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RESUMO GERAL

BREDA, Farley Alexandre da Fonseca. Crescimento e metabolismo de nitrogénio em
milho inoculado com Herbaspirillum seropedicae e Azospirillum brasilense. 2018. 80f.
Tese (Agronomia - Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Para que a cultura do milho alcance altas produtividades é necessario que o0 solo possua uma
fertilidade elevada, pois essa graminea é altamente exigente em nutrientes, principalmente
nitrogénio. Visando diminuir essa demanda por fertilizantes nitrogenados, algumas linhas de
pesquisa vém sendo desenvolvidas. Uma das alternativas é a utilizacdo de bactérias
diazotrdéficas fixadoras de nitrogénio. Deste modo, diferentes bactérias estdo sendo utilizadas,
dentre elas, destacam-se a Herbaspirillum seropedicae e a Azospirillum brasilense. O objetivo
do estudo foi avaliar o efeito da inoculacdo de duas bactérias diazotroficas, a estirpe ZAE94,
de Herbaspirillum seropedicae, € a estirpe Sp245, de Azospirillum brasilense, em plantas de
milho, quanto a capacidade de alterar o crescimento e a absorcdo de nitrogénio ao longo do
desenvolvimento da cultura, bem como, avaliar a sua produtividade e o rendimento no peso
de mil grdos das plantas. Além disso, buscou-se avaliar o efeito dessas bactérias no
metabolismo de N das plantas de milho quando cultivados em sistema hidropdnico com
solucdo nutritiva com alta e baixa concentragdo de deste elemento. Para isso, a tese foi
dividida em dois capitulos, no primeiro foi realizado dois experimentos de campo, no ano
agricola de 2015/2016. Em ambos os experimentos, adotou-se o arranjo fatorial composto por
quatros niveis de adubacdo (0, 50, 100 e 150 kg N ha™), com diferentes inoculagdes (NI - néo
inoculado, Hs - Herbaspirillum seropedicae e Ab - Azospirillum brasilense), em quatro
repeticdes. Para o segundo capitulo, foi realizado um U(nico experimento em casa de
vegetacdo, utilizando cultivo hidropénico com aeracdo intermitente. Adotou-se um arranjo
fatorial composto por dois niveis de adubagdo (3,0 mM e 0,3 mM de N), com diferentes
inoculagBes (NI - ndo inoculado, Hs - Herbaspirillum seropedicae e Ab - Azospirillum
brasilense), em oito repeticbes. Observou-se que as condigfes ambientas influenciaram
diretamente a resposta da interacdo planta/bactéria, onde o periodo de maior temperatura e
umidade (safra verdo) promoveu respostas mais expressivas de ambas as bactérias. Diante da
avaliacdo do crescimento vegetal e da producdo de grédos das plantas de milho, foi possivel
evidenciar o potencial da utilizacdo de bactérias diazotroficas como insumo bioldgico,
principalmente da espécie Herbaspirillum seropedicae, uma vez que, a associacao destas com
as doses de 50 e 100 kg N ha™, promoveu incremento na produtividade de grdos de 15 e 35%
respectivemante, quando comparados ao controle ndo inoculado. Com isso, a utilizacdo desta
bactéria possibilita a redugdo dos custos com adubagdo, consequentemente, causando menor
impacto ambiental. A avaliacdo do crescimento vegetal mostrou, que as bactérias exercem
efeito benéfico sobre o crescimento das plantas de milho, principalmente a Herbaspirillum
seropedicae, fazendo com que sejam mais eficientes na producdo de grdos e na absorcao e
assimilacdo de nitrogénio.

Palavras chaves: Metabolismo de plantas. Anélise de crescimento. Bactérias diazotréficas.



GENERAL ABSTRACT

BREDA, Farley Alexandre da Fonseca. Nitrogen growth and metabolism in corn
inoculated with Herbaspirillum seropedicae and Azospirillum brasilense. 80p. Thesis
(Agronomy - Soil Science). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

In order for the corn crop to reach high yields, it is necessary a high fertility of the soil, since
this grass is highly demanding in nutrients, mainly nitrogen. In order to reduce this demand
for nitrogen fertilizers, some lines of research have been developed. One of the alternatives is
the use of diazotrophic nitrogen-fixing bacteria. Thus, different bacteria are being used,
among them, stand out Herbaspirillum seropedicae and Azospirillum brasilense. The
objective of the study was to evaluate the effect of the inoculation of two diazotrophic
bacteria, strain ZAE94, of Herbaspirillum seropedicae, and strain Sp245, from Azospirillum
brasilense, on maize plants, on the ability to alter nitrogen growth and absorption at during
the development of the crop, as well as to evaluate its productivity and yield in the weight of a
thousand grains of the plants. In addition, the objective was to evaluate the effect of these
bacteria on N metabolism of maize plants when grown in a hydroponic system with nutrient
solution with high and low concentration of this element. For this, the thesis was divided in
two chapters, where in the first one was realized two field experiments, where the first one
was cultivated in the summer crop of 2015/2016 and the second one in the harvest of winter
2016. In both experiments, (Hs - Herbaspirillum seropedicae and Ab - Azospirillum
brasilense), with four different replications (0 - 50, 100 and 150 kg N ha™), with different
inoculations. For the second chapter, a single greenhouse experiment was carried out using
hydroponic cultivation with intermittent aeration. A factorial arrangement composed of two
levels of fertilization (3.0 mM and 0.3 mM N), with different inoculations (NI - uninoculated,
Hs - Herbaspirillum seropedicae and Ab - Azospirillum brasilense) was used in eight
replications. It was observed that the environmental conditions influenced directly the
response of the plant / bacteria interaction, where the period of higher temperature and
humidity (summer harvest) promoted more expressive responses of both bacteria.
Considering the plant growth and grain yield of maize plants, it was possible to show the
potential of the use of diazotrophic bacteria as a biological input, mainly of the species
Hesbaspirillum seropedicae, since the association of these bacteria allows the reduction of
costs with fertilization, consequently, causing less environmental impact, besides promoting
higher productivity and better yield and quality of maize grains. The evaluation of plant
growth showed that the bacteria exerted a beneficial effect on the growth of maize plants,
especially Hesbaspirillum seropedica, making them more efficient in the production of grains
and in the uptake and assimilation of nitrogen by plants.

Key words: Plant metabolism. Growth analysis. Diazotrophic bacteria.
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1. INTRODUCAO GERAL

A cultura do milho é uma das mais importantes dentro do cenario da producao
agropecuaria no mundo, pois pode ser utilizada como: fonte de energia e nutrientes para a
nutricdo animal e humana, além de poder ser utilizada como matriz energética na producao de
biocombustiveis. Por isso, a producdo deste cereal é importante na balanca comercial de
muitos paises. Atualmente, é o grdo mais produzido no mundo, sendo responsavel por 42% de
todos os graos gerados, seguido pelo trigo (30%), e arroz (18%) (CONAB, 2017).

No Brasil a cultura do milho vem aumentando anualmente a sua producdo e
produtividade. Isso pode ser observado através do levantamento realizado pelo IBGE em
setembro de 2017, onde a estimativa da producéo de milho em gréos foi de 97,8 milhdes de
toneladas somando as duas safras, mantendo a estimativa de safra recorde. Do volume total da
producdo, 30,4 milhdes de toneladas (31,2%) sdo de milho 12 safra ou safra de verdo e 67,3
milhdes de toneladas (68,8%) sdo de milho 22 safra ou safra de inverno. Os produtores
investem no milho 22 safra, por este apresentar bons precos de mercado na ocasido da decisdo
de plantio, e por ser uma cultura que, em termos de producdo, responde muito bem em
sucessao a soja, além de ser tecnicamente recomendada para esta época de plantio (CONAB,
2017).

Para que o milho alcance altas produtividades é necessario que o0 solo possua uma
fertilidade elevada, pois essa graminea é altamente exigente em nutrientes. Uma das
principais limitacbes para alcancar altos rendimentos com esta cultura esta relacionada ao
manejo da adubacdo nitrogenada. Isso se deve ao fato do nitrogénio (N) ter um papel muito
importante em VArios processos para a manutencdo da vida da planta, como constituinte da
molécula de clorofila, aminoacidos, bases nitrogenadas, coenzimas, enzimas e &cidos
nucleicos e, dessa forma, é considerado o nutriente que mais limita a produgdo (ANDRADE
etal., 2003; TAIZ E ZEIGER, 2004; ROBERTO et al., 2010).

Para diminuir essa demanda por fertilizantes nitrogenados, e seus efeitos devido ao uso
de forma indiscriminada, algumas linhas de pesquisa vém sendo desenvolvidas. Uma das
alternativas que vem sendo estudada é a utilizacdo de bactérias diazotroficas fixadoras de
nitrogénio. Para o desenvolvimento destes estudos, diferentes bactérias estdo sendo utilizadas,
dentre elas destacam-se a Herbaspirillum seropedicae e a Azospirillum brasilense. A bactéria
Herbaspirillum € uma bactéria diazotrofica endofitica obrigatoria, que foi descrita por Baldani
et al (1986) em arroz. Estudos com essa bactéria vem produzindo resultados promissores.
Exemplos desses resultados sdo os descritos por Alves (2007), onde observou incrementos de
até 34 % na producdo de grdos de milho. J& o Azospirillum é um género de bactéria
diazotrofica facultativa, descrita por Tarrand et al. (1978). Essa € uma das bactérias mais
estudadas, podendo ser encontrada na forma de inoculante comercial, também recomendado
para a cultura do milho. Diversos estudos sdo encontrados descrevendo o efeito benéfico da
interacdo desta bactéria com diferentes culturas (LANA et al., 2012; DARTORA et al., 2013;
LONGHINI et al., 2016). Hungria et al. (2010), ao inocularem espécies selecionadas de
Azospirillum em milho e trigo, encontraram incrementos de, respectivamente, 26 e 30% na
produtividade de grdos dessas culturas, além de aumentos das absorcdes de nutrientes pelas
plantas.

As bactérias diazotréficas existem naturalmente na maioria dos solos e apresentam
ampla diversidade genética. Porém, para sua utilizagdo como inoculantes em culturas
agricolas, faz-se necessaria uma selecao de estirpes eficientes para este fim (ARDAKANI et
al., 2011). Em geral, as bactérias diazotroficas, ao serem inoculadas em plantas de interesse



agrondémico, podem estimular seu crescimento por multiplos mecanismos, incluindo sintese
de fito-hormdnios, melhoria da nutricdo nitrogenada, mitigacdo de estresse e controle
bioldgico da microbiota patogénica (BASHAN e BASHAN, 2010).

A hipétese cientifica levantada foi que a inoculacdo de bactérias diazotroficas na
cultura do milho promove alteracbes no crescimento e no metabolismo vegetal, e
consequentemente, na producéo de gréos e na absor¢do de macronutrientes (N, P e K).

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da inoculagdo de duas
bactérias diazotréficas, a estirpe ZAE94, de Herbaspirillum seropedicae, e a estirpe Sp245, de
Azospirillum brasilense, em plantas de milho, quanto a capacidade de alterar o crescimento e
a absorcédo de nitrogénio ao longo do desenvolvimento da cultura, bem como, avaliar a sua
produtividade e o rendimento no peso de mil grdos. Além disso, buscou-se avaliar o efeito
dessas bactérias no metabolismo de N das plantas de milho quando cultivados em sistema
hidrop6nico com solucdo nutritiva com alta e baixa concentracdo deste elemento.

Com base no objetivo geral, a tese foi dividida em dois capitulos:

Capitulo I: Crescimento de Milho Inoculado com Bactérias Diazotroficas na Presenca
de Doses Crescentes de N Fertilizante,

Capitulo Il: Modificacdes do Metabolismo de N de Plantas de Milho Inoculadas com
Herbaspirillum Seropedicae e Azospirillum Brasilense.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cultura do Milho

As recomendacdes nutricionais vizam atender as provaveis limitacGes que as plantas
poderdo ter durante o seu desenvolvimento, com isso, identificar 0s insumos a serem
aplicados de maneira mais econdmica ao sistema solo-planta, e estas sdo feitas com base na
analise de solo. Assim como em outras culturas, o milho também é exigente em fertilidade e
requer gque suas exigéncias nutricionais sejam atendidas, para que possa expressar todo seu
potencial produtivo, em virtude da grande extracdo de nutrientes do solo (Rosa, 2017).

Um dos principais entraves encotrados para o cultivo do milho est4 relacionado a
adubacdo, sendo o nitrogénio (N) o nutriente que mais limita a producdo (ROBERTO et al.,
2010), uma vez que ele exerce fungbes nas diferentes etapas do metabolismo vegetal. Este
nutriente é de suma importancia para um bom rendimento da cultura, estando associado
principalmente ao crescimento e desenvolvimento e participando na molécula de clorofila, a
qual é indispensavel para a manutencdo da atividade fotossintética da planta (MARTIN et al.,
2011).

Para que o milho alcance altas produtividades é necessario que o0 solo possua uma
fertilidade elevada, pois essa graminea é altamente exigente em nutrientes. A produtividade
do milho é dependente de uma série de fatores que vdo desde a propria cultivar até o solo, a
adubacdo, o clima, as préaticas culturais, as pragas e as moléstias (FANCELLI e DOURADO
NETO, 2004; FORNASIERI-FILHO, 2007). Coelho & Franca, 1995, afirmam que, para a
cultura do milho alcangar produtividade de 3,65 t/ ha, € necessario a extracdo média de 77 kg
N ha?, 9 kg P ha e 83 kg K ha™.0s mesmos autores, trabalhando com doses moderadas a
altas de fertilizantes em plantas de milho, observaram que a extragéo de N, P, K, Ca e Mg
aumentou linearmente com o aumento na producgéo, e que a maior exigéncia do milho foi de
N e K, seguindo-se do Ca, Mg e P (COELHO & FRANCA 2014). A quantidade de nutrientes
extraidos dependera da produtividade obtida e do acimulo de nutrientes nos grdos e em outras
partes da planta (POLLMER et al., 1979).

Uma das variaveis determinantes da produgdo, como dito anteriormente, € a obtengdo
e o fornecimento de nutrientes necessarios para a cultura, dentre os quais se destaca o
nitrogénio, por participar da composicdo dos aminoécidos, proteina, clorofila e muitas
enzimas essenciais que estimulam o crescimento e o desenvolvimento da parte aérea e do
sistema radicular (MARSCHNER, 1995; MALAVOLTA, 2006; GAVA et al., 2010). Por isso
€ 0 nutriente absorvido em maior quantidade pela cultura do milho e, também o mais limitante
para a mesma.

A cultura do milho promove uma remogdo de grandes quantidades de N do solo,
principalmente na forma de amonio e nitrato, que sdo as formas mais absorvidas pelas plantas,
sendo entdo uma cultura que tem boa resposta a adubacdo nitrogenada (CANTARELLA,;
DUARTE, 2008; COELHO et al., 2002).

Com relacdo ao nitrogénio recomenda-se aplicar 35 a 50 kg ha™ de N na semeadura do
milho, ao passo que, em cobertura, sugere-se aplicar em dose total ou parcelada o restante da
quantidade do nutriente calculada a partir da analise de solo e a expectativa de produtividade.
Essa aplicacdo deverd ocorrer entre os estadios de quatro folhas completamente expandidas
(V4) e de oito folhas completamente expandidas (V8). No entanto, a textura do solo (< 35%
de argila), a disponibilidade hidrica e a dose de N (> 150 kg ha™) s&o indicadores de que se
deve realizar o parcelamento da adubacdo nitrogenada (FANCELLI, 2010). Algumas
recomendacdes de adubacgdo nitrogenada também se baseiam no teor de matéria organica do



solo, devido ao teor de nitrogénio no solo ter alta relagdo com a matéria organica (MELLO et
al., 1989), apresentar alta estabilidade nos valores e facilidade na sua determinacéo.

2.2 Fixacdo Biologica de Nitrogénio por Bactérias Diazotroficas

A fixacdo bioldgica de nitrogénio é o processo de reducdo de N gasoso (N,) & amonia
(NHs). Esse processo é realizado por alguns organismos que habitam o solo e a planta,
denominados fixadores de nitrogénio e ocorre gracas a agdo do complexo proteico da
nitrogenase, enzima que catalisa a reacdo rompendo a tripla ligacdo existente entre os dois
atomos de N (POSTGATE, 1982).

Essas bactérias também denominadas como diazotréficas, se associam a diversas
espécies de plantas em diferentes graus de especificidade, podendo assim ser classificadas
como diazotroficas de vida livre, que fixam nitrogénio para seu préprio uso; diazotroficas
associativas, que contribuem para o crescimento da planta sem a formacdo de estruturas
diferenciadas, ndo estabelecendo uma interacdo muito estreita com o simbionte, que possuem
uma estreita ligagdo entre a planta e o microrganismo (EVANS e BURRIS, 1992; HUNGRIA
et al., 2007). As bactérias que possuem habilidade de colonizar os tecidos internos das plantas
e estabelecer intrinsecas relacbes de associacdo com seu hospedeiro, tém apresentado
eficiente fixacdo de nitrogénio atmosférico, como é o caso de Herbaspirillum (SANTI et al.,
2013).

Além disso, diazotroficos endofiticos podem apresentar vantagens em relacdo aos
diazotroficos associados as raizes, uma vez que estes se encontram mais bem localizados para
explorar as fontes de carbono disponibilizadas pelas plantas. Em adicdo, os diazotroficos
endofiticos colonizam nichos especificos no interior das plantas que apresentam reduzido
contato com oxigénio, a qual é necessaria para a expressao da nitrogenase (DOBBELAERE et
al., 2003). As plantas sdo consideradas um complexo microecossistema, composto por
diferentes habitats e podem ser colonizadas simultaneamente por uma grande diversidade de
bactérias endofiticas (LODEWYCKX et al., 2002). Tal diversidade pode representar uma
grande fonte de biodiversidade, largamente inexplorada.

As bactérias diazotroficas podem promover o crescimento vegetal tanto pela FBN
como pela producdo de substancias que auxiliam o crescimento radicular, como o &cido indol
acetico, entre outros (MOREIRA et al. 2010). Assim, as bactérias diazotroficas associativas
sdo consideradas rizobactérias promotoras do crescimento vegetal e assumem papel
importante na interacdo com raizes de plantas e ciclagem de nutrientes, entre outros. Ha
muitas evidéncias de que o milho seja beneficiado de diversas formas pela interacdo com
bactérias diazotréficas (DARTORA et al, 2016). As formas pelas quais a associacdo pode
beneficiar o desenvolvimento e a produtividade das plantas sdo: a fixacdo bioldgica de
nitrogénio (URQUIAGA et al., 1992); a producédo de hormdnios promotores de crescimento,
como o acido indolacético (SUMAN et al., 2001); a solubilizacdo de fosfatos, (SINGH et al.,
2007; SHUKLA et al., 2008; COMPANT et al., 2010); o aumento no teor de carbono
organico do solo; e 0 aumento de N e retencdo de nutrientes essenciais na rizosfera (YADAV
et al., 2009).

2.3  Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCP)

Bactérias promotoras de crescimento sdo conhecidas na literatura como “bactérias
promotoras do crescimento de plantas” (BPCP), podem colonizar diferentes 6rgdos das
plantas e exercem efeitos benéficos sobre as mesmas, podendo promover aumentos na taxa de
germinacdo de sementes, no crescimento e desenvolvimento de drgdos vegetativos, na
producéo de flores e no rendimento das culturas em casa de vegetacdo e no campo (AMORIM
& MELO, 2002; DEY et al., 2004).



A utilizacdo da terminologia de bactérias promotoras de crescimento vegetal foi
concebida por volta dos anos 70 (KLOEPPER; SCHROTH, 1979), e desde entdo vem
aumentando a utilizagdo das mesmas em pesquisas visando a interagdo planta-microrganismos
(BABALOLA, 2010; VESSEY, 2003).

Dentre os promotores de crescimento produzidos pelas BPCP que atuam no
crescimento diferencial de plantas, destaca-se a producédo de fitorménios, os quais contribuem
nas taxas de respiracdo das raizes dos hospedeiros, metabolismo e abundancia de raizes, além
de melhorar a captacdo de 4gua e minerais pelas plantas inoculadas (BABALOLA, 2010). Os
principais fitormonios produzidos pelas BPCP sdo auxina, giberelina, etileno e citocinina
(BERGER et al., 2013; HAYAT et al., 2010). A seguir, sdo descritas a importancia
fitormdnios que estdo relacionados com a interacdo planta-bactéria e o crescimento diferencial
das plantas:

A auxina é um dos fitormdnios que apresenta maior influéncia na sua producéo,
provocada pelas BPCP e esse fitorménio e o mais relatado na literatura. Por ser o de maior
importancia para o desenvolvimento das plantas, pois influencia o crescimento radicular,
elongacdo celular, diferenciagdo dos tecidos, promove o crescimento da planta e atua na
resposta das plantas a luz e a gravidade (BALDANI e BALDANI, 2005; REINHOLD-
HUREK e HUREK, 2011; VESSEY, 2003). Esse é o grupo de fitormdnio mais importante
produzido pelas bactérias Azospirillum, Bacillus megaterium, Pseudomonas spp. e
Herbaspirillum seropedicae (BASTIAN et al., 1998; COUILLEROT et al., 2013);

As giberelinas sdo outro grupo importante de fitormoénios de ocorréncia nas plantas,
pois influenciam a germinacdo de sementes, a elongacdo do caule, o florescimento e
frutificacdo em plantas superiores. Estudos avaliando a producédo de giberelinas em diversas
espécies de plantas, fungos e bactérias, verificaram a producéo de quatro giberelinas (GAL,
GA3, GA4 e GA20) em sete espécies de bactérias, dentre elas Azospirillum brasilense e
Herbaspirillum seropedicae, que sdo BPCP de ampla ocorréncia em gramineas de
importancia econdmica, como o milho, trigo e cana de acgucar (BASTIAN et al., 1998;
MACMILLAN et al., 2011).

