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RESUMO

O milho tem grande importancia para a agricultura brasileira, pois ¢ o segundo cereal mais
produzido no pais. Devido ao seu alto potencial produtivo, o uso intensivo de fertilizantes, em
especial os nitrogenados e fosfatados encarecem o custo de producao, podendo ser danosos ao
meio ambiente. Uma alternativa para tal problemdtica ¢ a utilizagdo de Rizobactérias
Promotoras de Crescimento de Plantas (RPCPs), que possuem a capacidade de auxiliar o
desenvolvimento, através da fixagdo biologica de nitrogénio (FBN), producdo de auxinas
(Acido-indol-acético), compostos secundarios e solubilizagdo de nutrientes. Dentre as RPCPs
os géneros Rhizobium, Azospirillum, Bacillus e Pseudomonas sao os mais estudados. Nesse
contexto, objetivou-se testar a campo trés isolados de Pseudomonas do grupo florescente, da
Colecdo de Microrganismos Promotores de Crescimento de Plantas da UFSC campus
Curitibanos. O experimento foi realizado na Fazenda Experimental da UFSC, e conduzido em
delineamento em blocos casualizados (DBC), em esquema fatorial 4x3, com um total de 12
tratamentos e quatro repeticdes. Foram testadas a inoculacdo dos isolados CBSAL21,
CBSALO02 e CBSALOS5 em fun¢do de trés doses de adubagao nitrogenada em cobertura, sendo
elas 0, 50 e 100% (0, 52,5 e 105 Kg.ha™! ureia 45%) das doses recomendada para a cultura, além
dos tratamentos testemunha sem inocula¢do ¢ sem adubacao de cobertura, e dois tratamentos
controle sem inoculacdo ¢ com 50 e 100% da dose de nitrogénio (N) em cobertura,
respectivamente. As avaliagdes realizadas foram: altura de planta e altura de inser¢do de espiga
(cm), didmetro de colmo (mm), teor de nitrogénio foliar (g.Kg™!), nimero de fileiras por espiga,
grios por fileira, e produtividade (Kg.ha™!). Para altura de planta houve diferenga apenas entre
os tratamentos que nao receberam adubagdo de cobertura para os que receberam, sendo
estatisticamente iguais os que receberam 50 e 100% da dose. Para didmetro do colmo, o isolado
CBSALO2 associado a 50% da dose de N obteve desenvolvimento semelhante ao tratamento
controle com 100% da dose. No teor de nitrogénio foliar, o isolado CBSALO2 com 50% da
dose de N em cobertura obteve resultado semelhante ao tratamento controle com 100% da dose.
Para produtividade, os isolados associados a 100% da dose apresentaram os melhores
resultados, mais significativos que o tratamento controle com 100% da dose. Os isolados
CBSALO02 e CBSALOS associados a 50% de N obtiveram resultados superiores ao tratamento
controle com 100% Em geral, o isolado CBSALO2 apresentou resultados mais significativos
em quase todas as avaliagdes, indicando seu potencial promotor de crescimento de plantas de
milho.

Palavras-chave: Rizobactérias. Adubacao. Produtividade



ABSTRACT

Maize is of great inportance for Brazilian agriculture, as it is the the second most produced
cereal in the country. Due to its high productive potential, the use of fertilizers, especially the
nitrogenous and phosphate fertilizers, increases the production cost, can be harmful to the
enviroment. An alternative to such a problem is the use of Plant Growth Promoting
Rhizobacterias (PGPRs), which have the ability to aid the development, through the biological
nitrogen fixation (BNF), auxins production (indole-acetic-acid), secundary compounds and
nutrients solubilization. Among the PGPRs the genera Rhizobium, Azospirillum, Bacillus and
Pseudomonas are the most studied. In this context, the objetive was to field test the isolates
Pseudomonas of the fluorescent group, from the collection of plants growth promoting
microorganisms from UFSC, Curitibanos campus. The experiment was performed at the UFSC
Experimental Farm, and conducted in a randomized block design (RBD), in 4x3 factorial
scheme, with a total of 12 treatments and 4 repetitions. Were tested the inoculation of the
isolates CBSAL21, CBSAL0O2 and CBSAL 05, as a function of 3 nitrogen fertilizing in
coverage, they are 0, 50 and 100% (0, 52.5 and 105 kg of urea 45%) of recommended doses for
culture, in addiction to the control treatments without inoculation and without covering
fertilizing, and 2 control treatments without inoculation with 50 and 100% of nitrogen dose in
coverage, respectively. The avaluation performed were: plant height and cob inserction height
(cm), stem diameter (mm), leaf nitrogen content (g.Kg-1), number of rows per cob, grains per
row, and productivity (Kg.ha-1), for plant height there was only difference between treatments
that did not receive fertilizing in coverage for those that received, being statistically equal the
ones that received 50 and 100% of the dose. For stem diameter, the isolate CBSALO02 associated
to 50% of nitrogen dose, was obtained similar development to the control treatment with 100%
of the dose. In the leaf nitrogen content, the isolate CBSAL02 with 50% of nitrogen dose in
coverage was obtained similar result to the control treatment with 100% of the dose. For
productivity, the associated isolates to 100% of dose have the best results, more significant than
the control treatment with 100% of the dose. The isolates CBSAL02 and CBSALOS associated
to 50% of N, have obtained higher results to the control treatment with 100%. In general, the
isolate CBSALO2 had more significant results in almost all avaluations, indicating its potential
maize plant growth promoter.

Keywords: Rhizobacterias. Fertilizing. Productivity.
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1 INTRODUCAO

A produgdo de graos, juntamente com toda a cadeia do setor agropecuario brasileiro,
tem grande importancia econdmica, pois produz alimentos, matéria prima e gera empregos
(FORNAESIERI FILHO, 2007). O milho (Zea mays) ¢ um dos cereais mais cultivados
mundialmente, e no Brasil, segundo dados da Conab (2019), a produ¢do de milho em graos
ficou em segundo lugar como cereal mais produzido, atrés, apenas, da soja.

