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RESUMO

Um dos fatores limitantes na produtividade de milho no Estado do Paré é a falta de informacdes
em relacdo aos beneficios da adogdo de bactérias promotoras de crescimento e ao manejo da
adubacdo nitrogenada. Em geral, os agricultores tém adaptado as recomendacGes de adubacéo
do milho cultivado no Sul do pais para os Estados do Norte, uma vez que os dados de pesquisa
para a cultura sdo escassos na regido. Por sua vez, em decorréncia das diferengas de potencial
produtivo entre os hibridos de milho, as doses de fertilizantes podem estar sendo superestimadas
e/ou subestimada. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
desenvolvimento vegetativo, fisiolégico e estado nutricional do milho inoculados com
Azospirillum brasilense associado com fontes e doses de nitrogénio. O experimento foi
realizado em delineamento experimental de blocos completos casualizados, em esquema
fatorial 4 x 2 x 2, com quatro repetices cada, assim especificado: quatro doses de N (0; 60;
120 e 180 kg ha! de N), duas fontes de N (ureia comum e ureia tratada com inibidor de urease
— NBPT) e auséncia e presenca de inoculagdo com Azospirillum brasilense. As avaliagdes
constaram do crescimento vegetativo da planta, das trocas gasosas e da concentracdo de
macronutrientes na raiz, colmo e folha de plantas de milho. Os resultados identificaram que a
inoculacdo das sementes de milho com a bactéria e o uso da adubacdo nitrogenada,
independentemente das fontes aplicadas, promoveu melhoria no crescimento vegetativo e nas
respostas fisiologicas do milho, especialmente quando aplicado a dose de 120 kg/ha de N. O
incremento nas doses de N e a inoculagdo com a bactéria também influenciaram a concentracéo
de macronutrientes no milho. Contudo, a dose de 180 kg ha* de N associada & inoculacéo das
sementes com Azospirillum brasilense proporcionou maior concentracdo de macronutrientes no
milho, independentemente quando aplicado a ureia comum ou ureia tratada com inibidor da
urease.

Palavras-chave: Adubacédo nitrogenada. Fixacdo bioldgica de nitrogénio. Inibidor de urease.

Zea mays L.



ABSTRACT

One of the limiting factors in the productivity of corn in the State of Para is the lack of
information regarding the benefits of adopting growth-promoting bacteria and the management
of nitrogen fertilization. In general, farmers have adapted the recommendations for fertilizing
maize grown in the south of the country for the northern states, since research data for the crop
Is scarce in the region. In turn, due to differences in yield potential between corn hybrids,
fertilizer doses may be overestimated and / or underestimated. Thus, this study aimed to
evaluate the vegetative, physiological and nutritional status of corn inoculated with
Azospirillum brasilense associated with nitrogen sources and doses. The experiment was
carried out in a complete randomized block design, in a 4 x 2 x 2 factorial scheme, with four
replicates each, as specified: four doses of N (0; 60; 120 and 180 kg ha-1 of N), two sources of
N (common urea and urea treated with urease inhibitor - NBPT) and absence and presence of
inoculation with Azospirillum brasilense. The evaluations consisted of the vegetative growth
of the plant, the gas exchange and the concentration of macronutrients in the root, stem and leaf
of the corn. The results identified that the inoculation of the corn seeds with the bacteria and
the use of nitrogen fertilization, regardless of the sources, promoted an improvement in the
vegetative growth of the hybrid, improving the vegetative development and the physiological
responses of corn, especially when applied at 120 kg ha of N. The increase in N doses and
inoculation with the bacterium also influenced the concentration of macronutrients in corn.
However, the dose of 180 kg ha™ of N associated with seed inoculation with Azospirillum
brasilense, provided a higher concentration of macronutrients in corn, regardless of the
application of common urea or urea treated with a urease inhibitor.

Key words: Nitrogen fertilization. Biological nitrogen fixation. Urease inhibitor. Zea mays L.
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1 CONTEXTUALIZACAO

O milho (Zea mays I.) € uma cultura expressivamente cultivada no Brasil e no mundo,
sendo primordialmente utilizado na alimentagdo animal, por meio da producdo de racéo e
nutricdo humana na forma de farinhas, dleos, flocos e etc., aléem do uso na inddstria de alta
tecnologia para producdo de etanol (SANTOS et al., 2018). Em relacéo a producdo mundial de
milho, os Estados Unidos despontam como maior produtor mundial, com cerca de 34,5% (371
milhdes de toneladas), seguido da China, com 24,5% (263 milhdes de tonelada) e o Brasil com
7,6% (82 milhdes de toneladas), juntos esses paises sao responsaveis por cerca de 66,5% da
producdo desse grdo (CONTINI et al., 2019). Segundo dados da Companhia Nacional de
Abastecimento, na safra 2020/2021 o Brasil fecha o ciclo com um volume de 252,3 milhdes de
toneladas (CONAB, 2020).

No Brasil, as regides Sudeste e Centro-Oeste sdo as de maior producdo nacional,
representado pelos estados do Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Parana, Santa Catarina e Mato
Grosso (CONAB, 2020). Com o crescimento do setor agropecudrio, principalmente a avicultura
e suinocultura, ha tendéncia de estimulo do consumo interno de grio (COELHO, 2018), sendo
assim, € imprescindivel o investimento em tecnologias que diminuam o custo de producédo e
elevem a produtividade agricola, uma vez que se trata de uma cultura expressivamente cultivada
no pais, com grande demanda e potencial de crescimento (PEREIRA, 2014).

No Estado do Para o milho é o sexto alimento mais cultivado, perdendo para mandioca,
dendé, soja, acai e cana-de-agucar (FAPESPA, 2017). No entanto, existe uma perspectiva de
expansao da fronteira agricola para a producdo de grdos na regido Norte e Nordeste do pais,
considerando o atual cenario do agronegdcio brasileiro. Esta estimativa se baseia no avango do
plantio mecanizado de grdos para a regido amazonica. Além disso, existe uma melhoria da
infraestrutura por meio da construcdo de rodovias, hidrovias, portos, armazéns e ferrovias
decorrentes de investimentos publicos e do setor privado, que estdo em execucao na regido,
aumentando e inserindo o Para como potencial produtor de gréos do pais.

Diante da expectativa de crescimento do cenario agricola na regido Norte do pais, em
especial a producdo de gréos, interligada a constante necessidade de cultivo de alimento e da
busca pela ampliacdo do sistema produtivo agricola (PEREIRA, 2014), além da baixa
fertilidade natural dos solos, principalmente com relacdo ao nitrogénio, ja que os solos
brasileiros de forma geral ndo fornecem a quantidade ideal de nutrientes para garantir
produtividade agricola (GUIMARAES, 2006), ja4 que os solos localizados em regifes
tropicais, por ser altamente intemperizados, apresentam baixa disponibilidade de
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macro e micronutrientes para o desenvolvimento de culturas de cereais (GALINDO et
al., 2018).

O N é um dos principais macronutrientes responsaveis pela manutencdo da
produtividade vegetal, sendo responsavel pela formacéo das caracteristicas morfoldgicas das
folhas e caules, além do desenvolvimento de perfilho, composi¢do das moléculas de acidos
nucleicos, clorofilas, fonte de informacdo genética, proteinas, formagdo de enzimas,
participacdo nas rotas metabdlicas, funcbes estruturais e transportes de nutrientes, além da
constituicdo da matéria seca e melhoria da qualidade de forragem (TAIZ; ZEIGER, 2013;
NOVOA; LOOMIS, 1981; OKUMURA et al., 2011). Tornando a fertilizagdo nitrogenada uma
técnica essencial para aumento do potencial produtivo das plantas (JUAREZ LAGUNES et al.,
1999; MARTHA JUNIOR; CORSI, 2000; TEUTSCH et al., 2005; ALOIVISI et al., 2018).

Aproximadamente 98% do N presente no solo encontra-se na forma organica e somente
2% nas formas absorviveis pelas plantas (MALAVOLTA, 2006). Para ser assimilado pelo
vegetal o nitrogénio precisa esta na forma inorganica de nitrato (NOs’) e amdnio (NHs"), as
quais sdo absorvidas pelas plantas (FAQUIN, 2005; FORNASIERI FILHO, 2007). O
nitrogénio apesar de ter alta concentracdo na atmosfera, onde 78% do ar atmosféricos é
composto por N2, parte desse nutriente encontra-se na forma nédo disponivel pela planta, pois
necessita de uma grande quantidade de energia para a quebra da ligacao tripla da molécula, para
disponibilizar o N para os vegetais na forma assimilavel (REIS; TEIXEIRA, 2005).

O fornecimento de N via fertilizantes minerais € um dos principais fatores responsaveis
pelas elevacdes dos custos de producdo das culturas, uma vez que a conversao industrial, por
meio da quebra das moléculas de N para a obtencdo dos adubos nitrogenados é um processo
oneroso e de elevado custo (PEREIRA, 2014). Portanto, 0 manejo da adubacdo nitrogenada
deve ser realizado para garantir maior produtividade vegetal e reducdo dos custos de producao
(TEIXEIRA FILHO et al., 2014).

Diante disso, 0 N torna-se um fator limitante para o incremento da produtividade
agricola, ja que o trigo, milho e arroz sdo responsaveis pelo consumo de aproximadamente 60%
do total de fertilizantes nitrogenados produzidos no mundo (ESPINDULA et al., 2014;
VETTORAZZI et al., 2019). Além disso, existe a necessidade da selecdo de doses
adequadas de N, seguindo exigéncia nutricional da cultura (GALINDO et al., 2018), uma
vez que a escolha de doses de N € uma decisdo agrondmica importante que o0s
agricultores assumem, ja que os custos de fertilizantes sdo elevados.

Para alcancar maior produtividade e rendimento de grdos de milho s&o aplicadas altas

doses de nitrogénio (N), ja que os solos ndo suprem a demanda necesséaria das culturas ao longo
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do seu ciclo produtivo (GALINDO et al., 2017). No entanto, parte do N aplicado para
suplementar as colheitas pode ser lixiviado ou volatilizado para o meio ambiente na forma de
amonia (NHs), monoxido de nitrogénio (NO) que contribuem para um aumento do efeito estufa
(SOUZA et al., 2019). Diante disso, existe a necessidade de meio de cultivo que favoreca o
rendimento agricola e possibilite uma melhoria na recuperacéo dos niveis de N no solo e nos
fertilizantes, visando um melhor uso interno de N pela planta (BARRACLOUGH et al., 2014).
Além disso, permanece uma cobranca ou exigéncia de diversos seguimento das
sociedades de adocdo de praticas agricolas que melhorem a sustentabilidade do meio
ambiente, especialmente em relacdo a gestdo nutricional (GALINDO et al., 2018).

A busca por sistema de produgdo que atenda a demanda nutricional do milho com
reduzido custo de producdo e economicamente sustentdvel, vem sendo almejada por
pesquisadores de todo mundo. Visando reduzir o impacto ambiental ao meio ambiente, além da
constante necessidade de elevar a producdo agricola, garantido assim a seguranca alimentar
para populacdo em crescimento e com énfase em sistema agricola sustentavel, levaram ao
interesse no uso de inoculante contendo bactérias que promovem o crescimento das plantas e
melhoram o rendimento das culturas sem prejudicar o meio ambiente (HUNGRIA et al., 2010;
COSTA et al., 2015). Com base nisso, alguma alternativa vem sendo estudada, como por
exemplo o uso de bactéria diazotréficas, capazes de fixar N, através de associagdes com
sistemas radiculares das plantas, para obtencdo de nitrogénio, por meio da fixacdo bioldgica.
Perante 0 exposto, varias bactérias associativas foram isoladas da cultura de milho, com énfase
nas espéecies Azospirillum lipoferum, Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae,
onde podemos destacar o género Azospirillum, sendo o mais estudado (REIS et al., 2000). Essas
bactérias sdo encontradas naturalmente na rizosfera, colonizando os tecidos internos da raiz,
onde sdo capazes de promover o crescimento das plantas, através da fixacdo de N, além de
produzir fito-horménios como acido indolacético, citocininas, giberelinas e etileno (DE
SOUZA et al., 2010). Tais bactérias tem o potencial de se associar endofiticamente as varias
espécies de graminea, auxiliando no crescimento vegetal, por meio da disponibilizacdo de N
prontamente disponivel, auxiliando dessa forma no crescimento e desenvolvimento vegetal
(DA SILVA, 2013). Além disso, esse microrganismo quando associado simbioticamente no
sistema radicular, pode favorecer o crescimento vegetal, através da producdo e secrecdo de
reguladores de crescimento de planta, que s@o capazes de aumentar e beneficiar o crescimento
do sistema radicular e, assim melhorar a nutricdo mineral das plantas, além de favorecer a
absorcdo de agua, possibilitando mais tolerancia contra as secas e a salinidade (BASHAN et
al., 2006; ALOIVISI et al., 2018).
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E importante destacar que esse género de bactérias possui um complexo enzimatico,
com potencial de reducéo do N, atmosférico em amonia e posteriormente em amonio, através
da quebra da ligacdo triplice do N, podendo ser transportado para fora da célula bacteriana,
sendo rapidamente assimilado pela célula vegetal sob a forma de glutamina (DA SILVA, 2013).
No entanto, é importante salientar que a enzima nitrogenase ¢ uma molécula de molibdénio
ferro proteina que hidrolisa 16 adenosinas trifosfatos (ATP) e transfere 8 elétrons por molécula
de N fixado, nesse caso, ha necessidade de uma grande demanda energética para as células
vegetais. Além disso, em virtude dos elevados custo energéticos das bacterias fixadoras de
nitrogénio, outros fatores regulam a atividade da nitrogenase, como por exemplo a concentracéo
de O, disponibilidade energética da célula, idade fisiolégica (RODRIGUES et al., 2006),
concentracdo de N disponivel na forma de am6nio (PRAKAMHANG et al., 2009). Portanto, as
bactérias diazotroficas podem ampliar a absorcdo de nitrogénio pela planta, reduzindo a
quantidade de adubo mineral a ser aplicado, estimulando o crescimento vegetal, promovendo o
aumento da atividade da redutase do nitrato (CASSAN et al., 2008; DA SILVA, 2013), como
resultado diminuicdo dos impactos ambientais provocado pelo excesso de adubo nitrogenado.

Dentre 0s microrganismos que estdo em estudo, podemos destacar o género
Azospirillum spp. Essas bactérias sdo capazes de melhorar a interacdo com as plantas,
principalmente o grupo das monocotiledéneas (MOREIRA, 2007; JADOSK et al., 2016),
podendo contribuir com a nutricdo nitrogenada, principalmente das plantas de milho, arroz,
trigo, arroz, sorgo, bananeira e abacaxizeiro (DOBEREINER; DAY, 1976; DOBEREINER,
1991; GUNARTO et al., 1999; CRUZ et al., 2001; GERHARDT, 2012).

Os Azospirillum spp. S&o bactérias gram-negativas, em forma de bastonetes
uniflagelados, de vida livre, com alta mobilidade no solo e um versatil metabolismo de carbono
e nitrogénio que aferem a aptiddo para o crescimento em ambiente competitivo da rizosfera
(HALL; KRIEG, 1984; STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000). O Azospirillum
brasilense tem grande potencial de uso como biofertilizante (GERHART, 2012), devido a
capacidade de colonizar raizes de varias espécies de plantas, além da ampla distribuicédo
geogréfica e eficiéncia na fixacao de nitrogénio in vitro (PEDROSA, 1987).

