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RESUMO

COMPONENTES DE PRODUTIVIDADE DE GRAOS E DE ATIVIDADE ENZIMATICA NA
CULTURA DO MILHO INOCULADO COM Azospirillum brasilense EM TRATAMENTO DE
SEMENTES E APLICACAO FOLIAR

Autor: Tania Maria Miiller
Orientador: Thomas Newton Martin

O nitrogénio (N) € o nutriente que tem a maior capacidade de influenciar e aumentar a produtividade
de grdos da cultura do milho. O N estd disponivel em quantidades insuficientes nos solos brasileiros,
elevando o custo de produgdo da cultura. Assim ha o interesse na utilizacio de fontes alternativas para
suprir a demanda da planta, como a fixacdo bioldgica, que € realizada por um grupo de bactérias
denominadas diazotrdéficas, as quais sdo capazes de fixar N e disponibiliza-lo para as plantas. Dentre as
mais utilizadas em associacdo com gramineas estd a Azospirillum brasilense. A interagio positiva com
o milho tem sido avaliada em diversas pesquisas, entretanto sdo poucos os estudos que avaliam a
aplicagao foliar, a contribui¢do no aporte de N e a atividade enzimatica das plantas inoculadas. Dessa
forma o objetivo do trabalho foi estabelecer relagido entre os componentes de produtividade, alteragdes
enzimdticas e morfolégicos de diferentes bases genéticas de milho com a inoculagdo via semente e foliar
de A. brasilense. O presente trabalho € dividido em dois capitulos. O Capitulo I teve o objetivo de
estabelecer relacdo entre os hibridos de milho e formas de aplica¢do de A. brasilense, desdobrando os
efeitos diretos e indiretos dos principais componentes da produtividade de grios e estimando a
contribuicdo nitrogenada relativa. Para tanto foram conduzidos experimentos nas safras 2013/14 e
2014/15, compostos por hibridos simples, duplos e triplos inoculados com A. brasilense via tratamento
de sementes e via aplicacdo foliar, nos estddios fenoldgicos V2, V2+V4, V4 e sem aplicacio da bactéria.
Houve resposta variada conforme o hibrido e o ano. Na safra 2013/14, a produtividade de graos foi
significativa para o hibrido simples AG9045 aplicado via semente e foliar em V2. A inoculagdo via
semente apresentou aumentos de produtividade de graos para o hibrido triplo BG7051 na safra 2014/15.
As varidveis avaliadas, na andlise de trilha tém influéncia direta sobre a produtividade de graos,
principalmente, a massa de mil grdos. Considerando o incremento dos hibridos estima-se que houve
actimulo de N fixado para o hibrido simples AG9045 e hibrido triplo BG7051 nas aplicagdes via semente
e foliar em V2 e via semente, respectivamente. Assim conclui-se que nao ha relacdo estabelecida entre
as formas de aplicacdo de A. brasilense e a base genética do hibrido. O Capitulo II objetivou avaliar as
alteracdes enzimadticas e morfoldgicos de hibridos de milho submetidas a inoculagao via semente e foliar
com A. brasilense. O ensaio foi composto por seis hibridos de milho inoculados com A. brasilense no
tratamento de sementes e via foliar no estddio V2. Analisou-se, na parte aérea e em raizes, as varidveis
bioquimicas: peroxidacao lipidica, atividade das enzimas super6xido dismutase, guaicaol peroxidase e
nitrato redutase e contetddo de clorofila total e carotendides; e morfoldgicas: drea foliar, massa seca da
parte aérea, comprimento de raiz, drea projetada, drea superficial, didmetro, volume, nimero de
ramificacdes e massa seca de raizes. A maior atividade da superdxido dismutase (SOD) da parte aérea,
foi no BG7060 com aplicagdo em V2, o qual evitou danos nos lipideos de membrana. A nitrato redutase,
na parte aérea apresentou maior atividade no tratamento controle, observando que a presenga da bactéria
reduziu a atividade da enzima. A bactéria apresentou-se eficiente para as varidveis de drea projetada e
drea superficial da raiz nos hibridos AG8025 e AG2040. Assim, pode-se observar que os hibridos tém
comportamentos diferentes com a presenca da bactéria, sendo que a mesma afeta positivamente a
atividade das enzimas antioxidantes e aumenta o sistema radicular e a 4rea foliar das plantas.
Palavras-chave: Zea mays L., fixacdo bioldgica de nitrogénio, aplicacdo foliar, enzimas antioxidantes,
morfologia radicular.



ABSTRACT

GRAIN PRODUCTIVITY COMPONENTS AND ENZYME ACTIVITY IN CORN
CULTURE INOCULATED WITH Azospirillum brasilense ON SEEDS AND
APPLICATION OF TREATMENT LEAF

Autor: Tania Maria Miiller
Orientador: Thomas Newton Martin

Nitrogen (N) is the nutrient that has the greatest ability to influence and increase the productivity of
grains of corn. The N is available in insufficient amounts in Brazilian soils, increasing the cost of crop
production. So there is interest in using alternative sources to meet the demand of the plant, such as
fixation, which is held by a group of bacteria called diazotrophic, which are able to fix nitrogen and
make it available to plants. Among the most used in association with grasses is Azospirillum brasilense.
Positive interaction with corn has been evaluated in several studies, however there are few studies that
evaluate the foliar application, the contribution of N input and the enzymatic activity of inoculated
plants. Thus the aim of the study was to establish the relationship between productivity components,
enzymatic and morphological changes of different genetic bases of corn with seed inoculation and leaf
of A. brasilense. This work is divided into two chapters. Chapter I aimed to establish the relationship
between the hybrids and application forms of A. brasilense, unfolding the direct and indirect effects of
the main components of grain yield and estimating the relative contribution of nitrogen. Therefore, we
conducted experiments in 2013/14 and 2014/15 seasons, consisting of single cross hybrids, double and
triple inoculated with A. brasilense via seed treatment and foliar application in growth stages V2, V4 +
V2, V4 and without application of the bacteria. There was varied response as hybrid and year. In the
2013/14 harvest, grain yield was significant for the simple hybrid AG9045 applied via seed and leaf in
V2. The seed inoculation showed grain yield increases for the triple hybrid BG7051 in season 2014/15.
The variables in the path analysis have direct influence on grain yield, especially, the thousand grain
weight. Considering the increase in hybrid it is estimated that there was accumulation of N fixed for the
simple hybrid AG9045 and triple hybrid BG7051 in applications via seed and leaf in V2 and via seed,
respectively. Thus it is concluded that there is no established relationship between the forms of
application A. brasilense and genetics based hybrid. Chapter II aimed to evaluate the enzymatic and
morphological changes of corn hybrids submitted to seed inoculation and leaf with A. brasilense. The
test was composed of six corn hybrids inoculated with A. brasilense in the treatment of seeds and leaf
via the V2 stage. Analyzed in shoots and roots, biochemical variables: lipid peroxidation, activity of
superoxide dismutase, guaicaol peroxidase and nitrate reductase and chlorophyll content and
carotenoids; and morphological leaf area, shoot dry weight, root length, projected area, surface area,
diameter, volume, number of branches and dry mass of roots. The increased activity of superoxide
dismutase (SOD) of the shoot was the BG7060 with application V2, which prevented damage to the
lipid membrane. The nitrate reductase, the shoot was most active in the control treatment, noting that
the presence of bacteria reduced the activity of the enzyme. The bacteria showed to be efficient in the
area of variables designed and superficial root area in the AG8025 and AG2040 hybrids. Thus, it can be
seen that the hybrids have different behaviors in the presence of the bacterium, and the same positively
affects the activity of antioxidant enzymes and increase the root system and plant leaf area.

Keywords: Zea mays L., biological nitrogen fixation, foliar application, antioxidant enzymes, root
morphology.
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INTRODUCAO

O milho (Zea mays) € uma das culturas mais exigentes em fertilizantes, principalmente
os nitrogenados que influenciam diretamente na produgdo final (OHLAND et al., 2005). Plantas
com deficiéncia de nitrogénio (N) podem apresentar reducdo da produtividade de graos,
amarelecimento nas folhas mais velhas, seguidas de clorose generalizada com senescéncia e em
alguns casos, podem ser observadas deformacdes nas pontas das espigas (SUBEDI et al., 2009).

A produtividade das culturas é o resultado do potencial genético das sementes,
condi¢cdes edafoclimaticas, manejo e tratos culturais. Para otimizar os rendimentos sdo
necessdrias grandes quantidades de fertilizantes, principalmente de N, assim uma das
possibilidades para viabilizar uma produ¢do com menores custos € a utilizacdo do potencial
genético das plantas aliado aos recursos bioldgicos do solo (SUBEDI et al., 2009).

Dentre os processos bioldgicos que ocorrem na natureza, a fixagcdo biolégica do N
atmosférico (FBN) € realizada por um grupo restrito de bactérias, denominadas diazotréficas.
Bactérias fixadoras de N foram isoladas a partir de diversas raizes de gramineas, cultivadas e
silvestres. Entre estas bactérias destacam-se as pertencentes ao género Azospirillum spp. sao
conhecidas por se associarem com raizes de gramineas. Estas bactérias podem agir sobre o
crescimento das plantas por meio de reducao de N atmosférico (N2) a amonia (NH3), resultando
na diminuicdo da energia utilizada pela planta para redu¢do de NO3 a amo6nio (NH4*), assim, a
energia pode ser canalizada para outros processos vitais do metabolismo (PENG et al., 2006).

As bactérias do género Azospirillum pertencem a classe a-proteobactérias, sendo gram-
negativas, de vida livre, endofiticas facultativas, conhecidas como rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas (RPCP) e estdo presentes na maioria dos solos. Tem formato de
bastonete, sdo espiraladas (SILVA et al., 2004), curvas e méveis (HUERGO et al., 2008). O
fator intrinseco que determinard a maior mobilidade, no solo e nas plantas, é a presenca de
flagelos (DE WEERT et al., 2002). A temperatura para o crescimento da bactéria varia entre 28
e 41°C, dependendo da espécie, e sdo pouco tolerantes a acidez (ECKERT et al., 2001).

O metabolismo de carbono e N apresentado pelas espécies de bactérias sdao altamente
dinamicas, e as fontes preferidas de carbono sdo os &acidos organicos, tais como malato,
piruvato, succinato e frutose (OKUMURA et al, 2013). Esses acidos orginicos sdo atrativos
para a bactéria, mas o grau de resposta para cada composto difere entre estirpes. Assim, as
respostas na inoculacdo de Azospirillum, a campo, dependem da habilidade das estirpes

selecionadas para sobreviverem e colonizarem sementes germinadas, na presenca de grande
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nimero de outros microrganismos da rizosfera, como da capacidade de mobilidade e
quimiotaxia em dire¢do aos exsudatos radiculares (HAUWAERTS et al., 2002).

Pesquisas indicam a interacdo positiva de Azospirillum e milho, contudo ainda ha
inconsisténcia nos resultados de trabalhos de campo (REIS, 2008). O clima e o tipo de solo
interferem na adaptagdo das bactérias inoculadas podendo acarretar variagdo nos resultados de
inoculacdo. Entretanto, hd consenso de que o gendtipo € o fator-chave para que se obtenha
sucesso na associagdo entre planta e o microrganismo (SALA et al., 2007).

A inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento (BPC) pode estimular o
aumento do peso da radicula e da altura da plantula de milho (JAVED et al., 1998), ou contribuir
com incrementos de até 68% no comprimento e no peso das raizes (ZAHIR et al., 2000). A
atividade benéfica das bactérias ja estd consolidada, porém, sua interacdo com diferentes
genotipos de milho ainda necessita de mais pesquisas (QUADROS et al., 2014). Deste modo,
o genétipo da planta desempenha papel importante na colonizacdo pelas bactérias, e faz-se
necessario o estudo dos hibridos de milho que tenham resposta agronOmica positiva a
inoculagao.

A variagdo ocorre na resposta da inoculacio de BPC em diferentes tipos de solo e
hibridos. Fallik; Okon (1988) relataram que a inoculacdo de Azospirillum ndao causou efeito
significativo no aumento do comprimento das raizes quando inoculado em composto contendo
argila e mais que 1% de matéria organica. A especificidade hospedeira na associacdo dos
diazotréficos com o milho pode ser um dos principais fatores que influenciam negativamente
na inoculagao.

A inoculacdo modifica a morfologia do sistema radicial provavelmente devido a
producdo de substancias promotoras do crescimento, como auxinas, giberelinas e citocininas, e
nao somente pela FBN (CAVALLET et al., 2000). Essa producdo de fitormonios interfere no
crescimento das plantas e altera a morfologia das raizes de modo que possibilite maior volume
de exploragdo do solo (SILVA et al., 2004). As plantas de milho ndo apresentam nodulagdo,
mas ocorre aumento na superficie das raizes, observando-se diferencas entre a densidade de
raizes secunddrias e o surgimento das raizes principais. As raizes secunddrias em plantas
inoculadas apresentaram menor nimero, no entanto, maior superficie de contato (SILVA et al.,
2004). O incremento do sistema radicial, em plantas inoculadas, proporciona maior longevidade
aos tecidos verdes, em consequéncia ocorre maior periodo de atividade fotossintética, o que
resulta em quantidades maiores de fotoassimilados para os graos ou para a propria assimilagao
de N, em relacdo as plantas nao inoculadas (DIDONET et al., 2000). Em trabalho desenvolvido

por Saikia et al. (2007), plantas inoculadas com Azospirillum apresentaram maior taxa
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fotossintética e maior condutancia estomatica, resultando em maior rendimento de graos em
comparacdo com plantas nao inoculadas, assim como o teor de nutrientes nos graos foi maior
em plantas inoculadas. Para a incorporagdo desta tecnologia, no campo, hd varias formas de
aplicacdo: liquida, turfa, pulverizacdo pds-emergente sobre as sementes, nos sulcos e a
utilizacdo de sementes peletizadas. De um modo geral, o produto € aplicado diretamente na
semente, no estado liquido ou de turfa.

O Azospirillum pode entrar passivamente no sistema radicular, utilizando camadas
endodérmicas de células rompidas, resultantes do desenvolvimento da raiz. Apds a penetragao,
algumas bactérias endofiticas podem, em seguida, colonizar espagos intercelulares do cortex
ricos em nutrientes, na zona de alongamento da raiz, pelos radiculares e tecido vascular, no
interior das células, movimentando-se para o xilema, e colonizando colmos e folhas
(OLIVARES et al., 1996). Na folha, as bactérias podem ser absorvidas de forma passiva que
consiste num processo ndo metabdlico, onde a solugdo aplicada na superficie foliar atravessa a
cuticula ocupando o espaco livre aparente (ELA), formado pela parede celular, espacos
intercelulares e superficie externa do plasmalema. A interagdo pode desenvolver-se
rapidamente com alguns endoéfitos, como observado em camadas de células corticais de milho
12 horas ap6s a inoculagdo, e apds 24 horas no xilema (OKUMURA et al., 2013).

Os gendétipos de milho respondem diferentemente ao fon amdnio, cuja concentracao
afeta a atividade das enzimas de assimilag@o e os gen6tipos apresentam incremento na atividade
da enzima (MAGALHAES; MACHADO, 1995). Por outro lado, bactérias diazotréficas podem
produzir amdnio em espacos intracelular das raizes, aumentando consequentemente a
disponibilidade do {on amodnio no sistema radicular (CHRISTIANSEN-WENIGER;
VANDERLEYDEN, 1994).

Um dos problemas na FBN é o processo de transferéncia de N fixado a planta, que
ocorre lentamente e apenas pequena parte fica disponivel para a planta, porém a morte e
mineralizacdo das bactérias pode liberar significativas quantidades de N (LEE et al., 1994). A
FBN consiste na redu¢cdo do N atmosférico (N2) em amoénia. As reacOes de transferéncia de
elétrons que ocasionam a redu¢do do N sdo possiveis devido ao complexo da enzima
nitrogenase. Em fun¢do da grande demanda por energia, o processo de FBN esta associado a
respiracdo celular. O complexo da nitrogenase € inativado por significativos niveis de oxigénio
e pela presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs) formadas através das reagdes de
oxirredugio (CORREA; SCHRANK, 2005).

A rota de assimilagdo do N em plantas superiores envolve dois estagios sequenciais. A

conversdao do nitrato (NO3’) e amonio (NH4*), mediada pela enzima nitrato redutase, a qual
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reduz NO3™ a nitrito (NO7"). Na rota as células vegetais transportam o NO™ para o cloroplasto,
nas folhas, e plastidios, nas raizes e nessas organelas a enzima nitrito redutase reduz NO;™ a
NH4*. Cloroplastos e plastidios tem diferentes formas da enzima, mas todas as formas
transferem elétrons de ferrodoxina para NO» pela reacao de:

NOs- + 6 Fd,ea+ 8 H + 6 ¢ = NH4" + 6 Fd,» + 2 H,O (TAIZ; ZEIGER, 2013).

O amonio € entdo assimilado nos aminoécidos glutamina e glutamato, os quais servem
para translocar nitrogénio organico de fontes para drenos (PURCINO et al., 1994). As células
vegetais convertem rapidamente o amoénio gerado pela assimilagdo de nitrato ou
fotorrespiracdo, em aminodcidos, evitando a toxicidade do amonio. A via primdria para a
conversdo envolve as acdes sequenciais de glutamina sintetase e da glutamato sintase pela
reacdo:

Glutamato + NH4* + ATP = Glutamina + ADP + P; (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Alternativamente, o NOsz e o NH4" podem ser transportados por carregadores
especificos através do tonoplasto e armazenados no vactolo, para posteriormente serem
reduzidos no citosol da mesma célula ou serem translocados para a parte aérea da planta. Nos
colmos e folhas, o nitrato € reduzido a nitrito pela acdo da enzima NR, e a amonio, através da
enzima RNi. O amoénio € entdo incorporado em aminodcidos pelas enzimas glutamina sintetase
(GS) e glutamato sintetase (GOGAT). Estes elementos também sdo armazenados no vacuolo
das células para posterior reducio e utilizagdo (KING et al., 1993; TAIZ; ZEIGER, 2013).

O nitrogénio, uma vez absorvido, pode ser assimilado na propria raiz ou ser transportado
para as folhas, onde ocorre a assimilagdo. Nas folhas, a energia para as rea¢des de assimilagao
do nitrogénio € gerada nos cloroplastos pela fotossintese, no citosol pela glicélise, e nas
mitocondrias pelo ciclo do écido tricarboxilico no processo de respiragdo (HUPPE; TURPIN,
1994). Nos cloroplastos, as reagdes catalisadas pelas enzimas RNi e GOGAT exigem a reducdo
da ferredoxina, o que € feito pelo sistema de transporte ndo-ciclico de elétrons (TAIZ; ZEIGER,
2013). Quando o nitrogénio é metabolizado nas raizes, a energia € gerada no citosol, através do
ciclo das pentoses e da glicélise, e nas mitocondrias pelo ciclo do édcido tricarboxilico (OAKS,
1994).

