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VASCONCELOS, G. N. Cultivo de milho (Zea mays) inoculado submetido a estresse
salino. 2021. 76p. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Agricola). Universidade Federal de

Campina Grande, Centro de Tecnologia e Recursos Naturais. Campina Grande, PB.

RESUMO

O milho tem como fator importante o teor de nitrogénio (N) necessario para o seu crescimento
e combate aos efeitos do estresse hidrico e salino. Uma forma de substituir em partes o uso de
fertilizantes nitrogenados ¢ através da Fixacdo Biologica do Nitrogénio (FBN), com a
inoculagdo de bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico. Portanto, o objetivo da pesquisa
foi avaliar o efeito mitigador da inoculacdo do milho submetido ao estresse salino com
Azospirillum brasiliense milho sobre os efeitos deletérios. Para alcangar o objetivo proposto, o
experimento foi desenvolvido em duas etapas, sendo elas: Teste de Germinacao das sementes
da cultivar NS-92, em laboratdrio, € em seguida, experimento em casa de vegetacao, na UFCG,
em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com esquema fatorial 2x5 com 5 repetigoes,
correspondendo aos tratamentos: Inoculagdo ou nao das sementes de milho, € cinco niveis de
CEa (0,4; 1,1; 1,8; 2,5; 3,2 dSm™). As analises de crescimento realizadas aos 30 e 60 dias ap6s
a semeadura (DAS) foram: Altura de Planta (AP), Area Foliar (AF), Ntmero de Folhas (NF),
Diametro de Caule (DC). A Massa Seca do Caule (MSC), Folhas (MSF) e das Raizes (MSR),
foram feitas ao final do ciclo. As analises de Trocas Gasosas, Fluorescéncia da clorofila a,
indice SPAD, Teor Relativo de Agua (TRA) e Extravasamento de Eletrélitos (EE), aos 80 DAS.
Com relacdo aos resultados, a associacao da Inoculacdo e a Salinidade nao apresentaram efeito
sobre a germinag¢ado das plantulas de milho. Os crescentes niveis da agua de irrigagdo afetaram
negativamente AF (30 DAS), DC (30 e 60 DAS) e MSF. A interagdo dos Fatores Inoculagdo x
Salinidade afetaram a AP (30 e 60 DAS) e AF (60 DAS), MSC e MSR, em que a inoculagdo
promoveu incrementos nas plantas, quando comparadas com as plantas ndo inoculadas. As
plantas ndo inoculadas sofreram danos na fluorescéncia da clorofila a e nas trocas gasosas do
nivel salino S».Ja para as plantas inoculadas, os danos causados no aparato fotossintético e na
fluorescéncia ocorreram a partir do nivel S4, com influéncia positiva da inoculagdo. A
inoculagdo com o Azospirillum brasiliense promoveu incremento de 3% no indice SPAD. E o

TRA e o EE foram afetados negativamente com o aumento da Salinidade.

PALAVRAS CHAVES: Azospirillum brasiliense, Irrigagao, Salinidade.
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VASCONCELOS, G. N. Cultivation of inoculated maize (Zea mays) submitted to saline
stress. 2021. 76p. Dissertation (Master in Agricultural Engineering). Federal University of

Campina Grande, Center for Technology and Natural Resources. Campina Grande, PB.

ABSTRACT

Maize has as an important factor the nitrogen (N) content necessary for its growth and
combating the effects of water and saline stress. One way to partially replace the use of nitrogen
fertilizers is through Biological Nitrogen Fixation (BNF), with the inoculation of atmospheric
nitrogen-fixing bacteria. The objective of the research was to evaluate the mitigating effect of
the inoculation of corn subjected to saline stress with Azospirillum brasiliense corn on the
deleterious effects. -92, in the laboratory, and then experiment in a greenhouse, in a completely
randomized design (DIC) with a 2x5 factorial scheme with 5 replications, corresponding
treatments: Inoculation or not of corn seeds, and five levels of ECa (0 .4; 1.1; 1.8; 2.5; 3.2 dSm-
1). The growth analyzes performed at 30 and 60 days after sowing (DAS) were: Plant Height
(AP), Leaf Area (AF), Number of Leaves (NF), Stem Diameter (DC). The Dry Mass of Stem
(MSC), Leaves (MSF) and Roots (MSR) were performed at the end of the cycle. Analyzes of
Gas Exchange, Chlorophyll a Fluorescence, SPAD Index, Relative Water Content (TRA) and
Electrolyte Leakage (EE) were performed at 80 DAS. The association of Inoculation and
Salinity had no effect on the germination of corn seedlings. Increasing irrigation water levels
negatively affected AF (30 DAS), DC (30 and 60 DAS) and MSF. The interaction of the Factors
Inoculation x Salinity showed effects on AP (30 and 60 DAS) and AF (60 DAS), MSC and
MSR, where the inoculation promoted increments in the plants, when compared with the non-
inoculated plants. Non-inoculated plants suffered damage to chlorophyll a fluorescence and gas
exchange at saline level S2. As for the inoculated plants, the damage caused to the
photosynthetic apparatus and fluorescence occurs from the S4 level, with a positive influence
of inoculation being verified. Inoculation with Azospirillum brasiliense promoted a 3% increase

in the SPAD index. TRA and EE were negatively affected by increasing Salinity.

KEY WORDS: Azospirillum brasiliense, Irrigation, Salinity.
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1. INTRODUCAO

A cultura do milho ¢ uma das cadeias mais importantes mundialmente, tanto do ponto de
vista econdmico como social, além de estar inserida de forma indispensdvel na estrutura da
cadeia produtiva do agronegdcio brasileiro. Sobre o assunto, Contini et al. (2019) afirmam que,
além da relevancia no aspecto de seguranca alimentar, na alimentagdo humana e, em especial,
animal, ¢ possivel produzir com o milho uma infinidade de produtos, tais como, combustiveis,
bebidas, polimeros e etc.

A safra brasileira 2018/2019 teve um crescimento de 23,9% em relagdo a anterior,
totalizando uma producao de 99,984 milhdes de toneladas, segundo o levantamento feito pela
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2019). O estudo relatou também, o aumento
de 5% da area plantada no territorio nacional.

Segundo a FAO (2015), no ano de 2050, a populagdo mundial serd de 9 bilhdes de
habitantes, e isso resultard em uma demanda maior de alimentos, algo estimado em torno de
60% para atender o setor alimenticio.

Nesse ambito, a agricultura brasileira se destaca entre as maiores do mundo e representa
uma fonte de alimentos e de matéria-prima para muitos paises (Delgado & Bergamasco, 2017).
Essas sucessivas quebras de recordes nas safras brasileiras demonstram a importancia do
agronegdcio para a economia nacional. Nesse setor, a agricultura irrigada cresce em taxas
elevadas. Os sistemas irrigados, por exemplo, permitem a produgao de trés safras por ano (safra,
safrinha e safra de inverno) e apresentam enormes vantagens comparativas com os cultivos de
sequeiro (Guimaraes & Landau, 2015).

No entanto, existem fatores limitantes que prejudicam a produ¢do agricola, impedindo
que esses numeros sejam ainda maiores. Os principais problemas enfrentados pela agricultura
no Brasil sdo: solos degradados, inférteis, variabilidade climdtica resultando em limitacao
pluviométrica, desertificacdo, salinidade do solo e da dgua,etc. Para Castro & Santos (2020), a
salinidade dos solos ¢ um dos problemas que mais contribui para degradacao dos solos das
regides susceptiveis a desertificagao.

O processo de salinizagdo, por sua vez, envolve a concentracao de sais soliveis na solugdo
do solo e resulta na formagao dos solos salinos, provenientes da acumulagdo de sais soluveis de
Na+, Ca2+, Mg2+ e K+ nos horizontes do solo. Os principais sais encontrados sdo: cloretos e
sulfatos de Na+, Ca2+ e Mg2+, sendo que, os carbonatos e nitratos em quantidades reduzidas

(Pedrotti et al., 2015). Segundo Pereira et al. (2019), a salinidade pode afetar as plantas de
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diversas maneiras, provocando estresse hidrico, toxicidade ionica, disturbios nutricionais,
estresse oxidativo, alteragdes nos processos metabdlicos, entre outros.

Nesse contexto, o nitrogénio se destaca como um dos nutrientes mais significativos para
as plantas, pois, desempenha funcao estrutural e faz parte de diversos compostos organicos
vitais para o vegetal, como aminodacidos, proteinas, prolina, entre outros, elevando a capacidade
de ajustamento osmotico das plantas a salinidade e aumentando a resisténcia das culturas ao
estresse hidrico e salino (Oliveira et al, 2014; Parida & Das, 2005).

No Brasil, a fonte mais empregada de nitrogénio ainda ¢ a ureia, principalmente, por
apresentar maior concentracao de nitrogénio por quilograma de produto. No entanto, ¢ a fonte
que pode ser mais facilmente perdida por volatilizagdo da amonia (N-NH3) como resultado da
baixa eficiéncia de uso pelas culturas (Galindo et al. 2018; Cui et al. 2010; Linquist et al. 2013;
Abalos et al. 2014)

Sobre o assunto, Spolaor et al. (2016), destacam entre as alternativas existentes para
aumentar a eficiéncia do uso de fertilizantes quimicos, podendo levar & diminuicdo da
quantidade aplicada em ambientes de producdo agricola, o uso de inoculantes que contém
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV). E a Embrapa (2015), afirma que bactérias
benéficas a cultura do milho, como o Azospirillum brasilense, podem trazer ganhos consistentes
para o agricultor sem a necessidade de grandes investimentos com fertilizantes quimicos,
particularmente, os nitrogenados.

Diversos estudos confirmam a influéncia positiva do Azospirillum brasiliense na cultura
do milho. No experimento de Mazzuchelli, Sossai e Aratjo (2014), constatou-se um aumento
de 21,9% na produtividade com o uso de 4. brasiliense. E também pesquisas conduzidas pela
Embrapa soja em Londrina-PR e pela Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas-MG, revelam
que pode haver uma redugdo de até 25% no uso de fertilizantes.

Atualmente, existem estudos que comprovam o efeito satisfatorio da inoculagdo do
Azospirillum na produtividade do milho. Contudo, ha poucas pesquisas sobre a agdo dessa
inoculagdo em cultivos de milho irrigado com 4gua salina. Dessa forma, surge a necessidade de

estudos sobre o possivel efeito atenuante da inoculacdo no milho submetido ao estresse salino.

2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar o efeito da inoculagdo da bactéria Azospirillum brasiliense na cultura do milho

(NS-92 VT PRO) como atenuante do estresse salino quando cultivado com crescentes niveis de
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condutividade elétricas da dgua de irrigagdo, durante as fases de germinagdo e crescimento, €
sob seus parametros fisioldgicos.

2.2 Especificos

. Determinar a Porcentagem de Germinagio (G) e o Indice de Velocidade de Germinagao
(IV) das sementes da cultivar de milho NS- 92, durante a fase de germinagdo, dentro do
tratamento T1 (sem inoculacdo) e do tratamento T2 (inoculadas Azospirillum brasiliense) e
irrigadas com diferentes niveis de condutividade elétrica de dgua de irrigagao;

. Avaliar e comparar os parametros de crescimento da cultivar de milho NS-92, dentro do
tratamento T1 (sem inoculagdo) e do tratamento T2 (inoculado com inoculagdo Azospirillum
brasiliense) quando irrigadas com diferentes niveis de condutividade elétrica de dgua de
irrigacao;

o Avaliar e comparar as respostas fisiologicas através da fluorescéncia da clorofila a,
indice SPAD e as de trocas gasosas da cultivar de milho NS-92, dentro do tratamento T1 (sem
inoculacdo) e do tratamento T2 (inoculado com inoculacdo Azospirillum brasiliense) quando

irrigadas com diferentes niveis de condutividade elétrica de 4gua de irrigagdo.

2. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Aspectos gerais da cultura do Milho.

O milho (Zea mays L.) ¢ uma graminea anual, originaria da regido que hoje ¢
compreendida como sul do México e norte da Guatemala. E conhecido mundialmente por ser
um cereal com alto valor nutritivo, presente na alimentacdo humana e na ra¢ao animal (Kluge,
2016).

Sua importancia econdmica esta relacionada as varias formas possiveis de utilizacao, por
causa da sua composi¢ao quimica e seu alto valor nutricional, ou mesmo para usos industriais
e energéticos. No campo das industrias, pode ser aplicado na producdo de alimentos basicos
(fubas, farinhas, canjicas e 6leos) ou de produtos mais elaborados, na produgado de balas, gomas
e doces, aromas, esséncias, sopas desidratadas, produtos achocolatados, corantes, refrigerantes,
cervejas, molhos etc. Ultrapassando a fronteira alimenticia, os amidos industriais derivados do
milho podem ser usados na produgao de papeldo, adesivos e fitas gomadas. E energeticamente,
o etanol produzido a partir do milho também tem importancia global (Kleinschmitt, 2018)

O milho ¢ uma planta C4 de alta exigéncia nutricional, a qual ¢ baseada na aplicacdo de

fertilizantes nitrogenados. E uma monocotiledonea de caule delgado, que pode chegar a dois
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metros de altura. Seu fruto ¢ cilindrico, com graos de tamanho médio inseridos em fileiras no
sabugo, formando espigas e revestidos por um pericarpo (Embrapa, 2011).

O Zea mays L. por ser uma planta de metabolismo C4, apresenta uma alta capacidade de
aproveitamento da luz e CO2 durante o processo fotossintético, sendo este responsavel pela
maior producdo de matéria seca (MS) no grao, aproximadamente 90 % de MS. Seu estagio
vegetativo inicia-se apos a emergéncia da plantula e se encerra com a emissdo do pendao,
aproximadamente de 8 a 10 semanas, assim apos o pendoamento a planta cessa seu crescimento
e por quatro dias libera as espigas para a fecundagao cruzada (Rocha, 2019).

A produgdo do milho no Brasil se caracteriza pela divisdo da producao em duas épocas
de plantio. O plantio de verdo ou primeira safra, que é na época tradicional, durante o periodo
chuvoso, que varia entre fins de agosto na regido sul, até os meses de outubro e novembro no
Sudeste e Centro-Oeste (no Nordeste esse periodo ocorre no inicio do ano). O plantio de milho
safrinha refere-se ao milho de sequeiro, plantado de fevereiro a margo (Silva, 2014). No entanto,
as maiores limitagdes para o seu cultivo na regido nordeste estdo relacionadas com a baixa
disponibilidade de 4gua de boa qualidade durante seu ciclo.

Os numeros publicados 10° Levantamento da Safra de Graos 2018/2019, pela Companhia
de Abastecimento Nacional (CONAB), apontam uma produtividade de graos no pais de 6%
superior aos 227,6 milhdes de toneladas colhidas na ultima safra de grios, sendo o milho o
principal destaque. Embora a produ¢do do cereal primeira safra deva atingir 26,2 milhdes de
toneladas - uma reducao de 2,1%, a produ¢@o do milho segunda safra deve atingir uma producao
recorde de 73,1 milhdes de toneladas. Resultado que, se confirmado, significara um acréscimo
de 35,6% em comparagdo a safra de 2017/18.

