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INOCULACAO COM ESTIRPES DE AZOSPIRILLUM E ADUBACAO NITROGENADA
NO ACUMULO DE NUTRIENTES E PRODUTIVIDADE DE MILHO

RESUMO

O milho é um cereal de importdncia mundial, é insumo bésico para a avicultura e
suinocultura, dois setores altamente competitivos em nivel internacional e grandes geradores de
receitas, via exportacdo. O aumento da produtividade representa uma das bases para a redu¢édo do
custo de producdo, ao passo que o Brasil se torne competitivo também no que se diz respeito ao
mercado internacional. O nitrogénio € um nutriente essencial para a cultura, sendo requerido em
grandes quantidades, sendo que a importacdo de fertilizantes nitrogenados no pais chega a até
75%. A Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN), realizada por bactérias diazotroficas, como as
do género Azospirillum, é vista como uma das estratégias por reduzir a utilizacao de fertilizantes
nitrogenados na agricultura e aumento da producdo. Por tudo isso, o objetivo principal deste
trabalho foi avaliar a influéncia de estirpes de bactérias diazotréficas sobre acimulo de nutrientes
e produtividade de milho e atividade microbiana do solo rizosférico sob quatro doses de
nitrogénio. Os pardmetros analisados foram oacumulodemassaseca, teor e eficiéncia no
usodenitrogénio, acimulo dos nutrientes, nitrogénio (N), fosforo (P) e potéassio (K),
produtividade de grdos, atividade das enzimas arginase e urease. Os resultados mostraram que a
dose de N aplicada em cobertura foi significativa (p<0.05) para a produtividade de gréos,
eficiéncia no uso de N, acimulo de massa seca, teor de nitrogénio e atividade enzimética em
geral. O uso da inoculacdo ocasionou efeito significativo (p<0.05) para a atividade enzimatica
em geral e acimulo do nutriente nitrogénio e potassio. Os resultados evidenciaram que existe
uma certa especificidade na interacdo entre genotipo e estirpe, assim como estirpes e doses de
fertilizantes nitrogenados. O uso da inoculagdo com Azospirillum sp apesar de ainda néo
substituir o uso de fertilizantes nitrogenados, deve ser considerado como uma alternativa

promissora de sustentabilidade econémica e ambiental.

Palavras-chave: Bactérias diazotroficas, Zeamays L., Nitrogénio.



INOCULATION WITH Azospirillum STRAINS AND NITROGEN FERTILIZATION ON
NUTRIENT ACCUMULATION AND THE PRODUCTIVITY OF MAIZE

ABSTRACT

Maize is a globally important cereal, it is a fundamental input for aviculture and swine culture,
two sectors highly competitive in the international level and generators of revenue, via
exportation. The increase of productivity represents one of the fundaments for the reduction of
production cost, while Brazil also becomes competitive concerning the international market.
Nitrogen is an essential nutrient for the culture, being required in large amounts, considering
that, the import of nitrogen fertilizers in the country reaches 75%. Biological Nitrogen Fixation
(BNF), performed by diazotrophic bacteria, such as those of the Azospirillum genus, is seen as
one of the strategies to reduce the use of nitrogen fertilizers in agriculture and increase
production. To do this, the main objective of this work was to evaluate the influence of
diazotrophic bacteria strains over the nutrient accumulation and the productivity of maize as well
as microbial activity of the rhizosphere under four doses of nitrogen. The parameters analyzed
were the accumulation of dry mass, content and efficiency of nitrogen use, accumulation of the
nutrients nitrogen (N), phosphorus (P) and potassium (K), grain productivity, activity of enzymes
arginase and urease. The results showed that the nutrient dose applied in topping was significant
(p<0.05) for grain productivity, efficiency of N use, accumulation of dry mass, nitrogen content
and enzyme activity in general. The use of inoculation caused significant effect (p<0.05) for
enzyme activity in general and accumulation of nitrogen and potassium. The results showed that
there is a certain specificity in the interaction between genotype and strain, as well as strains and
doses of nitrogen fertilizers. The use of inoculation with Azospirillum sp., despite not yet
substituting the use of nitrogen fertilizers, must be considered as a promising alternative for

economic and environmental sustainability.

Keywords: Diazotrophic bacteria, Zea mays L., Nitrogen.
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INOCULACAO COM ESTIRPES DE AZOSPIRILLUM E ADUBACAO NITROGENADA
NO ACUMULO DE NUTRIENTES E PRODUTIVIDADE DE MILHO

1. Introducéo:

O milho é uma cultura muito responsiva ao uso de nitrogénio para a sua producao e tem
extrema importancia econémica para 0 agronegocio brasileiro. Considerando apenas a producao
primaria, este cereal representa cerca de 37% da producdo nacional de grdos. Ao mesmo tempo,
é insumo bésico para a avicultura e suinocultura nacional, dois setores altamente competitivos
em nivel internacional e grandes geradores de receitas, via exportacdo. O aumento da
produtividade representa uma das bases para a reducdo do custo de producdo, ao passo que o
Brasil se torne competitivo também no que se diz respeito ao mercado internacional. A
exportacdo é um dos principais caminhos para que a cadeia produtiva do milho se torne mais
coordenada. Além disso, a necessidade de um novo fornecedor de milho no mundo esta cada vez
mais evidente. Atualmente, a taxa de crescimento do consumo do grdo tem sido superior a taxa
de crescimento da producdo. Além disso, os principais fornecedores do cereal, como Estados
Unidos e China tém apresentado elevado crescimento na taxa de consumo doméstico (MAPA,
2013).

Como o nitrogénio € um nutriente essencial para as plantas, o gasto com fertilizantes
nitrogenados sdo relativamente altos, podendo chegar a até 40% do custo total da producédo.Para
garantir que néo falte esse tipo de adubo, o Brasil importa cerca de 75% do total de fertilizantes
nitrogenados gastos na agricultura (ANDA, 2013).

Os microrganismos existem no planeta Terra ha mais de 4 bilhGes de anos e a maioria ainda
permanece desconhecido ao conhecimento humano, mesmo com a utilizacdo de técnicas
modernas de biologia molecular. As suas fungdes ainda sdo menos conhecidas (MELO et al,
2002).0s que residem no solo, estdo associados ao ciclos biogeoquimicos globais, sendo
considerados essenciais nos mesmos, disponibilizando nutrientes dentro das cadeias tréficas em
sistemas aquaticos e terrestres. Somente um grupo relativamente pequeno de microrganismos,
denominados diazotrdficos ou fixadores de nitrogénio, sdo capazes de fixar o N atmosférico, em
outras palavras, sdo capazes de transformar o N ndo disponivel (N2) em uma forma disponivel
para as plantas (aménio), onde bactérias do género Azospirillum fazem parte deste grupo. Esse

processo € denominado fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN), sendo realizada pelo complexo
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protéico da nitrogenase, a enzima que catalisa a reacdo a qual é formada por duas subunidades
(Fe-proteina e MoFe-proteina).A participacdo da FBN no ciclo biogeoquimico do nitrogénio e,
sobretudo importante ao passo que a atividade das bactérias diazotréficas representa cerca de
60% do nitrogénio anualmente fixado na Terra.A FBN é vista como uma das estratégias para
reduzir a utilizacdo de fertilizantes nitrogenados na agricultura e, portanto, representa uma nova
implicacdo do governo federal e estadual, entre as medidas a serem adotadas fortemente na
agricultura para a reducdo dos gases do efeito estufa, através do Programa ABC (Agricultura de
Baixa Emisséo de Carbono) vinculado a Politica Nacional sobre Mudancas Climaticas.

