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_ QUANTIFICACAO DA CONTRIBUICAO DE BACTERIAS
DIAZOTROFICAS NA ABSORGAO DE NITROGENIO PELA CULTURA
DO MILHO

RESUMO

As bactérias diazotrdficas endofiticas associadas a gramineas apresentam
grande potencial para 0 uso como biofertilizantes, sendo, que o aproveitamento
eficiente do nitrogénio € um fator essencial para uma agricultura sustentavel e para o
agronegocio mundial. Diante do exposto, o objetivo desta tese foi quantificar a
contribuicdo de bactérias diazotroficas na absorcdo de nitrogénio pela cultura do
milho em um Latossolo Vermelho distroférrico, avaliando os efeitos da inoculacéo
de bactérias diazotroficas associada a adubacao nitrogenada sobre a produtividade de
grdos de milho, a absor¢do de nitrogénio pelo milho, o acimulo de nutrientes pela
cultura, a eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio e a contribuicdo da fixacdo biologica
de nitrogénio. O primeiro estudo foi realizado no campo experimental da Embrapa
Agropecuéria Oeste, em Dourados-MS. O delineamento experimental utilizado foi o
de blocos casualizados, com nove tratamentos e seis repetigdes. Os parametros
avaliados foram: altura das plantas, diametro do colmo, altura de insercdo de espiga,
massa de espiga, comprimento de espiga, nimero de fileiras de grdos por espiga,
numero de grdos por espiga, diametro da base da espiga, massa de mil grdos, massa
seca da parte aérea, produtividade, teor de clorofila, teor de nutrientes nas folhas e
nos grdos de milho, quantidade de N acumulada na planta, porcentagem de N na
planta proveniente do fertilizante, quantidade de N na planta proveniente do
fertilizante, eficiéncia de utilizacdo do N aplicado como fertilizante e a porcentagem
de fixacdo bioldgica de N. O segundo estudo foi realizado em casa de vegetacdo, na
Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Grande Dourados, em
Dourados-MS. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado
em esquema fatorial 3 x 2 x 2, sendo, trés hibridos de milho: Maximus, P3646H e
BRS3035; plantas inoculadas e ndo inoculadas e duas doses de nitrogénio: 0,0 e 80
kg ha™, com quatro repeticdes. Aos 35 dias apds a emergéncia, foi determinada a
altura de plantas, o diametro do colmo, o teor de clorofila, o comprimento de raiz, o
volume de raiz, o teor de N na parte aérea e na raiz, bem como a eficiéncia de
absorcdo e utilizacdo de N. A terceira pesquisa foi conduzida na area experimental da
Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Grande Dourados, em
Dourados-MS. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados
com cinco repeticdes. Os tratamentos foram dispostos em arranjo fatorial 2 x 5, ou
seja, auséncia e presenca de inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae e cinco
doses de nitrogénio (0, 48, 72, 96 e 120 kg ha™ . Os parametros avaliados foram:
altura de insercdo de espiga, diametro do colmo, massa de espiga, comprimento de
espiga, numero de fileiras de graos por espiga, nimero de grdos por espiga, diametro
da base da espiga, massa de mil grdos, massa seca da parte aérea, produtividade, teor
de clorofila e teor de N nas folhas de milho. Os resultados obtidos permitiram
concluir que a adubacdo nitrogenada associada a inoculacdo com Azospirillum
brasilense e Herbaspirillum seropedicae influenciaram positivamente a massa de
espiga, didmetro de espiga, numero de grdo por espiga, massa seca da parte aerea,
produtividade e teor de clorofila de plantas de milho.Os teores de N, P, K e Zn nas
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folhas de milho aumentaram com a adubacdo nitrogenada e a inoculagcdo com
Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae. A inoculacdo com
Azospirillum brasilense sem adubacdo nitrogenada promoveu maiores acumulos de
N, K, Ca e Mg nos grdos em relagdo aos tratamentos inoculados com Azospirillum
brasilense e Herbaspirillum seropedicae e, adubados com 30 e 120 kg ha™ de N. A
inoculagdo de Azospirillum brasilense ou Herbaspirillum seropedicae associada a
adubacdo nitrogenada pode proporcionar uma reducdo no uso de fertilizantes
nitrogenados sintéticos na cultura do milho. Pela técnica da abundancia natural do
N, a inoculagdo com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae
contribui em média com 19,40 e 9,49%, respectivamente, do N necessario ao
desenvolvimento da cultura do milho. O hibrido BRS 3035 se destaca para a maioria
das varidveis analisadas, produzindo maior quantidade de massa seca de parte aérea,
plantas com maior altura, volume de raizes e apresentando maiores indices de
eficiéncia de utilizagdo de N. A inoculagdo com a estirpe Z-94 de Herbaspirillum
seropedicae promoveu aumento no volume de raizes, comprimento de raizes, massa
seca da parte aérea, teor de clorofila, teor de N na parte aérea, eficiéncia de absorcéao
do N e eficiéncia de utilizacdo do N por plantas de milho. A inoculacdo da estirpe Z-
94 de H. seropedicae acrescido de 80 kg ha™ de N aumentou o teor de N na parte
aérea das plantas de milho em até 25% nos gendtipos avaliados. Existe disting¢éo
entre gend6tipos de milho para produgdo de massa seca da parte aérea e porcentagem
de N na parte aérea proveniente do fertilizante. O hibrido P3646H e o hibrido
BRS3035 apresentaram aumentos de 34,3% e 64,4%, respectivamente, na eficiéncia
de utilizacdo do N quando inoculados com Herbaspirillum seropedicae sem adi¢éo
de N. As plantas de milho, mesmo em solo fértil, responderam a aplicacdo de
nitrogénio para os diferentes componentes de producdo, e nessas condicbes a
inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae ndo influenciou nenhuma das variaveis
estudadas.

