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Resumo - A adubacdo nitrogenada por fertilizantes minerais € um dos principais manejos utilizados pelos
produtores como forma de suprir as necessidades das plantas com esse nutriente. O objetivo foi avaliar o efeito da
adubacao nitrogenada sobre o crescimento de plantas hibridas de milho associadas com bactérias diazotroficas
endofiticas. O experimento foi conduzido em casa de vegetacao, por um periodo de 90 dias, com substrato natural.
O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, sendo que os tratamentos foram dispostos no
esquema fatorial 2 x 4, com quatro repeti¢des ¢ constituidos, pela inoculag@o e ndo com o produto comercial a
base de Azospirillum brasilense combinados com quatro diferentes doses de nitrogénio (0; 0,0714; 0,1428 ¢ 0,2142
g kg'"). Foram avaliados os dados relativos a altura, didmetro do colmo, area foliar, teor de clorofila, massa seca
das folhas, colmo e raiz das plantas de milho, cultivadas em condig¢des de casa de vegetagdo. As plantas de milho
BM 3061 inoculadas com Azospirillum brasilense respondeu positivamente as doses de nitrogénio. Porém a dose
que 0,1428 gkg! de N foi a que apresentou melhor comportamento, podendo ser indicada para adubagio do milho.

Palavras-chave: Sulfato de Amonio; Zea mays L.; Fixag@o Biologica do Nitrogénio; Bactéria Diazotrofica.

Nitrogenated fertilizer associated with inoculation with Azospirillum
brasilense in maize culture

Abstract - Nitrogen fertilization by mineral fertilizers is one of the main managements used by producers as a
way to supply the needs of plants with this nutrient. The objective was to evaluate the effect of nitrogen fertilization
on the growth of hybrid maize plants associated with endophytic diazotrophic bacteria. The experiment was
conducted in a greenhouse for a period of 90 days, with natural substrate. The experimental design was a
randomized complete block design, and the treatments were arranged in a 2 x 4 factorial scheme, with four
replications, and inoculated with the commercial product based on Azospirillum brasilense, combined with four
different doses of nitrogen (0; 0.0714; 0.1428 and 0.2142 g kg'). Data on height, stem diameter, leaf area,
chlorophyll content, leaf dry matter, stem and root of maize plants, were evaluated under greenhouse conditions.
The BM 3061 maize plants inoculated with Azospirillum brasilense responded positively to the nitrogen doses.
However, the dose that 0.1428 g kg™ of N was the one that presented the best behavior and could be indicated for
fertilization of maize.

Keywords: Ammonium Sulphate; Zea mays L.; Biological Nitrogen Fixation; Diazotrofic Bacteria.
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1 Introducao

O milho (Zea mays L.) é uma cultura de
enorme importancia no cenario mundial devido
sua multiplica utiliza¢do, além de ser fonte de
alimento para a populacdo e animais domésticos
constituindo-se em matéria-prima para diversos
produtos industrializados, criando e
movimentando industrias onde empregos sdo
gerados refletindo diretamente nos aspectos
socioecondmicos (OKUMURA; MARIANO;
ZACCHEQ, 2011; SCHIAVINATTI et al., 2011;
MODESTO et al., 2017).

O nitrogénio (N) ¢ o nutriente que
proporciona os maiores efeitos nos componentes
do rendimento e na produtividade do milho,
influenciando  diversas  caracteristicas  do
crescimento da planta. O manejo e recomendagao
do N é complexo, em virtude das varias reagdes
quimicas e bioldgicas a que esta sujeito e de sua
grande dependéncia das condigdes
edafoclimaticas para absorcdo pela planta
(MOTA et al., 2015).

Na cultura do miho, o N é o
macronutriente mais exigido e seu suprimento
improprio ¢ considerado um dos principais
fatores limitantes ao crescimento e rendimento
dos graos. Assim, plantas supridas com doses
corretas de N, obtém crescimento satisfatorio,
podendo gerar maior produtividade (SILVA;
SILVA; LIBADI, 2013).