A otimizag¢ao da produtividade de graos depende, entre outros fatores, da eficiéncia de
canalizacdo de carbono (C) e N para o grao e da transformacao desses elementos em compostos
de reserva. Aumentar a eficiéncia através da manipulacio desses processos pode ser um meio
de melhorar a produtividade. Durante o estddio fenolégico V4 (RITCHIE et al., 1993), a planta
tem seu potencial de producao definido, justificando a importancia da nutricdo, principalmente

do N disponivel (FORNASIERI FILHO, 2007).
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Quando a deficiéncia de N se estabelece, ocorre reducao da disponibilidade do nutriente
para a cultura, o que causa estresse, prejudicando os processos fisiolégicos e bioquimicos da
planta. Dessa forma, a competicdo pelo N pode induzir a producgao de radicais livres que oxidam
os componentes fosfolipidicos das membranas celulares (HAN; WANG, 2002). Estresses sdo
mudancas na fisiologia quando hd exposicao das plantas a estimulos desfavordveis, e que
induzirdo resposta defensiva ou adaptativa ao estimulo (LARCHER, 1980). Fisiologicamente,
estresse € a condi¢do causada por fatores que tendem a alterar o equilibrio da planta (NILSEN;
ORCUTT, 1996). Sob condicdes de estresse, uma das estratégias adotadas pelas plantas é
desacelerar o crescimento, conservando energia para defesa e limitando o risco de danos e essa
condic¢do, de estresse celular pode ser avaliada através da peroxidacao lipidica (HUANG et al.,
2004).

O estresse oxidativo corresponde a um estado em que hd uma elevada producio de
espécies reativas de oxigénio (EROs), onde os mecanismos celulares pré-oxidativos
ultrapassam os antioxidantes. Sob condi¢des de “ndo estresse”, o sistema de defesa antioxidante
fornece protecdo adequada contra as EROs. Contudo, situagdes de estresse de origem natural
ou antrépica podem provocar o aumento da producdao de EROs, os quais possuem potencial
para interagir de forma ndo especifica com muitos componentes celulares, desencadeando
reacOes peroxidativas e causando danos significativos as membranas e a outras macromoléculas
essenciais, tais como os pigmentos fotossintéticos, as proteinas, os dcidos nucléicos e os lipidios
(FOYER et al., 1994).

A produgdo de EROs pode iniciar o processo de peroxidacao lipidica nas membranas
celulares, formando hidroperéxidos de lipideos. A peroxidagdo de lipideos de membrana é um
dos eventos mais significativos do estresse oxidativo, porque causa a diminui¢do da fluidez,
modificagdes de permeabilidade i6nica e de outras funcdes associadas as membranas
(QUEIROZ et al., 1998), como perda da seletividade para entrada e/ou saida de nutrientes e
substancias toxicas a célula, alteracbes do DNA, oxidacdo das lipoproteinas e
comprometimento dos componentes da matriz extracelular (proteoglicanos, coldgeno e
elastina) (BARBER; HARRIS, 1994). Os eventos bioquimicos resultantes de diminui¢do da
fluidez das membranas incluem a interferéncia nas fun¢des das proteinas, a reducdo do
suprimento de energia, a perda de compartimentalizacdo, a liberacdo acentuada de fons e outros
eventos que rompem o metabolismo normal e levam ao desequilibrio e perda das fungdes
essenciais. A peroxidacdo € determinada através das espécies reativas ao acido tiobarbitdrico

(TBARS), via acimulo de malondialdeid (MDA). O MDA € um dos produtos da peroxidacao
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de lipideos, consequentemente, o maior conteido desse composto indica estresse oxidativo
(HEALTH; PACKER, 1968).

A capacidade das plantas de sequestrar radicais livres aumenta com a sua aclimatacao,
geralmente associada a atividades elevadas de enzimas antioxidantes. Sob estresses abioticos,
as enzimas sequestradoras de ERO sdo induzidas a diminuir a concentracdo de quantidades
téxicas de ERO intracelulares (APEL; HIRT, 2004).

As principais enzimas envolvidas na defesa das plantas contra as EROs compreendem
a superdxido dismutase (SOD), guaiacol peroxidase (POD) e a catalase (CAT) (SHAH et al.,
2001). O balanco entre as atividades destas enzimas determina o estado estavel de radicais
superdxido e peréxido de hidrogénio nas células. A estabilidade das enzimas € baseada na
atividade de uma ou mais enzimas quando as plantas sdo expostas sob condi¢des de estresse, €
este aumento estd relacionado com a tolerancia ao estresse ou a producdo de EROs (TABALDI,
2008).

A SOD catalisa a conversdo de superéxido (O2) a peréxido de hidrogénio (H202),
gerado através de diferentes processos do metabolismo celular, tais como o transporte de
elétrons na mitocondria e cloroplastos. Dentro da célula, a SOD constitui a primeira linha de
defesa contra as EROs. A reducdo na atividade da SOD ocorre com um aumento simultdneo da
acumulacgdo de O2". O radical O2 € um dos principais oxidantes responsdveis pela peroxidacdo
de lipidios e consequente aumento na permeabilidade das membranas (APEL; HIRT, 2004).
Os carotenoides também possuem um papel importante na protecao do pigmento clorofila sob
condicdes de estresse e sao conhecidos por manter as reagdes fotodinamicas, protegendo a
clorofila da peroxidacdo lipidica e impedindo o esgotamento da membrana dos cloroplastos
(KNOX; DODGE, 1985).

Dessa forma o objetivo geral do trabalho foi estabelecer relacao entre os componentes
de produtividade, alteracdes enzimaticas e morfoldgicas de bases genéticas de milho com a
inoculacdo via semente e folia de A. brasilense. O presente trabalho foi dividido em dois
capitulos sendo o Capitulo I intitulado como: Produtividade de milho com Azospirillum
brasilense aplicada via semente e foliar; e formatado conforme as normas da Revista Acta
Scientiarum. E o Capitulo II intitulado como: Atividade enzimatica e altera¢cdes morfoldgicas
em hibridos de milho inoculados, via semente e foliar, com Azospirillum brasilense; e

formatado conforme as normas para publicacdo da revista Plant Physiology and Biochemistry.
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CAPITULO 1

PRODUTIVIDADE DE MILHO COM Azospirillum brasilense APLICADA VIA
SEMENTE E FOLIAR

Corn yield with Azospirillum brasilense applied in seed and leaf

Resumo - Objetivou-se com esse estudo estabelecer relacao entre as bases genéticas de milho
e formas de aplicacao de Azospirillum brasilense, desdobrando os efeitos diretos e indiretos dos
principais componentes da produtividade de graos e estimando a contribui¢do nitrogenada
relativa. Foram conduzidos experimentos nas safras 2013/14 e 2014/15, compostos por dois
hibridos simples, dois hibridos duplos e dois hibridos triplos inoculados com A. brasilense via
tratamento de sementes e via aplicacdo foliar, nos estddios fenoldgicos V2, V2+V4, V4 e
tratamento controle, sem aplicac@o da bactéria. Foram avaliadas as caracteristicas morfologicas
das plantas e componentes de produtividade. Para as varidveis de produtividade de graos, altura
de insercdo de espiga, diametro de colmo, massa de mil graos e nimero de graos por espiga foi
realizada a andlise de trilha e para as médias da produtividade de grios foi estimada a
contribuicao de nitrogénio fixado. Houve resposta variada conforme o hibrido e o ano. Na safra
2013/14, a produtividade de graos foi significativa para o hibrido simples AG9045 inoculado
com A. brasilense via semente e foliar em V2. A inoculagcdo de A. brasilense via semente
apresentou aumentos de produtividade de graos para o hibrido triplo BG7051, na safra 2014/15.
As varidveis avaliadas, na andlise de trilha tém influéncia direta sobre a produtividade de graos,
principalmente, a massa de mil graos. Considerando o incremento dos hibridos estima-se que
houve actmulo de nitrogénio fixado para o hibrido simples AG9045 e triplo BG7051 nas
aplicagdes via semente e foliar em V2 e via semente, respectivamente. A aplicacdo via foliar
de A. brasilense € uma alternativa eficiente nos caracteres morfolégicos da planta,
incrementando em alguns hibridos a produtividade de graos.

Palavras-chave: Zea mays L., fixagdo biolégica de nitrogénio, inoculacao, aplicagdo foliar.

Abstract - The objective of this study was to establish the relationship between the genetic
basis of corn and application forms of Azospirillum brasilense, unfolding the direct and indirect
effects of the main components of grain yield and estimating the relative contribution of
nitrogen. crop experiments were conducted in 2013/14 and 2014/15, consisting of two single
hybrids, two double and two triple hybrid hybrids inoculated with A. brasilense via seed

treatment and foliar application in growth stages V2, V4 + V2, V4 and control treatment,
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without application of the bacteria. The morphological characteristics of the plants and
components productivity was evaluated. For grain yield variables, ear insertion height, stem
diameter, thousand grain weight and number of grains per spike was performed path analysis
and the average grain yield was estimated nitrogen contribution fixed. There was varied
response as hybrid and year. In the 2013/14 harvest, grain yield was significant for the simple
hybrid AG9045 inoculated with A. brasilense seed and foliar in V2. Inoculation of A. brasilense
via seed showed grain yield increases for the triple hybrid BG7051 in season 2014/15. The
variables in the path analysis have direct influence on grain yield, especially, the thousand grain
weight. Considering the increase in hybrid it is estimated that there was accumulation of
nitrogen fixed for the simple hybrid AG9045 and triple BG7051 in applications via seed and
leaf in V2 and via seed, respectively. The application to the leaves of A. brasilense is an efficient
alternative in the morphological characteristics of the plant, increasing in some hybrid grain
yield.

Keywords: Zea mays L., biological nitrogen fixation, inoculation, seed treatment, leaf

application.

Introducao

O nitrogénio (N) € o elemento mineral mais importante e limitante na produtividade da cultura
do milho (Zea mays L.), participando diretamente na biossintese de proteinas e clorofilas. Sua
aplicacdo € requerida em grandes quantidades para suprir a demanda da cultura (Dotto, Lana,
Steiner & Frandoloso, 2010). Devido a sua dindmica no solo, apresenta um complexo manejo,
sendo, geralmente, o elemento mais caro no sistema de producdo da cultura (Bastos, Cardoso,
Melo, Ribeiro & Andrade Junior, 2008) estima-se que para a producdo de uma tonelada de
graos, de milho, sdo necessdrios 28 kg de N. Os custos econdmicos e ambientais relacionados
a fertilizacdo nitrogenada tém estimulado a busca por alternativas que possam diminuir a
utilizacdo deste fertilizante sem que haja reducdo da produgdo de graos (Dotto et al., 2010).
Uma das possibilidades para viabilizar uma producdo com menores custos € menor impacto
ambiental € a utilizacdo do potencial genético das plantas, aliado aos recursos biolégicos do
solo, como as bactérias diazotréficas, que sdo consideradas promotoras de crescimento vegetal
por possuirem a capacidade de fixar nitrogénio (N2) para a planta, e de produzir hormonios de
crescimento, como auxinas e giberelinas, que estimulam o crescimento vegetal principalmente

das raizes, atuando na maior absorc¢ao de nutrientes e 4gua (Dobbelaere et al., 2002).
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Aumentos de produtividade no campo t€ém sido obtidos com bactérias que se associam a
gramineas e contribuem na fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) (Verma, Yadav, Tiwari
& Singh, 2010; Bhattacharyya & Jha, 2012). A interagdo planta-bactéria pode ocorrer na
rizosfera, no qual bactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPB) sao atraidas por
exsudatos radiculares (Raaijmakers, Paulitz, Steinberg, Alabouvette & Moé&nne-Loccoz, 2009;
Compant, Clément & Sessitsch, 2010). A composicao de exsudatos depende do tipo de solo,
disponibilidade de nutrientes, gendtipo da planta e fatores bidticos e abidticos, além disso,
existem alteracdes, nos padroes, ao longo do sistema radicular que resultam em diferengas na
composicdo dos exsudatos e das comunidades de Dbactérias  associadas
(Zhang, Subramanian, Stacey & Yu, 2009).

Dentre os grupos de bactérias associadas as raizes, as diazotréficas endofiticas apresentam
vantagem devido a capacidade de colonizar o interior das raizes das plantas e estabelecer nichos
que oferecem condi¢cdes mais adequadas para a eficaz fixacdo de nitrogé€nio e posterior
transferéncia para a planta hospedeira (Reinhold-Hurek & Hurek, 2011). Entre os
microrganismos diazotréficos encontrados nas raizes de gramineas estao as espécies do género
Azospirillum (Rodrigues, Baldani & Baldani, 2006), que existem naturalmente na maioria dos
solos (Ardakani, Mazaheri, Mafakheri, & Moghaddam, 2011).

As bactérias do género Azospirillum sp. podem ser inoculadas em plantas de interesse
agrondmico, estimulando seu crescimento por multiplos mecanismos, incluindo sintese de
fitohormdnios, melhoria da nutri¢do nitrogenada, mitigacao de estresse e controle bioldgico da
microbiota patogénica (Bashan & De-Bashan, 2010). A FBN na planta, durante a associacao
planta-bactéria, € o processo em que as bactérias fornecem o N fixado (Chubatsu et al., 2012),
o qual ndo supre completamente as necessidades da cultura do milho, assim o inoculante ndo
substitui totalmente a adubagdo nitrogenada, mas promove melhor absor¢ao e utilizacdo do N
que estd no solo ou fornecido (Saubidet, Fatta & Barneix, 2002). Para a obtencdo de
rendimentos econdmicos, € essencial a suplementa¢do nitrogenada, sendo necessdria uma dose
de N que proporcione bom desenvolvimento da planta, mas que ndo venha prejudicar a FBN
(Oliveira, Silva, Arruda, Nascimento, & Alves, 2003).

A eficiéncia no uso de N, na absor¢do e na utilizacdo do N, é a capacidade interna da planta de
produzir grdos ou matéria seca. Em relacdo aos hibridos, estudos realizados na drea de
melhoramento, revelam a tendéncia de superioridade média dos hibridos simples em relagcdo
aos triplos e duplos (Arnhold, Pacheco, Carvalho, Silva & Oliveira Junior, 2010). Em
experimentos com hibridos de ciclo precoce constatou-se diferenca, sendo os hibridos simples

superiores aos duplos e triplos, dessa forma, pode-se ressaltar a importancia da heterose nessas
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populacdes (Silva & Miranda Filho, 2003). A atividade benéfica das bactérias ja estd
consolidada (Bashan, Holguin & De-Bashan, 2004), porém, sua interacdo com diferentes
gendtipos ainda necessita ser mais pesquisada, pois desempenha papel importante na
colonizagdo pelas bactérias, e faz-se necessario o estudo dos hibridos de milho que tenham
resposta agronOmica, positiva, a inoculacdo (Quadros et al., 2014). As alternativas sdo estudos
regionais com hibridos comerciais, que busquem selecionar genétipos que possuam condicdes
de adaptabilidade e estabilidade antes da sua recomendagdo (Cardoso et al., 2009).

A forma usual de aplicacdo de A. brasilense tem sido via tratamento de sementes, entretanto a
inoculacdo da bactéria via foliar pode ser uma alternativa eficiente em diferentes hibridos de
milho, mas € preciso identificar as condi¢cdes em que a bactéria possa promover mais beneficios
as plantas (Martins et al., 2012). A inoculagdo com A. brasilense € uma tecnologia barata e de
baixo impacto ambiental. No entanto, sua indica¢do técnica ainda precisa ser melhorada,
levando-se em conta, entre outros fatores, o nivel de investimento adotado na lavoura (Sangoi
et al., 2015).

A principal barreira a utilizagdo do A. brasilense na cultura do milho tem sido a inconsisténcia
dos resultados de pesquisa, que podem variar de acordo com as condicdes edafoclimaticas, a
metodologia de conduc¢do da pesquisa e o hibrido (Bartchechen et al., 2010). Procurando
compreender melhor a associagdo entre caracteres, Wright (1921) propds um método,
denominado andlise de trilha (path analysis). Por meio desse € possivel estimar a correlacdo e
arelacdo de causa e efeito entre os caracteres explicativos e o principal, com o desdobramento
do coeficiente de correlagdo, por meio da andlise de trilha, e efeitos diretos e indiretos de
caracteres explicativos sobre a produtividade de graos. As andlises t€ém sua importancia por
distinguir as causas genéticas e de ambiente (Almeida, 1988).

Desta forma, objetivou-se com esse estudo estabelecer relagdo entre os hibridos de milho e
formas de aplicacdo de A. brasilense, desdobrando os efeitos diretos e indiretos dos principais

componentes da produtividade de grios e estimando a contribui¢do nitrogenada relativa.

Material e Métodos

Os experimentos foram instalados a campo em sistema semeadura direta, durante as safras
2013/14 e 2014/15, na Area Experimental do Departamento de Fitotecnia na Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), em Santa Maria, RS. A area estd localizada a 29° 43 Sul e
53° 44’ Qeste, com altitude média de 116 m. O clima da regido é classificado como Cfa

(subtropical imido) conforme K&ppen (Peel, Finlayson & Mcmahon, 2007; Heldwein, Buriol
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& Streck, 2009), subtropical de clima temperado chuvoso, cuja temperatura média anual é de
19,4° C (Heldwein et al., 2009). O solo da édrea experimental € classificado como Argissolo
Vermelho distréfico arénico (Embrapa, 2013) apresentando, na profundidade de 0 a 20 cm, as
caracteristicas: para a safra 2013/14 (ANEXO A): argila: 23 % massa por volume (m/v); indice
Shoemaker, Mac lean e Pratt (SMP): 5,5; P: 17,25 mg dm?3; K: 84 mg dm3; e MO: 2,2 % m/v;
e na safra de 2014/15 (ANEXO A): argila: 24 % m/v; indice SMP: 6,0; P: 12,6 mg dm?3; K:
108,0 mg dm>; e MO: 2,4 % m/v. Para correcdo da fertilidade, em ambas as safras, foram
aplicados 250 kg ha'! da férmula 0-23-30 (N-P-K) (COMISSAO DE QUIMICA E
FERTILIDADE DO SOLO - RS/ SC, 2004).

Em ambas as safras os experimentos foram compostos por seis hibridos comerciais, sendo dois
hibridos simples (HS), dois duplos (HD) e dois triplos (HT) inoculados com A. brasilense
(estirpes AbV5+AbV6 com garantia de 2x10® UFC mL™!) via tratamento de sementes (TS), na
dose de 2,50 mL kg™! de semente e via aplicacdo foliar, nos estddios fenolégicos V2, V4, V2+V4
(Ritchie, Hanway & Benson, 1993), na dose de 300 mL ha!, e controle, sem a aplicacdo da
bactéria. Os hibridos utilizados na safra 2013/14 foram HS AG 9045, HS AG 8025, HD AG
2040, HD AG 1051, HT AG 5011 e HT AG 8011; e na safra 2014/15 HS AG 9045, HS AG
8025, HD AG 2040, HD Feroz, HT BG 7051 e HT BG 7060. O delineamento experimental
utilizado foi blocos ao acaso com quatro repeti¢des, a unidade experimental constituiu-se de
duas fileiras de sete metros de comprimento descontando-se a bordadura de meio metro em
cada extremidade com drea ttil de 5,40 m2, espacamento entre fileiras de 0,45 m e espacamento
entre plantas de 0,33 m, totalizando populacio de 66.666 plantas ha™.