O género Spirillum foi relatado primeiramente por BEIJERINCK (1925), sendo
posteriormente reclassificados como Azospirillum, em fungdo do seu potencial para
fixacdo de nitrogénio atmosférico (N2). No Brasil foi descrito por Dr. Johanna
Dobereiner em 1970 (TARRAND et al., 1978). Em seguida varias pesquisas avaliaram
o potencial de fixagdo de N, visando reduzir o uso do fertilizante mineral, apresentando

resultados promissores, dentre estes estudos podemos destacar; (CASSAN et al., 2015;
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MARCAS et al., 2015; OKON et al., 2015; FUKAMI et al., 2016; PEREG et al., 2016;
HUNGRIA et al., 2016; FUKAMI et al., 2018.)

Apesar dos beneficios da associacao serem atribuidos principalmente a capacidade
de fixacdo de N> pelo Azospirillum brasilense, alguns trabalhos descrevem outras
propriedades que implicam na promocéo do crescimento vegetal (FUKAMI et al., 2018),
como por exemplo a sintese de hormonios vegetais, como auxinas (SPAEPEN;
VANDERLEYDEN, 2015), citocininas (TIEN et al., 1979), as giberelinas (BOTTINI et
al., 1989), o acido abscisico (COHEN et al., 2008), o etileno (STRZELCZYK et al., 1994)
e acido salicilico (SAHOO et al., 2014). Além de fatores como solubiliza¢do do fésforo
inorganico (TURAN et al.,, 2012), mitigacdo do estresse abidtico (KIM et al., 2012),
inducdo de tolerancia sistémica (YANG et al., 2009), atenuacdo do efeito excessivo de
metais pesados (BASA et al., 2010), controle bioldgico de patdgenos e limitacdo da
disponibilidade do ferro para fitopatbgenos (TORTORA et al., 2011). Além disso, foi
relatado que a inoculagcdo com Azospirillum brasilense aumenta o contetido de prolina em
brotos e raizes, melhora a concentracdo hidrica no apoplastos, proporciona maior elasticidade
da parede celular, aumenta o teor de clorofila e pigmentos de foto-protecdo, melhora a
condutancia estomatica e eleva a producdo de biomassa (BULEGON et al., 2017). Diante
desses diversos mecanismos de acdo para promog¢édo do crescimento da planta, Basd (2010)
relata a “teoria de mecanismos multiplos™, ou seja, 0 efeito promotor do crescimento do
Azospirillum pode ndo estar somente relacionado a um Gnico mecanismo. Segundo o principio
proposto por Bashan e Levanony (1990), essas bactérias podem favorecer uma associacao
planta-bactéria devido a varios fatores associativos, atuando como um padrao sequencial de
efeitos positivos, resultando de a¢do simultdnea ou consecutiva.

Importante destacar que existe uma condicdo 6tima para a ocorréncia da simbiose
positiva entre a planta hospedeira e a bactérias fixadora de N, ou seja, é necessario que haja
adaptabilidade dos geno6tipos vegetais ao microrganismo fixador, do ambiente e da sinergia
existente entre os organismos em se associar (JADOSKI et al., 2016), ou seja, o tripé gendtipo
X ambiente x fenétipo torna-se fundamental para o sucesso das interagdes, entre
microrganismos fixadores de N e os diferentes géneros vegetais (SMITH et al., 1984).

A simbiose positiva entre este microrganismo tem sido relatada na literatura por
diversos pesquisadores, onde resultados promissores demostram que a inoculacdo com
Azospirillum brasilense em milho resulta em ganho de matéria seca e producdo de graos,
particularmente quando envolve gendtipos ndo melhorados geneticamente na presenga de baixa
concentracdo de N (REIS JUNIOR et al., 2008).
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No Brasil, 0 uso de Azospirillum brasilense como biofertilizante foi aprovado pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento para as culturas de milho e trigo
(GERHARDT, 2012). No entanto, somente em 2009 que o primeiro inoculante comercial
contendo a bactéria comegou a ser comercializada no pais (HUNGRIA et al., 2010). Desde
entdo, cerca de 3 milhdes de doses de inoculante sdo aplicadas anualmente pelos agricultores,
para culturas ndo leguminosas e leguminosas (FUKAMI et al., 2018). Para Hungria et al.
(2010), o uso de Azospirillum brasilense pode economizar bilhdes em fertilizantes minerais,
permitindo diminui¢do nos custos de transporte, aléem de possibilitar reducdo da poluicéo
ambiental.

Embora varios beneficios possam ser encontrados na literatura quando associada a
inoculacdo com Azospirillum brasilense em milho, o aumento da produtividade na cultura
pode ndo ser observado, exigindo mais estudos envolvendo a bactéria fixadora visando
maximizar sua influéncia no desenvolvimento e produtividade da planta. Além disso, ainda
faltam pesquisas para definir quanto fertilizante nitrogenado precisa ser aplicado em
combinacdo com Azospirillum brasilense para alcancar um melhor gerenciamento da
fertilizacdo com N e maximizar o rendimento de grdos de milho (GALINDO et al., 2019).

E valido ressaltar que o fertilizante nitrogenado mais utilizado no mundo ¢ a ureia
(IFA, 2020), apesar dessa fonte se destacar pela elevada concentragdo de nitrogénio, menor
preco de N por unidade de fertilizante, reduzido efeito corrosivo quando comparado a outras
fontes, alta solubilidade e facilidade de mistura com outras fontes, apresenta desvantagem como
elevada suscetibilidade a volatilizacdo de amonia (NHs), fitotoxicidade do biureto e perdas via
lixiviagdo, principalmente em regifes tropicais como o Brasil, onde h& predominio de altas
temperaturas e elevada precipitacio (FRAZAO et al., 2014).

Diversos estudos relataram que as perdas em decorréncia da volatilizacdo por aménia
(NHs3), provocada pela aplicacdo superficial da ureia, podem alcancar de 20 a 30% do nitrogénio
aplicado (WATSON et al., 1994; LARA CABEZAS et al., 2000; CANTARELLA et al., 2003,
SOARES, 2011). No Brasil, a fertilizag&o nitrogenada no milho é realizada em cobertura, sendo
aplicado principalmente em superficie sem incorporagéo ao solo, no entanto, devido ao carater
higroscopico das particulas de ureia, aliada a condi¢des climaticas do pais, esses fatores podem
favorecer as perdas por volatilizagdo (GALINDO et al., 2020). Segundo Tasca et al. (2011),
cerca de 50% do N aplicado em superficie sobre o solo foram perdidos por volatilizacdo de
amonia.

Cabe destacar que varios fatores comprometem a hidrolise da ureia, como por exemplo,

a temperatura, umidade, pH do solo, capacidade de troca catidnica (CTC), tipo e presenca de
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residuos de plantas nas superficies do solo, uma vez que esses fatores podem promover elevacéo
da quantidade e atividade da enzima urease nos solos (CABRERA et al., 1991; CANTARELLA
et al., 2008; LANNA et al., 2010).

Devido a alta demanda nutricional de N pelo milho e as perdas de N as quais a ureia é
suscetivel, sdo imperativas a busca por alternativas que promovam ou favorecam a eficiéncia
da fertilizacdo nitrogenada. Uma opcéo que vem sendo muito estudada € a utilizacdo de adubos
nitrogenados de eficiéncia aumentada, como os de liberagéo lenta ou controlada, cujos objetivos
visam reduzir os processos de perdas por volatilizacdo do N (FRAZAO et al., 2014). Dentre 0s
produtos testados, a moléculas de NBPT [N - (n-butil) tiofosférico triamida], tem demonstrado
capacidade e eficiéncia na reducdo das perdas de N (GANS; HERBST; MERBACH, 2006;
CANTARELLA etal., 2008; SCIVITTARO et al., 2010; OKUMURA et al., 2013).

O NBPT € uma molécula que age inibindo a acdo da enzima urease, pois ocupa a regiao
do centro ativo da particula, provocando uma redugdo na atividade enzimaética
(CHRISTIANSON; BYRNES; CARMONA, 1990; WATSON, 2000; CANTARELLA et al.,
2007), refletindo na reducdo de perdas de amonia por volatilizacdo (CANTARELLA et al.,
2008), além disso, o0 atraso na hidrolise da ureia possibilita a reducdo da concentracéo de NHs
na superficie do solo, diminuindo o potencial de volatilizacdo, além de aumentar a incorporagdo
desse nutriente no perfil do solo (RAWLUK; GRANT; RACZ, 2001; OKUMURA et al., 2013).

Varios pesquisadores sdo enfaticos em afirmar que adi¢do de inibidor & urease tem
diminuido a volatilizacdo de amdnia em cerca de 60%, possibilitando um aumento na eficiéncia
do N e da produtividade das culturas (WATSON et al., 1994; TRENKEL, 1997; RAWLUK et
al., 2001; CANTARELLA et al., 2009; SOARES, 2011). No entanto, importante ressaltar que
alguns estudos como o relatado por Prando et al. (2013), mostraram que o uso de NBPT no
Brasil ndo identificou melhoria significativa no rendimento de graos quando comparado a
ureia convencional, divergindo aos resultados observados em paises localizados em
condigdes temperadas (GALINDO et al., 2019).

Normalmente empresas comercializam ureia tratada com o NBPT, porém surgem
duvidas referentes a estabilidade de inibidor apos sua aplicacéo, pois, o produto tende a reduzir
a sua eficiéncia com o decorrer do tempo de armazenamento, além disso, algumas pesquisas
em areas tropicais relatam ndo haver melhoras no rendimento de grdos quando comparado a
ureia tradicional, sugerindo novos estudos em tais condigdes (GALINDO et al., 2017). Além
do mais, ha duvidas referentes a influéncia do pH do solo na reducdo da eficiéncia do NBPT,
ja que existem evidéncias que o inibidor seja mais eficiente em solos com alto valor de pH e

reduzido teor de matéria organica (WATSON et al., 1994). Esse assunto ainda é pouco
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abordado cientificamente, existindo muitas davidas que precisam ser resolvidas. Além de ser
de interesse para a agricultura, uma vez que a maior parte dos solos brasileiros tem reagdo &cida
(SOARES, 2011).

Portanto, para garantir a producdo de alimento de forma constante sdo
necessarias praticas agricolas que visem maximizar a produ¢do com base no modelo
de conservagao ambiental, ou seja, baseado no modelo sustentavel de producdo, com
foco no incremento da produtividade e com impacto minimo sobre o meio ambiente
(SA etal., 2017; FUKAMI et al., 2018). Diante disso, as praticas de manejo de N devem
incluir uma determinacdo da quantidade de N necesséria para maximizar a producdo agricola,
sem prejudicar a lucratividade econdmica do sistema, além de manter 6timas condigdes
ambientais (GALINDO et al., 2016; GALINDO et al., 2019).

Diante dos fatos mencionados acima, os pesquisadores buscam umas alternativas
viaveis economicamente e sustentaveis ambientalmente corretas que possibilitem uma melhoria
na eficiéncia da fertilizacdo nitrogenada, com reducdo no uso de nitrogénio sem promover
diminuicdo na produtividade vegetal. Portanto, mais estudos envolvendo Azospirillum
brasilense sdo necessarios para potencializar a influéncia no desenvolvimento das plantas e na
sua produtividade, além disso, faltam pesquisas para a definicdo da quantidade de N mineral a
ser aplicada em combinacdo com essa bactéria, visando maximizar o crescimento e rendimento
de milho, além da caréncia de informacdes referentes ao potencial do uso de Azospirillum
brasilense em combinacdo com NBPT quanto a eficiéncia do uso de nitrogénio na cultura do
milho (GALINDO et al., 2020).

Além disso, apesar de muitos trabalhos de pesquisa com N terem sido realizados em
diversas localidades para a cultura do milho, poucos estudos tém sido desenvolvidos na regido
Norte do Brasil, em especial no Estado do Para e, consequentemente muitas davidas tém
surgido sobre os beneficios da adocdo de Azospirillum brasiliense e fertilizantes nitrogenados
de eficiéncia aumentada, assim como uma recomendacéo de dose adequada para a producéo de
milho na regido amazonica.

Diante disso, a Hipotese geral deste trabalho € que a inoculagdo com Azospirillum
brasilense, ureia convencional e fertilizantes nitrogenado de eficiéncia aumentada na cultura
do milho melhoram o crescimento vegetativo, as trocas gasosas e o0 estado nutricional do hibrido
de milho. O objetivo geral do estudo foi avaliar o crescimento vegetativo, desenvolvimento
fisiolégico e estado nutricional do milho inoculados com Azospirillum brasilense associado

com diferentes fontes e doses de nitrogénio.
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Resumo

InformacBes dos beneficios das bactérias promotoras de crescimento, associado com
fertilizantes nitrogenados de eficiéncia aumentada no milho e os efeitos na redugdo da
guantidade de N utilizado sdo escassos na regido amazonica. Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o crescimento vegetativo e as trocas gasosas de hibrido de milho inoculado
com Azospirillum brasilense associado com fontes e doses de nitrogénio. O delineamento
experimental efetuado foi em blocos casualizado, em esquema fatorial 4 x 2 x 2, assim
especificado: quatro doses de N (0; 60; 120 e 180 kg ha de N), duas fontes de N (ureia comum
e ureia tratada com inibidor de urease — NBPT) e auséncia e presenga de inoculagdo com
Azospirillum brasilense, com quatro repeticGes cada. As avaliacBes constaram do crescimento
vegetativo da planta (altura da planta, didmetro do colmo, area foliar, namero de folhas, massa
seca do colmo, da raiz, das folhas, da parte aérea e massa seca total) e da fotossintese,
condutancia estomatica, transpiragdo, carbono interno, relacdo entre carbono interno e externo
e teor de pigmentos cloroplastidicos. O uso de N proporcionou melhoria no crescimento vegetal
da planta, sendo que a dose de 180 kg ha de N associado com Azospirillum brasilense
promoveu aumento no diametro do colmo, fotossintese, condutancia estomatica, transpiracdo e
razdo carbono interno/carbono externo do milho. O tratamento com inibidor de urease — NBPT
— promoveu o maior diametro de colmo, transpiracéo, relagédo Ci/Ca e clorofila a, clorofila b,
clorofila total e antocianina, quando comparado a ureia. A inoculacdo das sementes de milho
com a bactéria e 0 uso da adubacdo nitrogenada, independentemente da fonte, promoveu
melhoria no crescimento vegetativo do hibrido e favoreceu as respostas fisiologicas do milho,
especialmente quando aplicada a dose de 180 kg ha™ de N.

