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Resumo: Rizobactérias promotoras de crescimento em pds-emergéncia podem aumentar a eficiéncia de uso
do fertilizante quimico e a produtividade do milho. Objetivou-se avaliar o desempenho agronémico do milho
em funcédo da aplicacdo em pds-emergéncia de Azospirillum brasilense e Bacillus sp. e doses de nitrogénio
em cobertura. O experimento foi conduzido na safra de verdo sob delineamento experimental em blocos
casualizados em esquema fatorial 3 x 3, com seis repeti¢cdes. Os tratamentos foram constituidos da aplicagéo
de inoculantes em pés-emergéncia no milho (AG 2040) (controle sem aplicacéo; aplicagdo de Azospirillum
brasiliense; e aplicacdo de Azospirillum brasiliense e Bacillus sp.) e doses de nitrogénio em cobertura (0, 60,
120 kg hal). Avaliou-se: indice de clorofila foliar, teor de nitrogénio, area foliar, diametro do colmo, altura de
insercéo da espiga, altura da planta, comprimento da espiga, nimero de fileiras por espiga, nimero de gréos
por espiga, massa de cem graos e produtividade. A aplicacdo de Azospirillum brasilense e Bacillus sp., bem
como a adubacdo nitrogenada de cobertura com 120 kg ha! elevam teor de clorofila no milho. A aplicagao
conjunta das bactérias aumenta ainda o didmetro do colmo da cultura. A Azospirillum brasilense associada a
aplicacdo de 60 kg ha* de nitrogénio em cobertura incrementa o nimero de fileiras de graos por espiga. A
aplicagdo de Azospirillum brasilense e/ou Bacillus sp. em pés-emergéncia no milho associada com a
adubacao nitrogenada de cobertura ndo promove aumento no desempenho produtivo da cultura.

Palavras chave: Zea mays L., Microrganismos, Fertilizante quimico.

Post-emergence rhizobacteria and topdressing nitrogen fertilization in the agronomic
performance of corn

Abstract: The use of post-emergence with plant growth-promoting bacteria can increase the efficiency of
chemical fertilizer use and grain yield. The objective of this study was to evaluate the agronomic performance
of corn as a function of the post-emergence application of Azospirillum brasilense and Bacillus sp. and
topdressing nitrogen rates. The experiment was conducted in the summer crop under a randomized complete
block design in factorial 3 x 3, with six replications. The treatments consisted of the application of inoculants
in post-emergence in corn (control without application; application of Azospirillum brasiliense; and application
of Azospirillum brasiliense and Bacillus sp.) and topdressing nitrogen rates (0, 60, 120 kg ha). Leaf chlorophyll
index, nitrogen content, leaf area, stem diameter, ear insertion height, plant height, ear length, number of rows
per ear, number of grains per ear, mass of one hundred grains and grain yield were evaluated. Post-emergence
application of Azospirillum brasilense and Bacillus sp., as well as topdressing nitrogen fertilization of 120 kg
hal increased chlorophyll content in corn. The joint application of the bacteria further increases the stem
diameter of the culture. The application of Azospirillum brasilense associated with the application of 60 kg ha-
1 of topdressing nitrogen increased the number of rows of grains per ear. Post-emergence application of
Azospirillum brasilense and/or Bacillus sp. associated with topdressing nitrogen fertilization did not promote
the productive performance of the crop.

Key words: Zea mays L., Microorganisms, Chemical fertilizer.

Magistra, Cruz das Almas — BA, V. 31, p. 653 - 660, 2020



Introducéo

O nitrogénio é o nutriente absorvido em
maior quantidade na cultura do milho (Zea mays
L.), uma vez que é essencial para processos
fisiolégicos da planta, como fotossintese,
respiracdo, crescimento e diferenciacao celular, e
faz parte da constituicdo dos aminodacidos, que
formam as proteinas (Galvéo et al., 2015).

