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RESUMO

TRATAMENTO QUIMICO, USO DE ADITIVOS, Azospirillum brasilense E pH DO
SOLO NA CULTURA DO TRIGO

AUTOR: Marlo Adriano Bison Pinto
ORIENTADOR: Thomas Newton Martin

A resposta a inoculacdo de sementes de trigo com Azospirillum brasilense é variavel e
dependente de fatores relacionados ao manejo na inoculacdo e ao ambiente de cultivo.
Objetivou-se com esta pesquisa avaliar o efeito do pH do solo de cultivo, tratamento de
sementes, uso de osmoprotetor e a presenca de nitrogénio mineral, sobre a atividade da A.
brasilense e, os efeitos da bactéria sobre a qualidade fisiologica de sementes, crescimento e
fisiologia de plantas e a produtividade do trigo. Para isso foram realizados trés experimentos
utilizando-se a cultivar TBIO Toruk. O primeiro, conduzido no delineamento inteiramente
casualizado e em laboratorio, teve seus tratamentos organizados em um bifatorial 2x8, com
quatro repeticdes. O primeiro fator constituiu-se nos niveis de pH da solugdo de embebicdo
(4,8 e 6,5) e 0 segundo, aos tratamentos aplicados via semente, sendo eles: controle (sem
tratamento quimico, aditivo osmoprotetor e A. brasilense), inoculagdo com A. brasilense (A),
tratamento quimico (TS), aditivo osmoprotetor (O), A+O, A+TS, O+TS e A+O+TS, onde se
avaliou a resposta dos tratamentos sobre a qualidade fisiologica de sementes. Para isolar 0s
efeitos dos fatores (tratamento fitossanitario, aditivo osmoprotetor, nitrogénio na solucédo, pH
da solucéo de embebicéo e A. brasilense) sobre o crescimento de plantulas; o segundo estudo
foi subdividido em quatro subestudos, conduzidos em sistema hidrop6nico, sob delineamento
inteiramente casualizado, com tratamentos distribuidos em um bifatorial 2x2, com quatro
repeticdes. O terceiro estudo caracterizou os efeitos dos fatores sobre parametros fisioldgicos
de plantas e a produtividade do trigo. O mesmo foi conduzido no delineamento de blocos
casualizados e em condicdes de campo, com 0s seus tratamentos distribuidos em um bifatorial
2x8, com quatro repeticdes. O primeiro fator referiu-se aos niveis de pH do solo e o segundo,
aos tratamentos aplicados via semente, sendo eles: controle, inoculagdo com A. brasilense
(A), tratamento quimico (TS), aditivo osmoprotetor (O), A+O, A+TS, O+TS e A+O+TS. O
namero de plantulas normais nao é influenciado pelo pH da solu¢do de embebicdo e pelos
tratamentos aplicados via semente, entretanto, hd reducdo do vigor de plantulas com a
utilizacdo do tratamento quimico ou aditivo osmoprotetor (Estudo 1). O pH da solucdo de
embebicéo e a presenca de nitrogénio, nos valores testados, ndo influenciam sobre os efeitos
observados com a inoculacdo da A. brasilense. Com a utilizacdo do tratamento quimico e do
osmoprotetor ndo ha efeito da A. brasilense no crescimento de plantulas de trigo (Estudo 2).
O pH do solo corrigido e a inocula¢do com A. brasilense incrementam a atividade da enzima
nitrato redutase. Em solo com acidez corrigida a inoculagdo com A. brasilense incrementa a
produtividade de grdos da cultura do trigo. A utilizacdo do tratamento quimico influi
negativamente sobre a resposta a inoculacdo na cultura do trigo, onde a utilizacdo do
osmoprotetor ndo atenua seus efeitos, os quais influem negativamente sobre a resposta a
inoculagdo com A. brasilense (Estudo 3). Assim, a inoculagdo com A. brasilense na auséncia
de tratamento quimico e em condi¢des sem acidez do solo justifica-se como uma tecnologia
eficiente para incrementar a produtividade da cultura do trigo.

Palavras-chave: Solucdo de embebicdo. Pardmetros radiculares. Hidroponia. Estresse
oxidativo. Nitrato redutase. Acidez do solo.



ABSTRACT

CHEMICAL TREATMENT, USE OF ADDITIVES, Azospirillum brasilense AND SOIL
pH IN WHEAT CULTURE

AUTHOR: Marlo Adriano Bison Pinto
ADVISER: Thomas Newton Martin

The response to inoculation of wheat seeds with Azospirillum brasilense is variable and
depends on factors related to the inoculation and the growing environment. The objective of
this research was to evaluate the effect of soil pH, seed treatment, osmoprotective use and the
presence of mineral nitrogen on the activity of A. brasilense and the effects of the bacteria on
the physiological quality of seeds, growth and physiology of plants and wheat yield. For this,
three experiments were carried out using the cultivar TBIO Toruk. The first, conducted in a
completely randomized design and in the laboratory, had its treatments organized in a 2x8
bifatorial, with four replicates. The first factor was constituted in the pH levels of the
imbibition solution (4.8 and 6.5) and the second, to the treatments applied by seed, being:
control (without chemical treatment, additive osmoprotect and A. brasilense), inoculation
with A. brasilense (A), chemical treatment (TS), additive osmoprotector (O), A+ O, A + TS,
O+ TSand A + O + TS, where the response of the treatments on the physiological quality of
seeds. To isolate the effects of the factors (phytosanitary treatment, osmoprotective additive,
nitrogen in the solution, pH of the imbibition solution and A. brasilense) on seedling growth;
The second study was subdivided into four substudies, conducted under a hydroponic system,
under a completely randomized design, with treatments distributed in a 2x2 bifattal, with four
replications. The third study characterized the effects of factors on plant physiological
parameters and wheat yield. The experiment was conducted in a randomized complete block
design and field conditions, with its treatments distributed in a 2x8 two-factorial, with four
replications. The first factor was the soil pH and the second, to the treatments applied by seed,
being: control, inoculation with A. brasilense (A), chemical treatment (TS), osmoprotective
additive (0), A+ O, A+ TS, O+ TSand A + O + TS. The number of normal seedlings is not
influenced by the pH of the imbibition solution and by the treatments applied by seed,
however, there is a reduction of seedling vigor with the use of the chemical treatment or
osmoprotective additive (Study 1). The pH of the imbibition solution and the presence of
nitrogen in the values tested did not influence the effects observed with the inoculation of A.
brasilense. With the use of the chemical treatment and the osmoprotector there is no effect of
A. brasilense on the growth of wheat seedlings (Study 2). Corrected soil pH and inoculation
with A. brasilense increase the activity of the enzyme nitrate reductase. In soil with corrected
acidity the inoculation with A. brasilense increases the grain yield of the wheat crop. The use
of the chemical treatment has a negative effect on the response to inoculation in the wheat
crop, where the use of the osmoprotectant does not attenuate its effects, which negatively
influence the response to inoculation with A. brasilense (Study 3). Thus, inoculation with A.
brasilense in the absence of chemical treatment and in conditions without soil acidity is
justified as an efficient technology to increase wheat crop productivity.

Keywords: Imbibition solution. Root parameters. Hydroponics. Oxidative stress. Nitrate
reductase. Acidity of soil.
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1 INTRODUCAO GERAL

Fonte de proteinas e carboidratos, o trigo (Triticum aestivum L.) € a cultura de inverno
de maior importancia econdémica no sul do Brasil. Seu valor dentro do sistema de producéo
tem implicagéo direta na intensificagdo de estudos sobre o cereal. Merecem ser considerados,
dentre os inumeros avancos j& alcancados, a obtencdo de cultivares resistentes ao
acamamento, genétipos com menor percentual de germinacdo na espiga, e, principalmente, a
administracdo adequada da adubacao.

O nitrogénio quando deficiente no solo imp&e a maior limitacdo a produtividade, uma
vez que € o macroelemento absorvido em maior quantidade pela cultura. Além de reducdo do
perfilhamento, a deficiéncia desse nutriente implica em plantas com folhas de limbo e
capacidade fotossintética reduzida. No entanto, sabe-se que o0 seu aproveitamento € limitado
pelo carater dindmico desse nutriente no solo.

No que diz respeito aos aspectos técnicos da producgdo de trigo, manejar a cultura de
forma adequada para maximizacdo da producado, potencializa a possibilidade de incrementos
econémicos. Primar pela obtencdo de plantulas de trigo com crescimento superior, estande
homogéneo e vigoroso com maior volume radicular (absor¢do de nutrientes e agua) e,
consequente, reducdo dos eventos de oxidacdo e reducdo no interior das células, aumenta a
probabilidade de incremento da produtividade de gréaos.

Na cultura do trigo a inoculacdo com Azospirillum brasilense ndo substituiu a
adubacdo nitrogenada. No entanto, com a inoculacdo ha maior absorcdo de N e de outros
elementos minerais, uma vez que a auxina excretada pela bactéria na associacdo com a planta
resulta em aumento do volume e do ndmero de pelos radiculares. Assim, a inoculacdo tem
melhorado o crescimento e a produtividade da cultura em muitos ambientes.

Ainda que se saiba muito sobre a A. brasilense, o efeito dessa bactéria promotora do
crescimento de plantas no campo € limitado por fatores que influenciam na sobrevivéncia
bacteriana e sua atividade na rizosfera. Respostas em crescimento de plantas e produtividade
de gréos estdo associadas a obtencdo de condicionantes edafoclimaticos favoraveis para 0s
processos de sobrevivéncia bacteriana, associacdo e estimulo aos processos de producdo de
fitohormonios.

A evidéncia atual das aplicacfes da inoculacdo no campo nem sempre é consistente.
Esta inconsisténcia pode ser em funcdo da falha dos microrganismos em sobreviver em
competicdo com os microrganismos autoctones do solo, onde estresses bidticos e abioticos

podem potencializar esse efeito. Dentre os fatores que podem afetar a interacdo planta e A.
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brasilense e necessitam ser mais bem compreendidos estd o pH da solucéo do solo. CondicGes
acidas do solo nas regides de cultivo de trigo podem atuar de forma negativa na atividade da
A. brasilense.

Além do pH éacido, formulacGes utilizadas no tratamento quimico de sementes vém
demonstrando efeitos deletérios sobre a atividade de Bradyrhizobium japonicum em soja, 0
que também poderia ser um fator responsavel pela ineficacia da A. brasilense, em algumas
situacOes, quando aplicada via semente do trigo. A inoculacdo pode ndo ser capaz de oferecer
condicdes de protecdo e sobrevivéncia adequadas a bactéria inoculada, 0 que torna necessaria
a utilizacdo de componentes adicionais buscando atenuar os efeitos nocivos da utilizagdo do
tratamento quimico de sementes sobre A. brasilense.

A fixacdo das bactérias as raizes € uma condicdo essencial e necessaria para 0
estabelecimento de uma associacdo eficaz. Assim, a partir dos resultados obtidos poderdo ser
confirmadas algumas hipoteses, dentre elas: a inoculagdo com A. brasilense promove o
enriquecimento da qualidade fisiologica de sementes, incrementando o crescimento de
plantulas; o tratamento quimico de sementes atenua os efeitos da bactéria sobre a qualidade
fisioldgica de sementes, crescimento e fisiologia de plantas e a produtividade da cultura do
trigo; a utilizacdo de aditivo osmoprotetor junto ao inoculante proporciona maior protecao das
células bacterianas, favorecendo o estabelecimento de uma associacdo eficaz; e, que
condigdes de pH éacido no solo de cultivo atuam de forma negativa sobre a atividade da
bactéria A. brasilense, reduzindo seus efeitos sobre caracteres produtivos da cultura do trigo.

Dessa forma, considerando o potencial da A. brasilense em incrementar o crescimento
e a produtividade de plantas, objetivou-se com esta pesquisa avaliar o efeito do pH da solucgéo
do solo, tratamento quimico de sementes, uso de aditivo osmoprotetor e a presenca de
nitrogénio mineral, sobre a atividade da Azospirillum brasilense e, os efeitos da bactéria sobre
a qualidade fisioldgica de sementes, crescimento e fisiologia de plantas e a produtividade da

cultura do trigo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TRITICULTURA E A UTILIZACAO DE Azospirillum brasilense

O trigo (Triticum aestivum) é uma das culturas mais representativas na producdo de
gréos de inverno da regido sul do Brasil. Os trés Estados do sul representam 89% da producao
nacional da cultura. Somente o Rio Grande do Sul representa uma producgéo superior a 3,7
milhdes de toneladas de grdos em area aproximadamente igual a 699.000 ha (CONAB, 2018).

Mesmo com estes valores, a producéo brasileira foi de aproximadamente 6,7 milhdes
de toneladas no ano de 2018, insuficiente para suprir a demanda interna de 10,9 milhdes de
toneladas (CONAB, 2018). Para reduzir a dependéncia externa ha a necessidade de ampliar a
produtividade de grdos. H& a necessidade de investimento em tecnologias de manejo que
possibilitem o incremento da produtividade assegurando a rentabilidade econdémica ao
produtor (BRAGAGNOLDO et al., 2013).

Em funcdo de caracteristicas peculiares do trigo, o nitrogénio (N) é o macroelemento
que mais comumente limita a produtividade da cultura (FERREIRA et al. 2014; KANEKO et
al. 2015). Fontes industrializadas do nutriente (COSTA et al., 2018), mineralizacdo de restos
culturais com baixa relacdo C/N (BERTONCELLLI et al., 2017) e da matéria organica do solo
(ROSA et al., 2017) ou pela fixacdo bioldgica de nitrogénio (HUNGRIA et al., 2016), séo as
principais fontes de N em solos agricolas.

O N fornecido via fixacdo bioldgica é, entretanto, menos propenso a lixiviacdo e
volatilizacdo, fornecido constantemente e utilizado in situ (RODRIGUES et al., 2014). Dentre
as bactérias do género Azospirillum (bactérias diazotréficas associativas ndo mutualisticas), a
Azospirillum brasilense € a bactéria promotora de crescimento de plantas mais estudada
(BPCP) (BASHAN; BASHAN, 2010), inclusive ja sendo comercializados no Brasil
inoculantes contendo essa bactéria.

