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Desenvolvimento inicial de plantulas de milho reinoculadas com bactérias diazotroficas
Initial development of reinoculated maize seedlings with diazotrophic bacteria

Desarrollo inicial de plantulas de maiz reinoculadas con bacterias diazotroficas

Recebido: 20/03/2020 | Revisado: 20/03/2020 | Aceito: 25/03/2020 | Publicado: 26/03/2020

Leandro Rampim

ORCID: http://orcid.org/0000-0001-8300-7424
Universidade Estadual do Centro Oeste, Brasil
E-mail: rampimleandro@yahoo.com.br

Vandeir Francisco Guimaréaes

ORCID: http://orcid.org/0000-0001-7117-1905
Universidade Estadual do Oeste do Paran4, Brasil
E-mail: vandeirfg@yahoo.com.br

Fernanda Heerdt Salla

ORCID: http://orcid.org/0000-0002-1825-5664
Universidade Estadual do Oeste do Paran4, Brasil
E-mail: fernandaheerdt@hotmail.com

Andréia Cristina Peres Rodrigues da Costa
ORCID: http://orcid.org/0000-0001-8700-5960
Universidade Estadual de Maringa, Brasil
E-mail: andreiacpr@hotmail.com

Adriano Mitio Inagaki

ORCID: http://orcid.org/0000-0002-9519-3161
Universidade Estadual do Oeste do Parand, Brasil
E-mail: mitioinagaki@gmail.com

Lucas Guilherme Bulegon

ORCID: http://orcid.org/0000-0001-8802-2519
Universidade Estadual do Oeste do Parana, Brasil
E-mail: lucas_bulegon@yahoo.com.br

Roberto de Franca

ORCID: http://orcid.org/0000-0002-0391-1745
Universidade Estadual do Centro Oeste, Brasil

E-mail: roberto.franssa@gmail.com



http://orcid.org/0000-0002-9519-3161

Research, Society and Development, v. 9, n. 5, €24953109, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i5.3109

Resumo

A eficiéncia comprovada da inoculacdo de Azospirillum brasilense na cultura de milho, traz
duvidas sobre o uso sequencial em sementes obtidas de plantas previamente inoculadas,
devido producdo de hormonios pelas bactérias, que interferem no desenvolvimento das
plantas em baixa quantidade. O objetivo do trabalho foi avaliar desenvolvimento inicial bem
como qualidade fisiologica de sementes milho reinoculadas, provenientes do cultivo
associado com Azospirillum brasilense e adubacdo nitrogenada. O experimento foi realizado
em delineamento de blocos casualizados com fatorial 6x2, sendo seis tratamentos
provenientes do manejo anterior das sementes [0, 60 e 120 kg ha® de N (ureia) sem
inoculacdo e inoculacdo das sementes com A. brasiliense na dose 50, 100 e 150 mL/25kg de
sementes cultivadas com 60 kg ha® de NJ, tanto unicamente com inoculagdo realizada no
cultivo anterior e reinoculagio das sementes de milho hibrido DKB 285 PRO®. Dose elevada
de inoculante A. brasilense (150 mL + 60 Kg N ha™) no cultivo anterior pode ter reduz
germinacdo e desenvolvimento inicial, sobretudo, ao reinocular, ha reestabelecimento da
emergéncia e qualidade fisiologica das plantulas. A inoculagdo com 100 mL de inoculante +
60 kg ha' de N seguida de reinoculacio com A. brasilense se destaca no desenvolvimento
inicial de plantulas de milho para cultivos sucessivos. Sementes de milho reinoculadas com A.
brasilense promove maior desenvolvimento radicular de plantulas de milho, ampliando
superficie para absorcdo de agua e nutrientes do solo, porém reduz desenvolvimento para
parte aérea.

Palavras-chave: Azospirillum brasilense; qualidade fisiologica; indice de velocidade de

germinacdo; Zea mays.

Abstract

Proved efficiency by Azospirillum brasilense inoculation in maize crop, raises questions about
the sequential use of seeds obtained from inoculated plants, that product hormones by bacteria
that affect the development of plants in low amount. It aimed to evaluate early development
and physiological seed quality reinoculated corn, from cultivation associated with
Azospirillum brasilense and nitrogen fertilizer. Experiment was conducted in a randomized
block design with factorial 6x2, with six treatments from the previous management of seeds
[0, 60 and 120 kg ha* N (urea) without inoculation and seed inoculation with A. brasiliense at
dose 50, 100 and 150 mL/25 kg of seeds grown with 60 kg ha* NJ, both only with inoculation
on previous crop and re-inoculation by maize hybrid seed DKB 285 PRO®. High dose
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inoculum of A. brasilense (150 ml + 60 kg N ha?) in the previous crop can be reduced
germination and early development, on the other hand, reinoculation reestablish physiological
quality and emergence of the seedlings. Inoculation with 100 ml of inoculant + 60 kg ha® N
followed by reinoculation with A. brasilense stands out in the initial development of maize
seedlings for crop rotation. Reinoculated maize seeds with A. brasilense promotes greater root
development maize seedlings, increasing surface by roots to water and nutrients absorb from
soil, but reduce shoot development.

