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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o crescimento inicial de plantas de milho
inoculadas com Azospirillum brasilense e tratadas com Stimulate® associada a
semeadura em diferentes profundidades em solo de textura arenosa. O experimento
foi conduzido sob cultivo protegido na Estacdo Experimental Agrondémica da
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS), em Cassilandia-MS, no
periodo de maio a junho de 2016. Para a realizacdo do experimento foi adotado
delineamento de blocos casualizados com quatro repeticdes, em esquema fatorial
5x4. O primeiro fator foi composto por cinco profundidades de semeadura (3,0; 6,0;
9,0; 12,0 e 15,0 cm). O segundo fator foi composto por diferentes tratamentos de
sementes (a - controle — sem tratamento, b - inoculagdo com Azospirillum
brasilense, ¢ - tratamento de sementes com Stimulate® e d - inoculagdo com
Azospirillum brasilense associado ao tratamento de sementes com Stimulate®). Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e utilizou-se o teste t (LSD) para
comparacdo das médias relativas aos tratamentos de semente e andlise de
regressao para as médias relativas as profundidades de semeadura. O tratamento
de sementes com Stimulate® acelera a emergéncia de plantulas e promove melhor
desenvolvimento das plantas de milho, quando comparado a associacdo do mesmo
com A. brasilense. O melhor desenvolvimento das plantas de milho ocorre com a
semeadura na profundidade em torno de 7,7 centimetros em solo de textura

arenosa.

Palavras-chave: Zea mays, Stimulate®, fixacdo biol6gica, modo de inoculacéo,
Azospirillum brasilense.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the initial growth of corn plants
inoculated with Azospirillum brasilense and treated with Stimulate ® associated with
sowing at different depths in sandy soil. The experiment was conducted under
protected cultivation at the Agronomic Experimental Station of the State University
of Mato Grosso do Sul (UEMS), in Cassilandia-MS, from May to June 2016. A
randomized block design with four Repetitions, in factorial scheme 5x4. The first
factor was composed of five sowing depths (3.0, 6.0, 9.0, 12.0 and 15.0 cm). The
second factor was composed of different seed treatments (a - control - without
treatment, b - inoculation with Azospirillum brasilense, ¢ - seed treatment with
Stimulate ® and d - inoculation with Azospirillum brasilense associated with seed
treatment with Stimulate ®). The data were submitted to analysis of variance and
the t test (LSD) was used to compare the means relative to the seed treatments and
regression analysis for the means relative to the depths of sowing. The treatment of
seeds with Stimulate ® accelerates the emergence of seedlings and promotes better
development of corn plants when compared to the association of the same with A.
brasilense. The best development of maize plants occurs with seeding at depth of

about 7.7 centimeters in sandy soil.

Key-words: Zea mays, Stimulate®, Biological fixation, inoculation mode,
Azospirillum brasilense.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € um cereal de grande importancia mundial, sendo
utilizado para alimentacdo humana e animal e também para a producdo de
biocombustivel, como por exemplo o etanol.

O Brasil é o terceiro maior produtor de milho do mundo, com produtividade
média na safra 2014/2015 de 5.396 kg/ha (CONAB, 2016). E sabido que grande
parte dos solos brasileiros é deficiente em N, e que apenas a metade da quantidade
aplicada de N como fertilizante é absorvido pelas plantas, sendo o restante perdido
por lixiviagdo ou volatilizacdo (REPKE et al., 2013). No entanto, o milho é um cereal
que necessita de quantidades consideraveis de N, o qual apresenta uma certa
dificuldade de ser suprida somente via solo, sendo assim necessario o uso de fontes
alternativas.

Alguns micro-organismos presentes na natureza, tem a capacidade de
absorver o N da atmosfera e transforméa-los em NHs, processo denominado de
fixacdo bioldgica, e que pode ser uma das fontes alternativas no auxilio a fixacéo
de N na planta (REPKE et al., 2013). Dentre essa gama de organismos, destacam-
se as bactérias do género Azospirillum, estas bactérias possuem a capacidade de
colonizar as raizes e colmos das plantas, se tornando uma boa opc¢ao, pois além de
promover disponibilidade de N, estas bactérias sdo responsaveis pela producao de
auxinas que auxiliam no crescimento da planta (REIS, 2008). Hungria et al. (2010)
relatam que em testes realizados com genétipos de milho verificou-se que nos
tratamentos inoculados com A. brasilense houve producdo em torno de 24 a 30%
superior aos tratamentos sem inoculacao.

