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Resumo

A associacao do Azospirillum brasilense e trigo,
pode promover parte do nitrogénio requerido pela
planta. Assim, objetivou-se avaliar o efeito da interacdo da inoculacao de sementes de trigo com Azospirillum
brasiliense e nitrogénio, sobre a qualidade fisiol6gica da semente e o desempenho inicial de plantulas de trigo.
Na condugdo do experimento avaliou-se, sementes de trigo com e sem inoculacdo com Azospirillum brasilense,
em interacdo com cinco doses de nitrogénio (0, 40, 80, 120 e 160 kg ha). As sementes foram avaliadas quanto:
a determinacao do grau de umidade, e pelos testes de germinagao; comprimento de raiz, parte aérea e total
de plantulas; massa fresca e seca; e emergéncia de plantula e altura de plantula aos 16 dias. Por meio dos
resultados obtidos conclui-se que a inoculacao das sementes de trigo com Azospirillum sp. é favoravel a
germinagao, quando em conjunto com o nitrogénio até a dose de 40 kg por hectare. Dosagens de até 80 kg N
ha™ em sementes com Azospirillum sp. favorecem o comprimento total das plantulas de trigo; houve reducao
na massa fresca e na emergéncia e altura de plantulas de trigo aos 16 dias apds a semeadura, independente
das sementes serem ou nao inoculadas com Azospirillum sp.
Palavras chave: Triticum aestivum, Germinagdo, Vigor, Bactérias diazotroficas.

Abstract

Azospirillum brasilense and nitrogen: performance in the physiological potential
ot wheat seeds

The association of Azospirillum brasilense and wheat can promote part of the nitrogen required by the
plant. The objective of this study was to evaluate the effect of the interaction of the inoculation of wheat seeds
with Azospirillum brasiliense and nitrogen on the physiological quality of the seed and the initial performance
of wheat seedlings. In the experiment, wheat seeds with and without inoculation with Azospirillum brasilense,
in interaction with five nitrogen doses (0, 40, 80, 120 and 160 kg ha™') were evaluated. The seeds were evaluated
for: the determination of the degree of humidity, and the germination tests; Root length, aerial part and
total seedlings; Fresh and dry mass; And emergence of seedling and seedling height at 16 days. By means
of the obtained results it is concluded that the inoculation of wheat seeds with Azospirillum sp. Is favorable
to germination, when together with the nitrogen up to the dose of 40 kg per hectare. Dosages of up to 80 kg
N ha?, in seeds with Azospirillum sp. Favors the total length of wheat seedlings; And in the emergence and
height of wheat seedlings at 16 days after sowing, regardless of whether or not they were inoculated with
Azospirillum sp.
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Resumen

Azospirillum brasilense y nitrégeno: actuacion en el potencial fisiol6gico de
semillas de trigo

La asociacién de Azospirillum brasilense y trigo, puede promover parte del nitrégeno requerido por la
planta. Asi, se objetivo evaluar el efecto de la interaccién de la inoculacién de semillas de trigo con Azospirillum
brasiliense y nitrégeno, sobre la calidad fisiol6gica de la semilla y el desarrollo inicial de plantulas de trigo. En
la conduccién del experimento se evalud, semillas de trigo con y sin inoculacién con Azospirillum brasilense,
en interaccién con cinco dosis de nitrégeno (0, 40, 80, 120, 160 y 160 kg ha!). Las semillas fueron evaluadas en
cuanto a la determinacién del grado de humedad, y por las pruebas de germinacién; datos de longitud de raiz,
parte aérea y total de plantulas; masa fresca y seca; emergencia de plantula y altura de plantula a los 16 dias.
Por medio de los resultados obtenidos se concluye que la inoculacién de las semillas de trigo con Azospirillum
sp. es favorable a la germinacién cuando en conjunto con el nitrégeno hasta la dosis de 40 kg por hectérea.
Dosis hasta 80 kg N ha?, en semillas com Azospirillum sp. favorece la longitud total de las plantulas de trigo
y en la emergencia y altura de plantulas de trigo a los 16 dias después de la siembra, independientemente
de las semillas ser o no, inoculadas con Azospirillum sp.