Keywords: Azospirillum brasilense; physiological quality; index of germination rate; Zea

mays.

Resumen

La eficacia comprobada de la inoculacion de Azospirillum brasilense en cultivos de maiz,
plantea dudas sobre el uso secuencial en semillas obtenidas de plantas previamente
inoculadas, debido a la produccién de hormonas por bacterias, que interfieren en el desarrollo
de plantas en baja cantidad. El objetivo del estudio fue evaluar el desarrollo inicial, asi como
la calidad fisiologica de las semillas de maiz reinoculadas del cultivo asociado con
Azospirillum brasilense y la fertilizacion con nitrégeno. EI experimento se llevd a cabo en un
disefio de bloque aleatorizado con factorial 6x2, seis tratamientos de la gestion previa de
semillas [0, 60 y 120 kg ha™* de N (urea) sin inoculacién e inoculacion de semillas con A.
brasiliense a la dosis 50, 100 y 150 mL/25kg de semillas cultivadas con 60 kg de ha* de N]J,
ambas sélo con inoculacion realizada en el cultivo anterior y reinoculacion de las semillas de
maiz hibridas DKB 285 PRO®. Alta dosis de inoculante A. brasilense (150 mL + 60 Kg N ha”
1Y en el cultivo anterior puede haber reduce lagerminacion y el desarrollo inicial,
especialmente para el reinocular, se da un restablecimiento de la emergencia y la calidad
fisioldgica de las plantulas. Inoculacion con 100 mL de inoculante + 60 kg ha de N seguida
de reinoculacion con A. brasilense destaca en el desarrollo inicial de plantulas de maiz para
cultivos sucesivos. Las semillas de maiz reinoculadas con A. brasilense promueven un mayor
desarrollo radicular de las plantulas de maiz, expandiendo la superficie para la sorcién de
nutrientes del agua y del suelo, pero reduce el desarrollo para brotes.

Palabras clave: Azospirillum brasilense; calidad fisiologica; indice de velocidad de

germinacién; Zea mays.
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1. Introducgéo

A previsao de producdo de milho no Parana na safra 2014/2015 é de 14,59 milhGes
toneladas, com produtividade de 6060 kg ha® em érea de 2,40 milhGes de hectares. A
producéo total no Brasil é de 80,05 milhdes de toneladas de grdos (CONAB, 2015).

Os custos econdmicos e ambientais relacionados a fertilizagdo nitrogenada tém
estimulado a busca por alternativas que possam diminuir a utilizacdo deste fertilizante sem
que haja diminuicdo da produtividade (Roesch et al., 2005). Assim, € crescente a busca por
maior sustentabilidade nos sistemas agricolas de producdo, sendo umas das principais
alternativas para a economia de fertilizante nitrogenado, a fixagdo bioldgica de nitrogénio
(FBN) por bactérias diazotroficas como o Azospirillum brasilense, a qual pode suplementar
ou, até mesmo, substituir a utilizacdo destes fertilizantes (Bergamaschi, 2007; Reis Janior et
al., 2008).

O A. brasilense € uma bactéria de comportamento endofitico facultativo, pode
colonizar tanto a rizosfera quanto regides internas das plantas (Baldani & Baldani, 2005)
tendo efeito também de promotoras de crescimento vegetal, devido a estimulos e a producéo
de horménios como auxinas (Crozier et al., 1988) e giberelinas (Bottini et al., 1989), além de
outros compostos (Perring et al., 2007; Moreira et al.,, 2010) que estimulam o
desenvolvimento vegetal, principalmente em raizes, atuando no aumento da absorcéo de agua
e nutrientes (Dobbelaere et al., 2002).

Desta forma, Dalla Santa et al. (2008), observaram a influéncia da inoculacdo de
Azospirillum sp. em trigo, cevada e aveia, onde ocorreu substituicdo parcial da fertilizagdo
nitrogenada inorganica. Quando se considera a promocdo de crescimento, Quadros (2009)
observou aumento do volume de raiz em cultivares de milho inoculadas com Azospirillum
culminando em aumento da massa seca da parte area. Também sdo relatadas plantas com
maior area foliar, didmetro de colmo e teor relativo de clorofila (Dartora et al., 2013; Inagaki
et al., 2014; Inagaki et al., 2015).

