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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o desenvolvimento inicial de plantas de milho e
a atividade das enzimas urease e fosfatase, no solo cultivado com esta cultura, em resposta ao
efeito residual da inoculacdo com Azospirillum brasilense e da aplicacdo de doses de
nitrogénio. O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Instituto de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) — MG, nos meses de maio e junho de
2011. O delineamento estatistico adotado foi o de blocos ao acaso com os tratamentos
distribuidos em esquema fatorial 3 x 3, com cinco repeticdes e parcelas formadas por dois
vasos com uma planta de milho cada. O primeiro fator correspondeu ao residual de doses de
nitrogénio (0, 100 e 200 kg ha™') aplicadas em ensaio anterior, € o segundo, a dose do
inoculante liquido a base de Azospirillum (0, 100 e 200 mL ha™) utilizado na inoculagio via
sementes do hibrido anteriormente. Para avaliacdo do desenvolvimento das plantas de milho
foram analisadas, 40 dias apds a semeadura, as seguintes caracteristicas: altura da planta (cm),
diametro de caule (mm), volume de raiz (mL) e massas de matéria fresca e seca da parte aérea
e do sistema radicular (g). Também foram avaliados teores de fésforo (g kg™), nitrogénio (g
kg'l), e clorofila nas plantas (ICF) e atividade das enzimas urease (ug NHy" g'1 solosecoh™) e
fosfatase (ug PNP g solo seco h™) no solo. A utilizacio de Azospirillum brasilense em
cultivo anterior ndo influencia o desenvolvimento vegetativo de plantas de milho na
semeadura subsequente, tampouco a atividade das enzimas urease e fosfatase. Por sua vez, o
residual da aplicacdo de fertilizante nitrogenado afeta o desenvolvimento vegetativo das
plantas, os teores de clorofila e de nitrogénio.

Palavras-chave: Zea mays L., bactéria diazotréfica, doses de nitrogénio, atividade

enzimatica.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the initial development of maize plants and the activity of urease
and phosphatase enzymes, in soil previously cultivated with this crop, in response to the
residual effect of inoculation with Azospirillum brasilense and the application of nitrogen.
The trial was conducted at the Federal University of Uberlandia’s greenhouse in May and
June, 2011. A randomized block design was set up in a 3 x 3 factorial arrangement, with five
replicates in experimental plots consisting of two pots with one maize plant each. The first
factor corresponded to residual nitrogen rates (0, 100 and 200 kg ha™) applied in a previous
trial, and the second factor, to the Azospirillum inoculant (0, 100 and 200 mL ha'l) used
earlier in seeds inoculation. Plant height (cm), stem diameter (mm), root volume (mL) and
fresh and dry weights of the aerial part and the root system (g) were analyzed 40 days after
sowing. It was also evaluated levels of phosphorus (g kg™), nitrogen (g kg™'), and chlorophyll
in plants (ICF) and the enzymes urease (ug NH," g'1 dry soil h™") and phosphatase (ug PNP g'1
dry soil h™) in the soil. The use of Azospirillum brasilense in a previous crop does not
influence the vegetative growth of maize plants, neither the activity of the enzymes urease and
phosphatase. The residual nitrogen fertilizer application affects the plant development,
besides the content of chlorophyll and nitrogen in the plant.

Key words: Zea mays L., diazotrophs, nitrogen rates, enzymatic activity.
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1 INTRODUCAO

Dentre os nutrientes essenciais para o desenvolvimento das plantas, o nitrogénio (N)
deve ser destacado, em virtude do seu preco elevado e seu requerimento em maiores
quantidades pela maioria das culturas, sobretudo o milho (CRUZ et al., 2005). Uma vez que a
maioria dos solos das regides tropicais apresenta deficiéncia de N, adubacdes nitrogenadas se
fazem necessdrias para suprir a demanda pela cultura garantindo 6timas produgdes (SOUZA,
2006). No entanto, de maneira geral, as espécies cultivadas sdo capazes de aproveitar somente
cerca de 50% do fertilizante nitrogenado aplicado, enquanto o restante é perdido no sistema
solo-planta por lixiviacdo, volatilizac@o e denitrificacdo (SAIKIA; JAIN, 2007).

Estudos tém demonstrado que existem interagdes entre o N e bactérias diazotréficas na
assimilacdo e utilizacdo desse nutriente (REIS JUNIOR et al., 2008). Neste sentido, seu uso
associado a cultura do milho representa um grande potencial para reduzir a dependéncia de
fertilizantes nitrogenados sintéticos e, consequentemente, a polui¢ao ambiental e os custos de
producdo da lavoura.

Dentre os micro-organismos fixadores de nitrogénio encontrados em associacdes com
o milho, destacam-se as espécies do género Azospirillum. Estas bactérias apresentam ampla
distribuicao nos solos tropicais e subtropicais. Porém, pouco se sabe sobre sua sobrevivéncia
nesses solos na auséncia da planta hospedeira.

Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o desenvolvimento inicial de
plantas de milho e a atividade das enzimas urease e fosfatase, no solo previamente cultivado
com esta cultura, em resposta ao efeito residual da inoculagdo com Azospirillum brasilense e

da aplicacdo de doses de nitrogénio.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Adubacao nitrogenada na cultura do milho

O nitrogénio é um macronutriente de conhecida importancia quanto as suas fungdes no
metabolismo das plantas, sendo constituinte de proteinas, coenzimas, 4cidos nucleicos,
citocromos, clorofila etc. (MIFLIN et al., 1976; HARPER, 1994). Em decorréncia disto, seu
balan¢o tem influéncia direta na formacao de raizes, fotossintese, taxa de crescimento entre
folhas e raizes e a producdo e transporte de fotoassimilados, sendo o crescimento foliar
primordialmente afetado (RYLE et al., 1979; TAIZ ; ZEIGER, 2004).

