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RESUMO: A utilizacao de bactérias promotoras de crescimento
vegetal é uma alternativa promissora e de baixo impacto ambiental
para aumentar a eficiéncia de uso de fertilizantes quimicos, garantindo
elevadas produtividades com melhor relacao custo-beneficio. Na
cultura do milho, diversos trabalhos vém demonstrando o aumento de
rendimento de graos quando inoculados com Azospirillum spp. No caso
do milho pipoca, trabalhos relacionados ao uso da inoculacao sobre
a produtividade da cultura sao inexistentes. Dessa forma, o objetivo
do trabalho foi avaliar o efeito da inoculacao do produto comercial
Masterfix L. (A. brasilense Ab-V5 e A. brasilense Ab-V6) e da formulacao
experimental UEL (A. brasilense Ab-V5 e Rhizobium sp. 53GRM1),
associada a adubacao nitrogenada, sobre o desempenho agronémico
de milho pipoca. Os experimentos foram conduzidos em Londrina e
Maringa (PR), sob o delineamento de blocos casualizados, com quatro
repeticdes, em esquema de parcela subdividida, sendo locados nas
parcelas os inoculantes (sem inoculante, Masterfix L e UEL) e, nas
subparcelas, doses de N em cobertura no estadio V6, utilizando-se o
sulfato de aménio (0,50,100 e 150 kg-ha). Pela analise de variancia,
houve efeitos significativos (p < 0,05) dainoculagao (ambiente Londrina)
e doses de N (ambos os ambientes) apenas para rendimento de graos.
Nao foram observados efeitos da inoculacao na produtividade do milho
quando realizados conjuntamente com as adubac¢odes de cobertura.
Na auséncia da adubacao de cobertura, os inoculantes Masterfix L.
e UEL foram superiories ao nao inoculado, com incrementos médios
na produtividade de 13,21 e 26,61%, respectivamente.
Palavras-chave: Azospirillum brasilense, Rhizobium sp., inoculantes,
rendimento de graos.
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ABSTRACT: The use of plant growth-promoting bacteria is a promising
alternative with low environmental impact to increase the efficiency
of use of chemical fertilizers, ensuring high yield with better cost-
effective ratio. In maize crops, several studies have demonstrated
anincreased yield when Azospirillum-based inoculants are used. In
the case of popcorn, there are no available studies related to use of
inoculation and its response on yield parameters. Thus, the aim of
this study was to evaluate the field performance of popcorn when
inoculated with the commercial product Masterfix L (A. brasilense
Ab-V5 and A. brasilense Ab-V6) and the non-commercial inoculant
UEL (A. brasilense Ab-V5 + Rhizobium sp. 53GRM1) associated with
nitrogen fertilization. The trials were conducted in Londrina and
Maringa, Parana State, Brazil, in a randomized block design with four
replications, in a split plot design with the inoculation treatments
located in the plots (uninoculated, Masterfix L, and UEL) and the
different N rates located in the subplots where ammonium sulphate
was applied in the topdressing at the V, stage (0, 50, 100, and 150
kg-ha™). The variance analysis showed significant effects (p < 0.05) of
inoculation (Londrina environment) and N rates (both environments)
only for grain yield. There was no inoculation effect in the grain
yield when inoculants were applied together with N-fertilization at
topdressing. In the absence of N-fertilization at topdressing, the
inoculants Masterfix L. and UEL promoted higher grain yield as
compared to the uninoculated plants, with resulting increases of
13.21and 26.61% in yield, respectively.

Key words: Azospirillum brasilense, Rhizobium sp., inoculants, grain
yield.
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INTRODUCAO

O uso de fertilizantes quimicos, juntamente com o
melhoramento genético e o manejo cultural, propiciaram
um aumento expressivo na produtividade da cultura do
milho (Galvao et al. 2014). Contudo, a dependéncia da
agricultura atual em relagao aos fertilizantes quimicos é
motivo de grande preocupagio, em decorréncia dos riscos
associados ao uso indiscriminado desses insumos, como a
eutrofizagdo do solo e 4guas subterrineas e emissao de gases
de efeito estufa (Chien et al. 2011; Dungait et al. 2012; Marks
etal. 2013). Além de problemas ambientais, os fertilizantes
quimicos participam em mais de 28% dos custos de produgao
da cultura do milho, segundo dados da CONAB (2015).