Com o passar do tempo, nota-se aumento consideravel no custo de produgao, seja na
compra de sementes e de defensivos, ou também na de insumos. O uso cada vez mais intenso
de fertilizantes minerais vem encarecendo o custo de produgdo, pois a maior parte da matéria
prima ¢ oriunda de importacdo (FERNANDES et a/, 2009). Os altos niveis de fertilizantes
minerais no solo, também, podem ocasionar desequilibro no ecossistema, reducao da
microbiota do solo e contaminacdo da 4gua, sendo assim, ¢ importante buscar formas
alternativas para melhor aproveitamento dos fertilizantes (LOPES, 2000; GUILHERME,
2000).

Uma forma de minimizar esses impactos, ¢ através do uso de microrganismos que

tém a capacidade de fixar nitrogénio, melhorar a solubilizacdo de minerais ¢ aumentar o
crescimento radicular, o qual, consequentemente, leva a melhoria do desenvolvimento da
planta (FONSECA et al, 2000). Acredita-se que a inoculacdo de Rizobactérias Promotoras
de Crescimento de Plantas (RPCPs), possa promover melhor obtencdo de nutrientes,
melhorando sua absor¢do, levando ao menor uso de fertilizantes e reduzindo impactos
ambientais causados pelo seu excesso (RATZ et al, 2017).

As bactérias do género Pseudomonas do grupo fluorescente, podem ser utilizadas na
inoculacdo, com o objetivo de bioprotecdo, controlando microrganismos patogénicos
presente na risosfera (COELHO, 2006). Apresentam, também, resultados significativos em
relacdo ao crescimento vegetal e absor¢do de nutrientes, pois possuem capacidade de
solubilizar fosfato, e induzir a produgio de Acido Indol Acético (AIA), um fitohormdnio
responsavel por estimular o crescimento radicular. (MARCHIORO, 2005). A inoculagdo
dessas bactérias ndo substitui a adubagdo (mineral ou organica), mas pode promover melhor
absor¢ao dos nutrientes disponibilizados, aumentando a producao vegetal (BERND et al,
2014).

Mas para que isso ocorra, as bactérias precisam estar adaptadas as condig¢des

edafoclimdticas e rizosféricas para conseguirem se desenvolver mais facilmente e ajudar a
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planta. Por este motivo, a prospecc¢do da microbiota local, da regido de estudo em questdo se
torna tdo importante (RUMJANEK et al., 2005 apud de MEDEIROS et al, 2007).

O desenvolvimento de inoculantes com estirpes adaptadas as condi¢oes
edafoclimaticas ¢ interessante, pois, s3o bactérias que ja habitam a rizosfera e interagem com
a planta e por isso ndo precisam passar por uma adaptacdo as novas condic¢oes, sendo capaz
de mais rapidamente, desempenhar seu papel (COELHO, 2006). Bactérias oriundas de outros
locais podem ndo se adaptar ao novo ambiente (RUMJANEK ef al., 2005 apud de
MEDEIROS et al, 2007).

1.1 JUSTIFICATIVA

Na agricultura, atualmente, o aumento da produtividade devido ao desenvolvimento
de variedades cada vez mais produtivas, demandam que o produtor invista mais em insumos.
Porém, em sua grande maioria, 0 manejo erroneo e as praticas utilizadas podem acarretar em
perdas por lixiviacdo, volatilizacdo e complicagdes, levando a contaminacdo de rios, lagos e
lengdis freaticos (RATZ et al, 2017).

Segundo Resende (2002), nos ultimos tempos, a adubagdo vem encarecendo o custo
de produgdo e a grande quantidade de fertilizantes aplicado nos solos, com o passar do tempo
pode promover alteracdes na microbiota, prejudicando todo o ecossistema do solo,
especialmente a ciclagem de nutrientes. A grande quantidade de fertilizantes aplicados pode
acarretar em problemas, como aumento na concentracdo de sais e nitrato na agua (LOPES;
GUILHERME, 2000). Por isso, ¢ importante que a planta aproveite, a0 maximo, os nutrientes
a ela fornecidos, reduzindo a entrada excessiva desses insumos (MELO, 1998).

O desenvolvimento de alternativas para reduzir o custo de produgdo e os impactos
ambientais vem se tornando cada vez mais frequente. Por isso, a utilizagdo de microrganismos
capazes de promover o crescimento € melhorar a absor¢ao tem ganhado grande espago (RATZ
etal,2017).

Por esse motivo, o uso de espécies de Pseudomonas, apresentam bons resultados no
desenvolvimento das plantas, pois além de solubilizar o fosfato, t€m um grande potencial de
induzir a planta a produzir AIA (Acido Indol-Acético), um fito-horménio que estimula o
desenvolvimento das raizes e que através deste, pode potencializar a captagao de nutrientes pela
planta (MARCHIORO, 2005).

Sendo assim, o grupo de pesquisa em Microrganismos Promotores de Crescimento de

Plantas (MPCP) da UFSC curitibanos vem desenvolvendo um banco de germoplasma de
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RPCPs (Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas) locais, isoladas da rizosfera de
alho, cultivado na regido, sob a tutela da Professora Dr". Gléria Regina Botelho, em especial,
Pseudomonas do grupo das fluorescentes. Parte dessa colecao foi identificada e testada in vitro,
mostrando que o uso de bactérias adaptadas pode se mostrar uma alternativa para a produgao,

reduzindo custos paralelos e o uso de fertilizantes.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o desenvolvimento da cultura do milho (Zea mays L.) em funcdo da

inocula¢do de isolados de Pseudomonas do grupo fluorescente.

1.2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito da inoculagdo na produtividade do milho submetido a diferentes
doses de adubagao de cobertura (N).
Avaliar a viabilidade da inoculacao em meio turfoso.