Devido ao alto custo dos fertilizantes e o
impacto ambiental, préaticas alternativas tém sido
pesquisadas com o objetivo de reduzir a
guantidade do nitrogénio aplicado e aumentar sua
eficiéncia de uso, dentre as quais destaca-se a
inoculagdo com bactérias diazotroficas, fixadoras
de nitrogénio ou bactérias promotoras de
crescimento das plantas (Kappes et al.,, 2013 &
Spolaor et al., 2016). Esses microrganismos
podem estimular o crescimento e desenvolvimento
das plantas devido a mecanismos relacionados ao
aumento da capacidade de fixagdo biologica do
nitrogénio, a producdo de fitormdnios, a
solubilizagdo do fosfato e a agdo de controle de
patégenos (Souza et al., 2015 & Ojuederie et al.,
2019).

A inoculagéo de bactérias via semente é a
forma mais pesquisada e utilizada no Brasil,
entretanto  estudos apresentam  resultados
contrastantes quanto ao uso da inoculagédo de
microrganismos fixadores ou promotores do
crescimento via semente combinado com
adubacdo nitrogenada em cobertura sobre o
desempenho agronémico do milho (Dartora et al.,
2013, Repke et al., 2013, Mazzuchelli et al., 2014,
Liborio et al., 2016 & Spolaor et al., 2016).

O processo de inoculacdo das sementes de
milho coloca as bactérias em contato com o0s
produtos quimicos presentes nas sementes
comerciais, que sao posteriormente semeadas
proximo aos fertilizantes utilizados na adubacéo de
semeadura (Oliveira et al., 2017). Por isso, 0 uso
do inoculante em pés-emergéncia pode ser uma
opcdo promissora para a incompatibilidade das
bactérias com os produtos quimicos comumente
utilizados no tratamento de sementes (Kappes et
al., 2017).

Contudo, essa é uma técnica pouco
estudada, fato que justifica a realizacdo de
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trabalhos para verificagdo de sua eficacia. A
hip6tese do trabalho é: o uso de inoculantes em
pés-emergéncia  associados a  adubacédo
nitrogenada em cobertura podem favorecer o
desempenho produtivo do milho.

Neste contexto, objetivou-se avaliar o
desempenho agrondmico do milho em funcéo da
aplicacdo em pos-emergéncia de Azospirillum
brasilense e Bacillus sp. e doses de nitrogénio em
cobertura.

Material e métodos

O experimento foi conduzido na safra de
verdo em Londrina-PR (560 m de altitude e 23°23’
S e 51°11' O), em Latossolo Vermelho distroférrico
(Santos et al., 2018). O clima local, segundo a
classificagdo de Kdppen, é Cfa (clima subtropical),
subtropical Umido mesotérmico, com verdes
guentes e geadas pouco frequentes (Alvares et al.,
2013). Os dados de temperatura e precipitacéo
pluvial no periodo de condug@o do experimento
séo apresentados na Figura 1.

O delineamento experimental utilizado foi
blocos casualizados em esquema fatorial 3 x 3
(uso de inoculantes x doses de nitrogénio), com
seis repeti¢fes. Os tratamentos foram constituidos
de aplicacbes de inoculantes em pds emergéncia
da cultura (controle sem aplicagcéo; aplicacdo de
Azospirilum  brasiliense; e aplicacdo de
Azospirillum brasiliense e Bacillus sp.) e doses de
nitrogénio em cobertura (0, 60, 120 kg hal). A
parcela experimental tinha quatro linhas com cinco
metros de comprimento, espacgadas de 0,5 m entre
si e 1,5 m entre blocos, sendo a &rea util as duas
linhas centrais, totalizando 5 m2.

Antes da instalacdo do experimento foi
realizada analise quimica do solo de 0-20 cm de
profundidade, cujo resultado foi: 5,2 pH (CaClz);
9,0 mg dm-= P (Melich'1); 14,2 g kgt MO; 0,0 cmolc
dm-3 Al; 3,37 cmolc dm= H+AI; 0,3 cmolc dm= K;
4,2 cmolc dm= Ca; 1,0 cmolc dm- Mg; 5,5 cmolc
dm-= SB; 9 cmolc dm= CTC; e 62% V. De acordo
com andlise quimica de solo e necessidade da
cultura, na semeadura foram aplicados 300 kg ha-
1 do formulado 04-14-08.
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Figura 1 - Gréafico da temperatura maxima (Tmax. °C), temperatura minima (Tmin. °C) e precipitacdo pluvial
(mm), por decéndio, durante o experimento, Londrina-PR. Precipitacéo pluvial acumulada durante

