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RESUMO

XAVIER, POLLIANY SANTOS. Instituto Federal Goiano — Campus Ceres — GO,
novembro de 2024. Bactérias promotoras do crescimento vegetal na germinagéo e
crescimento vegetativo da cultura do milho verde. Orientadora: Profa. Dra. Priscila
Jane Romano Gongalves Selari.

As bactérias associativas sdo versateis na promocao do crescimento vegetal, pois sdo
capazes de fixar nitrogénio, sintetizar fitormonios, solubilizar nutrientes e aumentar a
tolerancia das plantas a estresses bidticos e abidticos. Nesse sentido, o presente estudo
objetivou avaliar o crescimento vegetativo de milho verde com diferentes doses de
Nitrogénio (N) mineral e com Azospirillum brasilense; avaliar o tratamento quimico e
dainoculacdo com Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens
e Priestia aryabhattai na germinacdo de sementes de milho. Foram realizados dois
experimentos: A) Delineamento em blocos casualizados com 20 tratamentos e 4 blocos,
em um esquema fatorial de 2 x 2 x 5, sendo: inoculagéo, utilizando o inoculante
comercial Biomax® Azum (AbV5), aplicado no tratamento de sementes e o controle
sem inoculacdo; 2 condicdes de agua (irrigado e supressdo hidrica) e 5 doses de N (O,
40, 80, 120 e 160 kg ha). Os dados foram submetidos & analise de regressdo quadratica,
ao nivel de 5% de probabilidade e ANOVA. B) Delineamento inteiramente casualizado
em um esquema fatorial de 2 x 5: 2 tratamentos quimicos de sementes (com e sem) e 5
inoculantes: B. subtilis, P. aryabhattai, B. amyloliquefaciens, A. brasilense e controle,
sem inoculacdo. Cada tratamento foi composto por 200 sementes, sendo um conduzido
em laboratorio e outro em canteiro com areia. Observou-se que: A) a aplica¢do de 120
kg ha de N possibilitou 0 maior resultado para altura da planta, massa seca da raiz,
volume de raiz e massa fresca de raiz aos 90 DAE (dias ap6s emergéncia). O nimero de
folhas vivas, nimero de folhas totais, altura de plantas, volume de raizes, clorofila total
e temperatura de folhas é maior nos tratamentos sem supressao hidrica; B) foi observado
que a inoculacdo de sementes de milho com as bactérias A. brasilense e P. aryabhattai,
juntamente com o tratamento controle, proporcionaram maior comprimento de parte
aérea e de raiz das plantulas em laboratdrio. As bactérias B. subtilis e P. aryabhattai
associadas as sementes sem o tratamento quimico proporcionam maior massa seca de
raizes. Para o teste em canteiro com areia, a inoculacdo com A. brasilense proporcionou
a maior germinagdo, maior namero de folhas, volume de raizes e altura de plantulas de
milho, ndo diferindo estatisticamente do controle para todas essas variaveis e de P.
aryabhattai para as variaveis altura de plantulas e niamero de folhas. A inoculagéo de A.
brasilense em sementes tratadas com fungicidas e inseticidas proporcionou maior massa
seca de raiz, sendo associado ao maior volume de raizes. Conclui-se que as bactérias A.
brasilense, B. subtilis e P. aryabhattai promovem incrementos significativos para a
germinacéo e crescimento inicial de plantulas de milho.

PALAVRAS-CHAVE: bioinsumos, déficit hidrico, germinacéo, inoculacéo, sementes,
Zea mays L.



ABSTRACT

XAVIER, POLLIANY SANTOS. Goiano Federal Institute, Ceres Campus, Goias State
(GO), Brazil, November, 2024. Bacteria promoting plant growth in the germination
and vegetative growth of green corn crops. Advisor: Prof. Dr. Selari, Priscila Jane
Romano Gongalves.

Associative bacteria are versatile in promoting plant growth as they are able to fix nitro-
gen, synthesize phytohormones, solubilize nutrients, and increase plant tolerance to biotic
and abiotic stresses. In this sense, this paper aimed to evaluate the vegetative growth of
green corn with different doses of mineral Nitrogen (N) and Azospirillum brasilense, and
to evaluate the chemical treatment and inoculation with Azospirillum brasilense, Bacillus
subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, and Priestia aryabhattai in the germination of corn
seeds. Two experiments were carried out being: (a) (A) Randomized block design with
20 treatments, 4 replicates, and 4 blocks, arranged in a 2x2x5 factorial scheme; commer-
cial inoculant Biomax® Azum (AbV5) in seed treatment, control without inoculation,
two contrasting water conditions (irrigated and water suppression), and five doses of N
(0, 40, 80, 120 e 160 kg ha*) were applied. The data were subjected to quadratic regres-
sion analysis, at a 5% probability level and ANOVA,; (b) (B) completely randomized de-
sign arranged in a 2x5 factorial scheme with 2 chemical seed treatments (with and with-
out) and 5 inoculants as Bacillus subtilis, Priestia aryabhattai, Bacillus amyloliquefa-
ciens, Azospirillum brasilense and control without inoculation were applied. Each treat-
ment consisted of two hundred seeds, one of which was carried out in the laboratory and
the other one in a seedbed with sand. It was found in (A) that the application of N at 120
kg ha! dose enabled the greatest result for plant height, root dry mass and volume, and
root fresh mass at 90 days after emergence (DAE). The number of living leaves, number
of total leaves, plant height, root volume, total chlorophyll, and leaf temperature are
higher in treatments without water suppression. In (B), it was found that the inoculation
of corn seeds with the A. brasilense and P. aryabhattai bacteria together with the control
treatment provided greater length of the seedling aerial and root parts in laboratory. The
B. subtilis and P. aryabhattai bacteria associated with seeds without chemical treatment
provided greater root dry mass. Inoculation with A. brasilense provided greater germina-
tion, greater number of leaves, root volume, and seedling corn height in the test in a
seebed with sand, not differing statistically from the control, while P. aryabhattai showed
greater germination for the seedling height and number of leaves variables. The A. bra-
silense inoculation in seeds treated with fungicides and insecticides provided greater root
dry mass associated with greater root volume. It is concluded that A. brasilense, B. sub-
tilis, and P. aryabhattai bacteria promote significant increases in the germination and
initial growth of corn seedlings.

Keywords: Zea mays L. Bioinputs. Germination. Inoculation. Seeds. Water deficit.



1. INTRODUCAO GERAL

O milho é uma das commodities mais significativas, sendo utilizado desde a
alimentacdo animal e humana até a producéo de biocombustiveis (Vieiraet al., 2019). No
caso do milho verde, alimento tradicional do Brasil, a producdo é menor, oriunda de
pequenas e médias propriedades (Nascimento et al., 2017).

Os solos brasileiros, principalmente os do Cerrado, apresentam como caracteristica a
baixa fertilidade natural, o que influencia negativamente no rendimento da cultura do
milho. Desse modo, faz-se necessaria a corre¢ao do solo para adequar as necessidades da
planta. Entre os nutrientes que podem trazer essa diminui¢cdo de rendimento na
produtividade do milho verde, pode-se destacar o nitrogénio (N), que participa
diretamente no metabolismo celular vegetal, compondo enzimas, proteinas e diversos
processos fisiologicos vitais, como na fotossintese (Prado, 2020).

O milho apresenta grande demanda por N, a ureia é o fertilizante nitrogenado mineral
mais utilizado, proporcionando aumento de produtividade quando bem manejado.
Portanto, a alternativa para uma eficiéncia da adubacéo nitrogenada é a fixacdo bioldgica
de nitrogénio (FBN), proveniente dos insumos biolégicos (Moreno et al., 2019).

Dentre as espécies utilizadas com BPCP’s (bactérias promotoras de crescimento de
plantas), destacam-se o Azospirillum brasilense, Bacillus subitilis, Bacillus megaterium,
Priestia aryabhattai, Bacillus licheniformis e Pseudomonas fluorescens, que possuem
capacidade de estimular o crescimento vegetal, por meio de fornecimento de horménios
vegetais como as auxinas, giberelinas citocininas e também na reducéo de etileno. Além
disso, podem atuar no controle bioldgico e na producdo de indutores de resisténcia a
estresses biodticos ou abioticos (Machado et al., 2020).

As BPCP’s tém sido empregadas pelos produtores rurais que buscam
sustentabilidade na producdo agricola. Desse modo, 0s usos de bioinsumos, em especial
de bioinoculantes, ganham destaque no cenario mundial por serem capazes de atuar
como bioinseticidas ou biofertilizantes, assegurando a salde e o crescimento das
plantas, proporcionam maior produtividade das culturas (Khatoon et al.,
2020; Basu et al., 2021), qualidade das lavouras e dos frutos (Rouphael;
Colla, 2018).

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar o crescimento
vegetativo de milho verde com diferentes doses de N mineral com Azospirillum

brasilense, avaliar o efeito do tratamento quimico e da inoculacdo com A. brasilense,
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Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens e Priestia aryabhattai na germinacéo de
sementes de milho AG 1051 em laborat6rio e em canteiro de areia.

2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL
Analisar a inoculacgdo de bactérias promotoras de crescimento em plantas de milho

verde sob déficit hidrico, diferentes doses de N na germinacao e crescimento inicial de

milho com ou sem tratamento quimico.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar as variaveis de crescimento vegetativo e o rendimento de massa seca de

raiz de milho verde cultivado com diferentes doses de N mineral, na presenca e auséncia
de inoculacdo com Azospirillum brasilense via semente, submetido ao déficit hidrico.
Avaliar a germinacéo e variaveis de crescimento de plantulas de milho cultivar AG
1051, inoculado e ndo inoculado com Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens e Priestia aryabhattai via semente, tratado e ndo tratado quimicamente

em laboratorio e em canteiro com areia.

3. CAPITULO
3.1.REVISAO DE BIBLIOGRAFIA

3.1.1. Cultura do milho

O milho pertence a ordem Gramineae, familia Poaceae, tribo Maydeae, género Zea
e espécie Zea mays L. Os graos do milho possuem coloracdo amarela ou branca, podendo
variar da preta a vermelha. O milho se destaca como sendo um dos principais graos de
cereais cultivados em todo o mundo, presente na dieta basica de povos da América Latina,
Asia e Africa (Cardoso et al., 2021).

Essa espécie é anual, monocotileddnea, tendo apenas um caule, do tipo ereto, podendo
apresentar de 12 a 20 folhas. E uma planta do tipo C4 eficiente na conversdo de CO2, que
se adapta a diferentes tipos de ambientes (Fancelli & Dourado Neto, 2000). Em relagéo
as condicgdes edéaficas, a planta se desenvolve melhor em solos bem estruturados com
circulacdo de agua e ar, textura média, com disponibilidade de nutrientes adequados as
necessidades da cultura, pH entre 5 e 8, tendo maior crescimento de colmo e folhas com

temperatura do ar entre 25 e 35°C, sendo sua maior producdo em temperatura entre 21 e
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27°C (Andrade, 2000).

O milho pode ter tido origem nas Américas, possivelmente no México, América
Central ou Sudoeste dos Estados Unidos. Apos o seu descobrimento, o milho foi levado
para a Europa e cultivado em jardins até que se verificassem o valor alimenticio dele. A
partir de entdo, passou a ser cultivado em todos os continentes (Aradjo, 2014).

Segundo Giordano et al. (2018), o consumo dos graos de milho varia desde a forma
in natura até os processados, como: milho em conserva, farinha de milho, amido de

milho, cereais matinais e alimentacdo animal, por exemplo.