As formas de nitrogénio prontamente assimildveis pelas plantas sdo o nitrato e o
amoOnio. A entrada de nitrato (NO3") e de amonio (NH4") através da plasmalema das células da
epiderme e do cértex da raiz ocorre por meio de alguns transportadores especificos para essas
formas de nitrogénio (LARSSON; INGEMARSSON, 1989).

O nitrogénio € um dos nutrientes que proporcionam os resultados mais incriveis no
aumento da producdo de graos na cultura do milho, pois € de suma importancia no
metabolismo celular (BULL, 1993). Cerca de 20 kg ha™' de nitrogénio sdo necessdrio para
cada tonelada de graos produzida (FANCELLI, 2000). Todavia, ocorre deficiéncia desse
nutriente na maioria dos solos tropicais, 0 que torna necessdria a adubacdo nitrogenada
visando suprir a demanda pela cultura, permitindo 6timas produgdes (SOUZA, 2006). Vale
salientar que a adubacdo nitrogenada, de maneira geral, tem apresentado baixo rendimento,
caracterizando um grande problema ambiental e econdmico para os produtores.

Sabe-se que cerca de 50% de todo fertilizante nitrogenado aplicado é perdido no
sistema solo-planta. Ocorrem perdas por volatilizacdo de amonia, denitrifica¢do, escorrimento
superficial, lixiviacdo e imobiliza¢do microbiana (SAIKIA; JAIN, 2007).

Por sua vez, a maximiza¢do no uso do adubo nitrogenado pode ser feita através de
algumas préticas de manejo, como localizacdo do fertilizante nas dreas mais ativas do sistema
radicular e sua aplicagcdo no estddio fenoldgico da cultura de maior demanda pelo nutriente,
aliado a condi¢des adequadas de regime hidrico (OLSON; KURTZ, 1982).

Segundo Pottker e Wietholter (2004), citado por Sousa et al. (2011), a época de
aplicacdo de nitrogénio na cultura do milho pode variar, mas, de maneira geral, ¢ comumente
feita parcelando-se o nitrogénio na semeadura e o restante em cobertura, quando as plantas

estdo com quatro a oito folhas (V4 a Vg). E recomendado o emprego de 30 kg de N ha™ no
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momento da semeadura e o restante em cobertura (CANTARELLA; DUARTE, 1995; SA et
al., 1995).

Alguns estudos apontam que a maxima absorc¢do de nitrogénio pela cultura do milho
acontece no periodo entre 40 e 60 dias apds a germinacdo, embora este nutriente seja
absorvido durante todo o ciclo (FRANCA et al., 1994). O potencial produtivo da planta de
milho € definido entre os estddios vegetativos V4 e V¢ (quatro a seis folhas completamente
desenvolvidas), necessitando nessa €poca de um aporte adequado de N, pois a deficiéncia
desse nutriente neste periodo reduz o nimero de 6évulos nos primérdios da espiga, causando
grandes perdas de produtividade (FANCELLI; DOURADO NETO, 2000).

Existem muitas fontes diferentes de nitrogénio de uso agricola e, dentre os adubos
nitrogenados mais utilizados, estdo a ureia e o sulfato de amo6nio. Embora a ureia seja uma
alternativa economicamente vidvel para os produtores rurais, suas perdas quando aplicada na
superficie do solo em fun¢do da volatilizacdo de NH3 s@ao bem acentuadas. Por outro lado, o
sulfato de amdnio mesmo tendo um custo maior, propicia perdas minimas de NH3; quando o
pH do solo estd abaixo de sete. No entanto, este fertilizante, teoricamente, pode ter seu efeito

comprometido devido a lixiviacdo de nitratos (CANTARELLA, 2007 apud SOUSA, 2011).

2.2 O género Azospirillum

Os altos custos dos adubos nitrogenados, seu baixo rendimento e a dependéncia de
cerca de 70% da ureia utilizada na agricultura do comércio exterior (BONIFACIO; SOUSA,
2007) torna clara a necessidade de se buscar alternativas para a obtencdo do nitrogénio
demandado pelas plantas.

Deste modo, as bactérias promotoras do crescimento de plantas podem ser uma
alternativa na busca pela sustentabilidade, pois, auxiliam no crescimento das plantas de
diversas maneiras, sendo as mais relevantes: a capacidade de fixac¢do bioldgica de nitrogénio
(bactérias diazotroficas), aumento na atividade da redutase do nitrato quando crescem
endofiticamente nas plantas, produ¢do hormonal como giberelinas, etileno, auxinas e
citocininas € podem atuar também no controle de patdgenos (DOBBELAERE et al., 2003;
HUERGQO et al., 2008).