Segundo Coelho et al. (2006) entre 70 a 90% das pesquisas realizadas no Brasil sob diversas
condicdes de solo, clima e sistemas de manejo demonstraram respostas positivas da cultura do
milho a adubacdo com N. Pesquisas com bactérias fixadoras de nitrogénio que vivem em
associagdo com algumas culturas (soja, trigo e milho), tém revelado resultados promissores.
Embora ainda ndo se consiga substituir totalmente o adubo nitrogenado em gramineas, como
ocorre com a soja, ja foi constatada uma reducdo de até 50% da utilizacdo do insumo
nitrogenado, o que representa uma economia relevante, a qual pode ser repassada para o
consumidor final. Esta tecnologia, atende totalmente a nova e crescente demanda por uma
agricultura sustentavel.

Bactérias do género Azospirillum ganharam relevante destaque em todo o mundo, a partir da
década de 1970 (Dobereiner& Day, 1976; Dobereineret al., 1976), com a descoberta pela
pesquisadora da Embrapa, Dra. Johanna Doébereiner (1924-2000), da capacidade de fixacdo
bioldgica do nitrogénio dessas bactérias quando em associacdo com gramineas. A inoculacdo
com Azospirillum promoveu maior desenvolvimento das raizes além de varios outros efeitos. Ja
foram constatados incrementos na absor¢cdo da dgua e minerais, maior tolerancia a estresses tais
como salinidade e seca, acarretando em uma planta com maior vigor e produtividade (ex.:
Bashan & Holguin, 1997; Dobbelaereet al., 2001; Bashan et al.,2004).

A associacdo entre geno6tipos inoculados com Azospitillum e diferentes doses de N podem
causar importante impacto na microbiota nativa do solo, assim como um impacto ambiental e

econdmico, tornando-se o seu estudo de extrema relevancia para agriculta.
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2. Referencial Tedrico:
2.1 A importancia do Agronegdcio Brasileiro para a Economia:

O agronegdcio brasileiro apresenta grande dinamismo e tem contribuido de forma crescente
na economia do pais, além de ser uma atividade que gera empregos e renda. O Brasil possui um
clima matizado, abundancia de energia solar e praticamente 13% de toda a 4gua doce disponivel
na Terra. De 388 milhdes de terras agricultaveis, férteis e com capacidade para elevada
produtividade, 90 milhdes ainda ndo foram explorados. Essas sdo algumas das caracteristicas que
fazem com o pais tenha grande prospeccdo para a agropecuaria e o que estiver relacionado as
essas cadeias produtivas (Silva et al., 2007). O foco atualmente é alcancar a alta competitividade
e modernidade, buscando a utilizacdo continua de tecnologias que visem a sustentabilidade
(MAPA, 2013). Segundo o Cepea (Centro de Estudos Avangados em Economia Aplicada), nos
altimos 14 anos, o volume de exportacdo do agronegécio cresceu 230%, 0S precos externos,
101%, e o saldo comercial, 468%. A receita com as exportacfes para o ano de 2013 foi de US$
101,5 bilhdes, valor 4% superior ao do ano anterior, gerando um novo recorde, no caso do milho,
observou-se um crescimento de 34.56% na exportacdo deste cereal, tendo a China como

principal parceira comercial.

Ainda se referindo ao milho, pode-se dizer que sua producdo é bem dispersa no Brasil
(Figural), sendo que as regides Sul e Centro-oeste respondem como maiores produtoras. O
estado de Minas Gerais ocupa o terceiro lugar no ranking, respondendo por relevante parte na
producdo nacional (MAPA, 2013). Estima-se que o Brasil possa chegar a produzir cerca de 93,6
milhdes de toneladas nas safras de 2022/23. Além de um aumento na producdo, o milho também
tem aumentado a sua produtividade (apesar de ainda ser considerada baixa), 0 que pode diminuir
a necessidade de se expandir a area plantada. Atualmente, o pais cultiva em torno de 53 milhdes
de hectares nas duas safras. A adocao de novas tecnologias, entre outros fatores tem possibilitado

uma producdo mais sustentavel.

O milho safrinha ou de segunda safra é cultivado sob sequeiro, de janeiro a abril, logo ap6s a
colheita da safra de verdo, geralmente em sucessdo a cultura da soja. Por ser produzido sob
condi¢cdes ambientais diferentes, tais como baixas temperaturas e/ou pouca disponibilidade de

agua no solo, o milho safrinha requer técnicas especificas de manejo que o diferenciam das
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lavouras de milho verdo. No inicio da década de 80, no Parand, observou-se uma elevada
necessidade pela producdo de milho para uso na propriedade rural, principalmente por
suinocultores e avicultores. Naquela época, as Unicas opgGes economicamente vidveis, para
semeadura no periodo outono/inverno, era a cultura de trigo, entretanto os produtores nao
estavam satisfeitos com os resultados. Por conta disso, iniciou-se a producao do milho safrinha,
que apresentou uma boa perspectiva de colheita e comercializacdo do produto, pois passou a ser

colhido numa época do ano de menor oferta.

Nos dias atuais, 0 milho safrinha, € um sucesso no Brasil. Tanto € que, o IBGE e a Conab o
denominam de "Milho da Segunda Safra" e ndo mais de "Milho Safrinha", devido a sua
relevancia para o agronegocio brasileiro. Hoje, o Brasil cultiva uma &rea de aproximadamente 8
milhdes de hectares de milho safrinha, que é praticamente a mesma area do milho verdo. De
acordo com os dados levantados pela Conab, os principais Estados produtores sdo: Mato Grosso,
Parana, Mato Grosso do Sul, Goias e Sdo Paulo, com as seguintes areas: 3,3 milhdes, 2,2

milhdes, 1,5 milhdes, 779 mil e 342 mil hectares, respectivamente.

Ano Safra
MILHO 2012/2013 %

(mil Toneladas)

Producdo Nacional 78.468,3 100,0

MATO GROSSO
DO suL

Principais estados produtores
18.419.4 235
17.978,2 229
7.419,1 9,5
7.339,1 94
6.784,0 86
5.383,5 6,9

Fonte: Conab - Levantamento junho/2013

Y

RIO GRANDE
DO sUL

Figura 1. Principais estados produtores de Milho na safra 2012/2013. Imagem: MAPA,2013

