (0,00)** 217,09 (0,00)** 40224040,95 (0,00)** 245,74 (0,37) 1960514,25 (0,75)
AXxN 8 0,34 (0,98) 0,37 (0,95) 0,86 (0,99) 120179,66 (0,98) 86,22(0,93) 8515245,60 (0,04)*
Erro 98 1,42 1,08 4,01 47684,39 226,22 4029008,64
CVz2 (%) 3,11 6,95 3,76 6,32 5,28 2,48
Média 38,37 14,93 53,29 10897,97 284,91 81091,43
Continuacao Tabela 4.
Quadrados Médios
Fator de variagdo Gk Espigas por planta Ardido?! Altura — Fllequs por Graos por fileira
Planta | Insercdo espiga
Bloco 7 0,0015(0,15) 0,18 (0,67) 43,70 (0,09) 51,26 (0,10) 0,41 (0,36) 3,95 (0,15)
Azospirillum (A) 2 0,0013(0,25) 0,71(0,07) 211,95 (0,00)** 85,50 (0,05)* 0,28(0,46) 1,22 (0,61)
Cobertura (N) 4 0,00054 (0,25) 0,44 (0,15) 156,29 (0,00)** 167,75 (0,00)** 0,70 (0,11) 69,07 (0,00)**
AXN 8 0,00053(0,81) 0,13 (0,85) 15,39 (0,74) 23,27 (0,59) 0,40 (0,38) 0,86 ( 0,95)
Erro 98 0,00094 0,26 24,01 28,51 0,37 2,48
CV2% 2,99 34,03 2,22 4,37 3,61 4,99
Média 1,03 1,49 220,29 122,24 16,8 31,55
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Continuacao Tabela 4.

Quadrados Médios
Fatorde |- Folhas indice de area | T0tal de folhas
variagao Gréos por espiga senesceptes no foliar no Teor de N
florescimento florescimento
Bloco 7 1309,95 (0,30) 0,95 (0,15) 0,09 (0,37) 0,38 (0,69) 14,13 (0,65)
AZOS'?K)'”“”‘ 2 114235 (0,35) 0,28 (0,63) 0,39 (0,01)** 0,68 (0,30) 37,40 (0,15)
Cobertura (N) 4 25121,54 (0,00)** 34,47 (0,00)** 4,97 (0,00)** 0,30(0,70) 462,91 (0,00)**
AxN 8  742,09(0,71) 1,34 (0,03)* 0,18 (0,04)* 0,65 (0,32) 12,57(0,74)
Erro 98 1078,23 0,6 0,08 0,56 19,40
CV% 6,19 24,64 57 4,67 15,49
Média 530,24 3,15 511 15,98 28,43

(1)Variavel transformada para Vx+1. CV= coeficiente de variacéo.

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 01) e *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p >
5%).
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Figura 12. indice de éarea foliar com influéncia da adubacdo nitrogenada e inoculagio de A. brasilense na
cultura de milho. Guarapuava, PR, 2013.
** * Significativoa 1 e 5 % de probabilidade pelo teste F. As barras referem-se ao desvio padréo.

Houve interacdo, significativa, entre as doses de N aplicadas em associacdo a A.
brasilense (Tabela 2) para o IAF. O IAF mensurado na ocasido do florescimento foi crescente
conforme a aplicagdo das doses de N, (Figura 12), apresentando 5,41; 5,59 e 5,43 cm? nas
doses de 211; 244 e 197 kg ha™ de N para os tratamentos controle, sulco de semeadura e TS,
respectivamente. O IAF tem a sua importancia, devido este indice indicar a caracteristica do
dossel e também estar relacionado a outros processos fisiologicos, como a maior taxa

fotossintética da planta e, também, na fotossintese. O rendimentode grdos aumenta



53

significativamente com os incrementos do IAF, o qual varia de 4 a 6, segundo resultados
obtidos no Corn Belt americano (FANCELLI, 2010). O IAF permite estimar o grau de
desenvolvimento da planta e o potencial de interceptacdo de energia radiante (FANCELLI,
2000), a fotossintese, também, depende da area foliar, assim, o rendimento da cultura sera
maior quanto mais rapido a planta atingir o indice de &rea foliar maximo e quanto mais tempo
a é&rea foliar permanecer ativa (PEREIRA e MACHADO, 1987).

7,0 ® Controley = 0,000080x2 - 0,033467x + 5,520000
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o
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o
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Figura 13. Numero de folhas senescentes no florescimento em funcéo da inoculagéo de A. brasilense e o0s niveis
da adubacdo nitrogenada na cultura de milho.Guarapuava, PR, 2013.
** * Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste F. As barras referem-se ao desvio padrao.

Na apuracdo do numero de folhas senescentes no florescimento (Figura 13), na qual se
obteve o maior indice para o tratamento controle de N (0 kg ha*) e controle de A. brasilense.
O menor nimero de folhas senescentes foi observado a partir do fornecimento de N, e nos
tratamentos com inoculagdo no TS e sulco de semeadura com a bactéria. Segundo Muchow e
Sinclair (1994) o atraso na senescéncia foliar e a maior producdo final de biomassa
incrementam a producdo de carboidratos devido a maior interceptacdo da radiacdo e pela
absorcdo de uma maior fracdo da energia luminosa incidente. A perda de area foliar pela
senescéncia afeta 0s componentes de rendimento em decorréncia das alteracfes provocadas na

atividade fisiologica das plantas, refletindo no rendimento da cultura (MOURA, 1999).
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Tabela 5. Médias do rendimento de gréos (kg ha™), altura de planta (cm), altura de insercéo de espiga (cm) e
indice de &rea foliar (IAF, cm?), nos tratamentos com A. brasilense na cultura de milho. Guarapuava,

PR, 2013.
Rendimento de Altura (cm)
Tratamento graos
(kg ha™) Planta Insercéo
Controle 10520,08 b 217,64b  121,04b
Sulco 1122158 a 221,70a  12387a
TS 10952,27 a 22154a  121,80a
Meédia Geral 10897,97 220,29 122,24

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Na Tabela 5 observam-se as médias encontradas para 0s tratamentos contendo A.
brasilense, pela qual nota-se incremento no rendimento de grdos com a inoculacdo da
bactéria, no sulco de semeadura onde se tem o maior acréscimo no rendimento de 701 kg ha™
ndo diferindo estatisticamente da inoculacdo via TS, apresentando aumento de 432 kg ha™,
comparado com o tratamento controle. Em outros ensaios ja havia sido confirmada a
influéncia do uso da bactéira A. brasilense no rendimento, nos experimentos realizados por
Cavallet et al. (2000) e Barros Neto (2008) obtiveram incremento de 357 kg ha™ e 793 kg ha”
! respectivamente. De acordo com Dobbelaere et al. (2003), esse incremento ocorre em
funcdo da fixacdo bioldgica de N pela associacdo da bactéria Azospirillum com o milho,
aumentando a capacidade de absorcdo de nutrientes e agua, proporcionando desta forma,
melhores condicBes de desenvolvimento da cultura e, consequentemente, aumento do
rendimento de graos.

