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BACILLUS SUBTILIS E NiVEIS DE NITROGENIO SOBRE O
DESENVOLVIMENTO E A PRODUTIVIDADE DO MILHO

Autor: Francisco Ferreira de Lima
Orientador: Prof. Dr. Ademir Sérgio Ferreira de Aradjo
Co-orientador: Prof. Dr. Luis Alfredo Pinheiro Leal Nunes

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inoculagdo com Bacillus subtilis e
adubacdo nitrogenada sobre o desenvolvimento e a produtividade do milho. O estudo foi
conduzido em uma area experimental, no Centro de Treinamento do EMATER, em Teresina,
Pl. Os tratamentos foram dispostos em um delineamento em blocos ao acaso sob arranjo
fatorial de 5 x 2, sendo cinco doses de N (0, 40, 80, 120 e 160 kg N ha™) e dois tratamentos
microbioldgicos (com e sem inoculacdo). No tratamento com inoculacdo foi utilizado um
produto formulado contendo Bacillus subtilis, estirpe PRBS-1. O plantio foi realizado em
parcela experimental de 3,2 m x 5,0 m e as coletas dos dados foram realizadas aos 52 e 79
dias ap6s a emergéncia para a avaliacdo das varidveis: altura das plantas, teor de clorofila,
acumulo de N na parte aérea, e comprimento das espigas despalhadas, massa das espigas
despalhadas e produtividade dos gréos secos, respectivamente. Houve efeito significativo para
inoculacdo, doses de N e para a interacdo inoculacdo x doses de N sobre todas as variaveis
avaliadas, exceto para a altura das plantas. Com a inoculacdo de Bacillus subtilis, houve
aumento significativo para leitura de clorofila, acimulo de N, comprimento das espigas
despalhadas, massa das espigas despalhadas e produtividade dos grédos secos. As
produtividades de gréos apresentaram valores méaximos de 5.374 kg ha™ para dose de 125,1
kg de N ha™ e 5.045 kg ha™ para a dose de 157,6 kg de N ha™, nos tratamentos com e sem
inoculacéo, respectivamente. A inoculacdo das sementes com Bacillus subtilis proporcionou

aumento na produtividade de gréos do milho, reduzindo os custos com adubag&o nitrogenada.

Palavras-chave: Rizobactéria, Zea mays, producdo de graos, nutricao
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BACILLUS SUBTILIS AND LEVELS OF NITROGEN ON MAIZE GROWTH AND
YIELD

Author: Francisco Ferreira de Lima
Adviser: Prof. Dr. Ademir Sérgio Ferreira de Araudjo
Co-adviser: Prof. Dr. Luis Alfredo Pinheiro Leal Nunes

SUMMARY

The aim of this work was to evaluate the effect of inoculation with Bacillus subtilis
and nitrogen fertilization on maize growth and yield. The experiment was carried out in an
agricultural area at EMATER, Teresina, Pl. The treatments were disposed in a completely
randomized block in factorial design of 5 x 2, consisted of five N levels (0, 40, 80, 120 and
160 kg N ha™) and two microbiological treatments (with and without inoculation). In the
treatment with inoculation, an inoculant was used containing Bacillus subtilis, strain PRBS-1.
The sowing was carried out in experimental plots of 3.2 m x 5.0 m. The data were collected at
52 and 79 days after emergence to assess the variables: plant height, chlorophyll content,
accumulation of N in shoot, and length and mass of ear and yield. There was a significative
effect for inoculation, N levels and interaction inoculation x N levels in all the variables,
except for plant height. With the inoculation of Bacillus subtilis, there was a significant
increase for chlorophyll content, accumulation of N in shoot, and length and mass of ear and
yield. The yield showed maximum values of 5,374 kg ha™ for level of 125.1 kg of N ha™* and
5,045 kg ha® for the level of 157.6 kg of N ha™, in the treatments with and without
inoculation, respectively. The inoculation of seeds with Bacillus subtilis increased the grain

yield of corn, reducing the cost of nitrogen fertilizer.

Key words: Rhizobacteria, Zea mays, grain production, nutrition



INTRODUCAO GERAL

As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs) sdo bactérias que
habitam o solo e com freqliéncia sdo isoladas da rizosfera de diversas plantas cultivadas. Entre
0S géneros mais estudados destacam-se: Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum, Rhizobium,
Serratia, e Azotobacter (ZAADY et al., 1993; RODRIGUEZ e FRAGA, 1999; ARAUJO,
2008). A influéncia destes microrganismos sobre o desenvolvimento das plantas é ampla,
incluindo os efeitos benéficos na germinacdo de sementes, emergéncia de plantulas,
crescimento e produtividade de gréos.

O Bacillus subtilis € uma das principais rizobactérias de importancia para 0 aumento
do crescimento vegetal. Esta rizobactéria influencia positivamente a germinacdo,
desenvolvimento e rendimento da cultura devido, também, a producdo de substancias
promotoras de crescimento e melhoria na nutricho das plantas, principalmente pela
solubilizacéo de fésforo, como foi demonstrado por Gaind & Gaur (1991), Srinivasan et al.
(1996) e Luz (2001).

Ademais, o B. subtilis apresenta um efeito benéfico sobre a nodulacdo de leguminosas,
atua no controle biolégico e promove o aumento da produtividade das culturas,
principalmente quando associado a outras praticas de manejo, tais como a adubacdo.

O milho (Zea mays L.) € um dos alimentos vegetais mais importantes para a
humanidade, devido ao seu elevado valor nutritivo e pelas diversas formas de utilizacdo na
alimentacdo humana e animal, in natura e na indUstria de alta tecnologia. Entretanto, observa-
se baixas produtividades, principalmente, devido ao manejo inadequado ou auséncia da
adubacdo nitrogenada.