3.1.2. Importéncia econémica da cultura do milho AG 1051
O milho Agroceres (AG) 1051 é uma cultivar que foi langcada em 30/09/1998, data

do registro nacional de cultivares (RNC) do Ministério da Agricultura. Foi o primeiro
material genético de milho com tripla aptiddo: consumo de milho-verde, producédo de
gréos e producéo de silagem. Essa cultivar apresenta boa resisténcia ao acamamento,
sendo indicado para areas de média a alta tecnologia. O porte da cultivar 1051 € alto,
apresentando grdo do tipo de cariopse dentado amarelo (Pereira Filho, 2002; Silva et al.,
2021).

A cultivar AG 1051 € o hibrido com melhor adaptabilidade ao cultivo de milho verde
para consumo in natura, como espigas cozidas, pamonha, bolo, curau, cuscuz, dentre
outras riquezas da culindria brasileira. Essa cultivar apresenta ampla janela de colheita,
alta adaptabilidade a diferentes condi¢des de cultivo e manejo, bem como capacidade de
suportar altas populacdes de plantas, cerca de 60.000 por hectare (Sousa et al., 2022).

No Brasil, a cultivar mais plantada é 0 AG 1051 para ser consumido verde. De acordo
com Valentini & Shimova (2008), o milho verde deve possuir grdos do tipo dentado
(moles) e macio, espigas grandes, grossas, bem empalhadas, ponto de pamonha
prolongado, para possibilitar maior tempo de comercializagdo e resisténcia ao
murchamento.

Para Santos et al. (2015), o cultivo do milho para colheita de espigas verdes é uma
atividade alternativa para pequenos produtores, porque apresenta maior valor de

comercializa¢do quando comparado ao milho para producéo de graos.

3.1.3.Importancia da adubacéo nitrogenada para o milho
O nitrogénio (N) é o nutriente absorvido em maior quantidade pelo milho e o mais

limitante para a cultura, devido sua alta exigéncia pelo nutriente (Bertasello et al., 2020).
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O N é constituinte essencial das proteinas e interfere diretamente no processo
fotossintético das plantas, sendo, portanto, o insumo que mais eleva o custo de producéo.
Assim, a adubacéo nitrogenada € indispensavel. No entanto, apenas 50% do N aplicado
no solo é aproveitado pelas plantas, pois o restante é perdido por lixiviacdo, volatilizagédo
e desnitrificacdo (Silva et al., 2021).

Oliveira et al. (2023) apontam que a absorcédo de nitrogénio pela cultura do milho
acontece principalmente na fase vegetativa, sendo necessario o N disponivel em
quantidade suficiente para atender o requerimento nesta fase, a fim de ndo comprometer
a produtividade da cultura. Porém, é preciso observar que os diferentes materiais
genéticos de milho requerem quantidades diferentes de nitrogénio.

O parcelamento do nitrogénio é uma pratica muito relevante para aumentar a
absorcdo do nutriente, porque permite que as plantas tenham o nutriente disponivel no
solo por mais tempo, ou seja, a medida que é requerido pela planta, isso se deve a
interacdo do nitrogénio com o ambiente que é muito rapida, principalmente se houver
disponibilidade de agua (Vieira, 2017).

3.1.4. Interacdo planta-bactérias diazotroficas associativas

As bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV), pertencem a um grupo
de microrganismos benéficos as plantas, habitantes do solo, que possuem capacidade de
colonizar a rizosfera, o rizoplano, a filosfera e os tecidos internos das plantas, incluindo
raizes, nodulos de leguminosas, caule, folhas, frutos e sementes. As BPCV estimulam o
crescimento das plantas por meio de processos microbianos como a Fixacdo Bioldgica
de Nitrogénio (FBN). Dentre as BPCV, temos em destaque, associado as gramineas, 0
género Azospirillum (Hungria & Nogueira, 2022).

O processo de FBN ¢ realizado por bactérias que vivem naturalmente em varios
ambientes, incluindo o solo, e que sao capazes de romper a tripla ligacdo que une os dois
atomos de N na molécula de N2, reduzindo-o e produzindo duas moléculas de amonia
(NH3) (Hungriaetal., 2007). As bactérias do género Azospirillum s&o classificadas como
associativas, colonizando o interior das plantas, aléem da superficie de raizes, caules,
colmos e folhas, onde realizam a FBN. Diferente do sistema simbidtico, as bactérias do
sistema associativo ndo induzem a formagdo de nddulos nas plantas. Embora sejam
capazes de realizar a FBN, a contribuicdo das bactérias associativas para a nutricao

vegetal (fornecimento direto de N) ndo é tdo expressiva como observado no sistema

19



simbidtico. Nesse sistema, as bactérias se encontram no interior dos nddulos, em intima
relagdo com a planta hospedeira, 0 que minimiza perdas por interferéncia dos varios
fatores quimicos, fisicos e bioldgicos (Moreira et al., 2013; Veronezi, Ribeiro, Ceccon,
2018).

Bactérias associativas ja foram isoladas de varias espécies vegetais, incluindo
leguminosas. No entanto, elas sdo isoladas facilmente de gramineas (Poaceae), as quais
sdo beneficiadas com essa associacdo, apresentando grande importancia agricola e
ambiental, considerando-se a totalidade da area da superficie terrestre recoberta por essas
espécies vegetais (Almeida, 2022).

No Brasil, h4 70 anos, a pesquisadora Johanna Ddbereiner foi a pioneira ao iniciar
as pesquisas sobre bactérias diazotroficas associativas, relatando, pela primeira vez, a
ocorréncia de bactérias do género Azotobacter em solos acidos. Em espécies vegetais
como o milho, arroz, braquiéria e cana-de-acUcar, pode-se encontrar, em condicGes
naturais, grandes populacGes de bactérias diazotroficas associativas. Embora a FBN
realizada pelo sistema associativo ndo seja tdo eficiente quanto a realizada pelo sistema
simbidtico, o sistema associativo possui papel importante nos ecossistemas a longo prazo
(Almeida, 2022).

As bactérias associativas sdo versateis na promocao do crescimento vegetal. Além
de serem capazes de fixar nitrogénio, elas podem promover o crescimento das plantas
por intermédio da sintese de fitormbnios, como auxinas, giberelinas e citocininas. Além
disso, essas bactérias podem sintetizar compostos de baixa massa molecular, conhecidos
como siderdforos, 0s quais sdo compostos quelantes de ions de ferro, que podem inibir
o crescimento de alguns fungos fitopatogénicos devido a limitacdo desse elemento para
o0 crescimento fangico. Bactérias associativas sao capazes ainda de auxiliar a planta na
absorcdo de fosforo por meio da solubilizacdo de fosfatos inorganicos (Almeida, 2022).

A interacdo planta-bactérias diazotréficas associativas implica em maior
desenvolvimento de raizes, com incremento na absorc¢ao de agua e nutrientes minerais,
melhorando o aproveitamento de fertilizantes nitrogenados minerais, além de promover
maior toleréncia a estresses abidticos como salinidade e seca, além de bidticos como

agentes patogénicos (Hungria et al., 2010; Hungria & Nogueira, 2022).

3.1.5. Género Azospirillum
A descoberta da pesquisadora da Embrapa, Dra. Johanna Dobereiner (1924-2000),

tornou-se historica, pois uma bactéria capaz de realizar a fixacao biolodgica do nitrogénio,
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quando associada as gramineas, foi 0 marco da época. A bactéria do género Azospirillum,
capaz de fixar nitrogénio em vida livre, inicialmente era classificada como Spirillum
(Tarrand et al., 1978), sendo, mais tarde, adicionado o prefixo “azo”, alusivo ao nome
utilizado por Lavoisier para denominar o elemento nitrogénio (Hungria, 2011).

O género Azospirillum apresenta bactéria associativas, que diferente das bactérias
simbidticas, excretam parte do nitrogénio fixado diretamente para a planta associada,
contribuindo para o aporte adicional de N para a planta. Isso ocorre devido o mesmo
complexo da nitrogenase realizar a conversdo, rompendo a tripla ligagdo do N» da
atmosfera e reduzi-lo em amonia (Hungria, 2011).

A bactéria Azospirillum brasilense promove beneficios para as plantas, como a
producdo de substancias promotoras de crescimento, a fixacdo bioldgica de nitrogénio
(FBN), acarretando em maiores o desenvolvimento das raizes, da eficiéncia da absor¢éo
de nutrientes minerais e agua, da tolerancia a estresses com a seca e a salinidade do solo,
tornando as plantas mais vigorosas (Oliveira et al., 2018).

Segundo Hungria (2011), a Embrapa Soja e o grupo da Universidade Federal do
Parana, em Curitiba, realizaram ensaios de laboratorio e testes de eficiéncia agronémica
de Azospirillum em campo. Os resultados apresentados neste estudo resultaram na
autorizacdo pelo MAPA das estirpes de A. brasilense Ab-V4, Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7
para a producdo de inoculantes para a cultura do milho, uma vez que essas estirpes
apresentaram incrementos no rendimento de gréos de 662 a 823 kg ha*, ou 24% a 30%
em relagé@o ao controle ndo inoculado (Junior Bassetto et al., 2020).

A inoculacédo de bactérias do género Azospirillum, que sdo microrganismos fixadores
de nitrogénio, além de fixar N atmosférico, sintetizam fitorménios, solubilizam fosfato
inorganico e estimulam o desenvolvimento da parte aérea e das raizes, aumentando,
assim, o aproveitamento de fertilizantes nitrogenados minerais pelo milho, diminuindo
0 custo de producéo da cultura (Bensen et al; 2020; Duarte, Ruff, Santos, 2021).

De acordo com Fancelli (2010), a inoculacdo de Azospirillum do milho pode gerar a
economia de 30 a 50 kg ha™ de fertilizantes minerais nitrogenados. Trata-se de uma
alternativa capaz de diminuir o uso de adubos nitrogenados, alcangando uma economia
igual ou superior aquela verificada em leguminosas. Vitto (2023) cita que esses
microrganismos também séo capazes de aumentar a producdo de estimulos provocados
por fitormdnios como auxinas, citocininas, giberelinas, aumento da producdo e atividade
de enzimas como a ACC-deaminase, que atua na reducdo dos niveis de etileno, atrasando

a senescéncia da planta e a mantendo por mais tempo verde, mesmo quando a espiga se
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encontra em adiantado estadio de maturacdo (Stay green).

3.1.6. Género Bacillus
O género Bacillus pertence a familia Bacillaceae, no qual a cepa JS19 foi

identificada, € composta por mais de 200 espécies que possuem a forma de bacilo. Séo
bactérias Gram-positivas, produtoras de enddsporos, que possuem ampla diversidade de
funcbes metabdlicas, incluindo propriedades surfactantes e promotoras de crescimento
vegetal, por meio da producéo de fitormonios, que estimulam o crescimento das plantas
(Moreira; Siqueira, 2006).

As Rizobactérias do género Bacillus sdo amplamente utilizadas para compor
inoculantes bacterianos com objetivo de aplicacdo em plantas. A natureza heterotrofica
torna essas rizobactérias importantes no ciclo do carbono e do nitrogénio como
desnitrificantes, fixadores e degradadores do nitrogénio organico (Vitto, 2023).

Pertencente ao género Bacillus, a Bacillus amyloliquefaciens € uma espécie
bacteriana de vida livre no solo, sua nomenclatura foi dada pelo japonés J. Fukumoto,
devido a capacidade de realizar a liquefacdo do amido (amylo + lique + faciens). Tornou-
se conhecida por ser uma bactéria promotora do crescimento de diversas espécies de
plantas (Abreu et al. 2022).

