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RESUMO

As rizobactérias sdo promotoras de crescimento das plantas. A inoculacdo de sementes de
plantas cultivadas com rizobactérias pode se tornar uma excelente alternativa para diminuir os
riscos ambientais causados pela utilizacdo inadequada de insumos agricolas e, até mesmo,
aumentar a produtividade das culturas. Os Micronutrientes sdo utilizados pelas plantas em
pequenas quantidades. Sua falta, no entanto, pode acarretar grandes perdas na produtividade.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da inoculagdo do Azospirillum
brasilense associadas a aplicagdo de doses crescentes de Niquel (Ni*" na cultura do milho
(variedade Pionner 30F53YH). O experimento foi realizado em estufa na Universidade
Federal da Fronteira Sul - UFFS, Campus de Laranjeiras do Sul-Pr. O solo utilizado como
substrato foi um LATOSSOLO VERMELHO Distréfico e o delineamento experimental
adotado foi um esquema fatorial de 2 x 4 na forma de Delineamento Inteiramente Cazualizado
(DIC), sendo, 2 formas de inoculagdo das sementes de milho com Azopirillum brasilense
(com e sem inoculacdo) combinados com 4 doses crescentes de Niquel (Ni?*) na forma de
Sulfato de Niquel (NiSO,) incorporado ao solo, totalizando 8 tratamentos. Foram utilizadas 3
repeticdes tratamento™, totalizando 24 unidades experimentais (vasos). Cada unidade
experimental foi representada por um vaso plésticos de polietileno com capacidade de 20
litros, preenchidos com solo. Aos 55 dias ap6s a emergéncia (DAE), de cada tratamento
testado foram coletadas 6 plantas de milho (3 vasos tratamento™) os quais representem a
média do mesmo, para a determinacao das seguintes variaveis: altura da planta (AP), didmetro
do colmo (DC), massa seca foliar (MSF), massa seca do colmo (MSC), massa seca total aérea
(MSTA) e clorofila foliar (CLOR). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as medias comparadas pelo teste de Scott- Knott ao de nivel de 5% de
significancia. Estatisticamente ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos testados
para as variaveis: AP, DC, MSF, MSC, MSTA e CLOR. Néo foi constatado nenhum tipo de
interacdo/sinergismo entre a rizobactéria Azospirillum brasilense e o micronutriente Ni para as
diferentes variaveis consideradas, no tocante a cultura do milho.

Palavras-chave: Adubacdo. Fixacdo biologica de Nitrogénio. Bactéria diazotrofica.
Micronutriente.



ABSTRACT

Rhizobacteria are plant growth promoters. Inoculation of plant seeds cultivated with
rhizobacteria can become an excellent alternative to reduce the environmental risks caused by
inadequate use of agricultural inputs and even increase crop productivity. Micronutrients are
used by plants in small quantities. Their lack, however, can lead to large losses in
productivity. The objective of this work was to evaluate the effect of the inoculation of
Azospirillum brasilense associated to the application of increasing doses of Nickel (Ni**) in
corn (Pionner 30F53YH variety). The experiment was carried out in a greenhouse at the
Federal University of Southern Border - UFFS, Laranjeiras do Sul-Pr Campus. The soil used
as substrate was a DISTROFIC RED LATOSOLO and the experimental design adopted was a
2 x 4 factorial scheme in the form of Fully Dilated Design (DIC), being 2 forms of inoculation
of corn seeds with Azopirillum brasilense (with and without inoculation) combined with 4
increasing doses of Nickel (Ni2 +) in the form of Nickel Sulphate (NiSO,4) incorporated into
the soil, totaling 8 treatments. Three treatment-1 replicates were used, totaling 24
experimental units (vessels). Each experimental unit was represented by a polyethylene
plastic vessel with capacity of 20 liters, filled with soil. At 55 days after emergence (DAE), 6
maize plants (3 treatment-1 pots) were collected from each treatment tested, which represent
the mean of the treatment, to determine the following variables: plant height (AP), diameter
leaf dry mass (MSF), stem dry mass (MSC), total aerial dry mass (MSTA) and leaf
chlorophyll (CLOR). The data were submitted to analysis of variance (ANOVA) and the
means were compared by the Scott-Knott test at the 5% level of significance. Statistically
there was no significant difference between the treatments tested for the variables: AP, DC,
MSF, MSC, MSTA and CLOR. No interaction or synergism was observed between the
rhizobacterium Azospirillum brasilense and the Ni micronutrient for the different variables
considered, in relation to the maize crop.

Keywords: Fertilization. Biological fixation of Nitrogen. Diazotrophic bacteria.
Micronutrient.
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1 INTRODUCAO

A grande importancia da fixacdo bioldgica de N em poaceas é a maior facilidade de
aproveitamento de agua das mesmas em relacdo as fabaceas, devido a maior eficiéncia
fotossintética. Estas apresentam sistema radicular fasciculado, tendo vantagens sobre o
sistema pivotante das fabaceas, para extrair &gua e nutrientes do solo (CAMPOS et al., 2000).