Outra opc¢ao para suprir o déficit de N é a utilizacdo de bioestimulantes
visando aumentar a eficiéncia das plantas na absorcéo e utilizacdo dos nutrientes.
Os bioestimulantes sé&o substancias sintéticas produzidas em laboratorios, providas
de fitohormonios (acido giberélico, citocinina, auxina, etc.) que tem a capacidade de
influenciar no crescimento e desenvolvimento de uma planta, podendo auxiliar no

rendimento de gréos, aumentando a absorcdo e utilizagdo de nutrientes,



consequentemente melhorando a sua qualidade sob as mais diversas condi¢cdes
ambientais (RAVEN et al., 2001).

Reguladores vegetais podem aumentar a absorcédo de 4gua pelas plantas,
tornando-as mais resistentes a problemas de estiagem e aos possiveis efeitos
residuais de agrotoxicos (VASCONCELOQOS, 2006). Em estudo desenvolvido por
Santos et al. (2013) verificou-se que o uso de bioestimulantes na cultura do milho
proporcionou efeitos significativos, aumentando consideravelmente a massa seca
das raizes.

Outro fator importante para obtencéo de uma produtividade acima da média
nacional, € o processo de semeadura. Devido a inovacdo do plantio direto, o
processo de semeadura sofreu grandes transformacgées nos ultimos anos. Segundo
estudos desenvolvidos por Gupta et al. (1998) em condicfes favoraveis, o tempo
entre a semeadura até a emergéncia das plantulas é influenciado de acordo com a
profundidade de deposicdo da semente. Fancelli e Dourado Neto (2000) relatam
que de acordo com estudos, em solos argilosos a profundidade adequada para
semeadura seria entre 3 a5 cm, e de 4 a 6 cm para solos arenosos.

O presente trabalho é baseado na hipotese de que com a utilizacdo de
Azospirillum brasilense e Stimulate® via tratamento de semente é possivel fazer a
semeadura mais profunda da cultura do milho evitando problemas na formacéao do
estande de plantas. O objetivo do trabalho foi avaliar o crescimento inicial de plantas
de milho inoculadas com Azospirillum brasilense e tratadas com Stimulate®

associada a semeadura em diferentes profundidades em solo de textura arenosa.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Localizacéo e caracterizacdo experimental

O experimento foi conduzido sob cultivo protegido na Estagdo Experimental
Agronémica da Unidade Universitaria de Cassilandia, Universidade Estadual de

Mato Grosso do Sul (UEMS), em Cassilandia-MS (longitude 51°48° O, latitude
19°05" S e altitude média de 470 m), no periodo de maio a junho de 2016.



Cada unidade experimental foi composta por um vaso com volume de 5,0
dm? preenchidos com solo coletado na camada de 0 a 20 cm de profundidade. O
solo utilizado é classificado como Neossolo Quartzarénico (EMBRAPA, 2006) de
textura arenosa (95 g kg de argila, 50 g kg de silte e 855 g kg de areia).

Antes da implantacéo do experimento foram coletadas amostras de solo de
0 — 20 cm de profundidade, que foram enviadas para o Laboratorio de Fertilidade
do Solo, da Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira (FEIS/UNESP) para a
realizacdo das analises quimicas, seguindo metodologia proposta por Raij et al.