Salomone e Dobereiner (1996) e Okon e Vanderleyden (1997) realizaram estudos em
diferentes condicbes de cultivo e, também, encontraram aumentos no rendimento de graos
com a inoculacdo de Azospirillum spp. provenientes, provavelmente, dos efeitos benéficos
dessas bactérias na FBN (OKON e VANDERLEYDEN, 1997), no aumento da atividade das
enzimas fotossintéticas, e no aumento da atividade das enzimas de assimilagdo de N
(DIDONET et al., 1996), na superficie de absorcdo das raizes e na produgdo de substancias
promotoras do crescimento (SALOMONE e DOBEREINER, 1996).

A resposta de espécies de gramineas a inoculacdo de bactéria pode ser influenciada
pelas caracteristicas genéticas das plantas e das estirpes, bem como, pelas condi¢bes do
ambiente (HUNGRIA, 2011). Desse modo, Campos et al. (2000), com o uso do produto

comercial Graminante (A. brasilense), ndo obtiveram resposta para o rendimento de gréos na
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cultura do milho, 0 mesmo j& havia sido observado por Campos et al. (1999) para as culturas
de trigo e aveia.

A altura de planta (Tabela 5) foi influenciada com o uso da bactéria tanto para na
aplicacdo no sulco de semeadura (4,06 cm) como para a aplicacdo via TS (3,90 cm). A altura
de insercdo de espiga, também foi maior para os tratamentos com inoculagdo, apresentando
123,87 cm e 121,80 cm para a inoculagdo no sulco de semeadura e TS, respectivamente. No
entanto, para Cavallet et al. (2000), no experimento realizado com a inoclucdo da bactéria,
ndo verificaram alteracdo da altura de planta, o que reduz o risco de acamamento. Porém, no
experimento realizado por Braccini et al. (2010), os tratamentos com inoculagdo com a
bactéria A.brasilense apresentaram maior altura de planta. Assim, as perdas e a pureza dos
grdos na colheita mecanizada sdo diretamente influenciadas pela altura das plantas e,
principalmente, pela altura de insercdo, sendo que, esta caracteristica apresenta vantagens na
colheita (POSSAMAI et al., 2001).

Conforme a Figura 14 observa-se aumento significativo para os teores relativos de
clorofilas a, b e total em funcéo da aplicacdo das doses crescentes de N, com aumento do teor
relativo total até a dose de 223 kg ha™ de N reduzindo para as doses de 225 e 300 kg ha™,
indicando que a partir da dose de 223 kg ha™ de N a planta n&o responde ao acréscimo de N.
O teor de clorofila na folha é utilizado para predizer o nivel nutricional de N, devido a esse
pigmento correlacionar-se, positivamente, com o teor na planta (BOOWJ et al., 2000), essa
relacdo é atribuida, principalmente, ao fato de que 50 a 70% do N total das folhas é integrante
de enzimas (CHAPMAN e BARRETO, 1997), que estdo associadas aos cloroplastos
(STOCKING e ONGUN, 1962).
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Figura 14. Teores relativos de clorofilas a, b e total em fungéo da adubacéo nitrogenada na cultura de milho.
Guarapuava, PR, 2013.
** * Significativo a 1 e 5 % de probabilidade pelo teste F. As barras referem-se ao desvio padréo.

Por apresentar baixa sensibilidade ao consumo de luxo de N, a avaliacdo efetuada pelo
medidor de clorofila estd sendo considerada a melhor indicadora do nivel de N na planta do
que seu proéprio teor (BLACKMER e SCHEPERS, 1995), obtido pelo método de extragdo.
Conforme a Tabela 6 o teor relativo de clorofila tem média correlacdo linear com o
rendimento de grdos, evidenciando a necessidade da presenca de N na cultura.

O teor de N foliar, presente no estadio do florescimento, foi maior na dose de 200 kg
ha® de N com 30 g de N kg™ (Figura 15), variando com as doses de cobertura. Os teores
adequados de N nas folhas, segundo Malavolta et al. (1997) e Raij et al. (1996) variam de
275 a 325 g de N kgt e de 27 a 35 g de N kg™, respectivamente. O valor obtido pela
regressdo para a MET é de 29,64 g de N kg™ com a dose de 200 kg™ de N

Desta forma, o maior teor de N foliar proporciona maior crescimento e
desenvolvimento da planta, contribuindo para um maior indice de area foliar e acimulo de
carboidratos em funcéo da fotossintese (MALAVOLTA et al., 2006).
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Figura 16. Altura de planta (cm) e altura de insercdo de espiga (cm) obtida pela aplicacéo de diferentes niveis
de nitrogénio na cultura de milho. Guarapuava, PR, 2013.
** * Significativo a 1 e 5 % de probabilidade pelo teste F. As barras referem-se ao desvio padréo.

A Figura 16 apresenta as médias para altura de planta, maxima altura na dose de 191
kg ha® de N (222,56 cm) e a minima no tratamento controle (216,18 cm). Diferente dos

resultados encontrados por Meira et al. (2009), no qual ndo foi encontrada diferenca
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significativa para as combinacbes de doses de N. Houve comportamento quadratico para a
altura de insercdo de espigas em resposta as diferentes doses de N, com altura de 124,63 cm
(186 kg ha™* de N), corroborando com os resultados obtidos por Portugal et al. (2012) e Mar et
al. (2003) que verificaram aumento da altura de plantas e de insercdo da espiga do milho
safrinha (sucessdo a soja), em resposta a aplicacdo de N em cobertura. Mendonca et al. (1999)
encontraram médias de altura de insercdo da espiga que variaram entre 1,20 m e 1,45 m de
altura.