Além desses efeitos ja mencionados, as sementes de milho oriundas de plantas
inoculadas possuem maior acumulo de reservas (Sousa et al., 2012). Nishi et al. (1996)
utilizou a reinoculagdo na cultura da soja, buscando incrementar os niveis de produtividade
dessa leguminosa via fixacdo biologica de nitrogénio com a estirpe do género Bradyrhizobium
e visando o acumulo de N no solo para a cultura seguinte, e constataram que com a

reinoculagédo da soja obteve incremento no rendimento e no teor de nitrogénio no gréo; e para




Research, Society and Development, v. 9, n. 5, €24953109, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i5.3109

o trigo, cultura sucessora observou incremento nos teores de N nos graos e consequentemente
aumento da produtividade sem que essas tivessem nenhum tipo de adubacéo nitrogenada.

Devido as respostas da reinoculagdo nas culturas, é oportuno verificar os efeitos da
reinoculacdo na cultura na cultura de milho interagindo com diferentes doses de inoculagéo e
adubacdo nitrogenada, além de avaliar vantagens aos sistemas agricolas auxiliando na
sustentabilidade da agricultura. Sobretudo, a eficiéncia comprovada da inoculacdo de
Azospirillum brasilense na cultura de milho, traz duvidas sobre o uso sequencial em sementes
obtidas de plantas previamente inoculadas, devido producdo de horménios pelas bactérias,
que interferem no desenvolvimento das plantas em baixa quantidade.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar desenvolvimento inicial
bem como qualidade fisiologica de sementes milho reinoculadas, provenientes do cultivo com

adubacdo nitrogenada e inoculado com Azospirillum brasilense.

2. Metodologia

O experimento foi realizado em condi¢6es de laboratorio, com ambiente controlado.

Sobretudo, as sementes utilizadas no ensaio de reinoculagdo sdo provenientes do
hibrido DKB 285 PRO®, cultivado no Campus Regional de Umuarama da Universidade
Estadual de Maringd (UEM), na cidade de Umuarama, regido Noroeste do Parana. A area
experimental estava localizada na latitude de 23° 47° 55 Sul e longitude 53° 18” 48” Oeste e
altitude de 430 m. O referido ensaio foi realizado em solo classificado como Latossolo
Vermelho Amarelo Distrofico tipico (Embrapa 2013). Os tratamentos foram: T1 -
Testemunha sem nitrogénio (N) e sem inoculagédo; T2 - Dose de 120 kg ha de N; T3 - Dose
de 60 kg ha! de N; T4, T5 e T6 - Inoculacio das sementes com Azospirillum brasilense na
dose de 50, 100 e 150 mL/25kg de sementes, respectivamente + 60 kg ha™ de N.

As sementes colhidas foram separadas em dois lotes de cada tratamento, que foram
selecionadas em tamanho homogéneo e eliminacdo das sementes defeitos, as quais foram
secas a temperatura ambiente até atingirem aproximadamente 14% de umidade.

Para a implantacdo do experimento foi utilizado um delineamento inteiramente ao
acaso em esquema fatorial (6x2), onde o primeiro fator foi representado pelos seis tratamentos
provenientes do manejo anterior das sementes; e para o0 segundo fator foi utilizado as
sementes colhidas no cultivo anterior (grdos colhidos do experimento implantado com
sementes submetidas a inoculagdo com A. brasilense) e sementes reinoculadas (gréos colhidos

do experimento anterior reinoculadas com A. brasilense), com quatro repeticdes de 25
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sementes para cada parcela, totalizando 48 parcelas experimentais. Inoculagdo do cultivo
anterior quanto reinoculacdo foram realizadas com A. brasilense (estirpe AbV5) na dose de
150 mL para cada 25 kg de semente, sendo utilizado inoculante da Universidade Federal do
Parana (UFPR), sendo preparados a partir de uma solucdo de bactérias pura na concentracdo
de 1 x 108 UFC mL™,

Como substrato foi utilizado areia de granulometria inferior a 2 mm, esterilizada em
autoclave a 120 °C por 15 minutos, e umedecida com agua na quantidade de 60% da
capacidade de retencdo da areia (Brasil, 2009).

Para semeadura, foram utilizadas bandejas plasticas (42 x 28 x 6 cm), onde foram
semeadas quatro repeticbes de cada tratamento. As sementes foram colocadas sobre uma
camada uniforme de areia umedecida e cobertas com areia solta, de forma a obter uma
camada de aproximadamente um centimetro sobre as sementes e entdo submetidas a
temperatura constante de 25 °C, com fotoperiodo de 12 H, com reposicdo constante de agua
no substrato. Para esse estudo se considerou as sementes de milho germinadas quando o
hipocétilo emergido obteve aproximadamente dois centimetros.

Para realizar o teste de germinacdo, foi calculado o indice de velocidade de
emergéncia, conforme adaptacdo de (Maguire 1962) e percentagem de emergéncia (PE), sete
dias ap0s a semeadura (DAS).

