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1 RESUMO

O triticum aestivum ¢ uma espécie de ciclo anual, pertencente a familia
Poaceae. Cultivado em regides de climas subtropical e temperado, ocupa a segunda maior
area plantada no mundo. Para obtencdo de altas produtividade dentre outros cuidados, ¢
essencial o fornecimento de nutrientes na quantidade demandada pelas cultivares de alto
potencial produtivo, com destaque para o nitrogénio (N). A fixagdo bioldgica de nitrogénio ¢
realizada por microrganismos simbidticos associados com raizes das plantas. Entre os
microrganismos simbidticos que fixam nitrogénio associados com raizes de plantas, destacam-
se os do género Azospirillum brasilense. O objetivo no presente trabalho foi avaliar a
eficiéncia do uso da inoculagdo Azospirillum brasilense no desenvolvimento e componentes
produtivos da cultura do trigo. O estudo foi dividido em dois experimentos sendo o primeiro
em ambiente protegido e o segundo em ambiente ndo protegido, ambos na Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Botucatu, SP, no ano agricola 2013. O delineamento utilizado foi o de blocos inteiramente
casualizados para ambiente protegido e blocos casualizados para ambiente ndo protegido, com
10 tratamentos em esquema fatorial 3x3+1. Sendo os tratamentos compostos pelo uso de duas
estirpes (Ab-V5 e Ab-V6) isoladamente e em combinacdo das mesmas (Ab-V5+Ab-V6), todos
aplicados em trés concentracdes 65, 130 e 195 milhdes de unidades formadoras de colonia
(UFC) de bactérias. Mais a testemunha, sem inoculagdo de bactérias. Para o experimento em

ambiente protegido, cada parcela experimental foi constituida por plantas cultivadas em um



recipiente de amianto com capacidade para 0,462 m’ de solo. Foram 7 linhas de 0,88 m cada,
espacadas em 0,15 m, com 40 sementes por metro. J& no experimento em ambiente nio
protegido, a parcela experimental foi composta por 10 linhas de 2,0 m cada, espagadas em
0,17 m, e 45 sementes por metro, onde ambos os experimentos teve uma densidade de
semeadura em 266 sementes m” almejando uma densidade de 250 plantas m”. Para atender a
necessidade de 4gua da cultura durante todo o ciclo, adotou-se o sistema de irrigagdo
localizada por gotejamento, monitorada por tensidmetros de mercurio. Apos a emergéncia das
plantulas até a colheita, foram realizadas avaliagdes de crescimento em diversos componentes
morfologicos e de produtividade das plantas de trigo. Os dados obtidos foram submetidas a
analise de variancia pelo teste F a 5% de probabilidade, sendo os dados quantitativos
submetidos a analise de regressdo em fun¢do das doses de A.brasiliense os dados qualitativos
em fungdo das estirpes pelo teste de Tukey. Em ambiente protegido, a inoculacdo das
sementes com Azospirillum brasilense promove maior crescimento das plantas de trigo, sem
influencia na producao de graos. Em condigdes de ambiente ndo protegido o crescimento das
plantas ¢ influenciado pela inoculagdo de Azospirillum brasilense. O uso de bactérias
promotoras de crescimento em plantas aumentam o desenvolvimento das plantas de trigo, o
que representa uma estratégia viavel, além dos beneficios ambientais associados a redugdo no

uso de fertilizantes nitrogenados.

Palavras-chave: Triticum aestivum spp.; bactérias diazotroficas; fixacdo bioldgica de

nitrogénio; sustentabilidade.
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2 SUMMARY

Triticum aestivum 1is a yearly crop species belonging to the Poaceae family. It is cultivated in
regions with subtropical and temperate climate, and takes up the second largest planted area in
the world. Nutrient provision in the demanded amount by high productive potential cultivars,
mainly nitrogen (N), is essential to obtain high productivity. The biological fixation of
nitrogen is done by symbiotic microorganisms associated with plan roots. Azospirillum
brasilense is one of the genera in which the symbiotic microorganisms fixate nitrogen
associated with plant roots. This study aimed to evaluate the agronomical efficiency of
Azospirillum brasilense inoculation on the growth and productive components of wheat
cultivation. The study was divided into two experiments: the fist protected environment, and
the second non-protected environment conditions, both in the School of Agriculture -
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus of Botucatu, SP, Brazil,
during 2013 crop year. The experiment had completely randomized block design for the fist
experiment in protected environment, and random blocks for the second experiment in non-
protected environment, with 10 treatments in 3x3+1 factorial scheme. The treatments
consisted of two separate (V5 and V6) and combined (V5+V6) stocks and three concentrations
(65, 130 and 195 million UFC of bacteria) were applied. The control treatment had no
bacterial inoculation. For the protected environment, each experimental plot consisted of
plants cultivated in an asbestos recipient with the following dimensions: 0.50 m of height, 0.88
m of width and 1.05 m of length, and 0.462 m’ of soil. Seven 0.88-m rows with 0.15 m

spacing and 40 seeds per meter were utilized. In the field experiment, the experimental plot



consisted of ten 2.0-m rows with 0.17 m spacing and 45 seeds per meter. For both
experiments, the seeding density was 266 seeds m’, aiming a density of 250 plants m”. To
meet water cultivation requirements throughout the cycle, dripping irrigation was used and
monitored by mercury tensiometers. After seedling emergence until harvest, growth
evaluations of several morphological and productivity components of wheat plants were
carried out. The obtained data were submitted to analysis of variance by F test at 5%
probability and quantitative data were submitted to regression analysis in function of
A.brasiliense doses whereas qualitative data in function of stocks were submitted to Tukey’s
test. In protected environment, the inoculation of Azospirillum brasilense seeds provides
greater growth of wheat plants, without influencing grain production. Under non-protected
environment conditions, the plant growth is influenced by the inoculation of Azospirillum
brasilense. The use of growth-promoting bacteria in plants increase the development of wheat
plants, which represents a viable strategy, besides the environmental benefits related to the

reduced utilization of nitrogen fertilizers.

Keywords: Triticum aestivum spp.; diazotrophic bacteria; biological nitrogen fixation;
sustainability.



3 INTRODUCAO

O triticum aestivum ¢ uma espécie de ciclo anual, pertencente a familia
Poaceae. Cultivado em regides de climas subtropical e temperado, ocupa a segunda maior
area plantada no mundo. O grdo ¢ utilizado na alimentagdo humana e também na composi¢ao
de ragdo animal. O Brasil, semeou 3 milhdes de hectares na safra 2014/15, no entanto, o pais
ndo ¢ alto suficiente, destacando-se no mundo como um dos maiores importadores desse grao.

Para obten¢do de altas produtividade dentre outros cuidados, ¢
essencial o fornecimento de nutrientes na quantidade demandada pelas cultivares de alto
potencial produtivo, com destaque para o nitrogénio (N). O nitrogénio ¢ o nutriente absorvido
em maior quantidade, razdo pelo qual sua falta constitui fator limitante ao pleno
desenvolvimento e produgdo das plantas de trigo. No caso do trigo, a disponibilidade de N
influéncia diretamente o ntimero de perfilhos, nimero de espigas, desenvolvimento de
espiguetas e massa de graos, comprometendo a sua produtividade.

Nos sistemas de cultivo, a demanda por nitrogénio ¢ suprida
comumente com o fornecimento de nitrogénio via adubagdes com fertilizantes quimicos, em
sua maioria uréia e sulfato de amodnio, aumentando significativamente os custos de produgdo.
Na natureza, alguns organismos procariotos conseguem assimilar o N atmosférico e
transformé-lo em NHj, processo chamado de fixagdo bioldgica do nitrogénio.

A fixacdo bioldgica de nitrogénio ¢ realizada por microrganismos
simbioticos associados com raizes das plantas. Esses microrganismos também promovem

interessantes mecanismos que influenciam no desenvolvimento das plantas além da fixagdo



bioldgica, tais como um maior desenvolvimento radicular proveniente da producdo de
hormoénios pela planta. Entre os microrganismos simbidticos que fixam nitrogénio associados
com raizes de plantas, destacam-se os do género Azospirillum brasilense.

A busca de bactérias que realizam a fixacdo de N em gramineas tem
sido o foco principal de muitas pesquisas. Resultados positivos foram demostrados em estudos
realizados em culturas, como arroz, milho, cana-de-agucar, sorgo e at¢ mesmo com trigo.
Estima-se que a adogdo dessa tecnologia gere uma economia de 3,0 bilhdes de dolares
(EMBRAPA, 2015) a cada safra no Brasil.

O manejo correto dessa associacdo Azospirillum brasilense com a
cultura do trigo poderd resultar em incrementos de produtividade e em diminuig¢@o dos custos
de produgdo, principalmente redugdo da aquisi¢@o e uso de fertilizantes nitrogenados.

Considerando a hipotese que Azospirillum brasilense tem efetividade
na fixacdo de nitrogénio, quando associado a planta de trigo e que variadas estirpes ou suas
combinagdes promovem diferentes eficiéncias no fendmeno de associacdo com plantas de
trigo na fixagdo do nitrogénio, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficiéncia
agronOmica da inoculacdo Azospirillum brasilense em diferentes concentracdes no

desenvolvimento e componentes de rendimento na cultura do trigo.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. A cultura do trigo

O trigo foi o primeiro produto agricola utilizado no processamento de
alimentos. O grao transformado em farinha, ¢ consumido na forma de pdo, massa alimenticia,
bolo e biscoito. E usado também como ra¢io animal, quando ndo atinge a qualidade exigida
para consumo humano (EMBRAPA, 2009). E uma planta de ciclo anual, pertence a familia
Poaceae e ao género Triticum (POSNER, 2000). Cultivado em todos os continentes durante o
inverno e ou primavera, fica atrds somente do milho em area plantada (FAOSTAT, 2010).

Em todo o Mundo, a area plantada na safra 2014/15 foi de 221 milhdes
hectares, com uma produ¢do de 720 milhdes de toneladas (USDA, 2015). A América do Sul
contribuiu com cerca de 5% desse montante, com 8 milhdes de hectares plantados e uma
producdo de 24 milhdes de toneladas. O Brasil, semeou 3 milhdes de hectares, colhendo 7
milhdes de toneladas de graos, gerando 1,0 milhdo de empregos diretos considerando o
segmento agroindustrial de trigo (CONAB, 2015). No entanto, o pais ndo ¢ alto suficiente,
figurando no mundo como um dos maiores importadores desse grao (SANTOS, 2008).

No cultivo do trigo, rendimentos da ordem de 4.000 kg ha™' podem ser
obtidos quando sdo aplicadas tecnologias proprias e as condi¢des climaticas sao favoraveis. O
trigo ¢ uma planta de clima temperado, podendo ser cultivada também nas regides subtropicais
(LANTMANN et al., 2005). Outra variavel determinante na obtencao de altas produtividade ¢

o fornecimento de nutrientes, dentre os quais se destaca o nitrogénio (N).



No Brasil, em cultivos comerciais as densidades de plantas trigo
variam de 200 a 450 sementes vidveis m~, sendo alterado em fungdo do ciclo, porte dos
genotipos e, algumas vezes, quanto aos tipos de clima e solo. O espagamento de preferéncia,
ndo devem ultrapassar 20 cm. A profundidade de semeadura deve ficar em tomo de 2 a 5 cm,
devendo-se dar preferéncia a semeadura em linha (IAPAR, 2014).

Uns dos principais problemas da cadeia produtiva do trigo no Brasil ¢ a
logistica de distribuicdo e o armazenamento. Sendo a Regido Sul do pais a maior produtora.

J4 o consumo ¢ distribuido ao longo do ano em todo territdrio nacional (AGRIANUAL, 2014).

4.2 O elemento nitrogénio

O nitrogénio esta presente nos aminoacidos e proteinas, participa com
quatro atomos na molécula de clorofila e ¢ componente dos 4acidos nucléicos que sdo
indispensaveis nos nucleos celulares e protoplasma e onde se situam os controles hereditarios.
E essencial para utilizagio de carboidratos pela planta, além de estimular o crescimento e o
desenvolvimento de folhas, caule e raizes, promovendo maior absor¢do de outros nutrientes
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; TAIZ; ZEIGER, 2009). E o nutriente absorvido em maior
quantidade, em muitos sistemas de cultivo, razdo para sua indisponibilidade constituir fator
limitante ao pleno desenvolvimento e produ¢do das plantas (EPSTEIN; BLOOM, 2006).

O nitrogénio pode ser incorporado ao solo através de compostos
organicos, restos vegetais e animais, e/ou inorganicos (fertilizantes nitrogenados sintéticos),
fixacdo bioldgica, simbidtica ou ndo, e fixagdo por descargas elétricas. No solo, o nitrogénio
pode ser mineralizado, imobilizado ou perdido por volatiliza¢do, lixiviagdo e/ou ser extraido
pelas plantas (McSHAFFREY, 2006).

Segundo Huergo (2006), a mais importante fonte de N ¢ a atmosfera.
No entanto, ¢ indisponivel para mais de 99% dos organismos vivos (GALLOWAY et al.,
2003). A reacdo de redugdo de N atmosférico a amonia (NH3) exige uma carga energética
muito alta, ndo ocorrendo espontaneamente sem a presenca de catalisadores adequados (KIM;

REES, 1994).



O processo de fixagdo de N desenvolvido por Haber-Bosch utiliza
temperaturas de 300 a 500°C e pressdo acima de 300 atm, com catalisadores a base de ferro,
consumindo muita energia e encarecendo o prego do fertilizante (BUCHANAN et al., 2000).

Na natureza, alguns organismos procariotos conseguem assimilar o N
atmosférico e transforma-lo em NH3, processo chamado de fixacdo bioldgica realizado através
do complexo enzimatico nitrogenase (CANTARELLA, 2007).

A fixagdo bioldgica pode ser responsavel por aproximadamente 65%
do total de N fixado na Terra (AZEVEDQO, 2010) sendo assim o segundo processo bidlogico
mais importante depois da fotossintese (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; TAIZ; ZEIGER,
2009).

4.3 Adubacio nitrogenada na cultura do trigo

No caso do trigo, a disponibilidade de N influéncia diretamente o
niamero de perfilhos, nimero de espigas, formacdo de espiguetas e massa de graos,
correlacionando-se a sua produtividade (IAPAR, 2014).

Neste sentido, o nitrogénio deve ser fornecido as plantas de trigo entre
os estadios emergéncia e sete folhas totalmente expandidas (V7). Entre esses estadios, o N ¢
fundamental na determinacdo do nimero de perfilhos, e durante o V7, a planta de trigo
demanda mais N para estabelecer o numero de espiguetas e consequentemente o numero de
graos por planta (BREDEMEIER e MUNDSTOCK, 2001).

Essa demanda ¢ suprida comumente com o fornecimento de nitrogénio
via adubagdes com fertilizantes quimicos, em sua maioria uréia e sulfato de amodnio
(CAMPOS et al., 1999).

No que diz respeito as dosagens, estudos relatam diferentes doses
6timas, o que ¢ definido, principalmente, a cultura anterior, teor de matéria orgénica do solo,
condigodes climaticas, cultivar, dentre outros. No estudo de Berti et al. (2007), estes autores
verificaram que a dose de 50 kg ha™' de N foi suficiente para suprir as exigéncias nutricionais
na cultura. Por outro lado, Pinnow et al. (2009) na regido sul do Parand, obtiveram o maior

rendimento de grdos utilizando a dose de N de 180 kg ha™.
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Outro fator importante relacionado a adubagdo nitrogenada ¢ que
pesquisas realizadas com a cultura, mostram que as plantas de trigo conseguem utilizar apenas
50% do fertilizante nitrogenado aplicado, pois metade ¢ perdido via lixiviacdo e
desnitrificacio (DOBBELAERE ¢ CROONENBORGHS, 2002). Isto se torna um dado
importante ja que o N fertilizante apresenta um alto custo para sua obtencdo, isto ocorre pela
necessidade de fixar industrialmente o N, atmosférico (MENDES et al., 2011).