A A. brasilense pode gerar diversos estimulos para o crescimento das plantas. Dentre
eles a fixacdo bioldgica de N (FUKAMI et al., 2018), onde por intermédio da enzima
denominada nitrogenase, ha a conversdo de N; presente na atmosfera para a forma gasosa
NH; (am6nia). Dentro da célula bacteriana, & amonia sdo incorporados fons H*, abundantes
nas células das bactérias, ocorrendo a formagcéo de ions NH," (HUERGO et al., 2008). Desta
maneira, a fixacdo bioldgica disponibiliza NH," para serem incorporados as células vegetais

na forma de nitrogénio organico (glutamato e glutamina) (HUNGRIA et al., 2001).
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A inoculagdo do trigo pode suprir, pelo menos em parte, a necessidade de N das
plantas, possibilitando, em certos casos, reduzir as doses do nutriente aplicadas em cobertura.
Sdo varias as pesquisas que apresentam, quando realizada a inoculacdo, possibilidade da
reducdo das dosagens de N aplicadas, mantendo-se a produtividade (CORASSA et al., 2013;
HUNGRIA et al., 2010). Todavia, mesmo na agricultura menos intensiva, com baixos e
médios investimentos em N, a inoculacdo ndo apresenta bons resultados em termos de
possibilitar a eliminacéo total do aporte da adubacdo nitrogenada (DARTORA et al., 2016;
MULLER et al., 2015; SANGOI et al., 2015). Fukami et al. (2016) salientam que a
substituicdo total da adubacdo com N na forma mineral pela inoculagdo pode nao ser viavel,
todavia, que a inoculagdo permite uma reducdo de cerca de 25% do N a ser aplicado no trigo.

Além da fixacdo bioldgica de N, a A. brasilense apresenta interessantes mecanismos
que influem no crescimento e desenvolvimento das plantas. Assim, essas bactérias podem
alterar processos hormonais e estruturais das plantulas, incrementando o seu valor adaptativo
(CAVALLET et al. 2000; DARTORA et al., 2013).

Em culturas inoculadas com A. brasilense as alteracdes no sistema radicular séo
provavelmente causadas pela producéo e secrecao de hormonios de crescimento de plantas,
especialmente &cido indolacético (AIA) (HUNGRIA et al., 2011). Essa BPCP tem sido
responsabilizada por uma série de mecanismos que agem simultdnea e sequencialmente,
resultando no crescimento de plantas, com incremento no crescimento celular e na formacao
de raizes laterais (BASHAN; BASHAN, 2010; BHATTACHARYYA,; JHA, 2012).

Esse aumento do sistema radicular possibilita a exploracdo de um maior volume de
solo (ZAIED et al., 2003). Correa et al. (2008) observaram que a associagdo promove
melhorias na absor¢do da agua e minerais, aumentando a tolerancia a estresses por salinidade
e seca, resultando em maior vigor de plantas e maior produtividade. Para esses autores, as
respostas mais expressivas na utilizacdo da bactéria sdo normalmente observadas em
condicBes subotimas de fertilizantes, especialmente nitrogenados, havendo, nesses casos, um
uso mais eficiente do N disponivel. Para Cassan et al. (2008), alem da captacdo mais eficiente
do N, quando crescem dentro da planta essas bactérias podem aumentar a atividade da enzima
nitrato redutase, 0 que resulta na incorporacdo de nitrogénio inorganico de forma mais
intensa.

Na cultura do trigo, alguns estudos tém destacado algumas especificidades quanto a
época de absorcdo de N e a influéncia da inoculagdo. Didonet et al. (2000) destacaram que
plantas infectadas tendem a absorver mais N ap6s a antese quando comparadas com plantas

ndo infectadas e adubadas com a mesma quantidade de N. Em geral, o aumento da absor¢éo
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de minerais e de agua pelo trigo infectado com Azospirillum, tem sido creditado ao efeito
hormonal da bactéria na promocdo do crescimento radicular (DARTORA et al., 2013; KAZI
et al., 2016), onde o N absorvido promove maior afilhamento e percentual de sobrevivéncia
de afilhos (HUNGRIA et al., 2016).

O maior crescimento das raizes e absor¢do de 4gua também trona as plantas aptas a
uma maior absor¢do dos nutrientes pouco maveis no solo, como exemplo o fosforo (KAZI et
al.,, 2016), macroelemento crucial no metabolismo de plantas, desempenhando papel
importante na transferéncia de energia na celula, na respiracdo e na fotossintese (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Algumas cepas de A. brasilense sdo capazes de produzir acido gluconico e
podem solubilizar fosfato de rocha (ANDREWS et al., 2010). Chang e Li (1998) isolaram
cepas de A. brasilense capazes de degradar calcario e fosfato de célcio (Caz(PO,),) in vitro.

Segundo Deubel et al. (2000), em plantas de ervilha inoculadas com A. brasilense
foram observadas modificacbes nos aclcares dos exsudatos radiculares quando havia
deficiéncia de fosforo, estimulando a capacidade da bactéria em mobilizar fosfato. Ainda
segundo esses autores, glicose sdo parte de exsudatos das raizes de plantas cultivadas em
solos deficientes de fosforo, aumentando assim a capacidade de A. brasilense a solubilizar
Ca3(PO,), insoluvel. Observou-se ainda que na deficiéncia de fosforo, o teor de glicose
diminuiu, aumentando a galactose, ribose, xilose e frutose nos exsudatos radiculares.

O maior crescimento de raizes em funcdo da inoculacdo com A. brasilense pode
implicar em varios outros efeitos (HUNGRIA et al., 2011). Em funcdo do maior e mais
constante aporte de N e agua, Barassi et al. (2008) relatam a melhoria em parametros
fotossintéticos, incluindo o teor de clorofila e condutancia estoméatica, com isso € maior a
producdo de biomassa por plantas inoculadas (TAIZ; ZEIGER, 2013). Em funcdo do maior
aporte de nutrientes, varios autores relatam incrementos nos conteudos pigmentos
fotossintéticos, tais como: clorofila a, b, e pigmentos fotoprotetivos (violaxantina, zeaxantina
e beta-caroteno), que resultariam em plantas mais verdes e menos propensas aos estresses
causados pelo ambiente (BARASSI et al., 2008; BASHAN et al., 2006; HUNGRIA et al.,
2010).

2.2 TRATAMENTO QUIMICO DE SEMENTES
No cultivo do trigo, durante o desenvolvimento e a maturagdo das sementes a campo,

pode haver a infestacdo dos 6rgaos de propagagdo por pragas e doengas. Quanto maior for a

infestacdo por patdgenos nas sementes por ocasido da colheita, maior podera ser 0 numero de
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plantas de trigo infectadas por doengas na lavoura no proximo cultivo. Um grande numero de
microrganismos fitopatogénicos pode ser transmitido pelas sementes de trigo, sendo o grupo
dos fungos o mais numeroso (DANELLI et al., 2012).

Na auséncia de gendtipos resistentes ou de outro meio de controle (bioldgico, cultural,
fisico ou outro) mais eficiente que venha a interromper o ciclo das doencas e pragas, 0
controle quimico apresenta-se como uma alternativa interessante de modo a diminuir a
quantidade de inoculo associado as sementes. A partir de seu uso é possivel proporcionar a
manutencdo do vigor de plantulas, o que resultara em estandes de plantas mais uniformes, em
funcdo da maior percentagem de germinacdo ou da protecdo de plantulas contra pragas e
doengas (HOSSEN et al., 2014).

Além dos produtos fitossanitarios, nos sistemas agricolas mais tecnificados de cultivo
do trigo sdo utilizados estimulantes (micronutrientes, promotores de crescimento e indutores
de resisténcia) e, mais atualmente, inoculantes com bactérias diazotréficas. Todos esses
insumos tém sido utilizados para protecdo e ao mesmo tempo visando influenciar sobre as
fases de germinacdo, crescimento e desenvolvimento das plantulas para que se estabelecam e
se desenvolvam da forma mais adequada possivel (COSTA et al., 2015; DARTORA et al.,
2013; PIRES et al., 2004).

Todavia, a formulacdo quimica dos produtos fitossanitarios pode afetar negativamente
a proliferacdo de microrganismos benéficos as plantulas, prejudicando o seu crescimento ou
mesmo causando sua morte. A incompatibilidade entre determinados fungicidas e o uso de
inoculantes tem sido considerada um dos maiores problemas a fixacdo biol6gica de nitrogénio
(FBN) em soja (ALCANTARA NETO et al., 2014; CAMPO et al., 2009). Sdo diversos
resultados de pesquisa que demonstram que quando a inoculagdo é realizada juntamente com
o0 tratamento das sementes ou imediatamente apos, a nodulacdo e a FBN séo afetados. Essa
incompatibilidade pode se dar em diferentes graus, ao passo que, pode causar alteracdes
bioquimicas, influenciando as taxas de crescimento e propriedades simbidticas ou reduzir a
populacdo de Bradyrhizobium spp. (BUENO et al., 2003; CAMPO et al., 2009). Ainda com
relacdo a incompatibilidade entre a formulagdo quimica dos produtos fitossanitarios e o
Bradyrhizobium, De Polli et al. (1986), observaram que os inseticidas carbofuram, dieldrin,
endrin e clorpirifos apresentam efeitos prejudiciais a bacteria.

Com relacdo a toxicidade dos defensivos agricolas empregados no tratamento de
sementes em microrganismos como os diazotroficos de vida livre, as informacdes disponiveis
ainda sdo restritas. Os compostos quimicos podem afetar diferentes aspectos benéficos desses

microrganismos, dificultando inferir sobre a compatibilidade entre produtos e inoculantes
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(YANG et al., 2011). H& produtos quimicos que demonstraram ser muito prejudiciais aos
rizébios (CAMPO et al., 2009 ) e inofensivos (ELSLAHI et al., 2014) ou muito tdxicos
(MOHIUDDIN; MOHAMMED, 2013) as bactérias do género Azospirillum.

Utilizando difenoconazole, Munaretto et al. (2018), observaram que o fungicida reduz
0 comprimento da parte aérea e raiz e € incompativel com a bactéria A. brasilense, fator que
pode ser responsavel pela ineficcia da bactéria quando aplicada via semente em algumas
lavouras. Com relacéo ao triadimenol, Garcia Junior et al. (2008) relatam que o fungicida ndo
influencia na germinacdo, emergéncia e velocidade de emergéncia de plantulas, além de
proporcionar excelentes resultados na sanidade de plantas de trigo (REIS et al., 2008). Dessa
forma, estudos adicionais sdo necessarios para avaliar a viabilidade de estratégias de
inoculacdo em larga escala (BASHAN et al., 2014). A semeadura do trigo € uma fase critica
em funcdo as restricbes climéticas e sazonais da cultura. Somado a isso, o tratamento de
sementes com produtos quimicos continuaré a ser praticado, assim, estratégias de inoculagéo

devem tentar evitar danos as bactérias.

2.3 “ADITIVOS” OSMOPROTETORES

O sucesso da inoculagdo pode ser influenciado por diversos fatores. Dentre esses,
pode-se citar o contato fisico do inoculante com as sementes no momento da inoculagdo, a
cepa utilizada no inoculante, a qualidade e quantidade de inoculante utilizada, os fungicidas
utilizados no tratamento das sementes e as condi¢cbes ambientais observadas por ocasido da
inoculacdo e semeadura (KINTSCHEV et al., 2014; PEREIRA et al., 2015; PEREIRA et al.,
2017).

Em funcdo da possivel incompatibilidade dos microrganismos inoculados com o
tratamento de sementes, as pesquisas tém sido direcionadas para a busca de formulacdes de
produtos os quais garantiriam um acréscimo na vida Gtil dos microrganismos nas sementes.
Como uma técnica recente que, inicialmente, foi adaptada a partir de materiais desenvolvidos
para a industria farmacéutica, tem-se a peliculizagdo com o uso de “aditivos” osmoprotetores
(PEREIRA et al., 2010).

Com a peliculizagdo, ha maior retencdo dos insumos as sementes, assegurando que
fungicidas e inseticidas atuem onde realmente séo necessarios. O uso de aditivo osmoprotetor
ainda garante maior seguranga durante o seu manuseio, sendo que a reducdo da exposi¢do aos
produtos quimicos adicionados as sementes é o principal fator responsavel pelo uso da técnica
de peliculizacdo (PEREIRA et al., 2010).
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Estudando compostos osmoprotetores, Pereira et al. (2005), verificaram que tanto a
germinacdo como a emergéncia das plantulas e nodulacdo da soja ndo foram afetadas. Além
disso, esses autores concluiram que o filme utilizado para o revestimento nao afetou a
eficiéncia do tratamento com fungicida em soja. No entanto, Duan e Burris (1997), estimaram
que o uso de aditivos osmoprotetores sobre sementes de beterraba provocou decréscimo na
germinacdo de algumas cultivares.

Esses osmoprotetores, compostos por polimeros naturais e por um complexo de
acucares, proporcionariam a formacdo de uma pelicula ao redor das celulas bacterianas,
impedindo o contato direto com os produtos quimicos (reducdo do efeito da dessecacdo e
favorecimento da manutencdo do microambiente, reduzindo o estresse oxidativo das
membranas celulares) e forneceriam substrato para sobrevivéncia do indculo (solucdo
acucarada), sem comprometer a germinacdo (FRANCHETTI; MARCONATO, 2006; LIMA;
SOUSA, 2011; SUGAWARA et al., 2006).

2.4 ACIDEZ DO SOLO

Boa parte dos solos agricolas apresentam limitagdes ao crescimento das culturas em
funcdo dos efeitos negativos da acidez, especialmente, aqueles solos de regides tropicais e
subtropicais. Nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parand, a corre¢do da acidez
do solo é imprescindivel para se alcancar elevados indices produtivos para a maior parte das
espécies cultivadas. Dentre as alteracdes geradas pela acdo antropica, o combate da erosao e
da acidez do solo, além da utilizacdo de adubacdo séo as praticas de manejo que mais alteram
a dindmica de ions na solugdo do solo (NOLLA; ANGHINONI, 2006; NOLLA et al., 2015).

