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RESUMO

ADUBACAO NITROGENADA E INOCULACAO COM Azospirillum brasilense NA
CULTURA DO MILHO PARA GRAO E SILAGEM

AUTOR: Tiago Jodo Tonin
ORIENTADOR: Julio Viégas

Tendo em vista a utilizacdo da cultura do milho para diversos fins, principalmente para
alimenta¢do animal na forma de silagem ou grdos para compor racgdes, este trabalho avaliou
os efeitos da adubagdo nitrogenada em diferentes doses (0, 60, 120, 240 e 480 kg ha™ de N) na
forma de ureia, associada a utilizagdo de hibridos de diferentes propositos inoculados com
Azospirillum brasilense estirpes Ab-V5 e Ab-V6. Avaliou o desenvolvimento, produtividade
das plantas para silagem, bem como o valor nutritivo da mesma, além da estrutura
morfologica e a produtividade de graos. O cultivo da area experimental foi realizado em duas
safras agricolas, safra 2013/2014 e safra 2014/2015, tendo a semeadura realizada no més de
outubro, a colheita para silagem no final do més de janeiro e inicio de fevereiro e a colheita de
graos no més de marco, em ambos os anos. A inoculacdo com A. brasilense incrementou a
produtividade de matéria seca de silagem por hectare, elevou o teor de MS no momento da
ensilagem, aumentou a participagdo de espigas na massa ensilada, diminuiu o teor de
hemicelulose e cinzas na silagem e elevou a capacidade tamponante da forragem. Ainda, a
inoculacdo apresentou interagdo com os hibridos utilizados aumentando a sua produtividade e
alterando o percentual de colmo ensilado. Adubagdes a partir de 120 kg ha” de N sdo
suficientes para elevar potencialmente a produtividade da cultura para silagem. A utilizagao
de hibridos de fins silageiros ¢ a mais indicada, visto a maior produtividade de biomassa sem
alteragdes significativas na qualidade da silagem. Para producdo de graos houve interacao
significativa entre a inoculagdo com A. brasilense com o hibrido AS 1572 onde foi encontrada
maior producdo de grios (uma tonelada ha™), sendo o aumento associado ao acréscimo do
nimero de graos por espiga. O hibrido com finalidade de producdo de graos, o AG 9030,
apresentou maior massa de graos, quando comparado ao hibrido com fins mistos, o0 AS 1572.
A adubacio nitrogenada incrementou a produtividade da cultura por elevar a massa dos graos.
A inoculagdo nao provocou efeitos na estrutura morfoldgica externa das plantas.

Palavras-chave: Bactérias diazotroficas. Fixacao biologica. Forragem. Graos. Ureia.



ABSTRACT

NITROGEN FERTILIZATION AND INOCULATION WITH Azospirillum brasilense
ON CORN CROP FOR GRAIN AND SILAGE

AUTHOR: TIAGO JOAO TONIN
ADVISOR: JULIO VIEGAS

In view of the use of corn for various purposes, principally for animal feed in the form of
silage or grain to make animal feed, this work aimed to evaluate the effects of nitrogen
fertilization in different doses (0, 60, 120, 240 and 480 kg h N-') in the form of urea, in
association of different purposes hybrids and inoculated with Azospirillum brasilense strains
Ab-V5 and Ab-V6. Were evaluated the development, plant silage productivity, nutritional
value, morphological structure and grain yield. The experimental area was carried out in two
agricultural crops, 2013/2014 and 2014/2015, sowed in October, harvest for silage at the end
of January and early February and grain harvest in March, in both years. Inoculation with A.
brasilense increased silage productivity (dry matter per area), improved the dry matter content
at ensiling, increased the corn cob contents in the silage, decreased the hemicelulose content
and ash and increased the buffering capacity of forages. The inoculation had interaction with
hybrids used increasing their productivity and changing the stem percentage ensiled.
Fertilizations from 120 kg ha-! N are enough to potentially raise the productivity of the crop
for silage and combined with hybrids of silage purposes are more appropriate, as the largest
biomass productivity without significant changes in the silage quality. For grain yield,
significant interaction between inoculation with 4. brasilense and AS 1572 hybrid was
founded, increasing grain production (1 ton ha-') and it was associated with the increment in
number of grains per cob. The hybrid with grain production purpose, the AG 9030, showed
higher grain mass, compared to hybrids with mixed purposes, AS 1572. Nitrogen fertilization
increased the crop yield by raising the grain weight. Inoculation caused no effects on the
external morphological structure of plants.

Keywords: Biological fixation. Diazotrophs. Forage. Grain. Urea.
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1. CONSIDERACOES GERAIS

1.1. INTRODUCAO

Frequentemente associado a produgdo consorciada ou de subsisténcia, no Brasil, o
milho (Zea mays L.) passou a ser um dos principais produtos agropecuarios, com alto pacote
tecnologico desenvolvido e empregado para sua producao (SOUZA; BRAGA, 2004). Ponto
de destaque ¢ a possibilidade, em algumas regides, da realiza¢do de mais de uma safra por ano
e o seu papel no contexto sustentdvel da rotacdo de culturas e sistemas de integragdo, com
destaque para o sistema lavoura-pecuaria. Este cereal ¢ um dos principais insumos utilizados
na agroindustria brasileira, pois faz parte essencial na fabricacdo de ragdes destinadas a
alimentagdo animal, principalmente para a avicultura e suinocultura (PINAZZA, 1993). A
utilizagdo desta espécie também € muito importante para a utilizagdo na confec¢ao de silagens
de planta inteira destinada a producao de carne e leite colaborando para colocar o Pais como
um dos principais produtores ¢ exportadores mundiais de proteina animal.

Ponto indiscutivel associado ao avango produtivo e que faz parte deste pacote
tecnologico € o melhoramento genético avangado das cultivares e hibridos, voltadas a maxima
produtividade e uso em sistemas intensivos de producgdo. Acrescenta-se ao pacote tecnologico
a utilizagdo da adubacdo nitrogenada que possui grande importdncia no aumento da
produtividade e sustentabilidade (COELHO, 2006), principalmente econdmica e social dos
sistemas produtivos. Embora existam inumeras pesquisas estudando os efeitos da adubagao
nitrogenada em milho, evidencia-se que muitos fatores podem interferir no aproveitamento
deste nutriente. Dentre estes fatores, podem-se incluir como importantes e influentes as
condi¢gdes edafoclimaticas, variantes entre locais e anos de produgdo, material genético
utilizado, fontes de nitrogénio e tratos culturais (LARA CABEZAS, 2000).

A utilizagdo de grandes quantidades de N durante o ciclo do milho ndo garante uma
resposta linear sobre a produtividade de graos e silagem, visto que muitas variaveis podem
interferir na resposta da cultura e geralmente apenas 1/3 do nitrogénio aplicado ¢ aproveitado
pela cultura. O excesso da adubacdo que ndo ¢ aproveitada pela cultura ou até mesmo
condi¢des ambientais desfavoraveis, principalmente quando aplicado em cobertura ocasionam
perdas deste nutriente ao meio e consequentemente a polui¢do ambiental e diminui¢do da

rentabilidade (ARAUJO; HUNGRIA, 1994).
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Pesquisas tém sido direcionadas no sentido de melhorar a eficiéncia da utilizagdo do
nitrogénio, ¢ também, na tentativa de substituir os fertilizantes quimicos nitrogenados
diminuindo a dependéncia externa de insumos. Neste contexto, a fixacdo bioldgica do
nitrogénio realizada pelas bactérias do género Rhizobium ¢ um processo interessante e de
extrema importancia. Apesar de extremamente importante como fixador de N atmosférico, os
microrganismos do género Rhizobium possuem relacdo de mutualismo apenas com espécies
leguminosas. A descoberta de microrganismos associativos as raizes e outros tecidos de
gramineas mudaram este cendrio, muitas pesquisas tém sido realizadas no intuito de
compreender esta associa¢do e seus efeitos sobre a produtividade das gramineas (BADRI,
2009).

As bactérias do género Azospirillum sdo de vida livre e possuem capacidade de se
associarem as raizes de gramineas, incluindo o milho, com efeitos benéficos sobre o
aproveitamento de nutrientes e fixagdo de N (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000).
Dentro desse destaca-se a espécie Azospirillum brasilense como importante microrganismo
associativo a cultura do milho. Os beneficios desta espécie podem ocorrer de forma direta e
indireta, dentre estes se pode citar a fixacdo bioldgica do N, producdo de fitormonios,
solubilizacao de fosfato inorgéanico, melhor desenvolvimento radicular e resisténcia a doengas
(DOBBELAERE; OKON, 2007). Estes fatores quando ocorrem de forma isolada ou em
conjunto podem incrementar a produtividade da cultura de milho (graos ou silagem) e

diminuir a dependéncia de fertilizantes quimicos.
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1.2. HIPOTESES

A inoculacdo com Azospirillum brasilense nas sementes de milho contribui para o
incremento da produtividade da cultura para fins de producao de graos e silagem.

A inoculagdao com A. brasilense altera a composi¢cao morfoldgica das plantas de milho,
influenciando na composicdo bromatoldgica das silagens e caracteristicas agronomicas
ligadas a producao de graos.

A inoculacdo pode alterar os padrdes de producao de acordo com o hibrido utilizado e

as diferentes doses de N aplicadas em cobertura.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos da inoculacdo de sementes de milho com Azospirillum brasilense
estirpes Ab-V5 e Ab-V6 associado a diferentes doses de nitrogénio aplicadas em cobertura

sobre o desenvolvimento da cultura, produtividade de graos, produgdo e qualidade da silagem.

1.3.2. Objetivos especificos

Quantificar o acimulo de biomassa e a morfogénese das plantas no momento da
ensilagem de dois hibridos comerciais de milho submetidos a inoculagdo com Azospirillum
brasilense e a doses de nitrogénio;

Avaliar os efeitos da inoculagdo, doses de N e cultivares sobre a qualidade
bromatoldgica e fermentativa da silagem;

Estimar a produgdo de graos e medir as varidveis agrondmicas de produgdo dos
diferentes hibridos submetidos a inoculagdo e dosagens de N;

Relacionar os efeitos da adubagdo nitrogenada com os diferentes hibridos e a

inoculacdo com A. brasilense sobre as variaveis de produ¢do pesquisadas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A CULTURA DO MILHO NO CONTEXTO GERAL

O milho (Zea Mays L.) originou-se da América, com achados arqueoldgicos que vao
do Peru ao México e se disseminou para outros paises a partir da colonizagdo espanhola de
Cristovao Colombo. Este denominou a nova planta de maize, originario do nome indigena
mahis, que em 1737, ja plenamente difundido na Europa, foi nomeado de Zea mays pelo
botanico e naturalista Carl Von Linné (SCHRIMPF, 1966). Juntamente com o trigo e o arroz,
o milho ¢ um dos mais importantes cereais cultivados em todo mundo, seja para fins de
alimentacdo animal ou humana. Na alimentagdo humana responde junto aos dois demais
cereais por cerca da metade das necessidades caloricas ingeridas. Com aproximadamente 72%
de amido, 10% de proteina e 4% de gordura, é mais energético que os demais cereais, embora
tenha menor contetdo de proteina (RANUM; PENA-ROSAS; GARCIA-CASAL, 2014).

A partir da sua disseminagdo pelo mundo, o milho comegou a ganhar formas
diferentes e o seu cultivo e consumo se tornou muito variado. Além da cor, pode ser
classificado de acordo com seu conteudo de agucar e principalmente através da composicao
do seu endosperma em vitreo e farinadceo. Baseados nas caracteristicas dos graos estes podem
ser classificados em duro (com maior proporcao de endosperma vitreo), dentado e farinaceo
(com maior propor¢ao de endosperma farinaceo), pipoca e doce (PAES, 2006). As cultivares
do tipo duro e semi-duro sdo preferiveis para o cultivo devido & maior resisténcia a pragas e
menor perdas no armazenamento e processamento, embora apresentem menor digestibilidade
devido as caracteristicas do endosperma vitreo, envolto por uma matriz protéica espessa €
continua, dificultando a acdo enzimatica (PIOVESAN; OLIVEIRA; GEWEHR, 2011)

Em 2013, segundo a FAO, o milho ocupava uma érea de cultivo de mais de 178
milhdes de hectares, destacando-se os Estados Unidos da América (EUA), China e Brasil,
como detentores dos maiores volumes produzido, em milhdes de toneladas (Figura 1)
(FAOSTAT, 2013). Atualmente ¢ o principal cereal produzido no mundo, com volume de
producdo estimado de mais de 1 bilhdo de toneladas na safra 2014/2015 e o quarto em valor
econdmico bruto (USDA, 2015). A importancia deste grdo ¢ tdo grande nos dois primeiros
paises produtores, que se algum evento ocorresse afetando significativamente a produgdo, nao

haveria no mundo capacidade de repor a producdo perdida. Este fato impactaria
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significativamente sobre a producdo mundial de proteina de origem animal, principal destino

do milho produzido atualmente (GALVAO E MIRANDA, 2004).

Figura 1- Produc¢ao dos principais paises produtores de milho no mundo em 2013, segundo a
Food and Agriculture Organization (FAO)
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Fonte: FAOSTAT, 2013

O milho estd envolvido em uma cadeia produtiva muito complexa e abrangente e
consideravelmente homogénea dentro do agronegdcio mundial (Figura 2). Na parte a jusante
da cadeia estd uma industria de insumos altamente tecnificada, relacionada a maquinarios,
sementes e defensivos agricolas. A montante encontra-se uma indéstria de exportagdo e
transformagdo, que envolve a crescente produgdo de etanol, principalmente nos EUA, além de
uma série de produtos de alto valor agregado que vao desde dleo comestivel, amidos, gliten,
fibras e suplementos, ragao animal, entre outros variados produtos.

No Brasil agricola at¢ meados do século XX, o cultivo do milho era feito de forma
consorciada com outras culturas, principalmente feijdo e era visto como cultura de
subsisténcia. Na década de 60, a partir da implanta¢do de novas tecnologias vindas do modelo
americano de producgdo, o milho comegou a ganhar espago e produtividade passando a ser
visto como uma cultura de escala comercial. Assim, no cenario atual, o cultivo ¢é feito baseado

em tecnologias avangadas, com uso intensivo de insumos, feito principalmente em grandes
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propriedades, mas de grande importancia socioecondmica em propriedades familiares.
Também ¢ de grande relevancia na sustentabilidade do sistema produtivo agropecuario,
através do consorcio de cultivos e de rotacdo de cultura, principalmente com a soja, nos
sistemas de plantio direto e integragdo lavoura-pecuaria (GALVAO E MIRANDA, 2004).