Devido ao alto custo dos fertilizantes nitrogenados e o fato do Brasil
importar, atualmente, 73% do N utilizado (HUNGRIA, 2011), a fixagdo biologica de N,
atmosférico que disponibiliza NH3 e ou aminoécidos para as plantas, constitui uma importante
ferramenta para suprir a necessidade total ou parcial de N, aumentando assim a eficiéncia do
sistema (CANTARELLA; DUARTE, 2004; CONCEICAO et al., 2009). A agricultura tropical
ndo so € sujeita a erosdo e, portanto, menos apropriada para sistemas agricolas baseados em
uso intensivo de fertilizantes; ela ainda oferece umidade e temperaturas 6timas durante todo o

ano para a atividade microbiologica (DOBEREINER, 1989 citado por MENDES et al., 2011).

4.4 Fixacao biologica do nitrogénio

O solo estd repleto de formas de vida microscopicas, incluindo
bactérias, fungos, actinomicetos, protozodrios e algas. Destes diferentes microrganismos, as
bactérias sdo, de longe, o mais comum (isto €, 95%). Segundo Schoenborn et al. (2004), o solo
apresenta um grande numero de bactérias (muitas vezes cerca de 100-110 células por grama de
solo). Tanto o niimero e o tipo de bactérias que sdo encontrados em diferentes solos sdo
influenciados pelas condigdes do solo, incluindo a temperatura, pH, umidade, presenca de sal
e de outros produtos quimicos, bem como por a quantidade e os tipos de plantas encontradas
nesses solos (BADRI et al, 2009). Além disso, as bactérias geralmente ndo sdo
uniformemente distribuidas no solo. Isto ¢, a concentracdo de bactérias que se encontra em
torno das raizes das plantas, na rizosfera, ¢ comumente muito maior do que no resto do solo,
devido a presenca de nutrientes, incluindo agucares, aminodcidos, acidos organicos, e outras
pequenas moléculas de exsudados de raizes (WHIPPS, 1990 citado por BADRI et al., 2009).

Independentemente do niimero de bactérias numa amostra de solo em

particular, as bactérias podem afetar as plantas de diversas maneiras. A intera¢do entre as
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bactérias do solo e das plantas podem ser, a partir da perspectiva da planta, benéfico,
prejudicial, ou neutra (GLICK, 2012). No entanto, o efeito que uma bactéria em particular tem
em uma planta pode mudar a medida que ha mudanca de condi¢des. Por exemplo, uma
bactéria que facilita o crescimento das plantas, proporcionando fixagdo bioldgica de N,
elemento que ¢ muitas vezes presente em quantidades muito limitadas em muitos solos, ¢é
pouco provavel que esta proporcione qualquer beneficio para as plantas quando quantidades
significativas de fertilizante quimico sdo adicionadas ao solo.

A fixagdo biologica do N, é um processo de quebra do gas N, por meio
de um complexo enzimatico, denominado nitrogenase (HUNGRIA et al., 1997). Ela pode ser
responsavel por aproximadamente 65% do total de N fixado na Terra (AZEVEDO, 2010)
sendo assim o segundo processo biologico mais importante depois da fotossintese
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Entre os microrganismos simbioticos que fixam nitrogénio associados
com raizes de plantas, podem ser citados os do género Rhizobioum (que coloniza nddulos de
raizes de leguminosas), do género Frankia (presente nos nodulos de raizes de ndo
leguminosas) e a espécie Azotobacter paspali (na graminea Paspalum notatum). Além destes,
Radwan et al. (2004) destacam as espécies do género Azospirillum, com destaque para A.
brasilense e o A. lipoferum.

No Brasil, a simbiose rizobio-soja se destaca pela eficiéncia
(ARAUJO, 2008). A ponto de permitir dispensar total ou parcial, da adubagio nitrogenada
sem reduzir a produtividade (ALVES et al., 2003). Neste sentido, a busca de bactérias que
realizem a fixa¢do de N em gramineas tem sido o foco principal de muitas pesquisas (JAMES,
2000; KENNEDY; ISLAM, 2001; RONCATO-MACCARI et al., 2003).

A contribui¢do da fixacdo bioldgica de N ao desenvolvimento de
espécies gramineas foi demonstrada para arroz irrigado (BODDEY; DOBEREINER, 1995),
para cana-de-agucar (JAMES, 2000), para o sorgo (RONCATO-MACCARI et al., 2003) e
para o trigo (KENNEDY; ISLAM, 2001; MENDES et al., 2011). Estima-se que a adog¢do
dessa tecnologia nos cultivos de leguminosas e também gramineas, gere uma economia de 3,0
bilhdes de dolares a cada safra no Brasil (EMBRAPA, 2009).

Apesar do conhecimento limitado das interacdes entre as bactérias

promotoras de crescimento e as plantas, inimeras destas bactérias sdo, no entanto, utilizadas
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comercialmente como adjuntas de praticas agricolas (LUCY; REED e GLICK, 2004;
BANERJEE; YESMIN e VESSEY, 2006). Dentre as bactérias comercializadas podemos
inclui  Agrobacterium, Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum, Azotobacter
chroococcum, Bacillus mus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus
mucilaginoso, Bacillus pumilus, Bacillus spp., Bacillus subtilis, Bacillus subtilis var.
amyloliquefaciens, Burkholderia cepacia, acidovorans Eltia, macerans Paenobacillus
Pantoea agglomerans, Pseudomonas aureofaciens, Pseudomonas chlororaphis, uorescens
Pseudomonas, Pseudomonas solanacearum, Pseudomonas spp., Pseudomonas syringae,
Serratia entomophilia, Streptomyces griseoviridis, Streptomyces spp., Lydicus Streptomyces ¢
varios Rhizobia spp. No entanto, a inoculacdo de culturas com essas bactérias representa
apenas uma pequena fragao das praticas agricolas em todo o mundo.

Segundo Fages (1994), estas bactérias, em especial do género
Azospirillum, apresentam também interessantes mecanismos que influenciam no
desenvolvimento da planta além da fixag@o bioldgica, tais como um maior desenvolvimento

radicular proveniente da producdo de hormdnios pela planta.

4.5 Género Azospirillum

Dentre os microorganismos fixadores de N encontrados em
associagdes com poaceaes, as espécies do género Azospirillum constituem um dos grupos mais
estudados (BALDANI et al., 1997; BASHAN; HOLGUIN, 1997; HARTMANN; BALDINI,
2006). Esses microorganismos pertencem 4 subclasse a das proteobactérias, a qual comporta
um grande numero de bactérias simbidticas e associativas a plantas, tais como Rhizobium,
Bradyrhizobium, Agrobactetirium e Gluconacetobacter (HARTMANN; BALDINI, 2006).

Espécies do género Azospirillum foram isoladas em todo o mundo e de
uma diversidade de ambientes e rizosfera de plantas (LIN et al., 2011). Cada cepa do género
Azospirillum interage com a raiz da planta hospedeira de forma diferente, algumas
predominantemente colonizam a superficie da raiz, enquanto outras podem infectar o interior
da raiz e, assim, atuar como endoéfitos, vivendo no interior de uma planta pelo menos durante

parte da sua vida sem aparentemente causar doenga a esta (MISRA, 2012).
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O género Azospirillum engloba varias espécies. As primeiras a serem
descritas foram A. lipoferum e A. brasiliense, na década de 1970 (TARRAND et al., 1978).
Nos anos seguintes, foram descobertas as espécies 4. amazonense (MAGALHAES et al.,
1983), A. halopraeferens (REINHOLD et al., 1987), 4. irakense (KHAMMAS et al., 1989), A.
largimobile (SLY; STACKEBRANDT, 1999), A. doebereinerae (ECKERT et al., 2001), 4.
otyzae (XIE; YOKOTA, 2005), 4. melinis (PENG et al., 2006), A. canadense (MEHNAZ et
al., 2007a), 4. zeae (MEHNAZ et al., 2007b), 4. rugosum (YOUNG et al., 2008) e 4.
fonnosense (LIN et al., 2011).

Essas bactérias sdo gram-negativas de vida livre, com metabolismo de
carbono e N bastante versateis, conferindo-lhes competitividade durante o processo de
colonizagdo (QUADROS, 2009). Utilizam no seu metabolismo fontes de N como amonia,
nitrato, nitrito, aminoacidos e nitrogénio molecular (TRENTINI, 2010). O Azospirillum spp.
apresenta ampla distribuicdo nos solos tropicais e subtropicais, mas, a literatura ¢ escassa
sobre a sua sobrevivéncia nesses solos na auséncia de planta hospedeira (DEL GALLO;
FENDIRIK, 1994).

As espécies de Azospirilluns desenvolvem associacdes com varias
espécies vegetais, muito embora fosse imaginado anteriormente que habitavam somente a
rizosfera (BASHAN; HOLGUIN, 1997; STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000). Porém,
alguns estudos mostraram que elas podem ser também endofiticas facultativas (SCHLOTER et
al., 1994; HUERGO et al., 2008), capazes, portanto de colonizar internamente os tecidos das
raizes e da parte aérea das plantas sem causar danos (TERYER; HOLLIS, 2002).

Até o momento, sabe-se que os Azospirilluns possuem capacidade de
fixar N, atmosférico quando associadas com gramineas (ELMERICH; NEWTON, 2007),
podendo atuar na solubilizagdo do fosfato inorganico (VERMA et al., 2001). No entanto, a
associacdo com a planta depende do gendtipo do vegetal e de condigdes especificas do solo

(INIGUEZ et al., 2004; OLIVEIRA et al., 20006).

4.6 Modo de acdo da bactéria Azospirillum brasilense

Azospirillum como muitas outras bactérias podem detectar sinais

ambientais no solo por um traco chamado quimiotaxia. Quimiotaxia fornece uma vantagem as
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bactérias contra outros microbios coexistentes na comunidade mista do solo, permitindo aos
Azospirillum mover-se em dire¢do as raizes ou um meio que € rico em nutrientes. O estudo de
campo de Basa e Holguin (1997) mostrou que o Azospirillum brasilense pode mover-se até 30
cm a partir do local da inoculagdo a superficie da raiz.

As Dbactérias da espécie Azospirillum auxiliam, por diversos
mecanismos, na nutricao nitrogenada das culturas. Dentre esses mecanismos, destacam-se a
producdo de hormoénios, que interferem no crescimento das plantas e podem alterar a
morfologia das raizes, possibilitando a exploragdo de maior volume de solo (ZAIED et al.,
2003), o aumento do processo da reducdo assimilatéria de nitrato disponivel no solo
(BODDEY et al., 1986) e a fixagdo bioldgica do N, atmosférico (INIGUEZ et al., 2004).

A fixacdo bioldgica do N, atmosférico pela Azospirillum pode
acontecer em condi¢des microaerdbias com niveis baixos de N, através da acdo do complexo
da nitrogenase. Esta enzima ¢ constituida a partir de dois componentes: a proteina
dinitrogenase (proteina MoFe, NifDK), que contém um cofator de ferro e molibdénio, € o sitio
de reducdo de Nj; a proteina dinitrogenase redutase (proteina Fe, NifH) transfere elétrons de
um doador de elétrons para a proteina nitrogenase (STEENHOUDT ¢ VANDERLEYDEN,
2000).

Diferentemente das bactérias simbidticas, bactérias associativas como
os Azospirilluns excretam somente uma parte do nitrogénio fixado diretamente para a planta
associada; posteriormente, a mineralizagdo das bactérias pode contribuir com aportes
adicionais de nitrogénio para as plantas, contudo, ¢ importante salientar que o processo de
fixacdo biologica por essas bactérias consegue suprir apenas parcialmente as necessidades das
plantas. Desse modo, deve-se lembrar de que, ao contrario das leguminosas, a inoculagio de
ndo-leguminosas com bactérias endofiticas ou associativas, ainda que essas consigam fixar
nitrogénio, ndo consegue suprir totalmente as necessidades das plantas em nitrogénio

(HUNGRIA, 2011).

4.7 Fatores a serem considerados na inoculacio

Durante o processo de inoculacdo de sementes, ha alguns fatores

importantes para o estabelecimento das bactérias sob condi¢cdes de ambiente ndo protegido.
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Essa importancia se d4 em funcdo a competi¢do com bactérias diazotroficas nativas e com a
microflora do solo, sendo necessario o wuso de estirpes que consigam competir
satisfatoriamente e estabelecer-se tanto na rizosfera quanto no interior das raizes (REIS et al.,
2000).

Para Mendes et al. (2011), antes da inoculacdo deve-se observar se
existe uma relagdo entre a bactéria e a planta, além das condi¢gdes ambientas como
disponibilidade de nitrogénio, oxigénio e outros microrganismos.

No que diz respeito a inoculagdo de trigo por bactérias diazotroficas,
existem muitos relatos de respostas positivas e relatos em que ndo houve efeito da inoculacao.
Alguns autores descrevem que esta inconsisténcia de resultados ¢ principalmente atribuida a
técnicas de inoculacdo, ao genotipo da planta hospedeira (INIGUEZ et al., 2004), as
caracteristicas do solo, como teor de matéria organica e a comunidade nativa de micro-
organismos (DOBBELAERE e CROONENBORGHS, 2002). Estudos demonstram que
estirpes isoladas de uma espécie vegetal sdo mais aptas a se restabelecer nas raizes, quando
inoculadas na mesma espécie vegetal, sendo denominadas estirpes homoélogas (BALDANI e
BALDANI, 2005).

Para Rosario (2013), a interacdo entre o manejo do solo e a cobertura
vegetal com as variagdes climaticas durante as diferentes épocas do ano, principalmente em
regides subtropicais, onde as estacdes sdo bem definidas, acarreta uma flutuacdo sazonal no
desenvolvimento microbiano, a qual ¢ maior nas camadas superiores do solo, onde existem as
maiores oscilagdes na umidade e temperatura.

Neste sentido, Pittner et al. (2007) comparando um campo nativo & um
campo cultivado com milho, observaram que as concentragdes médias de Azospirillum
brasilense ndo diferiram e que o aumento da populacio de bactérias foi atribuido a elevacao da
temperatura durante o periodo de desenvolvimento do milho, fator este que eleva a atividade
metabdlica e, consequentemente, a multiplicacdo dos microrganismos.

Na pratica a inoculacdo com Azospirillum ¢é realizada de maneira
similar a inoculacdo de sementes de soja com Bradhyirizobium. O produto pode ser aplicado
na forma solida, como turfa, ou na forma liquida. Também, é necessario ser cauteloso com as

condi¢des de temperatura e aplicagdes conjuntas com agroquimicos, ja que se trata de
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microrganismos vivos (HUNGRIA et al., 2010). Dentre o processo de inoculagdo o método
mais comum de aplica¢do do inoculante ¢ via sementes.

Porém, a selegdo de estirpes para produgcdo de inoculantes ainda
necessita de muitos estudos. Sendo que em 2008 j& existiam pacotes tecnologicos utilizando
variedades de plantas e estirpes bacterianas eficientes, que supriam mais de 50% do N

necessario a planta (BARBARO et al., 2008).

4.8 Associacio de Azospirillum com a planta

Para uma compreensdo mais profunda sobre a associacdo bactéria-
planta, ¢ essencial compreender os mecanismos moleculares, celulares e comportamentais em
Azospirillum que promove a interacdo na raiz célula-célula, a colonizagdo e, portanto,
promove o crescimento vegetal (DARDORA et al., 2013).

Dentre esses processos e fatores tém-se:

(i) Mobilidade - o Azospirillum pode mover-se até¢ 30 cm a partir do
local da inoculagio a superficie da raiz, seguindo um meio que ¢ rico em nutrientes (BASA e
HOLGUIN, 1997).

(ii) presencga de Lectinas - sdo proteinas de ligagdo de agucar presentes
na parede celular que podem especificamente reconhecer e se ligar aos carboidratos presentes
na superficie da raiz. Alternativamente, os receptores especificos estdo presentes na superficie
celular das bactérias que podem se ligar as lectinas presentes na superficie da raiz
(CASTELLANOS et al., 1998). A maioria das espécies do género de Azospirillum pode se
ligar a lectina, embrido de trigo e glutinina, enquanto alguns sdo obrigados a ligarem
especificamente as lectinas de lentilha e ou de soja, sugerindo diferentes receptores expostos
na superficie de diferentes espécie de Azospirilluns (DEL GALLO et al., 1989).

