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Resumo: Considerando a importancia do manejo do nitrogénio (N) e da fixacdo
biolégica de N através de bactérias diazotréficas, conduziu-se este experimento com o
objetivo de avaliar os componentes da produgao e produtividade do milho em funcao de
doses de Azospirillum. brasilense associado a aplicacdo ou ndo de N em cobertura. O
experimento foi conduzido no municipio de Mbaracayt, Paraguai, durante o ano agricola
2015, sob um Latossolo Vermelho distréférrico (Rhodic Paleudox). O delineamento
experimental utilizado foi em blocos ao acaso em esquema fatorial 2 x 4, com quatro
repeticoes. O primeiro fator compreendeu as doses de N (0 e 60 kg ha-1) e o segundo
fator a inoculagdo das sementes com A. brasilense (testemunha sem inoculagao, %2, 1 e 2
vezes a dose de A. brasilense). O hibrido utilizado foi o Pioneer 30K73®, semeado no
espacamento de 0,45 m entre linhas, com trés plantas por metro linear. Foram
mensurados componentes morfologicos e produtivos da cultura e produtividade de
grdos. A aplicacao de 60 kg ha-1 de N em cobertura proporcionou maior altura de planta
aos 60 dias; diametro de colmo; diametro, comprimento e massa seca de espiga;
produtividade e massa de mil graos. No entanto, o peso hectolitro ndo foi alterado. Com
exce¢do do diametro da espiga, ndo houve influéncia nos parametros avaliados devido a
inoculacdo das sementes com A. brasilense.

Palavras-chave: Zea mays, bactérias endofiticas, adubagdo nitrogenada.

Efficiency of application of Azospirillum brasilense associated with nitrogen in
corn crop

Abstract: Considering the importance of nitrogen (N) management and biological N
fixation through diazotrophic bacteria, this experiment was conducted in order to
evaluate the maize production and yield components as a function of doses of
Azospirillum. brasilense associated to the application or not from N in coverage. The
experiment was conducted in Mbaracay, Paraguay, during the agricultural year 2015,
under a Latossolo Vermelho distréférrico (Rhodic Paleudox). The experimental design
was a randomized block in bifactorial arrangement 2x4, with four replications, where
the factor 1 included the doses of N (0 and 60 kg ha-1) and the second factor inoculation
of the seeds with A. brasilense (control without inoculation, %2, 1 and 2 times the dose of
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A. brasilense). The hybrid used was the Pioneer 30K73®, sown in the spacing of 0.45 m
between rows, with three plants per linear meter. Were analyzed morphological and
productive components of crop and grain yield. The application of 60 kg ha-l of N in
cover provided higher plant height at 60 days; Stem diameter; Diameter, length and dry
mass of spike; Productivity and mass of one thousand grains. However, the hectolitre
weight did not change. With the exception of ear diameter, there was no influence on the
evaluated parameters due to the inoculation of the seeds with A. brasilense.

Key words: Zea  mays,

Introduc¢ao

No Paraguai o milho é a segunda
cultura em importancia  quando
considerada a area de cultivo, perdendo
em extensao somente para a cultura da
soja. A area cultivada com milho passou
de 440 mil ha em 2003 para 984 mil ha
em 2014 (Camara Paraguaya de
Exportadores y Comercializadores de
Cereales y Oleaginosas, CAPECO, 2016).
O cultivo no Paraguai é importante tanto
para o0s pequenos quanto para oS
grandes produtores, pois serve como
alimento para o consumo humano ou
para a alimentacdo de animais, além de
ser um dos principais produtos de
exportacdo do Paraguai (Ministério de
Agricultura y Ganaderia, MAG, 2008).

