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Efeito do nitrogénio e Azospirillum Brasilense em teores de proteina do milho na
entressafra

Effect of nitrogen and Azospirillum Brasilense on the between-harvest corn protein
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RESUMO: Considerando a importincia econdmica da cultura do milho (Zea mays L.) para o Estado do Tocantins e a escassez
de estudos sobre o efeito da adubagio nitrogenada e da utilizagio de bactérias do género Azospirillum, para a fixacao bioldgica
de nitrogénio, trabalhos de pesquisas sao necessarios. Neste sentido, o presente estudo foi realizado com o objetivo de se
avaliar o efeito da adubacdo nitrogenada, associada ou nao a bactéria Azospirillum brasiliense, no teor de proteina dos grios de
milho, na entressafra 2015, em Palmas (TO). Foram conduzidos dois ensaios no delineamento experimental utilizado de blocos
casualizados com 30 tratamentos e trés repeticoes. Os tratamentos foram dispostos em um esquema fatorial 2x3x5, representado
por dois processos de inoculacio das sementes no sulco no momento da semeadura com Azospirillum brasilense, trés cultivares
de milho e cinco doses de N realizadas em cobertura. O teor de proteina nos graos foi obtido segundo o método de Kjeldahl.
Temperaturas menores durante a fase vegetativa favoreceram o actimulo de proteina nos graos. O hibrido AG 1051 apresentou um
maior incremento no teor de proteina nos graos em fungio de doses de N na auséncia do Azospirillum brasiliense. A variedade
Al Bandeirante, em virtude de sua rusticidade, apresentou um maior contetido proteico nos graos sob baixa disponibilidade de
N na presenca ou auséncia do Azospirillum brasilense. A inoculagio de sementes de milho com Azospirillum brasilense podera
ser uma alternativa vidvel na reducio do uso de fertilizantes nitrogenados.

Palavras-chave: Fixacio Bioldgica. Teor proteico. Zea mays L.

ABSTRACT: Specialized research works are required due to the economic importance of corn (Zea mays L.) for the state of Tocantins
and lack of studies on the effect of nitrogen fertilization and the use of Azospirillum bacteria for the biological fixation of nitrogen.
Current analysis evaluated the effect of nitrogen fertilization associated or not associated with Azospirillum brasiliense in protein
rates of corn in the 2015 off-season harvest in Palmas TO Brazil. Two assays featuring randomized blocks with thirty treatments and
three replications were conducted. Treatments comprised a factorial scheme 2x3x5, namely, two inoculation processes of seeds
in planting with Azospirillum brasilense, three corn cultivars and five N doses on covering. Protein rates in grains were obtained
following method by Kjeldahl. Lower temperatures during the vegetative phase favored the accumulation of protein the grain.
Hybrid AG 1051 showed highest protein increase in the grains due to N doses in the absence of Azospirillum brasiliense. Due to its
rusticity, the variety Al Bandeirante had the highest protein contents in grains under low N availability with or without Azospirillum
brasilense. Inoculation of corn seeds with Azospirillum brasilense may be an alternative in the decrease of nitrogen fertilizers.
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INTRODUCAO

O milho é um importante cereal, que apresenta vérias utilizacoes, desde o consumo na alimentacio
humana até a producio de subprodutos por grandes industrias, como quimica, farmacéutica, racio animal
e de combustivel; contém, aproximadamente, 72% de amido, 9,5% de proteinas, 9% de fibra e 4% de 6leo
(BOREM et al., 2015).

Uma das principais limitacoes para alcancar altos rendimentos com a cultura do milho esta relacionada
a utilizacdo da adubacio nitrogenada, uma vez que o nitrogénio (N) exerce um papel importante em varios
processos essenciais para a manutencao da vida da planta e os solos brasileiros apresentam, de modo geral,
baixo teor de N disponivel (DARTORA et al., 2013; MUMBACH et al., 2017; VOGT et al., 2014).