Entre as alternativas existentes para aumentar a eficiéncia
do uso de fertilizantes quimicos, podendo levar 4 diminuigdo
da quantidade aplicada em ambientes de produgéo agricola,
esta o uso de inoculantes que contém bactérias promotoras
de crescimento vegetal (BPCV). As BPCV compreendem um
grupo de microrganismos que podem estimular o crescimento
e o desenvolvimento das plantas por meio de mecanismos
diretos e/ou indiretos, coexistindo associativamente nas
superfices radiculares, a rizosfera e filosfera, e nos tecidos
internos de diferentes espécies vegetais (Hungria et al. 2010).
Essas bactérias atuam suprindo diretamente a demanda vegetal
por nutrientes (B, K, Fe) e agua, através de mecanismos diretos
de promocio do crescimento, ou atuando no aumento da
resisténcia e tolerancia das plantas contra estresses bidticos
e abidticos pela sintese do dcido 1-amino-ciclopropano-
1-carboxilico (ACC). Atuam também como agentes de
biocontrole e na indugdo de resisténcia sistémica (Hungria
et al. 2010; Brattacharyya e Jha 2012; Singh et al. 2013;
Bashan et al. 2014).

As BPCV tém sido encontradas em associagdo com
grande nimero de espécies de cereais e gramineas forrageiras,
tendo uma vasta gama de géneros descritos, incluindo
Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus, Bradyrhizobium,
Rhizobium, Gluconacetobacter, Herbaspirillum e Azozpirillum
(Hungria et al. 2010; Videira et al. 2012). Entre esses géneros,
Azospirillum spp. constitui um dos grupos mais bem estudados,
sendo diversos os estudos relacionados com a produgéo de
fitormonios que induzem o crescimento radicular e melhoram
aabsor¢do de dgua e nutrientes pelas plantas (Doornbos et al.
2012). Além disso, assim como os rizobios, as bactérias do
género Azospirillum possuem capacidade de realizar a fixacao
bioldgica do nitrogénio atmosférico e, dessa forma, podem

contribuir diretamente para a nutri¢do nitrogenada de vérias
espécies ndo leguminosas, favorecendo o seu crescimento
e diminuindo o uso de fertilizantes nitrogenados, sem que
ocorram diminui¢des na produtividade (Hungria et al. 2010;
Ferreira et al. 2013).

Com base em diversos estudos, verifica-se que a
contribui¢do do Azospirillum para a produtividade do
milho tem mostrado resultados contrastantes (Hungria et al.
2010; Ferreira et al. 2013; Repke et al. 2013; Quadros
etal. 2014). Repke et al. (2013) verificaram que a aplicagio de
A. brasilense (AZ) via solugdo nas sementes, acompanhada
ou nio de doses de nitrogénio sintético, ndo interferiu no
desenvolvimento de plantas e na produtividade da cultura
do milho. Por outro lado, Hungria et al. (2010) avaliaram
o uso de AZ sobre o milho e encontraram um aumento
de 27% na produtividade em relagdo ao controle sem
inoculagdo. Ferreira et al. (2013), avaliando a resposta do
milho & inoculagdo AZ em solos do Cerrado brasileiro,
verificaram incrementos na produtividade de 14,9, 26,7
€29,4% nos tratamentos P-K + AZ, P-K+ AZ + 100 kgde N e
P-K + AZ + 200 kg de N, respectivamente, quando
comparados com o controle (P-K). Quadros et al. (2014),
avaliando a produtividade de trés hibridos de milho
inoculados com uma mistura de trés espécies de Azospirillum
(A. brasilense, A. lipoferum e A. oryzae), verificaram uma
interacdo entre os hibridos e inocula¢ao, tendo obtido
aumento significativo de produtividade apenas para o
hibrido P32R48, com incremento 750 kg-ha™.