O incremento do sistema radicial em plantas inoculadas com Azospirillum brasilense
proporciona maior longevidade aos tecidos verdes, em consequéncia ocorre maior periodo de
atividade fotossintética, o que resulta em quantidades maiores de fotoassimilados para 0s
grdos ou para a propria assimilacdo de N, em relacdo as plantas ndo inoculadas (DIDONET et
al., 2000). A primeira constatacdo da essencialidade do Ni para os seres vivos foi realizada por
Dixon et al. (1975), quando demonstraram que a enzima urease apresentava dois atomos de
Ni na sua composicdo estrutural. A essencialidade do Ni nas plantas superiores foi
evidenciada por Eskew, Welch e Cary (1983), cultivando soja (Glycine max) em solugéo
nutritiva, a qual apresentou necrose na extremidade dos foliolos devido ao acimulo de ureia
em concentracdes toxicas, consequéncia da baixa atividade da urease decorrente da
deficiéncia de Ni. Trabalhos posteriores de Eskew, Welch e Norvell (1984) e Brown, Welch e
Cary (1987), com feijdo (Vigna unguiculata L.) e cevada (Hordeum vulgare L.), confirmaram
a essencialidade do Ni e ele foi inserido na lista de micronutrientes apds os pesquisadores
verificaram que as sementes das plantas de cevada cultivadas em solucdo nutritiva com
auséncia de Ni, ap6s trés geracbes, eram inviaveis e ndo germinavam adequadamente.
Posteriormente, outras funcdes do Ni nas plantas também foram constatadas: na producdo de
etileno (SMITH E WOOD-BURN, 1984), na resisténcia de plantas a doencas (GRAHAM,
WELCH, WALKER, 1985), na germinacao de sementes (BROWN; WELCH; CARY, 1987),
como componente estrutural da enzima hidrogenase (EVANS et al., 1987) e na conservacéo
pos-colheita de frutos (ZHENG et al., 2006).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do niquel sobre a cultura do milho, na presenca e auséncia da

inoculagdo com bactérias Azospirillum brasilense.



1.1.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a influéncia e o efeito de diferentes doses de niquel sobre a fixagdo bioldgica de
nitrogénio na cultura do milho, na presenca e auséncia de inoculagdo com bactéria

Azospirillum brasilense;

b) Determinar a melhor dose de niquel para a cultura do milho com base em sua curva de

resposta e na auséncia de inoculagcdo com Azospirillum brasilense;

c) Determinar a concentracdo ideal de niquel para a cultura do milho na presenca de

inoculagdo com Azospirillum brasilense;

1.1.3 Problema

A falta de informacgdes sobre a essencialidade do micronutriente niquel quando
associado a bactérias diazotroficas.

1.1.4 Hipotese

Espera-se que com fornecimento da dose adequada de Niquel, e o incremento da
inoculacdo com Azospirilum brasilense, na cultura do milho, apresentem resultados
significativos no aumento da produtividade, bem como dos atributos que serdo avaliados,

através da fixacdo bioldgica de nitrogénio.

1.2 JUSTIFICATIVA

Apesar de haver diversos estudos com niquel (Ni) em nutricdo mineral de plantas pelo
mundo, no Brasil sdo escassos os trabalhos com Ni em solos agricolas, sendo que a maioria
desses séo estudos sobre a adsorcdo do elemento no solo (LEVY, 2013). Segundo Mellis et al.
(2004), este elemento apresenta grande capacidade adsortiva em solos com altos teores de

oxidos e matéria organica. Além disso, ainda segundo os mesmos autores, o pH influencia
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diretamente a disponibilidade de Ni para as plantas, sendo que essa disponibilidade é baixa a
partir de pH 5,5.

Apesar de o micronutriente estar presente no mercado e na legislacdo brasileira de
fertilizantes, as informacdes sobre as doses, as formas de aplicacéo e a respostas das plantas a
sua aplicacdo ainda sdo insuficientes para a recomendacao do uso agricola de Ni. Sabe-se que
altos teores de Ni nos tecidos vegetais podem inibir a fotossintese e a respiracdo (LEVY,
2013)

Os sintomas de efeito toxico podem ser relacionados a lesbes nos tecidos,
retardamento do crescimento e cloroses. O Ni pode ser acumulado nas folhas e grdos (REIS,
2002). Kabata-Pendias e Pendias (2001) relataram teores de Ni de 0,22 a 0,34 mg kg™ em
grdos de milho cultivados em solo ndo contaminados, e de 1,6 a 5,2 mg kg™ em solos tratados
com biossolido.