Nas plantas, o elemento é componente da
molécula da clorofila, de aminoécidos, enzimas e
proteinas, afetando a formagdo de raizes, a
fotossintese, a produgdo e a translocagdo de
fotoassimilados e a taxa de crescimento entre
folhas e raizes. Na ocorréncia de deficiéncia
nutricional do N, o crescimento foliar é afetado e
como consequéncia, temos a diminuicdo do
desenvolvimento da planta (CUNHA et al.,
2014). Em virtude disso, os sistemas de produgao
do milho devem ser aprimorados, para que os
produtores obtenham altas produtividades com
redugdo de custos, principalmente no emprego de
fertilizantes nitrogenados.

Diante  disso, diversas  pesquisas
(DARTORA et al., 2013; BALDOTTO et al.,
2012; BARTCHECHEN et al, 2010; REIS
JUNIOR et al., 2008) vém estudando a fixacao
bioldgica de nitrogénio (FBN) na cultura do
milho, com intuito de minimizar os custos com o0s

adubos minerais nitrogenados. Pois a FBN ¢ um
importante processo bioquimico pelo qual
bactérias associadas a planta transformam o N, da
atmosfera em nitrogénio assimildvel pelas
plantas.

Na FBN, bactérias com capacidade de fixar
o N, utilizam parte da energia derivada da
fotossintese das plantas e, dessa forma, espécies
vegetais capazes de se associarem de forma
eficiente com bactérias diazotrdéficas aproveitam
naturalmente o  nitrogénio  atmosférico,
contribuindo para uma enorme economia de
energia fossil.

No Brasil, pesquisas com inoculagdo de
bactérias fixadoras de nitrogénio em milho tém
sido realizadas priorizando-se o incremento de
produtividade agrondmica e a economia no uso de
fertilizantes minerais nitrogenados, pois as
bactérias diazotroficas tém como principal
atividade a promocao de crescimento da cultura.
Portanto objetivou-se avaliar o efeito da adubacao
nitrogenada sobre o crescimento de plantas
hibridos de milho associadas com bactérias
diazotroficas endofiticas.

2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de
vegetagdo da Universidade Federal do Ceara
(UFC), Campus do Pici, Fortaleza, Ceara, Brasil,
por um periodo de 90 dias. Segundo a
classificacdo de Kdeppen, a regido apresenta um
clima do tipo Aw’ e estd a uma altitude de 20 m
acima do nivel do mar, com temperatura média
anual de 26°C e precipitacdo média anual em
torno de 1.350,0 mm (FUNCEME, 2017).
Durante o experimento as temperaturas minimas
e maximas da casa de vegetacdo variaram entre
25 a 35 °C respectivamente.

O substrato utilizado, ndo esterilizado, foi
proveniente de um Argissolo, sendo esse coletado
a uma profundidade de 0-20 cm na Fazenda
Raposa em uma area de mata nativa, pertencente
a Universidade Federal do Ceara, localizada no
municipio de Maracanaa-CE (3°50°66” S e
38°38’38” W), cuja as caracteristicas quimicas e
fisicas (Tabela 1) foram determinadas no
Laboratorio de Analises de Solo, Agua e Plantas,
do Departamento de Ciéncias do Solo da UFC.
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Tabela 1 Caracteristicas quimicas e fisicas do solo da area experimental amostrado na profundidade de 0-20 cm,

na fazenda Raposa, Maracanau-CE

Caracteristicas Quimicas

pH CE Ca Mg Na K H+Al S T v M C N MO P
dS m’! cmol. kg! % -—- -—gkgl-m mg kg!
47 024 090 09 0,07 0,19 3,30 1,40 2,1 54 39 40 2,8 027 497 4
Caracteristicas Fisicas
Areia Grossa Areia Fina Silte Argila Argila Natural Classificacao Textural
k -1
461 s 78 24 Franco arenoso