Palabras clave: Triticum aestivum. Germinacién. Vigor. Bacterias diazotroficas.

Introducao

O trigo (Triticum aestivum) é um cereal de
alto valor energético, sendo constituinte de diversos
alimentos, tendo também aplicabilidade em produtos
nao alimenticios (SCHEUER et al., 2011). No Brasil, a
producéo da tltima safra, ultrapassou 6,7 milhdes de
toneladas (CONAB, 2017). No entanto essa producao
atende, aproximadamente, 50% da demanda interna
do cereal, o que leva o pais a depender da importacao,
principalmente da Argentina (BRASIL, 2016).
Diante disso, constata-se a necessidade de se buscar
alternativas que visem o aumento da produtividade,
diminuindo custos e promovendo competividade.

Um dos fatores essenciais para se obter
altos rendimentos da cultura, refere-se ao manejo
adequado da adubacao nitrogenada (ZAGONEL et
al., 2002). O nitrogénio constitui no macronutriente
mais limitante de sua producao (RODRIGUES et al.,
2014). Participando da composi¢do de compostos
orgéanicos, atuando no perfilhamento, producao
de biomassa e de sementes (TAIZ e ZEIGER, 2013;
VOGEL e FEY, 2016).

A adubagao nitrogenada influi diretamente na
produtividade e qualidade das sementes produzidas
(SILVA et al., 2005; CAZETTA et al., 2008). A
correta aplicacdo do N no trigo é fundamental, pois
evita perdas e melhora a eficiéncia da adubacao
(SILVA et al., 2005). A demanda da planta por N
nos estagios inicias é intensificada, principalmente
ap6s a emergéncia da plantula até o aparecimento

da sétima folha (YANO et al., 2005); sendo também
importante para complementar a formagao de
espiguetas e sementes por espiga (BREDEMEIER e
MUNDSTOCK, 2001).

Atualmente, a adubagdo quimica constitui
a principal fonte disponivel de N as culturas, e no
intuito de se obter altas produtividades, sdo aplicadas
doses elevadas de nitrogénio. Todavia, apenas 50%
é aproveitado pelas plantas, sendo que o restante se
perde devido a lixiviagdo, volatilizagdo da amonia,
desnitrificagdo, imobilizagdo microbiana e erosao
(BINOTO, 2013; GALINDO, 2015). Esse uso excessivo
pode resultar em danos ao meio ambiente como
acidificagdo do solo e eutrofizacdo das dguas, bem
como elevar os custos da produgao (BINOTO, 2013).

Diante disso, o uso de bactérias diazotréficas
como Azospirillum brasilense, torna-se uma alternativa
do ponto de vista ambiental e econémico, pois elas
sdo capazes de colonizar a superficie das raizes
e tecidos internos das plantas, promovendo seu
crescimento (HUNGRIA, 2011). Estas bactérias,
em associagdo com plantas, promovem a fixacao
biolégica do nitrogénio, reduzindo a dependéncia
por adubos quimicos nitrogenados (HUNGRIA, 2011;
PRANDO et al., 2014).

Cotrim et al. (2016) verificaram que, a
inoculagéo desta bactéria em associagdo com o dcido
htimico promoveu beneficios no vigor das sementes
de trigo, conferindo maior resisténcia as plantas.
Resultados semelhantes foram encontrados por
Binoto (2013), que constatou o aumento no tamanho
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e massa seca de raizes e de parte aérea em plantulas
de trigo inoculadas com Azospirillum brasilense.

Os resultados obtidos através das pesquisas
pela inoculagdo com Azospirillum brasilense, tem
sido promissores. No entanto, ainda sdo escassos,
sendo necessario mais informacgdes cientificas que
abordem a interagdo das bactérias diazotroéficas
com o nitrogénio em diversas culturas. Desta
forma, objetivou-se avaliar o efeito da interacao da
inoculacdo de sementes de trigo com Azospirillum
brasiliense e nitrogénio, sobre a qualidade fisiologica
da semente e o desempenho inicial de plantulas de
trigo.

Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratério
de Sementes do Centro de Ensino Superior dos
Campos Gerais - CESCAGE, no municipio de Ponta
Grossa - PR. O delineamento experimental adotado
foi inteiramente casualizado (DIC), composto por
sementes com e sem o inoculante (Azospirillum
brasilense), que posteriormente foram expostas a cinco
doses de nitrogénio.

As doses de nitrogénio foram definidas de
acordo com a recomendacdo da Comissdo Brasileira
de Pesquisa de Trigo e Triticale (2016) e Comissao de
Fertilidade do Solo (CFS, 1995), aplicando-se: 0, 50,
100,150 e 200% da dose recomendada, levando-se em
consideracdo a adubagéao parcelada, na qual adotou-
se 30% do total recomendado pela cultura, que é de
80 kg ha’, no momento da semeadura. A fonte de
nitrogénio utilizada foi ureia.

Foram utilizadas sementes de trigo, cultivar
TBIO Sossego, da categoria bésica, produzidas na
safra 2015/ 16. Posteriormente classificadas de acordo
com as caracteristicas fisicas, a fim de se obter maior
confiabilidade dos resultados (NAKAGAWA, 1999).

As sementes foram homogeneizadas (BRASIL,
2009), e divididas em duas amostras de 500 gramas,
para compor os tratamentos com presenga e auséncia
de Azospirillum sp.

Para os tratamentos com Azospirillum
brasilense, foi utilizado o inoculante liquido da marca
comercial “Grammy Crop” contendo bactérias da
Estirpe BR 11005 (Sp 245) fixadoras do nitrogénio,
utilizando-se a dosagem de 100 mL do produto por 25
kg de sementes de trigo, seguindo a recomendagao
do fabricante.

Apoés homogeneizadas, as sementes que
compunham os tratamentos sem inoculante

receberam 4 mL de 4gua, para igualar o grau de
umidade das mesmas, ao grau de umidade das
sementes tratadas com Azospirillum, que receberam 2
mL do inoculante + 2 mL de d4gua. Posteriormente foi
aplicado a ureia ja dissolvida em um volume de 4gua
estipulado de acordo com a capacidade de retencao
do substrato, recomendado de acordo com as Regras
para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009).

A andlise estatistica foi realizada em DIC,
isoladamente para as sementes inoculadas com
Azospirillum brasilense, sob a interacdo das doses de
nitrogénio, a saber: 0, 40, 80, 120 e 160 kg de N ha™.
O mesmo procedimento foi adotado para sementes
sem o uso de inoculante. Usou-se quatro repeticoes
por tratamento.

A excecao dos dados referente ao grau de
umidade, os dados obtidos foram submetidos
a andlise de variancia pelo teste F (p<0,01) e de
regressao, sendo os modelos escolhidos com base no
coeficiente de determinagdo e na sua significancia.

As variaveis analisadas foram as seguintes:

a) Determinacdo do grau de umidade:
determinado pelo método da estufa a 105£3°C,
adotando-se duas subamostras de 5,0 gramas de
sementes por tratamentos, por 24 horas em estufa
a 105+3°C. Os resultados foram expressos em
porcentagem (BRASIL, 2009).

b) Teste de Germinagdo: para cada repetigdo
utilizou-se duas subamostras de 50 sementes, que
foram semeadas em papel tipo Germitest, umedecido
com agua em volume equivalente a 2,5 vezes o peso
do papel seco. As sementes foram mantidas em
germinador a uma temperatura constante de 20°C,
realizando-se a avaliagdo dos tratamentos ao sétimo
dia ap6s a semeadura (BRASIL, 2009).