Palavras-chave: Bactérias promotoras de crescimento; Adubacdo nitrogenada; Fotossintese;

Inibidor de urease
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Abstract

There is a lack of information on the benefits of growth-promoting bacteria associated with
enhanced-efficiency nitrogen fertilizers in corn, and the effects on reducing the amount of N
used in the Amazon region. Thus, the objective of the study was to evaluate the vegetative
growth and gas exchange of corn inoculated with Azospirillum brasilense associated with
sources and doses of nitrogen. The experimental design adopted was the completely
randomized, in a 4 x 2 x 2 factorial scheme, in the following way: four doses of N (0; 60; 120
and 180 kg ha* of N), two sources of N (common urea and urease inhibitor-treated urea —
NBPT) and absence and presence of inoculation with Azospirillum brasilense, with four
replications. The evaluations consisted of the vegetative growth of the plant (plant height, stem
diameter, leaf area, number of leaves, dry mass of stem, root, leaves and aerial part and total
dry mass) and photosynthesis, stomatal conductance, transpiration, internal carbon, relationship
between internal and external carbon and content of chloroplast pigments. The application of
N provided an improvement in plant growth, and, in general, the dose of 180 kg ha® N
associated with Azospirillum brasilense, promoted an increase in stem diameter,
photosynthesis, stomatal conductance, transpiration and corn internal/external carbon ratio. The
treatment with urease inhibitor — NBPT, promoted the largest stem diameter, transpiration, Ci
/ Ca ratio and chlorophyll a, chlorophyll b, chlorophyll total and anthocyanin compared to urea
treatment. The inoculation of corn seeds with the bacteria and the use of nitrogen fertilization,
regardless of the source, promoted an improvement in the vegetative growth of the hybrid and
favored the physiological responses of corn, especially when applied to a dose of 180 kg ha*
of N.

Keywords: Growth promoting bacteria; Nitrogen fertilization; Photosynthesis; Urease

inhibitor.
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2.1 Introducéo

O milho (Zea mays L.) é uma planta pertencente a familia Poaceae e tem ampla importancia
econdmica no cenario agricola, em razdo dos seus gréos estarem associados a utilizacdo para
producdo de alimentacdo animal, humana, espessantes, colantes e produgdo de 6leos. O Brasil
é o terceiro produtor mundial, perdendo para os Estados Unidos e China, e o segundo maior
exportador do grdo (Conab, 2019). No entanto, para obter altas produtividades € preciso altas
doses de nitrogénio (N), ja que geralmente os solos localizados em regides tropicais ndo tém
suprimento adequado para satisfazer a necessidade da cultura (Galindo et al. 2016), tornando a
fertilizacdo de N um dos mais onerosos no processo de producao (Souza et al. 2019).

O uso indiscriminado de fertilizante mineral pode afetar negativamente a fertilidade do
solo, e originar problemas ambientais, tais como acidificacdo do solo, poluigdo ambiental e
reducdo da atividade microbiana, assim, as bactérias promotoras de crescimento de plantas
como Azospirillum brasilense surgem como alternativa para reduzir o custo de producéo e
favorecer a sustentabilidade agricola (Vijayalakshmi et al. 2019).

O nitrogénio € fundamental para o metabolismo das plantas, contribuindo ativamente
para a formacdo dos amino&cidos, proteinas, acidos nucleicos, amidas e coenzimas (Munareto
et al. 2018), é um nutriente absorvido em grande quantidade pelo milho, sendo o mais limitante
na producado, ja que exerce funcBes nos componentes das células vegetais e envolvido no
incremento da produtividade de graos (Galindo et al. 2019).

Portanto, existe a necessidade de estudos que potencializem a melhoria da eficiéncia na
utilizacdo de nitrogénio, objetivando uma produgdo mais sustentvel. Uma alternativa é o uso
de bactérias diazotroficas do género Azospirillum, devido a capacidade de reduzir a utilizacdo
de fertilizantes minerais, melhorando a atividades de microrganismo do solo e potencializando
o crescimento do sistema radicular das plantas (Vogel e Fey 2016). As bactérias quando
associadas a rizosfera proporcionam a fixacao biolégica do N, pelo meio da fragmentacao da
molécula de N2 livre no solo, tornando-o assimilavel para as plantas (Galindo et al. 2019), além
do mais, essa bactéria possui a capacidade de aumentar a absorcdo de fosforo, nitrogénio e
micronutrientes, melhorando a absorc¢éo de 4gua, alem disso, promove a secre¢do de hormonios
como auxinas, citocininas, giberelinas e etileno (Margar e Dawson 2017).

Apesar dos beneficios oriundos da inoculagdo com Azospirillum brasilense, o
microrganismo nao consegue fornecer toda exigéncia de N do milho, requerendo
complementacdo com aplicacdo de fertilizantes nitrogenados, sendo a ureia a principal fonte de
N utilizada na agricultura mundial (IFA, 2019), tendo como vantagem elevada concentracao de
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nitrogénio (N), alta solubilidade, predisposi¢éo de mistura com outras fontes e menor custo de
N. No entanto, apresenta altas perdas por volatilizacdo de amoénia (NH3), especialmente em
paises de regibes tropicais, onde ha predominio de altas temperaturas como no Brasil (Frazéo
et al. 2014).

Uma das possibilidades para atenuar as perdas do N é o tratamento da ureia com
substancias que inibem a atividade da enzima urease, os chamados tiofosfatos de N-butil
triamida (NBPT). A adi¢éo deste inibidor a ureia tem diminuido a volatilizacdo de aménia em
torno de 60%, aumentando a capacidade de uso do N e a produtividade do milho (Cantarella et
al. 2008). Contudo, faltam estudos para definir a dose necessaria de N em combina¢do com
Azospirillum spp. para obter o méximo rendimento do milho, sendo fundamental determinar o
potencial do uso da bactéria em combinacdo com NBPT, avaliando o beneficio da aplicacdo de
N na produtividade da cultura (Galindo et al. 2019). Diante disso, a hipétese do trabalho € que
a inoculacdo com Azospirillum brasilense aliada as fontes e doses de nitrogénio melhoram o
comportamento fisioldgico de hibrido de milho. Sendo assim, o objetivo do estudo foi avaliar
0 crescimento vegetativo e as trocas gasosas do milho inoculado com Azospirillum brasilense

associado com fontes e doses de nitrogénio.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Caracterizacao da area e analise de solo

O experimento foi realizado em casa de vegetacao localizado no Instituto de Ciéncias Agréarias
da Universidade Federal Rural da Amazonia, Belém, Brasil. Apresentando como coordenadas
geograficas 48°26'18.0" de longitude Oeste de Greenwich e 1°27'17.3" S de latitude Sul. O
clima, segundo a classificacdo de Koppen, é do tipo Afi, com precipitacdo média de pelo menos
60 mm nos meses que menos chove, sem apresentar periodo de estiagem. O substrato utilizado
no experimento foi coletado na profundidade de 0 a 20 cm em Latossolo Amarelo distrofico
(Embrapa, 2018), coletado em area de capoeira aberta da Universidade Federal Rural da
Amazo6nia. Em seguida, foram retiradas amostras compostas para analise fisica e quimica do
solo, no instituto brasileiro de analises (IBRA), conforme metodologia descrita por (Silva,
1999). Na Tabela 1 os resultados demostraram a necessidade da corre¢do de apenas o teor de
potassio com aplicacdo de 60 kg ha® com cloreto de potéssio, seguindo recomendacio de
Oliveira et al. (2018). Os dados climaticos da area experimental foram coletados durante a

conducgdo do experimento (Fig. 1).
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2.2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental adotado foi o de bloco inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 4x 2x 2, assim especificado: quatro doses de N (0; 60; 120 e 180 kg ha™ de N), duas
fontes de N, ureia comum (com 45% de N) e ureia tratada com inibidor de urease — NBPT (com
45% de N) na presenca e auséncia de Azospirillum brasilense, com quatro repeti¢des cada.

2.2.3 Origem e semeadura das sementes

A semente utilizada foi o hibrido simples de milho K9960 VIP3 (classificado como alto
potencial produtivo, 6tima sanidade de colmo, elevada adaptabilidade de plantio para regides
tropicais / subtropicais e ciclo precoce), comumente adotado na regido sudeste do Estado do
Para, doado pela empresa Juparana. Inicialmente ap6s a coleta o substrato foi passado em
peneira de malha de 2 mm, em seguida foi homogeneizado em 256 kg de matéria (himus)
oriundo de residuos de poda de mangueira para 768 kg de solo da mistura. Os vasos com
dimens3o de 25 x 32 cm de didmetro e altura respectivamente, com volume de 15.708 cm?,
foram preenchidos com 15,7 litros de substrato, preparado por meio da mistura homogénea de
terrico com himus, na proporcdo de 3:1 respectivamente.

2.2.4 Aplicacdo dos tratamentos

Para os tratamentos com inoculacdo, as sementes foram homogeneizadas juntamente com o
inoculante (200 mL diluido em agua equivalente a 10% do peso das sementes, estirpes Ab-V5
e Ab-V6 na concentragio 2 x 108 UFC mL™), inoculadas uma hora antes da semeadura (Leite
et al. 2019). As doses de nitrogénio foram aplicadas em cobertura de uma Unica vez, realizadas
aos 10 DAE (dias apds a emergéncia das plantas) quando comecou a desenvolver o seu sistema
de raiz secundario seguindo recomendacdo de Jadoskl et al. (2016). Os baldes receberam
irrigacdo didria controlada, para repor a 4gua evapotranspirada durante o periodo experimental,
e o teor de agua do solo foi mantido préximo a capacidade de campo, por meio do método
gravimétrico (Catuchi et al. 2011), que consiste na reposi¢do da lamina de irrigacéo baseada na
pesagem diaria dos baldes. O controle de plantas daninhas e pragas foi realizado diariamente e

manualmente por meio do arranque mecanico e catagdo manual, respectivamente.

2.2.5 Fenologia e medicéo de plantas
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As avaliacbes foram realizadas por ocasido do pleno florescimento masculino (estadio
fenoldgico Vt), isto €, do pendoamento das plantas (Ritchie et al. 1993), aos 50 dias apos a
emergéncia (periodo que estabilizou o crescimento da parte aérea), mensurando as variaveis de
crescimento vegetativo e trocas gasosas.

As medidas referentes a altura da planta (AP) e diametro do colmo (DC) foram efetuadas
com auxilio de régua graduada e paquimetro digital marca Zaas, respectivamente; em seguida,
as plantas foram seccionadas em diferentes partes (folhas, raiz, colmo + bainha),
acondicionadas em sacos de papel de 5 kg, identificadas e levadas a estufa de circulacdo forgcada
de ar a 65 £ 2 °C. Ao atingir o peso constante, cada parte da planta foi pesada em uma balanca
analitica modelo M214AIH para determinacdo da massa seca da raiz (MSR), massa seca da
folha (MSF), massa seca do colmo (MSC), massa seca da parte aérea MSPA (calculado como
a soma das massas secas do colmo e folhas) e massa seca total (MST). O nimero de folhas (NF)
foi obtido por meio da contagem manual, considerando todas as folhas completamente
expandidas. Na determinacdo da area foliar (AF) foram mensurados o comprimento (C) e a
largura (L), na parte mediana de todas as folhas de cada uma das plantas, para a obteng&o inicial
da AF segundo Sangoi et al. (2007). Adotando a proposta de Francis et al. (1969), o célculo da
area foliar foi obtido mediante ao emprego da seguinte equacio: AF (dm?) = 0,75 * Largura *
comprimento da folha, posteriormente, foram somados os valores individuais de todas as folhas

para obter o valor total de area foliar por planta.

2.2.6 Avaliacdo das trocas gasosas

As trocas gasosas foram determinadas na folha intermedidria completamente expandida e
fotossinteticamente ativa, em duas folhas adjacentes, em dia sem nebulosidade, representando
0 periodo diurno em que a fotossintese atinge os valores maximos, de acordo com que foi
determinado a partir das curvas diurnas das trocas foliares. A taxa de assimilagdo liquida de
CO2 (A), condutancia estomatica ao vapor d’agua (gs), concentragéo intercelular de CO> (Ci) e
taxa de transpiracdo foliar (E) foram medidos no intervalo de 08:00 as 10:30 h na maxima
fotossintese da curva diurna, usando um sistema portatil de fluxo aberto de trocas gasosas
modelo (LI1-6400-02B, LI-COR Inc., Lincoln, NE), sob uma concentracdo de CO, externo de
400 umol mol™de ar e sob um fluxo de radiagio fotossinteticamente ativa de 900 umol m™ s*

de fotons. Posteriormente, foi calculada a relagdo carbono interno e externo (Ci/Ca).
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2.2.7 Determinagéo dos pigmentos fotossintéticos

Inicialmente foi realizada a pesagem de 100 mg de folha fresca de cada amostra, colocando em
um almofariz, contendo 3mL de acetona a 80%, seguida da maceracdo e a filtracdo com papel
toalha. Transferindo o sobrenadante para um baldo volumétrico, aferindo o volume para 25 ml.
Posteriormente, as amostram foram lidas em espectrofotdmetro a 663nm (clorofila a), 647 nm
(clorofila b), 537 nm (antocianinas) e 470 nm (carotenoides) e como o branco usou-se somente
acetona 80%, sendo que as concentracdes finais de clorofilas, antocianinas e carotenoides foram

calculadas segundo metodologia preconizada por Sims e Gamon (2002).

2.2.8 Andlise estatistica

Os resultados das andlises de crescimento e trocas gasosas foram submetidos aos testes de
Shapiro-Wilks e Levene para verificar a normalidade e homocedasticidade dos dados,
respectivamente. Cumpridas as premissas basicas, foi realizada a analise de variancia, na qual
foi realizado o desdobramento, que se mostrou significativo. Para avaliar o efeito de diferentes
doses de N, fertilizantes e inoculagdo no hibrido de milho, foi realizada analise de variancia,
com Teste de Tukey a 5% de probabilidade, e ajustado por regresséo polinomial para diferenciar
se houve resposta linear ou ndo linear as taxas de N aplicadas, utilizando o programa estatistico
Sisvar (Ferreira 2019).

2.3 Resultados

Pelos resultados da analise de variancia (Tabelas 2 e 3) verificou-se efeito significativo pelo
teste F (p < 0,05) das fontes de nitrogénio, inoculagdo com Azospirillum brasilense e das doses
de nitrogénio, no crescimento e nas caracteristicas fisiologicas avaliadas, exceto a concentracdo
interna de carbono. O efeito significativo na interagdo tripla (Fonte x Inoculagdo x Doses) foi
observado para o didmetro do colmo, clorofila b, clorofila total e antocianina, indicando

dependéncia dos fatores avaliados.

2.3.1 Crescimento da planta e rendimento de biomassa

Para o diametro do colmo (DC) verificou-se efeito significativo da interagéo tripla (Fonte x

Inoculagdo x Dose) (Tabela 2). O DC nas plantas de milho com aplicagdo de ureia sem
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inoculacdo resultou em resposta quadratica para as doses de nitrogénio, com o maior valor de
17,22 mm obtido na dose de 149,7 kg ha™* de N. Enquanto os tratamentos relacionados a ureia
com Azospirillum brasilense e inibidor de urease na auséncia e presenca da bactéria obtiveram
ajustes para a equacéo linear crescente, em que a dose de 180 kg ha™* de N promoveu os valores
maximos de 17,26, 17,05 e 17,44 mm de didmetro, respectivamente. A inocula¢do do milho
com a bactéria promoveu maior incremento no didmetro do colmo quando comparado com as
plantas sem a inoculacdo (Tabela 4).

A altura da planta (AP) e area foliar (AF) apresentaram efeito significativo para o fator
Dose, com o melhor ajuste para a equacao quadratica (Tabela 2). O aumento nas doses de N
influenciou positivamente os valores fitotécnicos da cultura. Observou- se também neste estudo
que as doses de 152,11 e 157,75 kg ha* de N foram as que proporcionaram as maiores AP
(122,50 cm) e AF (43,61 dm?), respectivamente (Tabela 5).