As fontes utilizadas para a aplicagdo de Ni podem variar entre sais, como o sulfato,
nitrato e cloreto, até formulagbes com EDTA, como quelatos. No Brasil, a Instrucdo
Normativa 05, de 23 de fevereiro de 2007, que controla o registro de fertilizantes e corretivos
minerais apresenta uma lista de produtos para aplicacdo via solo ou foliar e estabelece a
concentracdo minima para registro. A quantidade minima para registro de produtos de
aplicacdo via foliar, solo ou fertirrigacdo, é de 0,005% e 0,01% se o fertilizante for
exclusivamente fonte de micronutrientes. Produtos para aplicacédo via tratamento de sementes
devem conter ao menos um micronutriente, sem concentracdo minima (BRASIL, 2007).

Segundo Levy (2013), as formas mais comuns de aplicacdo de Ni nas culturas sdo:
tratamento de sementes, introducdo via formulagdes NPK e pulverizagdes foliares. Porém,
ndo ha disponibilidade de informacGes sobre doses e periodo ideal para aplicacdo. De acordo
com Malavolta (2006) pode-se pensar em doses de Niguel da mesma ordem de grandeza que
as de Cobalto.

Considerando que o micronutriente Ni faz parte da nutricdo da cultura do milho,
busca-se com este trabalho estabelecer doses de Niquel que resultem melhor rendimento,
buscando potencializar a eficiéncia da adubacdo através da inoculacdo com Azopirillum

brasilense, visando incrementar a produtividade e reduzindo os custos na adubagao.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PRODUCAO E ADUBACAO DE SOLO PARA O MILHO
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O milho (Zea mays L.) é uma planta que pertence & familia Poaceae. E uma das mais
eficientes plantas armazenadoras de energia existentes na natureza e é hoje o cereal mais
produzido no mundo. A producdo mundial concentra-se basicamente em trés grandes
produtores: EUA, China e Brasil, sendo que sozinhos esses paises representam 65,62% da
producdo. O Brasil encontra-se na terceira posi¢do no ranking de produtores. Apesar dessa
ampla concentragdo entre os grandes produtores, o restante do milho produzido no mundo é
bem dividido entre os outros paises. Para se ter uma ideia, o restante dos 10 maiores
produtores de milho representa apenas 13,83% da producdo mundial, segundo dados do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2016).

O estado Parana destaca-se como o segundo maior produtor de milho do Brasil. O
milho é uma cultura de grande importancia para a economia paranaense. Em 2012, o Valor
Bruto da Producdo (VBP) do cereal situou-se em R$ 6,45 bilhdes anuais, 0 que representou
12% da renda bruta da agropecuéria do Parand. Em comparagdo com outros gréos, o milho
tem se mantido na 22 colocacdo, ficando atrés apenas da soja, que lidera o ranking. Em relacao
a producdo total de grdos, o milho respondeu, na média das Gltimas cinco safras, por 47% da
producdo paranaense e 9% da safra brasileira de grdos (SEAB/DERAL, 2013).

Entre os fatores de producgdo de milho, a adubacdo quimica € responséavel por grande
parte dos custos totais, e isto € motivo de preocupacdo quando se considera que 0 aumento no
preco medio dos fertilizantes no ultimo ano praticamente duplicou (ABDALLA et al., 2008).

Diante deste cenario, é fundamental que o manejo da adubacao e nutricdo de plantas
vise a maxima eficiéncia na utilizacdo de fertilizantes para reduzir os custos e tornar o sistema
sustentavel. Assim, devem-se utilizar fontes corretas de fertilizantes, na dose certa, no local
correto e na época adequada. Além disso, é imprescindivel o conhecimento da dindmica dos
nutrientes no solo e a adocdo de praticas complementares, como corre¢do do solo, praticas
conservacionistas, plantio direto, entre outras (ABDALLA et al., 2008).

A fixacdo bioldgica de Nitrogénio apresenta-se como op¢do no suprimento deste
elemento na cultura de milho, bem como em outras culturas. Caso ndo seja possivel a
substituicdo da totalidade do N, pode-se diminuir substancialmente o uso do elemento e,
consequentemente, reduzir os custos da lavoura e de energia ndo renovavel (ABDALLA et
al., 2008).

2.2 CARACTERISTICAS DA BACTERIA Azospirillum brasilense
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O Azospirillum brasilense é uma bactéria aerdbica, fixadora de N, gram-negativa,
espiralada, movel, com flagelo polar e cilios laterais, que realiza todas as fases do ciclo do N,
exceto a nitrificacdo, e transfere apenas 20% do N, fixado para a planta. Esta ultima
caracteristica € um dos fatores limitantes para o desenvolvimento de produtos, embora nédo
anule a utilidade da tecnologia (ARAUJO, 2008).