Os manejos e tratos culturais efetuados com a cultura seguiram as indicagdes técnicas para a
cultura do milho (Indicagdes Técnicas..., 2013). As pulverizagdes foram realizadas utilizando
pulverizador costal contendo pontas de pulverizacdo de jato leve (leque), espacadas em 0,45 m
uma da outra, com pressdo de trabalho de 30 1b pol o que proporcionou a aplicaciio de um
volume de calda de 200 L ha™!.

No estadio R1 (florescimento) foi realizada a estimativa do indice de clorofila foliar com a
utilizacdo do clorofildmetro portatil ClorofiLOG® (modelo CFL 1030), que expressa medicdes
do teor de clorofila em unidades dimensionais chamadas indice de clorofila foliar (ICF). Neste
estddio foi determinado ainda o indice de area foliar (IAF) com a medi¢do, com régua graduada,
do comprimento e largura de todas as folhas da planta, as avaliacdes foram realizadas em cinco
plantas de forma aleatdria na drea util de cada parcela.

No mesmo estadio, realizou-se a avaliacdo de altura de planta, altura de insercao de espiga e

diametro basal do colmo, com auxilio de uma trena. Para determinacao destas varidveis foram
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avaliadas cinco plantas, por parcela, com homogeneidade morfoldgica e fenoldgica, utilizando
como padrdo, para estatura de planta, a medida da distancia do colo da planta a extremidade do
pendao (insercao da folha bandeira) e a altura de inserc¢do de espiga correspondendo a distancia
entre o colo da planta e o n6 em que estava inserida a espiga superior, o didmetro basal do
colmo foi medido com auxilio de paquimetro digital.

A colheita foi realizada no estddio R6 na maturacdo fisioldgica das plantas (formacdo da
camada preta no grdo), com a contagem total de plantas e espigas colhidas, obteve-se a
populacdo final e o nimero de espigas por planta. Dez espigas foram utilizadas para realizar a
contagem de graos por fileira e de fileiras por espiga estimando-se, assim, o nimero de graos
por espiga. Apos as espigas serem trilhadas e classificadas, foi determinada a massa de mil
graos e a massa de parcela, com a correcdo da umidade para 13% converteu-se o valor para kg
ha'! para a estimativa da produtividade de grios.

A partir da verificagdo da interac@o entre hibridos e aplicacdo dos tratamentos, procedeu-se a
estimacio da contribuicdo relativa de N (kg ha™!) descrita por Dourado Neto & Detomini (2005),
em que se estimou a quantidade de N necessaria para aumentar a produtividade de graos em
relagdo ao tratamento controle. O resultante do N acumulado foi convertido para Délar ($) com
o preco atual do kg de N ($ 11,59) (Conab, 2016).

DpP
N = TPG.INP.IC+(1-IC)TNOP [{1- NS
on=-L | (1~ 1c)or}(-ns)

Em que, DP refere-se a diferenca de produtividade de milho dos tratamentos com e sem
inoculagdo, IC ao indice de colheita (0,5) (Doorembos & Kassam, 1994), TPG ao teor de
proteina no grdo (0,12) (Oliveira, Chaves, Duarte, Brasil & Ribeiro, 2004), TNP ao teor de
nitrogénio na proteina (0,17) (Dourado Neto & Detomini, 2005), TNOP ao teor de nitrogénio
em outras partes (0,01) (Dourado Neto & Detomini, 2005), NS ao nitrogénio proveniente do
solo (0,6) (Urquiaga & Zapata, 2000) e EF a eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio pelas plantas
(0,42) (Urquiaga & Zapata, 2000).

Os dados dos experimentos foram submetidos a anélise de variancia (Teste F), e as médias dos
tratamentos comparadas pelo Teste Scott-Knott, utilizando-se o programa estatistico SISVAR
(Ferreira, 2011) com probabilidade de erro de 5%. Logo apds estimou-se a matriz de
coeficientes de correlacdo fenotipica entre os caracteres e apds fez-se o diagndstico de
multicolinearidade, visando identificar e, posteriormente, eliminar caracteres causadores de
multicolinearidade. Em seguida, foi realizada a andlise de trilha considerando a produtividade

de graos como a varidvel principal e os demais caracteres — altura de espiga, diametro de colmo,
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numero de graos por espiga € massa de mil graos — como varidveis explicativas. As andlises

foram realizadas com o auxilio do programa GENES (Cruz, 1998).

Resultados e Discussao

De maneira geral, durante a conducdo dos experimentos, nas safras 2013/14 e 2014/15, a
distribuicao hidrica foi favoravel para a expressao do potencial produtivo dos hibridos avaliados
(ANEXO B). Durante a safra 2013/14, no periodo préximo ao florescimento houve baixa
precipitacdo, sendo que o mesmo nao foi observado para a safra 2014/15, na qual a distribui¢io
foi uniforme durante o mesmo periodo. Contudo a baixa precipitacdo pode ndo ter
comprometido os resultados, uma vez que em condi¢des que ocorra ligeira diminuicdo de
umidade do solo, ndo hd impacto sobre a populaciao do A. brasilense, devido a capacidade das
bactérias se pré-adaptarem para variagdes de umidade, por meio da regulagcdo de sua atividade
celular (Joe et al., 2012).

Em ambas as safras houve efeito significativo dos hibridos com as formas de aplicacdo de A.
brasilense sobre algumas das vardveis analisadas (ANEXO C, D, E e F). Corroborando com
BERTOLINI, GAMERO, SALATA e PIFFER (2008), ndo houve tendéncia de resposta da
associacao da bactéria com os genétipos avaliados.

Nos experimentos realizados na primeira safra o indice de 4rea foliar (IAF) foi siginificativo
somente para o hibrido duplo (HD) AG1051, apresentando acréscimo de 1 m? com aplicacao
de A. brasilense em V4 (Figura 1a). Na safra 2014/15 os hibridos HD AG2040, HD Feroz e
hibrido simples (HS) AG9045 responderam a inoculacdo de A. brasilense na semente,
entretanto sem diferir, estatisticamente, do tratamento controle (Figura 2a). As aplicagdes via
foliar em V2 e associacdo de V2+V4 aumentaram o IAF dos hibrido triplo (HT) BG7051 e HS
AGS8025. O IAF da planta depende do espagamento, nimero e tamanho das folhas, do estddio
de desenvolvimento da planta, fertilidade do solo, condi¢des climédticas e do material genético
(Fancelli & Dourado Neto, 2000) e, neste estudo, foi incrementado com a aplica¢do de A.
brasilense. Assim, a planta inoculada com a bactéria podera apresentar maior capacidade de
explorar o espaco disponivel para seu desenvolvimento, aumentando a atividade fotossintética.
Quanto mais rapido a planta atingir o IAF maximo e quanto mais tempo a drea foliar permanecer
ativa maiores serdao os incrementos na produtividade (Pereira & Machado, 1987).

Na safra 2013/14 somente o HD AG1051 apresentou incremento na altura de planta com a
aplicacdo da bactéria via semente e via foliar em V2, mas sem diferir do controle (Figura 1b).

Na safra 2014/15 foi observado aumento de altura de planta com inoculagdo via semente para
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o HD AG2040 e com todos os tratamentos via foliar para o HD Feroz (Figura 2b). As varidveis
de diametro de colmo, altura de planta e de inser¢ao de espiga podem ser associadas a estimulos
da bactéria para a produgao de fitohormonios, como auxinas, citocininas e giberelinas (Moreira,
Silva, Nébrega & Carvalho, 2010).

Seguindo a tendéncia de altura de planta, a aplicacdo em V2 proporcionou a maior altura de
insercdo de espiga para o HD AG1051, e o HD AG8011 apresentou incremento nas aplicagdes
em V2 e V2+V4, mas sem diferir do controle (Figura 1c). Na safra 2014/15 os HS AG8025 e
AG9045 apresentaram altura de insercao de espiga de 1,24 e 1,17 m com as aplicacdes em V2
e na associacdo V2+V4, respectivamente (Figura 2¢). A maior abundancia de Azospirillum na
rizosfera pode aumentar a secre¢cdo de hormonios, inibindo o crescimento da raiz e,
consequentemente a altura da planta. Efeitos negativos de altas concentracdes de Azospirillum
foram relatados para o trigo e milho (Bashn & De- Bashn 2004).

Na safra 2013/14 a inoculag¢do via semente e aplicacdo foliar em V2 foram significativas,
estatisticamente, para a varidvel didmetro de colmo nos HD AG2040 e HT AG5011 (Figura
1d). Esta varidvel na safra 2014/15 apresentou média de 0,21 m com os tratamentos, para os
hibridos HD AG2040, HT BG7060 e HS AG9045. Sendo que a mesma esta ligada a capacidade
de sustentacdo da planta e a maior resisténcia ao acamamento (Figura 2d).

A varidvel que estd mais relacionada ao N absorvido pela planta € o indice de clorofila (Argenta
et al., 2003). Os indices encontrados variaram conforme o tratamento e o hibrido. Na safra
2013/14 a inoculagdo via semente reduziu, significativamente, o indice de clorofila do HD
AG1051, o mesmo tratamento aumentou o indice de clorofila para HD AG2040, apontando a
variacdo da interacdo entre genotipo e bactéria (Figura le, Figura 2e). O HS AG8025 apresentou
maior indice de clorofila quando houve aplicagdo em V4 e o HT BG7051 obteve maior média
de clorofila nos tratamentos com aplicacdo em TS e V2, para a safra 2014/15. O efeito no indice
de clorofila esté relacionado com a FBN e a eficiéncia de utilizacdo do N absorvido que consiste
na capacidade, interna da planta, de produzir grdos e matéria seca (Reis Junior, MACHADO,
MACHADO & SODEK, 2008).

A capacidade produtiva da planta estd relacionada com seu potencial de acumular e transferir
carboidratos do colmo para a formacao da espiga e o enchimento de graos (Castro, Kluge &
Sestari, 2008). Assim, os HT AG8011 (Safra 2013/14) e HT BG7060 (Safra 2014/15)
apresentaram maior numero de espigas quando houve aplicagdo foliar em V4 (Figura 1f, Figura

2f), indicando que a bactérias auxiliou a planta a aculumar e trasnferir carboidratos.
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Figura 1. Indice de drea foliar (a), altura de planta (b), altura de inser¢io de espiga (c), didmetro

de colmo (d), teor relativo de clorofila (e) e nimero de espigas por planta (f) de milho

inoculadas com A. brasilense, na safra 2013/14 (ANEXO G).
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Figura 2. Varidveis de indice de area foliar (a), altura de planta (b), altura de insercdo de espiga

(c), diametro de colmo (d), teor relativo de clorofila (e) e nimero de espigas por planta (f)

analisadas na safra 2014/15 (ANEXO I).
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inoculaciio na semente com A. brasilense, V2: aplicacio foliar de A. brasilense estadio V2, V2+V4: aplicacdo

foliar de A. brasilense nos estaddios V2 e V4, V4: aplicacdo foliar de A. brasilense no estidio V4.
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O numero de fileiras por espiga € definido no estadio V8, fase em que hd maior exigéncia de
nutrientes, especialmente N (Repke, Cruz, Silva, Figueiredo & Bicudo, 2013). A inoculagdo de
A. brasilense na semente apresentou tendéncia de diminui¢ao do nimero de fileiras, ao passo
que as aplicacdes via foliar, principalmente em V4, apresentou incremento (Figura 3a, b, c,
Figura 4 a, b, ¢). Desse mesmo modo as varidveis de nimero de graos por fileira e graos por
espiga apresentaram resposta positiva com aplicacao de A. brasilense, para alguns dos hibridos
testados nas duas safras. Os componentes da espiga, além de influenciarem na massa da massa
seca das espigas, influem de forma substancial na produtividade de graos.

A deficiéncia de nutrientes até o R3, estddio de enchimento de graos, pode reduzir severamente
o tamanho das espigas (Repke et al., 2013). Nas duas safras foi constatado que o comprimento
de espiga aumenta com a aplicacdo de A. brasilense, variando a forma de aplicac@o entre os
hibridos (Figura 4d, Figura 5a). O diametro de espigas ndo foi alterado significativamente, na
safra 2013/14. J4 para os experimentos do segundo ano, a bactéria, nas diferentes formas de
aplicacdo, ndo apresentou diferenca com o controle, exceto para 0 HD AG2040 na aplicagdo
via foliar.

A interagdo gendtipo e ambiente exerce grande influéncia sobre a expressdo de caracteres
quantitativos (Schmild, Nascimento, Cruz & Oliveira, 2011). A massa de mil graos variou
conforme o ano e o hibrido, sendo que a bactéria se mostrou eficiente nas aplicacdes via foliar
para alguns hibridos (Figura 3e, Figura 5b). Este resultado por estar relacionado com FBN e
maior disponibiliza¢do de N para a planta nos estadios iniciais, promovendo maior acimulos
de massa seca na planta e sendo transportados para as espigas, repercutindo no aumento da
massa de mil grdo. Entretanto, alguns trabalhos apresentam a auséncia de incremento para a
massa de grdos com a inoculagdo de A. brasilense (Bracccini, Dan, Piccinin, Albrecht &
Barbosa, 2012; Araijo, Mercante & Vitorino, 2015).

Os efeitos da inoculacao com Azospirillum sp. na nutri¢ao e produtividade do milho dependem
do hibrido utilizado e das condi¢des edafocliméticas (Quadros et al., 2015). Incrementos, com
inoculacdo de A. brasilense, de 6, 9 e 17 % foram reportados por alguns autores (Hungria,
Campo, Souza & Pedrosa, 2010; Novakowiski et al., 2011; Miiller et al., 2016). Outros
trabalhos, avaliando inoculantes a base de Azospirillum spp, ndo encontraram aumentos
significativos para a produtividade de graos (Repke et al., 2013; Vogt, Balbinot Junior, Galotti,
Padolfo & Zoldan, 2014; Sangoi et al., 2015).
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Figura 3. Dispersdao das médias das varidveis de nimero de fileiras por espiga (a), grdos por
fileira (b), grdos por espiga (c), comprimento da espiga (d), massa de mil grios (e) e
produtividade de graos (f) avaliadas nos hibridos de milho em funcdo da aplicacdo de A.

brasilense via semente e foliar na safra 2013/14 (ANEXO H).
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Na safra 2013/14, a produtividade de graos foi significativa, e diferente do tratamento controle,
somente para HS AG9045 aplicada via semente e foliar em V2 (Figura 3 f). A inoculagdo via
semente apresentou aumentos de produtividade de graos para o HD BG7051, na safra 2014/15
(Figura 5¢). Os incrementes encontrados foram de 1.606 e 2.092 kg ha™! na safra 2013/14 e de
412 kg ha! na safra 2014/15. A auséncia de adubagio nitrogenada pode ter interferido nas
baixas produtividades alcancadas nas safras, uma vez que a bactéria ndo tem mecanismos

suficientes para suprir toda demanda de N da cultura do milho.

Figura 4. Médias das varidveis de nimero de fileiras por espiga (a), graos por fileira (b), graos
por espiga (c), comprimento da espiga (d), observadas nos hibridos de milho com aplicagdo de

A. brasilense, via semente e folha na safra 2014/15 (ANEXO J).
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341  Figura 5. Didmetro da espiga (a), massa de mil grios (b), produtividade de graos (c),
342  observadas nos hibridos com aplicacido de A. brasilense, via semente e folha na safra 2014/15

343 (ANEXOJ).
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348

349  Considerando o incremento dos hibridos, calculado pela férmula de Dourado Neto & Detomini
350  (2005), estima-se que houve acimulo de 46,50; 60,60 e 46,40 kg ha! de N, com economia de
351  538,94; 702,35 e 537,78 $ ha'!, para o HS AG9045 nas aplicacdes via semente e foliar em V2
352 e para o HT BG7051 via semente, respectivamente. Mesmo com o0s incrementos obtidos, na
353  aplicacdo da bactéria na semente e via foliar em V2, essa tecnologia ainda ndo estd consolidada
354  como estratégia de manejo para melhorar o desempenho agrondmico da cultura do milho

355  (Sangoi et al., 2015).
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Os fatores que interferem nas respostas das culturas a inoculagdo com Azospirillum ainda ndo
estdo totalmente esclarecidos. Trés dos hibridos avaliados permaneceram os mesmos durante
os dois anos de experimento, mas as respostas das varidveis analisadas dos hibridos HS
AGI9045, HS AG8025 e HD AG2040 variaram nas duas safras, confirmando que a resposta da
bactéria ndo estd, necessariamente, ligada ao gendtipo e a compatibilidade entre bactéria e
genotipo, mas pode estar ligada as exigéncias e sobrevivéncia da bactéria aos fatores ambientais
e do solo. Os resultados positivos com incrementos, na associacdo milho-Azospirillum estao
relacionados, na maioria das situagdes, a fatores da propria bactéria, como a escolha da estirpe,
o numero ideal de unidades formadoras de colonias (UFC) por semente e sua viabilidade
(Mehnaz & Lazarovits, 2006).

Sangoi et al. (2015) concluiu que o alto teor de matéria organica (MO) do solo em que conduziu
o trabalho (50,0 g kg!) pode ter aumentado a disponibilidade de N as plantas, mitigando os
beneficios da inoculagdo das sementes com Azospirillum sp. Seguindo a teoria de Sangoi et al.
(2015) os experimentos foram realizados em solos com niveis de 24 e 26 g kg'! de MO, nas
safras 2013/14 e 2014/15, respectivamente. Dessa forma, a menor disponibilidade de N deveria
ter influenciado a atividade das bactérias incrementando a FBN e a disponibilidade do N fixado.
Além da MO, o pH do solo, o tipo de solo e a disponibilidade de nutrientes influenciam na
composi¢do dos exsudatos das raizes interferindo na interacao planta-bactéria que pode ocorrer
na rizosfera onde as bactérias sdo estimuladas por exsudatos radiculares de plantas e atraidas
pela mucilagem da raiz (Tadra-Sfeir et al., 2011).