Avaliar a capacidade do isolado em suprir a adubagao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A CULTURA DO MILHO

Pode-se dizer que o milho (Zea mays L.) é cultivado em praticamente todo o territério
brasileiro, pois serve de base para alimentagdo animal bem como derivados para alimentagao
humana e produgdo de biocombustivel. O milho ¢ uma planta oriunda da América Central
(México e Panamd) e tem como seu ancestral mais proximo, o Teocinte (FORNAESIERI
FILHO, 2007). A planta foi a espécie que deu inicio ao melhoramento genético, e € o vegetal
com maior grau de domesticacdo que ha hoje. Provavelmente, ndo consiga se manter na
natureza, sem a ajuda do homem (PATERNIANI, 2000).

Pertencente a familia Poaceae, ¢ uma planta com ciclo fotossintético C4, tem um grande
potencial produtivo e alta capacidade na conversdo de CO2 em compostos organicos. Por
apresentar uma alta taxa fotossintética, tem como caracteristica, uma grande producdo de
biomassa, com relagio C/N alta (MAGALHAES, et al, 2002). As folhas acima da espiga, que
recebem mais luz, sdo responsaveis por 60 a 80% da massa seca dos graos. Porém, boa atividade
fotossintética ndo garante maxima producdo, pois a produtividade varia de acordo com o
nimero de grios polinizados e desenvolvidos (MAGALHAES et al, 1995). Seu ciclo
fenologico varia de 110 a 120 dias, para variedades precoces e hiper precoces e até¢ 200 dias
para demais variedades (MAGALHAES et al., 1995).

Na regido sul do Brasil, a safra ¢ cultivada no verdo, e a janela de plantio fica entre o
més de setembro (final de agosto), até janeiro. Porém, sempre semeado entre os meses de
setembro e outubro (INSTITUTO CEPA, 1995). Véarias empresas trabalham no seguimento de
producdo de sementes e hibridos para produc¢dao, com um amplo portifélio de produtos, para
todas as finalidades e adaptados as diversas regides de cultivo (PEREIRA FILHO; BROGHI,
2018).

Quando associado a boas condi¢gdes de solo, disponibilidade hidrica e nutrientes, o
milho tem potencial para altas produtividades, chegando a aproximadamente 15.000 Kg/ha. A
produtividade média no Brasil, na safra 2018/2019, foi de 5.730 Kg/ha e a producao total foi
de 99.312,3 milhoes de toneladas, um crescimento de 23% em relagdo a safra 17/18, tornando-
se a segunda maior safra produzida no pais (CONAB, 2019).

A producao de milho esta a mercé de varios fatores que podem limitar o seu

desenvolvimento, como ataque de pragas e doengas, disponibilidade hidrica, e absorcdo de
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nutrientes (COELHO, 2006). Dados experimentais de Bergamaschi et al. (2004) mostraram que
a cultura do milho pode ter necessidade hidrica, em média, de até 700 mm, podendo variar entre

materiais precoces e tardios.

2.2 EXIGENCIAS NUTRICIONAIS E ADUBACAO NO MILHO

O Brasil ¢ um pais essencialmente agricola, tendo como a produgdo de graos atividade
pioneira de colonizadores e desbravadores (MAGALHAES et al, 1995). Segundo dados da
Conab (2019), para a safra 2017/2018 de milho, foram plantados 16.616 milhdes de hectares, e
para a safra 19/19, um total de 17.333 milhdes de hectares, crescimento de 4,3%. Porém, vé-se
produtividade por area pouco expressiva, chegando a 5 ou no maximo 6.000 Kg/ha. Varios
fatores podem estar associados a isso, um deles, o de maior importancia na questdo economica,
¢ o manejo inadequado dos fertilizantes (LOPES, 2000; GUILHERME, 2000).

A quantidade de fertilizante a ser aplicada segue o mesmo principio das demais
culturas, variando de acordo com os valores obtidos na analise de solo e também dependendo
da qualidade do solo (quantidade de matéria organica, CTC, saturagdo de bases) e suas
caracteristicas (porosidade, textura) (AMADO et al., 2002). A adubagio recomendada ndo pode
ser aplicada totalmente na base (momento da semeadura), pois alguns nutrientes, como o
potéssio (K) pode causar a salinidade do solo, afetando o desempenho da cultura, e em muitos
casos até impedindo a germinagdo, e por isso algumas aplicagdes extras devem ser feitas, como
a do nitrogénio (N), em que a maior demanda ¢ nas fases seguintes a emergéncia, proxima ao
estagio de florescimento/reprodutivo (EMBRAPA, 2011). E importante, também, que o solo
tenha condi¢des de disponibilizar os nutrientes em todo o ciclo da cultura (COELHO, 2006).

O milho possui um gradiente de exigéncia de nutrientes, sendo este, da maior para
menor: nitrogénio, potassio, calcio, magnésio e fosforo (LOPES, 2000; GUILHERME, 2000).
Por isso, atenc¢do as analises de solo ¢ de grande importancia para que as correcdes sejam feitas
de forma a garantir a maxima eficiéncia, reduzindo custos (EMBRAPA, 2011).

Além de saber definir a quantidade de fertilizante a ser aplicado, ¢ importante conhecer
a dinamica de absor¢do da planta, nas suas diferentes fases de crescimento, para que seu
desenvolvimento ocorra da melhor maneira possivel (COELHO, 2006). Segundo Hoeft (2003),
adose e a época de aplicagdo de fertilizantes nitrogenados tém efeito marcante na produtividade
da cultura.

A cultura apresenta grande exigéncia em adubacao nitrogenada, pois esse nutriente €

componente principal de processos bioquimicos, constituinte de enzimas, proteinas e
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aminoacidos, além de estar ligado diretamente a area foliar, producdo de clorofila e taxa
fotossintética (FARIA, 2014). Além disso, a disponibilidade de N pode afetar o tamanho de
espiga, numero ¢ massa de graos, sendo esses alguns componentes de rendimento da cultura
(FANCELLI, DOURADO NETTO, 2000).

O nitrogénio ¢ considerado um dos principais fatores limitantes ao rendimento de graos
de milho e o que mais onera custo de producdo da cultura, e sabe-se, por exemplo, que a
adubagdo nitrogenada representa cerca de 40% do custo total de produ¢do da cultura do milho

(BARROS NETO, 2008).