c¢) Massa fresca: seguiu-se o mesmo
procedimento do item (b), salvo o ntimero de
sementes, que foram 10 sementes para cada
subamostra de cada repeticdo. As plantulas normais
obtidas no teste de germinagao foram acondicionadas
em pacotes de papel, previamente pesados em
balanca de alta precisdo (para obtengdo da tara); as
quais foram pesadas, junto do papel, obtendo-se sua
massa fresca, expressa em gramas.

d) Massa seca: apds a determinacao da massa
fresca, descrito no item (c), os pacotes contendo
as plantulas foram colocados em estufa a uma
temperatura de 80°C, por 48 horas, sendo pesados,
obtendo-se a massa seca das amostras, os resultados
foram expressos em gramas.

e) Comprimento de plantula: utilizou-se duas
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subamostras de 10 sementes, para cada repeticdo,
que foram semeadas no terco superior do papel,
tipo Germitest, previamente umedecido com dgua
em volume equivalente a 2,5 vezes o peso do papel
seco e mantidas em germinador a uma temperatura
constante de 20°C, por 7 dias. O comprimento das
plantulas normais foi obtido através da medicao,
por meio do auxilio de régua, da parte aérea, da raiz
e do comprimento total das plantulas. Os resultados
obtidos foram expressos em centimetros médio por
plantula (NAKAGAWA, 1999).

f) Emergéncia de plantula: utilizou-se 50
sementes de trigo por repeticdo, as quais foram
semeadas em bandeja de 200 células contendo
substrato do tipo vermiculita. O conjunto foi mantido
em ambiente de laboratério, durante todo o periodo
de duracao do teste, sendo feito irrigacao artificial
em intervalor regulares de dois dias. Apés 16 dias
da semeadura, realizou-se a contagem de plantulas
normais emergidas, sendo expressos os resultados
em porcentagem.

.(2017)

g) Altura de plantas: realizado aos 16 dias
ap6s a semeadura (plantulas do item f), mediante
auxilio de uma régua graduada, ao qual mediu-se
desde a base do epicétilo até o apice das plantulas.
Os resultados foram expressos em centimetros médio
por plantula, por tratamento.

Resultados e discussao

O grau de umidade das sementes (Tabela
1) apresentou valores semelhantes, sendo de
14,8% de agua para as sementes com Azospirillum
brasilense e 14,3% para as sementes sem inoculagdo,
demonstrando homogeneidade quanto ao grau de
umidade das sementes no momento de instalagido do
experimento. Segundo Marcos-Filho (2015), o grau
de umidade das sementes deve apresentar valores
similares, pois sua uniformidade é fundamental
para a padronizacdo das avaliagdes e obtencdo de
resultados consistentes.

Tabela 1. Dados médios da determinacdo do grau de umidade de sementes de trigo sob a interagdo de

Azospirillum brasilense e nitrogénio.

Doses de nitrogénio (kg ha™)

Tratamentos 0 40 80 120 160
Grau de umidade (%)

Azospirillum sp. 14,8 14,8 14,8 14,8 14,8

Sem Azospirillum sp. 14,3 14,3 14,3 14,3 14,3

Os valores obtidos no teste de germinagao
(Figura 1A), demonstraram que, independente da
realizagdo da inoculacdo das sementes de trigo com
Azospirillum brasilense, ou da auséncia da inoculacao,
a germinacdo das sementes foi favorecida até a
dosagem de 80 kg de N ha. Este fato é adequado,
pois sementes devem manter a germinacao minima,
visando sua adequagdo segundo normas para
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comercializagdo das sementes (MAPA, 2013).

Vale ressaltar também, que as respostas
quanto ao desempenho da cultura do trigo cujas
sementes foram inoculadas com o A. brasilense é
influenciado pela adubagdo nitrogenada associada
a inoculagao (PICCININ et al., 2013); e que esta
interacao deve ser estudada afim de aferir as melhores
combinacgdes.