Apesar do N desempenhar um papel fundamental para cultura do milho, como o

incremento na produtividade e elevagdo do teor protéico, este elemento causa um aumento no



custo de producdo (SILVA et al., 2001). Segundo Machado et al. (1998), os fertilizantes
nitrogenados representam 75% dos custos da adubacdo do milho, o que corresponde a cerca
de 40% dos custos totais de producéo da cultura.

Em virtude da capacidade das RPCPs em liberar substancias promotoras de
crescimento e auxiliar as plantas pelo fornecimento de nutrientes é importante avaliar efeitos
positivos dessa bactéria no desenvolvimento do milho e na economia na adubacéo
nitrogenada. Neste sentido ha a necessidade de se avaliar o uso de RPCPs para o aumento do
desenvolvimento e rendimento das culturas. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da
inoculacdo com Bacillus subtilis associada a adubacdo nitrogenada no desenvolvimento e

produtividade do milho.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas

Dentre os microrganismos mais pesquisados, destacam-se as comunidades conhecidas
como Rizobacterias Promotoras do Crescimento de Plantas (RPCP), termo que vem sendo
utilizado para descrever bactérias que podem colonizar a superficie e ou interior de plantas e
estimular o crescimento destas quando aplicados em sementes, tubérculos ou raizes
(CHANWAY et al.,1991). A possibilidade da sua aplicacdo nos solos traz beneficios diretos
para a producgdo agricola e, a0 mesmo tempo, uma alternativa de cultivo com menor uso de
insumos agricolas (SCHROTH & HANCOCK, 1982; LAVIE & STOTZKY, 1986). Entre 0s
géneros mais estudados destacam-se: Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum,e Rhizobium,
Serratia, e Azotobacter (ZAADY et al., 1993; RODRIGUEZ & FRAGA; ARAUJO, 2008).

Os efeitos destes microrganismos sobre o desenvolvimento das plantas s&o amplos,
incluindo os efeitos benéficos na germinacdo de sementes, emergéncia de plantulas e
producéo de grdos (LAZARETTI & BETTIOL, 1997). Segundo Freitas & Silveira (2007) as
RPCPs constituem um grupo muito amplo de bactérias que vivem na rizosfera e afetam
beneficamente o crescimento dos vegetais.

A promocdo de crescimento das plantas pode ser o resultado da acdo de diversos
mecanismos, dentre os quais cita-se: a producgédo de reguladores de crescimento, tais como
auxinas (ASGHAR et al., 2002; BORONIN et al., 1993), citocinina (ARKHIPOVA et al.,
2005), giberelina (GUTIERREZ-MARNERO et al., 2001; JOO et. al., 2004; HOLL et al.,
1988), é&cidoslatico e succinico (YOSHIKAWA, 1993); solubilizacdo de fosfatos minerais
(FREITAS & PIZZINATO, 1997) e diminuigdo na incidéncia e inibicdo de crescimento de

fitopatdgenos.
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As RPCPs tém obtido grande aceitagdo e importancia no mundo devido aos seus
efeitos positivos sobre o crescimento das plantas. Na ultima década, significantes aumentos
sobre o crescimento e a produtividade de culturas importantes tém sido reportados na
inoculagdo com RPCPs (GUPTA et al., 2000, BISWAS et al., 2000; MARIANO &
KLOEPPER, 2000; ASGHAR et al., 2002; VESSEY, 2003; GRAY & SMITH, 2005; SILVA

et al., 2006; FIGUEIREDO et al., 2008; ARAUJO, 2008).

1.1 Bacillus subtilis

O género Bacillus é formado por bactérias em forma de bastonete, Gram positivas,
mdveis e com formacdo de enddsporos altamente resistentes ao calor. Segundo Buchanan &
Gibbons (1975) e Scorthichini et al. (1989), B. subtilis caracteriza-se por apresentar catalase
(+), crescimento anaerdbico em agar (-), reducdo de NO3 a NO; (+), hidrélise do amido (+),
producdo de acido a partir de glicose, arabinose e manose (+), crescimento em NaCl a 7%
(+), crescimento a 45° C (+), hidrolise de caseina (+) e producéo de esporo (+).

Os mecanismos de acao dos isolados do género Bacillus responsaveis pela promogéo
do crescimento em plantas, inicialmente podem estar ligados a inibicdo de fitopatogenos do
solo. Entretanto, alguns trabalhos vém apresentando resultados que sugerem existir uma faixa
bem mais ampla quanto aos efeitos dessas bactérias nas plantas.

A promocao de crescimento das plantas mediada por Bacillus é realizada por meio de
varios mecanismos, como a producdo de fitohormoénios estimuladores do crescimento
(DATTA et al., 1982) , a mobilizagdo do fosfato (FREITAS et al., 1997; DATTA et al,,
1982), a produgdo de sideroforos e antibidticos (LUZ, 1996) , a inibi¢do da sintese de etileno
(GLICK et al., 1994), a inducdo de resisténcia das plantas contra fitopatégenos
(RAMAMOORTHY et al., 2001) e pela eliminacdo dos microrganismos deletérios e de seus

metabolitos toxicos presentes na zona radicular (LUZ, 1996).



12

No ambito da agricultura, existem diversos produtos formulados para o controle
bioldgico de fitopatdgenos, tendo como ingrediente ativo espécies do género Bacillus, como
exemplo: Bacillus thuringiensis (DIPEL, Abbot Co., USA), Bacillus sphaericus (BIOBAC,
ICI, Alemanha) e B. subtilis (KODIAK, Gustafson Inc., USA). Estes produtos tém sido
aplicados em varios paises do mundo.