A utilizacdo na agricultura das bactérias promotoras de crescimento de plantas como
as do género Bacillus e Azospirillum tem se mostrado importante na busca de uma
agricultura mais sustentavel, que cause menor dano ao meio ambiente (Marques, 2019).

Bactérias do género Bacillus sdo grandes promotoras de crescimento de plantas
(BPCP). As bactérias desse género, incluindo B. amyloliquefaciens, atuam na promogéo
do crescimento vegetal pelos mecanismos diretos e indiretos, como na producdo de
fitormdnios, compostos antifungicos e na aquisicao de fésforo e nitrogénio (Abreu et al.
2022).

De acordo com Oliveira et al. (2024), a inoculagdo em sementes com microrganismos
apresenta diversos beneficios para o desenvolvimento de plantas, como a melhoria na
germinacdo, emergéncia de plantulas, enraizamento e disponibilidade de nutrientes.
Neste contexto, as rizobactérias do género Bacillus se destacam como uma das principais
para o crescimento vegetal.

Dentre as bactérias utilizadas para a produgdo de inoculantes comerciais & base de
BPCP, destaca-se o género Bacillus, especialmente, a espécie Bacillus subtilis, ndo
patogénica, comumente encontrada no solo (Hwang et al., 2021). Chagas Janior et al.
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(2022) observaram em isolados de B. subtilis a eficiéncia nas variaveis de biomassa da
parte aérea e radicular de plantas de soja, com destaque para o isolado B. subtilis Bs10.

As Bacillus spp. estdo se destacando por serem um grupo de bactérias Gram-positivas,
amplamente distribuidas no ambiente, composto por aproximadamente 360 espécies que
apresentam caracteristicas fisiol6gicas, metabdlicas e fenotipicas distintas (Paiva et al.,
2020).

Diferentes espécies desse género tém sido relatadas como potenciais promotoras de
crescimento de plantas em razdo das caracteristicas multifuncionais como a
solubilizacéo de fosfato (Bahadir et al., 2018); a producéo de acido indol-acético (AlA)
e outros fitormdnios (Mohite, 2013); a producdo de sideréforos-quelantes especificos de
ions de ferro (Bjeli¢ et al., 2018) e a capacidade de biocontrole de patdogenos de plantas
(Shafi et al., 2017).

Aquino et al. (2019), estudando bactérias endofiticas, promotoras de crescimento
de plantas em milho e sorgo, constataram que os isolados IPACC26 e IPACC30, ambos
identificados como Bacillus subtilis, ttm melhor efeito sobre o acimulo de nitrogénio
no milho. Clemente et al. (2016) notaram um expressivo aumento na produtividade em
lavoura de cenoura ap6s a aplicacdo de composto fermentado com linhagens
selecionadas de Bacillus spp.

O género Priestia é uma reclassificacdo do género Bacillus e apresenta alta
similaridade com esse género. No inicio da década de 90, a comunidade cientifica
revisou a relagdo filogenética desse género de microrganimos e, devido a sua
heterogeneidade, algumas espécies que eram consideradas do género Bacillus foram
reclassificadas em mais de 10 diferentes géneros, como Priestia, Geobacillus e
Paenibacillus (Ash; Priest; Collins, 1993). Segundo Grupta et al. (2020), um total de 17
novos géneros individuais foram reclassificados a partir de Bacillus. O genéro Priestia,
por exemplo, contém as antigas espécies, Bacillus megaterium, Bacillus abyssalis,
Bacillus aryabhattai, Bacillus endophyticus, entre outras.

A cepa bacteriana CMAA 1363 de Bacillus aryabhattai, isolada da regido
rizosférica da espécie cactacea Cereus jamacaru, confere tolerancia a deficiéncia hidrica
no milho (Kavamura et al.,2017). Silva e Silva (2023) concluiram que as doses do
produto a base de B. aryabhattai no tratamento de sementes influenciaram a germinagéo

das sementes de soja sob condicGes de estresse hidrico.
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4. CAPITULO II

EFICIENCIA AGRONOMICA DA INOCULACAO DE AZOSPIRILLUM
BRASILENSE ASSOCIADA A ADUBACAO NITROGENADA NA CULTURA
DO MILHO VERDE

RESUMO

A utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) vem se mostrando
uma Gtima alternativa para a cultura do milho. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi
avaliar o crescimento vegetativo de milho cultivado com diferentes doses de Nitrogénio
(N) mineral e com inoculagdo de Azospirillum brasilense. O delineamento utilizado foi
em blocos casualizados, com 20 tratamentos e 4 repeticdes, dispostos em um esquema
fatorial de 2 x 2 x 5 (inoculagdo Biomax® Azum (AbV5) (A. brasilense), aplicado via
tratamento de sementes e controle sem inoculacdo; duas condicdes de agua (irrigado e
supresséo hidrica) e 5 doses de N: 0, 40, 80, 120 e 160 kg ha'l), totalizando 80 unidades
experimentais. A cultivar de milho utilizada foi a AG 1051. Nas condigdes deste estudo,
ndo se tem interacdo significativa entre A. brasilense e doses de nitrogénio. A aplicacao
de 160 kg ha de N proporcionou maiores resultados para altura de planta aos 20 DAE
(dias ap6s emergéncia), diametro de colmo, numero total de folhas vivas e indice de
clorofila total. A aplicacéo de 120 kg ha™* de N possibilitou 0 maior resultado para altura
da planta, massa seca da raiz, volume de raiz e massa fresca de raiz aos 90 DAE. O
namero de folhas vivas, nimero de folhas totais, altura de plantas, clorofila total e
temperatura de folhas é maior nos tratamentos sem supressao hidrica. A supressao hidrica
possibilitou maior desenvolvimento do volume de raizes com aplicacdo conjunta de
micro-organismos.

PALAVRAS-CHAVE: bactérias promotoras de crescimento de plantas, nitrogénio,

inoculante, fertilizante.

AGRONOMIC EFFICIENCY OF AZOSPIRILLUM BRASILENSE INOCULATION
ASSOCIATED WITH NITROGEN FERTILIZATION IN GREEN CORN
CROPS
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ABSTRACT

Using bacteria promoting plant growth (BPG) has proven to be a great alternative for corn
crop. In this sense, this paper aimed to evaluate the corn vegetative growth cultivated with
different doses of mineral nitrogen (N) and inoculating Azospirillum brasilense. The
experimental design was in randomized blocks with 20 treatments and 4 replicates,
arranged in a 2x2x5 factorial scheme with Biomax® Azum (AbV5) and A. brasilense
inoculation applied through seed treatment and control without inoculation, two water
conditions (irrigated and water suppression), and five N doses (0, 40, 80, 120, and 160 kg
ha!), totaling 80 experimental units. The corn cultivar was AG 1051. Under this study
conditions, there was no significant interaction between A. brasilense and nitrogen doses.
The application of 160 kg ha N provided greater results for plant height at 20 days after
emergence (DAE), stem diameter, total number of live leaves, and total chlorophyll index.
The application of 120 kg ha™* N doses provided the best results for plant height, root dry
mass, root volume, and root fresh mass at 90 DAE. The number of live leaves, total
number of leaves, plant height, total chlorophyll, and leaf temperature are higher in
treatments without water suppression. Water suppression enabled greater development of
root volume with joint application of microorganisms.

KEYWORDS: Bacteria promoting plant growth. Fertilizer. Inoculant. Nitrogen.

4.1. INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays L.), do ponto de vista econémico e social, € uma das
culturas mais importantes mundialmente, também esté inserida na estrutura da cadeia
produtiva e alimentar brasileira (Lemos et al., 2020). De acordo com a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB, 2024), o milho é cultivado em todas as
microrregifes do Brasil, com a producdo da safra 2023/24 foi de 115,7 milhdes de
toneladas, considerando as trés safras. O Brasil se destaca como o terceiro maior
produtor mundial do cereal, atras apenas dos Estados Unidos e da China (CONAB,
2024).

Dentre os nutrientes requeridos pelas culturas, o nitrogénio é o nutriente mineral
mais exigido por ser constituinte de amino&cidos, proteinas e varios outros compostos
vegetais. A maior parte do N utilizado pelas plantas cultivadas é proveniente da aplicacéo
de fertilizantes nitrogenados. No entanto, esses fertilizantes apresentam baixa eficiéncia
de utilizacdo pelas plantas (~50%) (Pontes, 2021).

Rocha et al. (2020) relatam que a cada 100 kg de N aplicados no solo, 50 kg
poderdo ser perdidos pelos processos de lixiviacdo (lavagem no perfil do solo por
percolagdo ou escoamento superficial) e transformagéo em formas gasosas, tanto pela

desnitrificacdo (reducéo, realizada por microrganismos, para formas gasosas - N2 e N2O)
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como pela volatilizacdo (perdas gasosas na forma de NHz). Devido a baixa eficiéncia de
utilizacdo dos fertilizantes nitrogenados minerais pelas plantas, o nitrogénio é aplicado
em quantidades elevadas, sendo, geralmente, o nutriente mineral mais caro do custo de
producdo (Coelho, 2007; Rocha et al., 2020).

Nesse contexto, a utilizacdo de bactérias promotoras do crescimento vegetal
(BPCV) vem se mostrando uma 6tima alternativa para a cultura do milho, uma vez que
tem sido observada a reducdo das perdas e do custo de producdo com fertilizantes
nitrogenados minerais (Rocha et al., 2020).

Bactérias promotoras de crescimento de plantas, como o Azospirillum brasilense,
promovem o crescimento das raizes, aumentando a &rea de absorcdo de agua e nutrientes
minerais, além de aumentarem a tolerancia a estresses abioticos como salinidade e seca.
Embora a Azospirillum brasilense seja capaz de fixar nitrogénio atmosférico,
associativamente com varias espécies ndo leguminosas, como o milho (Hungria et al.,
2010), a principal contribui¢do conferida ao milho é a promogdo do crescimento das
plantas, atuando especialmente no sistema radicular, aumentando a absorcdo de
nutrientes minerais, melhorando, consequentemente, o aproveitamento de fertilizantes
nitrogenados minerais.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o crescimento vegetativo de milho
verde cultivado com diferentes doses de N mineral e com inoculagdo com Azospirillum

brasilense.

4.2.MATERIAL E METODOS

4.2.1.Caracterizacéo da area experimental

Este trabalho foi realizado com a cultura do milho verde em cultivo
protegido na area experimental do Instituto Federal Goiano - Campus Ceres, (Latitude
15°21°3” S; Longitude 49°35°55” O), na cidade de Ceres - GO. O clima do local,
segundo o Sistema Internacional de Kdppen, é do tipo Tropical (Aw) quente e
semiumido, apresentando regime pluvial bem definido, com periodo de chuvas entre
outubro-margo e estacdo seca de abril-setembro. O solo utilizado no experimento € do
tipo Latossolo Vermelho distrofico, de acordo com o Sistema Brasileiro de Classificagdo
de Solos (Santos et al., 2018).

A casa de vegetacdo utilizada apresenta cobertura de polietileno de baixa
densidade, transparente, em formato tipo arco, com 7 m de largura e 20 m de
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comprimento. As paredes laterais e frontais sdo confeccionadas com telas antiafideos
fixas. O solo é de ch&o batido, mas os vasos foram dispostos em cima de bloquetes de

concreto distanciados a 0,70 m entre linhas (Figura 1).

Figura 1. Area Experimental. Ceres-GO.
Fonte: Polliany Santos Xavier, 2023.