Contudo, ao contrério das bactérias simbidticas, bactérias associativas excretam
somente uma parte do nitrogénio fixado diretamente para a planta associada. A mineralizacdo
das bactérias pode contribuir com aportes adicionais de nitrogénio para as plantas, contudo, é
importante salientar que o processo de fixacdo bioldgica por essas bactérias consegue suprir
apenas parcialmente as necessidades das plantas (HUNGRIA, 2011).

As caracteristicas benéficas do Azospirillum brasilense como inoculante sdo: a
bactéria é endofitica, ou seja, penetra na raiz das plantas; apresenta antagonismo a agentes
patogénicos; associa-se com varias gramineas (milho, trigo, sorgo, arroz, e outras) e com nao-
gramineas (morango, tabaco, café e outras); produz fito-hormonios; ndo é muito sensivel as
variagdes de temperatura e ocorre em todos os tipos de solo e clima (ARAUJO, 2008).

Um dos fatores que se deve levar em consideracdo na selecdo de estirpes para
inoculacdo € a sua capacidade de competir com aquelas ja existentes no solo, pois, embora
seja uma vantagem o fato da bactéria ser pouco exigente em relacdo as condicGes de solo para
fixar N, isso torna mais dificil a introducédo de estirpes de bactérias com maior capacidade de
fixacdo, devido a competicio (ARAUJO, 2008). Para Silva et al. (2007) a capacidade
competitiva das bactérias diazotroficas com outras € alta somente quando as condic¢des sao de
baixa disponibilidade de N, no ambiente.

Segundo Didonet et al. (2000), sdo muitas as evidéncias de que a inoculacdo das
sementes de milho com Azospirillum brasilense seja responsavel pelo aumento da taxa de
acumulo de matéria seca, principalmente na presenca de elevadas dosagens de nitrogénio, o
que parece estar relacionado com o aumento da atividade das enzimas fotossintéticas e de
assimilacdo de nitrogénio.

A grande importancia da fixacdo biol6gica de N em poaceas é a maior facilidade de
aproveitamento de agua das mesmas em relagdo as fabaceas , devido a maior eficiéncia
fotossintética. Estas apresentam sistema radicular fasciculado, tendo vantagens sobre o
sistema pivotante das fabaceas, para extrair agua e nutrientes do solo (CAMPOS et al., 2000).

O incremento do sistema radicial em plantas inoculadas com Azospirillum brasilense
proporciona maior longevidade aos tecidos verdes, em consequéncia ocorre maior periodo de

atividade fotossintética, o que resulta em quantidades maiores de fotoassimilados para os
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grdos ou para a propria assimilacdo de Ny, em relacdo as plantas ndo inoculadas (DIDONET
et al., 2000).

A inoculacdo de sementes de milho com Azospirillum brasilense pode aumentar a
produtividade do milho safrinha em até 50%, além de reduzir o custo de producdo em 20%. O
inoculante contém alta concentracdo de bactérias fixadoras de nitrogénio destinadas a cultura
do milho. O produto é formulado com solugdes estabilizantes, proporcionando alta aderéncia
do produto nas sementes. A inoculacdo pode ser feita via semente ou no sulco de plantio. A
inoculacdo no sulco de plantio deve ser realizada com equipamentos de pulverizacdo
recomendado para este fim, de forma que a inoculacdo seja simultanea com o plantio do
milho (AGROFERTIL, 2011).

A inoculacdo modifica a morfologia do sistema radicular, incrementa além do nimero
de radicelas, o diametro das raizes laterais e adventicias, provavelmente devido a producéo,
pela bactéria, de substancias promotoras do crescimento, como auxinas, giberelinas e
citocininas, e ndo somente pela Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio. Essa producdo de
fitormonios interfere no crescimento das plantas e altera a morfologia das raizes de modo que
possibilite maior volume de exploracdo do solo (CAVALLET et al., 2000)

As alteragdes morfoldgicas proporcionam a elongacdo da zona para formacgdo de
raizes, e promovem dessa maneira, aumento total do tamanho da raiz e da planta e maior
desenvolvimento (SILVA et al., 2004)

Atualmente, ja existe um volume expressivo de dados que permitem que se
recomende, com grande margem de seguranca, o desenvolvimento de pesquisas tanto em
relacdo a eficiéncia agronémica como em relacdo a tecnologia de producdo dos inoculantes a
base de Azospirillum brasilense para milho e trigo (ARAUJO, 2008).

No caso do milho, a inoculagdo com a aplicacdo de apenas 24 kg ha’ de N, na
semeadura resulta em rendimentos da ordem de 3.400 kg ha™, que sdo interessantes
economicamente no caso de milho safrinha, ou para a agricultura familiar. Com a
suplementacéo adicional de 30 kg de N, ha™ no florescimento é possivel alcancar rendimentos
da ordem de 7.000 kg ha™ pela inoculagdo (HUNGRIA, 2011).