Para a variavel numero de folhas (NF) observou-se efeito significativo na interacdo
Inoculacdo x Dose, ajustando-se ao modelo de regressdo quadratica (Tabela 2). Pelas
informac@es da Tabela 6 verificou que o nimero de folhas para plantas sem inoculacdo alcancou
valor maximo de 14,22 plantas™ na dose estimada de 180 kg ha™* de N, enquanto para as plantas
com inoculagio o nimero de folhas atingiu valor de 13,72 plantas™ na dose de 131,25 kg ha'
de N.

A massa seca das folhas (MSF), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca total
(MST) apresentaram efeito para a interacdo Inoculacao x Dose (Tabela 2). Os tratamentos com
ureia na auséncia e presenca de Azospirillum brasilense adequaram-se melhor ao modelo de
regressdo quadratica, em que a variavel MSF obteve o valor de 27,03 g planta™ na dose 182,37
kg hade N e 25,57 g planta® na dose estimada de 148,37 kg ha™ de N, respectivamente (Tabela
6).

Para a MSPA verificou-se valores maximos de 73,56 e 68,89 g planta™® nas doses de
177,73 e 158,41 kg ha de N com a fonte ureia na auséncia e presenca de Azospirillum
brasilense, respectivamente. Enquanto os maiores valores de MST de 89,08 e 83,12 g planta™
foram obtidos nas doses de 186,89 e 159,28 kg ha! de N com ureia na auséncia e presenca da
bactéria, respectivamente (Tabela 6). As variaveis de massa seca do colmo (MSC) e massa seca
da raiz (MSR) apresentaram efeito significativo para o fator dose, com o melhor ajuste dos
dados & equacio quadratica, em que as doses de 169,68 e 158,50 kg ha de N proporcionaram

0s maiores valores de 41,85 e 13,28 g planta?, respectivamente (Tabela 5).

2.3.2 Trocas gasosas
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2.3.2.1 Taxa de assimilacdo liquida da fotossintese (A): A analise de variancia identificou
efeito significativo (p<0,05) dos fatores isolados Inoculagédo e Dose para a taxa de assimilagédo
liquida da fotossintese (A), com ajuste ao modelo de regressdo linear crescente (Tabela 3). A
aplicacdo em cobertura de nitrogénio na auséncia da bactéria promoveu valores que variaram
de 13,07 a 18,23 umol m2 s, enquanto no milho inoculado com a bactéria os valores foram de

16,00 a 19,85 umol m2 st nas doses zero a 180 kg ha de N, respectivamente (Tabela 6).

2.3.2.2 Condutancia estomaticas (gs): Este atributo teve um efeito significativo para os fatores
isolados Inoculagéo e Dose (Tabela 3), ajustando ao modelo de regressao linear, nas quais o
aumento das doses promoveu melhoria na condutancia, variando de 0,126 para 0,156 umol m’
251 nas plantas de milho com auséncia de inoculacdo e 0,142 a 0,158 pumol m™2 st nas plantas
com presenca de Azospirillum na dose de 0 e 180 kg ha* de N respectivamente (Tabela 6). No
fator Dose observou-se ajuste ao modelo de regressdo linear, onde o aumento das doses
favoreceu a condutancia estomatica, em que os valores variaram de 0,13 a 0,15 umol m?2s™ de

zero a 180 kg ha* de N respectivamente (Tabela 5).

2.3.2.3 Transpiracao (E): Os dados experimentais da transpiracdo foram submetidos a anélise
de variancia, verificando efeito na interacdo Fonte x Inoculacgdo e Fonte x Dose (Tabela 3). Pelo
desdobramento da interacdo Fonte x Inoculacgéo verificou-se que a ureia na presenca da bactéria
apresentou média de 3,48 mmol m2 s, seguida por inibidor de urease na auséncia (3,27 mmol
m=2 s1) e presenca de Azospirillum (3,23 mmol m? s1), enquanto a ureia sem inoculacéo
resultou no valor de 2,85 mmol m2 s de transpiragéo (Tabela 7). Para a interagcdo Fonte x Dose
os resultados ndo se ajustaram a nenhum modelo estatistico, com média de 2,97 e 3,20 mmol
m2 s para planta de milho com ureia e 3,09 e 3,62 mmol m2s™ com inibidor de urease na dose
de 0 e 180 kg ha de N, respectivamente (Tabela 8).

2.3.2.4 Relagéo carbono interno e externo (Ci/Ca): Na relagdo carbono interno e externo
(Ci/Ca), a analise de variancia apresentou efeito significativo nos fatores isolados Fonte e Dose
(Tabela 3). Quando adubado com ureia, verificou-se que 0s resultados ndo se ajustaram a
nenhum modelo matematico, com média de 0,47 pmol mol™?, no caso do inibidor de urease
verificou-se efeito quadratico sendo que o menor valor para essa caracteristica foi de 0,47 pmol
mol na dose estimado de 85,71 kg ha* de N, em seguida apresentando crescimento até a dose

méaxima (Tabela 8).
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2.3.2.5 Pigmentos fotossintéticos

A anédlise de variancia para o conteudo de clorofilas a (Chl a) observou as interagdes
significativas para os fatores Fonte x Inoculacéo e Fonte x Dose (Tabela 3). O desdobramento
da interacdo Fonte X Inoculagdo apresentou que os tratamentos ureia com Azospirillum e
inibidor de urease na auséncia e presenca da bactéria foram iguais estatisticamente, diferindo
apenas do tratamento ureia sem inoculagdo, sendo os valores obtidos de 0,0021, 0,0025, 0,0021
e 0,0016 mmol kg* MF, respectivamente (Tabela 7). A partir do desdobramento da interacdo
Fonte x Dose, verificou-se que a aplicacdo da fonte de N com inibidor de urease resultaram no
melhor ajuste da equacdo quadratica, com o maximo valor de 0,003 mmol kg MF obtido na
dose de 125 kg ha* de N. Enquanto a utilizago da fonte ureia ndo apresentou ajuste a nenhum
modelo matemético, com média de 0,002 mmol kgt MF (Tabela 8).

Para as varidveis clorofilas b (Chl b), clorofilas totais (Chl totais) e antocianina
verificaram pela andlise de variancia interacdo da Fonte x Inoculacdo x Dose (Tabela 3). A Chl
b apresentou o melhor ajuste ao modelo quadratico, em que a adubacao com ureia com auséncia
e presenca da inoculacdo da bactéria atingiu o valor maximo de 0,00161 e 0,0009 mmol kg™
MF nas doses estimadas de 65,16 e 71,42 kg ha de N, respectivamente, enquanto a aplicagio
da fonte com inibidor de urease na auséncia e presenca de Azospirillum promoveu o valor de
0,00170 e 0,00200 mmol kg* MF na dose estimada de 100 kg ha* de N. A concentragdo de
clorofila total teve ajuste ao modelo quadratico, verificando que a aplicacdo de ureia com
auséncia e presenca de Azospirillum resultou no teor maximo de 0,00363 e 0,0026 mmol kg*
MF na dose estimada de 75 kg ha* de N. Ja a utilizacdo do inibidor de urease na auséncia e
presenca da bactéria obteve o valor maximo de 0,00460 e 0,00563 mmol kg MF nas doses de
100 e 125 kg ha de N, respectivamente (Tabela 4).

No caso do teor de carotenoides observou-se pela anélise de variancia efeito significativo
da interacdo Inoculacéo x Dose e Fonte x Dose (Tabela 3), sendo que o tratamento relacionado
ao adubo nitrogenado com auséncia do Azospirillum brasilense ajustou-se ao modelo de
regressdo quadrética, sendo estimada a concentracdo méxima de 0,001 mmol kg* MF na dose
de 64,2 kg ha de N (Tabela 6), ja as plantas cultivada no solo adubado com N inoculada com
a bactéria houve uma resposta linear decrescente, onde o aumento da adubacdo nitrogenada
promoveu uma diminuigdo na concentracdo de carotenoides por planta, neste caso, atingindo
valor de 0,002 mmol kg™* MF na dose zero de N. Para a interagcdo Fonte x Dose apresentou o

melhor ajuste a0 modelo quadratico, com o maior valor de 0,0016 e 0,0011 mmol kg* MF
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obtido nas doses de 50 e 100 kg ha® de N para as fontes ureia e inibidor de urease,
respectivamente (Tabela 8).

2.4 Discussao

O efeito positivo da inoculacio de semeadura de milho com Azospirillum brasilense pode estar
associado a producdo de hormdnios de crescimento como auxinas, giberelinas e acido
indolacético, excretado pela bactéria, pois estes hormonios além de promover melhoria no
processo de germinacdo das sementes estimulam o crescimento da planta por meio de
alongamento celular (Vogel et al. 2019). Tendéncia similar foi descrita por Costa et al. (2015)
e Marini et al. (2015), que verificaram maior diametro do colmo em milho inoculado com
Azospirillum quando comparado a auséncia da bactéria. O aumento da adubacao nitrogenada,
com énfase para a dose de 180 kg ha* de N, associado a presenca de A. brasilense, promoveu
maior incremento no didmetro do colmo. O aumento do didmetro do colmo no milho esta
associado ao incremento na producdo, uma vez que possibilita a concentracdo de sélidos
sollveis, onde posteriormente serdo utilizados durante a fase de formacao de grdos (Fancelli e
Dourado Neto, 2000), principalmente em situacdo de estresse que comprometa a taxa de
producdo ou translocacao de fotoassimilados (Dartora et al. 2013).

A adubacdo nitrogenada, na dose adequada, isto €, satisfazendo as exigéncias nutricionais
das plantas, desempenha um papel fundamental no crescimento vegetativo, e assim na
producdo. A maior massa vegetativa nas plantas adubadas com nitrogénio e inoculadas com A.
brasilense pode estar associada ao efeito benéfico do nitrogénio no metabolismo da planta,
especialmente em alguns processos fisiologicos, favorecendo a fixacdo nitrogenada e o
crescimento vegetal (Kordi et al. 2019 Morais et al. (2015) identificaram que aplica¢bes das
doses de 100 e 200 kg ha* de N promoveram incremento em todos os atributos vegetativos do
milho, justificando tal fato a importancia do N para a cultura, sendo um macronutriente,
responsavel por compor moléculas de aminoacidos, proteinas, bases nitrogenadas e os acidos
nucleicos.

Os resultados mostraram que a dose de 180 kg ha™ de N foi responsavel pela maior
concentragdo de matéria seca total no milho ndo inoculado com Azospirillum brasilense, em
contrapartida, as plantas inoculadas com a bactéria alcancaram valores maximos em doses
menores de N. Por ser o nitrogénio componente principal da molécula de clorofila, aminoacidos
e proteinas possibilita a cultura crescer até atingir a maturidade completa (Marngar e Dawson

2017), assim, a maior disponibilidade de N promove acréscimo na biomassa seca do milho
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(Bianchet et al. 2015). As pesquisas iniciais envolvendo inoculacGes entre plantas e
Azospirillum brasilense relatavam que o beneficio era essencialmente oriundo da fixagéo
biologica de N2, porém, em estudos posteriores houve identificacdo do efeito positivo nas
alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas nas raizes das plantas inoculadas (Okon e VVanderleyden,
1997; Dobbelaere et al. 2001), como por exemplo, liberacdo de hormonio de crescimento,
aumento na absor¢do de agua e nutrientes em plantas inoculadas (Reis et al. 2008).

A maior taxa de fotossintese nas plantas com a bactéria pode ser atribuida ao processo de
fixacdo de N e a funcéo secretora de hormdnio reguladora de crescimento (Kod et al. 2017).
Saikia et al. (2007) e Barassi et al. (2008) afirmaram que plantas de milho inoculadas com
Azospirillum apresentaram melhoria nos pardmetros fotossintéticos das folhas. Para o fator
Dose verificou-se que a atividade da A foi crescente e linear, variando de 14,53 a 19,04 umol
m2 s nas doses zero (controle) a 180 kg ha* de N, respectivamente (Tabela 5). As crescentes
doses de nitrogénio podem ter favorecido o aumento da carboxilacdo, em virtude da necessidade
da cadeia carbonicas para a assimilagcdo do nitrato (Dos Anjos Soares et al. 2013), e
considerando que o milho estava em pleno crescimento e desenvolvimento, exigindo maiores
teores de carbono e nitrogénio, o aumento da disponibilidade de N possibilitou a elevacdo da
carboxilagdo (Jadoski, et al. 2016). Além disso, a elevacdo da concentracdo de nitrogénio no
solo pode ter favorecido a divisao e expansao celular, originando maior area fotossinteticamente
ativa na folha do milho (Marngar e Dawson, 2017), por ser o N constituinte dos componentes
do processo fotossintético, 0 aumento resulta no incremento da assimilacdo de carbono (Braz
et al. 2019).

A melhor eficiéncia em relacdo a condutancia estomatica em plantas de milho inoculadas
com Azospirillum brasilense pode estar relacionada a maior concentracdo de CO2 nos espacos
intercelulares e na taxa de transpiracdo foliar, tendéncia similar foi descrita Rodrigues et al.
(2014) e Barassi et al. (2008). Para Jadoski et al. (2016) o aumento da condutancia estomatica
em funcdo do incremento de dose de N aplicada aos 46 DAE, pode estar relacionado a maior
translocacéo dos fotossimilados promovido pelo aumento da fotossintese, corroborando com os
resultados deste trabalho.

Resultados revelaram valores da transpiracdo foliar aproximadamente constantes,
independente dos fatores analisados (Tabelas 8), o que presumivelmente ocorreu em funcao da
auséncia de limitacdo hidrica durante o periodo experimental, uma vez que o ensaio foi mantido
na capacidade de campo, portanto, as plantas de milho expressaram a demanda maxima de
transpiracdo. Bulegon et al. (2016) relataram que na cultura da soja a planta expressa a

capacidade maxima de transpiracdo em condi¢des adequadas de agua.
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Taiz; Zeiger (2013) evidenciaram que a rubisco € uma enzima presente nas folhas,
representando cerca de 40% do total das proteinas solUveis, portanto, a concentragdes de
diéxido de carbono nos espacos intercelulares, pode inferir um indicativo de mau
funcionamento da enzima. Além disso, maior indice de assimilacdo liquida de CO. observada
neste trabalho pode ser atribuido ao aumento das concentragdes de dioxido de carbono nos
espacos intercelulares em funcdo do aumento das dosagens de N. Rodrigues (2014) atribui em
seu trabalho que as maiores taxas de assimilacdo liquida de CO», condutancia estomatica e
transpiragdo foliar promoveram maior concentracdo de CO2 nos espacgos intercelulares.
Farquhar e Sharkey (1982) ressaltam que o aumento na concentragdo de CO> no interior da
camara subestomatica nem sempre proporciona elevacao na taxa de assimilacéo liquida de CO>
pela planta, sendo assim esse ponto definido como o de maxima eficiéncia de carboxilacéo.
Jadoski et al. (2016) verificaram gque o0 aumento da quantidade de carbono em plantas de milho
ocorreu devido ao pleno crescimento e desenvolvimento do milho, e assim exigindo maiores
taxas de CO> e nitrogénio para compensar a elevacgdo da carboxilacéo.