o ciclo da cultura: 556 mm.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Utilizou-se o milho hibrido (cv. AG 2040)
com densidade de semeadura de 65 mil sementes
viaveis hal. Antes da semeadura, as sementes
foram tratadas com fungicida fludioxonil (3,75 g
i.a.) + metalaxyl-m (1,5 g i.a.) por 100 kg de
semente, e com o inseticida imidacloprido (52,5 g
i.a.) + tiodicarbe (157,5 g i.a) para 60.000
sementes.

Os in6culos foram preparados a partir de
colénias isoladas de Azospirillum brasilense da
estirpe AbV5 e Bacillus sp. da estirpe RA,
disponiveis no Laboratério de Bioquimica
Molecular da Universidade Estadual de Londrina
(LBM-UEL). Por um peridodo de 24 horas, estas
colbénias foram crescidas em meio liquido de Dygs
(Rodrigues et al., 1986), incubadas por um periodo
de 48h em um agitador rotativo (180 rpm) a 28 + 2
°C por 24h. Posteriormente, foram multiplicadas
em 250 mL de meio de cultura liquido Form15
(Oliveira et al., 2017) em frascos de Erlenmeyer
em uma populacao inicial de 1 x 104 células por ml,
incubados sob agitac&o orbital (180 rpm) a 28 + 2
° C por 24 h. Apds o periodo de crescimento, as
culturas foram normalizadas por diluicdo da
suspensdo de células bacterianas no meio de
cultura Form15 até uma concentracao final de 1 x
107 células por ml, constituindo os inoculantes

utilizados nos ensaios.

Os inoculantes de cada tratamento foram
diluidos na proporcao de 100 mL de inoculante
liquido para cada 10 L de 4gua. A aplicacéo foi feita
proximo ao colo da planta, utilizando 10 litros de
solucdo para cada parcela. A aplicacdo das
bactérias foi realizada 13 dias ap0s a emergéncia
guando as plantas se encontravam no estadio V2
(duas folhas completamente expandidas), usando
pulverizador costal com ponta de jato cone vazio.

A adubacédo nitrogenada de cobertura foi
realizada quando as plantas estavam no estadio
V5 (cinco folhas completamente expandidas),
tendo como fonte ureia (45% N). O controle de
pragas e plantas daninhas foi realizado conforme
as recomendacdes técnicas para a cultura.

No estadio Vt (pendoamento), nas linhas
centrais da parcela, realizou-se as seguintes
avaliagbes: a) indice de clorofila foliar — obtido por
clor6filometro ClorofiLOG (modelo CFL 1030
Falker®) em 10 plantas ao acaso por parcela,
medindo-se o terco médio da lamina foliar nas
folhas abaixo e oposta a espiga de cada planta; b)
teor de nitrogénio foliar total - as folhas submetidas
ao clorofildmetro foram coletadas, acondicionadas
em sacos de papel e levadas para laboratério,
onde foram lavadas com agua destilada e secas
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em estufa de ventilacéo forcada a 60 °C até atingir
massa constante. Em seguida, foram moidas e
homogeneizadas para uso na determinacdo do
nitrogénio foliar pelo método descrito por Tedesco
et al. (1995); c) area foliar - medicao das folhas
acima da espiga de sete plantas selecionadas ao
acaso, medindo-se o comprimento, do final da
bainha até a ponta, e largura do terco médio da
folha para posterior determinagéo da area foliar da
planta segundo a férmula AF= C*L*0,75, em que C
representa o comprimento, e L a largura da folha
(Sangoi et al. 2011); d) diametro do colmo - medido
acima do primeiro né com auxilio de paquimetro;
e) a altura de insercéo da primeira espiga - medida
do solo até a base da espiga no colmo da planta;
f) altura da planta - do colo da planta até a insercao
do pendé&o na planta.