Outro importante fitorménio produzido pelas BPCP é o gas etileno, o qual é um
produto do metabolismo da planta e é requerido na quebra da dorméncia de sementes,
aumento no ndmero de raizes, inducdo ao florescimento, abscisdo de folhas e frutos e
amadurecimento de frutos (BABALOLA, 2010; BABALOLA et al., 2007). As BPCP tém a
capacidade de induzir a enzima 1-aminociclopropano-carboxilato (ACC) deaminase e assim
regular a producéo de etileno pela planta. Devido ao fato da ACC ser um precursor direto do
etileno, a diminuicdo da concentracdo de etileno regulada pela bactéria em combinacdo com a
auxina, ird resultar no crescimento da planta, em especial no desenvolvimento radicular
(REINHOLD-HUREK; HUREK, 2011; VARGAS et al., 2012).

As citocininas sdo fitormonios produzidos pelas plantas e que controlam diversos
mecanismos do crescimento e desenvolvimento das plantas, tais como a divisdo celular,
diferenciagdo dos cloroplastos, senescéncia foliar e sinalizagdo nutricional (ARKHIPOVA et
al., 2007; YONEKURA-SAKAKIBARA et al., 2004). Dentre as BPCP capazes de sintetizar
citocininas, destaca-se Paenibacillus polymyxa, Pseudomonas fluorescens, Rhizobium
leguminosarum, Azospirillum spp., Arthrobacter spp., e Pseudomonas spp. (ARKHIPOVA et
al., 2007; HUSSAIN; HASNAIN, 2011; VESSEY, 2003).

2.3.1 Herbaspirillum seropedicae

A bactéria Herbaspirillum seropedicae e uma bactéria endofitica obrigatoria, e recebe
essa denominacdo por nao possuir a capacidade de sobreviver por longos periodos no solo
(BALDANI et al., 1997). Sua associacdo com gramineas aparentemente inicia-se com a
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adesdo da bactéria a superficie radicular, seguida de colonizacdo dos pontos de emergéncia
das raizes secundarias e penetracdo por descontinuidades da epiderme. Ocorrem entdo rapida
colonizacdo e ocupacéo de espacos intercelulares da raiz, assim como de aerénquima, xilema
e, finalmente, partes aéreas (JAMES, 1997; RONCATO-MACCARI et al., 2003;
MONTEIRO et al., 2008).

Denominadas de Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (BPCV), esses
microrganismos, além de realizar o processo de FBN, possuem a habilidade de estimular o
crescimento vegetal com a producdo de horménios de crescimento como auxinas e
giberelinas, que promovem o crescimento radicular dos vegetais (DOBBELAERE et al. 1999;
LAMBRECHT et al. 2000). Essas bactérias também possuem a capacidade de produzir e
secretar horménios vegetais é estimula o crescimento das plantas, atua na defesa do
hospedeiro contra microrganismos patogénicos e pode ainda influenciar diretamente o
aumento da producéo de grdos (SCHMIDT et al., 2011).

Para demonstrar a capacidade de fixacdo de nitrogénio pela bactéria, ensaios de
reducdo de acetileno, diluicdo isotépica de *°N, anélise transcricional da expressao entre genes
repdrteres e nifH, e analise de transcritos que codificam o complexo nitrogenase através de
gRT-PCR, tem sido utilizada. Estas técnicas revelam a atividade da nitrogenase em diversas
bactérias endofiticas em interacdo com gramineas incluindo G. diazotrophicus, Azoarcus sp e
Herbaspirillum sp. em arroz bem como rizobactérias do género Azospirillum em interacao
com milho (SANTI et al., 2013).

Alguns estudos destacam a o efeito da interacdo desta bactéria com diferentes
gramineas. Dotto et al. (2010) verificaram que a inoculacdo com H. seropedicae resultou em
incremento de 8,6% na produtividade do milho. No entanto, a existéncia de certo grau de
especificidade de algumas bactérias diazotroficas em relacdo ao hospedeiro torna o genétipo
da planta um fator-chave na obtencdo dos beneficios oriundos da associacdo planta-bactéria
(REIS et al., 2000). Zilli et al. (2007), avaliando a produtividade de gréos de arroz e milho
inoculados com Herbaspirillum seropedicae (estirpe ZAE94), obtiveram aumentos
significativos com o hibrido de milho BRS 1010, quando inoculado. No arroz ndo foram
observados incrementos significativos, quando inoculados com a estirpe ZAE94. Ferreira et
al. (2010), avaliando a sobrevivéncia de bactérias diazotroficas em dois inoculantes a base de
turfa, verificaram que a inoculacdo com a estirpe ZAE94 aumentou em até 13 e 19% na
produtividade e o N-total dos gréos, respectivamente, na variedade de arroz 1AC4440.

Estudos realizados por Dartora et al. (2013), avaliando o efeito da inoculacdo em
milho, observou que, na fase vegetativa, o incremento proporcionado pela inoculagéo
combinada das estirpes de Herbaspirillum no diametro basal do colmo em relacdo a
testemunha foi de 15% e pode ser associado ao efeito de promocgdo do crescimento
proporcionado pelas bactérias diazotroficas.

Neiverth et al, (2014) realizam estudo em casa de vegetagdo com diferentes cultivares
de trigo, observaram que a cultivar CD 120 apresentou um aumento nos parametros
produtivos quando associado com Herbaspirillum seropedicae.

2.3.2  Azospirillum brasilense

Bactérias do género Azosporillum sdo consideradas endofiticas facultativas
(BALDANI et al., 1997), pois além de colonizarem os hospedeiros podem sobreviver no solo
na forma de cistos (BASHAN & HOLGUIN, 1997). Apesar da especificidade com relacéo a
seus hospedeiros ser baixa (BALDANI et al., 1997), a associacdo dessas bactérias fixadoras
de nitrogénio e mais frequente com gramineas (BALDANI et al., 1999). A colonizagéo
bacteriana da rizosfera ou da superficie da planta o processo complexo, pois para que ocorra,
sd0 necessarias multiplas etapas, que iniciam com o deslocamento do microrganismo em
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direcdo ao sistema radicular, passando pela adesdo e distribuicdo, ao longo das raizes, que
permite a sobrevivéncia e o crescimento da populacédo de endofiticos (JHA et al., 2013; GIRI;
DUDEJA, 2013).

Dentre as bactérias diazotroficas, o género Azospirillum foi descrito por Tarrand et al.
(1978). Bactérias deste género tém sido encontradas em associacdo com plantas
monocotileddneas e dicotiledéneas (MAGALHAES & DOBEREINER, 1984; LANGE &
MOREIRA, 2002), apresentando uma distribuicdo ecologica ampla (DOBEREINER &
PEDROSA, 1987). Azospirillum sp. é um dos géneros mais estudados de bactérias promotoras
do crescimento de plantas atualmente devido a sua capacidade de colonizar muitas espécies de
plantas (CASSAN E DIAZ-ZORITA, 2016).

A biofertilizacdo baseada em inoculantes microbianos apresenta forte potencial para
melhorar o crescimento das plantas, e utilizagdo de inoculantes contendo Azospirillum
brasilense, vem sendo muito estudados (LARSEN et al., 2015; MAHMOOQOD et al., 2016;
PEREG et al., 2016). Um exemplo é o que a Embrapa Soja desenvolvendo trabalhos testando
diferentes estirpes de A. brasilense e A. lipoferum nas culturas do milho e do trigo
demonstraram que a inoculagdo com A. brasilense proporcionou incrementos de 24 a 30% no
rendimento de grdos da cultura do milho em relacédo ao controle sem inoculacdo resultando na
identificacdo das primeiras estirpes autorizadas para a producgéo de inoculantes comerciais no
Brasil (HUNGRIA et al., 2010).

Outros autores associam 0s aumentos na produgdo de biomassa seca ao estimulo que
A. brasilense fornece para o desenvolvimento do sistema radicular, com o aumento da
densidade e duracdo da raiz e do volume de raizes laterais, resultando em uma maior
capacidade de exploracdo do solo e melhor utilizacdo de agua e nutrientes presentes
(HUERGO et al, 2008).

Fernandes et al. (2008), diz que somente parte do nitrogénio requerido pela cultura do
milho é fornecida pela bactéria Azospirillum spp. sendo necessario a complementacdo da
adubacdo de nitrogénio, por apresentar grande importancia devido ao N ser um dos nutrientes
mais relevantes no aumento de rendimento da cultura.

Estudos realizados por Pankievicz et al. (2015), demostraram que Setaria viridis, uma
espécie de graminea, inoculada com mutante excretador de amdnio Azospirillum brasilense,
cepa HMO053, foi capaz de fixar o nitrogénio necessarios para suprir a demanda diaria de N da
planta. Isto indica que, sob condi¢cdes adequadas, Setaria viridis pode obter nitrogénio
suficiente via fixacdo bioldgica de nitrogénio para promover o crescimento das plantas.

Estudo realizando em pastagem com essa bactéria, possibilitou reduzir as quantidades
de N-fertilizantes aplicadas sem comprometer importantes componentes do rendimento, como
0 acumulo de matéria seca e a altura das plantas (VOGEL et al., 2014).

2.4 Andlise do Crescimento Vegetal

A andlise de crescimento pode ser utilizada para estudar tanto o desenvolvimento de
espécies vegetais quanto animais, contribuindo para melhor conhecimento dos fenémenos
envolvidos nesse processo. Este tipo de analise pode ser de grande valor na avaliacdo das
diferencas entre cultivares e também das caracteristicas que definem a capacidade produtiva
das plantas (SORATO, 2012).

A analise de crescimento tem sido usada por pesquisadores na tentativa de explicar
diferencas no crescimento de ordem genética ou resultante de modificacdes do ambiente e
constitui ferramenta eficiente para a identificacdo de ambientes favoraveis, além de identificar
caracteristicas que, no crescimento inicial, indiqguem possibilidade de aumento no rendimento
da planta adulta, favorecendo os trabalhos de melhoramento na busca de materiais mais
produtivos (COSTA et al.,2011).
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O estudo do crescimento vegetal é extremamente importante, pois conhecer como
ocorre esse crescimento pode contribuir para determinar um manejo mais adequado da cultura
e detectar possiveis problemas de desenvolvimento na lavoura.

O termo “analise de crescimento” se refere a uma série de métodos quantitativos que
descrevem e interpretam o desempenho de uma planta crescendo sob condi¢des naturais, ou
controladas, dando uma aproximacgdo explicativa, holistica e integral para interpretar as
formas e func¢des da planta (HUNT, 2003). Pereira & Machado (1987) consideram a analise
de crescimento como método padrdo para se medir a produtividade bioldgica de uma cultura,
permitindo o estudo de diferentes cultivares de uma determinada cultura em seu ambiente de
producéo, requerendo informagdes que podem ser obtidas sem a necessidade de equipamentos
sofisticados.

Entre as metodologias disponiveis, a analise de curva de crescimento apresenta grande
destaque, a qual envolve o ajuste de modelos de regressdo e serve ao propdsito de estimar as
causas do crescimento, inferindo sobre as contribui¢Ges dos diversos processos presentes no
desenvolvimento vegetal. Dentre os varios tipos de modelos aplicaveis para esse fim,
destacam-se 0s modelos de regressdo ndo-lineares, 0s quais podem contribuir ou, até mesmo,
facilitar a interpretacdo dos processos envolvidos no crescimento das plantas, j& que seus
parametros possibilitam interpretacdes praticas mais eficientes (SORATO, 2012).

A anélise de crescimento, no contexto vegetal, refere-se a um conjunto util de métodos
quantitativos que descrevem e interpretam o desempenho de todo o sistema vegetal, seja ele
cultivado em condicdes naturais, semi-naturais ou controladas. O crescimento, ainda nesse
contexto, representa um aumento irreversivel de alguns atributos fisicos do vegetal,
especialmente do material protoplasmatico (HANT, 1978).

A andlise de crescimento se baseia fundamentalmente no fato de que cerca de 90%, em
média, da fitomassa seca acumulada pelas plantas, durante seu crescimento resulta da
atividade fotossintética. Essa andlise expressa as condi¢cdes morfofisiol6gicas da planta e
avalia sua producdo liquida, derivada do processo fotossintético, resultado do desempenho do
sistema assimilatorio durante certo periodo de tempo (BENINCASA, 2003) e contribui para
uma visdo detalhada e até econdmica de uma cultura (CHARLO, 2008).

No inicio do século XX alguns autores ja demonstravam que Varias estimativas de
parametro de crescimento podiam ser derivadas de dados simples de medidas realizadas a
campo (BLACKMAN, 1919; BRIGGS et al. 1920; FISHER, 1920; WEST et al., 1920) sendo,
posteriormente, objeto de numerosos estudos que provocaram desenvolvimento adicional,
especialmente em técnicas matematicas (VERNON & ALLISON, 1963; RADFORD, 1967).
Sendo assim, considerada em todo mundo como método padrdo para a estimativa da
produtividade bioldgica ou produtividade primaria de comunidades vegetais (CRUZ, 2007;
PEIXOTO & PEIXOTO, 2009; TSUMANUMA, 2009).

A dindmica do crescimento vegetal pode ser acompanhada por meio de férmulas
matematicas, sendo o primeiro passo utilizado para quantificar a producdo vegetal,
possibilitando avaliar a contribuicdo dos diferentes drgaos no crescimento final das plantas. A
principal vantagem esté na obtencdo de informacdes a intervalos regulares, sem a necessidade
de laboratérios e/ou equipamentos muito sofisticados, uma vez que as informacdes
necessarias para levar a frente tais analises sdo a massa da matéria seca (fitomassa) da planta e
a dimenséo da area fotossintetizante (area foliar) (PEIXOTO et al. 2011).

Os fatores ambientais afetam as plantas diretamente, que pode ser por meio de
alteragdes no metabolismo. A reducdo de recursos necessarios para a producdo (energia
luminosa, CO,, &gua e minerais) e a presenca de toxinas ou temperaturas extremas fazem com
que as plantas apresentem alteracbes em suas taxas ou padrfes de crescimento, pois 0
crescimento é consequéncia dos processos metabolicos que foram afetados (FITTER, 1987).



Para a realizacdo de uma analise de crescimento de maneira eficiente, varios tipos de
modelos estatisticos podem ser utilizados (modelos lineares e ndo-lineares), de acordo com
suas caracteristicas, com a funcdo de facilitar a interpretacdo dos processos envolvidos no
sistema de producao vegetal (SORATO, 2012).

2.5  Metabolismo de Nitrogénio

A assimilacdo do nitrogénio ¢ um processo vital que controla o crescimento e o
desenvolvimento das plantas, apresentando efeitos marcantes sobre a fitomassa e a
produtividade final das culturas. Apesar de ser vital, é um processo dispendioso
energeticamente as plantas, razdo pela qual ocorre predominantemente nas folhas, centro de
sintese de ATP e agentes redutores - fornecedores de elétrons (ANDRADE NETTO, 2005;
SILVA, et al., 2010).

As duas principais formas em que o nitrogénio esta presente no solo e disponivel para
as plantas sdo, na forma nitrica (N-NOs’) e na forma amoniacal (N-NH,;") (ARAUJO et al.,
2012), que é absorvido pelas raizes e translocado para folhas e caules (REICHARDT &
TIMM, 2012). A nitrato redutase € considerada uma enzima muito importante na regulacéo do
metabolismo do N, ja que o nitrato absorvido pelas raizes deve ser reduzido a NH," antes de
ser incorporado em compostos organicos no sistema radicular ou na parte aérea (PURCINO,
et al., 1994; DEBOUBA, et al., 2013).

A NR das plantas superiores é uma flavoproteina formada por duas subunidades
idénticas, com trés grupos prostéticos: a flavina adenina dinocleotideo (FAD), o grupo heme,
um complexo constituido entre o molibdénio (Mo) e uma molécula organica denominada
pterina, razdo porque é, também, denominada uma molibdopterina (CAMPBELL, 1999). A
NR é regulada por uma série de estimulos ambientais e intrinsecos a planta, que regulam os
mecanismos transcripcional, traducional e pos-traducional (CAMPBELL, 1999; KAISER; et
al, 1999).

A via de assimilacdo do nitrato € um processo bioldgico essencial, por ser o principal
caminho pelo qual o nitrogénio inorganico é incorporado em compostos organicos (FALCAO,
2006). Portanto, a atuacdo desta enzima € de fundamental importancia na incorporacdo de
nitrogénio inorganico em moléculas organicas complexas, sendo a etapa limitante nesse
processo. O NOj3™ absorvido pelas plantas pode ser assimilado nas raizes ou na parte aérea e
também em ambos os locais (FORDE, 2002), para que isso ocorra, inicialmente o NO3™ deve
ser reduzido a NH4". A reducdo de nitrato ocorre no citossol e envolve a agdo da enzima
nitrato redutase (NR), produzindo nitrito, o qual adentra aos plastideos nas raizes ou
cloroplastos em folhas, sendo reduzido a amonia por ac¢do da enzima nitrito redutase, a qual é
fixada via glutamato sintase / glutamina sintase (GS/GOGAT) nos aminoacidos. A glutamina
e o glutamato poroduzidos servirdo de substrato para as reacdes de transaminagdo, para a
producdo de aminoacidos necessarios a sintese de proteinas (DONATO, et al., 2004;
LISERON- -MONFILS et al., 2013; LI et al., 2013).

As fracOes soluveis sdo variaveis de grande importancia fisiologicas para as plantas,
tais como o acumulo de NOj3’, N-amino e agUcares soluveis e NH,", sdo de fundamental
importancia para a pesquisa sobre nutricio de plantas e da nutricdo nitrogenada
(MARSCHNER, 1995; COMETTI, et al. 2004), além de poder ser utilizada como indicativo
de estresse nutricional ou ambiental para as plantas, para estes tipos estresse a elevacdo dos
teores de N-amino sdo indicativos (FERNADES, 1983).



CAPITULO |

CRESCIMENTO DE MILHO INOCULADO COM BACTERIAS
DIAZOTROFICAS NA PRESENCA DE DOSES CRESCENTES DE N
FERTILIZANTE
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26 RESUMO

Com o objetivo de avaliar o efeito da inoculacdo de duas bactérias diazotréficas, a estirpe
ZAE94, de Herbaspirillum seropedicae, e a estirpe Sp245, de Azospirillum brasilense, em
plantas de milho, quanto a capacidade de alterar o crescimento e a absorcao de nitrogénio ao
longo do desenvolvimento das plantas, foram desenvolvidos dois experimentos de campo. O
primeiro foi cultivado na safra de verdo de 2015/2016 e o segundo na safra de inverno 2016.
Em ambos os experimentos, adotou-se o arranjo fatorial composto por quatros niveis de
adubacdo (0, 50, 100 e 150 kg N ha™), com diferentes inoculacdes (NI - ndo inoculado, Hs -
Herbaspirillum seropedicae e Ab - Azospirillum brasilense), em quatro repeti¢cdes. Os
parametros avaliados foram: massa seca de parte aérea, area foliar, acimulo de massa seca
(W), indice de area foliar (1AF), taxa de crescimento da cultura (TCC), taxa de assimilacdo
liquida (TAL), acimulo de N na planta, produtividade, massa de 1000 grdo é acumulo de N
no gréo. A época de plantio influenciou na resposta das bactérias, pois na safra deverédo foi
possivel observar as respostas mais expressivas, a inoculacdo promoveu o aumento no
acumulo de matéria seca e no indice de area foliar das plantas de milho, consequentemente,
influenciando a TCC e a TAL. A inoculacdo promoveu um alongamento do periodo
crescimento vegetativo, retardando a senescéncia foliar das plantas, que refletiu na producéo
de massa seca e no indice de area foliar. O efeito da inoculagdo da bactéria diazotrofica
Herbaspirillum seropedicae estirpe ZAE94 sobre a produtividade da cultura, foi evidenciado
quando associada a dose de 100 kg N ha™, apresentando aumento de 35, 8% na produtividade
quando comparado ao tratamento controle, ja a inoculado com Azospirillum brasilense
quando associada esta mesma dose de nitrogénio apresentou aumento de 23,9% quando
comparada a controle, esse ganho de produtividade foi observado na safra de verdo. Para o
peso de 1000 gréos e o acimulo de N nos grdos a inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae
promoveu os maiores rendimentos, principalmente quando associado a dose de 100 kg N ha™.

Palavras chave: Andlise do crescimento vegetal. Inoculacdo. Herbaspirillum seropedicae.
Azospirillum brasilense.
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2.7 ABSTRACT

In order to evaluate the effect of the inoculation of two diazotrophic bacteria, strain ZAE94,
from Herbaspirillum seropedicae, and strain Sp245, from Azospirillum brasilense, on maize
plants, on the ability to alter growth and nitrogen uptake over of the development of the
plants, two field experiments were developed. The first one was cultivated in the summer crop
of 2015/2016 and the second in the winter crop 2016. In both experiments, the factorial
arrangement was composed of four levels of fertilization (0, 50, 100 and 150 kg N ha- 1),
with different inoculations (NI - uninoculated, Hs - Herbaspirillum seropedicae and Ab -
Azospirillum brasilense), in four replicates. The parameters evaluated were: aerial part dry
mass, leaf area, dry matter accumulation (W), leaf area index (LAI), crop growth rate (TCC),
net assimilation rate (TAL), N accumulation in the plant, yield, mass of 1000 grains, N
accumulation in the grain. The planting time influenced the response of the bacteria, where in
the harvest it was possible to observe the most expressive responses, the inoculation promoted
the increase in dry matter accumulation and in the leaf area index of maize plants,
consequently, influencing CBT and SUCH. The inoculation promoted an elongation of the
vegetative period (2nd stage of the development of the crop), delaying the foliar senescence of
the plants, which reflected in the dry mass production and in the leaf area index. In general,
the effect of the inoculation of the diabetic bacterium Herbaspirillum seropedicae strain
ZAE94 on the yield of the crop, the weight of 1000 grains and the accumulation of N in the
grains, where the highest yields were found in the treatments inoculated with this bacterium,
especially when associated the dose of 100 kg N ha™.