A resposta da inoculagdo pode variar de acordo
com o gendtipo da planta, estirpe bacteriana, condigdes
ambientais, praticas agricolas, bem como com a quantidade
e qualidade das celulas de BPCV utilizadas como inoculante
(Matsumura et al. 2015). No caso do milho pipoca, pelo
melhor conhecimento dos autores, ndo existem na literatura
trabalhos relacionados ao uso de inoculantes contendo BPCV
e as respostas sobre o desenvolvimento e a produtividade
da cultura. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar
o efeito da inoculagdo do produto comercial Masterfix L
formulado com duas estirpes de Azospirillum brasilense
(A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6) e de um inculante desenvolvido
na Universidade Estadual de Londrina (inoculante UEL)
formulado com uma esitrpe de Azospirillum brasilense
e uma estirpe de Rhizobium sp. (A. brasilense Ab-V5
e Rhizobium sp. 53GRM1) — sob diferentes niveis de
adubagdo nitrogenada de cobertura — sobre o desempenho
agrondmico de milho pipoca.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos na fazenda da
Universidade Estadual de Londrina (UEL) e na Universidade
Estadual de Maringa (UEM) na safra 2014/2015. A fazenda
da UEL esta localizada no municipio de Londrina, regido
norte do Estado do Parana (coordenadas geograficas:
23°20°32”S; 51°12°32”W; altitude de 550 m). O solo é
caracterizado como Latossolo Vermelho eutroférrico.
A fazenda da UEM esta localizada no distrito de
Iguatemi, Maringa, regido noroeste do Estado do Parand
(coordenadas geograficas: 23°11°S; 52°03’W; altitude de
550 m). O solo é caracterizado como Latossolo Vermelho
distroférrico. O clima das regides de Londrina e Iguatemi
¢ do tipo Cfa, de acordo com a classificagdo de Képpen.
Os dados referentes as médias de precipitacio pluvial e

temperaturas médias maximas e minimas, observadas
no periodo experimental, foram obtidos junto a estagao
meteoroldgica situada na sede do Instituto Agronémico
do Parana (IAPAR) em Londrina (Figura 1).

As caracteristicas quimicas do solo (0 - 20 cm) antes da
instalacao dos experimentos, Londrina e Maringa, foram:
pH (CaClz): 5,50 e 4,60; P: 8,55 e 12,89 mg-dm~; K: 1,60
e 0,28 cmol -dm™; Ca: 5,30 e 2,45 cmol -dm™; Mg: 2,20 e
0,81 cmol -dm™ e CTC: 13,38 e 7,51 cmol -dm™,
respectivamente.

Em cada experimento, o solo foi preparado por meio
de aragdo e gradagem leve e adubado com 300 kg-ha™' do
formulado comercial 08:28:16 na semeadura. Os experimentos
foram dispostos em delineamento de blocos casualizados, com
4 repeti¢des, em esquema de parcelas subdivididas, sendo
casualizados nas parcelas os inoculantes (sem inoculante;
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Figura 1. Dados diarios de temperaturas maximas e minimas e de precipitacao pluvial durante o periodo de condugao do experimento.

(a) Londrina (PR) e (b) Maringa (PR) (2014/2015).
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inoculante comercial: Masterfix - A. brasilense Abv5 e
Abv6; inoculante UEL: A. brasilense Abv5 e Rhizobium sp.
53GRM1) e, nas subparcelas, as doses de N em cobertura
no estadio V, utilizando como fonte o sulfato de amoénio
(0, 50, 100 e 150 kg-ha™).

Os diferentes inoculantes foram aplicados de forma a
disponibilizar a concentragdo bacteriana de 1 x 10° células
por semente. As bactérias utilizadas no inoculante UEL
estao depositadas na cole¢éo de culturas bacterianas do
Laboratério de Bioquimica Molecular da Universidade
Estadual de Londrina (LBM-UEL). Colonias isoladas
de Ab-V5 e 53GRMI1 foram crescidas como pré-indculo
em meio liquido Dygs (2 g de glicose; 1,5 g de peptona; 2 g
de extrato de levedura; 0,5 g de K. HPO,; 0,5 de MgSO; e
agua destilada q.s.p. 1 L, pH 6,0) por 24 horas; em seguida,
foram multiplicadas em 250 mL de meio M15 liquido —
composi¢ao formulada pelo LBM-UEL, em processo de
patente no Instituto Nacional de Propriedade Industrial
(INPI; deposito no BR 1020140171746) — e cultivadas por
48 h sob agitacdo em incubadora orbital (180 rpm a 28 °C).
Apos esse periodo, os cultivos foram interrompidos, e a
concentracdo de células foi determinada por contagem em
camara de Neubauer, sendo entio realizada a normalizacao
da suspenséo de células para 1 x 10° células-mL* com dilui¢do
em veiculo inoculante liquido UEL.