Diferentes fatores como a fixacdo de N, e produgcdo de hormonios
estdo relacionados a eficacia de cada uma das estirpes na relag@o bactéria-planta (MASSEINA
REIS et al., 2011). As principais substdncias promotoras de crescimento, nesse caso
horménios, produzidas sdo o acido indolacético (AIA), as giberelinas e as citocininas, todas

atuando na morfologia e fisiologia de raizes das plantas, promovendo aumento da massa
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radicular e consequentemente uma maior superficie especifica, auxiliando na melhor
exploragdo do solo e na captagdo de 4gua e nutrientes (PERIN et al., 2003).

Bactérias do género Azospirillum tém estimulado o crescimento
vegetal e o aumento da produgdo, também através do aumentando da concentragdo de N em
plantas de diversas culturas como algoddo, tomate, cana-de-acucar e Brachiaria sp (REIS et
al., 2000). Barassi et al. (2008) observaram aumento da eficiéncia fotossintética das folhas e
condutincia estomatica, incremento na produ¢do de matéria seca e maior altura em varias
espécies de vegetais.

Segundo Hungria et al. (2010), em gramineas a adogdo desta
tecnologia pode proporcionar reducdo de 50% no uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos.
Além disso, a inoculagdo em gramineas poderia acelerar a taxa de germinagdo de sementes e
incrementar a producdo de matéria seca e o acumulo de N na planta, aumentando a producao
de graos (FAGES, 1994; FALLIK; OKON, 1996; PANDEY et al., 1998).

Em ensaio com Sorghum bicolor L. Moench cultivado em hidroponia,
a senescéncia foliar foi retardada nas plantas inoculadas com A. brasiliense favorecendo,
assim, o acumulo de matéria seca e a producdo de grios (SARIG et al., 1990). Para
Dobbelaere et al. (2003), essa contribuicdo das bactérias ¢ maior quando as plantas recebem
doses variaveis de fertilizante nitrogenado.

Didonet et al. (1996) ja chamavam a aten¢do para a maior eficiéncia na
relacdo bactéria-planta em razao da adigdo de fertilizante nitrogenado, quando comparado ao
uso isolado da bactéria. Esses autores observaram que a produ¢do de graos de trigo por plantas
oriundas de sementes inoculadas com A. brasiliense, e complementado com 15 kg de N ha™,
nio diferiu do tratamento que recebeu na adubagio de cobertura, mais 45 kg de N ha™.

Apesar de varios estudos demonstrarem os efeitos benéficos do uso de
Azospirillum, a contribui¢do da fixacdo biologica tem sido questionada uma vez que a
transferéncia do N fixado para a planta ocorre muito lentamente e apenas uma pequena parte
torna-se disponivel para o vegetal (DOMMELEN et al., 1998) e as bactérias ndo secretam
altas quantidades de amodnia durante o crescimento diazotréfico (STEENHOUDT;
VANDERLEYDEN, 2000). Deste modo, a capacidade das bactérias de produzir substancias

promotoras do crescimento (CASSAN et al., 2001), promover aumento da taxa de absorcao de
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minerais pelas raizes (LAMBRECHT et al., 2000) e suprimir doengas pela competicdo com
microorganismos fitopatogénicos (BERG, 2009) tem sido levados em consideragao.

Neste sentido, Lambrecht et al. (2000) reportaram maior crescimento
devido a biossintese e secre¢do bacteriana de auxina (principalmente, acido indol-acético —
IAA) de plantas inoculadas com Azospirillum, segundo esses autores, a presenca deste
horménio na rizosfera promoveria maior desenvolvimento do sistema radicular e,
consequentemente maior absor¢do de agua e nutrientes pelas plantas. Esta alteracdo na
morfologia das raizes decorrente do IAA secretado por Azospirillum ja foi comprovada em
outro estudo com plantas de trigo (SPAEPEN et al., 2008).

Outro fator também importante, uma vez que as bactérias estdo na
proximidade das raizes das plantas, a sua fixacdo a raiz ¢ essencial para a eficiente associacdo
com plantas hospedeiras e subsequente colonizacdo. Quando as bactérias ndo se encontram
aderidas as raizes das plantas, as substancias excretadas por estas difundem-se para o ambiente

e sdo rapidamente consumidas por outros microrganismos concorrentes (BASAN E

HOLGUIN, 1997).

4.9 Potencial de inoculacio de Azospirillum em plantas de trigo

Viérios autores obtiveram resultados positivos com bactérias do género
Azospirillum, as quais promoveram o crescimento ¢ o acimulo de N em plantas de trigo
(SALA et al., 2005), trouxe beneficios na manuten¢do dos perfilhos férteis, maior extragdo de
N e acumulo nos graos (JEZEWSKI et al., 2010), aumento de producdao (SALA et al., 2007),
translocacdo mais eficiente do N para os grdos, graos mais pesados e mais cheios, melhor
realocamento do N presente na biomassa para os graos (DIDONET et al., 2000) e maior
desenvolvimento radicular (SILVA et al., 2004).

Mendes et al. (2011) observaram a maxima eficiéncia agrondmica no
uso da bactéria Azospirillum brasilense, quando aplicada via tratamento de sementes, para a
cultura do trigo. No qual o peso hectolitro foi influenciado positivamente pelo uso de
Azospirillum brasilense, independentemente da dose utilizada. Estes autores observaram ainda
o aumento na produtividade de grdos de trigo quando associado ao uso de Azospirillum

brasilense, com e sem a redu¢do na adubac¢do de cobertura com nitrogénio.
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A inoculagdo em sementes de trigo, cevada e aveia-branca aumentou
significativamente a produtividade, com varia¢des entre estes cereais de inverno (DIDONET,
1996; DALLA SANTA et al., 2004). Para o trigo, as estirpes estudadas mais eficazes
propiciaram incremento na produgdo de 312 a 423 kg ha™', o que correspondeu 13-18% em
relacdo a ndo inoculagdo (HUNGRIA et al., 2010).

Milléo et al., (2012) trabalharam com trigo associando a bactéria
Azospirillum brasilense e a reducdo da adubacdo de base e cobertura. Estes autores
trabalharam com 300 kg ha™' ¢ 150 kg ha"' do formulado 04-20-20 na semeadura e 100 kg ha™
e 200 kg ha de uréia em cobertura, associado a uma unica dose de Azospirillum brasilense,
de 3,0 mL do kg’1 de sementes, utilizando-se o produto comercial Masterfix Gramineas®
(concentragdo: 2x10° UFC — cepas da bactéria: Ab-V5 e Ab-V6). Os resultados obtidos
demonstram eficiéncia da bactéria, onde os autores ndo obtiveram diferenca significativa para

todas as variaveis estudadas quando reduzido a adubacio.
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5 MATERIAL E METODOS

O estudo foi dividido em dois experimentos, sendo o primeiro
conduzido em ambiente protegido e o segundo em ambiente ndo protegido, ambos na
Faculdade de Ciéncias Agronomicas - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Campus de Botucatu, SP, no ano agricola 2013.

A localizagdo geografica desta area estd definida pelas seguintes
coordenadas: latitude 22°50'60"S, longitude 48°25'56"W e altitude de 807 m em ambiente
protegido e 22°50'31"S, 48°25'29"W e altitude de 795m. O clima de Botucatu-SP, segundo a

classificagdo de Kdppen, ¢ do tipo Cwb, que significa clima mesotérmico com inverno seco.
5.1. Experimento em ambiente protegido:

Foram avaliados os efeitos da inoculagdo de sementes com duas
estirpes de Azospirillum brasilense, separadas e em combinagdo em diferentes concentragdes,
sobre o crescimento e produtividade da cultivar de trigo IAC — 370 cultivada em ambiente
protegido da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas - FCA/UNESP/Campus Botucatu.

5.1.1. Delineamento experimental.

O delineamento utilizado foi em blocos inteiramente casualizados,

com quatro repeticdes e 10 tratamentos em esquema fatorial 3x3+1, sendo trés concentragdes
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de Azospirillum brasilense (65, 130 e 195 milhdes de unidades formadoras de colonia (UFC)
por ml"' da solugio de bactérias do género Azospirillum brasilense); trés combinagdes de
estirpes: (Ab-V5), (Ab-V6) e (Ab-V5+Ab-V6); e tratamento controle: com zero aplicacao de

Azospirillum brasilense (Tabela 1).

Tabela 1. Tratamentos aplicados no experimento realizado no
campo experimental do Departamento de Producdo e
Melhoramento Vegetal da Faculdade de Ciéncias
Agrondémicas — FCA/UNESP. Experimento conduzido
em ambiente protegido no ano agricola 2013,

municipio de Botucatu, SP.

A. brasilense

Tratamentos
*UFC ml” Estirpes
1 0 0
2 65 milhoes Ab - V5
3 130 milhoes Ab - V5
4 195 milhoes Ab - V5
5 65 milhoes Ab-Vé6
6 130 milhoes Ab-Vé6
7 195 milhoes Ab-Vé6
8 65 milhoes Ab-V5+Veé
9 130 milhoes Ab-V5+Veé
10 195 milhoes Ab-V5+Veé

* Unidades formadoras de colénia (UFC ml ') de Azospirillum brasilense
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5.1.2. Parcela experimental.

Cada parcela experimental foi constituida por plantas cultivadas em
um recipiente de amianto com as seguintes dimensdes: 0,70 m de altura, 0,88 m de largura e
1,05 m de comprimento e capacidade para 0,647 m® de solo. Foram 7 linhas de 0,88 m cada,
espacadas em 0,15 m, com 40 sementes vidveis por metro, constituindo uma densidade de
semeadura de 266,66 sementes m” visando densidade de 250 plantas m*. A 4rea 1til da parcela,

com exclusio das bordaduras, foi de 0,66 m* (Figura 1).
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Figura 1. A parcela experimental em ambiente protegido: plantas coletadas para analise

destrutiva de crescimento — AD (.) plantas avaliadas periodicamente durante o
ciclo da cultura - AP (.) e plantas coletadas para determinacdo da produtividade de

graos ( )



5.1.3. Dados climatologicos do ano agricola 2013.
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A figura 2 contém os dados climatologicos referentes ao periodo

experimental 16 de julho de 2013 a 03 de novembro de 2013, coletados no interior do

ambiente protegido da FCA/UNESP, Campus de Botucatu, SP.
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Figura 2. Dados climatologicos coletados no interior do ambiente protegido no periodo de 16

de julho de 2013 a 03 de novembro de 2013, municipio de Botucatu-SP.

5.1.4. Irrigacio

Para atender a necessidade de 4gua da cultura durante todo o ciclo,

adotou-se o sistema de irrigacdo localizada por rega. As irrigacdes foram realizadas utilizando

como critério a manuten¢do da tensdo de agua no solo entre 25 e 40 kPa (SCALOPI et al.,

1975, 1978), na profundidade de 0,20 m. Os tensidmetros de mercurio instalados a 0,20 e 0,40

m de profundidade serviram com indicador para monitorar o volume de bulbo molhado,

auxiliando nos ajustes necessarios de laminas de irrigacdo durante o ciclo da cultura (PIRES et
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al., 2001). Foram instalados 20 tensidmetros aleatdriamente, como indicador para realizag¢ao a

suplementagdo de agua.

5.1.5. Solo da area experimental

O solo utilizado no experimento esta classificado como Latossolo
Vermelho distroférrico de textura arenosa (CARVALHO; ESPINDOLA; PACCOLA, 1983;
EMBRAPA, 1999). Foram coletadas amostras de solo em cada um dos recipientes utilizados
para o cultivo das plantas e estabelecimento das parcelas experimentais. Para andlise da
fertilidade quimica do solo, foram coletadas 3 amostras por recipiente, na camada de 0 — 60
cm para formar as amostras compostas por recipiente (parcela).

Em seguida, as amostras foram secas em estufa com ventilagdo forgada
a 60°C por 48 horas, destoroadas e passadas em peneira com 2 mm de malha para serem
analisadas de acordo com as metodologias de Embrapa (2009). De posse dos resultados,
calculou-se as doses de fosforo e potdssio para cada recipiente (parcela) segundo Raij et al.,

(1996).

5.1.6. Preparo do solo da area experimental

Antes da semeadura o solo de todos os recipientes foram esterilizados.
Para isso, utilizou-se 3 pastilhas de fosfeto de aluminio “Gastoxin” por vaso, onde 0os mesmos
permaneceram cobertos com plastico por 25 dias e 5 dias sem as coberturas plastica antes da

semeadura para eliminagao total dos gases produzidos pelo produto.

5.1.7. Adubacio de semeadura

Os fertilizantes utilizados para a adubacao de semeadura foram cloreto
de potassio (41% K,0) e superfosfato-triplo (60% de P,0Os). Os fertilizantes foram distribuidos
linha por linha no fundo sulco de semeadura, sendo corrigida as doses para cada recipiente,
objetivando produtividades entre 3,5 a 5,0 toneladas de grdos ha"' conforme preconiza Raij et

al., (1996).
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5.1.8. Inoculacio das sementes de trigo com a bactéria Azospirillum brasilense

As solugdes concentradas de 200 milhdes UFC ml"' de bactérias do
género Azospirillum brasilense, estirpes Ab-V5 e Ab-V6, fornecidas pela Dr*. Mariangela
Hungria da Embrapa Soja de Londrina/PR foram diluidas em agua deionizada da seguinte
forma:

(1) Diluigdo para os tratamentos T2 e T5 ambos com 65 milhdes UFC ml' de
A.brasiliense: 0,325 ml da solug¢ao concentrada + 0,675 ml de H,O.

(2) Diluigdo para o tratamento T3 e T6 com 130 milhdes UFC ml" de A.brasiliense: 0,650
ml da solugdo concentrada + 0,350 ml de H,O.

(3) Diluigdo para o tratamento T8 com 65 milhdes UFC ml" de 4.brasiliense: 0,163 ml da
solugdo concentrada com a “estirpe Ab-V5” + 0,163 ml da solugdo concentrada com a
“estirpe Ab-V6” + 0,675 ml de H,O.

(4) Diluigdo para o tratamento T9 com 130 milhdes UFC ml" de A.brasiliense: 0,163 ml
da solucdo concentrada com a “estirpe Ab-V5” + 0,325 ml da solugdo concentrada com
a “estirpe Ab-V6” + 0,325 ml de H,O.

(5) Diluigdo para o tratamento T10 com 195 milhdes UFC ml™” de A4.brasiliense: 0,163 ml
da solucdo concentrada com a “estirpe Ab-V5” + 0,500 ml da solugdo concentrada com
a “estirpe Ab-V6” + 0,500 ml de H,O.

As solugdes aplicadas nos tratamentos T4 e T7 ndo sofreram diluicao,
visto que as doses nestes tratamentos sdo de 195 milhdes UFC ml™ cada uma.

Em seguida, 1,0 ml de cada solugdo foi diluido em 5,0 ml de agua
deionizada, visando o melhor recobrimento das sementes. Em todos os tratamentos
foram inoculadas 500 g de sementes. Para isso utilizou-se sacos plasticos e as sementes
juntamente com a solugdo foram agitadas por 7 minutos.

A escolha das concentragdes foram feitas segundo ¢ preconizado pelo

Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento - MAPA e estudos anteriores.
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5.1.9. Semeadura

A semeadura foi realizada de forma manual, onde a cada 2,5 cm foi

depositada uma semente em profundidade média de 4 cm, no dia 16 de julho de 2013.

5.1.10. Controle de plantas daninhas

Para o controle de plantas daninhas realizou-se a retirada das plantas

infestantes manualmente durante todo o ciclo de desenvolvimento da cultura.

5.2. Experimento em ambiente nio protegido

Nesse experimento, também foi avaliado o efeito da inoculagdo de
sementes com as mesmas estirpes de Azospirillum brasilense, separadas e em combinagdo em
diferentes concentragdes, sobre o crescimento e produtividades da cultivar de trigo IAC — 370
cultivada em ambiente ndo protegido, no campo experimental da Faculdade de Ciéncias

Agronomicas - FCA/UNESP/Campus Botucatu.

5.2.1. Delineamento experimental.

O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados, com quatro
repeticdes e 10 tratamentos em esquema fatorial 3x3+1, trés concentragdes de Azospirillum
brasilense (65, 130 ¢ 195 milhdes de unidades formadoras de colonia (UFC) por ml” da
solu¢do de bactérias do género Azospirillum brasilense); trés combinacdes de estirpes: (Ab-
V5), (Ab-V6) e (Ab-V5+Ab-V6); e um tratamentos controle: com zero aplicagdo de

Azospirillum brasilense (tabela 2).
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Tabela 2. Tratamentos aplicados no experimento realizado no
campo experimental do Departamento de Produgdo e
Melhoramento Vegetal da Faculdade de Ciéncias
Agrondémicas — FCA/UNESP. Experimento conduzido
em ambiente ndo protegido no ano agricola 2013,

municipio de Botucatu, SP.