4.2.2.Material bioldgico

A cultivar de milho utilizada neste trabalho foi o AG 1051, a qual apresenta
caracteristicas de hibrido diferenciado, ciclo semiprecoce (140 dias), empalhamento
excelente e milho verde para pamonha. O inoculante comercial usado foi 0 Biomax®
Azum (Azospirillum brasilense AbV5), testado pela alta utilizacdo desse inoculante em
campo por produtores rurais. Foi usado como veio da fabrica, ou seja, retirou-se o liquido
de dentro da BEG, para a realizacdo da inoculacdo das sementes. As sementes eram
tratadas com Fludioxonil 2,5% (Fungicida) + Metafaxil-M 2,0% (Fungicida) +
Tiabendazol 15% (Inseticida) + Deltametrina 2,5% (Inseticida) + Pirimifos — Metilico
50% (Inseticida) + Polioxietileno Alquil Fenol Eter 20% (Espalhante adesivo).

4.2.3. Manejo da Irrigacédo

Para 0 manejo de irrigagédo, utilizou-se o sistema por gotejamento, com
gotejadores do tipo botdo, de vazdo de 2 L h! e fluxo autocompensante. As linhas de
derivagéo e laterais foram constituidas por tubos de 16 mm de didmetro, fabricados em
polietileno de baixa densidade (PEBD). As linhas laterais foram conectadas aos

gotejadores por microtubos de 4 mm.
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Todos os vasos (20 L), com substrato (solo de barranco) utilizados para o cultivo,
foram elevados para a umidade de capacidade de vaso (CCV). Os solos acomodados nos
vasos foram colocados para saturar em uma caixa-d’agua com volume de agua
equivalente a 2/3 da altura dos vasos. Dessa forma, os vasos foram mantidos por um
periodo de 24 h, para que ocorresse a saturagcdo completa. Em seguida, foram cobertos
com filme pléstico, para evitar a evaporacdo e colocados para drenar livremente, sendo
medidas as massas nos tempos zero e apds 12, 24, 36, 48 e 60 h, conforme metodologia
descrita por Casaroli & Lier (2008).

Foi medida a evaporagdo em um minitanque evaporimétrico com dimensdes de
60 cm x 28 cm, instalado no interior da casa de vegetacdo para a estimativa da
evapotranspiracdo da cultura - ETc (mm dia?), estimada segundo a metodologia de

Pavani et al. (2009) pela Equacdo 1:

ETC = ECAxKp x Kc [1]
Em que:
ETc — Evapotranspiragdo da cultura (mm dia?);
ECA — Evaporagido medida no Tanque (mm dia™?);
Kp — Coeficiente do Tanque Classe, ambiente protegido este é igual a 1;
Kc — Coeficiente da cultura.

Os dados de Kc da cultura do milho foram baseados nas recomendacdes de Allen
et al. (1998), adaptada por Albuquerque e Andrade (2001). O Kc correspondeu na fase
1 a 1,0 desde emergéncia até V2 (planta com 2 folhas bem desenvolvidas); na fase 2
(vegetativo com 3 flores bem desenvolvidas até o pendoamento) e fase 3, 1,2 para clima
mais seco, (VT — pendoamento até R1 — embonecamento). Finalizou-se o experimento
nas fases 4 (R2 — grio bolha d’agua até R3 — grdo leitoso) e 5 (R4 — grdo pastoso até R6
maturidade fisioldgico).

A diferenciacao dos volumes de agua aplicados foi dada pelo tempo de aplicagéo,

pela Equacdo 2:

Ti = [((EToxAvxKc)/Ea)x(Rx60)]/Q [2]
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Em que:

Ti - Tempo de irrigagéo (min);

ETo - Evapotranspiracéo de referéncia (mm dia™);
Av - Area do vaso (m?);

Kc - Coeficiente da cultura;

Ea - Eficiéncia de aplicacdo em decimal (80%);

Re - Taxa de reposicao em decimal;

60 - Transformacéao do tempo de horas para minutos;
Q - Vazio do gotejador (L h'l).

4.2.4. Inoculacgdo de sementes e semeadura

O inoculante foi utilizado no tratamento de sementes, sendo 100 mL ha™ (dose
recomendada pelo fabricante), para 25 kg de semente. A inoculagéo foi realizada no
Laboratorio de Interacdes Microbianas e Biotecnologia (LIMBI0), do Instituto Federal
Goiano - Campus Ceres.

Para isso, as sementes foram microbiolizadas com o inoculante em sacos
plasticos por 15 minutos. Em seguida, foram dispostas em bandejas e secas a temperatura
ambiente e semeadas cinco sementes por vaso, deixando duas plantas por vaso apds

desbaste, cinco dias apos a emergéncia (DAE).

4.2.5. Adubacao do solo

Para analises fisico-quimica do solo, foram utilizadas amostras provenientes de
cinco subamostras, formando uma amostra composta, que foram enviadas para o
Laboratério de Solos do Instituto Federal Goiano - Campus Ceres. Os resultados da

analise sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Andlise quimica e textura do solo usado no experimento. Ceres - GO, 2023

Em g Cmolc dm? mg %
H.O dm?d dm3
pH MO Ca Mg Al H+Al K T K P Y,

6,4 0,6 1,7 11 0,0 2,2 05 54 1941 15 59,61
Textura (g Kg?)

Areia Silte Argila
216 245 539

pH: potencial hidrogenidnico; MO: matéria organica; Ca: calcio; Mg: magnésio Al: aluminio; K: potassio;
T: soma de bases; P: fosforo; V: saturagdo por bases.

De acordo com a analise de solo, foi realizada a adubacdo de semeadura com 27
g vaso™ de superfosfato simples, composto por 18% de fésforo, 16% de calcio e 8% de
enxofre. Em seguida, realizou-se a adubagcdo com ureia, baseado nos tratamentos

descritos a seguir.

4.2.6. Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento utilizado foi em blocos casualizados (DBC) com 20 tratamentos
e 4 repeticdes, dispostos em um esquema fatorial de 2 x 2 x 5, sendo: inoculacéo,
utilizando o inoculante comercial Biomax® Azum (AbV5) (Azospirillum brasilense),
aplicado no tratamento de sementes e o controle sem inoculacdo; 2 condi¢cdes de dgua
(irrigado e supressdo hidrica) e 5 doses de N: 0, 40, 80, 120, 160 kg ha* da dose de N
recomendada para a cultura do milho (160 kg ha?), totalizando 80 unidades
experimentais. Cada unidade experimental foi composta por vasos de polietileno com
capacidade de 20 litros.

Metade dos tratamentos foi submetido & supresséo hidrica ao atingir o estadio V6
(vegetativa com 6 folhas bem definidas) por 10 dias, a outra metade seguiu com a
irrigacdo normal por todo ciclo da cultura.

A pesquisa foi constituida dos seguintes tratamentos:

Sem e com supressao hidrica

T1 - 0 kg ha? de nitrogénio (N), com inoculagéo (controle); T2 - 40 kg ha de N, com
inoculagdo;T3 - 80 kg ha* de N, com inoculagéo; T4 - 120 kg h't de N, com inoculagio;T5
- 160 kg ha* com inoculagéo; T6 - 0 kg ha* de nitrogénio (N), sem inoculagéo (controle);
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T7 - 40 kg ha' de N, sem inoculagio;T8 - 80 kg ha* de N, sem inoculacéo;T9 - 120 kg
h' de N, sem inoculagio;T10 - 160 kg ha! sem inoculag&o.

O adubo nitrogenado utilizado foi a ureia (45% N), realizada em duas aplicagdes.
No momento da semeadura, foram aplicados 40 kg ha™ nos tratamentos T2 e T7 e 80 kg
ha! nos outros, com excecao dos tratamentos controle (T1 e T6).

Nos estadios V3 (vegetativa com 3 folhas bem definidas) e V4 (vegetativa com 4
folhas bem definidas) (20 DAE) da cultura do milho foram aplicados 40 kg ha™* de N em
cobertura nos tratamentos que apresentavam dose de 120 kg ha' de N (T4 e T9),
enquanto que, para os tratamentos T5 e T10, foram aplicados 80 kg ha® de N,

completando a dose maxima dos tratamentos.

4.2.7. Avaliacoes biométricas e fisiologicas

As caracteristicas das plantas (altura, numero de folhas e diametro de colmo)
foram avaliadas aos 20, 30, 60 e 90 dias apds emergéncia (DAE). Foi realizada também
a avaliacdo de biomassa total da parte aérea e da raiz, além de matéria seca da parte aérea
aos 90 DAE.

Para a analise de altura (cm) foi utilizada uma régua, medindo-se a partir da base
da planta até a ponta da folha mais jovem (Figura 2A.); para didmetro de colmo (cm),
utilizou-se um paquimetro digital (Figura 2B), em que foram realizadas medi¢cdes na
base da planta. A contagem do numero de folhas foi feita considerando folhas vivas
(somente folhas capazes de realizar fotossintese) e folhas totais (considerou-se folhas

verdes e secas).

Figura 2. Medicdo de altura de planta (A), determinagdo de didmetro de caule aos 30 DAE (B).
Fonte: Polliany Santos Xavier, 2024.
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Aos 40 DAE, antes da supressdo hidrica e, aos 60 DAE (estdgio VT -
Pendoamento), apds a supressao, foram realizadas as avaliacdes do indice de clorofila
(Figura 3A), além da temperatura das folhas (Figura 3B), mensurado com o auxilio de
um clorofilémetro portéatil (Clorofilog Falker, CFL 2060) e uma cdmera térmica de bolso
“Flir Cx — Series” (19.200 pixels), respectivamente. As determinacdes foram feitas no
terco central das folhas diagnosticas para avaliacdo do estado nutricional (Raij e
Cantarella, 1997), ou seja, quarta folha de cima para baixo de cada planta dos
tratamentos, sendo um total de 10 leituras por planta. Para temperatura, fez-se somente

uma leitura por planta.
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Figura 3. Avaliacfes do indice de clorofila usando clorofildmetro portatil (Clorofilog Falker,
CFL 2060) (A) e temperatura das folhas utilizando uma cdmera térmica de bolso (19.200 pixels) (B).
Fonte: Polliany Santos Xavier, 2024.

Avaliou-se, também, o volume de raizes, colocando-as ja lavada e sem resto de
solo dentro de uma proveta de 1 L, completando com agua até a capacidade maxima.
Depois retirou a raiz desse recipiente, em que se realizou a medicdo da coluna de agua
na proveta graduada sem a raiz. Pela diferenca, obteve-se o volume de raizes existentes
em todos os tratamentos em (cm®), segundo a metodologia descrita por Basso (1999).

Para as avaliacOes de biomassa total da parte aérea (g) e raiz (g), foram coletadas
as plantas dos vasos e realizada a separacdo da raiz. A parte aérea foi pesada e levada
para estufa. O procedimento foi repetido para avaliacdo da biomassa das raizes. Para
analise de matéria seca (%), foram realizadas pesagens da parte aérea das plantas verdes
e, posteriormente, levadas para estufa de circulacdo de ar forcada a 65°C por 72 horas.
Ap0s a obtencdo de peso constante, calculou-se a propor¢do de matéria seca do material.
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4.2.8. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a anélise de regressdo quadratica, ao nivel de 5% de
probabilidade, e ANOVA. Também foi feita a plotagem dos residuos padronizados
contra a ordem de coleta para verificar a independéncia dos erros e teste de Cochran para

verificar se a variancia foi constante, utilizando o software SAS OnDemand (2024).