As subparcelas experimentais tiveram dimensdes de 3,2 x
4,0 m e constaram de quatro fileiras de 4,0 m de comprimento,
tendo como area ttil as duas fileiras centrais. O espagamento
entre fileiras foi de 0,8 m. Dentro da fileira, o espagamento foi
de 0,2 m entre covas, o que resultou em 20 covas por fileira,
onde foram colocadas 2 sementes por cova do hibrido de
milho pipoca IAC 125. A area qtil foi constituida pelas
duas linhas centrais, eliminando 0,5 m nas extremidades. A
semeadura foi realizada manualmente na primeira quinzena
de outubro de cada ano. O desbaste foi realizado no estadio
V., deixando-se uma planta por cova.

Foram avaliadas as variaveis altura de planta (ALTP, em
cm), altura de espiga (ALTE, em cm), numero de espiga por
planta (NEP) e rendimento de graos (REND, em kg-ha™).
Procedeu-se a andlise de variancia individual com o objetivo
de estimar os residuos associados as parcelas e subparcelas. As
interagdes significativas entre os fatores foram desdobradas. O
fator qualitativo (inoculagdo) foi submetido a comparagio de
meédias pelo teste de Tukey (p < 0,05) e o quantitativo (niveis
de N na cobertura), a andlise de regressio linear. A melhor
equacdo ajustada foi escolhida de acordo com o coeficiente

de regressao, testado pelo teste t corrigido com base nos
residuos da analise de variancia. Os dados foram analisados
com auxilio do programa R (http://www.r-project.org),
utilizando-se o pacote ExpDes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela andlise de variancia individual, houve efeitos
significativos para inoculagdo e doses de N apenas para
rendimento de graos no ambiente Londrina. No ambiente
Maringa, essa diferenga também foi detectada para rendimento
de grao, contudo, apenas para doses de N. Repke et al. (2013),
avaliando dois niveis de A. brasilense (sem e com aplicagdo
da solugdo da bactéria nas sementes), em seis doses de N na
cobertura (0, 80, 105, 130, 155 e 180 kg-ha™), verificaram
auséncia de efeitos decorrentes da aplica¢ao do inoculante
nas sementes de milho e interagdo inoculante versus doses
de nitrogénio para todas as variaveis avaliadas. Dartora
et al. (2013), avaliando a inoculagdo das sementes (sem,
A. brasilense - Abv5, Herbaspirillum seropedicae - SmR1 e
combinag¢do Abv5 e SmR1) com 5 doses de N (0, 40, 80, 120
e 160 kg-ha™), verificaram efeitos de inoculagdo apenas para
diametro do colmo (fase vegetativa e reprodutiva) e massa seca
da parte aérea. Por outro lado, resultados significativos para
rendimento de graos quando inoculados com A. brasilense
tém sido verificados em diversos trabalhos (Hungria et al.
2010; Ferreira et al. 2013; Quadros et al. 2014).

O desdobramento da interagao inoculagdo versus doses
de N foi realizado apesar de nio ter sido verificado efeito
significativo da interagdo para ambos os experimentos.
Segundo Barbin (2013), embora a interagdo nio tenha
sido significativa, muitas vezes é aconselhavel fazer-se o
desdobramento dos graus de liberdade, pois se pode detectar
algum efeito significativo que, na média (interagdo), fica
diluido. Pelo desdobramento inoculante versus doses de N
(0, 50, 100 e 150 kg-ha™), apenas a auséncia de N foi
significativa para ambos os experimentos.