Diante do crescimento populacional continuo e elevada demanda por alimentos, o Brasil

possui uma area que pode aumentar a producdo de grdos, além de ser uma rica fonte de
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biodiversidade, o Cerrado. Ele é considerado o segundo maior bioma do Brasil, perdendo
apensas para a area da Amazonia (Borlaug, 2002). A éarea cultivada pelo Cerrado ocupa 54
milhdes de hectares de pastagens; 21,6 milhdes de hectares culturas; e 3,4 milhdes de hectares de
areas reflorestadas (Embrapa). O solo do Cerrado é pobre em nutrientes em geral, sendo o
latossolo, predominante na regido, considerado um solo acido. Apesar disso, € um solo antigo,
profundo, com alta capacidade de drenagem. A realizacdo de pesquisas que quantificaram quais
as doses de corretivos, fosfatos e nitrogénio para os solos do cerrado fizeram com que os milhdes
de hectares do deserto ou savana brasileira, assim no meados até finais da década de 1960 se
transformasse em um oasis de 79 milhdes de hectares na década de 1970 (NOVAIS et al., 2007).
Outro fator importante do Cerrado Brasileiro é a capacidade de armazenar carbono. A falta de
florestas densas se compensa pela extensdo e vegetacdo com raizes mais profundas. Tais raizes
formam uma espécie de floresta subterranea, que faz com que o Cerrado se torne também
importante no que diz respeito a absorcdo de carbono da atmosfera terrestre (Hogan et al; 2002;
Sawyer, 2002). O avanco e expansao da agricultura e a crescente modernizacdo tecnologica,
fizeram e fazem com que o solo do Cerrado possua beneficios inquestiondveis, como aumento na
oferta de produtos agricolas tanto para o mercado interno quanto externo, elevou-se a
produtividade da agricultura, aumento na renda de varios municipios, melhoria na qualidade

socioeconémica (Bonelli, 2001).

2.2 A Cultura do Milho:

O milho (Zeamays L.) é uma monocotiledénea pertencente a familia Poaceae, género Zea,
cientificamente denominado como Zea mays L.. Estad entre as plantas de maior abrangéncia
comercial no mundo, devido a diversidade de utilizacdo. Sua origem foi provavelmente, nas
Américas, possivelmente no México, América Central ou Sudoeste dos Estados Unidos (Garcia
et al., 2006). Depois de descoberto, o0 milho foi levado para a Europa onde era cultivado em
jardins, como espécie ornamental até que seu valor alimenticio tornou-se conhecido. Devido a
adaptabilidade nas diferentes condicdes edéaficas, 0 milho passou a ser cultivado comercialmente
em todo o mundo desde a latitude de 58° norte (antiga Unido Soviética) até 40°sul (Argentina)
(Fornasieri-Fillho, 2007; Teixeira et al., 2002).

No cenario mundial, o milho é o terceiro grdo mais produzido no planeta, sendo superado

apenas pelo arroz e trigo (Awira, 2011). Por ser um grdo versatil, apresenta variadas maneiras de
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utilizacdo, desde alimentacdo humana, matéria-prima para inddstrias de alta tecnologia, de
cosméticos, bebidas, biocombustivel e também alimentacdo animal, fazendo parte nas cadeias

produtivas de bovinos, aves e suinos.

Apesar de o Brasil possuir relevante ocupagdo no ranking de producdo do gréo, a
produtividade ainda é muito baixa se comparada aos principais produtores (Estados Unidos e
China). Entre os principais fatores para a baixa produtividade do milho no Brasil, encontram-se a
pequena densidade de plantio, a implantacdo da cultura em épocas inadequadas, o uso de
cultivares com pouca adaptacdo a regido e/ou ao sistema de producdo inserido, inadequada
corregdo e a adubacdo do solo e o baixo uso de fertilizantes, especialmente a adubacdo

nitrogenada em cobertura (Cruz et al., 2009).

2.3 Funcdes do N e Importéancia da Adubacao Nitrogenada na Cultura do Milho:

Assim como na maioria das culturas, os nutrientes mais requeridos pela cultura do milho s&o
o N, P, K sendo o N, exigido em maior quantidade. As altas produtividades no milho tém sido
garantidas pela adaptacdo de cultivares as mais variadas situacdes de clima e solo, pelo
melhoramento genético, pela melhoria das propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas dos solos
cultivados, além de adocdo de praticas culturais, tais como a utilizacdo de doses elevadas de

fertilizantes quimicos.

O N faz parte da molécula de clorofila, aminoacidos e proteinas, de diversas enzimas que
estdo ligadas ao crescimento e desenvolvimento das plantas. Atua em processos vitais da planta,

tais como, fotossintese e respiracdo (Marschner, 1995; Malavolta, 2006).

O manejo de N tem sido uma das préaticas mais estudas no sentido de melhorar sua eficiéncia
e uso, na area de fertilidade do solo, devido ao potencial de resposta das culturas e dos altos
custos do nutriente. Além disso, o suprimento inadequado de nitrogénio pode causar a limitacao
da produtividade do milho, além de ocasionar contaminacdo ambiental e elevar os custos de
producdo (Okumuraet al., 2011). Dessa forma, h& relatos na literatura de que ele esteja
relacionado também no aumento de peso de gréos (Ferreira et al., 2001; Amaral Filho et al.,
2005), no numero de espigas por planta (Fernandes et al., 2005), na altura de plantas e peso de
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espigas (Araujo et al., 2004), no comprimento da espiga e crescimento radicular (Bull, 1993), no
didmetro do colmo (Mar et al., 2003), na producao de matéria seca (Araujo et al., 2004 Duete et
al., 2008).

A quantidade necessaria de N pela cultura do milho varia de acordo com estadio de
desenvolvimento da planta, sendo menor no inicio do desenvolvimento e tendo o pice durante o
florescimento até a formacdo de grdos (Okumuraet al., 2011). Apenas 2% do N do solo, estaem
forma inorgénica de aménio (NH,") e/ou nitrato (NO3), prontamente disponiveis para a planta
(Malavolta, 2006), produtos da mineralizacdo durante o cultivo através da hidrolise enzimética
realizada pela comunidade microbiana do solo e/ou pela aplicacdo de fertilizantes nitrogenados (
Cordeiro e Hoek, 2007).

O Brasil importa atualmente cerca de 75% de N, 51% de P e 91% de K para garantir que nao
falte insumos para agricultura. Entre 2010 e 2011, o consumo de NPK aumentou em 32%, sendo
gue a producdo interna teve um aumento de apensas 4,04%, no mesmo periodo. De acordo com a
ANDA - Associacao Nacional para Difusdo de Adubos (2014), nos Gltimos 10 anos, a produgéo
de fertilizantes expandiu 35,5% entre 1998 e 2007. Por sua vez, as importacdes de fertilizantes
cresceram 140,5%, no mesmo periodo. Atualmente, as industrias brasileiras de fertilizantes vem
operando no limite da sua capacidade instalada, necessitando de instalagdes de novas unidades,
dada que a expansdo da producdo tem sido inferior a das importacdes, que crescem cada vez
mais em termos de participacdo sobre a oferta (ANDA, 2012).

A alta dependéncia da importacdo traz o risco de, no futuro, o pais enfrentar escassez de
insumos bésicos. Isso ocorre porque paises produtores de fertilizantes, como China, india e
EUA, sdo também grandes consumidores. Com o aumento de suas demandas internas, esses
paises tendem a limitar suas exportacOes, reduzindo a oferta mundial. O governo chinés ja
anunciou o aumento de taxas de exportacdo de alguns produtos visando a assegurar a oferta de

fertilizantes para a sua producdo de alimentos.