O aumento nos teores de clorofila (Chl a, Chl b e Chl total) foi promovido pelo
incremento no metabolismo do nitrogénio, por ser o nutriente componente fundamental nas
plantas, participando ativamente, na biossintese de proteinas e clorofilas, assim a aplicacéo de
N elava o teor de clorofila no milho (Morais et al. 2015). O excesso de N disponivel a planta é
prejudicial, verificando que na maior dose de N (180 kg ha* de N) ocorreu reducéo de 33% nos
teores de Chl a comparado a dose de 125 kg ha® de N, possivelmente, devido ao direcionamento
do N para a formacdo de massa seca das plantas, ocasionando a diluicdo na concentracdo do
nutriente (Larrosa et al. 2009). Além disso, a diminui¢do da concentracdo de carotenoides com
0 aumento das doses de N identificada no presente estudo pode ter contribuido para reducdo da
concentracdo de clorofilas, uma vez que os carotenoides nas folhas tém a funcdo de proteger as
clorofilas da degradacdo (Abdelgawad et al. 2015).

Segundo Dwyer et al (1995), o nitrogénio absorvido em demasia acumula-se como NOg,
e nessa forma o nitrogénio ndo se associa a molécula de clorofila, explicando em parte o
decréscimo observado na concentracdo desse pigmento fotossintético (Takebe e Yoneyama
1989). Além disso, os decréscimos na concentracdo de clorofilas indicam uma redugdo da
capacidade fotossintética do milho, estando relacionado a acdo da ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenasse (Taiz e Zeiger 2013).

2.5 Conclusao
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A aplicacédo da ureia convencional foi mais eficiente em comparagdo ao fertilizante contendo
inibidor de urease, além disso, a inoculacdo da semente de milho com Azospirillum brasilense
e doses de N promovem melhoria na atividade fotossintética, condutancia estomatica e
transpiragdo. De maneira geral, a dose de 180 kg ha de N proporcionou incrementos nas
variaveis de crescimentos (AP, AF, DC, NF, MSF, MSPA, MST, MSC e MSR) e trocas gasosas
(fotossintese, condutincia estomatica e relagdo Ci/Ca). A dose de 120 kg ha de N associada a
inoculacdo com Azospirillum brasilense promoveu maior nimero de folhas, massa seca da
folha, massa seca da parte aérea, massa seca total, além de melhora na fotossintese e
condutancia estomatica, sendo a mais eficiente em termo de producéo vegetativa do hibrido de
milho. Além disso, aplicagdo de fonte de N com inibidor de urease — NBPT resultou no
incremento diametro de colmo, relacdo Ci/Ca, transpiracdo e clorofila a, comparado a fonte

ureia.
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Tabela 1- Analises fisicas e quimicas do solo, antes da semeadura do milho

47

Prof N-total pH MO C P K Ca Mg Al H+Al SB
(cm) kg hat CaCl, --gdm3-- mgdm?® = oo mmole dm3---------- mbh e mmole dm3-------
4960 54 36 21 127,2 1,5 48 11 0 29 124
0-20 CTC V Cu Fe Mn Zn B S Silte Argila Avreia total
mmol, dm % mg dm g kgt
153 68 1,6 37 36,3 52 0,59 16 99 136 765

Tabela 2- Resumo da analise de variancia, aplicado no diametro do colmo (DC), altura da planta (AP), area foliar (AF), nimero de folha (NF), massa seca da folha (MSF),
massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca total (MST), massa seca do colmo (MSC) e massa seca das raizes (MSR) em conformidade com a fonte (F) a inoculagéo de

Azospirillum brasilense (1), e a dose de nitrogénio (D).

Quadrados médios

Causa de Variagio GL DC AP AF NF MSF MSPA MST MSC MSR
Fonte (F) 1 0.070™ 0.023™ 0.001™ 0.350™ 0.003" 0.001™ 0.001™ 0.003™ 0.030™
Inoculagio (1) 1 0.665™ 0.023™ 0.001" 0.450m 0.009" 0.001" 0.001" 0.001" 0.009"
Dose (D) 3 6.672" 0.274" 0.001" 32.355" 0.155" 0.055" 0.036" 0.542" 0.189"
Fxl 1 0.006™ 0.002" 0.001" 0.056"™ 0.001" 0.001" 0.001" 0.001" 0.005"™
FxD 3 0.255m 0.014" 0.001" 1.163" 0.002 0.001"™ 0.001" 0.010™ 0.005™
I x D 3 0.274m 0.027 0.001" 4.916" 0.017* 0.004" 0.003" 0.028™ 0.022
FXIxD 3 0.605" 0.016™ 0.001" 2326 0.007"™ 0.002 0.001" 0.013™ 0.009"
Blocos 3 0.504" 0.017™ 0.001" 1.098" 0.009" 0.003™ 0.002 0.042" 0.008™
Residuo 45 0.175 0.014 0.001 1.822 0.003 0.001 0.001 0.014 0.009
CV (%) - 5.0 25 05 17 3.0 1.8 15 47 57

ns: ndo significativo, *: significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, CV: coeficiente de variagdo.
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Tabela 3- Resumo da analise de variancia, aplicado na fotossintese (A), carbono interno (Ci), condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E), relacdo carbono interno e externo
(Ci/Ca), clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl a), Clorofila total (Chl total), antocianina e carotenoides (CAR) em conformidade com a fonte (F), a inoculagéo de Azospirillum

brasilense (1), e a dose de nitrogénio (D).

Quadrados médios

Causa de variagao GL A Ci gs E Ci/Ca Chla Chlb Chltotal  Antocianina CAR
Fonte (F) 1 0.003™ 4544 4" 0.47m 0.081™ 0.003" 17819.0" 6728.6" 29.6" 0.2m 663.9™
Inoculagdo (1) 1 0.202" 402.84" 10.72" 6.93" 0.001" 610.1™ 14.3™ 2.0m 0.9m™ 1012.9™
Dose (D) 3 0.244" 2439.7m 10.94" 1.01m 0.002" 9045.4" 6970.6" 21.4" 18.7" 10762.0"
Fxl 1 0.006™ 6807.1" 0.57™ 7.37" 0.001" 17251.0" 11682.0" 1.0m 5.8" 420.5™
FxD 3 0.022m 385.01™ 2.05m 6.65" 0.001™ 9539.20" 7078.9 30.9" 4.2" 10985.0"
IxD 3 0.020m 1222.6™ 1.47ms 0.31" 0.001" 2240.40™ 3701.40" 10.6™ 2.0m 2331.50"
FxIxD 3 0.015™ 3107.5™ 0.68™ 0.83m™ 0.001" 8301.10™ 3161.50" 22.07 4.2" 462.0™
Blocos 3 0.101" 74001.07 3.56™ 14.47" 0.006" 1666.40™ 590.5"™ 11.5™ 2.3m 322.1™
Residuo 45 0.024 3313.1 2.24 1.60 0.001 2973.4 1013.8 7.0 1.6 621.8
CV (%) - 5.5 20.9 18.8 8.9 6.9 2.2 1.2 1.9 52 1.0

ns: ndo significativo, *: significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, CV: coeficiente de variagao.
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Tabela 4- Desdobramento da interacdo tripla (Fonte x Inoculacdo x Dose)com equacdo de regressdo e estimativa da maxima eficiéncia técnica, aplicada ao teor de clorofila b
(Chl b), clorofila total (Chl total), antocianina e didmetro do colmo (DC) em hibrido de milho sem e com inoculagdo com Azospirillum brasilense.

- Dose (kg ha®) Equacéo )
Variavel Fonte de N 0 50 120 180 R Y met Nmet

Ureia sem 0,0014 0,0013 0,0018 0,0006 Y=-0,00000008x?+ 0,00001x +0, 001 0,60 0,0016 65,1

Chl b (mmol kg™ MF) Ur_ei_a com 0,0014 0,0007 0,0006 0,0009 y = 0,00000007x? - 0,00001x + 0, 001 0,99 0,000 714
Inibidor sem 0,0008 0,0011 0,0020 0,0008 y = -0,0000001x? + 0,00002x + 0, 001 0,65 0,0017 100,0
Inibidor com 0,0009 0,0021 0,0019 0,0012 y = -0,0000001x? + 0,00002x + 0, 001 0,97 0,002 100,0
Ureia sem 0,0026 0,0030 0,0042 0,0023 y = -0,0000002x? + 0,00003x + 0, 002 0,63 0,0036 75,0

Chi total (mmol kg™ MF) U(ei_a com 0,0038 0,0027 0,0025 0,0040 y = 0,0000002x? - 0,00003x + 0, 003 0,97 0,0026 75,0
Inibidor sem 0,0025 0,0046 0,0040 0,0035 y = -0,0000002x? + 0,00004x + 0, 002 0,82 0,0046 100,0
Inibidor com 0,0024 0,0048 0,0043 0,0032 y = -0,0000002x? + 0,00005x + 0, 002 0,92 0,0056 125,0
Ureia sem 0,0042 0,0041 0,0038 0,0004 y =-0,00002x + 0,0048 0,66 - -

Antocianina (mg 100 g* MF) Ur_ei_a com 0,0028 0,0051 0,0008 0,0006 y =-0,00002x + 0,0039 0,45 - -
Inibidor sem 0,0037 0,0021 0,0011 0,0012 y =-0,00001x + 0,0033 0,82 - -
Inibidor com 0,0109 0,0021 0,0020 0,0013 y = 0,0000006x? - 0,0001x + 0,010 0,92 0,0062 83,3
Ureia sem 12,86 15,23 17,39 16,86 y =-0,0002x? + 0,0599x +12,74 0,97 17,22 149,7

DC (mm) Ureia com 14,27 15,87 16,94 17,26 y =0,0167x + 14,585 0,92 - -
Inibidor sem 13,73 16,79 15,52 17,05 y =0,0145x + 14,471 0,54 - -
Inibidor com 14,44 15,50 17,45 17,44 y =0,0183x + 14,571 0,89 - -

R2 - coeficiente de determinacdo; Ymet — valor estimado da méxima eficiéncia técnica; Nmet — dose de nitrogénio pela maxima eficiéncia técnica.

Tabela 5- Desdobramento do efeito do N, com equag&o de regressdo e estimativa da maxima eficiéncia técnica, aplicada a altura da planta (AP), area foliar (AF), massa seca
do colmo (MSC), massa seca da raiz (MSR) Fotossintese (A) e Condutancia estomatica (gs) em hibrido de milho submetido a doses nitrogenadas.

Variavel Dose (kg hat Equacéo

0 60( g ha) 120 180 quac R? Ymet Nmet
AP (cm) 93.59 107.93 124.62 120.18 y =-0.0013%2 + 0.39x + 92.42 0.95 1225 152.1
AF (dm?) 29.02 36.90 44.16 43.86 y = -0.0006x? + 0.18x + 28.68 0.98 43.6 157.7
MSC (g plantal) 19.24 30.86 40.89 40.73 y =-0.0008x2 + 0.27x + 18.81 0.98 41.8 169.6
MSR (g plantal) 8.40 11.03 13.86 14.06 y =-0.0002x2 + 0.06x + 8.26 0.98 13.2 158.5
A (umol. m2. 1) 14,53 16,81 18,81 19,04 y = 0,0259x + 14,977 0,91 - -
gs (umol. m?2. s?) 0,13 0,13 0,16 0,15 y =0,0002x + 0,1335 0,70 - -

R2 - coeficiente de determinacdo; Ymet — valor estimado da méaxima eficiéncia técnica; Nmet — dose de nitrogénio pela maxima eficiéncia técnica.
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Tabela 6- Desdobramento do efeito dose da analise de variancia com equacao de regressdo e estimativa da maxima eficiéncia técnica, aplicada ao nimero de folha (NF),
massa seca da folha (MSF), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca total (MST), fotossintese (A), Condutancia estomatica (GS) e carotenoides (CAR) em hibrido de
milho, submetida a auséncia e presenca de Azospirillum brasilense e a dose de nitrogénio.

Dose (kg ha?) Equacéo

Variavel Azospirillum 5 ) 20 180 R? Ymet Nmet
NE Auséncia 11,75 13,50 13,25 14,25 y=-0,00005x?+ 0,0215x + 11,91 0,83 14,22 180,0
Presenca 12,42 13,14 14,00 13,62 y=-0,00008x?+ 0,021x + 12,36 0,93 13,73 131,2
MSF (g plantal) Auséncia 13,35 22,26 24,69 28,20 y=-0,0004x2 + 0,1459x + 13,72 0,97 27,03 182,3
Presenca 17,35 20,81 27,52 25,73 y=-0,0004x2 +0,1187x + 16,76 0,89 25,57 148,3
MSPA (g plantal) Auséncia 31,79 57,78 67,55 75,27 y=-0,0013x2 + 0,4621x + 32,49 0,99 73,56 177,7
Presenca 40,63 51,73 72,77 66,68 y=-0,0012x%+ 0,3802x + 38,78 0,89 68,89 158,4
MST (g planta®) Auséncia 39,28 69,26 80,21 90,14 y=-0,0014x%+ 0,5233x + 40,18 0,98 89,08 186,8
Presenca 49,93 62,32 87,83 79,95 y=-0,0014x?+ 0,446x + 47,60 0,87 83,12 159,2
A (umol. m2, s%) Auséncia 13,07 16,44 17,43 18,23 y=0,0274x + 13,829 0,87 - -
B Presenca 16,00 17,18 20,20 19,85 y=0,0243x + 16,125 0,84 - -
GS (umol. m. s Auséncia 0, 126 0,130 0,150 0,156 y=0,0002x +0,1251 0,95 - -
B Presenca 0, 142 0,140 0,170 0,158 y=0.1543 - - -
CAR (mmol kg™ MF) Auséncia 0, 001 0, 002 0, 001 0,001 y=-0,00000007x?+ 0,000009+ 0, 001 0,99 0, 001 64,2
Presenca 0, 002 0, 001 0, 001 0,001 y=-0,000005x + 0,001 0,98 - -

R2? - coeficiente de determinag&o; Ymet — valor estimado da maxima eficiéncia técnica; Nmet — dose de nitrogénio pela maxima eficiéncia técnica.

Tabela 7- Resumo da anélise de média da interacdo Fonte x Inoculagdo, em conformidade com auséncia e presenca de Azospirillum brasilense em semente de milho, na
transpiragdo (mmol ms™) e concentragdo de clorofilas a (mmol kg* MF).

Fonte de N Azospirillum Transpiracao Clorofilaa

Ureia Auséncia 2.85+0.55 Ab 0.0016+0.0008 Ba
Presenca 3.48+0.57 Aa 0.0021+0.0006 Aa

Inibidor Auséncia 3.27+0.70 Aa 0.0025+0.0011 Aa
Presenca 3.23+0.66 Aa 0.0021+0.0007 Aa

Colunas com letras maiGsculas diferentes entre tratamentos de fonte de N (ureia e inibidor sob mesmo tratamento de inoculacéo) e letras minUsculas entre tratamentos de
inoculacdo (auséncia e presenga Azospirilum sob mesma fonte de N) indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (p<0.05). Valores descritos correspondem as médias
de 4 repeticBes e Desvio Padréo.
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Tabela 8- Desdobramento da interacdo Fonte x Dose, com equacdo de regressao e estimativa da maxima eficiéncia técnica, aplicada na relacdo de carbono interno e externo

(Ci/Ca), transpiracdo (E), clorofila a (Chl a) e carotenoides (CAR), em semente de hibrido de milho submetida a diferentes fontes de nitrogénio.

Dose (kg ha?)