(2001). Os resultados da analise quimica do solo sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo na camada de 0 - 20 cm antes da
implantagcédo do experimento. Cassilandia-MS. 2016
pH Presina M.O. K Ca Mg Al Al+H SB CTC V% S-S0O4

mgdm=3  gdm3 mmolc dm-3 mg dm-3
52 2,0 14,0 1,7 100 70 00 220 18,7 40,7 46,0 2.0
m B Cu Fe Mn Zn
% mg dm-=3
0,0 0,08 0,60 8,00 5,70 0,30

2.2. Implantacdo e Conducéao do Experimento

Para a realizacdo do experimento foi adotado delineamento de blocos
casualizados com quatro repeticdes, em esquema fatorial 5 x 4. O primeiro fator foi
composto por cinco profundidades de semeadura (3,0; 6,0; 9,0; 12,0 e 15,0 cm). O
segundo fator foi composto por diferentes tratamentos de sementes (a - controle —
sem tratamento, b - inoculagdo com Azospirillum brasilense, ¢ - tratamento de
sementes com Stimulate® e d - inoculagdo com Azospirillum brasilense associado
ao tratamento de sementes com Stimulate®).

Para fazer as covas com a profundidade determinada nos tratamentos
utilizou-se pedacos de madeira com 0 comprimento equivalente a cada
profundidade estipulada como tratamento. Foram feitas dez covas em cada vaso, e
em cada cova foi depositada uma semente, totalizando dez sementes por vaso.
Utilizou-se o cultivar de milho hibrido simples Impacto Viptera 3. Apds a
estabilizacdo do estande foi realizado o desbaste deixando-se apenas uma planta

por vaso.



Para a inoculacdo de sementes utilizou-se a dose de 100 mL de inoculante
para 60.000 sementes, 0 que corresponde a 333.333 células por semente. Como
fonte de Azospirillum brasilense utilizou-se o inoculante comercial liquido Nitro1000®
Gramineas que contém as estirpes AbV5 e AbV6 com 200 milhdes de células por
mL.

Para o tratamento de sementes com Stimulate® utilizou-se a dose de
600mL para 100 kg de sementes. O bioestimulante Stimulate® tem a seguinte
composicéo: Cinetina (0,09 gL), Acido Giberélico (0,05 g'L) e Acido 4-Indol-3-
llbutirico (0,05 gL).

Aos 15 dias apo6s a emergéncia (DAE) foi realizada a adubagdo com 150
mg dm=3 de K (Fonte: cloreto de potassio — 58% de K20) e 300 mg dm=3 de P (Fonte:
superfosfato simples — 18% de P20s). As fontes de fertilizantes foram diluidas em
agua e entdo aplicadas nos vasos. Como irrigagao, aplicou-se diariamente 180 mL
de agua por vaso. Os tratos fitossanitarios foram realizados de acordo com a

necessidade e as recomendagdes técnicas para a cultura.

2.3. Variaveis avaliadas

Apos a semeadura foram realizadas as seguintes avaliacoes:

. Emergéncia de plantulas (%): Obtida por contagem das plantulas
emergidas apos a estabilizacdo do estande.

o indice de velocidade de emergéncia (IVE): obtido registrando-se
diariamente o niumero de plantulas emergidas, até a estabilizacdo da emergéncia,
e este foi calculado pela formula proposta por Maguire (1962): IVE = E1/N1 + E2/N2
+ ... En/Nn, onde E1, E2 ,... En = nimero de plantulas normais computadas na
primeira contagem, na segunda contagem e na ultima contagem. N1, N2 ,... Nn =
namero de dias da semeadura a primeira, segunda e ultima contagem.

Ao final do experimento, aos 43 dias ap0s a semeadura, foram realizadas
as seguintes avaliacdes:

o Diametro de colmo (mm): obtido com paquimetro digital no primeiro
entre no.



o Altura de planta (cm): foi definido como sendo a distancia do nivel do
solo até o apice do dossel da planta.

o Numero total de folhas expandidas por planta: obtido por contagem.

o indice relativo de clorofila: obtido com medidor portatil clorofildmetro.
Foram realizadas quatro leituras em cada planta.

. Massa de matéria seca (g/planta): definida como o seu peso, expresso
em gramas para cada 6rgdo em separado, isto &, de raizes (MSR), colmos (MSC)
e laminas foliares (MSF). A massa de matéria seca da parte aérea (MSPA)
correspondeu a massa seca das laminas foliares somada a massa seca dos colmos.
A massa de matéria seca total (MST) correspondeu a soma das massas de todos
os 6rgados existentes.

. Volume do sistema radicular (cm3/planta): as raizes foram lavadas e
imersas em uma proveta com volume de agua conhecido, sendo o volume de agua
deslocado, o volume do sistema radicular.