Entretanto, o uso de grande quantidade de N para obter maiores indices de produtividade pode
resultar em perdas por lixiviagao, volatilizacao na forma amoniacal (N-NH,), nitrificagio, desnitrificagao,
mineralizacio, imobilizagdo e mobilizacio, ocasionando contaminacio do lencol fredtico e acidificagio dos
solos (MOTA et al., 2015). Nesse sentido, a utilizacao de bactérias diazotroficas como alternativa para aumentar
a disponibilidade de N para as culturas poderia ser uma op¢ao menos onerosa e mais vidvel ecologicamente
(MORENO et al., 2019).

As bactérias do género Azospirillum apresentam grande potencial de aplicacio em sistemas
agricolas. Quando inoculadas, apresentam mecanismos que influenciam o desenvolvimento da planta e a
fixacdo bioldgica do N, em virtude da producio de fitohormonios pelas plantas, que promove melhorias
nos parametros fotossintéticos, na condutincia estomdtica e na elasticidade da parede celular, alterando as
varidveis de producio dessas culturas (ZAMBONIN et al., 2019; ZUFFO et al., 2016).

Nas plantas, as sinteses de proteina e de amido competem por fotoassimilados durante o periodo de
enchimento de graos onde, sob baixa disponibilidade de N mineral, os fotoassimilados sio prioritariamente
convertidos em carboidratos em detrimento da sintese de proteina. Por outro lado, em plantas inoculadas
com Azospirillum brasilense, mesmo sob baixo N, tém sido observados incrementos concomitantes de
carboidratos e proteinas nos grios, em virtude de aumentos promovidos pela bactéria na taxa fotossintética
e na disponibilidade de N (COELHO et al., 2019).

Nesse sentido, apesar de relatos na literatura sobre os efeitos benéficos das bactérias na fixacio
bioldgica de N (COELHO et al., 2019; PORTUGAL ef al., 2017; QUINTAO et al., 2017; SANGOL ef al., 2015;
UBERT; SOLIGO, 2015) e do uso do N em milho (SANTOS et al., 2017; SANTOS et al., 2020), o presente
estudo foi realizado com o objetivo de se avaliar o efeito da adubacio nitrogenada, associada ou nio a bactéria
Azospirillum brasiliense, no teor de proteina dos grios de milho, em Palmas (TO).

2 MATERIAL E METODOS

No ano de 2015, foram realizados dois experimentos na esta¢io experimental da Universidade
Federal do Tocantins (UFT), campus de Palmas (220m de altitude, 10°45’ § e 47°14’ W), sendo um instalado
em 10 de julho de 2015 e outro em 01 de agosto de 2015, em solo do tipo Latossolo Vermelho Amarelo,
com histérico de cultivo de batata doce nos tltimos dois anos, e cujo resultado da anilise fisico-quimica, na
profundidade de 0-20cm, encontra-se na Tabela 1.




Tabela 1. Caracterizacio fisico-quimica de 0-20 cm do solo utilizado nos ensaios 2015

M.O pH P . .
o/dm? (CaCl) (Melich 1) K Ca Mg CTC SB (%) Textura (%) Classe
Mg/dm? Cmolc/dm? Argila: 23
— —  Franco
19 6,50 35 22 5,2 2,8 9,41 80,18 Silte: 6 Argilo
] Arenosa
Areja: 71

Fonte: Laboratdrio de solos Zoofertil (2015).

O delineamento experimental utilizado em cada experimento foi de blocos casualizados (DBC) com
30 tratamentos e trés repeticoes.

Os tratamentos foram dispostos em um esquema fatorial 2x3x5, representado por dois sistemas de
manejo de inoculagio das sementes (com e sem inoculacio das sementes com Azospirillum brasilense),
trés cultivares de milho (Al Bandeirante, variedade de polinizagao aberta, e os Hibridos Duplo Orion e
AG-1051) e cinco doses de N (0, 50, 100, 150 e 200 kg ha') realizadas em cobertura, utilizando sulfato
de amonio, em doses fracionadas em partes iguais, sendo a primeira parte aplicada no estidio V4 (quatro
folhas completamente desenvolvidas) e a segunda no estadio V6 (seis folhas completamente desenvolvidas),
conforme a escala de Borém et al. (2015).