2.3 RPCP (RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE PLANTAS)

Ha um grande grupo de bactérias que atuam como promotores de crescimento. Os mais
conhecidos e primeiros a serem estudados e utilizados foram os rizobios (Rizobium,
Bradyrhizobium), pela sua alta eficiéncia em fixar nitrogénio em simbiose com leguminosas
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Porém, atualmente, varios outros géneros de bactérias sdo
utilizados, ndo sendo necessariamente simbiontes, mas que por estarem localizados na rizosfera
sdo denominadas RPCP (Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas) promovem o
crescimento de vegetais (ZAGO et al, 2000). O grande interesse em utilizar bactérias como
alternativa em sistema produtivo, da-se pelo fato da demanda crescente da utilizacdo de
tecnologias “limpas”, mas sempre com objetivo de manter altas produtividades. (ZAGO et al,
2000).

A utilizagdo de microrganismos como promotores de crescimento em gramineas vem
sendo estudado a um longo tempo, e muitos ainda acreditam que a inoculag¢do ainda ndo traz
resultados significativos (EMBRAPA, 2011). Porém, alguns produtos comerciais ja sao
utilizados, como aqueles a base de Azospirillum, que possui a capacidade de fixar nitrogénio e
promover o crescimento das plantas, através de outros mecanismos (BASI, 2013). Essas
rizobactérias ndo conseguem suprir toda a demanda de adubacao das culturas (EMBRAPA,
2011). Entretanto, as pesquisas continuam para prospeccao de rizobactérias mais eficientes no
estimulo ao crescimento de plantas e consequentemente, na melhoria da absor¢ao de nutrientes
por essas (GOMES DA CUNHA, 2017).

O género Pseudomonas, abrange uma gama de organismos muito versateis, com
diversas caracteristicas, e para o interesse agrondmico, sao capazes de atuar na promo¢ao do

crescimento de plantas e no biocontrole de fitopatogenos (FREITAS, et al, 2003). As
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Pseudomonas fluorescentes possuem a caracteristica de atuar diretamente e indiretamente na
planta, produzindo reguladores de crescimento vegetal e solubilizando fosfato (diretamente), e,
produzindo metabolitos secundarios, (B 1-3 glucanase, sideroforos e antibidticos), que auxiliam
no controle de microrganismos deletérios presentes no solo (FONSECA et al, 2000).

Segundo Melo (1998), essas bactérias promovem um aumento na absor¢ao de fosfatos
organicos por acao de fosfatases, e de fosfato inorganico, via agdo de acidos organicos. Isso,
atrelado a sua capacidade de induzir a producao de AIA, que promove o crescimento radicular,
faz que a planta seja mais eficiente na absor¢ao de agua e nutrientes e, consequentemente,

melhora seu desenvolvimento e produtividade.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AREA EXPERIMENTAL.

O trabalho foi realizado na Fazenda Experimental da Universidade Federal de Santa

Catarina — campus Curitibanos, no periodo da safra 2018/2019. A 4rea estd localizada nas

coordenadas geograficas 27°16°26.55” S e 50°30°14,41” W com altitude de aproximadamente

1000 metros. O clima da regido ¢ classificado, segundo K&ppen-Geiger, como Ctb temperado

— mesotérmico umido e verao ameno. Apresenta chuvas bem distribuidas durante o ano todo,

sendo a precipitacdo média anual em torno de 1.480 mm. O més de julho ¢ o que apresenta

menor precipitacdo, sendo 106 mm no total, € janeiro o0 més mais chuvoso, com precipitacao de

167 mm (CEPA, 2003).

O solo ¢ classificado como Cambissolo Aplico de Textura Argilosa, com relevo

ondulado (EMBRAPA, 2006). A anélise do solo em que foi instalado o experimento

esta na tabela 1.

Tabela 1 - Andlise de solo da &rea experimental

Propriedades Amostras (0-20)
pH CaCl2 5,40
P (mg.dm-3) 17,25
K (mg.dm-3) 78,00
Ca (cmolc.dm-3) 10,72
Mg (cmolc.dm-3) 5,44
Al (cmolc.dm-3) 0,00
H + Al (cmolc.dm-3) 4,96
MO (g.dm-3) 47,52
SB (cmolc.dm-3) 16,36
CTC pH7 (cmolc.dm-3) 21,32
Zn (mg.dm-3) 3,50
Fe (mg.dm-3) 21,80
V (%) 76,74
Mn (mg.dm-3) 21,50
Cu (mg.dm-3) 3,90
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De acordo com os valores obtidos na analise de solo, ndo foi necessario realizar
a corre¢do do solo com calagem ou aplicacao de fertilizantes para corre¢do, foi feita

apenas adubacdo de plantio.

3.2 DELINEAMENTO E INSTALACAO DO EXPERIMENTO

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados em esquema
fatorial (3x3) +3, sendo: trés doses de adubacdo nitrogenada em cobertura (0%, 50% e 100%
da dose recomendada para a cultura), e trés isolados de bactérias obtidos do banco de
germoplasma do laboratério de microbiologia da UFSC, campus Curitibanos (CBSAL21,
CBSALO2 e CBSALO0S), e mais trés tratamentos sem inoculagdo, em quatro repeti¢des. Foram
um total de 12 tratamentos que estao dispostos na tabela 2 e 48 unidades amostrais (Figura 1).

As parcelas foram alocadas com quatro metros de largura por trés metros de
comprimento, totalizando 12m?. O espagamento utilizado foi de 45 cm entre linhas e 33 cm
entre plantas, totalizando um stand final de 70 mil plantas por hectare. Cada parcela ficou
compostas por 8 linhas de plantio, e para avaliacdo, para evitar efeito de bordadura foram
excluidas as duas linhas laterais e mais 50 cm do inicio e final da parcela, ficando como area

til 5 m?. Foram um total de 12 tratamentos que estdo dispostos na tabela 2 e figura 1.