Key words: Plant growth, diazotrophic bacteria, inoculation.
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2.8 INTRODUCAO

A utilizagéo crescente e de forma indiscriminada, de fertilizantes nitrogenados tem
resultado na contaminacdo dos lengois freaticos e das dguas superficiais. 1sso ocorre devido a
alta mobilidade que esse nutriente possui no solo, que pode ser lixiviado para o lencol ou
entdo carreado via escoamento superficial aos mananciais, provocando a eutrofizacdo dos
ambientes aquaticos.

A identificacdo de formas de manejo da lavoura que possam diminuir a demanda
nitrogenada das culturas, com baixo custo de producdo e limitado impacto ambiental, torna-se
cada vez mais importante para aumentar a margem liquida do produtor, preservar o ambiente
e garantir seguranca alimentar para a populacdo mundial (SANGOY, 2013).

Diferentes linhas de pesquisa vém sendo desenvolvidas: a) através do melhoramento
vegetal, com o uso de plantas mais eficientesna utilizacdo do nitrogénio, buscando melhorar a
capacidade da planta em aproveitar o nutriente oferecido; b) utilizacdo de fertilizantes de
eficiéncia aumentada, com a capacidade de liberar o nutriente de forma controlada; c)
utilizacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio (FBN) em gramineas, que teve inicio e
desenvolvimento com os estudos da Doutora Johanna Dobereiner.

Dentre as alternativas destaca-se 0 uso de bactérias diazotréficas, capazes de fixar
nitrogénio biologicamente e de produzir substancias promotoras de crescimento vegetal.
Algumas plantas podem formar associagfes com estas bactérias e obter N por meio da fixacéo
bioldgica. Varias bactérias foram isoladas da cultura do milho, destacando-se as espécies
Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae (REIS et al, 2000).

Existem diferentes formas de avaliar o efeito das bactérias diazotrdficas na cultura do
milho. Uma delas é através da analise do crescimento vegetal, onde pode ser observada nas
diferentes fases fenoldgicas da cultura a contribuicdo que as bactérias possam estar
promovendo em relacdo ao desenvolvimento das plantas.

A analise de crescimento consiste na medida do acimulo de matéria seca e descreve as
condi¢Bes morfoldgicas das plantas em diferentes intervalos de tempo, permitindo avaliar o
crescimento final da planta como um todo, e a contribuicdo dos diversos 6rgdos no
crescimento total da planta (MAGALHAES, 1985). Esse método tem sido utilizado para
investigar efeitos de fenbmenos ecologicos incluindo, adaptabilidade, diferencas genotipicas
na capacidade produtiva, efeitos de competicdo e influéncia de préticas agronémicas, sobre 0
crescimento das plantas. Destina-se a avaliacdo da producdo liquida derivada do processo
fotossintético, que é resultado do desempenho do sistema assimilatério durante certo periodo
de tempo. O fundamento do método se baseia principalmente no fato de que cerca de 90% da
massa seca produzida pela planta ao longo do seu crescimento resulta da atividade
fotossintética (BENINCASA, 2003).

A dindmica do crescimento vegetal pode ser acompanhada através de férmulas
matematicas, sendo o primeiro passo utilizado para quantificar a producdo vegetal. Sua
principal vantagem esta na obtencdo de informacGes em intervalos regulares de tempo sem a
necessidade de laboratérios e equipamentos sofisticados, uma vez que as informacgdes
necessarias para a analise, sdo a massa da matéria seca da planta e as dimensdes da area foliar.

Diante do exposto, 0 objetivo do estudo foi avaliar o efeito da inoculacdo de duas
bactérias diazotroficas, a estirpe ZAE94, de Herbaspirillum seropedicae, e a estirpe Sp245, de
Azospirillum brasilense, em plantas de milho, quanto a capacidade de alterar o crescimento e
a absorcédo de nitrogénio ao longo do desenvolvimento da cultura, bem como, avaliar a sua
produtividade e o rendimento no peso de mil grdos das plantas.
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29 MATERIAL E METODOS

2.9.1 Area de Estudo

Os estudos foram realizados na area experimental da Embrapa Agrobiologia,
localizada no municipio de Seropédica — RJ, que geograficamente esta situada na latitude 22°
45’ sul, longitude 43° 41’ oeste e altitude 33 metros. O tipo de solo da &rea experimental é
uma Planossolo Haplico e na Figura 1 sdo apresentados os dados climaticos referentes ao ano
agricola 2015/2016.
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Figura 1. Dados climaticos do ano agricola 2015/2016, onde pode ser observado as
temperaturas maxima e minima e a méedia de precipitacdo para cada més ao longo do
ano agricola.

Foram implantados dois experimentos durante os periodos de plantio de primeira e
segunda safra no ano agricola de 2015/2016. Para isto foi utilizado o genétipo de milho
hibrido SHS 5050. Esse hibrido é classificado como super precoce com ciclo médio de 110
dia, com inicio do ciclo reprodutivo até 60 dias. O primeiro experimento foi cultivado entre os
meses de outubro de 2015 e fevereiro de 2016, ja o segundo foi desenvolvido entre 0s meses
de marco e julho de 2016.

A éarea de plantio foi preparada de maneira convencional, através de aracdo e
gradagem nas duas épocas de plantio. Apos o preparo do solo a area foi sulcada, cada sulco de
plantio possuia profudidade média de 15 cm, para que fosse possivel realizar a adubagdo no
sulco de plantio, sem que comprometer a germinacdo das sementes. Apds a germinacao o
estande de plantas foi padronizado para 5 plantas por metro linear. Para diminuir o efeito dos
tratamentos entre as parcelas, optou-se em espacalas em 1,4 m, como pode ser observado na
Figura 2.
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Figura 2. Visao aérea da disposicao do experimento, de realizado na safra de inverno, mar¢o
a julho 2016.

Com base nos resultados da analise quimica do solo (Tabela 1) foi realizada adubagéo
de acordo com a recomendacdo do Manual de Calagem e Adubacdo do Estado do Rio de
Janeiro (FREIRE, et al. 2013). A adubac&o de fésforo (P), potéssio (K), nas doses de 80 kg de
P,Os e 60 kg de K,O por hectare respectivamente, em ambos 0s experimentos. Associado a
essa adubacdo de P e K foi acrescentado uma formulagdo de micronutrientes na dose de 50 kg
ha™. J4 o N foi aplicado em cobertura em uma Unica vez 20 dias apds a emergéncia da planta.
As formulacbes comerciais utilizadas foram, para N foi o sulfato de amonia, P superfosfato
simples, K cloreto de potassio e os micronutrientes foram acrescentados na forma de FTE Br
12 que era composto por, 7,1% de Ca; 5,7% de S; 1,8% de B; 2,0% de Cu; 0,1% de Mo e
9,0% de Zinco.

Tabela 1. Anélise quimica de solo da area experimental.

H em &qua %C Al Ca Mg P K
P g cmolc dm™ mg L*
6,28 0,67 0,00 1,86 0,74 17,67 70

OBS.: Procedimentos baseados no "Manual de Laboratorios: Solo, Agua, Nutrico Animal e Alimentos
Embrapa NOGUEIRA & SOUZA, 2005".

Durante a conducdo dos experimentos quando necessario foi realizada irrigacao,
através de um sistema por aspersdo. Para o controle de lagarta do cartucho, foi utilizado o
defensivo recomomendado para o controle da praga na cultura, respeitando as doses
recomendadas e os periodos de caréncia do produto. O controle de plantas invasoras, foi
realizado de forma manual atraves de capinas, sempre quando necessarios.

2.9.2 Preparo dos Inoculantes e Inoculacéo

Foram utilizadas as bactérias Herbaspirillum seropedicae, estirpe ZAE94 (=
BR11417, isolada de raizes esterilizadas de arroz) e a Azospirillum brasilense estirpe Sp245
(= BR11005 - isolada de raizes de trigo plantado no Rio Grande do Sul, Brasil), bactérias
essas que foram adquiridas junto ao Centro de Recursos Bioldgicos Johanna Ddbereiner —
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CRB-JD (sigla BR). A estirpe ZAE94 foi selecionada para milho baseado nos estudos prévios
de Alves et al. (2015) e a estirpe Sp245 foi amplamente estudada por diferentes grupos, tendo
seu genoma sequenciado por Zhulin and Wisniewsky-Dye (dados preliminares do projeto de
sequenciamento do genoma disponivel em http://genomics.ornl.gov/research/azo). Neste
estudo a estirpe Sp245 foi utilizada como modelo de interagdo planta-bacteéria.

As estirpes foram inicialmente crescidas em placas com meio de cultura sélido JNFb
(BALDANI et al., 2014) com o objetivo de verificar a pureza. Para obtengéo dos inoculantes,
col6nias puras foram inoculadas em tubos com 5 mL de meio DYGS (BALDANI et al., 2014)
e multiplicadas por 24 h a 30°C em mesa agitadora a 175 rpm. Apo6s esta etapa, 100 pl da
suspensdo foi inoculado em frascos contendo 75 mL do mesmo meio e multiplicado nas
mesmas condicBGes descritas anteriormente. A densidade 6ptica foi realizeda a 600nm e
ajustada para 1 de modo a obter um inéculo contendo aproximadamente 10° células mL™ e
esta suspensdo final foi inoculada em 175 g de uma turfa seca previamente moida,
homogeneizada, autoclavada e ajustada em pH a 6,0. Pouco depois da inoculacédo, a turfa
inoculada foi mantida a 30 °C durante 24 h, antes da aplicacédo final. Apds este periodo, as
sementes foram cobertas com o indculo de turfa na razdo de 250 g para 10 kg de semente de
milho. O tratamento ndo inoculado recebeu a turfa autoclavada para um inoculante.

2.9.3 Condig¢des Experimentais

O delineamento experimental utilizado, para os experimentos, foi em blocos ao acaso
com o arranjo fatorial de 4x3 em 4 repeticOes, totalizando 48 unidades experimentais. Onde o
primeiro fator foi composto de 4 doses de nitrogénio (0, 50, 100, 150 kg de N ha™) e o outro
fator composto por 3 inoculagdes (NI — ndo inoculagdo, Hs — Herbaspirillum seropedicae e
Ab — Azospirillum brasilense). Cada unidade experimental foi composta de 9 linhas com 5
metros cada linha, o espagamento utilizado foi de 0,7 metros entre linhas com 5 plantas por
metros linear, totalizando uma 4rea de 31,5 m?, para cada parcela. Como base no espagamento
utilizado a populacéo de plantas foi de 71500 plantas ha™.

2.9.4 Analise do Crescimento Vegetal

Para a avaliagdo do crescimento vegetal em ambos os experimentos foram realizadas
sete coletas distribuidas no tempo. Para o experimento desenvolvido na safra de verdo, as
coletas tiveram inicio 14 dias ap6s a emergéncia (DAE) das plantas, com intervalo de sete
dias entre as coletas, até a 5° coleta. A partir desta coleta o intervalo foi de 14 dias entre as
coletas. No experimento conduzido na safra de inverno houve uma pequena alteragdo no
intervalo das coletas, onde a primeira coleta teve inicio 14 DAE das plantas, com um intervalo
de sete dias entre as coletas, até a coleta 4, ap0s esta coleta o intervalo passou a ser de 14 dias.

Durante as coletas os fatores avaliados foram massa seca de parte aérea (W), area
foliar para determinacio do indice de Area Foliar (IAF). A partir destes pardmetros foram
calculados a Taxa de Assimilacdo Liquida (TAL) e a Taxa de Crescimento da Cultura (TCC),
teor de nitrogénio total, e ao fim do experimento foi avaliado produtividade de gréo, massa de
1000 graos e o N acumulado no grao.

2.9.5 Coletas

Para a realizagdo da analise de crescimento foram coletadas trés plantas por parcela, e
a partir destas plantas foram realizadas as avaliacbes de massa seca de parte aérea e area
foliar. Para a determinacdo da aérea foliar as plantas foram levadas imediatamente apds a
coleta para o laboratorio, onde foi realizado as medidas de area foliar, para isso utilizando-se
um integrador de area, LICOR 3100. Apds esse processo, tanto as folhas como os colmos
foram dispostos em saco de papel e levando a estufa de circulagcdo forcada a 60°C para a
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determinacdo da massa seca. Na Figura 3, pode ser observado o procedimento que foi
utilizado em ambos 0s experimentos para as coletas realizadas ao longo do tempo do
experimento, e a area da parcela que foi utilizada para a determinacao da produtividade e peso
de mil gréos.
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Figura 3. Representacdo da forma de coleta das plantas para analise de crescimento e
produtividade, na parcela. [1 Representam as plantas que foram deixadas como
bordadura, H representam as plantas coletadas para a analise de crescimento e [
representam as plantas que foram coletadas para quantificar a produtividade e peso de
mil grdo.

2.9.6 AvaliacGes Realizadas

ApoOs a determinacdo da massa seca o material vegetal foi moido, em moinho do tipo
willey em malha de 2 mm, para posterior determinacdo do N total da amostra. A determinagéo
do N foi feita através de digestao sulfarica como descrito por Malavolta et al., 1997.

Além do teor de N na massa seca da planta, também foi determinada a produtividade
de gréos. Para isso foram coletadas 15 plantas de cada parcela, onde ap6s a coletas as espigas
foram debulhadas e 0 montante de grdos das 15 plantas foi pesado. A partir desse montante se
retirava uma aliquota, para a determinacdo do teor de umidade dos gréos e a partir desta
determinacéo corrigia-se a umidade do volume total de grdo de cada parcela, para a umidade
de 13%. Desta mesma aliquota era determinado o teor de N nos gréos. Para quantificar o teor
de N no gréo utilizou a mesma metodologia descrita para a determinagdo de N na massa seca
de parte aérea. Além da umidade e do teor de N também foi realizado a partir desta aliquota a
massa de mil graos.
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2.9.7 Taxa de Crescimento

Para a determinacdo das taxas de crescimento vegetal foi utilizado o método funcional
de analise de crescimento. Para isso os dados primarios coletados tanto de parte aerea quanto
de area foliar, foram transformados em In, e a partir desta transformacdo foi utilizada a
equacdo que melhor se ajustou aos dados. Neste caso, polinomial de segunda ordem para
ambos os parametros. E a partir desta equacao foi calculado a massa seca de parte aérea (W) e
o indice de area foliar (IAF), taxa de crescimento da cultura (TCC) e a taxa de assimilacdo
liquida (TAL), como descrito abaixo:

A massa seca foi ajustada a uma fungdo exponencial polinomial de segunda ordem,
W= Exp (a+bt+ct?) e sua linearizacdo obtida por In W = a + bt + ct’>. Onde W significa os
dados observados, t o tempo em dias apds o plantio e os coeficientes a, b e c, obtidos por
regressdo, mediante o uso de planilha eletronica. Da mesma forma a massa seca e o indice de
area foliar (IAF) foram ajustados a uma fungédo exponencial polinomial de segundo grau:

IAF = exp (e + ft + gt?)

In IAF = e + ft + gt

Assim foi possivel obter por derivagdo os valores instantdneos das taxas de
crescimento da cultura (TCC) e da taxa de assimilacdo liquida (TAL) (HUNT, 1982). A op¢éo
do modelo exponencial de 2° grau se deu em funcdo do R? observado e do significado
bioldgico das curvas obtidas.

A Taxa de Crescimento da Cultura (TCC) em g m™ dia™” representa a variacio da
massa seca acumulada pela planta, ao longo de um intervalo de tempo. Adotando o0 modelo
exponencial polinomial de 2° grau tem-se que, a um dado instante de tempo (t), a sua derivada
primeira vale:

A Taxa de Crescimento da Cultura (TCC) em g m™ dia™ representa a variacio da
massa seca acumulada pela planta, ao longo de um intervalo de tempo

TCC=dW /dT

Adotando o modelo exponencial polinomial de 2° grau, tem-se que, a um dado instante
de tempo (1):

TCC = (b + 2ct) (a + bt + ct?)

A taxa de assimilacdo liquida (TAL) representa a taxa de incremento da massa seca
por unidade de area foliar existente na planta, expressa em g m™ dia™. Desta forma a TAL foi
obtida por:

TAL = (1/1AF) (dW / dt), desta forma a TAL foi obtida por:

TAL = (b + 2ct) (a + bt + ct?) / (e + ft + gt?)

As curvas referentes aos acumulos de nutrientes e suas respectivas taxas de
acumulacdo absoluta de nutrientes foram obtidas seguindo a mesma metodologia descrita a
cima para matéria seca.

2.9.8 Andlise Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa SISVAR 5.3
(FERREIRA, 2010). Onde os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk. Exceto o teste de homogeneidade das variancias (teste de COCKRAN &
BARTLET) que foi realizado utilizando o programa SAEG 8.0 (EUCLYDES, 2004).
Atendendo assim, as pressuposi¢cGes necessarias para a avaliagdo dos dados por testes
paramétricos.

Os dados, ap06s os testes de normalidade e homogeneidade, foram submetidos a analise
de variancia e, quando significativo os tratamentos, estes foram submetidos a testes de média.
O teste de média utilizado foi o teste t a 5% de probabilidade, quando as variaveis avaliadas
eram de natureza qualitativa (inoculacéo).
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2.10 RESULTADOS

2.10.1 Acumulo de Massa Seca (W)

A partir do ajuste dos dados originais de matéria seca, foram obtidos os coeficientes e
o R? dos modelos ajustados (Tabela 2) e suas correspondentes curvas de actimulo. Observa-se
que todos o0s modelos apresentaram um bom ajuste, com R? acima de
93 %.

Tabela 2. Coeficientes dos modelos exponencial polinomial de 2° grau ajustados aos dados de
massa seca, para as safras de verao e inverno.

Safra Verao Safra inverno
Tratamentos - 5 - 5
Equacéo R Equacéao R
NI y=-0,0012x"+0,1528x + 1,8247 0,98 y=-0,0013x" + 0,1715x + 1,0628 0,96
Zero N Hs y=-0,001x° + 0,1483x + 1,8333 0,99 y=-0,001x° + 0,1422x + 1,6204 0,96

Ab  y=-0,0011x* +0,1562x + 1,6445 0,99 y=-0,0012x"+0,1668x + 1,0602 0,98

NI y=-0,0011x" + 0,1544x + 1,798 0,99 y=-0,0013x"+0,1733x +0,8998 0,95
50 kg N ha™ Hs y=-0,001x° + 0,1367x + 2,1656 0,98 y=-0,0013x*+0,1681x + 0,8671 0,93
Ab  y=-0,001x" + 0,1428x + 2,0404 0,99 y=-0,0012x*+ 0,1596x + 1,2849 0,97

NI y=-0,0013x"+ 0,1719x + 1,55 0,99 y=-0,0013x*+0,1707x + 0,9416 0,96
100 kg Nha®  Hs  y=-0,0009x + 0,1376x + 1,973 0,99 y=-0,0014x*+0,1814x + 0,8138 0,96
Ab  y=-0,0011x° + 0,152x + 1,7003 0,99 y=-0,001x* + 0,1446x + 1,4359 0,97

NI y=-0,0012x" + 0,1693x + 1,442 0,99 y=-0,0013x*+0,1807x + 0,7236 0,95
150 kg Nha'  Hs y=-0,0008x°+0,1268x +2,3162 0,99 y=-0,001x*+ 0,1463x + 1,3984 0,94
Ab  y=-0,001x* + 0,1416x + 1,9388 0,99 y=-0,0009%*+0,1307x + 1,7729 0,98

Analisando os resultados de (W) em ambos 0s experimentos, nota-se que O
desenvolvido no periodo de verdo (Figura 4), apresentou valores de W superior ao
experimento cultivado na safra de inverno (Figura 5), onde o pico maximo acumulado na
safra de verdo foi de 1500 g
m, enquanto que na safra de inverno foi préximo de 1100 g m™
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Figura 4. Acumulo de materia seca (W) da cultura do milho, em funcéo do tipo de inoculacéo
em cada dose de N. Dados originais ajustados ao modelo polinomial de 2° grau.
Ensaio conduzido na Estacdo Experimental Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ;
entre o periodo de outubro 2015 a fevereiro 2016 — Safra de Verao.

Para os dados de acimulo W das plantas de milho, foi ajustada a equacdo do tipo

polinomial de 22 ordem (Figura 4 e Figura 5), comportamento esse também observado por
outros pesquisadores, que trabalharam com hibrido simples de milho (GAVA et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2013). Pode-se notar que o crescimento do milho se divide em 3 fases,
onde a primeira vai dos 14 aos 35 dias ap6s a emergéncia (DAE), fase em que a planta
acumula pouca massa seca; a segunda fase vai dos 35 a 56 DAE, onde as plantas acumulam
grande quantidade massa seca, quase que linearmente; e a terceira fase, apds aos 56 DAE,
periodo em que a planta entra no estadio final de desenvolvimento. Outros pesquisadores
também observaram essas 3 fases de crescimento, onde eles afirmam que, ocorre uma fase
inicial de crescimento lento, seguida de uma fase de crescimento rapido, com acimulo de 80-
90% de toda a matéria seca, logo apos podendo ocorrer uma fase final em que o crescimento
se torna novamente lento, acumulando cerca de 7-9% da matéria seca total (LUCCHESI,
1984; GAVA et al.,2010; OLIVEIRA et al., 2013).
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Figura 5. AcUmulo de matéria seca (W) da cultura do milho, em funcdo do tipo de
inoculacdo em cada dose de N. Dados originais ajustados ao modelo polinomial de 2°
grau. Ensaio conduzido na Estacdo Experimental Embrapa Agrobiologia, Seropédica,
RJ; entre o periodo de marco a julho 2016 - Safra Inverno.