Dentro deste contexto, torna-se relevante a busca de alternativas que contribuam para reduzir
a dependéncia de fertilizantes importados, reduzir custo de producédo e emissédo de gases de efeito
estufa atribuidas a agricultura. Dentre essas alternativas destaca-se a fixacdo bioldgica de

nitrogénio.
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2.4 Fixacao Biologica Associativa

Nos dias atuais, em busca de uma agricultura mais sustentavel e diminuicdo de fertilizantes
quimicos, o0 uso de bactérias que promovam crescimento e melhore a produtividade de plantas,
estd crescendo gradativamente (Hungria, 2011). No caso da associacdo bioldgica associativa, as
bactérias do género Azospirillum tém sido as mais bem estudadas.

As bactérias do género Azospirillum sdo classificadas como diazotroficas (capazes de fixar o
N atmosférico) e se encontram em associa¢cdes com gramineas, constituindo um dos grupos mais
estudados, com varias pesquisas relacionas a ecologia, fisiologia e genética (Baldaniet al., 1997;
Bashan; Holguin, 1997).S&o capazes de promover um maior crescimento e desenvolvimento do
sistema radicular, promovendo entdo melhor absorcéo de dgua e nutrientes, o que pode ocasionar
incrementos nos aspectos agrondémicos da planta. Tais microrganismos pertencem a classe a das
proteobactérias, que abrange um extenso numero de bactérias associativas a plantas, tais como
Herbaspirillum, Penibacillus e Glucanacetobacter (Hartmann; Baldani, 2006).

Esses microrganismos apresentam metabolismo de Carbono (C) e Nitrogénio (N) bem
diversificado, o que aumenta suas condicdes de competitividade durante o processo de
colonizacdo. Quanto as fontes de carbono, elas apresentam uma preferéncia por &cidos
organicos, como malato, piruvato e succinato, assim como uma preferéncia de frutose sobre
glucose (Quadros, 2009). No que se refere ao N, as principais fontes s&o amonia, nitrato, nitrito,
aminodcidos e nitrogénio molecular (N2) (Trentini, 2010). O género Azospirillum possui uma
grande distribuicdo em solos tropicais e subtropicais, entretanto, ainda ndo se sabe como
sobrevivem no solo na auséncia de plantas hospedeiras. Ha relatos de que essas bactérias
possuem diferentes mecanismos de protecdo, como formacao de cistos e producdo de melanina,
que podem ajudar na sobrevivéncia em condi¢des que ndo sdo favoraveis (Del Gallo; Fendirik,
1994).

O modo de acdo dessas bactérias ainda ndo é totalmente conhecido. Existem diversos
trabalhos publicados que afirmam que bactérias do género Azospirillum produzem fitohormonios
capazes de estimular o crescimento e desenvolvimento de raizes em varias espécies de plantas
(Hungria, 2011). Um melhor desenvolvimento do sistema radicular pode resultar em melhoria na
absorcdo de agua e nutrientes, maior toleréncia a estresses, tais como salinidade e seca, 0 que

vem a melhorar o vigor e producdo da planta (Bashan & Holguin, 1997; Dobbelaere et al., 2001;
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Bashan et al.,2004), e maior tolerancia a fitopatégenos (Correa et al.,2008). Trabalhos mais
recentes mostram respostas fisioldgicas induzidas por Azospirillum, como melhoria nos aspectos
fotossintéticos das folhas, tais como teor de clorofila e condutancia estomatica, maior teor de
prolina na parte aérea e raizes, melhoria no potencial hidrico, aumento no teor de &gua do
apoplasto, melhor elasticidade da parede celular, maior producdo de biomassa e altura de plantas
(Barassiet al. 2008). Sabe-se que além de fixar o N atmosférico quando estdo associadas com
gramineas, essas bactérias podem atuar na solubilizacdo do fosfato inorganico (Verma et. al,
2001).

E valido ressaltar que o sucesso da associacdo dessas bactérias com a planta hospedeira estéa
relacionado com o gendtipo vegetal (Iniguez et. al, 2004) com as caracteristicas especificas do
solo (Oliveira et. al, 2006). No que se refere a associacdo com cereais, muitos estudos tem
mostrado beneficios da inoculagdo com Azospirillum, como em trigo, cevada e aveia, onde a
inoculacdo proporcionou incrementos significativos na produtividade (Didonet, 1998; Dalla
Santa et. al, 2004). Na grande maioria dos estudos, o uso do Azospirillum é recomendado para a
agricultura a fim de reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados, o que pode chegar em até 50%
(Hungria, 2010), além de poder aumentar em até 30% a produtividade de um modo geral (Okon;
Lanbadera-Gonzales, 1994). Segundo Didonet et. al (1996), a associacdo dessas bactérias com a
planta torna-se mais eficiente quando a cultura € adubada com diferentes doses de nitrogénio,
comparado com o efeito da bactéria isoladamente. Se referindo especificamente ao milho, vérios
trabalhos tém demonstrado os beneficios do uso de inoculantes do género Azospirillum, tais
como aumento na produtividade de gréos, aumento da matéria seca, acimulo de N na parte aérea
(Okon; Lanbadera-Gonzales, 1994). Tais beneficios, principalmente na produtividade ndo é
correlacionado apenas com o aumento de N, mas também como os nutrientes P e K(Bashan &
Holguin, 1997; Steenhoudt &Vanderleyden, 2000; Bashanet al., 2004). Portanto, é importante
gue novos estudos continuem sendo realizados em prol de uma melhoria na eficacia dessa

associacao bactéria-planta.
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3. Objetivo Geral:

Avaliar a influéncia de estirpes de bactérias do género Azospirillum sobre acumulo de
nutrientes e produtividade de milho e atividade microbiana do solo rizosférico sob quatro niveis

de nitrogénio.

3.1 Objetivos Especificos:

Avaliar a influéncia de estirpes do género Azospirillum sobre o acimulo de nutrientes e a

produtividade de gréos de milho em solo de cerrado, com diferentes doses de N em cobertura;

Avaliara influéncia de estirpes do género Azospirillum sobre a eficiéncia no uso de

nitrogénio;

Avaliar a influéncia de estirpes do género Azospirillum sobre a atividade de enzimas

envolvidas na ciclagem de nitrogénio na rizosfera das plantas de milho.

4. Materiais e Métodos:

4.1 Conducao e localizacdo do experimento:

O experimento foi conduzido no ano agricola de 2012/2013, na Embrapa Milho e Sorgo, na
cidade de Sete Lagoas, Minas Gerais, localizada na latitude de19°28’S e longitude de 44°15°L,
na altitude de 732 m. O solo do local é um solo de Cerrado, classificado como Latossolo
Vermelho distrofico, textura argilosa, com baixa disponibilidade de Nitrogénio.

Utilizaram-se seis inoculantes da colecdo de bactérias diazotroficas da Embrapa Milho e
Sorgo e um controle (sem inoculante) (tabela 1) sob quatro niveis de nitrogénio (N), na forma de
uréia (NO = 0 de N em cobertura; N1 = 40Kg de N em cobertura; N2 = 100Kg de N em
cobertura; N3 = 160Kg de N em cobertura).Os inoculantes foram preparados seguindo a
metodologia descrita por Oliveira et al., 2012. Cada estirpe foi preparada em caldo de soja
tripcaseina, pelo periodo de 72 horas, na temperatura de 29°C sob agitacdo. Passado esse

periodo, as culturas enriquecidas foram centrifugadas, ressuspendidas em solucdo salina
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(0,85%NaCl) e entdo a densidade oOtica foi ajustada para 1,0 a 500nm, o que equivale a
aproximadamente 10° células viaveis por mL.