A parcela experimental foi representada por quatro fileiras de cinco metros de comprimento,
espagadas de um metro. Na colheita, foram utilizadas as duas fileiras centrais, sendo descartada 0,50m da
extremidade de cada fileira, totalizando uma area ttil de 8m?.

O preparo do solo foi realizado através de aracio e gradagem niveladora convencional, seguida de
sulcamento. A adubacio de pré-plantio foi realizada manualmente, conforme exigéncias da cultura e ap6s
prévia andlise do solo, utilizando 70kg ha' de P,0, no sulco de semeadura, na formulagio superfosfato
simples, e 48kg ha' de K, utilizando cloreto de potissio, sendo metade no sulco de semeadura, € a outra
metade no estidio V6 (sexta folha completamente desenvolvida).

No momento da semeadura, foi realizada manualmente inoculacio das sementes com Azospirillum
brasilense na dosagem de 400 ml ha' do produto comercial GRAP NO, estirpes AbV5 e AbV6.

No Griéfico 1 temos os dados da temperatura média mensal e semanal, registrados durante o periodo
de conducio dos ensaios experimentais (julho a dezembro de 2015), obtidos no laboratdrio de Meteorologia
e Climatologia da Universidade Federal do Tocantins (UFT), campus de Palmas (UFT; INMET, 2015).

311



312

Meédias de Temperaturas (°C)

30
20
28
I P

Jul/13 ago/ls set'13 out'13 nov/l3 dez'13
Semanais
MEdias Temperamra Jul-Dez-2013 - 1 Semestre MEdias Temperamra Jul-De=-2013 - 2 Semestre
m NEdias Temperatra Jul-Dez-2015 - 3 Semestre MEdias Temperatura Jul-Dez-2013 - 4 Semestre

Grafico 1. Médias de Temperaturas (°C) semanais ocorridas durante a condugio dos ensaios experimentais na entressafra 2015.

A colheita foi realizada quando os grios atingiram a maturidade fisioldgica (plantas em estadio RO),
sendo utilizadas todas as espigas da drea util de cada parcela, que foram identificadas por tratamento, trilhadas
e os grios, acondicionados em um tnico saco de papel, foram transportados para o Laboratério do Curso
de Engenharia de Alimentos da Universidade Federal do Tocantins - campus de Palmas, onde foi realizada a
moagem dos grios por triturador.

Ap6s a moagem dos grios, foi determinado o teor de proteina (%) dos grios, segundo o método de
Kjeldahl (AOAC, 1995). Esse método consiste na obtencao do nitrogénio total da amostra no qual € convertido
para proteina bruta por meio do fator 6,25 (referente aos cereais), utilizando 0,5 gramas por amostra do
material seco e moido (Instituto Adolfo Lutz (IAL), 2005). Neste caso, as determinacdes foram realizadas na
matéria seca, utilizando-se trés repeticoes laboratoriais por amostra de cada tratamento.

Os dados do teor de proteina (%) foram submetidos a andlise de variancia individual e, em seguida,
a andlise conjunta, nos quais o menor quadrado médio residual nio diferiu por mais de sete vezes do maior
quadrado médio (CRUZ et al., 2014), sendo as médias dos gendtipos, do manejo da inoculacao das sementes
e das épocas de semeadura comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significincia.

Foi realizado ajuste de equagoes de regressio visando a maxima eficiéncia técnica (MET) para
caracteres de proteina (%) pelas doses de nitrogénio (kg ha™).

Para as doses de N, em cada genotipo, realizou-se andlise de regressao, sendo a significincia dos
coeficientes angulares das equagoes determinados pelo teste “t” de Student, a 5% de significincia.