Quanto ao efeito da inoculagdo nas diferentes doses de N, pode-se observar que na
auséncia de adubacdo no experimento de verdo (Figura 4a), a inoculacdo promoveu aumento
no W a partir dos 35 DAE. Aos 70 DAE, ponto méximo de W, a inoculacdo com
Herbaspirillum seropedicae promoveu um incremento de 96% e a inoculagdo com
Azospirillum brasilense de 73%, quando comparado ao tratamento ndo inoculado (NI).

Para o experimento de inverno (Figura 5), ha uma diferenca na resposta da inoculacéo
quando comparado ao observado no verdo, pois a partir do 35 DAE, nota-se diferenga no W,
onde os tratamentos que apresentam maior acumulo foram o inculado com Azospirillum
brasilense e o ndo inoculado, quando comparados ao inoculado com Herbaspirillum
seropedicae. Outra diferenca nos resultados observados em relacdo a safra de verdo, ocorreu
aos 49 DAE, onde a inoculacdo com Azospirillum brasilense passou a apresentar acimulo
superior aos outros dois tratamentos. A partir dos 63 DAE o tratamento controle nédo
inoculado atingiu 0 seu maximo de W, enquanto que os tratamentos inoculados atingiram aos
70 DAE.

Nas Figura 4b e Figura 5b, sdo apresentados os efeitos dos tratamentos associados a
dose de 50 kg N ha™. Nesta dose, a presenca da inoculagdo ndo promoveu maior W quando
comparado ao tratamento controle, tanto para a safra de verdo como na de inverno. No
entanto, ao observar 0 comportamento das bactérias, nota-se que, o0 W com Herbaspirillum
seropedicae foi inferior quando comparado com a inoculagdo com Azospirillum brasilense. Ja
para as doses de 100 e 150 kg N ha™ na safra de verdo (Figura 4c e d) e para a dose de 150 kg
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N ha™ na safra de inverno (Figura 5d), o comportamento para o W, foi o inverso so observada
para a dose de 50 kg N ha™, para essa dose 0 maior W observado entre as doses esta associado
a inoculacdo com Herbapirillum seropedicae.

Na dose de 100 kg N ha™® (Figura 4Figura 5c), nota-se que a inoculacdo com
Herbaspirillum seropedicae proporcionou um maior W até aos 70 DAE, quando comparados
aos demais tratamentos, atingindo seu maximo de acumulo aos 63 DAE. Os tratamentos nao
inoculado e com Azospirillum brasilense apresentaram 0 mesmo comportamento até os 63
DAE, apds esse periodo observa-se uma resposta diferenciada do tratamento com Azopirillum
brasilense, que apresentou acumulo superior ao ndo inoculado, atingindo o maximo de
acimulo aos 77DAE igualando-se ao tratamento Hs.

2.10.2 Taxa de Crescimento da Cultura (TCC)

Nas Figura 6 e Figura 7, é apresentado o efeito da inoculagdo nas diferentes doses de
N, sobre a taxa de crescimento da cultura (TCC).
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Figura 6. Taxa de crescimento da cultura (TCC) da cultura do milho, em funcéo do tipo de
inoculacdo em cada dose de N, entre o periodo de outubro 2015 a fevereiro 2016 -
Safra de Verdo. Dados originais ajustados ao modelo polinomial de 2° grau.

Na Figura 6, ao avaliar as curvas da taxa de crescimento da cultura (TCC) em fungéo
do tempo, para os diferentes tratamentos na auséncia de adubacdo nitrogenada, verificou-se
que a inoculagdo promoveu uma maior TCC, quando comparado ao tratamento néo inoculado.
Os tratamentos inoculados com Herbaspirillum seropedicae e Azospirillum brasilense
atingiram o maximo de producdo préximo aos 56 DAE, com valores de 41,4 e 37,7 g m™ dia’
! respectivamente, enquanto o no inoculado foi aos 42 DAE, com valor de 23,8 g m™ dia™.
No tratamento nao inoculado observa-se um curto periodo de crescimento inicial, até atingir o
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ponto maximo de acumulo, seguido por declinio nos valores de TCC, chegando a apresentar
TCC negativa aos 63 DAE.
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Figura 7. Taxa de Crescimento da cultura (TCC) da cultura do milho, em funcéo do tipo de
inoculacdo em cada dose de N, entre o periodo de marco 2016 a julho 2016 — Safra de
Inverno. Dados originais ajustados ao modelo polinomial de 2° grau.

Para a safra de inverno (Figura 7Figura 7a), pode-se observar que a partir dos 28 DAE
os tratamentos com Azospirillum brasilense e 0 ndo inoculado apresentaram TCC superior aos
inoculado com Herbaspirillum seropedicae. Ap6s os 42 DAE, a TCC de do tratamento
inoculado com Azospirillum brasilense passa a ser superior ao do ndo inoculado, pois nesse
periodo o ndo inoculado atingiu o ponto maximo de TCC, e a partir dai decrescendo conforme
a maturacdo das plantas devido a paralisacdo do crescimento vegetativo, perda de folhas e
senescéncia. Nos tratamentos inoculados seu ponto maximo foi atingido entre os 42 e 56
DAE, como isso, promovendo uma maior producdo de ambos os tratamentos quando
comparados ao nédo inoculado, no entanto, para a inoculagdo com Azospirillum brasilense essa
maior TCC foi observada logo apés os 42 DAE, enquanto para a inoculacdo do
Herbaspirillum seropedicae somente apds os 56 DAE.

Para as doses de 50 e 150 kg N ha™, tanto na safra de inverno como de verdo (Figura
6b e d; Figura 7Figura 7b e d), a inoculagdo ndo promoveu aumento da TCC, quando
comparados ao que nao recebeu inoculacdo, essa mesma auséncia de efeito ja havia sido
observada para o W (Figura 4b e d; Figura 5b e d). Observando o comportamento das
diferentes inoculacbes, a maior TCC foi associada a inoculacdo com Herbaspirillum
seropedicae quando comparada a inoculada com Azospirillum brasilense, nas doses de 0, 100
e 150 kg N ha™, para o periodo da safra de verdo (Figura 6Figura 6), e para nas doses de 100 e
150 kg N ha™, safra de inverno (Figura 7).

Na dose de 100 kg N ha™, safra de verdo (Figura 6c), nota-se o tratamento nio
inoculado apresentou TCC superior aos tratamentos inoculados até aos 42 DAE é neste
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periodo que o tratamento n&o inoculado, atinge seu maximo de producdo (42,7 g m?
dia™), entrando logo apés em fase de declinio, fazendo com que apés aos 56 DAE o
tratamento inoculado com Herbaspirillum seropedicae apresente TCC maior que 0 nao
inoculado, onde atinge seu ponto méaximo de producéo (35,6 g m™ dia™).

No experimento de inverno, ao observar o efeito dos tratamentos na dose de 100 kg N
ha™ (Figura 7Figura 7c), o comportamento foi diferente do observado na safra de ver&o, onde
a partir dos 28 a inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae apresentou TCC superior aos
tratamentos inoculados com Azospirillum brasilense e 0 ndo inoculado. Os tratamentos
inoculado com Herbaspirillum seropedicae e o ndo inoculado atingiram sua TCC maxima
pouco depois dos 42 DAE, entrando em declinio linear e se tornando negativo antes dos 70
DAE, enquanto que o inoculado com Azospirillum brasilense apresentou sua TCC maxima
proximo aos 56 DAE, fazendo como que a partir deste momento apresentasse TCC superior
aos outros dois tratamentos.

2.10.3 Indice de Area Foliar

A partir do ajuste dos dados originais do indice de area foliar (IAF) (Tabela 3), foram
obtidos os coeficientes e R?> do modelo ajustado e suas correspondentes curvas. Assim como
observado para W, todos os modelos apresentaram um bom ajuste, com R? acima de 90 %

Tabela 3. Coeficientes dos modelos exponencial polinomial de 2° grau ajustados aos dados de
Indice de Area Foliar (IAF), para safra de verdo e inverno.

Tratamentos SafraN Verao , Safral inverno ,
Equacéo R Equacéo R

NI y=-0,0015x*+0,1578x - 3,2925 091 y=-0,0017x* + 0,1893x - 4,2027 0,95

Zero N Hs y=-0,0015x*+0,1643x - 3,4009 097 y=-0,0012x*+ 0,1449x - 3,3706 0,95

Ab  y=-0,0017x*+0,1841x - 3,7982 0,94 y=-0,0015x" + 0,1737x - 4,014 0,95

NI y=-0,0014x*+0,160x - 3,3214 094 y=-0,0012x*+ 0,1542x - 3,8111 0,94
50kgNha' Hs y=-0,0011x*+0,1279x - 2,6819 090 y=-0,0013x*+ 0,1681x - 4,2007 0,96
Ab  y=-0,0013x*+0,1429x - 2,8798 0,96 y=-0,0013x*+0,1587x - 3,6219 0,97

NI y=-0,0018x* + 0,1854x - 3,6465 096 y=-0,0014x*+0,1678x - 40382 0,95
100 kg N ha' Hs y=-0,0014x*+0,1598x - 3,4934 098 y=-0,0016x*+ 0,1846x - 4,3215 0,94
Ab  y=-0,0017x%+0,1865x - 3,9169 0,96 y =-0,0012x* + 0,1538x - 3,6826 0,97

NI y=-0,0016x?+0,1709x - 3,458 097 y=-0,0015x*+0,1795x - 41918 0,97
150 kg N ha?  Hs y=-0,0013x*+0,1466x - 3,0547 097 y=-0,0011x*+ 0,1435x - 3,5445 0,94
Ab  y=-0,0015x° +0,1753x - 3,9185 0,94 y=-0,0011x* + 0,1404x - 3,5303 0,95

Para fins préaticos, neste trabalho foi determinado o IAF a partir da relacdo da area
foliar e a area de solo disponivel para a planta. Nas Figura 8 e Figura 9, pode-se observar 0
efeito da inoculacdo sobre IAF, nas diferentes doses de N.
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Figura 8. Indice de Area Foliar (IAF) de milho, em funcéo do tipo de inoculagdo para cada
dose de N, entre o periodo de outubro 2015 a fevereiro 2016 — Safra de Verdo. Dados

originais ajustados ao modelo polinomial de 2° grau.

Na auséncia de N (Figura 8a), observa-se os tratamentos que receberam a inoculagéo
com Herbaspirillum seropedicae e Azospirillum brasilense, apresentaram IAF superior a NI.
Essa superioridade foi observada a partir dos 35 DAE, fase em que as plantas entram em
crescimento exponencial. Esse mesmo comportamento também foi observado para o W e
TCC. Ao se observar o efeito da inoculacdo sobre o IAF, ao contrario do que foi observado
para W e TCC, a inoculagcdo com Azospirillum brasilense foi quem apresentou maior indice.

Para o experimento de inverno (Figura 9a), a resposta da inoculacdo na auséncia de
nitrogénio apresentou alteragdo quando comparado ao encontrado no verdo, pois na safra de
inverno o tratamento ndo inoculado foi o que apresentou maior IAF, quando comparado aos
tratamentos inoculados, apresentando IAF superior entre o periodo de 28 a 63 DAE. Apds 0s
63DAE os tratamentos inoculados passam a apresentar |AF superior ao ndo inoculado, isso
porque o0 ndo inoculado atinge seu IAF méximo aos 56 DAE, apds esse periodo entrando em
declinio.

Analisando o efeito da inoculacéo para a dose de 50 kg N ha™, safra de verdo (Figura
8b), verifica-se que a inoculagdo, de ambas bactérias, ndo promoveu aumento no IAF quando
comparado ao com auséncia de inoculacdo. Até aos 42 DAE nao foi observado diferenca entre
os tratamentos, entretanto, a partir dos 42 DAE, o tratamento ndo inoculado apresentou
aumento no IAF, atingindo o valor maximo aos 56 DAE (3,5 m? m™). J& na safra de inverno
(Figura 9Db), a inoculagdo com Azospirillim brasilense associada a dose de 50 kg N, promoveu
IAF superior aos tratamentos inoculado com Herbaspirillum seropedicae e o ndo inoculado,
dos 21 aos 63 DAE. Apds esse periodo, o inoculado com Herbaspirillum seropedicae passou
a apresentar IAF superior aos demais tratamentos. Comparando o tratamento inoculado com
Herbaspirillum seropedicae ao ndo inoculado so foi possivel observar diferenca a partir dos
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49 DAE, onde o tratamento com Herbaspirillum seropedicae passou a apresentar IAF
superior ao nao inoculado. Em relacdo ao IAF méaximo, o tratamento inoculado com
Azospirillum atingiu seu méaximo aos 56 DAE, enquanto que, 0s tratamentos com
Herbaspirillum seropedicae e o ndo inoculado atingiram seu maximo aos 63 DAE.
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Figura 9. indice de Area Foliar (IAF) de milho, em funcéo do tipo de inoculagéo para
cada dose de N, entre o periodo de marco a julho 2016 — Safra de Inverno.
Dados originais ajustados ao modelo polinomial de 2° grau.

Na Figura 8c, observa-se que os tratamentos ndo inoculado e o com Azospirillum,
foram superiores ao com Herbaspirillum seropedicae dos 28 aos 49 DAE. Aos 49 DAE, o
tratamento ndo inoculado atingiu seu maximo de IAF (3,0 m? m?), ap6s esse periodo, a
inoculacdo com Azospirillum brasilense passou a ser superior tanto ao tratamento né&o
inoculado gquando ao inoculado com Herbaspirillum seropedicae. A partir dos 56 DAE, o
tratamento com Herbaspirillum seropedicae passa a apresentar IAF superior ao ndo
inoculado, igualando-se ao inoculado com Azospirillum brasilense proximo aos 70 DAE. Isso
ocorre, porque nessa fase as folhas do tratamento ndo inoculado ja se encontram em
senescéncia, enquanto que o inoculado com Herbaspirillum seropedicae esta com seu ponto
méximo de IAF (2,9 m> m™). Para a safra de inverno (Figura 9c), o comportamento do efeito
dos tratamentos associado a dose de 100 kg N, foi um pouco diferente, pois o tratamento com
Azospirillum brasilense foi superior aos outros dois tratamentos a partir dos 49 DAE,
atingindo maximo de IAF aos 63 DAE (3,4 m*> m?), enquanto que, 0s tratamentos com
Herbaspirillum seopedicae e ndo inoculado apresentaram o mesmo comportamento do inicio
até o final do desenvolvimento.

Nos resultados obtidos para dose de 150 kg N na safra de verdo (Figura 8d), pode-se
observar que todos os tratamentos apresentaram IAF semelhantes até os 49 DAE, ap0s esse
periodo o tratamento inoculado com Azospirillum brasilense passou a apresentar maior IAF,
guando comparado aos outros dois tratamentos. Para o experimento de inverno (Figura 9d), o
tratamento ndo inoculado foi o que apresentou o maior IAF, dos 35 aos 63 DAE, a partir dos
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63DAE o tratamento com Herbaspirillum seropedicae foi o que apresentou maior IAF
quando comparado aos outros dois tratamentos.

2.10.4 Taxa de Assimilacdo Liquida (TAL)

Nas Figura 10 e Figura 11, sdo apresentadas as curvas referentes as taxas de
assimilacdo liquida (TAL) da cultura, em fungéo do efeito da inoculagdo nas diferentes doses
de N, nas safras de verdo e inverno.

a) Zero N b) 50 kg N ha™
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Figura 10. Taxa de Assimilacdo Liquida (TAL) da cultura do milho, em funcéo do
tipo de inoculacdo em cada dose de N, entre o periodo de outubro 2015 a
fevereiro 2016 - Safra de Verdo. Dados originais ajustados ao modelo
polinomial de 2° grau.

Na auséncia de adubacdo nitrogenada, tanto para a safra de verdo como de inverno
(Figura 10a e Figura 11a), a inoculacdo promoveu maior TAL, quando comparada a auséncia
de inoculagdo. Observa-se que entre os tratamentos inoculados no periodo de verdo (Figura
10a), a inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae foi a que apresentou maior TAL quando
comparado ao inoculado com Azospirillum brasilense. No entanto, para o periodo do inverno
(Figura 11a), o que ocorreu foi o inverso, onde a maior TAL foi observada quando foi
realizada a inoculagdo com Azospirillum brasilense.

Para a dose de 50 kg N ha®, na safra de verdo (Figura 10b), o tratamento nio
inoculado foi o que apresentou TAL inicial superior aos tratamentos inoculados, essa
superioridade foi observada até aos 42 DAE, ap6s esse periodo a inoculacdo com
Azospirillum brasilense igualou-se ao tratamento controle. Entretanto, a inoculagdo com
Herbaspirillum seropedicae manteve-se do inicio ao fim do ciclo com TAL inferior aos
outros dois tratamentos. No experimento desenvolvido no periodo do inverno (Figura 11b), o
tratamento que ndo recebeu inoculacdo foi o que apresentou TAL superior aos tratamentos
inoculados, durante o periodo de 28 a 56DAE, apds esse periodo todos os tratamentos
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inoculados passaram a apresentar a mesma TAL. Comparando a TAL com 0s outros
resultados ja discutidos, o comportamento observado para TAL foi semelhante aos observado
para W, TCC e IAF, onde os tratamentos que receberam a inoculagdo foram inferiores ou
iguais ao nao inoculado.

Na dose de 100 kg N ha™, na safra de verdo (Figura 10c), o tratamento ndo inoculado
apresentou TAL superior aos demais tratamentos até os 56 DAE, apos esse periodo observa-
se um declinio acentuado, demonstrando a fase inicial de senescéncia da cultura, que se
estende até aos 65 DAE, gquando esta passa a apresentar valores negativos, representando
assim a auséncia da atividade fotossintética, como ja discutido anteriormente para a TCC.
Com isso, apds os 56 DAE, observa-se que o tratamento inoculado com Herbaspirillum
seropedicae passa a apresentar valores superiores de TAL. Porém, o tratamento com
Azospirillum brasilense, somente demonstrou superioridade ao ndo inoculado, quando este
ndo apresentava mais TAL positiva, aos 65 DAE. No inverno (Figura 11c), a inoculagdo com
Herbaspirillum associada a dose de 100 kg N ha™ foi a que apresentou as melhores TAL até
aos 56 DAE, quando comparada aos outros dois tratamentos, no entanto, apos esse periodo
sua TAL diminui drasticamente passado a ser igual ao tratamento nao inoculado, e tornando-
se negativa antes dos 70 DAE, passando o tratamento inoculado com Azospirillum brasilense
a apresentar TAL superior aos outros dois tratamentos a partir desse periodo.

a) Zero N b) 50 kg N ha™
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Figura 11. Taxa de Assimilacdo Liquida (TAL) da cultura do milho, em funcdo do tipo de
inoculacdo em cada dose de N, entre o periodo de marco a julho 2016 - Safra de
Inverno. Dados originais ajustados ao modelo polinomial de 2° grau.

Na Figura 10d, nota-se que a inoculagdo como Azospirillum brasilense associada a
dose de 150 kg N ha™, apesar de apresentar inicialmente valor de TAL superior aos outros
dois tratamentos (27, 3 g m™? dia™), ao longo dos dias de avaliacdo, esta apresentou uma
distribuicdo decrescente da TAL. Enquanto que, os tratamentos ndo inoculado e o com
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Herbaspirillum seropedicae, apresentaram uma distribuicdo constante ao longo dos dias de
avaliacdo, decrescendo a partir dos 56 DAE. Outro ponto importante, foi que logo apds os 28
DAE o tratamento ndo inoculado apresentou superioridade aos tratamentos inoculados,
demonstrando assim, que a associacdo de bactérias com doses maiores de N, influenciar na
atividade fotossintética da planta. Na safra de inverno (Figura 11d), o tratamento ndo
inoculado apresentou superioridade na TAL quando comparado aos tratamentos inoculados
(Herbaspirillum seropedica e Azospirillum brasilense), do inicio ao fim do ciclo da cultura.

2.10.5 Acumulo de Nitrogénio

A partir do ajuste dos dados originais do acimulo de N (Tabela 4), foram obtidos o0s
coeficientes e R? do modelo ajustado e suas correspondentes curvas e taxas de actimulo.
Observa-se bom ajuste, acima de 88 %, para todos os modelos gerados.

Tabela 4. Coeficientes dos modelos exponencial polinomial de 2° grau ajustados aos dados
de acumulo de N, para safra de verdo e inverno.