Na Figura 17 estdo as médias obtidas na analise de graos por fileira pela qual se nota
comportamento quadratico em funcgdo das doses de N, no qual se obteve 0 maximo de 32,98
grios com a dose de 195 kg ha™ de N; entretanto, estudo realizado por Kappes (2009)
mostrou que nao houve diferenca entre os tratamentos para grdos por fileira, por ser uma
caracteristica genética, comandada por varios genes e pouco influenciada por fatores
edafoclimaticos e de manejo. Desta forma, o nimero de grdos por espiga variou com a dose
de N (Figura 18) obtendo o melhor resultado (557) com 193 kg ha™ de N. Sandini et al.
(2011) verificaram aumento do namero de fileiras, graos por fileira e grdos por espiga com o

incremento da dose de N.

zg 29 - ® Grio por Fileira

y = -0,000108x2 + 0,042159x + 28,867659
27 1 R2 = 0,45%*

25 . . . .
0 75 150 225 300

Doses de nitorgénio (kg ha?)

Figura 17. Grdo por fileira de acordo com as doses de N na cultura de milho. Guarapuava, PR, 2013.
** * Significativo a 1 e 5 % de probabilidade pelo teste F. As barras referem-se ao desvio padrao.
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Figura 18. Gréo por espiga em relacdo a adubacdo nitrogenada na cultura de milho. Guarapuava, PR, 2013.
** * Significativo a 1 e 5 % de probabilidade pelo teste F. As barras referem-se ao desvio padréo.

O rendimento de graos foi influenciado diretamente pelas doses de N (Figura 19). Os
resultados mostram que o N e a bactéria se comportam de forma independente, 0s
rendimentos obtidos foram de: 11.589 kg ha™ com a dose de 202 kg ha™ de N no tratamento
controle de A. brasilense; 12.370 kg ha™ para a dose de 217 de N associado ao tratamento
com A. brasilense no sulco de semeadura; e 11.969 kg ha™ com a de 212 kg ha™* de N no
tratamento com inoculacdo via TS. De acordo com o resultado obtido o maior rendimento de
grdos, com relacdo aos niveis de N, se deve a melhor distribuicdo do nutriente na planta, e
maior transferéncia para os graos, refletindo em incremento no rendimento (FANCELLI e
DOURADO NETO, 2000). Considerando as condicBes deste experimento, a méaxima

eficiéncia econdmica seria obtida com a utilizacéo da dose de 91,52 kg ha™ de N.
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Figura 19. Rendimento de grdos em relacdo a adubacao nitrogenada na cultura de milho. Guarapuava, PR, 2013.
** * Sjignificativo a 1 e 5 % de probabilidade pelo teste F. As barras referem-se ao desvio padrao.

Em experimentos realizados por Munchow (1988) e Wolfe et al. (1988) foi
demonstrado que a adubacdo nitrogenada aumentou o nimero de grdos por espiga e a
rendimento de grdos da cultura, sendo que o fornecimento de N promoveu aumentos nos
contetdos foliares de clorofila e de N na cultura do milho, corroborando com os resultados
obtidos neste experimento.

Por ser o N o nutriente que mais frequentemente limita o rendimento da cultura de
milho, em anos nos quais as condi¢des meteoroldgicas sdo favoraveis a cultura, a quantidade
de N requerida para maximizar o rendimento de gréos pode alcancar valores superiores a 150
kg ha™. Quantidades tdo elevadas dificilmente poderdo ser supridas somente pelo solo,
havendo a necessidade de utilizar fontes suplementares deste nutriente (AMADO et al., 2002)
e disponibilizar de forma parcelada para o melhor aproveitamento da cultura.

Em estudo realizado por Ros et al. (2003) os maiores rendimentos de grédos de milho
foram obtidas com a utilizagdo das doses mais elevadas de N, com o aumento médio no
rendimento de grdos com a aplicacéo de 30 e 90 kg ha™ de N, em relacdo & testemunha (sem
N) foi de 1032 e 1468 kg ha™, respectivamente.

Para Mendongca et al. (1999) e Araujo et al. (2004) que estudaram a rendimento de
grdos de milho em funcdo da adubag&o nitrogenada, observaram a relagdo intima entre esse

elemento e a rendimento de grdos da cultura, contudo, os autores afirmam que os fatores
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climéticos tém papel decisivo na producdo, que de acordo com os dados apresentados foram
satisfatorios para o desenvolvimento da cultura do milho.

No ANEXO Il estdo apresentadas as temperaturas maximas, médias, minimas e a
precipitacdo media ocorrida durante o periodo de realizacdo do experimento. De modo geral,
o clima foi considerado bom para o desenvolvimento da cultura, mesmo pela distribuigéo
desuniforme das temperaturas e chuvas, podendo afirmar que o desempenho da cultura néo
foi influenciado pelo estresse hidrico (ANEXO 1V). Penariol et al. (2003) destacam que a
producdo por area pode ficar comprometida, se a deficiéncia hidrica coincidir com o periodo
do florescimento, fase que determina a quantidade de Ovulos a serem fecundados e, por
consequéncia, a producéo de gréos. A disponibilidade hidrica que a cultura do milho necessita
durante seu ciclo estd compreendida entre 500 a 800 mm (EMBRAPA, 1997), durante a
realizacdo do experimento foi registrado o total de 800 mm. A temperatura média para o
desenvolvimento da cultura do milho varia de 18 a 25°C (EMBRAPA, 1997), na realizacdo do
experimento foram registradas temperaturas maximas de 25,8°C e minimas de 14,9°C obtendo
uma média de 19,6°C, assim, as temperaturas foram satisfatorias para o desenvolvimento da

cultura.
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Tabela 6. Correlagdo linear entre as varidveis analisadas. 0 - 0,75 indica fraca correlagdo linear; 0,75-0,90 indica média correlacdo linear e 0,90-1,00: indica forte

correlacdo linear (GOMES, 1990). Guarapuava, PR, 2013.