Em funcdo da complexidade do sistema solo, as praticas de manejo tendem a afetar
substancialmente comunidades microbianas, alterando processos de elevada importancia para
a produtividade e sustentabilidade do sistema produtivo (FENG et al., 2003; NOLLA et al.,
2015). Estudos apontam que parametros microbioldgicos servem de diagndstico das
alteracdes decorrentes de diferentes manejos do solo e das culturas. O condicionamento da
comunidade microbiana nos solos é essencial para promover a preservacdo da sua biomassa,
de maneira a evitar alteracbes ambientais relacionadas a disturbios, como manejos néo
sustentaveis de solos agricolas (QUADROS et al., 2012; SILVA et al., 2010). Para Hobbs et
al. (2007), todas as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do solo sdo afetadas de

acordo com o0 seu manejo.
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O aumento da acidez do solo, dependendo da saturacdo por aluminio, ocasiona

incremento exponencial de AI**

trocavel, que é toxico as plantas (LOPES et al., 2007). Além
disso, o pH do solo interfere de modo direto na disponibilidade dos nutrientes K, Ca, Mg e P
(NOLLA et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2003). Dessa forma, os efeitos da calagem sao
praticamente dois, uma vez que aumenta a possibilidade de movimento descendente de Ca®* e
Mg®" méveis, que acompanham o NO; quando aplicados via superficie (RIDLEY et al.,
2001), além reduzir o aluminio tdxico, proporcionando maior disponibilidade de nutrientes as
plantas em funcéo do maior crescimento radicular (RALJ et al., 1977; SANTOS et al., 2017).

Com a captacdo de NO;3 pelas raizes hd aumento do pH da rizosfera (saida de
hidroxilas para manter o equilibrio de cargas), resultando em melhorias no desenvolvimento
das raizes (TANG et al., 2000). Garbuio et al. (2011) concluiram que a calagem aumenta o pH
do solo, a biomassa e atividade microbiana e, a relacdo bactéria/fungo no interior do solo.
Esse conjunto de beneficios incrementa a sintese de aminoacidos, formacdo de substancias
hdmicas soltveis em agua e, mineralizacéo e nitrificagdo de N (QUADROS et al., 2012).

O pH do solo tem elevada influéncia sobre a decomposicdo da matéria organica e
sobre a comunidade microbiana do solo (PERSSON et al., 1983). Para Moreira et al. (2010),
com a reducdo do pH do solo, a populagdo de fungos pode aumentar consideravelmente,
reduzindo a populacéo de bactérias. Por outro lado, com a elevagdo do pH do solo a 6,5 ha o
favorecimento do crescimento de bactérias, as quais sdo mais eficientes na mineralizacdo da
matéria organica, em funcdo de todo o AI**
2008; MOREIRA et al., 2010).

Estudando a populacéo de bactérias diazotréficas em sistema plantio direto com o uso

, toxico, ter sido neutralizado (BISSANI et al.,

de diferentes doses e modos de aplicacdo do calcario, Benedetti et al. (2006), observaram que
a maior ocorréncia de bactérias foi observada nos tratamentos que receberam 100% da dose
de calcario recomendada, seguido da recomendacdo de 50% e 25% da dose. Estes mesmo
autores observaram ainda que no tratamento sem calagem a quantidade de bactérias foi
menor.

O sucesso da associacdo entre bactérias diazotroficas e gramineas € limitado pela taxa
de fixacdo e pela transferéncia de quantidades fixas de N as plantas. De maneira geral, as
bactérias diazotrdficas crescem melhor em uma faixa de pH entre 6,0 e 7,0, sendo que poucas
estirpes crescem bem em pH menor que 5,0. Estirpes de crescimento rapido (Ab-Vs e Ab-Ve)
sd0 comumente menos tolerantes a acidez do solo do que as de crescimento mais lento
(MOREIRA et al., 2010).
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A ndo sobrevivéncia das bactérias também afeta o sucesso da inoculagdo (QUADROS
et al., 2012). O estadio inicial da infeccdo ou contato com a radicula é o mais afetado pela
acidez do solo. A acidez pode alterar a troca de sinais moleculares entre a bactéria e planta,
além de diminuir a aderéncia as raizes pela alteracdo dos exsudatos (HUNGRIA; STACEY,
1997).

Assim, mesmo com os inumeros estudos sobre comunidades microbianas do solo, o
conhecimento do comportamento de determinadas espécies ainda é escasso. SA0 necessarios
estudos que possibilitem promover a evolucdo das capacidades biotecnoldgicas de bactérias
diazotréficas, especialmente, da Azospirillum brasilense, buscando uma agricultura

sustentavel e, a0 mesmo tempo, com maior capacidade competitiva.
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3 ARTIGO 1 - TRATAMENTO QUIMICO, ADITIVO OSMOPROTETOR E
Azospirillum brasilense NO CRESCIMENTO DE PLANTULAS DA CULTURA

DO TRIGO!

Resumo - Objetivou-se com esta pesquisa avaliar o efeito do pH da solucdo de
embebicdo (4,8 e 6,5), tratamento quimico (imidacloprido, tiodicarbe e triadimenol),
uso de aditivo osmoprotetor (biopolimeros e acucares) e a presenca de nitrogénio
mineral, sobre os efeitos da A. brasilense na qualidade fisioldgica de sementes e
crescimento de plantulas de trigo. Os estudos foram conduzidos no delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticbes. A qualidade fisioldgica foi avaliada
pelos testes de germinacdo, primeira contagem de germinagdo, comprimento parte aérea
e raiz e massa seca da parte aérea e raiz. O crescimento inicial foi avaliado pela
quantificacdo da area foliar, massa seca da parte aérea e raiz e parametros morfolégicos
do sistema radicular. A germinacdo nao foi influenciada pelos tratamentos testados. Por
outro lado, sementes que receberam tratamento quimico ou aditivo osmoprotetor,
mesmo na presenca da A. brasilense, apresentaram vigor inferior a testemunha. Os
valores de pH da solucdo e a presenca de nitrogénio ndo influem nos efeitos da A.
brasilense. Com a utilizacdo do tratamento quimico nao ha efeito da A. brasilense no
crescimento de plantulas de trigo.

Palavras-chave: solucdo de embebicédo; pardmetros radiculares; hidroponia

Treatment chemical and osmoprotective additives: impact on Azospirillum

brasilense and wheat growth

Abstract - The objective of this research was to evaluate the effect of the pH of the
imbibition solution (4.8 and 6.5), chemical treatment (imidacloprid, thiodicarb and
triadimenol), use of the osmoprotectant additive (biopolymers and sugars) and the
presence of mineral nitrogen , on the effects of A. brasilense on the physiological seed
quality and growth of wheat seedlings. The studies were conducted in a completely

randomized design with four replications. The physiological quality was evaluated by

! Artigo elaborado de acordo com as normas da Revista Brasileira de Ciéncia Agrérias.
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tests of germination, first germination count, shoot length and root and dry mass of
shoots and roots. The initial growth was evaluated by the quantification of leaf area, dry
mass of shoot and root and morphological parameters of the root system. Germination
was not influenced by the treatments tested. On the other hand, seeds that received
chemical treatment or osmoprotective additive, even in the presence of A. brasilense,
showed inferior vigor to the control. The pH values of the solution and the presence of
nitrogen do not influence the effects of A. brasilense. With the use of the chemical
treatment there is no effect of A. brasilense on the growth of wheat seedlings.

Key words: choking solution; root parameters; hydroponics

INTRODUCAO

Dentre as alternativas disponiveis para obtencdo de plantulas de trigo com
crescimento superior e estande homogéneo e vigoroso ha a possibilidade de associacao
das sementes com bactérias promotoras do crescimento (Hungria et al., 2016). Em
gramineas tém sido observado resultados positivos com inoculacdo de Azospirillum
brasilense (Oliveira et al., 2018; Dias et al., 2019). Estas bactérias podem alterar
processos hormonais e estruturais das plantulas, incrementando o seu crescimento e
valor adaptativo (Dartora et al., 2013).

Entre os fitohormonios produzidos pela bactéria destacam-se o acido giberélico e o
acido indolacético (Hungria et al., 2010). Os efeitos destes fitohormonios estdo
presentes em processos como germinacao (ativacdo do crescimento do eixo embrionario
e hidrolise e mobilizacéo de reservas do endosperma) e crescimento inicial de plantulas
(alongamento celular), onde se ampliam o numero de raizes e volume de solo explorado
(Dartora et al., 2013; Costa et al., 2015). Assim, sdo verificadas plantas mais
homogéneas e com maior vigor no estabelecimento do estande, com maior interceptacao
radicular de nutrientes e reducdo de estresses causados pela falta de dgua, o que resulta
em aumento da produtividade de grdos (Dartora et al., 2013).

O nitrogénio é o nutriente que mais limita o crescimento e desenvolvimento das
plantas. No entanto, a maioria das respostas positivas observadas com a inoculagdo de
A. brasilense, sdo, geralmente, observadas em condigdes subdtimas de disponibilidade
do nutriente (Hungria et al., 2010; Hungria et al., 2016). Possivelmente, quando em
baixas concentracgoes, fontes como NH;H,PO, e NH4;NO3; possam estimular a producdo
de indois, fazendo com que se induza ao maior crescimento radicular (Radwan et al.,
2004).
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Todavia, além da presenga de nitrogénio, respostas em crescimento e produtividade
de gréos estdo associadas a obtencdo de condicionantes edafocliméticos favoraveis para
0s processos de sobrevivéncia bacteriana, associacdo e estimulo aos processos de
producdo de fitohormdnios (Hungria et al., 2010). Dentre os fatores que podem afetar a
interacdo planta e A. brasilense e necessitam ser mais bem compreendidos esta o pH da
solucdo do solo. Com a faixa de pH ideal para a maxima atividade microbiana no solo
sendo de 6,0 a 6,5, condi¢des acidas do solo nas regides de cultivo de trigo podem atuar
de forma negativa na atividade da bactéria A. brasilense (Moreira et al., 2010; Dartora
etal., 2013).

Além do pH &cido, as moléculas dos ingredientes ativos utilizados no tratamento
quimico de sementes, em funcdo do seu pH e solventes utilizados nas formulagoes, vém
demonstrando efeitos deletérios sobre a atividade de Bradyrhizobium japonicum em
soja (Alcantara Neto et al., 2014). Todavia, com relagdo a A. brasilense esse
conhecimento é restrito. Utilizando difenoconazole via tratamento de sementes,
Munaretto et al. (2018), observaram que o fungicida inibe o comprimento da parte aérea
e raiz e é incompativel com a bactéria, outro fator que pode ser responsavel pela
ineficacia da A. brasilense quando aplicada via semente.

Na maioria das vezes o veiculo inoculante ndo é capaz de oferecer condigdes de
protecdo e sobrevivéncia adequadas a bactéria inoculada (Deaker et al., 2004). Como
uma alternativa disponibilizada no mercado agricola ha a utilizagdo de “aditivos”
osmoprotetores junto ao inoculante. Compostos por polimeros e um complexo de
acucares, em conjunto com o inoculante, os aditivos podem proporcionar a formacéo de
uma pelicula impedindo o contato direto do produto quimico com as bactérias (Pires et
al., 2004), no entanto, sua eficacia ainda é duvidosa.

Dessa forma, considerando o potencial da A. brasilense em estimular a germinacao
de sementes e o crescimento inicial de plantulas, bem como, a necessidade de uso de
determinados produtos para reduzir o in6culo vinculado as sementes, objetivou-se com
esta pesquisa avaliar o efeito do pH da solucdo de embebicdo, tratamento quimico de
sementes, uso de osmoprotetor e a presenca de nitrogénio mineral, sobre a atividade da
Azospirillum brasilense e, os efeitos da bactéria sobre a qualidade fisioldgica de

sementes e o crescimento de plantulas de trigo.
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MATERIAL E METODOS
Para caracterizar a resposta & inoculagdo com A. brasilense sobre a qualidade
fisioldgica de sementes e o crescimento de plantulas de trigo a pesquisa foi dividida em
dois estudos. O primeiro estudo avaliou a qualidade fisiologica das sementes em
resposta a inoculagdo com a bactéria e, 0 segundo estudo, o crescimento de plantulas de
trigo.

Qualidade fisioldgica de sementes

O experimento foi conduzido no periodo de fevereiro e mar¢o de 2018, no
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria - RS. Utilizou-se
sementes da cultivar TBio Toruk (Biotrigo Genética Ltda), que apresentavam 13,4% e
41,3 gramas, respectivamente, para teor de agua e a massa de mil sementes (Brasil,
2009). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo os tratamentos
organizados em um bifatorial 2x8, com quatro repeti¢cdes. O primeiro fator constituiu-se
nos niveis de pH da solucdo de embebicdo (4,8 e 6,5) e, 0 segundo, em tratamentos
aplicados via semente, sendo eles: controle (test.), inoculacdo com A. brasilense (A),
tratamento quimico (TS), aditivo osmoprotetor (O), A+O, A+TS, O+TS e A+O+TS.

No preparo da solugéo de embebicéo foi utilizado HCI para ajustar o valor de pH 4,8
e NaOH para valor 6,5 (segundo Moreira et al. (2010), valor considerado ideal para o
crescimento bacteriano). Como tratamento quimico foram utilizados em mistura
Imidacloprido + Tiodicarbe (Cropstar®) e Triadimenol (Baytan®), ambos na dose de 3
mL.kg™ de semente. A aplicacdo do TS foi realizada no dia anterior a instalacio do
experimento, a partir da homogeneizacdo dos produtos e as sementes dentro de
embalagem pléastica.

Como inoculante foi utilizado produto contendo estirpes Ab-Vs e Ab-Vg da bactéria
Azospirillum brasilense (2 x 10® Ufc.mL™), na dose de 100 mL para 40 kg de semente
(Azototal® liquido). O aditivo osmoprotetor, composto por biopolimeros
osmoprotetores encapsulantes e um complexo de agUcares, foi aplicado na dosagem de
100 mL para 40 kg de semente (Protege TS®). A aplicagdo do inoculante e do aditivo
foi realizada no dia da instalacdo do experimento, separadamente ou em mistura
conforme o tratamento, a partir da homogeneizacdo dos produtos e as sementes dentro
de embalagem plastica.

Para a avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes foram realizados os seguintes

testes: germinacdo, considerando oito subamostras de 50 sementes por tratamento,
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dispostas em rolos de papel, umedecidos com &gua destilada e pH ajustado em
quantidade correspondente a 2,5 vezes a massa do papel seco. Os rolos foram
acondicionados em sacos plasticos fechados e mantidos em BOD regulada a
temperatura de 30 °C por 8 dias. A avaliacdo foi realizada aos oito dias apds a instalagédo
do teste e os resultados expressos em porcentagem de plantulas normais (Brasil, 2009);
primeira contagem de germinacéo, realizada conjuntamente com o teste de germinacéo,
avaliando-se o numero de plantulas normais no quinto dia apos o inicio do teste. Os
resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais (Brasil, 2009);
comprimento de parte aérea e radicula, conduzido juntamente com o teste de primeira
contagem de germinacdo, aferindo-se 10 plantulas por tratamento. Os comprimentos
médios da parte aérea e da raiz foram obtidos dividindo-se a soma das medidas
observadas nas subamostras pelo numero de plantulas, sendo os resultados expressos
em cm.plantula®; e, massa seca de plantulas, quantificada nas plantulas usadas na
determinacdo do comprimento de parte aérea e raiz. Cada repeticdo foi acondicionada
em sacos de papel e levada a estufa com circulacdo forcada de ar, mantida a temperatura
de 55°C por 72 horas. Apds, cada repeti¢do foi pesada em balanca de precisdo, sendo 0s

resultados expressos em g.plantula™.