3.2 A importancia do Nitrogénio para a cultura do milho

A assimilagdo do nitrogénio ¢ um processo vital que controla o crescimento e o
desenvolvimento das plantas e tem efeitos marcantes sobre a fitomassa e a produtividade final
das culturas (Toledo et al., 2010; Lam et al., 1996).

Para que possa expressar todo seu potencial produtivo, a cultura do milho necessita que
suas exigéncias nutricionais sejam plenamente atendidas, em razao da consideravel quantidade
de nutrientes extraida do solo. Dentre os nutrientes minerais, o nitrogénio (N) € o mais exigido
pela cultura (Raasch et al., 2016). Segundo Ferreira et al. (2019), a cultura do milho necessita
incorporar cerca de 25kg/ha de nitrogénio para produzir uma tonelada de graos.

As exigéncias de N variam consideravelmente com os diferentes estddios de

desenvolvimento da planta, sendo minimas nos estadios iniciais, aumentando com a elevacao
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da taxa de crescimento e alcangando um pico durante o florescimento até o inicio da formagao
dos graos. Além do seu efeito sobre a produtividade, o N interfere em diversas outras
caracteristicas da planta relacionadas ao crescimento e desenvolvimento, as quais direta ou
indiretamente, afetam a produtividade da cultura (Okumura et al., 2011).

O N ¢ o nutriente mineral que exerce maior influéncia na produtividade de graos e
também o que mais onera o custo de produgdo (Silva et al., 2005). Ele ¢ fundamental para o
estabelecimento e a duracao da area foliar, bem como para a formagao das espigas (Sangoi et
al., 2015).

Os sintomas visuais de sua deficiéncia no milho sdo tipicamente o aparecimento de folhas
amareladas no baixeiro das plantas - ou seja, clorose da ponta para a base em forma de V',
seguida de secamento, comegando na ponta das folhas mais velhas e progredindo ao longo da
nervura principal. Entretanto, quando esses sintomas sao percebidos, normalmente as plantas
jé estdo num grau de deficiéncia severa e a produtividade ja foi afetada. (Resende & Shiratsuchi,
2016).

E importante salientar que, geralmente, os solos brasileiros ndo sio bons fornecedores de
N, por isso, ¢ necessaria a aplicagdo da adubagdo nitrogenada nas culturas agricolas mais
exigentes. Contudo, a eficiéncia da adubacdo depende, dentre outros fatores, das condigdes
climaticas, do tipo de solo e da capacidade de extracdo de nutrientes pelas plantas durante o
cultivo (Raasch et al., 2016). Atualmente, se faz a adubagao nitrogenada na cultura do milho
em duas etapas; a primeira na semeadura em que se fornece uma parte da dose de N e a segunda
etapa quando a planta apresentar o estadio V4 até V8, aplicando-se o restante (Mortate et al.,
2018).

3.3 Fixacao Biolégica do Nitrogénio (FBN)

O nitrogénio (N) ¢ o elemento quimico mais abundante da atmosfera, se encontra
predominantemente como nitrogénio molecular (N2) (Rodrigues et al., 2017). Apesar disso, € o
nutriente mais limitante ao crescimento das plantas. Isso ocorre porque o N2 ndo pode ser usado
pela maioria dos organismos, em decorréncia da ligagdo tripla entre os atomos de nitrogénio
(N=N), o que torna a molécula quase inerte (Vieira, 2017).

Hungria et al. (2010) explicam que, as plantas podem obter o N necessario ao seu
crescimento a partir de quatro fontes, a citar: 1) O solo, principalmente, pela decomposicao da
matéria organica; 2) A fixacdo ndo bioldgica, resultantes de descargas elétricas, combustdo e
vulcanismo; 3) Os fertilizantes nitrogenados; e 4) O processo de fixagao bioldgica do nitrogénio

atmosférico (N2).
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Os fertilizantes nitrogenados como fontes de N se encontram, em grande parte, na forma
amidica, amoniacal e/ou nitrica. Dessa forma, possuem diferentes niveis de eficiéncia, em
funcdo das rotas de absor¢do pelas plantas e das perdas para o sistema (volatilizagdo e
lixiviagao) (Ferrari et al., 2016).

O fertilizante nitrogenado mais buscado no Brasil e no mundo ¢ a ureia, pela sua elevada
concentragdo de nitrogénio (N) que, reduz o custo de transporte além possuir alta solubilidade
e facilidade de mistura com outras fontes. No entanto, ela possui elevada suscetibilidade a
volatilizagao de amonia (NH3), um tipo de perda que € mais intensificada em paises de regides
tropicais, como o Brasil, onde h4 predominio de altas temperaturas na maior parte do ano
(Frazdo et al., 2014). Além disso, o seu manejo incorreto ¢ o que mais interfere na produtividade
e mais onera no custo de producao (Kappes et al., 2012).

Sobre o assunto, Arantes et al. (2017) destacam que, a fixagdo bioldgica de nitrogénio ¢é
uma fonte alternativa desse nutriente, processo que ocorre por micro-organismos capazes de
fixar o N2, sendo t ao lado da fotossintese um dos processos naturais mais importantes do
planeta.

A FBN ¢ feita por bactérias conhecidas como diazotroficas, as quais podem ser de vida
livre, estar associadas a espécies vegetais ou ainda, podem ser do tipo nodulantes, as quais sao
capazes de estabelecer simbiose com plantas leguminosas (Kleinschmitt, 2018).

A presenca de um complexo enzimatico apropriado (denominado nitrogenase), capaz de
reduzir o N2 a NH3, € que permite que os micro-organismos diazotroficos sejam capazes de
realizar a FBN (Silva, 2015).

Dentre os micro-organismos fixadores de N encontrados em associagdes com gramineas,
as espécies do género Azospirillum constituem um dos grupos mais estudados. Assim, estudos
sobre o potencial uso dessa bactéria em promover o crescimento de plantas de milho quando
em associacdo com a adubacdo nitrogenada devem ser conduzidos permitindo uma melhor
eficiéncia no uso dessa tecnologia (Morais et al., 2015).

3.4 Género Azospirillum brasiliense

Em razdo da alta demanda da cultura do milho em nitrogénio e a importancia do nutriente
para se atingir bons niveis de produtividade, torna-se importante a busca de mecanismos que
possam maximizar o uso € a assimilacao de N pelas plantas. Sendo assim, a inoculagdo com
microrganismos capazes de fixar nitrogénio atmosférico em gramineas pode ser uma boa
alternativa, apesar de ndo substituir por completo a aplicacdo de N via fertilizantes. A bactéria

Azospirillum brasilense ¢ uma bactéria de vida livre no solo, que apresenta capacidade de
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fixagdo biologica de nitrogénio associativa com as plantas (Cadore et al., 2016). Ela promove
o crescimento das plantas através da fixagdo de nitrogénio, producdo de fitormonios, melhoria
geral do crescimento radicular e aumento da absor¢ao de minerais e agua, solubilizacao de
fosfato, entre outros mecanismos propostos (Cardozo, 2017).

O maior desenvolvimento das raizes pela inoculacdo com A. brasiliense pode implicar
em varios outros efeitos, pois hd evidéncias de incrementos na absor¢do da agua e minerais,
maior tolerancia a estresses como salinidade e seca, o que resulta em uma planta mais tolerante
(Glitz et al., 2017). Barassi et al. (2008) relatam em seu estudo a melhoria em parametros
fotossintéticos das folhas, incluindo o teor de clorofila e condutancia estomatica, maior teor de
prolina na parte aérea e raizes, melhoria no potencial hidrico, incremento no teor de agua do
apoplasto, maior elasticidade da parede celular, maior produ¢ao de biomassa, maior altura de
plantas. E Camilo et al. (2017), observaram o ganho de produtividade de milho de até 17% , e
que o uso da inoculagdo Azospirillum pode ser considerado como uma alternativa de
sustentabilidade economica e ambiental.

3.5 Efeitos do estresse salino na cultura do Milho.

Segundo Schossler et al. (2012), a salinidade pode ser definida como a situacdo de
excesso de sais soluveis, sodio trocavel ou ambos em horizontes ou camadas superficiais,
afetando o desenvolvimento vegetal.

A salinidade e a sodicidade sdo condi¢des do solo que ocorrem, principalmente, nas
regides aridas e semiaridas do mundo. A precipitagdo pluviométrica limitada nessas regides
associada a baixa atividade bioclimatica, menor grau de intemperizagao, a drenagem deficiente
e agua de ma qualidade, conduzem a formagao de solos com alta concentracao de sais. Por outro
lado, o excesso de sais, os altos teores de sddio trocavel, o alto pH, as propriedades fisicas
indesejaveis e a reduzida disponibilidade de nutrientes limitam o desenvolvimento das culturas
em tais solos. Nesse cenario, as culturas desenvolvidas, invariavelmente, sofrem desordens
nutricionais (Holanda et al., 2017).

A resposta das plantas a salinidade acontece em duas fases distintas. A primeira ¢ rapida,
pois ocorre imediatamente apds o contato com a salinidade, chamada fase osmotica, em que o
sal atinge as raizes diminuindo o potencial osmotico da relagdo solo-planta, com consequente,
redu¢do do crescimento da parte aérea pela falta de 4agua. A segunda fase, que ocorre
lentamente, ¢ a fase i0nica, quando o sal atinge a parte aérea da planta em altas concentracdes

causando toxicidade e, nesse caso, se a velocidade da toxicidade e morte foliar forem maiores

22



que as produgdo de novas folhas, a fotossintese ¢ prejudicada e, com isso, a produgdo de
carboidratos, o que ocasionard a redu¢@o do crescimento e produtividade (Chiconato, 2016).

De acordo com Ayres & Westcoat (1999), o milho (Zea mays L.), ¢ uma cultura
moderamente sensivel a salinidade, sendo mais sensivel ao estresse salino no periodo vegetativo
e mais tolerancia na época de floragdo, apresentando salinidade limiar da 4gua de 1,1 dS m-1 e
do solo de 1,7 dS m-1.

Varios trabalhos reportam os efeitos deletérios do estresse salino sobre o crescimento do
milho. A exemplo de Neto et al. (2016) analisando a qualidade fisiologicas de sementes de
milho de quatro cultivares (P3844H, 30F53YH, AL-Bandeirantes e Crioula) sob estresse salino,
concluiram que, o aumento do nivel salino reduziu a germinacdo total, especialmente, das
cultivares P3844H e AL-Bandeirantes que se mostraram mais sensiveis a salinidade. J& a

cultivar 30f53YHfoi a mais tolerante em todas as varidveis analisadas no estudo.

4 MATERIAL E METODOS
4.2 Localizacao dos Experimentos.

Os experimentos foram desenvolvidos no periodo de outubro de 2019 a margo de 2020,
na Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus I, Campina Grande,
coordenadas 7° 13" 51" Sul, 35° 52’ 54" Qeste, e altura média de 550m (Figura 1). Segundo a
Classificagdao de Koppen, o tipo de clima encontrado ¢ As’, correspondendo a quente e umido,

com chuva de outono-inverno.

Figura 1. Localizacdo do experimento na Universidade Federal de Campina Grande- UFCG,
(Campus 1), Campina Grande, 2019.
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O teste de germinagdo e vigor de sementes feito no Laboratério de Fisiologia Vegetal da
Universidade Federal de Campina Grande- UFCG, campus I, no periodo de 16 a 30 de outubro
de 219. J4 o Experimento de Campo em ambiente protegido na Universidade Federal de
Campina Grande -PB, Campus I, pertencente ao Centro de Tecnologia e Recursos Naturais
(CTRN). O periodo de Condugao do Experimento foi de 5 de dezembro de 2019 a 17 de marco
de 2020.

4.3 Descricao da Cultivar Utilizada nos experimentos.

Foram escolhidas sementes hibridas de milho da cultivar NS-92 VT PRO adquiridas
juntamente ao Instituto Federal de Educag¢ao, Ciéncia e Tecnologia do Mato Grosso — [IFMT.

A linha VT PRO possui 3 geracdes, ¢ resistente a lepidopteros (pragas de milho),
fornecendo o controle da broca-do-colmo e a supressao da lagarta-do-cartuxo e da lagarta-da-
espiga. A tecnologia usada tem potencial para a redug¢do do uso de inseticidas para o controle
de pragas, o que promove outros beneficios ambientais indiretos, associados ao menor uso de
compostos quimicos na lavoura.

4.4 Inoculacio das Sementes com Azospirillum brasiliense.
As sementes foram inoculadas com Azospirillum brasiliense contendo as estirpes Ab- V5

e Ab- V6 (Figura 2 A e B), cedidas pela Total Biotecnologia e Industria e Comércio, Curitiba
—Pr.

A B

AZG "Tota\

Arospirilfum Braslense- Esbirpes #I:'."' m Albell

Figura 2 (A) e (B)- Azo Total- Inoculante com Azospirllum brasiliense.Ab V-5 ¢ Ab V-6.
A dosagem aplicada foi a recomendada pelo fabricante, que ¢ de 100mL do inoculante

para um total de 60000 sementes. Para o teste de germinagdo e vigor de sementes e para o
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experimento de campo, a dosagem foi ajustada de acordo com a quantidade de sementes para
as respectivas realizagdes.

A metodologia indicada pela empresa para a inoculacao das sementes consta em mistura-
las a substancia até que todas sejam envolvidas por uma camada uniforme de inoculante (Figura
3). Todo o processo de inoculag@o ocorreu no Laboratorio de Fisiologia Vegetal (LFV-UFCG),
para o teste de germinacdo e vigor das sementes, bem como para a semeadura do experimento

em casa de vegetagao.

Figura 3: Inoculagdo das Sementes com Azospirillum brasiliense.
4.4 Preparo e Manejo das Aguas Salinas para irrigacio.

As aguas salinas para a irrigagdo dos experimentos foram preparadas a partir da
Condutividade Elétrica da Agua de Abastecimento da Cidade de Campina Grande. Uma
amostra foi coletada e levada ao Laboratério de Irrigagdo e Drenagem, localizado na
Universidade Federal de Campina Grande- LEID/UFCG, e feita a leitura da condutividade
elétrica através de um condutivimetro de bancada, o qual marcou o valor de 0,4 dSm!. A Tabela

1 refere-se aos niveis salinos para a irrigagdo no experimento.
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Tabela 1: Niveis crescentes de Condutividade Elétrica das Aguas de Irrigagio Si (04dSm™); Sz
(1,1dSm™); S5 (1,8dSm™);S4 (2,5dSm™); Ss (3,2dSm™) utilizada nos experimentos de teste de

germinagdo e experimento em casa de vegetacao

Tratamento CEa (dS m™)
S 0,4
S 1,1
S3 1,8
Sy 2,5
Ss 3,2

O tratamento S; (0,4 dSm™) foi chamado de Testemunha, pois ndo houve adi¢des de sais.
J4 o tratamento S> (1,1 dSm™), corresponde a salinidade limiar para a cultura do milho,
conforme determinada pela literatura, com o nivel maximo de sal tolerado pela cultura. Os
demais niveis salinos foram estabelecidos obedecendo a diferenca entre os valores de
condutividade elétrica entre os tratamentos S; e Sy, resultando em um acréscimo de 0,7dSm™,
entre os niveis salinos superiores.