. Area foliar (dm?/planta): foi definida pelo método dos discos foliares,
utilizando-se um vazador com area conhecida. Foram destacados discos foliares
das porcdes basal, mediana e apical do limbo foliar. Através da area conhecida dos
discos foliares destacados, do peso dos mesmos e do peso da folha, tomados
através de uma balanca analitica, apos secagem em estufa de ventilacéo forcada,
por 72 horas a 65°C, foi estimada a area foliar total.

. Densidade do sistema radicular (g/cm?3): obtida pela divisdo da massa
seca do sistema radicular (MSR) pelo volume do sistema radicular (VOL), conforme

a seguinte férmula:

MSR

Densidade do sistema radicular = VoL

. Razdo de area foliar (dm? g?): expressa a area foliar Gtil para
fotossintese (BENINCASA, 2003) e foi obtida a partir dos valores instantaneos de
area foliar (AF), area responsavel pela interceptagédo de energia luminosa e COz2, e

massa seca total (MST), resultado da fotossintese, segundo a equagao:



Razdo de area foliar = ——
azdo de area foliar = e

o Area foliar especifica (dm2 g1): reflete o inverso da espessura da folha
(BENINCASA, 2003) e foi obtido pela razéo entre a area foliar (AF) e a massa seca
de folhas (MSF):

Area foliar especifica = ﬂ
MSF

o Razdo de massa foliar (g g*): expressa a matéria seca transloucada

da folha para outros 6rgdos do vegetal, por meio da relacdo entre massa seca da

folha (MSF) e massa seca total (MST) da planta (BENINCASA, 2003), como a

seqguir:

MSF

Raza foliar = ——
azio de massa foliar MST

2.4. Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos aos testes preliminares para verificacdo da
normalidade e transformados em raiz quarta de (x + 0,5). Apds, os dados foram
submetidos a analise de variancia com auxilio do programa estatistico Sisvar 5.6 e
utilizou-se o teste t (LSD) para comparacdo das médias relativas aos tratamentos
de semente e analise de regresséo para as médias relativas as profundidades de

semeadura.

3. RESULTADO E DISCUSSAO

N&o houve interacdo entre o tratamento de sementes com Stimulate®, a
inoculacao de A. brasilense e as profundidades de semeadura do milho para as

variaveis analisadas.



O tratamento de sementes de milho com Stimulate®, a inoculagdo com A.
brasilense e a associacdo de ambos, ndo influenciou a porcentagem de emergéncia
e o indice de velocidade de emergéncia de plantulas de milho (Tabela 2).

Em estudos desenvolvidos por Arsac et al. (1990), a concentracdo da
bactéria € mais importante do que a dosagem utilizada, tendo como concentracéo
ideal 10 milhdes de células vidveis por planta, e que niveis inferiores ou acima do
6timo podem néo apresentar efeito significativo. Em decorréncia disso, acredita-se
que a auséncia na resposta a inoculagdo com A. brasilense se da devido a

guantidade inferior de células viaveis por planta.

Tabela 2. Emergéncia (EMER), tempo média de emergéncia (TME), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), diametro do colmo (DIAM), altura (ALT), nimero
de folhas (NFOL) e indice relativo de clorofila (IRC) de plantas de milho submetidas
ao tratamento de sementes com Stimulate® e inoculacdo com Azospirillum
brasilense.
Tratamento EMER TME IVE DIAM ALT NFOL IRC
% dias - mm cm n/planta -
Controle 49,0 8,27ab 0,78 592a 246ab 4,55ab 3,03ab
Stimulate® (S) 52,0 7,94b 0,77 6,28a 259a 490a 3,64a
A. brasilense (A) 54,5 8,71ab 0,86 567ab 229ab 450ab 2,93ab

S+A 490 9,86a 0,74 417b 182b 365b 2,26b
Média 51,1 8,70 0,79 551 229 440 2,96
C.V.(%) 19,96 7.39 4,88 1837 2554 16,77 19,04

Média seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste t (LSD) ao nivel de 5% de significancia.