Ganhos na nutricdo de plantas inoculadas com Bacillus também tém sido destacados
como beneficio advindo da presenca deste grupo de microrganismos na rizosfera. Rodriguez
& Fraga (1999) citam que estirpes do género Pseudomonas, Bacillus e Rhizobium estéo entre
as bactérias com maior potencial de solubilizacdo de fésforo. A solubilizacdo de fosfatos
insoliveis mediado por microrganismos estd associada ao desprendimento de acidos
organicos que sao freqlientemente combinados com outros metabdlitos, sendo constatado in
vitro que o potencial de solubilizagdo de P por microrganismos esta diretamente relacionado a
producdo de siderdéforos, fitohormdnios e enzimas liticas (VASSILEV et al., 2006).
Richardson (2000) sugeriu a utilizagdo dos microrganismos do solo como inoculantes para
mobilizagdo do fosforo, uma vez que na maioria dos solos este nutriente ndo se encontra na

forma disponivel as plantas.

1.1.1 Bacillus subtilis e o crescimento de plantas

O efeito benéfico de B. subtilis, quando aplicado junto as sementes ou ao solo, ndo é
exclusivamente devido ao antagonismo proporcionado aos patdgenos, uma vez que diversos
trabalhos tém demonstrado os efeitos positivos desta bactéria, influenciando a germinacéo,
solubilizacdo de nutrientes, crescimento e produtividade das plantas (GAIND & GAUR,
1991; SRINIVASAN et al.,1996; RODRIGUES & FRAGA, 1999: ARAUJO & HUNGRIA,

1999; LUZ, 2001; ARAUJO, 2008; ARAUJO et al., 2010).
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Com relacdo ao controle biolégico de fitopatdgenos, varios estudos tém destacado B.
subtilis como um eficiente antagonista (ALDRICH & BAKER, 1970; PUSEY & WILSON,
1984; CUBETA et al., 1985; MCKEEN et al., 1986; BETTIOL & KIMATI, 1990; KREBS et
al., 1993; OEDJIJONO et al., 1993; ARAUJO et al., 2005; DOMENECH et al., 2006). Katz
& Demain (1977) citam que B. subtilis pode elaborar 66 tipos diferentes de antibidticos, em
sua maioria polipeptideos, com efeito inibitorio contra bactérias e fungos patogénicos.
Diversos autores citados por Bettiol & Kimati (1990), verificaram B. subtilis inibindo:
Rhizoctonia solani, Rhizoctonia bataticola, Alternaria solani, Botrytis cinerea, Fusarium
udum, Colletotrichum gloeosporioides, Macrophomina phaseolina, Uromyces phaseoli,
Alternaria sp., Sclerotium rolfsii, Phomopsis sp., Pyricularia orizae, Cylindrocadium sp.,
dentre outros.

Diversos autores citam efeitos do B. subtilis como fitohorménios estimuladores de
crescimento das plantas: producéo de giberilinas (HOLL et al., 1988), auxinas (BORONIN et
al.,1993) e &cidos latico e succinico (YOSHIKAWA, 1993). Analisando as fontes bacterianas
de &cido indol-3-acético (AlA), Loper & Schroth (1986) encontraram duas estirpes de B.
subtilis produzindo grandes concentracbes de AIA (5-10ug/ml), as quais reduziam o
alongamento das raizes e aumentavam a propor¢cdo de parte aérea / raiz de plantas de
beterraba (Beta vulgaris), quando aplicadas como inoculantes em sementes desta cultura.

Com relagdo ao aumento da disponibilidade de nutrientes no solo pela a¢do de B.
subtilis foi comprovado maior absorcdo de nutrientes, como fosforo e nitrogénio, em plantas
inoculadas com a rizobactéria nas sementes (ARAUJO, 2008).

Araujo & Hungria (1999) avaliaram o uso do B. subtilis na cultura da soja e
observaram que houve um aumento na nodulacdo e no crescimento das plantas, além de um
aumento significativo no rendimento da cultura no campo. Segundo os autores, foi observado

que a estirpe de B. subtilis utilizada apresentou grande producdo de fitohormdnios (acido
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indolacético e indolbutirico) e antibidticos durante seu crescimento (ARAUJO et al., 2005).
Anteriormente, Siddiqui & Mahmood (1995) observaram que a aplicacdo de B. subtilis
aumentou a nodulacdo e o crescimento do feijdo-guandu. Resultados semelhantes também
foram observados por Aradjo et al. (2010) no aumento da nodulacdo e do crescimento do
feijdo-caupi e da leucena.

Trabalhando com milho e algod&o em casa de vegetacdo, Araujo (2008) observou que
a inoculacdo de sementes de milho com B. subtilis apresentou potencial para incrementar o

crescimento das duas culturas, e sugere a aplicacdo desta bactéria em condi¢fes de campo.

2. Cultura do milho

O milho é caracterizado como planta monocotiledonea, da familia das poéaceas, cujo
ciclo fenoldgico varia de 90 a 205 dias, dependendo do gendtipo e do clima (FAGERIA,
1989; NORMAN et al., 1995; TOLLENAAR & DWYER, 1999). E uma planta C4, muito
eficiente na conversdo de CO,, com altas taxas de fotossintese liquida, mesmo em elevados
niveis de luz. E uma das culturas mais antigas do mundo, com indicacdes de que é cultivado
ha pelo menos 5.000 anos. No inicio da colonizacdo da América (século XVI1), era cultivado
em jardins, até que seu valor alimenticio tornar-se conhecido. Passou, entdo, a ser plantado
em escala comercial e difundiu-se por todos os continentes (FAGERIA, 1989; NORMAN et
al., 1995; TOLLENAAR & DWYER, 1999).