Safra Veréo Safra inverno
Equacio R’ Equacio R’

Tratamentos

NI y=-0,0011x* + 0,1302x + 3,4819 0,97 y=-0,0011x° + 0,1344x + 3,317 0,89
Zero N Hs y=-0,0009%° + 0,1156x + 3,8207 0,97 y=-0,0008x* + 0,1011x + 3,9027 0,88
Ab  y=-0001x"+0,132x + 3,2699 0,97 y=-0,0009x"+ 0,1188x + 3,5747 0,93

NI y=-0,0011x° + 0,1482x + 3,1175 0,97  y=-0,0015x" +0,1797x +2,35 0,96
50 kg Nha® Hs y=-0,0013x°+0,1554x + 3,2106 0,98 y=-0,0014x* + 0,1685x + 2,3416 0,92
Ab  y=-0,0014x° + 0,1765x + 2,6225 0,99 y=-0,0012x° + 0,1502x + 2,9866 0,94

NI y=-0,0013x"+0,1634x +2,8816 0,97 y=-0,0012x* + 0,1507x + 2,7969 0,94
100 kg N ha? Hs y=-0,0016x*+0,1861x +2,6616 0,99 y=-0,0014x*+0,1705x +2,5174 0,93
Ab  y=-0,0011x° +0,1437x + 3,3632 0,98 y=-0,001x*+0,1374x +3,1255 0,93

NI y=-0,0012x* + 0,1614x + 3,0657 0,98 y=-0,0012x* + 0,1594x + 2,6905 0,94
150 kg N ha? Hs y=-0,0011x*+0,1527x + 3,011 0,99 y=-0,0009%* + 0,1293x + 3,2583 0,92
Ab  y=-0,0011x* +0,1534x + 3,0238 0,98 y=-0,0009x° + 0,1194x + 3,5648 0,96

Os resultados para o acumulo de N na planta, para as safras de verdo e de inverno,
podem ser observados nas Figura 12 e Figura 13.

Na safra de verdo, na condicdo de auséncia de adubacdo nitrogenada (Figura 12a),
observa-se que a partir dos 42 DAE, a inoculagéo, tanto com Azospirillum brasilense quanto
com Herbaspirillum seropedicae, promoveram aumento do acimulo de N nas plantas. Este
mesmo comportamento foi observado para, W, TCC, IAF e TAL. Na safra de inverno (Figura
13Figura 13a), ap6s o 28° DAE, observa-se diferenciacdo entre os tratamentos, onde o
inoculado com Herbaspirillum seropedicae apresentou o menor acimulo de N, quando
comparado aos demais tratamentos, ao longo de toda a avaliacdo. Os tratamentos ndo
inoculado e com Azospirillum brasilense, apenas apresentaram diferenca ap6s os 56 DAE,
onde o tratamento com Azospirillum brasilense apresentou maior acimulo de N nas plantas.
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Figura 12. Acimulo de N nas plantas de milho, da cultura do milho, em funcédo do tipo de
inoculacdo em cada dose de N, entre o periodo de outubro 2015 a fevereiro 2016 -
Safra de Verdo. Dados originais ajustados ao modelo polinomial de 2° grau.

Para a inoculacdo associada a dose de 50 kg N ha™, no verdo (Figura 12b), nota-se
que, a inoculagdo com Azospirillum brasilense apresentou acimulo de N superior aos outros
dois tratamentos, a partir dos 28 DAE, apresentando seu maximo de acimulo aos 63 DAE. No
entanto, quando se observa a resposta do tratamento inoculado com Herbaspirillum
seropedicae, verifica-se que este apresentou 0 mesmo comportamento que o ndo inoculado até
aos 49 DAE, logo apoés esse periodo verificou-se que o tratamento ndo inoculado apresentou
aumento consideravel de N na massa seca das plantas, apresentando valores superiores aos
obtidos com a inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae. Esse mesmo comportamento de
resposta foi observado para a TAL, onde na fase final do experimento o tratamento inoculado
com Azospirillum brasilense apresentou a maior taxa quando comparado aos outros dois. Na
safra de inverno (Figura 13b), a inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae, apresentou
resposta similar ao observado no verdo, onde a inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae
foi inferior aos outros dois tratamentos, esse menor acumulo foi observado a partir do 21
DAE. J& a inoculacdo com Azospirillum brasilense apresentou valores de acumulo
semelhantes ao com auséncia de inoculacdo, durante toda a avaliacao.
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Figura 13. Acimulo de N nas plantas de milho, da cultura do milho, em funcéo do tipo de
inoculacdo em cada dose de N, entre o periodo de margo a julho 2016 - Safra de
Inverno. Dados originais ajustados ao modelo polinomial de 2° grau.

No experimento de verdo a interacdo da inoculacdo de Herbaspirillum seropedicae
com a dose de 100 kg N ha™ (Figura 12c), foi a que apresentou maior actimulo quando
comparada aos outros dois tratamentos, esse maior acumulo foi observado durante o periodo
de 28 a 63 DAE, apresentando ponto maximo de acimulo de N aos 58 DAE. Os outros dois
tratamentos (Azospirillum brasilense e o ndo inoculado), apresentaram comportamento
semelhante até o final do ciclo, apresentando o ponto maximo de acumulo aos 65 DAE. Para
o0 periodo de inverno (Figura 13c), ambos os tratamentos inoculados apresentram acumulo de
N superior ao tratamento ndo inoculado, essa diferenca foi observada a partir 28 DAE até o
fim do ciclo da cultura. Avaliando a resposta entre os dois tratamentos inoculados, nota-se
que até 56 DAE, ambos os tratamentos apresentaram mesmo acUmulo de N, apds esse
periodo, a inoculagdo com Azospirillum brasilense passou a ser superior ao inoculado com
Herbaspirillum seropedicae. Isso ocorreu porque aos 56DAE o tratamento com
Herbaspirillum seropedicae atingiu se maximo de acimulo de N, enquanto que tratamento
com Azospirillum brasilense s6 alcanca esse méximo aos 63DAE. Essa mesma resposta
também foi observada para W, TCC e TAL.

O actimulo de N na dose de 150 kg N ha™, tanto para a safra de verdo como a de
inverno (Figura 12d e Figura 13d), apresentou 0 mesmo comportamento que 0S outros
pardmetros de crescimento (W, TCC, IAF e TAL) analisados, onde a inoculagcdo nao
promoveu incremento no acumulo de N quando compara ao tratamento ndo inoculado.
Entretanto, na safra de inverno, ao comparar as duas inoculagoes, observa-se que a inoculagao
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com Herbaspirillum seropedicae apresentou acimulo superior ao inoculado com Azospirillum
brasilense, chegando ao final do ciclo a igualar-se ao tratamento ndo inoculado.

2.10.6 Produtividade, Peso de 1000 Gréos e Acumulo de Nitrogénio

Na Figura 14, sdo apresentados os valores de produtividade obtidos nas safras de verédo
e inverno, e também referente ao ano agricola.

Observando o feito da inoculacdo sobre a produtividade de gréos, para o experimento
de verdo (Figura 14a), nota-se que a inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae promoveu
aumento significativo de produtividade quando comparado aos outros dois tratamentos
(Azospirillum brasilense e ndo inoculado). A inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae
apresentou produtividade superior nas doses de 0, 50 e 100 kg N ha™, o aumento comparado
ao controle, foi na ordem de 16, 15 e 35%, respectivamente. Para a dose de 150 kg N ha™
(Figura 14a), ndo foi possivel observar diferenga significativa entre os tratamentos com e sem
inoculacdo. Avaliando a efeito da inoculagdo com Azospirillum brasilense (Figura 14a), so é
possivel observar diferenca significativa em relacdo ao tratamento ndo inoculado, quanto
associado a dose de 100 kg N ha, onde o incremento de produtividade em relacdo ao
controle foi de 24 %.

Para a safra de inverno (Figura 14b), ndo foi possivel observar diferenca significativa
entre os tratamentos testados. Como ja apresentado, isso pode ser devido as condicdes
ambientais, pois para que ocorra o efeito da inoculacéo, as condigbes ambientais precisam ser
favoraveis. No entanto, apesar de ndao haver diferenga significativa pode-se observar que a
inoculacdo como Herbaspirillum seropedicae apresentou valores de produtividade maiores,
quando comparado aos outros dois tratamentos, nas doses de 50, 100 e 150 kg N ha™. Os
aumentos observados, quando comparados ao controle ndo inoculado, foram de 3, 9 e 16 %
respectivamente. J& a inoculacdo com Azospirillum brasilense ndo apresentou aumento de
produtividade em nenhuma das doses testadas.

Avaliando o efeito da inoculacdo na producdo do ano agricola (safra de
verdo+inverno) (Figura 14c), pode-se observar que, como ja relatado para o periodo da safra
de verdo, as maiores produtividades estdo associadas a inoculagdo com Herbaspirillum
seropedicae, apresentando diferenca significativa na doses de 0, 50 e 100 kg N ha™. Quando
comparado ao controle observa-se incrementos na produtividade, na ordem de 7, 14, 24%,
respectivamente. Porém, mesmo sem apresentar diferenca significativa, na dose de 150 kg N
ha™, verificou-se aumentou de produtividade quando comparado aos outros tratamentos, cerca
de 4% (aproximadamente 560 kg de graos ha™). A inoculagdo com Azospirillum brasilense s6
apresentou produtividade significativamente superior ao tratamento ndo inoculado quando
associado a dose de 100 kg N ha™*, onde o incremento em relacéo ao controle foi de 13%.

Na Figura 15, sdo apresentados os graficos de regressdo de produtividade, para cada
tratamento (ndo inoculado, Herbaspirillum seropedicae e Azospirillum brasilense) em funcéo
das doses de N, nas diferentes épocas. Ressalta-se que para cada condicdo avaliada foi
ajustado o modelo mais adequado de regresséo.

Nos resultados obtidos, para a safra de verdo (Figura 15a), verifica-se que 0s
tratamentos inoculados com Herbaspirillum e Azospirillum, apresentaram como melhor ajuste
a funcdo quadrética, estando a maior produtividade associada a dose de 100 kg N ha™,
enquanto que, para o tratamento ndo inoculado a fungdo que melhor se ajustou a foi linear,
onde a maior produtividade foi encontrada quando adicionado 150 kg N ha™. Analisando a
posicdo das curvas e os coeficientes angulares, observa-se que, o tratamento inoculado com
Herbaspirillum seropedicae diferiu-se significativamente dos demais tratamentos,
apresentando maior valor de produtividade, para a maioria das doses.
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Figura 15. Modelos de regressdo para a produtividade de grdos de milho, em fungéo das
doses de N (0, 50, 100 e 150 kg N ha™), para os tratamentos ndo inoculado (NI),
Herbaspirillum seropedicae (Hs) e Azospirillum brasilense (Ab).

Avaliando a resposta da adubacgdo na safra de inverno (Figura 15b), ndo foi possivel
observar o efeito das doses de N nos diferentes tratamentos inoculados, dessa forma néo foi
possivel ajustar curvas de regressdo aos dados obtidos. Entretanto, para o tratamento ndo
inoculado, foi possivel ajustar o modelo linear, que apresentou R® de 0,78; apesar de
significativa a regressdo, esta apresentou pequena redugéo de produtividade com o aumento
das doses, esses dados ndo estdo coerentes com o esperado, sendo assim necessarias futuras
avaliagOes para confirmacédo dos dados obtidos.

Para ano agricola (Figura 15c), foi possivel ajustar curvas de regressdo para todos os
tratamentos analisados. Porém, o tratamento NI apesar de significativa a regressdo linear,
apresentou baixo valor de R? (0,39). Para os tratamentos inoculados, as curvas de regresséo
apresentaram bom ajuste, com valores de R? de 0,91 para a regressio quadratica do
Herbaspirillum seropedicae e 0,96 para a regressao linear do Azospirillum brasilense. Nota-se
que a inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae apresentou resposta quadratica, como
observado na safra de verdo, no entanto, a maior produtividade foi encontrada na dose de 50
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kg Nha, enquanto que, a inoculagdo com Azospirillum brasilense, apresentou resposta linear
e maior produtividade na maior dose de N (150 kg N ha™).

Observando o efeito da inoculagdo em fungdo das diferentes doses de N, pode-se
observar que a inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae associada a dose de 50 kg N ha™,
na safra de verdo e no ano agricola (Figura 15a e c), apresentou produtividade proxima aos
valores encontrados para as doses de 100 e 150 kg N ha™.

Na Figura 16, sdo apresentados os efeitos da inoculagao associada as diferentes doses
de N, sobre o peso de 1000 grdos. Em geral, como pode ser observado em ambas as épocas de
plantio, o peso de 1000 grdos apresentou valor médio de 250g.

a) Verao b) Inverno
. N
300 - 300 - W Hs
E aa mm Ab
b b b M
a ada a aa a 4 2
250 a a b 250 4 a @ a b a
b —_
®
200 Z 200
’O
&
g
150 - 8 150 -
o
o
g
100 - Z 100 -
=
50 50
0 an an an an 0 an an - an
0 50 100 150 0 50 100 150
Doses de N (kg ha'™) Doses de N (kg ha'™)

Figura 16. Peso de 1000 grdos em fungédo do tipo de inoculagdo nas diferentes doses de N.
Valores médios de quatro repeticBes. Letras distintas comparam as médias, em cada
dose de N a 5% de probabilidade pelo teste t.

Na safra de verdo (Figura 16a), avaliando o efeito da inoculagdo nas diferentes doses
de N sobre o rendimento da massa de 1000 grdos, observa-se que a inoculagdo com
Herbaspirillum seropedicae promoveu aumento significativo no peso de 1000 gréos quando
associada as doses 100 e 150 kg N ha™*. No entanto, a inoculagdo com Azospirillum brasilense
somente apresentou aumento significativo quando associada a dose de 150 kg N ha™; na
auséncia de nitrogénio, este chegou a apresentar reducdo no peso de 1000 grdos quando
comparado ao tratamento nédo inoculado.

No inverno (Figura 16b), somente na dose de 100 kg N ha™, foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos, onde o tratamento com Azospirillum brasilense apresentou
maior peso de 1000 grdos, quando comparado aos outros dois tratamentos.

Na Figura 17, sdo apresentados aos graficos de regressdo de peso de 1000 graos, para
cada tratamento (né@o inoculado, Herbaspirillum seropedicae e Azospirillum brasilense) em
funcéo das doses de N, nas diferentes épocas.
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Figura 17. Modelos de regressdo para o peso de 1000 graos de milho, em funcao das doses de

N (0, 50, 100 e 150 kg N ha™), para os tratamentos n&o inoculado (NI), Herbaspirillum
seropedicae (Hs) e Azospirillum brasilense (Ab).

Na safra de verdo (Figura 17a), os modelos de regresséo apresentaram bom ajuste com
R? acima de 95 %. Verifica-se que para os tratamentos inoculado com Herbaspirillum e 0 n&o
inoculado, a funcdo que melhor se ajustou aos dados foi a fun¢do quadratica, onde o maior
peso de 1000 grdos, em ambos os tratamentos, foi associado a dose de 100 kg N ha™,
enquanto que, o tratamento inoculado com Azospirillum brasilense melhor se ajustou a funcgéo
linear, onde o maior peso obtido foi encontrado na maior dose de N (150 kg N ha™).
Analisando a posi¢do das curvas e os coeficientes angulares, observa-se que o tratamento
inoculado com Herbaspirillum seropedicae diferiu-se significativamente dos demais
tratamentos, apresentando maiores valores de massa de 1000 grdos em todas as doses
avaliadas.

Na safra de inverno (Figura 17b), ndo foi possivel observar o efeito das doses de N em
nenhum dos tratamentos (ndo inoculado, Herbaspirillum seropedicae e Azospirillum
brasilense), dessa forma ndo foi possivel ajustar curvas de regressdo aos dados obtidos.

Os valores de N acumulado no gréo sdo apresentados naFigura 18, tanto para a safra
de verdo (a) como para a safra de inverno (b).

No estudo desenvolvido no verdo (Figura 18a), pode-se observar que o acumulo de N
no gréo seguiu 0 mesmo comportamento dos dados de produtividade e peso de 1000 gréos,
onde a inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae apresentou acumulo do N no grdo
significativamente superior aos outros tratamentos, nas doses de 0, 50 e 100 kg N ha™,
enquanto que na dose de 150 kg N ha™, s apresentou diferenca significativa em relacdo ao
tratamento inoculado com Azospirillum brasilense. A maior diferenca no acimulo de N em
relacdo aos outros dois tratamentos (ndo inoculado e Azospirillum brasilense), foi na dose de
100 kg N ha*, onde a inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae promoveu um incremento
no acimulo de 35 kg N ha*, que representa cerca de 32%. Para safra de inverno (Figura 18b),
ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos utilizados em nenhuma das
doses.
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Analisando o acimulo de N entre as safras, observa-se que, assim como para a
produtividade, os valores médios obtidos no inverno foram inferiores aos observados na safra
de verdo, uma diferenca de aproximadamente 25 %.

Na Figura 19, sdo apresentados aos graficos de regressdo para o acimulo de N, em
funcdo das doses de N (0, 50, 100 e 150 kg N ha™), para os tratamentos sem inoculacio e 0s
inoculados com Herbaspirillum seropedicae e com Azospirillum brasilense, nas diferentes
épocas de cultivo (safra verdo e safra inverno). Observa-se que para os dados apresentados em
ambas as épocas, foi possivel ajustar curvas de regressdo com coeficientes de determinacéo
(R?) satisfatérios, ou seja, acima de 70 %.
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Figura 19. Modelos de regressao para o peso de 1000 grdos de milho, em funcédo das doses de

N (0, 50, 100 e 150 kg N ha™), para os tratamentos n4o inoculado (NI), Herbaspirillum
seropedicae (Hs) e Azospirillum brasilense (Ab).

De acordo, com os dados apresentados para a safra de verdo (Figura 19a), verifica-se
que para o tratamento inoculado com Herbaspirillum seropedicae, a fungdo que melhor se
ajustou aos dados foi a funcdo quadratica, onde o maior acimulo de N nos grdos foi
evidenciado na dose de 100 kg N ha™, comportamento similar foi apresentado anteriormente
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para os dados produtividade e peso de 1000 grdos. Entretanto, para os tratamentos com
Azospirillum brasilense e 0 ndo inoculado, o melhor ajuste obtido foi com a funcéo linear,
onde o maior acimulo de N nos gréos esta associado a maior dose de N (150 kg N ha™). No
inverno, foi possivel observar que para os tratamentos inoculados (Azospirillum brasilense e
Herbaspirillum seropedicae) o melhor ajuste foi obtido pela funcéo linear; e para o ndo
inoculado foi adotada a fungdo quadréatica, onde o maior acimulo foi observado na dose de 50
kg N ha™. No verdo, assim como ja foi evidenciado para outros parametros analisados, a
inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae foi a que apresentou maior coeficiente angular
quando comparado aos demais tratamentos, apresentando maiores valores acimulo de N nos
gréos milho, em todas as doses avaliadas.
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2.11 DISCUSSAO

2.11.1 Actmulo de Massa Seca (W), Indice de Area Foliar (IAF) e Acimulo de N nas
Plantas de Milho no Tempo

Diante dos resultados apresentados, pode-se observar que houve diferenca na resposta
a inoculacdo, tanto entre as épocas de plantio como entre as doses de N. Em geral, o
experimento da safra de verdo apresentou valores de W e IAF superiores ao do experimento
cultivado na safra de inverno. Isso se deve, a combinacdo das altas temperaturas do ar com a
alta irradiacdo, da safra de verdo, favoreceu o desenvolvimento da cultura. Enquanto que, na
safra de inverno, as baixas temperaturas do ar, baixa umidade relativa e os baixos niveis de
irradiacdo ndo contribuiram para seu desenvolvimento. Alguns autores afirmam que, se 0
suprimento de agua e de nutrientes minerais forem suficientes para a cultura, o que limitara as
taxas de crescimento serd basicamente temperatura e intensidade de luz (DIDONET et
al.1998; LOZADA et al., 1999; ALVES, et al., 2011; BERGAMASCHI & MATZENAUER,
2014).

Segundo estudos realizados por Hungria (2011) e Vogt et al., (2014), os efeitos da
inoculacdo de sementes de milho s@o dependentes das caracteristicas genéticas das plantas e
das estirpes, bem como das condigfes de ambiente, sendo os resultados mais promissores
associados a niveis de baixo e médio investimento na lavoura. Dartora et al. (2013),
trabalhando como as mesmas bactérias observou que a inoculagdo foi capaz de promover um
incremento de 12 % na massa seca quando comparado ao controle, quando a cultura foi
desenvolvida na época de verao.

Os resultados, também apontaram para uma maior contribui¢do da inoculagdo no W e
no IAF, quando as plantas foram cultivadas em condi¢cdes de auséncia de adubacdo,
promovendo incrementos de até 96 % na massa seca das plantas de milho. Quadros et al.
(2014), avaliando o efeito da inoculacdo de Azospirillium brasilense no hibrido SHS5050 na
auséncia de adubacao nitrogenada, observou que a inoculagdo promoveu um incremento na
massa seca acumulada de 4,8 t ha™, quando comparado ao tratamento controle. Estes
resultados indicam que a inoculacdo com Hs e Ab proporcionou melhor vigor vegetativo.

Em relagdo, a associacdo bactéria-adubacdo, observou-se que em doses baixas de N
(50 kg N ha™) a associacéo com a bactéria Azospirillum brasilense, foi mais eficiente no W e
no IAF. Alguns autores afirmam que a inoculacdo de Azospirillum brasilense tem a
capacidade de produzir substancias que vdo favorecer o aumento do volume radicular,
proporcionando maior exploragdo do solo, com isso, maior eficiéncia na absor¢do do
nutriente, refletindo em maior massa seca nas plantas (VESSEY, 2003; HUNGRIA et al.,
2010; SILVA, et al., 2015). Radwan et al. (2004), buscando quantificar a producdo de
fitorménios de crescimento por estirpes de bactérias fixadoras de nitrogénio, verificaram que
as estirpes de Azospirillum chegam a produzir de trés a sete vezes mais compostos indoélicos
(entre 300 a 500 pM) que as de Herbaspirillum seropedicae.