Fileiras | Grios
Rendiment Altura | Altu Gri Folh Teord
Varidveis | Cla | Clb |Cleotal] o o | Umidade | MMG |Populagio Ardido| 50 T por | por | oepor) EORES Eom e
de grdos Planta |Insercdo . . espiga |Senescente N foliar
espiga | fileira
Y Vi Y Lg ha_l Vi g p]_s ha_]' )
Cla 1,00
Clb 072 1,00
Cltotal 094 091 100
Rendimentode , .. 475 073 1,00
grios
Umidade 015 016 001 20,10 1,00
MMG 037 027 033 039 001 1,00
Populagio 011 011 0,12 0,07 000 001 1,00
Indices 007 008 008 0,01 000 010 034
Ardido 0,16 013 016 0,17 0,08 004 007 1,00
AlturaPlanta 044 048 049 034 0,09 013 0,02 0,05 1,00
Altura 025 036 032 048 0,06 0,08 0,00 006 0355 100
Insercio
Fileiraspor 17 035 om 0.14 002 004 007 004 017 002 100
espiga
Graospor 430 055 040 0,61 010 008 0,01 013 025 026 015 100
fileira
Griopor 40 036 030 0,56 010 004 002 013 028 022 057 090 100
espiga
Folhas - . . . .
054 074 068 0.7 017 022 009 008 036 031 018 063 060 1,00
Senescente
IAF 038 066 055 0,70 023 007 0,08 016 034 03 012 065 039 074
Totalde 13 011 013 0,09 006 007 0,00 000 000 007 001 013 011 042
Folhas
Teorde N . - - - - N - -
034 038 048 0,36 02 016 0,13 006 038 028 012 040 038 032 05 1,00

foliar
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7.4 CONCLUSAO

Os tratamentos com A. brasilense e as cinco doses de N testadas se comportaram de
forma independente. A inoculacdo com a bactéria A. brasilense incrementa o rendimento de
grdos do milho com melhor efeito quando aplicagdo no sulco de semeadura, além de
promover aumento da altura de planta, altura de insercdo de espiga e IAF. Apresentando-se
uma tecnologia viavel para o rendimento de grdos e beneficios para as caracteristicas
morfologicas da planta.

O rendimento de gréos € incrementado com aplicacéo de crescentes doses de N, a dose
obtida pela méxima eficiéncia técnica, de 210 kg ha™ apresenta o melhor rendimento de
grdos, com 11972 kg ha™, evidenciando a importancia deste nutriente para o desenvolvimento

e aumento do rendimento na cultura do milho.
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8. CAPITULO - 3. AZOSPIRILUM BRASILENSE INOCULADO NO TRATAMENTO
DE SEMENTES E NO SULCO DE SEMEADURA EM FUNCAO DA APLICACAO
FOLIAR DE BIOESTIMULANTE NA CULTURA DO MILHO

AZOSPIRILUM BRASILENSE INOCULATED IN SEED TREATMENT AND
IN SEED FURROW, DEPENDING ON FOLIAR APPLICATION OF
BIOSTIMULANT INCORN CROP

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi mensurar o efeito da inoculacdo de A. brasilense, via TS e sulco
de semeadura, em associacdo a aplicacdo de bioestimulante, via foliar, na cultura do milho. O
experimento foi conduzido em Guarapuava (PR), no ano agricola de 2011, o qual foi
constituido de seis tratamentos (A. brasilense no TS, sulco de semeadura e controle, associado
a aplicacdo de bioestimulante, no estadio V4 e sem aplicacédo no tratamento controle), com 20
repeticdes. Foram avaliados os teores de clorofilas a, b e total, teor de N foliar, folhas
senescentes no florescimento, total de folhas verdes, IAF, populacdo de plantas, altura de
planta, altura de insercdo de espiga, niumero de espigas por planta, nimero de fileiras por
espiga, numero de grdos por fileira, nimero de graos por espiga, massa de mil grdos, graos
ardidos e rendimento de grdos. Concluindo-se que a inoculacdo com a bactéria aumentou o
rendimento, massa de mil grdos, altura de planta, altura de inser¢do de espiga e IAF. A
utilizacdo do bioestimulante reduziu, significativamente, o rendimento de grdos e massa de

mil grdos e obteve-se interacdo dos fatores para o teor de clorofila b.

Palavras-chave: rendimento de grdos, bactéria diazotréfica, regulador vegetal.

ABSTRACT

The aim of this paper was to measure the effect of inoculation with A. brasilense inoculated
seed treatment and seed furrows, depending on foliar application of biostimulant in corn. An
experiment was carried out in Guarapuava, Parand, Brazil in 2011. There were six treatments

(inoculation of Azospirillum brasilense in seed treatment, seed furrows and control and
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biostimulant application at V4 growth stage and control) and 20 replications. Chlorophyll a, b
and total, foliar nitrogen content, number of senescent leaves at flowering, number total of
leaves, leaf area index, plant population, plant height, leaf insertion height, number of leafs
per plant, number of rows per leaf, number of kernels per row, number of kernels per leaf,
thousand grain mass and grain yield were the characteristics evaluated. The inoculation with
the diazotrophic bacteria had significant response to grain yield, thousand grain mass, plant
height, leaf insertion height, and leaf area index. The use of biostimulant reduced grain yield

and thousand grain mass, and there was an interaction of factors for chlorophyll b.

Keywords: yield grain, diazotrophic bacteria, plant growth regulator.

8.1 INTRODUCAO

O género Azospirillum compreende bactérias diazotroficas de vida livre, amplamente,
encontradas em solos de clima tropical e subtropical, em associacdo com as raizes de
gramineas de grande importancia econémica como milho, arroz, trigo e diversas forrageiras,
além de outras espécies vegetais. De 30 a 90% das amostras de solo coletadas, em todo o
mundo, contém A. brasilense ou A. lipoferum (DOBEREINER e DAY, 1976).

As bactérias diazotroficas do género Azospirillum sdo fixadoras de nitrogénio
atmosférico, que associadas a rizosfera das plantas podem, possivelmente, contribuir com a
nutricdo nitrogenada (BODDEY e DOBEREINER, 1995). De acordo com Morais (2012), a
associacao positiva entre as bactérias diazotroficas e o milho tem sido demonstrado por
diversos resultados de pesquisa, sendo que a maioria das associacdes resultou em aumento da
producdo e/ou acumulo de matéria seca e acumulo de nitrogénio nas plantas inoculadas, o que
parece estar relacionado com o aumento da atividade das enzimas fotossintéticas e de
assimilacdo de N (DIDONET et al., 1996).

A utilizacdo de bactérias diazotroficas como uma alternativa para aumentar a
disponibilidade de N para as culturas pode ser uma opcdo menos onerosa e mais viavel
ecologicamente (BARTCHECHEN et al., 2011). Além disso, as bactérias do género
Azospirillum sdo conhecidas pela sua capacidade de produzir hormoénios vegetais como
auxinas, giberelinas e citocininas (HARTMAN e ZIMMER, 1994). De acordo com Quadros
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(2009) tem-se verificado que a liberacdo destes hormonios vegetais estimula a formacéo de
pelos radiculares, a taxa de aparecimento de raizes secundarias e a superficie radicular.