Crescimento de plantulas

Para isolar os efeitos dos fatores estudados sobre o crescimento inicial de plantulas, o
segundo estudo foi subdividido em quatro subestudos, conduzidos sob delineamento
inteiramente casualizado, com tratamentos distribuidos em um bifatorial 2x2, com

quatro repeticdes (Tabela 1).

Tabela 1. Descrigdo dos tratamentos de acordo com sua subdivisdo

Table 1. Description of treatments according to the subdivision, on initial seedling growth

Subdivisdes Trat. Fitos.” A. brasilense Aditivo Nitrogénio pH
1Subestudo 1 PresP ng_a PresP ng_a - - 6,5
Auséncia Auséncia

Presen Presen

2Subestudo 2 Presente esenca esenca - 6,5
Auséncia Auséncia

3Subestudo 3 Presente PresF nea - - 4.8
Auséncia 6,5

4 Presenca Presenca

Subestudo 4 - N - . 6,5
Auséncia Auséncia

“Trat. Fitos.; tratamento quimico, A. brasilense: inoculacdo com Azospirillum brasilense, Aditivo: aditivo osmoprotetor, Nitrogénio:

nitrogénio na solucéo nutritiva, pH: pH da solucéo hidropénica.
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Com o objetivo de avaliar a influéncia do tratamento quimico de sementes sobre a atividade da A. brasilense e, os efeitos da
bactéria sobre o crescimento inicial de plantulas.

Com o objetivo de avaliar a utilizagdo do aditivo osmoprotetor como tecnologia de reducdo do efeito prejudicial causado pelo
tratamento quimico sobre a atividade da A. brasilense.

Com o objetivo de avaliar em qual valor de pH da solucéo hidropénica as plantas apresentam maior crescimento e, a bactéria, o
melhor efeito sobre o crescimento inicial de plantulas.

“Com o objetivo de avaliar a influéncia do nitrogénio na solug&o nutritiva sobre a atividade da A. brasilense e, os efeitos da bactéria

sobre o crescimento inicial de plantulas.

Os experimentos foram conduzidos em sistema hidropénico, no interior de casa de
vegetacdo. Foram utilizadas sementes da cultivar TBio Toruk (Biotrigo Genética Ltda).
Inicialmente, as sementes foram dispostas em papel umedecidos com agua destilada em
quantidade correspondente a 2,5 vezes a massa do papel seco, sendo os rolos de papel
acondicionados em sacos plasticos e mantidos em BOD regulada a temperatura de 25 °C
por nove dias.

No décimo dia apds a semeadura, plantulas uniformes e representativas do conjunto
foram selecionadas, destacou-se o cotilédone, sendo as mesmas transferidas para
sistema hidropdnico. A solucdo nutritiva dos subestudos um, dois e trés era composta
por: CaCly: 221,96 mg.L™"; MgSO4: 246,40 mg.L™; KH,PO,: 544,40 mg.L™; FeSO./Na-
EDTA: 13,34 mg.L™ e solucdo completa de micronutrientes: Mo: 0,09 mg.L™; B: 1,54
mg.L": Cu: 0,11 mg.L™"; Mn: 0,39 mg.L™ Zn: 0,57 mg.L™" e Ni: 0,04 mg.L™. No
subestudo quatro, onde foi utilizado N na solugéo, esta foi composta por: KNO;: 101,1
mg L™ Ca(NOs)% 432,2 mg LY MgSO.: 246,4 mg L™ NH,NOs: 144 mg L™ KH,PO,:
408,3 mg L™*; NH4H,PO,4: 115,3 mg L™; FeSO4/Na-EDTA: 13,34 mg L™, utilizando-se
a mesma solucdo de micronutrientes anteriormente citada. Tendo por base o pH inicial
da solucéo, utilizou-se HCI para ajuste do pH 4,8 e NaOH para 6,5. Como tratamento
quimico, aditivo osmoprotetor e inoculante foram utilizados os mesmos produtos e
modos de aplicacdo do primeiro estudo.

O sistema hidropdnico era composto por bandejas e cada bandeja compreendia uma
parcela onde foram cultivadas dez plantas durante 18 dias ap0s o transplante. A
substituicdo da solucdo nutritiva foi realizada a cada seis dias. No 18° dia as plantas
foram coletadas, separou-se parte aérea e raiz e determinou-se: area foliar, massa seca
da parte aérea e raizes e parametros morfoldgicos do sistema radicular.

A éarea foliar e pardmetros morfologicos do sistema radicular: didmetro médio de
raizes, comprimento radicular total, comprimento de raizes axiais, comprimento de

raizes laterais, volume total, volume de raizes axiais, volume de raizes laterais e area
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superficial foram obtidos por meio de analises de imagens utilizando o software
WinRhizo Pro 2013, acoplado a um scanner EPSON Expression 11000 equipado com
luz adicional (TPU), na definicao de 600 dpi, sendo os valores expressos por planta.

O comprimento, volume e area radicular das raizes axiais e laterais foram extraidos
do total das classes de diametro obtidas pelo WinRhizo, sendo consideradas raizes
axiais aquelas com diametro superior a 0,3 mm e laterais aquelas com didmetro inferior
a 0,3 mm (conforme ensaio prévio). Apos as avaliacdes o material foi acondicionado em
sacos de papel e seco em estufa com circulagéo forcada de ar a 40°C, determinando-se a

massa seca da parte aérea e raiz, sendo os valores expressos em g.planta™.

Anélise estatistica

Os dados coletados, para ambos os estudos, foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), sendo observada diferenca significativa entre os tratamentos foi realizado o
teste complementar de separacdo de médias Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro,

com o auxilio do programa Sisvar (Ferreira, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Qualidade fisiologica de sementes

A germinacdo nao foi influenciada pelo pH da solucdo de embebicdo ou tratamentos
aplicados via semente. Provavelmente, na germinacdo, o crescimento do eixo
embrionario tenha sido modulado em maior grau por recursos adquiridos durante a
formagéo e maturacdo das sementes (Cotrim et al., 2016). Dessa forma, os reguladores
de crescimento secretados pela bactéria que penetraram no tegumento da semente junto
a agua durante o processo de embebicdo podem ndo ter sido capazes de alterar a
intensidade das reacdes relacionadas a germinacdo (Cassan et al., 2009)

Dessa forma, a auséncia de resposta na percentagem de plantulas normais € contraria
a observada por Cassan et al. (2009) e Dartora et al. (2013) com a cultura do milho,
onde a inoculagdo de sementes com A. brasilense incrementou o percentual germinativo
da cultura. Por outro lado, observou-se ndo haver efeito deletério da A. brasilense a
germinacdo do trigo. Sementes que receberam somente a inoculacdo da bactéria
apresentaram percentual de germinacdo semelhante ao observado na testemunha.

Com relagdo ao observado na primeira contagem de germinagéo, sementes que foram
somente inoculadas tiveram o vigor de plantulas preservado, com valores semelhantes a

testemunha (Figura 1A). Por outro lado, sementes que receberam tratamento quimico ou
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aditivo osmoprotetor, mesmo na presenca da A. brasilense, apresentaram valores
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Tratamentos aplicados via semente

Figura 1. Efeito dos tratamentos aplicados via sementes sobre os valores observados nos testes de primeira contagem
de germinacdo (A.), comprimento da parte aérea e radicular (B.) e massa seca de plantulas (C.) do trigo

Figure 1. Effect of seed treatments on the values observed in the tests of first germination count (A.), shoot and root length (B.) and
seedling dry weight (C.) of wheat

“Controle (test.); Inoculagéo com A. brasilense (A); Tratamento quimico de sementes (TS); Aditivo osmoprotetor (O). “Barras com

mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (0<0,05).

Esses resultados corroboram com os observados por Ludwig et al. (2014), em que 0s
autores relatam efeito fitotoxico do tratamento quimico quando se avaliou germinacao e
crescimento de plantulas em substrato de papel. Em solo essa fitotoxicidade pode nédo
ocorrer, pois parte do produto esta sujeito a adsorcdo aos coldides do solo (N6brega et
al., 2005) ou ainda ser lixiviado ou diluido na ocorréncia de precipitacdo pluvial.

Com relacdo ao observado na utilizacdo do aditivo osmoprotetor, supde-se que 0
incremento no nimero de barreiras fisicas ao redor das sementes possa ter ocasionado
reducdo na velocidade de embebicdo e do fluxo de oxigénio para o interior da semente,
diminuindo a velocidade das reac6es metabolicas envolvidas com a germinacao. Além
disso, o incremento no numero de barreiras fisicas que o eixo embrionario teve de
romper pode ter ocasionado reducdo na velocidade de germinacdo (Mendonca et al.,
2007).

O comprimento da parte aérea e raiz, semelhante ao observado na primeira contagem
de germinacdo, foi inferior com a aplicacdo do aditivo osmoprotetor e/ou tratamento
quimico (Figura 1B). Na parte aérea, a reducdo em relacdo a testemunha foi na ordem
de 32 e 29%, respectivamente, com a utilizacdo do aditivo osmoprotetor + TS e A.

brasilense + aditivo osmoprotetor + TS. No sistema radicular, as reducGes mais
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substanciais foram de 16 e 29%, entretanto, na utilizacdo do aditivo osmoprotetor + TS
e A. brasilense + aditivo osmoprotetor. Como mencionado anteriormente, nesses
tratamentos a germinacdo ocorreu depois, havendo menor tempo para o crescimento das
plantulas (Mendonca et al., 2007).

Reducdo no vigor de plantulas também foi observada através da massa seca de
plantulas. A medida que aumentou o nimero de produtos aplicados sobre as sementes
houve reducdo gradativa da massa seca de plantulas (Figura 1C.). Possivelmente a
auséncia de incremento no vigor de plantulas pela inoculacéo seja em funcéo de que a
associacdo entre a bactéria e planta leve um tempo superior a estudado para ser

verificada e com isso sejam observados beneficios.

Crescimento de plantulas
Subestudo 1

Né&o foi observada interacdo entre os fatores testados. Avaliando os fatores de forma
isolada, a inoculacdo sem o tratamento quimico incrementou em 18% a massa seca de
raizes e 15% o volume total de raizes em relacdo ao ndo inoculado. O maior volume de
raizes axiais nas plantulas inoculadas (22%), possivelmente, foi o responsavel pelo
incremento no volume total e a massa seca de raizes, uma vez que o volume de laterais

ndo foi alterado (Figura 2).
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Figura 2. Resposta sobre a massa seca de raizes (A.) e volume radicular (B.) de plantulas de trigo, em funcdo da
inoculagdo com A. brasilense, aos 28 dias apds a semeadura
Figure 2. Response on dry mass of roots (A.) and root volume (B.) of wheat seedlings, as a function of inoculation with A.

brasilense, at 28 days after sowing
“Barras com mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (¢<0,05).
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Ao alterar a morfologia das raizes, as bactérias possibilitam a exploracdo de um
maior volume de solo, aumentando o0 acesso a nutrientes e assim, possibilitando o
incremento do processo de reducdo assimilatéria do nitrato disponivel no solo, além da
maior fixacéo biologica do nitrogénio atmosférico, pelo incremento de area rizosférica
(Martins et al., 2018). Entre esses mecanismos o incremento do sistema radicular pode
ser 0 mais importante, uma vez que possibilita maior absor¢cdo de minerais e agua
(Cassan et al., 2009; Galindo et al., 2017).

A producéo de fitohormonios pelas bactérias pode ser o fator responsavel pelo efeito
observado no crescimento radicular (Hungria et al.,, 2010). O principal horménio
produzido por estirpes de A. brasilense é o 4cido 3-indolacético (AlA) (Radwan et al.,
2004; Moreira et al., 2010), sendo o crescimento radicular mais sensivel a adicdo de
auxina que células de parte aérea.

Com relacdo ao tratamento quimico de sementes, observou-se que plantulas oriundas
de sementes tratadas e sem a inoculacdo apresentaram reducdo de 35% na area foliar,
28% na massa seca da parte aérea, 30% na massa seca de raizes, 6% no diametro médio
radicular, 42% no comprimento de raizes, 32% no volume de raizes e 40% na area

superficial em relagdo as ndo tratadas e ndo inoculadas (Figura 3).
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Figura 3. Efeito da aplicacdo do tratamento quimico sobre a area foliar (A.), massa seca da parte aérea e raizes (B.),
didmetro médio de raizes (C.), comprimento radicular (D.), volume radicular (E.) e &rea superficial (F.) de plantulas
de trigo aos 28 dias ap6s a semeadura

Figure 3. Effect of the chemical treatment of seeds on the leaf area (A.), aerial part dry mass and roots (B.), mean root diameter
(C.), root length (D.), root volume (E.) surface area (F.) of wheat seedlings at 28 days after sowing

“Barras com mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (a<0,05).

O fato de plantulas oriundas de sementes sem tratamento quimico e inoculadas terem
sido superiores as de sementes tratadas e inoculadas pode ser explicado por um possivel
efeito fitotoxico dos produtos sobre a bactéria e o crescimento das plantulas. Nos
estudos de Balardin & Loch (1987), o tratamento das sementes de centeio e aveia com
thiram inibiu a germinacdo de sementes de aveia, além de interferir negativamente no
comprimento de raiz e coleoptilo das sementes de centeio, indicando uma inibi¢do do
crescimento.

Esta reducdo no vigor das plantulas pode ser esclarecida em funcdo dos efeitos
toxicos exercidos por estes produtos quimicos, envolvendo a formacdo de radicais
livres. Além disso, a auséncia de interacdo entre os fatores leva a pressupor que o
tratamento quimico é toxico as bactérias, uma vez que ndo houve diferenca entre a

presenca ou auséncia de bactéria quando da utilizagcdo do tratamento quimico, sendo
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esses valores inferiores aos observados em plantulas somente com a inoculagdo (Figura
2).