Dentre as bactérias promotoras do crescimento de plantas destacam-se as do género
Azospirillum. Sao micro-organismos de vida livre e habitam quase todos os ambientes

terrestres (HUERGO et al., 2008). De 30 a 90% dos solos coletados em todo mundo contém
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Azospirillum brasilense ou Azospirillum lipoferum (DOBEREINER et al., 1976). Estas
bactérias podem colonizar as raizes e o colmo da planta sem causar sintomas de doencas
(TERVER; HOLLIS, 2002). Sdo também chamadas diazotréficas, pois conseguem aproveitar
os gases atmosféricos que penetram entre os espagos porosos do solo, fixando o nitrogénio
atmosférico através de uma enzima chamada desidrogenase, que rompe a tripla ligacdao do N,
reduzindo-o a aménia (HUNGRIA et al., 2007).

As bactérias da espécie Azospirillum brasilense sdo gram-negativas, em formato de
bastonetes, apresentam um movimento vibroide caracteristico e possuem um padrio de
flagelo misto no qual um flagelo polar € sintetizado durante o crescimento em meio liquido e
vérios flagelos laterais sdo sintetizados em meio sélido (HALL; KRIEG, 1984). Possuem o
diametro de 1 micrometro (um) e o comprimento de 2,1 a 3,8 um (SILVA et al., 2004). Sua
temperatura 6tima de crescimento varia entre 28 e 41°C (ECKERT et al., 2001). Sdo micro-
organismos aerdbicos tipicos quando supridos com fonte de nitrogénio combinado, e
microaerofilicos quando crescem dependente da fixacdo de N, (DONZELI, 2002). Algumas
bactérias fixadoras de N, estdo presentes na superficie de raizes, entretanto, algumas espécies
do género Azospirillum ocorrem dentro das raizes, entre o meio intercelular e, em alguns
casos, no interior de algumas células de raiz, a exemplo do protoxilema que pode ser
completamente tomado por estas (SIQUEIRA; FRANCO, 1988).

As bactérias deste género provavelmente possuem uma vantagem seletiva importante
em relacio a outros micro-organismos da rizosfera, uma vez que suas células exibem uma alta
motilidade aliada a quimiotaxia positiva de certos 4dcidos organicos, acucares e aminodcidos
(ZHULIN et al., 1988). Em relacdo ao Azospirillum brasilense destacam-se dois aspectos que
0 caracterizam: sua alta mobilidade, mesmo em meios de cultura alcalinos envelhecidos
(DOBEREINER, 1992), e sua incapacidade de utilizar glicose como fonte de carbono, devido
a auséncia de enzimas glicoliticas e de um transportador especifico na membrana plasmatica
(GOEBEL; KRIEG, 1984). As fontes de carbono preferenciais destes micro-organismos siao
acidos organicos, como o malato e o piruvato, e ha uma notdvel preferéncia de frutose em
relacdo a glicose. Além do nitrogénio atmosférico, algumas outras fontes podem fornecer

nitrogénio, como amonia, nitrato, nitrito € aminoacidos (DOBEREINER, 1992).
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2.3 Azospirillum em associacao com milho e outras gramineas

Embora os melhores resultados da fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) tenha sido
demonstrada na interacdo entre rizobios e leguminosas, hd relatos de incrementos
significativos da disponibilidade de nitrogénio por meio da FBN em gramineas, a exemplo do
arroz (BODDEY et al., 1995), cana-de-acicar (JAMES, 2000), milho, sorgo e trigo
(RONCATO-MACCARI et al.,, 2003). Dentre os micro-organismos diazotréficos que
apresentam associacdo com gramineas um dos géneros mais estudados atualmente é o
Azospirillum, sendo vasto o nimero de trabalhos acerca de sua fisiologia, bioquimica e
genética (BALDANI et al., 1997; BASHAN; HOLGUIN, 1997).

No Brasil, foram realizados diversos trabalhos a fim de comprovar a eficiéncia da
inoculagdo com Azospirillum para a cultura do milho, dentre os quais Hungria et al. (2010)
observaram que o rendimento dos tratamentos inoculados com Azospirillum brasilense foi,
em média, 24% superior ao tratamento controle. Este trabalho, aliado a outros na mesma linha
de pesquisa, permitiu a autoriza¢do pelo Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento
(MAPA) da producdo de inoculantes comerciais de algumas estirpes de Azospirillum
brasilense destinados a cultura do milho, uma vez que resultaram em incrementos na
producio de grios de 662 a 823 kg ha .

Segundo Hungria (2011), avaliando a cultura do milho, a inoculagdo com Azospirillum
junto a aplicacao de 24 kg ha' de nitrogénio na semeadura proporcionou uma produtividade
de 3400 kg ha! de graos, representando uma boa alternativa para o cultivo em época de
segunda safra (safrinha) e para a agricultura familiar. No mesmo trabalho, avaliou-se também
a suplementacio de 30 kg ha' de nitrogénio em cobertura, que proporcionou uma
produtividade de 7000 kg ha'. Sumner (1990), através de um levantamento de dados sobre a
aplicacdo de estirpes de Azospirillum em cereais, documentou que 32 ensaios apresentaram
resposta positiva a inoculag¢do sobre o rendimento de graos (dados entre os anos de 1983 a
1985). Ainda, segundo Dobbelaere et al. (2001), através de um sumdério de experimentos
envolvendo a inoculagdo com Azospirillum em gramineas, conduzidos na década de 1990,
mostraram resultados satisfatérios em diversos paises como Israel, Franca, Argentina, México
e Africa do Sul. Cavallet et al. (2000) inocularam sementes de milho com um produto
comercial a base de Azospirillum spp. e obtiveram respostas positivas no comprimento médio
das espigas e na produtividade (17%), de 5211 para 6067 kg ha', e de 6% na média do