Os niveis de condutividade elétrica (1,1; 1,8; 2,5 e 3,2 dSm™) foram formulados
dissolvendo os sais NaCl, CaCl>.2H>0 e MgCl2.6H20 (Cloreto de Sodio e Cloreto de Magnésio,
respectivamente), na propor¢do equivalente de 7:2:1 entre Na:Ca:Mg, na agua de abastecimento
(0,4 dSm™). Essa propor¢do entre os sais é a mais comumente encontrada nas aguas do
semiarido Nordestino. E a quantificacdo dos sais seguiu a metodologia proposta por Richards
(1954) através da Equagao 1.

Sal(g) = ((Fator x Vol x PS) x CEr - CE;) /1000 (1)

Em que:

Fator = Numero determinado pela Metodologia (Nacl = 585; CaCl,= 685; MgCl,= 1015)
Vol= Volume de 4gua a ser preparado;

PS: Propor¢ao de cada Sal;

CE¢= Condutividade Elétrica a qual deseja-se obter;

CE;i= Condutividade Elétrica inicial da dgua utilizada.
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Os célculos para determinagdo das quantidades em gramas (g) dos sais para os niveis
salinos Sz, S3, S4 e Ss, foram realizados no software Excel, a partir da Equacdo 1, e os valores
descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Quantificacdo dos Sais sais NaCl, CaCl,.2H>O e MgCl,.6H,O (Cloreto de Sodio e
Cloreto de Magnésio) utilizados para alcangar os crescentes niveis de condutividade elétrica da
dgua de irrigagdo Sz (1,1dSm™); S5 (1,8dSm™);S4 (2,5dSm™); Ss (3,2dSm™!), utilizada nos

experimentos de teste de germinagdo e experimento em casa de vegetagao

Sal S2 S3 S4 Ss
NaCl, 51,59¢ 143,32¢ 214,98¢ 286,65¢g
CaCL.2H;O 17,26g 4795¢g 71,92¢g 95,9¢
MgCl.6H.0 12,78¢g 35,52 53,28¢g 71,05¢g

Os sais foram pesados em balancas de precisdo, separados e identificados para os
respectivos niveis salinos. Em seguida, foram adicionados em é4gua de abastecimento para
dissolugdo para atingir a condutividade elétrica desejada (Figura 6 B). Para o processo foram
necessarias quatro bombonas plasticas para armazenar as aguas dos sais Sz, S3, S4 ¢ S5, com
capacidade de 250 litros, com excecdo da bombona que armazenou a dgua salina Sz, que possuia
capacidade para 180 litros.

4.4 Teste de Germinacao e Vigor de Sementes

O teste de germinagdo e vigor Sementes seguiu as Regras de Analises de Sementes,
desenvolvido pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA, 2009). O
esquema fatorial do teste de germinacdo foi 2x3 com trés repeticdes, sendo os fatores: 2
tratamentos com Inoculacdo: T1 (sem inoculagdo) e T2 (com a inoculacdo da bactéria
Azospirillum brasiliense) e 3 de condutividade elétrica na 4gua de irrigacdo (S1 = 0,4 dSm™, S,
=1,1dSm™’ e S3=3,2 dSm™).

O Papel Germiteste foi usado para a germinagdo das sementes. Para cada repeti¢ao trés
folhas do papel, as quais foram umedecidas com as respectivas solucdes salinas a uma
proporg¢ao de 2.5x ao peso do total de folhas. Para cada repeticao, 25 sementes da cultivar NS-
92 VT PRO (Figura 4), totalizando 750 sementes, correspondendo 375 do tratamento T1 (ndo

inoculadas) e 375 do tratamento T2 (inoculadas com o Azospirillum brasiliense).
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Figura 4: Sementes da cultivar NS-92 VT PRO distribuidas no papel Germiteste.

Para a inoculagdo das sementes foi necessario o ajuste da dosagem recomendada pelo
fabricante para atender proporcionalmente, as sementes do teste. Ao final dos calculos, a
dosagem do inoculante para as 375 sementes do tratamento T2 foi de 6,25ml

As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos, depois devidamente dobradas,
bem fechadas e identificadas, e por ultimo, colocadas em estufas incubadoras BOD reguladas
com temperatura de 30°C. A escolha da temperatura foi baseada na temperatura média do
semiarido Paraibano. Os registros das contagens foram avaliados diariamente até os 15 apds a
semeadura.

4.5 Experimento em casa de vegetacgio.
4.5.1 Delineamento Experimental.

O experimento foi desenvolvido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com
esquema fatorial duplo, 2x5 com cinco repeti¢des totalizando 50 unidades experimentais. Os
fatores foram compostos pelos Tratamentos: T1 (sem inoculagdo das sementes com a bactéria
Azospirilum brasiliense), e T2 (com a inoculacdo das sementes com a bactéria Azospirilum
brasiliense) 5 niveis de condutividade elétrica da 4gua de irrigacdo (S1=0,4 dS m™'; So=1,1 dS
m'; S3=1,8dS m'; S4=2,5dS m' e Ss=3,2dS m™) propostos a partir da diferenga entre a
condutividade elétrica da 4gua de abastecimento e a condutividade elétrica da salinidade limiar
da cultura do Milho.

4.5.2 Inoculaciao das sementes e Semeadura.

Foram semeadas 3 sementes para garantir a germinagao das parcelas dos tratamentos,
sendo necessarias 150 sementes ao todo, correspondendo 75 sementes do tratamento T1, ou
seja, sem a inoculacdo, e 75 sementes do tratamento T2, com inoculacdo com Azospirilum

brasiliense.
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Também foi preciso realizar o ajuste da dosagem do inoculante para as sementes no
tratamento T2, com 1,25ml do inoculante, para atender a dosagem necessitada. As sementes
foram inoculadas com Azospirillum brasiliense contendo as estirpes Ab- V5 ¢ Ab- V6. O
processo se deu no Laboratério de Fisiologia Vegetal- LFV/UFCG, e logo em seguida, a
semeadura.

4.5.3 Tratos Culturais.

O espagamento adotado seguiu as praticas de redug¢ao de 80cm para S0cm entre as linhas
do milho e entre plantas. Essa redugdao busca melhorar o aproveitamento da area, além de
favorecer o aproveitamento da radia¢do, a umidade do solo e dificultando o desenvolvimento
das plantas daninhas. Boiago et al. (2017) realizaram um estudo, comparando dois
espagamentos entrelinhas diferentes (45 ¢ 80cm) em cinco hibridos de milho, e houve aumento
significativo da produtividade ao reduzir o espagamento para 45cm.

As plantas foram cultivadas em recipientes plésticos (vasos) de polietilenos com
capacidade de 20l. Em cada base dos vasos uma camada de brita e uma manta geotéxtil,
juntamente com uma mangueira transparente de 4mm de didmetro e um recipiente plastico de
garrafa pet com capacidade de 21, com o objetivo de desobstruir e facilitar a drenagem da dgua,

bem como coletar o volume total de agua que foi drenado (Figura 5).

Figura 5. Implantacdo dos drenos e manta geotéxtil nos vasos para drenagem da agua
Para andlise quimica e fisica o solo escolhido foi levado ao Laboratorio de Solos do
Departamento de Solos e Engenharia Rural do Centro de ciéncias agrarias, localizado na
Universidade Federal da Paraiba (CCA UFPB), campus II, na cidade de Areia —PB.
A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos através das andlises quimica e fertilidade do

solo.
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Tabela 3. Andlise das propriedades fisicas do solo utilizado no experimento.

pH P S-SO4-2 K+ Nat H++AP+ AP+ Ca>+ Mg+ SB CTC M.O
HO (12,5 --- mg/dm* - - cmolc/dm? g/kg
5,1 2,91 - 32,01 0,04 7,46 0,90 1,40 1,37 2,89 10,35 16,24
P, K, Na: Extrator Mehlich 1 SB: Soma de Bases Trocaveis.
H + Al: Extrator Acetato de Calcio 0,5 M, pH 7,0 CTC: Capacidade de Troca Cationica
Al, Ca, Mg: Extrator KCI 1 M M.O.: Matéria Organica — Walkley-Black

O pH do solo necessitou de corre¢do por apresentar o valor de 5,1, sendo classificado
como Solo Acido e improprio para um bom desenvolvimento e crescimento das plantas.
Segundo Barros & Calado (2014), o milho prefere solos de textura mediana, de franco a franco-
limoso no horizonte superficial (A) e tolera pH entre 5 a 8, no entanto, solos de pH 5 podem
apresentar teores de aluminio e ferro que sdo toxicos para as plantas. Para que a cultura atinja a
sua producdo potencial, corrigir a acidez ¢ de extrema importancia, pelos efeitos que provoca
na neutralizagdo do aluminio e do manganés que sao elementos toxicos. A Embrapa (2012)
afirma que, a cultura do milho se desenvolve melhor em solos fracamente &cidos ou neutros.

O método escolhido para a corre¢do do solo foi a Calagem, que segundo Guarconi (2017),
¢ a técnica mais adequada e econdmica para corrigir a acidez dos solos, elevando seu pH,
reduzindo a toxidez de elementos quimicos como o AI*" e aumentando diretamente os teores
no solo dos nutrientes Ca®" ¢ Mg?*. O autor ainda explica que a calagem, que nada mais é do
que a acao de aplicar calcario ao solo, seja de forma incorporada ou em superficie, melhora,
como consequéncia da reducdo na acidez, suas caracteristicas quimicas e propriedades,
aumentando a disponibilidade de nitrogénio, de fosforo e de potassio, a CTC efetiva (t), a
atividade de microrganismos € a coloniza¢ao micorriza.

A determinagdo da quantidade de calcario necessaria por vaso foi calculada através do
critério da saturacdo por bases, proposta por Cattani & Gallo (1955) e discutida detalhadamente
por Raij et al. (1983). Esse método tem seu principio de recomendacdo baseado na relagdo
existente entre a saturagao por bases (V) e a acidez ativa dos solos. A Equagao 2 aplicada para
determinar a recomendagdo da calagem por vaso.

NC = (Ve—-Va) T/100 (2)
Em que:

NC = necessidade de calagem em toneladas por hectare (t.ha™');
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VE = saturagdo por bases desejada, em %;

VA = saturagdo por bases atual, em %;

T=CTCapH7,0;

f = fator de corre¢do do PRNT do calcario, f= 100/PRNT.

Ap6s os célculos de acordo com as informagdes da analise de solo, determinou-se uma
propor¢ao de 42 gramas de calcario por vaso Aproximadamente 1000 kg de solo proveniente
do municipio de Lagoa Seca. Para correcao utilizou-se o Calcario Calcitico com maior
concentragdo de 6xido de célcio (CaO) e baixo teor de 6xido de magnésio (MgO). Antes de
cada vaso ser preenchido com o volume de solo, foi feito o processo de destorroamento e
peneiramento para homogeneizar as particulas do solo para ser possivel retirar as possiveis
impurezas do solo. A calagem foi aplicada em cada vaso adicionando as 42 gramas de calcario.
Em seguida, foi feita uma irrigacdo até o solo atingir a capacidade de campo, para que ocorra a
reagdo do calcario com a 4dgua e neutralize o pH do solo.

Os vasos foram cobertos com sacos plasticos para evitar a perda de dgua do solo por
evaporacao, mantendo assim, por mais tempo a umidade do solo e intensificando a reagao do
produto. O periodo de corre¢do do pH do solo foi de 30 dias com mantendo uma irrigagdo a

cada 4 dias (Figura 6).

Figura 6: Corre¢ao do pH do solo € manuten¢ao da umidade
Ao final desse periodo, foi verificado o pH de uma amostra de solo com um valor de 6,7,
faixa que responde satisfatoriamente para a cultura do milho, por apresentar acidez fraca,

chegando proximo a um solo neutro.
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Através da analise fisica se chegou na classe textural e a curva de reten¢do de agua do
solo em questdo (Tabela 4).
Tabela 4: Analise das propriedades quimicas ¢ determinacao da curva de retencao do solo

utilizado no experimento.

Areia  Silte  Argila Densidade Densidade Porosidade UMIDADE CLASSE TEXTURAL
do solo de particula total 0,1 003 0,10 0,30 0,50 1,00 1,50
2-0,05 0,05-0,002 <0,002 mm
Mpa
mm mm
g/kg -g/cm3 - - g/cm3 - - m3 /m3 - g/kg
686 118 196 - - - 164 109 100 95 93 90 81  Franco Arenosa

E de extrema importincia o conhecimento das diferentes propor¢des das particulas do
solo para a determinagdo do manejo do solo, além de influenciar diretamente sobre a
movimentagdo de agua no solo, aeracdo, entre outros fatores.

Através da analise fisica, o solo foi classificado com Franco Arenoso, contendo em
maioria particulas de areia (68,6%), seguidas de particulas de argilas (19,6%) e silte (18%).
Martins et al. (2016), em seu estudo com a cultura do milho, aplicando bioestimulantes em
sementes cultivadas em solos de diferentes texturas, concluiram que, solo de textura
predominantemente arenosa proporciona maior desenvolvimento inicial das plantas de milho
quando comparado ao de textura muito argilosa em vasos. Isso deve-se ao fato da capacidade
de reteng¢ao de a4gua no solo de cada classe textural. Solos arenosos possuem a menor capacidade
de reten¢do de dgua, por possuirem poros maiores e espacados entre si, permitindo o fluxo de
agua entre eles, porém, em comparacao aos solos muitos argilosos, a movimentacao da agua
fica comprometida, devido aos seus poros muito pequenos e irregulares, que ocasionam lento
movimento de ar e 4gua no solo, comprometendo o desenvolvimento das plantas.

A curva de retengdo determinou a estimativa da disponibilidade de 4gua no solo para as
plantas. Através dela foi possivel saber a quantidade méxima de armazenamento de agua
(capacidade de campo “CC”), o armazenamento minimo de 4gua (ponto de murcha permanente
“PMP”) e também o ponto de Saturacdo do solo. Esses resultados foram obtidos apds a amostra
de solo ser submetida a tensoes de 0,1; 0,03; 0,10; 0,30; 0,50; 1,00 ¢ 1,50 MPa.

A umidade para a capacidade de campo na tensdao de 0,30MPa foi de 95g/Kg de solo,
convertendo para mL, 95mL/kg. A capacidade do vaso foi de 18kg de solo, portanto, a
quantidade de 4gua necessaria para que o solo contido no vaso atinja a sua capacidade de campo

¢de 1710 mL ou 1,7L
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4.5.4 Manejo de Adubacao.