Subestudo 2

N&o foi observada influéncia da utilizacdo do aditivo osmoprotetor nas respostas
apresentadas pela inoculagdo com A. brasilense sobre o crescimento de plantulas. Por
outro lado, houve reducdo na massa seca da parte aérea e comprimento, volume e area
superficial radicular com a utilizacdo do aditivo (Figura 4). Possivelmente, o aditivo
aumentou a retencdo do tratamento quimico sobre a superficie das sementes,
aumentando seus efeitos fitotdxicos sobre as plantulas (Balardin & Loch, 1987). Além
disso, o0 incremento no numero de barreiras fisicas que o eixo embrionéario teve de
romper pode ter ocasionado reducdo na velocidade do processo germinativo. Essas
sementes germinaram depois, havendo menos tempo para o crescimento das plantulas
(Mendoncga et al., 2007).
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Figura 4. Efeito da utilizacdo de aditivo osmoprotetor sobre a massa seca da parte aérea (A.), comprimento radicular

(B.), volume radicular (C.) e area superficial (D.) de plantulas de trigo aos 28 dias ap6s a semeadura
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Figure 4. Effect of the use of osmoprotectant additive on the aerial part dry mass (A.), root length (B.), root volume (C.) and surface
area (D.) of wheat seedlings at 28 days after sowing

*Barras com mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (0<0,05).

Semelhante ao observado no subestudo 1, quando da utilizacdo da A. brasilense
observou-se incremento de 21% na massa seca da parte aérea, 44% no comprimento

radicular total, 18% no volume de raizes laterais e 38% area superficial (Figura 5).
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Figura 5. Efeito da inoculagdo de sementes com A. brasilense sobre a massa seca da parte aérea (A.), comprimento
radicular (B.), volume de raizes laterais (C.) e area superficial radicular (D.) de plantulas de trigo aos 28 dias apos a

semeadura
Figure 5. Effect of seed inoculation with A. brasilense on aerial part dry mass (A.), root length (B.), lateral root volume (C.) and
root surface area (D.) of wheat seedlings at 28 days after sowing

“Barras com mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (¢<0,05).

Subestudo 3
Plantulas em solucdo nutritiva com pH 4,8 apresentaram parametros de crescimento
com valores estatisticamente iguais aos observados em plantulas mantidas em solugéo

com pH 6,5. A elevada atividade de H* na solucio (valores de pH iguais ou maiores
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que 4,8) parece nédo ser um fator limitante ao crescimento normal das plantas, desde que
para isso haja suprimento adequado de todos 0s nutrientes, sem a presenca de elementos
toxicos.

De maneira semelhante, ndo se observou alteracdo da resposta a inoculacdo da
bactéria em funcio do pH da solucéo nutritiva. A concentracdo de ions H*, nos valores
testados, parece ndo ter efeito sobre a A. brasilense. Entretanto, em solo a influéncia
indireta do pH da solugédo do solo na disponibilidade de nutrientes e compostos toxicos
as plantas e células microbianas pode restringir o crescimento radicular e reduzir a
atividade da A. brasilense (Cassan et al., 2009).

Semelhante ao observado nos subestudos anteriores houve efeito da inoculagdo com
A. brasilense sobre o crescimento de plantulas, resultando em incremento de 37% na
area foliar, 44% na massa seca de parte aérea, 38% massa seca de raizes, 55% na area
superficial, 57% no comprimento radicular total e 49% volume radicular total com a

utilizacdo da bactéria.

Subestudo 4

N&o se observou efeito da interagdo entre inoculagdo com A. brasilense e utilizagdo
do N na composicdo da solugdo nutritiva. Todavia, semelhante ao observado nos
subestudos anteriores, houve incremento no crescimento de plantulas com a inoculagédo
da bactéria (Figura 6). Possivelmente, na presenca do nitrogénio a A. brasilense poderia
vir a induzir um maior crescimento inicial das plantas, uma vez que as fontes
NH;H.PO, e NH4NO; estimulam a producdo de inddis, quando em baixas
concentragdes como nesta condicdo de estudo (Radwan et al., 2004), o que ndo foi
observado nesse estudo.

A presenca de N na solucdo nutritiva resultou em incremento de 22% na massa seca
da parte aérea, 32% no comprimento radicular, 20% no volume radicular e 24% na area
superficial (Figura 6). O N esta relacionado com a fotossintese, respiracdo, crescimento
e atividade das raizes, além da absorcao idnica de outros nutrientes. Assim, 0 nitrogénio
€ um dos nutrientes que promove maiores modificagdes morfofisiologicas na planta
(Nakao et al., 2018).
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Figura 6. Efeito do nitrogénio na solugdo nutritiva sobre a massa seca de parte aérea (A), area superficial (B),
comprimento radicular (C) e volume radicular (D) de plantulas de trigo aos 28 dias apds a semeadura

Figure 6. Effect of nitrogen on nutrient solution on shoot dry mass (A.), surface area (B.), root length (C.) and root volume (D.) of
wheat seedlings at 28 days after sowing

“Barras com mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (a<0,05).

CONCLUSOES
A germinacdo ndo é influenciada pelo pH da solugdo de embebicdo e pelos
tratamentos aplicados via semente, entretanto, ha reducdo do vigor de plantulas com o
acréscimo do tratamento quimico e/ou aditivo osmoprotetor.
O pH e a presenca de nitrogénio na solucdo nutritiva, nos valores testados, nédo
influenciam sobre os efeitos observados com a inoculacéo da A. brasilense.
A inoculagdo incrementa o crescimento radicular, entretanto, com a utilizagdo do

tratamento quimico e/ou do aditivo osmoprotetor ndo ha efeito da A. brasilense.
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4 ARTIGO 2 - FISIOLOGIA DE PLANTAS E PRODUTIVIDADE DO TRIGO

INOCULADO E CULTIVADO EM DIFERENTES pH’S DE SOLO?

Resumo - Objetivou-se com esta pesquisa avaliar o efeito do tratamento quimico de
sementes, do uso de aditivo ao inoculante e do pH do solo sobre a Azospirillum
brasilense e, os efeitos da bactéria sobre parametros fisiologicos de plantas e a
produtividade do trigo. Os tratamentos compreenderam a utilizacdo da A. brasilense,
aditivo osmoprotetor e tratamento quimico de sementes, em solo de cultivo com e sem
correcdo da acidez. Os tratamentos foram organizados no delineamento blocos
casualizados, com quatro repeti¢es. Foram avaliados parametros fisiologicos nas folhas
por ocasido do afilhamento e florescimento da cultura e, componentes de produtividade
de grdos na maturacdo fisiologica. A peroxidacdo lipidica foi maior em solo sem
correcdo. Maior atividade da enzima nitrato redutase foi observada quando as plantas
foram cultivadas em solo com acidez corrigida, assim como, com a inoculagdo com A.
brasilense. A utilizacdo do aditivo ndo atenua os efeitos da utilizacdo do tratamento
quimico de sementes. Com o tratamento quimico ndo ha resposta do trigo a inoculagéo
com A. brasilense. Em solo com pH 6,5 a A. brasilense incrementa a produtividade de
grdos do trigo.

Palavras-chave: estresse oxidativo; nitrato redutase; acidez do solo

Plant physiology and productivity of wheat inoculated and cultivated in different

soil pH's

Abstract - The objective of this research was to evaluate the effect of chemical
treatment of seeds, the use of additive to the inoculant and soil pH on A. brasilense, and
the effects of the bacterium on physiological parameters of plants and wheat yield. The
treatments included the use of A. brasilense, an osmoprotective additive and chemical
treatment of seeds, in cultivation soil with and without acidity correction. The
treatments were arranged in a randomized complete block design with four replications.

Physiological parameters were evaluated in the leaves on the occasion of the

? Artigo elaborado de acordo com as normas da Revista Brasileira de Ciéncia Agrarias.
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afilhamento and flowering of the crop and components of grain yield in the
physiological maturation. Lipid peroxidation was higher in soil without correction.
Higher activity of the nitrate reductase enzyme was observed when the plants were
cultivated in soil with corrected acidity, as well as with inoculation with A. brasilense.
The use of the additive does not mitigate the effects of using chemical seed treatment.
With the chemical treatment there is no response of wheat to inoculation with A.
brasilense. In soil with pH 6.5 the A. brasilense increases the yield of wheat grains.

Key words: oxidative stress; nitrate reductase; soil acidity

INTRODUCAO

A disponibilidade de nitrogénio (N) em quantidade adequada a planta é fator
determinante da expressdo da produtividade potencial da cultura do trigo (Santos et al.,
2017). Quando do fornecimento de N em quantidade inadequada ampliam-se 0s eventos
de oxidacdo e reducdo de moléculas no interior das células. Com isso, ha a geragdo de
espeécies reativas de oxigénio (EROs), subprodutos decorrentes da reducdo parcial do
oxigénio molecular (Halliwell & Whiteman, 2004).

As principais formas de EROs produzidos sdo: radical superdxido (O), peréxido de
hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (OH") e oxigénio singlet (*O,). O H,0,, por
exemplo, é capaz de promover a quebra do 6xido nitrico, onde os subprodutos gerados
promovem a diminuicdo da taxa de afilhamento, reducdo do numero de folhas vivas e
baixa producdo de massa seca de plantas (Dordas et al., 2009). Para eliminar as EROs as
plantas apresentam um complexo sistema antioxidante, entretanto, o desequilibrio entre
compostos oxidantes e antioxidantes caracteriza-se pela instalacdo do processo de
estresse oxidativo (Halliwell & Whiteman, 2004), capaz de interpor limitacdes a
produtividade da cultura.

Nas plantas as necessidades de N podem ser supridas por fontes industrializadas do
nutriente (Costa et al., 2018), mineralizacdo de restos culturais com baixa relagdo C/N
(Bertoncelli et al., 2017) e da matéria organica do solo (Rosa et al., 2017) ou pela
fixacdo bioldgica de nitrogénio (Hungria et al., 2016). O N fornecido via fixacao
bioldgica €, entretanto, menos propenso a lixiviacdo e volatilizagéo, sendo utilizado in
situ, além de ter o fornecimento constante (Rodrigues et al., 2014).

Em gramineas observam-se bons resultados com a inoculacdo de Azospirillum
brasilense (Rodrigues et al., 2014). Essas bactérias promovem o crescimento radicular

(Santos et al., 2017), manutencdo de maior numero de afilhos férteis, translocacdo mais
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eficiente de N para os grdos e incremento na produtividade de grdos (Didonet et al.,
2000). Todavia, em fungdo de estarem associadas livremente as plantas tornam-se
vulneraveis ao ambiente em que sdo postas, podendo ter seu crescimento e atividade
modulados (Moreira et al., 2010). A acidez do solo nas regides de cultivo do trigo pode
atuar de forma negativa sobre a atividade da A. brasilense. Além de que, nesta condicao
pode ser intensificada a competicdo com outros microrganismos (fungos) edaficos
(Moreira et al., 2010), resultando na alteracdo de resultados observados em
determinados estudos.

O tratamento quimico de sementes constitui outro fator a ser observado. 1sso é o
observado em Bradyrhizobium spp. inoculadas em soja, onde 0s processos de simbiose
e formacdo de nddulos sdo afetados (Alcantara Neto et al., 2014). Todavia, com relagédo
a A. brasilense esse conhecimento ainda necessita ser ampliado, podendo ser um dos
responsaveis pela alternancia e ineficicia da A. brasilense em estudos com aplicacéo da
bactéria via semente.

Para minimizar a possivel perda de carga/eficiéncia bacteriana em funcdo do
tratamento quimico de sementes, uma alternativa pode ser a utilizagdo de “aditivos”
osmoprotetores junto ao inoculante. Compostos por polimeros e um complexo de
acucares, em conjunto com o inoculante proporcionam a formacdo de uma pelicula
impedindo o contato direto do produto quimico com as bactérias (Pires et al., 2004).
Nesta condicdo, a pratica da inoculacdo poderia ser realizada concomitantemente ao
tratamento quimico, sem prejuizo aos efeitos da bactéria.

Em funcdo do mencionado, o objetivo da pesquisa foi avaliar o efeito do tratamento
quimico de sementes, do uso de aditivo ao inoculante e do pH do solo sobre a
Azospirillum brasilense e, os efeitos da bactéria sobre parametros fisioldgicos de plantas

e a produtividade do trigo.

MATERIAL E METODOS
A pesquisa foi conduzida nos anos agricolas 2016 e 2017. O clima da regido é
classificado como Cfa (subtropical umido) conforme Koppen (Peel et al., 2007), sendo a
representacdo da precipitagdo pluviométrica e temperatura média do ar observadas
durante a conducéo do experimento apresentadas na Figura 1.
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Figura 1. Precipitacdo pluviométrica e temperatura média do ar no periodo de condugédo do experimento

= 5 i 2
310 | — Precipitagdo pluviométrica 2016 t 33
Temperatura média do ar 30
300 27
"
290 24
F 21
Colheita
280 pH 4,85 18
90 . F
2 aplicagdo de N Colheita 15
75 \ pH6S | 12
60 1* aplicagdo de N “
: Semeadura F9
45
30 6
15 ' | : r3
0 y | I Y LIV ¥V 1,
©C 00090 —~0 90 —~—0 0000 —~0 9 O
TRARITINRGT GRS YR VDR
S - AdS -~ NS ~—~—N2o—~—NN0 =800 =a
S 8§ 8333 &8 888 B8B8EB3 3 3
SRR IR n9000222
il 2017
165 1
150 | [0
)
135 2
120 - 24
J F21
105 Colheita
90 pH535e6,0 18
75 2* aplicagio de N r1s
60 1* aplicagdo de N 12
45 Semeadura 9
30 A L 6
15 k43
\l/ I‘\s’ / | | | \\cl
[ N A LA L N . . . . L Ly
S O O O -~ O O =~ O O O O O —~ O O
R F YD R R YRR R A
— 82 -~—d 35 =85 =85 =& o =
§ § 33 3 & & & o @ @ B 5 8B 2z 3
e - - - R B R B e B e I I

Meses e decéndios

Figure 1. Rainfall and mean air temperature during the conduction period of the experiment
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O solo da éarea € classificado como Argissolo Vermelho distrofico tipico (Embrapa,

2013), apresentando os seguintes atributos quimicos quantificados na camada de 0,00-

0,20 m (Tabela 1).