Sete DAS as plantulas foram avaliadas quanto ao comprimento de raiz e plantula,
utilizando-se para isso uma régua graduada, nimero e volume de raiz, diametro de coleto,
massa de matéria seca de raiz e parte aérea. Para estimar o volume radicular, as raizes foram
cortadas e imersas em &gua numa proveta graduada (Rossiello et al., 1995). Raizes e parte
aérea foram submetidas a desidratacdo em estufas com circulacéo forgada de ar, a 65 °C, até
atingir peso constante, para determinacdo da massa de matéria seca de raiz e parte aérea.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste
Tukey a 5 e 10% de probabilidade de erro, com o auxilio do programa estatistico SISVAR
(Ferreira, 2011).

3. Resultados e discussao

3.1 Resultados

Emergéncia das plantulas
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Ao observar a andlise de variancia foi observado que houve interacdo significativa
entre os tratamentos e reinoculacdo para as varidveis testadas, com excecdo para nimero de
raiz e massa seca de parte aérea (Tabela 1). No entanto, os dois fatores analisados
separadamente, afetaram significativamente a massa de matéria seca de parte aérea. Ja para
namero de raiz, somente a reinoculacéo obteve-se significancia.

Para o indice de velocidade de emergéncia, notou-se que as plantulas inoculadas com
tratamento de maior dose de inoculante (150 mL de inoculante) apresentou menor valor,
porém n3o diferindo dos tratamentos com 0 e 60 kg ha* de nitrogénio (N) (Tabela 2). Para as
sementes reinoculadas, o indice de velocidade de emergéncia apresentou comportamento
semelhante, ndo diferindo estatisticamente dos tratamentos estudados.

Analisando os tratamentos do cultivo anterior em relacdo a reinoculacéo, verifica-se
no tratamento com 50 mL de inoculante + 60 kg ha* N apresentou maior indice de velocidade
de emergéncia quando sementes apenas foram inoculadas. Por outro lado, para o tratamento
com 150 mL de inoculante, as sementes reinoculadas apresentaram maior valor de IVE em

relacdo a inoculacéo.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia de indice de velocidade de emergéncia (IVE),
percentagem de emergéncia (G), comprimento de plantula (CP), diametro de coleto (DC),
comprimento de raiz (CR), niumero de raiz (NR), massa de matéria seca de raiz (MSR) e parte
aérea (MSPA) de milho (DKB 285 PRO®), provenientes da inoculagio com bactérias

diazotréficas e adubacdo nitrogenada, e reinoculadas com Azospirillum brasilense

Quadrado médio
FV (GL)

IVE G CP DC CR NR MSR  MSPA

Tratamentos
Cultivo 1,02* 249,13° 415** 0,13** 20,83** 0,17ns 0,03** 0,01**
anterior (5)

Reinoculagéo
0,59™ 96,33™ 4,67** 0,73** 70,64** 1,23* 0,01™ 0,04**

1)
Interagdo (5) 0,94* 337,13* 1,90** 0,04° 21,25** 0,43"™ 0,07** 0,00™
CV (%) 12,54 12,33 4,39 5,5 9,68 1295 19,94 1221
Media 4,65 96,92 12,82 2,46 14,23 404 0,32 0,39

FV: Fonte de Variacdo; GL: Grau de liberdade; ™ néo significativo, ** significativo a 1%, *
significativo a 5% e ° significativo a 10% de probabilidade, pelo teste Tukey.
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Para a percentagem de emergéncia de plantulas de milho foi observado que as
sementes providas de plantas inoculadas obtiveram diferenca para os tratamentos com 150
mL de inoculante e 60 kg de N ha™, o qual apresentou menor valor (66%) em relacdo aos
demais tratamentos com excecio do tratamento controle e 60 kg de N ha*. Comparando a
emergéncia das sementes reinoculadas e apenas inoculadas no cultivo anterior, foi observado
menor percentagem de germinagéo (66%) quando se utilizou a maior dose de inoculante (150
mL + 60 kg de N ha?). Paras as sementes reinoculadas nio foram observadas diferenca

significativa quando comparado entre os tratamentos (Tabela 2).