Apos a correcao do solo foi feita adubacdo com NPK conforme a recomendagdo de
adubagdo para ensaios em vasos, proposta por Novais et al. (1991), que indicam que, a cada kg
de solo, adiciona-se 100, 300, 150 mg de nitrogénio, fosforo e potassio, para atender as
demandas desses nutrientes, ajustando esses valores para gramas, respectivamente, 0,1g de
nitrogénio, 0,3g de fosforo e 0,15g de potéassio. Por fim, a propor¢ao necessaria para a
capacidade de 18kg de solo em cada vaso, ¢ de 1,8g de N, 5,4g de P e 2,7g de K.

A fonte nitrogenada usada foi a Ureia, contendo 46% de Nitrogénio em sua constituicao,
isso implica que, em lg de Ureia contém 0,46g de nitrogénio. Logo, para obter 1,8g do
nutriente, 3,6g de Ureia por vaso, para atender a demanda necessaria. A adubagdo nitrogenada
foi parcelada em 3 aplicagdes (1/3), cada uma com a dosagem de 1,2g de ureia: A primeira,
chamada adubag¢ao de fundacdo antes da semeadura, a segunda na fase de crescimento 20 DAS
¢ a ultima, na fase de floracao.

A fonte de fosforo foi o Superfosfato Simples, que contém 20% de P20s5. Logo, para
atender a demanda de 5,4g Fosforo, foram 27g de P20s, por vaso. O adubo possui forma
granular que dificultaria o processo de absor¢do do nutriente. Por isso, ocorreu o processo de
trituragdo do nutriente para diminuir o tamanho das particulas, transformando-os em po,
facilitando assim, a reagdo do superfosfato com a 4gua, com isso, a absor¢ao do nutriente.

A fonte Potassio foi o Cloreto de Potassio (KCl), que contém 58% de K20 (Oxido de
Potéssio). Para atingir os 2,7g de K utilizou-se 4,65g do composto por vaso. Apds a adubacao,
foi realizada uma irrigacao levando o solo a capacidade de campo (CC), e aguardou-se um
periodo de cinco dias para semeadura.

4.6 Variaveis Analisadas.
4.6.1 Variaveis de Germinacao

. Porcentagem de germinacido (G), que corresponde a porcentagem de plantulas
normais obtidas aos 14 dias apds a semeadura através da Equagdo 3 (Laboriau & Valadares,
1976).

G = (%) X100 3)
Em que:
G= Porcentagem de Germinagao;
N= Numero de sementes germinadas;

A= Numero total de sementes colocadas para germinar.
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. indice de velocidade de germinacio (IVG), determinada através da Equagio 4

(Maguire, 1962).

ve=(E)+ @+ @
Em que:

IVG= Indice de Velocidade de Germinacio;
G1, G2, Gn = Numero de sementes/plantulas germinadas da primeira a ultima contagem;
N1, N2, Nn = Numero de dias de semeadura da primeira a ultima contagem.

4.6.2 Variaveis de Crescimento

As analises de crescimento transcorreram aos 30 DAS e aos 60 DAS, sendo coletado
dados das variaveis:
o Altura de Planta: A altura da Planta calculada com uma trena métrica a partir da
medi¢do da base da planta rente ao nivel do solo até o pendao.
o Didmetro do Caule: O diametro do Caule medido através de um Paquimetro Digital,

logo ap6s o segundo nod presente no caule do milho.

° Area Foliar: A area foliar pela expressio (Equagdo 5), proposta por Tollenaar (1992)

AF = CxLx0,75 (5)

Em que:
AF= Area Foliar (cm?);
C= Comprimento da Folha (cm);
L= Largura da Folha (cm);
0,75= Fator de Corre¢do para folhas de milho por elas ndo apresentarem formato retangular.
o Massa Seca Folhas, Colmo e Raizes: O material foi colocado em sacos de papel e
acondicionado em estufa a 72 °C por 72 horas, e apos esse periodo uma nova pesagem do
material para obten¢do da massa seca da folha (MSF); massa seca do caule (MSC) e massa seca
total (MST), sendo os resultados expressos em gramas por planta (Silva et al., 2016).
4.5.1 Variaveis fisiologicas

Foram avaliados aos 80 DAS, as seguintes variaveis fisiologicas:
o Trocas Gasosas: A avaliacdo das trocas Gasosas ocorreu com um analisador de gas
infravermelho — IRGA (Infra Red Gés Analyser, modelo LCpro — SD, da ADC Bioscientific,
UK.,), para obtencio de dados referentes a condutincia estomatica (gs) (mol ms™),
Transpiragio (E) (mmol de H,O m?s!), Fotossintese Liquida (A) (umol m™ s™') e concentracio
interna de CO; (Ci) (umol mol™).
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A partir da coleta desses dados, foi possivel quantificar, indiretamente, as seguintes
informacgdes através das Equagdes 5 e 6.
o Eficiéncia do uso da agua (EUA)
EUA = E [(umol m™? s!) (mmol H20 m? s'y1]  (5)
Em que: E= Transpirac¢ao
A= Fotossintese Liquida

e Eficiéncia instantanea de carboxilacao (EiC)

EiC = o [(umol m? s7!) (umol mol ™) '] (6)

A

i
Em que: A= Taxa de assimilag¢do de COx.

Ci= Concentragao interna de CO»,

. Fluorescéncia da clorofila a: Por meio do Fluorémetro foram acopladas pingas foliares
em folhas para simular a auséncia de luz e adapta¢do das plantas nesse contexto, e apés um
periodo de 30 minutos de adaptagao ao escuro, foram determinados os parametros de
Fluorescéncia Inicial (Fo), Fluorescéncia Maxima (Fm), Fluorescéncia Variavel (Fv) e
Fluorésncia Quantica dos fotossistemas (Fv/Fm).

o Indice SPAD: Para leitura do teor relativo de clorofila o SPAD 502. As coletas foram
feitas em trés pontos a cada lado da nervura central da folha, na face adaxial da folha, obtendo-
se a média, segundo a metodologia de Marenco & Jesus (2008).

. Extravasamento de Eletrolitos: Para a andlise do extravasamento de eletrélitos foi
necessario um perfurador de cobre para se obter por unidade experimental, cinco discos foliares
de 4rea 113 mm? cada, os quais foram lavados e acondicionados em placas de Petri contendo
20 mL de agua destilada. Apos fechadas, as placas foram acondicionadas a temperatura de 25°,
por 90 minutos sendo, em seguida, aferida a condutividade inicial do meio (Xi) usando
condutivimetro de bancada. Posteriormente, as placas foram submetidas a temperatura de 80°C,
por 90 minutos, em estufa de secagem e apés resfriamento do contetdo aferiu-se a
condutividade final (Xf) (Silva et al., 2011).

O extravasamento de eletrolitos foi expresso como a porcentagem de condutividade em

relagdo a condutividade total apds o tratamento por 90 minutos a 80° C, de acordo com a

Equagdo 7, proposta por Scotti Campos & Thi (1997).
Ee = (%) x100| 7)
Em que;

EE= Extravasamento de Eletrolitos na membrana (%);
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Xi= Condutividade Elétrica Inicial (dSm™);
Xf= Condutividade Elétrica Final (dSm™).
. Teor Relativo de Agua (TRA): Foram retirados 5 discos de uma folha em cada
repeticdo, para pesagem e saber a massa fresca inicial (PF). Em seguida, colocados em um
becker contendo agua destilada por 24 horas em repouso. Apos esse periodo, foram pesados
novamente para obter o peso turgido (PT) expostos ao ar livre para enxugar a agua superficial
e seguiram para estufa de ventilagdo forcada, com temperatura de 75°, por 24 horas, para a
determinagdo do peso seco (PS). Com esses dados, o teor relativo de agua foi determinado
através da Equacao 8, proposta por Barrs ¢ Weatherley (1962):
TRA = PF — PS/PT — PSx 100 (8)

Em que:
TRA= Teor Relativo de Agua;
PF= Peso Fresco (g);
PS= Peso Seco (g);
PT= Peso Turgido (g).
4.6 Analise Estatistica.

Os dados obtidos nas avaliagdes foram transcritos para planilhas no Excel 2010 e
submetidos a andlise de variancia e regressao, e as médias comparadas pelo teste de Tukey a

5% significancia no SISVAR 5.6 (Ferreira, 2014).

5 Resultados e Discussoes

5.1 Teste de Germinacio

A porcentagem de Germinagdo e o Indice de Velocidade de Germinagdo ndo foram
afetadas significativamente em nenhum dos tratamentos (Tabela 5). A germinagdo para os
tratamentos estudados aproximou-se de 100%, sendo 98,66% para a testemunha, 99,28% para
a dosagem recomendada pelo fabricante, indicando resultados excelentes para a emergéncia das
plantulas. Os resultados obtidos, apontam que, para o estadio inicial de germinacdo das
plantulas de milho, tanto a inoculagdo, quanto os niveis de salinidade da agua de irrigagcdo nao

interferiram nos parametros.
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Tabela 5: Resumo da Andlise de Variancia referente a Porcentagem de Germinagdo (G) e
Indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) das sementes da Cultivar NS-92 VT PRO de milho,
quando submetidos aos Tratamentos T1 (sem inoculagdo) e T2 (inoculacdo com Azospirillum
brasiliense) e submetidas a crescentes niveis de condutividade elétrica (CE) Sy (0,4 dSm™), S»

(1,1dSm™) e S5 (3,2dSm™).

ANAVA - Emergéncia e Vigor

Fator de Variacao GL G IVG

Inoculagao (1) 1 0.9204ns  0.5823 ns

Salinidade (S) 4 0.3595 ns 0.3595 ns
IxS 4 0.3416 ns 0.3416 ns
CV(%) 2.69 2.75

cv — Coeficiente de Variag@o; ns — ndo significativo.

Os pesquisadores Dartora et al. (2013), encontraram resultados semelhantes aos da
pesquisa apresentada, relacionados ao efeito do Azospirillum brasiliense no crescimento inicial
de plantulas de milho, pois ndo houve diferenca estatistica nem interacao entre os fatores para
a porcentagem de germinagdo. J4 Conus et al. (2009), estudando a germinacgdo e vigor de
plantulas de milho submetidos ao estresse salino induzido pelos diferentes sais para a
porcentagem de germinacao, ndo verificou resposta significativa para a germinagdo em nenhum
dos fatores avaliados, sendo observado porcentagem de germinagdo da ordem de 90,8, 91,6 ¢
92,3% para NaCl, CaCl, e KCl, respectivamente. E Neto et al. (2016), avaliando a qualidade
fisiolégica de sementes de milho sob condi¢cdes de estresse salino, determinaram que a
porcentagem de germinacdo nao foi alterada pelo aumento nas concentragdes de NaCl, mas o
indice de velocidade de germinagdo foi reduzido devido ao aumento da concentragao.

5.2 Experimento em casa de vegetagao
5.2.1 Variaveis de Crescimento

Na Tabela 6, ¢ possivel observar o efeito isolado do fator Inoculagdo com Azospirillum
brasiliense, a nivel de 5% de probabilidade (p<0,05) para as varidveis Altura de Planta (AP) e
Area Foliar (AF) aos 60 DAS. E que houve efeito significativo isolado (p<0,05) do fator
Salinidade, para todas as variaveis em estudo, exceto, o Numero de Folhas aos 60DAS. Com
relagdo ao desdobramento da interagcdo dos fatores IXS, ou seja, Inoculacao dentro dos cinco
niveis de Condutividade Elétrica (CE) e vice-versa, houve efeito significativo nas varidveis de

Altura de Planta (AP) aos 30 e 60 DAS, e na Area Foliar (AF) aos 60 DAS.
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Tabela 6- Anélise de Variancia das variaveis Altura de Planta (AP), Area Foliar (AF), Namero
de Folhas (NF) e Diametro de Colmo (DC), aos 30 e 60 DAS, das plantas de milho submetidas
aos tratamentos T1 (sem inoculacao) e T2 (inoculadas com Azospirillum brasiliense) e irrigadas
com a crescentes niveis de Condutividade Elétrica da agua S; (04dSm™); S» (1,1dSm™); S;

(1,8dSm™"); S4 (2,5dSm™); Ss (3,2dSm™).

ANAVA- Crescimento

F. Variacdo GL AP30 AP60 AF30 AF60 NF 30 NF60 DC30 DC60

Inoculagdo (I) 1 0.0000* 0.0000* 0.4557* 0.0000* 0.3842ns 0.1167 ns 0.9087 ns  0.6879 ns
Salinidade (S) 4 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0000* 0.0022* 0.1883 ns 0.0036*  0.0000*
IxS 4 0.0000* 0.0000* 0.1445ns 0.0000* 0.2452ns 0.3504ns 0.6194ns 0.3518 ns

CV(%) 4.07 0.45 4.80 1.38 10.48 5.52 9.32 3.99

GL — grau de liberdade; ™ ndo significativo; ““significativo a nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01);" significativo
a nivel de 5% de probabilidade (0,01 <p < 0,05) pelo teste F; CV= coeficiente de variancia

Pela Figura 7 sabe-se o desdobramento da interag@o dos fatores Inoculagdo X Salinidade
sob a variavel Altura de Planta (AP) aos 30 DAS (A) e 60 DAS (B). E que o incremento da
Condutividade Elétrica da agua (CEa) favoreceu o decréscimo da altura da planta de milho.
Comparando as plantas de milho sem a inoculagdo e com a inoculacdo do Azospirillum
brasiliense, as plantas que receberam a dosagem do inoculante, apresentam superioridade de

altura das plantas em relagdo as que ndo receberam.
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Figura 7:Altura de Planta (AP) do milho em fun¢@o do desdobramento entre a Inoculacdo com

Azospirillum brasiliense: T1 (sem inoculagdo) e T2 (com inoculagdo) e os crescentes niveis de
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condutividade elétrica da 4gua de irrigagdo: S (0,4dSm™), S» (1,1 dSm™), S5 (1,8dSm™), S4
(2,5dSm™) e S5 (3,2dSm™), aos 30 DAS (A) e 60 DAS (B).

Para o tratamento T1 (Sem Inoculagdo) aos 30 DAS, ocorreu uma diminuic¢do de 8,4%
entre os niveis S; (0,4 dSm™) e S, (1,1 dSm™) 18,6% na altura das plantas com o aumento da
condutividade elétrica da agua, e de 18,6% quando comparado os valores registrados entre os
niveis S1 (0,4 dSm™) e Ss (3,2 dSm™). Ja aos 60 DAS, a tendéncia de redugio da altura das
plantas com o aumento da salinidade continuou, porém de forma menos acentuada, registrando
uma queda de 8,5% na altura da planta, entre os niveis S; (0,4 dSm™) e S5(3,2 dSm™). Segundo
Oliveira et al. (2014), as plantas em estresse salino limitam o seu crescimento, pois, a pressao
osmotica do meio aumenta com a presenga dos sais €, consequentemente, havera uma redugo
da 4gua disponivel para o vegetal, afetando a divisdo celular e o alongamento das células.