Palavras-chave: Zea mays L., Azospirillum brasilense, Herbaspirillum seropedicae,
adubacéo nitrogenada, *°N, fixacao biolégica de nitrogénio.
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QUANTIFICATION OF CONTRIBUTION OF DIAZOTROPHIC BACTERIA
IN NITROGEN UPTAKE BY CORN CULTURE

ABSTRACT

The endophytic diazotrophic bacteria associated with grasses have great
potential for use as biofertilizers, being that the efficient use of nitrogen is an
essential factor for a sustainable agriculture and to the global agribusiness. Given the
above, the objective of this thesis was to quantify the contribution of diazotrophic
bacteria in nitrogen uptake by corn culture in a distroférrico Red Latosol, evaluating
the effects of inoculation of diazotrophic bacteria associated to nitrogen fertilization
on productivity of maize grains, nitrogen uptake by corn, the accumulation of
nutrients by culture, nitrogen use efficiency and the contribution of biological
nitrogen fixation. The first study was carried out in the experimental field of
Embrapa Agropecuéria Oeste, in Dourados-MS. the experimental design used was
randomized blocks, with nine treatments and six replications. The parameters
evaluated were: height of the plants, culm diameter, height of insertion of cob, cob
mass, spike length, number of rows of grains per spike, number of grains per spike,
spike base diameter, mass of thousand grains, dry mass of the aerial part,
productivity, chlorophyll content, content of nutrients in leaves and grains of maize,
amount of N accumulated in plant, percentage of N in the plant from the fertilizer,
quantity of N in the plant from the fertilizer, efficiency of utilization of the N applied
as fertilizer and the percentage of biological fixation of N. The second study was
conducted in a greenhouse at the Faculty of agricultural sciences of the University
Federal of Great Dourados, in Dourados-MS. the experimental design used was the
completely randomized design in factorial scheme 3 x 2 x 2, and three hybrids of
corn: Maximus, P3646H and BRS3035; inoculated and non-inoculated plants and
two doses of nitrogen: 0.0 and 80 kg ha™, with four replicates. To 35 days after
emergence, plant height was determined, the culm diameter, the chlorophyll content,
root length, root volume, the concentration of N in the shoot and root, as well as the
efficiency of absorption and use of N. The third survey was conducted in the
experimental area of the Faculty of agricultural sciences of the University Federal of
Great Dourados, in Dourados-MS. the experimental design used was randomized
blocks with five repetitions. Treatments were arranged in factorial arrangement 2 x
5, namely the absence and presence of Herbaspirillum seropedicae and inoculation
with five nitrogen doses (0, 48, 72, 96 and 120 kg ha™). The parameters evaluated
were: height of insertion of cob, culm diameter, masss of spike, spike length, number
of rows of grains per spike, number of grains per spike, spike base diameter, mass of
thousand grains, dry mass of the aerial part, productivity, chlorophyll content and N
content in the leaves of corn. The obtained results allowed concluding that the
nitrogen fertilization associated with inoculation with Azospirillum brasilense and
Herbaspirillum seropedicae positively influenced the mass of cob, COB diameter,
number of grain per Spike, aerial dry mass, productivity and chlorophyll content of
corn plants.The levels of N, P, K, and Zn in the leaves of maize increased by
nitrogen fertilization and inoculation with Azospirillum brasilense and
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Herbaspirillum seropedicae. The inoculation with Azospirillum brasilense without
nitrogen fertilization promoted greater accumulation of N, K, Ca and Mg in grains in
relation to the treatments inoculated with Azospirillum brasilense and Herbaspirillum
seropedicae and composted with 30 and 120 kg ha™ of N. The inoculation of
Azospirillum brasilense and Herbaspirillum seropedicae or associated with nitrogen
fertilization can provide a reduction in use of synthetic nitrogen fertilizers on maize
culture. The technique of natural abundance of *°N, inoculation with Azospirillum
brasilense and Herbaspirillum seropedicae contributes on average with 19.40% and
9.49%, respectively, of the N needed for the development of the culture of corn. The
hybrid BRS 3035 stands out for most of the variables analyzed, producing greater
amount of dry mass of aerial part, plants with greater height, root volume and highest
rates of N use efficiency. Inoculation with strain Z-94 of Herbaspirillum seropedicae
promoted increase in the volume of roots, root length, dry mass of the aerial part,
chlorophyll content, content of N in aboveground, absorption efficiency of N and N
utilization efficiency by corn plants. Inoculation of strain Z-94 of H. seropedicae
plus 80 kg ha™ of N increased the concentration of N in the aerial part of plants of
corn by as much as 25% in the evaluated genotypes. There is no distinction between
maize genotypes for dry matter production of aerial part and percentage of N in
aboveground from fertilizer. The P3646H and BRS3035 hybrid hybrid showed
34.3% increases and 64.4%, respectively, in the efficiency of use of Herbaspirillum
seropedicae N when inoculated with no added N. Corn plants, even in fertile soil,
responded to nitrogen application for the different components of production, and
under such conditions, inoculation with Herbaspirillum seropedicae did not influence
any of the variables studied.