A. brasilense

Tratamentos
*UFC ml” Estirpes
1 0 0
2 65 milhoes Ab - V5
3 130 milhoes Ab - V5
4 195 milhoes Ab - V5
5 65 milhoes Ab-Vé6
6 130 milhoes Ab-Vé6
7 195 milhoes Ab-Vé6
8 65 milhoes Ab-V5+Veé
9 130 milhoes Ab-V5+Veé
10 195 milhoes Ab-V5+Veé

* Unidades formadoras de colénia (UFC ml ') de Azospirillum brasilense

5.2.2. Parcela experimental.

A parcela experimental foi composta por 10 linhas de 2,0 m, espacadas
em 0,17 m, com 45 sementes por metro, constituindo uma densidade de semeadura de 266,66
sementes m” visando densidade de 250 plantas m*. A area 1til da parcela, com exclusio das

bordaduras, foi de 2,31 m* (Figura 3).



28

b
017 m
8
7
L 6
i
n s
h
: 4 17m
3
2
1 AP
b 0,25m
1 ]
I 1
20m

Figura 3. A parcela experimental em ambiente ndo protegido: plantas coletadas para analise

destrutiva de crescimento - AD ﬁ ) plantas avaliadas periodicamente durante o ciclo

da cultura - AP (.) e plantas coletadas para determinagdo da produtividade de graos
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5.2.3. Dados climatologicos do ano agricola 2013.

A figura 4 contém os dados climatologicos referentes ao periodo
experimental 16 de julho de 2013 a 03 de novembro de 2013, coletados no posto
metereologico pertencente ao Departamento de Recursos Naturais da FCA/UNESP, Campus

de Botucatu, SP.
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Figura 4. Dados climatoldgicos no periodo de 16 de julho de 2013 a 03 de novembro de 2013,
municipio de Botucatu-SP.

5.2.4. Irrigaciao

Para atender a necessidade de 4gua da cultura durante todo o ciclo,
adotou-se o sistema de irrigagdo localizada por gotejamento. As irrigagdes foram realizadas
utilizando como critério a manutengdo da tensdo de agua no solo entre 25 e 40 kPa (SCALOPI
et al., 1975), na profundidade de 0,20 m. Os tensidmetros de mercurio instalados a 0,20 e 0,40
m de profundidade serviram como indicador para monitorar o volume de bulbo molhado,
auxiliando nos ajustes necessarios de laminas de irrigacdo durante o ciclo da cultura (PIRES et

al.,, 2001; MOREIRA et. al., 2004).

5.2.5. Solo da area experimental

O solo é classificado como Latossolo Vermelho distroférrico de

textura argilosa (CARVALHO; ESPINDOLA; PACCOLA, 1983; EMBRAPA, 1999), com
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relevo suave ondulado e com boa drenagem. A area possui um historico de cultivos de milho
no verao e aveia no inverno.

Para analise da fertilidade quimica do solo, foram coletadas amostras
em 10 pontos, na camada de 0 — 0,20 m e 0,20 a 0,40 m de profundidade para formar duas
amostras compostas. A amostra foi seca em estufa com ventilagdo forcada a 60°C por 48
horas, desboroada e passada em peneira com 2 mm de malha para ser analisada de acordo com

as metodologias de Embrapa (2009), cujos resultados encontram-se na tabela 3.

Tabela 3. Resultados da anélise quimica do solo da area experimental, na camada de 0 - 20

cm e 20 a 40 cm de profundidade, amostrado antes da instalagdo do experimento.

Ano agricola 2013.
Profundidade pH M.O Prgna A" H+Al K Ca Mg SB CTC V% S
g mg mg
cm CaCl, dm’ dm’ = e mmol, dm’--------- dm’
0-20 5.1 43 31 2 31 47 46 20 71 101 70 17
20 - 40 5.1 36 16 2 34 28 41 19 63 97 65 17

Analises realizadas pelo Laboratorio de fertilidade do solo FCA/UNESP — Campus de Botucatu-SP

5.2.6. Preparo do solo da area experimental

O preparo convencional do solo foi realizado através de uma aragao e
duas gradagens. Os implementos agricolas utilizados foram: grade aradora com 10 discos de

26 polegadas e grade niveladora com 32 discos de 18 polegadas.

5.2.7. Adubacio de semeadura

Consistiu da aplicagdo de 200 kg ha™ do fertilizante formulado 0-20-
20, sendo as fontes de P,Os e K,0, superfosfato-triplo e cloreto de potassio respectivamente.
O foésforo e o potassio foram distribuidos igualmente para todos os tratamentos. Os
fertilizantes foram distribuidos no fundo do sulco de semeadura objetivando produtividades

entre 3,5 a 5,0 t de grios ha™ conforme preconiza Raij et al., (1996).
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5.2.8. Inoculacio das sementes de trigo com as bactérias Azospirillum brasilense

A metodologia seguida para inoculagdo de sementes e semeadura foi a

mesma utilizada no experimento em ambiente protegido, (item 3.1.8.).

5.2.9. Semeadura

A semeadura foi realizada de forma manual, onde a cada 2,5 cm foi

depositada uma semente em profundidade média de 4 cm, no dia 17 de julho de 2013.

5.2.10. Controle de plantas daninhas

Para o controle de plantas daninhas utilizou-se o método de capina

manual durante todo o ciclo de desenvolvimento da cultura.

5.3. Avaliacoes

Em ambos experimentos realizou-se o levantamento de densidade de

plantas por m* aos 10 DAE.

5.3.1. Avaliacdes periodicas

Dentre as avaliagdes periddicas, ou seja, ndo destrutivas foram
realizadas em plantas contiguas, sempre nas mesmas plantas demarcadas no inicio do ciclo,
sendo 20 plantas no experimento em ambiente protegido (Figura 1) e 50 planta no

experimento em ambiente ndo protegido (Figura 3), em suas respectivas datas.
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5.3.1.1. Numero de perfilhos

A determinacdo do numero de perfilhos por planta foi realizada aos 20

e 40 (DAE), através da contagem dos perfilhos formados e desenvolvidos.
5.3.1.2. Altura de planta
5.3.1.2.1. Altura da ultima folha totalmente estendida (AB)

A altura média da planta foi mensurada em centimetros, iniciando ao
nivel do solo a inser¢dao da ultima folha totalmente estendida, aos 20, 40, 60, 80 ¢ 100 dias
apos a emergéncia das plantulas (DAE).
5.3.1.2.2. Altura inserc¢io da espiga (AE)

A altura média da espiga foi mensurada em centimetros, iniciando ao
nivel do solo a altura insercao da espiga, aos 60, 80 e 100 dias apos a emergéncia das plantulas
(DAE).
5.3.1.2.3. Altura do apice da espiga (AP)

A altura média do apice da espiga foi mensurada em centimetros,
iniciando no nivel do solo ao dpice da espiga, excluindo-se as aristas, aos 60, 80 e 100 dias
apos a emergéncia das plantulas (DAE).
5.3.1.3 Florescimento

Para determinagdo do periodo necessario para o florescimento em dias,

foi realizada a contagem de dias da emergéncia até quando 50% + 1 das plantas da area 1til da

parcela apresentaram mais da metade das anteras abertas durante o processo da antese.
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5.3.2. Avaliac¢des destrutivas

Para as avaliagdes destrutivas, foram coletas plantas de forma
contiguas na linha de semeadura, considerado area de coleta, 0,038 m’ no experimento
conduzido em ambiente protegido (Figura 1) e 0,085 m” no experimento conduzido em

ambiente nao protegido (Figura 3), em suas respectivas datas.

5.3.2.1 Area foliar fotossinteticamente ativa

Aos 40, 60 e 80 DAE foram coletas plantas para determinacdo da area
foliar em centimetros, todas as folhas com pelo menos 20% de area verde. As folhas

amostradas passaram pelo integrador de area foliar, modelo LI 3100 da LI-COR.

5.3.2.2 Massa de matéria seca folha

Para determina¢ao da massa de matéria seca das folhas, aos 40, 60 ¢ 80
(DAE) foram coletadas plantas onde foram cortadas rente ao solo. A seguir o material vegetal
foi separado em caule + folhas fotossinteticamente ativas. Apds o material passar pelo
integrador de area foliar, o mesmo foi seco em estufa de ventilacdo forcada a 65°C até atingir

y . . . _2
massa constante. No final, a massa de matéria seca obtidas foi extrapolada em gm™.

5.3.2.3 Massa de matéria seca de raiz

O método seguido para a avaliagdo da matéria seca do sistema
radicular foi o descrito em Corréa (1982). Para isso, foi utilizado um trado tipo caneca, com
0,10 m de diametro por 0,20 m de altura, para amostragem de solo e raizes. As amostragens
foram realizadas nas entrelinhas de trigo.

Em cada area util das parcelas, foi retirada 1 amostras de solo e raizes
nas profundidades de 0,0 a 0,40 m.

Apds a retirada das amostras, as mesmas foram armazenadas em

freezer para serem lavadas em peneira mesh 14, malha de 1,41 mm de didmetro, separando-se



34

as raizes, que posteriomente foram armazenadas em sacos de papel. Em seguida as raizes
foram secas em estufa a temperatura de 65°C até atingirem peso constante, sendo pesadas em
balanga analitica.

Através dos resultados das pesagens, foi calculada a matéria seca das
raizes no volume de solo de cada amostra. O volume de cada amostra ¢ conhecido através do

volume do trado e da massa das raizes retiradas.

5.3.2.4 Massa de matéria seca caule

Para determinagdo da massa de matéria seca do caule, aos 40, 60 ¢ 80
(DAE) foram coletadas plantas onde foram cortadas rente ao solo. A seguir o material vegetal
foi separado em caule + folhas fotossinteticamente ativas. O material foi pesado e sub-
amostrado onde em seguida foi seco em estufa de ventilacdo for¢ada a 65°C até atingir massa

constante. No final, a massa de matéria seca obtidas foi extrapolada em gm™.

5.3.2.5. Analise das espigas

Foram coletadas espigas das plantas, onde realizou as contagens do

numero de espigas por planta, nimero de espiguetas por espiga e nimero de graos por espiga.
5.3.2.6. Massa de mil graos

Apo6s a debulha das espigas colhidas, determinou-se a massa de mil
graos, mediante coleta ao acaso e pesagem de oito amostras de 100 grdos por tratamento
(BRASIL, 2009), que tiveram suas massas determinadas considerando-se teor de agua de
13%.

5.3.2.6. Produtividade de graos

A produtividade de graos foi obtida a partir da debulha e pesagem dos

graos oriundos de espigas colhidas de forma contiguas em duas linhas, perfazendo uma éarea
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de 0,120 m* (ambiente protegido) e 0,340 m* (ambiente ndo protegido), sendo os dados
extrapolados para quilos por hectare, considerando-se teor de dgua nos graos de 13%, com

base nas Regras de Analise de Sementes (BRASIL, 2009).
5.3.3. Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F
a 5% de probabilidade, sendo os dados quantitativos submetidos a andlise de regressdo em
funcdo das concentragdes de A. brasiliense os dados qualitativos em fun¢do das estirpes pelo

teste de Tukey ambos realizados com o uso do programa GENES (CRUZ, 2011).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Experimento conduzido em ambiente protegido

De acordo com os resultados da andlise de variancia apresentados na
tabela 4, foram observados efeitos positivos (P<0,01) para concentragdo de UFC das bactérias
Azospirillum brasilense na altura média de plantas de trigo aos 20 e 40 dias apos a emergéncia

(DAE). Para essa caracteristica morfologica a interacdo estirpes x doses ndo foi significativa.

Tabela 4. Altura média em cm da ultima folha totalmente estendida de plantas de trigo aos 20
e 40 dias apds a emergéncia, inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense via
tratamento de sementes, em ambiente protegido na Faculdade de Ciéncias Agrondmicas —

FCA/UNESP, municipio de Botucatu — SP.

Altura da ultima folha totalmente estendida (cm)

Estirpes 20 DAE1 40 DAE1
UFC mlI' UFC mI'
0 65 130 195 0 65 130 195
V5 20,8 24,7 23,2 23,5 21,9 25,3 24,0 24,1
V6 20,8 22,3 22,2 22,7 21,9 23,6 22,6 233
V5+v6 20,8 22,3 23,7 20,6 21,9 24,0 24,7 21,6
P Estirpes = 0,1168 P Estirpes = 0,2538
P Doses = 0,0074 P Doses = 0,0100
PExD=0,2413 PE xD=0,3788

CV (%) =17,63 CV (%) =1,55
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Essas bactérias podem auxiliar por diversos mecanismos na nutri¢ao
nitrogenada das plantas, contribuindo para o aumento do seu crescimento. Dentre esses
mecanismos, destacam-se a producdo de fito-hormdnios, que interferem no crescimento das
plantas e podem alterar a morfologia das raizes, possibilitando a exploragdo de maior volume
de solo, além do processo de fixacdo bioldgica do N, (ZAIED et al., 2003; INIGUEZ et al.,
2004). Segundo Sala et al. (2005), as bactérias do género Azospirillum promoveram o
crescimento € o acumulo de N em plantas de trigo, maior desenvolvimento radicular (SILVA
et al., 2004). Contudo, em trabalho anterior a esses, outros autores ndo encontraram diferenga
entre tratamentos com e sem a inoculagao (CAMPOS et al., 1999).

A tendéncia das maiores médias de alturas de plantas observada na
tabela 4 podem estar relacionadas com as maiores médias de area foliar produzidas pelas
plantas inoculadas com doses de Azospirillum brasilense na tabela 8.

Para altura média da tltima folha totalmente estendida nas avaliagdes
realizadas aos 60, 80 e 100 (DAE), ndo foram observadas diferencas (P<0,05) entre as plantas
cultivadas com e sem a bactéria Azospirillum brasilense. Do mesmo modo, também nao

ocorreu interacdo entre estirpes x doses (tabela 5).

Tabela 5. Altura média em cm da ultima folha totalmente estendida de plantas de trigo aos 60,
80 e 100 dias apds a emergéncia, inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense
via tratamento de sementes, em ambiente protegido na Faculdade de Ciéncias Agronomicas —

FCA/UNESP, municipio de Botucatu — SP.

Altura da ultima folha totalmente estendida (cm)

60 DAE 80 DAE 100 DAE
Estirpes UFC ml”" UFC ml” UFC mI”"
0 65 130 195 0 65 130 195 0 65 130 195
V5 32,9 37,2 34,1 36,1 34,2 37,8 35,6 37,5 35,0 37,6 35,6 36,6
V6 32,9 36,0 33,6 36,9 34,2 37,6 37,2 37,6 35,0 37,8 36,6 37,2
V5+v6 32,9 35,9 36,9 33,6 34,2 37,2 37,8 34,4 35,0 37,0 37,3 34,4
P Estirpes = 0,9619 P Estirpes = 0,7480 P Estirpes = 0,7436
P Doses = 0,0341 P Doses = 0,0238 P Doses = 0,1747
P E xD=0,3886 PE x D =0,5806 PE xD=0,8232
CV (%) =8,05 CV (%)=1,33 CV (%)=1742

Nesse caso, o inicio da fase de alongamento da cultura (60 DAE),

marcada por um pico de crescimento em altura como resposta ao aumento da atividade
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biologica de giberelinas nos meristemas intercalares do colmo que confere o aumento da
divisdo e expansao celular dos entrends (TAIZ; ZEIGER, 2009), pode ser a causa da igualdade
de alturas médias de plantas entre os tratamentos aos 60, 80 e 100 DAE (tabela 5).

A falta de diferenca significativa das alturas da ultima folha totalmente
estendida pode ser explicado pelo florescimento precoce, aos 60 DAE. A mudanga da fase
vegetativa para a reprodutiva, muda o processo de alocacdo de matéria seca nas plantas,
transferindo o crescimento para os 6rgaos reprodutivos.