Tabela 2. indice de velocidade de emergéncia (IVE) e percentagem de emergéncia de
plantulas de milho (DKB 285 PRO®), provenientes da inoculagdo com bactérias diazotroficas

e adubacéo nitrogenada, e reinoculadas com Azospirillum brasilense

(IVE) Porcentagem de emergéncia (%)
Tratamentos i _ i _
Inoculadas Reinoculadas Média Inoculadas Reinoculadas Média
ON 4,84 abA 4,40 aA 4,62 87,00 abA 86,00 aA 86,5
60 Kg N ha? 4,80 abA 4,80 aA 48 84,00 abA 94,00 aA 89
120 Kg N ha't 5,12 aA 5,06 aA 5,09 92,00 aA 95,00 aA 93,5

50 mL"* + 60 Kg N ha

) 5,09 aA 3,87 aB 4,48 90,00aA  77,00aA 83,6

100 mL + 60 Kg N ha’

. 5,09 aA 4,61 aA 4,85 94,00aA 88,00 aA 91

150 mL + 60 Kg N ha

. 3,63 bB 4,48 aA 4,05 66,00 bB 90,00 aA 78

Media 4,76 4,54 85,5 88,33

CV (%) 12,2 12,01

! quantidade de inoculante para 25 kg de semente. Médias seguidas da mesma letra, mintscula
na coluna e maidscula na linha ndo diferem entre si significativamente pelo teste de Tukey
(P<0,05).

Desenvolvimento radicular
Ao observar o volume de raiz (Figura 1A), nas plantulas de milho sem reinoculagéo

(apenas inoculadas no cultivo anterior), o controle apresentou maior volume de raiz (3,68

cm?3) quando comparado ao tratamento de 60 kg de N ha? (2,40 cm3) e a maior dose de
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inoculante (150 mL + 60 kg de N ha?l) (1,38 cmd), todavia, semelhante aos demais
tratamentos (120 kg de N hal, 50 mL e 100 mL + 60 kg de N hal). Ao se realizar a
reinoculacdo, as sementes oriundas do tratamento 100 mL + 60 kg de N haobtiveram maior
volume de raiz (3,73 cm3), contudo apenas superior ao tratamento controle sem adubacéo
nitrogenada e sem inoculagéo.

Para as sementes inoculadas e reinoculadas ocorreram efeito pronunciados para o
tratamento controle e 150 mL de inoculante 60 kg de N ha™.

Para as sementes do tratamento controle, quando submetidas a reinoculacéo,
apresentaram volume de raizes reduzido em 32,06%. Com 150 mL de inoculante + 60 kg de
N hal, a reinoculacéo proporcionaram plantulas com incremento de 97,8% no volume de raiz.

Na producdo de massa de matéria seca de raiz (MSR) pelas plantulas, sementes
inoculadas apenas no cultivo anterior, apresentaram valores superiores para 0s tratamentos
controle, 120 kg de N ha™ e 50 mL de inoculante + 60 kg de N ha? (Figura 1B). Quando se
utilizou reinoculagéo, as sementes com tratamento de 100 mL de inoculante + 60 kg de N ha
! desenvolveram plantulas com maior MSR, diferenciando do tratamento controle, 60 e 120
kg de N ha?, e 50 mL de inoculante + 60 kg de N ha, a0 mesmo tempo foi semelhante ao
tratamento 150 mL de inoculante + 60 kg de N ha. Ao se observar o desdobramento da
interacdo, as sementes de milho sem adubacdo nitrogenada quanto 120 kg de N ha'
apresentaram maiores medias de MSR quando ndo receberam a reinoculacdo. A reinoculacao
beneficiou as plantulas com tratamento de 100 e 150 mL de inoculante + 60 Kg N ha?, os
quais apresentaram 58,12% e 55,81% de aumento, quando comparados aos mesmos apenas
com inoculacdo no primeiro cultivo, respectivamente.

N&o houve interacdo entre os fatores inoculacdo e reinoculagdo para avaligdo de
namero de raiz (Figura 1C). Apesar de ser caracteristica genotipica, quando se comparou as
médias dos tratamentos, plantulas de milho que foram reinoculadas apresentaram maior média
de nimero de raiz, independente do tratamento realizado no cultivo anterior.

Desta forma, a reinoculagao das sementes provenientes de plantas de milho tratadas ou
ndo com A. brasilense, beneficiaram as raizes de plantulas no seu desenvolvimento inicial aos
sete dias apds a semeadura, de fato, quando as sementes com maior dose de inoculante (150
mL) foram reinoculadas, foi observado aumento de 30,56% no ndmero de raizes e aumento de
11,84% em relagéo ao tratamento controle (Figura 1).
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Figura 1. Volume de raiz (A), massa de matéria seca de raiz (B) e numero de raiz (C) de
milho (DKB 285 PRO®), provenientes da inoculagdo com bactérias diazotrdficas e adubagéo

nitrogenada, e reinoculadas com Azospirillum brasilense
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Valores representados por diferentes letras mindsculas diferem cada tratamento dentro de inoculacéo e
reinoculacdo, diferentes letras maiusculas, diferem inoculagdo e reinoculagdo dentro de cada tratamento pelo
teste Tukey p <0,05.