O milho é uma cultura exigente
em  nitrogénio (N), precisando
aproximadamente de 22 kg de N por
tonelada de grao produzido e
exportando perto de dois tercos do N
absorvido para os graos, por isso, o N é
um dos nutrientes que mais limita a
produtividade de graos (GARCIA, 2005;
CIAMPITTI et al.,, 2010). Cerca de 80%
do total de N absorvido pela cultura do
milho ocorrem nos primeiros 60 dias do
ciclo, sendo posteriormente translocado
dos érgaos de reserva (principalmente a
folha) para os graos (FALLAS et al,
2011). O sintoma tipico de plantas
deficientes em N é o amarelecimento das
folhas mais velhas, seguidas de clorose

endophytic

bacteria, nitrogen fertilization
generalizada, em casos mais graves
perda foliar. A deficiéncia de N causa

também deformacdes nas pontas das
espigas (SUBEDI et al., 2009).

A planta absorve o N na forma de
amonio (NHs*) ou de nitrato (NO3-). No
entanto, estas formas representam
menos de 2% do N total no solo
(GARCIA, 2005). A maior parte do N
absorvido pela planta é originada da
mineralizacdlo do N organico ou da
aplicagdo de N na forma mineral. Nos
solos de regides tropicais ou
subtropicais, a maior parte de N mineral
aplicado ndo é absorvida pela planta
devido a perdas que ocorrem com o N
no sistema. Um bom manejo da
adubacdo nitrogenada no milho resulta
em perdas de até 50% do N aplicado via
fertilizante, sendo o restante perdido
principalmente por lixiviacdo, erosao e
volatilizacao (DUETE et al.,, 2008). Por
isso, a busca de altas produtividades
esta atrelada ao aumento da demanda
por fertilizantes nitrogenados, mas
considerando o elevado custo do
mesmo, tem-se direcionado pesquisas
para o processo de fixacdo natural de N
(SAIKIA e JAIN, 2007).

Entre as possiveis bactérias
capazes de fixar N atmosférico, se
encontram as bactérias do género
Azospirillum, que sdo consideradas
endofiticas facultativas (BALDANI et al,,
1999). Além de colonizarem os
hospedeiros, podem sobreviver no solo
na forma de cistos até encontrar
condig¢des favoraveis, ou um hospedeiro
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para colonizar (BASHAN e HOLGUIN,
1997). As Dbactérias do género
Azospirillum podem atuar no
crescimento vegetal por meio da
indugdo de producdo de auxinas como o
acido indol butilico (SPAEPEN e
VANDERLEYDEN, 2015), aumento na
atividade da redutase do NO3~ nas raizes
das plantas (HUNGRIA, 2011), fixacdo de
N atmosférico (GARCIA de SALAMONE
et al,, 1996) e inclusive como agente de
controle biologico de patégenos (RUSSO
et al, 2008). Contudo, a principal
barreira a utilizacdo do Azospirillum na
cultura do milho tem sido a
inconsisténcia dos resultados de
pesquisa, pois existem varios trabalhos
afirmando a sua ac¢do positiva na
produtividade das culturas e outros que
sugerem que a mesma ndo afeta a
produtividade, ndo recomendando sua
utilizacao para esse fim.

mmmm Precipitacdo

T. media

Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar os componentes da
producao e produtividade do milho em
funcdo de doses de Azospirillum
brasilense associado ou ndo a aplicacdo
de N em cobertura.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido na
safrinha, entre fevereiro a julho de 2015,
em semeadura direta no municipio de
Mbaracayu, Alto Parang, Paraguai (252
10" 04.07” S y 542 57° 07.00" W e
altitude de 254 m). Os dados de
precipitagio  pluviométrica e as
temperaturas minimas, maximas e
médias mensais incidentes durante a
realizacio do  experimento  sdo
apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Precipitacdo pluviométrica, temperatura média, maxima e minima diaria no
periodo de 10 de fevereiro/2015 a 30 de maio/2015. Mbaracayu, Paraguai. 2015.