No entanto, essa uniformidade das alturas de plantas entre os 60 e 100
DAE, ndo neutraliza a importdncia do maior crescimento das plantas inoculadas com as
bactérias, entre os 20 e 40 DAE (tabela 4). Com o maior desenvolvimento das plantas, o
contato ¢ maximizado pelo crescimento do sistema radicular proporcional ao desenvolvimento
da parte aérea, com consequente aumento na area superficial e na capacidade de absor¢ao de
agua, favorecendo as plantas inoculadas no caso de estresse hidrico e/ou tornando estas plantas
mais eficientes na exploracdo e uso da dgua em sistemas de cultivos irrigados.

No caso da altura média da insercdo de espigas, essa aumentou com a
aplicagdo da concentragdo de 65 milhdes UFC de bactérias independente das estirpes

utilizadas ou da combinagao entre elas (tabela 6).

Tabela 6. Altura média em cm da inser¢do de espigas das plantas de trigo aos 60, 80 ¢ 100
dias apos a emergéncia, inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense via
tratamento de sementes, em ambiente protegido na Faculdade de Ciéncias Agrondmicas —

FCA/UNESP, municipio de Botucatu — SP.

Altura da insercio da espiga (cm)

60 DAE 80 DAE 100 DAE
Estirpes UFC ml” UFC mI” UFC ml”
0 65 130 195 0 65 130 195 0 65 130 195
VS§ 329 372 34,1 36,1 453 51,2 47,6 50,4 46,1 50,9 47,6 48,5
Vo 32,9 36,0 33,6 36,9 453 50,4 49,0 50,1 46,1 51,2 48,4 49,6
V5+v6 32,9 359 36,9 33,6 453 50,6 50,6 46,2 46,1 50,7 50,6 46,6
P Estirpes = 0,9514 P Estirpes = 0,9013 P Estirpes = 0,9128
P Doses = 0,0131 P Doses = 0,0040 P Doses = 0,0165
PE x D =0,2445 PExD=0,5303 PExD=0,7943

CV (%)=17,12 CV (%) =1,05 CV (%)=1,18
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Como ndo ocorreram diferengas entre as alturas médias de insercdo de
folhas bandeiras entre os tratamentos (tabela 5), supde-se que a distancia entre a fonte (folha
bandeira) e dreno (espiga) das plantas de trigo foi afetada pela inoculagdo de bactérias
Azospirillum brasilense.

Segundo Pimentel (1998), o transporte de agucares pelo floema pode
ocorrer entre 0rgdos distantes, mas normalmente um dreno ¢ suprido de fotoassimilados pelas
fontes proximas e, as relagdes fonte/dreno da planta, sdo continuamente modificadas com o
desenvolvimento do vegetal.

Considerando-se que o transporte de carboidratos entre a fonte e o
dreno envolve uma série de processos metabdlicos ativos e passivos, o encurtamento da
distancia entre a folha e a espiga em plantas de trigo pode resultar em aumento da taxa de
transloca¢do de assimilados, com reflexos significativos na produtividade de graos (FIOREZE,
2011).

Na contramao da teoria de Fioreze (2011), analisando os resultados
obtidos com a medicdo da altura do apice da espiga (tabela 7). Para facilitar o entendimento,
pode-se observar que os comprimentos das espigas nas plantas cujas sementes foram
inoculadas com Azospirillum brasilense foram maiores em valores absolutos em todas as trés

épocas de avaliagdo, conforme as médias a seguir.

Tabela 7. Altura média em cm do &pice das espigas de plantas de trigo aos 60, 80 e 100 dias
apos a emergéncia, inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense via tratamento
de sementes, em ambiente protegido na Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — FCA/UNESP,

municipio de Botucatu — SP.

Altura do apice da espiga (cm)

60 DAE 80 DAE 100 DAE
Estirpes UFC mI” UFC ml” UFC ml’”’
0 65 130 195 0 65 130 195 0 65 130 195
V5 46,1 54,5 45,5 50,5 49,3 56,3 52,4 54,4 50,2 55,9 52,8 53,4
V6 46,1 52,4 56,3 51,7 49,3 54,3 53,8 54,6 50,2 56,3 53,1 54,4
V5+v6 46,1 50,4 52,2 50,9 49,3 55,8 55,8 54,1 50,2 55,7 55,6 51,7
P Estirpes = 0,2609 P Estirpes = 0,9700 P Estirpes = 0,9483
P Doses = 0,0465 P Doses = 0,0185 P Doses =0,0103
PE xD=0,0817 PExD=0,7021 PExD=0,8814

CV (%) =8,50 CV (%) =1,86 CV (%)=1,13
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Quando ocorre um aumento da disponibilidade de N para as plantas de
trigo, principalmente nos estadios fenoldgicos compreendidos entre a emergéncia e sete folhas
totalmente expandidas (V7), essas produzem um maior nimero de espiguetas e
conseguintemente espigas maiores (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2001).

Segundo Simmons (1987), o nitrogénio tem papel essencial nas duas
fontes principais de fotoassimilados para os grdos em crescimento: uma originada diretamente
da fotossintese atual e outra a partir da remobilizacdo de fotoassimilados armazenados
temporariamente em outros 6rgaos da planta, sendo o colmo o principal.

Assim, de acordo com os autores citados acima, a maior area foliar e a
maior altura dos colmos ou plantas (tabelas 8 e 5) submetidas aos tratamentos com as bactérias
Azospirillum brasilense, podem apresentar uma relagdo direta como o maior comprimento de

espigas das mesmas.

Tabela 8. Area foliar (cm”) de plantas de trigo aos 40, 60 e 80 dias apos a emergéncia,
inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense via tratamento de sementes, em
ambiente protegido na Faculdade de Ciéncias Agronomicas — FCA/UNESP, municipio de

Botucatu — SP.

Area foliar (cm2 x 1000)

40 DAE 60 DAE 80 DAE
Estirpes UFC ml” UFC mI’ UFC ml™
0 65 130 195 0 65 130 195 0 65 130 195
\A] 111 aC 153 aA 126 aB 116 bC 65 aB 78 aA 73 aAB 70 aAB 7 aB 6 cBC 10 aA 5aC
Vo6 111 aB 142 bA 111 bB 118 bB 65 aB 74 aA 70 aA 72 aA 7 aB 9 bA 5¢cC 5aC
V5+v6 111 aB 143 bA 114 bB 121 aB 65 aB 77 aA 58 bC 76 aAB 7 aC 10 aA 9 bB 5aD
P Estirpes = 0,0003 P Estirpes = 0,2940 P Estirpes < 0,001
P Doses < 0,001 P Doses < 0,001 P Doses < 0,001
PE xD <0,001 PE xD=0,0010 PE xD <0,001
CV (%) =4,19 CV (%) =6,43 CV (%)=17,39

Me¢dias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferiram

estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05).

Aos 40 DAE as plantas inoculadas com a concentragdo de 65 milhdes
UFC por ml”! apresentaram as maiores médias de area foliar, independente da estirpe

utilizada. Comparando as estirpes na concentragdo de 65 milhdes UFC, as plantas inoculadas

com a estirpe Ab-V5 apresentaram a maior média de area foliar.
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Aos 60 DAE as médias de area foliar das plantas inoculadas
continuaram em sua maioria superior quando comparada as plantas sem inoculagdo, ocorrendo
redugdo da area foliar apenas na concentragio de 130 milhdes UFC ml” com solugdo
compostas pela mistura das estirpes Ab-V5+Ab-V6, podendo também observar a diferenga
entre estirpes nessa mesma condicao.

Aos 80 DAE nota-se reducdo acentuada da area foliar, causada pela
senescéncia natural das folhas. Nessa epoca, a area fotossinteticamente ativa das plantas
inoculadas com a concentragdo de 65 milhdes UFC foi maior nas plantas inoculadas com as
estirpes Ab-V6 e mistura das estirpes Ab-V5+Ab-V6. Nas plantas inoculadas com a
concentra¢io de 130 milhdes UFC ml™ a 4rea foliar foi maior com o uso da estirpe Ab-V5. J4
as plantas submetidas aos tratamentos com a concentragdo 195 milhdes UFC de bactérias
apresentaram as menores areas foliares, independente da estirpe utilizada.

As maiores médias de area foliar das plantas inoculadas podem ser
caracteristicas morfoldgicas de plantas bem nutridas por nitrogénio. Nesse sentido, pode-se
tomar como referéncia o estudo de Sala et al. 2005, onde os autores obtiveram resultados
positivos com a inoculacdo de bactérias do género Azospirillum brasilense em plantas de trigo,
as quais promoveram um maior acumulo de N nas plantas, seguido de maior crescimento da
parte aérea. O nitrogénio ¢ essencial para o crescimento e o desenvolvimento de folhas, como
também do caule e das raizes (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Com relagdo a massa de matéria seca das folhas (Tabela 9), essa
também foi influenciada pelos tratamentos, sendo as maiores médias observadas na
concentragio de 65 milhdes UFC de bactérias por ml' em todas as épocas de avaliagio
(Tabela 6). Para a concentragdao de 65 milhdes UFC s6 ocorreu interagdo entre dose x estirpes
aos 80 DAE, onde a mistura com estirpes Ab-V5 + Ab-V6 apresentou médias superiores ao

uso de cada estirpe individualmente.
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Tabela 9. Massa de matéria seca das folhas (g m™) de plantas de trigo aos 40, 60 ¢ 80 dias
apos a emergéncia, inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense via tratamento
de sementes, em ambiente protegido na Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — FCA/UNESP,

municipio de Botucatu — SP.

Massa de matéria seca da folha (g m?)

40 DAE 60 DAE 80 DAE
Estirpes UFC ml” UFC ml” UFC ml”
0 65 130 195 0 65 130 195 0 65 130 195
V5 48 aB 57 aA 50 aB 42 bC 22 aB 26 aA 22 abB 23bB  3aB 4bA  3bB 3aB
V6 44 aB 51 aA 39 bB 39 bB 22 aB 25aA 23 aAB 21bB 3aB  4bA 2cC  2bB
V5+v6 45 aB 55aA  41bB 49 aB 22 aB 24 aA 20 bB 20aB  3aB  6aA 4aB  2bC
P ESTIRPES < 0,001 P ESTIRPES = 0,4712 P ESTIRPES < 0,001
P DOSES = 0,0005 P DOSES < 0,001 P DOSES < 0,001
P E x D < 0,001 P E x D =0,0005 P E x D < 0,001
CV (%) = 6,62 CV (%) =5,51 CV (%) =10,67

Me¢édias seguidas pela mesma letra, miniscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferiram

estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05).

No estudo de Rodrigues et al. (2014), a inoculagdo de bactérias do
género Azospirillum também aumentou o desenvolvimento da parte aérea de plantas em
relagdo ao controle, promovendo maior acimulo de matéria seca das folhas (RODRIGUES et
al., 2014). Neste sentido, Sala et al. (2007) verificaram que a produ¢do de matéria seca pela
parte aérea de plantas de trigo duplicou nos tratamentos que receberam a inoculagdo com
bactérias diazotrdficas, em relacdo a testemunha. Georgin et al., (2014), com o uso de A4.
brasilense, registraram pequeno acréscimo de matéria seca total nas plantas de trigo, quando
comparados a testemunha.

Uma explicacdo para os beneficios causados por essas bactérias pode
ser sua capacidade de sintese de fitormonios. As auxinas sdo os fitormdnios mais comumente
sintetizados por diversos grupos de microrganismos, dos quais o principal ¢ o &cido
indolacético (AIA), o que, inclusive, ja foi observado em cultura pura de células de isolados de
bactérias, pertencentes aos géneros Azospirillum, Achromobacter e Zoogloea
(TSAVKELOVA et al., 2006).

Porém, também ja foi observado que na auséncia de fertilizante
nitrogenado a inoculagdo pode causar decréscimo na massa de matéria seca da parte aérea de

plantas de trigo (DIDONET et al., 2000). O mesmo autor atribuiu esse efeito ao possivel
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aumento no crescimento das raizes, em relagdo a parte aérea. Outra explicacdo ¢ a de que as
bactérias diazotroficas de plantas ndo leguminosas ndo contribuem com quantidades
suficientes de N, fixado para garantir produtividade maxima (BALDANI; BALDANI, 2005),
e que a auséncia de N pode representar alto custo da associagdo para a planta, em condi¢do de
baixo nivel de N no solo.

Ressalta-se a explicacdo de Kerbauy (2008), onde a associagdo entre as
bactérias fixadoras de N e a rizosfera leva certo tempo para ser verificada com seus beneficios
de forma efetiva. Porém, uma vez estabelecida a associacdo, essa permanece até o final do
ciclo de cultivo.

Para a massa de matéria seca de raizes, ndo foi observada interagao
significativa entre as estirpes e as concentragdes de bactérias, onde os tratamentos inoculados

apresentaram média semelhante aos ndo inoculados (Tabela 10).

Tabela 10. Massa de matéria seca das raizes (g dm’) de plantas de
trigo, inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense
via tratamento de sementes, em ambiente protegido na Faculdade

de Ciéncias Agronomicas — FCA/UNESP, municipio de Botucatu —

SP.
Massa de matéria seca das raizes (g dm’ de solo)
Estirpes UFC mI”
0 65 130 195
V5 0,245 0,242 0,222 0,258
Vo6 0,245 0,195 0,280 0,240
V5+v6 0,245 0,240 0,280 0,178

P Estirpes = 0,9491
P Doses =0,2161
P E xD=0,2051
CV (%) =23,08

Em relacdo as médias de matéria seca de raizes, ndo foi observado
interacdo entre doses e estirpes, esse fato pode ter ocorrido devido a area limitada para
exploragdo das raizes nos vasos, limitando o desenvolvimento das raizes, ja4 que o solo
apresentava condi¢des Otimas de textura e fertilidade para o pleno desenvolvimento e

aprofundamento das raizes.
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Diferentemente do que aconteceu no estudo de Cato (2006), onde esse
autor cultivou quatro plantas por vaso de 10 litros e observou resultados significativos no
desenvolvimento radicular de plantas de trigo, quando as sementes foram tratadas com
Azospirillum brasilense. Nesse sentido, Nozake; Lorenzato; Mancini (2015), cultivando sete
plantas por vaso de oito litros, também observaram aumento da matéria seca das raizes de
plantas de trigo quando houve inocula¢do das sementes. O mesmo foi relatado por Alarim e
Mostafa (2009), cultivando trés plantas de trigo por vasos de 3,5 litros cada.

Segundo Ali et al., (2002), a transferéncia de N atmosférico para as
plantas através da fixagdo bioldgica de N* e o crescimento promovido pelas substincias
produzidas por rizobactérias melhoram o desenvolvimento radicular e, posteriormente,
aumentam a absorc¢ao de nutrientes pelas plantas de trigo.

Aos 40 DAE a concentragdo de 65 milhdes UFC de bactérias
proporcionou maior acumulo de matéria seca no colmo em relagdo aos demais tratamentos,
independente da estirpe inoculada. Aos 60 DAE, todos os tratamentos com o uso da bactéria
foram superiores quando comparados com a testemunha (Tabela 11). Na concentragdo de 65
milhdes UFC de bactérias, as maiores médias foram obtidas com a inoculagdo da estirpe Ab-
V6. Para as concentragdes de 130 e 195 milhdes UFC, as maiores médias foram obtidas com a

inoculacdo da mistura das duas estirpes Ab-V5+Ab-V6.
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Tabela 11. Massa de matéria seca do colmo (g m™) aos 40, 60 e 80 dias apés a emergéncia,
inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense via tratamento de sementes, em
ambiente protegido na Faculdade de Ciéncias Agronomicas — FCA/UNESP, municipio de

Botucatu — SP.

Massa de matéria seca do colmo (g m?)

40 DAE 60 DAE
Estirpes UFC mI" UFC mI”"
0 65 130 195 0 65 130 195
V5 22 aC 28 aA 24 aB 21 cC 106 aB 144 bA 135 bA 134 bA
Vé 22 aBC 29 aA 20 bC 24 bB 106 aB 157 aA 138 bA 135 bA
V5+v6 22 aB 26 aA 22 bB 23 aB 106 aB 146 bA 144 aA 150 aA
P ESTIRPES = 0,0364 P ESTIRPES = 0,06834
P DOSES < 0,001 P DOSES < 0,001
PExD<0,001 PE x D =0,0048
CV (%) =6,71 CV (%) =9,04

Me¢édias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferiram

estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05).