Variavel Fontes de N 120 180 Ymet Nmet
Ci/Ca (umol mol?) Ureia 0,48 0,488 . i
Inibidor 054 053 y=0,000007x - 0,0012x + 0,522 0,47 85,71
E (mmol m?s?) Ureia 3,00 3,20 i i
Inibidor 3,36 3,62 - -
. Ureia 0,002 0,002 - -
Chl'a (mmol kg™ MF) Inibidor 0,002 0,002 y=-0,00000008x2+ 0,00002x + 0,001 0,003 125
CAR (mmol kg MF) Ureia 0,002 0,000 v =-0,0000001x+ 0,00001x + 0,001 0,0016 50,00
Inibidor 0,001 0,001 v =0,00000005x - 0,00001x + 0,001 0,0011 100

R2? - coeficiente de determinag&o; Ymet — valor estimado da maxima eficiéncia técnica; Nmet — dose de nitrogénio pela maxima eficiéncia técnica.
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Resumo

A caréncia de pesquisas sobre os beneficios das bactérias promotoras de crescimento,
associado com fontes e doses de fertilizantes nitrogenados no milho em regides tropicais tem
proporcionado muitas duvidas sobre adocdo de manejo nitrogenado, assim como uma
recomendacdo de dose adequada para a producdo de milho. Assim, o objetivo do estudo foi
avaliar o efeito das doses e fontes de nitrogénio associadas a auséncia e presenca de inoculacao
de sementes com Azospirillum brasilense nos teores de N, P, K, Ca, Mg e S na raiz, colmo e
folha de plantas de milho. O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados,
em esquema fatorial 4 x 2 x 2, sendo constituido de quatro doses de nitrogénio (0; 60; 120; e
180 kg ha! de N), duas fontes de N (ureia comum e ureia tratada com inibidor da enzima
urease) com presenca e auséncia de inoculacdo com Azospirillum brasilense, com quatro
repeticdes cada. Os resultados identificaram que as doses de N influenciaram positivamente a
concentracéo de N, P, S no colmo do milho. A ureia com inibidor de urease néo foi eficiente
na fertilizacdo nitrogenada, fornecendo concentragdo semelhante de macronutrientes a ureia
comum. A inoculacdo com Azospirillum brasilense promoveu maior concentracdo de N no
colmo, Ca e Mg na raiz. De maneira geral, o tratamento de semente com Azospirillum
brasilense na dose de 180 kg ha™ de N proporcionou maior concentragio de macronutrientes
no milho, independentemente das fontes ureia comum ou ureia tratada com inibidor de urease.
Palavras-chave: bactéria diazotréfica, teor nutricional, microrganismo do solo, inibidor de

urease, Zea mays L.
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Abstract

The lack of studies on the benefits of growth-promoting bacteria, associated with sources and
doses of nitrogen fertilizers in corn in tropical regions has raised many doubts about the
adoption of nitrogen management, as well as a recommendation of the adequate dose for corn
production. Thus, the objective of the study was to evaluate the effect of doses and sources of
nitrogen associated with the absence and presence of seed inoculated with Azospirillum
brasilense in the contents of N, P, K, Ca, Mg and S in the root, culm and leaf of corn plants.
The experimental design adopted was a completely randomized, in a 4 x 2 x 2 factorial
scheme, consisting of four nitrogen doses (0; 60; 120; and 180 kg ha™* of N), two sources of
N (common urea and urea treated with urease inhibitor) and absence and presence of
inoculation with Azospirillum brasilense, with four replications. The results identified that the
N doses positively influenced the concentration of N, P, and S in the corn culm. Urea with
urease inhibitor was not efficient in optimizing nitrogen fertilization, providing similar
accumulations of macronutrients to common urea. The inoculation with Azospirillum
brasilense promoted a higher concentration of N in the culm, Ca and Mg in the root. In general,
seed treatment with Azospirillum brasilense at a dose of 180 kg ha™* of N provided a higher
concentration of macronutrients in corn, regardless of the sources of common urea or urea
treated with a urease inhibitor.

Keywords: diazotrophic bacteria, nutritional content, soil microorganism, urease inhibitor,

Zea mays L.
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3.1 Introducgéo

O milho (Zea mays L.) € uma graminea de grande importancia socioeconémica para 0 cenario
agricola mundial, sendo utilizado principalmente na alimentacdo humana e animal. Na safra
de 2018/2019, a producéo brasileira alcangou a estimativa de area plantada de 17.254 milhdes
hectares, colocando o pais como terceiro maior produtor mundial, precedido pelos Estados
Unidos e China, além de ser o segundo maior exportador do grdo (Conab, 2019).

O nitrogénio € o nutriente mais restritivo e oneroso do processo de producdo de milho, e
juntamente com o arroz e o trigo utiliza cerca de 50% de todo fertilizante nitrogenado (Galindo
et al., 2020), em que a adubacédo suplementar de N é fundamental para atender as exigéncias
das culturas ndo leguminosas durante seu ciclo produtivo (Teixeira Filho et al., 2014). Assim,
determinar as doses adequadas de nitrogénio e a melhoria no manejo da adubacédo nitrogenada
torna-se uma importante decisdo agrondmica, especialmente quando os custos do fertilizante
séo elevados (Galindo et al., 2019).

Para aquisicdo de altas produtividades de gréos sdo aplicadas elevadas doses de nitrogénio,
especialmente em solos tropicais, uma vez que sdo altamente intemperizados e incapazes
de fornecer macro e micronutrientes adequadamente para o desenvolvimento do
milho (Galindo et al., 2018), além do mais, as perdas de N que podem superar 30% nos
solos tropicais (Coelho, 2018) tornam a fertilizagcdo nitrogenada com elevado custo de
producdo (Souza et al., 2019).

No Brasil, a fonte de nitrogénio mais utilizada é a ureia, por apresentar alto teor de nutriente,
alta solubilidade, facilidade de mistura com outras fontes e menor custo de producdo, no
entanto, apresenta desvantagem como elevadas perdas por volatilizagdo de aménia (NHs),
principalmente em paises de regides tropicais, em que existe predominio de altas temperaturas
(Frazdo etal., 2014). Uma opcdo para reduzir as perdas por volatiliza¢éo é adicdo de inibidores
de urease como a triamida N- (n-butil) tiofosforica (NBPT) a ureia, para reduzir a volatilizagao
da NHz (Manunza et al., 1999; Coelho et al., 2018), aumentando a eficiéncia de utilizacdo do
nitrogénio aplicado.

Outra alternativa para reducdo dos custos dos fertilizantes nitrogenados é o tratamento de
sementes com indculos contendo bactérias promotora de crescimento (Hungria, 2011). Além
de ser economicamente vidvel e ambientalmente correta, representa uma busca mais
sustentavel da agricultura em regides tropicais (Galindo et al., 2018; Pereira et al., 2020).
Adicionalmente, 0os microrganismos do solo como Azospirillum brasilense desempenham

papel fundamental no desenvolvimento sustentavel dos ecossistemas, possibilitando a
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incorporacgdo de nitrogénio atmosférico (N2) ao solo e a producdo e exsudacao de horménio
de crescimento de plantas como auxinas, giberelinas e citocinas no sistema radicular (Alovisi
etal., 2018).

Apesar de muitos estudos de pesquisa com nitrogénio terem sido desenvolvido em condicGes
tropicais, poucos trabalhos tém sido desenvolvidos na regido Norte do Brasil, e como
consequéncia muitas duvidas tém surgido sobre os beneficios da adogdo de Azospirillum
brasiliense e fontes nitrogenadas, assim como uma recomendacéo de dose adequada de N para
a producao de milho nas condi¢6es ambientais da regido amazénica.

Diante disso, a hipotese do estudo foi que a inoculagdo com Azospirillum brasilense com as
fontes e doses de nitrogénio promovem absor¢do de macronutrientes no milho. Assim, o
objetivo do estudo foi avaliar o efeito das doses e fontes de nitrogénio associado a auséncia e
presenca de inoculacdo de sementes com Azospirillum brasilense no teor de N, P, K, Ca, Mg

e S naraiz, colmo e folha de milho.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Descricgdo da &rea e andlise de solo

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo localizado no Instituto de Ciéncias Agrérias
da Universidade Federal Rural da Amazonia, Belém, Brasil. Apresentando como coordenadas
geograficas 48°26'18.0" de longitude Oeste de Greenwich e 1°27'17.3" S de latitude Sul. O
clima, segundo a classificacao de Koppen é do tipo Afi, com precipitacdo média de pelo menos
60 mm ao més, sem apresentar periodo de estiagem definido. O substrato utilizado no
experimento foi coletado na profundidade de 0 a 20 cm em Latossolo Amarelo distrofico
(Embrapa, 2018), coletado em area de capoeira aberta da Universidade Federal Rural da
Amazonia. Em seguida, foram retiradas amostras compostas para analise fisica e quimica do
solo, no instituto brasileiro de analises (IBRA), conforme metodologia descrita por (Silva,
1999). Na Tabela 1 os resultados demostraram a necessidade da correcdo de apenas o teor de
potassio com aplicacdo de 60 kg ha® com cloreto de potassio, seguindo recomendacio de
Oliveira et al. (2018). Os dados climaticos da area experimental foram coletados durante a

condugdo do experimento (Figura 1).

3.2.2 Delineamento experimental e Conducéo do experimento
A semente utilizada foi o hibrido de milho K9960 VIP3 (classificado como alto potencial

produtivo, 6tima sanidade de colmo, elevada adaptabilidade de plantio para regiGes tropicais
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/ subtropicais e ciclo precoce), usualmente adotado na regido sudeste do Estado do Para. Apds
a coleta do solo foi realizado peneiramento em peneira de 2 mm, em seguida a
homogeneizacdo de 768 kg de solo em 256 kg de matéria organica, oriundo de residuos de
poda de mangueira. Os vasos com dimenséo de 25x32 cm (490,8 cm?) foram preenchidos com
16 kg do substrato final, na proporcao de 3:1, respectivamente.

O delineamento adotado foi o de bloco inteiramente casualizados, em esquema fatorial 4 x 2
x 2, assim especificado: quatro doses de N (0; 60; 120 e 180 kg ha* de N), duas fontes de N,
ureia comum (com 45% de N) e ureia tratada com enzima de inibidor de urease — NBPT (com
45% de N) e presenca e auséncia de inoculacdo com Azospirillum brasilense, com quatro
repeticdes.

Para os tratamentos com inoculacdo, as sementes foram homogeneizadas juntamente com o
inoculante (200 ml diluido em agua equivalente a 10% do peso das sementes, estirpes Ab-V5
e Ab-V6 na concentragdo 2 x 108 UFC ml?), inoculadas uma hora antes da semeadura (Leite
et al., 2019). As doses de nitrogénio foram aplicadas em cobertura em doses Unica, realizadas
aos 10 DAE (dias apds a emergéncia das plantas), inicio do desenvolvimento do sistema
radicular secundario seguindo recomendacao de (Jadoski et al. 2016)

Os baldes receberam irrigacdo diaria controlada, para repor a agua evapotranspirada durante
0 periodo experimental, e o teor de agua do solo foi mantido na capacidade de campo, por
meio do método gravimétrico seguindo a metodologia de (Klar et al. 1966), que consiste na
reposicdo da lamina de irrigacdo baseada na pesagem diaria dos baldes. O controle de plantas
daninhas e pragas foram realizados manualmente e diariamente, através do arranque mecanico

e catacdo manual, respectivamente.

3.2.3 AvaliacGes nas plantas

As avaliacBes foram realizadas por ocasido do pleno florescimento masculino (estadio
fenoldgico V), isto €, do pendoamento das plantas (50 dias ap6s a emergéncia), periodo que
estabilizou o crescimento da parte aérea, sendo mensurada a concentragdo de macronutriente
no hibrido de milho (Ritchie et al, 1993).

3.2.4 Avaliagéo nutricional

Para a determinacdo de macronutrientes, o material foi lavado em agua deionizada e seco
em estufa com circulagao forcada de ar a 65 £ 2 °C, até atingir massa constante. Em seguida,
as amostras foram pesadas em balanca analitica para a obtengcdo da matéria seca e moidas em

moinho tipo Wiley, com peneira de 20 mesh. Posteriormente, os materiais foram
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armazenados e identificados e encaminhados para o laboratdrio de fitotecnia/setor nutri¢éo
mineral de plantas da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro- Rio de
Janeiro, sendo determinado o teor de nitrogénio (N) por meio da digestdo sulfurica pelo
método de Nessler (Jackson, 1965). Enquanto o fosforo (P), potassio (K), enxofre (S),
magnésio (Mg) e célcio (Ca) foram submetidos a digestdo com &cido nitrico concentrado
(HNO3) e peroxido de hidrogénio (H202) em sistema de digestdo aberta e quantificados em
plasma (ICPE-9000) da marca Shimadzu® (Peters, 2005).

3.2.5 Analise estatistica

Os resultados das andlises de macronutrientes do tecido foliar, radicular e colmo foram
submetidos aos testes de Shapiro-Wilks e Levene para verificacdo da normalidade e
homocedasticidade dos dados, respectivamente. Atendidas as pressuposi¢cdes basicas,
realizou-se a analise de variancia, na qual procedeu-se aos desdobramentos que se mostraram
significativos. Para avaliar o efeito das doses de nitrogénio, fontes de adubos e inoculagéo no
hibrido de milho utilizou o teste de Tukey a 5% de probabilidade, as analises de regressédo

foram realizadas no programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2019).

3.3 Resultados

3.3.1 Concentracao de macronutriente na folha do milho

As doses de N apresentaram efeito significativo na concentracdo de P, K, Mg e S no
tecido foliar. Para o teor de P houve interagdo dos fatores fontes x inoculagéo e fontes x
doses (Tabela 10), em que o desdobramento da interagdo fontes x inoculacdo mostrou que
0s tratamentos ureia na presenca de Azospirillum brasilense e inibidor de urease na auséncia
e presenca da bactéria foram iguais estatisticamente, diferindo do tratamento ureia na auséncia
da inoculagio, com os valores de 3,26, 3,40 3,32 e 2,95 g kg, respectivamente (Tabela 13),
enquanto a interacdo fontes xdoses apresentou melhor ajuste da equacdo quadratica, com
méaxima eficiéncia técnica de 2,88 e 2,98 g kg™ nas doses estimadas de 122,5 e 149 kg ha
para ureia convencional e inibidor de urease — NBPT, respectivamente (Tabela 15).
Observou-se também o efeito significativo na concentracdo de K no tecido foliar, com
interacdo tripla (fontes x inoculagdo x doses), ajustando ao modelo linear decrescente para
adubacdo com ureia sem e com a inoculacdo, e ureia com inibidor de urease - NBPT na

presenca de Azospirillum brasilense. No caso do inibidor de urease sem a bactéria, houve
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ajuste & resposta quadratica com maxima eficiéncia técnica de 6,8 g kg™ de K na dose estimada
de 137,1 kg ha* de N (Tabela 11).

A aplicacdo de N influenciou significativamente a concentracdo de Mg no tecido foliar,
com efeito da interacdo fontes x doses, onde 0s resultados ndo se ajustaram a nenhum
modelo matematico, com média de 1,64 e 1,87 g kg™ para planta de milho com ureia e 1,88 e
1,64 g kg* para o inibidor de urease -NBPT na dose 0 e 180 kg ha™ de N, respectivamente
(Tabela 15).