Os programas estatisticos utilizados foram o SISVAR 5.0 (FERREIRA, 2011) e SIGMAPLOT software
12.5.

3 RESULTADO E DISCUSSAO

A anilise de variancia conjunta (Tabela 2) revelou efeito significativo para todos os fatores isolados,
para as interagoes duplas e para a interacdo tripla (Cultivar x com inoculagio de Azospirillum brasilense

(C/A) e sem inoculacio de Azospirillum brasilense (S/A) x Nitrogénio). A significincia das interagoes triplas




indica que os efeitos dos fatores isolados ndo explicam toda a variagio encontrada, sendo assim realizados

os desdobramentos.

Tabela 2. Anlise de Varidncia Conjunta teor de proteina (%) em trés genotipos de milho, com e sem inoculacio de
Azospirillum brasilense, em diferentes doses de Nitrogénio e épocas de semeadura, na entressafra 2015, em Palmas
(TO)

Fonte de variagio GL Quadrado Médio
Epoca 1 15,0%
Cultivar 2 5,2%
Processos Inoculagio (C/A e S/A) 1 26,7%
Nitrogénio 4 12,9%
Repeticoes (Bloco) 4 0,144
Epocas x Cultivar 2 0,43*
Epocas x C/A e S/A 1 4,26%
Epocas x Nitrogénio 4 0,35*
Cultivar x C/A e S/A 2 1,45%
Cultivar x Nitrogénio 8 0,99*
C/A e S/A x Nitrogénio 4 1,80*
Epocas x Cultivar x C/A e S/A 2 0,90%
Epocas x Cultivar x Nitrogénio 8 2,42%
Cultivar x C/A e S/A x Nitrogénio 8 1,90%
Epocas x C/A e S/A x Nitrogénio 4 0,40*
Erro 124 124
Coeficiente de Variagio (%) 4,87
Média geral 7,5

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F; ns - Nao significativo.

O estudo comparativo entre as médias dos manejos com (C/A) e sem inoculacio (S/A), em cada época
de semeadura e em cada cultivar, revelou um maior conteddo proteico nos grios quando as sementes foram
inoculadas com Azospirillum (Tabela 3).

Ainoculagio de bactérias diazotroficas em plantas, a exemplo do Azospirillum brasilense, dependendo
do ambiente e da interacio com a planta, pode converter o N atmosférico e disponibilizd-lo para as plantas,
resultando em alteragoes na composi¢ao do grao (FUKAMI et al., 2016; PRANDO et al., 2019; SOUZA et al.,
2014).

As bactérias do género Azospirillum promovem alteracoes fisiologicas na planta, com destaque para
o aumento no teor de clorofila nas folhas, que resultam em melhoria dos parimetros fotossintéticos das
plantas (MORENO et al., 2019).

Em plantas inoculadas com Azospirillum brasilense Dartora et al. (2013) observaram incrementos
concomitantes de carboidratos e proteinas nos graos, em virtude de aumentos promovidos pela bactéria na

taxa fotossintética e na disponibilidade de N.
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Em trabalho desenvolvido por Quadros et al. (2014), plantas inoculadas com Azospirillum
apresentaram maior taxa de fotossintese e maior condutancia estomatica.

O estudo comparativo entre as épocas (Tabela 3) revelou um maior contetdo proteico para todas as
cultivares no sistema de manejo com a inoculacio de Azospirillum na primeira época (10/07). Por outro lado,
com excecdo da variedade Al Bandeirantes que apresentou maior contetido proteico na segunda época (01/08),
nao foram detectadas diferencas, para as demais cultivares, para os manejos sem inoculacio de Azospirillum.

O maior teor de proteina na primeira época de semeadura (10/07) (Grafico 1) ocorreu, provavelmente,
em fung¢do da ocorréncia de temperaturas menores na fase vegetativa em relagio a segunda época de
semeadura (01/08).