A produtividade de graos é resultado da interacdo de diversos fatores genéticos, fisioldgicos,
de manejo e ambientais, por isso 0s estudos de componentes de rendimento de graos devem ser
levados em consideracdo. Analisando o coeficiente de correlacdo, da andlise de trilha, e seu
efeito direto sobre a produtividade de graos, safra 2013/14, a varidvel de massa de mil graos
apresentou maior efeito direto sobre a produtividade de graos dos hibridos avaliados, no
tratamento controle, aplicacdo foliar em V2, V2+V4 e V4 (Tabela 1). No tratamento com
inoculagdo via semente de A. brasilense, o nimero de graos por espiga apresentou maior efeito
direto sobre a produtividade de graos. A produtividade de graos € uma caracteristica complexa,
resultante da expressdo e da associacao de diferentes componentes da planta (Amorim, Ramos,

Ungaro & Kiihl, 2008).
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Tabela 1. Andlise de trilha para as varidveis de altura de inserc¢do de espiga (AE), didmetro de

colmo (DC), massa de mil graos (MMG) e graos por espiga (GE) em funcao das aplicacdes de

Safra 2013/14
Tratamentos Varidveis
Efeito AE DC MMG GE
Controle
Direto sobre a Produtividade 0,37 -0,06 0,65 0,11
Indireto via AE - -0,11 -0,05 0,08
Indireto via DC 0,02 - 0,00 0,00
Indireto via MMG -0,09 -0,05 - -0,48
Indireto via GE 0,02 0,01 -0,08 -
Total 0,33 -0,22 0,53 -0,29
Coeficiente de determinacao 0,45
TS
Direto sobre a Produtividade 0,18 -0,20 0,14 0,51
Indireto via AE - -0,01 0,05 -0,02
Indireto via DC 0,01 - 0,04 0,03
Indireto via MMG 0,04 -0,03 - -0,02
Indireto via GE -0,06 -0,09 -0,12 -
Total 0,17 -0,31 0,10 0,48
Coeficiente de determinagdo 0,34
V2
Direto sobre a Produtividade -0,12 -0,35 0,34 -0,01
Indireto via AE - 0,04 -0,01 0,03
Indireto via DC 0,11 - 0,05 0,00
Indireto via MMG 0,05 -0,05 - -0,24
Indireto via GE 0,00 0,00 0,01 -
Total 0,05 -0,35 0,38 -0,23
Coeficiente de determinagdo 0,25
V2+V4
Direto sobre a Produtividade 0,26 0,23 0,64 0,69
Indireto via AE - -0,01 0,00 -0,01
Indireto via DC 0,00 - -0,02 -0,02
Indireto via MMG -0,01 -0,05 - -0,43
Indireto via GE -0,03 -0,05 -0,47 -
Total 0,21 0,13 0,14 0,23
Coeficiente de determinagdo 0,33
V4
Direto sobre a Produtividade -0,11 -0,25 -0,66 -0,10
Indireto via AE - 0,03 0,04 0,03
Indireto via DC 0,08 - -0,17 -0,12
Indireto via MMG 0,28 -0,45 - -0,43
Indireto via GE 0,03 0,05 -0,07 -
Total 0,28 -0,72 -0,85 -0,06
Coeficiente de determinacao 0,77
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393  Tabela 2. Andlise de trilha para as varidveis de altura de insercdo de espiga (AE), didmetro de
394  colmo (DC), massa de mil graos (MMG) e graos por espiga (GE) em fun¢do das aplicacoes de
395 A brasilense na produtividade de graos (PG) na Safra 2014/15.

Safra 2014/15
Tratamentos Varidveis
Efeito AE DC MMG GE
Controle
Direto sobre a Produtividade 0,47 -0,44 0,57 0,32
Indireto via AE - 0,21 -0,31 -0,23
Indireto via DC -0,20 0,40 0,18 -0,06
Indireto via MMG -0,38 -0,23 - 0,07
Indireto via GE -0,15 -0,05 0,04 -
Total -0,03 -0,41 0,48 0,09
Coeficiente de determinacao 0,36
TS
Direto sobre a Produtividade 0,66 0,14 0,86 0,21
Indireto via AE - 0,16 -0,50 0,06
Indireto via DC 0,04 - -0,01 0,09
Indireto via MMG -0,65 -0,05 - 0,12
Indireto via GE 0,02 0,12 0,03 -
Total 0,07 0,38 0,38 0,48
Coeficiente de determinagdo 0,52
V2
Direto sobre a Produtividade 0,20 -0,17 0,64 0,34
Indireto via AE - 0,05 -0,02 -0,03
Indireto via DC -0,04 - 0,05 -0,02
Indireto via MMG -0,07 -0,18 - -0,10
Indireto via GE -0,05 0,04 -0,05 -
Total 0,04 -0,27 0,62 0,19
Coeficiente de determinagdo 0,52
V2+V4
Direto sobre a Produtividade 0,04 -0,18 0,30 0,60
Indireto via AE - 0,00 0,00 0,00
Indireto via DC 0,01 - 0,02 0,05
Indireto via MMG -0,03 -0,03 - -0,09
Indireto via GE -0,16 -0,16 -0,19 -
Total -0,13 -0,13 0,12 0,54
Coeficiente de determinagdo 0,42
V4
Direto sobre a Produtividade 0,37 -0,13 0,78 0,37
Indireto via AE - 0,00 -0,15 0,07
Indireto via DC 0,00 - 0,04 0,05
Indireto via MMG -0,31 -0,21 - -0,10
Indireto via GE 0,07 -0,14 -0,05 -
Total 0,12 -0,48 0,61 0,38
Coeficiente de determinacao 0,73

396
397  Na segunda safra observou-se que nos tratamentos com aplicacdo de A. brasilense no TS, V2 e
398 em V4 a varidvel de massa de mil graos apresentou efeito direto sobre a produtividade (Tabela

399  2). E, com a inoculacdo de A. brasilense no TS, as varidveis massa de mil grdos e graos por
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espiga apresentaram efeito indireto entre si. O efeito direto do nimero de graos por espiga,
sobre a produtividade, foi observado com aplicacao de A. brasilense na associacdo dos estadios
V2+V4. O tratamento controle apresentou efeito direto de todas as varidveis analisadas sobre a
produtividade de grios, as varidveis massa de mil graos, graos por espiga, altura de planta e
didmetro de colmo apresentaram efeito indireto entre si. Os tratamentos avaliados tém
influéncia direta sobre a produtividade de grdos. Este resultado sugere que a aplicacdo da
bactéria via foliar pode ser uma alternativa eficiente (Martins et al., 2012), demonstrando a
necessidade de entender as condi¢des nas quais a bactéria apresenta incrementos significativos
a cultura do milho.

A substituicdo completa dos fertilizantes nitrogenados para gramineas por A. brasilense é
vidvel, devido a pequena contribui¢io da FBN pela bactéria (Fukami, Nogueira, Araujo &
Hungria, 2016). No entanto, a combinagao de todas as contribui¢des menores por Azospirillum
para o crescimento das plantas pode resultar em plantas que sdo mais eficientes para absorver
dgua e nutrientes do solo, aumentando assim a nutri¢do das plantas e crescimento (Hungria et
al., 2015). Mesmo as respostas sendo varidveis, em func¢ao dos tratamentos avaliados, é possivel
observar que hd influéncia da inoculagio sobre os gendtipos avaliados, resultando em alguns

casos em resposta superior ao tratamento sem inoculagao.

Conclusao

1. A aplicacdo via foliar de A. brasilense € uma alternativa eficiente nos caracteres
morfoldgicos da planta, incrementando em alguns hibridos a produtividade de graos.

2. Nao ha relacdo estabelecida entre as formas de aplicacdo de A. brasilense e a base
genética do hibrido.

3. A aplicacdo de A. brasilense via semente e foliar incrementam a contribuicdo relativa

de N.
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CAPITULO 11

ATIVIDADE ENZIMATICA E ALTERACOES MORFOLOGICAS EM HIiBRIDOS
DE MILHO INOCULADOS COM Azospirillum brasilense, VIA TRATAMENTO DE
SEMENTES E APLICACAO FOLIAR

Enzyme activity and changes in inoculation morphological corn hybrids with

Azospirillum brasilense, via seed treatment and leaf application

Resumo

As plantas apresentam sistema de defesa para minimizar os estresses causados por deficiéncias
de nutrientes. Sendo assim, objetivou-se com a presente pesquisa avaliar as alteragdes
enzimaticas e morfoldgicas de hibridos de milho inoculados com Azospirillum brasilense em
tratamento de semente e foliar. O ensaio foi instalado em blocos inteiramente casualizados
composto por seis hibridos de milho inoculados com A. brasilense em tratamento de sementes
e via foliar no estadio V2. Os hibridos utilizados foram: AG9045, AG8025, AG2040, Feroz,
BG7051 e BG7060. Analisou-se, na parte aérea e em raizes, as varidveis bioquimicas:
peroxidacao lipidica, atividade das enzimas superéxido dismutase, guaicaol peroxidase e nitrato
redutase e conteudo de clorofila total e carotendides; e morfoldgicas: drea foliar, massa seca da
parte aérea, comprimento de raiz, drea projetada, drea superficial, diametro, volume, nimero de
ramificacOes e massa seca de raizes. A maior atividade da superéxido dismutase, da parte aérea,
foi no BG7060 quando se aplicou A. brasilense em V2, o qual evitou danos nos lipideos de
membrana. A nitrato redutase na parte aérea apresentou maior atividade no tratamento controle,
observando que a presenca da bactéria reduziu a atividade da enzima. A bactéria apresentou-se
eficiente para as varidveis de drea projetada e drea superficial da raiz nos hibridos AG8025 e
AG2040. Assim, pode-se observar que os hibridos apresentam comportamentos diferenciados
na presenga da bactéria, a qual afeta positivamente a atividade das enzimas antioxidantes e
aumentando o sistema radicular e a drea foliar das plantas.

Palavras chave: Zea mays (L.), enzimas antioxidantes, metabolismo do nitrogénio, produgao
sustentdvel.

Abstract
Plants have immune system to minimize the stresses caused by nutrient deficiencies. Thus, the
aim of the present research was to evaluate the enzymatic and morphological changes of corn
hybrids inoculated with Azospirillum brasilense in seed treatment and foliar. The experiment
was conducted in a completely randomized block consisting of six corn hybrids inoculated with
A. brasilense in seed treatment and foliar the V2 stage. Hybrids were: AG9045, AG8025,
AG2040, Feroz, BG7051 and BG7060. Analyzed in shoots and roots, biochemical variables:
lipid peroxidation, activity of superoxide dismutase, guaicaol peroxidase and nitrate reductase
and chlorophyll content and carotenoids; and morphological leaf area, shoot dry weight, root
length, projected area, surface area, diameter, volume, number of branches and dry mass of
roots. The increased activity of superoxide dismutase, the shoot was in BG7060 when applied
A. brasilense in V2, which prevented damage to the lipid membrane. The nitrate reductase in
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the shoot showed greater activity in the control treatment, noting that the presence of bacteria
reduced the activity of the enzyme. The bacteria showed to be efficient in the area of variables
designed and superficial root area in the AG8025 and AG2040 hybrids. Thus, it can be seen
that the hybrids exhibit different behaviors in the presence of the bacterium, which positively
affects the activity of antioxidant enzymes and increase the root system and plant leaf area.

Keywords: Zea mays (L.), antioxidant enzymes, nitrogen metabolism, root morphology, leaf
application.

1. Introducao
O nitrogénio (N) € exigido em maior quantidade pela cultura do milho, sendo necessario, em

torno de, 28 kg de N por tonelada de graos produzidos, e é o nutriente que mais frequentemente
limita a produtividade (Aragjo et al., 2004). A importancia do N € reconhecida quanto as suas
funcdes no metabolismo das plantas, participando como constituinte de proteinas, coenzimas,
acidos nucléicos, citrocromo, clorofila e pigmentos (Ferreira et al., 2007).

O nitrato € a principal forma de N absorvido pelas plantas (Taiz e Zeiger, 2013), sendo a enzima
nitrato redutase (RN) considerada a enzima-chave na regulacdo do metabolismo do N, ja que o
nitrato absorvido pelas raizes deve ser reduzido a NH4* antes de ser incorporado em compostos
organicos no sistema radicular e/ou na parte aérea. A enzima nitrato redutase atua no primeiro
passo da reduc¢d@o do nitrogénio nitrico nas plantas superiores. A rota de assimila¢do do nitrato
em plantas superiores envolve dois estdgios sequenciais: a conversdo do nitrato a nitrito,
mediada pela enzima NR, a qual reduz nitrato a nitrito, e pela enzima nitrito redutase, que
converte nitrito a amonia. Em seguida, a amonia € assimilada nos aminodcidos glutamina e
glutamato, os quais servem para translocar nitrogénio organico das fontes para os drenos. As
principais enzimas envolvidas sdo a glutamina sintetase (GS) e a glutamato sintase (GOGAT)
(Taiz e Zeiger, 2013).

Os efeitos de vdrios estresses ambientais em plantas, como a deficiéncia de N sdo conhecidos
pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). As plantas contém um complexo sistema
antioxidante para eliminar as EROs, incluindo enzimas antioxidantes como superoxido
dismutase (SOD) e guaiacol peroxidase (POD) (Hernandez et al., 2001). Os radicais livres
inativam enzimas e danificam componentes celulares importantes, além de causar degradagdo
de fosfolipidios presentes na membrana (Bartoli, 2012); degradacdo de polissacarideos,
desnaturagdo de enzimas, quebra do DNA (Matysik, 2002) e degradacao da clorofila (Miller et
al., 2010). Os mecanismos de defesa contra os radicais livres sdo importantes na limitagao da

acdo do estresse oxidativo e na destrui¢do das EROs, os quais dependem da duracio do estresse
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e da capacidade de a planta sobreviver a estes estresses. A planta pode reagir com o aumento
da expressao de genes de enzimas com funcdes antioxidantes (Munné-Bosch, 2013).

A instalag¢do do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um desequilibrio entre
compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de radicais livres ou em
detrimento da velocidade de remocao desses (Halliwell e Whiteman, 2004).

A busca por sustentabilidade nos sistemas agricolas de producdo vem aumentando. Uma
alternativa encontrada para minimizar o uso de fertilizantes nitrogenados é a utilizacdo de
microrganismos que realizam a fixacao bioldgica do nitrogénio (FBN), a qual pode suplementar
a utilizacdo deste fertilizante, mantendo a planta nutrida e com maior capacidade de resistir a
estresses. Bactérias fixadoras de N2 do género Azospirillum (Dobereiner e Day, 1976; Baldani
e Dobereiner, 1980) e Herbaspirillum (Olivares et al., 1996) foram isoladas de folhas, colmos
e principalmente de raizes de diversas gramineas. Salomone e Dobereiner (1996) observaram
diferencas significativas na atividade da nitrato redutase em gendtipos de milho submetidas a
inoculacdo de uma mistura de estirpes de Azospirillum.

Escassos sdo os estudos efetuados para identificar os mecanismos da interacdo entre essas
bactérias e as enzimas do metabolismo do N em milho. Dessa forma, objetivou-se com o
trabalho avaliar as alteracdes enzimdticas e morfolégicos de hibridos de milho submetidas a

inoculacdo com A. brasilense em tratamento de sementes e via foliar.

2. Material e métodos
O estudo foi conduzido em casa de vegetacdao em sistema hidropdnico e no Laboratério de

Biotecnologia Vegetal do Departamento de Biologia, da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), Santa Maria (RS). Sementes de seis hibridos de milho foram semeadas, sobre
substrato germiteste, em caixas de plastico, com capacidade para 17 L, acondicionadas a
temperatura de 25 °C e com disponibilidade hidrica de 15 ml de dgua, destilada, por dia para
que ocorresse a germinagdo. Apds duas semanas, plantulas uniformes (comprimento da parte
aérea de, aproximadamente, 7 cm) foram selecionadas e transplantadas para o sistema
hidropdnico, em solu¢do nutritiva, sem disponibilidade de N. A solu¢do nutritiva foi composta
por: CaCla: 221,96 mg 1''; MgSO4: 246,40 mg I''; KH2PO4: 544,40 mg 1'!; FeSO4/Na-EDTA:
47,99 uM; e solucao completa de micronutrientes: Mo: 0,03 mg 1I'": B: 0,26 mg I''; Cu: 0,06 mg
I''; Mn: 0,50 mg I''; Zn: 0,22 mg 1".. O pH da solugdo foi mantido em 5,8 e com substituiciio da
solucdo a cada sete dias.

Foram conduzidos seis experimentos, em delineamento inteiramente casualizado, com cinco

repeticoes, compostos por seis hibridos de milho com inoculagdo de A. brasilense no tratamento
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de sementes na dose de 2,5 mL kg'1 de semente, via foliar em V2 na dose de 300 mL ha'! e
controle (auséncia da bactéria). Os hibridos utilizados foram: AG9045, AG8025, AG2040,
Feroz, BG7051 e BG706. O inoculante utilizado é composto por colonias de bactérias A.
brasilense, das estirpes AbV5 e AbV6, numa concentracao de 2.0x103 UFC mL!. Cada parcela
foi composta por 4 plantas, conduzidas até o estddio V3 (Ritchie et al., 1993) sendo
posteriormente coletadas, separando-se a parte aérea e radicular. As plantas utilizadas para as
andlises bioquimicas de peroxidagdo lipidica, atividade das enzimas superdxido dismutase,
guaicaol peroxidase e nitrato redutase e conteido de clorofila total e carotendides foram
congeladas imediatamente em N liquido, apds a coleta e mantidas em freezer (-80 °C) até a
determinacdo das andlises. A mensuracdo morfoldgica de area foliar, massa seca da parte aérea,
comprimento de raiz, 4rea projetada, drea superficial, didmetro, volume, ndmero de
ramificacdes e massa seca de raizes foi realizada logo apds a coleta das plantas.

A peroxidagdo lipidica (T-Bars) foi estimada seguindo o método de El-Moshaty et al. (1993).
Amostras de folhas (0,5 g) e raizes (1,5 g) foram maceradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em 4 mL de 0,2 M de tampao citrato (pH 6,5) contendo 0,5% de Triton X-
100. O homogeneizado foi centrifugado a 20.000 xg por 15 min a 4°C. A quantidade de um mL
do sobrenadante foi adicionado a 1 mL de acido tricloroacético (TCA) 20% (w/v) contendo
0,5% (w/v) de écido tiobarbitirico (TBA). A mistura foi aquecida a 95° C por 40 min e entdo
resfriada em banho de gelo por 15 min, sendo centrifugada a 10.000 xg por 15 minutos. A
absorbancia do sobrenadante foi lida a 532 e 600 nm (para corrigir a turbidez nao especifica).
A peroxidacio lipidica foi expressa como nmol MDA mg™! de proteina

Amostras de folhas e raizes maceradas em nitrogénio liquido foram utilizadas para as andlises
enzimaticas, sendo que 0,5 g de amostra foi homogeneizada em 3 mL de tampao fosfato de
sodio (pH 7,8) 0,05 M, contendo 1 mM de EDTA e 2% (w/v) de polivinilpirrolidona (PVP). O
homogeneizado foi centrifugado a 13.000 xg por 20 min. a 4°C e o sobrenadante foi utilizado
para a determinacdo da atividade das enzimas (Zhu et al., 2004) e concentragdo de proteinas
(Bradford, 1976). A atividade da enzima guaiacol peroxidase (POD) foi determinada segundo
Zeraik et al. (2008), utilizando-se o guaiacol como substrato. A mistura de reac¢do continha 1,0
mL de tampao fosfato de potdssio (100 mM, pH 6,5), 1,0 mL de guaiacol (15 mM) e 1,0 mL de
H>02 (3 mM). Apés homogeneizagao, foi adicionado 50 pLL do extrato da planta a esta solugao.
A atividade da enzima foi medida pela oxidac¢do do guaicol a tetraguaiacol através do aumento
na absorbancia a 470 nm. Os resultados foram expressos em unidade de enzima por mg de
proteina (U mg™! protefna). Para o célculo, foi utilizado o coeficiente de extin¢do molar de 26,6

mMem™. A atividade da superéxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo com o
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método espectrofotométrico, descrito por Giannopolitis e Ries (1977). A mistura de reagdo
continha tampdo fosfato de potdssio 50 mM (pH 7,8), metionina 13 mM, riboflavina 2 uM,
nitrobluetetrazélio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM, e 100 pL de extrato enzimatico.