Realizou-se colheita manual quando o milho
atingiu a maturidade de colheita (22% de
umidade). Apos a colheita foram separadas
aleatoriamente 10 espigas de cada parcela
experimental para avaliagdo dos componentes de
producdo: a) comprimento de espiga — média da
medida da base até o Ultimo grdo no apice das
espigas com auxilio de uma fita métrica; b) nUmero
de fileiras por espiga — média da contagem das
fileiras de grdos de cada espiga; ¢) numero de
gréos por fileira — média da contagem de uma
fileira de gréos de cada espiga; d) peso de 100
gréos — média da contagem manual e pesagem
direta em balanca analitica de 8 repetic6es de cem
grdos apoés correcdo da umidade para 13% em
estufa (Silva et al., 2014).

A produtividade foi obtida depois da colheita
da é&rea (til de cada tratamento, trilha,
determinacdo da massa de grdos corrigida para
13% de umidade e expressa em kg hal.

Ap6s verificar o atendimento das
pressuposi¢cdes da andlise de variancia, os dados
foram submetidos a andlise de variancia (p < 0,05)
e as médias comparadas pelo Teste de Tukey,
utiizando o programa de andlise estatistica
SISVAR (Ferreira, 2014).

Resultados e discussao

A aplicacdo de Azospirillum brasilense e
Bacillus sp. em pdés-emergéncia no milho (V2)
aumentou significativamente o teor de clorofila
foliar (6%), em comparagdo com controle (sem
aplicag&o) (Tabela 1). O nitrogénio € componente
fundamental na biossintese das moléculas de
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clorofilas, de forma que a quantificacdo da clorofila
fornece uma ideia sobre o aparato fotossintético e
a capacidade da cultura quanto a absorcéo de luz
e transferéncia de energia durante o processo de
fotossintese (Bassi et al., 2018). Esse aumento no
teor de clorofila observado nas folhas de milho
pode ser resultado da acéo das bactérias tanto no
processo de fixacdo biolégica do nitrogénio,
guanto nos mecanismos de promogdo do
crescimento das plantas, ambos contribuindo para
maior eficiéncia de uso do nitrogénio pelo cereal
(Repke et al., 2013).

A adubacdo nitrogenada de 120 kg ha* em
cobertura também elevou o teor de clorofila foliar
em 6%, em relacdo aos tratamentos 0 e 60 kg ha!
de N (Tabela 1). Apesar de apresentar variagdo
conforme estadio de desenvolvimento das plantas
e nivel de manejo, o teor de clorofila na folha esta
associado a produtividade de gréos, podendo ser
utilizado eficientemente para monitorar os indices
nutricionais de nitrogénio em milho e estimar a
necessidade de adubacéo nitrogenada na cultura
(Rambo et al.,, 2011). Segundo Argenta et al.
(2003), no espigamento e independentemente do
hibrido usado, o indice de clorofila adequado é 58
quando se almeja elevado potencial de rendimento
de grdos, valor que estqd acima dos mais altos
obtidos neste experimento, 56,82 e 57,37 (Tabela
1). Contudo, estes valores sdo maiores que 0S
apresentados por Felisberto et al. (2015), 45,4 a
52,9, usando mesmo clorofildmetro para avaliar
resposta de hibridos de milho a suplementacgéo da
adubacdo nitrogenada em cobertura em estadios
de desenvolvimento da cultura, mas ambos
resultados néo refletram em incrementos na
produtividade de graos.

A aplicacdo de Azospirillum brasilense e
Bacillus sp. aumentou o didmetro do colmo (10%)
em comparacdo com O uso isolado de A.
brasilense (Tabela 1). Dartora et al. (2013),
avaliando o desenvolvimento e a produtividade do
milho em resposta a aplicagédo de A. brasilense e
Herbaspirillum seropedicae associada a adubacéao
nitrogenada, verificaram que a combinagdo das
bactérias promoveu incremento de 15% no
diametro do colmo em relagdo a testemunha na
fase vegetativa (V8) e de 8% em comparagdo a
aplicacdo isolada de A. brasilense na fase
reprodutiva (R3), resultado, segundo os autores,
possivelmente decorrente da promoc¢do do
crescimento favorecida pelas bactérias
diazotroficas.
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Tabela 1 - Efeitos da aplicacdo de inoculantes em péds-emergéncia e doses de nitrogénio em cobertura no
milho sobre indice de clorofila foliar (ICF), teor de nitrogénio foliar (N), area foliar (AF), diametro
do colmo (DC), altura de insercéo da espiga (AIE) e altura da planta (AP), comprimento da espiga
(CE), nimero de fileiras por espiga (NFE), nimero de gréos por fileira (NGF), massa de cem gréaos
(M100) e produtividade de grédos (PDTE), em Londrina-PR.