Em funcdo de seu potencial produtivo, composi¢cdo quimica e valor nutritivo, 0 milho
se constitui num dos cereais mais cultivados no mundo, e fonte geradora de milhares de
empregos quer seja na atividade agricola, quer seja como matéria-prima para uma serie de
produtos industrializados.

Embora seja um produto de grande importancia para o agronegocio, praticamente toda

a producdo brasileira de milho é consumida internamente, sendo que, cerca de 70 a 80% ¢é
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destinada a cadeia produtiva de suinos e aves (DUARTE et al., 2006), para o preparo de
racdes, uma pequena parte vai para a producdo de 6leo comestivel, e o restante é utilizado na
fabricacdo de produtos basicos que compdem a alimentacdo de um contingente enorme de
pessoas, especialmente aquele estrato de baixa renda, localizado no semi-arido nordestino.

Em termos de producdo, o Brasil ocupa no cenario mundial, a terceira posicdo,
superado apenas pelos Estados Unidos e pela China. Segundo o United States Department of
Agriculture - USDA (2006), no ano agricola de 2005/06 a producdo mundial de milho ficou
em torno de 684 milhdes de toneladas, tendo sido produzido 282 milhdes de toneladas pelos
Estados Unidos, 134 milhdes pela China e 43 milhdes pelo Brasil.

A safra brasileira de milho, em 2007/08, apresentou uma é&rea cultivada com
14,7 milhGes de hectares, a produtividade média de 3,97 toneladas por hectare e a producao
de aproximadamente 58,7 milhdes de toneladas de graos (CONAB, 2009). Deste total, 90,2%
ocorreu na regido Centro-Sul, onde a produtividade alcangou 4.717 kg/ha, e o restante (9,8%)
na regido Norte-Nordeste, onde a produtividade ficou em 1.623 kg/ha. Essa dualidade
comportamental que ocorre na lavoura do milho brasileiro é influenciada por uma mesclagem
dos diferentes sistemas de cultivos praticados no pais, onde um contingente enorme de
produtores, por ndo estar envolvido com a producdo comercial, apresenta indices baixissimos
de produtividade, enquanto um grupo menor, se utilizando de uma tecnologia mais avangada,

consegue indices bem mais elevados de produtividade.

3. A adubacéo Nitrogenada no milho

Enquanto nos Estados Unidos a produtividade média da cultura do milho é superior a
10 toneladas por hectare, no Brasil a produtividade média ndo chega a 4 toneladas por hectare.
Dntre os varios fatores que causam essa baixa produtividade, destacam-se o baixo consumo e

0 manejo incorreto do N, nutriente absorvido em maior quantidade pelo milho, e que mais
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influencia na resposta em produtividade de grdos e mais onera no custo de producdo da
cultura (AMADO et al., 2002).

O nitrogénio é um dos elementos imprescindiveis ao pleno crescimento,
desenvolvimento e produtividade das plantas de milho, devido a sua presenca na estrutura de
um grande nuimero de moléculas essenciais as células, como amino&cidos, proteinas
estruturais e enzimaticas, acidos nucléicos, horménios, clorofilas.

O suprimento inadequado de N é considerado um dos principais fatores limitantes a
produtividade de grdos. Segundo Hoeft (2003), a dose, a época e 0 método de aplicacdo de
fertilizantes nitrogenados tém efeito marcante, tanto sobre a produtividade das culturas,
quanto sobre o potencial de contaminacdo dos mananciais de dgua. O manejo da adubacao
nitrogenada deve suprir a demanda da planta, nos periodos criticos, e minimizar o impacto no
ambiente, pela reducédo de perdas (FERNANDES & LIBARDI, 2007).

Com inumeras fungdes relevantes nas suas atividades fisioldgicas, a disponibilidade de
N afeta diretamente a area foliar, a taxa de fotossintese, o crescimento do sistema radicular, o
tamanho de espigas, 0 nimero e a massa de graos e a sanidade de grdos (PIONNER, 1995).
Estima-se que a necessidade de N para a producgédo de uma tonelada de gréos varie de 20 a 28
kg ha® (CANTARELA, 1993). A sua absorcdo pela planta ocorre durante todo o ciclo
vegetativo, sendo pequena nos primeiros 30 dias. Nesta fase, as plantas absorvem menos do
que 0,5 kg ha™ dia (SCHRODER et al., 2000). De acordo com Bull (1993) a maioria dos
estudos realizados mostra que os melhores resultados séo obtidos com a aplicacéo de 30 kg de
N ha’ na semeadura e de 90 a 120 kg de N ha™ entre 30 e 45 dias apds a germinacdo,
totalizando entre 120 e 150 kg de N ha™.

Devido a alta exigéncia de N, o milho é uma cultura que, geralmente, responde a
aplicacdo da adubagdo nitrogenada com incrementos em VvArias caracteristicas que