De acordo com resultados da anélise
guimica foi realizada a correcao da fertilidade do
solo conforme a recomendacdo do Manual de
Adubacdo e Calagem para Estado do Ceara
(AQUINO et al., 1993). Para elevagdo dos niveis
de Célcio (Ca) e Magnésio (Mg) do solo, foram
aplicadas 1.142,8 kg ha'! de calcério dolomitico,
o equivalente a 0,5714 g kg por vaso, para
correcao da acidez ativa do solo (pH 4,7), essa
recomendacao foi realizada de acordo com a
analise de solo ¢ com as recomendagdes de
Aquino et al. (1993).

Apb6s a aplicagdo o solo natural foi
incubado por um periodo de reag¢ao que durou 30
dias, mantendo a umidade do solo em torno da
capacidade de campo com irrigagdes perioddicas
até quando apresentou valor de pH 6,5.
Posteriormente, em cada vaso contendo 7 kg de
solo foram semeadas duas sementes de milho
hibrido BM 3061 a 3 cm de profundidade. Em
seguida, conforme recomendagdo de Hungria e
Aratijo (1994), 1 mL do inoculante comercial
liquido (Tabela 2) contendo estirpes de bactéria
Azospirillum brasilense em concentragdo minima
de 2x10% células vidveis mL™"' foi aplicado as
sementes por ocasido do plantio e mais 1 mL
aplicados no colo das plantulas apos 10 dias da
emergéncia, como reforco. Esse inoculante foi
caracterizado quimicamente (Tabela 2) pelo
Laboratorio de Analises de Solo, Agua e Plantas,

do Departamento de Ciéncias do Solo da UFC,
com a finalidade de determinar as caracteristicas
quimicas do produto.

As adubacdes das plantas iniciaram aos
sete dias ap6s o plantio, todos os tratamentos
foram adubados com 500 kg ha™! de Superfosfato
Triplo (ST) (37% de P»>0s), equivalendo a 0,25 g
kg! de ST em cada vaso. Essa adubagdo
corresponde a 228 kg ha! de P,Os e esse valor
equivale a 0,114 g kg!' de P,Os por vaso. A
adubag@o com Cloreto de Potassio (KCI) (58% de
K,0) foi parcelada em duas etapas, a primeira
aplicac@o no dia seguinte a adubagdo fosfatada e
a segunda vinte dias apos a primeira, sendo
fornecido em cada adubagdo 236 kg ha™' de KCI
que equivale a 0,118 g kg!' por vaso. Em termos
de K0 essa adubacdo ¢ igual a 142,8 kg ha™!, que
equivale a 0,0714 g kg!' por vaso, em cada
adubac@o potassica.

Para os tratamentos que receberam
adubag@o nitrogenada, a fonte de N utilizada foi o
Sulfato de Amodnio (NH4)>SOs, aplicado de forma
parcelada em até trés etapas, de acordo com a
quantidade de N requerida pelos tratamentos. Os
tratamentos que requeriam 142,8 kg ha! (0,0714
g kg!' de N por vaso) receberam apenas uma
aplicagdo de 791,4 kg ha! de Sulfato de Amonio
(20% de N), que equivale a 0,395 g kg™! por vaso,
nove dias apods o plantio.

Tabela 2 Caracteristicas quimicas do produto comercial liquido contendo estirpes de bactéria Azospirillum

brasilense
N P P,0s K | €10) Mg Fe Cu Zn Mn
gL! mg L -
0,5 1,2 2,7 5,8 7,1 0,2 29,3 3,3 1,7 6,6

Os tratamentos que requeriam 285,6 kg ha
1(0,1428 g kg de N por vaso) receberam uma
segunda aplicagdo de 791,4 kg ha! de Sulfato de
Amonio (20% de N), que equivale a 0,395 g kg'!

por vaso, quinze dias apds a primeira, enquanto
que os tratamentos que requeriam 4284 kg ha’!
(0,2143 g kg!' de N por vaso) receberam uma
terceira aplicagdo de 791,4 kg ha™! de Sulfato de
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Amoénio (20% de N), que equivale a 0,395 g kg
por vaso, quinze dias apos a segunda aplicacao
(AQUINO et al., 1993).