comprimento das espigas.
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Embora exista no mercado, inclusive no Brasil, inoculantes a base de Azospirillum, a
sua utilizacdo ainda € restrita devido a uma série de fatores, entre eles: limitacdes e
inconsisténcias no desempenho do processo de colonizacio da planta hospedeira pela bactéria
(MORRISSEY et al., 2004), e inconvenientes decorrentes do tratamento de sementes na
propriedade, uma vez que a tendéncia do mercado atual € fornecer sementes jd tratadas e

prontas para a semeadura.
2.4 Nitrogénio residual

O nitrogénio aplicado via solo, na forma de adubo verde ou fertilizantes minerais,
segue diferentes rotas. Parte deste nutriente ¢ perdido no sistema solo-planta por processos de
erosdo, lixiviagdo, volatilizacdo e denitrificagdo (LARA CABEZAS et al., 2000; SAIKIA;
JAIN, 2007), parte € aproveitado pelas plantas e o restante permanece no solo, na maior parte
das vezes, sob a forma organica (SCIVITTARO et al., 2003).

Na cultura do milho, o aproveitamento do nitrogénio, no cultivo em que o mesmo foi
aplicado, ¢ cerca de 50%, quando utilizado como fertilizante mineral, e, em média, de 20%
como adubo verde (SCIVITTARO et al., 2000), permanecendo nitrogénio residual no solo
que poderd ser aproveitado por cultivos subsequentes (HARRIS et al.,, 1994). O baixo
aproveitamento do nitrogénio de fontes minerais e, principalmente organicas, destaca o efeito
residual deste nutriente em cultivos subsequentes a sua aplica¢do no solo (AZAM et al., 1985;

SCIVITTARO et al., 2000).

Estudos com adubos verdes marcados com 15N demonstram alto retorno do nitrogénio
presente na matéria seca da planta para o solo (LARA CABEZAS et al., 2000), e este N
oriundo de fontes organicas € o que apresenta maior recuperagao no solo por parte da planta
em cultivos subsequentes, variando entre 44 e 89%, enquanto que para os adubos minerais a
recuperagdo de nitrogénio estd entre 12 e 53 % (AZAM et al, 1985; HARRIS;
HESTERMAN, 1990; HARRIS et al., 1994; SCIVITTARO et al., 2003). Silva et al. (2006)
relatam maior aproveitamento do nitrogénio via ureia em comparacao com N disponibilizado
pela palhada na cultura do milho. Estes autores ainda observaram, na absor¢ao pelo milho do
N residual oriundo da ureia, valores relativamente pequenos, onde, mesmo variando as doses
de nitrogénio aplicadas, o milho absorveu em média 4 kg ha' (2%), fato este também

observado por Sampaio e Salcedo (1993).
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2.5 Sobrevivéncia e efeito residual de Azospirillum

Bactérias do género Azospirillum sobrevivem por longos periodos de tempo na
rizosfera de inlimeras espécies de plantas (BASHAN; LEVANONI, 1990), pois a colonizac¢io
das raizes € inespecifica e as bactérias migram entre diferentes espécies vegetais (BASHAN;
HOLGUIN, 1994; BASHAN et al., 1994; BASHAN et al., 1989). No entanto, existem varias
ddvidas sobre a sobrevivéncia desta bactéria no solo préximo a rizosfera. Alguns estudos
demonstram a ocorréncia de Azospirillum na maioria dos solos tropicais (DOBEREINER;
BALDANI, 1979; DOBEREINER et al., 1976) e em alguns solos de regides de clima
temperado (GERMIDA, 1986). Por outro lado, estudos realizados principalmente em zonas
temperadas e semi-aridas (ALBRECHT et al., 1983; DE CONINCK et al., 1988) e nas regides
tropicais (NAYAK et al., 1986) verificaram que Azospirillum spp. apresenta altas taxas de
mortalidade nesses solos e dificilmente sobrevive por um periodo longo de tempo (HARRIS
et al., 1989).

Bashan e Vazquez (2000), através de estudos sobre os fatores que influenciam a
sobrevivéncia de cinco espécies de bactérias promotoras do crescimento, incluindo
Azospirillum, demonstram que alguns componentes varidaveis de solo influenciam diretamente
sua sobrevivéncia, tais como a textura e os niveis de carbonato. Altas porcentagens de areia e
carbonato tinham impacto altamente negativo sobre a sobrevivéncia destas bactérias no solo.

Oliveira et al. (2004), em ensaio avaliando a sobrevivéncia de bactérias diazotréficas
endofiticas no solo sob diferentes teores de umidade, relataram pouca influéncia deste fator
sobre a sobrevivéncia de Azospirillum brasilense. No entanto, a umidade influencia
diretamente a culturabilidade das espécies endofiticas Azospirillum amazonense e
Gluconacetobacter diazotrophicus. Bashan et al. (1995) também encontraram resultados
semelhantes quanto a resposta destas bactérias a umidade, uma vez que, na auséncia de
plantas, as caracteristicas gerais de sobrevivéncia de A. brasilense diferia muito em relacdo a
drea geografica e origem dos solos, mas ndo de acordo com a aridez original dos mesmos.
Bashan et al. (1995) ainda revelaram neste trabalho uma correlacio positiva de porcentagem
de argila, nitrogénio, matéria organica e capacidade de retencdo de &dgua associados a
sobrevivéncia de A. brasilense.