Tabela 2 - Descri¢ao dos tratamentos
Adubagao N em

Tratamentos Cobertura (%Dose) Isolado
T1 0 -
T2 50 -
T3 100 -
T4 0 CBSAL21
T5 50 CBSAL21
T6 100 CBSAL21
T7 0 CBSALO02
T8 50 CBSALO02
T9 100 CBSALO02
T10 0 CBSALOS
T11 50 CBSALOS

T12 100 CBSALOS
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Figura 1 - Croqui da area experimental
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Fonte: O autor.

Tabela 3 - Adubagdo de cobertura em funcdo da dose aplicada.

Primeira aplicacdo 30 DAS

(dose) Nitrogénio (Uréia) Kg/ha Potissio (KCI) Kg/ha
100% 47 (105) 24 (40)
50% 23,5 (52,5) 12 (20)
Segunda aplicacio 43 DAS
100% 47 (105) ]
50% 23,5 (52,5) ]

3.3 PRODUCAO DO INOCULANTE E INOCULACAO.

O preparo do inoculante com isolados de Pseudomonas fluorescentes foi realizado no
laboratorio da UFSC Curitibanos (CBSO01). Para obter as suspensdes bacterianas, cada isolado
foi inoculado em Erlenmeyers contendo 10 mL de meio liquido King B e incubados por 24h a
26 °C. Apos este periodo, cada isolado foi inoculado em turfa previamente esterilizada, onde
para cada isolado, foram pesados 7 gramas de turfa, sendo assim, retirado uma aliquota de 0,7
ml de cada isolado e adicionado a turfa seguindo a propor¢ao de 10ml de meio para 100g de
turfa. Apos essa etapa os beckers com a turfa inoculada foram levados a estufa e incubados por

48h a 26°C, constituindo se assim, o inoculante.
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Figura 2 - Suspenséo de isolados para inoculag@o em turfa esterilizada.

Fonte: O autor.

A dose de inoculante para as sementes foi baseada na propor¢ao recomendada para a
maioria dos produtos existentes no mercado, com diferentes bactérias promotoras de
crescimento vegetal. Recomenda-se 100g de inoculante para 50kg de sementes, acrescido de
300mL de solugdo agucarada a 10%. Os célculos da quantidade de inoculante e solu¢do foram
efetuados, de acordo com a quantidade de sementes necessaria para a instalacdo do
experimento. Nesse caso, para cada isolado foram utilizadas 750g de semente, 1,5 g de

inoculante turfoso e 4,5 mL de solucao acucarada.
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Figura 3 - Sementes para inoculacdo.
2| AU ™

Fonte: O autor.

Para manter as mesmas condi¢des em todos os tratamentos, o tratamento testemunha
também recebeu inoculante, sem a presenca de bactérias e passou pelo mesmo processo de
desenvolvimento descrito acima.

E importante que para eficiéncia da inoculagdo, medidas de assepsia sejam tomadas
para execucao das atividades. Todo o processo de producdo do inoculante, no laboratorio, foi
processado no interior do fluxo laminar e todo material utilizado, previamente esterilizado. Para
a inoculacdo de cada tratamento foram utilizadas luvas, feita a desinfec¢do de materiais e

bancadas com alcool 70%, e também, homogeneizacdo no inoculante sobre a semente.

3.4 SEMEADURA

Antes da semeadura, realizou-se a dessecacao da area para eliminar plantas indesejadas

e também, para que a cobertura de inverno viesse a se tornar palhada. Como pode ser
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visualizado na figura 4 algumas plantas resistentes de azevém (Lolium multiflorum),
permaneceram na area, necessitando uma capina para retirada.

Quatro dias antes da semeadura, realizou-se a adubacao de base (N-P-K). Seguindo a
analise de solo (tabela 2) e recomendagdo para a cultura descrito por Tedesco et al (2004) a
adubagao total foi de 122kg/ha de N (265kg ureia), 80kg/ha de P>Os e 60kg/ha K>O.

O hibrido utilizado neste experimento foi o Dow Agrosciences - 2B587 PW
(atualmente ForSeed). E um hibrido precoce, com boa sanidade da espiga e tolerdncia a seca.
Na semeadura, a quantidade de adubo nitrogenado formulado foi de 24,7kg de N/ha (55kg
ureia), correspondendo a 20% do total. O restante foi colocado em cobertura. Para o P foram
175kg de supertriplo e de K 100kg KCI. O P foi aplicado todo no momento da semeadura e o
K foi colocado parceladamente, sendo 60 kg/ha de KCI na semeadura e o restante em cobertura,

junto com a primeira aplicagdo de N.

Figura 4 - Area experimental apds dessecag@o e demarcacao das linhas.

Fonte: O autor.

A semeadura foi realizada dia 10 de novembro de 2018, de forma manual, colocando
duas sementes por posi¢ao, a fim de obter maior precisdo € menos falhas. Sempre na mudanca
de tratamento, os equipamentos utilizados eram limpos com alcool 70%, e realizada a troca das

luvas, para evitar contaminagdo. As linhas foram demarcadas com a semeadora de verdo. Aos
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15 DAS (Dias Apds a Semeadura), foi realizado o desbaste, para a retirada uma planta de cada
posi¢do e evitar a competicao.

Para realizar a adubagdo de cobertura de N foi utilizada a ureia e a aplicacao foi
realizada em duas etapas. A primeira, aos 30 DAS, uma parte da adubagdo potassica foi
misturado a adubagdo nitrogenada, seguindo a recomendacado (tabela 3). A segunda aplicagao
de N foi feita aos 43 DAS. A adubacao nitrogenada em cobertura foi aplicada de acordo com a

tabela 3, para se obter as duas doses testadas, completa (100%) e , metade da dose (50%).

3.5 PARAMETROS AVALIADOS

3.5.1 Altura de planta e inser¢ao da espiga

No estadio fenologico do florescimento masculino, foram avaliados os parametros,
altura de planta e altura de inser¢do de espiga. As medi¢des foram feitas nos dois metros
quadrados centrais da parcela (area util), para evitar efeitos de bordadura. Foram aferidas 10
plantas de cada parcela.