A auxina promove o crescimento por alongamento, via aumento na capacidade de
extensdo da parede celular. O tratamento da planta com auxina exdgena resulta em um
modesto e breve estimulo no crescimento de caules jovens e coledptilos. Baixos niveis de
auxina sdo também necessarios para o alongamento da raiz, sendo que altas concentracGes
podem inibir o crescimento desse 6rgao (TAIZ e ZEIGER, 2012).

A citocinina estimula a formacdo das folhas na planta (TAIZ e ZEIGER, 2012),
participa da regulacdo de muitos processos do vegetal, incluindo a divisdo celular,
senescéncia foliar, mobilizacdo de nutrientes, dominancia apical, formacdo e atividade dos
meristemas apicais, desenvolvimento floral, germinacdo de sementes e a quebra da dorméncia
de gemas. A razdo entre auxina e citocinina determina a divisao celular e a diferenciacdo em
raiz ou gema de tecidos vegetais cultivados, sendo que a alta relagdo auxina:citocinina
estimula a formac&o de raizes (TAIZ e ZIEGER, 2012).

As giberelinas apresentam como atividade principal a estimulacdo da divisdo celular
e/ou do alongamento celular (ROWE, 1968) que estdo associadas a promog¢do do crescimento
do caule e a sua aplicacdo pode induzir a aumentos significativos na altura. As giberelinas
podem também, afetar a transicdo do estadio juvenil para 0 maduro, a inducéo da floracéo, a
determinacédo do sexo e o estabelecimento de fruto (TAIZ & ZIEGER, 2012).

Estes reguladores vegetais estdo presentes na formulacdo dos bioestimulantes. O
emprego de bioestimulantes tem grande importancia para o incremento de producdo e
lucratividade, sobretudo em sistemas de producéo tecnificados ou em locais que apresentam
comprovadas situacdes de estresse (FANCELLI, 2010).

Em funcdo da sua composicdo, concentracdo e proporcdo das substancias que o
compde, o bioestimulante pode incrementar o crescimento e desenvolvimento vegetal
estimulando a divisdo celular, diferenciacdo e o alongamento das células podendo também,
aumentar a absorcdo e a utilizacdo de agua e nutrientes pelas plantas (STOLLER DO
BRASIL, 1998).

No milho o uso de bioestimulantes pode contribuir para a melhoria da relagéo entre
raiz e parte aérea para a maior reserva no colmo e para aumentar a eficiéncia do processo de
translocacéo de fotoassimilados para os grédos, resultando no aumento de rendimento de gréos
(FANCELLLI, 2010).
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Desta forma, o objetivo deste experimento foi mensurar o efeito da inoculagédo com A.
brasilense, no TS e sulco de semeadura, em fungéo da aplicacdo, via foliar, de bioestimulante

na cultura do milho.

8.2 MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido no ano agricola de 2011, na fazenda Galo Vermelho localizada
no municipio de Guarapuava, PR (ANEXO 1), a 25°33” latitude Sul ¢ 51°29” longitude Oeste,
apresentando altitude de aproximadamente 1100 m e clima classificado, segundo a
classificacdo de Kdppen, como Cfb, subtropical mesotérmico imido, com ver6es amenos e
sem estacdo seca definida (IAPAR, 2011). A precipitacdo e as temperaturas ocorridas durante
a realizagdo do experimento podem ser observadas no ANEXO II, sendo a distribui¢do da
chuva adequada para o desenvolvimento da cultura do milho (ANEXO IV).

O solo da éarea ¢ classificado como Latossolo Bruno Distroférrico Tipico. Antes da
instalacdo do experimento foi realizada a amostragem do solo (0-20 cm de profundidade),
conforme ANEXO IIl. Em razdo da andlise do solo a adubacdo de base foi realizada com 350
kg ha® da formulacdo, N-P-K, 12-31-17 + 0,4% Zn e como adubac&o de cobertura foram
parcelados 150 kg ha™ de N dos estadios V2 e V5.

Utilizou-se o hibrido comercial 30F53HRR (Pioneer®) com as caracteristicas de ciclo
precoce, cor do grao alaranjado, textura do grdo semi-duro, altura de espiga de 1,10 a 1,20 m
e altura de planta de 2,60 a 2,80 m. A semeadura manual foi realizada no dia 03/10/2011 e
cada parcela foi composta por quatro linhas, de sete metros de comprimento e com
espacamento de 0,60 m entre linhas, com o objetivo de totalizar 80 mil plantas ha™. Como
area util para a colheita foi escolhida a terceira linha do experimento excluindo-se 0,50 m da
bordadura.

Durante o ciclo de desenvolvimento da cultura foi realizado o controle quimico de
plantas daninhas com Mesotriona (0,4 L i.a. ha™) e Atrazina (1,750 g i.a ha), o controle de
doencas com a aplicagdo do fungicida Opera® (0,75 L ha®, p.a. piraclostrobina). As
pulverizagOes foliares foram realizadas utilizando pulverizador costal contendo pontas de
pulverizacédo de jato leve (leque) espacadas em 0,50 m uma da outra, sendo utilizada pressao
de trabalho de 30 Ib pol?, resultando volume de calda de 200 L ha™.
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Os tratamentos foram dispostos em delineamento de blocos ao acaso em esquema
fatorial 3x2, os tratamentos constituiram-se da inoculacao de A. brasilense no TS (100 mL ha
1, sulco de semeadura (300 mL ha) e controle (sem inoculacio) em funcéo da aplicacdo, ou
ndo, do bioestimulante (250 mL ha™) via foliar no estadio fenolégico V4, totalizando seis
tratamentos com 20 repeti¢Oes. Foi utilizado o inoculante a base de A. brasilense da marca
comercial Masterfix L. Gramineas® (estirpes Abv5 e Abv6) e o bioestimulante Stimulate®
(0,009% de cinetina (citocinina); 0,005% de acido giberélico (giberelina) e 0,005% de &cido
indolilbutirico (auxina)) ambos os produtos fabricados pela empresa Stoller do Brasil.

O florescimento ocorreu aos 86 dias ap0s a semeadura (28/12/2011) e neste estadio
foram realizadas as andlises de IAF, contagem do numero de folhas senescentes,
determinacdo do teor de clorofila com auxilio do determinador ClorofiLog (Falker) e
realizacdo da coleta de cinco folhas indice (folha abaixo da espiga) para a determinacdo do
teor de nitrogénio foliar conforme metodologia descrita por SILVA (2009).