30,0
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Figura 1. Germinacao (A) e Comprimento total de plantula (B), de trigo sob a interacdo de Azospirillum
brasilense e nitrogénio. ** e * significativo a 1% e a 5%, respectivamente, pelo teste “t”.
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Ao verificar o comprimento total das plantulas
de trigo (Figura 1B), constatou-se que as doses de N
foram favoraveis ao crescimento das plantulas até a
dose de 80 kg N ha?, para sementes inoculadas com
Azospirillum brasilense. A partir desta dose houve
decréscimo no comprimento total das plantulas,
provavelmente em fung¢do do excesso de N que foi
prejudicial as mesmas. Resultados opostos foram
observados quando ndo se inoculou as sementes de
trigo com o Azospirillum sp. (Figura 1B).

Reis Janior et al. (2008); Roesch et al. (2006),
encontraram resultados semelhantes, ao constatar
efeito negativo sobre populacdes de bactérias
diazotroéficas associadas a cultura do milho, quando
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A

expostas a doses elevadas de N. Sementes de milho
inoculadas com Azospirillum brasilense, ao receber
100% de N na forma mineral de ureia, pode ocorrer a
anulacdo do efeito da inoculacdo (HUNGRIA, 2011).

Ao analisar o comprimento de raiz de
plantulas de trigo (Figura 2A), houve uma melhor
resposta quando usado 80 kg ha' de N, tanto para
sementes com ou sem Azospirillum brasilense. Este
resultado, se difere dos encontrados por Rampim
et al. (2012), ao submeterem sementes de trigo
ao tratamento com bioestimulante, triadimenol e
Azospirillum brasilensenos, em que ndo constataram
diferengas no crescimento das raizes de plantas de
trigo com inoculacdo com A. brasilense.
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Figura 2. Comprimento de raiz (A) e da parte aérea de plantulas (B) de trigo sob a interacao de Azospirillum
brasilense e nitrogénio. ** e * significativo a 1% e a 5%, respectivamente, pelo teste “t”.

Ao analisar o comprimento da parte aérea
das plantulas de trigo (Figura 2B), constata-se, que
nao houve significancia para os tratamentos cujas
sementes nao foram inoculadas com Azospirillum
brasilense. Ja para as sementes inoculadas com o
Azospirillum sp., o crescimento da raiz teve uma
resposta positiva, especialmente quando associado a
dose de nitrogénio de 120 kg ha™. Esse acontecimento
pode ser explicado em fungdo de que os efeitos
da associacao de Azospirillum brasilense, ocorre
mediante a soma de diversos mecanismos, tal como
a transferéncia do nitrogénio fixado durante o inicio
do desenvolvimento da plantula associado a presenca
do inoculante (BASHAN et al., 2004). Resultados
semelhantes foram encontrados por Brzezinski et al.
(2014), verificando maior desenvolvimento de parte
aérea e de raizes de trigo, quando as sementes foram
inoculadas com Azospirillum brasilense.

A variabilidade de resultados a inoculagao
com bactérias promotoras de crescimento ocorre
devido a particularidade da interacdo bactéria-
hospedeiro e da influéncia de fatores abiéticos,
uma vez que a bactéria possui associacao livre a
planta, seja na rizosfera ou no interior dos tecidos
(GYANESHWAR et al., 2002).

