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RESUMO

A cultura do milho é grandemente influenciada pelos estresses ambientais, com
destaque para aqueles associados a baixa disponibilidade de nutrientes no solo.
Considerando a elevada demanda de nitrogénio pela cultura e o alto custo
econdbmico e ambiental para a realizacdo da adubacédo nitrogenada, uma
alternativa seria aproveitar os beneficios proporcionados pela associacéo entre
bactérias diazotréficas a cultura do milho, as quais favorecem a atividade de
assimilacdo de nitrogénio, proporcionam maior crescimento de raizes, rapido
crescimento inicial, maior tolerancia a estresses e aumento na produtividade.
Assim, para avaliar o potencial de tais bactérias, foram conduzidos trabalhos em
casa de vegetacdo e campo com o objetivo de avaliar o efeito da inoculacao de
microrganismos associada a adubac&o nitrogenada tanto nos componentes
vegetativos quanto nos componentes de producao da cultura do milho. Em casa
de vegetacdo, utilizou-se 3 hibridos comerciais de milho submetidos aos
seguintes tratamentos: auséncia de inoculacdo, inoculacdo via semente com o
Azospirillum brasilense (ndo comercial), inoculacdo via semente com o
Azospirillum brasilense e Bacillus subtilis e inoculagdo via semente com
Qualyfix Gramineas (comercial), sendo o delineamento experimental de blocos
casualizados com oito repeti¢cdes, conduzido em faixas. Analisou-se para cada
tratamento, clorofila, altura da parte aérea; biomassa vegetal fresca da parte
aérea; biomassa vegetal seca da parte aérea; biomassa vegetal fresca de raiz e
biomassa vegetal seca de raiz. Em campo, também se utilizou 3 hibridos
comerciais de milho, submetidos a tratamentos com e sem aplicacdo de
Nitrogénio em cobertura, intercalando-se a inocula¢cdo ou ndo com Azospirillum
brasilense, sendo o delineamento experimental o de blocos ao acaso com 5
repeticdes, conduzido em faixas. Foram avaliadas em cada parcela: clorofila,
altura das plantas, altura de insercéo da espiga, produtividade de grdos em kg.
ha'l e fatores relativos aos componentes de producdo. Para ambos os
experimentos, os dados coletados foram submetidos a analise de variancia
aplicando-se o teste F a 5% de probabilidade, sendo as médias comparadas ao
nivel de 5%. Em casa de vegetacao, a inoculacdo com microrganismos via
sementes ndo interferiu significativamente no desenvolvimento das plantas na
cultura do milho e ndo proporcionou ganhos nas variaveis analisadas. Ja em
condicbes de campo, a inoculacdo de plantas de milho com Azospirillum
brasilense é uma tecnologia promissora capaz de incrementar a produtividade
da cultura. A inoculacdo com Azospirillum brasilense proporcionou maiores
médias para as caracteristicas vegetativas e foi superior quanto aos
componentes de producao do milho em comparacéo aos tratamentos controle.

Palavras-chave: Zea mays L., Azospirillum brasilense, Bacillus subitilis,
Nitrogénio, Fixacdo biolégica de nitrogénio.



viii

BEHAVIOR OF MAIZE HYBRIDS SUBMITTED TO MICROORGANISM
INOCULATION ASSOCIATED WITH NITROGEN FERTILIZATION

ABSTRACT

Maize cultivation is greatly influenced by environmental stresses, particularly
those associated with low nutrient availability in the soil. Given the high nitrogen
demand of maize and the significant economic and environmental costs
associated with nitrogen fertilization, an alternative would be to leverage the
benefits provided by the association of diazotrophic bacteria with maize. These
bacteria enhance nitrogen assimilation activity, promote greater root growth,
rapid initial growth, increased stress tolerance, and higher productivity. To
evaluate the potential of such bacteria, greenhouse and field experiments were
conducted to assess the effect of microorganism inoculation associated with
nitrogen fertilization on both the vegetative and production components of maize.
In the greenhouse, three commercial maize hybrids were used under the
following treatments: no inoculation, seed inoculation with Azospirillum brasilense
(non-commercial), seed inoculation with Azospirillum brasilense and Bacillus
subtilis, and seed inoculation with Qualyfix Grasses (commercial). The
experimental design was randomized blocks with eight replications, conducted in
strips. For each treatment, chlorophyll content, shoot height, fresh shoot biomass,
dry shoot biomass, fresh root biomass, and dry root biomass were analyzed. In
the field, three commercial maize hybrids were also used, subjected to treatments
with and without topdressing nitrogen application, alternating inoculation or not
with Azospirillum brasilense. The experimental design was a randomized block
design with five replications, conducted in strips. In each plot, chlorophyll content,
plant height, ear insertion height, grain yield in kg.ha, and factors related to
production components were evaluated. For both experiments, the collected data
were subjected to analysis of variance using the F-test at a 5% probability level,
with means compared at the 5% level. In the greenhouse, seed inoculation with
microorganisms did not significantly affect plant development in maize and did
not result in gains in the analyzed variables. However, under field conditions,
inoculation of maize plants with Azospirillum brasilense is a promising technology
capable of increasing crop productivity. Inoculation with Azospirillum brasilense
resulted in higher averages for vegetative characteristics and was superior in
terms of maize production components compared to control treatments.

Keywords: Zea mays L., Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis, Nitrogen,
Biological nitrogen fixation.



1. INTRODUCAO

O aumento significativo na producdo de milho nas ultimas décadas pode
ser atribuido a diversos fatores. Entre 0s mais impactantes estdo a escolha do
cultivar, as caracteristicas do solo, as praticas de adubacdo, as condi¢des
climaticas, as técnicas de manejo cultural e a gestao de pragas e doencas (Silva
et al., 2018; Rodrigues et al., 2019; Santos et al., 2019; Souza et al., 2019; Costa
et al., 2020; Ferreira et al., 2020). O Brasil se encontra na terceira colocacao no
ranking mundial de producé&o do milho, de acordo com o gquarto levantamento da
safra mundial de milho pela USDA, com o equivalente a 129 milhfes de
toneladas na safra 2023/2024 (Fiesp, 2023).

Com imensa relevancia no cenario econdémico e produtivo, o milho (Zea
mays L.) é o cereal mais cultivado no Brasil (Guimaraes et al., 2021), possuindo
também grande importancia mundial (Pinheiro et al.,, 2021). O Brasil se
apresenta como um grande exportador de milho, em 2023, as exportacdes
mostraram um crescimento significativo. Apenas em junho de 2023, o Brasil
exportou 1,03 milhdo de toneladas de milho, superando os 0,38 milhdo de
toneladas exportados em maio e também acima das 0,99 milhdo de toneladas

exportadas em junho de 2022 (Conab, 2023).



Com a crescente producdo e expansdo da cultura do milho, se torna
inevitavel a utilizacdo de grandes quantidades de insumos, principalmente de
fertilizantes nitrogenados, para manutencdo e promoc¢ao de uma produtividade
elevada, fato que encarece a instalacdo e manutencdo da cultura. Assim, a
associacdo de bactérias diazotroficas (fixadoras de nitrogénio) e culturas de
grande interesse econdémico pode ser uma alternativa viavel para a reducao da
utilizacdo exacerbada de insumos, principalmente fertilizantes nitrogenados,
visto que esses microrganismos séo capazes de promover o crescimento vegetal
e aumentar a produtividade das culturas. O microrganismo que se destaca no
Brasil nesse sentido, principalmente para gramineas, pertence ao género
Azospirillum, o qual contribui na Fixacdo biol6gica de Nitrogénio (Dartora et al.,
2013).

Além do Azospirillum brasilense, o género Bacillus € outro grupo de
bactérias cuja aplicacdo na cultura de milho vem sendo avaliada (Paiva et al.,
2020). Tal género se enquadra no grupo das rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas (RPCPs), as quais habitam o solo e, no geral, sédo
isoladas da rizosfera de diversas plantas cultivadas. A associacdo de tais
microrganismos citados com as plantas de milho, proporcionam diversas
vantagens a partir da producdo, por parte dessas bactérias, de antibidticos,
fitormbnios e enzimas, levando a promocdo do crescimento das plantas e o
controle bioldgico de fitopatdbgenos (Buchelt et al., 2019).

As bactérias promotoras de crescimento, atuam através de diversos

mecanismos conhecidos, possibilitando a disponibilizacdo de nutrientes por



exemplo, por meio da fixacdo biolégica de nitrogénio, solubilizacdo e
mineralizacao do fosfato e outros minerais (Oliveira et al., 2003).

Assim, o0 uso de microrganismos promotores do crescimento de plantas
se faz uma alternativa para aumentar a disponibilidade de nitrogénio as culturas,
sendo uma op¢ao menos onerosa e mais viavel ecologicamente. Desse modo,
€ oportuno a avaliagdo de utilizacdo de inoculantes com Azospirillum brasilense
e Bacillus subtilis em associagdo com a cultura do milho, a fim de obter
incrementos em produtividade, plantas mais sadias e menor utilizacdo de adubos
nitrogenados nas lavouras, contribuindo para a reducédo dos custos de producao
€ um menor impacto ambiental.