Tratamento ICF N AF DC AlE AP
(%) (cm?/planta) (mm) (cm) (cm)
Inoculante
Controle 53,38 b 23,70 416,19 19,65 ab 104,69 211,25
A. brasilense 55,59ab 24,00 402,73 18,62 b 101,86 208,25
A. brasilense + Bacillus sp. 56,82 a 25,00 438,46 20,53 a 104,88 210,47
Nitrogénio (kg hal)
0 54,10 b 23,20 420,10 19,57 104,13 211,58
60 54,33 b 24,50 417,83 19,92 103,36 208,75
120 57,36 a 25,10 419,45 19,31 103,94 209,63
Fontes de Variacdo Quadrados Médios
Inoculante (1) 54,63* 0,07ns 5821,02" 16,47* 51,69 43,62"s
Nitrogénio (N) 59,57* 0,16 24,530 1,72ns 2,94ns 37,79
I XN 11,05 0,15 2002,41ns 0,48 64,65  109,67"s
CV (%) 5,83 15,82 12,16 8,77 8,67 4,22
Tratamento CE NFE NGF M100 PDTE
(cm) (und) (und) @) (kg ha)
Inoculante
Controle 16,13 14,20 36,13 35,12 6169,25
A. brasilense 16,60 14,21 36,54 34,41 6177,93
A. brasilense + Bacillus sp. 16,47 14,21 37,47 36,05 6716,98
Nitrogénio (kg hat)
0 16,37 14,23 36,53 35,78 6179,83
60 16,29 14,26 36,70 34,69 6557,52
120 16,53 14,13 36,91 35,11 6326,81
Fontes de Variagdo ---- Quadrados Médios
Inoculante (1) 1,02ns 0,07ns 8,46"s 12,13 1772004,00"
Adubacéo (A) 0,27"s 0,00ns 0,64ns 5,40 652454,43"s
I XA 0,66 0,63* 4,88 1,52ns 797907,68"
CV (%) 4,54 3,04 5,05 5,97 13,39

s e *: ndo significativo e significativo a 5%, respectivamente, pelo teste F. Médias seguidas pela mesma letra na coluna
nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Houve interagdo entre o uso de bactéria e a
adubacdao nitrogenada de cobertura para a variavel
namero de fileiras por espiga (Tabela 1). Quando
se fez aplicagdo da A. brasilense o maior nimero
de fileiras por espiga foi obtido na aplicacéo de 60
kg ha de nitrogénio (Tabela 2), indicando o efeito
positivo sinérgico desses tratamentos sobre

guantidade de fileiras de gréos da espiga.
Avaliando o comportamento de hibridos de milho
inoculados com Azospirillum brasilense, estirpes
AbV5 e AbV6, em dose de 90 e 45 kg ha'l de N em
cobertura, Libério et al. (2016) n&o obtiveram efeito
da inoculacdo nem da interacdo dos fatores
estudados sobre essa variavel.
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Tabela 2 - Desdobramento da interacdo inoculante em pés-emergéncia e adubacédo de cobertura (I X A) no
milho para a variavel nimero de fileiras por espiga (NFE).

Nitrogénio (kg ha?)

Inoculante 0 60 120
Controle 14,53 Aa 14,13 Aa 14,03 Aa
A. brasilense 13,86 Bb 14,53 Aa 14,36 ABa
A. brasilense + Bacillus sp. 14,20 Aab 13,96 Aa 14,23 Aa

Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na coluna, e mailscula, na linha, ndo diferem estaticamente a 5% para o

teste Tukey.
Fonte: Dados da Pesquisa.