A producao fotoquimica da formazana azul a partir do NBT foi monitorada pelo incremento da
absorbancia a 560 nm. A reacao foi realizada em tubos de ensaio a 25°C, dentro de uma camara
de reacdo sob iluminacdo de uma lampada fluorescente de 15 W. Como controle, tubos com a
mistura de rea¢do foram mantidos no escuro. A reagdo teve inicio ligando-se a luz e apos 15
minutos de iluminacdo, a reacao foi paralisada, desligando-se a luz. Uma unidade de SOD foi
definida como a quantidade de enzima que inibe a fotorreducdo do NBT em 50% (Beauchamp
e Fridovich, 1971). No ensaio, a riboflavina fotoquimicamente excitada é reduzida pela
metionina em semiquinona, que doa um elétron ao oxigénio, formando o radical superéxido
que por sua vez converte NBT em formazana azul.

Os pigmentos fotossintéticos (clorofilas e carotenoides) das folhas foram extraidos segundo o
método de Hiscox e Israelstan (1979) e estimados usando a equacdo de Lichtenthaler (1987).
Amostras frescas de folhas (0,05 g) foram incubadas a 65°C com dimetilsulféxido (DMSO) até
que os pigmentos fossem completamente retirados. As absorbancias da solucao foram medidas
em espectrofotometro (Celm E-205D) a 663, 645 e 470 nm para clorofila total e carotendides,
respectivamente.

A atividade da nitrato redutase (NR) (uM de NO, ¢ MF! h'!) foi analisada utilizando-se o
método descrito por Jaworski (1971), com modificacdes, calculando-se a atividade da enzima
pela quantidade de nitrito liberada, pelos tecidos vegetais, na solucao de incubagdo e obtida por
meio de uma curva padrdo. Incialmente macerou-se 0,5 g de cada amostra em 5 mL de tampao
fosfato (KNH2PO4) 0,1 mM (pH 7,5) contendo isopropanol 1% (v/v) e KNOs™ (50 mM). Os
extratos foram transferidos para tubos de ensaio e dispostos em banho-maria a 37 °C por 30
minutos, na auséncia de luz. A paralisacdo da reacdo foi induzida com a adi¢do de 1 mL de
sulfanilamida 1% e 1 mL de a-naftil (n-naftil-etileno-diamino) 0,02%. O contetddo dos tubos
foi mantido em repouso por 15 minutos e ap6s lido em espectrofotometro a 540 nm.

A drea foliar, comprimento de raiz, drea projetada, rea superficial, didmetro, volume e niimero
de ramificacdes das raizes foram determinados através do software WinRHIZO Pro LA2400
(Sistema de Andlise de Raizes).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia teste F (p<0,05) (ANEXO L, M e N), havendo
significancia aplicou-se teste de Scott-Knott para as médias dos tratamentos. Os dados foram

analisados utilizando-se o programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2011).
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3. Resultados e Discussao
Houve efeito significativo em todos os hibridos para a varidvel de area foliar (AF) (Figura 6 a).

A aplicagdo via sementes apresentou-se eficiente e maior que o controle para o hibrido Feroz.
Este efeito positivo pode estar relacionado com a presenga da bactéria na raiz e/ou no interior
da planta contribuindo para a FBN e produc¢ao de fito-hormdnios o que incrementa a AF. Na
cultura do trigo foi observado maior AF e biomassa seca de parte aérea quando as plantas foram
inoculadas com A. brasilense sem adi¢dao de N (El-Sayed e Althubiani, 2015). Neste estudo, o
incremento na AF ndo apresentou diferencas significativas na biomassa seca da parte aérea,
exceto para os hibridos AG2040 e Feroz, os demais hibridos com aplicacido do inoculante no
estddio V2 reduziram, significativamente, a AF. Como a coletas foram efetuadas em V3 ¢é
possivel que a bactéria tenha se associado as plantas de milho, mas possivelmente nao houve
tempo habil para o incremento da AF, proporcionado pela bactéria, uma vez que a interagdo
pode desenvolver-se rapidamente com alguns enddéfitos, como observado 12 horas apds a
inoculag@o, em camadas de células corticais de milho e apds 24 horas no xilema (Okumura et
al., 2013).

Os pigmentos foliares foram analisados pelo conteudo de clorofila e carotendides (Figura 6 b e
6 c). Observou-se o maior conteddo de clorofila no hibrido AG9045 ao se aplicar no estadio de
desenvolvimento V2. Essa maior concentracdo de pigmentos proporciona maior absor¢ao de
energia luminosa, fotossintese e incremento no potencial de produgdo e vigor das plantas
(Bashan et al., 2006). Os resultados demonstram que para o hibrido AG2040 a presenca da
bactéria reduziu o conteido de clorofila, sendo que este resultado pode estar relacionado com
algum estresse sofrido pelas plantulas que nao foi mensurado ou ainda pode ser que a planta
teve menos N disponivel para a sintese de clorofila. Ressalta-se que essa perda de clorofila pode
ocasionar um declinio progressivo na capacidade fotossintética das plantas. As clorofilas
desempenham papel importante na fotossintese, sendo responsaveis pela captacdo de energia
luminosa. Assim a menor concentracdo de clorofila pode levar a diminuicdo da efici€ncia
fotossintética, além de afetar outros processos celulares como a divisao e expansao celular (Taiz
e Zeiger, 2013).

A variavel carotenoides apresentou diferencas entre os hibridos, apresentando maior conteido
para a aplicagdo de A. brasilense em V2 nos hibridos AG9045 e AG2040 e no controle para os
hibridos AG2040 e BG7051. Em geral observou-se que com a aplicagdo de inoculante via
semente houve reducdo do conteido de carotendides. Além de pigmentos acessérios na
fotossintese, os carotenoides desempenham papel essencial na fotoprotecdo, auxiliando na

eliminacdo de radicais livres, que danificam componentes celulares, como os lipideos (Taiz e
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Zeiger, 2013). Portanto, esses pigmentos sdo importantes na prevencdo da inducio de danos
oxidativos causados pelo estresse (Wahid, 2007). Neste sentido, hibridos que apresentarem
maiores quantidades desses pigmentos possuem maior capacidade de eliminar os radicais livres,
enquanto a menor concentra¢io de carotenoides pode significar maiores danos nas membranas
fotossintéticas nos hibridos avaliados. Espera-se que hibridos que apresentam maiores
conteddos desses pigmentos tenham maior capacidade de tolerar condicdes de estresse, devido
a estreita relacdo entre pimentos, potencial fotossintético e produtividade de graos (O’Neill et

al., 20006).

Figura 6. Efeito de A. brasilense na area foliar (AF, a), clorofila total (b) e carotendides (c) em

hibridos de milho. (ANEXO O).
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Para minimizar os efeitos do estresse oxidativo, as plantas apresentam sistema antioxidante,
composto por enzimas como a guaiacol peroxidase (POD) e a superéxido dismutase (SOD),
que participam ativamente da eliminagdo e quebra de espécies reativas de oxigénio (EROs)

(Foyer e Noctor, 2003). A menor atividade da SOD indica que outras enzimas antioxidantes,
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ndo determinadas neste experimento, podem estar agindo para evitar danos nos lipideos no
hibrido BG7051 com aplicacdo de A. brasilense em V2 (Figura 7 a). A maior atividade da SOD
no tratamento V2 no BG7060 evitou danos nos lipideos. Estes resultados indicam que a
aplicacdo da bactéria aumenta efetivamente a capacidade de defesa das plantas de milho contra
o estresse oxidativo induzido pela auséncia de N. Houve menor atividade da SOD na aplicacdo
de A. brasilense via semente, para os hibridos AG8025 e AG2040, ja a maior atividade da SOD
no hibrido Feroz com aplicagcdo de A. brasilense via semente evitou a peroxidacao de lipidios.
A SOD € a enzima antioxidante mais eficaz em todos os organismos aerébios e nos espagos
subcelulares propensos a estresse oxidativo. Estd bem descrito, na literatura, que varios
estresses ambientais muitas vezes levam ao aumento da geracdo de EROs, e nesse sentido a
SOD tem sido importante na tolerancia ao estresse de plantas, proporcionando a primeira linha
de defesa contra os efeitos toxicos de niveis elevados de EROs.

Comportamento semelhante ocorreu na atividade da enzima antioxidante POD, onde a
aplicacdo via foliar em V2 aumentou a atividade da POD na parte aérea dos hibridos AG9045,
AGS8025, AG2040, Feroz e BG7060. Esse resultado pode estar relacionado com a menor
peroxidacao de lipidios de membrana nesse tratamento (Figura 7 b). A POD ¢é responsavel pela
remogdo do peréxido de hidrogénio (H202), uma EROs (Hameed et al., 2011), o qual pode atuar
de forma prejudicial, de protecdo ou como sinalizador dependendo do equilibrio entre a
producdo e a eliminacdo das EROs no local e tempo adequado (Gratdo et al., 2005). Assim, a
maior atividade da SOD e POD, quando ocorreu a aplicacdo de A. brasilense, reduziu a
peroxidacao de lipidios e aumentou, na maior parte, a AF dos hibridos avaliados.

A assimilac@o do nitrogénio é um processo que necessita de grande gasto de energia para as
plantas, razdo pela qual ocorre predominantemente nas folhas, onde € o centro de sintese de
ATP, agentes redutores e fornecedores de elétrons (Andrade Netto et al., 2004). A enzima NR,
da parte aérea, apresentou maior atividade no tratamento controle, observando que a presenca
da bactéria reduziu a atividade da NR (Figura 7 c). A expressdo e a atividade da NR sado
fortemente reguladas por diversos fatores, como a luz, a concentracdo de nitrato, carboidratos,
e a disponibilidade de cofatores metdlicos (Taiz e Zeiger, 2013). O equilibrio da enzima ¢é
determinado pela taxa de sua degradagdo, assim como, pela taxa de sintese da mesma (Andrade
Netto et al., 2004). A taxa e a quantidade de nitrogénio assimilado pelas plantas durante o seu
ciclo dependem da atividade das enzimas envolvidas e da disponibilidade de energia necessaria

para os processos de assimilacdo (Bredemeier e Mundstock, 2000).
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Figura 7. Atividade das enzimas super6xido dismutase (SOD, a), guaiacol peroxidase (POD,

b), nitrato redutase (NR, c) e peroxidacao lipidica (T-Bars, d) em hibridos de milho inoculados

com A. brasilense via semente e aplicacdo foliar. (ANEXO P).
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Nos tratamentos onde houve a presenca de A. brasilense, observou-se menor atividade da NR,

o que pode ter ocorrido devido as bactérias atuarem no crescimento vegetal por meio da reducao

do NH4*. A absor¢do de NH4* é geralmente mais rapida que a absor¢ao de NO3™ numa ampla

faixa de condi¢Ges ambientais. Desse modo, as plantas ndo gastariam energia para reduzir o

nitrato até amodnia e essa energia poderia ser canalizada para outros processos vitais do

metabolismo. Para Machado et al. (1998), tais bactérias podem exercer alguma influéncia na

atividade da glutamina sintetase em raizes de plantas de milho, sendo que, neste estudo nao foi

avaliada a atividade desta enzima. Reis Junior et al. (2008) observaram que com o predominio

de nitrato, a atividade da enzima NR foi mais alta e, com o predominio da forma amoniacal, a
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atividade da GS foi mais elevada. A variabilidade genética para a atividade da NR (Purcino et
al., 1994) e da GS (Magalhaes e Machado, 1995) ja foi relatada.

A concentrag¢do de malondialdeido (um dos produtos da peroxidagao lipidica) foi observada em
maiores niveis com a aplicacdo do tratamento TS nos hibridos AG9045, AG2040 e BG7051
indicando que houve maior estresse por deficiéncia de N, que refletiu no menor contetdo de
clorofilas e carotenoides (Figura 7 d). O acimulo de EROs, como resultado de vérias tensoes
ambientais, € uma das principais causas de perda de componentes de produtividade das plantas
(Gill e Tuteja 2010) ja que essas afetam funcdes celulares como os 4cidos nucléicos e as
proteinas causando a peroxidacao de lipideos (Foyer e Noctor, 2005). O estresse oxidativo foi
reduzido com a presenga da bactéria para o hibrido BG7060. Isso pode ter ocorrido devido a
maior atividade das enzimas antioxidantes, que evitaram estresses na planta.

Os parametros de comprimento de raiz, area projetada e drea superficial apresentaram resposta
positiva para a inoculacdo com A. brasilense, tanto no tratamento de sementes quanto na
aplicacdo no estddio V2, para o hibrido AG2040 (Figura 8 a; b; ¢). Além disso, o tratamento de
sementes com A. brasilense promoveu resposta positiva no comprimento de raizes, na area
projetada, na drea superficial, no volume de raizes e no nimero de ramificacdes no hibrido
AGR8025 (Figura 8 d; e). Esses resultados, de maiores incrementos, na raiz, com inoculacao via
semente, podem ser devido a bactéria estar associada a essa estrutura desde o inicio do
desenvolvimento, promovendo beneficios para a planta. Neste sentido, como a conducio do
experimento se deu até o estddio V3, a bactéria ndo conseguiu beneficiar com maior
expressividade as plantas que tiveram a aplicac@o via foliar. Os incrementos nas raizes foram,
provavelmente, devido a capacidade da bactéria produzir e disponibilizar fito-hormonios para
a planta. Em estudos com inocula¢do de A. brasilense na cultura do milheto, foram observadas
modificagdes na morfologia da raiz, com maior nimero de raizes laterais e aumento de pelos
radiculares semelhante as alteracdes promovidas com aplica¢do de acido indolacético (AIA)
(Perrig et al., 2007).

A bactéria promoveu incrementos na varidvel massa seca para o hibrido BG7060, sendo que
para os hibridos AG8025 e AG2040 houve reducdo com a utiliza¢do do tratamento com a
presenca da bactéria (Figura 8 f). A influéncia da inoculacdo com A. brasilense sobre o
desenvolvimento radicular em hibridos estd relacionado com o potencial de drea explorada
pelas plantas. Bactérias diazotréficas podem influenciar a nutricao nitrogenada de culturas, o
que € indiretamente relacionado com o aumento do sistema radicular (Steenhoudt e
Vanderleyden, 2000). Nos primeiros estudos sobre as associagdes entre plantas e Azospirillum

spp., pesquisadores acreditavam que os beneficios promovidos pela bactéria eram derivados
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somente a partir da FBN (Dobbelaere et al., 2001). Contudo, trabalhos demonstraram que os
efeitos positivos proporcionados por esses microrganismos sdo devido principalmente a
alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas nas raizes de plantas inoculadas (Okon e Vanderleyden,
1997).

Alteragdes no sistema radicular estao relacionadas com a produc¢do de substancias promotoras
de crescimento principalmente o AIA, produzido por Azospirillum spp., o qual desempenha um
papel importante na promog¢ado do crescimento de plantas em geral (Bashan e Holguin, 1997).
Neste sentido, em estudos com a bactéria, em meio liquido contendo A. brasilense, foi
constatado que a producdo de AIA aumentou em até 96 horas. Além disso, uma pequena, mas
biologicamente significativa, quantidade de giberelina e cinetina foram detectadas no meio

liquido (El-Sayed e Althubiani, 2015).
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Figura 8. Comprimento de raiz (a), rea projetada (b), area superficial (c), volume de raiz (d),
nimero de ramificagdes (e) e massa seca de raiz (f) dos hibridos de milho inoculados via

tratamento de sementes e aplicacao foliar de A. brasilense. (ANEXO Q).
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Dentre as enzimas envolvidas na remog¢do de EROs a SOD ¢é considerada a primeira linha de
defesa contra os efeitos toxicos em niveis elevados (Gill e Tuteja 2010). Em relacdo a isso no
tratamento V2, para o hibrido AG2040, verificou-se aumento, significativo, na atividade das
enzimas SOD e POD em raizes de plantas de milho (Figura 9 a). Esse resultado pode estar
relacionado com a menor peroxidacao lipidica na raiz, resultando em aumento na morfologia
radicular. Os hibridos AG9045 e BG7051 apresentaram maior atividade da SOD quando houve
a auséncia da bactéria (tratamento controle). A deficiéncia de N pode gerar aumento na
producdo de EROs, promovendo uma inibicao na sintese de proteinas e aumento na atividade
das enzimas antioxidantes. A atividade da POD apresentou diferenca significativa em todos os
hibridos avaliados, e com maior frequéncia proporcionou aumento na atividade quando as
plantas estavam expostas a bactéria A. brasilense diminuindo a peroxidacao de lipideos (Figura
9 b). Assim pode-se afirmar que a bactéria auxiliou na maior atividade das enzimas
antioxidantes da raiz evitando que houvesse peroxidacao de lipidios. As enzimas antioxidantes
participam da eliminagdo direta do H2O2, sendo que agem no citosol, vacuolo, parede celular e
nas organelas onde a detoxificag¢@o € necessdria (Noctor e Foyer, 1998).

Diferente da resposta obtida pela atividade da NR na parte aérea, a presenca da bactéria no TS
aumentou a atividade da enzima NR da raiz para os hibridos AG8025 (Figura 9 c). Esse
resultado pode ser devido a associacdo da bactéria na raiz das plantas ter promovido a FBN e
aumentado a atividade da enzima. A diminuicao da atividade da NR em folhas acompanhado
pelo aumento de rendimentos, poderia ser explicado pela redu¢do de NO3™ nas raizes com a
ajuda da atividade de NR bacteriana, como observado no trigo (Baldani et al., 1986). A
expressdo dessa enzima, mesmo em condicdes de baixas concentracdes de nitrogénio, € devida
ao fato de a mesma se caracterizar como carregadora constitutiva de alta afinidade (Lea e
Azevedo, 2007). O efeito do excesso de nitrogénio na forma de amonio pode ser confundido
com a modificacdo do pH do meio, inclusive do solo. Outra caracteristica importante da
absor¢do de NO3 € o seu controle rigoroso pelo estado energético (disponibilidade de
fotoassimilados) e nutricional das plantas. Plantas deficientes em N absorvem NOs™ mais
rapidamente do que plantas bem supridas com N. Isto indica que a demanda de N pela planta
também controla as suas taxas de absor¢do. A NR € a primeira enzima na cadeia de redugao do
N dentro do processo de assimilagdo do N nas plantas. Devido a isso a atividade da NR pode
estar relacionada indiretamente com a produtividade das culturas. Plantas com alta atividade da
NR possuem maior capacidade de assimilar o nitrato disponivel e, em consequéncia, maior

capacidade em responder a adubagao nitrogenada (Purcino et al., 1994).
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Figura 9. Atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD) guaiacol peroxidade (POD) e
nitrato redutase (NR) e niveis de MDA (T-Bars), na parte radicular, de seis hibridos de milho

inoculados com A. brasilense via tratamento de sementes e aplicacdo foliar. (ANEXO R).
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O malondialdeido (MDA) é o produto da peroxidagao de lipideos, consequentemente, o maior
conteddo desse composto indica estresse oxidativo (Han e Wang, 2002). Para o hibrido Feroz
foi observado maior dano nos lipideos no TS, sendo que a maior atividade da POD nos
tratamentos com A. brasilense ndo conseguiu evitar o dano, indicando que a competi¢do pelo
nitrogénio fixado pode induzir a produgdo de radicais livres que oxidaram os componentes
fosfolipidicos das membranas celulares, acarretando no incremento dos teores da varidvel nesse
hibrido (Figura 9 d). Recentemente, observou-se a capacidade da competi¢do ocasionar estresse
oxidativo, uma vez que foi detectado acimulo de H>O> na primeira folha e tecidos radiculares

(Afifi e Swanton, 2012).
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Quando a competicdo por nitrogénio se estabelece ocorre reducdo da disponibilidade do
nutriente para a cultura, causando estresse, prejudicando processos fisiolégicos e bioquimicos
na planta. Essa condi¢c@o de estresse celular pode ser avaliada através da peroxidacao lipidica
(Huang et al., 2004). Nos hibridos AG2040, BG7060 e BG7051 houve maior peroxidacao de
lipideos no tratamento controle, podendo concluir que a bactéria auxilia na atividade das
enzimas antioxidantes promovendo a reducdo da peroxidacdo de lipideos, observando que a
alta atividade da POD pode estar relacionada a grande disponibilidade de H>O> produzido pelo
estresse por deficiéncia de N, e desta forma a POD seria a principal enzima para a quebra do
perdxido, ja que esta localizada na parede celular. Dessa forma, a bactéria apresenta capacidade
de promover aumento em caracteristicas morfolégicas e bioquimicas, quando ocorre interagdo
adequada entre planta e bactéria, sendo importante descobrir as condi¢des adequadas para que

bactéria seja responsiva no aumento da produtividade de graos da cultura do milho.