No entanto, quando associada a doses mais elevadas (100 e 150 kg N ha), a
associacdo com Herbaspirillum seropedicae se mostrou mais eficiente no W. Essa diferenca
no efeito da inoculagdo entres as bactérias, pode ser devido a forma de associacdo de cada
bactéria com a planta. O estabelecimento endofitico, comparado ao ambiente rizosférico, tem
sido considerado um evento importante para que as bactérias possam influenciar mais
eficientemente no crescimento da planta, visto que, no interior do vegetal a competicdo
microbiana é menor, este nicho € menos sujeito a flutuagdes ambientais e a interface de troca
de metabdlitos é mais direta quando comparada com a rizosfera (VINHAL-FREITAS E
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RODRIGUES, 2010). Dessa forma, o Azospirillum brasilense, por ser um endofitico
facultativo, torna-se mais vulneravel aos fatores ambientais, como temperatura, umidade,
competicdo com micro-organismos do solo (DARTORA et al. 2013). J& o Herbaspirillum
seropedicae, por ser uma bactéria diazotrofica endofitica obrigatdria, sobrevive pouco no
solo, colonizando nichos especificos no interior dos tecidos vegetais, este comportamento faz
com que esta bactéria se torne mais eficiente na transferéncia dos compostos nitrogenados
produzidos para a planta (OLIVARES, 1997; MOREIRA et al. 2010), além de, ser menos
vulneravel aos fatores ambientais externos, ter menores limita¢des de substratos de carbono e
menor competicdo com outros microrganismos existentes no solo (OLIVARES, 1997;
MOREIRA et al., 2010).

Analisando o IAF ao longo do tempo, verificou-se que a inoculagdo com Azospirillum
brasilense apresentou maiores valores quando comparado ao Herbaspirillum seropedicae, em
todas as doses. Este mesmo comportamento foi evidenciado para o acumulo de N nas plantas
de milho, exceto para a dose de 100 kg N ha-'. Muller (2013), diz que o IAF esta associado ao
teor de N na planta, pois se a planta apresentar deficiéncia de N consequentemente pode haver
uma reducdo da sintese de clorofila, proteinas e citocinina, aumentando a senescéncia foliar
reduzindo o IAF. Jones (1985) e Franga (2003) afirmam que a interceptacdo luminosa e a
fotossintese, tem grande dependéncia da &rea foliar e de sua duracdo, se houver uma reducao
na duracdo da area foliar consequentemente as plantas serdo prejudicadas. Muller et al.
(2016), também encontram resultados semelhantes, em seu experimento desenvolvido na
safra de verdo 2014/2015, onde foi observado o efeito positivo da inoculacdo de Azospirillum
brasilense sobre IAF das plantas de milho.

2.11.2 Taxa de Crescimento da Cultura (TCC) e Taxa de Assimilacéo Liquida (TAL)

A andlise de crescimento pode ser de grande valor na avaliacdo das diferengas entre
cultivares e também das caracteristicas que definem a capacidade produtiva das plantas
(SORATO, 2012). Para este estudo foram determinadas as taxas de crescimento da cultura
(TCC) e a taxa de assimilacdo liquida (TAL), com objetivo de identificar as principais
diferencas no crescimento das plantas, quando estas sdo associadas a inoculacdo de bactérias
diazotroficas.

A TCC representa a producdo de biomassa por unidade de area do terreno em funcao
tempo. Podendo assim, ser utilizada como indicativo da velocidade média de crescimento ao
longo do periodo de observacdo (REIS e MULLER, 1978; PEREIRA e MACHADO, 1987;
BENINCASA, 2003; GARCIA, et al., 2008). Enquanto que, a TAL é um parametro de
crescimento que representa o incremento da fitomassa por unidade de &rea foliar, durante um
determinado espaco de tempo, normalmente é descrito g. m™ dia™, sendo aceita como uma
estimativa confiavel da atividade fotossintética da planta (MAGALHAES, 1985).

Diante disso, analisando os resultados obtidos em ambas as taxas, notam-se que estas
corroboram com resultados os obtidos para W, onde a inoculagdo com Hs apresentou maiores
valores TCC e TAL no tempo, quando associado as maiores doses (100 e 150 kg N ha™).
Entretanto, quando associada a dose de 50 kg N ha™, o Ab demonstrou superioridade.
Ressalta-se a importancia da avaliacdo das taxas de crescimento, principalmente da TAL.
Visto que, apenas a determinagdo do IAF, ndo seria suficiente para estimar a atividade
fotossintética da planta, ja que este parametro ndo acompanhou o comportamento apresentado
para W e TCC.

Ao analisar as curvas de TCC, também foi possivel identificar a influéncia da
inoculacdo na fase vegetativa das plantas de milho, onde foi observado o prolongamento do 2°
estadio do desenvolvimento da cultura. Segundo Zucareli et al. (2010), os valores de TCC
apos um aumento inicial, chegam a seus valores maximos, decrescendo conforme a maturacao
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das plantas devido a paralizacdo do crescimento vegetativo, perda de folhas e senescéncia. No
entanto, Sangoi et al. (2015), avaliando a inoculacdo do Azospirillum brasilense e sua
interacdo com diferentes doses de N, observou que os tratamentos inoculados promoveram
um retardamento da senescéncia foliar das plantas. Outros pesquisadores também dizem que
as bactérias diazotréficas podem contribuir ndo apenas com a fixacdo de N, mas também
através da producdo de horménios que estimulam o crescimento e desenvolvimento das
plantas que podem levar ao retardamento de senescéncia foliar (LAMBRECHT et al., 2000;
QUADROS, 2009).

2.11.3 Produtividade, Peso de 1000 Gréos e Acumulo de Nitrogénio no Grao

A produtividade obtida em ambas as safras foi superior a média nacional, (Figura 14),
onde para o periodo da safra de verdo a média foi de 7600 kg ha™ e na safra de inverno foi de
5570 kg ha™, enquanto que, a nacional ficou em torno de 5200 kg ha™ de acordo como o 6°
levantamento da CONAB para a safra 2016/2017 (CONAB, 2017).

Comparando o efeito promovido por cada bactéria na produtividade de grdos, pode-se
notar que, o incremento de produtividade proporcionado pela inoculacdo de Hs foi sempre
superior ao inoculado com Ab. Alves (2007), também observou incrementos na produtividade
do milho na ordem de 24% e 34% com a utilizacdo de Herbaspirillum seropedicae, tanto na
safra de inverno quanto na de verdo. Outros estudos avaliando a mesma bactéria, também
encontraram resultados positivos em relacédo a inoculacdo (ZILLI et al., 2008; ALVES et al.,
2015).

A inoculagcdo com Azospirillum, sé apresentou efeito positivo quanto associada a dose
de 100 kg N ha™. A auséncia no efeito da inoculacéo por Azospirillum brasilense, também foi
evidenciado por outros autores, onde estes ndo foram capazes de observar efeito benéfico
associado a inoculagcdo com esta bactéria, em diferentes doses de N (CAMPOS et al., 2000;
BARTCHECHEN et al., 2010; REPKE et al. 2013; PANDOLFO et al., 2015;
MASCARELLO & ZANAO — JUNIOR, 2015). Entretanto, diversos trabalhos ja relataram o
efeito positivo da inoculagdo como Azospirilum brasilense, certificando os beneficios da
promocdo de crescimento que essa bactéria pode promover na cultura do milho
(SWEDRZYNSKA & SAWICKA, 2000; HUNGRIA et al., 2010; PORTUGAL et al., 2012;
KAPPES et al.,, 2013). Dartora et al. (2013) e Longhini et al., (2016), em seus estudos
observaram que a inoculacdo promoveu aumento de produtividade na ordem de 900 e 500 kg
grio ha™, respectivamente. Lana et al. (2012), também verificaram que a inoculacdo com
Azospirillum proporcionou incrementos de 7 a 14% na produtividade de grdos de milho.

Observando o efeito da inoculagdo em fungdo das diferentes doses de N, pode-se
observar que a inoculagdo com Hs associada a dose de 50 kg N ha™, apresentou produtividade
proxima aos valores encontrados para as doses de 100 e 150 kg N ha™. Essa mesma resposta
foi observada por Breda et al. (2016) onde a inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae
associada a dose de 50 kg ha™, apresentou desempenho equivalente & aplicacéo de 100 kg N
ha® quanto a produtividade de grdos. J& Araljo (2014), observou que a inoculacdo de
bactérias diazotréficas acrescidos de 30 kg N ha™ apresentaram resultados similares ao
tratamento com a maior dose de N (120 kg N ha™) para massa de espiga, didmetro da espiga,
numero de graos por espiga, producdo de massa seca da parte aérea e produtividade de gréos.
Dessa forma, Hungria et al. (2010) destaca a possibilidade de reducdo da quantidade de N
aplicada, na forma de fertilizantes quimicos, quando esta é associada a inoculacéo.

Na dose de 150 kg N ha™, ndo foi evidenciado efeito dos tratamentos inoculados
quando comparados ao tratamento sem inoculacdo. Esse mesmo comportamento foi
observado por outros pesquisadores, que trabalhando com a inoculagdo de Herbaspirillum
seropedicae em diferentes doses de N, também néo observaram incremento na produtividade
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do milho (DOTTO et al., 2010; REPKE et al., 2013; ARAUJO, et al., 2016). Segundo
Carvalho et al. (2014), a eficiéncia da fixacdo bioldgica em bactérias diazotréficas é
rapidamente reduzida ou mesmo inibida na presenca de alta concentracdo de componentes de
nitrogénio no solo, especialmente aménio, que pode causar a rapida inibicdo da atividade da
nitrogenase, responsavel pela conversdo do nitrogénio atmosférico (N2) a forma aceitavel
pela planta.

Avaliando o peso de 1000 grdos, nota-se que este seguiu 0 mesmo comportamento
observado para a produtividade, exceto na dose de 50 kg N ha™ que ndo foi observado
diferenca entre os tratamentos. Onde, o maior rendimento no peso dos grdos foi observado
nos tratamentos inoculados na dose 100 kg N ha™. Diferentes resultados s&o encontrados na
literatura em relacdo ao efeito da inoculagcdo no peso de 1000 grdos. Novakowiski et al.
(2011) avaliando o efeito da inoculagdo em milho, observou que o tratamento inoculado
apresentou peso de 1.000 gréos superior aos tratamentos ndo inoculados. Entretanto, estudos
realizados por Bartchechen et al. (2010), Pandolfo et al. (2015) e Sangoi et al. (2015), ndo
identificaram efeito desta bactéria na produtividade de gréos e massa de mil graos.

Diante dos resultados ja apresentados, verifica-se que apesar do tratamento sem
inoculacéo ter apresentado maior producdo de massa seca total quando associado a adubacéo
nitrogenada (Figura 4 e Figura 5), este ndo foi capaz de converter em maior produtividade e
maior peso de 1000 de grdos. Evidenciando, que a associacdo com bactérias diazotroficas
promove uma alteracdo no metabolismo da planta, fazendo com que esta torne-se mais
eficiente na assimilacdo do nitrogénio pelas plantas de milho, refletindo assim, em maior
produtividade e maior rendimento no peso dos grdos. Os resultados de acumulo de nitrogénio
nos graos ratificam esta afirmacdo, onde os tratamentos inoculados com a bactéria
Herbaspirillum seropedicae apresentaram maior acimulo deste nutriente nos grdos em todas
as doses de N. Machado et al. (1998), afirma que as bactérias influenciaram positivamente a
absorcéo e a utilizacdo do nitrogénio pelas plantas de milho da variedade Nitroflint, apesar de
ndo ter apresentado diferenca significativa a inoculagdo associada a 100 kg N ha™, acumulou
22 kg N ha™ a mais do que a mesma dose de N sem inoculacdo. Dartora et al. (2016),
observou que a co-inoculacdo das duas bactérias (Herbaspirillum seropedicae e Azospirillum
brasilense), promoveu incremento no acumulo de N nos gréos, quando comparado aos outros
tratamentos. Ferreira et al. (2003), avaliando o efeito da inoculacdo de Herbaspirillum
seropedicae na cultura do trigo, observaram contribuicdo variando de 13% a 19% quando as
plantas foram inoculadas, resultados similares também foram encontrados por Guimardes et
al. (2003).

Diante dos dados apresentados, ao comparar as duas bactérias estudadas, pode-se
evidenciar o efeito positivo da inoculagdo com Herbaspirrillum seropedicae, principalmente
quando associada a dose de 100 kg N ha™, visto que, favoreceu de forma significativa o
aumento da produtividade, do peso de 1000 grdos, e o acimulo de N nos grdos. Moreira et al.
(2010), afirmam que o Herbaspirillum seropedicae, por ser uma bactéria diazotrofica
endofitica obrigatdria, se torna mais eficiente na transferéncia dos compostos nitrogenados
produzidos para a planta.

A resposta positiva das plantas a inoculacdo com bactérias diazotroficas pode ser
atribuida a outros fatores, além da producéo de substancias promotoras do crescimento, tais
como protecdo contra fitopatdgenos, alteracdo da atividade metabdlica atraves de efeitos
sobre membranas celulares (BASHAN et al., 2004), solubilizacdo de fosfatos, aumento da
resisténcia das plantas ao estresse e a propria fixacdo bioldgica de nitrogénio (GRAY e
SMITH, 2005).
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2.12 CONCLUSOES

Ha diferenca de resposta de crescimento e produtividade entre a safra de verdo e de
inverno, sendo a resposta da inoculacdo verificada na safra de maior crescimento e
produtividade.

A inoculacdo de bactérias diazotroficas promove o aumento no acumulo de matéria
seca e no indice de area foliar das plantas de milho, consequentemente, influenciando as taxas
de crescimento da cultura e as taxas de assimilagdo liquida.

Quando associada a adubacdo, pode-se evidenciar ainda, que a inoculagdo promove
um alongamento do periodo vegetativo (2° estadio do desenvolvimento da cultura), retardando
a senescéncia foliar das plantas, refletindo na producdo de massa seca e no indice de area
foliar.

Na safra de verdo o efeito da inoculacdo da bactéria diazotrofica Herbaspirillum
seropedicae estirpe ZAE94 foi superior a inoculacdo de Azospirillum brasilense estirpe Sp
245 na produtividade da cultura, no peso de 1000 grdos e no acumulo de N nos grdos, onde as
maiores produtividades sdo encontradas nos tratamentos inoculados com esta bactéria,
principalmente quando associado a dose de 100 kg N ha™.
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3. CAPITULO II

MODIFICACOES DO METABOLISMO DE N DE PLANTAS DE
MILHO INOCULADAS COM Herbaspirillum seropedicae E

Azospirillum brasilense
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3.1 RESUMO

A cultura do milho é muito responsiva a aplicacdo de nitrogénio (N), no entanto, para atingir
altas produtividades é necessario a aplicacdo de altas doses deste nutriente. As bactérias
diazotroficas Herbaspirillum seropedicae ZAE94 e Azospirillum brasilense Sp245 foram
selecionadas para a inoculacdo deste cereal. Diante disso, o trabalho tem como objetivo
avaliar o efeito destas duas espécies no metabolismo do N em plantas de milho, na presenca
de duas doses de nitrogénio em sistema hidroponico. Para tal, foi desenvolvido um
experimento em casa de vegetacdo, utilizando cultivo hidropdnico com aeracdo intermitente.
Adotou-se um arranjo fatorial composto por dois niveis de adubacdo (3,0 mM e 0,3 mM de
N), com diferentes inoculagdes (NI - ndo inoculado, Hs - Herbaspirillum seropedicae e Ab -
Azospirillum brasilense), em oito repeticdes. Os parametros avaliados foram: massa seca de
parte aérea, raiz e total, acimulo de N, P e K na biomassa de raiz e parte aérea, atividade da
enzima nitrato redutase e fracBes sollveis nas raizes e nas folhas. A inoculacdo alterou o
metabolismo do nitrogénio e promoveu maior desenvolvimento das plantas de milho, bem
como, maior acimulo de P e K na parte aérea. Um processo mais intensivo de assimilacao do
N foi evidenciado quando as plantas foram inoculadas com Herbaspirillum seropedicae,
promovendo aumento dos teores nas folhas de N-amino e NH;" e reducdo de NOs™ e aglicares.

Palavras chave: FragGes solUveis. Nitrogénio. Herbaspirillum seropedicae. Azospirillum
brasilense
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3.2 ABSTRACT

Maize culture is highly responsive to the application of nitrogen; however, to achieve high
productivity, the application of high concentrations of N is required. The diazotrophic bacteria
Herbaspirillum seropedicae ZAE94 and Azospirillum brasilense Sp245 were selected as
promising inoculations for this cereal. The objective of this study was to evaluate the effect of
these two species on N metabolism in maize plants, in the presence of two concentrations of
nitrogen in a hydroponic system. For this purpose, maize was cultivated in a greenhouse,
using hydroponic cultivation with intermittent aeration. A factorial arrangement composed of
two levels of nitrogen (3.0 and 0.3 mM of N), with different inoculations (NI - not inoculated,
Hs - Herbaspirillum seropedicae, and Ab - Azospirillum brasilense) was used, with eight
replications. The parameters evaluated were: dry mass of aerial part, root, and total dry mass;
accumulation of N, P, and K in the biomass of root and shoot; nitrate reductase activity; and
soluble fractions in roots and leaves. The inoculation altered the N metabolismo and promoted
greater development of maize plants, as well as a higher accumulation of P and K in the aerial
plant tissue. A more intensive process of N assimilation was evidenced when the plants were
inoculated with Herbaspirillum seropedicae strain ZAE94, leading to increased levels of NO3
and reduced N-amino, sugars and NH," in leaves associated with high N level, opposite of A.
brasilense Sp245.

Key words: Soluble fractions. Nitrogen. Herbaspirillum seropedicae. Azospirillum
brasilense.
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3.3 INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays L.) é uma das mais importantes fontes de energia e
nutrientes para alimentacdo animal e humana no mundo, e pode ser utilizado de diferentes
formas, desde agente espessantes a producéo de energia e na forma de etanol (RANUM et al.
2014). Devido a grande importancia que essa cultura possui, hoje se busca formas de
minimizar os custos de producdo e da dependéncia de fertilizantes, principalmente
nitrogenados. Com isso, diferentes linhas de pesquisa vém sendo desenvolvidas, desde o
melhoramento de plantas, buscando maior eficiéncia na utilizacdo de nutrientes (LEA et al.,
2006) a utilizacdo da inoculacao de bactérias diazotréficas (CASSAN et al., 2013).

A utilizacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio em interacdo com a cultura do milho
vem ganhando importancia nos ultimos anos baseado em pesquisas prévias sobre maior
acumulo de massa seca total e de grdos (DOBBELAERE et al., 2002; KUMAR et al., 2007;
REIS JUNIOR et al. 2008; ARAUJO, et al., 2013) sendo hoje parte da tecnologia de producio
desta cultura do Brasil, com a introducdo de inoculacdo de bactérias diazotréficas usando a
espécie Azospirillum brasilense (HUNGRIA et al., 2010). Porém, ainda sdo pouco conhecidos
0S mecanismos que atuam nesta interacdo (planta/bactéria) incluindo a producéo de auxinas,
oxido nitroso, carotenoides, entre outros (FIBACH-PALDI et al. 2012; CASSAN et al. 2013).
Estes estudos foram feitos com a espécie Azospirillum brasilense, mais antiga e conhecida
entre as diazotroficas associativas (TARRAND et al. 1978). Outras espécies sdo conhecidas
pela sua promocdo de crescimento em diferentes plantas como a espécie Herbaspirillum
seropedicae (BALDANI et al. 1986), descrita como endofitica obrigatoria por diferentes
autores (MONTEIRO et al., 2012), e avaliada como promotora de crescimento em algumas
plantas como o arroz (GYANESHWAR et al. 2002) e milho (MONTEIRO et al. 2008), mas
0s mecanismos de promoc¢do podem ser diferentes entre estas espécies.

Em busca de um maior entendimento dos beneficios que essa interacdo promove para
as plantas, estudo do efeito da bactéria sobre metabolismo de nitrogénio (N) se faz necessario
e algumas formas de se buscar essa compreensdo pode ser através da quantificacdo das
fracbes sollveis do tecido vegetal, como N-amino, NO; acumulado, agticares e NH," e
também através da atividade de algumas enzimas como a nitrato redutase.

A hipoétese cientifica € que a inoculagdo com bactérias diazotroficas na cultura do
milho promove alteracBes no crescimento e no metabolismo vegetal, e consequentemente, na
producdo de grdos e na absorgdo de macronutrientes (N, P e K). Para tal, foi idealizado este
estudo, que teve como objetivo avaliar o efeito da inoculacdo de duas espécies de bactérias
diazotréficas no metabolismo de N das plantas de milho cultivado em sistema hidropénico
com solucdo nutritiva com alta e baixa concentracdo de deste elemento.

47



34 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Local de Estudo

Os estudos foram realizados em casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia,
localizada no municipio de Seropédica — RJ, no periodo de julho a agosto de 2016. Esses
experimentos foram desenvolvidos em um fatorial 2x3, com 8 repeti¢cdes, onde o primeiro
fator foi composto por duas doses de nitrogénio (0,3 mM e 3,0 mM de N da solucdo de
Hoagland e Arnold (1954) modificada, e o segundo fator a inoculacdo sendo: ndo inoculado
(ND), inoculado com a Herbaspirillum seropedicae (Hs - estirpe ZAE94) ou inoculado com
Azospirillum brasilense (Ab — estirpe Sp245). O gendtipo de milho utilizado foi o hibrido
triplo SHS5050 produzido pela Companhia Santa Helena, proveniente da safra 2014/2015.