A medida da altura da planta foi feita da base da planta, rente ao solo, até a tltima
folha, sem alterar sua conformacdo. A medida da altura da inser¢do da espiga foi feita da base
da planta, rente ao solo até a base de inser¢ao espiga. Ambas as medidas foram realizadas com

auxilio de uma trena métrica.

3.5.2 Diametro de colmo

No estadio fenologico do florescimento masculino, foi realizado o didmetro do colmo,
mesurado com o auxilio de um paquimetro digital. A aferi¢do foi realizada nas mesmas dez
plantas em que foram realizadas as avaliagdes de altura de planta e insercao da espiga, levando

em consideracdo o segundo no6 acima do solo.

3.5.3 Nitrogénio foliar

No estadio fenoldgico florescimento masculino foi avaliado o nitrogénio foliar

das plantas selecionadas na area util da parcela. Foi retirada a primeira folha abaixo da espiga
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de cada planta amostrada. Foi retirado o terco central da folha, desconsiderando-se as duas
extremidades, identificado e armazenado em saco de papel. Em seguida, levados a estufa de
circulacao forgada de ar, a temperatura de 45°C, onde ficaram por 48h, para perda de umidade.
As folhas foram, posteriormente, levadas a trituragdo. As plantas amostradas foram as mesmas
das avaliacoes dos itens 3.5.1 e 3.5.2.

O método da analise utilizado, baseia-se na decomposi¢do da amostra a temperatura
aproximada de 380°C com acido sulfurico concentrado. O nitrogénio presente na solucao acida
resultante foi determinado por destilagao por arraste de vapor, seguida de titulacdo com acido

diluido (TEDESCO et al., 1995).

3.5.4 Nimero de fileiras e nimero de graos por fileira

Ao final do ciclo de producao, foram coletadas de dez plantas da area util da parcela.
Nas espigas para avaliacdo, o nimero de fileiras e grdos foram determinados manualmente.
Ap6s isso, essas espigas foram debulhadas juntamente com o restante das espigas da area util

da parcela.

3.5.5 Produtividade

Ao final do ciclo foi avaliada a produtividade da cultura, debulhando todas as plantas
da area ttil da parcela, juntamente com as espigas coletadas para avaliacdo de numero de fileiras
e grao por fileiras. A massa de graos foi pesada, retirada uma amostra para medir a umidade e
posteriormente, fez-se a determinagdo da produtividade em kg/ha, com a corre¢do da umidade
a 14%.

Os dados obtidos nas avaliagdes foram submetidos a analise estatistica com auxilio do
programa Sisvar, passando pela andlise de variancia ao nivel de 5% significancia e teste médias

Scott-Knott também a 5% de significancia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ALTURA DE PLANTA E INSERCAO DE ESPIGA
Houve diferenga estatistica entre os tratamentos referente aos parametros altura de

planta e altura de insercdo de espiga, o primeiro formando apenas dois grupos e o segundo

formando quatro grupos estatisticos, como observa-se na figura 5.

Figura 5 - Altura de plantas e inser¢do de espiga avaliada aos 86 DAS.
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Meédias seguidas de nimeros iguais, ndo diferem estatisticamente.
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Esses parametros sdo importantes a serem avaliados, pois estdo diretamente ligados a
resisténcia da planta ao acamamento e area foliar para atividade fotossintética (REPKE, 2012).
Na figura 5, pode-se observar que para altura de planta, os tratamentos utilizando os inoculantes
e 50% da dose de N em cobertura apresentaram resultados estatisticamente semelhantes aos
tratamentos controle com 100% e 50% da dose, ficando na faixa entre 2,10 a 2,36 m. Esse,
também, foi igual aos tratamentos com inoculante associado a 100% da dose de N. Este
resultado demonstrou a capacidade dos isolados em promover incremento no crescimento da
planta, com apenas metade da dose de N aplicada em cobertura.

Resultado semelhante foi encontrado por Oliveira (2012), que testou a inoculagdo de
um produto comercial a base de Pseudomonas fluorescens em milho segunda safra, variando
as doses de adubagio N-P-K, sendo elas 125 e 250 kg.ha™! e a altura de plantas ndo variou na
presenca ou ndo da inoculagdo. Cardoso et al. (2008) avaliaram o efeito da inoculagdo de
rizobactérias do género Pseudomonas no crescimento e desenvolvimento de plantas de milho
precoce, cultivado em casa de vegetacdo, e constataram efeito positivo da inoculagio para esse
parametro, o que reforga os resultados obtidos neste estudo.

A capacidade de promover incremento na altura de planta ¢, também, realizado por
outras rizobactérias, como ¢ mostrado por Braccini et al. (2010) que analisaram a eficiéncia da
inoculagdo de Azospirillum em sementes de milho com e sem nitrogénio e verificaram que os
tratamentos inoculados com a bactéria Azospirillum proporcionaram maior altura de planta. E
sabido que o Azospirullum, além de fixar N, estimula o crescimento da planta por produzir
fitormonios, como AIA. Existem algumas Pseudomonas fixadoras de N, mas a sua principal
relevancia, especialmente esses isolados ¢ sua capacidade de produzir AIA (Botelho et al.,
2019).

Para altura de inser¢do da espiga, o tratamento com a dose completa de N, e os dois
isolados CBSAL21 e CBSALOS5 formaram o grupo estatistico com maior média, com valores
de 1,28 a 1,30 m. Porém, o isolado CBSALO2 com metade da dose de N apresentou resultado
semelhante ao tratamento com 50% da dose de N, sendo 1,19m e 1,18m respectivamente. Esse,
também foi semelhante a associag@o entre esse mesmo isolado e a dose de N completa.