Tabela 1. Atributos quimicos do solo por ocasido da instalagdo dos experimentos a campo

Table 1. Chemical attributes of the soil during the installation of field experiments

Solo pH MO  Pueicy K Al Ca Mg H+Al CTC(PH7) jndice \Y m
H,0(L1) miv  —-mgdm®-  cceeeeeee cmol.dm® --meemeeeeee SMP (%) (%)
Ano de 2016
A® 4,85 24 107" 83 16 42 18 175 23,9 4,95 32,9 33,1
B®@ 6,5 25 122@™* 78 00 61 26 53 14,3 6,5 63,1 0,0
Ano de 2017
A® 5,35 20 7,09 56 14 57 24 58 14,2 5,75 58,6 14,7
B®@ 6,0 23 16,0%%" 62 01 63 28 33 12,6 6,35 73,2 2,1

DSem correcéo da acidez. @Com acidez corrigida. "Teor de argila.
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A correcdo da acidez do solo “B” foi realizada em setembro de 2015, conforme
analise quimica do solo e recomendacbes da CQFS-RS/SC (2004), sendo o calcéario
aplicado em superficie e sem incorporacdo. A fertilidade de ambos os solos e anos
agricolas foi corrigida por ocasido da instalagdo do experimento, sendo utilizado
fertilizante mineral dosado para uma expectativa de produtividade de 3500 kg de
grios.ha™’. Nos dois anos a adubacdo de cobertura foi realizada no inicio e final do
afilhamento, com a aplicacéo de N na forma de ureia.

A dessecacdo da area experimental com glifosato (1440 g i.a.ha™) foi realizada 20
dias antes da instalacdo dos experimentos, sendo as semeaduras realizadas no dia 16 e
22 de junho, respectivamente, para os anos 2016 e 2017. Utilizou-se de uma semeadora-
adubadora provida de sulcador tipo disco para sementes e adubo. Os sulcos foram
espacados em 0,20 m, buscando-se a distribuigdo de 375 sementes m?, na profundidade
média de deposi¢cdo das sementes de 4,5 cm. Os demais manejos e tratos culturais
efetuados na cultura seguiram as indicacdes técnicas para a cultura do trigo (Embrapa,
2016). Foi utilizada a cultivar TBio Toruk nos dois anos agricolas, a qual é
recomendada para regides RS1 e RS2, que compreendem o local do estudo (Embrapa,
2016).

O delineamento experimental foi de blocos casualizados, sendo os tratamentos
distribuidos em um bifatorial 2x8, com quatro repeti¢bes. O primeiro fator refere-se aos
niveis de pH do solo (acidez corrigida e sem correcdo) e, o segundo, aos tratamentos
aplicados via semente, sendo eles: controle (sem tratamento quimico, aditivo e A.
brasilense), inoculacdo com A. brasilense (A), tratamento quimico de sementes (TS),
aditivo osmoprotetor (O), A+O, A+TS, O+TS e A+O+TS. As parcelas mediam 7,75 X
2,25 m, tendo parcelas Uteis de 5 x 1,2 m (6,0 m?).

Como tratamento quimico foram utilizados Imidacloprido + Tiodicarbe (Cropstar®)
e Triadimenol (Baytan®), ambos na dose de 3 mL.kg™ de semente. A aplicagdo do TS
foi realizada no dia anterior a instalagdo do experimento, a partir da homogeneizagéo
dos produtos e as sementes dentro de embalagem plastica. Como inoculante foi
utilizado produto contendo estirpes Ab-Vs e Ab-Vg da bactéria Azospirillum brasilense
(2 x 108 UFC.mL™), na dose de 100 mL para 40 kg de semente (Azototal® liquido). O
aditivo osmoprotetor, composto por biopolimeros osmoprotetores encapsulantes e um
complexo de agUcares, foi aplicado na dosagem de 100 mL para 40 kg de semente

(Protege TS®). A aplicaco do inoculante e do aditivo foi realizada no dia da instalagéo
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do experimento, separadamente ou em mistura conforme o tratamento, a partir da
homogeneizagdo dos produtos e as sementes dentro de embalagem plastica.

Vinte e um dias apds a semeadura, nos dois anos agricolas, avaliou-se o estande
inicial de plantas. Para tanto foi realizada a contagem de plantas emergidas em trés
metros lineares dentro da parcela atil, sendo os valores apresentados em plantas
emergidas m®. Para a quantificacgdo dos pardmetros fisioldgicos foram coletadas
amostras de tecido foliar por ocasido do estadio 3.0 (Afilhamento — quarta folha do
colmo principal), anteriormente a aplicagdo do fertilizante nitrogenado e 10.3
(Florescimento — folha bandeira menos 1) conforme escala proposta por Large (1954)
para o desenvolvimento do trigo. Apds a coleta, o tecido vegetal foi imediatamente
congelado em N liquido e, mantido em freezer (-80 °C), até a realizacdo das andlises.

Foram quantificados os parametros fisioldgicos: contetdo de perdéxido de hidrogénio
(Loreto & Velikova, 2001), atividade da enzima superdxido dismutase (Giannopolitis &
Ries, 1977), peroxidacéo lipidica (EI-Moshaty et al., 1993), contelido de carotenoides,
conteddo de clorofila a, b e total (Hiscox & lIsraelstan, 1979; Lichtenthaler, 1987) e
atividade da enzima nitrato redutase (Jaworski, 1971). Os parametros fisiologicos foram
avaliados em plantas cultivadas no ano de 2016.

As variaveis altura de plantas, nimero de espigas por metro quadrado e nimero de
espiguetas e grdos por espiga foram avaliadas quando a cultura encontrava-se no estadio
11.4 (Large, 1954). Ja por ocasido da colheita foram determinadas: massa de mil graos;
produtividade de gréos (corrigida para 13% de umidade) e massa de hectolitro (kg.hl™),
aferida pelo medidor automatizado G650i® (Gehaka, Sao Paulo, SP, Brasil).

Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), sendo
observada diferenca significativa entre os tratamentos foi realizado o teste
complementar de separacdo de médias Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro, com

0 auxilio do programa Sisvar (Ferreira, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Fisiologia de plantas
No decorrer da pesquisa ndo foram observadas adversidades bioticas e abioticas que
pudessem ser restritivas a expressdo do potencial produtivo do trigo (Figura 1). No
entanto, ndo foi observado efeito da interacdo pH do solo x tratamentos aplicados via

sementes sobre os parametros fisioldgicos avaliados.
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Durante o estadio de afilhamento se observou maior atividade da enzima SOD
quando o trigo foi cultivado em solo com pH 4,85 (9,083 U.mg™ proteina) em
comparagéo ao observado em pH 6,5 (6,967 U.mg™ proteina). Por participar ativamente
da eliminacdo e quebra de EROs, a auséncia de alteragdes no contetdo de H,0O; e
TBars, acompanhada pela maior atividade da SOD quando em pH 4,85 indicam que a
enzima foi eficiente na inativagdo de EROs resultantes da exposi¢do das plantas a
condicdes de estresse causadas pelo solo acido (Barbosa et al., 2014).

Com a reducdo do pH do solo para valores inferiores a 55 ha incremento do
contelido de AI** trocavel. Nas plantas os efeitos da toxidez de AI** podem ser
observados principalmente no sistema radicular, porém, com reflexos na parte aérea
(Bissani et al., 2008). A desorganizacdo dos meristemas, necrose dos tecidos e acimulo
de aluminio no protoplasma e nucleo das células interfere em processos metabdlicos
como a respiracdo aerdbica radicular e a producdo de EROs. 1sso provoca na planta a
expressdo de mecanismos de defesa antioxidante, dentre eles a producdo da enzima
SOD (Barbosa et al., 2014).

Diferencas quanto a peroxidacdo lipidica foram observadas somente no
florescimento da cultura. A estimativa da peroxidacdo de lipidios foi reduzida em
funcdo da elevacéo do pH do solo de cultivo, sendo observados 0,022 nmol MDA.mg™
de proteina quando em pH 4,85 e 0,020 nmol MDA.mg™ de proteina quando em pH 6,5.
O crescimento radicular reduzido em fungdo da maior disponibilidade de AI** trocavel
quando em solo com pH 4,85 pode ter reduzido o volume de solo explorado pelas raizes
e, por consequéncia, 0 acesso a agua. Tal condi¢do leva a uma producdo excessiva de
EROs e, na auséncia de mecanismos eficientes de protec¢do (enzimaticos ou ndo), podem
ocorrer alteragdes metabodlicas que resultam em danos oxidativos as membranas,
reduzindo o crescimento de plantas (Fukami et al., 2018).

O conteudo de pigmentos foi influenciado pelos tratamentos aplicados via semente
tanto no afilhamento quanto no florescimento da cultura. Com excegédo do tratamento A.
brasilense + aditivo osmoprotetor, os demais tratamentos com a utilizacdo do aditivo
apresentaram valores menores para clorofila total no afilhamento da cultura (Figura
2A). O incremento no numero de barreiras fisicas que o eixo embrionario teve de
romper pode ter ocasionado reducdo na velocidade do processo germinativo e,
consequentemente, na emissdo de raizes, necessérias para a absorcdo de agua e
nutrientes (Mendonga et al., 2007), reduzindo o aporte de nitrogénio e,

consequentemente, a sintese de clorofila.
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Figura 2. Conteudo de clorofila total no estadio de afilhamento (A.), clorofila b no estadio de florescimento (B.) e
atividade da enzima nitrato redutase no afilhamento (C.) e florescimento (D.) do trigo, em fun¢do dos tratamentos
aplicados via semente

Figure 2. Total chlorophyll content at the tillering stage (A.), chlorophyll b at the flowering stage (B.) and nitrate reductase enzyme
activity in the tillering (C.) and flowering (D.) of wheat, as a function of natural treatments via seed

“Controle (test.); Inoculagéo com A. brasilense (A); Tratamento quimico de sementes (TS); Aditivo osmoprotetor (O). “Barras com

mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (0<0,05).

No florescimento, a utilizacdo da inoculacdo junto ao aditivo também resultou na
atenuacao do efeito danoso do aditivo, uma vez que, foi observado maior contetdo de
clorofila b somente nos tratamentos com a utilizacdo da inoculacéo e da A. brasilense +
aditivo osmoprotetor (Figura 2B). Por possuir degradacdo mais lenta do que a observada
para a clorofila a, a maior proporcao de clorofila b € uma caracteristica importante. O
incremento dos teores de clorofila b nas folhas aumenta a capacidade de absorcéo de luz
em diferentes comprimentos de onda. Nesse processo a clorofila b capta a energia e a
transfere para a clorofila a, que efetivamente atua nas reagdes fotoquimicas da
fotossintese (Rubenich et al., 2015). Provavelmente, essa resposta trata-se de uma

adaptacdo da cultura dado ao aporte de nitrogénio e fitohormonios pela bactéria. A
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longevidade de folhas e o uso eficiente de luz séo incrementados pela disponibilidade de
N, favorecendo a ocorréncia de maior produtividade da cultura (Dordas, 2009).

A atividade da NR foi maior quando as plantas foram cultivadas em solo com pH 6,5
em relagdo ao observado em pH 4,85 (Tabela 2). Provavelmente, o incremento na sua
atividade de 18% no estadio de afilhamento e 6% durante o florescimento, quando em
solo com acidez corrigida, se devem ao fato que o nitrato passa a ser a principal forma
de N disponivel para as plantas. Com a elevacdo do pH do solo é maior também a
mineralizacdo do N da matéria organica em funcdo da atividade bioldgica no solo
(Bissani et al., 2008). Além disso, o aumento e declinio da atividade da NR nas folhas
correspondem as flutuagcdes na concentracdo do anion translocado no xilema, sendo que
a diferenca observada entre os estadios provavelmente se deve a maior disponibilidade

do nutriente quando em estadios iniciais (Beevers & Hageman, 1969).

Tabela 2. Atividade da enzima nitrato redutase (NR) nos estadios de afilhamento e florescimento do trigo, em funcéo

do pH do solo de cultivo

Table 2. Activity of the enzyme nitrate reductase (NR) in the wheat grading and flowering stages, as a function of soil pH

pH do solo de cultivo nmol de NO, g MFh?
Afilhamento
4,85 232,61 b
6,5 274,95 a
Florescimento
4,85 260,88 b
6,5 277,98 a

“Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (¢<0,05).

Com relagéo aos tratamentos aplicados via semente, observou-se maior atividade da
enzima NR com a utilizacdo da A. brasilense, independente do estadio fenoldgico
observado (Figura 2C e D). As bactérias sdo capazes de promover o incremento no
crescimento de raizes nos estadios iniciais de desenvolvimento da planta (Santos et al.,
2017). Quanto maior o volume de raizes, maior € a exploracdo do solo e a absorcao de
agua e nutrientes, dentre eles 0 NOg3, estimulando a sintese e atividade da NR (Beevers
& Hageman, 1969).

Componentes da produtividade do trigo

O estande inicial de plantas, componentes e a produtividade de graos do trigo foram
influenciados pelo pH do solo de cultivo e os tratamentos aplicados via semente,
entretanto, somente a massa de mil grédos, massa de hectolitro e produtividade de graos

responderam ao efeito da interacdo dos fatores.
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Exceto no tratamento com inoculagdo, nos demais tratamentos o estande inicial de
plantas foi inferior ao observado na testemunha, durante os dois anos de cultivo (Figura
3A). As maiores reducdes foram de 33 e 28%, respectivamente, para os tratamentos
com o aditivo osmoprotetor + TS e aditivo osmoprotetor + A. brasilense + TS no ano de
2016 e, 31 e 26%, respectivamente, para os tratamentos com o aditivo osmoprotetor e
aditivo osmoprotetor + TS no ano de 2017. Dentre as provaveis causas pode estar a
reducdo na velocidade de embebicdo causada pelo incremento no nimero de barreiras
fisicas ao redor do tegumento. Além disso, 0 acumulo de camadas pode dificultar a
protrusdo das raizes primarias e da parte aérea durante a germinacdo. O retardar a
emergéncia deixa as plantulas mais suscetiveis a patdgenos, aumentando a

desuniformidade de germinacédo e de emergéncia (Mendonca et al., 2007).
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Figura 3. Estande inicial de plantas (A.), nimero de espigas por metro quadrado (B.), nimero de espiguetas por
espiga (C.) e nimero de grdos por espiga (D.) do trigo, em funcéo dos tratamentos aplicados via semente e pH do
solo de cultivo

Figure 3. Initial stand of plants (A.), number of spikes per square meter (B.), number of spaghetti per spike (C.) and number of

grains per spike (D.) of wheat, according to the soil cultivation pH of the cultivation soil
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“Controle (test.); Inoculagio com A. brasilense (A); Tratamento quimico de sementes (TS); Aditivo osmoprotetor (O). “Barras com

mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (0<0,05).