O solo da area é classificado como
Rhodic Paleudox (LOPEZ et al, 1995)
equivalente ao Latossolo Vermelho
distroférrico (EMBRAPA, 2006) de
origem basaltica, com textura argilosa
(58 g kg de argila, 23 gkg de siltee 19 g
kg de areia. Antes da instalagdo do
experimento, foi realizada a amostragem
do solo, na camada de 0-0,2 m de

profundidade, para a determinacao das
caracteristicas quimicas (Tabela 1). A
area onde foi instalado o experimento
vem sendo manejado sob sistema de
plantio direto a mais de 10 anos. No
ultimo ano antes da implantacdo do
experimento foi semeado trigo no
inverno e soja na safra de verao.
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Tabela 1. Analise quimica do solo da area experimental, na camada de 0-0,2 m de

profundidade. Mbaracayu, Paraguai. 2015

pH P MO Al Ca K CTC H + V m
Al
CaClz mgdm- gdm=3 . cmolc dm- ... % .
3 3
4,7 17,5 28 0,2 4,4 0,22 12,7 6,2 51 3

Extratores: P e K = Mehlich-1; Ca, Mg e Al = KCI 1 mol L-1; H + Al = estimado pelo pH-SMP.

O delineamento experimental
empregado foi em blocos casualizados
em esquema fatorial 2 x 4, com quatro
repeticoes. 0 primeiro fator
compreendeu as doses de adubo
nitrogenado (testemunha sem N e 60 kg
ha-1 de N) e o segundo fator referente a
inoculacdo das sementes com bactérias
diazotroficas de A brasilense
(testemunha sem inoculacdo, %2, 1 e 2
vezes a dose de A. brasilense).

Os inoculantes foram fornecidos
por uma empresa privada com
concentracdo de bactérias de 5 x 108
UFC mL-1. A inoculagdo com as bactérias
A. brasilense foi realizada imediatamente
antes da semeadura, através da mistura
das sementes ao inoculante em
propor¢ado de acordo a cada tratamento,
sendo que a dose recomendada pelo
fabricante é de 150 mL de produto para
cada 20 kg de sementes.

A semeadura foi realizada com
auxilio de matracas, no dia 10 de
fevereiro de 2015, utilizando-se o
hibrido simples Pioneer 30K73®. Cada
unidade experimental constou de nove
linhas com 4,0 m de comprimento,
espacadas entre si 0,45 m, sendo
distribuidas trés plantas por metro. Na
adubacdo de semeadura foram aplicados
60 kg ha-1 de P20s5, 60 kg ha! de Kz0
(BRITOS et al, 2012; MORENO et al,
2012) e sem adubagdo nitrogenada em
todos os tratamentos considerando que
o milho foi semeado sobre restos
culturais da soja . A dose de N, no
tratamento com dose de 60 kg ha-1 de N
foi aplicada em cobertura, 26 dias apés a
semeadura, entre os estadios V4 e V6,

empregando como fonte de N a ureia
(46% de N). Como fontes de P e K foram
utilizadas o superfosfato triplo (46% de
P20s5) e o cloreto de potassio (60% de
K20), respectivamente.

Oito dias antes da implantag¢ado do
experimento foi aplicada uma mistura
de 1,3 kg hal do principio ativo
glifosato 75%, 500 mL ha-1 de clethodim
24% e 300 mL ha-1 de 6leo vegetal para
o controle de plantas espontaneas.

Apés duas semanas da
semeadura do milho foi realizada uma
aplicacao de 2 kg ha! do herbicida
Atrazina 90%. Realizaram-se também,
uma aplicacdo de inseticida contendo
Imidacloprid 60% + Lambdacialotrina
10% como ingrediente ativo (300 mL
ha-1) aos 15 dias ap6s a semeadura, e do
produto  contendo  Benzoato de
emamectina 10% + Lufenuron 40%,
como ingredientes ativos (0,05 kg ha-1)
em trés oportunidades para o controle
de lagarta do cartucho. Aos 60 dias apos
a semeadura foi aplicado fungicida a
base de Azoxistrobin + Tebuconazole, na
dose de 360 mL ha!, combinado com
6leo vegetal 300 mL ha-1 para o controle
de doencas fungicas.

Para as medigdes biométricas
realizadas a campo (altura de planta aos
60 dias e na maturacdo fisiolégica e
didmetro basal do colmo) foram
medidas 10 plantas dentro da area util
por cada unidade experimental, sendo
sempre realizadas as trés leituras da
mesma planta. As medigdes biométricas
de altura de planta aos 60 dias, altura de
planta na maturacao fisiolégica foram
realizadas com um  flexdmetro
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considerando a planta desde o caule até
a parte mais alta da planta. O diametro
basal do colmo foi realizado com auxilio
de um paquimetro analégico medindo o
didmetro das dez plantas no segundo
entre-nos a partir do solo.