Para a concentracdo do S no milho, a andlise estatistica apresentou efeito significativo
na folha, com interagdo tripla, em que a ureia na auséncia e presenga de Azospirillum
brasilense se ajustou a funcao quadratica com maxima eficiéncia técnica de 0,70 e 0,69 ¢
kg™ nas doses estimadas de 105 e 145 kg ha™* de N, respectivamente. A aplicagio da fonte de
ureia tratada com inibidor da enzima urease na auséncia e presenca da bactéria apresentou

comportamento linear decrescente (Figura 11).

3.3.2 Concentracao de macronutriente no colmo do milho

A andlise de variancia mostrou efeito das doses para a concentracdo de N no colmo da planta
de milho (Tabela 12), em que o desdobramento da interagéo fontes x inoculagéo revelou que
o0 tratamento ureia com a presenca de Azospirillum brasilense e inibidor da urease na auséncia
e presenca da bactéria foram iguais estatisticamente, diferindo apenas do tratamento ureia na
auséncia da inoculago, com os valores de 3,18, 3,40 3,01 e 2,88 g kg™, respectivamente
(Tabela 13).

Para o fator isolado doses de N no colmo de plantas de milho houve melhor ajuste para a
equacdo linear crescente, nas quais 0 aumento da adubagdo nitrogenada promoveu
concentracdo do nutriente no colmo, variando de 2,69 para 3,43 g kg™* nas doses 0 a 180 kg
hat de N, respectivamente (Tabela 12).

As doses de N influenciaram significativamente a concentragdo de fésforo no colmo do milho,
mostrando efeito do fator doses, com resposta quadratica, com a maxima eficiéncia técnica de
2,71 g kg de P sendo obtida na dose de 141,66 kg ha™ de N (Tabela 12).

Adubacéo nitrogenada influenciou significativamente a concentragdo de K no colmo do
milho, com efeito isolado das doses, apresentando uma resposta linear decrescente para o
teor de potéassio (Tabela 12).

No caso do célcio, a anélise de variancia mostrou interacao significativa para a concentragao
de Ca no colmo da planta do milho (Tabela 10). Para o colmo do milho houve efeito da

interacdo fontes x doses, com uma resposta linear crescente para ureia simples, enquanto o
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inibidor de urease-NBPT ndo apresentou nenhum ajuste aos modelos matematicos, com média
de 2,57 € 2,80 g kg* na dose 0 e 180 kg ha* de N, respectivamente (Tabela 15).

As doses de N influenciaram significativamente o teor de S no colmo do milho, com efeito
dos fatores fontes x inoculacdo e do fator isolado doses. No caso da interagdo o
desdobramento das médias mostrou que os tratamentos ureia com auséncia e inibidor na
presenca de Azospirillum brasilense e inibidor de urease na auséncia da bacteria, foram iguais
estatisticamente, diferindo do tratamento inibidor de urease na presenca e ureia na auséncia
de inoculacdo (Tabela 13), e para o fator isolado doses, houve uma resposta linear crescente

para a concentragdo de S no colmo do milho (tabela 12).

3.3.3 Concentracgéo de macronutriente na raiz do milho

Em relacdo a concentracdo de N na raiz, houve efeito significativo para os fatores isolados
doses e fontes, mostrando ajuste para a equagao linear decrescente (Tabela 15).

O efeito da interacdo fontes x inoculagdo x doses foi observado para o teor de P, K, Ca, e Mg
na raiz. O fosforo apresentou melhor ajuste a equacdo quadratica, com maxima eficiéncia
técnica de 1,3 g kg* de P obtida na dose de 77,5 kg ha* de N, adubado com ureia na auséncia
da inoculagéo, e a aplicagdo de ureia com Azospirillum brasilense ndo houve ajuste a
nenhum modelo matematico, com média de 1,3 e 1,3 g kg™ na dose 0 e 180 kg ha* de N
respectivamente, enquanto a ureia tratada com inibidor de urease - NBPT na auséncia e
presenca da bactéria resultaram em melhor ajuste a equacéo linear decrescente (Tabela 11).
O incremento das doses de N influenciou o teor de K no tecido radicular, promovendo
efeito na interacéo tripla. Para absorgéo do K na raiz, houve uma resposta linear decrescente
para tratamento com ureia na auséncia de Azospirillum brasilense, contudo a aplicagéo de
ureia com presenca da bactéria e do inibidor da urease na auséncia e presenca de Azospirillum
proporcionaram melhor ajuste a equacdo quadratica, com maxima eficiéncia técnica de 3,69,
1,40 e 2,80 g kg de K obtido nas doses de 0, 121,3 e 34,2 kg ha® de N respectivamente
(Tabela 11).

Em relacdo a absorcdo do calcio pelo sistema radicular, o incremento das doses de N
influenciou o teor de Ca, com efeito na interacédo tripla (fontes x inoculagédo x doses).
Entretanto a ureia na auséncia de Azospirillum brasilense ndo proporcionou ajuste a
nenhum modelo matematico, com média de 1,4 e 1,3 g kg na dose de 0 e 180 kg ha* de
N, respectivamente, enquanto a ureia na presenca da bactéria promoveu melhor ajuste para a

equagdo quadratica, com maxima eficiéncia técnica de 1,6 g kg™ na dose estimada de 71,4 kg
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ha! de N, no caso da ureia tratada com NBPT na auséncia e presenca de inoculagio da bactéria
apresentou ajuste a equacdo linear decrescente (Tabela 11).

As doses de N promoveram interacdo significativa na concentracdo de Mg no tecido
radicular, com efeito na interacdo tripla (fontes x inoculacdo x doses), com uma resposta
quadratica, com a maxima eficiéncia técnica de 0,85 e 0,93 g kg™ obtido nas doses de 92,85
e 50,00 kg ha'l de N para ureia na auséncia e presenca de Azospirillum brasilense
respectivamente, enquanto a fonte com inibidor de urease na auséncia e presenca da
inoculacdo com a bacteéria resultou em ajuste ao modelo linear decrescente (Tabela 11).

A andlise de variancia verificou efeito para a concentracdo de S na raiz (Tabela 10), em que o
desdobramento da interagdo fonte x inoculagdo mostrou que o tratamento inibidor de urease
e ureia na auséncia de Azospirillum brasilense e ureia e inibidor de urease na presenca da
bactéria diferiram estatisticamente com os seguintes valores de 0,77, 0,73, 0,76 € 0,71 g kg%,
respectivamente (Tabela 13). Em relagéo a inoculagdo com Azospirillum brasilense houve
uma resposta linear decrescente para teor de S na raiz com auséncia do Azospirillum brasilense
e uma resposta quadratica com maxima eficiéncia técnica de 0,88 g kg™ na dose de 50 kg
ha! de N (Tabela 14). No caso do Desdobramento da interagdo fontes x doses, houve uma
resposta linear decrescente, no caso da ureia houve uma resposta quadratica para o inibidor de
urease, com maximo valor de 0,97 g kg™ na dose de 120 kg ha* de N (Tabela 15).

3.4 Discussao

3.4.1 Concentragédo de macronutriente na folha do milho

As doses de N influenciaram as concentragdes de P, Mg, K e S no tecido foliar (Tabela 10).
Os valores relacionados a teores de fosforo e magnésio na folha do milho estdo na faixa ideal
recomendado para a cultura (Cantarella et al., 1997), entre 2,0 - 40 e 1,5 - 5,0 g kg*
respectivamente (Tabela 13). Independente das fontes e doses de N testadas, néo
comprometeu o desenvolvimento da cultura, enquanto a concentracdo média de potassio e
enxofre na folha ficou abaixo do ideal recomendado para o milho, que variade 17a35e 1,5
a 3 g kg respectivamente (Tabela 11) (Cantarella et al., 1997). O fosforo é um dos nutrientes
muito demandado pelo milho, sendo responsavel pelo desenvolvimento e o rendimento da
cultura (Dhillon et al.,, 2017), assim a disponibilidade adequada de P favorece o
desenvolvimento inicial do sistema radicular, melhorando o crescimento da planta,
desempenhando um papel fundamental na nutricdo e desenvolvimento das plantas (Lollato et

al., 2019), como na composicao de ATP (trifosfato de adenosina) que atua no armazenamento
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e transporte de energia para a sintese de compostos organicos e absorc¢do ativa de nutrientes
(Marschner, 2012; Pereira, 2020).

Quanto a concentracdo de Mg, o teor adequado para planta € importante, uma vez que é um
nutriente essencial para producdo de moléculas de clorofilas, assim como para estabilizacdo
conformacional de macromoléculas, acidos nucleicos, proteinas, membranas celulares,
manutencdo de atividades enzimaticas, como H’-ATPase, cinases, polimerases e homeostase
de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Galindo et al., 2020).

O teor de K foliar pode reduzir com o aumento das doses de N, independentemente das fontes
de N e da inoculacéo das sementes com Azospirillum, resultados similares foram relatados por
Vasconcelo et al. (2016), estudando o contetdo de K nas folhas de milho em associa¢do com
doses de N e inoculacdo com Azospirillum brasilense. A aplicacdo de K deve ser racional,
parcelada para favorecer a otimizacdo, pois 0 aumento das doses de aplicacdo pode resultar
em perdas e menor utilizacdo pelo sistema de cultivo do milho. Em relagéo ao teor de S na
folha, observou-se que ndo houve efeito do incremento de N na acumulagdo de S na folha de
milho, Longhini et al. (2016) verificaram que as doses de N ndo influenciaram na

concentracdo de S nas folhas de milho, estando abaixo dos niveis criticos.

3.4.2 Concentragédo de macronutriente no colmo do milho

A concentragdo de nitrogénio no colmo de milho nas plantas inoculadas com a bactéria pode
ser atribuida ao processo de fixacdo bioldgica de N e a funcdo secretora de hormonio de
crescimento como auxina, que age estimulando o crescimento de pelos radiculares,
beneficiando absorgédo de fertilizante nitrogenado (Alovisio et al., 2018). A assimilacdo de N
pelas plantas é um bom indicativo da resposta nutricional, uma vez que estabelece o teor de
nitrogénio durante o periodo de crescimento das plantas em condicdes especificas (Coelho et
al., 2018). Para os mesmos autores, a perda de nitrogénio pode ser reduzida com a aplicacao
de ureia tratada com inibidor da enzima urease devido a diminuicdo da volatilizacdo do
amonio no solo, aumentando a disponibilidade de N para o crescimento das plantas, o que
pode justificar a concentracdo de nitrogénio no colmo.

O incremento das doses de N influenciou as concentragdes de P, S, K e Ca no colmo do milho.
Considerando o efeito isolado das doses de nitrogénio, verificou-se que o aumento na
adubacdo nitrogenada promoveu concentracdo de P e S no colmo da planta, no entanto, relacao
inversa, foi observada para concentragdo do K. Pelos resultados obtidos, observou-se a
importancia do N na nutricdo das plantas de milho e na absor¢éo de nutrientes (Galindo et al.

2016), por ser o nutriente que mais interfere no crescimento e na produtividade,
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principalmente nas gramineas (Noor, 2017). O N pode ser encontrado em concentragdes mais
elevadas nos tecidos das plantas, sendo necessario em maior quantidade pela cultura do milho
(Liu et al., 2017). Assim, a maior disponibilidade do N para as plantas pode ter favorecido o
desenvolvimento do sistema radicular como ocorrido nesse trabalho que ao explorar um
volume maior de solo, pode ter absorvido maiores quantidades de nutrientes, como N, P e S,
resultado similar também foi relatado por Vettorazzi et al. (2019).

Em relacdo a concentracdo de S no colmo de plantas de milho inoculadas, Galindo et al. (2016)
encontraram em plantas de milho cultivadas a partir de sementes que foram inoculadas com a
bactéria concentracdo de S na parte aérea superior as plantas ndo inoculadas, justificando tal
resultado pela maior fixacdo de CO- e incremento na capacidade de fixacdo bioldgica de
nitrogénio. As plantas inoculadas com a bactéria apresentam boa eficiéncia na fixacdo de N,
promovido pelo Azospirillum brasilense que possui a capacidade de fixacdo N2 e melhoria do
sistema radicular, aumentando a eficiéncia da fertilizacdo nitrogenada (Alovisi et al., 2018).
Em relagéo ao teor de K no colmo, observou-se que o nutriente foi afetado negativamente pela
adubacdo nitrogenada. Batista; Monteiro (2010), avaliando o estado nutricional do capim-
marandu observaram reducdo da concentracdo de K nas brotacdes da espécie. No entanto,
Petean et al. (2019) relataram que o nivel de potéssio nas folhas foi afetado positivamente pela
adubacdo nitrogenada, contrariando os resultados obtidos neste estudo. Cabe ressaltar que K
ndo compdem nenhum composto celular da planta (Malavolta et al., 1997), sendo que todo
potassio proveniente de residuos de culturas € liberado rapidamente, ficando indisponivel para
a planta (Calonego et al., 2005; Galindo et al., 2016). Contudo, cabe ressaltar que a reducao
da concentracdo de K observado neste estudo, também pode estar relacionado a producéo de
material seca do hibrido de milho.

Para a concentracdo de Ca no colmo do milho, verificou-se efeito da interacdo fontes x doses,
em que a ureia foi mais eficiente na absorcdo do célcio comparado ao inibidor de urease —
NBPT, principalmente nas maiores doses, porém o inibidor de urease reduz a disponibilidade
de N por um periodo de tempo (Galindo et al., 2020). Para Teixeira et al. (2010), que ao avaliar
o efeito das doses de N e do milheto na cultura do feijdo, encontraram maior teor de Ca para
a dose mais alta de N aplicada no plantio. No entanto, € importante ressaltar que aplicacdo de
ureia tratada com NBPT influenciou positivamente a concentragdo de Ca no colmo do milho,

embora numa taxa menor comparado a ureia convencional.

3.4.3 Concentragdo de macronutriente na raiz do milho
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A redugdo da concentragéo de N, P, K, Ca, Mg e S no sistema radicular em decorréncia da
adubacdo nitrogenada, independentemente das doses, fontes e inoculacéo das sementes testada
no estudo, Galindo et al. (2016) afirmaram que o efeito pode estar associado a translocacéo
dos nutrientes para a parte aérea da planta, uma vez que existe um limite da demanda
nutricional da planta, isto €, os vegetais absorvem apenas uma parte dos nutrientes disponiveis
e o restante pode ser perdido via lixiviagdo e volatilizagdo, diminuindo a eficiéncia da
fertilizacdo nitrogenada, relatado na literatura como a lei dos retornos decrescentes. Além do
mais, o fato de existir diversos microrganismos no solo com alta afinidade por nutrientes
poderia indisponibilizar ou favorecer a competicao das raizes com o0s micrébios do solo pelos
nutrientes minerais disponiveis (Barraclough et al., 2010), os autores retificam que aplicagdo
parcelada do nitrogénio durante o crescimento vegetativo do milho seria recomendada, pois
adubacdo em dose unica no inicio do desenvolvimento, como ocorrido no estudo, favorece as
perdas de N. No entanto, o parcelamento da adubacao nitrogenada pode aumentar o custo de
producdo, tornando o cultivo do milho inviavel para pequenos agricultores.