4.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando se testou diferentes doses de nitrogénio com a inoculacdo de
Azospirillum brasilense para as variaveis agronémicas, altura de planta, didametro de
colmo e numero de folhas de plantas de milho verde aos 20 DAE néo houve resultados
significativos. Quando se observou as doses de nitrogénio isoladamente, obteve-se
resultados significativos para altura de planta (Figura 4), diametro de colmo (Figura 5)
e numero de folhas (Figura 6) 20 DAE.
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Figura 4. Altura de plantas de milho verde aos 20 DAE, submetidas a diferentes doses de Nitrogénio
Fonte: Polliany Santos Xavier, 2024.
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Figura 5. Diametro de colmo de plantas de milho verde aos 20 DAE, submetidas a diferentes
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Fonte: Polliany Santos Xavier, 2024.
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Figura 6. Numero de folhas de milho verde aos 20 DAE, submetidas a diferentes doses de Nitrogénio
Fonte: Polliany Santos Xavier, 2024,

Nas avalia¢des aos 20 DAE, observou-se maior altura de plantas nos tratamentos
com dose de 160 kg ha™ de nitrogénio, como visto na Figura 4, diferentemente dos
resultados obtidos por Pinheiro et al. (2020), que testando doses de nitrogénio em milho,
observaram que o crescimento de plantas foi induzido até 98,66 kg ha™. Ja as doses
maiores afetaram negativamente o desenvolvimento em altura da cultura.

As doses crescentes de N proporcionaram maior diametro de colmo para as

plantas, apresentando maiores resultados com 160 kg ha (Figura 5). Segundo Cadore
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et al. (2016), avaliar o diametro do colmo é importante, pois, além de suportar as folhas
e partes florais, é considerado 6rgdo de reserva da planta de milho. Duart et al. (2021)
encontraram efeito significativo para doses de nitrogénio, com ponto maximo de 0,86
cm de didmetro de colmo na dose de 191,7 kg ha.

Para 0 nimero de folhas, a média obtida foi de aproximadamente 6 folhas quando
se aplicou a dose maxima de N e de 4 folhas quando néo se aplicou N (Figura 6). Sendo
0 nimero de folhas importante, pois quanto maior a area fotossintética da planta, maior
sera a producéo de fotoassimilados por meio da fotossintese.

Ao0s 30 DAE, houve resultados significativos para doses de nitrogénio, sendo que
a dose de 160 kg™ ha foi a que se mostrou com a maior média de altura de planta~27,66
cm (Figura 7C). A altura de plantas € um parametro agronémico de grande importancia,
tendo relacdo direta com a insercdo da espiga, indice de acamamento e perdas durante a
colheita, influenciando no momento de caracterizagdo de hibridos (Ferraz et al., 2022).

A aplicacdo de doses de nitrogénio, independente da inoculacdo com
Azospirillum, promoveu resultados significativos (p<5%) para nimero de folhas totais
(NFT) (Figura 7A), numero de folhas vivas (NFV) (Figura 7B) e diametro de colmo
(DC) (Figura 7D). Para NFT, as médias foram de 7,75 folhas na dose de 160 kg hade
N, obtidas da contagem de todas as folhas da planta, inclusive as folhas que entraram em
senescéncia. Ja para NFV, foram observadas médias de 6,25 folhas vivas na dose de 160
kg hatde N e 4,25 folhas na dose 0 kg hal, ou seja, sem aplicacdo de nitrogénio. O DC
mostrou médias de 12,01 cm na dose de 160 kg ha™ de N e 5,96 cm na dose 0 kg ha™ de
N. Rocha, Coltro e Lizzoni (2020) também notaram que a inocula¢do com Azospirillum
brasilense ndo influenciou nas variaveis biométricas de plantas de milho. O nimero de
folhas vivas interfere diretamente no potencial fotossintético da planta, uma vez que
parte dos carboidratos acumulados nos grdos de milho sdo provenientes das folhas
localizadas no colmo, tendo uma relagdo importante com o rendimento da cultura, que
dependerd da conversdo da radiacdo em fitomassa e da eficiéncia da particdo de

fotoassimilados.
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Figura 7. Namero de folhas totais (A), nimero de folhas vivas (B), altura de plantas (C) e diametro de
colmo (D) de plantas de milho verde aos 30 DAE, submetidas a diferentes doses de N

Fonte: Polliany Santos Xavier, 2024.

Houve diferenca significativa para o indice de clorofila total aos 40 DAE.

Conforme as doses de N foram aumentadas, também se observou o0 aumento no indice

de clorofila total das folhas das plantas. Notou-se que na dose de 160 kg ha™ de N, o

indice de clorofila foi 56,2; no tratamento sem nitrogénio, o indice foi de 31,8 (Figura

8). Esses resultados corroboram aos de Cadore et al. (2016) na constatacdo que o

incremento das doses de nitrogénio aumentou o teor de clorofila total no milho. De

acordo com Barbero et al. (2021), isso ocorre devido ao fato de o nitrogénio ser

constituinte da molécula de clorofila. A clorofila é o pigmento responsavel pela captacédo

da luz solar, diretamente ligada a fotossintese das plantas. Para cultura do milho, é de

extrema importancia que a clorofila esteja em indices altos para garantir a produtividade.

Sendo o nitrogénio constituinte da molécula de clorofila, quanto maior a quantidade

desse elemento na planta, maior serd a translocacdo de agUcares durante a fotossintese,

influenciando no didametro, altura e producdo da cultura do milho.
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Figura 8. indice de clorofila de plantas de milho verde aos 40 DAE, submetidas a diferentes doses de
nitrogénio
Fonte: Polliany Santos Xavier, 2024.

Duarte e Ruff (2021) constataram que a inoculacdo das sementes de milho com
inoculante comercial contendo Azospirillum brasilense (estirpes Ab-V5 e Ab-V6) nao
afetou as varidveis biométricas, produtivas e o indice de clorofila aos 40 dias ap6s a
semeadura. Também ndo foi observada interacdo significativa ao nivel de 5% de
probabilidade entre as doses do inoculante e a presenca ou auséncia de inoculacéo.

Apods realizar a supressao hidrica nos tratamentos, foram feitas analises de fatorial
triplo. No entanto, ndo foi observada a interacdo em nenhum dos fatores (nitrogénio x
inoculacédo, nitrogénio x irrigacéo, inoculagdo x irrigacdo e nitrogénio x inoculagdo x
irrigacdo). Sendo assim, procedeu-se as analises separadamente.

Para a andlise do fator nitrogénio, usou-se a regressdo linear, quadratica e cubica,
sendo que a regressdo quadréatica e cubica foram as que obtiveram resultados mais altos
de R2. Como a diferenca entre a regressao quadratica e cubica eram minimas, escolheu-
se a regressdo quadratica por proporcionar menor parametrizacdo do modelo. Apenas
temperatura de folha ndo foi significativa. Sendo assim, ndo foi possivel escrever uma
equacdo de regressdo para essa variavel.

Verificou-se que o maior didmetro de colmo e o maior numero de folhas vivas
foram obtidos na dose de 160 kg ha*, ou seja, maior dose de N (Figura 9A e 9B). Kruger
et al. (2023) tiveram maior altura de planta e didmetro de colmo na dose de 150 kg hal.
Kappes et al. (2011) citam que o aumento do didmetro do colmo com a aplicacdo de
nitrogénio mostra-se vantajoso, pois essa caracteristica morfologica é uma das que mais
tem sido relacionada com o percentual de acamamento e quebramento de planta na

cultura do milho.
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Desse modo, Oliveira e Picazevicz (2021) citam que as plantas de milho que
possuem o colmo com maior didmetro sdo mais resistentes ao acamamento ou
guebramento, sendo vantajoso para obter maiores produtividades, porque quanto maior
o diametro, maior a capacidade da planta em armazenar fotoassimilados.

A altura da planta aos 90 DAE foi maior na dose de 120 kg ha de N, ponto
maximo alcancado, ja que na dose de 160 kg ha de N houve menor altura de planta
(Figura 9D). O mesmo efeito ocorreu para variavel nimero de folhas totais, com reducéo
na dose de 160 kg N ha* (Figura 9C).
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Figura 9. Efeito quadratico de doses de nitrogénio para Didmetro de caule (mm) (A), Numero de folhas
vivas (B), Numero de folhas totais (un.) (C) e Altura de planta (cm) (D) com a presenga ou ndo de
Azospirillum brasilense em solos sob irrigacdo e ndo irrigado

Fonte: Polliany Santos Xavier, 2024.

A dose de nitrogénio de 120 kg ha™, apresentou resultados superiores para as
variaveis de massa fresca da raiz (Figura 10B), massa seca da raiz (Figura 10C) e volume
de raiz (Figura 10D), apresentando o ponto maximo para essas variaveis. De acordo com
Lemos et al. (2020), a aplicacdo do nitrogénio no milho esta ligada ao seu potencial

produtivo, porém, o aumento das doses para elevar os ganhos ndo é uma alternativa
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sustentéavel.

A delimitacdo das raizes dentro de vasos pode restringir o aumento de MFR, VR e
MSR. Isso pode ter influenciado os resultados encontrados quando as plantas alcangaram
0 estagio de pendoamento, causando delimitacdo de espaco para as raizes das plantas

submetidas aos tratamentos com dose de 160 kg ha™* de N.
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seca da raiz (C) e Volume de raiz (D) com a presenca ou ndo de Azospirillum brasilense em solos sob
irrigacdo e ndo irrigado

Fonte: Polliany Santos Xavier, 2024.

Sendo assim, pode-se inferir que ndo é necessério o uso da dose maxima de
nitrogénio para alcancar maior massa e volume de raizes, uma vez que, 0s resultados
deste trabalho apresentaram que a aplicagdo de 120 kg ha™* de N proporcionou maiores
resultados.

Para a variavel clorofila total (Figura 10A), observou-se que a dose de 160 kg
ha! apresentou maiores resultados de clorofila, sendo que os tratamentos sem adubagio
com N, foram menores. Concordando com Durdes et al. (2005); Barbero et a. (2021), o
conteudo de clorofila demonstra-se um importante pardmetro na avaliacdo do estado
nutricional das plantas, podendo ser utilizado para 0 monitoramento do nitrogénio para

a cultura.
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Morais (2012), Muller (2013) e Pinto Janior et al. (2012), avaliando a resposta
de plantas de milho & inoculacéo de A. brasilense, associada & adubacdo nitrogenada,
ndo obtiveram diferenca significativa no teor de clorofila.

Lopes et al. (2012) verificaram que quanto maior o teor de N na folha do milho,
maior a sintese de clorofila, sendo variavel em decorréncia de hibridos e dos ambientes
de producdo, aos quais essas plantas estdo sendo semeadas. Barbero et al. (2021) relatam
que o uso indiscriminado do adubo N sem uma colheita eficiente dessa massa de
forragem, seja pelo animal ou pelo homem, pode trazer prejuizos como alongamento do
colmo e aceleracdo da taxa de senescéncia, além da acidificacéo do solo.

Comparando os tratamentos separadamente, observou-se que o numero de folhas
vivas, ou seja, folhas que estavam produzindo fotoassimilados e nimero de folhas totais,
ndo tiveram diferenca nos resultados, quando se comparou inoculacdo com Azospirillum
ou sem inoculacdo. Diante da supressdo hidrica, o nimero de folhas vivas e de folhas
totais, apresentaram-se maiores sem a supressao, isto €, com fornecimento de agua no
decorrer do experimento.

A altura de plantas e o diametro de colmo também ndo apresentaram diferencas
significativas, comparando os tratamentos com inoculacdo de Azospirillum e sem
inoculacéo. Diferente de quando foram comparados os resultados de altura de planta com
os tratamentos sob irrigacdo, que foram maiores com irrigagdo no decorrer do
experimento. Entretanto, quando se trata de didmetro de colmo, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos.