Segundo Santos et al. (2017) e Borém et al. (2015), o abastecimento de N, em consequéncia de
eficiente nodulagio e concomitante processo simbidtico de fixacio, é reflexo da elevagio da temperatura
do ar que, somada a radiacio solar, aumentam a temperatura do solo, afetando os nddulos radiculares e,
quando coincidem com a época de alta demanda de compostos nitrogenados pela planta (fase reprodutiva
da cultura), resultard em menor disponibilidade de N para os graos e, por consequente, um menor conteido
proteico. Esses resultados concordam com aqueles obtidos por Lima et al. (2017), que discorreram, também,
sobre o efeito isolado e/ou associado de baixa disponibilidade hidrica e altas temperaturas na composi¢io

quimica dos graos.

Tabela 3. Médias de teor de proteina (%) em trés gendtipos de milho, com e sem inoculacio de Azospirillum
brasilense, em duas épocas de semeadura, na entressafra 2015, em Palmas (TO)

Epoca 1 (10/07) Epoca 2 (01/08)
Cultivar
C/A S/A C/A S/A
Orion 8,38 Bal 7,45 Abl 7,36 Ba2 6,92 Bbl
Al. Bandeirante 8,92 Aal 7,11 Bb2 7,77 Aa2 7,34 Abl
AG 1051 7,84 Cal 7,05 Bbl 7,07 Ca2 6,83 Bal

1 - Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha, entre os processos (C/A e S/A), dentro da mesma época e para o0 mesmo genotipo,
pertencem 20 mesmo grupo estatistico a 5% de significincia pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

2 - Médias seguidas pelo mesmo nimero na linha, entre as épocas de semeaduras (1* e 2%), dentro do mesmo processo e para o
mesmo gendtipo, pertencem a0 mesmo grupo estatistico a 5% de significancia pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
3 - Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna, entre os gen6tipos, € da mesma época de semeadura, pertencem ao
mesmo grupo estatistico a 5% de significincia pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

De modo geral, a variedade Al Bandeirante apresentou maior teor de proteina (%) nas épocas e nos
diferentes tipos de manejo com e sem Azospirillum (Tabela 3).

Segundo Spolaor et al. (2016), na cultura do milho, dependendo da espécie de Poaceae a qual a
bactéria esteja associada, o Azospirillum apresenta uma maior ou menor atividade de fixacdo de N,

Em soja, Zuffo et al. (2016) afirmam que cada gen6tipo pode apresentar comportamentos intrinsecos
referentes a sua capacidade de modificagio, aspectos agronomicos de desenvolvimento e produtividade, que
sdo influenciados, principalmente, pelas condi¢des ambientais nas diferentes épocas de plantios.

Diversos outros estudos retratam o efeito do gen6tipo quanto a resposta na inoculacio de diazotréficos
em gramineas, como milho (COELHO et al., 2019).




Para a cultivar Orion, no sistema de manejo (C/A) e na 1* época de semeadura (10/07) (Figura 1)

foi ajustado modelo quadritico com aumento no teor de proteina até alcancar a maxima eficiéncia técnica

(MET) de 8,54% e 8,72%, nas doses de N de 112 kg ha' e N 116 kg ha™', respectivamente. A partir da dose

que resultou na MET, houve uma reducio percentual de proteina.
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Figura 1. Teor de proteina (%) na cultivar Orion, sob cinco doses de adubagio nitrogenada na 1* época (10/07) e no processo

com inoculagio das sementes com a bactéria Azospirillum brasilense em Palmas (TO), entressafra 2015. *significativo a 5% de

probabilidade pelo teste t, "Maxima Eficiéncia Técnica

Para esta dose que resultou na MET de cada gendtipo, houve uma reducio no teor de proteina (%),

provavelmente em funcio do efeito antagonico do N na absorcio de outros elementos, principalmente o

potissio, prejudicando o desenvolvimento das plantas (BOREM et al., 2015).