3.4.2 Inoculagéo

Foram utilizadas as bactérias Herbaspirillum seropedicae, estirpe ZAE94 (=
BR11417, isolada de raizes de arroz, esterilizadas superficialmente) e a Azospirillum
brasilense estirpe Sp245 (= BR11005 — isolada de raizes de trigo plantado Rio grande do Sul,
Brasil), bactérias essas que foram adquiridas junto ao Centro de Recursos Bioldgicos Johanna
Dobereiner — CRB-JD (sigla BR). A estirpe ZAE94 foi selecionada para milho baseado nos
estudos prévios de Alves et al. (2015) e a estirpe Sp245 foi amplamente estudada por
diferentes grupos, tendo seu genoma sequenciado por Zhulin e Wisniewsky-Dye
(http://genomics.ornl.gov/research/azo). Neste estudo a estirpe Sp245 foi utilizada como
modelo de interacdo planta-bactéria.

As estirpes foram inicialmente crescidas em placas com meio de cultura sélido JNFb
(BALDANI et al., 2014) com o objetivo de verificar a pureza. Para obtencdo dos inoculantes,
colbnias puras foram inoculadas em tubos com 5 mL de meio DYGS (BALDANI et al., 2014)
e multiplicadas por 24 h a 30°C em mesa agitadora a 175 rpm. Apdés esta etapa, 100 pl da
suspensao foi inoculado em frascos contendo 75 ml do mesmo meio e multiplicado nas
mesmas condi¢des descritas anteriormente. A densidade Optica utilizada foi de 600nm
ajustada para 1, de modo a obter um inéculo contendo aproximadamente 10° células mL™ e
esta suspensdo final foi inoculada em 175 g de uma turfa seca previamente moida,
homogeneizada, autoclavada e ajustada em pH a 6,0. Pouco depois da inoculacdo, a turfa
inoculada foi mantida a 30 °C durante 24 h, antes da aplicagdo final. Apos este periodo, as
sementes foram cobertas com o indculo de turfa na razdo de 250 g para 10 kg de semente de
milho. O tratamento n&o inoculado recebeu apenas a turfa autoclavada.

3.4.3 Hidroponia

A pré-germinacdo das sementes recobertas com a turfa (inoculada ou nédo) foi
realizada em tubetes contendo substrato comercial Multiplant ® com a seguinte caracterizagdo
quimica determinada: N=0,67 %, e macroelementos (g kg™): P,0s=2,0; K,0=2,12; Ca 20,0 e
Mg 12,2. Em cada tubete foi adicionado uma semente e 10 dias ap0s a germinacao as plantas
foram padronizadas quanto ao tamanho e levada para a realizacdo da lavagem das raizes
visando a retirada do excesso de substrato que pudesse esta aderido a estas e levadas para o
sistema hidroponico em vasos de 6 L de solugéo (Figura 20Figura 20).
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Figura 20. Representacdo do plantio das sementes em pds-germinag
plantulas transplantadas para cultivo hidropénico (b).

No sistema hidroponico foi utilizado a solugdo nutritiva modificada de Hoagland’s
(Hoagland and Arnold, 1954), descrita na Tabela 5, onde na solucdo 1 é descrita a solucao de
baixo N (0,3 mM de N) e na solucdo 2 a de alto N (3,0 mM de N). Em ambas as solucdes,
também foi adicionado 1 mL de solucdo estoque de micronutrientes para cada litro de solucéo
nutritiva, contendo: 4,6 uM H3;BO3z. 0,5 uM MnCl,.4H,0; 0,2 uM ZnSO,.7H,0; 0,1 uM
Na;Mo00,.2H,0; 0,2 uM CuSO,4.5H,0 dissolvido em 1 L de agua deionizada.

Tabela 5. Solucdo nutritiva modificada de Hoagland utilizada no crescimento das mudas de
cana-de-acucar com 0,25 mM NO3 e 0,05 mM de NH,* (solugédo 1) e com 2,5 mM de NO3 e
0,5 mM NH," (solugdo 2), nutrientes para 100 litros de solugdo nutritiva.

Sal, acido ou base Nutriente 1 2
___________ I

Nitrato de magnésio N-NO3 3,21 6,41
Nitrato de célcio - 23,62
Sulfato de aménia NH," 0,33 3,3
Fosfato de potassio dibasico P - 8,71
Sulfato de potéssio K 17,35 17,35
Fosfato de potéssio dibasico 8,71 -
Sulfato de magnésio S-S0, 21,26 18,17
Sulfato de célcio 27,17 13,58
Ferro EDTA Fe 15 15

A solucdo 2 foi utilizada em todos os vasos na primeira fase do experimento sendo
aplicada a ¥ da forca ibnica (FI) na primeira semana, para adaptacdo das plantas ao cultivo
hidrop6nico. Apds os 20 dias as plantas foram restringidas a nitrogénio por 72 h, e ap0s este
periodo os vasos foram divididos em dois tratamentos, onde metade foram abastecidos com a
solugéo 1 e a outra metade com a solucdo 2.

A cada dois dias foi realizado a correcdo do pH da solucéo nutritiva, utilizando quando
necessario a solucao de hidroxido de sédio (NaOH) 0,05N e/ou &cido cloridrico (HCI) 0,03 N
para manutencdo de valores de pH proximo a 5,5 e a cada quatro dias era realizada a troca da
solucgéo nutritiva do sistema.
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3.4.4 Sistema Hidroponico

Durante os primeiros 20 dias ap6s o transplante para os vasos, as plantas foram
mantidas sobre suprimento de alta dose de nitrogénio e aos 20 realizou-se a primeira coleta
(C1). Assim que foi realizada a C1, o N da solucéo nutritiva foi retirado por um periodo de 72
h, passado esse periodo de 72h foi realizada a segunda coleta (C2). Como ja descritos
anteriormente logo ap6s a C2 os vasos foram divididos em dois tratamentos (alto e baixo N) e
7 dias ap0s essa divisdo foi realizada a terceira coleta (C3).

Nestas coletas foram retirados, 1,5 grama de raizes e 1,5 grama de folha de cada vaso.
Para se ter um padrdo de onde seria realizada essa coleta, utilizou-se como referencia a folha
+1 (primeira folha totalmente expandida a partir do apice foliar, sem a nervura central). Para
determinacdo das fracGes soliveis 1 g de tecido foliar e 1 g de tecido radicular foram
armazenados em alcool 80%. Para a derteminacdo da atividade da nitrato redutase (aNR) foi
coletado 0,5g de tecido foliar e 0,5g de tecido de raiz.

As coletas foram feitas entre 10 e 12 horas visando diminuir os efeitos circadianos da
NR. Apos o termino da C3, o material foi seco de forma separada, raiz e parte aérea, em
estufa de ventilacdo forcada a 60 °C até que as amostras atingissem peso constate, depois as
amostras foram moidas e realizado a determinacao dos teores de N, P e K.

3.4.5 Atividade da Nitrato Redutase (aNR)

Foi realizada pelo método in vivo de acordo com Jaworski (1971) e adaptado para
cana-de-agucar por Santos et al., (2014). As coletas consistiram em amostras de 0,5 g dos
fragmentos de tecido de raizes e da folha +1, cortadas a aproximadamente 1 cm da insercéo
no colmo. Os fragmentos foram acondicionados no escuro e adicionado 10 mL de solugéo
extratora obtida a partir de 2,5 mL de tampéo fosfato preparado com KH,PO, (Sigma-Aldrich)
na concentracdo de 285 mmol dm™ com pH 7,3; 2,5 mL de KNO; (Sigma-Aldrich) com
concentracdo de 300 mmol dm™; 1,0 mL de Tween 20 a 0,6% (v/v) e 4,0 mL de agua
deionizada. Logo ap6s as amostras foram submetidas a vacuo (600 mm Hg) por 3 min e
mantidas em banho-maria a 32°C, por 90 min. Apds o periodo de incubag&o, foram retiradas
aliquotas de 0,5 mL da solucédo de incubacdo de cada amostra e recolhidas em tubos de ensaio
onde foram adicionados 0,5 mL de sulfanilamida (Sigma-Aldrich) a 1%, 0,5 mL de n-naftil-
etileno-diamino (Sigma-Aldrich) a 0,02%. As aliquotas permaneceram em repouso por 20
min e, entdo, foi acrescentada 4 mL de agua deionizada. A absorbancia foi medida em
espectrofotdbmetro, modelo 2000 UV (Bel Photonics) a 540 nm e a determinacdo da
concentracdo de NO,’, obtida a partir de uma curva padrdo usando NaNO; (Sigma-Aldrich).
Desta forma, a atividade da enzima foi estimada pela quantidade de NO, liberada pelos
tecidos vegetais na solucdo de incubacdo e foi expressa em pmoles de NO, h™* g de matéria
fresca.

3.4.6 Fracdes Soluveis Nitrogenadas e Acucares Solaveis

Amostras de 1 g de tecidos foliares e raizes foram colocadas em 20 mL de alcool
etilico, triturados por 3 min, homogeneizados e filtrados em 4 camadas de gaze. O filtrado foi
entdo recolhido e transferido para funil de separagdo com uso de cloroformio para separacao
das fases polar e apolar. A fase apolar foi descartada e a polar utilizada para as analises. Foi
determinado simultaneamente os teores de nitrato e nitrito de acordo com Miranda et al.
(2001), teores de N-amino livre pelo método da ninidrina segundo Yemm e Cocking, (1955),
teores de amonio pelo método colorimétrico (MITCHEL, 1972; FELKER, 1977) e o0s teores
de acgucares soltveis (YEMM e WILLIS, 1954).
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3.4.7 Nitrogénio Total (N), Fosforo (P) e Potéassio (K)

Ap0s a pesagem, a parte e as raizes das plantas foram secas em uma estufa de ar de
circulacdo forcada a 65 ° C até atingir um peso constante. As amostras foram inicialmente
passadas em um tipo moinho Wiley (2 mm). Realizou-se a determinacdo de N, por digestdo
sulfarrica e destilacdo, ja P foi K por digestdo nitroperclorica, determinou-se P por
colorimetria e K por fotometria de chama (MALAVOLTA et al., 1997).

3.4.8 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados no programa SAEG 9.0 (EUCLYDES, 2004) quanto a
normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade de variancia (teste de Cockran & Bartlet),
em seguida foram feitas analises de variancia com auxilio do programa SISVAR 5.3
(FERREIRA, 2010). Os dados, apds os testes de normalidade e homogeneidade, foram
submetidos a analise de variancia e, quando significativo os tratamentos, estes foram
submetidos a testes de média. O teste de média utilizado foi o Tukey a 5% de probabilidade.
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3.5 RESULTADOS

3.5.1 Acumulo de Biomassa e Nutrientes

A massa seca das plantas de milho cultivadas em sistema hidropdnico por 30 dias
atingiu valores maximos de 50,05 g, sendo que 56 % deste foi acumulado na parte aérea das
plantas inoculadas com Azospirillum brasilense na presenga de 3,0 mM de N (Figura 21a).
Esta mesma relacéo foi obtida com a inoculacdo de Herbaspirillum seropedicae. No controle
ndo inoculado, esta relacdo cai para 52 % apresentando significativa queda na massa seca
acumulada tanto nas raizes como na parte aérea comparado aos tratamentos de inoculacdo nas
duas concentracdes de N (Figura 21a e b).
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Figura 21. Massa seca de milho acumulada aos 40 dias sob condic¢es hidroponicas e
inoculada ou ndo com Azospirillum brasilense (Ab) e Herbaspirillum seropedicae
(Hs). MSF - massa seca folha; MSR - massa seca da raiz; MST - massa seca total.
Valor médio de 8 repeti¢cdes. * diferem em P <0,05 (teste de Tukey).
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Para o acimulo de N nas folhas, ndo houve diferenca entre o controle e as plantas
inoculadas (Figura 22a), tanto em alta dose de N quanto em baixa. Entretanto, quando se
compara o efeito do tratamento inoculado com Herbaspirillum seropedicae entre a dose alto e
baixa de N, pode-se observar que a inoculacdo com esta bactéria, associada ao alto nivel de N,
promoveu maior acumulo de N nas folhas. Esse resultado ndo foi observado nas raizes e no N
total acumulado na planta.

O nutriente acumulado em maior quantidade foi o K, seguido do N e mantendo uma
proporcgdo de 2:1 (p/p), ja esperado para plantas de milho neste inicio do crescimento (Figura
22b). No milho inoculado com Azopirillum brasilense, este aumento foi de 20,4 % mais K na
parte aérea das plantas inoculadas comparado ao controle, enquanto que a inoculacdo de
Herbaspirillum seropedicae este aumento foi de 18%. Quando se reduziu o N na solugédo
para 3,0 mM, o acimulo de K foi menor na parte aérea das plantas inoculadas com
Azospirillum brasilense. Como K foi o nutriente de maior teor, ele também foi 0 mais sensivel
a influéncia dos tratamentos nesta primeira fase de crescimento.

Cultivadas com baixo N, estas relacdes de proporcionalidade foram mantidas. N&ao
houve diferenca entre o alto e baixo N, mas a inoculagao modificou o P nos tecidos foliares na
presenca de alto N na coleta 1 (C1), sendo maior quando inoculado com Hs comparado ao
controle NI (Figura 22c). Nas coletas subsequentes estas diferengas ndo foram observadas.
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Figura 22. Nitrogénio (N), potassio (K) e fésforo (P) acumulados em plantas de milho aos 40
dias apds o transplante para o vaso. NI - controle ndo inoculado, Hs - Herbaspirillum
seropedicae ZAE94 e Ab - Azospirillum brasilense Sp245. As letras indicam
diferencas significativas em P < 0,05 (n = 8). A letra mailscula comparar os niveis de
nitrogénio e a minusculas comparam os tratamentos inoculacdo em cada dose de N.
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3.5.2 Atividade da Enzima Nitrato Redutase (aNR)

Os resultados de atividade da aNR (Figura 23), foram divididos em atividade da
enzima nas folhas e nas raizes. Observa-se que a maior atividade da enzima foi obtida nas
folhas quando comparado a raiz. Nas folhas os valores acima de 0,6 umol de atividade NR
umol NO, h™* MF, enquanto nas raizes todos os valores s&o inferiores a 0,3 umol de atividade
NR pmol NO, h™* MF, demonstrando que a maior parte do nitrato absorvido pelas plantas de
milho s&o assimilados em suas folhas. Estes resultados s&o esperados para esta enzima quando
comparado os diferentes tratamentos em ambos os 6rgaos, somente foi verificada diferenga
significativa na aNR entre as doses de N na C3, onde tanto na raiz quanto nas folhas, a
condigdo de alto N promoveu maior aNR. Nas folhas a inoculacdo de Herbaspirillum
seropedicae estirpe ZAE94 manteve a aNR nas plantas cultivadas com baixo N, mesmo com
14,5 % menos ndo foi estatisticamente menor. Nas raizes, com cerca de 25% da atividade
foliar, a inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae diferiu do controle na coleta 1 (C1). Ja
Azospirillum brasilense manteve a atividade com 0,3 mM comparada a solu¢do com alto N na
C3.
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Figura 23. Atividade de nitrato redutase (aNR) em Massa fresca de parte aérea (a) e raizes de
milho (b) inoculados ou ndo (NI) com Herbaspirillum seropedicae ZAE94 (Hs),
Azospirillum brasilense Sp245 (Ab). Avaliados aos 20 dias (C1), depois de 72 horas
(C2) e na colheita final aos 40 dias (C3). As letras acima das barras indicam diferencas
significativas em P <0,05 (n = 8). As letras mailsculas comparam os niveis de
nitrogénio e as mindsculas comparam os tratamentos inoculados nas coletas.

3.5.3 Fracgdes Solaveis — N-amino

Na avaliacdo das fracBes sollveis, os tratamentos com inoculacdo modificaram
diversos parametros (Figura 24). Na coleta C1, quando as plantas foram supridas com 3,0 mM
de N durante 20 dias consecutivos, os tratamentos que receberam inoculagéo, tanto com
Herbaspirillum seropedicae quanto com Azospirillum brasilense, foram os que apresentaram
0s maiores teores de N-amino nas folhas (Figura 24a) e menores teores na presenca de
Herbaspirillum seropedicae nas raizes (Figura 24b).

No entanto, apds passarem por um periodo de “fome”, ou seja, periodo de 72 h sem
suprimento de N (C2), notou-se um decréscimo consideravel nos teores N-amino quando
comparados a C1, ndo apresentando diferenca significativa entre os tratamentos que
receberam a inoculacdo em relacdo ao controle nao inoculado (Figura 24a e b).
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Figura 24. N-amino na massa fresca de parte aérea de milho (a) e raizes (b) inoculados ou
ndo (NI) com Herbaspirillum seropedicae ZAE94 (Hs), Azospirillum brasilense
Sp245 (Ab). Avaliados aos 20 dias (C1), depois de 72 horas (C2) e na colheita final
aos 40 dias (C3). As letras acima das barras indicam diferencgas significativas em P
<0,05 (n = 8), letras maiusculas, comparam 0s niveis de nitrogénio e as minusculas
entre os tratamentos inoculados nas coletas.

Posteriormente, na C3, quando as plantas receberam os tratamentos com diferentes
doses de N, alto (3,0mM de N) e baixo (0,3mM de N), verificou-se que em condicdes de alto
N o tratamento que recebeu a inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae, apresentou o
menor teor de N-amino nas folhas quando comparado aos outros dois tratamentos (inoculado
com Azopirillum brasilense e o tratamento controle) (Figura 24a). Quando observado o efeito
da dose de N em cada tratamento nota-se que, para o tratamento NI, com a diminui¢do do N
em solucdo, houve também diminuicdo do teor de N-amino. Resultado oposto foi evidenciado
quando as plantas foram inoculadas com Herbaspirillum seropedicae, onde com a diminuicéo
da dose de N ocorreu aumento no teor de N-amino na folha. No entanto, no tratamento com
Azospirillum brasilense ndo foi observada diferenca significativa entre as duas doses de N.

Nas raizes, observou-se que em condi¢des de alto N (C1 e C3 alto), o tratamento com
Herbaspirillum seropedicae foi o que apresentou os menores teores de N-amino (Figura 24b).
Enquanto que, em condi¢des de baixo N (C2 e C3 baixo), tanto nas folhas como nas raizes,
ndo foi evidenciado diferenca estatistica entre os trés tratamentos. Ao analisar em cada
tratamento o efeito das doses de N, nota-se que nos tratamentos controle e com Azospirillum
brasilense ocorreu diminui¢do no teor de N-amino nas raizes, quando associada a condicédo de
baixo N. Entretanto, ndo foi observado diferenca significativa para o tratamento inoculado
com Herbaspirillum seropedicae.

3.5.4 Nitrato

Na C1, as plantas foram cultivadas com alto N por 20 dias, o tratamento que recebeu a
inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae, foi 0 que apresentou 0os menores teores de NO3
nas folhas, uma reducdo de aproximadamente 4 vezes (Figura 25a) quando comparado aos
outros dois tratamentos, sendo que esta diferenca ndo foi observada na raiz (Figura 25b). Com
72 horas de “fome” (C2), os tratamentos que apresentavam elevados teores foliares
decresceram rapidamente e o controle ndo inoculacdo manteve os valores similares ao
inoculado com Herbaspirillum seropedicae, diferindo do inoculado com Azospirillum
brasilense (Figura 25) reduzindo ainda mais nas raizes, sendo que com a inocula¢do com
Herbaspirillum seropedica apresentou uma reducdo significativa quando comparado ao
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controle ndo inoculado (Figura 25b). E de se esperar que estas modificages sejam réapidas
devido a grande mobilidade deste ion, mas a inoculacdo destas duas espécies de bactérias
diazotréficas modificaram esta mobilidade de forma significativa, especialmente na presenca
de Herbaspirillum seropedicae. Apds o ressuprimento de N, as raizes apresentaram maiores
valores que a parte aérea. Estes resultados podem significar uma retomada mais rapida da
incorporacdo deste ion em esqueletos de carbono nesta fase de crescimento mais elevado do
milho (Figura 25b) e diferente nas folhas, com quantidade mesmo que pequenas, mas
significativamente maior na presenca da inoculagdo com Herbaspirilum seropedicae (Figura
25a). No entanto, ao adicionar uma baixa concentracdo de N na solugdo nédo foi evidenciada
diferenca entre os tratamentos, retornando & atividade basal (Figura 25).

a) b)
24 4 24 -
a . NI
i [ Hs i
22 I Ab 22
20 20 1
S 18 S 181
" 16 i o6
a )
é 10 E’ 10
=3 =
~ 8 - = 8 1
g 6 g 6
b
4 - . 4
a
2 4 b Aa 2 |
0 ] Ab[]Ab  BaBaAa 0
C1l C2 Alto Baixo Cl1 C2 Alto Baixo

C3 C3
Figura 25. NO3™ na Massa fresca de parte aérea (a) e raizes (b) de milho inoculados ou ndo
(NI) com Herbaspirillum seropedicae ZAE94 (Hs), Azospirillum brasilense Sp245
(Ab). Avaliados aos 20 dias (C1), depois de72 horas (C2) e na colheita final aos 40
dias (C3). As letras acima das barras indicam diferengas significativas em P <0,05 (n =
8). As letras mailsculas comparam 0s niveis de nitrogénio e as minusculas comparam
0s tratamentos inoculados nas coletas.