No Brasil, por ser um cultivo muito versatil, o milho adaptou-se facilmente aos
diferentes sistemas de producdo e ¢ semeado em todas as regides, ocupando a segunda maior
area de cultivo de cereais, atrds apenas da soja. No ultimo levantamento da safra agricola
2014/2015 realizado no més de setembro de 2015, a Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB) estimou uma area plantada, incluindo safra e safrinha, de 15.743,7 mil hectares
semeados. A produtividade média das lavouras brasileiras ficou em torno dos 5.382 kg ha’,
com aumento de 6,4% em comparagdo a safra 2013/2014, sendo a safrinha responsavel por
cerca de 64% da producdo. A produtividade média (kg ha™) e a producdo total, bem como os

dados regionais estdo explicitas na Figura 3 (CONAB, 2015).

Figura 1 - Modelo simplificado da cadeia produtiva do milho a nivel mundial.
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Até o més de outubro de 2015, o maior volume das exportagdes brasileiras do cereal

foi principalmente para paises do eixo drabe-asiatico, destacando-se Vietna e Ird com as
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maiores demandas. Apesar de ser importante como commodity agricola, a produgao brasileira
¢ destinada principalmente ao mercado interno (cerca de 65%) em especial a produgdo de

ragdes e concentrados para consumo animal (CONAB, 2015).

Figura 2- Produtividade e produgdo total e média regional e nacional de milho da safra
brasileira 14/15 segundo dados compilados da CONAB, levantamento de setembro

de 2015
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Ainda que os indices produtivos brasileiros de milho estejam em crescente, ainda estdo
aquém de niveis de competitividade mundial, como o dos EUA que conseguem produzir
média de mais de 10.500 kg ha™. Ainda dependemos de maiores investimentos em irrigagio e
outras tecnologias que possam aumentar o volume produzido por area, com maior eficiéncia
do uso de insumos, principalmente solo, agua e fertilizantes.

Como forrageira, através da silagem de planta inteira, o milho consegue aliar elevado
valor energético, boa digestibilidade, adequado valor protéico e com uma apropriada
composi¢do de fibra, desde que colhido, ensilado, armazenado e fornecido adequadamente
aos animais (CALONEGO et al.,2011). Nos EUA, por exemplo, a silagem de milho ¢ a
principal forragem utilizada na pecuadria leiteira, sendo um fator importante na intensificagao
dos sistemas de producado de leite (AKINS; SHAVER, 2014). Ademais, ¢ importante fonte de
fornecimento de fibra fisicamente efetiva (FDNfe) e energia ao rebanho leiteiro, através da
participagdo do amido, que pode representar 50% da energia na silagem de milho de planta

inteira (FERRARETTO; SHAVER, 2012).
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No Brasil, a silagem de milho também ¢ a silagem preferida pelos criadores, mas
principalmente a cultura ¢ a favorita pelos pecuaristas leiteiros, segundo um dos poucos e
mais recente levantamentos sobre uso e producdo de silagem no Brasil (BERNARDES,
2012). O que qualifica esta espécie na producao de silagem ¢ também o valor nutricional ¢ a
producdo por area, mas também héa de se considerar como pontos fortes a tecnologia de
produgdo ja estabelecida e adaptabilidade do cultivo. Além disso, soma-se o fato de que pode
ser utilizado tanto para ensilagem de planta inteira quanto para silagem de graos umidos.

Durante anos, pesquisadores ao redor do mundo tém buscado compreender as
melhores condi¢des para producdo de silagens de milho com alta qualidade e produtividade a
fim de se obter melhor conversdo animal. Dentre os itens pesquisados estd a escolha do
hibrido a ser utilizado para ensilagem. Estes estudos tém concluido que o tipo de hibrido
utilizado pode influenciar fortemente na qualidade nutricional da silagem devido a alteragdes
na digestibilidade e componentes da parede celular, no teor de matéria seca, proteina bruta,
rendimento de producdo, participacdo de graos na massa ensilada, teor e digestibilidade do
amido, quantidade de 6leo presente nos graos, entre outros, que influenciam diretamente a
producdo e composi¢do dos porcentuais de gordura e proteina no leite (BAL et al., 2000;
BALLARD et al.,, 2001; FERREIRA et al., 2011; ARRIOLA et al., 2012; FERRARETTO;
SHAVER, 2015).

2.2. ADUBACAO NITROGENADA

Juntamente com o carbono (C), oxigénio (O) e hidrogénio (H), o nitrogénio (N) ¢ um
dos elementos mais requerido pelos seres vivos e encontrado em grande quantidade na
atmosfera (78%). Entretanto, a sua disponibilidade de uso ¢ baixa, devido a tripla ligacdo que
existe entre os dois atomos do N,. Embora o N seja o elemento mais abundante na atmosfera
terrestre, menor quantidade ¢ encontrada nos solos na forma de matéria organica (MARIN et
al., 2003; HUNGRIA, 2011).

No solo ele se encontra nas formas de mineral organico ou inorganico, sendo que
aproximadamente 95% do N do solo se encontra na primeira forma, o qual ndo estd
prontamente disponivel para o uso das plantas. O N organico sofre varias reagdes no
ambiente, as quais o transformam em outros compostos. Destas, destacam-se a fixagao
bioldgica, mineralizagdo ou amonificacdo, imobilizacdo e a assimilagdo do nitrato NO3 a N

organico. A forma inorgéanica na qual este nutriente fica disponivel no solo ¢ a de nitrato NO5’
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. Para que haja a disponibilizagdo do N organico para as plantas ¢ necessario que este passe
por um processo de mineralizagio que resultara na formagao do N na forma amoniacal (NH,"
e NHj3). As principais formas de perdas deste elemento para o ambiente sdo a volatilizagao
(amonia) e lixiviagdo (nitrato). A lixiviagao tende a ser maior em solos arenosos enquanto que
a volatilizagdo depende mais do pH e do aumento da temperatura (TAIZ e ZEIGER, 2013).

Na nutri¢do de plantas, excetuando-se o C, O e H, o N participa dentro da categoria
dos macroelementos, dentro dos 13 elementos essenciais — incluido os microelementos. E
essencial, pois participa diretamente do metabolismo formando compostos como aminoacidos
e proteinas, amidas, aminas, aminoagucares, purinas ¢ pirimidinas, alcaloides, coenzimas,
vitaminas e pigmentos. Nas plantas, o N se encontra normalmente em equilibrio, entretanto
com sua caréncia este ¢ direcionado dos tecidos mais velhos para os mais jovens,
manifestando o sintoma claro de deficiéncia, a clorose (MALAVOLTA, 1985)

As plantas absorvem preferencialmente a maior parte do N na forma nitrica, entretanto
plantas ndo fixadoras também se beneficiam do N na forma ion aménio quando este estiver
em grande quantidade no solo, pois o nitrato precisa ser reduzido a amodnia depois de
absorvido pelas plantas, o que causa gasto de energia. O N amoniacal (NH4"), sendo um ion
de carga elétrica positiva, além de assimilavel pelas plantas, possui a vantagem de se fixar as
particulas coloidais do solo, principalmente as particulas de argila que sdo carregadas
negativamente na periferia. Por essa razdo seu aproveitamento pelos vegetais ¢ maior. O N
nitrico (NO3-) ¢ totalmente soluvel em dgua e de aproveitamento imediato pelas plantas.
Sendo um ion negativo, ndo se fixa nas argilas e ¢ facilmente arrastado pelas aguas de

infiltracao (TAIZ e ZEIGER, 2013).

Dentre os fatores que podem comprometer a produtividade de graos e silagem de
milho destaca-se o nitrogénio (N), por ser um dos nutrientes absorvidos em grande
quantidade, essencial ao crescimento das plantas e o que mais frequentemente limita o
potencial produtivo (LEMAIRE; GASTAL, 1997). Dessa maneira, o emprego de tecnologias,
como a aplicagdo de ureia, sulfato de amdnio e outros compostos nitrogenados ¢ importante,
pois pode ser fundamental para o aumento da produtividade e da sustentabilidade dos sistemas
de produgao. No entanto, o uso indiscriminado € 0 manejo incorreto podem agravar questdes
pertinentes, como as que se referem a producdo sustentdvel ligada a poluicdo do meio
ambiente. A sustentabilidade ¢ atingida quando juntamente com o uso do N utilizam-se outras
técnicas de manejo, que maximizem a relacdo quantidade produzida por area em produto

animal final, carne ou leite e minimizem a perdas para o meio (CECATO et. al., 2011).
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As fontes de N industriais, além de serem produtos obtidos com a queima de
combustiveis fosseis, quando aplicadas na lavoura estdo suceptiveis a elevadas perdas por
volatilizagao e lixiviagdo, sendo que esta ultima perda pode representar contaminagdo de
aguas superficiais e subterraneas. Quantidade elevadas de aplicagdo podem causar os danos
acima citados, além de aumentar os custos de producdo, sem retorno em produtividade.
Quantidades de N abaixo do necessario, causam redugdo nos niveis de produtividade, levando
a menor sustentabilidade do sistema de producdo. Fica claro, que é necessario estabelecer os
niveis ideais de aplicacdo de N em cada cultura, para diminuir as perdas para o meio ¢
garantir a quantidade necessaria afim de ndo limitar o desempenho produtivo.

Sistemas de recomendagdo para aplicacdo de N de cobertura na cultura do milho nos
estado do Rio Grande do Sul e Santa Catarina sdo baseados principalmente na quantidade de
matéria organica (MO) presente no solo, com aumento das doses linearmente a quantidade de
produgdo desejada, seja para producdo de gridos ou forragem (CQFS-RS/SC, 2004).
Entretanto, Cecato et al. (2011), recomendam que a quantidade de adubagdo nitrogenada que
deve ser usada esteja de acordo com a producdo que se pretende atingir. Segundo os autores
uma grande quantidade de matéria organica no solo (MOS) pode conter uma relagdo C/N
muito alta e o fertilizante aplicado acaba sendo usado pelos microrganismos do solo para
formacao de suas estruturas celulares.

Ademais, Fontoura e Bayer (2009), recomendam sistemas mais especificos de
adubacao nitrogenada na cultura do milho que levem em conta a expectativa de rendimento de
acordo com a demanda da cultura, teor de MOS a qual se relaciona com a disponibilidade de
N para as plantas, a cultura que antecedeu o cultivo e a eficiéncia do fertilizante aplicado. O
fertilizante a ser escolhido deve ser o que tende a apresentar menor quantidade de perda
possivel, que ¢ influenciada principalmente pelas caracteristicas edafoclimaticas da época de
cultivo. Outro fator importante ¢ que seja feito parcelamento das doses a serem aplicadas,
decisivo para minimizar as perdas. Doses que variam de 50 a 60 kg/ha/ano podem ser
aplicadas de uma so vez, até 120 kg/ha/ano duas vezes e valores acima, trés a mais vezes,
dependendo da quantidade total a ser aplicada. A complexa relagdo do N com o tripé solo —
planta — atmosfera, dificulta a elaboracdo de modelos confidveis de recomendacdo de
adubacdo nitrogenada para as culturas (DE PADUA CRUZ; CABEZAS, 200?).

Com implantacao do sistema de plantio direto bem definido no Brasil, a quantidade de
N que deve ser aplicada em cobertura ¢ varidvel e dependente da cultura antecessora. Silva et

al. (2010), em Latossolo, recomendaram a aplicag¢do de 205 kg ha”de N na forma de ureia em
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cobertura quando o manejo for em residuo de aveia preta, 175 kg ha quando utilizada a
cobertura com nabo forrageiro e sem respostas a aduba¢do com milho semeado sobre palhada
de ervilhaca, tendo esta a maior produtividade de graos. Cabezas et al. (2004), encontraram
maior producao relacionada a maior disponibilidade de N quando o milho foi plantado sobre
residuo de milheto, quando comparado ao nabo forrageiro.

O incremento da adubagdo nitrogenada em cobertura acrescentou maior nimero de
fileiras por espiga, numero de graos por fileiras, quantidade graos por espiga, maior massa de
mil graos e produtividade de graos e teor protéico dos graos com doses crescentes de N
(AMARAL FILHO et al., 2005; SOUZA, et al., 2011). Além do incremento da produtividade,
a adubacdo nitrogenada influi positivamente na altura da planta e na altura da inser¢do de
espiga, embora essa variacdo possa ser influenciada também pelas caracteristicas de cada
hibrido e densidade de plantio (GROSS; VON PINHO; BRITO, 2006).

A aptidao das plantas em produzir biomassa, incluindo a cultura do milho para
silagem, depende do suprimento de condigdes Otimas de energia solar, agua, temperatura e
nutrientes. Em culturas agricolas existem maneiras de se manipular o fornecimento de parte
dessas condi¢des para alcancar a maximizag¢ao da produgao das culturas de acordo com o
genotipo disponivel. Com excecdo da agua, o Nitrogénio (N) € o nutriente que mais
influéncia no crescimento das plantas (BRISKE; HEITSCHMIDT, 1991).

O fornecimento de N na agricultura acontece primariamente pela fertilizagdo quimica,
mas deve-se destacar o papel essencial da fixagdo biologica. Arqueobactérias e bactérias que
fazem parte da biota do solo, através da presenga da enzima nitrogenase, rompem a tripla
ligacdo e reduz o N, a amodnia, podendo ser aproveitada pelas plantas. Estas bactérias
possuem a capacidade de se associarem as plantas através de processos como colonizagdo das
raizes, rizosfera e tecidos (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007, HUNGRIA et al., 2010).
Dentre os géneros de bactérias desta classe, as mais conhecidas sdo as bactérias que
colonizam as raizes das plantas através da associacdo com a rizosfera, as do género
Rhizobium. Estes microrganismos mantém um importante papel ecoldgico na relagao planta-
solo, fixando nitrogénio (N) atmosférico através da simbiose com plantas leguminosas

(MOREIRA et al., 2010).

2.3. BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DAS PLANTAS
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As bactérias promotoras de crescimento das plantas compreendem um grupo seleto de
microrganismos procariotos diazotroficos, que tem a capacidade de colonizar os tecidos e as
células das plantas e estimular o seu crescimento por varios mecanismos. Sa0 microrganismos
diazotroficos ou rizobactérias promotoras de crescimento vegetal de vida livre ou associativa,
que se integram ao sistema radicular das plantas. Como exemplo deste tipo de
microrganismos tem-se as espécies Azospirillum, Enterobacter, Klebsiella e Pseudomonas,
entre outras (HAYAT et al., 2010).

A perda da diversidade desses microrganismos, leva aos sistemas agricolas uma
modificacdo na biota do solo, alterando toda a cadeia tréfica. Isto transforma alguns processos
vitais no solo como a decomposi¢do da matéria organica e a ciclagem de nutrientes, levando a
dependéncia de maior quantidade de fertilizantes quimicos (HAYAT et al., 2010; MOREIRA
et al., 2010). De acordo com Hayat et al. (2010), estas bactérias sdo encontradas em uma
grande area cultivada ao redor do mundo contribuindo no incremento da produtividade de
diversas culturas agricolas.