No ponto de colheita aos 173 DAE (24/03/2012) avaliou-se o desempenho produtivo
pelas caracteristicas de: altura de planta, altura de insercédo de espiga, indice de espigamento,
fileiras de grdos por espiga, grdos por fileira (de seis espigas de cada parcela) e, assim,
realizada a proporcdo de graos por espiga, analise de graos ardidos e contagem de 300 grédos
para estimar o peso de 1000 gréos. A umidade foi corrigida para 13% e, em seguida, o valor
foi convertido para kg ha™* para a determinacéo do rendimento de graos.

Os resultados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (teste F) e as médias
dos tratamentos comparados pelo teste Tukey (p > 0,05), utilizando o programa SISVAR. A
variavel de grdos ardidos sofreu transformacgdo vx + 1, as demais médias analisadas n&o

sofreram transformacoes.
8.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacéo significativa (Tabela 7Tabela 7) entre a inoculagcdo com A. brasilense
e aplicagdo do bioestimulante para o teor de clorofila b, as demais varidveis se comportam de
maneira independente. Com a inoculagéo de A. brasilense houve diferenca significativa para
rendimento de grdos, massa de mil gréos, altura de planta, altura de insercdo de espiga e
indice de area foliar. J& a diferenca significativa para a utilizacdo do bioestimulante foi para o

teor de clorofila b, rendimento e massa de mil gréos.
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Tabela 7. Teores de clorofilas a, b e total (%), rendimento de gréos (kg ha™), massa de mil graos (MMG (g)), populagéo de plantas, espigas por planta, gréos ardidos, altura
de planta (cm), altura de insercdo de espiga (cm), fileiras por espiga, grdos por fileira, grdos por espiga, indice de area foliar (cm?), folhas senescentes no
florescimento e total de folhas no florescimento em funcdo da inoculacdo de Azospirillum brasilense e aplicacdo de bioestimulante na cultura de milho.
Guarapuava, PR, 2013.

Quadrados Médios

Fator de variagdo Gk Clorofilaa Clorofilab Clorofila total Rendimento de graos MMG PO%T;%Z: de
Bloco 3 26,03 (0,00)** 17,25 (0,00)** 75,78 (0,00)** 10076508,87 (0,00)** 439,07(0,06) 2314824,08 (0,96)
Azospirillum (A) 2 2,26 (0,18) 1,18 (0,31) 6,59(0,16) 5009469,21(0,00)** 162,15(0,54) 7983780,79 (0,18)
Bioestimulante (B) 1 0,60 (0,50) 4,45(0,04)* 8,31 (0,13) 9188698,07 (0,00)**  3051,29(0,01)**  3826545,99 (0,36)
AxB 2 2,54 (0,15) 3,27(0,04)* 10,19(0,06) 750387,16 (0,19) 423,59(0,21) 992067,43 (0,81)
Erro 87 1,3 0,99 3,57 446738,1 263,02 4594341,45
CV2% 2,98 6,66 3,54 6,13 5,69 2,64
Média 38,37 14,93 53,29 10897,97 284,91 81091,43
Continuacgdo Tabela 7.
Quadrados Médios
Fator de variagdo GL . Graos Altura Fileiras por ~ -
Espigas por planta Ardidos Planta InSercao espiga Gréos por fileira
¢
Bloco 3 0,002 (0,01)** 0,28 (0,32) 72,90 (0,00)** 67,14 (0,00)** 0,39 (0,45) 17,09 (0,00)**
Azospirillum (A) 2 0,001 (0,20) 0,71 (0,06) 211,95 (0,00)** 85,50 (0,05)* 0,28 (0,48) 1,22 (0,60)
Bioestimulante (B) 1 0,0003(0,58) 0,36 (0,23) 50,01 (0,12) 73,60 (0,10) 0,59 (0,22) 0,0021 (0,98)
AxB 2 0,0008 (0,82) 0,01 (0,96) 4,74 (0,80) 31,71 (0,32) 0,02 (0,95) 2,59 (0,34)
Erro 87 0,0008 0,25 20,66 27,35 0,39 2,36
CV2% 2,78 33,38 2,06 4,28 3,7 4,87
Média 1,03 1,49 220,29 122,24 16,8 31,55
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Continuacgdo Tabela 7.

Quadrados Médios
Fator de variagdo |GL| ) Folhas 1 4o e arealTotal de folhas no .
Gréo por espiga [senescentes no - . Teor de N foliar
. foliar florescimento
florescimento
Bloco 3 16091,66 (0,00)** 7,89 (0,00)** 1,09 (0,00)** 0,37 (0,86) 71,33 (0,00)**

Azospirillum (A) | 2 | 1142,35(0,36) 0,28 (0,66) 0,39 (0,02)* 0,68 (0,31) 37,40 (0,26)
Bioestimulante (B)| 1 [ 491,06 (0,50) 0,23 (0,56) 0,002 (0,90) 0,08 (0,72) 9,65 (0,55)
AxB 2 540,90(0,61) 0,16 (0,79) 0,02 (0,85) 0,98 (0,19) 4,17 (0,86)

Erro 87 1094,15 0,67 0,1 0,57 27,15

CV % 6,24 26,04 6,23 474 18,33

Média 530,24 3,14 511 15,98 28,43

(") Variavel transformada para Vx+1. (%) CV coeficiente de variagio.
**significativo ao nivel de 1% de probabilidade, *significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

A Tabela 8 apresenta a interacao, significativa positiva, das médias obtidas no teor de
clorofila b, onde houve diferenca quando inoculado, via TS e aplicado o bioestimulante houve
incremento no teor de clorofila b. Conforme Repke et al. (2009), os reguladores vegetais estéo
diretamente relacionados com o aumento do teor de clorofila, principalmente, a citocinina que
retarda a degradacdo de clorofila e promove a sintese de clorofila, o que, possivelmente,
ocorreu neste tratamento, onde além da aplicacdo do bioestimulante se teve a inoculagcdo com
a bactéria que estimulou a planta a produzir citocinina, elevando assim, o teor de clorofila b.
Contudo os incrementos, positivos, da associacdo (A. brasilense e bioestimulante) ocorreu
somente para a variavel clorofila b, ndo alterando a clorofila total.

Bashan et al. (2006) relatam incremento em varios pigmentos fotossintéticos, tais
como clorofilas a e b que resultariam em plantas mais verdes, quando inoculadas com
A.brasilense.