influenciam na produgdo final (DA ROS et al., 2003). Resultados de experimentos conduzidos
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no Brasil, sob diferentes condi¢bes edafoclimaticas, mostram respostas diferenciadas do
milho a adubacdo nitrogenada (COELHO et al., 1992). A magnitude das respostas ao
elemento nas condic@es tropicais tem sido variavel e indica respostas significativas a doses de
30 a 100 kg ha™ (BOQUET et al., 1988; JAKELAITIS et al., 2005). Boquet et al. (1988)
afirmaram que o rendimento, a massa de graos individual, a massa especifica, 0 nimero de
grdos e o conteudo de proteina no grdo de milho aumentaram com o aumento da dose de N
aplicada e a dose 6tima para todas as densidades testadas foi estimada em 100 kg ha™.
Experimentos realizados por Muchow (1988) e Wolfe et al. (1988) demonstraram que
a adubacdo nitrogenada aumentou o nimero de grdos por espiga e a produtividade da cultura,
bem como que o fornecimento de nitrogénio promoveu aumentos nos contetidos foliares de
clorofila e de N na cultura do milho. Costa (2000) trabalhou com trés doses de nitrogénio (30,
60 e 90 kg ha™ de N) na semeadura e as mesmas doses em cobertura (30, 60 e 90 kg ha™ de
N) na cultura do milho, e demonstrou que as diferengcas entre tratamentos ndo foram
significativas para didmetro da espiga, tamanho da espiga, numero de fileiras por espiga,
massa de 100 gréos, altura de plantas, altura de insercdo da primeira espiga, nitrato, nitrogénio
total e matéria seca total, e foram significativas para diametro do colmo e produtividade. Para
o pardmetro produtividade, observou-se que a aplicacdo de 30 kg ha™ na semeadura e 90 kg
ha® em cobertura, proporcionou maior produtividade, sendo esta a melhor estratégia de
parcelamento da adubacdo nitrogenada. Mar et al. (2001) avaliaram o efeito de doses (20, 60,
90, 120 e 150 kg ha™ de N) e épocas de aplicacdo de nitrogénio na produtividade de graos de
milho safrinha e verificaram efeito significativo de doses e épocas de aplicacdo de N,
obtendo-se a producdo maxima (6.549,74 kg ha™) com a adicdo de 131,20 kg ha™ de N,
quando as plantas apresentavam-se com oito folhas expandidas e a produtividade de grdos em

todos os tratamentos com adigcdo de N foi superior ao tratamento sem adigdo deste elemento.
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Entretanto, alguns trabalhos mostram respostas de até 200 kg ha™ de N aplicado
(MELLO et al., 1988; COELHO & FRANCA, 1995). De acordo com Bull (1993) a maioria
dos estudos realizados mostra que os melhores resultados séo obtidos com a aplicacdo de 30
kg de N ha™ na semeadura e de 90 a 120 kg de N ha™ entre 30 e 45 dias ap6s a germinacéo,

totalizando entre 120 e 150 kg de N ha™.
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CAPITULO UNICO

Bacillus subtilis e niveis de nitrogénio sobre o desenvolvimento e a produtividade do

milho

Bacillus subtilis and levels of nitrogen on maize growth and yield

Francisco Ferreira de Lima! Luciano Moura Lima”; Luis Alfredo Pinheiro Leal

Nunes" Ademir Sérgio Ferreira de Aradjo'"; Fabio Fernando de Aradjo""

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inoculagdo com Bacillus subtilis e da
adubacdo nitrogenada sobre o desenvolvimento e a produtividade do milho. O estudo foi
conduzido em uma area experimental, no Centro de Treinamento do EMATER, em Teresina,
Pl. Os tratamentos foram dispostos em um delineamento em blocos ao acaso sob arranjo
fatorial de 5 x 2, sendo cinco doses de N (0, 40, 80, 120 e 160 kg N ha™) e dois tratamentos
microbioldgicos (com e sem inoculacdo). No tratamento com inoculacdo foi utilizado um
produto formulado contendo Bacillus subtilis, estirpe PRBS-1. O plantio foi realizado em
parcela experimental de 3,2 m x 5,0 m e as coletas dos dados foram realizadas aos 52 e 79
dias apds a emergéncia para a avaliacdo das variaveis altura das plantas, teor de clorofila, teor
de nitrogénio, e comprimento das espigas despalhadas, massa das espigas despalhadas e

produtividade dos gréos secos, respectivamente. Houve efeito significativo para inoculagéo,
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doses de N e para a interacdo inoculacdo x doses de N sobre todas as variaveis avaliadas,
exceto para a altura das plantas. Houve aumento significativo para o teor de N e a leitura de
clorofila com a inoculacdo de Bacillus subtilis. As produtividades de grdos apresentaram
valores méximos de 5.374 kg ha™ para dose de 125,1 kg de N ha™ e 5.045 kg ha™ para a dose
de 157,6 kg de N ha™, nos tratamentos com e sem inoculacdo, respectivamente. A inoculacio
das sementes com B.subtilis proporcionou aumento na produtividade de grdos do milho,
reduzindo os custos com adubacao nitrogenada.

Palavras-chave: Rizobactéria, Zea mays, producao de graos, nutricao

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the effect of inoculation with Bacillus subtilis
and nitrogen fertilization on maize growth and yield. The experiment was carried out in an
agricultural area at EMATER, Teresina, Pl. The treatments were disposed in a completely
randomized block in factorial design of 5 x 2, consisted of five N levels (0, 40, 80, 120 and
160 kg N ha™) and two microbiological treatments (with and without inoculation). In the
treatment with inoculation, an inoculant was used containing Bacillus subtilis, strain PRBS-1.
The sowing was carried out in experimental plots of 3.2 m x 5.0 m. The data were collected at
52 and 79 days after emergence to assess the variables: plant height, chlorophyll content,
accumulation of N in shoot, and length and mass of ear and yield. There was a significative
effect for inoculation, N levels and interaction inoculation x N levels in all the variables,
except for plant height. With the inoculation of Bacillus subtilis, there was a significant
increase for chlorophyll content, accumulation of N in shoot, and length and mass of ear and
yield. The yield showed maximum values of 5,374 kg ha™ for level of 125.1 kg of N ha™ and

5,045 kg ha™ for the level of 157.6 kg of N ha®, in the treatments with and without
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inoculation, respectively. The inoculation of seeds with Bacillus subtilis increased the grain
yield of corn, reducing the cost of nitrogen fertilizer.