Os resultados de massa fresca das plantulas
de trigo (Figura 3A) mostraram efeitos lineares
decrescentes em funcdo das doses de N, tanto para
as sementes com e sem o Azospirillum brasilense. Ao
analisar individualmente o efeito da dose de 40 kg
de N ha’, verifica-se, que até esta dosagem de N,
nado houve redugdo da massa fresca, independente
se houve ou nao a inoculagdo com o Azospirillum
brasilense. No entanto, pelos resultados expressos
na Figura 3A, houve decréscimo na massa fresca de
plantulas de trigo, especialmente a partir desta dose.
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Dartora et al. (2013b), constataram que a
adubacdo nitrogenada favoreceu o desenvolvimento
da cultura de trigo até a dose de 160 kg ha™, o que
permitiu incremento de 12% na matéria seca de
parte aérea. Entretanto, vale ressaltar que dosagens
elevadas de nitrogénio podem anular o efeito da
associacdo da planta com o Azospirillum sp. Isso
se deve, aos efeitos da associagdo de Azospirillum
brasilense ocorrer mediante a soma de diversos
mecanismos, tal como o ambiente (BASHAN et al.,
2004); e se o ambiente fornece todo o nitrogénio
requerido pela planta, a associacdo é comprometida.
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Os resultados de massa seca de plantulas de
trigo (Figura 3B), mostraram que para as sementes
inoculadas com o Azospirillum brasilense, houve
acréscimo no ganho de massa seca de plantula,
proporcional ao aumento nas doses de nitrogénio
utilizada. Marini et al. (2015), observaram que a
inoculacao de sementes de milho com Azospirillum
brasilense proporcionou incrementos de 12%, para
a matéria seca de parte aérea do milho. J4 para
as sementes ndo inoculadas com o Azospirillum
brasilense, ndo houve diferencas significativas nas
doses de nitrogénio testadas (Figura 3B).
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Figura 3. Massa fresca (A) e massa seca de plantulas (B) de trigo sob a interacao de Azospirillum brasilense e
nitrogénio. ** e * significativo a 1% e a 5%, respectivamente, pelo teste “t”.

O desenvolvimento inicial de plantas pode
ser favorecido pela inoculagdo com Azospirillum
brasilense, que produz reguladores de crescimento,
estimulando o crescimento da raiz, potencializando
sua capacidade de absorcio (CASSAN et al., 2009).

Vale ressaltar, que a fixagdo de nitrogénio é
um processo que demanda de alto custo energético
a planta (FAGAN et al., 2007). Desta forma, quando
ha grandes quantidades de nutrientes disponiveis,
ocorre uma reducdo da fixagdo biolégica (MENDES
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et al., 2003). Nesse sentido, cabe encontrar qual é a
melhor dose de nitrogénio que permita viabilizar o
uso de bactérias que facam associacdo com a planta
e viabilizem a aplicagdo de uma dosagem minima de
nitrogénio, permitindo reduzir custos do produtor.

Os resultados de emergéncia de plantulas
de trigo (Figura 4A) demonstram efeito linear
decrescente para esta variavel em funcao das doses
de N, para os tratamentos com e sem a inoculagado
com Azospirillum brasilense.
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Figura 4. Dados médios da emergéncia (A) e altura média (B) de plantulas de trigo aos 15 dias apds a semeadura,
sob a interacdo de Azospirillum brasilense e nitrogénio. * e * significativo a 1% e a 5%, respectivamente, pelo

teste “t”.
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Um dos efeitos decorrentes da inoculacdo
das sementes com Azospirillum brasilense, consiste na
ativagdo de reagoes fisiologicas das plantas, como a
produgdo de proteinas interagindo com mecanismos
de defesa, promovendo uma melhor adaptacdo as
condigdes adversas do meio ambiente (ALMEIDA
et al., 2009). Tal efeito, demonstra a necessidade de
continuar estudos sobre o comportamento de plantas
de trigo sob a interacao das doses de nitrogénio e do
Azospirillum brasilense.

Em relacao a altura de plantas (Figura 4B),
houveram efeitos lineares decrescentes para as
sementes com e sem Azospirillum brasilense, em fun¢do
das doses de N. As maiores alturas de plantas foram
encontradas quando nao foi utilizado o nitrogénio
(Figura 4B). Diferentemente de Dartora et al. (2013b);
Lana et al. (2012), que ao avaliarem as respostas do
milho a inoculacao com Azospirillum brasilense, ndo
encontraram efeitos significativos da inoculagao
sobre a altura de plantas.

O fornecimento de Azospirillum brasilense
também pode ser testado via aplicacao em sulco de
semeadura, como ja realizado na cultura do milho,
por Morais et al. (2016), que destacaram a eficiéncia
na aplicacao de Azospirillum na producdo de graos
de milho. Também foi verificado que a aplicacdo
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