Analisando os valores de comprimento de raiz (Figura 2A), em sementes apenas
inoculadas no primeiro cultivo, o tratamento com a menor dose de inoculante (50 mL + 60 Kg

10
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N ha?) proporcionou valor superior de comprimento de raiz, porém ndo diferindo do
tratamento controle. Em sementes reinoculadas, o tratamento com 100 mL de inoculante + 60
kg ha'! de N, apresentou menores valores de comprimento de raiz. Para os valores de
comprimento de raiz as plantulas das sementes reinoculadas com A. brasilense, o tratamento
com 120 kg ha* de N elevou em 22,29% o CR, néo diferindo estatisticamente dos tratamentos
com 0 e 60 kg ha* de N e 50 mL de inoculante + 60 kg ha™ de N.

Ao comparar o efeito da reinoculacdo para cada tratamento no comprimento de raiz,
foi identificado médias iguais estatisticamente em 60, 120 kg ha® de N e 100 mL de
inoculante + 60 kg ha! de N, sendo que para os demais tratamentos, a reinoculagdo reduziu
CR.

De maneira geral, o desenvolvimento de raizes com reinoculagdo de A. brasilense
proporcionaram plantulas de milho com raizes robustas, porém com comprimento radicular
reduzido (Figura 1; Figura 2A).

Desenvolvimento parte aérea

Para os valores de comprimento de plantula de milho (Figura 2B), sementes
inoculadas com A. brasilense no cultivo anterior apresentaram comportamento semelhante,
exceto para o tratamento de maior dose (150 mL de inoculante + 60 kg ha de N), o qual
proporcionou menor valor médio com reducdo de 15% (2,02 mm) no comprimento de
plantulas em relacdo ao tratamento controle. Para plantulas provenientes da reinoculacdo com
A. brasilense, valores maiores foram observados para plantulas provenientes de sementes dos
tratamentos com 60 kg ha' de N e, 50 e 100 mL de inoculante + 60 kg ha’ de N. O
tratamento com a maior dose de inoculante (150 mL), mesmo com reinoculacdo apresentou
plantulas menores, ndo diferindo do controle e do tratamento com 120 kg ha' de N. As
plantulas reinoculadas apresentaram reducdes no comprimento de plantulas em relacdo as
apenas inoculadas em 12,5 e 14,7% para os tratamentos controle e 120 kg ha? de N,
respectivamente. Os demais tratamentos ndo apresentaram diferencas em relacdo a
reinoculacdo das sementes.

Para diametro de coleto (Figura 2C), na inoculacdo, foi verificado plantulas maiores
para os tratamentos com 50 e 100 mL de inoculante + 60 kg de N ha™, ndo diferindo do
tratamento com 60 kg* de N ha, sendo este semelhante estatisticamente ao controle. N&o
obstante, os tratamentos controle, 120 kg ha™ de N e 150 mL de inoculante + 60 kg de N ha,
proporcionaram menores valores de diametro do coleto. Para as sementes reinoculadas com A.

brasilense os valores médios dos tratamentos foram semelhantes. No didmetro e coleto, na
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interacdo entre sementes inoculadas e reinoculadas, apenas nos tratamentos com 120 kg ha
de N e 150 mL de inoculante + 60 kg ha de N ndo houve redugéo com reinoculagéo.

Figura 2. Comprimento de raiz (A), comprimento de planta (B), diametro de coleto (C) e
massa de matéria seca de parte aérea (D) de milho (DKB 285 PRO®), provenientes da
inoculagdo com bactérias diazotréficas e adubagdo nitrogenada, e reinoculadas com

Azospirillum brasilense
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Valores representados por diferentes letras mindsculas diferem cada tratamento dentro de inoculagdo e
reinoculacdo, diferentes letras maiusculas, diferem inoculagdo e reinoculagdo dentro de cada tratamento pelo
teste Tukey p <0,05.
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Na Figura 2D, para avaliacdo de massa de matéria seca da parte aérea (MSPA),
sementes reinoculadas apresentaram menor desenvolvimento da parte aérea de plantulas de
milho (0,359 g de MSPA) em relacgéo a inoculagao no cultivo anterior (0,416 Q).

De forma independente, com ou sem reinoculacdo, dose de inoculacdo com A.
brasilense (150 mL + 60 kg ha® de N) prejudicou MSPA de plantulas de milho conduzido aos
sete dias ap0s emergéncia, sendo semelhante ao controle (Figura 3).

Face ao exposto, a utilizacdo da reinoculacdo de sementes provenientes de plantas de
milho submetido & inoculacio das doses 50 e 100 + 60 kg ha’ de N, reduziu coleto de
plantulas de milho aos sete dias apds emergéncia. Da mesma forma, a reinoculagdo nédo
promoveu melhorias no crescimento da parte aérea em relacdo aos tratamentos 0, 60 e 120 kg
ha! de N.