Para o tratamento T2 (com inoculagdo) aos 30DAS, observa-se ainda na Figura 7 (A)
comportamento semelhante de redugdo de altura de planta (AP) com o incremento da
condutividade elétrica da agua de irrigagcdo. Mas, foi constatado que para as plantas inoculadas,
valores de AP superiores em relacao as plantas do tratamento sem inoculagdo. A maior média
de altura de planta (204 cm) foi registrada nas plantas inoculadas irrigadas com CEa de 2,5
dSm! (S4). Em contrapartida, as plantas ndo inoculadas e irrigadas sob a mesma condi¢do de
condutividade elétrica registraram média de altura de planta de 196 cm. Segundo Silva et al.
(2008); Oliveira et al. (2010), isso ocorre, devido a capacidade de o nitrogénio atenuar o efeito
da salinidade, ajustando o potencial osmotico das plantas e aumentar a resisténcia das culturas
ao estresse salino

Moreira & Valadao (2019), em seu estudo com milho utilizando o Azospirillum
brasiliense, constataram que, o inoculante aplicado no sulco de semeadura estimulou o
crescimento das plantas porque as bactérias do género possuem elevada capacidade de produgao
do acido indolilacético, o qual desempenha papel importante na promogao do crescimento das
plantas. Martins et al. (2018), avaliando a intera¢do entre inoculacao de Azospirillum brasilense
e doses de fertilizante nitrogenado em milho, observaram que, mesmo sem a aplicagdo do
nitrogénio, ou seja, as plantas submetidas somente a aplicacdo do A. brasilense (testemunha)
apresentaram um incremento de 22.4% em altura.

Pela Figura 8, observa-se o efeito isolado do fator Salinidade (S) sobre o didmetro do
colmo aos 30 DAS (A) e 60 DAS (B). O aumento da condutividade elétrica da agua de irrigagao
provocou uma reducao linear do crescimento do diametro do caule, aos 30 DAS, e uma reducao

quadratica, aos 60 DAS, das plantas de milho. Quando comparados o nivel de salinidade do
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tratamento S; (0,4 dSm™') com o tratamento Ss (3,2 dSm™') notou-se uma reducio de 12,2%,
aos 30 DAS (Figura 8 A) e de 8,5 % do didmetro do colmo das plantas em relacdo as irrigadas
com o menor nivel salino (S1) € o maior nivel salino (Ss), cuja médias foram de: 20,3 mm e 21,

14 mm (30 DAS); e 17,8 mm e 19,34 mm, respectivamente.
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Figura 8:Diametro de Colmo (AP) do milho em fungdo do efeito isolado dos crescentes niveis
de condutividade elétrica da agua de irrigagdo S; (0,4dSm™), Sz (1,1 dSm™), S5 (1,8dSm™"), S4
(2,5dSm™) e S5 (3,2dSm™), aos 30 DAS (A) e 60 DAS (B).

Segundo Moraes, Amaral & Nunes (2018), o didmetro do Colmo (DC) ¢ uma das
caracteristicas fitotécnica que mais se relaciona com o percentual de acamamento e
quebramento de plantas de milho. Souza et al. (2014), por exemplo, identificaram em estudo
com milho doce e milho pipoca, uma redugdo de 15,7% quando irrigados com agua de maior
salinidade (CEa = 4,5 dS m™). De forma semelhante Oliveira et al. (2009) constataram uma
diminui¢do de 20,5% do didmetro do colmo do milho, quando irrigado com agua de CEa =5
dS m-1. Os estudos mencionados corroboram com os resultados encontrados na presente
pesquisa, em relagdo ao decréscimo do didmetro do colmo (DC) com o aumento dos niveis de
condutividade elétrica da 4gua de irrigagao.

Para a variavel Area Foliar, houve efeito significativo do fator isolado Salinidade (S),
aos 30 DAS. O aumento da condutividade elétrica (CEa) da agua de irrigagdo, promoveu um
decréscimo quadratico do comprimento e largura das folhas, resultando em um menor
desenvolvimento do limbo foliar, e em consequéncia, uma menor area foliar com o aumento do

estresse salino. Souza et al. (2014), estudando as cultivares de milho doce ¢ milho de pipoca
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irrigadas com 4gua salina, concluiram que, no desenvolvimento inicial das duas cultivares, a

area foliar foi muito afetada com o aumento da salinidade.
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Figura 9: Area Foliar (AF) do milho em fungdo do efeito isolado dos crescentes niveis de
condutividade elétrica da agua de irrigacdo S; (0,4dSm™), S, (1,1 dSm™), S5 (1,8dSm™), S4
(2,5dSm™) e S5 (3,2dSm’!), aos 30 DAS.

O desdobramento da interacdo entre os fatores Inoculacdo X Salinidade da variavel Area
Foliar (AF), aos 60 DAS, esta representado na Figura 10, com reducdo na AF das plantas dos
dois tratamentos (T1) e (T2) com o aumento da Condutividade Elétrica (CEa) da agua de
irrigacdo. Apesar dos efeitos deletérios do estresse salino, as plantas do tratamento T2
(inoculadas com Azospirillum brasiliense), tiveram valores superiores de AF em relagdo as

plantas do tratamento T1.
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Figura 10: Area Foliar (AP) do milho em fungdo do desdobramento entre a Inoculagio com
Azospirillum brasiliense: T1 (sem inoculagdo) e T2 (com inoculagdo) e os crescentes niveis de
condutividade elétrica da 4gua de irrigagdo: S (0,4dSm™), S» (1,1 dSm™), S5 (1,8dSm™), S4
(2,5dSm™) e S5 (3,2dSm™), aos 30 DAS (A) e 60 DAS (B).

As médias observadas de area foliar para as plantas dos tratamentos T1 e T2 dentro dos
cinco niveis de condutividade elétrica (Si1, Sz, S3, S4 e Ss) foram: 465 € 516 cm?; 435 € 470 cm?;
442 ¢ 487 cm?; 424 ¢ 460 cm?; 329 e 379 cm?, respectivamente. E importante destacar as médias
de AF das plantas do tratamento T2S5, com superioridade de 15% em relagdo as plantas do
tratamento T1S5. Taiz & Zeiger (2009) afirmam que, o aumento da pressdo osmotica do solo
torna-o mais negativo que a pressao osmotica da planta, impossibilitando a absor¢ao de agua
pelas raizes e afetando a sua divisio celular e alongamento das células, sendo a redugdo da Area
Foliar um mecanismo de defesa da planta visando a reducdo da perda de 4gua pelo processo de
transpiragdo. Segundo Pederson (2013), o enrolamento das folhas ¢ um mecanismo de defesa
das plantas quando submetidas a algum tipo de estresse, seja hidrico ou salino, como forma de
evitar a perda de agua e desidratagdo. A Figura 11 mostra que o estresse salino provocou o

enrolamento das plantas de milho durante a conducdo do experimento.
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Figura 11. Enrolamento das folhas como mecanismos de defesa da planta de milho submetida

ao estresse a salino, para evitar a perda de dgua e a desidratagao.

Com base nos dados, houve efeito significativo do fator salinidade da dgua de irrigagao
sob a varidvel Numero de folhas por planta (NFP), aos 30 DAS. Na Figura 12, observa-se um
comportamento quadratico na redu¢do do ntimero de folhas por planta com o aumento da
condutividade elétrica da dgua de irrigacdo. E também as médias de NFP: 9,7 quando irrigadas
com os niveis salinos S; (0,4 dSm™ ), S2(1,1 dSm™ ) e S3 (1,8 dSm™ ); 8,5 para o nivel salino
S4 (2,5 dSm™ ) e 8,4 (dSm™ ) para o nivel salino Ss (3,2 dSm™! ), correspondendo em um
decréscimo de 12,1% no ntimero de folhas por plantas, quando comparadas as médias entre os

niveis S; e Ss.
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Figura 12- Numero de Folhas (NF) do milho em fungao do efeito isolado dos crescentes
niveis de condutividade elétrica da d4gua de irrigacdo S; (0,4dSm™), S» (1,1 dSm™), S;
(1,8dSm™), S4 (2,5dSm™) € S5 (3,2dSm™), aos 30 DAS.
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Segundo Taiz & Zeiger (2009), a reducao do numero de folhas esta relacionada,
possivelmente, a um dos mecanismos de adaptagdo da planta ao estresse salino consistindo no
decréscimo da produgao da area foliar, do fechamento dos estomatos, da aceleragdo da
senescéncia e abscisdo das folhas limitando ndo s6 do tamanho de folhas individuais, mas
também do numero de folhas.

A Tabela 7marca que o fator Salinidade (S) apresentou efeito significativo a nivel de 5%
de probabilidade (p<0,05) sob as variaveis de Massa Seca do Colmo (MSC), Massa das Folhas
(MSF) e Massa Seca das Raizes (MSR), e significancia para a interacao dos fatores Inoculagao
X Salinidade (p>0,05) sob as variaveis MSC e MSR (Tabela 13).

Tabela 7- Analise de Variancia das variaveis Massa Seca do Colmo (MSC), Massa Seca das
Folhas (MSF) e Massa Seca das Raizes (MSR) das plantas de milho submetidas aos tratamentos
T1 (sem inoculagcdo) e T2 (inoculadas com Azospirillum brasiliense) e irrigadas com a
crescentes niveis de Condutividade Elétrica da 4gua S1 (04dSm™); S> (1,1dSm™); S5 (1,8dSm"
1; S4(2,5dSm™); S5 (3,2dSm™).

ANAVA- Massas Secas do Colmo, Folhas e Raizes

Fator de Variacdo GL MSC MSF MSR

Inoculagao (1) 1 0.0328»  0.4586™ 0.0002*

Salinidade (S) 4 0.0000*  0.0000*  0.0000*
IxS 4 0.0000*  0.8743ns  0.0002*
CV(%) 4.07 3.05 4.80

CV — coeficiente de variagdo; ns — ndo significativo; * - significativo a 5% de probabilidade.

O desdobramento da interagdao dos fatores Inoculacdo X Salinidade, representado na
Figura 13, para a massa seca do colmo (MSC) das plantas do tratamento T2 (inoculadas com o
Azospirillum brasiliense), registrou um incremento quando comparado com os valores obtidos
das plantas do tratamento T1 (testemunha sem inoculante). Segundo Fancelli & Dourado Neto
(2000), as plantas de milho tém a capacidade de armazenar fotoassimilados no colmo, que
contribuem para o desenvolvimento da cultura, mesmo em condigdes adversas, corroborando
com incremento da MSC e da condutividade elétrica da agua.

A Figura 13mostra aumento da MSC com o crescente niveis da condutividade elétrica da
4dgua de irrigacio (0,4 dSm™ ; 1,1 dSm™ ; 1,8 dSm™" ) correspondentes aos niveis salinos Si, S»
e S3, e declinio a partir do nivel S4 seguido do nivel S5(2,5 dSm™ e 3,2 dSm™ ) para ambos

tratamentos.
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Figura 13. Massa Seca do Colmo (MSC) do milho em fun¢do do desdobramento entre a
Inoculagdo com Azospirillum brasiliense: T1 (sem inocula¢ao) e T2 (com inoculagdo) e os
crescentes niveis de condutividade elétrica da 4gua de irrigagdo: S; (0,4dSm™), Sz (1,1 dSm'!),
S3 (1,8dSm™), S4 (2,5dSm™) e S5 (3,2dSm™).

Para as plantas do tratamento T2, incremento de 3,6% em relagao as plantas do tratamento
T1, irrigadas com o menor nivel salino S; (0,4 dSm™), cujas médias da massa seca do Colmo
foram 21,8g (T1) e 22,6g (T2). De forma analoga para os demais niveis salinos, houve aumento
de 1, 3% no nivel S2, 3% no nivel S3, 1,6% no nivel S4 ¢ 1,4% no nivel S5, em relagao ao
acumulo de massa seca presente nas plantas que ndo receberam a inocula¢do. Quadros et al.
(2014), estudando o desempenho agronomico a campo de hibridos de milho (SH 5050)
inoculados com Azospirillum brasiliense, perceberam um incremento de na matéria seca da
parte aérea (folhas e colmo) de 4,8 tha! maior no tratamento com inoculagio, em relagio ao
tratamento controle, o que corrobora com o resultado encontrado nessa pesquisa.

A massa seca das Folhas foi afetada estatisticamente pelo fator Salinidade tendo um
acréscimo (Figura 14) de 13,7% com o aumento da condutividade elétrica da dgua de irrigacao,
variando de 41,6g (S1=0,4 dSm™) a 46,6g (S5=3,2 dSm™). Esse resultado estd de acordo com
Oliveira (2020), que em seu estudo com a cultura do milho inoculado com Azospirillum
brasiliense irrigado com agua salina, registrou um aumento de 30,2% na massa seca das folhas

com o aumento dos niveis salinos 4gua de irrigagao.
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Figura 14: Massa Seca das Folhas (MSF) em funcao do desdobramento entre a Inoculagcdo com
Azospirillum brasiliense: T1 (sem inoculagdo) e T2 (com inoculagdo) e os crescentes niveis de
condutividade elétrica da 4gua de irrigagdo: S (0,4dSm™), S» (1,1 dSm™), S5 (1,8dSm™), S4
(2,5dSm™) e S5 (3,2dSm™).

O efeito deletério da salinidade sobre as plantas ¢ conhecido e ja foi detectado por varios
autores na literatura. Lima et al. (2020), por exemplo, notaram em seu estudo com o milheto
irrigado em com 4gua salina em diferentes coberturas vegetais, que o aumento da CEa
influenciou negativamente a producdo da massa seca da parte aérea das plantas quando
cultivadas na presenca e na auséncia da cobertura vegetal, chegando a um decréscimo méximo
de 60%.

Os efeitos provenientes da aplicagdo desta classe de biorregulador tém sido relacionados
com incremento no crescimento radicular, didmetro de colmos, nimero de fileiras de grdos por
espiga e de graos por fileira, resultando em incrementos de produtividade, conforme citado por
Coelho et al. (2017); Dourado Neto et al. (2004), corroborando com os resultados encontrados
nessa pesquisa.

Segundo Taiz & Zeiger (2013), a auxina foi o primeiro fitormonio estudado e, com base
nele, se iniciaram os estudos de mecanismos de expansdo da célula vegetal. Em sua forma
natural, o hormodnio é conhecido como acido indol-acético, sendo a mais abundante e de maior
relevancia fisioldgica nas plantas.

Os resultados encontrados nas varidveis massa seca do colmo (MSC) e massa seca das
folhas (MSF), alertam para uma possivel atenuacdo promovida pela bactéria do género

Azospirillum brasiliense, que mesmo em estresse ocasionado pelo aumento da condutividade
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elétrica da agua de irrigagdo, as plantas conseguiram manter suas atividades de crescimento e
fisioldgicas mesmo que de maneira mais lenta, até o determinado nivel de salinidade S; (1,8dS
m™.