Key words: Rhizobacteria, Zea mays, grain production, nutrition

INTRODUCAO

As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs) sdo bactérias que
habitam o solo e com freqliéncia séo isoladas da rizosfera de diversas plantas cultivadas. A
possibilidade da sua aplicacdo nos solos traz beneficios diretos para a producao agricola e, ao
mesmo tempo, uma alternativa de cultivo com menor uso de insumos agricolas (LAVIE &
STOTZKY, 1986). Os efeitos destes microrganismos sobre o desenvolvimento das plantas séo
amplos, incluindo os efeitos benéficos desde a germinacdo de sementes até a producdo de
grios (LAZARETTI & BETTIOL, 1997).

A promocdo de crescimento das plantas pode ser o resultado de diversos mecanismos,
dentre os quais a producdo de reguladores de crescimento como: auxinas (ASGHAR et al.,
2002), citocininas (ARKHIPOVA et al., 2005) e giberelinas (JOO et. al.,, 2004); a
solubilizacéo de fosfatos minerais (FREITAS & PIZZINATTO, 1997) e o controle biolégico
na rizosfera (ARAUJO, 2008). Entre os géneros de RPCPs mais estudados destacam-se:
Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum, Rhizobium, Serratia, e Azotobacter (ZAADY et al.,
1993; RODRIGUEZ e FRAGA, 1999; ARAUJO, 2008).

A bactéria Bacillus subtilis € uma das principais RPCPs de importancia para a
promocdo do crescimento vegetal. Atuando para este fim por meio de varios mecanismos,
como a produgdo de fitohormonios estimuladores do crescimento (DATTA et al., 1982),
producao de sider6foros e antibiticos (HARMAN et al., 2004) e inducdo de resisténcia das

plantas contra fitopatogenos (RAMAMOORTHY et al., 2001).
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O milho (Zea mays L.) é um dos alimentos vegetais mais importantes para a
humanidade, devido ao seu elevado valor nutritivo e pelas diversas formas de utilizacdo na
alimentacdo humana e animal. Apesar de o Brasil ser o terceiro maior produtor mundial, sua
produtividade média é considerada baixa, ndo chegando a 4,0 t por ha. Segundo Oliveira et al.
(2009), uma das principais causas € a pouca disponibilidade de nutrientes no solo,
principalmente nitrogénio.

Apesar do N desempenhar um papel no aumento da produtividade do milho, este
elemento causa um acréscimo no custo de producdo (SILVA et al., 2001). Segundo Machado
et al. (1998), os fertilizantes nitrogenados representam 75% dos custos da adubac¢ao do milho,
0 que corresponde a cerca de 40% dos custos totais de producéo da cultura.

Em virtude da capacidade das RPCPs em liberar substancias promotoras de
crescimento e auxiliar o fornecimento de nutrientes para as plantas, pode haver efeitos
positivos no desenvolvimento do milho e uma economia na adubagdo nitrogenada. Estudo
recente mostrou que a inoculacdo das sementes com produto a base de Azospirillum spp
aumentou significativamente a produtividade média de grédos e o comprimento das espigas de
milho (CAVALLET et al., 2000).

Neste sentido, a inoculagcdo das sementes com produto a base de Bacillus subtilis pode
favorecer o desenvolvimento e a produtividade do milho, reduzindo a quantidade de
fertilizante nitrogenado na cultura. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da inoculacéo
com Bacillus subtilis associada a adubagdo nitrogenada no desenvolvimento e produtividade

do milho.

MATERIAL E METODOS
O trabalho foi realizado na area agricola do Centro de Treinamento do Instituto de

Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Piaui — EMATER/PI, localizado no municipio de
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Teresina, Estado do Piaui, cujas coordenadas geograficas sdo 05° 03’ 35" de latitude sul,
42°42° 18” de longitude oeste e, 108 m de altitude. O solo do local é classificado como
Latossolo Amarelo mesotréfico de fertilidade média, com uma granulometria de 780, 80 e
140 g kg™ de areia, argila e silte, respectivamente, indicando tratar-se de um solo arenoso. O
clima é do tipo Aw’, tropical chuvoso, de acordo com a classificacdo de Koppen. A
precipitacdo média anual é de aproximadamente 1380 mm; a temperatura média anual é de
28°C e umidade relativa do ar gira em torno em torno de 70 %.

As caracteristicas quimicas do solo antes da instalagdo do experimento foram:
pH(H20) = 6,4; M.O. = 14,6 g kg™; P = 17 mg dm™; K = 50,8 mg dm™; Ca = 2,4 cmol. dm;
Mg = 0,6 cmol. dm® e CTC potencial = 6,77 cmol, dm™, determinadas segundo métodos
locais do Laboratdrio de Solo e Agua da Embrapa Meio Norte. O solo foi preparado por meio
de araco e gradagem leve e recebeu adubacdo mineral com P e K utilizando-se 80 kg ha™ de
P,0s, na forma de superfosfato simples, e 60 kg ha™ de KO, na forma de cloreto de potassio.
Os tratamentos foram dispostos em um delineamento em blocos ao acaso sob arranjo fatorial
de 5 x 2, sendo cinco doses de N na forma de uréia (0, 40, 80, 120 e 160 kg N ha™) e dois
tratamentos microbioldgicos (com e sem inoculacdo de Bacillus subtilis). As doses foram
parceladas em trés vezes (no plantio e em duas coberturas aos 25 e 40 dias ap6s a
emergéncia). A semente utilizada foi AG 1051, hibrido duplo, de ciclo normal. No tratamento
com inoculacdo foi utilizado um produto formulado em p6 contendo o isolado PRBS-1
(ARAUJO, 2008) na concentragdo de 1,0.10° esporos g™. A inoculacéo foi feita utilizando-se
uma solucéo acgucarada a 1% para servir como aderente para o inoculante que foi aplicado na
dose de 500 g de inoculante para 50 kg de sementes.