Estima-se que a economia resultante pela inoculagdo com Azospirillum brasilense
possa ser da ordem de 2 bilhdes de délares ano™. Desse modo, os beneficios da inoculagéo
com Azospirillum brasilense, vao além da fixacao biologica do nitrogénio, razéo pela qual as
bactérias sdo classificadas como promotoras do crescimento de plantas. Além disso,
representa uma estratégia viavel economicamente além dos beneficios ambientais associados
a reducgéo no uso de fertilizantes (HUNGRIA, 2011).
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2.3 RELACAO DO NIQUEL COM PRODUTIVIDADE VEGETAL E ADUBACAO NO
SOLO

O metal de transicdo niquel (Ni) é o vigésimo terceiro elemento mais abundante na
crosta terrestre, com teor médio de 20 mg kg™ de solo . A concentracio total de Ni nos solos
varia de 4 a 2.000 mg kg™, com valor médio de 29 mg kg (KABATA-PENDIAS E
PENDIAS, 2011). Levantamentos dos teores totais em solos brasileiros ainda sdo escassos,
sendo quantificados valores variando de < 0,014 a 1.162,52 mg kg™* de Ni (ROVERS;
CAMARGO; VALADARES, 1983).

O estado no qual os estudos estdo mais adiantados em relacgéo a disponibilidade de Ni
é o Parana, onde amostras do horizonte B de toda extensdo do estado foram analisadas,
constatando-se teores de < 0,013 a 0,19 e < 0,1 a 0,54 mg dm™ em &cido dietilenopentacético
(DTPA) e Mehlich-1, respectivamente (RODAK, 2014). Amostras superficiais de solos
naturais e agricolas em areas pontuais do Parana também variaram de < 0,013a0,74e<0,1 a
1,33 mg dm™ em DTPA e Mehlich-1, respectivamente (RODAK, 2014). Ressalta-se que 0s
maiores teores, para ambos 0s extratores, ocorreram em solos derivados de derrames de
rochas basélticas, que sdo rochas ultrabasicas ricas em Ni, evidenciando, mais uma vez, a
relacdo direta com o material de origem.

A primeira constatagdo da essencialidade do Ni para os seres vivos foi realizada por
Dixon et al. (1975), quando demonstraram que a enzima urease apresentava dois atomos de
Ni na sua composicdo estrutural. A essencialidade do Ni nas plantas superiores foi
evidenciada por Eskew, Welch e Cary (1983), cultivando soja (Glycine max) em solugéo
nutritiva, a qual apresentou necrose na extremidade dos foliolos devido ao acumulo de uréia
em concentragdes toxicas, consequéncia da baixa atividade da urease decorrente da
deficiéncia de Ni. Posteriormente, outras fungdes do Ni nas plantas também foram
constatadas: na produgdo de etileno (SMITH E WOOD-BURN, 1984), na resisténcia de
plantas a doengas (GRAHAM, WELCH, WALKER, 1985), na germinacdo de sementes
(BROWN; WELCH; CARY, 1987), como componente estrutural da enzima hidrogenase
(EVANS et al., 1987) e na conservagao pds-colheita de frutos (ZHENG et al., 2006).

O Ni é absorvido pelas plantas preferencialmente como cation divalente (Ni%),
também sendo absorvido na forma de quelatos com compostos organicos (YUSUF et al.,
2011). As plantas absorvem somente uma pequena proporcao de niquel proveniente do solo,
mas este micronutriente deve receber uma atencdo especial, isso porque a sua mobilidade na
planta é alta quando comparada a de outros metais (GERENDAS; SATTELMACHER,1999).
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A forma e o processo de absorcdo predominante depende dos teores de Ni no solo e,
sobretudo, do efeito do pH sobre sua disponibilidade. Por exemplo, plantas de Lathyrus
sativus L. absorveram maior quantidade de Ni até pH 5,0, e a medida que os valores de pH
foram aumentando ocorreu reducdo de absor¢do, principalmente com valores maiores ou
iguais a 8,0 (PANDAA et al., 2007). Teores adequados para o suprimento das plantas variam
de 0,01 a 10 mg kg'1 (GERENDAS; SATTELMACHER, 1999; BROWN; WELCH; CARY,
1987).

O Ni foi inserido da legislacéo brasileira de fertilizantes na Instru¢cdo Normativa N. 05,
de 23 de fevereiro de 2007 (MAPA, 2016) e os estudos a respeito de sua exigéncia pelas
culturas em condic¢des de campo e forma de utilizagdo na agricultura se encontram em fase
inicial. A fonte de Ni mais empregada e estudada na agricultura e o sulfato de niquel (NiSO;, .
6H,0), entretanto, insumos como os termofosfatos ndo sdo considerados fontes, embora
contenham quantidade significativa desse micronutriente, com teores médios de até 330 mg
kg™ (GABE, 1998).