Figura 3. Massa de matéria seca de raiz de plantulas de milho (DKB 285 PRO®),
provenientes da inoculacdo com bactérias diazotréficas e adubacdo nitrogenada, e

reinoculadas com Azospirillum brasilense

=
o

© 05 r
o

s

[] 04
=

8

o 03
-UA
]
o‘-l
2§ 02
©c o
€5

£ 01
£

o

°

©

»

@

©

=

Valores representados por diferentes letras diferem entre si pelo teste Tukey p < 0,05.

3.2 Discussao

De forma geral, aceitou-se nivel de significancia a 10% de probabilidade de erro para
a variavel diametro de coleto (DC) (p < 0,095), devido aos resultados serem semelhantes
observados em outras pesquisas que utilizaram a mesma estirpe de Azospirillum brasilense
(AbV5) (Inagaki et al 2015, Rodrigues et al 2014, Dartora et al 2013).

A inoculagdo de sementes possibilita producdo de sementes, que ao serem cultivadas

apresentaram maior indice de velocidade de emergéncia e maior percentagem de emergéncia,
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contudo o uso de dose elevada de inoculante (150 mL 25 kg de sementes) prejudica a
velocidade de emergéncia e germinacédo (Tab. 2). Sobretudo, a reinoculagdo de sementes com
Azospirillum brasilense originadas de plantas inoculadas, de maneira geral minimizou os
problemas causados pela dose elevada de inoculante no cultivo anterior (150 mL 25 kg de
sementes), adequando germinacdo e IVE. A inoculacdo com 100mL + 60 Kg N ha? se
destacou, pois ndo sofreu reducédo do IVE ao realizar reinoculagdo. De fato, a utilizagdo de
bacterias promotoras de crescimento deve seguir quantidade adequada para ndo interferir
negativamente no desenvolvimento das plantas, visto que produzem substancias homonais,
como auxina. giberelina e citocinina (Moreira et al 2010, Fibach-Paldi et al 2012,
Sivasakthivelan & Saranraj 2013), que podem alterar o equilibrio das mesmas no momento de
formacdo de grdos, interferindo poseriomente na fisiologia de germinacdo, e
consequentemente reduzindo emergéncia. A interferencia de bacterias diazotréficas pode
elevar o acumulo de solutos orgéanicos, alterando equilibrio osmético (Santos et al 2014) e
alterando processos como germinagdo, como entrada de agua nas sementes para ocorrer
germinacdo, consequentemente interferir positivamente ou negativamente na germinacéo,
dependende com acumulo de solutos e niveis de horménios na semente. Por outro lado, a
operacdo de reinoculagdo, com uso de bacteria A. brasilense, pode fornecer tais substancias
em momento oportuno promovendo crescimento vegetal.

Em continuidade, sementes provenientes de plantas inoculadas com Azospirillum
brasilense em dose elevada (150 mL 25 kg’ de sementes) do cultivo anterior reduziu
qualidade fisioldgica das plantulas, com menor desenvolvimento inicial de plantas (baixo
comprimento de planta, didmetro de coleto, comprimento de raiz, volume de raiz, nimero de
raiz, massa seca de raiz e massa seca de parte aérea), repercutindo impacto negativo no
desequilibrio hormonal. Dartora et al. (2013), ndo encontraram diferenca na altura de plantas
(na parte aérea), tanto na fase vegetativa quanto reprodutiva em solo de pH 4,8, ao testarem
inoculacdo de sementes com A. brasilense e Herbaspirillum seropedicae em hibrido de milho
30R50. De fato, ao efetuar reinoculacdo, dose mais adequada para inoculagdo no primeiro
cultivo (100mL de inoculante + 60 kg ha® de N) apresenta maior comprimento de planta em
relagdo ao controle e dose mais elevada de inoculante, provavelmente por considerar o
comprimento de raiz, ou seja, atuacdo de A. brasilense interfere primeiramente no sistema
radicular. No entanto, a alteracdo de resultados com diferentes doses de inoculante (alto
namero de nimero de unidades formadoras de coldnia) pode ter relagdo com competividade

do inoculante com populagdo de microrganismos nativa do solo (Moreira et al 2010).
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Sementes de milho reinoculadas com Azospirillum brasilense promove maior
desenvolvimento radicular de plantulas de milho (maior nimero de raizes e valor 10 % maior
em massa de massa seca de raiz e 4,5% maior em volume de raiz), podendo gerar melhor
absorcéo e aproveitamento de nutrientes do solo, porém reduz desenvolvimento para parte
aérea (menor massa seca de parte aérea). Para Moreira et al. (2010), a producdo de horménios
como citocinina pelo Azosirillum possibilita maior desenvolvimento do sistema radicular,
inicialmente detectado pelo incremento da densidade e comprimento dos pélos radiculares,
que resulta em aparecimento de raizes laterais e aumento do volume da superficie radicular;
mais especificamente devido ao aumento da diferenciacdo das células epidérmicas.