Diante desse contexto, para avaliar o potencial das bactérias promotoras
de crescimento na cultura do milho, foram conduzidos trabalhos em casa de
vegetacdo e campo com O objetivo de avaliar o efeito da inoculacdo de
microrganismos associada a adubacdo nitrogenada tanto nos componentes

vegetativos quanto nos componentes de produc¢ao da cultura do milho.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Culturado milho

Segundo a Conab (2023/2024), estima-se uma producao total de 117,6
milhdes de toneladas de milho, mostrando uma reducéo de 10,9% em relacéo
ao ciclo anterior. A justificativa se d4 por uma menor area plantada e também
devido a uma piora na expectativa de rendimento das lavouras. A primeira safra
do cereal que representa 20,7% da producao, passa atualmente por situacées
adversas como, alta pluviosidade nos estados do Sul, ao contrario de baixas
pluviosidades e altas temperaturas no Centro-Oeste.

O milho pertence a ordem Gramineae, a familia Poaceae, ao género Zea
e a espécie Zea mays L. Sua notavel adaptabilidade é evidenciada pela
diversidade de gendtipos, possibilitando seu cultivo em uma ampla faixa de
altitudes, longitudes e diferentes condi¢cbes climéaticas. Suas principais
finalidades de utilizacdo sdo a alimentacdo humana, animal e também
energética. A cultura no geral, necessita de 500 a 800 mm de lamina d’agua,

bem distribuidos, desde a semeadura até o ponto de maturidade fisiolégica dos

gréos, sendo que a iniciagéo floral e o desenvolvimento da inflorescéncia, além



do periodo de fertilizacdo e enchimento dos graos, sdo 0s mais sensiveis em
relacdo a agua (Barros; Calado, 2014).

O milho € uma cultura de grande relevancia econémica e desempenha
um papel crucial nos mercados agricolas tanto nacionais quanto internacionais,
sendo uma das principais commodities comercializadas globalmente (Lopes et
al., 2017). Atualmente, o milho constitui uma parte substancial do mercado
mundial de gréos, destacando-se como o cereal mais produzido e consumido no
mundo (Contini et al., 2019).

No Brasil, o ciclo da cultura do milho varia entre 110 e 180 dias, desde a
semeadura até a colheita, dependendo da classificacdo dos gendtipos como
superprecoce, precoce ou tardio (Fancelli; Dourado Neto, 2000). De acordo com
Resende et al. (2003), o desenvolvimento da planta € dividido em estadios
vegetativos (V) e reprodutivos (R). Os estadios vegetativos incluem emergéncia
(VE), uma folha desenvolvida (V1), duas folhas desenvolvidas (V2), trés folhas
desenvolvidas (V3), quatro folhas desenvolvidas (V4) e vérias folhas
desenvolvidas (Vn). Ja os estadios reprodutivos englobam embonecamento e
polinizacdo (R1), gréo bolha d'agua (R2), gréo leitoso (R3), grdo pastoso (R4),
formacdo de dente (R5) e maturidade fisiolégica (R6). Além disso, o

pendoamento é identificado como VT.

2.2 Exigéncias da cultura do milho e adubacgéo nitrogenada

Apesar de apresentar elevada taxa fotossintética, a cultura do milho é
grandemente influenciada pelos estresses ambientais, com destague para
agueles associados a baixa fertilidade dos solos. O nutriente mais exigido para

esta cultura é o nitrogénio, pois é o que mais influencia a produtividade (Boldizar;



Hartman, 2020), entretanto, devido ao seu baixo teor disponivel na maioria dos
solos brasileiros, a adubacéo nitrogenada se torna uma pratica indispensavel,
sendo que nesse caso, os fertilizantes inorganicos ganham destaque.

De acordo com Martins et al. (2018), altas produtividades na cultura do
milho exigem grandes quantidades de nitrogénio, em virtude dos solos de baixa
fertilidade e, afim de suprir a demanda por esse nutriente, a pratica mais comum
€ 0 uso de fertilizantes nitrogenados. Assim, a fertilizagdo com nitrogénio
representa um dos maiores custos do processo de producdo de culturas nao
leguminosas (Nunes et al., 2015).

Levando em consideracao a elevada demanda de nitrogénio pela cultura
e o alto custo econdmico e ambiental para a realizacdo da adubacao
nitrogenada, surge a necessidade de se incorporar novas tecnologias que
promovam tanto a potencializacdo quanto a racionalizacdo dos fertilizantes
nitrogenados. O milho remove grandes quantidades de nitrogénio, 70 a 90% dos
experimentos realizados a campo apresentam respostas a aplicacdo de
nitrogénio (Coelho, 2006). Na cultura temos periodos diferentes de intensa
absorcao: o primeiro (V4 a V12 folhas) € durante a fase de desenvolvimento
vegetativo, quando o numero potencial de grdos esta sendo definido, e o
segundo se da na fase reprodutiva ou formacéo da espiga, ao atingir o potencial
produtivo (Embrapa milho e sorgo, 2011).

Para produzir 1.000 kg de graos, estima-se que sao necessarios cerca de
80 kg de nitrogénio (N). No entanto, os solos brasileiros sdo geralmente muito
pobres em nitrogénio, fornecendo apenas entre 10 a 15 kg de N por hectare para

a cultura. Devido a essa deficiéncia, os fertilizantes minerais nitrogenados e a



Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) séo as principais fontes de nitrogénio
utilizadas na agricultura (Hungria et al., 2007).

Em pesquisas, com adubacdo de 200 kg.ha!' N, aumentou-se a
quantidade de graos por fileira, elevando o rendimento de gréos, por outro lado,
o numero de fileiras por espiga nao diferiu estatisticamente (Tomazela, 2005).
Em experimentos, Debastiani (2016) observou maior altura de plantas nos
tratamentos com adubacao nitrogenada, altura de insercdo de espiga, numero
de fileiras por espiga, nimero de graos por fileiras e nUmero de graos por espiga,
entretanto, ndo houve ganhos no diametro do colmo, ao contrario de Soratto et
al. (2010), que observaram um aumento no diametro de colmo a partir da
adubacdao nitrogenada.

Gomes et al. (2007), destacaram que aplicacdes de nitrogénio 30 dias
apo0s a emergéncia das plantas em cobertura e o parcelamento (antecipada, na
semeadura e 30 dias apos a emergéncia das plantas) proporcionaram a maior
guantidade de graos por espiga e massa de mil grdos. Mascarello e Zan&o Junior
(2015) e Debastiani (2016) obtiveram resultados parecidos no aumento na

massa de graos e na produtividade com a adubacé&o nitrogenada.

2.3 Bactérias promotoras do crescimento

Para suprir a demanda de N de uma forma mais sustentavel, uma
alternativa em estudo é o aproveitamento dos beneficios da associacao entre
bactérias diazotroficas, que séo capazes de fixar nitrogénio, e culturas de grande
importancia econdmica. Esses microrganismos tém o potencial de promover o
crescimento vegetal e aumentar o desenvolvimento e a produtividade das

culturas (Islam et al., 2016). Especificamente para o milho, alguns estudos foram



realizados objetivando identificar microrganismos capazes de fixar Nitrogénio,
culminando consequentemente na substituicdo ou reducdo da adubacao
Nitrogenada. Apesar de nao terem sido identificados organismos eficientes e
especificos como ocorre para as leguminosas, alguns resultados positivos foram
obtidos com alguns microrganismos dos géneros Azospirillum e Bacillus. As
bactérias do género Azospirillum obtiveram destaque a partir da década de 1970,
com a descoberta da capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN)
dessas bactérias quando associadas com gramineas (Ddbereiner; Day, 1976).

Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs) séo
bactérias que habitam o solo e geralmente se encontram isoladas da rizosfera
de muitas plantas cultivadas. A aplicacdo de bactérias diazotréficas nos solos
proporciona beneficios diretos a producédo agricola, sendo uma alternativa de
cultivo com menor uso de insumos agricolas (Lavie e Stotzky, 1986; Figueiredo
et al., 2009). Esses microrganismos tém amplos efeitos no desenvolvimento das
plantas, desde a germinacdo das sementes até a producdo de graos, conforme
destacado por Lazzareti e Bettiol (1997). Entre as RPCPs mais estudadas estéo
Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum e rizébios (Aradjo, 2008).

Embora as pesquisas especificas sobre o milho ndo sejam numerosas,
Bacillus subtilis emerge como uma das principais RPCPs que promovem o
crescimento vegetal. Bacillus subtilis estimula o crescimento das plantas através
de mecanismos como a producdo de fitormdénios promotores de crescimento
(Datta et al., 1982), sideroforos e antibidticos (Harman et al., 2004), além da
inducéo de resisténcia das plantas contra fitopatogenos (Ramamoorthy et al.,

2001). Portanto, a inoculacdo de sementes com produtos a base de Bacillus



subtilis pode beneficiar significativamente o desenvolvimento e a produtividade

do milho.