Em seu estudo, Oliveira (2012) ndo observou diferenca para o parametro altura de
inser¢do de espiga para tratamentos com inoculacdo, apresentando resultados diferentes ao
presente estudo, que os tratamentos com inoculagdo e 100% da dose de N, apresentaram ganhos
de aproximadamente 40 cm na altura de insercao da espiga. Repke (2012) estudou a relagao
entre altura de planta e altura de inser¢do da espiga com o indice de acamamento para dez

hibridos comerciais € ndo observou acamamento de plantas, mesmo para tratamentos em que a
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altura de insercdo de espiga chegou a 1,40m, reforcando o resultado do presente experimento
em que o ganho de altura da inser¢do da espiga nao foi elevado a ponto de causar acamamento

das plantas.

4.2 DIAMETRO DE COLMO

Houve diferenca estatistica entre os tratamentos, como pode ser observado na figura 6.

Figura 6 - Diametro de colmo avaliado aos 86 DAS.

Diametro do colmo (mm)

26,00
25,00 1
24,00 al
23,00
al
22,00
21,00
20,00 I
19,00
. & o o
éﬁ\t\ " '» a° \'.\’ & b
of O X 5 *» RS <a
d;;- @@- & & ﬁ' ég;- &S
(o] (& C &

Meédias seguidas de nimeros iguais, ndo diferem estatisticamente.

A avaliacdo do didmetro do colmo ¢ importante, pois também ¢ um parametro
relacionado a resisténcia da planta ao acamamento, ¢ também, ligado ao transporte e
armazenamento de fotoassimilados, e consequentemente, pode contribuir com aumentos de
produtividade (KAPPES et al., 2011). Na figura 6, pode-se observar diferenca de 4 mm no
diametro de colmo do tratamento com menor média (CBSAL21/0), para o de maior média
(CBSALO02/100). Porém, ¢ importante destacar que o isolado CBSALO02 com 50% da dose de
N em cobertura apresentou diametro de colmo de 24,94mm, resultado semelhante ao tratamento
com 100% da dose (24,52mm) e também aqueles com isolados CBSAL0O5 e CBSAL0O2 com
100% da dose de N (24,97 e 25,08mm), sugerindo a capacidade dos isolados em manter o

desenvolvimento, com 50% da dose de N. O isolado CBSALO02 associado a metade da dose de
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N, apresentou ganho de 9,42% no didmetro do colmo em relagdo aos demais isolados associados
a mesma condicao e adubagao.

Em um estudo realizado com inoculag¢do de Azospirillum brasilense e Herbaspirillum
seropedicae em milho, por Dartora et al. (2013), foi observado um incremento de 15% no
desenvolvimento do colmo em relagdo a testemunha, na fase vegetativa e reprodutiva, efeito
que foi atribuido, possivelmente a associagao das duas bactérias diazotréficas, onde a promogao
do crescimento se d4 em funcdo da fixagdo biologia de nitrogénio (FBN) estimulo na producao
de AIA, ndo somente de raiz, mas para parte aérea da planta, levando a uma maior expansao

celular e aumento no didmetro do colmo.

4.3 NITROGENIO FOLIAR
Observou-se diferenga estatistica entre os tratamentos (figura 7).

Figura 7 - Teor de N foliar aos 84 DAS.
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Segundo Raij, et al. (1996), a concentragdo de nitrogénio foliar que apresenta a
adequada nutri¢do da cultura do milho encontra-se entre 27 a 35 g.Kg.

Os teores de N variaram entre 1 a 5g de N/Kg de biomassa foliar, sendo a maior média
obtida pelo tratamento com CBSALO02/100, apresentando 4,82 g de N/Kg, um incremento de

15,86% em relacdo ao tratamento controle com 100% da dose.
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Pode-se observar que todos os tratamentos em que ndo houve N aplicado em cobertura
apresentaram valores menores, juntamente, com os tratamentos dos isolados CBSAL21 e
CBSALO5 com 50% da dose. Esses apresentam teores na faixa de 1,16 4 2,39 g. Kg' de N. O
tratamento com metade da dose de N apresentou teor de N foliar maior (3,08 g. Kg™!) que os
dos isolados CBSAL21 e CBSALOS5 quando receberam metade da dose de N (1,90 € 2,00 g.Kg
1). Observou-se que, apesar de ndo haver diferenca estatistica, o isolado CBSAL02 quando
associado a dose completa, apresentou maior teor de N que aquele somente com o 100% de N.
Isto sugere que o isolado potencializou a absor¢ao desse nutriente e consequentemente, sua
translocagdo, melhorando o desenvolvimento da planta podendo contribuir com a
produtividade.

O actimulo de nitrogénio foliar € crescente, de acordo com as doses aplicadas. Observa-
se, que a inoculacdo do CBSALO2 com 50% da dose de N possibilitou a concentracdo de N
foliar semelhante observado na adubagao com 100% da dose de N. Basi (2013) constatou, assim
como no presente trabalho, que a inoculagdo de A. brasiliense resultou em maior concentragao
de nitrogénio foliar. Porém, tal efeito pode estar relacionado as crescentes doses de N aplicado,
nao estabelecendo uma relacao direta do aumento no teor de N foliar com a FBN mas sim, com
a promoc¢ao do crescimento a partir das outras vias de inducdo, como estimulo na produgao de
AJA que leva a um maior crescimento das raizes e parte aérea, aumentando a atividade
fotossintética e absor¢ao de nutrientes. Lana ef al. (2012) estudou o efeito da inoculacao de
Azospirillum brasiliense associado a diferentes doses de adubacgao de base e de N em cobertura
e constatou incremento no teor de N foliar, resultado da inoculagao.

Os autores ressaltaram que a maior absorcao e concentracao de nitrogénio pelas plantas
inoculadas nao ¢ resultado apenas do processo de FBN, mas também pela liberacdo de
substancias responsaveis por mecanismos de promocdo do crescimento vegetal, que favorecem

o desenvolvimento radicular e a capacidade das plantas em absorver o nutriente.
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4.4 NUMERO DE FILEIRAS POR ESPIGA E GRAOS POR FILEIRA

Houve diferenca estatistica entre os tratamentos (figura 8).

Figura 8 - Numero de fileiras por espiga e graos por fileira.
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Meédias seguidas de niimeros iguais, ndo diferem estatisticamente.