Key words: Zea mays L., Azospirillum brasilense, Herbaspirillum seropedicae,
nitrogen fertilization, >N, nitrogen biological fixation.
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NTRODUCAO GERAL

O Brasil ocupa a terceira posicdo no ranking em producdo de gréos de
milho, sendo superado apenas por EUA e China. A estimativa de area plantada com
milho na safra 2012/2013 foi de 15.416,8 milhdes de hectares com uma producéo de
76.011,0 milhdes de toneladas de milho (CONAB, 2013). Além desta expressiva area
cultivada no territorio brasileiro, a cultura gera empregos no setor agricola e tem
grande importancia pela utilizagéo direta na alimentagdo humana e de animais.

Dentre os nutrientes minerais, o nitrogénio (N) é o elemento requerido
em maior quantidade pela maioria das plantas, sendo fundamental no metabolismo
vegetal, pois exerce importante funcdo nos processos bioquimicos e fisioldgicos da
planta. Contudo, o Unico processo bioldgico de obtencdo de N, disponivel na
natureza, e que pode beneficiar as plantas, € a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio
(FBN) (ALVES, 2007). O processo de FBN ¢ realizado por um grupo restrito de
organismos ditos diazotroficos, com destaque para as bactérias que vivem em
associacdo com as plantas. Essas bactérias contém o complexo enzimatico da
nitrogenase, sendo capazes de quebrar a tripla ligacdo que une os dois atomos de
nitrogénio e fazer a reducdo do N, a aménia (NHs).

Além da capacidade de FBN, as bactérias diazotroficas em associagdo
com gramineas sdo conhecidas por atuarem diretamente na producdo de horménios
como auxinas, giberilinas e citocininas (DOBBELAERE et al., 2003; KHALIQ et al.,
2004; DONATE-CORREA et al., 2004; RADWAN et al., 2004; CREUS et al.,
2004); solubilizacdo de fosfatos e 6xidos de zinco (RODRIGUEZ et al., 2004;
BALDOTTO et al., 2010); aumento da atividade da redutase do nitrato, quando
ocorrem endofiticamente nas plantas (CASSAN et al., 2008) e indiretamente no
controle bioldgico de patégenos (MARIANO et al., 2004; CORREA et al., 2008).

Bactérias diazotroficas, dos mais diferentes géneros e espécies, tém sido
relatadas em associacdo com um grande numero de gramineas, tanto de clima
tropical como em clima temperado (REIS JUNIOR et al., 2008), sendo que a
possibilidade da ocorréncia de aumentos significativos na produtividade e na
disponibilidade de nitrogénio por meio da FBN na cultura do milho tem sido descrita
por varios autores (ALVES, 2007; ZILLI et al., 2008; REIS JUNIOR et al., 2008;
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DALLA SANTA et al., 2008; MONTANEZ et al., 2009; HUNGRIA et al., 2010;
DOTTO et al., 2010; ALVES, 2011; LANA et al., 2012; BRACCINI et al., 2012).