2.4 Beneficios da Inoculagao

Dentre as tecnologias voltadas para o aumento da produtividade das
grandes culturas, nota-se a utilizacdo de microrganismos promotores de
crescimento, como € o caso do Azospirillum (Fukami; Cerezini; Hungria, 2018).
Conforme Cavallet et al. (2000), o efeito do Azospirillum spp. no desenvolvimento
do milho e de outras gramineas tem sido estudado quanto ao rendimento das
culturas, bem como em relacao as causas fisiolégicas que podem aumentar esse
rendimento. Segundo Didonet et al. (1996), existem evidéncias de que a
inoculacdo de milho com Azospirillum brasilense seja responsavel pelo aumento
da taxa de acumulo de matéria seca, 0o que parece estar relacionado com o
aumento da atividade das enzimas fotossintéticas e de assimilacdo de
nitrogénio. Contudo, o0 sucesso da inoculacdo parece estar diretamente
relacionado com a especificidade da interacdo entre espécies ou genoétipos de
plantas e as espécies ou estirpes das bactérias, modo de inoculacdo, além dos
fatores relacionados ao ambiente (Dalla santa et al., 2004; Hungria, 2011,
Braccini et al., 2012).

Assim como Bacillus subtilis, o Azospirillum produz fitormdnios que
estimulam o crescimento das raizes de diversas espécies de plantas. Verma et
al. (2014) identificaram que a bactéria promove o crescimento das raizes por
meio da liberacdo de acido indol-acético (AlA), giberelinas e citocininas,
substancias conhecidas por estimular o desenvolvimento radicular. O maior

desenvolvimento das raizes pela inoculagcdo com Azospirillum gera beneficios
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na absorcdo da agua e minerais, maior tolerancia a estresses como salinidade e
seca, resultando em uma planta mais vigorosa e, consequentemente, mais
produtiva (Dobbelaere et al., 2001).

Devido ao maior crescimento radicular e melhor nutricdo das plantas,
também ha relatos de maior tolerancia a agentes patogénicos de plantas (Correa
et al.,, 2008). O rendimento de grdos aumenta com a inoculagdo com
Azospirillum, provavelmente devido ao aumento do diametro da espiga e do
namero de fileiras, o que pode ser explicado pelo aumento da fixacdo bioldgica
gue a bactéria oferece a planta, favorecendo o desenvolvimento das raizes e o
crescimento, além de favorecer a processo fotossintético, aumentando o
rendimento (Bashan; De-Bashan, 2010).

Em virtude do efeito benéfico do Azospirillum e Bacillus subtilis, as plantas
apresentam raizes mais longas e plantulas maiores e, consequentemente, as
plantas apresentam um crescimento inicial mais rapido. Estudos realizados por
Garcia et al. (1996), com sementes de milho inoculadas com Azospirillum,
verificaram aumento de matéria seca de raiz e da parte aérea. Nos ensaios de
Salomone e Débereiner (1996), que avaliaram a resposta de varios genétipos de
milho a inoculacdo com quatro estirpes de Azospirillum spp. isoladas na
Argentina e trés isoladas de raizes de sorgo e milho no Brasil, observaram um
aumento no peso dos grdos. Avaliacbes mostraram também que, com a
inoculacdo do milho a partir das estirpes Ab, o rendimento médio dos tratamentos
inoculados foi 24% superior ao do tratamento controle (Hungria et al. 2010).

Em experimento, no qual foram utilizados 46 gendtipos de milho, foi

identificado aumento de 5% no rendimento de grdos com a inoculacao de
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Azospirillum e, nos genotipos avaliados, 65% obtiveram melhor resposta,
quando inoculados com bactérias, e dois gendtipos em especifico se
destacaram, demonstrando que a resposta de fixacdo de N pode ser relacionada
com o genotipo utilizado (Segismundo et al., 2020). Em ensaios conduzidos
por Rocha, Coltro e Lizzoni (2020) evidenciou-se que a inoculacdo com
Azospirillum brasilense néo influenciou as variaveis altura de plantas, altura
de insercdo da espiga e peso de mil graos, por outro lado, constatou-se
aumento da produtividade evidenciando os efeitos benéficos da associacao
da adubacdo com a inoculacéo.

A resposta diferencial de genétipos de milho a diferentes estirpes de
bactéria tem sido verificada nas diferentes pesquisas, com casos em que a
associacao é tao eficiente que permite a substituicao parcial da fertilizacdo com
nitrogénio pela inoculacdo com Azospirillum spp. (Garcia De Salomone et al.,
1996; Bashan; Holguin; Bashan, 2004; Montafiez et al., 2005; Roesch et al.,
2005; Lana et al., 2012; Pereira et al., 2015). Em virtude da capacidade das
RPCPs de liberar substancias promotoras de crescimento e auxiliar as plantas
pelo fornecimento de nutrientes, podem haver efeitos positivos no
desenvolvimento e produtividade do milho além de proporcionar uma economia

na adubacao nitrogenada.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Experimento em Casa de Vegetacao

3.1.1 Local, tratamentos e delineamento experimental

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo no Departamento de
Producédo Vegetal da UNESP Campus de Jaboticabal, durante o periodo de Abril
a Julho de 2023. Para a pesquisa, foram utilizados trés hibridos de milho
comerciais, SEMPRE 20A12 VIP3, STATUS VIPTERA 3 e MG593, sendo o
delineamento experimental adotado o de blocos casualizados, arranjado em
faixas, com oito repeticdes, sendo cada parcela representada por 1 saco de
polietileno com capacidade de 4,5 dm3 de solo, contendo uma planta cada.

A partir de analise quimica do solo, constatou-se a necessidade de
adubacao de base nas seguintes proporgdes: 120 mg/dm3 de N; 120 mg/dm? de
P; 62,7 mg/dm3 de S; 0,5 mg/dm?3 de B; 2,5 mg/dm?3 de Zn; 4,0 mg/dm?3 de Mn;
0,05 mg/dm? de Mo e 1 mg/dm3 de Cu. Posteriormente, em cobertura apos 26
dias da semeadura, foram aplicados: 30 mg/dm3 de N e 40 mg/dm?3 de K. Os
adubos utilizados foram: Ureia, Fosfato Monoaménico, Sulfato de Amonio,

Kh2PQOa4, H3BO3, ZnSO4, MNnCl2, MoOs e CuSOa.
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3.1.2 Tratamentos e caracteristicas avaliadas

Os trés hibridos empregados no experimento foram submetidos a quatro
tratamentos envolvendo a inoculag&o, ou néo, via solo com 0s microrganismos,
sendo: (1) auséncia de inoculagdo, (2) inoculagdo via semente com o
Azospirillum brasilense, (3) inoculagcdo via semente com o Azospirillum
brasilense e Bacillus subtilis e (4) inoculagdo via semente com
QualyFix Gramineas, como pode-se observar na Tabela 1. Para o tratamento 2
adotou-se um inoculante ndo comercial composto pelas estirpes AbV5 + AbV6 e
concentracdo de 5x10% UFC/ml, ja para o tratamento 4, adotou-se o inoculante
comercial QualyFix Gramineas (estirpes AbV5 + AbV6 e concentracdo de 5x108

UFC/ml).

Tabela 1. Dosagem e formula¢cdo dos microrganismos utilizados.

Tratamentos Microrganismos Doses
1 Controle Auséncia de inoculagéo
2 Azospirillum brasilense Solo - 5ml
3 Azospirillum brasilense + Bacillus subtilis Solo - 2,5ml/2,5ml
4 Qualyfix Solo - 5ml

Apbs 72 dias da emergéncia, periodo em que foi possivel manter as
plantas em casa de vegetacdo, foram avaliadas para cada tratamento,
caracteristicas relacionadas a planta, sendo elas: indice de conteudo de clorofila
das folhas, altura média das plantas (cm), biomassa fresca e seca da parte aérea
(g/planta) e biomassa fresca e seca das raizes (g/planta).

O teor de clorofila foliar foi mensurado com o clorofildbmetro portatil
(OptiSciences, CCM-200), com as medicOes feitas em todas as parcelas e a

leitura realizada no ter¢co meédio da ultima folha completamente expandida.
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Com auxilio de uma régua métrica graduada, foi obtida a altura das
plantas, pela distancia entre a superficie do solo e a base de insercdo da folha
bandeira, posteriormente foi obtida a média entre hibridos e tratamentos.

ApOs o corte das plantas em sua base e seu armazenamento em sacos
de papel, com o auxilio de balanca analitica, foi obtida a massa fresca da parte
aérea pela pesagem das folhas e colmo, com valores obtidos em gramas.
Posteriormente, a massa seca de parte aérea foi obtida pelo acondicionamento
do material fresco em estufa de secagem a uma temperatura de 65°C, por 72
horas, as amostras foram pesadas por meio de uma balanca analitica obtendo-
se entdo a massa seca da parte aérea em gramas.

As raizes, ap0s o corte da parte aérea, foram lavadas de modo a se retirar
qualquer residuo ou outro tipo de impureza, o procedimento foi realizado
utilizando uma peneira a fim de néo perder material vegetal e facilitar a drenagem
das impurezas. A variavel massa fresca de raiz foi obtida apés as raizes lavadas
serem acondicionadas em sacos de papel e pesadas em uma balanc¢a analitica,
sendo os dados contabilizados em gramas. Posteriormente as raizes frescas
foram acondicionadas em estufa de secagem por um periodo 72 horas a uma
temperatura de 65°C, ap0ds isso as amostras foram pesadas por meio de uma
balanca analitica, com os dados obtidos também em gramas.