A partir do desdobramento entre os tratamentos, T1 e T2, dentro de cada nivel salino
(Figura 15), verifica-se que a inoculagcdo com bactéria diazotréfica Azospirillum brasiliense
favoreceu uma elevagdo na massa seca das raizes (MSR) em relagdo as plantas que nao
receberam. Esse aumento representa 3,04%, 22,7%, 4,5%, 34,78%, 34,36% com o respectivo
aumento das CEa estudadas. O resultado obtido retrata outra possivel mitigacdo dos efeitos
nocivos da salinidade produzidos pelo inoculante. O incremento obtido no sistema radicular das
plantas, favorece o crescimento das plantas de milho, devido a maior capacidade de absor¢ao

de 4gua e nutrientes pelas raizes.
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Figura 15: Massa Seca da Raiz (MSR) do milho em funcdo do desdobramento entre a
Inoculacdo com Azospirillum brasiliense: T1 (sem inoculacdo) e T2 (com inoculag¢do) e os
crescentes niveis de condutividade elétrica da 4gua de irrigagdo: Si (0,4dSm™), Sz (1,1 dSm™),
S5 (1,8dSm™), S4 (2,5dSm™) e S5 (3,2dSm™).

Esse resultado confirma os encontrados por Checchio (2019), em seu estudo analisando
a associacao entre o Azospirillum brasiliense e milho na tolerancia ao estresse salino, com um
aumento de matéria seca do sistema radicular no tratamento inoculado na presenca do sal NaCl,
quando comparado ao tratamento nessa mesma condi¢do sem a presenga da bactéria. Brito et
al. (2021), estudando métodos de inoculacdo de Azospirillum brasiliense e sua influéncia na
promocao de crescimento do milho, concluiram que, plantas de milho inoculadas via sementes

responderam significativamente quanto ao volume e massa seca de raiz.
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Pandolfo et al. (2015); Tien et al. (1979), enfatizam a importancia que o crescimento de
raizes, promovido pela inoculagdo da bactéria Azospirillum brasiliense, na maior capacidade
de uso de agua e nutrientes, sobretudo, em situacdes de seca ou salinidade. Casanovas et al.
(2002), afirmam que a inocula¢do da bactéria aumenta o volume das raizes e incrementa o
conteudo de dgua das folhas, mitigando o estresse hidrico das plantas de milho. Corroborando
com essa afirmacao, Gopalswamy & Vidhy Asekaran (1988) citam que a inoculagdo favorece
o aumento na quantidade de pelos radiculares e na formacgao e desenvolvimento de numerosas
raizes, laterais, primarias e secundarias em plantulas de milho, favorecendo o desenvolvimento

da parte aérea das plantas.

5.2.2 Fluorescéncia da Clorofila a e indice SPAD

A Tabela 8 apresenta o resumo da Anélise de Variancia da Fluorescéncia da Clorofila “a”
e Indice SPAD, com efeito isolado significativo a nivel de 5% de probabilidade (p<0,0) para
fatores Inoculagdo e Salinidade para a variavel Fluorescéncia inicial (Fo) e indice SPAD. Com
interagdo significativa (p<0,05) entre os fatores Inoculagdo X Salinidade para as varidveis de
Fluorescéncia maxima (Fm) e Eficiéncia Quantica (Fv/Fm) do fotossistema II. Mas, sem
nenhum isolado ou desdobramento entre os fatores para a variavel Fluorescéncia variavel (Fv).
Tabela 8- Analise de Variancia das varidveis de Fluorescéncia da clorofila a: Fluorescéncia
inicial (Fo), Fluorescéncia Méxima (Fm), Fluorescéncia Variavel (Fv), Eficiéncia Quantica do
Fotossistema II (Fv/Fm) e Indice SPAD das plantas de milho submetidas aos tratamentos T1
(sem inoculagdo) e T2 (inoculadas com Azospirillum brasiliense) e irrigadas com a crescentes
niveis de Condutividade Elétrica da agua Si (04dSm™); S (1,1dSm™); S3 (1,8dSm™); S4
(2,5dSm™); Ss (3,2dSm™).

ANAVA- Fluorescéncia e Indice SPAD

Fator de Variacao GL Fo Fm Fv Fv/iFm  SPAD

Inoculagao (1) 1 0.0020* 0.0000% 0.9630ns 0.0000* 0.0060*

Salinidade (S) 4 0.0000* 0.0000* 0.1292ns 0.0000* 0.0001%*
IxS 4  0.6336ns 0.0000% 0.6470ns 0.0000* 0.1211ns
CV(%) 2.87 6.47 7.52 6.20 4.37

cv — Coeficiente de Variagao; ns — nao significativo; * - significativo a 5% de probabilidade.

Segundo Capelin et al, (2018); Krausi & Weis (1991), o parametro Fluorescéncia inicial
ou minima (Fo), refere-se a emissao de luz pela molécula de clorofila a, quando esta encontra-

se em estado de excitagcdo anterior a dissipacdo de energia para os centros de reagdo do PSII,

48



em uma condi¢do em que todos os aceptores primarios de elétrons (Quinona) estejam em estado
oxidado.

Analisando isoladamente o efeito do fator Inoculacao sob a variavel Fluorescéncia Inicial
(Fo), através da Figura 16 (A) percebe-se que a inoculacdo com a bactéria Azospirillum
brasiliense, favoreceu um incremento de 4% na Fo das plantas inoculadas, enquanto o fator
Salinidade isoladamente, Figura 16 (B), um incremento de aproximadamente 10% na

Fluorescéncia Inicial (Fo) ao aumentar os niveis de condutividade elétrica da agua de irrigagao.
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Figura 16. Fluorescéncia Inicial (Fo) em fun¢do do efeito isolado da Inoculagdo: T1 (sem
inoculacdo) e T2 (com inoculagdo com Azospirillum brasiliense) (A) e em fungdo do efeito
isolado dos crescentes niveis de condutividade elétrica da 4gua de irriga¢do S1 (0,4dSm™), S»
(1,1 dSm™), S5 (1,8dSm™), S4 (2,5dSm™) e S5 (3,2dSm™).

Segundo Oliveira et al. (2018); Mehta et al. (2010), o aumento do parametro de
Fluorescéncia Inicial indica dano e inativacao dos centros de reagcdes do PSII, que ¢ comumente
encontrado em plantas sob estresse salino, o que confirma os resultados encontrados na presente
pesquisa. Por se tratar da energia potencial ativa no fotossistema, essa reducdo demonstra a
limitacdo na ativacdo da cadeia transportadora de elétron, responsavel pela geragcdo de energia
na forma de ATP e NDPH para o ciclo de Calvin reduzindo a capacidade fotossintética da planta
(Lotfi et al., 2020; Silva et al., 2018b). Ao analisar isoladamente os fatores Inoculacdo e
Salinidade, a inoculagdo da bactéria Azospirillum nao promoveu ou ndo evitou os efeitos
deletérios dos sais presentes na dgua de irrigacgdo, se tratando da atividade da clorofila a.

Com relagdo ao efeito da interagdo dos fatores Inoculacdo X Salinidade para a variavel
Fluorescéncia méxima (Fm), houve um incremento como mostra a Figura 17 em ambos os

tratamentos para as plantas irrigadas com as condutividades elétricas da agua de irrigagdo de
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0,4dSm™, 1,1 dS m'e 1,8 dS m, cujas médias foram de 1555, 1572, 1685, respectivamente,
para as plantas do tratamento T1, e 1614, 1694 e 1695, para as plantas do tratamento T2. A
partir dos niveis salinos S4(2,5dSm™) e S5 (3,2 dSm™), o comportamento foi modificado, com
uma reducdo da fluorescéncia méaxima das plantas, em ambos os tratamentos, cujas médias

decresceram para: 1685 e 1616, para o tratamento T1 e 1695 e 1645, para o tratamento T2.
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Figura 17: Fluorescéncia Maxima (Fm) em fun¢do do desdobramento entre a Inoculagdo com
Azospirillum brasiliense: T1 (sem inoculagdo) e T2 (com inoculag@o) e os crescentes niveis de
condutividade elétrica da 4gua de irrigacdo: S; (0,4dSm™), S (1,1 dSm™), S5 (1,8dSm™), S4
(2,5dSm™) e S5 (3,2dSm™).

Como a variavel Fluorescéncia Maxima esté relacionada diretamente com a captacdo da
energia nos centros de reacdes luminosos, seu aumento pode indicar uma tentativa de
compensagdo do processo fotossintético aos danos causados pela salinidade, aumentando sua
atividade para obter maior assimilacdo de CO; (Oliveira et al. (2018); Flowers & Flowers
(2005). Os autores Tatagiba et al. (2014) explicam que, em caso de diminui¢do da varidvel Fm,
acontece uma deficiéncia na fotorredug¢do da quinona A (QA) e no fluxo de elétrons entre o
fotossistemas. Em complemento a essa explicacdo De Las Rivas & Barber (1997), afirmam
que, a perda de atividade do FSII esta, provavelmente, associada com a diminui¢do da
capacidade de reoxidagdo das quinonas, resultando em menor eficiéncia no transporte de
elétrons para o fotossistema I (FSI).

Diante do exposto, o resultado encontrado para a variavel Fluorescéncia méxima (Fm) ¢é
satisfatorio. A explicagdo para tal aumento, pode partir do pressuposto da maior absorcao de

agua pelas plantas, podendo ser correlacionado com o aumento da zona radicular das plantas,
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em virtude da atuacao do Azospirillum brasiliense, o que favorece a quebra da molécula de agua
no processo fotossintético, sucedendo a reposi¢ao de elétrons perdidos pela Quinona.

A Figura 18 expoe o desdobramento da interacao entre os fatores Inoculagao X Salnidade
sob a variavel eficiéncia quantica do fotossistema (Fv/Fm). O incremento da condutividade
elétrica da agua de irrigagio promoveu um decréscimo da Fv/Fm, em ambos os tratamentos. E
possivel observar que, mesmo com esse decréscimo, as médias registradas para as plantas do
tratamento T2 (inoculadas com Azospirillum brasiliense) foram superiores as médias das

plantas do tratamento T1.
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Figura 18: Eficiéncia Quantica do Fotossistema II do milho em fun¢do do desdobramento entre
a Inoculacdo com Azospirillum brasiliense: T1 (sem inoculagdo) e T2 (com inoculagdo) e os
crescentes niveis de condutividade elétrica da 4gua de irrigagdo: S1 (0,4dSm™), Sz (1,1 dSm'!),
S5 (1,8dSm™), S4 (2,5dSm™) e S5 (3,2dSm™).

Os autores Bolhar-Nordenkampt et al. (1989), descrevem a eficiéncia quantica do
fotossistema II (Fv/Fm) como um indicador sensivel do desempenho fotossintético das plantas,
com valores 6timos entre 0,75 e 0,85 elétrons quantum-1 para a maioria das espécies, como 0s
dessa pesquisa.

Partindo dessa referéncia, as médias observadas (Fv/Fm) para as plantas do tratamento
T1 (sem inoculagdo) foram satisfatdrias para os niveis S; e Sz (0,78; 0, e 0,75 elétrons quantum®
1), indicando o bom desempenho fotossintético das plantas dentro dos respectivos niveis salinos.
Para os demais niveis de condutividade elétrica da dgua, S3, S4 e Ss, as respectivas médias (0,7;
0,64 e 0,59 elétrons quantum™) estdo abaixo do valor de referéncia, indicando dano ao aparelho

fotossintético das plantas quando submetidas ao aumento da salinidade da agua de irrigacao.
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Analisando as médias de Fv/Fm para as plantas do tratamento T2 (inoculadas com
Azospirillum brasiliense), nota-se valores satisfatdrios indicando o bom funcionamento
fotossintético das plantas irrigadas com as aguas de irrigagao Si, S> ¢ S3 (0,4; 1,1 e 1,8 dSm™),
cujas médias foram de: 0,81; 0,8; 0,78 elétrons quantum™. Os niveis salinos subsequentes,
registraram médias de 0,72 e 0,67 elétrons quantum™ (Ss e Ss), respectivamente, indicando
danos no aparelho fotossintético das plantas.

Sendo assim, ¢ possivel afirmar que, a inoculacdo com a bactéria Azospirillum
brasiliense, favoreceu o retardo de danos a eficiéncia quantica dos fotossistemas das plantas
com o aumento da condutividade elétrica da agua de irrigagdo, promovendo um bom
desempenho fotossintético com a CEa de 1,8 dSm™ , quando comparadas com as plantas que
ndo receberam a inoculacdo, que a partir da CEa dSm™, j& apresentaram danos a eficiéncia
quantica de seus fotossistemas.

Sao poucos os estudos publicados na literatura sobre o efeito do Azospirillum brasiliense
na cultura do milho sob o parametro de fluorescéncia da clorofila a. Avaliando esse pardmetro
fisioldgico na cultura do Sorgo Granifero, pertencente a mesma familia do milho, Paiva et al.
(2021) observaram diferencas expressivas na eficiéncia quantica dos fotossistemas promovidas
pelos indculos de Azospirillum brasiliense em condicdes de restri¢des hidricas.

Os fatores Inoculacdo e Salinidade apresentaram efeito significativo isolado sob o teor
relativo de clorofila determinado atraves do Indice SPAD. Com relacao ao fator Inoculacéo, as
plantas do tratamento T2 (inoculadas com Azospirillum brasiliense), apresentaram maior teor
de Clorofila em relacdo as plantas do tratamento T1 (sem inoculag@o), como mostra Figura 19.
A superioridade ¢ de 3% nas plantas inoculadas em relagdo as plantas ndo inoculadas, cujas
respectivas médias foram de: 27,51 e 28,53. A utilizacdo do indice SPAD esta intimamente
ligada ao diagnostico da integridade do processo de fotossintese das plantas, ou seja, as
possiveis alteragdes no contetido de clorofila (Oliveira, 2020). Segundo Xiong et al. (2015), o

indice de SPAD correlaciona o teor de clorofila e a concentra¢io do nitrogénio foliar.
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Figura 19. Indice SPAD em fungdo do efeito isolado da Inoculagio: T1 (sem inoculagio) e
T2 (com inoculagdo com Azospirillum brasiliense).

Brito et al. (2021) estudando a influéncia de diferentes formas de inoculagdo de
Azospirillum brasiliense (inoculacdo via sementes, inoculacdo via foliar e via semente
associado a foliar) na cultura do milho sob os parametros morfométricos, concluiram que, as
plantas inoculadas via sementes possuem maiores valores de nitrogénio foliares que os demais
métodos de inoculacao.

Costa et al. (2015) sobre a eficiéncia da inoculacdo com Azospirillum brasiliense no
crescimento e produtividade do milho de segunda safra, notaram através do Indice SPAD aos
60 DAS, que o tratamento com sementes inoculadas apresentou maior teor de clorofila quando
comparados com os tratamentos ndo inoculados. E Quadros et al. (2014), ao analisarem o
desempenho agrondmico a campo de hibridos de milho inoculados com Azospirillum
brasiliense, obtiveram valores de 31,94 para a testemunha, e 34,32 no tratamento inoculado,
sendo valores superiores ao encontrados nessa pesquisa.