Estes microrganismos tém sido estudados em véarios ramos da agricultura, devido a sua
importancia no ciclo biogeoquimico e como determinante nos padrdes de fitossanidade e
fertilidade dos solos. Estudos recentes tém utilizado estas bactérias para descontaminagdo de
solos poluidos através da mineralizagdo da matéria organica (ZHUANG et al., 2007). Na area
agricola, elas tém sido utilizadas na mobilizagdo, transformagao e posterior absor¢do pelas
plantas dos nutrientes presentes no solo. Biologicamente, estes seres sdo considerados como
aditivos para fertilizantes quimicos no intuito de melhorar o rendimento das culturas agricolas
e desenvolver sistemas agricolas de produgdo mais sustentaveis (HAYAT et al., 2010).

A colonizagao das raizes das plantas por bactérias envolve uma série de artificios que a
planta realiza no intuito de atrair estes microrganismos. Dentre o compostos atrativos estao
acucares, polissacarideos, aminoacidos, 4cidos aromaticos, acidos alifaticos, acidos graxos,
esterdis, fendis, enzimas, proteinas, reguladores de crescimento e metabdlitos secundarios.
Dentre estes supracitados, compostos fenolicos — principalmente flavondides — sdo a peca
chave na atracdo dos microrganismos para estabelecer a interagdo com as plantas (BADRI et
al., 2009).

Dentre os principais beneficios que as bactérias promotoras de crescimento das plantas
trazem, podemos destacar a fixacao de nitrogénio, o aumento da atividade da redutase, sintese
de hormonios, fornecimento de nutrientes as plantas, protecdo contra patdgenos, entre outros

(DAVISON,1988). Ainda, pode ser uma alternativa a utilizagcdo de fertilizantes nitrogenados,
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os quais tém contribuido significativamente para o aumento da emissdo dos gases de efeito
estufa (N,O) e a lixiviagdo das aguas subterraneas (BHATTACHARIJEE et al., 2008).

A capacidade de fixacdo de N destas bactérias ¢ variavel. Morais et al. (2012)
estudando isolados em capim elefante encontrou capacidade de fornecer de 36 a 132 kg N ha™
ano, 18 a 70% da demanda das plantas. Hungria et al. (2010) concluiram que a inoculac¢ao
forneceu de 16 a 30% no N requerido pela milho e de 9 a 18% para o trigo. Em pastagem de
Brachiaria decumbens a fixacdo biologica de N foi responsavel por 30 a 45 kg N ha™ ano
(BODDEY; VICTORIA, 1986). Ddbereiner; Day; Dart (1973) encontraram 15 a 93 Kg N ha”
ano em Paspalum notatume até 50 Kg N ha” ano em cana de agcar.

A eficiéncia destas bactérias em se multiplicarem na biota do solo e fixarem N ¢
heterogénea e depende de vdarios aspectos relacionados ao manejo, gendtipo e meio
(MOREIRA et al., 2010). Fator chave ¢ a interagdo gendtipo — estirpe e a relagdo da atividade
da nitrogenase com a espécie. A presenga de grandes quantidades de adubacdo a base de N
pode reprimir o processo de fixagdo biologica do N. Da mesma forma a presenga de O, no
solo ¢ importante para a multiplicacdo do numero de bactérias diazotroficas presentes na biota

do solo (BALDANI; BALDANI, 2005).

2.4. AZOSPIRILLUM SPP

O género Azospirillum foi descoberto no fim da década de 70 a partir de avangos nos
estudos com Spirilum, estes isolados inicialmente por Beijerinck em 1925 em solo pobre e
arenoso na Holanda (BASHAN; LEVANOVI, 1990). Inicialmente foram descobertos os
géneros A. lipoferum e A. brasilense € mais tarde foram descobertos também A. amazonense,
A. halopraeferense e A. irakense (BALDANI; BALDANI, 2005). Este género caracteriza-se
por ser de vida livre, sdo reconhecidos por sua importancia agrondmica e ecoldgica e foram
encontradas na rizosfera de diversas gramineas tropicais e temperadas ao redor do mundo
(HUNGRIA et al., 2010).

Os efeitos das bactérias do género Azospirillum sobre a fisiologia das plantas incluem
crescimento radicular, absor¢ao de 4gua e minerais, tolerancia ao estresse hidrico, aumento do
vigor e produtividade e fixagdo de N. Estes efeitos sdo conseqiiéncia da producdo de
fitormonios em associagdo com espécies nao leguminosas (STEENHOUDT;

VANDERLEYDEN, 2000). Tien et al. (1979) estudando os efeitos de Azospirillum
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brasilense, no crescimento de plantas de milheto, concluiram que este género foi responsavel
pela produg¢ao de 4cido indolil-3-acético (auxina), giberelinas, citocininas.

As auxinas sintetizadas nas regioes de crescimento ativo controlam o crescimento das
plantas, mais especificamente no crescimento e alongamento do caule, crescimento das
folhas, raizes, inicia¢do da atividade cambial em plantas lenhosas com dorméncia no inverno,
dominancia apical e reprodugdo (VALIO, 1986). As giberelinas atuam na reprodugio, com
efeitos benéficos na floracao e formagao do fruto, atraso na senescéncia, e principalmente no
alongamento do caule e dominancia apical (METIVIER, 1986). As citocininas tém papel
fundamental na divis@o celular, no alongamento das células de varios tecidos inclusive raizes
e formacao de nddulos de Rhizobium japonicum, diferenciacdo, retardamento da senescéncia,
germinagdo e papel na resisténcia a seca (METIEVER, 1986).

A inocula¢do com Azospirillum vem sendo testada ao longo dos anos em varias
culturas de interesse econdmico, principalmente milho, trigo, cana de agucar e mais
recentemente a co-inoculagdo com Rhizobium em feijdo e soja (HUNGRIA et al. 2010;
CANUTO et al. 2003; DOBEREINER; DAY; DART 1973; HUNGRIA; NOGUEIRA;
ARAUIJO; 2013).

A resposta na cultura do milho ¢ variada e pode ser medida em producdo ou
equivalente resposta a aplicacdo de N. De Salomone; Ddbereiner (1996) encontraram resposta
positiva com inoculagdo de Azospirillum em duas variedades de milho com incremento da
producdo equivalente a aplicacdo de 100 kg de N ha™. Okon; Itzigsohn (1995) em uma
compilagdo de 20 anos de pesquisa encontraram respostas em produtividade de 5 a 30%
através da inoculagdo. Hungria (2010) trabalhando com estirpes selecionadas encontrou
respostas de 16 a 30%; Diaz-Zorita; Fernandez (2008) encontraram produtividade superior de
472 kg ha™ ano; Cavallet et al. (2000) encontraram aumento de 17% de produtividade.

Segundo Okon; Labandera (1994) em média de 60 a 70% dos estudos com inoculagdo
apresentam sucesso em aumento da produtividade. Alguns trabalhos realizados no Brasil nao
encontraram respostas positivas na producao de milho com a inoculacao (DE GODOY et al.,
2011). Os principais efeitos encontrados e que podem incrementar diretamente a produ¢ao nos
cereais, incluem aumento no nimero de espigas, graos por espiga e peso de graos, além do
incremento no tamanho total da planta e das folhas elevando a producao de matéria seca total

por area (BASHAN; LEVANOVI, 1990).



3. ARTIGO 1 - SILAGENS DE HiBRIDOS DE MILHO INOCULADOS COM
Azospirillum brasilense SUBMETIDOS A DIFERENTES DOSES DE
NITROGENIO

Resumo

Objetivou-se avaliar os efeitos da inoculagdo com Azospirillum brasilense e distintas
doses de nitrogé€nio, em duas safras agricolas sobre a producdo e qualidade da silagem de
hibridos de milho. O experimento foi conduzido nas safras 2013/2014 e 2014/2015, em Santa
Maria — RS. Foram utilizados os hibridos AS1572 ¢ AG9030 inoculados com Azospirillum
brasilense estirpes Ab-V5 e Ab-V6 e fertilizados com 0, 60, 120, 240 e 480 kg ha” de N na
forma de ureia. Avaliou-se o desenvolvimento da cultura, a producdo e a qualidade das
silagens. A inoculacdo aumentou o acimulo de biomassa de milho para silagem de planta
inteira e associada a doses de 120 Kg ha -' de N geram um aumento substancial da producao
de biomassa total. Foi observada interagdo entre a inoculacdo e o hibrido AS 1572, que
produziu maior quantidade de MS por area, com menor participagdo de colmo, quando
comparado ao mesmo hibrido sem inoculagdo. Silagens de hibridos inoculados apresentaram
maior teor de MS e espigas, diminui¢do do teor de hemicelulose e cinzas e aumento da
capacidade tamponante da forragem. A adubagdo nitrogenada incrementou a produtividade e
o teor de proteina bruta das silagens, além de interagir com os diferentes hibridos na
composicdo da fibra da silagem. A inoculagdo com Azospirillum brasilense incrementa o
acumulo de biomassa em plantas de milho para silagem por promover um crescimento
diferenciado das plantas. A qualidade da silagem e a produtividade de forragem por area ¢
influenciada sensivelmente pela escolha das cultivares e pelos niveis de adubacdo

nitrogenada.

Palavras chave: Bactérias diazotréficas. Forragem conservada. Ureia. Zea mays L.

SILAGES OF CORN HYBRIDS INOCULATED WITH Azospirillum brasilense
SUBMITTED TO DIFFERENT NITROGEN LEVELS

Abstract
This study aimed to evaluate the effects of Azospirillum brasilense inoculation and
different nitrogen levels in two harvests on the yield and quality of corn silage. The

experiment was conducted in 2013/2014 and 2014/2015 seasons, in Santa Maria - RS. The
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AS1572 and AG9030 hybrids were inoculated with Azospirillum brasilense strains Ab- V5
and Ab-V6 and fertilized with 0, 60, 120, 240 and 480 kg ha-' N. Were evaluated the growth,
production and quality silage. Inoculation increased corn biomass accumulation for whole
plant silage and associated with 120 kg N ha -' doses generate a substantial increment in total
biomass production. An interaction between inoculation and the hybrid AS 1572, which
produced more DM with lower stem participation, compared to the same hybrid without
inoculation. Inoculated silage hybrids had higher DM content and ears, lower hemicelulose
and ash contents and increased the forage buffering capacity. Nitrogen fertilization increased
productivity and silage crude protein content, as well as an interaction with different hybrids
on the silage fiber composition. Inoculation with Azospirillum brasilense increase biomass
accumulation and promote a different plant growth. The silage quality and forage yield is

significantly influenced by the choice of hybrids and nitrogen fertilization levels.

Keywords: Conserved forage. Diazotrophs. Urea. Zea mays L.

INTRODUCAO

O cultivo de milho para silagem de planta inteira ¢ a fonte de volumoso preferida em
sistemas intensivos de produ¢do de ruminantes, pelo fato desta cultura proporcionar boa
composi¢do bromatologica para confecgdo de silagens, além de parametros quimicos capazes
de assegurarem boa fermenta¢do microbiana aliada ha um bom potencial produtivo (NUSSIO;
CAMPOS e DIAS, 2001). Com a finalidade de incrementar a produ¢do e a qualidade das
silagens de milho, diversos aspectos devem ser observados. Dentre estes, podemos destacar o
hibrido utilizado, o qual tem influéncia marcante na quantidade de matéria seca produzida e
na composi¢ao botanica e estrutural das plantas no momento da colheita (DOMINGUES et
al., 2012).

Dentre os nutrientes minerais essenciais ao desenvolvimento das plantas de milho para
silagem esta o nitrogénio (N), cuja deficiéncia provoca inibi¢do no crescimento e clorose das
plantas de milho, afetando significativamente a produtividade. Além disso, a falta de N ao
longo do ciclo diminui a relacdo entre nitrogénio e carboidratos, que tende a se acumular nos
caules das plantas em forma de parede celular, diminuindo a qualidade nutricional das
silagens (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A 1inoculacdo com Azospirillum brasilense aumenta a producao de varias culturas que

podem ser ensiladas, dentre elas o milho. O incremento da produgdo ¢ resultado direto do
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aumento do vigor das plantas, dentre outros fatores, devido a melhoria na absor¢do de
nutrientes e produgdo de fitormonios (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000). A
inoculacdo pode atenuar em aproximadamente 20% os niveis de N requeridos pelas plantas de
milho, sem afetar sua produtividade (DE OLIVEIRA ARAUJO et al., 2015).

A inoculagdo com A. brasilense tem a capacidade de promover um crescimento
radicular mais expressivo, resultando em maior area superficial e profundidade, melhorando a
absor¢ao e o aproveitamento dos nutrientes, incluindo o N (DAVISON,1988). Assim pode-se
diminuir significativamente a quantidade de compostos nitrogenados utilizados na agricultura,
principalmente em cereais como milho, contribuindo para o desenvolvimento de sistemas de
produgdo sustentaveis (MARIN et al., 1999).

O objetivo deste estudo foi de avaliar a utilizagdo de dois hibridos de milho inoculados
com A.brasilense e fertilizados com doses de N em cobertura e seus efeitos sobre parametros

produtivos e nutricionais nas silagens.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nos anos agricolas de 2013/2014 e 2014/2015, na area
experimental do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM). A area localiza-se na regido fisiografica conhecida como depressao central do estado
do Rio Grande do Sul, com latitude -29,71°80°” Sul e longitude 53.73°31"* Oeste, com altura
média de 95 m (IBGE, 2006).

O solo ¢ classificado como Argissolo Vermelho Distrofico Arénico (horizontes A e Bt
definidos), com textura média, bem drenado e com relevo levemente ondulado, pertencente a
Unidade de Mapeamento Sao Pedro (EMBRAPA, 2013).

O clima caracteristico, segundo classificagdo de Koppen-Geiger e descrito por Peel;
Finlayson ¢ Mcmahon (2007) ¢ o Cfa, subtropical, sem estagdo seca e verdes quentes. A
temperatura média anual ¢ de 18,8°C, com maximas no verdao podendo chegar aos 40,2°C e
minimas no inverno indo até -2,9°C. A precipitagdo média anual ¢ de 1589,3 mm
(CEMETRS, 2015). Os dados climaticos durante o periodo experimental foram captados da
estacdo meteoroldgica de observacdo de superficie automatica do Instituto Nacional de

Meteorologia (INMET), situada dentro da Universidade Federal de Santa Maria (Figura 1).
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Figuras 1 - Médias climatolégicas mensais da area experimental nos dois anos de cultivo do milho para silagem

Fonte: Estagdo automatica do INMET na Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria-RS

Nos meses de maio dos referidos anos agricolas a area foi semeada com aveia preta
(Avena strigosa) com a finalidade de cobertura de solo no sistema de plantio direto. No més
de julho, de ambos os anos, foram realizadas a amostragem de solo, na camada de 0 — 20 cm
de profundidade, as quais foram enviadas para o laboratério de Solos da UFSM para analise
dos atributos quimicos (Tabela 1). A partir da recomendacao da analise de solo na safra foi
realizada a corre¢do da acidez do solo com emprego de 3 t ha” de calcario dolomitico com
PRNT de 75% (CQFS-RS/SC, 2004). A area foi dessecada 30 dias antes da previsdo da
semeadura com a aplicaco de 3,0 Litros ha” (1440 g ia/ha”) de glifosato.