Neste experimento, foi possivel verificar que a adigdo
de N-fertilizante em cobertura no solo ndo proporcionou
nenhum incremento de produtividade aos tratamentos de
inoculagao, sugerindo que essas tecnologias sdo competitivas
e ndo aditivas. De acordo com Carvalho et al. (2014),
a eficiéncia de fixagao bioldgica em bactérias diazotroficas
¢ rapidamente reduzida ou mesmo inibida na presenca de
alta concentracdo de componentes de nitrogénio no solo,
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especialmente amonio, que pode causar a rapida inibigao
da atividade da nitrogenase, responsavel pela conversao do
nitrogénio atmosférico (N,) a forma aceitavel pela planta.
Além do controle da atividade da nitrogenase, ha evidéncias
de que o teor de N no solo pode também regular a colonizagdo
bacteriana.

Oliveira et al. (2003) verificaram que o numero de
bactérias diazotroficas endofiticas isoladas de tecidos
de cana-de-agutcar diminui em plantas que foram adubadas
com altas doses de N quando comparado com o nimero
de bactérias em plantas que receberam pequenas doses de
fertilizante nitrogenado. A determinagio da eficiéncia de uso
de nitrogénio e o balango desse elemento em condi¢des de
inoculagdo versus doses de N-fertilizante sio necessarios para
determinar como a inocula¢do com bactérias diazotroficas
contribui para a nutri¢do das plantas inoculadas.

Matsumura et al. (2015) avaliaram os efeitos da adubacéo
nitrogenada sobre a diversidade da comunidade total e de

metabdlitos ativos de bactérias endofiticas em plantas de
milho que foram inoculadas com a A. brasilense Ab-V5.
Os autores verificaram que o manejo da adubacédo teve um
forte efeito sobre as populagdes dominantes da comunidade
bacteriana metabolicamente ativa, e as bibliotecas de genes
16S rRNA de plantas com nivel regular de N sugerem uma
menor diversidade de tais populagdes em comparagio com as
bibliotecas de plantas com baixo N. Além disso, a combinac¢io
de tratamentos com niveis regulares de N e inoculag¢éo de
planta ndo teve um efeito aditivo e, sim, uma tendéncia de
diminui¢ao na produtividade.

Na auséncia de N de cobertura, verifica-se um efeito
significativo dos inoculantes comercial e da UEL sobre o
ndo inoculado para os experimentos Londrina e Maringa
(Figura 2). O incremento de rendimento de graos foi de
9,98 e 16,44% (correspondendo a 367,03 e 604,93 kg-ha™')
para inoculante comercial e da UEL, respectivamente, para
ambiente Londrina, enquanto, para ambiente Maringa, o

6.000 T

5.000+

4.000+

3.000+

Rendimento de graos (kg-ha™)

2.0001

1.000+

0 50
Doses de N (kg-ha™)

100 150

B Naoinoculado
B Masterfix L. (Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6)

Rendimento de graos (kg-ha™)

B Inoculante UEL (Azospirillum brasilense Ab-V5 e Rhizovium sp. 53GRM1)

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.600T
[ ] i
4.4007 y-363840+941x-003x2 . o
R?=0,89
4.2004
4000
00T (a)
38001+ o y = 4.03768 - 787x + 0,07%*
y R?=0,99
3.600T
3.4001+ : : : : : : |
10 30 5H50 70 90 110 130 150
3.600T
3.400- y =2.296,12 + 11,66x - 0,032 e
RZ=
3.200+ 0.99
3.000 '
2.800+ e (b)
26001
2400+
1
22001+ : : : : : : |
10 30 50 70 90 110 130 150
Doses de N (kg-ha™?)
® Naoinoculado
O Masterfix L. (Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6)
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Londrina (PR) e (b) Maringa (PR) (2015).
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incremento foi de 20,14 e 32,81% (correspondendo a 465,25
e 757,98 kg-ha™), respectivamente.