O milho foi semeado em delineamento de blocos ao acaso, no esquema de parcelas
subdivididas; tendo as doses de N nas parcelas e inoculantes nas subparcelas; com parcelas
constituidas de 4 linhas de 5 metros cada uma, com o espacamento de 0.7 metros entre linhas e 4
repeticbes. A cultivar utilizada foi a 30F35 H. A adubacéo utilizada na semeadura foi de 250 kg
ha™* do formulado NPK 8-28-16, fornecendo 20, 70 e 40 kg ha™ de NPK respectivamente. Os
demais tratos culturais foram realizados de acordo com as recomendacGes para a cultura do
milho. Todas as avaliagbes foram realizadas no Laboratério de Microbiologia do Solo da

Embrapa Milho e Sorgo.

Tabelal. Relacdo dos Inoculantes utilizados no trabalho em estudo.

Codificacédo do Inoculante Inoculante
EO Controle (sem inoculante)
El BDCMS 01
E2 BDCMS 02
E3 BDCMS 03
E4 BDCMS 04
E5 BDUFRJ
E6 Inoculante Comercial

4.2 Caracteristicas agronémicas avaliadas na cultura de milho:

Os seguintes parametros foram analisados: o acimulo de massa seca, eficiéncia no uso de

nitrogénio, acumulo dos nutrientes NPK e produtividade de graos.

4.2.1 Aciimulo de Massa Seca da Parte Aérea:

Para determinacdo da massa seca dos tecidos vegetais, trés plantas por parcela foram colhidas
e entdo submetidas a secagem em estufa com circulacéo forgada de ar, sob temperatura de 65°C

até atingirem massa constante, segundo a metodologia de Oliveira et al. (2012).

4.2.2 Produtividade de gréaos de Milho:
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Para se estimar a produtividade de graos, as plantas foram colhidas e como éarea util para se
estimar a producdo, utilizaram-se as duas linhas centrais, eliminando 0.7m nas extremidades.
Retirou-se toda a palha das espigas de cada parcela e depois contato individualmente, o nimero
de fileiras de grdos, obtendo-se o valor médio. O mesmo procedimento foi usado para o nimero
de espigas. As espigas foram debulhadas para determinacdo de peso de grdos e dados de
producdo, a umidade foi corrigida para 13% e assim a produtividade foi calculada, conforme
descrito por Res et al. (2012).

4.2.3 Avaliacéo da Eficiéncia do Uso de N (EUN):

Utilizou-se a metodologia descrita por Mollet al. (1982), na qual a EUN é dada pelo produto

da eficiéncia na absorcéo de N (EAN) e eficiéncia na utilizacdo de N (EUtN); onde:

e EAN= Quantidade de N na planta / N aplicado no solo;
e EUtN= Produtividade de grdos / Quantidade de N na planta;

EUN= EAN x EUtN

Para obter as eficiéncias, primeiramente foi necessario estimar a matéria seca da parte aérea e
massa de grdos. Apds a maturidade fisioldgica, coletou-se trés plantas por parcela e foi separado
0 grdo da parte aérea e logo em seguida foi feita a pesagem da parte aérea. Retirou-se uma
amostra de 1000 gramas que foi colocada em estufa a 65°C ate que alcangasse massa constante,
obtendo-se assim a massa da parte aérea seca (MSPA). O mesmo procedimento foi utilizado para
massa de grdos. Depois de determinado os teores de N, calculou-se os contetudos de N total
absorvido através da multiplicacdo dos terrores de N pela massa seca da parte aérea e massa de

gréos, podendo entéo calcular a EUN assim como seus componentes primarios.

4.2.4 Acumulo de Nitrogénio, Fdsforo e Potassio na parte aérea das plantas

Foi obtido atraves da multiplicagdo do teor de NPK pelo peso da massa seca, conforme
descrito por Wallauetal, (2008).
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4.3 Analise da Atividade Microbiana do solo:

4.3.1Atividade enzimatica:

A coleta de amostras de solo rizosférico para a avaliacdo da atividade das enzimas realizou-se
durante o estadio de florescimento. As plantas foram retiradas do solo com o sistema radicular
inteiro. As raizes foram sacudidas e somente o solo bem aderido as raizes foi considerado como
solo rizosférico. Este foi colocado em sacos plasticos estéreis, peneirado e armazenado em

recipiente de vidro e conduzido ao laboratoério para analise.

4.3.1.1 Atividade da Enzima Arginase:

A atividade da arginase nas amostras do solo foi determinada por meio da quantificacdo de
amonio liberado pela hidrdlise da arginina utilizando-se o método colorimétrico de Alef &Keiner
(1986). Amostras de 1,0 g de solo foram tratadas com 0,25 mL de solugéo de L-arginine (0,2
g/L) e incubadas por uma hora, a 37 °C. Ap0s a incubacéo, adicionou-se 4mL de solu¢do de KClI,
IM em cada amostra que ficaram sob agitacdo por 30 minutos. Uma aliquota de 100 pl do
sobrenadante de cada amostra foi retirada e misturada a 1,0 mL da solugdo de reagentes para

colorimétrica. Apds sessenta minutos, realizou-se a leitura no espectrofotémetro a 660 nm.

4.3.1.2 Atividade da enzima Urease:

A atividade da urease nas amostras do substrato foi determinada por meio da quantificacdo de
amonio liberado pela hidrolise da uréia utilizando-se o método colorimétrico preconizado por
Kandeler e Gerber (1988). Amostras de 0,5 g de solo foram tratadas com 0,25 mL de solucéo de
ureia (4,8 g/L) e incubadas por uma hora a 37 °C. Apos a incubacgdo, adicionou-se 5mL de
solucédo de KCI, 1 M em cada amostra que ficaram sob agitacdo por 30 minutos. Uma aliquota de
100 pl do sobrenadante de cada amostra foi retirada e misturada a 1,0 mL da solugdo de
reagentes para colorimetria. Apds sessenta minutos, realizou-se a leitura no espectrofotdometro a
660 nm.
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4.4 Analises Estatisticas:

Todas as variaveis foram submetidas as analises de variancia e quando significativas foi
realizado o teste de Scott-Knot a 5% de probabilidade ou regressédo quando se tratava de fatores

quantitativos atraveés do programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2011).