Um dos principais obstaculos na eficiéncia de A. brasilense é sua sobrevivéncia no solo
antes da colonizacdo das raizes, apesar de sua alta capacidade de se mover em direcdo as

raizes em crescimento (JAGNOW, 1987; MICHIELS et al., 1989), uma vez que esta bactéria
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€ um colonizador rizosférico e ndo sobrevive, na maioria dos solos, se submetido a periodos
prolongados de tempo (BASHAN, 1995). Embora muitos estudos que permeiam a
sobrevivéncia desta bactéria estejam ligados diretamente ao seu efeito residual no solo, ha
auséncia de trabalhos que mencionem especificamente esta varidvel, dai a necessidade de se
fazer um estudo que mensure o efeito residual oriundo da aplica¢ido de produtos comerciais a

base de Azospirillum.
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3 MATERIAL E METODOS

Este experimento foi realizado em condicdes de casa de vegetacdo no Instituto de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal de Uberlandia em Uberlandia — MG, nos meses de maio e

junho de 2011.

3.1 Delineamento experimental

O delineamento estatistico adotado foi o de blocos ao acaso (DBC) com os
tratamentos distribuidos em esquema fatorial 3 x 3, com cinco repeticdes e parcelas formadas
por dois vasos de plastico (com capacidade de 2L e com drenos) com uma planta de milho

cada.

3.2 Conducao do ensaio

Este experimento foi realizado utilizando-se o substrato de um ensaio conduzido
anteriormente, no qual foram avaliadas doses de nitrogénio e de Azospirillum. As
temperaturas maximas e minimas registradas no decorrer do primeiro ensaio estdo contidas na
figura 1. Nesse primeiro ensaio, os tratamentos foram compostos por doses de nitrogénio (0,
100 e 200 kg ha’l) e doses de Azospirillum aplicado via semente (0, 100 e 200 mL ha'l). As
sementes foram inoculadas com um produto comercial que contém estirpes da bactéria
Azospirillum brasilense na concentracio de 2x10° células vidveis por mL™, foram utilizados
sacos plasticos para auxiliar na inoculagdo das sementes. As sementes inoculadas foram
mantidas por cerca de 4 horas em local protegido do sol, até 0 momento da semeadura, a qual
foi efetuada com trés sementes por vaso a 3 cm de profundidade. Utilizou-se, como substrato,
Latossolo Vermelho Distréfico.

A adubacdo de base, realizada no primeiro ensaio, consistiu da aplicacdo do
equivalente a 120 kg ha” de P,0s, 50 kg ha” de K,0 e 50 kg ha de N nas fontes superfosfato
triplo (37% de P,0s), cloreto de potdssio (58% de K,0) e sulfato de amodnio (20% de N),
respectivamente. Os adubos foram distribuidos no solo a 5 cm da superficie. A adubacao de
cobertura foi realizada quando as plantas de milho estavam no estddio de desenvolvimento
V4, com cloreto de potédssio (58% de K,O) e nitrato de amoénio (32% de N) em doses

equivalentes a 150 kg ha'! de K,0 e, de acordo com o tratamento, 50 e 150 kg ha! de N. Os



17

dados da andlise de solo, realizada anteriormente a implantacdo do primeiro ensaio, estao
contidos na Tabela 1.

Ap6s o término do primeiro ensaio, o qual foi avaliado 40 dias apds a semeadura do
milho, foi instalado o presente trabalho. Para tanto, o solo proveniente de cada parcela do
ensaio anterior foi homogeneizado, peneirado e reutilizado. Posteriormente, foram semeadas
trés sementes de um hibrido comercial de milho, a 3 cm de profundidade, em cada vaso
contendo o substrato citado acima.

Neste ensaio, os tratamentos avaliados foram compostos por dois fatores. O primeiro
fator correspondeu ao residual das doses de nitrogénio (0, 100 e 200 kg ha™) aplicadas no
ensaio anterior, € o segundo, ao residual das doses de inoculante liquido a base de
Azospirillum (0, 100 e 200 mL ha'l) também aplicadas no ensaio anterior.

O desbaste foi realizado 10 dias apos a semeadura, mantendo-se uma planta por vaso.
Durante todo o ensaio, a umidade do substrato manteve-se proxima a capacidade de campo.
Para o controle de plantas infestantes foram realizadas, sempre que necessdrio, capinas

manuais.

TABELA 1. Propriedades quimicas e fisicas do solo analisadas anteriormente ao primeiro
ensaio — Uberlandia-MG, 2011.

Propriedades Amostra (0-20 cm)

pH (H,0) 59
P meh' (mg dm™) 4,1
K* (cmol. dm™) 0,24
Ca’* (cmol. dm™) 2,2
Mg** (cmol. dm™) 1,2
AP’* (cmol, dm™) 0,0
H + Al (cmol, dm™) 2,7
M.O. (dag kg™ 3,0
SB (cmol, dm™) 3,64
t (cmol. dm™) 3,64
T (cmol. dm™) 6,34
V (%) 57
m (%) 0
Areia grossa (g kg™) 152
Areia fina (g kg™) 101
Silte (g kg™) 62

Argila (g kg™ 685
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FIGURA 1. Temperaturas maximas ¢ minimas durante o periodo de 2 de abril a 12 de maio
de 2011 na casa de vegetagao do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Uberlandia.

3.3 Avaliacoes

3.3.1 Altura (cm), diametro de caule (mm), volume de raiz (mL) e massas de matéria

fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular (g) das plantas de milho.