Apos a coleta dos dados, para cada hibrido e carater, foram feitas analises
de variancia individual aplicando-se o teste F a 5% de probabilidade, sendo as
médias comparadas ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey. Todas
as analises estatisticas foram realizadas por meio do programa estatistico

Sisvar.
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3.2 Experimento em Campo

3.2.1 Area Experimental

O experimento foi realizado durante o periodo de Dezembro de 2023 a
Maio de 2024 na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensao (FEPE) da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - UNESP, campus de Jaboticabal/SP, com
uma altitude média de 615,01 metros acima do nivel do mar. O relevo pode ser
definido como suave ondulado e sua localizacdo geografica € definida por:
latitude 21° 14’ 05”S e longitude 48° 177 09”7 WG (ESTACAO
AGROCLIMATOLOGICA - UNESP CAMPUS JABOTICABAL). O clima ¢
definido como tropical com inverno seco e classificado como Aw de acordo com
o Sistema Internacional de Classificacdo de Koppen (1931), com temperatura
meédia de 23.7 °C. A média pluviométrica anual é de 1.340 mm, com chuvas
concentradas principalmente durante o verdo. O tipo de solo é classificado como
Latossolo Vermelho eutréfico (Santos et al., 2018).

Durante a conducédo do experimento, periodo que compreende o plantio
até a colheita, a precipitacdo total foi de 470,9 mm (Figura 1) de acordo com a
Estacdo Agroclimatoldgica do departamento de Ciéncias exatas da Fcav/Unesp

- campus de Jaboticabal.
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Precipitacao-Jaboticabal
Dezembro de a Maio de 2024

PRECIPITAGCAO (MM)

Figura 1. Precipitagdo durante a conducdo do experimento. Fonte: ESTACAO
A(}ROCLIMATOLOGICA DEPARTAMENTO DE CIENCIAS EXATAS DA FCAV/UNESP -
CAMPUS DE JABOTICABAL.

3.2.2 Tratamentos e delineamento experimental

Para o desenvolvimento do presente trabalho durante a safra 2023/2024,
foram utilizados 3 hibridos comerciais de milho e um inoculante formulado com
as estirpes Abv5 e Abv6 de Azospirillum brasilense, sendo que a inoculagao foi
realizada via solo. Os hibridos utilizados foram SHU 6211 TRE (H1), AG 8701
PRO 4 (H2) e STATUS VIP 3 (H3), ja o inoculante comercial utilizado foi o
Qualyfix Gramineas.

Cada hibrido foi submetido a quatro tratamentos: (1) Inoculacdo com o
Azospirillum brasilense via solo, sem adubac¢éo nitrogenada de cobertura, (2)
Inoculacdo com o Azospirillum brasilense via solo, com adubacé&o nitrogenada
de cobertura, (3) Auséncia de inoculacdo com o Azospirillum brasilense, com
adubacdo nitrogenada de cobertura e, (4) Auséncia de inoculagdo com
Azospirillum brasilense, sem adubacéao nitrogenada de cobertura, de acordo com

a Tabela 2. Empregou-se o delineamento experimental de blocos ao acaso,
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arranjado em faixas, com 5 repeticdes, sendo cada parcela constituida por quatro
linhas de 5,00 metros de comprimento, com espacamento de 0,50 metros entre

linhas.

Tabela 2. Tratamentos empregados nas parcelas.

Tratamentos Inoculacédo Adubacéo de cobertura
1 Azospirillum brasilense Auséncia
2 Azospirillum brasilense Adubacéo nitrogenada
3 Auséncia Adubacéo nitrogenada
4 Auséncia Auséncia

O plantio do experimento foi realizado no dia 5 de Dezembro de 2023 com
uma semeadora adubadora utilizando-se adubo com formulagédo 8- 28-16 na
base aplicado em area total, em uma dose de 300 kg.ha. A inoculacdo com o
Azospirillum brasilense foi realizada no mesmo dia via solo por meio do
equipamento Micron Combat, com o produto comercial QualyFix Gramineas® na
dose 600 ml hal (5x108 bactérias ml?, estirpes AbV5 + AbV6), conforme
recomendacdes do fabricante.

Todas as parcelas receberam a mesma adubacao de base, e nas parcelas
que receberam adubacdo de N em cobertura foi aplicada Uréia na dose de 140
kg.hatde N, apés 26 dias da semeadura, quando as plantas se encontravam
nos estagios V4/V5 de desenvolvimento. No dia 11 de janeiro de 2024, realizou-
se a segunda inoculacdo com Azospirilum brasilense nas parcelas que
receberam os microrganismos, a fim de garantir a manutencdo das colbnias
bacterianas, fazendo-se uso da mesma dosagem, metodologia e produtos

adotados anteriormente, aplicando-se com uma bomba costal.
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A colheita manual foi feita no dia 16/04/2024 e o milho foi debulhado com

a ajuda de um debulhador de gréos.

3.2.3 Parametros avaliados

Para as avaliac6es foram consideradas como parcela Gtil apenas as duas
linhas centrais da parcela. Em cada parcela do experimento avaliou-se o indice
de conteudo de clorofila, massa fresca da parte aérea, altura da planta, altura de
insercao da espiga, componentes de producéo e produtividade de graos.

O indice de conteudo de clorofila foliar (CLR) foi mensurado com
clorofilbmetro portatil (OptiSciences, CCM-200), quando as plantas se
encontravam nos estadios VT (60 dias), sendo as medicdes feitas na parte
central de cada folha e utilizando quatro plantas de cada parcela na area util.

Para a determinacdo da massa verde fresca (MF) pesou-se as folhas,
colmos e espigas coletadas de cinco plantas de cada parcela, quando as plantas
se encontravam em estadio R2-R3.

Para avaliacdo a altura (ALT), com auxilio de régua graduada em
centimetros determinou-se a altura média das plantas (cm) pela distancia entre
a superficie do solo e a base de insercdo da folha bandeira (dados obtidos no
estadio R4) e altura média de insercdo da espiga (cm) pela distancia entre a
superficie do solo e o ponto de insercéo da espiga principal com o colmo. Ambos
os dados foram coletados das mesmas plantas, amostrando quatro plantas por
parcela util.

Apoés a colheita das espigas da area util das parcelas, avaliou-se os
componentes de producédo da cultura, sendo: a) Comprimento de Espiga (CE):

com o auxilio de régua graduada (cm) foi obtido o comprimento das espigas em
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centimetros. b) Diametro de espiga (DE): com auxilio de paqguimetro, aferiu-se o
diametro das espigas em centimetros, sendo a medida tomada no terco inferior
da espiga. ¢) Numero de fileiras de grdos (NF): realizou-se a contagem do
namero de fileiras de gréos por espiga. d) Numero de gréos por fileira (NG): foi
realizada a contagem do numero médio de graos por fileira. €) Peso médio de
graos (PMG): Contabilizou-se 1000 grdos por parcela e com auxilio de uma
balanca de precisdo, obteve-se o peso médio dos mesmos para hibridos e
tratamentos.

Para estimar a produtividade de grédos da cultura (PROD), as espigas da
area util das parcelas coletadas foram debulhadas em debulhadora mecanica e
apos a debulha, pesou-se o0s graos e assim foi estimada a produtividade de graos
em kg. ha'.

Apos a coleta dos dados, para cada hibrido e carater, foram feitas analises
de variancia individual aplicando-se o teste F a 5% de probabilidade, sendo as
médias comparadas ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey. Todas
as analises estatisticas foram realizadas por meio do programa estatistico

AgroEstat.



20

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento em Casa de Vegetacao

A partir das andlises estatisticas, ndo houve diferencas significativas nas
caracteristicas avaliadas nos hibridos, decorrentes da inoculacdo com o0s
microrganismos nas sementes de milho (Tabelas 3, 4 e 5), assim, ndo houve
ganhos em teor de clorofila, altura e biomassa fresca e seca da parte aérea e
raizes que fossem significativas. Resultados parecidos foram obtidos em
trabalho realizado Morais et al. (2017), onde ndo se obteve ganhos pela
inoculagéo e a aplicagdo da bactéria também néo interferiu no desenvolvimento

das plantas e na produtividade da cultura.
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Tabela 3. Resumo da andlise de variancia para indice de clorofila clorofila (CLOR), altura (ALT),
massa fresca da parte aérea (MFA), massa seca da parte aérea (MSA), massa fresca da raiz
(MFR) e massa seca da raiz (MSR), do hibrido SEMPRE 20A12 VIP3.

Hibrido SEMPRE CLOR ALT MFA MSA MFR MSR
QM 14,95 1098,45 2263,01 90,29 233,87 4,05
F(Pr) 1,001(0,41) 0,802(0,50)  0,924(0,44)  1,264(0,31) 2,413 (0,0953) 0,477 (0,70)
MEDIA 18,53 172,31 266,83 44,90 46,47 13,50
CV% 20,86 21,47 18,55 18,82 21,18 21,59
Controle 1915A(2) 177,0A(2) 27288A(2) 452TA(3) 4744AB(2) 1352A(3)
Azospirillum brasilense 1655A (4) 15575A(4) 2428A(4) 404A(4) 3955B(4) 1258A(4)
A. brasilense + Bacillus subtilis 19,65A (1) 1830A(1) 281,85 A(1) 4853A(1) 527A(1) 1432A(1)
Qualyfix 1875A(3) 1735A(3) 26981A(3) 4538A(2) 4621AB(3) 1358A(2)

Médias seguidas de mesma letra, na vertical, ndo diferem entre si pelo Teste médias, ao nivel
de 5% de significancia. A sequéncia de numeros indica a ordem de desempenho entre os
tratamentos.