Apesar da diferenca significativa na utilizacdo das fontes de nitrogénio, verificou-se que a
aplicacdo de ureia convencional e inibidor de urease — NBPT resultaram na mesma eficiéncia
de absorcéo de S na raiz, sendo atribuido ao fato do NBPT ser altamente ativa, tornando-o
ineficiente (Galindo et al., 2016), nessa situacdo o recomendado seria a utilizacdo da ureia
convencional pela melhor relagéo custo beneficio.

Galindo et al. (2016) relatam ainda que a maior concentracao de N melhora o desenvolvimento
do sistema radicular, favorecendo a difusdo entre o fosfato e as raizes no solo, promovendo
maior absorcdo dos nutrientes e agua, 0 que resulta na maior absorcao e translocagédo de P e
Mg para as folhas. Moraes et al. (2015) observaram o aumento da absorcéo de P em funcéo
do fornecimento de N via adubacdo, sugerindo tal resultado a maior disponibilidade de N e

seu efeito sinérgico na assimilacdo de P.

3.5 Concluséao

O incremento nas doses de N influencia positivamente a concentragdo de N, P, S no colmo do
milho. A ureia tratada com inibidor de urease nédo é eficiente na otimizacdo da fertilizagéo
nitrogenada, fornecendo teor semelhantes de macronutrientes comparada a ureia simples,
principalmente nos teores de P na folha, N, Ca e S no colmo e K e S na raiz. A inoculagéo
com Azospirillum brasilense promove maior concentragcdo de N no colmo, Ca e Mg na raiz.
A fertilizagdo nitrogenada reduz a concentragdo de macronutriente na raiz do milho,

independentemente das fontes de N e da inoculagdo das sementes com Azospirillum
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brasilense. A dose de 180 kg ha! de N associada & inoculagdo das sementes com Azospirillum
brasilense proporciona maior concentracdo de macronutrientes no milho, independentemente

da aplicacdo de ureia comum ou ureia tratada com inibidor da urease.
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Prof. N-total pH MO C P K Ca Mg Al H+Al SB
(cm) kg hat CaCl ----g dm3-------- mgdm?® = e mmol, dm3--------- % @ meemeeee- mmol, dm3------------
4960 54 36 21 127,2 15 48 11 0 29 124
0-20 CTC V Cu Fe Mn Zn B S Silte Argila Avreia total
mmolc dm3 % mg dm g kgt
153 68 1,6 37 36,3 52 0,59 16 99 136 765

Tabela 10- Resumo da analise de variancia aplicado no conteido de macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S) na folha, colmo e raiz de hibrido de milho, em conformidade com
as doses de nitrogénio (D), inoculacéo de Azospirillum brasilense (1) e fontes (F) nitrogenadas.

Quadrados médios

Orgéos vegetativo

Causa de variagdo GL Folha Colmo Raiz
Nutrientes (g kg)
N P K Ca Mg S N P K Ca Mg S N P K Ca Mg S

Fontes (F) 1 0.02" 0.06" 5.34™ 0.01" 0.02" 0.01"|0.01" 1.29" 0.84™ 0.08"™ 0.04" 0.01"|0.01" 0.11" 0.01"™ 20.98" 0.03" 0.01™
Inoculagéo (1) 1 0.01"™ 0.02™ 3.84™ 0.01™ 0.01"™ 0.04" | 0.01™ 0.06™ 0.55" 0.01"™ 0.01"™ 0.01"|0.01"™ 0.01"™ 0.01" 2.03" 0.01" 0.01™
Doses (D) 3 0.02"™ 0.13" 92.79" 0.01™ 0.01"™ 0.03" | 0.03" 7.88" 2.04" 0.13™ 0.05"™ 0.09" | 0.01" 0.07" 0.08" 2.85" 0.05" 0.54"
Fxl 1 0.02"™ 0.04" 0.01" 0.01™ 0.02" 0.01"| 0.04" 0.27™ 1.42" 0.02™ 0.14"™ 0.21" |0.01™ 0.02" 0.01" 13.51" 0.01" 0.04"
FxD 3 0.01"™ 0.03" 2.78™ 0.01™ 0.03" 0.01" |0.01™ 1.07™ 0.10" 0.33" 0.09"™ 0.01"|0.01"™ 0.04" 0.01" 2.54™ 0.01" 0.01"
IxD 3 0.03"™ 0.01™ 2.92" 0.01™ 0.01"™ 0.01" | 0.01™ 0.34™ 0.25" 0.05™ 0.05"™ 0.01"|0.01"™ 0.02" 0.02" 1.55™ 0.01" 0.01"
FxIxD 3 0.01"™ 0.01™ 6.48" 0.01™ 0.01"™ 0.01" | 0.01™ 0.10™ 0.09" 0.15™ 0.04"™ 0.03"|0.01"™ 0.01" 0.01" 4.12° 0.01" 0.01™
Blocos 3 0.03"™ 0.01"™ 9.81" 0.01" 0.01" 0.01"|0.01" 0.10"™ 0.37" 0.04"™ 0.01" 0.02"|0.01™ 0.01" 0.01" 1.41" 0.01™ 0.01™
Residuo 45 002 001 221 001 001 001|001 076 039 0.07 0.04 0.03]001 0.01 001 0.01 0.01 0.01
Média - 98 32 103 32 17 07 |31 31 66 26 27 03 |62 13 23 15 08 0.7
CV (%) - 5.9 8.9 17.6 11 214 204|109 239 259 177 182 164 2 11.2 4 7.1 231 15.1

ns: ndo significativo, *: significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, CV: coeficiente de variaco.
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Tabela 11- Desdobramento da interagdo fontes x inoculagao x doses, com equagdo de regressao e estimativa da maxima eficiéncia técnica, aplicada na concentragéo de potassio
(K), enxofre (S), calcio (Ca) na folha e teor de potassio (K), fosforo (P), magnésio (Mg) e calcio (Ca) na raiz de hibrido de milho na auséncia e presencia da inoculagdo com
Azospirillum

Orgaos  Fonte de Dose (kg ha™)

Nutrientes (g kg) vegetativo N Azospirillum brasilense 0 60 120 180 Equacdo Rz  Ymet Nmet
Ureia Ausénci_a 126 106 8.1 7.5 y=-0.0295x+12.4 095 - -
K Presgnc!a 142 108 8.6 74 y=-0.0373x+13.657 095 - -
Inibidor AusenCI_a 165 9.2 7.9 8.0 y=0.0005x?-0.1371x+16.276 0.98 6.80 137.10
Folha Presgnc_la 13.7 109 108 84 y=-0.0269x+13.403 091 - -
Ureia Ausenc!a 0.8 0.7 0.6 0.7 y=0.00001x2-0.0021x+0.8136 0.94 0.70 105.00
s Presgnc_la 0.9 0.7 0.7 0.7 y=0.00001x2-0.0029x+0.9083 0.80 0.69 145.00
Inibidor Ausenc!a 0.8 0.7 0.7 0.7 y=-0.0006x+0.8106 059 - -
Presencia 0.8 0.7 0.9 0.7 y=0.8165 - - -
Ureia Ausénci_a 2.8 2.1 2.1 1.6 y=-0.0061x+2.765 086 - -
K Presgnc!a 3.6 3.0 2.0 14 y=-0.000006x?-0.0117x+3.6961 0.98 3.69 0.00
Inibidor Ausenc!a 3.5 1.7 1.5 1.8 y=0.0001x?-0.0349x+3.5284 0.97 140 121.30
Presencia 2.8 24 2.7 1.3 y=-0.00007x2+0.0048x+2.7818 0.80 2.80 34.20
Ureia Ausénc!a 1.2 1.3 1.3 1.1 y=-0.00002x2+0.0031x+1.2465 0.99 130 77.50
p Presenc!a 1.3 14 1.2 1.3 y=1.3446 - - -
Inibidor Ausénc!a 1.7 1.3 1.2 1.0 y=-0.0036x+1.6847 091 - -
Raiz Pressznc_la 1.4 14 1.1 1.1 y=-0.0022x+1.4976 086 - -
Ureia Ausenc!a 0.7 0.8 0.8 0.7 y=-0.000007x?+0.0013x+0.7973 0.99 0.85 92.85
Mg Presenc_la 0.8 0.9 0.8 0.6 y=-0.00002x?+0.002x+0.8872 0.98 0.93 50.00
Inibidor Ausénc!a 0.9 0.9 0.8 0.7 y=-0.0015x+1.0067 0.98 - -
Presencia 0.9 0.9 0.8 0.8 y=-0.001x+0.9921 0.75 - -
Ureia Ausénci_a 1.4 1.5 1.4 1.3 y=1.4615 - - -
Ca Presgnc!a 1.6 1.5 1.3 1.2 y=-0.000007x?-0.001x+1.6285 0.94 160 7140
Inibidor Ausenc!a 1.7 1.6 15 1.4 y=-0.0016x+1.763 095 - -
Presencia 1.6 1.5 1.5 1.4 y=-0.0009x+1.648 0.88 - -

R2 - coeficiente de determinacdo; Ymet — valor estimado da méaxima eficiéncia técnica; Nmet — dose de nitrogénio pela maxima eficiéncia técnica.
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Tabela 12- Desdobramento do efeito das doses de nitrogénios, com equacao de regressdo e estimativa da maxima eficiéncia técnica, aplicada na concentragdo de nitrogénio
(N), fosforo (P), potassio (K) e enxofre (S) no colmo do milho submetido a diferentes doses nitrogenadas.

Dose (kg ha®)

Nutrientes (g kg™) 0 %0 120 130 Equagcio R? Ymet Nmet

N colmo (g kgD 2.60 302 330 343 y = 0.0042x + 2.7428 0.96 - -

P colmo (g kg?) 3.91 3.14 2.71 2.82 y = 0.00006x? — 0.017x + 3.9217 0.99 2.71 141.66
K colmo (g kg™ 851 629 668  5.09 y = -0.0164x + 8.1286 0.80 - -

S colmo (g kg 032 031 036  0.36 y = 0.0003x + 0.3173 0.61 - -

R2 - coeficiente de determinacdo; Ymet — valor estimado da maxima eficiéncia técnica; Nmet — dose de nitrogénio pela maxima eficiéncia técnica

Tabela 13- Resumo da andlise de média da interacdo fontes x inoculagdo, em conformidade com auséncia e presenca de Azospirillum brasilense em semente de milho, na
concentracéo de nitrogénio (N) no colmo, de fosforo (P) na folha, de enxofre (S) no colmo, de enxofre (S) na raiz, em plantas de milho (g kg.)
Orgdos vegetativo

Fontes de N Azosp.irillum Folha Colmo Raiz
brasilense Nutrientes (g kg%
P N S S
Ureia Ausénc!a 2.95+0.46 Bb | 2.88+0.72 Ba 0.32+0.07 Ab | 0.73£0.15 Bb
Presencia  3.26+0.42 Aa | 3.18+£0.63 Aa 0.37+0.06 Aa | 0.76+0.13 Aa
Inibidor Ausénc!a 3.40+0.65 Aa | 3.40£0.75 Aa 0.36+0.07 Aa | 0.77+0.16 Aa
Presencia  3.32+0.53 Aa | 3.01+0.65 Aa 0.32+0.07 Ba | 0.71+0.13 Bb

Colunas com letras mailsculas diferentes entre tratamentos de fonte de N (ureia e inibidor de urease - NBPT sob mesmo tratamento de inoculacéo) e letras mindsculas entre
tratamentos de inoculagdo (auséncia e presenca de Azospirilum brasilense sob mesma fonte de N) indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey (P<0.05). Valores
descritos correspondem as médias de 4 repeti¢fes e Desvio Padrao.

Tabela 14- Desdobramento da andlise de variancia com equacéo de regressao e estimativa da maxima eficiéncia técnica, aplicada na concentracdo de enxofre (S) na raiz em
hibrido de milho, submetida a auséncia e presenca de Azospirillum brasilense e a dose de nitrogénio.

Dose (kg ha)

i i i X 2
Nutriente Azospirillum brasilense 0 50 120 180 Equacéo R Y met Nmet
S na raiz (g ko) Auséncia 0.95 0.79 0.67 0.56 y =-0.0021x + 0.9412 0.99 - -
Presenca 0.86 084 0.67 0.56 y = -0.000006x? — 0.0006x + 0.8706 0.96 0.88 50

R2 - coeficiente de determinagdo; Ymet — valor estimado da maxima eficiéncia técnica; Nmet — dose de nitrogénio pela maxima eficiéncia técnica.
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Tabela 15- Desdobramento da interacéo fontes x doses, com equagéo de regressdo e estimativa da maxima eficiéncia técnica, aplicada na concentragéo de nitrogénio (N) na
raiz, fosforo (P) na folha, calcio (Ca) no colmo, magnésio (Mg) na folha, enxofre (S) na raiz em semente de hibrido de milho submetida a diferentes fontes de nitrogénio.

Doses (kg ha)

Nutrientes (g kg') Orgaos vegetativos Fontes de N 0 60 120 180 Equacdo R? Ymet Nmet
P Ureia 3.46 3.11 2.8 3.02 y=0.00004x>-0.0098x+3.4891 0.94 2.88 1225
Folha Inibidor 4.15 3.19 3.17 2.9 y=0.00005x>-0.0149x+4.0951 0.91 2.98 149.0

Mg Ureia 1.64 1.64 1.69 1.87 y=1.7131 - - -

Inibidor 1.88 1.78 1.92 1.64 y=1.8091 - - -

Ca Colmo Ureia 241 2.28 2.98 2.88 y=0.0035x+2.3272 062 - -

Inibidor 2.57 2.66 257 2.8 y=2.6541 - - -

N Ureia 7.28 7.07 6.29 5.68 y=-0.0093x+7.4236 095 - -

Raiz Inibidor 6.61 592 5.8 548 y=-0.0059x+6.4831 0.9 - -

S Ureia 0.90 0.83 0.65 0.59 y=-0.0019x+0.913 096 - -
Inibidor 0.90 0.81 0.7 0.54 y=-0.000005x>-0.0012x+0.9046 0.99 0.97 120.0

R2 - coeficiente de determinacdo; Ymet — valor estimado da méxima eficiéncia técnica; Nmet — dose de nitrogénio pela maxima eficiéncia técnica.
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Figura 1 -Umidade relativa do ar, temperaturas maximas e minimas da area experimental, durante o periodo de

condugdo do experimento no ano de 2019, em Belém, Par4, Brasil
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4 CONCLUSOES GERAIS

A inoculacdo com Azospirillum brasilense, assim como doses de nitrogénio promoveu
melhoria no didmetro do colmo, fotossintese, condutancia estomatica, transpiracao e relacdo
carbono interno externo, além disso, o tratamento com inibidor de urease — NBPT resultou em
maior diametro de colmo, transpiracao, relacdo Ci/Ca e clorofila a, clorofila b, clorofila total
e antocianina.

A dose de 120 kg ha® de N associada & inoculagio com Azospirillum brasilense
promoveu maior nimero de folhas, massa seca da folha, massa seca da parte aérea, massa seca
total, além de melhora na fotossintese e condutancia estomatica, sendo a mais eficiente em
termo de producdo vegetativa do hibrido de milho.

As doses de N influenciaram positivamente a concentracdo de N, P, S no colmo do
milho, enquanto a inoculagédo com Azospirillum brasilense promoveu maior concentragdo de
N no colmo, Ca e Mg na raiz. De maneira geral, o tratamento de semente com Azospirillum
brasilense na dose de 180 kg ha de N, proporcionou maior concentragio de macronutrientes

no milho, independentemente das fontes aplicadas.