Brown, Welch e Cary (1987) consideram o Ni um micronutriente essencial em certas
espécies vegetais, especialmente quando cultivadas com ureia, pois € parte da enzima urease
(DIXON et al., 1975). A urease (urea amidohidroxilase) é uma metaloenzima que catalisa a
hidrélise da ureia para formar NH; e CO, (DIXON et al., 1975). E encontrada em varios
organismos, incluindo plantas, fungos e bactérias (HIRAYAMA et al., 2002). A funcéo
principal da uréase é permitir aos organismos o0 uso da uréia gerada externa ou internamente
como fonte de N (MOBLEY E HAUSINGER, 1989; MOBLEY; ISLAND; HAUSINGER,
1995; ANDREWS; BLAKELEY; ZERNER, 1984; TEZOTTO et al., 2012). Nas plantas, uma
quantidade significativa do fluxo do N ocorre através da ureia (47% N), o qual é reciclado
somente pela acdo da urease (POLLACCO E HOLLAND, 1993).

3 METODOLOGIA

O experimento foi realizado em estufa na Universidade Federal da Fronteira Sul -
UFFS, Campus de Laranjeiras do Sul-PR, localizado na rodovia BR-158, Km 405, no periodo
entre 18/04/2018 & 12/06/2018.

O solo utilizado como substrato no experimento foi um LATOSSOLO VERMELHO
Distrofico. A adubacdo de base (semeadura) foi realizada com base nos resultados da analise
quimica do solo, segundo (IAPAR, 2003).
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Tabela 1 - Atributos quimicos e fisicos do solo analisado (profundidade de amostragem de 0-
20 cm) da area experimental na UFFS (Laranjeiras do Sul, Parand), anteriormente ao inicio do

periodo experimental.

pH CaCl, 4,40
P — Mehlich (mg dm) 2,40
K* (cmol. dm™®) 0,08
Mg** (cmol, dm™®) 0,96
ca** (cmol, dm™) 1,48
AP (cmol, dm?®) 1,01
H+Al (cmol. dm™) 10,45
SB (cmol, dm™) 2,52
Matéria Organica (g dm™) 33,51
CTC (pH 7,0) 12,97
V% 19,43
Fracdo Argila (g kg™) 490
Fracéo Silte (g kg™) 260
Fracao Areia (g kg™) 250
Classe Textural Argilosa

*Resultados da analise quimica e fisica do solo coletado na &rea experimental.

O delineamento experimental adotado foi um esquema fatorial de 2 x 4 na forma de
Delineamento Inteiramente Cazualizado (DIC), sendo, 2 formas de inoculagdo das sementes
de milho com Azopirillum brasilense (com e sem inoculagdo) combinados com 4 doses
crescentes de Niquel (Ni?*) na forma de Sulfato de Niquel (NiSO,) incorporado ao solo,
totalizando 8 tratamentos. Foram utilizadas 3 repeticées tratamento™, totalizando 24 unidades
experimentais (vasos). Cada unidade experimental foi representada por um vaso plasticos de
polietileno com capacidade de 20 litros, preenchidos com solo.

Os tratamentos testados foram:

- T1: Testemunha (sem inoculagéo de Azopirillum brasilense nas sementes de milho e
com 0 kg ha™ de NiSO,)

- T2: Sem inoculacdo de Azopirillum brasilense nas sementes de milho e com 0,5 kg
ha™* de NiSOs.

. T3: Sem inoculagdo de Azopirillum brasilense nas sementes de milho e com 1 kg ha™
de NiSO,.

- T4: Sem inoculagdo de Azopirillum brasilense nas sementes de milho e com 2 kg ha™
de NiSO,.

- T5: Com inoculacdo de Azopirillum brasilense nas sementes de milho e com 0 kg ha”
! de NiSO,.
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- T6: Com inoculagédo de Azopirillum brasilense nas sementes de milho e com 0,5 kg
ha™ de NiSO,.

- T7: Com inoculacdo de Azopirillum brasilense nas sementes de milho e com 1 kg ha”
! de NiSO,.

- T8: Com inoculacdo de Azopirillum brasilense nas sementes de milho e com 2 kg ha”
! de NiSO,.