Aos 40 dias apds a semeadura, foram analisadas as seguintes caracteristicas: altura da
planta (cm), diametro de caule (mm), volume de raiz (mL) e massas de matéria fresca e seca
da parte aérea e do sistema radicular (g). A altura das plantas de milho foi determinada com
auxilio de uma trena e compreendeu a distincia entre a regido do colo e a inser¢do da ultima
folha completamente desenvolvida. Na regido do colo, foi determinado também o maior
diametro do caule com um paquimetro digital. Para determinacdo do volume de raizes das
plantas de milho, as mesmas foram lavadas em 4gua corrente, secas e submersas em proveta
contendo dgua. O volume foi determinado pela diferenca entre os volumes inicial e final do
recipiente. As massas da matéria fresca da parte aérea e raiz foram obtidas apds lavagem do
sistema radicular em dgua corrente e posterior separacdo das partes (aérea e radicular) com
um corte na altura do colo, sendo pesadas em uma balangca com sensibilidade de 0,01g. Em
seguida, as raizes e a parte aérea foram acondicionadas, separadamente, em sacos de papel e
submetidas a secagem em estufa com circulacdo for¢ada de ar a 65-70°C até peso constante,

para determinacdo da massa seca.
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3.3.2 Atividades das enzimas urease e fosfatase

Ap6s retirada das plantas de milho dos vasos (no fim do ensaio), o solo foi
homogeneizado e retirada uma amostra para determinacdo da atividade enzimdtica
(equivalente a um copo descartdvel de 250 mL). O solo foi acondicionado em sacos pldsticos
e mantido em geladeira. As atividades das enzimas urease e fosfatase, no solo, foram
determinadas por meio de espectrofotometria, seguindo os protocolos de execucdo propostos

por Guan (1986) e por Tabatabai e Bremner (1969), respectivamente.

3.3.3 Teores de clorofila, nitrogénio e fosforo

O teor médio de clorofila nas folhas foi determinado através de um clorofilometro
eletronico (marca clorofiLOG modelo CFL 1030), que foi utilizado seguindo as
recomendacdes do fabricante (FALKER, 2008). Foram realizadas duas leituras por planta,
feitas no terco superior da ultima folha completamente desenvolvida.

As quantificacdoes de nitrogénio e foésforo nas plantas foram feitas seguindo o
protocolo descrito no Manual de Andlises Quimicas do Solo, Plantas e Fertilizantes
(EMBRAPA, 2009). As amostras secas passaram, respectivamente, por processos de digestao
sulftrica, destilacdo e titulagdo (N-Kjeldahl), e por espectrofotometria com amarelo-de-

vanadato.

3.4 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise da variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia. As andlises foram realizadas com o software
Sisvar (FERREIRA, 2000).

Foram testadas as pressuposicdes necessdrias a andlise de variancia, utilizando os
testes de Shapiro e Wilk (1965) e Levene (1960), respectivamente para a normalidade dos
residuos e homogeneidade das variancias, utilizando-se o software SPSS. Os dados de altura

de planta, massa fresca de parte aérea (MFPA) e massa fresca de raiz (MFR) foram
transformados em +/x + 0,5, massa seca de parte aérea (MSPA) e teor de fésforo em vx + 1,

e teor de clorofila em /x.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento vegetativo das plantas de milho

Para o fator relacionado ao desenvolvimento de plantas de milho (medidas de altura,
diametro de colmo, acimulo de massas de matéria fresca e seca da parte aérea e do sistema
radicular e volume de raizes de plantas de milho) em resposta ao efeito residual da inoculagao
da bactéria do género Azospirillum, ndo se observou diferencas significativas entre as
diferentes doses, apenas para o residual de fertilizante nitrogenado os resultados foram
significativos (Tabela 2).

Os caracteres altura de planta, didmetro de colmo, matéria fresca da parte aérea
(MFPA), matéria seca da parte aérea (MSPA) e volume de raiz para as doses de 100 e 200 (kg
ha'l) de residual do fertilizante nitrogenado, ndo demonstraram diferencas entre si. Porém,
quando comparadas a testemunha demonstraram resultados superiores. Para a dose de 200 kg
ha obteve-se 9,84 mm de diametro de colmo, enquanto que para a testemunha este didmetro
foi de 5,92 mm, representando um acréscimo de 66,2%. Para a varidvel massa seca de parte
aérea (MSPA) a diferenca entre a dose de nitrogénio 200 kg ha e a testemunha foi de 2,52 g,
resultado que representa mais de 340% de acréscimo.

Em relacdo a matéria seca da raiz (MSR), obteve-se maior resultado com o residual do
fertilizante nitrogenado aplicado na dose de 100 kg ha™! seguida pela dose de 200 kg ha™, que
foram de 0,75 g e 0,60 g, respectivamente. O maior peso de matéria seca da raiz obtido em
resposta ao residual da dose intermediéria de nitrogénio (100 kg ha™') pode ser explicado pelo
fato da concentracio desse nutriente proximo a raiz ser restrita estimulando o crescimento das
raizes a fim de uma melhor exploracdo do solo (BONIFAS et al., 2005).

A testemunha obteve as menores médias quando comparada com as doses de
nitrogénio testadas, em todos os caracteres vegetativos exceto no desenvolvimento de raizes,
demonstrando a importancia deste nutriente para o crescimento inicial das plantas de milho,
participando ativamente do metabolismo e divisdo celular e da constituicio de &cidos
nucleicos (BULL, 1993).