Tabela 1-Analise quimica do solo da area experimental nos dois anos de cultivo, Santa Maria, RS

Arg. pH CTC Al Ca Mg P K M.O Bases
Safra/Ano

% - cmoly/dm?------- --mg/dm?*--  ------ Yo------
2013/2014 230 50 75 0,7 45 21 175 84 22 478
2014/2015 240 52 99 06 62 28 126 108 24 67,5

Arg. = argila; pH = pH em agua; CTC = capacidade de troca de cations; Al = aluminio; Ca = célcio; Mg =
magnésio; P = fosforo; K = potassio; M.O = matéria orgéanica; Bases = satura¢ao por bases

-Registro no Departamento de solos — UFSM sob niimero 17185

Foram semeados dois hibridos de milho, o AS 1572™ PRO da Agroeste Sementes”
com finalidade principal a produgéo de silagem e 0 AG 9030™ PRO da Agroceres Sementes”
com propdsito principal a produgdo de graos. Como caracteristicas principais destes hibridos,

0 AS 1572 possui ciclo precoce, com porte médio, com graos amarelos e de textura dentada,
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enquanto o AG 9030 ¢ de ciclo super precoce, com porte de planta baixo e com graos
alaranjados e de textura dura.

Na ocasido da semeadura, as sementes de milho foram inoculadas com a bactéria
Azospirillum brasilense estirpes Ab-V5 e Ab-V6 isoladas e selecionadas por Hungria et al.
(2010) na concentragdo de 2,0 x 10° UFC mL com a utilizagdo de 200 mL ha™ de inoculante
(Aztotal — Total Biotecnologia), diluido em agua. Apds a aplicagdo do inoculante sobre as
sementes a sombra, estas foram homogeneizadas para que o inoculante entrasse em contato
com todos os graos, que foram semeados imediatamente apos a secagem.

Para a semeadura utilizou-se uma semeadora de plantio direto de cinco linhas com
espacamento de 0,50m e regulada para obter-se 50% a mais do estande de plantas desejado,
ou seja, 90.000 sementes ha™. Os tratamentos foram submetidos ao delineamento de blocos ao
acaso, sendo que as linhas de cada hibrido com e sem inoculagao foram dispostas, ao acaso,
dentro de cada bloco. Primeiramente, foram semeadas as linhas das sementes sem tratamento
e posteriormente as que receberam a inoculagdo, para ndo haver contaminagdo cruzada com o
A. brasilense. A semeadura na safra 2013/2014 ocorreu no dia 16 de outubro de 2013 ¢ a da
safra 2014/2015 no dia 28 de outubro de 2014.

Em ambas as safras foi utilizada uma mistura de Cloreto de Potassio e Superfosfato
triplo, com a finalidade de obter a formulacdo 0 — 30 — 20 de NPK. Em ambos os anos de
cultivo, a adubagdo utilizada seguiu a recomendagdo para alta produtividade na cultura do
milho, sem que o P e K fossem limitantes de producao, conforme recomendacdo do manual de
adubacdo e calagem para os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (CQFS-RS/SC,
2004).

Na fase de V1 (1* folha desenvolvida) foi aplicado herbicida seletivo do grupo quimico
das Triazinas, de ingrediente ativo ATRAZINE + SIMAZINE em suspensdo concentrada
através de equipamento costal. Essa aplicacdo teve por objetivo o controle inicial de algumas
espécies de mono e dicotiledoneas, como por exemplo, capim milhad (Digitaria horizontalis),
Capim Pé—de—Galinha (Eleusine indica), Guanxuma (Sida spp), Picao Preto (Bidens pilosa),
entre outros. Passados aproximadamente 15 dias apds a germinagdo completa das sementes
foi realizado o desbaste das plantas excedentes, dentro das parcelas experimentais, com o
objetivo de obter populagdo aproximada de 60.000 plantas ha™. Ainda, em ambos os anos
(fase V6 na safra 2013/2014 e na fase V4-V5 na safra 2014/2015), foi aplicado nas
entrelinhas, herbicida seletivo sistémico de ingrediente ativo TEMBOTRIONA, para o

controle do capim milha (Digitaria horizontalis) e Capim-papud (Brachiaria plantaginea).
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Ap0s a semeadura, no estadio VE (emergéncia) foi feita uma aplicagio de 30 kg ha™ de
N na forma de ureia (45% N), aplicada na linha de cultivo, exceto para os tratamentos com 0
kg ha” de N. A adubacdo de cobertura foi realizada com fertilizante nitrogenado, ureia
agricola (45% N), em dois estdgios de desenvolvimento da cultura e dividiu-se a dosagem a
ser aplicada em duas vezes, conforme os tratamentos: 0, 60, 120, 240 e 480 kg ha de N. A
primeira aplicagdo ocorreu no estadio vegetativo com quatro folhas desenvolvidas (V4) e a
segunda entre os estadios de seis a oito folhas desenvolvidas (V6-V8).

Aproximadamente 30 dias ap6s a germinagao, a partir de um actimulo de MS superior a
1000 kg ha”, duas plantas de cada unidade experimental foram cortadas. Estas foram
grosseiramente picadas e levadas a estufa de circulagdo de ar for¢ada a uma temperatura
média de 55° C por um periodo minimo de 72 horas, ou até que as amostras tivessem peso
constante. Estes cortes foram realizados em periodos fixos de 15 a 17 dias, dependendo das
condi¢des meteoroldgicas. A partir do peso seco das amostras foi calculado o acimulo de
biomassa (kg de MS ha™) de cada tratamento.

A colheita das plantas para o processo da ensilagem foi realizada quando a maior parte
dos grdos se encontrava no estddio de 50% da linha do leite para o milho conforme
recomendacao de Bal e Shaver (1997), sendo as plantas cortadas aproximadamente 20 cm de
altura do solo. Todas as plantas da linha central da parcela foram colhidas, contadas e
pesadas, para realizar a estimativa de produtividade de forragem por hectare. Depois, foram
retiradas duas plantas, realizando-se a separagdo manual dos componentes, colmo +
inflorescéncia, folhas, espigas e material senescente. Estas amostras contendo os componentes
estruturais foram acondicionadas em sacos de papel e secas em estufa de ventilacao forcada a
55 °C até peso constante, para obtencdo da estimativa da matéria parcialmente seca e
determinagdo da producdo da cultura e dos componentes morfoldgicos em kg ha™ de MS.

O restante das plantas das fileiras centrais foram trituradas em picador de forragem
estaciondrio, com particulas de tamanho médio de 0,5 a 2 cm, ensiladas em mini silos
laboratoriais feitos em sacos plasticos. Os mini silos foram armazenados em local seco e
protegidos da luminosidade solar, ventos e chuvas e abertos aproximadamente 100 dias apos a
ensilagem.

Na abertura, uma amostra de 200 g de silagem foi retirada de cada repeticao, seca em
estufa a 55 °C por 72 horas, pesadas para determinacdo da matéria pré seca (MPS),
posteriormente moidas em moinho do tipo Willey com peneira de 1mm. Foram avaliadas a
matéria seca (MS) em estufa a 105°C durante um periodo minimo de 8 horas, proteina bruta

(PB) pelo método micro Kjeldahl, matéria mineral (MM) através de incineragdo em mufla a
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550°C durante 4 horas, fibra em detergente neutro (FDN) obtida com uso de a-amilase termo
estavel segundo Van Soest et al. (1991) fibra em detergente acido (FDA) e lignina em
detergente acido (LDA) conforme Goering ¢ Van Soest (1970), hemicelulose (HEM) pela
diferenca entre FDN e FDA e celulose (CEL) pela diferenca entre FDA e LDA de acordo com
Van Soest (1994). Todas as andlises bromatoldgicas foram realizadas no Laboratorio de
Bromatologia e Nutri¢do de Ruminantes da Universidade Federal de Santa Maria.

Para a determinagdo da capacidade tamponante (CT), no momento da ensilagem retirou-
se uma amostra de 15 g de forragem fresca de cada unidade experimental, a qual se efetuou a
maceragdo e diluicdo em 250 mL de agua destilada. Com o auxilio de bureta, titulou-se com
HCL (0,1N) até pH 3,0. A CT foi calculada em meq (equivalente miligrama) de HCL/100
gramas de MS (PLAYNE; MCDONALD, 1966).

Na ocasido da abertura dos silos procedeu-se a analise de pH. Foram retiradas 9 gramas
de silagem, colocados em copos de Becker e adicionados 60 mL de agua destilada, tomando-
se a medida meia hora ap6s, com potencidometro digital (SILVA; QUEIROZ, 2002). Através
de uma prensa hidraulica, foram prensados 300 gramas de silagem, coletou-se uma amostra de
100 mL do liquido resultante da prensa, que foi centrifugado e analisado o nitrogénio
amoniacal (N-NH; NT™) pelo método de colorimetria segundo Weatherburn (1967).

As perdas durante o processo de fermentacdo foram avaliadas a partir da determinacao
da recuperacdo da MS (RMS). Inicialmente a RMS ¢ expressa como a MS da silagem
recuperada a partir da forragem, considerando esta como 100%. O método empregado e
adaptado utiliza o peso dos silos pré e pos fermentacdo multiplicando o valor de MS de cada

fase, através da seguinte equagdo proposta por (JOBIM et al., 2007):

RMS = [(MFs x MSs) / (MFf x MSf)]*100
Onde:
RMS: recuperagao da MS; MFs: massa de forragem da silagem, composta pelo peso do saco
+ silagem; MFf: massa de forragem pré silo, composta pelo peso do saco + forragem; MSs:
teor de MS da silagem; MSf: teor de MS da forragem.

O delineamento experimental utilizado foi o de Blocos ao Acaso (BAC), com 20
tratamentos e trés repeti¢des cada. Os tratamentos ficaram distribuidos em um arranjo fatorial
(2x2x5) composto por dois hibridos, inoculados ou ndo com Azospirillum brasilense e
diferentes niveis de N (0, 60, 120, 240, 480 Kg ha’). O seguinte modelo estatistico foi

utilizado:
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Yijkl = p + Hi + Ij + Nk + HIij + HNik + INjk +HINijk + Bl + €ijkl,

em que: Yijkl: representa o valor observado que recebeu o tratamento de ordem “ijkI”; p:
representa a média geral obtida; Hi: representa o efeito dos Hibridos de ordem “i”; Ij:
representa o efeito da inoculacdo de ordem “j”; Nk: representa o efeito do nitrogénio de
ordem “k”; HIij: representa o efeito da interacdao entre hibrido e inoculagdo de ordem “ij”;
HN:il: representa o efeito da interagao entre hibrido e doses de nitrogénio de ordem “ik”; INjl:
representa o efeito da interagdo entre inoculag@o e doses de nitrogénio de ordem *“jk”; HINijk:
representa o efeito da interacdo entre hibridos, doses de nitrogénio e inocula¢do de ordem
“k”; Bl: representa o efeito dos blocos de ordem “I”; €ijkl: componente do erro aleatorio
associado ao i— hibrido, j- inoculacdo, k- dose de N e 1- efeito de bloco.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e analise de varidncia (ANOVA) e
posteriormente a analise de comparagao multipla de médias, testando os fatores isoladamente
e suas interagdes pelo procedimento Mixed (proc mixed). Quando significativas, as interagdes
foram agrupadas de acordo com os tratamentos e entdo submetidas ao teste de comparacao de
médias pelo procedimento GLM (proc GLM). O fator safra agricola foi incluido como
variavel aleatoria no modelo, visto a falta de controle experimental e a impossibilidade de
repeticao das condigdes no tempo.

Para as caracteristicas avaliadas em funcao dos hibridos de milho e inoculagdo com
Azospirillum brasilense, usou-se a comparacdo de médias multiplas pelo teste de Tukey,
enquanto que as varidveis avaliadas em funcdo das diferentes doses de N foram estimadas por
equacdes de regressao com modelo geral testando a curva linear e quadratica, sendo o critério
de selegdo do modelo o coeficiente de determinagdo (r*) e o nivel de significancia (P). A
significancia foi considerada como P < 0,05 (95% de probabilidade), sendo todos os testes
realizados com a utilizacdo do programa estatistico SAS, versao 9.2 (SAS, 2008), enquanto os

graficos foram produzidos com o suporte do programa Microsoft Excel, (EXCEL, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apenas na safra 2013/14 foi observada uma pequena estiagem no més de dezembro,
sendo observada perda de turgéncia das folhas por dois a trés dias, quando temperatura alta.
Na safra 2013/2014 foram 631 mm acumulados de chuva, do dia da semeadura até a colheita
das espigas, enquanto na safra 2014/2015 ocorreu precipitagdo de 790 mm, sendo que em

ambas as safras foram superadas a necessidade da cultura para graos, 600 mm, de acordo com
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(ALDRICH; SCOTT; LENG, 1982). A aplicacio dos herbicidas garantiu total
desenvolvimento da cultura sem que houvesse competi¢do por nutrientes com plantas
daninhas. O estande médio de plantas foi de 60766 plantas ha”, ndo havendo diferenca entre
os tratamentos.

A inocula¢do com Azospirillum brasilense promoveu desenvolvimento diferenciado ao
longo dos estadios fenoldgicos da cultura (Tabela 2). Nos trés primeiros cortes, entre os
estadios V5 e VT, nao foram observadas diferenga (P > 0,05) entre o tratamento com
inoculagdo e o controle. A partir do 4° corte, ja no estadio reprodutivo das plantas (R2), a
inocula¢do promoveu aumento (P < 0,05) na quantidade total de biomassa produzida até o

ponto de corte para ensilagem.

Tabela 2- Actimulo de biomassa total (Kg de MS ha ™) em diferentes estadios fenolégicos de hibridos de milho

submetidos a inoculagdo com Azospirillum brasilense

Estadio de desenvolvimento

Tratamento V5 Vo VT R2 RS
Tnoculado 127155 477270 8114.60 13126.12  14933.90
Inoculagao
Controle 121045 473110  7873.54 1207114 1417934
Pr>F 00923 07976 03224 00489  0.0215
Estatistica Ep* 29.50 94.75 17197 26656 208.09

*EP= Erro padrdo da média; Pr>F = Significativo pelo teste de Tukey, quando menor ou igual a 0,05.