A semeadura do milho foi realizada no dia 18/04/2018, onde foi utilizada a variedade
Pionner 30F53YH, indicada para a regido de realizacdo do experimento. De acordo com 0s
tratamentos propostos, as sementes de milho foram previamente inoculadas (momentos antes
da semeadura & sombra) com Azopirillum brasilense, na dosagem de 0,125 L / 25 kg de
sementes. Esta recomendacdo estd de acordo com Zucareli et al.(2011). Inicialmente foram
semeadas 5 sementes viaveis vaso™ (unidade experimental). Sete dias ap6s a emergéncia
(DAE) foi realizado o desbaste com auxilio de uma tesoura deixando-se apenas 2 plantas
uniformes vaso™. Os vasos foram irrigados de forma a garantir a unidade do solo em torno de
70% de sua capacidade de campo (C.C.).

Tendo como base os resultados da andlise de solo, foram realizados os calculos de
adubacdo de base e cobertura, de acordo com as recomendacdes do lapar (2003) para a cultura
do milho.

A adubac&o nitrogenada em cobertura foi realizada utilizando-se a dose proporcional a
120 kg hat de N (IAPAR, 2003) na forma de sulfato de amonio (21% de N e 24% de S),
parcelada em 2 aplicacdes (60 + 60 kg ha™ de N), ou seja, aos 22 e 35 DAE.

Durante o periodo experimental foram realizados, todos os tratos culturais
convencionais.

Aos 55 dias apds a emergéncia (DAE), de cada tratamento testado foram coletadas 6
plantas de milho (3 vasos/unidades experimentais) os quais representem a média do mesmo,
para a determinagdo das seguintes variaveis: altura da planta (AP), diametro do colmo (DC),
massa seca foliar (MSF),massa seca do colmo (MSC), massa seca total aérea (MSTA) e
clorofila foliar (CLOR).

Para medir altura de plantas foi utilizada uma régua, de forma a medir a planta do colo
até a ponta da ultima folha. O diametro do colmo foi medido com paquimetro digital. Para as
variaveis MSF, MSC foi utilizado o método da estufa & 65 °C até atingir peso constante e
posterior pesagem em balanca analitica. Para quantificar a variavel clorofila foliar, foi

utilizado o equipamento Clorofilog.
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Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a nivel de 5% de significancia, com auxilio do programa
SISVAR (FERREIRA, 2000).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MASSA SECA FOLIAR, MASSA SECA DO COLMO E MASSA SECATOTAL

Na Tabela 2 estdo contidos as médias de MSF, MSC e MSTA. Estatisticamente nao

houve diferenca significativa entre os tratamentos testados para as variaveis acima.

Tabela 2 - Valores médios para as variaveis massa seca foliar (MSF), massa seca do

colmo (MSC) e massa seca total aérea (MSTA)

MSF MSC MSTA
TRATAMENTO
gvaso™
T1 0,1297™ 0,0332"™ 0,1630™
T2 0,1160 0,0289 0,1449
T3 0,1234 0,0289 0,1524
T4 0,1339 0,0331 0,1670
T5 0,1223 0,0286 0,1509
T6 0,1286 0,0311 0,1597
T7 0,1203 0,0224 0,1427
T8 0,1320 0,0292 0,1613
CV(%) 17,12 20,55 17,16

Fonte: Elaborado pelo autor

Notas: * ns: ndo significativo pelo Teste de Scott-Knott a nivel de 5% de significancia.

** CV%: Coeficiente de Variago.

Legenda: T1: Testemunha (sem inoculacéo de A. brasilense nas sementes de milho e com 0 kg ha™ de NiSO,),
T2: Sem inoculagdo de A. brasilense nas sementes de milho e com 0,5 kg ha™ de NiSO,, T3: Sem inoculagéo de
A. brasilense nas sementes de milho e com 1 kg ha! de NiSO,, T4: Sem inoculacdo de A. brasilense nas
sementes de milho e com 2 kg ha™ de NiSO,., T5: Com inoculagdo de A. brasilense nas sementes de milho e com
0 kg ha™* de NiSO,, T6: Com inoculagdo de A. brasilense nas sementes de milho e com 0,5 kg ha™ de NiSO,, T7:
Com inoculacdo de A. brasilense nas sementes de milho e com 1 kg ha™ de NiSO,, T8: Com inoculacéo de A.
brasilense nas sementes de milho e com 2 kg ha™ de NiSO,.

Na Tabela 3 observamos que para as variaveis altura de planta (AP), diametro do
colmo (DC) e clorofila foliar (CLOR) néo diferiu estatisticamente em funcdo dos tratamentos

testados.
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Tabela 3 - Valores médios das variaveis altura de planta (AP), diametro do colmo (DC) e teor
de clorofila foliar (CLOR)

AP DC CLOR

TRATAMENTO (cm) (mm) (SPAD)

T1 25,10™ 2,76™ 29,50™
T2 23,81 2,82 28,71
T3 23,53 2,76 28,95
T4 26,30 2,91 27,85
T5 23,78 2,60 28,00
T6 24,33 2,74 27,25
T7 22,01 2,75 34,41
T8 25,11 2,81 27,63
CV (%) 10,15 12,36 12,07

Fonte: Elaborado pelo autor.