O efeito residual do nitrogénio no desenvolvimento vegetativo de plantas de milho
também foi observado por Mascarenhas (2011), em que foi verificado acréscimo na

produtividade e na massa de 1000 graos.
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TABELA 2. Medidas de altura, didmetro de colmo, acdmulo de massas de matéria fresca e
seca da parte aérea e do sistema radicular e volume de raizes de plantas de milho, aos 40 dias
apds a semeadura (DAS), em funcdo do residual de doses de nitrogénio. Uberlandia — MG,
2011.

Dosede  Alturade Didmetro MFPA?> MFR> MSPA® MSR  Volume

nitrogénio planta2 do colmo de raiz
(kgha)'  (cm) (mm) (8) (2) (2 (2 (mL)
0 10,83b 5,92b 5,24b 11,14b 0,57b 0,40c 8,45b

100 22,77a 10,20a 25,16a 14,87a 2,52a 0,75a 14,28a
200 20,69a 9,84a 23,72a  13,38ab  2,52a 0,60b 12,46a

Tmédias seguidas por letras distintas, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05
de significncia;

2dados transformados segundo 4/x + 0,5;

3dados transformados segundo Vx + 1.

4.2 Atividade das enzimas urease e fosfatase

Quanto a atividade das enzimas urease e fosfatase em resposta ao residual de doses de
nitrogénio e da aplicacdo de Azospirillum ndo foram observadas diferencas entre os
tratamentos (Tabela 3).

Apesar dos micro-organismos serem relevantes na atividade ureolitica do solo, essa
atividade deriva também das chamadas ureases do solo as quais s@o oriundas de residuos de
plantas e de bactérias mortas imobilizadas em argilas e no himus do solo (BREMNER;
KROGMEIER, 1989). Este resultado pode ser explicado também pelo declinio da populacdo
microbiana, ligada diretamente com a atividade destas enzimas, no periodo em que os vasos
ficaram sem as plantas de milho, entre o primeiro ensaio e o presente ensaio. Azospirillum
brasilense é um colonizador rizosférico que apresenta altas taxas de mortalidade na maioria
dos solos quando estd fora da regido rizosférica. Sua sobrevivéncia no solo estd diretamente
ligada 2 manutencao de plantas (BASHAN, 1995).

A quantificacdo das atividades enzimdticas tem sido uma ferramenta para estimar as
populacdes microbianas e mudangas na ecologia do solo resultantes das interacdes entre
inoculantes microbianos e populacdes pré-existentes do solo (DOYLE; STOTZKY, 1993).

Ao contrario do presente trabalho, alguns autores descrevem uma correlagdo positiva
entre o aumento da atividade enzimdtica e a inoculacdo com Azospirillum. Vasquez (2000)

relata um aumento de 150% na atividade da fosfatase na rizosfera de plantas de milho quando
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inoculadas com diferentes espécies de Azospirillum. Madhaiyan et al. (2009) descrevem maior
atividade das enzimas urease e fosfatase na cultura do arroz quando as sementes foram

inoculadas com Azospirillum sp.

TABELA 3. Atividades das enzimas urease (ug NH;* g solo seco h™") e fosfatase (ug PNP g°
! solo seco h'l) em solo cultivado com milho, aos 40 dias apds a semeadura (DAS), em funcao
do residual de nitrogénio e de Azospirillum. Uberlandia — MG, 2011.

Dose de
nitrogénio Dose de Azospirillum (mL ha™) Médias
(kg ha™)!
0 100 200
Urease
0 65,32 66,21 67,70 66,41 a
100 60,43 56,89 63,70 60,34 a
200 46,43 68,58 58,12 57,71 a
Médias 57,39 A 63,89 A 63,17 A
Fosfatase
0 268,11 258,01 250,58 258,90 a
100 269,54 289,31 277,21 278,69 a
200 276,75 264,53 299,40 280,22 a
Médias 271,47 A 270,62 A 275,73 A

'médias seguidas por letras iguais, maidsculas nas linhas e mindsculas nas colunas, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia.

4.3 Teores de clorofila, nitrogénio e fosforo

Em funcdo do residual de doses de nitrogénio, observaram-se respostas positivas tanto
nos teores de clorofila quanto nos teores de nitrogénio na planta, o que ndo ocorreu com oS
teores de fosforo (Tabela 4). O residual das doses de inoculante ndo proporcionou diferencas
nos teores de clorofila, nitrogénio e fsforo.

O tratamento com a maior dose de nitrogénio aplicada no cultivo anterior
proporcionou um ICF de 60,56 e um teor de nitrogénio na planta de 57,62 g kg,
respectivamente 275 e 272% em relag@o a testemunha. Isto evidencia o efeito residual desse
nutriente no solo. O teor de nitrogénio na planta € tanto maior quanto sua disponibilidade no
solo na forma assimildvel, devido a possibilidade desse nutriente estar disposto na regido de
maior atividade das raizes em maiores quantidades, facilitando sua absor¢ao. Purcino (1992)
correlaciona a inoculagdo de estirpes de Azospirillum brasilense o aumento no teor de
nitrogénio nas folhas e nos graos de milho, resultados semelhantes no aumento do teor de

nitrogénio podem ndo ter sido observados neste ensaio devido a fatores relacionados a



23

sobrevivéncia da bactéria. As temperaturas na casa de vegetacdo tanto no primeiro ensaio
quanto neste, apresentavam frequentemente médias maiores que 35°C. Tais temperaturas
afetam diretamente a sobrevivéncia da bactéria (HUNGRIA, 2011).