O delineamento experimental utilizado foi
em blocos casualizados, dispostos no esquema
fatorial 2 x 4, com quatro repeti¢des, sendo que
os fatores foram: com inoculagdo e sem
inoculacdo do produto e quatro diferentes doses
de N (0; 142,8; 285,6 ¢ 4284 kg ha'), que
equivale a0,0714;0,1428 € 0,2142 gkg' em cada
vaso (Tabela 3). Foram utilizados um total de 32
vasos.

Tabela 3 Descricdo dos tratamentos utilizados no
experimento em casa de vegetacao

Tratamentos Inoculacdo ke }IIDa ?lses d; Iljg"

T1 (controle) Sem 0 0
T2 Com 0 0
T3 Sem 142,8 0,0714
T4 Com 142,8 0,0714
T5 Sem 285,6 0,1428
T6 Com 285,6 0,1428
T7 Sem 428,4 0,2142
T8 Com 428,4 0,2142

Ap6s 60 dias do plantio, as plantas foram
analisadas e coletadas na ocasido do
aparecimento da inflorescéncia feminina, periodo
onde a concentracao de nutrientes ¢ maior em seu
tecido vegetal, conforme metodologia proposta
por Ritchie; Hanway; Benson (2003). Antes da
coleta das plantas foi determinada altura,
diametro do colo, clorofila, area foliar e a coleta
da quarta folha a partir do apice para a
determinacdo do estado nutricional das plantas
(nitrogénio).

A altura e o didmetro do colo das plantas
foram determinados com auxilio de uma régua
graduada e paquimetro digital adotado como
referéncia a regido do colo das plantas,
respectivamente. Os teores relativos de clorofila
nas folhas foram realizados através da leitura
SPAD (Soil Plant Analysis Development),
utilizando-se um clorofildémetro eletronico, marca
Konica Minolta modelo SPAD-502Plus; as
leituras foram realizadas na regido do terco
superior da ultima folha completamente
expandida de cada planta. A determinagdo da area
foliar foi realizada por método direto, em que as
folhas foram coletadas e medidas, utilizando um
integrador de area foliar, LI-3100 (LI-COR
1996).

As plantas foram coletadas e seccionadas
em folhas e colmos, sendo avaliada a matéria seca
das folhas, a matéria seca do colmo e o teor de
nitrogénio na folha. As amostras foram separadas
e acondicionadas em sacos de papel e submetidas
a secagem em estufa com circulagdo forcada de ar
a uma temperatura de 65-70°C até massa
constante para determinacao do peso matéria seca
das folhas e colmos. A pesagem foi determinada
em balanca de precisdo de 0,01 g.

O Nitrogénio total (NT) das folhas foram
determinados em extrato de digestdo sulfurica
pelo método de semi-micro-Kjeldahl, conforme
metodologia proposta por Malavolta; Vitti;
Oliveira (1997).

As analises estatisticas foram realizadas
através do programa computacional SISVAR, de
acordo com Ferreira (2014). Os dados obtidos nos
experimentos foram submetidos as analises de
variancia e, mediante constatagdo de diferenca
significativa, foi aplicado teste de Tukey a 5% de
probabilidade para comparagdo dos fatores
qualitativos (inoculacdo) e analise de regressdo
para os fatores quantitativos (doses).