A colheita do milho foi realizada
manualmente, no dia 30 de maio de
2015, coletando-se todas as espigas da
parcela util constituida de cinco linhas
centrais de 2 m cada uma (4,5 m?) para
determinacdo da produtividade em kg
ha-! apés a correcdo da umidade para
13% (base umida).

Para determinar o diametro e
comprimento de espigas, foram tomadas
de forma aleatéria 10 espigas das
colhidas medindo a parte central da
espiga sem palha com ajuda de
taquimetro analégico, e o comprimento
com régua centimetrada. As mesmas 10
espigas foram pesadas em forma
conjunta em uma balan¢a de precisdo
(0,1 g) e o valor da massa das 10 espigas
foi dividida por 10 e utilizada esse valor
como massa de espiga de cada unidade
experimental.

Mensurou-se a massa de mil
graos pela pesagem de cinco sub-
amostras de 500 graos por parcela, em
balanca de precisao (0,001 g),
extrapolando-se para mil grdos e
corrigindo-se para 13% de umidade. O

peso hectolitro por unidade
experimental foi determinado
considerando a massa de um volume de
100 mL de graos.

Os dados foram submetidos a
analise de variancia utilizando o
programa ASSISTAT 7.7 beta (SILVA,
2016). Quando os efeitos foram
significativos (p<0,05), aplicou-se o teste
de comparacdo de médias de Tukey
(p<0,05) para comparar as doses de N.
Para comparar as doses de A. brasilense
foram ajustadas equagdes de regressao.
E andlise de correlacio simples de
Pearson entre as varidveis avaliadas.

Resultados e Discussao

Nao houve interagao significativa
entre a inoculacdo de A. brasilense e a
adubacdao nitrogenada para nenhuma
das caracteristicas avaliadas, desta
forma os resultados sdo apresentados
independentemente para os fatores de
adubacdo nitrogenada e inoculacgao.

A altura das plantas aos 60 dias
foi maior (203 cm) do que sem aplicagao
de N em cobertura (195 cm) (Tabela 1).
Era de se esperar maior altura de planta
com a aplicacdo de N, pois o N atua no
crescimento vegetativo, na divisdo e a
expansdao celular e no processo
fotossintético (MARSCHNER, 1995). Aos
110 dias a altura de planta foi similar
entre o tratamento com e sem aplicacao
de N, indicando que a aplicacdo de N
permite maior rapidez no crescimento
inicial do milho. Este e outros estudos
disponiveis na literatura evidenciam
estreita relagdo do crescimento das
plantas de milho com o suprimento de N
(FERNANDES et al. 2005; SILVA et al,,
2006; REPKE et al.,, 2013). A altura de
planta ndo foi influenciada pela
inoculagdo com A. brasilense, tanto na
fase vegetativa como na reprodutiva
(Tabela 1). Lana et al. (2012) e Dartora
et al. (2013) igualmente nao verificaram
respostas da cultura do milho em
relagdo a altura de planta com a
inoculacdo com Azospirillum quando
associada a adubacao nitrogenada.

O didmetro basal do colmo do
milho aos 60 dias da semeadura foi
maior com aplicacdo de N em cobertura
(Tabela 1), mas ndo foi afetado pela
aplicagdo de A. brasilense. O milho
armazena grande parte das reservas de
amido, que sera utilizado
posteriormente na produc¢do de graos,
no colmo. Neste caso a aplicacao de N
proporcionou incremento no didmetro
basal do colmo em relacdo a testemunha
de 5,7%. Isto significa que a planta tera
mais reservas no momento de
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enchimento de graos. Kappes et al
(2013) também verificaram aumento no
didmetro do colmo de milho com a
aplicacdo de 90 kg de N ha-1. Por outro

lado, Dotto et al. (2010) e Farinelli e
Lemos (2010) nao verificaram efeito da
inoculacdo ou de niveis de N sobre o
diametro de colmo das plantas de milho.