5.Resultados e Discussao:

5.1 Caracteristicas agronémicas avaliadas na cultura de milho:

5.1.1 Influéncia da inoculacdo no acimulo de massa seca da parte aérea:

O acumulo de massa seca ndo foi influenciado pela interacdo de doses de N com inoculantes
(p>0.05) (Figura 2), porém quando se comparou a dose de N isoladamente, esta influenciou
significativamente (p<0.05) o acimulo de massa seca na parte aérea da planta, gerando uma
regressdo polinomial quadratica (Figura 3). Isso corrobora com o0s resultados encontrados por
diversos autores, como por exemplo, Majerowicz et. al 2002, que demonstraram que 0 aumento
na dose de N propiciou maior teor de massa seca. Fernandes et al 2005 observaram também que
quanto maior a disponibilidade de N, maior foi 0 acimulo de massa seca. Resultados divergentes
ao nosso foi encontrado por Morais 2012 , onde n&o se encontrou diferencas significativas para o
acumulo de matéria seca quanto a dose de N nem para a interacdo de doses com inoculantes.
Segundo Fallik et. al (1988) e Arsac et. al (1990), a concentracdo do Azospirillum no inoculante
tem maior importancia que sua dose. Tais autores comentam que niveis considerados acima do
6timo podem inibir o crescimento de plantas inoculadas, assim como concentracdes abaixo do
recomendado pode ndo apresentar efeito no crescimento, consequentemente, ndo proporcionando
ganhos em produtividade. No entanto, as doses utilizadas no presente trabalho estdo dentro das

doses consideradas adequadas para a cultura do milho (EMBRAPA, 2012).
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Figura 2- Aciimulo de massa seca (g.3 plantas™)em amostras de solo rizosférico de plantas de milho cultivadas
em solo de cerrado na presenca de seis inoculantes (EO, E1, E2, E3, E4, E5 e E6) e um controle EO (sem inoculagéo)

sob quatro niveis de N em cobertura. Valores médios de quatro repetices.
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Figura 3-Efeito de doses de nitrogénio na quantidade amentada de massa secada parte aérea (g.3 plantas™)de
plantas de milho cultivadas em solo de cerrado na presenca de seis inoculantes e um controle (sem inoculagdo) sob

quatro niveis de N em cobertura. Valores médios de quatro repeticdes.
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5.1.2 Produtividade de graos de milho:

As médias de produtividade para as seis estirpes e o controle (sem uso da inocula¢do), nos
quatro niveis de nitrogénio estdo apresentadas na tabela2. Houve diferenga significativa
(p<0.05) na interacdo de dose com inoculante. Para os niveis NO, N1 e N2 ndo houve
diferenciacdo entre as estirpes e o controle. No nivel N3, as estirpes formaram dois grupos, o
com as maiores medias (E1, EO e E4) se agruparam com o controle; o outro grupo com quatro
estipes (E2, E3, E5 e E6) teve as menores médias de produtividade. Esse resultado difere dos
obtidos por Dinonet et al. (1996), onde a inoculagdo com Azospirillum juntamente com a
presenca de adubacdo nitrogenada aumentou o indice de produtividade, indicando que a
associagdo Azospirilum-Milho usa mais eficientemente o nitrogénio mineral aplicado ao solo,
nossos tratamentos nem sempre se mostraram eficientes para a produtividade, e até mesmo
observou-se efeito negativo sobre a produtividade quanto aos inoculantes, outro ponto a ser
levado em consideracdo comparando os trabalhos sdo os genoétipos utilizados e os isolados. Os
trabalhos encontrados na literatura de maior sucesso relatam que a interagdo planta-inoculante
pode estar relacionada a fatores da prépria bactéria, como a escolha da estirpe, o nimero ideal de
células e sua viabilidade (Okonet al. 1995). Em um trabalho mais recente, Quadros (2009)
mostrou que a inoculacdo com Azospirillum brasilense e a aplicacéo de 50 kg ha™ de nitrogénio
na base, apresentou rendimento de gréos igual & aplicacdo de 130 kg ha™ de N isoladamente para
dois hibridos de milho.Portugal et al 2013, ao avaliarem a inoculagéo de Azospirillumvia foliar e
doses de N em cobertura verificaram acréscimos de produtividade para todas as doses de N na

presenca do inoculante, ocorrendo decréscimo na producdo onde ndo houve inoculacéo.
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Tabela 2- Produtividade média de grdos de milho, com plantas cultivadas em solo de cerrado na presenca de seis
inoculantes e um controle (sem inoculagdo) sob quatro niveis de N em cobertura. Valores médios de quatro
repeticdes.

Doses de Nitrogénio (kg ha™)

Inoculantes 0 40 80 160 Médias
--------------- Produtividade ------------=  —mmeemme -
(kg ha™)
EO 5483,93b* 5944,10b 6279,56 b 8168,55a 6469,04 b
El 5588,13 b 7109,99 b 6943,48b 7795,25a 6859,21 a
E2 5751,17 b 6896,79 b 7305,19b 7038,88 b 6748,01 b
E3 6059,12 b 6591,63 b 6772,55b 7257,92b 6670,31 b
E4 5412,45 b 6978,90 b 7231,06 b 8520,01 a 7035,60 a
E5 6444,24 b 6783,70 b 6432,40b 6988,37 b 6662,18 b
E6 5984,75 b 6213,95 b 7453,35b 7491,04 b 6785,77 b
Médias 5817,68 b 6645,58 b 6916,80b  7608,57 a 6747,16

*médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% na coluna. NO=0 ; N1= 40 ; N2=80 e N3= 160
Kg ha™ de N em cobertura.

Além desses fatores associados as bactérias, os efeitos da inoculacdo podem também variar
em funcdo de fatores extrinsecos tais como, as condi¢cdes e conducdo do ensaio, as técnicas
utilizadas na inoculacédo, as caracteristicas fisico-quimicas do solo e as proprias interacfes do
Azospirillum com a comunidade microbiana nativa do solo (Chotte et al. 2002). Assim, todos
esses fatores podem influenciar no tamanho da populacdo dessas bactérias e assim afetar de
forma indireta a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) e a producdo de reguladores de
crescimento pelas bactérias e, conseqlentemente, os parametros de crescimento da planta
(Gadagiet al. 2004).

De maneira geral, o uso da inoculacdo com Azospirillum aumentou em ate 20% a
produtividade (Figura 4), porém, estatisticamente esse aumento ndo foi significativo (p>0.05).
Na regido sul do Brasil, observa-se que a produtividade de milho pode ter incrementos de ate
30%, dependendo da estirpe bacteriana (Hungria et al. 2010). O que geralmente se observa na
produtividade de milho é dado em funcédo da dose de fertilizante nitrogenado aplicado, sendo que
quanto maior a dose, maiores sdo 0s ganhos em produtividade, o que foi observado também no
nosso trabalho. Ao passo que a dose de nitrogénio aplicada em cobertura aumentou a
produtividade também se elevou, como pode ser mostrado pela regressdo na figura 5.Morais
(2012) observou que o incremento na dose de N provocou maiores médias no rendimento de

grdos de milho. Roesch et. al 2006 observaram inibicdo da colonizacdo por bactérias
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diazotréficas em milho quando se aplicava altas doses de N. Tal efeito pode ocorrer devido ao
fato de que o N pode modificar o estado fisioldgico da planta e, consegiientemente, a interacéo

com bactérias diazotroficas (Reis et. al, 2000).
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Figura 4. Diferenca relativa na produtividade de grdos de milho (em sacas)de plantas cultivadas em solo de
cerrado na presen¢a de seis inoculantes e um controle (sem inoculagdo) sob quatro niveis de N em cobertura.
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Figura 5- Regressdo polinomial quadratica da produtividade de grdos de milho de plantas cultivadas em
solo de cerrado na presenca de seis inoculantes e um controle (sem inoculacdo) em funcdo de quatro niveis de N em
cobertura.