Marcolini et al. (2021) afirmam que a inoculagéo de sementes de milho com
Azospirillum brasilense pode ser uma alternativa vidavel na reducdo do uso de
fertilizantes nitrogenados. No trabalho de Oliveira et al. (2021), embora a fixa¢cdo de N
na inoculacdo com A. brasilense ndo tenha demonstrado resultados significativos na
produtividade de gréos, observaram uma uniformidade e até mesmo um incremento, na
variavel altura de plantas.

Os resultados de massa fresca da raiz, clorofila total, temperatura de folhas e
massa seca da raiz ndo tiveram diferenca significativa pelo teste F da Anova, nos
tratamentos com inoculacdo de Azospirillum e sem inoculacdo. Esses resultados séo
semelhantes ao trabalho de Kruger et al. (2023), em que a inocula¢do com Azospirillum
brasilense ndo resultou efeitos significativos para altura de planta, didmetro de colmo,
massa seca da parte aérea, massa seca da raiz e massa seca total.

Para os resultados de massa fresca da raiz e massa seca da raiz (Figura 11B e
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11A), houve diferenca significativa, quando comparado isoladamente a irrigacdo, sendo
observados maiores valores nos tratamentos com supressao hidrica.

A temperatura das folhas e clorofila total ndo apresentaram diferenca
significativa pelo teste F, quando comparados aos valores dos tratamentos com
inoculacdo e sem inoculagdo. No entanto, quando comparada clorofila total (Figura 11D)
isoladamente pelo tratamento de irrigacdo, os valores diferem entre si, pois mostraram-
se superiores para 0s tratamentos com irrigacao durante o decorrer de todo experimento.

As bactérias do género Azospirillum promovem alteraces fisioldgicas na planta,
com destaque para o aumento no teor de clorofila nas folhas, que resultam em melhoria
dos parametros fotossintéticos das plantas (MORENO et al., 2019). Com o fornecimento
de &gua para planta durante todo o ciclo, a producdo de fotoassimilados e respiracdo
ocorre normalmente, assim como a assimilacdo de CO2, ndo havendo alteracdes na
condutancia estomética, o que pode ter ocorrido nas plantas que foram submetidas a
supressao hidrica.

O volume de raiz ndo se mostrou significativo quando comparado com inoculagédo
e sem inoculacdo, pelo teste F. Resultados diferentes foram observados por Hungria &
Nogueira (2022) que constataram incrementos significativos na massa, volume,
comprimento total e das raizes, no didmetro de raizes, no comprimento dos pelos
radiculares e no numero de bifurcacdes radiculares por planta inoculadas com
Azospirillum, evidenciando a promoc¢do do acesso aos nutrientes no solo e a eficiéncia
de absorcdo de nutrientes e agua.

As plantas apresentaram maiores resultados de volume de raiz para os tratamentos
com supressdo hidrica, independente da inoculacdo (Figura 11C). Jales et al. (2021)
tiveram resultados semelhantes, em que a restricdo hidrica promoveu aumento do
comprimento e area superficial de raiz em relacdo ao tratamento CC (capacidade de
campo). Ao serem submetidas a supresséo hidrica, pode ter ocorrido o direcionamento
de fotoassimilados para as raizes ou o crescimento delas em busca de nutrientes e

umidade.
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(C), Clordfila total (D) em solo irrigado e sem irrigagdo. Médias seguidas de mesma letra minuscula, ndo
diferem entre si pelo teste F da Anova

Fonte: Polliany Santos Xavier, 2024,

4.4. CONCLUSAO
Nas condicdes deste estudo, ndo se tem interacdo significativa entre Azospirillum

brasilense e doses de nitrogénio em plantas de milho.

A aplicacdo de 160 kg ha® de N proporcionou maiores resultados para altura de
planta, diametro de colmo, nimero total de folhas vivas e indice de clorofila total aos 20
DAE.

A aplicacdo de 120 kg ha™ de N possibilita maior resultado para altura da planta,
massa seca da raiz, volume de raiz e massa fresca de raiz aos 90 DAE.

O numero de folhas vivas, nimero de folhas totais, altura de plantas, clorofila total
e temperatura de folhas foi maior nos tratamentos sem supressdo hidrica, incluindo

também o volume de raizes, evidenciando estratégia da cultura do milho para superar o
déficit hidrico.
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5. CAPITULO Il

TRATAMENTO QUIMICO E BIOLOGICO NA GERMINACAO DE
SEMENTES DE MILHO

RESUMO

Além do uso de fertilizantes nitrogenados, para garantir boas produgdes, tem sido usado
inoculantes com bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), para maximizar o
crescimento das plantas. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
tratamento quimico de sementes e da inoculacdo de Azospirillum brasilense, Bacillus
subtilis, Bacillus amyloliquefaciens e Priestia aryabhattai na germinagéo de sementes de
milho AG 1051 em laboratdrio e em canteiro com areia. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado (DIC), em um esquema fatorial 2 x 5, sendo: 2 tratamentos
quimicos de sementes (com e sem). Para o tratamento sem produto quimico, as sementes
foram lavadas com &gua até completa retirada do produto; 5 inoculantes: B. subtilis, P.
aryabhattai, B. amyloliquefaciens, A. brasilense e controle, sem inoculacdo. Cada
tratamento foi composto por 200 sementes para cada experimento (laboratério e canteiro
com areia). Os dados foram tabulados e submetidos ao teste de normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk (5%) seguido de analise de variancia (ANOVA). A inoculacdo de sementes
de milho em laboratdrio com as bactérias A. brasilense e P. aryabhattai, juntamente com
o tratamento controle proporcionaram maior comprimento de parte aérea e de raiz. As
bactérias B. subtilis e P. aryabhattai associadas as sementes sem o tratamento quimico
proporcionaram maior massa seca de raizes. Para o teste de germinacao em canteiro com
areia, a inoculacdo com A. brasilense proporcionou a melhor taxa de germinagdo, maior
namero de folhas, maior volume de raizes e maior altura de plantulas de milho, nao
diferindo estatisticamente do controle para todas essas variaveis e de P. aryabhattai para
as variaveis altura de plantulas e nimero de folhas. A inoculacdo de A. brasilense em
sementes tratadas com fungicidas e inseticidas proporcionou maior massa seca de raiz,
sendo associado ao maior volume de raizes encontrado. Conclui-se que as bactérias A.
brasilense, B. subtilis e P. aryabhattai promovem incrementos significativos para a
germinacao e crescimento inicial de plantulas de milho.

PALAVRAS-CHAVE: Azospirillum, Bacillus, bioinsumos, fungicidas, inoculagéo,
sementes.
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Chemical and biological treatment in the corn seed germination

ABSTRACT

Inoculants with bacteria promoting plant growth (BPG) have been used to maximize the
plant growth in addition to using nitrogen fertilizers to ensure good yield. Therefore, this
paper aimed to evaluate the effect of chemical seed treatment and inoculation of
Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, and Priestia
aryabhattai on the germination of AG 1051 corn seeds in the laboratory and in a seedbed
with sand. The experimental design was completely randomized (CRD) in a 2x5 factorial
scheme. Two chemical seed treatments were applied (with and without) for the treatment
without chemicals and the seeds having been washed with water until the product is
completely removed; five inoculants, B. subtilis, P. aryabhattai, B. amyloliquefaciens, A.
brasilense, and control without inoculation were applied. Each treatment consisted of two
hundred seeds for each experiment (laboratory and seedbed with sand). The data were
tabulated and subjected to normality testing by the Shapiro-Wilk test (5%) and followed
by analysis of variance (ANOVA). The corn seed inoculation in the laboratory with the
A. brasilense and P. aryabhattai bacteria together with the control treatment provided
greater length of aerial and root parts. The B. subtilis and P. aryabhattai bacteria
associated with seeds without chemical treatment provided greater root dry mass.
Inoculation with A. brasilense provided the best germination rate, highest number of
leaves, highest root volume, and highest height of corn seedlings in the germination test
in a seedbed with sand, not differing statistically from the control and with P. aryabhattai
inoculation for the seedling height and number of leaves variables. The A. brasilense
inoculation in seeds treated with fungicides and insecticides provided greater root dry
mass, being associated with the greater root volume found. It is concluded that the A.
brasilense, B. subtilis, and P. aryabhattai bacteria promote significant increases in
germination and initial growth of corn seedlings.

KEYWORDS: Azospirillum. Bacillus. Bioinputs. Fungicides. Inoculation. Seeds.

5.1.INTRODUCAO

O milho (Zea mays) é o segundo grdo mais produzido no Brasil, tornando esse
pais o terceiro maior produtor mundial, atras apenas de Estados Unidos e China (Conab,
2024). No estado de Goias, a cultivar AG 1051 ¢ bastante utilizada para o consumo de
milho verde e para o preparo de varios derivados do milho, principalmente a pamonha.
O milho se destaca como um dos principais graos de cereais cultivados em todo o mundo,
presente na dieta béasica de povos da América Latina, Asia e Africa (Cardoso et al.,
2021).
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Além do uso de fertilizantes nitrogenados, para garantir boas producées, tem sido
usado inoculantes com bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), para
maximizar o crescimento das plantas e reduzir custos (Hungria; Nogueira, 2022).

Para obter ganhos em produtividade na cultura do milho, um aliado a
biotecnologia ¢ o emprego de produtos bioldgicos (Barros, 2024). O Azospirillum
brasilense é uma bactéria de comportamento endofitico facultativo, que pode colonizar
tanto a rizosfera quanto regides internas das plantas, promovendo, o crescimento vegetal,
devido aos estimulos e a producdo de hormdnios como auxinas e giberelinas (Rampim,
et al. 2020). Efeitos da inoculagdo com Azospirillum em parametros radiculares,
incluindo comprimento de raizes, atribuidos & sintese de fitormdnios como auxinas,
citocininas e giberelinas, trazem beneficios a absorcdo de agua e nutrientes (Hungria &
Nogueira, 2022).

O Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefaciens promovem o crescimento
vegetal pelos mecanismos diretos que aumentam a fixacdo de nitrogénio, tornam 0s
nutrientes mais disponiveis, produzem fitorménios e aprimoram as propriedades do solo
(Barros, 2024). A bactéria Priestia aryabhattai (inicialmente classificada como Bacillus
aryabhattai) é considerada, por alguns autores, sinénimo heterotipico posterior de
Bacillus megaterium (Priestia megaterium), uma vez que essas espécies compartilham
caracteristicas morfoldgicas semelhantes (Rocha, 2022). Essa bactéria € um excelente
bioinoculante, uma vez que pode induzir resisténcia de espécies vegetais a estresses
abidticos, como a seca (May et al., 2019).

No entanto, existem poucas informacdes a respeito dos efeitos decorrentes da
compatibilidade do tratamento das sementes com pesticidas e da inoculacdo com
bactérias promotoras de crescimento, uma vez que o uso exagerado de fungicidas no
tratamento de sementes pode comprometer o efeito da inoculacdo, desde a germinacéo
das sementes até a producdo (Hungria & Nogueira, 2022).

Sendo assim, este estudo objetivou avaliar o tratamento de sementes e da
inoculacdo com A. brasilense, B. subtilis, B. amyloliquefaciens e P. aryabhattai na

germinacdo de sementes de milho.

5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1.Caracterizacdo da area experimental

52



O experimento foi realizado em trés fases. A primeira foi desenvolvida no
Laboratério de Interacfes microbianas e Biotecnologia (LIMBIo), do Instituto Federal
Goiano - Campus Ceres, onde foi realizado o preparo das amostras e inoculacdo das
sementes de milho com as bactérias.