4. Conclusao
Os hibridos t€ém comportamentos distintos com a presenca da bactéria, porém esta afeta

positivamente a atividade das enzimas antioxidantes e aumenta o sistema radicular e a 4rea

foliar das plantas.
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CONSIDERACOES FINAIS

A cultura do milho apresenta altas repostas a adubacgdo, principalmente para a
disponibilidade do nitrogénio (N) que influencia o crescimento e desenvolvimento da planta,
refletindo na produtividade de grdos. A utilizacdo da bactéria Azospirillum brasilense tém se
tornado uma fonte alternativa para a demanda de N, através da fixag@o bioldgica desse nutriente.
Além da fixacdo de N atmosférico a bactéria contribui incrementando o desenvolvimento
radicular da planta, aumentando a drea de absorcao da raiz.

A contribui¢do positiva da inoculacdo com A. brasilense é muito estudada, entretanto
ndo se tém uma padronizacdo quanto as condi¢cdes em que a planta apresenta maiores
incrementos na interacao planta-bactéria. A utilizacio da bactéria visa promover o desempenho
da cultura do milho, como nos resultados obtidos neste estudo, os quais apresentaram maior
tendéncia de efeito positivo quando a bactéria estd associada a hibridos simples de milho. A
aplicagdo via foliar pode ser considerada uma alternativa pratica adotada pelo agricultor,
apresentando efeito positivo quando realizada no estddio fenoldgico V2. Essa resposta
possivelmente seja devido a planta ainda ndo estar com seu dossel estabelecido e a pulverizagao
atingir, além da planta, o solo podendo a bactéria se associar tanto via foliar quanto via raiz.

Dessa forma, ficam evidentes as contribui¢des proporcionadas pela bactéria afetando
positivamente a atividade das enzimas antioxidantes, aumentando o sistema radicular e a drea
foliar das plantas, incrementando a contribuicdo relativa de N e com isso refletindo na maior

produtividade de graos.
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ANEXO A - Anilise de solo da drea experimental do Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Diagndstico para acidez do solo e calagem

Amostra N° registro pH H+Al Al Bases Indice SMP dgua 1:1
cmol/dm3 - Saturagdo (%)-------
2013/14 29371 5,1 7,9 10,5 47.8 5,6
2014/15 17185 5,2 4.4 6,1 67,5 6,0
Diagnéstico para macronutrientes e recomendacdo de adubagdao NPK- S
% M.O. % Argila S P-melich CTC pH7 K
m/v mg/dm? cmol/dm? mg/dm?3

2013/14 2,2 33,5 25,0 17,3 14,7 84,0
2014/15 24 24,0 12,0 12,6 13,7 108,0
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Laudo emitido pelo Laboratério de Andlise de Solo da UFSM. Determinado em analisador elementar de combustao

seca.
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ANEXO B. Extrato do balanco hidrico normal por Thornthwait & Mather (1955), representado
por decéndios para 2013 (a), 2014 (b) e 2015 (c) para Santa Maria (RS).
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Adaptado de Rolim &  Sentelhas (1998). Disponivel em:  <https://geojurista.files.wordpr
ess.com/2014/04/bhaula.xls>. Dados das estagdes automadticas do Instituto Nacional de Metereologia INMET).
Disponivel em: <https://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r= bdmep%2Fbdmep>.
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ANEXO C. Resumo da andlise de variancia para as varidveis de indice de area foliar (IAF),
altura de planta (AP), altura de inser¢ao de espiga (AE), didmetro de colmo (DC), indice relativo
de clorofila (CL), numero de espigas por planta (NE) dos hibridos, de milho, inoculados com
A. brasilense, na safra 2013/14.

Fvt GL3 IAF AP AE DC CL NE
HS* AG8025
Valor de Pr>Fc 0,17 0,16 0,07 0,52 0,00 0,75
Inoculagdo 4 0,19 0,01 0,01 0,02 16,02%* 0,00
Repeti¢do 3 0,15 0,10 0,04 0,00 3,05 0,00
Erro 12 0,10 0,01 0,00 0,02 1,02 0,00
CV (%) 8,41 3,22 4,76 6,81 2,17 5,49
Média 3,75 2,25 1,31 2,03 46,41 0,94
HS AG9045
Valor de Pr>Fc 0,06 0,27 0,58 0,70 0,40 0,02
Inoculagao 4 0,28 0,00 0,00 0,01 6,86 0,00*
Repeticdo 3 0,05 0,00 0,01 0,08 39,82 0,01
Erro 12 0,08 0,00 0,00 0,01 6,28 0,00
CV (%) 8,22 1,77 4,48 5,56 5,22 3,36
Média 3,36 2,14 1,18 2,19 48,01 0,96
HD AG1051
Valor de Pr>Fc 0,00 0,05 0,00 0,16 0,00 0,99
Inoculagdo 4 1,146 ** 0,02%* 0,02%* 0,02 32,71%%* 0,00
Repeticao 3 0,02 0,03 0,02 0,01 2,19 0,01
Erro 12 0,08 0,01 0,00 0,01 2,38 0,01
CV (%) 8,61 3,30 2,95 4,46 3,12 8,02
Média 3,24 2,17 1,21 2,08 49,37 0,92
HD AG2040
Valor de Pr>Fc 0,51 0,56 0,06 0,03 0,00 0,21
Inoculagao 4 0,04 0,01 0,01 0,04* 19,56%* 0,01
Repeti¢do 3 0,02 0,11 0,01 0,14 0,12 0,01
Erro 12 0,06 0,01 0,00 0,01 0,18 0,01
CV (%) 6,28 4,74 4,65 4,67 0,89 10,82
Média 3,59 2,10 1,22 2,25 47,68 0,76
HT AG5011
Valor de Pr>Fc 0,27 0,04 0,06 0,03 0,17 0,15
Inoculagao 4 0,09 0,02* 0,00 0,08* 18,72 0,01
Repeti¢do 3 0,01 0,05 0,00 0,06 7,21 0,01
Erro 12 0,06 0,00 0,00 0,02 9,75 0,01
CV (%) 6,95 0,38 3,15 6,87 5,79 9,75
Média 3,52 2,03 1,18 2,03 53,95 0,86
HT AG8011
Valor de Pr>Fc 0,11 0,07 0,04 0,46 0,00 0,04
Inoculagao 4 0,25 0,01 0,01* 0,02 34,84 %* 0,01*
Repeti¢do 3 0,09 0,02 0,00 0,06 1,46 0,00
Erro 12 0,11 0,00 0,00 0,02 1,81 0,00
CV (%) 9,75 2,99 3,12 5,98 2,69 6,61
Média 3,33 2,19 1,22 2,11 49,92 0,85

Fator de variagdo; 2Coeficiente de variag@o. 3Graus de liberdade. **Significativo a 1% de probabilidade (p < 01)
*significativo a 5% de probabilidade (01 = < p > 05). “HS: hibrido simples; HD: hibrido duplo; HT: hibrido triplo.
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ANEXO D. Resumo da andlise de variancia para as varidveis de ndmero de fileiras por espiga
(NF), nimero de graos por fileira (GF), nimero de graos por espiga (GE), diametro de espiga
(DE), comprimento de espiga (CE), massa de mil graos (MMG) e produtividade de graos (PG)
dos hibridos, de milho, inoculados com A. brasilense, na safra 2013/14.

Fvt GL3 NF GF GE DE CE MMG PG
HS* AG8025
Valor de Pr>Fc 0,06 0,02 0,00 0,07 0,01 0,00 0,15
Inoculagdo 4 0,47 6,25*%  3398,14** 0,05 1,38%%  703,55%* 211483,45
Repeticao 3 0,07 3,32 287,83 0,03 0,20 12,52 347254,62
Erro 12 0,15 1,40 271,08 0,02 0,21 16,41 101650,49
CV (%) 2,77 4,02 3,96 2,90 3,16 1,24 4,42
Média 14,18 29,42 415,98 4,47 14,61 327,57 7208,10
HS AG9045
Valor de Pr>Fc 0,02 0,03 0,01 0,37 0,13 0,03 0,00
Inoculagdo 4 0,56%* 18,36*  3633,71** 0,02 1,58 484,79*%  2407603,23%*
Repeticao 3 0,13 1,94 818,83 0,04 0,73 84,22 338111,73
Erro 12 0,13 4,61 595,23 0,02 0,72 130,35 156958,06
CV (%)? 2,70 6,77 5,69 3,37 5,54 3,75 5,31
Média 13,39 31,74 428,96 4,27 15,26 304,74 7458,10
HD AG1051
Valor de Pr>Fc 0,00 0,09 0,17 0,19 0,02 0,00 0,06
Inoculagdo 4 0,40%* 4,13 933,17 0,10 1,77 168,42%* 681082,34
Repeticao 3 0,05 0,45 179,48 0,00 0,05 7,93 94716,74
Erro 12 0,06 1,56 481,34 0,01 0,37 22,33 228402,25
CV (%) 1,49 4,64 5,11 1,45 450,00 1,51 6,99
Média 15,95 26,93 429,50 4,92 13,47 312,42 6839,62
HD AG2040
Valor de Pr>Fc 0,01 0,06 0,02 0,35 0,07 0,01 0,00
Inoculagdo 4 0,61%* 4,24 1987,91%* 0,03 1,21 609,04**  754718,57 **
Repeticdo 3 0,74 2,20 543,78 0,03 0,63 161,03 110396,74
Erro 12 0,12 1,39 419,41 0,02 0,42 116,38 62419,78
CV (%) 2,32 3,99 4,64 3,44 4,44 4,05 5,54
Média 15,08 29,49 441,16 4,47 14,58 266,66 4509,35
HT AG5011
Valor de Pr>Fc 0,50 0,00 0,02 0,24 0,00 0,01 0,00
Inoculagdo 4 0,42 28,50**  5317,15* 0,05 4,82%*%  720,58**% 2721316,53**
Repeti¢do 3 0,41 1,87 1038,92 0,04 0,16 50,61 300968,06
Erro 12 0,47 2,46 1217,77 0,03 0,30 136,32 90630,28
CV (%) 4,65 5,10 7,74 3,51 3,75 3,67 5,43
Média 14,67 30,75 450,95 4,88 14,52 318,32 5547,88
HT AGS8011
Valor de Pr>Fc 0,07 0,34 0,47 0,42 0,06 0,01 0,07
Inoculagédo 4 0,60 8,42 893,13 0,02 1,19 283,02*%*%  2015127,14
Repeti¢do 3 0,04 10,69 111494 0,00 0,81 273,37 174471,25
Erro 12 0,21 6,66 950,43 0,02 0,38 55,57 698132,06
CV (%) 2,69 7,58 5,22 3,01 4,35 2,96 12,14
Média 16,89 34,05 590,14 4,86 14,18 251,88 6880,40

Fator de variagdo; 2Coeficiente de variag@o. 3Graus de liberdade. **Significativo a 1% de probabilidade (p < 01)
*significativo a 5% de probabilidade (01 = < p > 05). “HS: hibrido simples; HD: hibrido duplo; HT: hibrido triplo.
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ANEXO E. Resumo da andlise de varidncia para as varidveis de indice de 4rea foliar (IAF),
altura de planta (AP), altura de inser¢ao de espiga (AE), didmetro de colmo (DC), indice relativo
de clorofila (CL), nimero de espigas por planta (NE) de seis hibridos, de milho, inoculados
com A. brasilense, na safra 2014/15.

Fv! GL3 IAF AP AE DC CL NE
HS* AG8025
Valor de Pr>Fc 0,00 0,67 0,00 0,06 0,00 0,71
Inoculacdo 4 0,65%* 0,00 0,033 0,02 28,83%* 0,01
Repeti¢do 3 0,10 0,02 0,01 0,00 1,60 0,01
Erro 12 0,04 0,00 0,00 0,01 1,76 0,01
CV (%) 4,02 2,99 5,00 4,44 2,58 10,57
Média 4,65 1,91 1,09 1,96 51,37 0,98
HS AG9045
Valor de Pr>Fc 0,01 0,50 0,00 0,00 0,53 0,24
Inoculacdo 4 0,23%* 0,00 0,03 0,06 1,98 0,02
Repeti¢do 3 0,03 0,01 0,01 0,00 3,85 0,01
Erro 12 0,04 0,00 0,00 0,01 2,37 0,01
CV (%)* 4,59 3,71 5,01 4,86 2,97 11,87
Média 4,14 1,84 1,03 1,87 51,91 0,94
HD AG2040
Valor de Pr>Fc 0,00 0,00 0,21 0,01 0,28 0,37
Inoculacdo 4 0,43%* 0,03 0,00 0,05%* 11,08 0,01
Repeticdo 3 0,07 0,00 0,02 0,00 29,66 0,01
Erro 12 0,02 0,00 0,00 0,01 7,73 0,01
CV (%) 3,84 1,30 4,25 4,22 5,54 10,84
Média 4,05 2,16 1,24 2,23 50,23 0,94
HD Feroz
Valor de Pr>Fc 0,00 0,00 0,28 0,06 0,16 0,51
Inoculagdo 4 0,09%* 0,02%* 0,01 0,03 8,20 0,01
Repeticdo 3 0,02 0,01 0,03 0,01 5,22 0,00
Erro 12 0,01 0,00 0,01 0,01 4,16 0,00
CV (%) 2,31 2,76 5,63 3,80 3,88 10,72
Média 3,82 2,20 1,35 1,99 52,53 0,94
HT BG7051
Valor de Pr>Fc 0,00 0,39 0,11 0,12 0,00 0,12
Inoculagdo 4 0,30%* 0,01 0,01 0,01 25,05%* 0,01
Repeti¢do 3 0,06 0,01 0,01 0,01 0,98 0,02
Erro 12 0,03 0,01 0,01 0,01 0,81 0,00
CV (%) 4,49 4,97 6,91 3,30 1,70 7,52
Média 3,73 1,99 1,13 2,27 52,81 0,88
HT BG7060
Valor de Pr>Fc 0,03 0,17 0,07 0,00 0,04 0,01
Inoculacdo 4 0,20%* 0,01 0,01 0,10%* 16,69 0,02
Repeti¢do 3 0,05 0,01 0,00 0,01 4,23 0,00
Erro 12 0,05 0,01 0,00 0,01 4,88 0,00
CV (%) 5,20 3,93 4,88 3,71 4,32 5,77
Média 4,39 2,13 1,14 2,02 51,18 0,92

Fator de variagdo; 2Coeficiente de variag@o. 3Graus de liberdade. **Significativo a 1% de probabilidade (p < 01)
*significativo a 5% de probabilidade (01 = < p > 05). “HS: hibrido simples; HD: hibrido duplo; HT: hibrido triplo.
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ANEXO F. Resumo da andlise de variancia para as varidveis de nimero de fileiras por espiga
(NF), nimero de graos por fileira (GF), nimero de graos por espiga (GE), diametro de espiga
(DE), comprimento de espiga (CE), massa de mil graos (MMG) e produtividade de graos (PG)
dos hibridos, de milho, inoculados com A. brasilense, na safra 2014/15.

FV1 GL3 NF GF GE DE CE MMG PG
HS* AG9045
Valor de Pr>Fc 0,00 0,01 0,01 0,00 0,07 0,19 0,00 **
Inoculagdo 4 0,67**  5,88**  02537*%*  (,07** 1,53 164,05 4519805,33**
Repeticao 3 0,06 1,98 93,47 0,00 0,36 80,51 473716,71
Erro 12 0,02 1,14 191,45 0,00 0,52 90,05 368741,10
CV (%)? 1,10 3,68 3,42 0,74 4,79 2,43 7,20
Média 13,87 28,99 404,26 4,84 15,03 390,00 8432,58
HS AGS8025
Valor de Pr>Fc 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,32
Inoculagdo 4 0,44** 11,26%* 1783,83** (0,05%*  8,73**  470,73*%* 400699,28
Repeticao 3 0,01 1,14 207,37 0,00 0,19 10,77 661395,25
Erro 12 0,02 1,93 183,87 0,00 0,64 40,05 306347,08
CV (%) 1,10 4,27 3,05 1,00 5,38 1,64 5,34
Média 14,10 31,79 44471 4,96 14,81 386,82 10360,22
HD AG2040
Valor de Pr>Fc 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,25
Inoculagdo 4 0,49%*  16,49** 1746,70** 0,11**  5,28%* 493 84** 1387432,19
Repeticao 3 0,17 10,34 473,35 0,00 0,33 22,17 1181754,36
Erro 12 0,09 1,86 340,65 0,00 0,55 70,10 899247,80
CV (%) 1,90 5,06 4,41 0,86 4,76 2,24 10,03
Média 15,53 16,93 418,50 4,89 15,59 373,16 945298
HD Feroz
Valor de Pr>Fc 0,23 0,00 0,02 0,05 0,00 0,01 0,88
Inoculagdo 4 0,44 16,51**  3170,99%* 0,03* 1,89*%*  503,20%* 351562,29
Repeticao 3 0,18 4,77 1534,15 0,02 0,47 39,03 2884848,88
Erro 12 0,28 1,55 702,57 0,01 0,27 99,90 1238609,80
CV (%) 3,53 4,54 6,52 1,81 3,16 2,98 13,48
Média 14,85 27,39 406,77 4,81 16,47 335,35 8254,64
HT BG7051
Valor de Pr>Fc 0,31 1,00 0,59 0,00 0,00 0,00 0,00
Inoculagdo 4 0,34 0,09 389,20 0,12%*  4,00%* 1591,62** 3980848,39**
Repeticao 3 0,13 1,50 458,30 0,00 1,21 377,08 27491,26
Erro 12 0,25 1,97 536,45 0,00 0,35 207,13 55797,60
CV (%) 3,33 4,82 5,27 1,00 3,86 4,15 3,00
Média 15,12 29,08 439,60 4,95 15,32 347,08 7867,09
HT BG7060
Valor de Pr>Fc 0,00 0,05 0,05 0,00 0,00 0,00 0,33
Inoculagdo 4 0,88%* 8,52%* 786,43* 0,12%*%  2.092%*%  1184,95%* 1507663,31
Repeticao 3 0,05 1,53 173,83 0,00 0,14 148,52 321203,15
Erro 12 0,09 2,65 237,57 0,02 0,19 85,10 1171774,11
CV (%) 1,95 5,17 3,28 2,57 2,87 2,72 12,55
Média 15,12 31,48 469,48 4,92 14,99 339,72 862872,00

Fator de variagdo; 2Coeficiente de variagdo. 3Graus de liberdade. **Significativo a 1% de probabilidade (p < 01)
*significativo a 5% de probabilidade (01 = < p > 05). “HS: hibrido simples; HD: hibrido duplo; HT: hibrido triplo.
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ANEXO G. Indice de 4rea foliar (IAF), altura de planta (AP), altura de insercao de espiga (AE),
diametro de colmo (DC), clorofila total (CL) e nimero de espigas (NE) na aplicacdo de A.
brasilense em hibridos simples (HS), duplo (HD) e triplo (HT), na safra 2013/14.