Né&o foi observada diferenca na altura de plantas (AP) em fungdo dos tratamentos
aplicados via semente, 0 que indica nao haver efeito da inoculacdo neste parametro das
plantas de trigo. Diferencas quanto a AP foram observadas em resposta ao pH do solo.
Plantas cultivadas em solo sem correcdo da acidez apresentaram altura média de 72,87 e
71,25 cm, respectivamente, para 0 ano 2016 e 2017, enquanto aquelas cultivadas em
solo com acidez corrigida se mostraram maiores, com alturas médias de 74,34 e 74,48
cm. Esses resultados demonstram que a altura de plantas é influenciada em maior grau
por outros fatores como a maior disponibilidade de nutrientes como o P e N e maior
acesso a agua e, ndo em funcdo da atividade da bactéria (Rodrigues et al., 2014).

Os maiores valores para o numero de espigas por metro quadrado (NE) foram
observados quando em solo com acidez corrigida, sendo, respectivamente, de 480 e 456
espigas por metro quadrado para o ano 2016 e 2017. Em solo sem correcdo da acidez
esses valores foram inferiores, atingindo 450 e 432 espigas por metro quadrado. Dentre
os tratamentos aplicados via semente, os maiores valores foram observados para 0s
tratamentos com A. brasilense, A. brasilense + aditivo osmoprotetor e A. brasilense +
aditivo osmoprotetor + TS, quando em 2016, j& no ano 2017 o tratamento com A.
brasilense foi o qual apresentou o maior resultado (Figura 3B.).

A utilizacdo da A. brasilense incrementou em 116,24 espigas por metro quadrado o
NE em relacdo ao tratamento testemunha no ano de 2016 e em 92,16 espigas em 2017.
Entretanto, quando na utilizagdo da A. brasilense + TS ndo foi observado incremento
para 0 NE no ano 2016. No ano 2017 a utilizacdo da A. brasilense + TS foi superior ao
observado na auséncia da bactéria, apesar de ndo igualar-se a utilizacdo de A. brasilense
de forma isolada. Isso demonstra a existéncia de efeito deletério dos componentes
utilizados no tratamento quimico sobre a A. brasilense.

O NE é uma variavel dependente do numero de afilhos que cada planta produz,
mantém e desenvolve até o final do ciclo. Diretamente influenciado pela disponibilidade
de N e P durante o estadio de afilhamento, o maior NE foi obtido com o uso da bactéria.
Provavelmente, isso se deve ao incremento no desenvolvimento do sistema radicular e,
por consequéncia, do volume de solo explorado durante o desenvolvimento da cultura
(Santos et al., 2017).
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Quanto ao numero de espiguetas por espiga (NEE), observou-se, respectivamente,
para os anos 2016 e 2017, o valor de 18 e 19,24 espiguetas por espiga quando o cultivo
foi em solo sem corre¢édo da acidez e 19,37 e 20,70 espiguetas por espiga, quando em
solo corrigido. Isso, provavelmente, se deve a maior disponibilidade de nutrientes em
solo com pH proximo a neutralidade (Bissani et al., 2008). Com relacdo aos tratamentos
aplicados via semente, os maiores valores foram observados quando utilizada a
inoculacdo com A. brasilense e A. brasilense + aditivo osmoprotetor quando em 2016 e
no tratamento com A. brasilense em 2017 (Figura 3C.). No ano 2016 os tratamentos
anteriormente citados tiveram o NEE incrementado em aproximadamente 20% em
relacdo ao tratamento testemunha, ja no ano 2017 a utilizacdo da bactéria incrementou o
valor observado em 19%.

Quanto ao numero de gréos por espiga (NGE), plantas cultivadas em solo sem a
correcdo da acidez produziram 30,38 e 28,18 gréos por espiga, enquanto aquelas
cultivadas em solo com acidez corrigida produziram 31,85 e 30,78 gréos por espiga,
respectivamente, nos anos 2016 e 2017. Com excecdo do tratamento com A. brasilense
+ TS, nos demais tratamentos com a utilizacdo da bactéria o NGE foi maior do que nos
tratamentos onde ndo se utilizou a A. brasilense, quando em 2016 (Figura 3D). No ano
2017, apesar de ndo ser semelhante a utilizacdo de A. brasilense de forma isolada, o
tratamento com A. brasilense + TS foi superior ao observado nos tratamentos com a
auséncia da bactéria. Provavelmente, o acréscimo no NGE esteja relacionado também a
producdo de substancias reguladoras do crescimento de plantas pelas bactérias, como
auxinas e citocininas, substancias essas, que junto ao aporte de nitrogénio, atenuaram as
perdas no potencial produtivo observadas nos demais tratamentos (Santos et al., 2017).

O pH do solo e os tratamentos aplicados via semente apresentaram interacdo no
efeito observado sobre a massa de mil grdos (MMG) nos dois anos de estudo (Figura 4).
No ano de 2016, quando em solo sem correcdo da acidez, ndo foi observada diferenca
entre os tratamentos aplicados via semente, ao passo que, em solo corrigido houve
incremento nos valores observados para o tratamento com A. brasilense e A. brasilense
+ aditivo osmoprotetor em relacdo aos demais, sendo também, valores superiores aos
observados no solo sem corre¢do da acidez. No ano 2017, a utilizagdo de A. brasilense
+ aditivo osmoprotetor ndo apresentou incremento igual ao observado com a utilizagédo
da A. brasilense de forma isolada, entretanto, também resultou em incremento na MMG

em relagcdo aos demais tratamentos.
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Figura 4. Massa de mil gréos da cultura do trigo em fungdo dos tratamentos aplicados via semente e pH do solo de
cultivo

Figure 4. Mass of thousand grains of wheat according to the treatments applied by seed and pH of the cultivation soil
“Controle (test.); Inoculagdo com A. brasilense (A); Tratamento quimico de sementes (TS); Aditivo osmoprotetor (O). “Barras e
pontos com mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (0<0,05). O sinal “+” representa diferenca

significativa entre os valor de pH do solo.

Com a elevacao do pH do solo a 6,5 ha o favorecimento do crescimento de bactérias
(Moreira et al., 2010), as quais sdo mais eficientes na mineralizacdo da matéria
organica, em funcéo de todo o AI** trocavel ter sido neutralizado (Bissani et al., 2008).
Essa condicdo também beneficia a A. brasilense, resultando em maior disponibilidade
de N no periodo de enchimento de grdos, embora ndo tenham sido realizadas contagens
em solo para sustentar essa afirmacdo. Por outro lado, o aproveitamento in situ do N
fornecido pela fixagao biol6gica também pode ter incrementado o acimulo de biomassa
na planta e, assim, a translocacédo para os gréos (Didonet et al., 2000).

Com relacdo a massa de hectolitro (MH), no ano 2016 a cultura permaneceu mais
tempo a campo quando em solo com acidez corrigida (as plantas nesta condi¢do ainda
estavam verdes no momento em que foi realizada a colheita da cultura em solo sem
corre¢do da acidez). Entretanto, mesmo com a provavel ativagdo da o-amilase e a
degradacdo parcial dos carboidratos acumulados (em funcdo da ocorréncia de
precipitacdes pluviais nesse periodo), observa-se que os maiores valores foram
encontrados no tratamento com A. brasilense e A. brasilense + aditivo osmoprotetor,
sendo o valor observado em solo corrigido superior ao observado em solo sem corregédo
da acidez no tratamento com A. brasilense (Figura 5). Em 2017, com excec¢do do
tratamento com a aplicacdo do aditivo osmoprotetor + TS, os demais tratamentos

apresentaram resultados superiores quando em solo com acidez corrigida em relagdo ao
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observado em solo sem correc¢éo, sendo os tratamentos com a utilizagdo da bactéria

superiores a aqueles na sua auséncia quando em solo com acidez corrigida.
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Figure 5. Holsolith mass and wheat grain yield as a function of treatments applied via seed and pH of the growing soil

“Controle (test.); Inoculagio com A. brasilense (A); Tratamento quimico de sementes (TS); Aditivo osmoprotetor (O). “Barras e
pontos com mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (0<0,05). O sinal “+” representa diferenga

significativa entre os valor de pH do solo.

Esses resultados para MH indicam a existéncia de diferencas fisiologicas importantes
no acimulo de N na parte aérea das plantas e sua remobilizacéo para os gréos quando 0s
tratamentos inoculados sdo cultivados em solo com acidez corrigida (Didonet et al.,
2000). Efeito semelhante da inoculagdo na assimilacdo de N pelas plantas de trigo foi

observado por Hungria et al. (2016), que demonstraram a ocorréncia de um aumento no
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N-total maior do que o incremento de massa seca. O aumento na incorporacdo de N
pelas plantas quando inoculadas com A. brasilense foi atribuido, por esses autores, ao
incremento da atividade da NR, como também é observado neste estudo (Figura 2C e
2D).

Além da maior atividade da NR, o maior crescimento do sistema radicular das
plantas inoculadas e o aporte de citocininas podem ter sido o responsavel pela
permanéncia dos tecidos verdes por mais tempo quando em solo com acidez corrigida,
resultando numa atividade enzimatica e fotossintética mais prolongada. Com isso
podem ter sido fornecidas quantidades maiores de fotoassimilados, tanto para os gréos
como para absorver N do solo, onde condi¢cdes de maior estresse (como no solo sem
correcdo da acidez) na auséncia da bactéria podem ter acelerado a senescéncia dos
tecidos (Didonet et al., 2000). Com a maior atividade da NR e longevidade dos tecidos
verdes, possivelmente houve uma maior translocacdo de fotoassimilados para os gréos e
a formacdo de grdos com maior teor de proteinas e com maior massa (Beevers &
Hageman, 1969).

Foi observada interacdo dos fatores nos dois anos de conducdo do experimento. Em
2016 a produtividade de grdos foi incrementada em 337,18 e 292,89 kg.ha™ em relacéo
a testemunha, respectivamente, em funcdo do tratamento com A. brasilense e A.
brasilense + aditivo osmoprotetor, quando em solo com acidez corrigida (Figura 5).
Nesta mesma condicdo de solo, em relagdo ao TS estes incrementos foram ainda
maiores, sendo de 470,57 e 426,28 kg.ha, respectivamente. Em solo sem correcio da
acidez ndo foi observada resposta dos tratamentos aplicados via semente sobre a
produtividade de graos.

No ano 2017, em solo sem correcdo da acidez foi observada resposta dos tratamentos
aplicados via semente, sendo que os tratamentos com aditivo osmoprotetor, tratamento
quimico de sementes ou a aplicacdo destes de forma conjunta resultaram em
produtividade de grdos inferior a observada nos demais tratamentos. No solo com
acidez corrigida, os maiores valores para produtividade de grdos foram observados
novamente em fungdo da aplicagdo da A. brasilense e A. brasilense + aditivo
osmoprotetor. A produtividade de gréos foi incrementada em 386,77 e 297,33 kg.ha™
em relacdo a testemunha, respectivamente, em funcdo da aplicacdo do tratamento com
A. brasilense e A. brasilense + aditivo osmoprotetor, quando em solo com acidez

corrigida. Todavia, 0 maior incremento na produtividade de gréos foi observado com a
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utilizacdo da A. brasilense em relagdo ao tratamento com aditivo osmoprotetor,
correspondendo ao incremento de 547,06 kg de gréos.ha™ (Figura 5).

A auséncia de resposta a inoculacdo quando em solo sem correcdo da acidez pode
estar relacionada ao fato que o valor esta abaixo da faixa considerada ideal (6,0 a 6,5)
para a maxima atividade microbiana no solo. A A. brasilense é predominantemente
rizosférica e mais vulneravel a estresses ambientais quando comparada a outros géneros
como a H. seropedicae (Moreira et al., 2010;). Em solo &cido a atividade da A.
brasilense pode ter sido prejudicada ndo apenas pelo efeito direto da elevada
concentracdo de ions H* na solugdo do solo. O pH baixo influencia indiretamente a
disponibilidade de nutrientes e a disponibilidade e penetracdo de compostos tdxicos
presentes no ambiente edafico para o interior das células (Moreira et al., 2010).

Com relacdo ao tratamento A. brasilense + TS, semelhante ao observado para NE,
NEE, NGE e MMG, houve reducdo na produtividade de grdos em relacdo a utilizagdo
da A. brasilense de forma isolada ou desta mais o aditivo quando em solo com acidez
corrigida. No tratamento A. brasilense + TS a produtividade de grdos foi igual a
apresentada pela testemunha em 2016 e, superior a testemunha, mas inferior ao
tratamento com A. brasilense em 2017. Observa-se que a utilizagdo do aditivo junto a A.
brasilense, quando aplicados sobre sementes tratadas, ndo resultou em incremento de
produtividade como observado com a A. brasilense quando inoculada em sementes nao
tratadas. E possivel a ocorréncia de efeito deletério dos componentes utilizados no

tratamento quimico de sementes sobre a bactéria, mesmo com a utiliza¢&o do aditivo.

CONCLUSOES
A utilizacdo dos produtos imidacloprido, tiodicarbe e triadimenol influi
negativamente sobre a resposta a inoculacdo na cultura do trigo, onde a utilizacdo do
aditivo ndo atenua seus efeitos deletérios sobre a resposta a inoculacdo com A.
brasilense.
Em solo com acidez corrigida a inoculagdo com A. brasilense incrementa a

produtividade de graos e massa de hectolitro da cultura do trigo.
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5 DISCUSSAO GERAL

Os resultados apresentados no artigo | demonstram que o fato da A. brasilense
associar-se as plantulas somente ap6s a emisséo da radicula (KERBAUY, 2008), faz com que
a bactéria ndo interfira na germinacdo das sementes. Durante a germinacdo 0 eixo
embrionario utiliza recursos provindos do endosperma, adquiridos durante a formacgdo das
sementes (COTRIM et al., 2016)

Com relacdo as avaliacbes de vigor, nos testes utilizados ndo foram observados
incrementos nos valores em fungdo da inoculacdo com A. brasilense. Por outro lado, houve
reducdo no vigor de plantulas com a utilizagdo do tratamento quimico ou aditivo
osmoprotetor, sendo que isso ocorreu mesmo na presenca de um desses compostos e da
bactéria. Esses resultados se devem, provavelmente, a algum efeito fitotxico do tratamento
quimico (LUDWIG et al., 2014; RAMPIM et al. 2012) ou ao incremento no numero de
barreiras fisicas ao redor das sementes, 0 que pode ter ocasionado reducdo na velocidade de
embebicdo e do fluxo de oxigénio para o interior da semente, diminuido a velocidade das
reacGes metabdlicas envolvidas com a germinacdo (MENDONCA et al., 2007).