Tabela 4. Resumo da andlise de variancia para indice de clorofila (CLOR), altura (ALT), massa
fresca da parte aérea (MFA), massa seca da parte aérea (MSA), massa fresca da raiz (MFR) e
massa seca da raiz (MSR), do hibrido STATUS VIPTERA 3.

Hibrido STATUS CLOR ALT MFA MSA MFR MSR
QM 17,59 1024,08 1895,23 99,84 148,04 3,05
F(Pr) 1,035(0,40) 1,345(0,28)  1,633(0,21) 2,026 (0,14) 1,288 (0,30) 0,763 (0,53)
MEDIA 22,92 191,25 216,14 37,20 32,69 11,69
CV% 17,98 14,43 15,76 18,87 32,69 171
Controle 2075A(4) 17587A(4) 1954A(4) 3213A(4) 27,05A(4) 1094A(4)
Azospirillum brasilense 238A(2) 1935A() 21417A(3) 3766A(3) 3200A(3) 11,66A(3)
A. brasilense + Bacillus subtilis 23,94 A (1) 203,12A(1) 23055A(1) 402A(1) 3655A(1) 11L,72A(2)
Qualyfix 232A(3) 1925A(3) 22445A(2) 3B8LA(2) 3558A(2) 1245A(1)

Médias seguidas de mesma letra, na vertical, ndo diferem entre si pelo Teste médias, ao nivel
de 5% de significancia. A sequéncia de numeros indica a ordem de desempenho entre os
tratamentos.
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Tabela 5. Andlise de variancia da clorofila (CLOR), altura (ALT), massa fresca da parte aérea
(MFA), massa seca da parte aérea (MSA), massa fresca da raiz (MFR) e massa seca da raiz
(MSR), do hibrido MG593.

Hibrido MG593 CLOR ALT MFA MSA MFR MSR
QM 13,63 490,36 184,44 5,71 256,17 2,69
F(PY) 0,883(0,46) 1,065(0,38) 0,408 (0,75) 0,134 (0,94) 1,149 (0,35 0,378 (0,77)
MEDIA 25,58 199,28 237,51 47,38 63,35 15,80
CV% 15,36 10,77 8,96 13,78 23,57 16,91
Controle 2451A(3) 19675A(2) 24345A(1) 4835A(1) 696A(1)  1606A (2
Azospirillum brasilense 2441A(4) 19575A(3) 2323A(4) 4668A(3) 6082A(3) 1592A (3)
A. brasilense + Bacillus subtilis 26,51 A (2) 193,75A (4) 23895A(2) 46,66A(4) 5682A(4) 14,96 A (4)
Qualyfix 269A (1) 21087A(1) 23535A(3) 4783A(2) 6618A(2) 1627A(L)

Médias seguidas de mesma letra, na vertical, ndo diferem entre si pelo Teste médias, ao nivel
de 5% de significancia. A sequéncia de numeros indica a ordem de desempenho entre os
tratamentos.

Na média dos trés hibridos para os parametros avaliados, considerando
0S quatro tratamentos, observa-se, de fato, que ndo ha diferencas entre os
tratamentos (Figura 2). De acordo com os resultados apresentados, nenhum dos

hibridos testados respondeu a inoculacdo de maneira significativa nas condi¢cdes
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Figura 2. Média dos hibridos em funcao dos tratamentos, para os caracteres avaliados.
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Como justificativa aos resultados, pressupde-se que as doses de
nitrogénio que foram aplicadas no plantio e em cobertura, 120 mg/dm3 e 30
mg/dm? respectivamente, foram suficientes para atender a demanda das plantas
durante seu desenvolvimento e, consequentemente, a inoculacdo néo surtiu
efeito. Esse resultado, também, sugere falta de afinidade entre as estirpes
bacterianas dos inoculantes e os genotipos de milho.

Resultados semelhantes aos obtidos a partir das caracteristicas
analisadas foram obtidos por diversos autores. Sobre o indice de conteudo de
clorofila, ndo se evidenciou diferencas significativas, assim como Pereira et al.
(2015) nao evidenciaram ganhos significativos para essa caracteristica ao
utilizarem Azospirillum brasiliense em plantas de milho.

Em relacdo a altura, os tratamentos ndo mostraram efeitos significativos
para os hibridos, Cunha et al. (2014) a partir da inoculacdo de Azospirillum
brasiliense em milho, ndo obtiveram incrementos na altura de plantas, assim
como Lima et al. (2011), que ao realizarem um estudo inoculando sementes de
milho com Bacillus subtilis fornecendo também adubacdo a cultura, nao
obteveram ganhos na altura de plantas.

De mesma maneira, para massa fresca e seca da parte aérea, 0s
tratamentos inoculados ndo surtiram efeitos significativos em relacdo ao
tratamento controle, que em alguns casos demonstrava os melhores valores.

Quanto a matéria fresca de raizes, os tratamentos inoculados também
nao mostraram eficiéncia, visto que nado se diferenciavam do tratamento controle.
Para matéria seca de raizes, ndo se identificou diferencas significativas, assim

como Silva (2013), inoculando plantas de milho com Azospirillum brasiliense e
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fornecendo também aplicacdo de nitrogénio mineral, ndo obteve incrementos

nessa caracteristica.

4.2 Experimento em Campo

Verificou-se diferencas significativas entre hibridos e tratamentos com
Azospirillum, tanto para componentes vegetativos, quanto para componentes de
producdo. Em relagdo aos componentes vegetativos, altura (ALT), indice de
conteudo de clorofila (CLR), altura de insercéo da espiga (AIE) e massa fresca
(MF), identificou-se melhor desempenho nos tratamentos inoculados (Tabelas 6
e).

As variaveis comprimento de espiga e numero de grdos mostraram
diferengcas somente entre hibridos, j& o numero de fileiras ndo se alterou entre
hibridos e tratamentos. Constatou-se que o peso de mil graos (PMG) e a
produtividade de grédos (PROD) de milho foi afetada pelos tratamentos com
Azospirillum e se diferenciou, principalmente, entre hibridos. Os resultados
obtidos nas analises dos diferentes hibridos de milho revelam uma série de
efeitos principais e interagbes significativas entre os tratamentos adotados
(Tabelas 8, 9 e 10).

Com base nos resultados apresentados, fica evidente que os hibridos
testados mostraram respostas positivas a inoculagdo com Azospirillum
brasilense, para até mais de uma variavel, indicando que existe compatibilidade
entre as estirpes bacterianas presentes no inoculante e os genétipos de milho
utilizados. Estudos desse tipo sdo relevantes, uma vez que muitas pesquisas
tém destacado a afinidade entre estirpes de Azospirilum e variedades

especificas de milho (Wani et al., 1985), assim como entre a bactéria e diferentes
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espécies de plantas (Penot et al., 1992). Nesse contexto, o gendtipo exerceu
influéncia na resposta das plantas a inoculacéo, conforme observado em milho
(Arsac et al., 1990; Salamone; Dbbereiner, 1996; Salamone et al., 1996).

Souza et al. (2019) constataram um impacto positivo da inoculacdo na
produtividade de grdos de milho em seu estudo, no entanto, observaram que os
efeitos sobre as gramineas séo variaveis. De acordo com Lana et al. (2012), é
crucial considerar a interacdo entre o gendtipo da planta e as cepas eficazes da
bactéria para alcancar sucesso na fixacao biolégica do nitrogénio. Bartchechen
et al. (2010) também apontam que a inconsisténcia nos resultados das pesquisas
com Azospirilum na cultura do milho pode variar conforme as condicdes
experimentais, sendo essa a principal limitacdo para a adocdo da bactéria na
cultura do milho.

Em vérios parametros, o tratamento somente inoculado se equiparou e
até foi superior aos tratamentos que receberam adubacdo de cobertura
nitrogenada, mostrando a eficiéncia da atividade das bactérias, visto que a
inoculacdo com Azospirillum tem sido amplamente estudada por seus efeitos
benéficos na mitigacdo do estresse em plantas. De acordo com Bashan et al.
(2014), o Azospirillum promove o crescimento das raizes, melhora a absorcéo
de agua e nutrientes e aumenta a tolerancia das plantas ao estresse,
contribuindo significativamente para a reducdo do estresse hidrico e salino.
Estudos demonstraram que Azospirillum pode melhorar a resisténcia das plantas
a estresses hidrico e salino, aumentando a producdo de fito-hormdnios e
antioxidantes que ajudam as plantas a superar condi¢coes adversas (Bashan et

al., 2004; Cassan et al., 2014).
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Em plantas de tomate, Azospirillum foi associado a uma melhor retengao
de agua e crescimento mais vigoroso sob condi¢cfes de déficit hidrico (Cohen et
al., 2009). Além disso, Bashan et al. (2006a) relataram que Azospirillum pode
reduzir o estresse oxidativo em plantas, promovendo a producdo de
antioxidantes. Assim, € possivel que as bactérias possam ter auxiliado na
reducao do estresse hidrico nas plantas, ocasionado pela falta de chuva durante
o periodo de conducdo do experimento, como mostrado anteriormente nas

Figuras 1 e 2.