Em cultivo protegido, a segunda fase foi realizada na éarea experimental do
Instituto Federal Goiano - Campus Ceres, localizado nas coordenadas geograficas
15°21°3” S, 49°35°55” O, na cidade de Ceres - GO. O clima do local, segundo o Sistema
Internacional de Koppen, é do tipo Tropical (Aw) gquente e semilmido, apresentando
regime pluvial bem definido, com periodo de chuvas entre outubro-marco e estacéo seca
de abril-setembro.

A casa de vegetacdo utilizada apresenta cobertura de polietileno de baixa
densidade, transparente, em formato tipo arco, com 7 m de largura e 20 m de
comprimento. As paredes laterais e frontais sdo confeccionadas com telas antiafideos
fixas. O solo € de chdo batido, mas os canteiros com areia ficam cercados por muretas
de cimento.

A terceira fase foi realizada no Laboratério de Analises de Sementes (LAS) da
mesma Instituicéo, localizada nas coordenadas -15,349877, -49,597613. O germinador
utilizado foi uma camara vertical, tipo B.O.D., contendo 10 prateleiras removiveis de
arame, controle de temperatura, circulador de ar, por meio de ventoinha continua e
difusor vertical, com agua na cuba superior e inferior, sem iluminacdo. Durante a
realizacdo do experimento, todas as prateleiras do germinador foram ocupadas pelos
sacos plasticos dispostos na posi¢do horizontal.

5.2.2. Material biolégico

As sementes de milho da cultivar AG 1051, utilizadas neste trabalho, foram
adquiridas comercialmente da empresa Agroceres, ja tratadas com os ingredientes ativos:
Fludioxonil 2,5% (Fungicida) + Metafaxil-M 2,0% (Fungicida) + Tiabendazol 15%
(Inseticida) + Deltametrina 2,5% (Inseticida) + Pirimifos — Metilico 50% (Inseticida) +
Polioxietileno Alquil Fenol Eter 20% (Espalhante adesivo).

Os inoculantes comerciais utilizados foram: Bio Raiz Pro (SoluBio) composto
por Bacillus subtilis (Estirpe UVF S1) 1x108 UFC/mL; BioHidric (SoluBio) formulado
com Priestia aryabhattai (syn. B. aryabhattai) a 1x10® UFC/mL; SoluStrong (SoluBio)
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composto por Bacillus amyloliquefaciens a 1x108 UFC/mL; NoduGram L (Nodusoja)
formulado com Azospirillum brasilense a 2 x 10® UFC/mL.

5.2.3. Inoculagio de sementes de milho

Para a inoculagdo, utilizou-se 200 sementes para cada tratamento, que recebeu
25 mL de inoculante comercial, exceto o tratamento controle que recebeu o mesmo
volume de caldo nutriente estéril (Kasvi®). Para isso, as sementes foram acondicionadas
em sacos pléasticos, onde foram microbiolizadas com os inoculantes por 30 minutos, em
temperatura ambiente (Figura 1). Apos esse periodo, as sementes foram dispostas em
placas de Petri, dentro do fluxo laminar para secarem e, entdo, foram semeadas em

canteiro com substrato areia.

Figura 1. (A) Microbiolizacdo de sementes de milho com B. amyloliquefaciens; (B) Sementes de milho
microbiolizadas dentro de fluxo laminar
Fonte: Polliany Santos Xavier, 2024.

5.2.4. Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), dispostos em
um esquema fatorial de 2 x 5, sendo: 2 tratamentos quimicos de sementes (com e sem),
para 0 tratamento sem produto quimico; as sementes foram lavadas com agua até
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completa retirada do produto; 5 inoculantes: Bacillus subtilis, Priestia aryabhattai,
Bacillus amyloliquefaciens, Azospirillum brasilense e controle, sem inoculagdo. Cada
tratamento foi composto por 200 sementes e com 4 repeticoes.

Foram realizados dois experimentos, em locais distintos. O primeiro foi realizado
no Laboratdrio de Sementes (LAS), com teste de germinacéo feito em papel Germitest,
dentro da camara de germinagédo, conforme descrito a seguir; o outro, realizado em
canteiro com areia em casa de vegetacdo: T1 — Sementes ndo tratadas + Azospirillum
brasilense; T2 — Sementes tratadas + Azospirillum brasilense; T3 — Sementes nédo
tratadas + Bacillus subtilis; T4 — Sementes tratadas + Bacillus subtilis; TS5 — Sementes
ndo tratadas + Bacillus amyloliquefaciens; T6 — Sementes tratadas + Bacillus
amyloliquefaciens; T7 — Sementes ndo tratadas + Priestia aryabhattai; T8 — Sementes
tratadas + Priestia aryabhattai; T9 — Sementes ndo tratadas + sem inoculacgéo (controle)

e T10 — Sementes tratadas + sem inoculagéo (controle).

5.2.5.Experimento em Laboratoério

O teste de germinacéo foi realizado dispondo as sementes em papel Germitest
umedecido com agua destilada estéril somente na semeadura, em volume equivalente a
2,5 vezes da sua massa. Para cada rolo confeccionado, foram utilizadas trés folhas de
papel Germitest, duas folhas na base e uma folha de papel de cobertura, posteriormente
enroladas e colocadas em sacos plasticos. Esses sacos foram acondicionados em camara
germinadora do tipo B.O.D., regulado para manter temperatura constante de 25+2 °C,
sem iluminacdo. O teste foi realizado de acordo com critérios estabelecidos por Brasil
(2009).

A avaliagdo da germinacéo foi realizada no sétimo dia ap0s a instalagdo do teste
(Brasil, 2009), bem como avaliou-se o crescimento de plantulas somente em pléantulas
normais, eliminando as anormais e as sementes mortas, mensurando o comprimento de
raiz (CR), comprimento de parte aérea (CPA), utilizando régua graduada, volume de raiz
(VR), utilizando proveta graduada e massa seca de raiz (MSR).

Em seguida, as raizes foram acondicionadas em sacos de papel e levadas para
secar em estufa com circulacdo forcada de ar, a temperatura de 105°C, até atingir peso
constante, por aproximadamente 18 horas. Na sequéncia, foi pesado o material em

balanca digital de precisdo e obteve-se a massa seca de raiz (MSR). As avaliagcdes foram
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realizadas utilizando 10% da quantidade total das sementes por tratamento, ou seja,

foram avaliadas 20 plantulas, exceto para a germinacao.

5.2.6. Experimento em canteiro com areia

A avaliacdo da emergéncia de plantulas de milho foi feita em canteiros com a
utilizacao de substrato areia. As plantulas foram contadas como normais aos sete dias
apos a semeadura (Bono et al., 2008). Os canteiros tinham cerca de 1 metro de largura e
10 metros de comprimento.

A semeadura foi realizada manualmente a cerca de 3 cm de profundidade. Logo
depois, as sementes foram cobertas com uma camada bem fina de areia e irrigadas por
asperséo.

Sete dias apds a semeadura (DAS), foram realizadas as avaliacbes da emergéncia,
numero de folhas, altura de plantulas, comprimento de raiz, volume de raiz, massa seca
daraiz e massa seca de parte aérea. As avaliacfes foram realizadas utilizando-se 10% da
quantidade total de sementes por tratamento, isto €, foram avaliadas 20 plantulas, exceto
para a germinacéo (Brasil, 2009).

Para estimar a altura de plantulas e comprimento de raiz, utilizou-se uma régua
graduada. Para estimar o volume radicular, as raizes foram cortadas e imersas em agua
numa proveta graduada (Rossiello et al., 1995). Raizes e parte aérea foram submetidas a
desidratacdo em estufas com circulacdo forcada de ar, a 105 °C, até atingir peso

constante, para determinacdo da massa de matéria seca de raiz e parte aérea.

5.2.7.Analise estatistica

Os dados foram tabulados e submetidos ao teste de normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk (5%). Em seguida, foi utilizado o teste de Andlise de Variancia (ANOVA)
e, quando necessario, o teste de comparagdo multipla Tukey. Foi considerada diferenca
significativa entre os tratamentos P<0,05. Todas as analises foram realizadas pelos
softwares R e R Studio, versdo 4.4.0 (R Core Team, 2024).

5.3.RESULTADOS E DISCUSSAO ,
5.3.1. TESTE DE GERMINAGAO EM LABORATORIO
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Constatou-se diferenca significativa a 5% de probabilidade em quase todas as
variaveis analisadas no experimento. Quando foram comparadas as espécies bacterianas
usadas para inocular as sementes de milho com sementes nao tratadas e tratadas, nao

houve interacao significativa (Tabela 1), exceto para a varidvel massa seca da raiz.

Tabela 1. Germinacgdo (G), Plantas normais (PN), Sementes mortas (SM), Comprimento da parte aérea
(CPA), Comprimento da raiz (CR), Volume de Raiz (VR) de plantulas de milho inoculadas com diferentes
bactérias e controle.

) G SM CPA CR VR
Bactérias
% % Cm cm cm?
Controle 72 a 28d 7,11b 7,22 a 0,35a
A. Dbrasilense 67 ab 33d 115a 10,13 a 0,35a
B. subtilis 32,2¢C 67,75 b 489b 3,08b 0,26 a
B.
) _ 95d 90,5a 538D 3,64b 0,11b
amyloliquefaciens
P. aryabhattai 58 b 4225¢c 11,35a 9,76 a 0,35a
CV (%) 13,42 11,72 22,15 33,32 24,64

* Valores seguidos da mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade.

Pdde-se observar que a germinacdo apresentou diferenca significativa, sendo: no
tratamento controle, 0 maior resultado; no tratamento com B. amyloliquefaciens, o que
apresentou menor germinacdo (Tabela 1). O tratamento com A. brasilense ndo se
diferenciou estatisticamente do tratamento controle, obtendo a segunda maior
germinacdo de sementes.

De acordo com Rampim et al. (2020) e Santos et al. (2014), a interferéncia de
bactérias diazotroficas pode elevar o acumulo de solutos organicos, alterando equilibrio
osmotico e alterando processos como germinacado, pela embebicdo das sementes. Essa
alteracdo pode interferir de forma positiva ou negativa na germinacao, dependendo dos
niveis de acimulo de solutos e concentracdo de hormonios na semente.

Os resultados deste trabalho corroboram aos de Fipke et al. (2019), em que uma
das estratégias que pode ser aplicada na cultura do milheto, visando o melhor
desempenho de plantulas, é a utilizacdo de Azospirillum brasilense, rizobactéria
promotora de crescimento vegetal (RPCV) recomendada para uso em gramineas.

A quantidade de sementes mortas (SM) foi observada em menor nimero para o
tratamento controle e o A. brasilense; o maior nimero de SM foi observado no
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tratamento com B. amyloliquefaciens, influenciando negativamente a germinacdo de
sementes de milho nessas condigdes.

As bactérias A. brasilense e P. aryabhattai proporcionaram maior comprimento
da parte aérea (CPA) para plantulas de milho, diferenciando-se dos demais tratamentos.
Observou-se também maior CR para os tratamentos controle, A. brasilense e P.
aryabhattai, com destaque para o tratamento com A. brasilense com maior CR (10,13
cm).

Lizagarra-Sanchez et al. (2015) observaram que Bacillus sp. B25 promoveu o
crescimento de plantas de milho em 30%. Lin et al (2019) observaram que B. subtilis
IN-937a, Bacillus safenis SE-52, Bacillus altitudinis INR-7, Lysinibacillus xylanilytics
SE-56 e Paenibacillus peoriae E-681 promoveram acréscimo de 30% da producédo de
biomassa em plantulas de milho com a utilizacdo de metade da adubacdo nitrogenada
recomendada para a cultura.

Para a variavel volume de raiz (VR), ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos com as bactérias A. brasilense, controle, B. subtilis e P. aryabhattai. O
menor VR foi verificado no tratamento com a bactéria B. amyloliquefaciens (0,11 cm?®)
(Tabela 1).