Nao foram encontrados na literatura estudos com avaliagdes de matéria
seca especificamente para colmo de plantas de trigo. No entanto, existem resultados com
plantas de milho onde a altura de planta foi influenciada positivamente pelo uso de A.
brasilense (BASI, 2013). A inoculacdo do milho com A. brasilense proporcionou plantas
maiores ¢ mais vigorosas (PEDRINHO, 2009; BRACCINI et al., 2012; BARASSI et al.,
2008). Verona et al. (2010) observaram que a inoculacdo proporcionou maior didmetro de
caule e maior peso em relagdo a massa seca de parte aérea mesmo em estresse hidrico. Nesse
sentido, caracteristicas morfoldgicas das plantas de trigo, como o didmetro do caule pode ter
sido influenciado pela inoculagdo das bactérias, produzindo um maior acumulo de matéria
seca.

Ao contrario, Cavallet et al. (2000) observaram que o uso de produtos
inoculantes a base Azospirillum spp. ndo provocou alteragdes na altura da planta, assim como
Francisco et al. (2012) também ndo observaram diferencas na altura de planta quando da
inoculacdo de sementes com A. brasilense.

Sabe-se que além das folhas, grande parte das reservas produzidas pela
planta sdo armazenadas nos colmos, fazendo com que esta relacdo de maior massa de parte

aérea e maior didmetro de caule produzam melhores condigdes de armazenagem e uma
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possivel maior produgdo final, j4 que essas reservas sdo indispensaveis para o bom
desenvolvimento da planta, principalmente na fase reprodutiva, para suprir os drenos
representados pelas espigas.

A emissdo de perfilhos também foi afetada significativamente em
fun¢do da aplicacdo dos tratamentos com bactérias A. brasilense, tanto para doses quanto para
estirpes (Tabela 12). Nas duas épocas de avaliacdo, as plantas inoculadas com a estirpe Ab-V5
e a mistura das estirpes Ab-V5+Ab-V6 produziram os maiores numeros de perfilhos nas

concentragdes de 65 e 195 milhdes UFC de bactérias.

Tabela 12. Numero médio de perfilhos m™ por plantas de trigo aos 20, 40 e 100 dias apos a
emergéncia, inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense via tratamento de
sementes, em ambiente protegido na Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — FCA/UNESP,

municipio de Botucatu — SP.

Nimero de perfilhos (m?)

20 DAE 40 DAE
Estirpes UFC mI”’ UFC ml”
0 65 130 195 0 65 130 195
\'A 329 aB 430 aA 342 aB 457 aA 302 aB 437 aA 338 aB 447 aA
Vo6 329 aB 417 aA 381 aB 315bC 302 aB 434 aA 376 aB 305 bC
V5+v6 329 aC 460 aA 394 aB 480 aA 302 aC 490 aA 394 abB 496 aA
P ESTIRPES = 0,0001 P ESTIRPES = 0,0008
P DOSES < 0,001 P DOSES < 0,001
PE xD=0,0002 PExD<0,001
CV (%) =8,85 CV (%) =10,20

Me¢édias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferiram

estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05).

Em valores absolutos, os numeros de perfilhos praticamente nao
mudaram de uma época de avaliagdo para outra. Isso mostra que, nesse estudo a estabilidade
no numero de perfilhos ocorreu aos 20 DAE. Outro dado importante, ¢ o fato das plantas de
trigo, nesse caso, terem sido cultivadas em ambiente protegido, e isto pode ter influenciado o
namero de perfilhos por m’, ja que a presenga de maior ou menor niimero de perfilhos esta sob
efeito de alguns fatores. Por exemplo, a qualidade e intensidade da luz que incide sobre o

dossel em funcdo do tipo de material que compdem a cobertura do ambiente no qual foi
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realizado o cultivo, isso pode suprimir o desenvolvimento de perfilhos em trigo, estimulando a
dominancia apical (ALMEIDA et al., 2002).

De acordo com Destro (2001), plantas de trigo em baixas populagdes
produzem mais perfilhos do que em condicdes de alta densidade de semeadura, apresentando,
ao final do ciclo, nimeros similares de espigas por metro quadrado. Sabe-se também que o N ¢
o macroelemento mais limitante do rendimento de grios de trigo, visto que dentre outros
fatores, determina o ntimero de perfilhos (SALA et al., 2005).

O florescimento das plantas aconteceu entre 54 a 57 DAE. As plantas
tratadas com as concentracdes de 65 e 195 milhdes UFC com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6
floresceram mais cedo, aproximadamente aos 54 DAE. J4 as plantas testemunhas e as tratadas
com a mistura de estirpes Ab-V5+AbV6 floresceram ao mesmo tempo, aos 56 DAE (Tabela
13). Na literatura ndo ha relatos do efeito da inoculagdo de sementes com Azospirillum

brasilense sobre o florescimento de gramineas

Tabela 13. Numero de dias até o florescimento de plantas de trigo,
inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense via
tratamento de sementes, em ambiente protegido na Faculdade de

Ciéncias Agrondmicas — FCA/UNESP, municipio de Botucatu — SP.

Florescimento (DAE)

Estirpes UFC ml”
0 65 130 195
V5 57,0 aA 54,0 bB 57,0 aA 55,0 abB
Vé 57,0 aA 54,8 abB 55,8 aAB 54,5 bB
V5+v6 57,0 aA 56,0 aA 56,0 aA 56,0 aA
P Estirpes = 0,0339
P Doses < 0,001

PExD =0,0154
CV (%) = 1,41
Me¢dias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna e maidscula na

linha, ndo diferiram estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey

(P>0,05).
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A inoculacdo das sementes de trigo com Azospirillum brasilense também
aumentou o numero de espiguetas por espiga € o numero de grdos por espiga. Nao

promovendo efeito sobre o nimero de espigas por m* (Tabela 14).

Tabela 14. Numero de espigas m”, numero de espiguetas por espiga e numero de grios por
espigas em plantas de trigo aos 60, 80 e 100 dias apos a emergéncia, inoculadas com bactérias
do género Azospirillum brasilense via tratamento de sementes, em ambiente protegido na

Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — FCA/UNESP, municipio de Botucatu — SP.

N° de Espigas (m?) N° de Espiguetas/Espiga N° de Graos/Espiga
Estirpes UFC mI'" UFC ml” UFC mI”"
0 65 130 195 0 65 130 195 0 65 130 195
\& 276,7  255,6  266,6 265,6 28,2 34,2 33,0 33,5 11,5 15,0 14,5 13,0
V6 276,7  266,7 2522 256,7 28,2 33,2 33,0 32,2 11,5 15,2 132 125
V5+v6 276,7 247,88  266,7 263.4 28,2 34,0 33,8 34,2 11,5 14,8 11,8 14,5

P Estirpes = 0,8945
P Doses = 0,0863
PExD=0,7254

CV (%) =1,34

P Estirpes = 0,6840
P Doses < 0,001
PE x D =0,9943
CV (%) =890

P Estirpes = 0,6713
P Doses < 0,001
PE x D =0,0848
CV (%) =10,90

Os resultados da tabela 14 corroboram com os encontrados nas tabelas
6 e 7. Observa-se que existe relacdo direta entre o maior comprimento de espigas, esse
causado por maior nimero de espiguetas e consequentemente numero maior de grdos por
espiga. Provavelmente, este acréscimo pode estar diretamente relacionado a producdo de
substancias como auxinas, citocininas, giberelinas e etileno pelas plantas inoculadas com
Azospirillum brasilense (CASSAN et al., 2009) minimizando o abortamento das flores.

No estudo de Piccinin et al. (2013), os componentes de producao,
namero de espiguetas por espiga e numero de graos por espiga, na concentragcao de 200 mL de
inoculante conjugado com meia dose de nitrogénio (50 kg ha) apresentaram as maiores
médias, quando comparado com os demais tratamentos. Para esses autores, as plantas
cultivadas apos inoculagdo das sementes com Azospirillum ssp aumentam significativamente o
rendimento, especialmente quando o fornecimento de nitrogénio ¢ limitado.

Segundo Coelho (2006) o nitrogénio ¢ fundamental para a sintese de
proteinas, enzimas, co-enzimas, acidos nucléicos e fitocromos, que sdo integrantes da

molécula de clorofila. No entanto, com aportes adicionais de nitrogénio assume grande
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importancia na fotossintese devido ao aumento substancial pigmentos responsaveis de captar a
energia solar por meio das antenas dos tilacdide proporcionando o processo de carboxilacao
(TAIZ; ZEIGER, 2009)

Ao analisar o efeito da inoculagdo sobre a massa de mil grios e a
produtividade (Tabela 15), verificou-se que a inoculacdo de Azospirillum brasilense
proporcionou incrementos na produtividade de graos de trigo (P<0,01 para doses). Com média

de incrementos independente da estirpe utilizada nos tratamentos.

Tabela 15. Massa de mil grios (g) e produtividade de grios (kg ha™) de plantas de trigo,
inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense via tratamento de sementes, em
ambiente protegido na Faculdade de Ciéncias Agronomicas — FCA/UNESP, municipio de

Botucatu — SP.

Massa de mil graos (g) Produtividade (kg ha™)
Estirpes UFC mlI" UFC mlI"
0 65 130 195 0 65 130 195
V5§ 38,8 433 41,2 40,4 907 1367 1078 1187
Vo 38,8 43,6 40,4 41,7 907 1351 1053 1146
V5+v6 38,8 44.4 42,3 39,2 907 1375 1099 1196
P Estirpes = 0,3474 P Estirpes = 0,148
P Doses = 0,0137 P Doses = 0,001
PExD=0,3878 PExD=0,3150
CV (%) =1,05 CV (%) =1,29

6.2. Experimento conduzido em ambiente nao protegido

De acordo com os resultados da andlise de variancia apresentados na
tabela 16, ndo foram observados efeitos para doses das bactérias Azospirillum brasilense na
altura média de plantas de trigo aos 20 e 40 dias apds a emergéncia (DAE). Para essa
caracteristica morfologica a interacdo estirpes x doses também ndo foi significativa (Tabela

16).
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Tabela 16. Altura média em cm da tltima folha totalmente estendida de plantas de trigo aos
20 e 40 dias apos a emergéncia, inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense
via tratamento de sementes, em ambiente ndo protegido, no campo experimental da Faculdade

de Ciéncias Agrondmicas — FCA/UNESP, municipio de Botucatu — SP.

Altura da ultima folha totalmente estendida (cm)

20 DAE 40 DAE
Estirpes UFC ml" UFC mI
0 65 130 195 0 65 130 195
V5 16,6 16,3 17,0 16,6 27,3 24,9 27,6 25,5
V6 16,6 16,3 16,7 17,0 27,3 26,8 28,9 27,8
V5+V6 16,6 15,6 15,4 16,5 27,3 26,3 25,6 27,9
P Estirpes = 0,1405 P Estirpes = 0,2355
P Doses = 0,4121 P Doses = 0,4273
PE x D =0,6926 PExD= 04967
CV (%) =5,79 CV (%) =852

Segundo Zaied et al. (2003) e Iniguez et al. (2004), essas bactérias
podem auxiliar por diversos mecanismos na nutri¢do nitrogenada das plantas, contribuindo
para o aumento do seu crescimento. No entanto, esse efeito parece ser verificado na maioria
das vezes somente em experimentos realizados em ambiente protegido. Corroborando com
esta teoria, no ano de 2007, Sala et al. (2005) verificaram que as bactérias do género
Azospirillum promoveram o crescimento e o acumulo de N em plantas de trigo em
experimento realizado em ambiente protegido. Contudo, em trabalho anterior a esse, outros
autores ndo encontraram diferenca entre tratamentos com e sem a inoculacdo quando o
experimento foi realizado no em ambiente ndo protegido (CAMPOS et al., 1999). E agora, os
resultados obtidos nesse trabalho, apresentam os mesmos resultados, efeito da inocula¢do de
Azospirillum brasilense na altura de plantas, quando do experimento realizado em ambiente
protegido (Tabela 4) e o mesmo ndo observado quando realizado no em ambiente ndo
protegido.

Para altura média de inser¢do da folha bandeira nas avaliagdes
realizadas aos 60, 80 e 100 (DAE), ndo foram observadas diferencas (P<0,05) entre as plantas
cultivadas com e sem a bactéria Azospirillum brasilense. Do mesmo modo, também nao

ocorreu interacdo entre estirpes x doses (tabela 17).
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Tabela 17. Altura média em cm da tltima folha totalmente estendida de plantas de trigo aos
60, 80 e 100 dias apds a emergéncia, inoculadas com bactérias do género Azospirillum
brasilense via tratamento de sementes, em ambiente ndo protegido, no campo experimental da

Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — FCA/UNESP, municipio de Botucatu — SP.

Altura da ultima folha totalmente estendida (cm)

60 DAE 80 DAE 100 DAE
Estirpes UFC mI’! UFC mI" UFC mlI"
0 65 130 195 0 65 130 195 0 65 130 195

V5 355 328 368 33,6 378 377 38,7 34,8 396 37,1 396 383
V6 355 363 37,7 359 378 370 38,7 38,7 396 369 393 392
V5+v6 35,5 322 334 360 378 354 35,8 38,5 396 364 37,5 387

P Estirpes = 0,1355 P Estirpes = 0,5018 P Estirpes = 0,7675
P Doses = 0,3281 P Doses =0,7708 P Doses = 0,1312
PE xD =0,4388 PExD= 03004 PExD= 09836

CV (%) =8,65 CV (%)=1,59 CV (%) =1,62

No caso da altura média da inser¢do de espigas, essa também ndo
aumentou com a aplicagdo das doses de bactérias independente das estirpes utilizadas ou da

combinagdo entre elas (tabela 18).

Tabela 18. Altura média em cm da insercao de espigas das plantas de trigo aos 60, 80 e 100
dias apos a emergéncia, inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense via
tratamento de sementes, em ambiente ndo protegido, no campo experimental da Faculdade de

Ciéncias Agrondmicas — FCA/UNESP, municipio de Botucatu — SP.

Altura da insercio espiga (cm)

60 DAE 80 DAE 100 DAE
Estirpes UFC mlI" UFC ml” UFC ml’
0 65 130 195 0 65 130 195 0 65 130 195

V5 37,0 329 396 349 513 496 533 47,3 53,6 499 541 51,9
V6 370 383 403 370 513 498 51,0 51,7 53,6 495 527 528
V5+V6 37,0 33,1 349 372 513 478 490 50,9 53,6 494 51,0 523

P Estirpes = 0,0994 P Estirpes = 0,7150 P Estirpes = 0,8371
P Doses = 0,1292 P Doses = 0,5474 P Doses = 0,0943
PE xD=0,2723 PExD= 0,5989 PExD= 0,9820

CV (%)=9,52 CV (%)=38,23 CV (%) =17,48

As médias de altura de insercdo da espiga no experimento em ambiente

ndo protegido foram superiores numericamente as obtidas em ambiente protegido. E natural
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que plantas cultivadas em um ambiente sem fatores limitantes, como por exemplo, area de
exploragdo das raizes e maior disponibilidade de luz, se desenvolvam mais.

No entanto, mesmo com uma area foliar maior, promovida pela
inoculacdo das bactérias (tabela 20) e uma maior capacidade de armazenamento de
fotoassimilados (Tabela 23), ndo foi observado o mesmo para os 6rgdos de reproducio da

planta (tabela 19).

Tabela 19. Altura média em cm do apice das espigas de plantas de trigo aos 60, 80 e 100 dias
apos a emergéncia, inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense via tratamento
de sementes, em ambiente ndo protegido, no campo experimental da Faculdade de Ciéncias

Agronomicas — FCA/UNESP, municipio de Botucatu — SP.