A parcela experimental teve dimensdes de 3,2 m x 5,0 m e constou de quatro fileiras
de 5,0 m de comprimento, tendo como area Util as duas fileiras centrais. O espacamento entre

fileiras foi de 0,8 m. Dentro da fileira, o espacamento foi de 0,2 m entre covas, 0 que resultou
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em 25 covas por fileira, onde foram colocadas duas sementes por cova. O desbaste foi feito
aos dez dias ap0s o plantio, deixando-se uma planta por cova. A irrigacdo por aspersao, via
sistema convencional, com turno de rega diario, foi realizada utilizando uma lamina d’agua
crescente com o desenvolvimento das plantas, atingindo-se ldminas d’agua da ordem de 8 mm
diarios.

As avaliacOes foram realizadas aos 52 e 79 DAE (dias ap6s a emergéncia). Aos 52
DAE avaliou-se a altura das plantas (tomando-se como base a distancia da superficie do solo
até a extremidade do pendao), o teor de clorofila nas folhas (utilizando-se medidor portétil de
clorofila, ClorofiLOG e o teor de nitrogénio. O N total foi determinado pelo método semi-
microkjeldahl (SILVA, 1981) e utilizado para se calcular o N acumulado na parte aérea
(ANPA). O ANPA foi calculado multiplicando-se sua massa pelo teor de N. A leitura de
clorofila foi realizada na nonagésima folha totalmente expandidas (SILVA et al., 2003), sendo
0s pontos de leitura situados a partir da base, na metade a dois tercos do comprimento da
folha amostrada, e a 2 cm de uma das margens da folha.

Aos 79 DAE foi realizada a colheita, tomando como area til as duas linhas centrais,
eliminando 0,5 m nas extremidades. As variaveis avaliadas foram o comprimento das espigas
despalhadas (determinado em dez espigas tomadas ao acaso na parcela), massa das espigas
despalhadas (g por espiga) e produtividade de gréos secos (resultado em t ha™ de gréos a 13%
de umidade). Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia e analise de

regressdo. O programa estatistico utilizado foi o SAS (Statistical Analysis System).

RESULTADOS E DISCUSSAO
A analise de variancia mostrou que houve efeito significativo (P<0,05) para
inoculacéo (1), doses de N (N) e para a interagédo inoculacdo x doses de N (I x N) sobre todas

as variaveis avaliadas (Tabela 1). A excecdo deveu-se a altura aos 52 DAE, onde houve efeito
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apenas na dose de N. Os resultados indicam que as resposta do milho a adubacéao nitrogenada,
medidas pelas variaveis teor de N, leitura de clorofila e pelos componentes de produtividade
séo dependentes da inoculacdo com Bacillus subtilis.

A andlise de regressdao mostrou uma resposta quadratica para a altura das plantas aos
52 DAE nos tratamentos sob diferentes doses de N mineral (Figura 1). Os valores maximos
observados, para altura das plantas, foram de 2,36 m para as doses aplicadas de 110 kg ha™ de
N sem inoculagéo de Bacillus subtilis.

Os resultados indicam respostas positivas no crescimento do milho pela adubagéo
nitrogenada, conforme observado em outros trabalhos (MENDONCA et al., 1999; ARAUJO
et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2009), e estdo de acordo com os obtidos por OLIVEIRA et al.
(2009), que encontraram altura maxima do milho na dose de 100 kg ha™ de N.

Segundo Cavallet et al. (2000), plantas muito altas podem apresentar efeitos negativos
ligados ao tombamento e, por outro lado, a altura de plantas ndo tem uma correlacéo
significativa com a produtividade de gréos.

Em relagdo ao teor de N, a andlise de regressdo mostrou uma resposta quadratica para
o0s tratamentos com e sem inoculacdo, em funcao das doses de N mineral (Figura 2a). Para o
tratamento com inoculacéo, o teor de N apresentou valor méaximo de 2,7 % na dose de 142 kg
ha™ de N. Para o tratamento sem inoculago, a anélise de regressio mostrou que o teor de N
apresentou valor maximo de 2,4 % na dose de 156 kg N ha™.

Os resultados mostram respostas do milho ao teor de N pela adubacéo nitrogenada,
bem como um efeito positivo da interacdo o B. subtilis e o teor de N para o milho. Estes
resultados sugerem efeitos benéficos da bactéria na assimilacdo de nitrogénio (DIDONET et
al., 1996) e no aumento da superficie de absorcdo das raizes (SALOMONE &
DOBEREINER, 1996). Resultados semelhantes no aumento do teor de N nas folhas de

plantas inoculadas com Bacillus foram observados por Aradjo (2008), o qual verificou que a
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inoculagdo de B. subtilis em milho aumentou o teor de N nas folhas em aproximadamente
150% quando comparado com a testemunha. Ainda segundo o mesmo autor, o incremento no
teor de N no tecido foliar demonstra que existe alguma influencia microbiana na
disponibilizacdo deste nutriente para a planta. Dourado Neto et al. (2004) relatou que na
rizosfera um dos fatores que aumentam a mobilizacdo de nutrientes vegetais esta relacionado
com a presenca do hormdnio vegetal citocinina. Estudos realizados ja& comprovaram que
rizobactérias produzem este horménio na rizosfera (CACCIARI et al., 1989).

Para os tratamentos com e sem inoculagéo, a leitura da clorofila apresentou um valor
méximo estimado pela equacdo de 53,5 na dose de 121 kg ha™ de N e 48,7 na dose de 119 kg
N ha™, respectivamente (Figura 2b).