O tratamento de sementes de milho com Stimulate® resultou em menor
tempo médio de emergéncia quando comparado a associa¢cdo do mesmo com A.
brasilense (Tabela 2). A inoculagéo de sementes com A. brasilense n&o influenciou
o tempo médio de emergéncia quando comparado ao controle e associacdo com
Stimulate®.

Verificou-se maior didmetro do colmo, altura de planta, nimero de folhas
por planta e indice relativo de clorofila com o tratamento de sementes de milho com
Stimulate® quando comparado a associacdo do Stimulate® com A. brasilense
(Tabela 2).



A medida que aumenta a profundidade de semeadura do milho, verificou-
se reducdo na porcentagem de emergéncia de plantulas e indice de velocidade de

emergéncia, e aumento do tempo médio de emergéncia (Figura 1).
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Figura 1. Emergéncia (a), indice de velocidade de emergéncia (b) e tempo médio
de emergéncia (c) do milho semeado em diferentes profundidades.

A reducdo da porcentagem de emergéncia de plantulas e do indice de
velocidade de emergéncia, e 0 aumento do tempo médio de emergéncia devido ao
aumento da profundidade de semeadura, se deve ao aumento da barreira fisica
proporcionada pelo solo, fazendo com que as plantulas tenham que consumir mais
reserva para emergir e, consequentemente, necessitando maior tempo para
emergéncia ou, muitas vezes inibindo-a (SILVA et al., 2007; REGINATO et al., 2013;
ALVES, et al., 2014).

Constatou-se reducdo do didmetro do colmo do milho com o aumento da
profundidade de semeadura a partir de 6,4 centimetros. As médias de altura de
planta e numero de folhas reduzem a medida que a semeadura é realizada em
maiores profundidades. A reducéo do diametro de colmo, altura da planta e nimero
de folhas se deve ao consumo das reservas utilizadas durante a emergéncia,

ocasionando uma diminui¢do no vigor da planta. Em estudo realizado por Amaral



(2010), observa-se que a semeadura realizada em profundidades excessivas,
prejudica o crescimento e o desenvolvimento inicial da planta.
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Figura 2. Diametro do colmo (a), altura (b), namero de folhas por planta (c) e indice
relativo de clorofila (d) de plantas de milho semeado em diferentes profundidades.

N&o houve influéncia da profundidade de semeadura no indice relativo de
clorofila (Figura 2d).

O tratamento de sementes de milho com Stimulate® resultou em maior massa
seca da parte aérea comparado com a associacao do mesmo com A. brasilense.

Tabela 3. Massa seca de folhas (MSF), massa seca de colmo (MSC), massa seca
da parte aérea (MSPA), massa seca do sistema radicular (MSR), massa seca total
(MSTO), volume do sistema radicular (VOSR) e densidade do sistema radicular
(DENS) de plantas de milho submetidas ao tratamento de sementes com Stimulate®
e inoculagdo com Azospirillum brasilense

Tratamento MSF MSC MSPA MSR MSTO VOSR DENS
-------------------- g/planta --------------------  cm3/planta g/cm?3

Controle 0,65 0,30 0,95ab 1,44 2,39 18,6 0,138
Stimulate® (S) 0,70 0,31 1,0la 1,35 2,35 17,8 0,141
A. brasilense (A) 0,67 0,30 0,97ab 1,36 2,32 16,2 0,138
S+A 0,46 0,20 066b 1,04 1,70 13,3 0,106
Média 0,62 0,28 0,90 1,30 2,19 16,5 0,131

C.V. (%) 9,34 5,53 11,07 12,81 15,42 26,63 2,84

Média seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste t (LSD) ao nivel de 5% de significancia.



Verificou-se que a massa seca de folhas, massa seca de colmo, massa
seca do sistema radicular, massa seca total, volume do sistema radicular e
densidade do sistema radicular ndo foram influenciados pelos tratamentos.
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Figura 3. Massa seca de folhas (a), massa seca de colmo (b), massa seca da parte
aérea (c) e massa seca total (d) de plantas de milho semeado em diferentes
profundidades.