4.2.1 Efeito nos componentes vegetativos

4.2.1.1 Altura de planta e indice de contetdo de clorofila

A altura das plantas variou significativamente entre os tratamentos e os
hibridos testados. A maior média foi de 2,08 metros para AG 8701 PRO 4 (Tabela
6), que néo diferiu de SHU 611 TER, com a aplicacdo somente de Azospirillum.
Os tratamentos com inoculacao via solo, sem e com adubacao nitrogenada de
cobertura, resultaram em maiores alturas para os hibridos. Em contraste, os
tratamentos sem inoculacdo e, principalmente, o tratamento controle
apresentaram menor desempenho para todos os hibridos. O indice de contetdo
de clorofila foi outro parametro influenciado pelos tratamentos. A média geral foi
maior para STATUS VIP 3 com 44,00, sem diferir de AG 8701 PRO 4 com 42,77,
mas superior a SHU 6211 TRE com 39,18 (Tabela 6). O tratamento com
inoculacdo via solo sem adubac&o nitrogenada de cobertura proporcionou
maiores teores de clorofila em relagdo aos tratamentos sem inoculagédo. Em
contraste, o tratamento controle resultou nos menores valores de teor de

clorofila, com uma média de 36,26.



27

Tabela 6. Médias e resumo da andlise de variancia para altura da planta (ALT) e indice de
conteudo de clorofila (CLR) em funcao dos tratamentos adotados para cada hibrido, H1: SHU
6211 TRE; H2: AG 8701 PRO 4; H3: STATUS VIP 3.

COMPONENTES VEGETATIVOS
ALT! CLR!
Tratamento H1 H2 H3 MEDIA H1 H2 H3 MEDIA

CAZSN 2,07Aab  2,177Aa  2,02ABb 2,08A 42,07Ab 47,97Aab  49,74Aa 46,59A
CAZCN 2,056ABa  2,16Aa 2,11Aa 2,11A 42,54Aa 43,3ABa 45,51Aa 43,78AB
SAZCN 1,94BCa 2,00Ba 1,90BCa 1,95B 39,74ABa 38,9ABa 45,27Aa 41,32B
SAZSN 1,90Cab  2,00Ba 1,86Cb 1,92B 32,39Bb 40,9Ba 35,49Bab 36,26C

MEDIA 1,99b 2,08a 1,97b 39,18b 42,77ab 44,00a
CV (%) 3.5 11,41
QM
(tratamentos) 0,13410 288,30
F *k o
(tratamentos) 26,77 12,54
(hl'lg“i,\c/ilos) 0,0702 125,3438
F *k %
(hibridos) 14,01 5,45
aM 0,0048 39,75

(interacao)

. ~ 0,97Ns 1,73N8
(interacdo)

lLetras Mailsculas nas colunas comparam os tratamentos e letras minUsculas nas
linhas comparam os hibridos. Valores seguidos por letras distintas, nas colunas e
linhas, diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia.

* e NS: significativo e nédo significativo, respectivamente, pelo teste F (* (5%); ** (1%)
e *** (0,1%)).

Costa et al. (2015) verificaram que a aplicacéo de A. brasilense, tanto nas
sementes quanto através de pulverizacdo foliar no estagio V4, proporcionou
ganhos percentuais significativos na variavel. Na altura das plantas, observaram
aumentos de 9,5% e 16%; na biomassa seca do colmo, os incrementos foram
de 49% e 6,75%; e na biomassa seca das raizes, os ganhos foram de 123% e
97%, respectivamente.

A promogéao do crescimento das plantas de milho através da inoculacéo
com Azospirillum spp., como observado na altura de plantas e de insercéo de
espiga mais elevadas, esta em concordancia com outros estudos (Braccini et al.,
2012; Repke et al., 2013; Costa et al., 2015). Essas pesquisas demonstraram

gue a inoculagéo das sementes de milho com Azospirillum spp. resultou em um
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significativo incremento no crescimento das plantas. Esse beneficio é reflexo do
maior desenvolvimento inicial das plantas, conforme evidenciado pelos
resultados de vigor e altura inicial, que sédo determinantes até o florescimento.
Kappes et al. (2013), avaliando a inoculacdo com bactérias diazotroficas na
cultura do milho, verificaram aumento na altura média das plantas inoculadas e
na produtividade de graos do milho.

Cassan et al. (2020) afirmam que diversos mecanismos Sao responsaveis
pela promocéo do crescimento vegetal proporcionado por bactérias do género
Azospirillum spp. Embora a fixacao de nitrogénio (N) tenha sido um dos primeiros
mecanismos estudados, ela contribui com um aumento de apenas 5 a 18% do N
total nas plantas inoculadas. Portanto, o crescimento vegetal é principalmente
atribuido a outros mecanismos, como a sintese de reguladores de crescimento,
incluindo acido indolacético (AIA), acido abscisico (ABA), etileno, citocininas e
giberelinas. Assim, a altura das plantas também ¢é dependente das
caracteristicas genéticas de cada hibrido.

Barassi et al. (2008) constataram um aumento na atividade fotossintética
quando o A. brasilense foi utilizado. Eles relataram melhorias nos parametros
fotossintéticos das folhas, incluindo aumento no teor de clorofila e na
condutancia estomatica, maior acumulacdo de prolina na parte aérea, e
melhorias no potencial hidrico das plantas.

Com o aumento da atividade fotossintética, ha também um incremento
nos pigmentos fotossintéticos, como clorofila a clorofila b, e pigmentos
fotoprotetivos auxiliares, como violaxantina, zeaxantina, ateroxantina, luteina,

neoxantina e beta-caroteno. Isso resulta em plantas com coloragcdo mais verde
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e menos suscetiveis ao estresse hidrico (Bashan et al., 2006b). O uso de A.
brasilense contribui para o0 aumento da atividade fotossintética da planta, pois
produz diversos metabdlitos, incluindo cinetina, acido salicilico, acido jasmaonico,
acido indolbutirico, acido indolacético e acido giberélico (Hungria et al., 2011). O
incremento na atividade fotossintética da planta pode influenciar de maneira
benéfica outros parametros, como a produtividade (Novakowiski et al., 2011).
Apesar de o hibrido STATUS VIP 3 ter apresentado os maiores indices de
conteudo de clorofila, tal fator ndo resultou em melhor desempenho ao final das
avaliacoes.

Portanto, deve-se considerar, assim como Hurtado et al. (2010), que os
hibridos utilizados podem afetar as leituras do clorofildbmetro. Outra possivel
justificativa pode ser o estresse poOs-avaliacdo, ao qual o hibrido foi mais
suscetivel, resultando em maior impacto negativo em sua performance. Este
fenbmeno ocorre quando as condicbes ambientais adversas, como secas,
temperaturas extremas ou manejo inadequado, afetam de maneira mais intensa
as cultivares menos resilientes, comprometendo seu desenvolvimento e

produtividade.

4.2.1.2 Altura de insercdo da espiga e massa fresca

A altura de insercéo da espiga apresentou variacdes significativas entre
os tratamentos e se mostrou também diferente entre os hibridos. A media geral
foi maior para STATUS VIP 3 com 1,21 metros (Tabela 7), sem diferir
estatisticamente de AROCERES VT PRO 4. Os tratamentos com inoculagao via
solo resultaram em maiores valores de altura de inser¢ao da espiga, em torno

de 1,2 metros, sem diferir do tratamento que recebeu apenas adubacédo de
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cobertura. O tratamento sem inoculacdo com adubacéo nitrogenada apresentou
valores intermediarios (1,17m), e as menores alturas de insercdo da espiga
foram identificadas no tratamento controle (1,13m). A massa fresca também foi
influenciada significativamente pelos tratamentos. A média geral foi maior para
AG 8701 PRO 4 com 3,02 kg, que néo diferiu de SHU 6211 TRE com 3,0 kg,
mas foi superior a STATUS VIP 3 com 2,52 kg (Tabela 7). Para essa variavel,
nao houve diferenca significativa para a média dos tratamentos inoculados e o
tratamento sem inoculacdo com adubacdo de cobertura; entretanto, pode-se
dizer que as bactérias foram capazes de suprir a necessidade da cultura em
relacdo ao nitrogénio. Apenas o0 tratamento controle mostrou-se inferior,

apresentando o menor resultado na média dos tratamentos.
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Tabela 7. Médias e Analise de Variancia da Altura de Insercéo da Espiga (AE) e Massa Fresca
(MF) em Funcao dos Tratamentos adotados para cada hibrido, H1: SHU 6211 TRE; H2: AG 8701
PRO 4; H3: STATUS VIP 3.

COMPONENTES VEGETATIVOS

AIE! MF
Tratamento HA1 H2 H3 MEDIA HA1 H2 H3 MEDIA
CAZSN 1,18Aa 1,21Aa 1,24ABa 1,21A 3,19Aa 3,3Aa 2,54Ab 3,01A

CAZCN 1,19Aa 1,20Aa 1,25Aa 1,22A 2,97ABab 3,15ABa 2,60Ab 2,91A
SAZCN 1,11ABb 1,2Aa 1,2ABa 1,17AB 3,19Aa 2,96ABab 2,68Ab 2,94A

SAZSN 1,08Ba 1,16Aa 1,15Ba 1,13B 2,63Ba 2,66Ba 2,27Aa 2,52B
MEDIA 1,14b 1,19a 1,21a 3,0a 3,02a 2,52b
CV (%) 4,51 10,84

QM 0,02238 0,74211
(tratamentos)
F * % * %
(tratamentos) 7,80 [
QM
(hibridos) 0,0292 1,5654
F * % * %
(hibridos) 1019 16.38
. QM ~ 0,0021 0,0766

(interacao)

F 0,74Ns 0,80N8

(interagdo )

lLetras Mailsculas nas colunas comparam os tratamentos e letras minasculas nas
linhas comparam os hibridos. Valores seguidos por letras distintas, nas colunas e
linhas, diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia.