Altura do apice da espiga (cm)

60 DAE 80 DAE 100 DAE
Estirpes UFC mlI" UFC ml" UFC ml"
0 65 130 195 0 65 130 195 0 65 130 195
V5 40,8 35,2 43,5 38,0 58,9 57,6 61,3 54,4 61,0 57,2 61,9 57,8
Vé 40,8 41,2 45,4 40,2 58,9 57,6 59,2 60,1 61,0 56,7 60,5 60,7
V5+Vé6 40,8 36,8 38,9 41,1 58,9 55,3 55,6 58,6 61,0 57,1 58,4 58,4
P Estirpes = 0,0736 P Estirpes = 0,6346 P Estirpes = 0,8419
P Doses = 0,0132 P Doses = 0,7758 P Doses = 0,2628
PE xD=10,1596 PExD= 0,6486 PExD= 09667
CV (%) =8,55 CV (%) =9,29 CV (%) =8,67

Na literatura existem trabalhos onde plantas de trigo foram somente
inoculadas com Azospirillum brasilense; e/ou adubadas com nitrogénio + inoculacdo com
Azospirillum  brasilense (CAMPOS et al., 1999; TEIXEIRA FILHO et al., 2008;
RODRIGUES et al., 2014). Porém, em nenhum deles ocorreu acréscimo na altura da espiga.

Aos 40 DAE as plantas inoculadas com a concentragdo de 195 milhdes
UFC de bactérias da apresentaram as maiores médias de area foliar, quando utilizado a mistura

entre estirpes Ab-V5+Ab-V6 (Tabela 20).
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Tabela 20. Area foliar (cm®) de plantas de trigo aos 40, 60 e 80 dias apés a emergéncia,
inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense via tratamento de sementes, em

ambiente ndo protegido, no campo experimental da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas —

FCA/UNESP, municipio de Botucatu — SP.

Area Foliar (cmZ x 1000)

40 DAE 60 DAE 80 DAE
Estirpes UFC ml’ UFC mI” UFC mI’
0 65 130 195 0 65 130 195 0 65 130 195
V5 15aA  15aA  13aA 15bA 11aB  12aB  16aA 14bAB  40aB 35aBC 30bC  51bA
Vé6 15aA  14aA  13aA 13bA 11aB 12aB  11bB 16aA 40aB  38aB  28bC  55aA
V5+V6 15aB  13aB  14aB  19aA 11aC 13aBC 17aA 15abAB 40aB 37aB  47aB = 63aA
P Estirpes = 0,0186 P Estirpes = 0,0165 P Estirpes <0,001
P Doses = 0,0060 P Doses <0,001 P Doses <0,001
PExD=0,0019 PExD=<0,001 P E x D <0,001

CV (%) =11,18

CV (%) =9,58

CV (%) = 10,28

Me¢édias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferiram

estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05).

Aos 60 DAE as médias de area foliar das plantas inoculadas
continuaram em sua maioria superiores quando comparadas as plantas sem inoculagdo (Tabela
20). Nesse caso, diferente do ocorrido em ambiente protegido, a concentragdo de 130 milhdes
UFC juntamente com a concentragdo de 195 milhdes UFC de bactérias promoveu as maiores
médias de area foliar, com destaque para os tratamentos com a estirpe Ab-V5 e mistura da
estirpe Ab-V5+Ab-V6.

Aos 80 DAE ao invés de reducdo acentuada da area foliar observado
em experimento conduzido em ambiente protegido, nessa época foram observados os maiores
valores para as médias de area foliar. Nessa época, a area fotossinteticamente ativa das plantas
inoculadas com a concentracdo de 195 milhdes UFC foi maior nas plantas inoculadas com as
estirpes Ab-V6 e mistura das estirpes Ab-V5 + Ab-V6. Ja as plantas submetidas aos
tratamentos com a concentragdo 130 milhdes UFC com o uso isolado das estirpes Ab-V5 e
Ab-V6 apresentaram as menores areas foliares.

Com relagdo a massa de matéria seca das folhas (Tabela 21), essa
também foi influenciada pelos tratamentos, sendo as maiores médias observadas na
concentragdo 195 milhdes UFC de bactérias em todas as épocas de avaliacdo. Para a

concentragdo de 195 milhdes UFC s6 ocorreu interagdo entre dose x estirpes aos 40 e 80 DAE,
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onde a mistura com estirpes Ab-V5 + Ab-V6 apresentou médias superiores ao uso de cada

estirpe individualmente.

Tabela 21. Massa de matéria seca das folhas (g m™) de plantas de trigo aos 40, 60 e 80 dias
apos a emergéncia, inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense via tratamento
de sementes, em ambiente ndo protegido, no campo experimental da Faculdade de Ciéncias

Agronomicas — FCA/UNESP, municipio de Botucatu — SP.

Massa de matéria seca da folha (g m'z)

40 DAE 60 DAE 80 DAE
Estirpes UFC mI" UFC mI" UFC ml
0 65 130 195 0 65 130 195 0 65 130 195
V5§ 44aC 50bB 53bB 67bA 56aB 56aB 55aB 67aA 24aB 26aB 19bC 35bA
V6 44aC 52abB 51bB 56cA 56aB 54aB 49bB 66aA 24aB 20bC 17bC 34bA
V5+Vo6 44aD 55aC 65aB 85aA 56aB 55aB 52abA 66aA 24aB 25aB 32aA 38aA
P Estirpes = 0,003 P Estirpes = 0,010 P Estirpes < 0,001
P Doses < 0,001 P Doses < 0,001 P Doses < 0,001
PE xD<0,001 PE xD<0,001 PExD<0,001
CV (%) =8,21 CV (%)=1,58 CV (%) =9,28

Me¢dias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferiram

estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05).

Comparando os resultados aqui obtidos com outros estudos também
realizados em ambientes nao protegido, Lana et al. (2012) também verificaram incremento na
massa de matéria seca das folhas do trigo, com a inoculagdo com Azospirillum brasilense. Ja
Rodrigues (2014), observou incrementos significativos de matéria seca nas folhas de trigo
utilizando a estirpe Ab-V5 em experimento conduzido em ambiente protegido, j4 para o
experimento realizado em ambiente ndo protegido, ndo foram observadas diferengas. Nunes et
al. (2014), conduzindo seu experimento em ambiente ndo protegido, também registrou que
massa de matéria das folhas do trigo ndo foi influenciada pela inocula¢do de Azospirillum
brasilense. No estudo de Didonet et al. (2000), foi observado que na auséncia de adubo
nitrogenado a inoculagdo pode causar decréscimo na massa de matéria seca da parte aérea de
plantas de trigo.

Para Baldani e Baldani (2005), as bactérias diazotroficas de plantas nao
leguminosas ndo contribuem com quantidades suficientes de N, fixado para garantir

produtividade méxima, e a auséncia de N pode representar alto custo da associagdo para a



55

planta, em condi¢@o de baixo nivel de N no solo. Ressalta-se também a explicacdo de Kerbauy
(2008), onde a associagdo entre as bactérias fixadoras de N e a rizosfera leva certo tempo para
ser verificada com seus beneficios de forma efetiva. Porém, uma vez estabelecida a
associacdo, essa permanece até o final do ciclo de cultivo.

Em estudos realizados em ambiente protegido, Rodrigues et al. (2014)
observaram que a inoculacdo de bactérias do género Azospirillum também aumentou o
desenvolvimento da parte aérea de plantas em relagdo ao controle, promovendo maior
acimulo de matéria seca das folhas. Sala et al. (2007) verificaram que a produgdo de matéria
seca pela parte aérea de plantas de trigo duplicou nos tratamentos que receberam a inoculacao
com bactérias diazotroficas, em relagdo a testemunha. J4 Georgin et al., (2014), com o uso de
A. brasilense, registraram um pequeno acréscimo de matéria seca total nas plantas de trigo,
quando comparados a testemunha.

Bactérias do género Azospirillum tém estimulado o crescimento
vegetal, também através do aumentando da concentracdo de N em plantas de diversas culturas
como algodao, tomate, cana-de-acucar e Brachiaria sp (REIS Jr. et al., 2000). Barassi et al.
(2008) observaram aumento da eficiéncia fotossintética das folhas e condutancia estomatica,
incremento na produ¢do de matéria seca e maior matéria seca das folhas em varias espécies de
vegetais. Em ensaio com Sorghum bicolor L. Moench cultivado em hidroponia, a senescéncia
foliar foi retardada nas plantas inoculadas com Azospirillum brasiliense favorecendo, assim, o
acimulo de matéria seca ndo s6 nas folhas, mais em toda a planta também (SARIG et al.,
1990).

Para a matéria seca de raizes, esperava-se maior area de exploragao as
raizes das plantas submetidas aos tratamentos com Azospirillum brasiliense apresentassem um
maior crescimento, no entanto, ndo foi observada interacdo significativa entre as estirpes € as
concentragdes de bactérias, onde os tratamentos inoculados apresentaram média semelhante

aos ndo inoculados (Tabela 22).
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Tabela 22. Massa de matéria seca das raizes (g dm’) de plantas de
trigo, inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense
via tratamento de sementes, em ambiente ndo protegido, no campo
experimental da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas —

FCA/UNESP, municipio de Botucatu — SP.

7 . s 3
Massa de matéria seca das raizes (g dm” de solo)

Estirpes UFC mI”
0 65 130 195
V5 0,162 0,141 0,140 0,166
V6 0,162 0,233 0,164 0,178
V5+v6 0,162 0,196 0,192 0,143

P ESTIRPES = 0,0737
P DOSES = 0,2410
PExD = 0,1250
CV (%) = 22,68

Com relagdo ao acumulo de massa de matéria seca no colmo aos 40
DAE as estirpes de Azospirillum V5 e Ab-V6 proporcionaram as maiores médias nas doses 65
¢ 130 milhdes de bactérias (Tabela 23). Na concentragdo de 195 milhdes UFC de bactérias, a
estirpe V6 foi mais eficiente quando comparada com a estirpe Ab-V5 e a mistura entre Ab-
V5+Ab-V6. Aos 60 DAE, o tratamento com o uso da concentracdo de 195 milhdes UFC
bactérias foi superior quando comparado aos demais (Tabela 23). Nessa época, para a
concentracdo de 195 milhdes UFC de bactérias, as maiores médias foram obtidas com a

inoculacdo da estirpe Ab-V6 e sua mistura com a estirpe Ab-VS5.
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Tabela 23. Massa de matéria seca do colmo (g m?) aos 40 e 60 dias apés a emergéncia,
inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense via tratamento de sementes, em
ambiente ndo protegido, no campo experimental da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas —

FCA/UNESP, municipio de Botucatu — SP.

Massa de matéria seca do colmo (g m?)

40 DAE 60 DAE
Estirpes UFC mI" UFC mI'
0 65 130 195 0 65 130 195
V5 27,2 aB 42,6 aA 40,0 aA 443 bA 143,0 aC 150,6 aBC 162,5 aB 188,2 bA
Vo6 27,2 aB 41,6 aA 38,1 aA 52,82 aA 143,0 aB 151,7 aB 148,0 bB 192,4 aA
V5+V6 27,2 aD 35,4 aC 43,7 aB 37,2 cA 143,0 aB 142,4 bB 158,8 aB 191,3 aA
P Estirpes = 0,0128 P Estirpes = 0,1008
P Doses < 0,001 P Doses < 0,001
PE xD<0,001 PE xD<0,001
CV (%) =11,00 CV (%) =11,10

Me¢édias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferiram

estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05).

Comparado os resultados obtidos em ambiente ndo protegido (Tabela
23) com os em ambiente protegido (Tabela 11), observa-se que aos 60 DAE o acréscimo de
matéria seca foi realmente significativo quando aplicado a concentragdo maxima de 195
milhdes UFC de bactérias por ml™.

Mais uma vez resultados podem estar relacionados com a competigao
com bactérias diazotroficas nativas e com a microflora do solo, sendo necesséario de grandes
quantidades de bactérias que consigam competir satisfatoriamente e estabelecer-se tanto na
rizosfera quanto no interior das raizes (REIS Jr. et al., 2000).

Nao foram encontrados na literatura estudos com avaliagdes de matéria
seca especificamente para colmo de plantas de trigo. No entanto, existem resultados com
plantas de milho. A altura de planta foi influenciada pelo uso de 4. brasilense (BASI, 2013). A
inoculacdo do milho com A. brasilense proporcionou plantas maiores € mais vigorosas
(PEDRINHO, 2009; BRACCINI et al., 2012; BARASSI et al., 2008). Verona et al. (2010)
observaram que a inoculagdo proporcionou maior diametro de caule e maior peso em relagdo a

massa seca de parte aérea mesmo em estresse hidrico.
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Ao contrario, Cavallet et al. (2000) observaram que o uso de produtos
inoculantes a base Azospirillum spp. ndo provocou alteragdes na altura da planta, assim como
Francisco et al. (2012) ndo observaram diferencas na altura de planta quando da inoculacdo de
sementes com A. brasilense.

Sabe-se que além das folhas, grande parte das reservas produzidas pela
planta sdo armazenadas nos colmos (TAIZ e ZEIGER, 2009), fazendo com que esta relacao de
maior massa de parte aérea e maior didmetro de caule produzam melhores condi¢cdes de
armazenagem e uma possivel maior producdo final, j& que essas reservas sdo indispensaveis
para o bom desenvolvimento da planta, principalmente na fase reprodutiva, para suprir os
drenos representados pelas espigas.

A emissdo de perfilhos também foi afetada significativamente em
funcdo da aplicagdo dos tratamentos com bactérias A. brasilense, tanto para concentraciao
quanto para estirpes aos 40 DAE (Tabela 24). Nessa época de avaliagdo, as plantas inoculadas
com a estirpe Ab-V6 produziram os maiores numeros de perfilhos nas concentracdes 130 e

195 milhoes UFC de bactérias.

Tabela 24. Numero médio de perfilhos m™ de plantas de trigo aos 20 e 40 dias apds a
emergéncia, inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense via tratamento de
sementes, em ambiente ndo protegido, no campo experimental da Faculdade de Ciéncias

Agronomicas — FCA/UNESP, municipio de Botucatu — SP.

Niimero de perfilhos (m%)

20 DAE 40 DAE
Estirpes UFC mlI" UFC mI”
0 65 130 195 0 65 130 195
\A) 411,2 417,8 407,9 391,5 506,6 aAB  503,3 aAB 546,0 aA 537,5 bB
Vo6 411,2 414,5 463,8 463,8 506,6 aB 493,4 aB 598,7 aA 608,5 aA
V5+V6 411,2 375,0 401,3 391,4 506,6 aA 509,9 aA 430,9 bA 506,6 bA
P Estirpes = 0,0025 P Estirpes = 0,0006
P Doses = 0,4545 P Doses = 0,0005
PExD=0,1393 PEx D= 0,0001
CV (%) = 8,09 CV (%) =8,72

Me¢dias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferiram

estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05).
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No experimento em ambiente ndo protegido a estabilidade do nlimero
de perfilho ndo aconteceu aos 20 DAE como em ambiente protegido. Isso mostra que o cultivo
das plantas de trigo em ambiente protegido pode ter influenciado o nimero de perfilhos por
m’, ja que a presenca de maior ou menor niimero de perfilhos esta sob efeito de alguns fatores.
Por exemplo, a qualidade da luz que incide sobre o dossel vegetativo (ALMEIDA et al.,
2002). Em ambiente ndo protegido a quantidade de luz que incide sobre o dossel em campo
aberto ¢ muito superior a que incide sobre as plantas em ambiente protegido que ndo apresente
uma fonte luminosa artificial.

O florescimento das plantas aconteceu entre 59 a 61 DAE, enquanto as
plantas testemunhas floresceram mais cedo, aos 59 DAE, as plantas inoculadas com a estipes
Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V5+Ab-V6 retardaram o florescimento em pelo menos um dia (Tabela
25). Na literatura ndo ha relatos do efeito da inoculagdo de sementes com Azospirillum

brasilense sobre o florescimento de gramineas.

Tabela 25. Numero de dias até o florescimento de plantas de trigo, inoculadas com bactérias
do género Azospirillum brasilense via tratamento de sementes, em ambiente ndo protegido, no
campo experimental da Faculdade de Ciéncias Agrondomicas — FCA/UNESP, municipio de

Botucatu — SP.

Florescimento — DAE

Estirpes UFC mI'" UFC mI” UFC mI'" UFC mI”
0 65 130 195

\'%&S 59,5 60,5 60,0 61,0
V6 59,5 60,0 61,0 60,5
V5+v6 59,5 60,5 59,5 60,0

P Estirpes = 1,00
P Doses = 0,0375
PExD= 0,0703
CV (%) =1,69
Médias seguidas pela mesma letra, miniscula na coluna e maiuscula na linha, nio

diferiram estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05).