Por outro lado, para os gen6tipos Al Bandeirantes e AG 1051, nos sistemas de manejo C/A e S/A, e

na 1% (10/07) e 2* épocas (01/08), e Orion no sistema de manejo S/A e na 2 época, o modelo linear foi o

mais adequado, onde as doses de N utilizadas no presente estudo nao foram suficientes para que as mesmas

alcancassem o maximo teor de proteina (Figura 2). Neste caso, como nio foi obtido o maximo teor de

proteina, ha a necessidade de que sejam realizados estudos com outras doses de N.
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Figura 2. Teor de proteina (%) em gen6tipos de milho, sob cinco niveis de adubacio nitrogenada entre épocas diferentes
(10/07 € 01/08) e processos com e sem inoculacio das sementes com a bactéria Azospirillum brasilense em Palmas (TO),

entressafra 2015. *significativo a 5% de probabilidade pelo teste t.




O N ¢ considerado um dos maiores fatores de producio responsaveis pelo acréscimo da produtividade
e da proteina dos graos de milho (SANTOS et al., 2020).

O estimulo proporcionado pela adubagio nitrogenada no desenvolvimento da planta como um
todo € devido ao fato do N estar intimamente ligado ao processo de crescimento da planta participando da
constituicio de proteinas, enzimas, coenzimas, dcidos nucleicos, fitocromos, pigmentos fotossintéticos etc.
(DARTORA et al., 2013).

Mascarello e Zanio Junior (2015), ao trabalharem com trés doses de N aplicadas em cobertura (0,
25 e 50 kg ha' de N) associadas a inoculacio ou nio das sementes com Azospirillum brasilense, verificaram
que a adubagio nitrogenada em cobertura influenciou de forma positiva o teor de proteina nos grios. Por
outro lado, a inoculagio das sementes com Azospirillum brasilense nio afetou significativamente o conteudo
de proteina.

Souza et al. (2014) também notaram aumento no teor de N nos graos com o incremento das doses
de N no plantio. O aumento de N nos graos € interessante, dada sua associacio com o aumento no teor de
proteinas.

O genodtipo AG 1051, em comparagio com os demais, apresentou um maior incremento no teor
de proteina nos grios em funcio de doses de N no manejo S/A (Figura 2). Tal fato ocorreu em virtude de o
mesmo ser um hibrido duplo, ou seja, ser indicado para cultivo em condi¢des em que o nivel tecnoldgico
empregado seja alto, respondendo sobremaneira a melhoria do ambiente.

Segundo Spolaor et al. (2016), os resultados da interacio bactérias diazotroficas e milho em termos
de potencial agrondmico, fixagio de N ou promogio do crescimento, depende de muitos fatores bioticos
e ambientais, tais como gendtipo da planta, comunidade microbioldgica do solo e disponibilidade de N.

Ressalta-se que o gen6tipo Al Bandeirante, nos sistemas de manejo S/A e C/A, e na 1% e 2% épocas
de semeadura, apresentou um maior contedido proteico nos grios sob baixa disponibilidade de N no solo
(Tabela 3). Isso decorreu pelo fato de ser uma variedade de polinizagio aberta, que apresenta alta rusticidade,
ampla adaptabilidade e estabilidade produtiva, sendo, portanto, recomendado para solos de baixa a até solos
de alta fertilidade.

4 CONCLUSAO

Temperaturas menores durante a fase vegetativa resultaram em maior conteudo de proteina nos graos.

O hibrido AG 1051 apresentou um maior incremento no teor de proteina nos grios em fungio de
doses de N sem o uso do Azospirillum brasilense.

A variedade Al Bandeirante, em virtude de sua rusticidade, apresentou um maior contetdo proteico
nos grios sob baixa disponibilidade de N na presenca ou auséncia do Azospirillum brasilense.

A inoculagio de sementes de milho com Azospirillum brasilense podera ser uma alternativa vidvel
na reducio do uso de fertilizantes nitrogenados.
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