~ IAF AP AE DC CL NE
Inoculagdo )
m m m cm %0 -
HS AG8025
Controle 3,51 2,17 1,26 1,98 44,62 b* 0,92
TS 3,77 2,24 1,40 2,14 45,11b 0,94
V2 3,77 2,28 1,32 2,03 48,93 a 0,96
V2+V4 3,62 2,31 1,33 2,00 48,21 a 0,94
V4 4,09 2,23 1,25 2,00 45,17 b 0,96
Média 3,75 2,25 1,31 2,03 46,41 0,94
CV 8,41 3,22 4,76 6,81 2,17 5,49
HS AG9045
Controle 3,04m 2,16™ 1,17 2,22m 46,45 0,95
TS 3,35 2,12 1,17 2,20 47,05 1,00
V2 3,22 2,14 1,17 2,11 47,90 0,95
V2+V4 3,76 2,11 1,16 2,22 49,14 0,91
V4 3,42 2,16 1,21 2,20 49,50 0,97
Média 3,36 2,14 1,18 2,19 48,01 0,96
CV 8,22 1,77 4,48 5,56 5,22 3,36
AG1051
Controle 2,96 ¢ 2,18 a 1,23 b 2,14 48,74 a 0,92
TS 3,51b 2,24 a 1,15¢ 2,11 50,92 a 0,92
V2 2,55¢ 2,22 a 1,32 a 2,15 44,64 b 0,91
V2+V4 3,26 b 2,10b 1,18 ¢ 2,03 50,85 a 0,92
V4 3,96 a 2,10b 1,17 ¢ 2,01 51,69 a 0,93
Média 3,25 2,17 1,21 2,08 49,37 0,92
CV 8,61 3,3 2,95 4,46 3,12 8,02
AG2040
Controle 3,421 2,041 1,20 2,10b 49,57 a 0,73
TS 3,57 2,13 1,23 2,29 a 49,15 a 0,75
V2 3,66 2,11 1,17 2,30 a 44,29 ¢ 0,79
V2+V4 3,69 2,07 1,22 2,19a 46,61 b 0,85
V4 3,60 2,14 1,30 2,36 a 48,78 a 0,71
Média 3,59 2,10 1,22 2,25 47,68 0,76
CV 6,28 4,74 4,65 4,67 0,89 10,82
AG5011
Controle 3,56 2,11m 1,20 2,08 a 55,10 0,84
TS 3,71 1,95 1,14 221 a 50,24 0,8
V2 3,54 2,03 1,19 2,09 a 55,4 0,86
V2+V4 3,30 2,07 1,15 1,93b 53,82 0,87
V4 3,50 1,99 1,21 1,86 b 55,18 0,96
Média 3,52 2,03 1,18 2,03 53,95 0,86
CV 6,95 0,38 3,15 6,87 5,79 9,75
AGS8011
Controle 3,37ms 2,270 1,26 a 2,098 53,49 a 0,86 b
TS 3,41 2,11 1,18 b 2,18 49,19 b 0,84 b
V2 3,05 2,2 1,24 a 2,11 45,60 ¢ 0,80b
V2+V4 3,13 2,2 1,22 a 2,01 51,60 a 0,82 b
V4 3,68 2,18 1,18 b 2,13 49,73 b 0,94 a
Média 3,33 2,19 1,22 2,1 49,92 0,85
CV 9,75 2,99 3,12 5,98 2,69 6,61

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste Skott-Knott, a 5% de
probabilidade. Controle: sem inoculacéo; TS: inoculacéio na semente; V2: aplicagdo foliar no estadio V2; V2+V2:
associagdo de aplicagdo foliar nos estddios V2 e V4; V4: aplicagdo foliar em V4, com A. brasilense.
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ANEXO H. Médias das varidveis de niimero de fileiras por espiga (NF), nimero de graos por
fileira (GF), nimero de graos por espiga (GE), comprimento de espiga (CE, cm), massa de mil
grios (MMG, g) e produtividade de grio (PG, kg ha') dos hibridos de milho em fungdo da
aplicacdo de A. brasilense, avaliados na safra 2013/14.

~ NF GF GE DE CE MMG PG
Inoculagdo 1
- - - cm cm g Kg ha
HS** AG8025
Controle 13,73 29,13 b* 390,84 b 4,46 14,49b 321,13 ¢ 7521,95"
TS 14,60 30,60 a 446,94 a 4,42 14,46 b 336,08 b 7198,66
V2 14,20 27,60 b 381,63 b 4,42 13,83 b 323,60 ¢ 7306,31
V2+V4 13,96 29,15b 419,75 a 4,67 14,83 a 311,60 d 6901,45
V4 14,40 30,60 a 440,74 a 4,40 1543 a 34542 a 7112,12
Média 14,18 29,42 415,98 4,47 14,61 327,57 7208,10
CvV 2,77 4,02 3,96 2,90 3,16 1,24 4,42
HS AG9045
Controle 13,20b 28,50 376,58 b 4,28 " 15,20 298,60 b 6258,47 ¢
TS 13,40b 31,85 444,44 a 4,25 15,60 289,46 b 7864,37 a
V2 13,33 b 33,27 430,99 a 4,19 14,35 305,52 a 8350,85 a
V2+V4 13,00 b 34,00 442,06 a 4,25 16,04 315,11 a 7381,01 b
V4 14,00 a 31,10 450,75 a 4,40 15,13 315,00a  7435,81b
Média 13,39 31,74 428,96 4,27 15,26 304,74 7458,1
Cv 2,70 6,77 5,69 3,37 5,54 3,75 5,31
HD AG1051
Controle 15,87 a 25,60™ 406,15 4,98 13,05b 323,78 a  7070,51™
TS 1547b 28,30 437,85 4,94 14,42 a 308,20 b 6644,78
V2 16,13 a 27,27 439,87 4,93 13,03 b 311,70 b 6358,57
V2+V4 16,30 a 27,11 441,81 4,85 13,93 a 308,85 b 6701,99
V4 16,00 a 26,35 421,81 4,91 1293 b 309,56 b 742225
Média 15,95 26,93 429,5 4,92 13,47 312,42 6839,62
Cv 1,49 4,64 5,11 1,45 450 1,51 6,99
HD AG2040
Controle 15,40 a 29,27 450,71 a 4,43 15,10™ 268,22 a  4822,14™
TS 14,80 b 28,40 402,99 b 4,46 14,63 248,02 b 4390,67
V2 15,60 a 28,87 450,24 a 4,60 14,31 282,74 a 4376,4
V2+V4 14,80 b 29,85 441,82 a 4,37 15,07 267,22 a 5036,99
V4 14,80 b 31,07 460,05 a 4,46 13,79 267,10 a 3920,52
Média 15,08 29,49 441,16 4,47 14,58 266,66 4509,35
CvV 2,32 3,99 4,64 3,44 4,44 4,05 5,54
HT AG5011
Controle 14,40™ 30,20 b 435,00 b 4,70 13,85¢ 337,01 a 6360,95"
TS 14,50 31,25b 453,44 b 4,93 15,18 b 32432 a 4644.,89
V2 14,75 34,60 a 510,40 a 4,97 16,14 a 313,09b 6397,63
V2+V4 15,20 27,13 ¢ 412,71 b 4,86 13,73 ¢ 316,27 b 4825,85
V4 14,50 30,55 b 44322 b 4,94 13,69 ¢ 300,89 b 5520,08
Média 14,67 30,75 450,95 4,88 14,52 318,32 5547,88
CvV 4,65 5,10 7,74 3,51 3,75 3,67 543
HT AG8011
Controle 17,33 33,05 597,93 "¢ 4,927 13,75 239,00 b 6215,58"
TS 16,9 34,45 607,87 4,75 14,12 262,32 a 7783,61
V2 16,53 34,40 568,95 4,91 14,03 253,98 a 6237,84
V2+V4 17,2 32,30 582,51 4,82 13,88 250,72 a 6719,98
V4 16,46 36,07 593,43 4,91 15,12 253,38 a 744497
Média 16,89 34,05 590,13 4,86 14,18 251,88 6880,4
Cv 2,69 7,58 5,22 3,01 4,35 2,96 12,14

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste Skott-Knott, a 5% de
probabilidade de erro. Controle: sem inocula¢do; TS: inocula¢io na semente; V2: aplicag@o via foliar no estddio
V2; V2+V2: associacdo de aplicacdo foliar nos estddios V2 e V4; V4: aplicacdo foliar em V4, com A. brasilense.
HS: hibrido simples; HD: hibrido duplo; HT: hibrido triplo.
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ANEXO I. indice de drea foliar (IAF), altura de planta (AP), altura de insercdo de espiga (AE),
diametro de colmo (DC), clorofila total (CL) e nimero de espigas (NE) em hibridos simples
(HS), duplo (HD) e triplo (HT) com aplicacdo de A. brasilense, avaliados na safra 2014/15.

~ IAF AP AE DC CL NE
Inoculagao )
m m m cm % -
HS AG8025
Controle 4,23 c* 1,89 1,02 ¢ 2,06 50,63 ¢ 0,94 s
TS 4,58 b 1,89 1,04 ¢ 2,02 48,62 ¢ 0,99
V2 4,68 b 1,92 1,24 a 1,89 52,85b 1,01
V2+V4 5,30 a 1,94 1,04 ¢ 1,91 49,51 ¢ 1,03
\Z! 4,45b 1,91 1,13b 1,91 55,25 a 0,95
Média 4,65 1,91 1,09 1,96 51,37 0,98
(6% 4,02 2,99 5,00 4,44 2,58 10,57
HS AG9045
Controle 4,49 a 1,89 1,00 b 1,78 b 51,35™ 0,831
TS 426 a 1,81 0,97 b 1,74 b 51,06 0,93
V2 3,98 b 1,84 1,00 b 1,83 b 52,74 1,02
V2+V4 3,89b 1,82 1,17 a 2,02 a 52,41 0,97
\Z! 4,05b 1,83 0,98 b 1,98 a 52,00 0,96
Média 4,14 1,84 1,03 1,87 51,91 0,94
CvV 4,59 3,71 5,01 4,86 2,97 11,87
HD AG2040
Controle 4,49 a 2,12 ¢ 1,220 2,28 a 50,49 ns 0,90 s
TS 4,26 a 2,28 a 1,29 2,12b 50,04 0,92
V2 3,93b 2,17b 1,25 2,37 a 52,88 0,88
V2+V4 3,65¢ 2,04d 1,21 2,11b 49,25 0,99
V4 391b 2,18Db 1,22 2,25 a 48,50 1,01
Média 4,05 2,16 1,24 2,23 50,23 0,94
CvV 3,84 1,30 4,25 4,22 5,54 10,84
HD Feroz
Controle 3,95a 2,08 b 1,39 2,131 50,20 0,86™
TS 4,00 a 2,16 b 1,28 1,93 53,16 0,94
V2 3,67b 2,25 a 1,36 1,94 52,53 0,96
V2+V4 3,73b 221 a 1,39 1,94 52,70 0,98
V4 3,74b 2,28 a 1,35 2,03 54,06 0,97
Média 3,82 2,20 1,35 1,99 52,53 0,94
CvV 2,31 2,76 5,63 3,80 3,88 10,72
HT BG7051
Controle 3,68 b 2,001 1,170 2,321 53,28 b 0,89
TS 3,31c 1,98 1,06 2,30 54,20 a 0,85
V2 3,94 a 1,99 1,22 2,32 55,00 a 0,96
V2+V4 4,01 a 1,92 1,09 2,23 48,56 ¢ 0,90
V4 3,72b 2,08 1,12 2,20 53,00 b 0,82
Média 3,73 1,99 1,13 2,27 52,81 0,88
CvV 4,49 4,97 6,91 3,30 1,70 7,52
HT BG7060
Controle 4,720 2,221 1,15 2,16 a 51,05m™ 091b
TS 4,49 2,18 1,18 2,08 a 54,12 0,95 a
V2 4,16 2,08 1,11 2,13 a 49,10 0,84 b
V2+V4 4,36 2,10 1,08 1,99b 49,50 0,88 b
\Z! 4,22 2,10 1,19 1,77 ¢ 52,12 1,01 a
Média 4,39 2,13 1,14 2,02 51,18 0,92
(6% 5,20 3,93 4,88 3,71 4,32 5,77

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste Skott-Knott, ao nivel de 5%
de probabilidade de erro. Controle: sem inocula¢@o; TS: inocula¢do na semente; V2: aplicagdo via foliar no estddio
V2; V2+V2: associagdo de aplicacio foliar nos estadios V2 e V4; V4: aplicagdo foliar em V4, com A. brasilense.
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ANEXO J. Numero de fileiras por espiga (NF), nimero de graos por fileira (GF), nimero de
graos por espiga (GE), comprimento de espiga (CE), massa de mil grios (MMG) e
produtividade de grao (PG) dos hibridos de milho, simples (HS), duplo (HD) e triplo (HT), em
func¢do da aplicagdo de A. brasilense, avaliados na safra 2014/15.

~ NF GF GE DE CE MMG PG
Inoculacdo 1
- - cm cm g kg ha
AG8025
Controle 14,20 b 31,57b 448,23 b 5,07 a 14,38 b 377,13 b 10296,85 "™
TS 13,89 ¢ 31,13 b 419,35 ¢ 5,01 a 14,57 b 378,70 b 9872,64
V2 13,80 ¢ 32,67a 450,83 b 4,92b 14,42 b 38595b 10546,56
V2+V4 14,00 ¢ 33,90 a 474,57 a 4,80 c 1731 a 38791b 10372,59
V4 14,63 a 29,43 b 430,59 ¢ 5,02 a 13,37b 404,40 a 10712,46
Média 14,10 31,74 444,71 4,96 14,81 386,82 10360,22
CvV 1,10 4,27 3,05 1,00 5,38 1,64 5,34
AG9045
Controle 14,42 a 28,88 b 416,46 a 4,94 a 14,82 395,58 ™ 9641,75 a
TS 13,60 b 28,60 b 388,97 b 4,82 b 15,15 382,02 8344,55b
V2 13,57b 30,33 a 411,53 a 4,96 a 14,22 388,47 9226,67 a
V2+V4 1420 a 27,23 b 386,66 b 4,63 c 15,05 386,54 6933,99 ¢
V4 13,57b 29,90 a 417,68 a 4,87 b 15,93 397,41 801592 b
Média 13,87 28,99 404,26 4,84 15,03 390,00 8432,58
CvV 1,10 3,68 3,42 0,74 4,79 2,43 7,20
AG2040
Controle 15,73 a 27,53 a 418,29 a 4,90 b 15,49 b 371,28 a 9581,54"
TS 15,00 b 28,25a 440,74 a 4,73 c 15,63 b 356,13 b 10198,62
V2 1593 a 26,35a 419,68 a 4,77 c 15,70 b 386,79 a 9722,74
V2+V4 1555a 23,70 b 368,28 b 4,92 b 13,95¢ 375,30 a 8671,43
V4 1545a 28,83 a 445,49 a 5,15a 17,19 a 376,28 a 9090,57
Média 15,53 26,93 418.,5 4,89 15,59 373,16 9452,98
CV 1,90 5,06 4,41 0,86 4,76 2,24 10,03
Feroz
Controle 14,93 25,19b 376,21 b 4,941 15,67 b 322,12b 858547
TS 15,03 25,270 380,54 b 4,83 17,20 a 32493 b 7928.,45
V2 14,47 28,23 a 408,25 a 4,76 16,49 a 346,43 a 8421,31
V2+V4 15,28 28,63 a 437,48 a 4,73 15,90 b 33791 a 8384,93
V4 14,57 29,61 a 431,35 a 4,82 17,10 a 34485 a 7953,05
Média 14,85 27,39 406,77 4,81 16,47 335,25 8254,64
CV 3,53 4,54 6,52 1,81 3,16 2,98 13,48
BG7051
Controle 14,95 29,07 434,64 " 525a 15,60 b 364,20 a 7588,77 ¢
TS 15,6 29,18 455,01 4,87 c 14,12 ¢ 371,61 a 9190,42 a
V2 15,00 29,10 436,71 4,83 c 15,43 b 325,12 b 8001,52b
V2+V4 14,87 28,83 442,53 4,84 c 16,77 a 340,51 b 812547b
V4 15,18 29,20 429,10 4,94 b 14,70 ¢ 333,97 b 6429,26 d
Média 15,12 29,08 439,60 4,95 15,32 347,08 7867,09
CvV 3,33 4,82 5,27 1,00 3,86 4,15 3,00
BG7060
Controle 15,28 b 30,30 a 462,94 b 5,15a 14,62 b 324,38 b 8053,15™
TS 15,53 b 29,73 b 461,38 b 4,81b 1598 a 353,02 a 8144,81
V2 15,37b 31,60 a 469,21 b 4,80 b 14,27 327,10 b 8630,48
V2+V4 1433 b 33,10 a 460,08 b 4,77 b 14,24 b 331,13 b 8720,07
V4 15,10 b 32,70 a 493,76 a 5,06 a 15,83 a 362,95 a 9595,09
Média 15,12 31,48 469,47 4,92 14,99 339,71 8628,72
CvV 1,95 5,17 3,28 2,57 2,87 2,72 12,55

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste Skott-Knott, a 5% de
probabilidade de erro. Controle: sem inoculag@o; TS: inocula¢iio na semente; V2: aplicag@o via foliar no estadio
V2; V2+V2: associacdo de aplicacao foliar nos estddios V2 e V4; V4: aplicagado foliar em V4, com A. brasilense.
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ANEXO L. Resumo da andlise de variancia das varaveis de area foliar (AF), massa seca foliar
(MS), teor de clorofila (CL), carotenoides (CA), superéxido dismutase (SOD), guaiacol
peroxidase (POD), conteido de &cido tiobarbitirico (T-Bars) e nitrato redutase (NR), dos
hibridos de milho submetidos a inoculagdo com A. brasilense via semente e foliar.