Estimou-se o maior valor de massa seca de folhas, massa seca da parte
aérea e massa seca total com a semeadura nas profundidades de 8,6, 7,7 e 7,8
centimetros, respectivamente (Figura 3). Os menores valores de massa seca para
folhas, parte aérea e total nas profundidades inferiores as estimadas, ocorreram
possivelmente devido ao menor grau de umidade e a maior amplitude nas camadas
de solo mais proximas da superficie. Nas profundidades superiores as estimadas,
as médias de massa seca para folhas, parte aérea e total foram menores devido ao
maior gasto energético das plantas para emergirem e ao atraso na emergéncia.

Verificou-se reducdo da massa seca de colmo com o aumento da
profundidade de semeadura do milho. Conforme destacado anteriormente, esta
reducao se deve ao atraso na emergéncia das plantulas e ao maior gasto energético

para a plantulas emergirem.
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A maior média de massa seca do sistema radicular foi estimada com a

semeadura na profundidade de 7,7 centimetros (Figura 4a).
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Figura 4. Massa seca de raiz (a), volume do sistema radicular (b), densidade do
sistema radicular (c) e razdo parte aérea raiz (d) de plantas de milho semeado em
diferentes profundidades.

Houve reducdo no volume do sistema radicular, densidade do sistema
radicular e razéo parte aérea raiz & medida que a semeadura foi mais profunda
(Figura 4). Sementes depositadas em profundidades elevadas prejudicam a
emergéncia devido ao maior consumo de reservas durante o processo de
emergéncia, prejudicando o desenvolvimento radicular; além de que quanto maior
a profundidade de semeadura, menor serd a temperatura e a oxigenacgao presente
no solo (WEIRICH NETO et al., 2007).

Observou-se que a razao de parte aérea, area foliar, razdo de area foliar,
razdo de massa foliar e area foliar especifica, ndo foram influenciados pelo
tratamento de sementes com Stimulate® e pela inoculacdo com A. brasilense
(Tabela 4).

Tabela 4. Razdo parte aérea raiz (RPAR), area foliar (AF), razdo de area foliar
(RAF), razdo de massa foliar (RMF) e area foliar especifica (AFE) de plantas de
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milho submetidas ao tratamento de sementes com Stimulate® e inoculacdo com

Azospirillum brasilense

Tratamento RPAR AF RAF RMF AFE
a/g dm?/planta  ----- dm?/g ----- a/g

Controle 0,63 18,2 6,91 0,24 26,2
Stimulate® (S) 0,67 19,5 7,54 0,26 26,6
A. brasilense (A) 0,62 19,0 7,07 0,25 24,5
S+A 0,48 14,3 6,16 0,22 21,2
Média 0,60 17,7 6,92 0,24 24,6

C.V. (%) 8,51 25,94 19,58 4,72 22,39

Estimou-se as maiores médias de area foliar e razado de massa foliar com a

semeadura nas profundidades de 7,9 e 8,0 centimetros (Figura 5). A razdo de area

foliar e a éarea foliar especifica reduziram a medida que houve aumento na

profundidade de semeadura (Figura 5). O aumento na profundidade de semeadura,

faz com que o mesocétilo se expanda com a finalidade de romper o solo,

ocasionando um atraso

no desenvolvimento do estagio vegetativo e

consequentemente provocando reducédo da area foliar (SILVA e ARGENTA, 2000).
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Figura 5. Area foliar (a), razdo de area foliar (b), razdo de massa foliar (c) e area
foliar especifica (d) de plantas de milho semeado em diferentes profundidades.
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4. CONCLUSOES

O tratamento de sementes com Stimulate® acelera a emergéncia de plantulas
e promove melhor desenvolvimento das plantas de milho, quando comparado a
associacdo do mesmo com A. brasilense.

A inoculagdo de sementes com A. brasilense n&o influenciou a emergéncia
de plantulas e o desenvolvimento inicial de plantas de milho.

Com o aumento da profundidade de semeadura ocorre reducdo na
porcentagem de emergéncia e no indice de velocidade de emergéncia, e aumento
no tempo médio de emergéncia de plantulas de milho.

O melhor crescimento das plantas de milho ocorre com a semeadura a

profundidade de 7 a 8 centimetros em solo de textura arenosa.
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