Tais resultados encontrados sdo coerentes com o conceito de que o teor de Nitrogénio
encontrado nas folhas esté relacionado com o teor de clorofila das plantas. Alguns autores como
Jordao et al. (2010); Chapman & Barreto (1997) afirmam que a relacdo entre o teor de
nitrogénio e a leitura do indice SPAD ¢ atribuida ao fato de mais de 50% do nitrogénio total
das folhas pertencer aos integrantes de compostos do cloroplasto e da clorofila das folhas.

Sobre o fator Salinidade (Figura 20), verifica-se efeito negativo sobre o teor relativo de
clorofila com o aumento da condutividade elétrica da dgua de irrigagdo. Com um decréscimo

de 17% do indice de SPAD entre o menor nivel salino S; (0,4 dSm™) e S5 (3,2 dSm™). Os teores
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dos constituintes bioquimicos das folhas, como pigmentos fotossintéticos, sdo reduzidos pela
salinidade, sendo esse efeito agravado pela duracdo e nivel de exposicao a condigdo de estresse

(Nascimento et al., 2012).
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Figura 20. indice SPAD em fungao do efeito isolado dos crescentes niveis de condutividade
elétrica da 4gua de irrigagdo Si (0,4dSm™), S, (1,1 dSm™), S5 (1,8dSm™), S4 (2,5dSm™) e S5
(3,2dSm™),

O resultado encontrado corrobora Santos et al; (2019) que apontaram a redugdo dos
valores do indice SPAD nas folhas da cultura do milho com o aumento da salinidade da agua
de irrigagdo, registrando uma reducdo de 17,45% nas plantas submetidas a condutividade
elétrica de 6,0 dSm™. Resultado similar ao de Silva et al. (2017), estudando os efeitos da
elevacdo da salinidade da dgua de irrigagdo sob a cultura do Feijdo caupi, com a ocorréncia da
reducdo do teor de clorofila nas folhas de 13,26%, comparando as médias do menor nivel de

salinidade para o maior nivel salino. (1,2 dSm™ e 6,0 dSm™).

5.2.3 Trocas Gasosas
De acordo com a Tabela 9, ocorreu efeito estatistico isolado dos fatores Inoculacao (1) e

Salinidade (S) a nivel de 5% de probabilidade (p<0,05), para a varidvel Fotossintese Liquida
(A). E significancia estatistica a nivel de 5% de probabilidade (p<0,05) para o desdobramento
da interacdo entre os fatores Inoculacdo X Salinidade (IXS) para as varidveis de Trocas
Gasosas: Condutancia Estomatica (gs) Transpiracdo (E) e Concentracdo Interna de Carbono
(Ci).
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Tabela 9- Analise de Variancia das variaveis de Trocas Gasosas: Condutancia Estomatica (gs),
Transpirac¢ao (E), Fotossintese Liquida (A), Concentracao Interna de CO> (Ci) das plantas de
milho submetidas aos tratamentos T1 (sem inoculacao) e T2 (inoculadas com Azospirillum
brasiliense) e irrigadas com a crescentes niveis de Condutividade Elétrica da dgua S; (04dSm”
;S5 (1,1dSm™); S5 (1,8dSm™); S4 (2,5dSm™); Ss (3,2dSm’™).
ANAVA- Trocas Gasosas
Fator de Varia¢cdo GL gs E A Ci
Inoculagao (I) 1 0.0000* 0.0000* 0.0076*  0.0000*
Salinidade (S) 4 0.0000* 0.0000*  0.0000*  0.0000%*
IxS 4 0.0021* 0.0048*  0.3540ns 0.0000*
CV (%) 27.47 10.40 10.78 11.28

cv — coeficiente de variagdo; ns — ndo significativo; * - significativo a 5% de probabilidade.

De acordo com Oliveira et al. (2004); Mc Dermit (1990), as plantas, ao absorverem CO»,
inevitavelmente, perdem 4gua pelas folhas. Essa perda de dgua se da, principalmente, através
dos estdmatos, que apresentam mecanismos para controlar o seu grau de abertura. Esse controle
¢ atribuido a condutancia estomatica foliar, que ¢ frequentemente usada como indicador da
deficiéncia hidrica. A disponibilidade de agua afeta o crescimento das plantas, por controlar a
abertura dos estdmatos e, com isso, a produ¢do de fitomassa.

O parametro que representa a condutancia estomatica foliar ¢ representado pela sigla
“gs”. O conhecimento da atuagdo da condutincia estomatica ¢ de suma importincia para
entender o comportamento das demais varidveis ligadas ao processo fotossintético e de
transpiragdo. Autores como Flexas et al. (2006), afirmam que os valores de condutincia
estomatica capazes de limitar as etapas fotoquimica e bioquimica da fotossinteseestdo entre
0,05-0,10 molm™s".

A Figura 21 apresenta as médias observadas desse parametro, através do desdobramento
entre os fatores Inoculacdo X Salinidade. Nas plantas do tratamento T1 (sem inoculacdo) as
médias compreendidas dentro da faixa citada, quando irrigadas com os niveis de condutividade
elétrica da d4gua de irrigacdo S, S, S4 e Ss cujos valores foram de: 0,065 molm.s !, 0,06 molm.
25 "1, 0,047 molm.2s !, 0,042 molm.?s !, respectivamente, indicando limita¢des no processo
fotossintéticos das plantas, por causa do incremento das concentragdes de sais na dgua de

irrigagao.
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Figura 21: Condutancia estomatica (gs) na folha do milho em fun¢do do desdobramento entre
a Inoculacdo com Azospirillum brasiliense: T1 (sem inoculagdo) e T2 (com inoculagdo) e os
crescentes niveis de condutividade elétrica da 4gua de irrigacdo: S; (0,4dSm™), S, (1,1 dSm™),
S5 (1,8dSm™), S4 (2,5dSm™) € S5 (3,2dSm™).

A Salinidade causou efeitos deletérios nas plantas que ndo receberam a inoculagdo,
provando uma reducao de 70% na condutancia estomatica nas folhas de plantas de milho. Essa
redugdo como explica Garcia et al. (2007); Sultana et al. (1999), ¢ ocasionada pelo fechamento
dos estomatos para reduzir a taxa de transpiracdo, e consequentemente, a perda de dgua da
planta, ocasionada pelo estresse salino a que foram submetidas. Os autores ainda explicam que,
com o aumento da concentracao de sais na solugdo do solo, o potencial total da 4gua torna-se
progressivamente mais baixo, pois o componente osmodtico soma-se algebricamente ao
matricial e, dessa forma, a 4gua se torna menos disponivel as plantas que, como autodefesa,
fecham seus estomatos na tentativa de manter a turgescéncia

Braz et al. (2018) pesquisando os efeitos da adubacao nitrogenada na cultura do milho
sob estresse salino em dois tipos de solo (Argissolo e Neossolo), encontraram perdas de 40,78%
no Argissolo e 36,43% no Neossolo, na condutancia estomatica das plantas quando submetidas
a CEa= 6,0 dS m-1 em comparagado as testemunhas. A explicacdo estaria pautada na diminui¢ao
do fluxo de agua na planta em decorréncia da alta concentragdo de sais na zona radicular, o que
reduz o potencial osmético da solucao do solo, deixando a 4gua menos disponivel para as
plantas, provocando estresse hidrico e, assim, o fechamento estomatico.

Ainda na Figura 21, a manutencdo da atividade estomatica para o bom funcionamento

das etapas da fotossintese nas plantas do tratamento T2 (inoculadas com Azospirillum
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brasiliense) quando irrigadas com os niveis Si, Sz, S3 de condutividade elétrica, cujas médias
observadas foram: 0,15 molm™s !, 0,14 molm™s "' e 0,13 molm™s "!. As limitagdes as etapas
da fotossintese ocorreram a partir do nivel salino S4 e Ss, cujas médias foram 0,07 molm™s !
em ambos. A inoculacdo com o Azospirillum brasiliense apresentou resultado satisfatorio na
varidvel condutancia estomadtica, retardando a limitacdo do processo fotossintético com o
aumento do nivel salino, com a capacidade de mitigar os efeitos deletérios da salinidade da 4gua
de irrigagdo até a condutividade elétrica de 1,8 dSm™!

Para Peres et al. (2020); Skoniesk et al. (2017), o uso do Azospirillum brasiliense na
cultura do milho pode influenciar nos parametros fisiologicos, incrementando o teor de clorofila
e melhorando a condutancia estomatica, o que contribui para o incremento da producdo de
biomassa, altura das plantas e produtividade. Ja Battistus (2019), em estudo com o milho
inoculado com Azospirillum via pulverizagao foliar, concluiu que a condutancia estomatica e
transpiracdo da planta foram incrementadas com a pulverizagdo foliar de Azospirillum
brasiliense, possibilitando que as plantas de milho apresentassem melhor status hidrico sem
afetar a eficiéncia da fixacao de moléculas de carbono em relagdao a quantidade de moléculas
de 4gua transpiradas.

A Figura 22expde o desdobramento da interacdo entre os fatores Inoculagao X Salinidade
(IXS) sob a variavel Transpiracdo (E), com um decréscimo acentuado para as plantas do
tratamento T1 da taxa transpiratdria com o aumento da condutividade elétrica da agua de
irrigacdo. Para as plantas do tratamento T2 (inoculadas com Azospirillum brasiliense) a redugao
ocorreu de forma atenuada. Quando comparadas as taxas transpiratorias entre os tratamentos,
as plantas que receberam a dose do inoculante tiveram maiores médias de transpiracdo em
relagdo as que ndo receberam a bactéria, destacando percentual de diferenga entre a taxa
transpiratoria das plantas nos niveis Ss (3,2 dSm™ ), cujas médias foram de 1,4mmolm™s-! para
as plantas do tratamento T1 e 4,8 mmolm™s-! para as do tratamento T2, cujo percentual de

aumento € de 85%.
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Figura 22. Transpira¢do (E) da folha do milho em func¢do do desdobramento entre a Inoculagao
com Azospirillum brasiliense: T1 (sem inoculagdo) e T2 (com inoculag@o) e os crescentes niveis
de condutividade elétrica da 4gua de irrigagdo: S (0,4dSm™), Sz (1,1 dSm™), S5 (1,8dSm’"), S4
(2,5dSm™) e S5 (3,2dSm™).
O resultado obtido se correlaciona com os valores de condutancia estomatica, que favorece
a transpiracao das plantas. Quanto maior a abertura estomatica, maior a transpiracao, processo
que esta diretamente ligado com a captagdo do gas carbdnico, e, além disso, promove a
diferenca adequada do potencial hidrico entre o solo e a planta. O Azospirillum brasiliense
permitiu a manutencao da gs até o nivel salino S3 das plantas inoculadas, promovendo de forma
semelhante, a manutencao da transpiracdo com o aumento da condutividade elétrica até 1,8
dSm™. O fato pode ser explicado a partir do principio da inoculagdo da bactéria, que tem por
objetivo incrementar as raizes da planta através da produgado de fitohorminos, promovendo uma
maior superficie de absor¢ao de dgua e nutrientes, regulando o processo de transpiragao.

Os resultados observados para o parametro Transpiracdo (E) em relagdo as plantas
inoculadas, apesar de ainda ocorrer um decréscimo na taxa transpiratoria com o aumento do
nivel salino, sdo satisfatorios para uma possivel mitigacdo do estresse causado pelos sais, ja
que, foram apresentados decréscimos pouco evidentes na taxa transpiratoria das plantas
inoculadas nos niveis Si, Sz e Ss.

O autor Correia (2017) sobre o milho resistente ao Glifosato inoculado com Azospirillum
brasiliense, encontrou aumento na taxa fotossintética (A), transpiracao (E) e na concentragdo
interna de CO». Bulegon et al. (2017) trabalhando com o milho Inoculado associado com doses

de Nitrogénio, notaram aumento de 53,7% na transpiracdo com o uso de Azospirillum
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brasiliense associado com doses de nitrogénios em comparagao com as plantas que receberam
apenas as doses de Nitrogénio.

Avaliando o efeito isolado do fator Inoculacdo com Azospirillum brasiliense sob a
variavel Fotossintese Liquida (A), observa-se na Figura 23 (A), que a inoculagdo promoveu um
incremento na taxa fotossintética das plantas do tratamento T2 em comparagdo ao tratamento

T1 (sem inoculagdo).
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Figura 23. Fotossintese Liquida (A) na folha do milho em fun¢@o do desdobramento entre a
Inoculacao com Azospirillum brasiliense: T1 (sem inoculacdo) e T2 (com inoculacdo) e os
crescentes niveis de condutividade elétrica da 4gua de irrigacdo: S1 (0,4dSm™), S, (1,1 dSm™),
S5 (1,8dSm™), S4 (2,5dSm™) e S5 (3,2dSm™)

J& no efeito isolado do fator Salinidade, o aumento da condutividade elétrica provocou
uma queda na fotossintese liquida das plantas, através de um comportamento quadratico, vide
Figura 23 (B). Apesar de ocorrer esse decréscimo de forma semelhante na Transpiracdo (E), a
redugdo foi discreta com variagdo entre os niveis Si, Sz e S3, cuja taxas foram de: 24,96 pmolm”
%57, 23,88 umolms™!, a 22,72 umolm™s, respectivamente.

A explicagdo para tal fato relaciona-se aos resultados do parametro com os de
fluorescéncia da clorofila a e indice SPAD, sem danos ao aparelho fotossintético até o nivel Ss,
nas plantas que receberam doses do inoculante. Taiz & Zeiger (2013) afirmam que, em
condicdes adversas, dentre elas a salinidade, a fotossintese e a transpira¢do sdo afetadas
diretamente pelo fechamento dos estomatos, que induz o incremento dos niveis de 4cido
abscisico que acarretam a perda de 4gua. Ja Battistus (2019) relata que, o 4. brasiliense sustenta
maiores teores foliares de agua e maior transpiracdo, facilitando o aporte de CO», evitando

maiores redugdes na fotossintese.
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Para a variavel Concentragdo Interna de CO; (Ci) verifica-se o desdobramento da
interagcdo entre os fatores Inoculacdo X Salinidade na Figura 24, com um decréscimo da
concentracdo de CO> com o aumento das concentracdes de sais na agua de irrigacdo. Em
contrapartida, a inoculagdo com 4. brasiliense provocou um incremento na taxa Ci das plantas

do tratamento T2 se comparadas com as taxas Ci das plantas sem inoculagao.

95 y=0,4373x2 - 7,1458x + 46,017
R? =0,8392
3] gs %%
et Yy =5,5394x2 - 36,513x + 99,748
Q R>=0,9834
O 75
3
~ *e,

g % 65 L.‘s'._fl
S8
3 55
g E
[ —
g 45
£
g
o 35
=
(=]
Q

25

0,4 1,1 1,8 2.5 3,2

Condutividade Elétrica (dSm™)

Figura 24: Concentragdo Interna de CO; (Ci) na folha do milho em fun¢do do desdobramento
entre a Inoculacao com Azospirillum brasiliense: T1 (sem inoculagdo) e T2 (com inoculacao) e
os crescentes niveis de condutividade elétrica da 4gua de irrigagdo: Sy (0,4dSm™), S» (1,1 dSm"
1, S3(1,8dSm™), S4 (2,5dSm™) e S5 (3,2dSm™).