O incremento da produgao de milho quando inoculado pode ser resultado da melhora na
absorcdo de nutrientes ¢ tolerancia ao estresse hidrico, devido ao aumento do tamanho e
quantidade das raizes, além de maior altura total das plantas (BARASSI et al.,2008;
HUNGRIA, 2011). Entretanto, como nao houve estresse hidrico e diferenca na estatura das
plantas no presente estudo e considerando a maior extragdo de NPK na cultura, entre 75 ¢ 100
dias apos a emergéncia (BULL; CANTARELLA, 1993), credita-se este maior
desenvolvimento das plantas, nestes estddios, a melhora do processo de absor¢dao de
nutrientes, possivelmente associado ao desenvolvimento radicular e/ou producdo de
fitormdnios estimulados pela inoculagao.

Além de influenciar na producdo de MS, os hibridos quando inoculados com A.
brasilense tiveram a estrutura morfoldgica das plantas no momento do corte para ensilagem
alterada (Tabela 3). Este fato ¢ demonstrado pelo maior teor de MS (P < 0,05), maior

participagdo de espigas e reducdo da participacdo de colmo (P < 0,05) no momento da
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ensilagem para hibridos inoculados com A. brasilense. Nao foram observados efeitos da

inoculagdo sobre a participagdo de folhas e peso médio por planta.

Tabela 3- Efeitos da inoculagdo com Azospirillum brasilense sobre o teor de MS, peso de planta e participagdo

de folhas e espigas na forragem de hibridos de milho para silagem

Variaveis
TRATAMENTO 7 5 —
MS(%) Peso/planta Folhas Espiga
AS1572 33,49 738,59 16,34 52,18
Cultivar AG9030 36,66 645,18 15,72 62,06
Pr>F <,0001 <,0001 0,1589 <,0001
Sim 35,78 694,03 15,89 58,19
Inoculacao Nao 34,37 689,73 16,17 56,05
Pr>F 0,0338 0,7349 0,5278 0,0277
Estatistica EpP* 0,65 12,65 0,43 0,96

1 = peso médio por planta em gramas; 2 = Participacdo (%) de cada componente com base na matéria seca total
da forragem a ser ensilada; *EP= Erro padrio da média; Pr>F = Significativo pelo teste de Tukey, quando menor

ou igual a 0,05.

A diminui¢do da participagdo de colmo em plantas inoculadas ocorreu devido a
interacdo entre a inoculagdo e o hibrido AS 1752 (Tabela 4). A inoculagdo diminuiu (P <
0,05) a quantidade de colmo produzida pelo AS 1572, enquanto que ndo se observou efeitos
(P > 0,05) sobre 0 AG 9030, que obteve menores valores de colmo. O menor percentual de
colmo no AG 9030 estd associado ao ciclo de crescimento deste hibrido (super precoce) e a

menor altura das plantas quando comparado ao hibrido AS 1572.

Tabela 4- Interacdo entre a inoculacdo com Azospirillum brasilense e hibridos de milho na participacdo
percentual de colmo (%) sobre o percentual total de componentes botanicos na MS das plantas no

momento da ensilagem

Hibridos
AS 1572 AG 9030
A. brasilense Controle A. brasilense Controle Pr>F EP*
28,14° 31,80° 22,18° 21,60° <0,0001 0,76

*EP = Erro padrao da média; Pr>F = Significativo pelo teste de Tukey, quando menor ou igual a 0,05

O aumento no teor de MS pode estar relacionado a maior participacdo de espigas com a
inoculagdo, ja que na fase final de ciclo da cultura do milho a espiga ¢ o componente que

apresenta o maior peso das plantas (LAVEZZO et al., 1997). Esta mudanga nos componentes
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estruturais das plantas de milho para silagem quando hé a inoculacdo das sementes com A.
brasilense confirma a hipotese que a inoculagdo promove um crescimento diferenciado das
plantas.

O desenvolvimento vegetal e a sua morfogénese dependem de sinais quimicos,
hormonios, que sdo transmitidos de uma parte da planta para outra. O principal hormonio
relacionado a divisdo e crescimento rapido dos tecidos da parte aérea dos vegetais ¢ o acido
indol-3-acético (AIA), que pode ser encontrado tanto nos meristemas ou nas raizes (STOUT;
BERNASCONI; MURPHY, 2013). A inoculagdo com Azospirillum brasilense possui papel
fundamental em produzir o AIA, alterando a morfologia das raizes (DOBBELAERE et al.
1999) e acelerando o crescimento vegetativo das plantas de milho.

O hibrido AS 1572 produziu maior quantidade de biomassa total média frente ao AG
9030 (P=0,03), 14872 e 14180 kg ha-' de MS, respectivamente. A diferenca de produtividade
entre os hibridos testados se deve aos seus respectivos ciclos produtivos, altura média de
planta (2,42m para o AS1572 e 2,10m para o AG 9030), teor de MS e a maior participacao de
espigas na massa ensilada, estes dois ultimos fatores influenciados pela inoculagdo com A.
brasilense. Além disso, o hibrido AS 1572 respondeu de forma mais significativa ao
incremento da adubagdo nitrogenada, com producio méxima de 16992 kg ha” de MS com
dose de 284 Kg ha ™ de N, enquanto o hibrido AG 9030 produziu no méaximo 15576 kg ha™ de
MS com a dose de 292 Kg ha™ de N (Figura 2).
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Figura 2 - Produgdo de forragem dos diferentes hibridos de milho (A), inoculados com Azospirillum brasilense

(B) e submetidos a doses crescentes de adubag@o nitrogenada em cobertura
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O nitrogénio ¢ nutriente determinante no crescimento das plantas de milho, pois
influencia processos fisioldgicos essenciais para manutencao do ciclo vegetal, como drenos
reprodutivos e formagao de clorofila, essencial na fotossintese (BASI et al., 2012). A partir de
uma analise com foco na minimizagdo da dependéncia de fertilizante quimicos, pode-se
inferir que doses a partir de 120 kg ha ~ de N parece ser suficiente para garantir boa
produtividade de MS de silagem.

A escolha das cultivares tem influéncia marcante na qualidade fermentativa da silagem
de milho (Tabela5). O hibrido AS 1752 apresentou menor (P<0,05) teor de MS e pH,
enquanto que para capacidade tamponante, teor de nitrogénio amoniacal os valores foram
superiores (P<0,05), quando comparado ao AG 9030. A recuperagdo de MS nao foi afetada
pelos tratamentos (P>0,05).

Tabela 1- Qualidade fermentativa de silagens de milho de diferentes hibridos inoculados com Azospirillum

brasilense
Fator Tratamento T > Variavers 7
MSpré CT NH;3/NT? pH RMS
AS1572 33,49 13,08 8,84 3,73 88,79
Cultivar AG9030 36,66 11,97 7,83 3,77 90,05
Pr>F <,0001 0,009 0,0005 0,0006 0,162
Sim 35,78 12,96 8,50 3,76 88,90
Inoculacao Niao 34,37 12,09 8,18 3,74 89,94
Pr>F 0,0338 0,042 0,256 0,1273 0,246
Estatistica EpP** 0,65 0,42 0,28 0,01 0,89

1= Matéria Seca da forragem no momento da ensilagem; 2 = Capacidade Tamponante em meq de HCL/100 g de
MS;3 = Porcentagem de Nitrogénio amoniacal sobre o Nitrogénio Total; 4 = Recuperagdo da Matéria Seca (%);

*EP= Erro padrdo da média; Pr>F = Significativo pelo teste de Tukey, quando menor ou igual a 0,05.

Os valores de pH mesmo que mais elevados para o AG 9030, estdo dentro de niveis
adequados e perto do limite inferior para silagens de milho. Estes valores refletem uma boa
acidificag@o das silagens, que normalmente esta associada a fermentacdo com bactérias acidas
laticas homo fermentativas (KUNG JR, 2010). De acordo com o mesmo autor e demonstrado
pela analise de correlacdo feita neste trabalho, existe correlagdo positiva (7=0.07026 e
p=0,0005) entre o teor de MS da silagem e pH, o que explica o menor valor deste para o
hibrido AS 1572.

Os valores de N amoniacal encontrados estdo perto dos niveis normais para silagem de
milho (5 a 8%) e ndo comprometem a qualidade da silagem. Valores acima de 12% em
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silagens de milho sdo raros de acontecer e estdo ligados a ensilagem de forragem com excesso
de umidade. Valores elevados podem indicar atividade proteolitica excessiva causados por
uma queda lenta de pH. A silagem do AS 1572 possui menor teor de MS o que pode ter
favorecido o aumento da porcentagem de NH;. O nitrogénio amoniacal em silagens
geralmente esta associado a fermentagao ocasionada por bactérias do género Clostridium, que
inicialmente utilizam aminoacidos como substrato para a fermentacdo o que resulta em
producao de compostos como amonia e aminas (MUCK, 1988). Deve-se atentar para valores
altos, geralmente acima de 10 — 12%, que ocasionam perdas de MS e energia, afetando a
qualidade e prejudicando o consumo voluntario em ruminantes (KUNG JR; SHAVER, 2001).

A capacidade tamponante (CT) foi maior para o hibrido AS 1572 e quando as silagens
eram provenientes de hibridos submetidos a inoculagdo. Determinada como a capacidade que
as forragens tem de resistir a queda do pH, a CT esta ligada a composicao da planta, como
teor de PB, ions organicos entre outros (JOBIM et al., 2007). Muck (1988) relata que a CT de
forrageiras esta relacionada, dentre outros fatores, com niveis de adubac¢do. A maior CT em
hibridos inoculados pode ser resultado da maior capacidade de absor¢ao e aproveitamento de
minerais e nutrientes presentes no solo ou originarios da fertilizagao.

Observaram-se comportamentos distintos quanto ao acumulo de hemicelulose (% na
MS) nas silagens quando os hibridos foram submetidos a inocula¢do e simultaneamente
fertilizados com doses de N em cobertura (Figura 3). Quando inoculado, o teor de
hemicelulose da silagem responde de forma linear, aumentando sua concentragdo com o
aumento da adubac¢do nitrogenada. Sem a inoculacdo, existe um comportamento quadratico

com diminuicdo do teor de hemicelulose com dosagens de até 250 Kg de N ha”, voltando a

aumentar com doses maiores.
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Figura 3- Interacdo entre inoculag@o e doses de nitrogénio no teor de hemicelulose (% da MS) da silagem de

milho

38



Houve interagdo entre cultivares e diferentes doses de N, com diferentes respostas
quanto ao teor de FDA (% na MS) (Figura 4). A cultivar AS 1572 respondeu de forma
quadratica, com aumento do FDA através da elevacio de niveis de N até 240 kg de N ha™,
diminuindo em dosagens maiores, enquanto que o AG 9030 respondeu de forma inversa. Ha
de se considerar que hibridos de milho para silagem (AS 1572) buscam um equilibrio na
relacdo producdo de massa verde/producdo de espiga. Ao se aumentar as doses de N, ha um
estimulo maior no crescimento das plantas para o AS 1572, produzindo maior percentual de
colmo, enquanto para o AG 9030, tem estatura menor com foco na producdo de espiga. Estes

dois componentes (colmo e espigas) influenciam diretamente o teor de fibras nas plantas.

28,00 -
27.00 * *AS1572
< FDA= 24,562 + 0,0221N -5E-05N2
R>=0,9343
226,00 - ’
S
S 25,00 W AG9030
F
FDA=25,012+ 0,011N - 2E-05N2
24,00 - R?=0,8294
|
23’00 T T T T T T T 1
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Doses de N (Kg ha-1)

Figura 4- Interag@o entre doses de N e cultivares de milho sobre o teor de FDA (% na MS) de silagens de milho

Além de o nitrogénio ser um nutriente essencial para o aumento de produgdo de
biomassa, a adubagdo nitrogenada também pode influenciar a qualidade nutricional da mesma
(BASI et al., 2011). O acréscimo das doses de N em cobertura aumenta a produtividade e
qualidade das silagens de milho, entretanto reduz a eficiéncia e a recuperagdo deste nutriente
(DE MENEZES et al., 2013). Existem claras indica¢des que hé diferencas na utilizacdo do N
entre os diferentes hibridos na resposta a adubacdo nitrogenada, na eficiéncia de absorcao e
acumulacdo na forma de biomassa (GALVAO; MIRANDA, 2004). Interagdes gendtipo e
adubacdo quando ocorrem, ou até mesmo estes isoladamente, influenciam o teor de FDA em
silagens e devem ser atentamente observados como critério de qualidade em silagens de
milho, ja& que a FDA tem sido correlacionada negativamente com a digestibilidade dos
alimentos (WEISS, 1998).

Independentemente da inoculagdo ou hibrido, o teor de PB (% na MS) respondeu

linearmente ao aumento das doses de N (Figura 5). O aumento do teor de PB foi relacionado
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por Lavezzo et al. (1997) com o aumento da participacdo de folhas na forragem ensilada, o
que ndo ocorreu no presente estudo. Menezes et al. (2013), diferentemente deste estudo,
encontraram resposta quadratica no valor de PB com aumento da fertilizacdo com N, com
resposta maxima, cerca de 7,5% de PB, com doses de 180 kg de N ha™. Estes também ndo
encontraram relacdo do aumento de PB com o niimero de folhas e atribuiram ao aumento da

concentragdo protéica nas fracdes das plantas.
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Figura 5- Proteina bruta (% na MS) em silagens de planta inteira de milho fertilizadas com doses crescentes de N

O aumento da adubagdo nitrogenada ocasiona um rapido crescimento das plantas, pois o
nitrogénio ¢ elemento essencial na formagao de compostos de carbono. Assim, o aumento da
disponibilidade de N no solo para as plantas, ocasiona uma maior absor¢do deste elemento,
formando maiores quantidades de compostos como aminoécidos, acidos nucléicos, entre
outros, aumentando o teor de proteina bruta nas plantas (TAIZ; ZEIGER, 2013).

O teor de PB em silagens de milho ¢ muito varidvel, depende de caracteristicas
individuais de cada gendtipo e também esta diretamente ligada a adubacdo nitrogenada em
cobertura, como apontado neste trabalho. Dentre as fragdes da planta que podem ocasionar
leve aumento dos teores de PB em silagem de milho, estdo os graos (YAMADA; ABDALLA,
2000). Na média, os hibridos apresentaram teor de PB em torno de 8%, valor suficiente para
atender a demanda minima de proteina bruta (7%), exigida pelo microrganismo do rimen
para garantir adequada fermentacdo microbiana (CHURCH, 1998).