Também nota-se uma relagdo estreita entre os teores de nitrogénio na planta e os
teores de clorofila, descrita por Booij et al. (2000), em decorréncia, principalmente, do fato de
50 a 70% do nitrogénio presente nas folhas ser integrante de enzimas associadas aos
cloroplastos (STOCKING; ONGUN, 1962). Essas enzimas sdo constituidas basicamente de
proteinas, havendo assim, uma estreita interdependéncia entre a clorofila e esse nutriente
(LARCHER, 2006).

Embora o nitrogénio aumente o peso, altura e sistema radicular das plantas, de
maneira geral, afetando de forma positiva a absorcdo de fosforo e de dgua no solo, ndo se

observou diferenca entre os tratamentos para os teores de fésforo na planta.

TABELA 4. Teores de clorofila, nitrogénio e fésforo de plantas de milho, aos 40 dias apds a
semeadura (DAS), em funcdo do residual de doses de nitrogénio. Uberlandia — MG, 2011.

Dose de nitrogénio (kg ha™)! Clorofila™ N? p*
0 22,04¢ 21,15¢ 6,66a
100 53,09b 45,30b 5,6la
200 60,56a 57,62a 6,01a

Tmédias seguidas por letras distintas, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05
de significincia;

’médias expressas em ICF (fndice de Clorofila Falker);

3dados transformados segundo NES

‘médias expressas em g do nutriente kg'1 de tecido seco (parte aérea + raizes);

>dados transformados segundo vx + 1.
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5 CONCLUSOES

A utilizacdo de Azospirillum brasilense em cultivo anterior ndo influencia o
desenvolvimento vegetativo de plantas de milho na semeadura subsequente, tampouco a
atividade das enzimas urease e fosfatase. Por sua vez, o residual da aplica¢do de fertilizante
nitrogenado afeta o desenvolvimento vegetativo das plantas, os teores de clorofila e de

nitrogénio.
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ANEXO A: PROTOCOLO DA UREASE

Procedimentos:

5 g de solo;

5 mL de Solu¢do Tampao Citrato pH 6,7;

5 mL de Solug¢ao de Uréia 10%;

Incubar a 37°C por 3 horas em banho-maria;
Completar para 50 mL com dgua destilada;
Transferir 1 mL para tubos eppendorfer;

Centrifugar por 5> a 10000 rpm;

® N R L Db

Em outros tubos eppendorfer adicionar 500 pLL do Reagente 1 + 500 uLL do Reagente
2

9. Pipetar 100 uL da amostra centrifugada;

10. Levar para banho-maria por 10’ a 37°C;

11. Ler em espectrofotdmetro a 600 nm.

Solucoes:

- Solucao Tampao Citrato pH 6,7: pesar 1,443 g de acido citrico e 98,995 g de citrato de s6dio

diidratado, diluir em balao volumétrico de 1000 mL.
- Solucdo de Uréia 10%: pesar 10 g de uréia para cada 100 mL de dgua.
- Solucdo de NH4Cl: pesar 0,1 g de NH4Cl para 1 L de 4gua destilada.

Curva Padrao:

Ponto | Tampao Citrato | NH4Cl | Reagente 1 | Reagente 2

(uL) (uL) (L) (uL)
1 100 0 500 500
2 90 10 500 500
3 80 20 500 500
4 60 40 500 500
5 40 60 500 500
6 0 100 500 500

1. Levar para banho-maria por 5’ a 37°C.



ANEXO B: PROTOCOLO DA FOSFATASE

Procedimentos:

1. Pesar 1 g de solo;

2.

3.

4.

5. Adicionar 1 mL de CaCl,;
6. Adicionar 4 mL de NaOH;
7.

8.

9. Ler em espectrofotdmetro a 405 nm.

Solucoes:

Centrifugar por 5’ a 10000 rpm;

4 mL de Tampao Modificado Universal pH 4,0;
0,5 mL de fosfatase substrate (PNP);

Incubar a em banho-maria a 37°C por 1 hora;

Transferir uma aliquota de 1 mL para tubos eppendorfer;
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- Solugdao Tampao Modificado Universal pH 4,0: pesar 5,763 g de 4cido citrico, 4,080 g de

KH,POy, e 1,854 g de 4cido bdérico. Completar o volume para 1 L com dgua destilada.
- Soluc¢do de PNP (fosfatase substrate): pesar 0,0339 g de PNP; adicionar 6 mL de TMU.
- Solugao de CaCl, 0,5M: pesar 36,75 g de CaCl, 2H,0 e completar o volume para 1 L.

- Solugdo de NaOH 0,5M: pesar 20 g de NaOH e completar o volume para 1 L.

- Solugdo p-nitrophenol: pesar 0,8 g de p-nitrophenol e completar para 10 mL de dgua. Desta,

retirar 200 uLL e completar o volume para 10 mL com TMU. Deste ultimo tubo, retirar 1 mL e

completar novamente para 10 mL com TMU, e desta solugdo pipetar os pontos da curva.

Curva Padrao:

Ponto | p-nitrophenol | TMU NaOH Ca(Cl,

(nL) (nL) (uL) (L)
1 0 525 460 115
2 5 520 460 115
3 15 510 460 115
4 25 500 460 115
5 50 475 460 115
6 75 450 460 115