Tabela 2. Germinacdo (G), Plantas normais (PN), Sementes mortas (SM) de sementes de milho com e
sem tratamento de inseticidas e fungicidas

G SM
Tratamentos
(%) (%)
Sementes nao
50,7 a 493D

tratadas

Tratadas 448 b 55,20 a

CV (%) 13,42 11,72

* Valores seguidos da mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade.

A germinagéo foi maior nas sementes de milho ndo tratadas com inseticidas e
fungicidas, a 5% de probabilidade. As sementes de milho tratadas apresentaram maior
nimero de sementes mortas. Esses resultados podem indicar que o processo de lavagem
da semente pode ter proporcionado maior umidade e condi¢bes mais favoraveis para a

germinacéo do embrido. Santos et al. (2020) citam que 0 uso de pesticidas no tratamento
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de sementes pode afetar a sobrevivéncia de bactérias utilizadas como inoculantes e o
crescimento vegetal.

Foi observada interacdo significativa entre a inoculacdo das sementes com 0s
inoculantes e sementes tratadas e ndo tratadas com produtos quimicos, para a variavel
massa seca de raiz (Tabela 3). Houve diferenca significativa a 5% de probabilidade para
as bactérias B. subtilis e P. aryabhattai, que apresentaram resultados significativamente
superior para MSR, quando ndo tratadas com produtos quimicos. Quando as sementes
eram tratadas quimicamente, notou-se maior MSR para a inoculacdo com B. subtilis,

seguida por P. aryabhattai e A. brasiliense, a 5% de significancia.

Tabela 3. Massa seca de Raiz (MSR) em gramas de plantulas de milho inoculadas com diferentes bactérias,
tratadas e ndo tratadas com fungicida e inseticidas

Bactérias Sementes néo tratadas Sementes Tratadas
Controle 0,031 dB 0,053 cA
A. brasilense 0,073 bB 0,092 bA
B. subtilis 0,102 aB 0,113 aA
B. amyloliquefaciens 0,057 cA 0,052 cB
P. aryabhattai 0,100 aA 0,089 bB
CV (%) 3,91

Médias seguidas pelas mesmas letras, mindsculas nas colunas, comparando os tratamentos de inoculagéo e
médias seguidas pelas mesmas letras, maitsculas nas linhas, comparando a utilizagdo de produtos quimicos
ou ndo, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.

Santos et al. (2017) apontam que B. aryabhattai € um micro-organismo benéfico
capaz de incrementar a biomassa radicular na cultura do milho e em genoétipos de cana
de acucar. Segundo Vieira (2017), as bactérias promotoras de crescimento de plantas
podem contribuir para o desenvolvimento do vegetal tanto pela fixacdo de N2, quanto
pelo aumento da solubilizacdo de fosfato, controle de fitopatdgenos e producéo de
fitormobnios que promovem o desenvolvimento e crescimento da raiz, principalmente a
auxina, aumentando a absorcdo de agua e de nutrientes, consequentemente, a planta
passa a ter maior resisténcia em situacdes de estresse como deficiéncia hidrica.

Guerra et al. (2024) observaram que B. subtilis via semente + uma aplicacdo via
solo em milho aos 90 DAE se sobressaiu para variavel MSR, quando comparado aos

demais tratamentos testados, proporcionando maior incremento de massa seca de raiz.
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Segundo Machado et al. (2020), ao realizar aplicagao de B. subtilis em plantas de milho
houve aumento significativo no crescimento do sistema radicular e no acimulo e parti¢do
de biomassa. Podendo atribuir que esse incremento se deve a producdo de alguns
hormdnios por parte dessas bacteérias, tais como o acido indolacético (AlA), responsavel
pela regulacdo do crescimento e desenvolvimento das plantas e indolbutirico (AIB),

responsavel por estimular formacao de raizes secundarias.

5.3.2.EXPERIMENTO EM CANTEIRO COM AREIA

Constatou-se diferenca significativa a 5% de probabilidade em todas as variaveis
analisadas no experimento em canteiro com areia, quando comparadas as bactérias na
inoculacdo de sementes de milho, ndo havendo interacdo entre inoculacéo e tratamento

quimico de sementes, exceto para a varidvel massa seca da raiz (Tabela 4).

Tabela 4. Germinagdo (G), Altura de plantula (AP), Namero de Folhas (NF), Massa seca de Folha (MSF),
Comprimento da raiz (CR) e Volume de Raiz (VR) de plantulas de milho inoculadas com diferentes
bactérias e controle

) G AP NF MSF CR VR
Bactérias
% cm g cm cm?
76,50 1,62 0,64
Controle 257 a 0,18 b 18,63 a
ab a ab
1,67
A. brasilense 79,75 a 2,68 a 0,21a 1897a 0,83a
a
. 1,15 0,47
B. subtilis 310c 1,96 bc 0,14 c 16,07 a
b bc
B. 1,15
) ) 16,0 c 1,62 ¢ 0,15¢ 16,31a 0,37c
amyloliquefaciens b
) 1,47 0,55
P. aryabhattai 59,25b 2,34 ab 0,19b 18,17 a o
a C
CV (%) 25,71 14,84 15,43 5,59 11,46 27,33

* Valores seguidos da mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade.

Para a varidvel germinagdo de sementes, os maiores resultados foram nos

tratamentos controle e A. brasilense. Apresentando maior AP e maior NF, os tratamentos
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controle, A. brasilense e P. aryabhattai, foram estatisticamente iguais. Ja para MSF, o
tratamento com A. brasilense foi estatisticamente superior (0,21 g) a todos os demais
tratamentos. A inoculacdo com A. brasilense e tratamento controle proporcionaram
maiores VR, apresentando maior valor o tratamento A. brasilense com 0,83 cm?®. N&o
houve diferenca estatistica entre as bactérias para varidvel CR.

Porto et al. (2020) constataram aumento de 15,3% e 3% no comprimento de raiz
e altura de plantas aos 8 e 30 DAS, respectivamente, com a inoculacéo de A. brasilense
em sementes de milho, quando comparados ao tratamento controle.

Tonin (2019), ao avaliar a inoculacdo isolada de A. brasilense na cultura do
milho, ndo obteve influéncia no incremento para as varidveis germinagdo de sementes,
comprimento de raiz e de parte aérea, diferenciando com os resultados obtidos neste
trabalho.

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 a producéo de AIA
(&cido indol-3-acético), interferindo diretamente no aumento do sistema radicular
(Moreira et al. 2010).

Pode-se notar diferenca significativa entre as sementes tratadas quimicamente ou
ndo, quando se avaliou CR e MSF (Tabela 5), podendo-se destacar maior CR e MSF, de

18,56 cm e 0,18 g, respectivamente, para as sementes tratadas.

Tabela 5. Comprimento da raiz (CR), e Massa seca de Folha (MSF) de sementes de milho com e sem
tratamento de inseticidas e fungicidas

CR MSF
Tratamentos
Cm g
Nao tratado 16,70 b 0,17b
Tratado 18,56 a 0,18 a
CV (%) 11,46 5,59

Valores seguidos da mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade.

Dartora et al. (2013) concluiram que o tratamento de sementes com fungicidas-
inseticidas ndo prejudica o desenvolvimento inicial das plantulas de milho e trigo e é
compativel com a inoculacdo de estirpes de A. brasilense. Isso corrobora os resultados

obtidos nas condigdes deste trabalho.
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Munareto et al. (2018), ao avaliarem a compatibilidade de A. brasilense com
fungicida, na cultura de trigo, verificaram que o comprimento da raiz diminuiu quando
as sementes foram tratadas com fungicida (Difenoconazole — 150 mL por 100 kg de
sementes).

Houve diferenca entre A. brasilense e as sementes tratadas com fungicidas e
inseticidas, sendo que essa bactéria foi responséavel pela maior MSR (Tabela 6). Isso
demonstra que o tratamento de sementes de milho com inseticidas e fungicidas ndo

prejudica a bactéria A. brasilense quando inoculada.

Tabela 6. Massa seca de Raiz (MSR) de plantulas de milho inoculadas com diferentes bactérias, lavadas e
tratadas com fungicida e inseticidas.

Bactérias N&o tratado Tratado

Controle 0,23 bA 0,23 cA

A. brasilense 0,32 aB 0,35aA

B. subtilis 0,18 cA 0,18 dA

B. amyloliquefaciens 0,15dB 0,19 dA

P. aryabhattai 0,23 bB 0,25 bA
CV (%) 4,17

Os dados séo apresentados pelo desdobramento da interacdo significativa entre inoculante e sementes
tratadas ou ndo com fungicidas e inseticidas da ANOVA a 5% de probabilidade. Médias seguidas pelas
mesmas letras, mindsculas nas colunas, comparando os tratamentos de inoculacdo, e médias seguidas pelas
mesmas letras, mailsculas nas linhas, comparando a utilizacdo de fungicida ou ndo, ndo diferem entre si
pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.

Resultados semelhantes aos de Camargo et al. (2022), quando citam que a bactéria
A. brasilense proporciona acréscimo de matéria seca e acimulo de N nas plantas e nos
grdos. Destaca-se que esse resultado foi observado também para o teste de germinacgéo
em laboratorio.

Dartora et al. (2013), em relacdo as sementes tratadas para a varidvel massa seca
das raizes, observaram que ambas as estirpes estudadas de A. brasilense foram
compativeis com os agrotoxicos. Os autores também relataram que sementes inoculadas
com as estirpes Ab-V5 e IC26 e tratadas com os produtos quimicos tiveram maior
acumulo de matéria seca de raizes.

Esse resultado é muito importante, pois sabe-se que o maior acimulo de massa

seca pode ser reflexo de uma raiz com grande capacidade de absorver sais minerais que
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serdo translocados para as demais estruturas da planta (Cavalcante, 2022).

Tal acréscimo de MSR (Tabela 6) em plantulas inoculadas com A. brasilense
corroboram aos de Cassan et al. (2020), quando relatam que as raizes sao as principais
estruturas modificadas pelo Azospirillum, pois a sintese de AlA pelas bactérias promove
maior desenvolvimento de raizes laterais, adventicias e dos pelos radiculares que, por
consequéncia, aumenta a capacidade de absor¢do de &gua e nutrientes pelas plantas
(Costa et al., 2015).

Porto et al. (2020) também relatam sobre a sintese de AIA, promovida por
Azospirillum, podendo proporcionar aumento do sistema radicular, que explorara maior
area do solo, favorecendo a absorcdo de &gua e nutrientes, ajudando no bom

desenvolvimento vegetal e refletindo positivamente rendimento de graos.

5.4.CONCLUSAO

No experimento de germinacdo de sementes de milho em laboratério, as bactérias
A. brasilense e P. aryabhattai, juntamente com o tratamento controle ndo inoculado,
proporcionam maior comprimento de parte aérea e de raiz em plantulas de milho.

As bactérias B. subtilis e P. aryabhattai, associadas as sementes sem o tratamento
quimico, proporcionam maior massa seca de raizes. Quando em associacao, as sementes
tratadas quimicamente, a inoculacdo de B. subtilis também proporciona maior massa
seca de raiz.

Para o teste de germinacdo em canteiro com areia, a inoculagdo com A. brasilense
proporcionou maior germinacdo, maior nimero de folhas, maior volume de raizes e
maior altura de plantulas de milho e massa seca foliar e de P. aryabhattai para as
variaveis altura de plantulas e niamero de folhas. Notou-se maior comprimento de raiz,
massa seca de folhas e massa seca de raiz para as sementes tratadas com fungicidas e

inseticidas, inoculadas com A. brasilense.
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