As médias de concentragdo interna de CO; das plantas do tratamento T1 (sem inoculagao)
dentro dos cinco niveis de condutividade elétrica da agua de irrigagdo (S1, Sz, S3, S4 € Ss) foram:
45pumolmol ™, 35 umolmol™!, 35 pmolmol™, 34 umolmol™! e 26 umolmol™ , respectivamente. Ja
as médias de Ci das plantas do tratamento T2 foram: 87 pmolmol™, 65 pmolmol™, 50 pmolmol-
' 47 umolmol™ e 38 pumolmol™! . Segundo Bunce (2014), plantas inoculadas com bactérias
proporcionam 20% a mais de concentragdo interna de CO2, corroborando com os resultados
encontrados do presente estudo.

Bulegon et al. (2016) com relagdo a inoculacdo da cultura da soja, concluiram que, a
inoculagdo do Azospirillum brasiliense promove a melhoria da eficiéncia instantanea de
carboxilagdo e o aumento na eficiéncia da utilizacdo do CO,. Dalastra et al. (2014) afirmam
que, concentracdes mais altas de CO: sustentam taxas fotossintéticas elevadas, enquanto em

concentracoes intercelulares de CO»> muito baixas a fotossintese ¢ limitada.
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No geral, os resultados obtidos nessa pesquisa para as trocas gasosas sdo satisfatorios
retratando um possivel efeito mitigador da salinidade. O incremento da Concentracdo Interna
de CO2 nas plantas que receberam o inoculante confirma os resultados de condutancia
estomatica (Gs), Transpiracao (E), e Fotossintese (A) anteriormente discutidos. O aumento da
zona radicular dessas plantas, provavelmente, provocou o aumento da superficie de contato,
colaborando para a maior absor¢ao de agua e nutrientes, promovendo a translocagdo para as
células, mantendo-as turgidas, tendo como resultado a abertura estomatica, a manutencao da
transpiracao, absorcao de luz e gas carbonico (CO2) e a manutengdo do processo fotossintético
para as plantas dentro dos niveis salinos Si, Sz e Ss.

A partir dos dados coletados de Transpiracdo (E), Fotossintese Liquida (A) e
Concentracdo Interna de CO2 (Ci), foi possivel determinar as variaveis Eficiéncias do Uso da
Agua (EUA) e Eficiéncia Instantdnea de Carboxilagdo (EiC). De acordo com Tabela 10,
significaAncias para os fatores Inoculacdo (I) e Salinidade (S) sob a varidvel Eficiéncia
Instantanea de Carboxilagdo (EiC) a nivel de 5% de probabilidade. J4 o desdobramento da
interagdo entre os fatores Inoculagdo X Salinidade (IXC), apresentou efeito expressivo sobre as
duas variaveis (EUA e EiC) a nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 10 - Analise de Varidncia das variaveis de Eficiéncia de Uso da Agua (EUA) e
Eficiéncia Instantdnea de Carboxilagdo (EiC) das plantas de milho submetidas aos tratamentos
T1 (sem inoculacdo) e T2 (inoculadas com Azospirillum brasiliense) e irrigadas com a
crescentes niveis de Condutividade Elétrica da 4gua S1 (04dSm™); S> (1,1dSm™); S5 (1,8dSm"
1; S4 (2,5dSm™); S5 (3,2dSm™).

ANAVA- Eficiéncia do Uso da Agua e Carboxilagio

Fator de Variacdo GL EUA EiC

Inoculagao (1) 1 0.9852 ns 0.0000*

Salinidade (S) 4 0.0646 ns 0.0000*
IxS 4 0.0000* 0.0000*
CV(%) 17.86 13.58

cv — Coeficiente de Variagdo; ns — ndo significativo; * - significativo a 5% de probabilidade.

Com relagao ao efeito isolado do fator Inoculagdo sobre a Eficiéncia do Uso da agua
(EUA,) Figura 25, comportamentos distintos para os dois tratamentos dentro dos cinco niveis

de condutividade elétrica da agua de irrigacao.
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Figura 25. Eficiéncia do Uso da Agua (EUA) na folha do milho em fungdo do desdobramento
entre a Inocula¢ao com Azospirillum brasiliense: T1 (sem inoculagdo) e T2 (com inoculagdo) e
os crescentes niveis de condutividade elétrica da 4gua de irriga¢do: S1 (0,4dSm™), Sz (1,1 dSm-
1, S5 (1,8dSm™), S4 (2,5dSm™) e S5 (3,2dSm™).

As plantas do tratamento T1 (sem inoculagdo) tém comportamento quadratico
decrescente a medida que acontece o aumento dos niveis salinos. J& as plantas do tratamento
T2, o comportamento demonstra tendéncia quadratica crescente para os niveis Si, Sy e S3, para
os niveis S4 e Ss uma redu¢do do EUA. Para Souza et al. (2011), a utilizagdo de indicadores da
eficiéncia do uso de dgua (EUA) ¢ uma das formas de se analisar a resposta dos cultivos as
diferentes condi¢des de disponibilidade de agua.

As médias de eficiéncia do uso da 4gua (EUA) das plantas do tratamento T1 dentro dos
cinco niveis crescentes de condutividade elétrica da agua de irrigagdo (S1, Sz, S3, S4 € Ss), foram:
14,9 gL' 13,3 gL, 12,62 gL!, 12,27 gL' e 12,22 gL}, respectivamente. Essa redugdo ¢ de
18% ou 2,6 gL' quando se compara as médias entre os niveis de menor condutividade (S1= 0,4
dSm™) e maior condutividade elétrica da 4gua (S5 = 3,2 dSm™!). J4 para as plantas do tratamento
T2 (inoculados com que Azospirillum brasiliense) o incremento entre o nivel salino S1(0,4 dSm’
e S3(1,8 dSm™) foi de de 8% ou 1,4 gL

Para Coélho e Oliva (1981), a elevacdo de EUA se baseia em uma maior taxa de
fotossintese associada a uma menor taxa de transpiragcdo, o que para eles evidencia que esta
elevacdo sugere um comportamento conservador, enquanto uma situacdo oposta indica
comportamento consumidor, o resultado encontrado na presente pesquisa sugere que, até o nivel

de CEa= 1,8 dS m-1, as plantas de milho inoculadas apresentaram um comportamento
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conservador, evidenciando um efeito mitigador ao estresse salino, mantendo a taxa
transpiratoria, evitando a perda excessiva de agua. Com o aumento do nivel salino para S4 (2,5
dSm™) passa a ter um comportamento consumidor, ou seja, ocorre um aumento da taxa
transpiratorio e, por essa razao, a planta perde mais agua.

O uso mais eficiente da dgua esta diretamente atrelado ao tempo de abertura estomatica,
pois, enquanto a planta absorve CO> para a fotossintese, a agua ¢ perdida para o ambiente por
evapotranspiracao, seguindo uma corrente de potenciais hidricos (Machado et al., 2010; Pereira
Netto et al., 2002. Sendo assim, pode-se afirmar entdo, que as plantas inoculadas até a
condutividade elétrica 1,8 dSm™!, conseguiram manter uma maior taxa de absor¢io de gas
carbonico, resultados iguais aos discutidos anteriormente.

Pela Figura 26, se nota o efeito do desdobramento entre a interacdo dos fatores
Inoculagdo X Salinidade (IXS) sob a eficiéncia instantdnea de carboxilagdo (EiC), o
comportamento quadratico decrescente para os dois tratamentos com o aumento da
condutividade elétrica da agua de irrigagdo. Entretanto, as plantas do tratamento T2
(Azospirillum brasiliense ) apresentaram médias superiores de EiC quando comparadas com as
médias de EiC das plantas do tratamento T1 (sem inoculagdo). Soares et al. (2013); Chaves et
al (1991), citam que a reducdo na eficiéncia instantanea da carboxilagdo pode ser atribuida as
alteracdes na capacidade fotossintética do mesofilo foliar, bem como aos fatores estomaticos e

ndo estomaticos.
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Figura 26: Eficiéncia Instantdnea de Carboxilagdo em fun¢do do desdobramento entre a

Inoculagdo com Azospirillum brasiliense: T1 (sem inoculacdo) e T2 (com inoculag¢do) e os
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crescentes niveis de condutividade elétrica da 4gua de irrigacdo: S; (0,4dSm™), S, (1,1 dSm™),
S3 (1,8dSm™), S4 (2,5dSm™) € S5 (3,2dSm™).

Segundo Silva et al. (2015), redugdes em eficiéncia instantanea de carboxilacao (EiC)
sugerem decréscimos no processo fotossintético, havendo redugdo na disponibilidade de ATP
e NADPH, bem como assimilagdo de CO2substrato para Rubisco.

Os resultados obtidos nas plantas inoculadas, mesmo com decréscimo sdo satisfatorios
quando comparados com as plantas testemunhas. A reducdo que ocorreu nas plantas sem
inoculagdo foi maior, representando um maior comprometimento do aparelho fotossintético.
Segundo Henrique et al. (2015), o nitrogénio ¢ um elemento importante no processo de
carboxilagdo, pois compde as proteinas pertencentes a fase fotoquimica e bioquimica da
fotossintese. Sendo assim, seu nivel de disponibilidade atua na formagao de ATP e NADPH na
fase fotoquimica e na formag@o da Rubisco e RuBPCase na fase bioquimica, esta tltima esta

diretamente ligada com a carboxilagdo.

5.3.4 Teor Relativo de Agua e Extravasamento de Eletrolitos

Houve efeito significativo isolado do fator Salinidade (S) a nivel de 5% de probabilidade
(p<0,05) sob as variaveis Teor Relativo de Agua (TRA) e Extravasamento de Eletrolitos (EE).
Sem significancia estatistica para o fator isolado Inoculacdo (I) e para o desdobramento da
interacao entre os fatores Inoculagdo X Salinidade (S) em nenhuma das variaveis, conforme

descritos na Tabela 11.

Tabela 11 - Andlise de Varidncia das variaveis de Teor Relativo de Agua (TRA) e
Extravasamento de Eletrolitos (EE) das plantas de milho submetidas aos tratamentos T1 (sem
inoculacdo) e T2 (inoculadas com Azospirillum brasiliense) e irrigadas com a crescentes niveis
de Condutividade Elétrica da 4gua S; (04dSm™'); S (1,1dSm™); S5 (1,8dSm™); S4 (2,5dSm™);
Ss (3,2dSm™).

ANAVA- Teor Relativo de Agua e Extravasamento de

Eletroélitos
Fator de Variacao GL TRA EE
Inoculagdo (I) 1 0.0478* 0.1289 ns
Salinidade (S) 4 0.0000* 0.0000*
IxS 4 0.1596ns  0.1840ns
CV(%) 6.79 9.58

CV — coeficiente de variag@o; ns — ndo significativo; * - significativo a 5% de probabilidade
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O Teor Relativo de Agua (TRA) ¢é indicador das condigdes hidricas das plantas,
sobretudo, quando as plantas estdo submetidas a algum tipo de estresse abidtico, indicando o
contetido de dgua presente nas folhas. Pela Figura 27observa-se uma redugao de 47% conteudo
de 4gua presente na folha com o aumento da condutividade elétrica da 4gua, como mencionado
por Cruz et al. (2019) que estudando o milho pipoca submetido ao estresse salino apontaram

reducdes no teor relativo de agua.
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Figura 27: Teor Relativo de Agua (TRA) em fungio do efeito isolado dos crescentes niveis de
condutividade elétrica da agua de irrigacdo Si (0,4dSm™), S, (1,1 dSm™), S5 (1,8dSm™), S4
(2,5dSm™) e S5 (3,2dSm™),

Para Souza et al. (2017), as elevadas concentragdes de sais na solugdo do solo exercem
efeito sobre o potencial osmotico e reduz a disponibilidade de agua livre, fazendo com que a
planta desprenda maior energia para extrair dgua do solo e, assim, tentar manter sua
turgescéncia, o que pode implicar em reducdo no seu crescimento, fato que pode ser estudado
pelo teor relativo de dgua nas folhas. Esses resultados mostraram que, apesar do aumento do
sistema radicular, a absor¢do de dgua do substrato pelo sistema radicular foi reduzida pela
grande adsor¢do entre as moléculas de agua e o substrato.

Pelo efeito isolado do fator Salinidade sob a variavel Extravasamento de Eletrolitos
(EE), constatou-se uma elevagdo dos valores obtidos com aumento da condutividade elétrica
da agua, conforme Figura 28. O elevado extravasamento de eletrolitos indica a resisténcia da

membrana celular aos danos que podem ser ocasionados por estresses, hidricos ou salinos.
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Figura 28: Extravasamento de Eletrolitos na membrana da folha do milho em fungao do efeito
isolado dos crescentes niveis de condutividade elétrica da 4gua de irriga¢do S1 (0,4dSm™), S»
(1,1 dSm™), S5 (1,8dSm™), S4 (2,5dSm™) e S5 (3,2dSm™).

Souza et al. (2017); Bem-Amor et al. (2006) explicam que, o aumento do
extravasamento de eletrolitos do contetido celular ¢ devido a maior fluidez da membrana por
causa de injurias, como o estresse salino, fato também observado neste estudo. Para Martins
(2016); Mahajan & Tuteja (2005), a atuacao de ions ligados ao estresse salino, que induzem o
estresse osmotico, causam o mau funcionamento da membrana celular através do aumento da
permeabilidade e do extravasamento de ions.

O aumento na extrusdo de eletrolitos esta associado aos efeitos toxicos dos ions Na+ e
Cl acumulado nas folhas, que promovem alteragdes estruturais de membranas e organelas
celulares, induzindo a ruptura da membrana celular e, portanto, perda do seu contetido interno
(Silva, 2020; Ferraz et al., 2020). No mais, com aumento da salinidade, pode ter provocado o
estresse oxidativo, resultando na produgdo de espécies reativas de oxigénio, como o radical
superoxido, oxigénio singleto, radical hidroxila e o perdéxido de hidrogénio, que causam a
peroxidagdo lipidica e oxidagdo das proteinas das membranas celulares, resultando na

degradacdo de membranas e organelas (Silva, 2020; Mendes et al., 2011).

6. CONCLUSOES.

Os crescentes niveis de salinidade da 4gua de irrigagdo e as doses crescentes de Azospirillum

brasilense ndo afetaram a emergéncia das plantulas de milho.
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O Azospirillum brasiliense promoveu incrementos nas variaveis de crescimento do milho
quando comparados com as plantas testemunhas, mas ndo evitou redugdes com o aumento da
condutividade elétrica da agua.

A fluorescéncia da clorofila a e as trocas gasosas, responderam positivamente a inoculagao
com Azospirillum brasiliense, evitando danos no aparelho fotossintético até o nivel salindo S3
(1,8 dSm™).

O teor Relativo de Agua e o Extravasamento de Eletrolitos foram afetados negativamente

com o aumento da salinidade da agua.
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