5.1.3 Eficiéncia no Uso de Nitrogénio:

A eficiéncia no uso de nitrogénio assim como seus componentes esta apresentada na tabela
6. A dose aplicada de N foi significativa (p<0.05) para a eficiéncia de absorcédo e eficiéncia de
uso de N ao passo que a dose de nitrogénio aumentou tanto a absor¢do quanto a eficiéncia
diminuiram (Figuras 6a e 6b), gerando uma regressdo polinomial de ordem quadratica, ja a
eficiéncia de utilizacdo de N néo foi influenciada pela dose, o que corrobora com os resultados
de Moll et al. (1982), que verificaram que hibridos foram menos eficientes no uso de nitrogénio
em altos niveis de adubos nitrogenados. Normalmente, o aproveitamento de N diminui ao passo
que se aumenta a dose aplicada, pelo fato do suprimento de N ultrapassar a demanda cultura; tal
diminuicao pode ter como conseqiéncia perda de amdnia, que se intensifica com a dose aplicada,
ademais, o fertilizante nitrogenado além de onerar custos elevados na producéo, sua perda pode
causar danos ao meio ambiente, como liberagdo de oxido nitroso na atmosfera (N,O) e
contaminacdo do lencol freatico. Araujo et al 2013, ao avaliar a absorcdo de gendtipos de milho
inoculados com Herbaspirillum em diferentes niveis de N, verificou que ocorreu maior
eficiéncia de utilizacdo de N por plantas de milho em resposta as doses de nitrogénio.

Tabela 6. Componentes da eficiéncia de uso do nitrogénio: EAN (eficiéncia de absorcéo); EUtN (eficiéncia da
utilizacdo); e a Eficiéncia no Uso de Nitrogénio (EUN).

Tratamentos Avaliacoes

Doses de N(Kg ha™)
Inoc. EAN (g.planta) EUtN(g.planta) EUN (g. kg planta)

EO 6,81 43,48 296,07
El 6,95 43,31 300,99
E2 6,49 45,34 294,31
E4 6,82 40,19 274,25
ES 6,82 47,59 324,49
0 E6 6,65 48,65 323,67
EO 2,33 46,88 109,24
40 El 2,37 53,84 127,65
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E2 2,47 46,84 115,68

E3 2,52 43,83 110,46
E4 2,36 49,89 117,79
E5 2,42 46,86 113,33
E6 2,32 50,51 117,14
EO 1,49 39,36 58,66
El 1,55 41,02 63,73
E2 1,61 43,98 70,85
E3 1,63 38,73 63,21
E4 1,61 40,91 66,06
E5 1,58 39,99 63,34
80 E6 1,57 43,71 68,64
EO 0,91 45,62 41,57
El 0,91 41,64 37,82
E2 1,06 37,82 40,25
E3 0,91 44,24 40,40
E4 0,92 41,25 37,75
E5 0,87 40,44 35,14
160 E6 0,90 43,82 39,57
EAN EUN

e
+

v = 0,0004x*-0,1012x + 6,4698
R* =0,9597%

(e/planta)

¥ =0,0178x2-4,3158x + 281,09
200 R* =0,9688*

rcio
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o
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Figura 6a- Eficiéncia na Absor¢do de Nitrogénio Figura 6b- Eficiéncia no Uso de Nitrogénio em

em funcéo da dose de N aplicada funcdo da dose de N aplicada

As diferentes estirpes do inoculante, assim como a intera¢do inoculante com doses de N
ndo apresentaram respostas significativas (p > 0.05) quanto a EUN (Figura 7), concordando com
resultados apresentados por outros autores como Dotto et al. (2010), que verificaram que a

inoculagdo com Azospirillum ndo ocasionou efeito significativo na eficiéncia do uso de
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nitrogénio, o mesmo resultado também foi observado por Repke et al. (2013), onde ndo houve
efeitos significativos decorrentes da aplicacdo do inoculante Azospirillum brasilense nas
sementes de milho e tdo pouco na interacdo inoculante x doses de nitrogénio. Ainda conhece-se
pouco sobre as respostas das culturas as inocula¢es com Azospirillum. Niveis que ultrapassem o
Otimo podem causar efeito inibitério no crescimento das plantas inoculadas, enquanto que em

baixas concentracfes ndo possui efeito algum na fase vegetativa.
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*médias seguidas letras semelhantes ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%.
Figura 7-Comportamento das seis estirpes de Azospirillum(E1, E2, E3, E4, E5, E6) e o controle (EO) para cada nivel
N em cobertura em amostras de solo rizosférico de plantas de milho cultivadas em solo de cerrado.Valores médios de quatro

repeticdes.

5.1.4 Acimulo de Nitrogénio (N), Fésforo (P) e Potéassio (K) na parte aérea:

O acumulo de nitrogénio (N) e potassio (K) na parte aérea sofreu influéncia da interacao se doses
de N com inoculantes (p<0.05) (Figura 8a e 8b), porém para o fosforo, o acimulo deste
nutriente na parte aérea ndo sofreu influéncia da inoculagdo, tampouco da dose de N aplicada
(Figura 8c). Geralmente, quando se eleva a quantidade de N aplicada, aumenta-se a absorcéo de
P pela planta, entretanto, neste trabalho isso ndo foi constatado. Morais (2012), Reis et. al
(2008), Junior (2012) e diversos outros autores verificaram que quando se aumenta a dose do

fertilizante nitrogenado, o teor de fosforo na parte aérea da planta se eleva também.
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De acordo com Guerreiro (2008), bactérias diazotréficas tendem a estimular a producdo de
fitohormobnios como auxinas, giberelinas e citocininas, sendo que esta Ultima faz a mobilizacédo
de nitrogénio e potassio da raiz para as folhas, podendo entdo ser um dos motivos para a resposta
significativa. Tanto para o N quanto para o K, a interacéo foi significativa na dose de 80 kg ha™,
sendo que para ambos, as melhores estipes foram a E5 e E6. Ha relatos de que bactérias do
género Azospirillum ndo tém rendimento adequado em solos com altos niveis de fertilizantes
(Dobbelaere et. al, 2003). O efeito negativo da inoculagdo em altas doses de N ja foi
demonstrado por alguns autores. Hungria (2011), trabalhando com milho inoculado, observou
que o efeito da inoculacéo era anulado quando se usava 100% do fertilizante nitrogenado
Junior (2012) observou que quanto maior a disponibilidade de nitrogénio no solo, maior foi o
teor deste elemento na planta, concordando também com nossos resultados (Figura 8d). O
acumulo de N na planta é influenciado de forma direta pela adubacdo nitrogenada (Killorn,
1992). Maiores absorcGes de nitrogénio e conseqiientemente maiores teores de N podem ser
explicadas pelo fato de que este elemento participa ativamente do metabolismo da planta,
biossintese de proteinas e clorofila.