A formulagido comercial possui duas estirpes de
Azospirillum brasilense registradas no Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) para
uso em formula¢des comerciais (Hungria et al. 2010),
enquanto o inoculante da UEL contém a estirpe Ab-V5 de
A. brasilense (registrada no MAPA) e a estirpe 53GRM1 de
Rhizobium sp., uma estirpe isolada da rizosfera de milho
e sem registro no MAPA. Em adi¢do, as diferencas na
composi¢do quimica sao de dificil andlise, uma vez que
a formulac¢éo comercial possui composi¢ao tratada como
segredo industrial, assim como a formula¢ao inoculante
da UEL, que possui pedido de protegao intelectual junto ao
INPI (depdsito no BR 1020140171746). Segundo Oliveira
et al. (2014), diversos fatores influenciam a eficiéncia na
utilizagao da tecnologia de inoculantes, sendo as formulagoes
um dos fatores principais. Para que se possa formular e
produzir comercialmente os inoculantes, é necesséria uma
integragdo dos pardmetros fisicos, quimicos e biolégicos
nesses produtos, permitindo, assim, a manutenc¢io de
elevadas populagdes do microrganismo-alvo e um maior
tempo de sobrevivéncia em prateleira e no campo.

No desdobramento N versus inoculantes (ndo inoculado,
MasterFix L e inoculante UEL), foram detectados efeitos
significativos para nao inoculado em ambos os experimentos
e inoculante MasterFix L para ambiente Londrina. Para ndo
inoculado, em diferentes doses de N, obteve-se resposta
quadrética com nivel de significancia de 1% (Figura 2),
em que, de acordo com a fungéo de produgio obtida, o
rendimento méximo de graos (4.366,30 e 3.429,08 kg-ha™)
seria teoricamente atingido com aplica¢ao de 156,83 ¢
194,33 kg-ha™ de N para os ambientes Londrina e Maringa,
respectivamente.

Para inoculante MasterFix L em diferentes doses de N
no ambiente Londrina, verifica-se que o menor rendimento
de graos (3.816,47 kg-ha™') seria teoricamente atingido
com aplicacao de 56,21 kg-ha™! de N. Em contrapartida,
para as inoculagdes MasterFix L (no ambiente Maringa)
e UEL (nos dois ambientes), em diferentes doses N,
verifica-se auséncia de significancia, ou seja, o aumento
das doses de N ndo influenciaram no aumento do
rendimento de graos.

A inoculagdo de gramineas com BPCV vem sendo
aplicada adicionalmente ao uso de fertilizantes minerais,
sem considerar o aumento na eficiéncia de uso de

nutrientes resultantes de intera¢des compativeis entre
Azospirillum e a planta inoculada, que sdo principalmente
observados em estudos conduzidos na auséncia ou sobre
doses diminuidas de fertilizantes, principalmente dos
nitrogenados (Veresoglou e Menexes 2010). A pratica de
inoculagdo com BPCV modifica o ambiente onde a planta
se desenvolve, como resultado das intera¢des bioquimicas
entre os pares associativos, e acarreta mudangas na
expressdo génica da planta inoculada (Amaral et al. 2014).

Partida-Martinez e Heil (2011) apresentam o conceito de
custo-beneficio nas interagdes associativas, onde incrementos
produtivos resultantes dessas interagdes somente poderdo
ocorrer se 0s microrganismos proporcionarem beneficios
que excedam o custo metabdlico que a planta assume para
a manutengdo de elevadas populagdes microbianas a ela
associada. Nesse contexto, a inocula¢do de plantas com
BPCV com agédo sobre a nutrigdo vegetal (facilitando a
nutri¢do nitrogenada, por exemplo) podera atuar como
dreno energético caso o ambiente de cultivo apresente
condigdes de plena nutrigdo para a planta. Uma vez que
BPCV sio organismos heterotréficos e demandam energia
da planta para se manterem ativos e sob populagdes elevadas,
¢ mais provavel que o resultado de uma inoculagio eficiente
produza um efeito neutro ou mesmo negativo sobre
a produtividade vegetal (Hartmann et al. 2009).

CONCLUSAO

Na auséncia da adubagdo de cobertura, os inoculantes
Masterfix L. e UEL foram superiores ao nao inoculado, com
incrementos médios de produtividade de 13,21 e 26,61%,
respectivamente. As doses de N (50, 100 e 150 kg-ha™') de
cobertura nao influenciaram no aumento da produtividade
do milho pipoca IAC 125 quando inoculado com Masterfix L.
(no ambiente Maringd) e UEL (nos dois ambientes).
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