Pode-se verificar que a inoculagdo possui pouco efeito sobre a qualidade nutricional
das silagens, apenas diminuindo levemente o teor de hemicelulose e matéria mineral presentes
na MS (Tabela 6), os quais ndo tendem a afetar a qualidade. Houve diminuicdo da

participagdo total de colmo na massa ensilada quando no milho inoculado. Como ndo foram

40



observadas diferengas nos valores de FDA, celulose e lignina quando houve a inoculacao,

atribui-se essa diminui¢do a menor participag¢do da hemicelulose na formagao do colmo.

Tabela 6- Efeitos dos hibridos de milho e inoculagdo com Azospirillum brasilense sobre a qualidade nutricional

da silagem

Variaveis

Fator Tratamento
MS* PB* FDN* FDA* HEMI* CEL* LDA* MM*

AS1572 30,76 ~ 8,13 42,03 25,40 18,35 22,30 3,16 3,98
Cultivar AG9030 33,80 7,96 42,30 24,23 18,06 21,41 293 3,96

Pr>F <0001 0,205 0,649 0,022 0,508 0,061 0,110 0,735

Sim 32,38 8,08 4236 24,88 17,68 21,93 3,02 3,90
Inoculacdo Nao 32,27 8,00 41,97 24,76 18,72 21,78 3,07 4,03

Pr>F 0,796 0,520 0,515 0,808 0,018 0,747 0,699 0,018

Estatistica Ep** 0,432 0,133 0,601 0,506 0,432 0,471 0,140 0,057

*% na MS; **EP= Erro padrdo da média; Pr>F = Significativo pelo teste de Tukey, quando menor ou igual a

0,05.

A maior quantidade de colmo na massa ensilada do AS 1572 e principalmente a
diminui¢do da porcentagem de espigas, ambos resultantes da diferenca de ciclo entre as
cultivares, elevou os valores de FDA na parede celular dessas plantas, quando comparado ao
hibrido AG 9030. O tipo de hibrido utilizado pode modificar a qualidade nutricional em
silagens, principalmente os teores e digestibilidade dos componentes da parede celular
(HUNT el al., 1993) (HOLT et al., 2010). Para Bal et al. (2000) a escolha do hibrido a ser

ensilado pode alterar a digestibilidade da ragdo, influenciando a produg¢do didria de leite.

CONCLUSOES

A inoculacdo com Azospirillum brasilense incrementa o acimulo de biomassa em
plantas de milho para silagem por promover um crescimento diferenciado que se inicia na
fase reprodutiva da cultura, continuando at¢é o momento do corte para ensilagem. A
inoculacdo altera os componentes morfologicos das plantas, como a participacdo de espigas e
de colmo, na forragem a ser ensilada, mas observaram-se efeitos brandos sobre a qualidade da
silagem de milho.

A qualidade da silagem e a produtividade de forragem por area ¢ influenciada

sensivelmente pela escolha das cultivares e pelos niveis de adubagdo nitrogenada.
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4. ARTIGO 2 - PRODUCAO DE HIiBRIDOS DE MILHO INOCULADOS COM
Azospirillum brasilense E FERTILIZADOS COM DOSES DE NITROGENIO

Resumo

O milho ¢ um cereal indispensavel em nivel mundial para consumo humano,
alimentacdo animal e estratégias devem ser utilizadas para aumentar a produtividade sem
impactar negativamente a sustentabilidade dos sistemas. Objetivou-se avaliar a influéncia da
inoculagdo com Azospirillum brasilense ¢ a fertilizagdo com niveis de nitrogénio nas variaveis
agronomicas de dois hibridos de milho. Foi conduzido o presente estudo nas safras 2013/2014
e 2014/2015, em Santa Maria — RS, com os hibridos AS1572 (finalidade silageira e graos) ¢ o
AGI9030 (finalidade de producdo de graos). Os hibridos foram inoculados com as estirpes Ab-
V5 e Ab-V6 de 4. brasilense e fertilizados com cinco niveis de nitrogénio (0, 60, 120, 240 e
480 kg ha” de N) na forma de ureia. Foram avaliadas as variaveis produgéo e peso de grios,
dimensdes e quantidade graos das espigas, diametro de colmo, altura da planta, indice de area
foliar, prolificidade e suas correlacdes. Foi observada maior produgdo de graos (acréscimo de
quase uma tonelada ha™) para o hibrido as 1572 quando submetido & inoculagio, causada pelo
aumento no numero de graos por espiga, enquanto nenhum efeito foi observado no AG9030.
Independente do genotipo ou inoculagdo, a adubagdo nitrogenada incrementa a produtividade
da cultura por elevar o peso médio dos grios e niveis entre 120 e 240 kg ha” de N
incrementam a produgdo de grdos em niveis maximos. Excetuando-se as varidveis acima
citadas, a inoculagdo ndo interfere na estrutura morfologica externa das plantas. Nas demais

variaveis agronomicas apenas os hibridos interferem, devido as caracteristicas genéticas.

Palavras chave: Grios. Produtividade. Ureia. Zea mays L.

PRODUCTION OF CORN HYBRIDS INOCULATED WITH Azospirillum
brasilense AND FERTILIZED WITH NITROGEN LEVELS

Abstract
Corn is an essential worldwide cereal for human consumption or animal feed and
strategies should be used to increase productivity without negatively impact on the production
systems. In order to evaluate the influence of Azospirillum brasilense inoculation and nitrogen
fertilization in agronomic variables in two corn hybrids, this study was conducted in

2013/2014 and 2014/2015 crop seasons, in Santa Maria - RS, with AS1572 hybrids (silage
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and grain purpose) and AG9030 (grain production purpose). The hybrids were inoculated with
A. brasilense (Ab-V5 and Ab -V6 strains) and fertilized with five nitrogen levels (0, 60, 120,
240 and 480 kg ha-' N) in urea form. Were evaluated production and grain weight,
dimensions and quantity of grain in corn cob, stem diameter, plant height, leaf area index,
prolificacy and their correlations. Higher grain yield was observed (one ton. ha-') for the
hybrid 1572 when subjected to inoculation caused by the increase in the number of grains per
cob, while no effect was observed in AG9030. Nitrogen fertilization increased crop yield by
raising the average weight of grain and levels between 120 and 240 kg ha-' N increment grain
production at peak levels. Excepting the variables mentioned above, the inoculation does not
interfere with external morphological structure of corn plants. In other agronomic variables

only the hybrids interfere due to genetic characteristics.

Keywords: Grain. Productivity. Urea. Zea mays L.

INTRODUCAO

Sustentada pela alta demanda mundial por alimentos, a produgdo de milho, segue em
ritmo crescente ao longo das ultimas décadas. Segundo dados da FAO (Food and Agriculture
Organization), desde que comecou o levantamento em 1961, a producdo mundial cresceu
aproximadamente 495%, passando das 200 milhdes de toneladas para mais de um bilhdo em
2013 (FAOSTAT, 2015). A alta demanda mundial ¢ resultado, sobretudo, do alto uso do
milho como ingrediente energético na ra¢do animal, mas com crescimento acentuado no uso
como fonte de energia, o etanol (MCPHAIL; DU; MUHAMMAD, 2012).

Como suporte para o aumento da produg¢dao mundial de milho, esta o uso de tecnologias,
dentre as quais estd a selecdo de novas cultivares e hibridos mais adaptados regionalmente e
com maior potencial produtivo. Entretanto, a adubagdo nitrogenada, ¢ o fator de maior
destaque dentre as tecnologias, e desde que outros nutrientes ndo sejam limitantes, ¢ capaz de
provocar aumentos sensiveis da produtividade (BULL; CANTARELLA, 1993). De acordo
com os mesmos, plantas bem nutridas em N possuem maior capacidade de fotossintese
relacionada a maior area foliar, favorecendo a assimilacdo de CO; e a sintese de carboidratos,
beneficiando a producao.

A sintese de fertilizantes nitrogenados, principalmente ureia, usados na agricultura se da
basicamente através do petréleo, uma fonte ndo renovavel e esgotavel, de alto custo

energético. Mesmo com manejo correto, perdas para o meio ambiente sdo praticamente
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inevitaveis, ocasionando poluicdo e diminuindo a eficiéncia e sustentabilidade na agricultura.
A utilizacdo de microrganismos fixadores de N atmosférico em associagdo com o sistema
radicular das plantas pode diminuir a necessidade de uso de fertilizantes nitrogenados
(HUNGRIA; ARAUJO, 1994). Embora o género Rhizobium sé consiga simbiose com
leguminosas, outros microrganismos podem se associar com raizes das mais diferentes
espécies de plantas, incluindo o milho (AZEVEDO, 1998).

Viarias bactérias capazes de reduzir o N, foram descritas e seus efeitos sobre a fisiologia
das plantas pesquisados, dentre as quais destacam-se as do género Azospirillum, mais
especificamente 4. brasilense (RADWAN; MOHAMED; REIS, 2004). Além de auxiliar na
assimila¢do do nitrogénio, este género estd associado ao efeito de producdo de fitormonios
nas raizes, aumentando o seu diametro e comprimento, auxiliando na absorc¢ao de nutrientes e
agua pela maior area explorada das mesmas.

Na cultura do milho, a inoculagdo com Azospirillum brasilense ocasiona aumento de
peso dos graos, produtividade e comprimento de espigas (CAVALLET et al., 2000).
Entretanto, os efeitos da fixagdo de N e aumento da produgdo, decorrente da associagao destas
bactérias ¢ dependente de acordo com o gendtipo utilizado (DE SALOMONE;
DOBEREINER, 1996).

Realizou-se com este estudo a avaliagdo agrondmica em plantas de diferentes hibridos
de milho sob o efeito da inoculagdo com Azospirillum brasilense, em duas safras agricolas e

associadas a diferentes doses de nitrogénio em cobertura.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nos anos agricolas de 2013/2014 e 2014/2015, na area
experimental do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM). A area localiza-se na regiao fisiografica conhecida como depressao central do estado
do Rio Grande do Sul, com latitude -29,71°80°* Sul e longitude 53.73°31°” Oeste, com altura
média de 95 m (IBGE, 2006).

O solo ¢ classificado como Argissolo Vermelho Distréfico Arénico (horizontes A e Bt
definidos), com textura média, bem drenado e com relevo levemente ondulado, pertencente a
Unidade de Mapeamento Sao Pedro (EMBRAPA, 2013).

O clima caracteristico, segundo classificagdo de Koppen-Geiger e descrito por Peel,
Finlayson ¢ Mcmahon (2007) ¢ o Cfa, subtropical, sem estagdo seca e verdes quentes. A

temperatura média anual ¢ de 18,8°C, com maximas no verao podendo chegar aos 40,2°C e
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minimas no inverno indo até -2,9°C. A precipitagdo média anual ¢ de 1589,3 mm
(CEMETRS, 2015). Os dados climaticos durante o periodo experimental foram captados da
estacdo meteoroldgica de observacao de superficie automatica do Instituto Nacional de

Meteorologia (INMET), situada dentro da Universidade Federal de Santa Maria (Figura 1).
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Figura 1- Médias climatolégicas mensais da area experimental nos dois anos de cultivo para producdo de graos

Fonte: Esta¢dao automatica do INMET na Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria-RS

Nos meses de maio dos referidos anos agricolas a area foi semeada com aveia preta
(Avena strigosa) com a finalidade de cobertura de solo no sistema de plantio direto. No més
de julho, de ambos os anos, foram realizadas a amostragem de solo, na camada de 0 — 20 cm
de profundidade, as quais foram enviadas para o laboratorio de Solos da UFSM para andlise

dos atributos quimicos (Tabela 1).

Tabela 1-Analise quimica do solo da area experimental nos dois anos de cultivo, Santa Maria, RS

Arg. pH CTC Al Ca Mg P K M.O Bases
Safra/Ano

% e cmol/dm?3------- --mg/dm3-- - Yo------
2013/2014 230 50 75 07 45 21 17,5 84 2,2 47,8
2014/2015 240 52 99 06 62 28 12,6 108 24 67,5

Arg. = argila; pH = pH em agua; CTC = capacidade de troca de cations; Al = aluminio; Ca = calcio; Mg =
magnésio; P = fosforo; K = potassio; M.O = matéria organica; Bases = saturacdo por bases

-Registro no Departamento de solos — UFSM sob niimero 17185
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A partir da recomendagdo da analise de solo na safra foi realizada a correcdo da acidez
do solo com emprego de 3 t ha” de calcario dolomitico com PRNT de 75% (CQFS-RS/SC,
2004). A area foi dessecada 30 dias antes da previsao do plantio com a aplicagdo de 3,0 Litros
ha™ (1440 g ia/ha”) de glifosato.

Foram semeados dois hibridos de milho, o AS 1572™ PRO da Agroeste Sementes”
com finalidade principal a producdao de silagem e o, o AG 9030™ PRO da Agroceres
Sementes” com proposito principal a producdo de grios. Como caracteristicas principais
destes hibridos, o AS 1572 possui ciclo precoce, com porte médio, com graos amarelos e de
textura dentada, enquanto o AG 9030 ¢ de ciclo superprecoce, com porte de planta baixo e
com graos alaranjados e de textura dura.

Na ocasido da semeadura, as sementes de milho foram inoculadas com a bactéria
Azospirillum brasilense estirpes Ab-V5 e Ab-V6 isoladas e selecionadas por Hungria et al.
(2010) na concentragdo de 2,0 x 10° UFC mL com a utilizagdo de 200 mL ha™ de inoculante
(Azotal — Total Biotecnologia), diluido em agua. Apos a aplicagdo dos inoculantes sobre as
sementes a sombra, estas foram homogeneizadas para que o inoculante entrasse em contato
com todos os graos, que foram semeados imediatamente apds a secagem.

Para a semeadura utilizou-se uma semeadora de plantio direto com cinco linhas com
espacamento de 0,50m e regulada para obter-se 50% a mais do estande de plantas desejado,
ou seja, 90.000 sementes ha™. Os tratamentos hibridos com e sem inoculagdo foram
submetidos ao delineamento de blocos ao acaso, sendo que as linhas de cada hibrido com e
sem inoculagdo foram dispostas, ao acaso, dentro de cada bloco. Primeiramente, foram
semeadas as linhas das sementes sem tratamento e posteriormente as que receberam a
inoculacdo, para ndo haver contaminagdo cruzada com o A. brasilense. A semeadura na safra
2013/2014 ocorreu no dia 16 de outubro de 2013 e a da safra 2014/2015 no dia 28 de outubro
de 2014. Em ambas as safras foi utilizada uma mistura de cloreto de potassio e superfosfato
triplo, com a finalidade de obter a formulacdo 0 — 30 — 20 de NPK. Em ambos os anos de
cultivo, a adubagdo utilizada seguiu a recomendacdo para alta produtividade na cultura do
milho, sem que o P e K fossem limitantes de producdo, conforme recomendacdo do manual de
adubac¢do e calagem para os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (CQFS-RS/SC,
2004).