Notas: * ns: ndo significativo pelo Teste de Scott-Knott a nivel de 5% de significancia.

** CV%: Coeficiente de Variag&o.

Legenda: T1: Testemunha (sem inoculacéo de A. brasilense nas sementes de milho e com 0 kg ha™ de NiSO,),
T2: Sem inoculagdo de A. brasilense nas sementes de milho e com 0,5 kg ha™ de NiSO,, T3: Sem inoculagéo de
A. brasilense nas sementes de milho e com 1 kg ha de NiSO,, T4: Sem inoculacdo de A. brasilense nas
sementes de milho e com 2 kg ha! de NiSO,., T5: Com inoculacdo de A. brasilense nas sementes de milho e com
0 kg ha de NiSO,, T6: Com inoculacéo de A. brasilense nas sementes de milho e com 0,5 kg ha de NiSO,, T7:
Com inoculacdo de A. brasilense nas sementes de milho e com 1 kg ha™ de NiSO,, T8: Com inoculacéo de A.
brasilense nas sementes de milho e com 2 kg ha™ de NiSO,.

As variaveis altura de plantas, diametro do colmo e massa seca total ndo tiveram
diferenca significativa entre os tratamentos testados (Tabelas 2 e 3). Estes resultados nédo
corroboraram com os obtidos por Picazevicz et al. (2017) onde afirmaram que a inoculacdo de
sementes de milho com Azospirillum brasilense na presenga ou auséncia de N, promoveu
incrementos em AP e MSTA. Essas varidveis de crescimento sdo consideradas determinantes
para a producdo das plantas, evidenciando os efeitos benéficos dessa espécie microbiana.
Marini et al. (2015) e Quadros et al. (2014) também relataram que o Azospirillum brasilense
causou aumento na matéria seca da parte aérea das plantas de milho. No entanto, Cunha et al.
(2014) e Morais et al. (2015) nao observaram aumento na altura das plantas ou no didmetro do
caule em resposta a inoculacdo de sementes de milho com Azospirillum brasilense,
corroborando com os resultados obtidos neste trabalho.

A inoculagdo de sementes com Azospirillum brasilense na auséncia de N incrementou
0 crescimento do milho, causando aumento na MSTA. Estes resultados evidenciam a
importancia da inoculacdo de sementes com Azospirillum brasilense , principalmente quando
a adubacdo nitrogenada nédo ¢ aplicada. Neste caso, € possivel aumentar o crescimento total

das plantas em 33% e o contetdo acumulado de N na parte aérea em 30%. Portanto, o
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Azospirillum brasilense permitiu reduzir a demanda de plantas por adubacdo nitrogenada na
semeadura, mas ndo potencializou o efeito da adubacdo (PICAZEVICZ et al. 2017).

Santini et al. (2018) afirmaram que para 0s componentes agronémicos altura de
plantas (AP), didametro do caule (DC) e massa seca total aérea (MSTA) cultivadas em casa de
vegetacdo, nenhuma resposta significativa (p> 0,05) foi encontrada em nenhuma das variaveis
analisadas, resultados esses que corroboram com os do presente trabalho.

Para a variavel clorofila foliar ndo houve diferenca significativa em funcao dos
tratamentos testados (Tabela 3). Em contrapartida Jordéao et al. (2010) afirmaram que houve
efeito positivo na inoculagdo das sementes com Azospirillum brasiliense. A média da leitura
do indice SPAD (Soil Plant Analysis Development), nos tratamentos com a presenca da
bactéria foi maior que a média dos tratamentos onde ndo houve inocula¢do, comprovando a
eficiéncia desse micro-organismo em fixar nitrogénio. Okon e Vanderleyden (1997) salientam
que o ganho com a Azospirillum spp. vai além da fixacdo do nitrogénio atmosférico, mas
também pelo aumento da superficie de absorcéo das raizes da planta e, consequentemente, no
aumento do volume de nitrogénio do solo explorado.

Os maiores indices SPAD obtidos e que esta relacionada ao uso da Azospirillum
brasilense, indica que h& uma maior concentracdo de nitrogénio na folha e, portanto, segundo
Sinclair e Horie (1989) uma maior taxa de assimilacdo de CO,, 0 que consequentemente

resultard em uma maior produgdo de biomassa.

5 CONCLUSAO

1) A inoculacdo das sementes de milho com a rizobactéria Azospirillum brasilense
combinado com as diferentes doses do micronutriente Ni ndo proporcionou diferencas
significativas nas varidveis analisadas.

2) Né&o foi constatado nenhum tipo de interacdo/sinergismo entre a rizobactéria Azospirillum
brasilense e o micronutriente Ni para as diferentes varidveis consideradas, no tocante a

cultura do milho.
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