O interesse crescente pelo uso de inoculantes contendo essas bactérias
que promovem o crescimento de plantas e incrementam a produtividade deve-se ao
alto custo dos fertilizantes quimicos e a conscientizagdo em prol de uma agricultura
sustentavel e menos poluente (HUNGRIA et al., 2011). As projecOes sdo de que, nos
préximos anos, havera um incremento substancial no uso de fertilizantes no Brasil
para atender a intensificacdo da agricultura. Porém, o mercado brasileiro de
fertilizantes é fragil e com grande dependéncia das importacGes, sendo fundamental
encontrar alternativas para o0 uso mais eficiente dos fertilizantes e, nesse contexto, as
bactérias fixadoras de nitrogénio e/ou promotoras do crescimento de plantas podem
desempenhar um papel relevante e estratégico para garantir altas produtividades a
baixo custo e com menor dependéncia de importacdo de insumos. Estima-se que a
economia resultante pela inoculacdo com essas bactérias em gramineas possa ser na
ordem de 2 bilhdes de ddlares por ano (HUNGRIA et al., 2011).

Com base nos pontos abordados, a utilizagdo e o conhecimento das
potencialidades dessas bactérias que aportam N via fixacdo bioldgica, e que
contribuem para o aumento da eficiéncia de utilizacdo dos fertilizantes como
alternativa para nutricdo nitrogenada representa uma estratégia economicamente
viavel. Todavia, espera-se que a producdo de grdos possa ter seus custos reduzidos
pelo aumento do uso e eficiéncia da FBN e que a aplicacdo dessa forma alternativa
de adubo, reduza a necessidade de aplicacdo de N fertilizante para a cultura do
milho, economizando recursos, garantindo a seguranca alimentar e preservando o
meio ambiente.

Para tanto, a hipotese deste trabalho é que a inoculacdo com bactérias
diazotroficas pode suprir parcialmente as necessidades de nitrogénio para a cultura
do milho por meio da fixacdo biolégica de nitrogénio. Assim, 0 objetivo desta tese
foi quantificar a contribuicdo de bactérias diazotréficas na absorcdo de nitrogénio
pela cultura do milho em um Latossolo Vermelho distroférrico, avaliando os efeitos
da inoculacdo de bactérias diazotroficas associada a abubacgdo nitrogenada sobre: (i)
a produtividade de gréos de milho (ii) a absor¢do de nitrogénio pelo milho; (iii) o
acumulo de nutrientes pela cultura, (iv) a eficiéncia de utilizagdo do nitrogénio; e (V)

a contribuicdo da fixagdo bioldgica de nitrogénio.
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CAPITULO |

REVISAO DE LITERATURA

Cultura do Milho

O milho (Zea mays L.) é uma monocotileddnea pertencente a familia das
Poaceae, género Zea, cientificamente denominado Zea mays L., cujo ciclo fenologico
varia de 90 a 205 dias, dependendo do genétipo e do clima. Além disso, é uma planta
C4, extremamente eficiente na conversdo de CO,, apresentando altas taxas de
fotossintese liquida, mesmo em elevados niveis de luz (FANCELLI e DOURADO
NETO, 2004).

Ha indicios de que a origem do milho tenha sido nas Américas,
possivelmente no México, América Central ou Sudoeste dos Estados Unidos. Logo
depois do descobrimento, o milho foi levado para a Europa onde foi cultivado em
jardins até que seu valor alimenticio tornou-se conhecido. Desde entdo passou a ser
plantado em escala comercial e difundiu-se por todos os continentes (FORNASIERI-
FILHO, 2007).

A importancia econdémica do milho € caracterizada pelas diversas formas
de sua utilizacdo, que vai desde a alimentacdo animal até a inddstria de alta
tecnologia. O uso do milho em grdo como alimentacdo animal representa a maior
parte do consumo desse cereal, isto &, cerca de 70% no mundo. Nos Estados Unidos,
cerca de 50% é destinado a esse fim, enquanto que no Brasil varia de 60 a 80%,
dependendo da fonte de estimativa e do ano considerado (EMBRAPA, 2002).

Na evolucdo mundial de producdo de milho, o Brasil tem destaque como
o0 terceiro maior produtor, superado apenas pelo EUA e China. No ano agricola de
2012/2013 foi produzido 854,4 milhGes de toneladas (t), do qual os Estados Unidos
foram responsaveis com 313,9 milhdes de t, a China com 191,8 milhGes de t e 0
Brasil com 76,0 milhdes de t (FAO, 2012). Segundo a FAO (2012), enquanto o0s
Estados Unid