* e NS: significativo e nédo significativo, respectivamente, pelo teste F (* (5%); ** (1%)
e ***(0,1%)).

A andlise da altura da planta e altura de insercéo da espiga é crucial, pois
plantas mais altas e com maior altura de insercao da espiga sdo geralmente mais
suscetiveis ao acamamento, conforme mencionado por Li et al. (2007). E
importante considerar que o incremento na altura de insercdo da espiga pode
ser considerado um fator prejudicial, devido aos problemas apresentados
anteriormente. Por outro lado, Garcia de Salamone et al. (2001) demonstraram
que a producao de citocininas por rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas, incluindo A. brasilense, pode influenciar positivamente a altura de
insercao de espiga em milho, ao promover a divisdo celular e o desenvolvimento

do tecido vascular. Ao analisar isoladamente o hibrido AG 8701 PRO 4,
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concluimos que ndo houve efeito significativo dos tratamentos com A. brasilense
para essa variavel, visto que os valores para o hibrido ndo se diferiram entre si.

De acordo com Taiz e Zeiger (2010), a aplicacdo adequada de nitrogénio
no solo pode resultar em um aumento significativo na massa fresca das plantas,
proporcionando maior vigor e crescimento vegetativo. Em experimentos
realizados com milho, Hungria et al. (2010) observaram um aumento de 30% na
massa fresca das plantas inoculadas com A. brasilense comparadas com as néo
inoculadas; ja Castro et al. (2016) reportaram um incremento de 24% na massa
fresca do milho quando inoculado com A. brasilense, em comparagdo com as
plantas que n&o receberam a inoculagdo. Okon e Labandera-Gonzalez (1994)
demonstraram que a aplicacdo de A. brasilense resultou em um aumento médio
de 15-35% na biomassa fresca de varias culturas, incluindo milho, em campos
experimentais ao redor do mundo. Esse aumento pode ser explicado pela
producéo de acido indolacético (IAA) pelas estirpes de Azospirillum brasilense,
gue pode estimular significativamente o crescimento das raizes e a absorcao de
nutrientes, resultando em um aumento na biomassa fresca das plantas
(Dobbelaere et al., 2001). Nao houve efeito significativo entre os tratamentos e
o hibrido STATUS VIP 3 para a variavel massa fresca, visto que os resultados

nao mostraram consideravel discrepancia (p > 0,05).

4.2.2 Efeitos nos Componentes de producéao

4.2.2.1 Comprimento de espiga e numero de fileiras
O comprimento de espiga nao foi influenciado pelos tratamentos, e obteve
resultados variaveis entre os hibridos. A média geral foi maior para AG 8701

PRO 4 com 17,27 cm, seguido por SHU 6211 TRE com 13,91 cm e AGRISURE
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VIPTER com 12,23 cm (Tabela 8). Para esta variavel, os tratamentos nao
proporcionaram diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05); porém, o
tratamento com adubac&o nitrogenada sem inoculacdo proporcionou maior
média com 15,92 cm, em relacdo ao controle. De acordo com Oliveira et al.
(2012), a aplicacdo de nitrogénio ndo influenciou significativamente o
comprimento da espiga de milho, sugerindo que outros fatores podem ser mais
determinantes para este componente produtivo.

Para o numero de fileiras (Tabela 8), todos os hibridos mostraram médias
semelhantes, indicando que os tratamentos nao influenciaram significativamente
essa caracteristica. Este € um parametro genético que pode ser menos sensivel
as variacbes de tratamento em comparacdo com outros componentes de
producdo. Repke et al. (2013) e Mdller et al. (2016) encontraram resultados
similares, demonstrando também que a aplicacdo de A. brasilense nao teve

efeito sobre esses aspectos produtivos do milho.
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Tabela 8. Médias e Andlise de Variancia do Comprimento de Espiga (CE) e Nimero de Fileiras
(NF) em Funcao dos Tratamentos adotados para cada hibrido, H1: SHU 6211 TRE; H2: AG 8701

PRO 4; H3: STATUS VIP 3.

COMPONENTES DE PRODUCAO
CE! NF?

Tratamento H1 H2 H3  MEDIA  H1 H2 H3  MEDIA
CAZSN 14,30Aa 15,66Aa 13,48Aa 14,48A 1624Aa 16,32Aa 16,74Aa  16,43A
CAZCN 13,78Aa 16,34Aa 12,37Aa  14,16A 16,24Aa 15,76Aa 16,00Aa 16,00A
SAZCN 14,04Ab 21,34Aa 12,40Ab 1592A 16,08Aa 1592Aa 16,08Aa 16,02A
SAZSN 13,54Aa 15,74Aa 10,68Aa 13,32A 1596Aa 16,08Aa 16,64Aa 16,22A

MEDIA 13,91b  17,27a  12,23b 16132  16,02a  16,36a
CV (%) 28,14 503
(tratacr)n,\e/,-lntos) 17,6926 0,6157
(tratarrfentos) 1,078 0,93N\s
(higi'\élos) 131,4694 0.6276
(hl'bgdos) 7,92 0,95NS
(intecrlgﬂgéo) 13,41 0,2442
F

. ~ 0,81NS 0,37Ns
(interacao)

lLetras Mailsculas nas colunas comparam os tratamentos e letras minasculas nas
linhas comparam os hibridos. Valores seguidos por letras distintas, nas colunas e
linhas, diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia.

* e NS: significativo e nédo significativo, respectivamente, pelo teste F (* (5%); ** (1%)
e ***(0,1%)).

4.2.2.2 Diametro de espiga e numero de gréos por fileira

O diametro de espiga também apresentou variacées entre os hibridos e
tratamentos. O hibrido AGRISURE VIPTER apresentou o menor diametro de
espiga em geral (33,7 mm), conforme os numeros observados na Tabela 9,
sugerindo que possa ser mais suscetivel a fatores que afetam o desenvolvimento
do diametro da espiga, como competi¢cdo por nutrientes ou estresse hidrico. Os
tratamentos, com inoculacdo sem adubacao de cobertura (T1) e sem inoculagéo
com adubacéo de cobertura (T3), mostraram os maiores valores de diametro,

38,34 mm e 37,68 mm, respectivamente, superando os valores observados para
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o controle. Assim, assume-se que a inoculacdo surtiu efeito, porém, foi
significativo somente para o hibrido AGRISURE VIPTER. O nimero de graos por
fileira (NG) mostrou uma variacéo consideravel entre os hibridos, mas néao entre
tratamentos. AG 8701 PRO 4 possui um maior niumero de graos por fileira

(Tabela 9).

Tabela 9. Médias e Andlise de Varidncia do Diametro de Espiga (DE) e NUmero de Gréos por
Espiga (NG) em Funcgédo dos Tratamentos adotados para cada hibrido, H1: SHU 6211 TRE; H2:
AG 8701 PRO 4; H3: STATUS VIP 3.

COMPONENTES DE PRODUCAO
DE! ’ NG' ’
Tratamento  H1 H2 H3  MEDIA  H1 H2 H3  MEDIA
CAZSN 38,68Aa  40,72Aa 35,62Ab 38,34A 35,12Aa 36,08Aa  30,28Ab 33,82A
CAZCN 37,68Aa 40,12Aa  33,24ABb  37,01AB 33,44Ab 37,12Aa  27,87Ac 32,81A
SAZCN 39,48Aa  39,20Aa 34,36Ab 37,68A 32,84Aab 35,64Aa  29,48Ab 32,65A
SAZSN 36,84Ab  39,52Aa 31,60Bc 35,98B 32,24Ab 35,80Aa 28,48Ac 32,17A

MEDIA 38,17b 39,89a 33,70c 33,41b 36,16a 29,02c
CV (%) 4,31 6,97
QM
(tratamentos) 15,1487 7,2551
F *k NS
(tratamentos) 586 1,38
(hier:\élos) 203,7112 258,8045
F *k * %
(hibridos) 78,83 49,26
QM 4,1831 4,1723

(interagdo)

. ~ 1,62N8 0,79N8
(interagdo)

lLetras Mailsculas nas colunas comparam os tratamentos e letras minasculas nas
linhas comparam os hibridos. Valores seguidos por letras distintas, nas colunas e
linhas, diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia.

* e NS: significativo e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F (* (5%); ** (1%)
e *** (0,1%)).