Na coleta C2, que foi realizada apds o periodo em que as plantas passaram por 72 h
sem o fornecimento de N, sé foi observado diferenca significativa entre os tratamentos para
NO;3; na folha. Nesta coleta obsevou-se que o tratamento inoculado com Azospirillum
brasilense apresentou menor teor de NO3™ (Figura 25). Pode-se explicar esta reducédo devido a
um maior consumo do NO3™ que havia sido acumulado na fase anterior. Outra diferenca foi
observada na raiz onde o tratamento controle foi superior a inoculacdo com Herbaspirillum
seropedicae. Esta diferenca pode ser devido a realocagdo no NOs5 dentro da planta como
citado anteriormente, onde a bactéria pode estar influenciando nesse processo.

3.5.5 Acucares Totais

Aos 20 dias de crescimento do milho no sistema hidropdnico, foi observado um menor
teor de acucares nas folhas (Figura 26a) comparado as raizes (Figura 26b) mostrando que as
plantas neste inicio de crescimento translocaram os fotoassimilados para as raizes. Entretanto
a inoculagédo com Herbaspirillum seropedicae diminuiu estes teores, em consonancia com 0s
menores teores de nitrato nos tecidos da parte aérea (Figura 26a) e significativamente maior
nas raizes na presenca de Azospirillum brasilense (Figura 26b). Na coleta C2, durante 72 h de
“fome”, os teores de actcar ndo diferiram, mantendo uma atividade basal nos dois tecidos
(Figura 26).
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Figura 26. AcgUcares totais em Massa fresca de parte aérea (a) e raizes (b) de milho
inoculados ou ndo (NI) com Herbaspirillum seropedicae ZAE94 (Hs), Azospirillum
brasilense Sp245 (Ab). Avaliados aos 20 dias (C1), depois de72 horas (C2) e na
colheita final aos 40 dias (C3). As letras acima das barras indicam diferencas
significativas em P <0,05 (n = 8). As letras mailsculas comparam os niveis de
nitrogénio e as mindsculas comparam os tratamentos inoculados nas coletas.

Apos o periodo de “fome” e ressuprimento do N na solugdo, observou-se que na dose
alta de N, o tratamento ndo inoculado foi 0 que apresentou 0 maior teor de agucares sollveis
(Figura 26a). Porém, quando associado a dose baixa N, o tratamento que recebeu a inoculacao
com Herbaspirillum seropedicae foi o que apresentou o maior teor de agUrares sollveis
quando comparado ao controle ndo inoculado na parte aérea (Figura 26a) e a inoculagdo com
Azopirillum brasilense nas raizes e comparaveis ao alto N (Figura 26b). Estes resultados
podem ser associados a producdo de massa seca e acumulo de macroelementos, pois o
tratamento que apresentou maior aNR nas condi¢des de baixo N (Figura 26) foi a inoculacéo
com Herbaspirillum seropedicae. Isto refletiu em maior massa seca da parte aérea dos
tratamentos inoculados com Herbaspirillum, acumulando 13 mg de N comparado a
inoculacdo com Azospirillum (Figura 22).

Nas raizes, o tratamento que recebeu a inoculagdo com Azospirillum brasilense foi o
que apresentou maior teor tanto na C1 quanto na C3 em ambas as condigdes de N. No periodo
sem suprimento de N (C2), néo foi evidenciado diferenca entre os tratamentos (Figura 26b).
Comparando os resultados de acUcares totais e nitrato nos tecidos pode-se observar que nas
folhas o nitrato foi consumido, sendo um reflexo da maior quantidade de agucares totais,
refletindo na incorporacdo deste ion aos esqueletos de carbono, em plena atividade
fotossintética e de acumulo de massa (Figura 26). As raizes foram o local de menor atividade
metabdlica, deixando um remanescente de aglcar maior em comparacdo a parte aerea (Figura
26b).

3.5.6 Amobnio

Com relagdo a NH;" na folha, os maiores teores foram observados na C1 (Figura 27a),
e 0 inverso ocorreu nas raizes (C2 e C3) (Figura 27b). Estes resultados estdo de acordo com
os teores de NOs nas folhas, que também foram maiores na C1 (Figura 27a), embora as
proporcées sejam muito menores (22 umoles NOs g™ comparado a 0,55 pmoles NH," g™).
Nas coletas posteriores estes teores reduzem ainda mais, atingindo valores proximos a 0,2
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umoles NH," g™ na C3, tanto em alto como em baixo N nas folhas (Figura 27a). Nas raizes
ocorreu o inverso, sendo esta parte da planta a responsavel pela assimilacdo e onde 0 mesmo
sera reduzido para incorporacdo nos esqueletos de carbono (Figura 27b). O tratamento
inoculado com Herbaspirillum sseropedicae foi 0 que apresentou o maior teor na C1 e na C3
em baixo N (Figura 27a). Nas raizes o tratamento que apresentou os maiores teores foi o
tratamento com a auséncia de inoculacdo, tanto na C1 como na C3 em alto N (Figura 27b).
Para o efeito das doses em cada tratamento, verificou-se que, tanto nas raizes quanto nas
folhas, apenas o tratamento ndo inoculado apresentou reducio do teor NH,;" quando foi
aplicada uma menor dose de N na solucdo nutritiva (Figura 27). As diferengas do tratamento
de inoculacdo s6 foram observadas nas folhas na C1 e C3 entre as estirpes avaliadas (Figura
27a).

a) b)

1,0 4 1,0

M Aa

pmoles NH; g'l MF
=)
o

Ab Ba apg

umoles NHA+ g'1 MF
o
(4]

0,0 - 0,0 - L

c1 Cc2 Alto Baixo Cc1l Cc2 Alto
C3 C3

Figura 27. NH, * na Massa fresca de parte aérea (a) e raizes (b) de milho inoculados ou n&o
(NI) com Herbaspirillum seropedicae ZAE94 (Hs), Azospirillum brasilense Sp245
(Ab). Avaliados aos 20 dias (C1), depois de72 horas (C2) e na colheita final aos 40
dias (C3). As letras acima das barras indicam diferengas significativas em P <0,05 (n =
8). As letras maiusculas comparam os niveis de nitrogénio e as mindsculas comparam
os tratamentos inoculados nas coletas.
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3.6 DISCUSSAO

3.6.1 Acumulo de Biomassa e Nutrientes

Para o acumulo de massa seca das plantas aos 30 dias ap6s o transplante das mudas
para a hidroponia, os tratamentos que receberam a inoculagdo foram os que apresentaram 0s
maiores valores. Os ganhos de massa seca, do tratamento inoculado com Herbaspirillum
seropedicae quando comparado ao nao inoculado, na dose alta de N, na parte aérea, raiz e
total, foram de 23, 9 e 16%, respectivamente. Para a inoculacdo com Azospirillum brasilense,
foram de 24, 10 e 19 %. Na dose baixa de N o incremento na biomassa do tratamento com
Herbaspirillum seropedicae foram de 17, 12 e 14% e o com inoculacdo de Azospirillum
brasilense, foram 15, 11 e 13% (Figura 21). A associacdo de bactérias diazotréficas ao milho
promove aumento de biomassa e producdo de grdos como observado por Dobbelaere et al.
(2002). A magnitude de resposta também esta associada ao genétipo de milho testados (REIS
JUNIOR et al. 2008; ARAUJO, et al., 2013); a estirpe/espécie (KUMAR et al., 2007) e a
estirpe de uma mesma espécie (HUNGRIA et al., 2010). Este resultado de maior acumulo de
massa seca de plantas, grdos e nutrientes também foram evidenciados em outras culturas,
como trigo (SALA et al., 2007) utilizando estirpes de Pseudomonas fragi e Pseudomonas
lurida (SELVAKUMAR et al., 2009; 2011) ou mesmo arroz (GYANESHWAR et al., 2002).

N&o foi encontrada diferenca significativa no acimulo de nitrogénio na biomassa das
diferentes partes da planta (Figura 22). Entretanto, foi observado aumento deste nutriente
acumulado nas folhas, associado aos tratamentos inoculados (Herbaspirillum seropedicae e
Azospirillum brasilense) foram expressivos. Por exemplo, para o tratamento que recebeu a
inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae o aumento foi de 19 % e o inoculado com
Azospirillum brasilense foi de 10 %, quando comparado ao tratamento ndo inoculado em dose
alta de N na coleta C3. Para as doses baixas de N, a inoculagdo continuou proporcionando
aumento no acumulo de N, mas em uma propor¢do inferior a observada quando o0s
tratamentos inoculados entdo associados a dose alta de N. Outros autores também confirmam
que a inoculagio promoveu um maior acimulo de N na biomassa milho (ARAUJO et al.,
2013; ALVES et al., 2015). Este resultado pode ser entendido pela baixa eficiéncia do uso de
N em cereais (PINTON et al., 2016).

Assim como observado para o N, verificou-se que para os acimulos de K e P na folha,
0s maiores valores foram observados nos tratamentos que receberam a inoculag¢éo associado a
dose alta de N quando comparado ao tratamento ndo inoculado (Figura 22b, c). A inoculagédo
de Herbaspirillum seropedica e Azospirillum brasilense promoveu incrementos de P de 14 e
13% e de K de 15 e 16%, respectivamente. Dartora et al. (2016) avaliando a co-inoculacao de
bactéria diazotréfica em milho, observaram que a inoculagio com Herbaspirillum
seropedicae promoveu um aumento P das folhas de 12% quando comparado ao tratamento
ndo inoculado. Para K, resultados similares foram encontrados por Aradjo et al. (2013). O
aumento no acumulo de nutrientes estd associado a maior producdo de biomassa de raiz e
parte aérea, na presenca da inoculagdo, como também foi encontrado por diversos autores, em
diferentes culturas (DOBBELAERE et al., 2002; KUMAR et al., 2007). Possivelmente, esse
incremento deve-se a capacidade que as bactérias possuem de promover o crescimento
vegetal, através da producdo de fitormbnios (CASSAN et al., 2013).

3.6.2 Atividade da Nitrato Redutase (aNR)

A aNR ndo foi afetada significativamente pela inoculacdo com as diferentes bactérias
(Figura 23). Sabe-se que a assimilacdo de NOj™ é rapidamente induzida pela presenca externa
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de NO; (FORBE AND CLARKSON, 1999) sendo conhecido dois sistemas de alta afinidade
e um para baixa afinidade. Dentro do sistema de alta afinidade temos o sistema induzido,
conhecido como iHATS (inducible high-affinity transport system); e o outro constitutivo
(cHATYS). Ja o sistema de baixa afinidade (LATS low-affinity nitrate transporte systems), sua
atividade é constitutiva, se torna importante nas concentracdes > 1mM (FORDE, 2000).
Pode-se dizer que nas condigdes avaliadas, os dois sistemas seriam ativos.

As taxas maximas de absorcao de NOj3™ pelos sistemas de alta afinidade sdo geralmente
vistas em poucas horas apds o inicio do periodo de indugdo de NOj, com taxas que, em
seguida, diminuem significativamente devido, ao que se conhece. Aos efeitos inibitorios de
feedback resultantes da acumulagédo dos produtos de sua assimilagédo, especialmente o iIHATS
e mesmo do LATS como descrito para cevada (FORDE, 2000).

Estudos mais recentes, apontam que para milho a maior contribuicéo na assimilagéo de
nitrato, é feita pelo sistema HATS na presenca de alto N e LATS para condicOes de baixo N
(GARNETT et al., 2013). Outros sistemas assimilatorio de nitrato estdo sendo descobertos
como os da familia NPF, mas evidencias moleculares destas atividades/funcGes neste estudo
ndo foram avaliados. Neste caso foram utilizadas 72 h de auséncia para que a assimilacéo
prévia fosse utilizada e a planta estivesse avida por novo suprimento, como observado na
figura 22. Neste trabalho, a concentracéo alta foi 60 vezes maior que 50 uM (3 mM), sendo
claro que ambos os sistemas de afinidade de NO3™ (baixo e alto) estavam sendo ativados. Os
resultados aqui apresentados onde ndo houveram diferencas na aRN corroboram com estes
estudos. Estudos realizados com a inoculacdo de Azospirillum brasilense, também néo
obtiveram efeito da inoculagdo sobre a atividade da enzima nitrato redutase (REIS JUNIOR et
al, 2008). No entanto, EI-Kommy et al. (2003) e Sala et al. (2007) demonstram que a
inoculacdo desta mesma espécie promoveu maior aNR e aumento no metabolismo do N.
Devido a grande influéncia ambiental e fase do crescimento atuarem de forma marcante nesta
atividade, resultados controversos serdo obtidos, mostrando que muito pouco se conhece
sobre o efeito da inoculacdo de bactérias diazotréficas na assimilacdo de N em plantas de
milho.

Analisando a aNR nos diferentes 6rgdos da planta de milho, observou-se que a folha
foi onde apresentou a maior atividade da enzima conforme esperado. Resultado similar foi
observado por Aradjo e Machado (2006), onde os autores relatam que, quanto maior a
disponibilidade de NO3 no meio de crescimento ha tendéncia de obter maiores valores de
aNR. Outro fator que se deve levar em consideracdo € que a assimilacdo de nitrato pelas
raizes é regulada pela fotossintese e apresenta uma atividade circadiana marcante (coletado no
apice da atividade diurna). No caso do milho o experimento foi conduzido no verdo, fazendo
com que a assimilacdo de C e N fosse a maior possivel e desejavel (DELHON et al. 1995).
Outro fator atribuido ao NOj3 refere-se ao seu estimulo a emissdo de raizes laterais para 0
transporte de auxinas em adicdo a sua propria assimilacdo (KROUK et al., 2010). Entretanto
os dados de massa seca de raizes ndo evidenciaram tal estimulo especialmente nas plantas
inoculadas (Figura 21). No controle houve um incremento de 9 %, mas néo foi significativo.
Estes resultados podem ser explorados em estudos posteriores especialmente usando sistema
de analise de imagem de raizes.

3.6.3 Frac0es Soluveis

Para os teores das fracOes soluveis encontrados nas folhas na coleta C1, fase em que as
plantas estavam crescendo em condigdes normais de fornecimento de N, pode-se observar
que, para os teores de N-amino (Figura 24) e NH," (Figura 27) o tratamento que recebeu
inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae foi 0 que apresentou maior teor dessas duas
fracbes, e menor teor de NOjz (Figura 25) e acUcares (Figura 26). Souza et al. (1999)
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observaram que a reducdo no teor de acUcar estava associada a um aumento na concentracdo
de aminoacidos livres na folha indice, o que poderia indicar uma intensa atividade metabolica
com maior consumo de energia para assimilagdo do nitrogénio. Além disso, Santos et al.
(2005), também afirmam que essa diminuicdo do teor de agUcar pode estar associada a uma
maior assimilacdo de N pela planta para a formacdo de aminoécidos. Estes resultados
colaboram com esta afirmacdo visto os teores de N-amino e NH," associados a este
tratamento, que foram superiores quando comparado ao tratamento ndo inoculado.

O tratamento inoculado com Hs foi o que apresentou os menores teores de NOjs
(Figura 25). Este fato pode ser explicado pela maior assimilacdo do N, como j& discutido
anteriormente; ou pelo maior acimulo deste em outras partes da planta, como bainha e colmo,
que ndo foram quantificadas. Segundo Crawford e Glass (1998), o nitrato pode ter varios
destinos dentro da célula: estocagem no vacuolo, transporte para fora da célula, transporte
para outros 0rgaos ou conversdo para a amonio para ser incorporado em aminoacidos.

Apos a coleta C2, as plantas foram divididas em dois grupos, onde um grupo passou a
receber N na concentracdo ideal (alto N) e o outro grupo so recebeu 10 % do N necessario
(baixo N). Uma nova coleta foi realizada (C3), onde foi observado inversédo nos teores das
fraces, entre raiz e folha. Os teores de N-amino, NOs™ e NH,", diminuiram na folha quando
comparado a C1 (antes do estresse), e aumentaram na raiz. Ja para o teor de agUcar ocorreu o
inverso, antes do estresse 0s maiores teores eram observados nas raizes e apds passou a ser
observado nas folhas. Alguns autores descrevem esta inversdo devido ao estresse por
deficiéncia de N onde, sem N na folha para ser assimilado, as plantas tendem a acumular mais
acucares (HIRALI, et al., 2004; REMANS, et al., 2006; XU, et al., 2012). Os maiores teores de
N-amino, NOs” e NH;" encontrados nas raizes, pode ser atribuido a uma reduc&o no transporte
do elemento para as folhas, visto que a coleta foi realizada com apenas sete dias de
ressuprimento do N.

Baseado nos resultados obtidos pode-se dizer que a inoculagdo de milho com duas
estirpes/espécies de bactérias diazotréficas pode modificar a assimilacdo e o transporte de N
no milho nas etapas iniciais de seu crescimento, favorecendo o acimulo de massa, nutrientes
e que o balanco C e N estdo intimamente ligados nesta interacdo. Tanto o suprimento de N
como a estirpe utilizada influenciaram as diferentes fracdes sol(veis tanto na parte aérea como
nas raizes, sendo estas modificagdes muito dindmicas e necessitam de maiores estudos tanto
no quesito tempo de coleta, fase de crescimento, como na quantidade e forma de N utilizado
na presenca do inoculante. Estudos moleculares e mesmo usando is6topos para o rastreamento
destes compostos podem ajudar a elucidar os fatores modificados pela inoculagéo no ciclo de
N deste cereal.
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3.7 CONCLUSOES

Neste estudo a inoculagdo de duas estirpes/espécies de Bactérias diazotroficas
alteraram o metabolismo de nitrogénio e promoveram maior desenvolvimento das plantas de
milho cultivado em sistema hidrop6nico durante o periodo experimental.

A inoculacdo refletiu em maior producdo de massa seca independente da estirpe
utilizada, tanto de parte aérea, raiz e total, sob ambas as condi¢des de N. O acumulo de Ke P
refletiram estes resultados, especialmente K, o macronutriente absorvido em maior
guantidade, quando associado a maior dose de N. O acimulo de N ndo mostrou diferencas
nesta fase inicial de crescimento, mesmo as plantas sendo cultivadas com 0,3 mM de N.

Os maiores efeitos da inoculacdo de bactérias diazotroficas, especialmente no
metabolismo de nitrogénio, sdo observados sob condicdes ideais de N, apresentando maior
aNR.

A inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae promoveu aumento dos teores de N-
amino e NH," e reducdo dos teores de NO3 e agucares na parte aérea das plantas inoculadas,
indicando um processo mais intensivo de assimilacdo do N absorvido. Herbaspirillum
seropedicae foi responsavel pelas maiores modificagdes no metabolismo do milho, sendo que
Ab, apresentou resultados diferentes nas coletas efetuadas, principalmente apos o periodo de
estresse, onde para algumas fracOes os diferentes tratamentos apresentaram comportamentos
distintos entre si.
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4. CONCLUSOES GERAIS

As condicdes ambientas influenciaram diretamente a resposta da interacdo
planta/bactéria, onde o periodo de maior temperatura e umidade (safra verdo) promoveu
respostas mais expressivas de ambas as bactérias, Herbaspirillum seropedicae e Azospirillum
brasilense.

Diante da avaliagdo do crescimento vegetal e da produgdo de grdos das plantas de
milho, foi possivel evidenciar o potencial da utilizacdo de bactérias diazotroficas como
insumo bioldgico, principalmente da espécie Hesbaspirillum seropedicae, uma vez que, a
associacdo destas bactérias possibilita a reducédo dos custos com adubacéo, consequentemente,
causando menor impacto ambiental, além de promoverem maior produtividade e melhor
rendimento e qualidade dos gréos de milho.

Pode-se concluir que ainoculagcdo promoveu alteracdo no metabolismo das plantas de

milho, corroboram com o0s resultados, encotrados na andlise de crescimento do primeiro
capitulo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A grande diversidade de bactérias diazotréficas associativas esta sendo cada vez mais
estudada, mas pouco se conhece do potencial de aplicacdes de muitas espécies ja descritas,
como € o caso de H. seropedicae, esses estudos devem ser estimulados visando uma
agricultura de menor custo e menor impacto ambiental, mas também valorizando o seu
potencial biotecnologico.

E comprovado que a inoculac&o estimula uma série de reacées bioquimicas entre raiz e
bactéria envolvendo a producdo de varios metabolitos secundarios, produzidos tanto pelas
plantas como pelas bactérias inoculadas. Neste trabalho, evidenciou-se que as bactérias
promoveram respostas diferenciadas nas plantas de milho, nas duas épocas de plantio. No
entanto, para a melhor compreensao da interacao planta/bactéria, se faz necessario avaliar sua
interacdo com diferentes gendtipos de milho, uma vez que, o gendtipo da planta desempenha
papel importante na colonizacdo pelas bactérias, o que deve estar relacionado com a relagéo
rizosfera/bactéria. Outro ponto que deve ser considerado em estudos futuros, esta relacionado
a comparacdes em diferentes regides edafoclimaticas, visto que, alterando-se o tipo de solo ou
o clima, alteram-se também os fatores que afetam a relacdo planta/bactéria.

Para uma maior compreensdo do efeito da inoculagdo no metabolismo de N,
recomenda-se o aprofundamento e a repeticdo do experimento realizado, visto que, até o
momento poucos estudos foram realizados sobre o efeito das bactérias diazotroficas,
principalmente H. seropedicae, sobre o metabolismo de N nas plantas de milho.

O efeito da inoculacdo de bactérias diazotroficas no metabolismo de nitrogénio de
plantas de milho, abre novos caminhos para o entendimento da acdo dessas bactérias no
desenvolvimento da cultura. Visto que, os resultados de metabolismo corroboram com os
observados no crescimento vegetal, onde as duas estirpes/espécies de bactérias diazotréficas
alteraram o metabolismo de nitrogénio, sendo mais eficientes na absorcdo e assimilagdo do
elemento pelas plantas, promovendo maior desenvolvimento das plantas.
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