A inoculagdo das sementes de trigo com Azospirillum brasilense nao
promoveu alteragdes significativas nos componentes de produg¢do: nimero de espiga, numero

de espiguetas por espiga e numero de graos por espiga (tabela 26).
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Tabela 26. Numero de espigas m”, numero de espiguetas por espiga e numero de grios por
espigas em plantas de trigo aos 100 dias apds a emergéncia, inoculadas com bactérias do
género Azospirillum brasilense via tratamento de sementes, em ambiente ndo protegido, no
campo experimental da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — FCA/UNESP, municipio de

Botucatu — SP.

N° de espigas (m?) N° de Espiguetas/Espiga N° de Graos/Espiga
Estirpes UFC/ml™ UFC/mI’ UFC/ml’
0 65 130 195 0 65 130 195 0 65 130 195
V5 286 aA  254aA  282aA  294aA 442 428 42,4 43,5 30 33 34 37
Vé6 286 aA 288 aA  226bB 283 aA 442 424 41,6 43,1 30 33 35 35
V5+V6 286 aA 278 aA 301aA  279aA 442 40,5 41,2 39,4 30 31 31 32
P Estirpes = 0,1072 P Estirpes = 0,1116 P Estirpes = 0,029
P Doses = 0,4525 P Doses = 0,0734 P Doses = 0,0050
PExD=10,0163 PExD= 0,7244 PExD= 0,5784
CV (%) =9,57 CV (%) =6,10 CV (%) =8,44

Me¢édias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferiram

estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05).

Alguns estudos em ambiente ndo protegido mostram a ocorréncia de
aumentos significativos desses componentes produtivos, somente quando existiu a
combinagdo de Azospirillum brasilense + adubagao nitrogenada (Piccinin et al., 2013), onde as
variaveis numero de espiguetas por espiga e nimero de grdos por espiga, na dose de 200 mL
do inoculante conjugado com meia dose de nitrogénio (50 kg ha™) apresentaram as maiores
médias, quando comparado com os demais tratamentos. Rodrigues et al. (2014), constataram
que o uso isolado da estirpe Ab-V5 promoveu efeito ndo significativo, enquanto foram
observados efeitos lineares para os demais tratamentos em funcdo das doses de nitrogénio
aplicadas combinadas com a estirpe Ab-V5. Didonet et al. (1996) j4 chamavam a atencdo para
a maior eficiéncia bactéria-planta em razdo da adi¢do de fertilizante nitrogenado, quando
comparado ao uso isolado da bactéria. Esses autores observaram que a producdo de graos de
trigo por plantas oriundas de sementes inoculadas com A. brasiliense, e complementado com
15 kg de N ha™', ndo diferiu do tratamento que recebeu mais 45 kg de N ha™' na adubagdo de
cobertura.

Ao analisar o efeito das estirpes sem apresentar diferenca significativa

da inoculagdo sobre a massa de mil graos e a produtividade (Tabela 27), verificou-se que a



61

inoculacdo de Azospirillum brasilense ndo proporcionou incrementos na produtividade de
graos de trigo. Ao contrario com o aumento das doses foi observado um decréscimo na
produtividade (P<0,001), independente da estirpe utilizada nos tratamentos.

Os fatores que interferem nas respostas das culturas a inoculacdo de
Azospirillum ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Os resultados de sucesso encontrados na
literatura da associacao planta-Azospirillum estdo relacionados, na maioria das vezes, a fatores
da propria bactéria, como a escolha da estirpe, o nimero ideal de células por sementes e sua
viabilidade (MEHNAZ; LAZAROVITS, 2006). Arsac et al. (1990) comentaram que a
concentracdo da bactéria na solucdo do inoculante ¢ mais importante que a dose. Para os
autores, a concentragdo bacteriana 6tima que promove o crescimento de plantas de milho ¢ de
10 milhdes de células viaveis ml™”, ou seja, aproximadamente 17 mil unidades formadoras de
colonia semente”’. Niveis acima do 6timo apresentam efeito inibitério do crescimento das
plantas inoculadas, enquanto concentragdes baixas simplesmente nao tém efeito algum na fase

vegetativa.

Tabela 27. Massa de mil grios (g) e produtividade de grios (kg ha™) de plantas de trigo,
inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense via tratamento de sementes, em
ambiente ndo protegido, no campo experimental da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas —

FCA/UNESP, municipio de Botucatu — SP.

Massa de mil grios (g) Produtividade de graos (kg hal)
Estirpes UFC ml" UFC ml"
0 65 130 195 0 65 130 195
V5 44,8 aA 44,0 aA 45,9 aA 44,5 aA 2383,5 1878,7 21134 1952,8
Vé 44,8 aA 36,5 bB 44,6 aA 46,3 aA 2383,5 1842,4 2076,0 2384,0
V5+V6 44,8 aA 44,2 aA 44,9 aA 44,9 aA 2383,5 1915,1 2188,0 2077,2
P Estirpes = 0,0849 P Estirpes = 0,4907
P Doses = 0,0017 P Doses < 0,001
PExD= 0,0059 PE xD=0,2682
CV (%) =5,50 CV (%) =9,99

Me¢dias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferiram

estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05).

Nesse estudo em ambiente ndo protegido, ao contrario do que

aconteceu em ambiente protegido, maior crescimento de véarias estruturas morfoldgicas da
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planta ndo se refletiu em aumento de produtividade. A particdo da matéria seca na planta pode
ter sido prejudicada ou alterada por fatores abidticos, como altas temperaturas e umidade do
ar, mesmo sendo feito suplementacdo de agua via sistema de irrigacdo. Ou até mesmo falta de
nitrogénio, elemento essencial para o crescimento de novos tecidos e estruturas na planta.

Neste sentido, Borras et al. (2004) relataram que em ambientes um
pouco desfavoraveis a massa de matéria seca de graos de trigo ndo muda na mesma magnitude
que as mudancas impostas na area foliar, como a diminui¢do da fotossintese durante o
enchimento dos grdos. Heinemann et al. (2006) também constataram este efeito de
particionamento pois no solo com baixa quantidade de N aplicado a produgdo dos graos
apresentou maior correlagdo com a biomassa acumulada na antese do que com a acumulada na
maturacdo fisioldgica, diferente do que ocorre sob condigdes suficientes de N em que a
correlagdo ¢ significativa, mas igual para ambos os estadios fisiologicos.

Apesar de varios estudos demonstrarem os efeitos benéficos do uso de
Azospirillum, a contribui¢do da fixacdo biologica tem sido questionada uma vez que a
transferéncia do N fixado para a planta ocorre muito lentamente e apenas uma pequena parte
torna-se disponivel para o vegetal (DOMMELEN, 1998) e as bactérias ndo secretam altas
quantidades de amodnia durante o crescimento diazotréfico (STEENHOUDT;
VANDERLEYDEN, 2000). Deste modo, a capacidade das bactérias de produzir substancias
promotoras do crescimento (CASSAN et al., 2001), promover aumento da taxa de absorcao de
minerais pelas raizes (LAMBRECHT et al., 2000) deve ser levada em consideragao.

Outro fator importante ¢ o controle do ambiente de estudo, como visto
aqui, quando do experimento em ambiente protegido foram obtidos incrementos na
produtividade de graos, diferentemente do experimento realizado em ambiente nio protegido.
Tudo isso mostra, que o uso de bactérias fixadores de nitrogénio em gramineas como trigo, ¢
um manejo agricola com alto potencial, desde que, se consiga o maximo de controle dos

fatores climaticos e nutricionais nas areas de cultivo.

6.3. Correlacoes

Além dos componentes da espiga, outros componentes também

exercem influéncia sobre a produtividade. Analisando as tabelas 28 e 29, observa-se que
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houve maior crescimento de varias estruturas morfoldgicas da planta onde reflete-se em

aumento de produtividade.

Tabela 28. Correlagdes simples de Pearson para produtividade versus altura de plantas, area
foliar, matéria seca da planta, florescimento, nimero de perfilhos e componentes da espiga de
plantas de trigo, inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense via tratamento de
sementes, em ambiente protegido na Faculdade de Ciéncias Agronémicas — FCA/UNESP,

municipio de Botucatu — SP.

Variaveis X Produtividade

Altura 60 (F.B.) 0,691 P<0,001
Altura 60 (I.E.) 0,719 P<0,001
Altura 60 (A.E.) 0,633 P<0,001

Area foliar 60 (DAE) 0,966 P<0,001
Matéria seca folha 60 (DAE) 0,977 P<0,001
Matéria seca colmo 60 (DAE) 0,949 P<0,001
Florescimento -0,732 P<0,001
Nimero de perfilhos 0,274 P=0,072
Nuimero de espigas 0,341 P=0,023
Numero de espiguetas 0,568 P<0,001
Nimero de Graos/Espigas 0,921 P<0,001
Massa de mil graos 0,801 P<0,001

O primeiro valor ¢ o coeficiente de correlagdo e o segundo ¢ o P — nivel de significancia.
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Tabela 29. Correlagdes simples de Pearson para produtividade versus altura de plantas, area
foliar, matéria seca da planta, florescimento, numero de perfilhos e componentes da espiga de
plantas de trigo, inoculadas com bactérias do género Azospirillum brasilense via tratamento de
sementes, em ambiente ndo protegido da Faculdade Faculdade de Ciéncias Agronomicas —

FCA/UNESP, municipio de Botucatu — SP.

Variaveis X Produtividade

Altura 60 (F.B.) 0,717 P<0,001
Altura 60 (L.E.) 0,646 P<0,001
Altura 60 (A.E.) 0,650 P<0,001

Area foliar 60 (DAE) 0,756 P<0,001
Matéria seca folha 60 (DAE) 0,819 P<0,001
Matéria seca colmo 60 (DAE) 0,803 P<0,001
Florescimento -0,743 P<0,001
Nimero de perfilhos 0,488 P<0,001
Nuimero de espigas 0,569 P<0,001
Numero de espiguetas 0,372 P=0,013
Nimero de Graos/Espigas 0,593 P<0,001
Massa de mil graos 0,462 P<0,001

O primeiro valor ¢ o coeficiente de correlagdo e o segundo ¢ o P — nivel de significancia.

Quanto maior a 4area foliar, maior serd a capacidade de producdo de
fotoassimilados; quanto maior a altura do colmo, maior serd a capacidade de armazenamento
de fotoassimilados e estes serdo utilizados no crescimento da planta e no enchimento de graos;
para cada perfilho temos uma espiga e quanto maior o nimero de espiguetas maior serd o
namero de graos.

Sala et al. (2007), verificaram com diferentes estirpes de bactérias
promotoras do crescimento vegetal, que qualquer uma das estirpes utilizadas aumentam a
massa de mil graos em trigo, e que a estirpe Ab-V5 foi superior as demais estirpes utilizadas.
Em trabalho de Hungria et al. (2010) foram verificados incrementos significativos na
produtividade de graos de trigo de até 31% quando inocularam as sementes com diferentes

estirpes de Azospirillum brasilense.
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De acordo com Dalla Santa et al. (2004) a inoculacdo das sementes de
trigo com Azospirillum sp. aumentou a produtividade de forma significativa somente quando
associada a 100% do N recomendado, ao passo que, o tratamento que recebeu somente
inoculacdo produziu 7,4% acima do controle, porém, esta diferenca ndo foi significativa.

Zorita et al. (2008) ap6s avaliar a eficiéncia de Azospirillum brasilense
nas sementes de trigo, reportam que as plantas inoculadas apresentaram crescimento mais
vigoroso com maior expansdo da area radicular (12,9%) e maior acimulo de matéria seca
(22%). A inoculagdo também aumentou o nimero de graos colhidos e o rendimento em 6,1 ¢
8,0%, respectivamente. Com isso, comprovam a hipdtese de que as estirpes Ab-V5 e Ab-V6
sdo eficazes disponibilizando aportes de nitrogénio para a cultura.

Braccini et al. (2012) obtiveram resultados semelhantes para a cultura
do milho, constatando que a inoculagdo das sementes com Azospirillum brasilense na formula
liquida promoveu aumento na altura de plantas e no rendimento de graos, em compara¢do com
o tratamento controle.

Segundo Lambers et al. (2008), gramineas, em especial o trigo,
produzem moléculas organicas como 4acidos dicarboxilicos, que proporcionam aumentos na
disponibilidade do nitrogénio, promovido pela fixagdo bioldgica do nitrogénio.

Campos et al. (1999), entretanto, ndo verificaram resposta agrondmica
favoravel para a cultura do trigo com a inoculag¢do de Azospirillum, o que possivelmente seja
decorrente da ndo especificidade da estirpe bacteriana testada. O efeito ndo significativo na
producdo por planta pela inoculagdo com Azospirillum brasilense também foi observado por
Rodrigues et al. (2000; 2014) e Cantarella (2007).

J& Piccinin et al. (2013), observaram diferengas significativas no
rendimento da cultura do trigo, quando inocularam sementes com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6
conjugadas com a metade da dose de nitrogénio necessaria para o desenvolvimento da cultura.
Quando o tratamento onde ocorreu a inoculagdo das sementes ¢ comparado com o tratamento
testemunha ou seja, a metade do N necessario, o rendimento médio apresenta um incremento
de 559 kg ha™'. Resultados como esses comprovam a eficiéncia de bactérias diazotréficas em

relacdo a redugdo da aplicagdo de fertilizantes nitrogenados na cultura de trigo.
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6.4 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de bactérias diazotroficas do género Azospirillum
brasiliense, que podem se associar endofiticamente a varias espécies de gramineas e sdo
capazes de auxiliar no seu crescimento e desenvolvimento pela disponibilizagdo de nutrientes,
tem sido proposta como uma estratégia para auxiliar e atender a demanda nitrogenada do trigo.

O presente trabalho foi proposto com base nas hipdteses de que a
inoculacdo com Azospirillum brasiliense pode ser uma forma vidvel de substitui¢do de toda ou
parte da adubagdo nitrogenada; e de que a inoculagdo com Azospirillum brasiliense pode ser
uma ferramenta util para o aumento de produtividade, complementando ou substituindo a
fertilizacdo nitrogenada mineral, nos sistemas de manejo da cultura.

Os resultados obtidos no experimento conduzido em ambiente
protegido confirmam esta hipdtese, nesse trabalho, como no em ambiente ndo protegido,
especulava-se que a inoculagdo com Azospirillum brasiliense aumentaria o desenvolvimento
das plantas de trigo, culminando com uma melhora nas caracteristicas dos componentes
morfoldgicos da planta, que contribuem para o aumento dos componentes de produtividade
como o numero de espiguetas por espiga € o numero de grdos por espiga, refletindo na
produtividade da cultura do trigo, isso aconteceu, com destaque para concentragdo de 65
milhdes UFC de bactérias.

No experimento em ambiente ndo protegido, houve incrementos no

desenvolvimento de plantas quando inoculadas. Em relacdo as ndo inoculadas, principalmente
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na concentracdo de 195 milhdes UFC de bactérias. Porém, esse crescimento verificado nos
componentes morfoldgicos ndo apresentou correlacdo positiva com os componentes de
producdo, com isso, ndo foram observados incrementos significativos na producao de graos.
Deve-se destacar que o uso de Azospirillum brasilense inoculado a
cultura do trigo apresenta resultados promissores em relagdo ao meio de produgao sustentavel,
destacando uma contribui¢do em relacdo ao aspecto morfoldgico da planta e no aumento da
produtividade de grdos. No entanto, sdo necessdrios estudos detalhados relacionados aos
mecanismos que possam resultar em melhorias na produtividade final, em cultivos realizados

em ambiente ndo protegido.
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7 CONCLUSOES

Em ambiente protegido, a inoculacdo das sementes com Azospirillum
brasilense promove maior crescimento das plantas de trigo, sem influencia na produgdo de
graos.

Em condi¢des de ambiente ndo protegido o crescimento das plantas ¢é
influenciado pela inoculagdo de Azospirillum brasilense.

O uso de bactérias promotoras do crescimento de plantas que
aumentem o crescimento das plantas de trigo, o que representa uma estratégia viavel, além dos

beneficios ambientais associados a redu¢do no uso de fertilizantes nitrogenados.
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