3 Resultado e Discussao

O resumo da andlise de variancia para os
dados relativos a altura, ao didmetro do colmo, a
area foliar, a clorofila, a massa seca das folhas e
dos colmos e o teor de nitrogénio das folhas de
plantas de milho revelam que houve efeito
significativo (p< 0,01) apenas nas doses de
nitrogénio. N@o se verificou interacdo
significativa entre a inoculagdo com Azospirillum
brasilense e doses de nitrogénio (Tabela 4).
Cunha et al. (2014) também trabalhado em casa
de vegetacdo ndo encontraram interagcdo entre a
inoculacdo com a bactéria Azospirillum
brasilense ¢ as doses de nitrogé€nio aplicadas em
plantas de milho hibrido. De acordo com Repke
et al. (2013) os fatores que interferem nas
respostas das culturas a inoculacdo de
Azospirillum ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Porém alguns fatores como o
namero de células por sementes, o genotipico da
planta, 0 género Azospirillum, a veiculagdo do
inoculante, a viabilidade das células, as
caracteristicas quimicas e a competicdo com
micro-organismos nativos do solo podem
influenciar a associacdo dessas bactérias com as
culturas.
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Tabela 4 Resumo da analise de variancia para as variaveis: altura (AL), diametro do colmo (DC), area foliar (AF),
clorofila (CL), massa seca das folhas (MF), massa seca dos colmos (MC) e teor de nitrogénio na folha (NF) em
plantas de hibrido de milho BM 3061, em fungdo da inoculacdo com Azospirillum brasilense (I) em diferentes

doses de adubag@o nitrogenada (D)

Fontes de Quadrado médio
variagao G.L AL DC AF CL MF MC NF
Inoculagio (I) 1 1,07 2,36™  0,010™ 0,539" 0,019 1,78 0,030
Doses (D) 3 12,38%%  7.82%%  4421%%  23718%%  201,05%*  456,36**  194,32**
Inter. I x D 3 1,39 0,61™ 0,85 0,754" 0,360 0,45™ 1,48"
Blocos 3 8,49%%  S5A41%* 204" 1,441m 0,072" 1,15 0,37™
CV (%) 7,94 9,35 15,90 16,98 6,89 3,65 10,68

** % e ™: Significativo a 1 % de probabilidade (p < 0,01) e 5% de probabilidade (p < 0,05) pelo teste F e ndo

significativo, respectivamente.

Nesse estudo um do fator influenciou a
auséncia do efeito significativo da inoculagdo nas
plantas de milho foi a competicdo das bactérias
nativas presente no solo natural, visto que o
mesmo Ndo passou por processo de esterilizacao.
De acordo com Brandéo (1992) a atividade e a
sobrevivéncia da populagéo de bacteriana do solo
sdo influenciadas por diversos fatores ambientais,
como competigdo com micro-organismos nativos
do solo, temperatura, umidade, pH e salinidade.
Dartora et al. (2013) relataram que a
sobrevivéncia e a associacdo das bactérias
diazotroficas é vulneravel as condigdes internas e
externas do ambiente, visto que essas bactérias
encontram associadas livremente as plantas, ou
seja, na rizosfera ou no interior dos tecidos
vegetais.

A altura e o didmetro do colmo das plantas
de milho BM 3061 apresentou um
comportamento quadratico (Figura 1A e 1B) com
um aumento nas doses de nitrogénios (0; 0,0714;
0,1428 € 0,2142 g kg™) aplicados aos tratamentos.
Verificado que as maiores médias de altura e
didmetro do colmo foram observadas na dose
0,1428 g kg, com valores médios de 1,34 m e
17,66 mm (Figura 1A), respectivamente. Sendo
que na dose 0,2142 g kg™ observar uma reducéo
em ambas. Esse incremento na altura e diametro
do colmo esta relacionado principalmente com as
fungdes que o nitrogénio exerce diretamente na
diviséo celular, no metabolismo da planta e nos
processos fotossintéticos. De acordo com Kappes
et al. (2013) o aumento do didmetro do colmo
com a aplicagdo de nitrogénio € importante, pois
esta caracteristica morfolégica tem sido bastante
relacionada com o percentual de acamamento das
plantas de milho.
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Figura 1 Altura (A) e didmetro (B) de plantas hibridas
de milho, em fungéo de doses de nitrogénio (g kg™).