A diferenca observada no diametro da espiga, provavelmente devida a
melhoria no sistema radicular promovida pelo A. brasilense, pode resultar em
maior absorcéo de nutrientes pela planta. Isso é sugerido por estudos como o de
Goés et al. (2013), que avaliaram diferentes fontes e doses de nitrogénio em
cobertura de inverno, e por Okumura et al. (2013), que examinaram doses de

ureia tratada com inibidor de urease.
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A producédo e a produtividade da cultura estdo diretamente relacionadas
ao numero de graos por fileira na espiga, cujo comprimento maximo depende de
adequada disponibilidade de agua e nutrientes, especialmente nitrogénio, além
da saude foliar (Fancelli; Dourado neto, 2000), o que pode explicar a maior
produtividade do hibrido AG 8701 PRO 4, que apresentou o maior numero de
graos por fileira. Embora o A. brasilense possa melhorar a disponibilidade de
nitrogénio através da fixacao biolégica, outros nutrientes e condicdes ambientais
também sédo criticos para o desenvolvimento e enchimento dos grédos. Além
disso, o numero de grédos por fileira pode ser mais influenciado por fatores
genéticos da planta de milho e por condi¢cdes climéaticas durante estagios
especificos do ciclo de crescimento, como o periodo de polinizacao e formacao
da espiga. A interacdo complexa entre fatores genéticos da planta, ambiente e
manejo agronémico pode mascarar ou limitar o potencial efeito direto do A.

brasilense sobre esse aspecto especifico da producdo de graos.

4.2.2.3 Peso de mil graos e produtividade

O peso de mil grédos (PMG) reflete diretamente a qualidade dos gréaos
produzidos e tem relacdo com a produtividade. Observou-se que o hibrido AG
8701 PRO 4 apresentou consistentemente maior PMG em comparagdo com 0s
outros hibridos, sugerindo que ele possa ser mais eficiente na conversédo de
recursos em graos de maior peso, o que também pode explicar os melhores
valores em produtividade. O tratamento controle mostrou-se significativamente
inferior aos demais tratamentos (Tabela 10), evidenciando a importancia do
nitrogénio, seja em cobertura ou disponibilizado pela bactéria, no

desenvolvimento das sementes.
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A produtividade € um dos componentes mais criticos para a avaliacdo do
desempenho agronémico. Todos os hibridos mostraram respostas variaveis,
mas, AG 8701 PRO 4 apresentou expressiva produtividade acima da média,
indicando uma adaptacao superior as condi¢cdes de cultivo ou uma melhor
resposta aos tratamentos aplicados (Tabela 10). Seguindo o raciocinio para o
peso de mil sementes, o Unico tratamento que se diferenciou com significancia
(p < 0,05) foi o controle. Os demais tratamentos mantiveram valores proximos, o
gue evidéncia novamente que o tratamento com A. brasilense e sem adubacé&o
nitrogenada de cobertura se equiparou aos tratamentos que receberam
adubacdao de cobertura, o que é favoravel. Comparando-se o primeiro tratamento

com o controle, constatou-se um aumento percentual de 31,3% na produtividade.

Tabela 10. Médias e Andlise de Variancia do Peso de Mil Graos (PMG) e Produtividade (PROD)
em Funcao dos Tratamentos adotados para cada hibrido, H1: SHU 6211 TRE; H2: AG 8701 PRO
4; H3: STATUS VIP 3.

COMPONENTES DE PRODUCAO

PMG! PROD'
Tratamento H1 H2 H3 MEDIA H1 H2 H3 MEDIA

CAZSN 201,1Ab  219,1Aa 123,8Bc 181,3A 2784,0ABb  4900,0Aa  2217,6Ab  3511,2A
CAZCN 196,9Ab  218,9Ab 138,0Ac 184,4A 2924,0Ab 4944,0Aa  2212,0Ac  3360,0A
SAZCN 202,2Ab  216,1Aa 130,6ABc  183,0A 3036,0Ab 5157,6Aa  2340,0Ac  3511,2A
SAZSN 161,7Bb  185,5Ba 98,8Cc 148,7B 2080,0Bb 4028,0Ba  1912,0Ab  2673,3B

MEDIA  1905b  2097a  1228c 27060b  47574a  2170,4c
CV (%) 4,70 13.71
(trata%’\gntos) 4413,5030 2047112,08
F dk e
(tratamentos) 65,53 10,55
(higi'\élos) 41674,1129 37292261,067
(hib:i:dos) 618,73 192,20**
(hitﬁi'\c;los) 106,07 144123,82
(hl’brli:dos) 1,57% 0,74Ns

lLetras Mailsculas nas colunas comparam os tratamentos e letras mindsculas nas
linhas comparam os hibridos. Valores seguidos por letras distintas, nas colunas e
linhas, diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia.

* e NS: significativo e nado significativo, respectivamente, pelo teste F (* (5%); ** (1%)
e *** (0,1%)).
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Swedrzynska e Sawicka (2000) e Hungria et al. (2010) encontraram
aumentos no rendimento de graos de milho quando as plantas foram inoculadas,
juntamente com doses de 20-24 kg.ha! de N. Segundo Santos et al. (2013), a
inoculacdo de Azospirillum brasilense em milho, combinada com diferentes
doses de nitrogénio, resultou em um aumento significativo no peso de graos. Os
resultados demonstraram que a presenca de A. brasilense contribuiu
positivamente para a produtividade da cultura, proporcionando ganhos
quantifichveis no rendimento de grdos. Além disso, Santos et al. (2020)
observaram que a inoculacdo com Azospirillum brasilense resultou em um
significativo aumento no peso de graos de milho, mesmo sob condi¢cdes de déficit
hidrico, destacando o potencial dessa bactéria para melhorar a produtividade
das culturas. Os estudos revisados sustentam que a interacdo planta-
microrganismo promoveu 0 crescimento vegetal e melhorou a eficiéncia
nutricional, destacando o potencial das bactérias do género Azospirillum como
promotoras do rendimento agricola.

Lana et al. (2012) observaram que a inoculacdo de Azospirillum resultou
em aumentos de produtividade de graos de milho entre 7% e 14%, mesmo na
auséncia de adicdo de nitrogénio. E plausivel que as bactérias do género
Azospirillum utilizem o nitrogénio proveniente da adubacdo nitrogenada para
promover sua propria multiplicacdo mais rapida, o que pode intensificar os efeitos
da inoculagéo. Além disso, € importante considerar que fatores como clima e tipo
de solo influenciam na adaptagéo das bactérias inoculadas, podendo resultar em
variacdes nos resultados da inoculacdo dependendo da localizacdo geografica.

Este resultado também esta alinhado com os achados de Miiller et al. (2016), os
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quais demonstraram um aumento de 2% na produtividade ao utilizar A.

brasilense aplicado no sulco de semeadura.

4.2.3 Hibridos

4.2.3.1 Hibrido SHU 6211 TRE

Os resultados obtidos para o hibrido SHU 6211 TRE revelam que a
inoculagdo com Azospirillum brasilense, tanto com quanto sem adubacao
nitrogenada de cobertura, influenciou positivamente diversas variaveis
vegetativas e de producdo. Comparativamente, os tratamentos com inoculacéo
proporcionaram resultados superiores ao controle, destacando a importancia da
inoculacdo com Azospirillum brasilense na promoc¢éo do crescimento vegetativo

e aumento da produtividade.

4.2.3.2 Hibrido AG 8701 PRO 4

O hibrido AG 8701 PRO 4 demonstrou respostas consistentes aos
tratamentos de inoculacdo com Azospirillum brasilense, associados ou nao a
adubacao nitrogenada de cobertura. O hibrido manteve desempenho superior
aos demais em termos de produtividade, independentemente do tratamento
aplicado, indicando boa adaptabilidade aos beneficios proporcionados pela

inoculacdo com Azospirillum brasilense.

4.2.3.3 Hibrido STATUS VIP 3

Para o hibrido STATUS VIP 3, os resultados evidenciam uma
sensibilidade particular aos tratamentos de inoculacdo com Azospirillum
brasilense, combinados ou ndo com adubacgéo nitrogenada de cobertura. Este

hibrido demonstrou resposta a inoculagdo com Azospirillum brasilense em certas
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variaveis, como a clorofila por exemplo, porém obteve desempenho inferior no

geral, para os caracteres avaliados.
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5. CONCLUSOES

Em condi¢cdes edafoclimaticas controladas e, com fornecimento de
nitrogénio, a inoculacdo com microrganismos via sementes nao interfere
significativamente no desenvolvimento das plantas na cultura do milho e néo
proporciona ganhos no teor de clorofila, altura, e massa fresca e seca da parte
aérea e raizes das plantas. Provavelmente, as doses de nitrogénio aplicadas na
adubacdo de base e cobertura satisfizeram a demanda das plantas durante o
seu desenvolvimento e, consequentemente, a inoculacdo nao surtiu efeito
significativo no crescimento das mesmas, e como ndo houve condi¢cdes
estressantes, o efeito dos microrganismos néo foi evidenciado.

J4 em condicbes de campo, a inoculacdo de plantas de milho com
Azospirillum brasilense € uma tecnologia promissora capaz de incrementar a
produtividade da cultura. Em certos casos, a adogéo desta pratica pode auxiliar
na diminuicéo do uso de fertilizantes nitrogenados, principalmente em cobertura.
A inoculagdo com Azospirillum brasilense proporcionou maiores médias para as
caracteristicas vegetativas e foi superior quanto aos componentes de producao

do milho em comparacdo aos tratamentos controle. Em campo, o hibrido AG
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8701 PRO 4 apresentou o melhor desempenho, principalmente em relacédo aos

componentes de producao.
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