Tabela 8. Teor de clorofila b (método SPAD - indice adimensional) em folhas de plantas de milho em fungéo da
inoculacdo de A. brasilense e aplicacdo de bioestimulante. Guarapuava, PR, 2013.

Tratamento Controle Sulco TS
Controle 15,22 a 15,14 a 14,99 a
Bioestimulante 14,37 a 14,58 ab 15,25 b
Média Geral 29,59 30,72 30,24

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Tabela 9. Rendimento de gréos (kg ha™), massa de mil grdos (MMG) (g), altura de planta (cm), altura de
insercdo de espiga (cm) e IAF (m?) em funcdo da inoculacdo de A. brasilense e aplicacdo de
bioestimulante na cultura de milho. Guarapuava, PR, 2013.

Rendimento de MMG Altura (cm) IAF
Tratamento graos
(kg ha')) ) Planta | Insercao | (m?)
Controle 10520,08 a 282,58 a 217,64a 121,04a 503a
Sulco 1122158 b 286,13 a 221,70b 12387b  522b
TS 10952,27 b 286,00 a 221,54b 121,80ab 5,07 ab
Meédia Geral 10897,97 284,91 220,29 122,24 5,11

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade.

O rendimento (Tabela 9) foi afetada de forma significativa com a inoculacdo da
bactéria aplicada via TS com incremento de 432 kg ha™ e para o sulco de semeadura esse
incremento foi de 701 kg ha™, mostrando que a inoculacio é eficiente para as duas formas de
aplicagdo, comparando as duas tecnologias o incrementando no rendimento de gréos foi de
269 kg ha™ para aplicacdo no sulco de semeadura. Assim, a massa de mil grdos foi afetada
com a inoculacdo, na ordem de 286,58 e 286 g para aplicacdo no sulco de semeadura e TS,
respectivamente. O rendimento do milho € o resultado de vérios fatores integrados, sendo que
a massa de grdos e o nimero de graos por espiga sdo 0s componentes mais importantes no
rendimento de grdos (FANCELLI e DOURADO NETO, 2000).

Evidéncias a campo demonstram que a inoculacdo de sementes com Azospirillum,
além de incrementar o rendimento do milho, nas mais distintas condi¢des, também pode
contribuir para a economia de 30 a 50 kg ha™ de nitrogénio, além de favorecer o aumento da
viabilidade técnica e econdmica da safrinha (FANCELLI, 2010).

Salomone e Ddbereiner (1996) e Okon e Vanderleyden (1997) também encontraram
aumentos de rendimento de grdos com a inoculagdo de Azospirillum spp. nas mais diversas
condigdes de cultivo oriundos, provavelmente, dos efeitos benéficos dessas bactérias na
fixacdo biologica de nitrogénio. Cavallet et al. (2000) obtiveram resultados positivos,
constatando aumento de 17% no rendimento de grdos de milho quando inocularam as
sementes com Azospirillum. Lana et al. (2012) observaram que a inoculagdo proporcionou
incrementos no rendimento de 15,4 e 7,4%, para as safras 2000/2001 e 2002/2003,
respectivamente. Barros Neto (2008), utilizando A. brasiliense em experimento com milho,
obteve aumento no rendimento de grdos de 9.021 kg ha™ para o tratamento testemunhae 9.814
kg ha™ para o tratamento com inoculagdo, ou seja, rendimento médio de 9% superior &

testemunha.
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A altura de planta foi influenciada pela inoculacéo, incrementando 4,06 e 3,90 cm no
sulco de semeadura e TS, respectivamente. Diante deste aumento a altura de insercdo de
espiga também foi afetada, acrescendo em 0,76 e 2,83 cm no TS e no sulco de semeadura
(Tabela 9). De acordo com as caracteristicas do hibrido, a altura de planta varia de 2,60 a 2,80
e a altura de insercdo de espiga fica em torno de 1,20 m. Dessa forma, a altura de insercao
ficou na média da caracteristica do hibrido e a altura de planta ficou abaixo, contudo notou-se
variacdo na altura com a forma de inoculacdo. Ensaios conduzidos por Hungria (2011)
mostram a maior altura de plantas e maior producédo de raizes e coloracdo mais verde, devido
ao maior teor de clorofila. Na cultura do arroz, Moura (2010) observou que ndo houve efeito
significativo da inoculagdo de sementes com A. brasilense. Cavallet et al. (2000) mesmo com
0 aumento da rendimento de grdos de grdos e o comprimento de espiga, a inoculacdo com a
bactéria ndo alterou a altura de plantas (p > 0,05) que foi em média de 2,21 m.

A varidvel IAF foi influenciada pela inoculagdo no TS e no sulco de semeadura
(Tabela 9), observando acréscimo de 0,07 e 0,22 m2. Barassi et al. (2008), com inoculagdo de
Azospirillum, obtiveram maior producdo de biomassa, assim, melhora nos parametros
fotossintéticos das folhas, incluindo o teor de clorofila e condutancia estomética, melhoria no
potencial hidrico, incremento no teor de &gua do apoplasto e maior elasticidade da parede
celular. Conforme Fancelli (2010), o rendimento de gréos aumenta significativamente com 0s
incrementos do indice area foliar (IAF), o qual varia de 4 a 6, segundo resultados obtidos no
Corn Belt americano.

Tabela 10. Rendimento de grdos (kg ha™) e massa de mil gréos (g) em fungéo da inoculacéo de A. brasilense e
aplicacéo de bioestimulante na cultura de milho. Guarapuava, PR, 2013.

Rendin‘lento de MMG
Tratamento graos
(kg ha®) gramas
Controle 11174,69 a 289,95 a
Bioestimulante 10621,26 b 279,86 b
Média Geral 10897,97 284,91

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade.

A utilizacdo de bioestimulante respondeu de forma negativa para o rendimento e
massa de mil grdos, a reducdo foi na ordem de 553,43 kg ha™ e 10,09 g, respectivamente
(Tabela 10). O rendimento de grdos em milho é determinado pela densidade de plantas,
prolificidade ou numero de espigas por planta, namero médio de fileiras de graos por espiga,
numero médio de gréos por fileira e massa média dos grdaos (NEL e SMITH, 1978, apud
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BALBINOT JR. et al., 2005).