Cruz et al. (2008); Silva; Silva; Libadi
(2013) também encontraram resultados similares
nas varidveis altura e diametro do colmo em
cultivares de milho sob doses crescente de
nitrogénio, demonstrado que essas caracteristicas
agrondmicas dependem principalmente da
aplicacdo de nitrogénio ao solo, pois esse
nutriente  estimular o  crescimento e
desenvolvimentos das plantas. No entanto, Meira
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et al. (2009) estudando combinacdes de doses de
nitrogénio na cultura do milho n&o encontrou
diferencas significativas para o diametro do
colmo.

A area foliar e teor de clorofila
apresentaram desempenhos semelhantes com um
comportamento linear de acordo com a analise de
regressdo (Figura 2A e 2B). As maiores médias
para as duas variaveis foram obtidas mediante a
dose de 0,2142 g kg*, apresentado valores de
3739,69 cm? e 33,07 ICF, respectivamente. Esse
aumento significativo na area foliar e no teor de
clorofila deve-se a aplicagdo de doses crescente
de nitrogénio nas plantas de milho, pois o
nitrogénio apresenta papel importante no
metabolismo das plantas, nos processos de
biossintese de proteinas e de clorofilas
(FORNASIERI FILHO, 2007). Mota et al. (2014)
também observaram elevagao linear na area foliar
e no teor de clorofila nas folhas de milho em
resposta ao incremento de doses de nitrogénio.
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Figura 2 Area foliar (A) e teor de clorofila (B) de
plantas hibridas de milho BM 3061, em fun¢do de
doses de nitrogénio (g kg1).

De acordo com Martins et al. (2008) a
disponibilidade de N no solo influencia

diretamente os teores de clorofila em plantas de
milho, pois o nitrogénio ¢ um do constituinte da
clorofila. Rambo et al. (2010) verificaram forte
relacao dos teores de clorofila com as doses de N
aplicadas e com a produtividade de grdos. Os
mesmos autores sugeriram ser possivel estimar a
necessidade de adubacao nitrogenada, a partir da
determinagdo do teor de clorofila das folhas de
plantas de milho.

As doses crescentes de nitrogénio
favoreceram um incremento na massa seca € no
teor de nitrogénio das folhas do milho BM 3061
(Figura 3), ajustando-se ao modelo quadratico e
linear, respectivamente. Porem observa-se uma
reducdo na massa seca das folhas de milho na
dose maior de N.

17 A -
=
£ 14
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3
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= § =-35523x2+ 113.6x + 8,473
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Figura 3 Massa seca (A) e teor de nitrogénio das
folhas de plantas hibridas de milho BM 3061 (B), em
funcéo de doses de nitrogénio (g kg1).

No teor de nitrogénio da parte aérea pode-
se observar um aumento linear de acordo com a
analise de regressao (Figura 3B), esse resultado ¢
atribuindo a aplica¢do crescente de doses de
nitrogénio nas plantas de hibrido de milho, na
qual favorece o crescimento vegetativo, visto que
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o nitrogénio participar do processo de divisdo
celular.

Melo; Cora; Cardoso (2011) encontraram
um aumento na concentragdo de nitrogénio nas
folhas de milho com a elevagdo das doses de
nitrogénio aplicadas. Esse aumento nos teores de
nitrogénio nas folhas do milho esta relacionando
com a alta exigéncia nutricional da cultura pelo o
nutriente.

4 Conclusoes

As plantas de milho BM 3061 inoculadas
com  Azospirillum  brasilense  respondeu
positivamente as doses de nitrogé€nio. Porém a
dose que 0,1428 g kg™ de N foi a que apresentou
melhor comportamento, podendo ser indicada
para adubacao do milho.
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