Similar aos nossos resultados, a inoculacdo com Azospirillum também promoveu um maior
acumulo de N na parte aérea de plantas de trigo, em trabalho realizado por Islam et. al (2002). O
maior teor de N nas plantas inoculadas é resultado ndo somente da FBN, mas também de
mecanismos de promoc¢do do crescimento, que podem melhorar a capacidade das plantas em

absorver este nutriente (Araujo et al 2013).
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Figura 8a- Acumulo de Nitrogénio (N) na parte aérea de plantas de milho cultivadas em solo de cerrado na
presenca de seis inoculantes e um controle (sem inoculagéo) sob quatro niveis de N em cobertura. Valores médios de

quatro repeticdes
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Figura 8b- Acuimulo de Potassio (K) na parte aérea de plantas de milho cultivadas em solo de cerrado na
presenca de seis inoculantes e um controle (sem inoculagéo) sob quatro niveis de N em cobertura. Valores médios de

quatro repetigdes.
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Figura 8c- Acimulo de Fésforo (P) na parte aérea de plantas de milho cultivadas em solo de cerrado na
presenca de seis inoculantes e um controle (sem inoculacdo) sob quatro niveis de N em cobertura. Valores médios de

quatro repeticdes.
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Figura 8d- Regressdo polinomial quadratica de acimulo de Nitrogénio (N) na parte aérea de plantas de
milho cultivadas em solo de cerrado na presenca de seis inoculantes e um controle (sem inoculagdo) sob quatro

niveis de N em cobertura em funcéo apenas da dose de N. Valores médios de quatro repeticdes.

5.2 Analise da Atividade Microbiana do solo:

5.2.1 Atividade das Enzimas Arginase e Urease:

A atividade de enzimas constitui um bioindicador sensivel para detec¢do de alteracfes em
funcdo de manejo e uso do solo. A atividade da arginase representa a comunidade microbiana
metabolicamente ativa, que reflete a fragdo de nitrogénio potencialmente disponivel as plantas;
enquanto que a da urease torna-se cumulativa no solo.

Os resultados obtidos para a enzima arginase estdo representados na Figura 9a. As médias de
valores nos tratamentos variaram entre 31,61 ugNNH4+h'1g'1 para o tratamento contendo o
inoculante E2 na dose onde recebeu 80 kg.ha™* de N em cobertura e 67,76 ugNNH,*h™ g™ para o
tratamento contendo o inoculante E4 onde a dose de N em cobertura foi de 40 kg.ha™. De acordo
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com a andlise de variancia, houve diferenca significativa (p<0,05) para a interagdo inoculante e
doses de N para as doses de 80 e 160 Kg.ha™.

Na dose ndo onde houve adubacéo nitrogenada de cobertura, a estirpe E4 comportou-se de
forma diferente, apresentando menor atividade enzimatica. Para a dose de 40 kg ha-1, a estirpe
E4 se distinguiu das demais, sendo estatisticamente diferente (p<0.05) das demais nessa
atividade enzimética.Na dose onde ocorreu a adubacéo de 80 kg.ha™ o inoculante E2 diferiu dos
demais, tendo uma atividade enzimatica mais reduzida que os demais tratamentos. Na dose onde
a adubacdo foi de 160 kg.ha™, os tratamentos E2, E3 e E6 apresentaram médias estatisticamente
iguais, com valores mais baixos. E os tratamentos EO, E1, E5 e E4 apresentaram os valores mais
elevados, porém nesse grupo de maiores médias estd o controle EO, portanto, ndo pode-se

concluir que a inoculagdo contribuiu para o0 aumento da atividade desta enzima.
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Figura 9a- Atividade da enzima arginase (ugN-NH,"h™g solo™) em amostras de solo rizosférico de plantas de milho
cultivadas em solo de cerrado na presenca de seis inoculantes e um controle (sem inoculago) sob quatro niveis de N
em cobertura. Valores médios de quatro repeticdes.

Os dados observados para a atividade da urease estdo apresentados na figura 9b. O
comportamento desta enzima foi similar ao da arginase, porém com valores 10 vezes superiores.
As médias dos valores de tratamento para essa enzima teve variacdes entre 192,06 pgNNH, g
! para E6 na dose onde ndo houve adubagéo de cobertura e 493,99 ugNNH;h™ g™ para E4 na
dose 40 kg ha® de N em cobertura. De acordo com andlise estatistica houve diferenca

significativa (p<0.05) na interacdo de inoculantes com doses para esta enzima. Nos tratamentos
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onde ndo houve aplicacdo de N em cobertura, as estirpes que estimularam maior atividade da
urease foram a E1, E2 e E4, diferindo significativamente das demais. Ja para a dose de 40 kg ha
! as estirpes E1, E4 e E5 obtiveram as melhores médias. Na dose de 80 kg ha™, somente a estipe
E1l se juntou ao controle EO, todas as outras formaram um grupo com maiores médias,
propiciando maior atividade da urease. Na dose de 160 kg ha™,a estipe que obteve a melhor
média foi a E5, porém, foi estatisticamente igual ao controle EO, portanto ndo podendo concluir

que a inoculacao surtiu efeito positivo para a atividade enzimatica da urease nesta dose.
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Figura 9b-Atividade da enzima urease (ugN-NH,"h™g solo™) em amostras de solo rizosférico de plantas de milho cultivadas em

solo de cerrado na presenga de seis inoculantes e um controle (sem inoculagdo) sob quatro niveis de N em cobertura. Valores
médios de quatro repeticdes.

Os resultados demonstram que a atividade de ambas as enzimas apresentaram uma certa
sensibilidade para detectar diferencas entres os tratamentos. Esses resultados diferem com os

encontrados por Reis et al. (2014), que ao avaliarem métodos de inoculacdo a base de

Azospirillum em milho, somente a enzima arginase apresentou elevacgdo de sua atividade.

De acordo com estudos realizados por Carneiro et al. (2009) em solo do Cerrado sob
diferentes sistemas de uso e manejo, ao avaliar atributos quimicos, fisicos e bioldgicos de solos

ele observou que a atividade da urease foi alterada pelo manejo e uso do solo. O que foi
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observador por Valpassos et al. (2007) ao avaliarem propriedades microbiologicas do solo que a

atividade era maior em areas menos impactadas.

A atividade da arginase e urease estd diretamente ligada a conversdo de compostos
nitrogenados em amoénio (Skoulobris et al., 2001). A atividade enziméatica da arginase sofre
influéncia da microbiota metabolicamente ativa, fazendo com que ocorra a degradagdo da
arginina no solo (Marriel et al. 2008). Ja as ureases dos microrganismos tém papel fisiologico de
grande importancia uma vez que proporciona que estes utilizem uréia como fonte de N(Mobleyet
al., 1995). A microbiota do solo pode influenciar de forma direta a atividade enzimética, uma vez
que sdo suscetiveis a diferentes variacbes e perturbacGes do ambiente como temperatura e
manejo (Lisboa, 2009).

6 Conclusoes:

O uso da inoculacdo constitui uma importante ferramenta para incrementar ganhos em

produtividade em grdos de milho, sendo economicamente viavel.

Diferentes estirpes proporcionam resultados divergentes, o que configura ainda mais a

especificidade entre genotipo e inoculante.

O uso de bactérias do género Azospirillum é capaz de promover maior atividade enzimatica

no solo, conseqlientemente, maior ciclagem de nutrientes.

O uso da inoculacdo com Azospirillumsp apesar de ainda ndo substituir o uso de fertilizantes
nitrogenados, deve ser considerado como uma alternativa promissora de sustentabilidade

econdmica e ambiental.
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