Fv! GL3 AF MS CL CA SOD POD T-BARS NR
AG9045
Valor de Pr>Fc 0,03 0,50 0,01 0,00 0,14 0,00 0,00 0,01
Inoculacéo 2 100,29 0,00 0,06 0,00 10,35 0,32 0,28 636676,49
Erro 6 21,21 0,00 0,00 0,00 3,80 0,00 0,00 63532,19
CV (%)? 12,26 3,46 8,53 7,31 20,83 7,77 3,28 5,64
Média 37,58 1,90 0,75 0,13 9,36 0,75 2,03 4470,92
AGS8025
Valor de Pr>Fc - 0,01 0,74 0,87 0,30 0,00 0,00 0,85 0,04
Inoculacéo 2 150,65 0,00 0,00 0,00 869,39 0,32 0,04 813811,46
Erro 6 18,90 0,00 0,00 0,00 51,36 0,00 0,01 134244.,43
CV (%) 9,32 143 4,61 3,45 13.13 3,47 4,30 8,49
Média 46,64 1,92 0,81 0,14 54,58 0,99 2,33 4316,30
AG2040
Valor de Pr>Fc - 0,01 0,30 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,05
Inoculacéo 2 106,01 0,02 0,04 0,00 506,59 1,91 1,14 336210,29
Erro 6 13,87 0,02 0,00 0,00 41,67 0,13 0,00 65661,36
CV (%) 5,39 6,45 6,07 5,78 14,49 21,44 2,39 5,35
Média 69,16 1,95 0,65 0,13 44,56 1,70 2,57 4787,59
Feroz
Valor de Pr>Fc 0,02 0,66 0,73 0,53 0,00 0,00 0,84 0,00
Inoculacéo 2 256,02 0,00 0,00 0,00 1694,46 0,11 0,23 3362105,99
Erro 6 45,86 0,00 0,00 0,00 26,37 0,00 0,06 6770791
CV (%) 15,60 2,87 17,25 6,83 11,14 6,69 11,91 5,11
Média 4342 1,95 0,96 0,15 46,08 0,98 2,06 5089,44
BG7060
Valor de Pr>Fc 0,00 090 0,05 0,88 0,00 0,00 0,00 0,01
Inoculacéo 2 397,37 0,01 0,05 0,00 462,31 0,17 0,45 104443792
Erro 6 32,83 0,00 0,01 0,00 13,62 0,00 0,02 98160,45
CV (%) 26,74 245 1497 10,55 19,48 6,07 5,92 5,87
Média 2143 1,83 0,65 0,11 18,95 0,97 2,28 5335,74
BG7051
Valor de Pr>Fc 0,00 0,37 0,01 0,00 0,00 0,04 0,01 0,31
Inoculagdo 2 211,56 0,00 0,02 0,00 476,96 0,04 0,65 568201,63
Erro 6 20,29 0,00 0,00 3,33 18,46 0,01 0,06 398008,41
CV (%) 1942 1,70 6,20 0,45 17,83 8,83 9,77 14,15
Média 23,20 1,85 0,72 0,13 24,10 0,94 2,51 4457,96

Fator de variagio; 2Coeficiente de variagdo. 3Graus de liberdade. **Significativo a 1% de probabilidade (p < 01)
*significativo a 5% de probabilidade (01 = < p > 05).
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ANEXO M. Resumo da andlise de variincia para as varidveis morfolégicas de comprimento
de raiz (CR), area projetada (AP), area superficial (AP), didmetro de raiz (DR), volume de raiz
(VR), numero de ramificacdes (NRA) e massa seca (MS) da parte radicular dos hibridos de
milho inoculados com A.brasilense.

Fv! GL3 CR AP AS DR VR NRA MS
AG9045
Valor de Pr>Fc 0,22 0,18 0,18 0,7 0,14 0,01 0,44
Inoculagdo 2 30552,93 138,28 1217,82 0,00 0,33 389194,75 0,35
Erro 12 15609,64 58,70 516,87 0,00 0,12 30355,08 0,38
CV (%)? 22,53 23,10 21,28 2,54 21,49 23,87 38,02
Média 554,47 33,17 106,84 0,64 1,61 729,83 1,61
AGS8025
Valor de Pr>Fc 0,00 0,00 0,00 0,95 0,00 0,00 0,00
Inoculagdo 2 41040,15 132,34 1306,94 0,00 0,22 881911,00 0,00
Erro 12 1153,45 1,48 14,64 0,00 0,01 9260,25 0,00
CV (%) 5,86 3,59 3,59 7,80 5,71 6,61 0,36
Média 579,93 33,91 106,53 0,57 1,64 1455,83 1,86
AG2040
Valor de Pr>Fc 0,02 0,03 0,03 0,62 0,89 0,00 0,01
Inoculagdo 2 163964,83 336,86 3323,08 0,00 0,37 260825,00 0,00
Erro 12 19361,42 47,24 466,01 0,00 0,10 110622,00 0,00
CV (%) 12,98 10,96 10,95 8,21 10,86 14,23 1,14
Média 1071,75 62,72 197,06 0,60 2,89 2338,00 1,85
Feroz
Valor de Pr>Fc 0,04 0,09 0,87 0,90 0,34 0,14 0,08
Inoculagdo 2 23074,78 70,84 698,54 0,00 0,07 146668,53 0,00
Erro 12 3794,92 18,78 185,53 0,00 0,05 53083,53 0,00
CV (%) 9,14 10,87 10,87 7,32 12,73 17,44 1,60
Média 673,82 39,88 125,29 0,60 1,79 1321,06 1,88
BG7060
Valor de Pr>Fc 0,52 0,66 0,07 0,08 0,01 0,31 0,04
Inoculagdo 2 1107,15 14,40 142,15 0,00 0,08 11294425 0,00
Erro 12 1517,39 3,25 32,10 0,00 0,01 78930,42 0,00
CV (%) 8,75 6,35 6,35 3,29 6,02 34,05 1,33
Média 445,39 28,40 89,22 0,66 1,43 825,17 1,82
BG7051
Valor de Pr>Fc 0,58 0,27 0,27 0,12 0,09 0,90 0,46
Inoculagdo 2 375,44 5,81 57,34 0,00 0,07 37134,75 0,00
Erro 12 631,39 3,55 34,99 0,00 0,02 9987,83 0,00
CV (%) 6,21 6,66 6,66 5,26 8,62 14,28 1,57
Média 404,68 28,29 88,86 0,69 1,56 700,00 1,79

!Fator de variagdo; 2Coeficiente de variacdo. *Graus de liberdade. **Significativo a 1% de probabilidade (p < 01)
*significativo a 5% de probabilidade (01 = < p > 05).
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ANEXO N. Resumo da andlise de variancia da atividade das enzimas superéxido dismutase
(SOD), guaiacol peroxidase (POD), contetido de dcido tiobarbittrico (T-Bars) e nitrato redutase
(NR) da parte radicular dos hibridos de milho inoculados com A. brasilense.

Fv! GL3 SOD POD T-BARS NR
AG9045
Valor de Pr>Fc 0,00 0,00 0,07 0,90
Inoculagdo 2 94,26 0,40 48,32 2911,47
Erro 12 5,18 0,01 14,52 27268,44
CV (%)* 25,21 15,45 46,43 10,43
Média 9,03 0,62 8,21 1582,96
AG8025
Valor de Pr>Fc 0,00 0,00 0,53 0,00
Inoculagdo 2 1522,69 0,54 2,55 1251117,61
Erro 12 15,38 0,01 3,91 92396,24
CV (%) 17,07 16,46 33,90 15,65
Média 22,97 0,56 5,83 2074,94
AG2040
Valor de Pr>Fc 0,01 0,00 0,00 0,54
Inoculagao 2 16,26 0,07 209,67 14024,03
Erro 12 2,30 0,01 3,48 21282,27
CV (%) 18,71 8,68 15,19 8,38
Média 8,10 0,84 12,28 1740,99
Feroz
Valor de Pr>Fc 0,55 0,03 0,00 0,56
Inoculagao 2 8,68 0,11 298,87 24053,83
Erro 12 13,87 0,01 4,50 32891,84
CV (%) 35,11 16,98 21,67 9,72
Média 10,61 0,89 9,79 1866,22
BG7060
Valor de Pr>Fc 0,27 0,00 0,00 0,08
Inoculagdo 2 5,44 0,21 679,97 134581,48
Erro 12 3,77 0,01 35,35 38437,47
CV (%) 18,59 15,72 45,12 9,77
Média 10,45 0,77 13,18 2007,55
BG7051
Valor de Pr>Fc 0,00 0,00 0,00 0,54
Inoculagdo 2 55,12 0,75 4491,61 29045,82
Erro 12 5,79 0,01 366,28 44014,62
CV (%) 23,81 11,99 71,72 11,36
Média 10,10 0,92 26,69 1847,37

Fator de variagio; 2Coeficiente de variagfo. 3Graus de liberdade. **Significativo a 1% de probabilidade (p < 01)
*significativo a 5% de probabilidade (01 = < p > 05).
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ANEXO O. Resposta foliar para as varidveis de clorofila total, carotenoides, e area foliar (AF)
dos hibridos de milho inoculados com A. brasilense.

Tratamento Clorofila total Carotenoides AF
mg/g FW mg/g FW cm?
AG9045
Controle 0,65b 0,11b 41,65 a
TS 0,69b 0,12b 38,30 a
V2 0,91 a 0,15a 32,78 b
CV (%) 8,53 7,31 12,26
Média Geral 0,75 0,13 37,58
AG8025
Controle 0,803 ™ 0,14m 52,93 a
TS 0,816 0,14 42,86 b
V2 0,801 0,13 44,11b
CV (%) 4,61 3,45 9,32
Média Geral 0,81 0,14 46,64
AG2040
Controle 0,73 a 0,14 a 67,50 b
TS 0,51 ¢ 0,10b 65,63 b
V2 0,70 b 0,14 a 74,37 a
CV (%) 6,07 5,78 5,39
Média Geral 0,65 0,13 69,16
Feroz
Controle 0,98 s 0,15 35,39b
TS 0,96 0,16 45,77 a
V2 0,93 0,15 49,10 a
CV (%) 7,25 6,83 15,60
Média Geral 0,96 0,15 43,42
BG7060
Controle 0,72 a 0,12 28,83 a
TS 0,71a 0,12 2391 a
V2 0,50b 0,10 11,53 b
CV (%) 14,97 10,55 26,74
Média Geral 0,65 0,11 21,43
BG7051
Controle 0,82 a 0,14 a 28,02 a
TS 0,68b 0,12b 25,77 a
V2 0,65b 0,12b 15,80 b
CV (%) 6,2 0,45 19,42
Média Geral 0,72 0,13 23,20

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott, a 5% de
probabilidade de erro. Controle: sem inocula¢@o; TS: inocula¢iio na semente; V2: aplicag@o via foliar no estadio
V2 de A. brasilense.
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ANEXO P. Niveis de MDA (T-Bars) e atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD)
guaiacol peroxidade (POD) e nitrato redutase (NR) na parte aérea de hibridos de milho

inoculados com A. brasilense.

T-BARS SOD POD NR
Tratamento nmol MDA mg! de U mg! U mg! uM de NO; g MF! h!
proteina proteina proteina
AG9045
Controle 2,02b 7,30 0,42 ¢ 4961,67 a
TS 2,34 a 10,91 0,74 b 4047,78 b
V2 1,73 ¢ 9,88 1,07 a 4403,33 b
CV (%) 3,28 20,83 7,77 5,64
Média Geral 2,03 9,36 0,75 4470,92
AG8025
Controle 2,4595m 63,10 a 0,75 ¢ 4911,67 a
TS 2,3028 34,98 b 0,85b 3945,00 b
V2 2,2392 65,66 a 1,36 a 4092,22 b
CV (%) 43 13.13 3,47 8,49
Média Geral 2,33 54,58 0,99 4316,30
AG2040
Controle 246 b 58,86 a 1,11b 5125,55™
TS 324 a 41,37b 1,39b 4456,11
V2 2,02 ¢ 33,46 b 2,61 a 4781,11
CV (%) 2,39 14,49 21,44 5,35
Média Geral 2,57 44,56 1,7 4787,59
Feroz
Controle 1,871 23,70 ¢ 1,00 b 6308,89 a
TS 2,38 71,03 a 0,78 ¢ 4406,11b
V2 1,93 43,51b 1,16 a 4553,33 b
CV (%) 11,91 11,14 6,69 511
Média Geral 2,06 46,08 0,98 5089,44
BG7060
Controle 2,73 a 20,64 b 0,69 b 5903,33 a
TS 2,11b 591c¢ 1,11a 5378,33b
\' 2,01b 30,29 a 1,10 a 4725,56 b
CV (%) 5,92 19,48 6,07 5,87
Média Geral 2,28 18,95 0,97 533574
BG7051
Controle 227b 3249 a 0,901 4950,56 ™
TS 3,04 a 30,20 a 0,85 4125,57
V2 221b 9,60 b 1,08 429778
CV (%) 9,77 17,83 8,83 14,15
Média Geral 2,51 24,1 0,94 4457,96

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott, a 5% de
probabilidade de erro. Controle: sem inocula¢do; TS: inocula¢io na semente; V2: aplicag@o via foliar no estddio

V2 de A. brasilense.
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ANEXO Q. Comprimento de raiz (CR), drea projetada (AP), drea superficial (AS), didmetro
(DR), volume (VR), nimero de ramificacdes (NRA) e massa seca (MS) das raizes dos hibridos
de milho inoculados com A. brasilense via semente e folha.

Hibridos CR AP2 A82 DR VR3 NRA MS
cm cm’ cm’ cm cm - g
AGI045
Controle 659,53 ™ 40,91 128,53 ™ 0,65™ 1,99 564,50 b 1,83
TS 545,61 30,36 103,30 0,64 1,47 1143 a 1,80
V2 458,28 28,23 88,70 0,64 1,37 482 b 1,811
Ccv 22,53 23,10 21,28 2,54 21,49 23,87 38,02
Média 554,47 33,17 106,84 0,64 1,61 729,83 1,61
AGS8025
Controle 573,44 b 32,54 102,21 b 0,57 1,45b 1251,50b 1,86 a
TS 700,00 a 41,13 a 129,22 a 0,57 1,95 a 2070,50 a 1,81 ¢
V2 466,35 ¢ 28,06 ¢ 88,15 ¢ 0,58 1,51b 1045,50 ¢ 1,84 b
Ccv 5,86 3,59 3,59 7,8 5,71 6,61 0,36
Média 579,93 33,91 106,53 0,57 1,64 1455,83 1,86
AG2040
Controle 813,23 b 50,75b 159,45 b 0,61m™ 2,49 1263 b 1,89 a
TS 1268,33 a 70,89 a 222,70 a 0,60 3,12 2823 a 1,81b
V2 1133,68 a 66,53 a 209,02 a 0,58 3,07 2928 a 1,86 a
Ccv 12,98 10,96 10,95 8,21 10,86 14,23 1,14
Média 1071,75 62,72 197,06 0,6 2,89 2338 1,85
Feroz
Controle 583,75 34,733 " 109,12 0,60™ 1,62 1238 1,85"m
TS 678,79 40,53 127,33 0,60 1,91 1153,50 1,92
V2 758,94 44,38 139,43 0,59 1,84 1571,67 1,88
CvV 9,14 10,87 10,87 7,32 12,73 17,44 1,60
Média 673,82 39,88 125,29 0,60 1,79 1321,06 1,88
BG7060
Controle 432,34 27,19 85,43 0,63 1,34b 1001 1,79b
TS 467,45 30,93 97,16 0,66 1,61 a 857,50 1,86 a
V2 436,38 27,07 85,06 0,68 1,32b 617 1,80 b
CvV 8,75 6,35 6,35 3,29 6,02 34,05 1,33
Média 445,39 28,4 89,22 0,66 1,43 825,17 1,82
BG7051
Controle 417,09 ™ 28,15m™ 88,44 s 0,67 1,50 645,50 ™ 1,80
TS 401,59 29,74 93,43 0,73 1,73 626,50 1,79
V2 395,36 26,97 84,72 0,66 1,45 828 1,77
CvV 6,21 6,66 6,66 5,26 8,62 14,28 1,57
Média 404,68 28,29 88,86 0,69 1,56 700 1,79

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott, a 5% de
probabilidade de erro. Controle: sem inocula¢do; TS: inoculacio na semente; V2: aplicag@o via foliar no estddio
V2 de A. brasilense.
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ANEXO R. Enzimas superéxido dismutase (SOD), guaiacol peroxidase (POD) e nitrato
redutase (NR), e niveis de MDA (T-bars) das raizes dos hibridos de milho inoculados com A.
brasilense via semente e folha.

T-BARS NR
Hibridos nmol MDA/ mg! de U mg‘slcl))]r)otel’na U mgﬁcl))]r)otefna uM de NO; g MF! h!
protefna
AGI9045
Controle 5,05 1325a 0,35¢ 1606,11"
TS 11,27 9,26 b 0,92 a 1589,44
V2 8,30 4,58 ¢ 0,58 b 1553,32
Ccv 46,43 25,21 15,45 10,43
Média 8,21 9,03 0,62 1582,96
AGS8025
Controle 5,10a 43,06 0,18b 1936,67 b
TS 6,52 a 11,58 0,72 a 2690,37 a
V2 5,88 a 14,27 0,78 a 1597,78 b
Ccv 33,9 17,07 16,46 14,65
Média 5,83 22,97 0,56 2074,94
AG2040
Controle 19,74 a 6,90 b 0,70 b 1805,19 ™
TS 8,95b 7,24 b 092 a 1729,26
V2 8,15b 10,18 a 0,89 a 1688,52
CcvV 15,19 18,71 8,68 8,38
Média 12,28 8,1 0,84 1740,99
Feroz
Controle 5,62b 12,01 0,73 b 176792 ™
TS 18,71 a 9,40 0.89 a 1973,70
V2 5,04 b 10,41 1,03 a 1952,10
Ccv 21,67 35,11 16,98 9,72
Média 9,79 10,61 0,89 1866,22
BG7060
Controle 26,64 a 9,30™ 0,88 a 2206,42 ™
TS 6,22 b 10,72 0,54 b 1845,00
V2 6,66 b 11,33 091 a 1971,23
Ccv 45,12 18,59 15,72 9,77
Média 13,18 10,45 0,77 2007,55
BG7051
Controle 61,29 a 1393 a 0,47 b 1914,45 ™
TS 9,54 b 8,13b 1,15a 1751,48
V2 9,23b 8,24 b 1,13 a 1876,17
Ccv 71,72 23,81 11,99 11,36
Média 26,69 10,1 0,92 1847,37

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott, a 5% de
probabilidade de erro. Controle: sem inocula¢do; TS: inocula¢io na semente; V2: aplicag@o via foliar no estddio
V2 de A. brasilense.