Tabela 1. Efeito da aplicacdo de N e doses de Azospirillum brasilense na altura das
plantas de milho aos 60 e 110 dias da semeadura e no didmetro do colmo aos 60 dias da
semeadura. Mbaracay, Paraguai. 2015.

Didmetro do

Altura aos 60 Altura aos
Tratamento . . colmo aos 60
dias (cm) 110 dias (cm) .
dias (mm)
Doses de N (kg ha-1)
0 (zero) 195,4 b* 230,5ns 24,7 b*
60 202,99 a 230,8 26,1a
Dose de Azozpirillum
Sem inoculante 196,1nrs 230,1ns 24,608
1 da dose de inoculante 199,5 228,9 25,2
1 dose de inoculante 201,5 233,9 25,9
2 vezes a dose de inoculante 199,8 229,7 25,9
CV (%) 3,39 2,24 4,58

*: Significativo em nivel de 5% de probabilidade de erro; Médias seguidas por letras diferentes na coluna
diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns: Nao significativo.

de espiga, comprimento de espiga e
massa de espiga de milhos (Tabela 2).

A aplicacdo de 60 kg ha-1 de N em
cobertura resultou em maior didmetro

Tabela 2. Efeito da aplicagdo de N e doses de Azospirillum brasilense no diametro,
comprimento e massa de espiga de milho. Mbaracayu, Paraguai. 2015.

Diametroda Comprimento Massa da
Tratamentos . . .
espiga (cm) de espiga (cm) espiga (g)
Doses de N (kg ha-1)
0 (zero) 4,46 b* 16,1 b* 163,0 b*
60 4,56 a 16,8 a 179,3 a
Dose de Azozpirillum
Sem inoculante 4,46 1 b* 16,1ns 161,6ns
14 da dose de inoculante 4,49 ab 16,4 168,3
1 dose de inoculante 4,55 ab 16,7 175,9
2 vezes a dose de inoculante 4,59 a 16,7 178,8
CV (%) 2,37 2,78 7,86

*: Significativo em nivel de 5% de probabilidade de erro; Médias seguidas por letras diferentes na coluna
diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns: Nao significativo. !
Didmetro de espiga = 0.0669 x dose de A. brasiliense + 4.464, R? = 0,95.

O diametro de espiga e o aplicacdo de aplicacao de 60 kg ha-! de

comprimento de espiga aumentaram em
2,2% e 4,3%, respectivamente por efeito
da aplicacdo de N, similar ao encontrado
por Kappes et al. (2009). Ja a massa de
espiga aumentou 16,3 g (~10%) com a

N em cobertura. O comprimento e a
massa de espiga ndo foram alterados
pela aplicacao de A. brasilense. Contudo,
o diametro de espiga aumentou
linearmente com a dose de A. brasilense.
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A aplicacdo de A. brasilense nao
influenciou significativamente na massa
da espiga, embora exista uma tendéncia
de aumento de massa com aplicagdo de
maiores doses de inoculante. Aumento
na massa de espiga possivelmente
signifique maior produtividade de graos
de milho como demostrada por Repke et
al. (2013).

A massa de 1.000 graos e a
produtividade de grdaos de milho
aumentaram com aplicacao de 60 kg ha-
1 de N em cobertura (Tabela 3). A
aplicacdo de N aumenta o teor de
clorofila das folhas e,
consequentemente, as taxas
fotossintéticas da cultura do milho,
permitindo-lhe produzir mais reservas
que irdo posteriormente favorecer o
enchimento dos graos (MOTA et al
2015).

Era de se esperar que a aplicacdo
de N fosse aumentar o peso hectolitro,
pois o N mantém a planta
fisiologicamente ativa por mais tempo,
prolongando a duragao do periodo de

armazenamento de carboidratos e
posteriormente de enchimento de graos,
favorecendo a produgdo de graos com
maior massa (SILVA et al, 2005).
Contudo, o peso hectolitro nao foi
influenciado pela aplicacao de N.