Os resultados da leitura de clorofila reforcam que a adubacgéo nitrogenada melhorou o
nivel nutricional de nitrogénio (N) no milho, devido ao fato da quantidade desse pigmento
correlacionar-se positivamente com teor de N na planta (SILVA et al., 2003). Entretanto,
observa-se um efeito positivo da inoculacdo para incrementar o conteddo deste pigmento na
folha. Esta tendéncia de maior contetdo de clorofila esta relacionada ao aumento da absorcao
de N observada anteriormente. Os resultados reforcam o efeito do B. subtilis no
desenvolvimento do milho e na promocao de maior capacidade fotossintética da planta.

Para a massa da espiga, houve resposta quadratica para os tratamentos com e sem
inoculacdo, e a adubacdo nitrogenada. Os valores maximos observados foram de 183,6 e
150,5 g nas doses de 243,3 e 204,3 kg ha™ de N, para os tratamentos com e sem inoculacio
respectivamente (Figura 3a).

Em relacdo ao comprimento da espiga, os resultados demonstram efeito positivo para
ambos os tratamentos, com e sem inoculacdo, conjuntamente com a adubacdo nitrogenada,
sendo que os valores maximos observados foram de 16,2 e 15,9 cm nas doses de 125 e 158 kg

ha™ de N, respectivamente (Figura 3b).
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Os resultados para o tamanho da espiga, medidos pelo seu comprimento e sua massa,
indicam efeito positivo da inoculagéo e adubacao nitrogenada na cultura. Em outros trabalhos,
também foi observado aumento na massa das espigas, em funcéo de doses de N (MEDEIROS
& SILVA, 1983; SANGOI & ALMEIDA, 1994). Para o comprimento da espiga, estes
resultados concordam com os observado por Cavallet et al. (2000), que obtiveram
crescimento significativo no comprimento de espigas nos tratamentos onde foi inoculado um
produto a base de Azospirillum. Este mesmo autor encontrou correlacdo positiva entre o
comprimento da espiga e a produtividade de gréos.

Quanto a produtividade de grdos secos observou-se resposta quadratica nos
tratamentos com e sem inoculacdo em relacdo as doses de N (Figura 4). Através das
derivacBes das equacdes de regressdo obtiveram-se produces maximas de 5.374 kg ha™ para
dose de 125,1 kg de N ha™ e 5.045 kg ha™ para a dose de 157,6 kg de N ha™, nos tratamentos
com e sem inoculacdo, respectivamente. O nitrogénio destaca-se como um elemento essencial
ao pleno crescimento, desenvolvimento e produtividade da cultura do milho, uma vez que
participa da estruturacdo dos aminoacidos, substancias presentes na constituicdo das
proteinas. A formacdo dos gréos € influenciada pela presenca de proteinas na planta, assim
sendo, a producgéo de milho depende o suprimento de N (YAMADA, 1997)

Estes dados evidenciam que a inoculagdo com B. subtilis pode suplementar a adubagéo
nitrogenada na cultura do milho, permitindo reducdo nas doses de adubos nitrogenados, sem
perdas na produtividade de gréos. Resultados semelhantes foram obtidos por Cavallet et al.
(2000) avaliando a aplicagéo de nitrogénio e a inoculagdo por Azospirillum em milho.

A maior producdo apresentada no tratamento com inoculacdo indica que a bactéria
utilizada foi eficiente na promoc¢éo do crescimento das plantas, aumentando a producéo da
cultura. Este resultado é de grande importancia, pois vislumbra a possibilidade de utilizacdo

de inoculante biol6gico, a base de B. subtilis, uma vez que a produtividade média encontrada
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na regido Nordeste situa-se em torno de 1.250 kg ha™ (CARDOSO et al., 2003). Além disso,
indica uma economia na ordem 32,5 kg de N por hectare com a simples técnica de inoculacéo,

0 que representa um ganho de renda para o produtor.

CONCLUSAO

O milho apresenta respostas positivas as doses de N, para o desenvolvimento e
produtividade de gréos.

A inoculacdo das sementes com Bacillus subtilis proporciona aumento na

produtividade de gréos de milho, com reducéo do requerimento em adubacgéo nitrogenada.
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Figura 1. Altura das plantas de milho com (m) e sem (#) inoculacdo de Bacillus subtilis e

cultivado em solo sob diferentes niveis de N. Aos 50 dias ap0s a emergéncia.
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Figura 2. Acimulo de N na parte aérea (ANPA) (a) e leitura de clorofila (b) de milho com
(m) e sem (#) inoculacdo de Bacillus subtilis e cultivado em solo sob diferentes

niveis de N. Aos 50 dias ap6s a emergéncia.
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Figura 3. Massa (a) e comprimento (b) da espiga de milho com (m) e sem (#) inoculagdo de
Bacillus subtilis e cultivado em solo sob diferentes niveis de N. Aos 76 dias apds

a emergéncia.
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Figura 4. Produtividade de grdos secos de milho com (m) e sem (¢) inoculacdo de Bacillus
subtilis e cultivado em solo sob diferentes niveis de N. Aos 76 dias apds a

emergéncia.



Figura 5 — Visdo geral do experimento aos 20 dias apés o plantio.
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Figura 6 — Visdo geral do experimento aos 20 dias ap6s o plantio mostrando
diferencas entre tratamentos.
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Figura 7 — Adubacéo de cobertura (12 cobertura) aos 25 dias apés o plantio.
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Figura 8 — Sistema de irrigacdo utilizado no experimento.
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Figura 9 — Visdo geral do experimento aos 60 dias apds o plantio.
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Figura 10 — Espigas de milho obtidas nos tratamentos testemunha.
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Figura 11 — Espigas de milho de acordo com os tratamentos aplicados:
N N + Bacillus  Testemunha  Bacillus.
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