A reinoculagdo no tratamento controle (sem adubacdo nitrogenada e sem inoculacéo)
permitiu constatar reducdo da maioria das variaveis biométricas avaliadas, contudo, houve
aumento do nimero de raizes. Tal fato, evidencia os efeitos da promocdo de crescimento ao
utilizar A. brasilense, incrementando numero de raizes, sobretudo no sistema radicular
(Fibach-Paldi et al 2012, Sivasakthivelan & Saranraj 2013). Nestes casos, o0 direcionamento
do metabolismo da planta, repercuti em reducdo de massa de raiz e parte aérea, diametro de
coleto e volume de raizes, com formacdo de mais raizes e mais finas. Nestes casos, tem-se
possibilidade de ocorrer efeitos esperados com utilizacdo de inoculante em gramineas, como
maior area de contato de nutrientes e agua do solo (Fibach-Paldi et al 2012). Neste contexto,
ao reinocular, valores superiores de comprimento de planta estdo relacionados a valores
menores de didmetro de coleto nos tratamentos de inoculacdo de 50 e 100 mL de inoculante +
60 kg ha! de N. O incremento de desenvolvimento de sistema radicular, tanto em niimero de
raizes ou em comprimento de raizes e em outros casos, com aumento do comprimento de
parte aérea, apresenta reducdo do diametro de coleto, provavelmente devido ao alongamento
celular provocado por Azospirillum (Fibach-Paldi et al 2012).

A inoculagido com 100 mL de inoculante + 60 kg ha de N seguida de reinoculagéo
com A. brasilense se destaca no desenvolvimento inicial de plantulas de milho, mantendo
elevada volume de raiz, massa seca de raiz e parte aérea e comprimento de parte aérea,
sobretudo, reinoculacdo reduz diametro de colmo, ndo obstante semelhante a auséncia de
inoculacdo e reinoculacdo. Tal dose de inoculacdo pode estar mais adequada ao hibrido DKB
785 PRO, permitindo a utilizagdo Unica da inoculagdo ou acréscimo de reinoculagdo no
cultivo seguinte, visto que ocorre variagdes entre cultivares/hibridos. Com a reinoculagéo,
especialmente no tratamento com100 mL de inoculante + 60 kg ha de N, a promocéo de
crescimento no numero de raizes foi evidente, de acordo com autores que provaram promogcao

de desenvolvimento do sistema radicular de gramineas com uso de bactérias diazotroficas
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(Roesch et al 2005, Moreira et al 2010, Fibach-Paldi et al 2012, Sivasakthivelan & Saranraj
2013). Em trabalho realizado em ambiente controlado com solugdo nutritiva, Roesch et al.
(2005) constataram maior comprimento de raiz em plantulas de trigo reinoculadas com
bactérias do género Azospirillum. Sousa et al. (2012) também observaram elevacdo do
volume de raiz em hibrido de milho DKB 390® ao inocular com Azospirillum e
Herbaspirillum. De forma geral, Azospirillum pode induzir alongamento das células radicular,
devido producdo de AIA (&cido indolil 3-acetico), interferindo diretamente no aumento do
sistema radicular (Crozier et al 1988, Perring et al 2007, Moreira et al 2010). Em trabalho
realizado por Faleiro et al. (2013) é comprovada a atuacdo da bactéria no sistema radicular de
milho, identificaram grande quantidade de fragmentos de DNA bacteriano em raizes de milho
hibrido DKB 240 e P30F53 inoculadas com A. brasilense, principalmente apartir do sétimo de
décimo dia apo6s inoculacdo. Recentemente, Aradjo et al. (2015) evidenciaram que a
produtividade de milho hibrido P3646H 75 mL A. brasilense por 25 kg de sementes + 30 Kg
N ha? foi semelhante a 120 kg N ha, sendo superior ao cultivo de milho sem N e sem

inoculacéo.

4. Considerac0es finais

E possivel concluir que dose de inoculante A.brasilense (150 mL+60 Kg N ha™) no
cultivo anterior pode reduzir germinacgdo e desenvolvimento inicial, sobretudo, ao reinocular,
ha reestabelecimento da emergéncia e qualidade fisioldgica das plantulas.

A inoculagdo com 100 mL de inoculante + 60 kg ha™® de N seguida de reinoculagio
com A. brasilense se destaca no desenvolvimento inicial de plantulas de milho para cultivos
sucessivos.

Sementes de milho reinoculadas com A. brasilense promove maior desenvolvimento
radicular de plantulas de milho, ampliando superficie para absorcdo de dgua e nutrientes do
solo, porém reduz desenvolvimento para parte aérea.

E vélido dar continuidade ao aprofundamento nos trabalhos de reinoculagdo com

diferentes hibridos de milho e em outras espécies comerciais cultivadas.
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