A atividade de H" nas solugBes avaliadas ndo foi um fator limitante ao crescimento,
ndo sendo observada diferenga entre plantulas em funcdo do pH da solucdo nutritiva. A
concentragio de fons H* parece também ndo ter efeito sobre a A. brasilense. Da mesma
forma, ndo se observou alteracao da resposta a inoculacdo em funcdo do pH da solucéo.

De forma semelhante, ndo se observou efeito da interacdo entre inoculagdo com A.
brasilense e utilizacdo do N na composi¢do da solucdo nutritiva. Possivelmente, na presenca
do nitrogénio a A. brasilense viria a induzir ao maior crescimento das plantulas, uma vez que
as fontes NH;H,PO, e NH4;NO; estimulam a producdo de indois, quando em baixas
concentragdes como nesta condicdo (RADWAN et al., 2004), o que ndo foi observado nessa
pesquisa.

Por outro lado, observou-se maior volume de raizes axiais nas plantulas inoculadas
(22%), o que foi responsavel pelo incremento no volume total e na massa seca de raizes, uma
vez que o volume de laterais nédo foi alterado. Ao ter a capacidade de alterar a morfologia das
raizes, as bactérias possibilitam a exploracdo de maior volume de solo pelas plantas e a
intensificacdo do processo da reducdo assimilatoria de nitrato disponivel no solo. Quanto
maior o aporte de N, mais completo o complexo enzimatico e maior a capacidade
fotossintética (BODDEY et al., 1986; MARTINS et al., 2018). Entre esses mecanismos 0

incremento do sistema radicular pode ser 0 mais importante, uma vez que possibilita além da
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maior absorcdo de minerais, maior absor¢do de &gua, o que favorece a expressdo do potencial
produtivo (CASSAN et al., 2009; GALINDO et al., 2017).

N&o foi observada influéncia da utilizacdo do aditivo osmoprotetor no sentido de
atenuar os efeitos negativos do tratamento quimico. Plantulas oriundas de sementes tratadas
qguimicamente apresentaram reducdo dos parametros avaliados, indicando alguma forma de
inibicdo do crescimento em relacdo as ndo tratadas, mesmo com a utilizacdo do aditivo
osmoprotetor. Essa reducdo no vigor das plantulas pode ser em fungdo dos efeitos tdxicos
exercidos por estes produtos quimicos, envolvendo a formacéo de radicais livres (SOARES;
MACHADO, 2007).

Os resultados apresentados no artigo 1l demonstram que a reducdo do pH do solo
provoca nas plantas a expressdo de mecanismos antioxidantes de defesa, dentre eles a maior
atividade da enzima SOD. Quanto a estimativa da peroxidacdo de lipidios, esta foi reduzida
em fungdo da elevagédo do pH do solo de cultivo. O crescimento radicular reduzido em funcéo
da maior disponibilidade de AI** trocavel quando em solo com pH 4,85 pode ter reduzido o
volume de solo explorado pelas raizes e, por consequéncia, 0 acesso a agua. Tais condicdes
estressantes levam a uma producdo excessiva de EROs e, na auséncia de mecanismos
eficientes de protecdo (enzimaticos ou ndo), podem ocorrer alteracdes metabolicas que
resultam nestes danos oxidativos s membranas, como a peroxidagdo de lipidios (FUKAMI et
al., 2018).

O contetdo de pigmentos foi influenciado pelos tratamentos aplicados via semente
tanto no afilhamento quanto no florescimento da cultura. No florescimento observou-se maior
contetdo de clorofila b nos tratamentos com a utilizacdo da inoculacdo e da A. brasilense +
aditivo osmoprotetor. Por possuir degradacdo mais lenta do que a observada para a clorofila a,
a maior proporcdo de clorofila b € uma caracteristica interessante. O incremento dos teores de
clorofila b nas folhas aumenta a capacidade de absorcdo de luz em diferentes comprimentos
de onda, dentre eles, raios de onda longa (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A clorofila b capta a energia e a transfere para a clorofila a, que efetivamente atua nas
reacOes fotoquimicas da fotossintese (RUBENICH et al., 2015; TAIZ; ZEIGER, 2013).
Provavelmente, essa resposta trata-se de uma adaptacdo da cultura dado ao aporte de
nitrogénio e fitohormonios pela bactéria. A longevidade de folhas e o uso eficiente de luz séo
incrementados pela disponibilidade de N, favorecendo a ocorréncia de maior produtividade da
cultura (DORDAS, 2009).

A atividade da NR foi maior quando as plantas foram cultivadas em solo com pH 6,5

em relagdo ao observado em pH 4,85. Provavelmente, o incremento de 18% no estadio de



63

afilhamento e 6% durante o florescimento na atividade da enzima, quando em solo com
acidez corrigida, se devem ao nitrato passar a ser a principal forma de N disponivel para as
plantas (BISSANI et al., 2008).

Com relacéo aos tratamentos aplicados via semente, houve maior atividade da enzima
NR com a utilizacdo da A. brasilense, independente do estadio fenoldgico observado. As
bactérias sdo capazes de promover o incremento do crescimento de raizes nos estadios iniciais
de desenvolvimento da planta (SANTOS et al., 2017). Quanto maior o volume de raizes,
maior é a exploracdo do solo e a absorcdo de agua e nutrientes, dentre eles 0 NOg,
estimulando a sintese e atividade da NR (BEEVERS; HAGEMAN, 1969).

Exceto no tratamento com inoculacdo, nos demais tratamentos o estande inicial de
plantas foi inferior ao observado na testemunha, nos dois anos de estudo. As maiores reducdes
foram de 33 e 28%, respectivamente, para os tratamentos com aditivo osmoprotetor + TS e
aditivo osmoprotetor + A. brasilense + TS no ano de 2016 e, 31 e 26%, respectivamente, para
0s tratamentos com aditivo osmoprotetor e aditivo osmoprotetor + TS no ano de 2017. Dente
as provaveis causas pode estar a reducdo na velocidade de embebicdo causada pelo
incremento no nimero de barreiras fisicas ao redor da semente. O acimulo de camadas pode
dificultar a protrusdo das raizes primarias e da parte aérea durante a germinagdo. Além disso,
retardar a emergéncia deixa as plantulas mais suscetiveis a patdgenos, aumentando a
desuniformidade de germinagéo e de emergéncia (MENDONCA et al., 2007).

Os maiores valores para 0 numero de espigas por metro quadrado (NE) foram
observados quando em solo com acidez corrigida. Dentre os tratamentos aplicados via
semente, 0s maiores valores foram observados nos tratamentos com A. brasilense, A.
brasilense + aditivo osmoprotetor e A. brasilense + aditivo osmoprotetor + TS, quando em
2016, ja no ano 2017 o tratamento com A. brasilense foi o0 qual apresentou o maior resultado.
O NE é uma variavel dependente do nimero de afilhos que cada planta produz, mantém e
desenvolve até o final do ciclo. Diretamente influenciado pela disponibilidade de N e P
durante o estadio de afilhamento, o maior NE foi observado com o uso da bactéria.
Provavelmente, isso se deve ao incremento no desenvolvimento sistema radicular e, por
consequéncia, do volume de solo explorado durante o desenvolvimento da cultura (SANTOS
etal., 2017).

Quanto ao numero de grdos por espiga (NGE), plantas cultivadas em solo sem
correcdo da acidez produziram 30,38 e 28,18 gréos por espiga, enquanto aquelas cultivadas
em solo com acidez corrigida produziram 31,85 e 30,78 grdos por espiga, respectivamente,

nos anos 2016 e 2017. Com excecdo do tratamento com A. brasilense + TS, nos demais
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tratamentos com a utilizacdo da bactéria 0 NGE foi maior do que nos tratamentos onde ndo se
utilizou a A. brasilense, quando em 2016. No ano 2017, apesar de ndo ser igual a utilizagdo de
A. brasilense de forma isolada, o tratamento com A. brasilense + TS foi superior ao observado
nos tratamentos com a auséncia da bactéria. Provavelmente, o acréscimo no NGE esteja
relacionado também a producdo de substancias reguladoras do crescimento de plantas pelas
bactérias. Substancias essas, que junto ao aporte de nitrogénio, atenuaram as perdas no
potencial produtivo observadas nos demais tratamentos (SANTOS et al., 2017).

Com relacdo a massa de hectolitro (MH), no ano 2016 observou-se que 0s maiores
valores foram encontrados no tratamento com A. brasilense e A. brasilense + aditivo
osmoprotetor, sendo o valor observado em solo corrigido superior ao observado em solo sem
correcdo da acidez no tratamento com A. brasilense. Em 2017, com excecdo do tratamento
com a aplicacdo do aditivo osmoprotetor + TS, os demais tratamentos apresentaram
resultados superiores quando em solo com acidez corrigida em relacdo ao observado sem
correcdo, sendo os tratamentos com a utilizacdo da bactéria superiores a aqueles na sua
auséncia quando em solo com acidez corrigida.

Esse comportamento da MH indica a existéncia de diferencas fisiol6gicas no acimulo
de N na parte aérea das plantas e na sua remobilizacdo para os grdos quando as sementes
inoculadas sdo cultivadas em solo com acidez corrigida (MENDES et al., 2011). Efeito
semelhante da inoculagdo na assimilacdo de N pelas plantas de trigo foi observado por
Hungria et al. (2016), que demonstraram a ocorréncia de um aumento no N-total maior do que
0 incremento de massa seca. O aumento na incorporacdo de N pelas plantas quando
inoculadas com A. brasilense foi atribuido, por esses autores, ao incremento da atividade da
NR, como também é observado neste estudo.

A auséncia de resposta a inoculacdo quando em solo sem corre¢do da acidez pode
estar relacionada ao fato de que o valor esta abaixo da faixa considerada ideal (6,0 a 6,5) para
a maxima atividade microbiana no solo (DARTORA et al., 2013; MOREIRA et al., 2010). A
A. brasilense é predominantemente rizosférica e mais vulneravel a estresses ambientais
guando comparada a outros géneros como a H. seropedicae (DARTORA et al., 2013). O pH
baixo influencia indiretamente na disponibilidade de nutrientes e a penetracdo de compostos
toxicos presentes no ambiente edafico para o interior das células (MOREIRA et al., 2010).

Com relacdo ao tratamento A. brasilense + TS, houve reducdo na produtividade de
gréos em relacdo a utilizacdo da A. brasilense de forma isolada ou desta mais o aditivo
guando em solo com acidez corrigida. No tratamento A. brasilense + TS a produtividade de

gréos foi igual a apresentada pela testemunha em 2016 e, inferior ao tratamento com A.
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brasilense em 2017. Observa-se que a utilizagcdo do aditivo junto a A. brasilense, quando
aplicados sobre sementes tratadas, ndo resultou em incremento de produtividade como
observado com a A. brasilense quando inoculada em sementes ndo tratadas. E possivel a
ocorréncia de efeito antagbnico dos componentes utilizados no tratamento quimico de

sementes sobre a bactéria.
5.1 VIABILIDADE ECONOMICA

A inoculagdo pode ser considerada uma pratica economicamente viavel para a cultura
do trigo (aproximadamente 0,46% do custo total), uma vez que, o valor gasto com a
inoculagdo variou em torno de R$ 13,00 ha’ nos dois anos do estudo (TOTAL
BIOTECNOLOGIA, 12-05-18). Ao considerar o valor médio (dos dois anos de estudo) pago
pela tonelada do trigo de R$ 591,00 (COTRIJAL, 16-07-18), incrementos acima de 22 kg de
grdos ha™* justificariam a sua realizacao.

Entretanto, neste estudo os incrementos na produtividade com a inoculagdo de A.
brasilense foram observados apenas em solo com acidez corrigida. Para elevar o pH do solo
de 4,85 (condicao do estudo) para 6,0 (pH de referéncia para a cultura do trigo), na camada de
0-20 cm sdo necessarias 4,25 toneladas de calcario ha™ com PRNT 100% (1/4 SMP para
PHsgua 6,0) (CQFS-RS/SC, 2004). Com o custo de R$ 125,00 a tonelada (PRNT 70%) somado
ao custo de R$ 60,00 ha™ para a distribuicio mecanizada (total de R$ 591,25 ha™), apenas
incrementos acima de uma tonelada na produtividade de grdos (considerar o valor de R$
591,00 a tonelada do grdo) justificariam a realizacdo da calagem e assim, o favorecimento da
atividade da bactéria na cultura do trigo.

Por outro lado, em uma condicdo mais restritiva, considerando uma &rea de plantio
direto que ndo foi implantada com a correcdo da acidez na camada de 0 a 20 cm e que
apresenta saturacdo por Al maior que 30% na camada de 10 a 20 cm, ocorréncia de
produtividade das culturas abaixo da média local, grau de compactacéo do solo restringindo o
crescimento radicular em profundidade e disponibilidade de P do solo na camada de 10 a 20
CM menor que o teor critico; nesse caso pode ser necessario reiniciar o sistema plantio direto.
Nessa condigéo, o calcario deve incorporado ao solo, por aracéo e gradagem, sendo utilizada a
dose de 1 SMP para pHsgua 6,0. Assim, seriam necessarias 17 toneladas ha™ de calcério, onde
apenas incrementos acima 3,76 toneladas na produtividade de gréos justificariam a realizagédo

da calagem.
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Cabe salientar que a calagem é uma prética barata, correspondente em média a,
aproximadamente, 9,6% do custo total de producdo para agricultura de sequeiro (SOUSA,;
LOBATO, 2004). Sua realizacdo ndo deve ser ponderada somente em funcéo dos beneficios a
bactéria ou a uma cultura, mas sim, aos beneficios proporcionados ao sistema. A utilizacdo da
A. brasilense é uma estratégia importante na busca por sistemas agricolas mais sustentaveis
(FUKAMI et al., 2016). No entanto, para sua indicagdo deve ser levado em conta, entre outros

fatores, o nivel de investimento adotado na lavoura.

6 CONCLUSAO GERAL

Com a utilizagdo do tratamento quimico ndo héa efeito da A. brasilense no crescimento
de plantulas de trigo, sendo que o aditivo osmoprotetor ndo atenua o efeito negativo do
tratamento quimico de sementes.

O pH da solucéo e a presenca de nitrogénio, em condic¢des controladas e nos valores
testados, ndo influem sobre os efeitos da inoculacao da A. brasilense.

Em solo com acidez corrigida a inoculacdo com A. brasilense incrementa a

produtividade de gréos da cultura do trigo.
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