N&o houve influéncia dos tratamentos sobre
a produtividade do milho (Tabela 2). Ao estudar a
aplicacdo em pos-emergéncia de Azospirillum
brasilense e doses de N em cobertura no milho de
segunda safra, Kappes et al. (2017) constataram
gue a aplicac@o da bactéria em pds-emergéncia
ndo proporcionou efeito sobre a produtividade da
cultura. Resultados que corroboram o obtido por
Ciciliato e Casimiro (2015), avaliando o efeito da
aplicag&o dessa rizobactéria em pds-emergéncia e
diferentes fertilizantes foliares.

Segundo Spolaor et al. (2016), a auséncia
de efeito da adubag&o nitrogenada de cobertura
sobre a produtividade do milho nos tratamentos de
inoculacéo, como verificada neste estudo, pode
indicar uma relacdo competitiva entre essas
tecnologias. Carvalho et al. (2014) afirmam que
fertilizantes nitrogenados no solo reduzem a
proporcdo e eficiéncia de fixacdo biologica de
bactérias diazotréficas. Salienta-se que a
produtividade dos tratamentos sem uso de
bactérias (controle) e sem aplicacéo de nitrogénio
em cobertura (0 kg hal) apresentaram valores
elevados e estatisticamente semelhantes aos
demais neste estudo, possivelmente devido a
mineralizagdo de N da matéria organica do solo, a
fixac&o bioldgica do N atmosférico pelas bactérias
nativas do solo e/ou a adubagdo com nitrogénio na
semeadura (12 kg ha?l), em conformidade ao
obtido por Kappes et al. (2017).

Acrescenta-se ainda que este estudo foi
conduzido em sistema de semeadura direta em
sucessdo ao trigo, graminea que apresenta
elevada relacdo C/N da palhada, fato que pode ter
causado a imobilizagdo de parte do nitrogénio
aplicado em cobertura na cultura do milho,
mitigando o efeito dos tratamentos sobre a
produtividade de graos. Além disso, as condicdes
meteoroldgicas favoraveis ao cultivo do milho, com
temperatura variando de 16 a 33 °C e precipitacdo
pluvial acumulada de 556 mm, adequadamente

distribuida durante o ciclo da cultura (Figura 1),
associadas as caracteristicas edéficas
promoveram 0 crescimento e desenvolvimento
satisfatorio dos tratamentos controle.

Testando a aplicacdo de Azospirillum
brasilense em pds-emergéncia e inoculada via
semente sobre o desenvolvimento e a
produtividade 29 hibridos de milho em sistema de
plantio direto, Martins et al. (2012) verificaram que
0 uso da bactéria em pds-emergéncia permitiu a
diferenciagdo dos hibridos selecionados para
todas as caracteristicas testadas e a possibilidade
de uso dessa técnica para selecionar hibridos mais
responsivos ao Azospirillum. Novos estudos
envolvendo o uso de bactérias em pds emergéncia
devem ser realizados visando o desenvolvimento
dessa tecnologia, que busca evitar possiveis
interacdes com produtos usados no tratamento de
sementes, considerando aspectos relacionados a
selecdo de estirpes, as condi¢bes edafocliméticas
locais, aos hibridos utilizados e ao proprio sistema
de manejo, incluindo a forma de inoculacdo das
bactérias, os quais podem interferir nos resultados
(Kappes et al., 2013).

Conclusao

A aplicacdo de Azospirillum brasilense e
Bacillus sp., bem como a adubacéo nitrogenada de
cobertura com 120 kg ha? elevam teor de clorofila
no milho. A aplicagcdo conjunta das bactérias
aumenta ainda o didmetro do colmo da cultura.

A Azospirillum brasilense associada a
aplicacéo de 60 kg ha* de nitrogénio em cobertura
incrementa o numero de fileiras de grdos por
espiga.

A aplicacdo de Azospirillum brasilense e/ou
Bacillus sp. em pdés-emergéncia no milho
associada com a adubacdo nitrogenada de
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cobertura ndo promove aumento no desempenho
produtivo da cultura.
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