Considerando que estatisticamente ndo houve diferencas significativas entre o nimero
de espigas por parcela, nimero de fileiras por espiga e nimero de graos por fileira, o principal
componente direto de rendimento, que explica a diferenca significativa no ganho de
rendimento de grdos a campo para o tratamento controle é a massa de mil graos e, assim, com
0 decréscimo da massa de mil gréos, também se notou perda no rendimento de gréos para a
utilizacdo do bioestimulante.

Ferreira et al. (2007) em aplicacbes de bioestimulantes na semente do milho, nédo
encontraram diferenca significativa para o rendimento de gréos, apenas para massa seca de
raizes e parte aérea. Vorpagel (2010) estudando o efeito da inoculagdo com A. brasilense
associado ao tratamento de sementes com o bioestimulante observou tendéncias negativas em
termos de rendimento, apesar de ndo diferir estatisticamente quando comparado ao uso
isolado de A. brasilense ou ao controle.

Tabela 11. Médias obtidas no rendimento de grdos (kg ha™) em funcio da inoculacdo de A. brasilense e
aplicacdo de bioestimulante na cultura de milho. Guarapuava, PR, 2013.

Tratamento de Sulco de
sementes semeadura
Controle 10749,29 a 11122,10 a 11652,69 b

Bioestimulante 10290,87 a 10782,44 a 10790,47 a

Média Geral 10520,08 10952,27 11221,58

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Controle

Na Tabela 11 encontram-se as meédias obtidas nos tratamentos que mostra que a
utilizacdo do bioestimulante influenciou na reducdo do rendimento final, observando que a
reducdo foi na ordem de 458,42; 339,66 e 862,22 kg ha' para o tratamento controle,
inoculagéo via TS e sulco de semeadura, associado ao bioestimulante, respectivamente. Desse
modo, mesmo nao havendo interacdo entre os fatores observa-se tendéncias de reducdo de
rendimento com a aplica¢do do bioestimulante, via foliar, no estddio V4. H& poucos estudos
realizados com a aplicacdo do bioestimulante nas condigcdes deste experimento. Assim, seria
importante que fossem realizados outros experimentos para a recomendacdo adequada da
inoculagdo com A. brasilense e a aplicacdo de bioestimulante na cultura do milho.

Na Tabela 12 € apresentada a correlacdo linear entre as varidveis analisadas,
observando que a rendimento de graos e o teor relativo de clorofila tiveram correlacao linear

média entre si, as demais variaveis apresentaram baixa correlagéo linear.
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Tabela 12. Correlagdo linear entre as variaveis analisadas. 0 - 0,75 indica fraca correlagéo linear; 0,75-0,90 indica média correlacéo linear e 0,90-1,00: indica forte
correlacdo linear (GOMES, 1990). Guarapuava, PR, 2013.

Rendiment , Altura | Altura | Fileiras |Gri Gri Folh Total de [Teor de N
Variveis | Cla | Clb |Clootal | o | Umidade | MMG |Populaio|  Indices | Ardido| o o ra eas (Lraospor) Lracpor) EOMAS ) g,p | Cotaie)teorde
de grios Planta | Insercdo por espiga| fileira espiga | Senescente Folhas | foliar
Y% Y% Y ke ha' Y g pls ha’! espiga planta'l Y%

Cltotal 094 091 100
Rendi d

enfimentode n63 075 0T 1,00

grios

Umidade 015 D16 001 010 1,00

MMG 037 027 035 039 001 100

Populacio 011 011 012 0,07 000 001 1,00

Indices 007 008 008 00 000 010 034 1,00

Ardide 016 013 016 0,17 008 004 0,07 0,03 1,00
AlturaPlanta 044 048 040 054 000 013 0,02 0,11 005 100

Alwra 005 35 0m 048 006 008 0,00 001 006 055 100

Insercio

Fileiraspor ;455 gm 0,14 002 004 007 0,05 004 017 002 1,00

espiga

Griospor 20 055 049 0,61 010 008 0,01 20,10 013 025 026 0,15 1,00

fileira

Griopor ;46 056 0.0 036 010 004 00 0,07 013 028 02 057 0,90 1,00

espiga

Folhas 50 o7 g8 073 017 022 000 0,01 008 036 031 0,18 065 060 1,00

Senescente

IAF 038 066 057 0,70 023 007 0,08 20,10 016 034 038 0.12 0,69 059 074 100

Totalde 2 411 3 009 006 007 000 0.13 000 000 007 2001 013 011 042 001 100

Folhas

TeordeN o046 012 am1 0,03 007 00 00 0,05 006 003  -008 012 027 027 010 014 001 1,00

foliar
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8.4 CONCLUSAO

Nas condicdes deste experimento conclui-se que a bactéria do género A.brasilense
promove incremento no rendimento de graos, tanto para a aplicacdo via TS como para sulco
de semeadura. A aplicacdo de bioestimulante reduz o rendimento de grdos, assim, ha a
necessidade de mais estudos sobre o efeito do bioestimulante na cultura do milho, para a

regido centro-sul do Parana.
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Area eXperimentaI, safra 2011/12, Fazenda Galo Vermelho. Localizada a 25°33” latitude Sul e 51°29” longitude

Oeste e altitude de, aproximadamente, 1100m e a topografia do local é considerada plana. Guarapuava, PR,
2013. (Fonte: https://maps.google.com.br/maps?hl=pt-BR)
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Temperaturas maximas, médias e minimas e precipitacdo ocorridas durante periodo do experimento, setembro de

2011 a marco de 2012. Guarapuava, PR, 2013.




ANEXO 111

Resultados de analise quimica do solo da amostra de 0-10 e 10-20 cm da area utilizada para a conducdo do
experimento. Guarapuava, PR, 2013.

Mehlich pH 7,0
g/dm® | mg/dm? (cmol/dm?)
C(i':fﬁ’)a %';g:’; MoO. | P K | ca Cl\";l‘g* Mg | Al | Y | sB | cTC

0-10 4,80 41,61 11,50 048 501 827 326 000 6,23 8,75 14,98
10-20 4,71 37,58 4,46 024 352 746 394 008 676 7,70 14,46

Saturacdes (%) Relacéo entre cations
Gleba Bases o
(cm) V% Al M% Ca Mg K Ca/Mg | Ca/K | Mg/K
0-10 58,42 0,00 3345 21,77 3,20 1,54 10,44 6,79

10-20 53,26 1,03 2435 2725 1,66 0,89 14,67 16,42
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Decéndio

Extrato do balanco hidrico - Dados coletados na Estacdo Agrometeorolégica do IAPAR,
UNICENTRO/CEDETEG 2011/2012, Guarapuava, 2013.