Na fase de V1 (1* folha desenvolvida) foi aplicado herbicida seletivo do grupo quimico
das Triazinas, de ingrediente ativo ATRAZINE + SIMAZINE em suspensdo concentrada
através de equipamento costal. Essa aplicagdo teve por objetivo o controle inicial de algumas

espécies de mono e dicotiledoneas, como por exemplo, capim colchdo (Digitaria
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horizontalis), Capim Pé—de—Galinha (Eleusine indica), Guanxuma (Sida spp), Picdo Preto
(Bidens pilosa), entre outros. Passados aproximadamente 15 dias apos a germinagdo completa
das sementes foi realizado o desbaste das plantas excedentes, dentro das parcelas
experimentais, com o objetivo de obter populagdo aproximada de 60.000 plantas ha™. Ainda,
em ambos os anos (fase V6 na safra 2013/2014 e na fase V4-V5 na safra 2014/2015), foi
aplicado nas entrelinhas, herbicida seletivo sistémico de ingrediente ativo TEMBOTRIONA,
para o controle do capim milhd (Digitaria  horizontalis) e  Capim-
papuad (Brachiariaplantaginea).

Ap0s a semeadura, no estadio VE (emergéncia) foi feita uma aplicagio de 30 kg ha™ de
N na forma de ureia (45% N), aplicada na linha de cultivo, exceto para os tratamentos com 0
kg ha’ de N. A adubagdo de cobertura foi realizada com fertilizante nitrogenado, ureia
agricola (45% N), em dois estagios de desenvolvimento da cultura e dividiu-se a dosagem a
ser aplicada em duas vezes, conforme os tratamentos: 0, 60, 120, 240 e 480 kg ha de N. A
primeira aplica¢do ocorreu no estadio vegetativo com quatro folhas desenvolvidas (V4) e a
segunda entre os estadios de seis a oito folhas desenvolvidas (V6-V8).

Foram tomadas medidas da area foliar de cinco plantas por tratamento de acordo com
metodologia desenvolvida por SANGOI et al. (2007). As cinco plantas escolhidas ao acaso,
as quais foram mensuradas todas as folhas que possuiam area verde maior que 50%, estavam
nas linhas centrais das unidades experimentais. Essas mensuracdes foram realizadas no
estagio reprodutivo (R1), isto &, no estagio de embonecamento e polinizacdo, quando os
estilos-estigmas estdo visiveis. A area foliar foi calculada medindo o comprimento total da
folha (cm), largura méxima da folha (cm). A area de cada folha ¢ calculada pela equacao a
seguir:

AF=C x L x 0,75

Onde: AF = area foliar estimada; C = comprimento da folha; L ;x= maior largura da folha e
0,75 € o fator da forma proposto por Francis et al.(1969).

Entre os estadios R5 e RO, utilizando a fileira destinada a colheita das espigas, trés
plantas foram escolhidas (4%, 8" e 12* plantas em cada fileira/unidade experimental) para a
mensuragao, com uso de uma trena, da altura de inser¢do da espiga e altura total das plantas
(até a inser¢do da folha bandeira). No mesmo momento, com uso de paquimetro digital, foi
tomado o diametro de colmo, medido entre o primeiro e segundo entre n6 da planta, contando
a partir do solo. Apos o estddio de maturacao (R6), quando os componentes estruturais

externos, como folhas, colmos, inflorescéncia e palha da espiga apresentavam-se secos, uma
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das fileiras da parcela foi colhida. As plantas da fileira foram contadas, bem como o niimero
de espigas colhidas. Assim obteve-se uma média de espigas/planta que gerou o indice de
prolificidade e estande de plantas em cada unidade experimental.

Apos a colheita e contagem de plantas, cinco espigas foram escolhidas aleatoriamente
para a contagem do numero de fileiras em cada espiga, bem como selecionada aleatoriamente
uma fileira para a contagem do numero de graos, obtendo-se por multiplicacdo de ambos o
numero de graos médio por espiga. Também, em cada espiga, efetuou-se a tomada de medida
do comprimento, com régua graduada (mm) e didmetro com auxilio de paquimetro digital.

Seguindo, todas as espigas, em cada unidade experimental colhida foram debulhadas
com uso de uma debulhadora elétrica. O volume debulhado foi acondicionado em sacos
plasticos para posterior pesagem em balanca com precisdo de 0,1 g para a obtencdo da
estimativa da produgdo de grios em kg ha™. Posteriormente a pesagem, uma parte dos grios
foi utilizada para a medi¢ao da umidade, com uso de medidor de umidade de graios GEHAKA
AGRI G- 600. Apds a afericao da umidade, o peso de graos de cada parcela foi corrido para
producdo corrigida a 13% de umidade.

Outra amostragem de graos foi feita em cada unidade experimentas, retirando-se 300
graos de cada saco. Os graos foram pesados e o peso utilizado para estimar a massa de mil
graos, corrigido a 13% de umidade.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso (BAC), com 20
tratamentos e trés repeti¢des cada. Os tratamentos ficaram distribuidos em um arranjo fatorial
(2x2x5) composto por dois hibridos, inoculados ou ndo com Azospirillum brasilense e
diferentes niveis de N (0, 60, 120, 240, 480 kg ha™). O seguinte modelo estatistico foi

utilizado:

Yijkl = p + Hi + Ij + Nk + HIij + HNik + INjk +INHijk + Bl + €ijkl,
em que:
Yijkl:representa o valor observado que recebeu o tratamento de ordem “ijkl”; pu: representa a
média geral obtida; Hi: representa o efeito dos Hibridos de ordem “1”; Ij: representa o efeito

[13£2 8

da inoculacdo de ordem *}”; Nk: representa o efeito do nitrogénio de ordem “k”; HIij:
representa o efeito da interacdo entre hibrido e inocula¢do de ordem “ij”’; HNil: representa o
efeito da interagdo entre hibrido e doses de nitrogénio de ordem “ik”; INjl: representa o efeito
da interagdo entre inoculagao e doses de nitrogénio de ordem ““jk”’; HINijk: representa o efeito

da interagdo entre hibridos, doses de nitrogénio e inoculacaode ordem “ijk”; Bl: representa o
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efeito dos blocos de ordem “I”’; €ijkl: componente do erro aleatério associado ao i-hibrido, j-
inoculagao, k- dose de N ¢ I- efeito de bloco.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e andlise de variancia (ANOVA) e
posteriormente a analise de comparagdo multiplas de médias pelo teste de Tukey, testando os
fatores isoladamente e suas interagdes pelo procedimento Mixed (proc mixed). Quando
significativas, as interagdes foram agrupadas de acordo com os tratamentos e entdo
submetidas ao teste de comparacao de médias pelo procedimento GLM (proc GLM). O fator
safra agricola foi incluido como varidvel aleatéria no modelo, visto a falta de controle
experimental e a impossibilidade de repeti¢cdo no tempo.

Para as caracteristicas avaliadas em func¢do dos hibridos de milho e inoculacdo com
Azospirillum brasilense, usou-se a comparacdo de médias, enquanto que as variaveis
avaliadas em fungdo das diferentes doses de N foram estimadas por equagdes de regressao
com modelo geral, testando a curva linear e quadratica, sendo o critério de sele¢do do modelo
o coeficiente de determinacio (r’) e o nivel de significancia (P). A significancia foi
considerada como P < 0,05 (95% de probabilidade), sendo todos os testes feitos com a
utilizagdo do programa estatistico SAS, versao 9.2 (SAS, 2008) enquanto graficos com o

suporte do programa Microsoft Excel (EXCEL, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apenas na safra 2013/14 foi observada uma pequena estiagem no més de dezembro,
sendo observada perda de turgéncia das folhas por dois a trés dias, quando temperatura alta.
Na safra 2013/2014 foram 1023 mm acumulados de chuva, do dia da semeadura até a colheita
das espigas, enquanto na safra 2014/2015 ocorreu precipitacio de 990 mm, sendo que em
ambas as safras foram superadas a necessidade da cultura (600 mm), de acordo com
(ALDRICH; SCOTT; LENG, 1982). A aplicacio dos herbicidas garantiu total
desenvolvimento da cultura sem que houvesse competigdo por nutrientes com plantas
daninhas. O estande médio de plantas foi de 60766 plantas ha”, ndo havendo diferenca entre
o0s tratamentos.

O hibrido AS1572 respondeu positivamente a inoculacdo para grande parte das
varidveis ligadas a produgdo de graos (Tabela 2). A inoculagdo com A. brasilense neste
hibrido produziu quase uma tonelada de graos a mais por hectare, 12% a mais quando

comparado ao mesmo hibrido sem inoculagdo. O incremento na produgdo com a inoculagao
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no AS 1572 foi atribuido ao aumento do nimero de graos por fileira e consequentemente o
numero total de graos por espiga (P<0,05) o que consequentemente eleva o peso de graos por
espiga. Segundo Magalhaes e Durdes (2006), a determinacao do nimero de graos por espiga
acontece quando ha a iniciacao floral e desenvolvimento da inflorescéncia (V17). A falta de
agua e nutrientes neste periodo e no estagio R1, quando ha a fertilizagdo dos 6vulos, € crucial
para a produtividade, o que parece ser atenuada com a inoculagdo no hibrido AS 1572. Nao
foram observados efeitos (P>0,05) da inoculagao com Azospirillum brasilense sobre o hibrido
AG 9030 nas variaveis, producao de graos, massa de mil graos, graos por fileiras e graos por

espiga.

Tabela 2- Efeitos da interagdo entre cultivares de milho e inoculagdo com Azospirillum brasilense sobre a
producdo de grios, massa de mil grdos, nimero de gréos por fileira, nimero de grios por espiga ¢

massa de grios por espiga (gr)

o AS 1572 AG 9030
Variavels Azospirillum  Controle Azospirillum Controle Pk EP*
Produtividade! 8,928° 7,950b 8,082 9,088 0,0375 0,15
Massa mil grios (gr) 322,37 318,92¢ 336,85 341,22*  0,0082 1,81
Graos/fileira 32,99% 31,16b 28,69°¢ 28,48°¢ <0001 0,34
Graos/espiga 544,04" 515,76b 467,14° 465,83 <,0001 6,30
Massa grios/espiga 175,38 164,48° 156,90° 158,56° <,0001 3,32

1 = Produciio de grios corrigida a 13% de umidade (toneladas ha’); *EP= Erro padrdo da média; Pr>F =

Significativo pelo teste de Tukey, quando menor ou igual a 0,05

Acréscimos na produtividade de graos com a inoculagdo também foram observados por
Hungria et al. (2010), com ganhos de até 823 kg ha” quando comparado ao tratamento sem
inoculacdo e utilizando as mesma estirpes e dosagens deste trabalho. Quadros et al. (2014)
comparando 3 diferentes hibridos inoculados com uma mistura de isolados do género
Azospirillum encontraram resposta positiva de 750 kg ha” em producio de grios em uma
cultivar, enquanto em outra a inoculagdo aumentou o rendimento de MS da parte aérea das
plantas. Lana et al. (2012) encontraram aumento de produtividade em milho de quase 500 kg
ha” quando inoculado com Azospirillum, confirmando os beneficios da inoculagio na cultura.
Em um estudo de revisdao de 20 anos da utilizagdo de Azospirillum, Okon e Labandera-
Gonzalez (1994) constataram a eficiéncia da inoculag@o sobre a produtividade em 60 a 70%
dos casos e com 5 a 30% de incremento na produtividade em diferentes condig¢des de solo e

clima.
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Existe associacdo das estirpes de Azospirillum brasilense utilizadas neste experimento
com o hibrido AS1572. Embora o melhoramento genético de hibridos seja geralmente voltado
para a utiliza¢ao de grande quantidade de adubacdo nitrogenada (REIS JUNIOR; TOLEDO,
2008) (ARAUIJO et al., 2013), atencio especial deveria ser dada pelos geneticistas para o
melhoramento de novos hibridos que possam associar-se a bactérias diazotroficas, a fim de
incrementar a produgdo. A qualidade de inoculantes, visando a eficiéncia da inoculagao,
depende do numero de células viaveis (OKON; LABANDERA-GONZALEZ, 1994), e
diferentes doses, também devem ser incluidas em estudos proximos, pois pode haver sub
dosagens para alguns hibridos ou cultivares, o que acaba nao influenciando a produtividade
das culturas testadas.

O hibrido AG 9030 apresentou maior massa de mil graos (P<0,0001) quando
comparado a média do hibrido AS 1572 (338,7 e 320,1 gramas, respectivamente). Entretanto,
apesar de apresentar maior peso de graos, foram inferiores (P<0,0001) as variaveis, nimero
de graos por fileira e numero de graos por espiga, o que justifica a mesma produtividade
observada para os hibridos. As diferencas descritas devem-se as caracteristicas de cada
hibrido, visto que o hibrido AS 1572 possui aptidao dupla (graos e silagem), enquanto o AG
9030 com finalidade para graos. A particdo dos nutrientes realizados pela fotossintese na fase
reprodutiva e enchimento de graos se da de forma diferente para cada hibrido. Enquanto
hibridos para graos priorizam o actimulo de nutrientes nos graos, hibridos voltados para
silagem enviam nutrientes para enchimento dos graos e producdo de massa verde (COSTA et
al., 2008).

Para as diferengas na massa dos graos, ha de se salientar também que os dois hibridos
apresentam classificagdo de grao diferente, duro e dentado para o AG 9030 e AS 1572,
respectivamente. Milhos duros possuem maior relacdo endosperma vitreo:farinadceo, o que
ocasiona maior massa apoOs a retirada da umidade. Isto ocorre visto o envolvimento dos
granulos de amido por uma matriz protéica densa, o que ndo ocorre no milho dentado, onde os
granulos estdo envolvidos pela umidade, que no processo de secagem ¢ retirada, deixando
espaco vago (PAES, 2006).