A aplicagdo de A. brasilense nao
influenciou a produtividade de graos,
massa de mil graos e peso hectolitro.
Esses resultados concordam com os
encontrados por Godoy et al. (2011) e
Repke et al. (2013) que alertam que o
uso de A. brasilense associado a
fertilizagdo nitrogenada nao interfere no
desenvolvimento de plantas e, portanto,
nao substitui o uso de fertilizantes
nitrogenados e tampouco permite a
reducdo da dose de N. Apesar disso,
outros trabalhos tem encontrado
aumento de produtividade de milho com
o uso de A. brasilense (BARTCHECHEN et
al., 2010), mas esse efeito ndo tem sido
observado para o milho safrinha
(KANEKO et al., 2016).

Tabela 3. Efeito da aplicacdo de N e doses de Azospirillum brasilense na produtividade
de grdos, massa de 1000 graos e peso hectolitro do milho. Mbaracay, Paraguai. 2015

Massa de Peso hectolitro Produtividade
Tratamentos 1000 graos (g) (g100 cm™3) de graos (kgha'1)
Doses de N (kg ha-1)
0 (zero) 272,8 b* 77,1ns 7366 b*
60 288,1 a 76,7 8027 a
Dose de Azozpirillum
Sem inoculante 275,5ns 77,0ns 7515ns
1 da dose de inoculante 274,5 77,1 7494
1 dose de inoculante 285,0 76,8 7789
2 vezes a dose de inoculante 286,8 76,7 7988
CV (%) 4,29 0,85 6,97

*: Significativo em nivel de 5% de probabilidade de erro; Médias seguidas por letras diferentes na coluna
diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns: Ndo significativo.

Andrade et al. (2016) constataram nutrientes e dgua e obtiveram resposta

também que onde foi aplicado A.
brasilense houve maior presenca de
adcido indolacético, substancia que
promove o crescimento radicular,
favorecendo  maior absor¢do de

sinérgica com a aplicacgdo de N na
produtividade do milho, recomendando
sua aplicagdo. No presente experimento
houve boa quantidade e distribui¢cdo das
precipitagdes, acompanhada de
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temperaturas adequadas para o
desenvolvimento do milho (Figura 1), e
isso pode ter mascarado o efeito
positivo da aplicagdo de A. brasilense.

O rendimento de graos de milho
apresentou correlagdo positiva com
altura de planta aos 60 dias, o diametro
do colmo, o didmetro da espiga, o
comprimento da espiga, a massa da
espiga e massa de mil graos (Tabela 4).
Repke et al. (2013) também observaram
que espigas de maior didmetro,
comprimento e massa seca da espiga e

com maior massa de mil graos resultam
em maior rendimento de grdos.
Contudo, ndao houve correlacao entre a
produtividade de graos de milho e a
altura final de planta e com o peso
hectolitro. A relagdo do rendimento de
graos com a altura da planta aos 60 dias
e o diametro do caule pode ser explicada
pela capacidade que as plantas tém de
acelerar seu crescimento quando ha
fornecimento adequado de N, neste caso
via fertilizacao.

Tabela 4. Correlagdes simples de Pearson para produtividade de grdos versus altura de
planta aos 60 dias (APSD), altura final de planta (AFP), diametro do colmo (DC),
diametro da espiga (DE), comprimento da espiga (CE), Massa da espiga (ME), massa de
mil graos (MMG) peso hectolitro (PH). Mbaracayu, Paraguai. 2015.

Componentes de rendimento de grao

APSD  AFP DC DE CE ME MMG  PH
0,561* 0,365~ 0,786* 0,769* 0,770* 0,904* 0,879* 0,264ns

Produtividade

*: Significativo em nivel de 5% de probabilidade de erro; ns: ndo significativo

Conclusoes

A aplicagdo de A. brasilense
aumentou o didmetro de espiga, mas
ndo afetou os demais componentes da
producgdo, nem a produtividade de graos
de milho.

A aplicacdao de N em coberturou
aumenta a altura de plantas aos 60 dias,
o diametro do colmo, didmetro da
espiga, comprimento e massa de espigas,
produtividade de graos e a massa de mil
graos de milho.
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