Para esses parametros, a estatistica da média dos tratamentos diferiu entre os tratamentos

que ndo tiveram adubagdo nitrogenada em cobertura, para os que receberam. Para esses
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parametros, a inoculagdo dos isolados CBSAL21, CBSAL02 e CBSALOS associado a 50% da
dose de N em cobertura apresentaram resultados de, em média, 16 fileiras por espiga e 25 graos
por fileira. Esses resultados foram estatisticamente semelhantes aos tratamentos em que os
isolados receberam 100% da adubagdo em cobertura, e também, aos tratamentos controle que
receberam 100% da dose de N

Em um estudo com inoculac¢do de Pseudomonas flourescens em milho, com diferentes
doses de adubacgao fosfatada, realizado por Zucareli (2011), foi constatado que as diferentes
doses de adubacao e a inoculagdo nao alteraram o numero de fileiras. Porém, em um estudo
com Azospirillum brasilense, Cavallet et al. (2000) encontraram aumento no comprimento
médio das espigas de milho, de 13,6 para 14,4 cm, o que proporciona consequentemente um
aumento no numero de graos por fileira. Isso refor¢a os dados obtidos no presente trabalho, em
que o tratamento com inocula¢do do isolado CBSALO2 com 50% da dose de N, apresentou
resultado semelhante ao tratamento com 100% da dose, pois mesmo com metade da dose, na
presenga do inoculante, as plantas apresentaram espigas com numero de graos com fileira

maior, afetando positivamente, um pardmetro de rendimento da cultura.

4.5 PRODUTIVIDADE

Houve diferenca estatisticas entre os tratamentos (figura 9).

Figura 9 - Produtividade da cultura, em Kg.ha-1.

Produtividade (Kg/ha)

7.000,00
6.000,00
5.000,00
4.000,00
3.000,00 44
2.000,00
1.000,00 I
0,00
P e s R e
@"? t a? ﬁ:‘;‘ S &
& & @ ¢ @

Meédias seguidas de nimeros iguais, ndo diferem estatisticamente



33

Para a produtividade, houve uma diferenga bastante significativa, o melhor tratamento
apresentou ganho de 4137,18 Kg. ha! em relagio ao tratamento testemunha, sem N. Os
tratamentos em que os isolados receberam 100% da dose de N em cobertura apresentaram
resultados mais expressivos, diferindo até mesmo do tratamento testemunha com 100% da dose
de N, apresentando ganhos de 1854,41 Kg.ha™! para o isolado CBSAL21, 1457,95 Kg.ha! para
o isolado CBSALO02 e 1050,71 Kg.ha™! para o isolado CSALO05, demonstrando a capacidade dos
isolados em promover ganhos em produtividade. Possivelmente, auxiliaram na melhor absor¢ao
e translocacdo de nutrientes, através da capacidade desses isolados em produzir AIA para
expansdo celular, aumentando o tamanho de raizes e também de parte aérea.
Consequentemente, melhorou a capacidade da planta em absorver luz e , assim, melhorando a
atividade fotossintética.

Um ponto interessante ¢ que os isolados CBSAL02 e CBSAL21 quando associados com
metade da dose apresentaram produtividades semelhantes ao tratamento com dose completa.
Os ganhos foram de 18,40% e 8,05% respectivamente, indicando o potencial desses isolados
em promover melhor absor¢do e até mesmo diminuir a necessidade da adubacdo nitrogenada
em cobertura. Uma outra observacdo que reforcou essa possibilidade, foi a produtividade
atingida pelo CBSALOS5 com metade da dose que se assemelhou a dose de 50%.

Esses dados estdo de acordo com os encontrados por Zucareli (2011), em que os
tratamentos com inoculacao de P. fluorescens e as doses completas de adubagdo apresentaram
resultados superiores ao tratamento com 100% da dose. O mesmo foi observado por Oliveira
(2012), em que os ganhos de produtividade com a inoculagdo de Pseudomonas fluorescens
chegaram a média de 650 kg. ha™!, demonstrando o potencial dessas rizobactérias para obter
ganhos de producao.

Moreira (2014), testou a inoculagdo de duas estirpes de bactérias diazotroficas MTAz8
e MTh2, além de um inoculante comercial a base de 4. brasilense, com tratamentos em que
foram aplicados 50 e 100% da dose de N em cobertura. O autor constatou producao equivalente
entre os tratamentos, em que foi utilizado o inoculante comercial associado a doses de 50 e
100%, em relacdo aos tratamentos das duas estirpes associados a 50% da dose de N em
cobertura. Esses resultados se assemelham aos do presente trabalho, em que o isolado
CBSALO2 com 50% da dose, apresentou produtividade estatisticamente semelhante ao
tratamento controle com 100% da dose, e diferenca de aproximadamente 500kg.ha' a menos
que os tratamentos com dose completa, deixando claro que esses isolados ndo possuem como
caracteristica principal a FBN, mas sim a promoc¢ao do crescimento como um todo, que também

¢ de grande importancia para a planta.
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5 CONCLUSAO

A associacao do isolado CBSALO2 com a dose de N de 50% apresentou diferengas
significativas para os parametros didmetro de colmo, teor de N foliar, nimero de graos por
fileira e produtividade, em relagdo aos tratamentos sem sua inoculacdo. Isto indicou seu
potencial de incremento no crescimento e produ¢ao do milho.

A capacidade dos isolados em promover aumento na produtividade ficou bastante
expressivo, demonstrando seu potencial em melhorar a absor¢ao de nutrientes e agua.

A inoculagdo em meio turfoso se demostrou bastante eficiente, visto que foi o primeiro
plantio realizado a campo com esses isolados, garantindo assim o melhor desenvolvimento e
sobrevivéncia dessas bactérias no solo.

A inoculagdo dessas bactérias tem como objetivo a promocdo do crescimento e
desenvolvimento das plantas, isso inclui tudo o que esté atrelado a isso, como por exemplo a
produgdo de fitohormonios (AIA), a solubilizagdo de nutrientes, apontado um uso dessas

bactérias como forma de potencializar o desenvolvimento.
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