A produtividade (ton. de grios ha) teve comportamento quadratico frente a0 aumento
das doses de nitrogénio aplicado em cobertura e este efeito esta correlacionado ao aumento do
peso dos graos e a adubagdo nitrogenada influencia nas duas variaveis (figura 2). A maxima
resposta em produtividade de grios, aproximadamente 9.500 kg ha™, foi alcangada com doses
proximas a 290 kg ha” de N. Dosagens maiores acabam ndo resultando em aumento de
producao, visto haver diminui¢do da eficiéncia, ou seja, diminui¢do da recuperagao do N em
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producdo, com o aumento das doses (LIANG; MACKENZIE, 1994). A diminui¢do da
eficiéncia se deve 4 varios fatores, dentre eles a incorporacdo do amonio a matéria organica
do solo (FERNANDES et al., 1998), gendtipo utilizado (FERNANDES et al., 2005), manejo
da area, tipo de solo e clima (LIANG; MACKENZIE, 1994).
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32 86 326 -
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Figura 2- Produgdo (A) e massa de mil graos (B) corrigidos a 13% de umidade de hibridos de milho submetidos

a diferentes doses de N em cobertura

Coelho et al. (1992) trabalharam com doses de 0 a 240 Kg ha” de N encontraram
aumento de 80% na produtividade de grios com doses de até 120 Kg ha™ e produgdo maxima
com 219 Kg ha”. Para os mesmos autores a resposta da cultura de milho a adubagdo
nitrogenada ¢ dependente da quantidade residual de N mineral do solo. Fernandes et al.
(2005) encontraram maéxima resposta em produtividade com doses de 110 Kg ha’de N na
forma de ureia, em uma unica aplicacao.

O peso dos graos também teve comportamento quadratico frente ao aumento das doses
de N, comportamento similar ao da produtividade, com peso maximo atingido quando a
adubagdo foi em torno de 300 Kg ha ~ de N. Dotto et al. (2012) também encontraram resposta
positiva na massa de graos com aumento da adubagdo nitrogenada em cobertura com
crescimento a partir da dose maxima testada (80 Kg de N ha -'). Fernandes et al. (2005),
avaliando seis hibridos e suas respostas frente a diferentes doses de N (0, 50, 100, 150 e
200Kg ha = de N) , citam que o nimero de grios por espiga ¢ a massa dos mesmos sio
fatores determinantes na produtividade de graos da cultura do milho e que ambos os fatores

estudados influenciam marcantemente nas duas variaveis resposta.
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A andlise de correlagdo feita por este estudo comprova que existe uma forte relacao
positiva (r =0,66; P<0,0001) entre producdo ¢ a massa de mil grios, entretanto, ao contrario
do ultimo trabalho citado ndo foi observada correlagao entre o nimero de graos por espiga ¢ a
producao de graos. Ainda, foi observada correlagdo negativa (r = -0,36; P<0,0001) entre o
numero de graos por espiga e a massa de mil graos. A definicdo da densidade dos graos
ocorre no estddio R3 e esta ligada a condigdes climaticas. O estresse hidrico e a falta de
luminosidade, que impede a elaboracdo de foto assimilados, implicam na redugdo da taxa de
acumulo da matéria seca dos grios (MAGALHAES; DURAES, 2006).

O hibrido AS 1572 apresentou maior didmetro ¢ comprimento de espigas, altura de
planta e diametro de colmo, enquanto a prolificidade foi inferior ao AG 9030 (Tabela 3). A
inoculacdo com A. brasilense nao afetou (P>0,05) o comprimento e o didmetro da espigas,
tampouco a altura da planta e altura da insercdo das espigas, o didmetro basal do colmo e a

prolificidade nos diferentes hibridos testados.

Tabela 3- Efeitos dos diferentes hibridos e a inoculacdo com Azospirillum brasilense sobre o comprimento de
espiga (Comp esp), altura da espiga (Alt.esp), altura da planta (Alt.pla) e didmetro do colmo (D.col)
em cm’, didmetro de espiga (Diam.esp) em mm~ ¢ prolificidade (Prol) em %

Fator Tratamento Varidvels

Com.esp  Alt.esp Diam.esp. Alt.pla  D.col Prol.

AS1572 15,88 135,9 48,88 242,1 2,104 00911

Cultivar AG9030 15,25 110,4 47,14 210,0 1,899 0,976
Pr>F <,0001 <0001 <0001 <,0001 <,0001 <,0001

Sim 15,60 122,8 48,10 2254 1980 0,948

Inoculagao Nao 15,52 123,6 47,93 226,8 2,023 0,939
Pr>F 0,6129 0,6479 0,3728 0,6267 0,1760 0,1948

Estatistica EP* 0,15 1,63 0,19 6,80 8,21 0,01

*EP= Erro padrao da média; Pr>F = Significativo pelo teste de tukey, quando menor ou igual a 0,05

Lana et al. (2012) e Dartora et al. (2013) estudando a inoculagdo e diferentes doses de N
também ndo encontraram respostas significativas na altura média das plantas e na altura de
insercao da espiga. Ja para a variavel didmetro de colmo, Dartora et al., (2013) encontraram
resposta positiva da inoculagdo com uma mistura de A. brasilense e Herbaspirillum
seropedicae. Todavia, no trabalho acima citado, isoladamente a inoculagdo com A. brasilense
ndo afetou o didmetro de colmo, enquanto que H. seropedicae isolada ndo diferiu da mistura

testada. Ja Dotto et al., (2010) ndo observaram efeito da inoculagdo com H. seropedicae no
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diametro de colmo. A resposta da inoculacdo na varidvel supracitada ¢ incerta e parece ser
dependente de outros fatores e ndo atribuida a inoculagao.

O diametro e comprimento da espiga sdo diretamente influenciados pelo enchimento,
tamanho dos graos, nimero de fileiras e quantidade de graos/fileira (CIVARDI et al., 2011),
além da producdo de gametas em conjunto dos oOrgdos sexuais das plantas. Estas
caracteristicas, no presente estudo, estdo ligadas somente ao tipo hibrido, sem influéncia da
adubacdo com N ou inoculagdo. A formagao da espiga aconteceu de forma diferente nos dois
hibridos, visto as diferencas de ciclo, ja que genotipos mais precoces t€ém um periodo mais
curto de tempo no estagio de estabelecimento no niimero de graos e tamanho de espiga (V12
ao V17) (MAGALHAES; DURAES, 2006).

Nao houve influéncia dos niveis de nitrogénio e da inoculacdo com Azospirillum
brasilense sobre a area foliar (AF) das plantas. Esta somente variou entre os diferentes
hibridos, sendo maior na cultivar AS 1572, que obteve AF de 4,97, frente o AG 9030, o qual
apresentou AF de 4,51 (P<0,0001). Dartora et al. (2013) também nao observaram efeitos da
inoculacdo na area foliar das plantas de milho. Para Argenta et al. (2002) a area foliar possui
baixa correlacdo com a produtividade de graos ou teor de N na planta. Wolschick et al. (2003)
estudaram a influéncia de diferentes regimes de chuva, épocas e doses de adubagdo
nitrogenada e concluiram que ndo existe relacdo marcante, exceto doses com 0 de N, da

adubacao na area foliar das plantas.

CONCLUSOES

A inoculagdo com Azospirillum brasilense estirpes Ab-V5 e Ab-V6 incrementa a
produtividade de graos de milho e influencia algumas varidveis agrondmicas relacionadas. Os
beneficios da inoculagdo mostram-se dependentes do hibrido utilizado, evidenciando a
associacao das estirpes € o hibrido AS 1572 aumentando a produ¢do em quase 1 tonelada a
mais por hectare.

Independente do genétipo ou inoculacdo, a adubacdo nitrogenada incrementa a

produtividade da cultura por aumentar a massa dos graos.
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5. DISCUSSAO GERAL

De maneira geral, a inoculagdo com A. brasilense na cultura do milho parece surtir
efeitos mais expressivos durante o inicio da fase de reproducdao das plantas. Isto foi
demonstrado no primeiro artigo, quando a aceleragdo do crescimento e acimulo de biomassa
das plantas para silagem ocorreu principalmente no inicio do pendoamento (estadio VT),
provocando crescimento mais acelerado nas plantas. Da mesma forma, ocorreu quando a
inoculacdo foi testada para fins de producdo de graos, visto esta surtir efeitos no nimero de
graos por fileira e por espiga. A inoculagdo ¢ capaz de alterar a morfologia externa das plantas
para ensilagem, o que pode alterar a qualidade nutricional do alimento, entretanto esta
alteracdo ¢ dependente da interagdo gendtipo e bactéria.

O crescimento das plantas esta associado a produ¢do de hormdnios que lhe asseguram
a regulagdo metabdlica necessaria para a translocacdo e particdo de nutrientes de maneira
equilibrada, assegurando o desenvolvimento normal dos tecidos (TAIZ ;ZEIGER, 2013). A
producdo de fitormonios quando as sementes das plantas sdo submetidas a inoculacdo com
bactérias diazotroficas, inclusive com bactérias do género Azospirillum utilizadas neste
trabalho ja foram comprovadas na literatura (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000). O
principal horménio capaz de provocar crescimento normal em vegetais superiores € o acido
indolil-3-acético (AIA) (STOUT; BERNASCONI; MURPHY, 2013), o qual j4 foi observado
em plantas inoculadas com A. brasilense (TIEN et al., 1979).

Embora a defini¢do o potencial produtivo de graos das plantas de milho, definido entre
outros fatores pela quantidade de graos por espiga, seja formado nas primeiras semanas apos a
germinacdo das sementes, a quantidade de graos viaveis so acontecera durante o inicio da fase
reprodutiva das plantas (MAGALHAES; DURAES, 2006) e ¢ altamente dependente de
condi¢des climaticas ideais e de disponibilidade de nutrientes. Visto a producdo de AIA
ocorrer também nas raizes, este hormdnio pode estar associado ao melhor desenvolvimento
radicular das plantas promovendo melhor absor¢do de nutrientes e resisténcia das plantas
(DAVISON, 1988). Juntos a producdo de AIA, que tanto pode ocorrer na parte aérea quanto
nas raizes, a melhora na absor¢ao de nutrientes e a fixagdo biologica de N relatados em
estudos anteriores pode ter sido a causa no incremento da produgdo neste trabalho.

Hé de se destacar que a eficiéncia da inoculacao neste trabalho foi dependente do

gendtipo utilizado, mas que também pode ser dependente de condi¢des de solo, clima, e
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manejo da area de cultivo (MOREIRA et al., 2010). A ocorréncia da interacdo de bactérias
diazotroficas com determinados genotipos ocorre devido a colonizagdo das raizes das plantas
envolver uma série de artificios que a planta realiza no intuito de atrair estes microrganismos.
Compostos fendlicos — principalmente flavondides — sdo a peg¢a chave na atracdo para
estabelecer a interagdo (BADRI et al., 2009).

E preciso haver cautela na recomendagdo de niveis de adubagio nitrogenada para a
cultura do milho, visto assegurar a sustentabilidade do sistema produtivo. Em ambas as
finalidades de produgdo aqui pesquisadas, silagem e graos, e doses (0, 60, 120, 240 ¢ 480 Kg
ha” de N) na forma de ureia em cobertura, a minima dosagem que pode ser recomendada a
fim de garantir producio expressiva é de 120 Kg ha” de N. Deve-se salientar que ambos os
hibridos possuem capacidade diferenciada de conversdo deste nutriente em produgdo, como ja
foi observado na literatura (DE MENEZES ET AL., 2013). A recomendacdo de N para a
cultura do milho deve ser regionalizada levando em conta expectativa de rendimento,
condi¢des fisicas e quimicas, manejo anterior na 4area e eficiéncia do fertilizante
(FONTOURA: BAYER, 2009).

Neste trabalho ndo foram observados efeitos expressivo da adubagdo nitrogenada na
morfologia externa das plantas, tanto no primeiro quanto no segundo trabalho. Apesar disso, a
adubacdo nitrogenada teve papel fundamental na producao de biomassa e producdo de graos
com doses entre 120 e 240 Kg ha” de N, mas parece ter sua eficiéncia diminuida com doses
maiores. De Menezes et al. (2013) conclui que doses expressivas de N acabam por ndo
responder em aumento de produtividade pela diminuig¢do da eficiéncia de uso e recuperagao

do N aplicado.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A inoculagdo com Azospirillum brasilense estirpes Ab-V5 e Ab-V6 tem importante
papel no cultivo de milho tanto para fim de producao de silagem quanto para finalidade de
producdo de graos. A inoculacdo pode ser considerada como aditivo no auxilio a absor¢do de
nutrientes ¢ desenvolvimento das plantas, visto ocasionar maior produtividade de forragem
para silagem e maior produtividade de graos por area, aumentando a eficiéncia de produgao
da cultura e utiliza¢ao de insumos.

Para silagem, além de aumentar a produ¢do de matéria seca por area, a inoculacio
pode alterar os componentes morfoldgicos externos das plantas, o que pode alterar a
composicdo bromatologica e fermentativa das silagens. No que tange a producdo de graos,
essa tecnologia possui capacidade de aumentar a produ¢do de graos (Kg ha -'), através do
incremento do nimero de graos por espiga associado a melhor absor¢ao de nutrientes no solo.
E importante destacar que a eficiéncia da inoculagdo é dependente da associagdo com o
genoétipo utilizado.

O gendtipo possui capacidade de alterar fortemente a produgdo e qualidade de silagem,
além da produgdo de grios. E preciso planejamento antes do estabelecimento do cultivo
quanto a escolha de hibridos ou cultivares afim de ndo comprometer o potencial produtivo e a
qualidade da producao.

Quanto a adubacdo nitrogenada de cobertura € preciso avaliar a capacidade produtiva
da é4rea e do gendtipo antes da recomendacdo das dosagens necessaria durante o cultivo.
Através deste trabalho pode-se inferir que dosagens minimas necessdrias para garantir boa
produtividade de silagem e grdos sdo em torno de 120 Kg ha de N, quando o fertilizante
utilizado ¢ a ureia. O aumento das doses depende das condi¢des supracitadas e devem levar
em conta a reposi¢do de nutriente, principalmente quando a finalidade de produgdo ¢ a

silagem.
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BLOCO 1 BLOCO 2 BLOCO 3
AS AG AG AS AG AS AG AS AS AS AG AG
1572 9030 | 9030 1572 9030 1572 9030 1572 | 1572 1572 9030 9030
Controle|Controle| 4. A. |Controle| A. A. |Controle|Controle| 4. |Controle| A.
brasil. | brasil. brasil. | brasil. brasil. brasil.
T8 T17 T13 T1 T16 T5 T13 T7 T8 T1 T16 T14
120 60 120 0 0 480 120 60 120 0 0 240
kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha
T7 T16 T15 TS T20 T4 T15 T8 T6 T3 T17 T13
60 0 480 480 480 240 480 120 0 120 60 120
kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha
T10 T20 T11 T3 T19 T1 T11 T9 T9 T4 T20 T11
480 480 0 120 240 0 0 240 240 240 480 0
kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha
T6 T19 T14 T2 T17 T2 T14 T6 T7 T2 T18 T12
0 240 240 60 60 60 240 0 60 60 120 60
kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha
T9 T18 T12 T4 T18 T3 T12 T10 T10 T5 T19 T15
240 120 60 240 120 120 60 480 480 480 240 480
kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha | kg/ha




