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RESUMO

Gewehr, Ewerton. Produgdo, qualidade fisiolégica e industrial de sementes de
trigo: asociacdao de azospirillum brasiliense com nitrogénio 2018. 82f. Tese
(Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Sementes) - Programa de P6s-Graduagéo em
Ciéncia e Tecnologia de Sementes, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes estirpes da bactéria do género
Azospirillum sp., associado com aplicagdo de doses de nitrogénio na cultura do trigo, e
seu reflexo nos caracteres agronémicos, qualidade fisiologica e industrial de sementes
produzidas. O experimento foi constituido por delineamento de blocos casualizados, em
um esquema fatorial duplo, 4x5 com quatro repetigdes, totalizando 80 unidades
experimentais. Os tratamentos foram constituidos por quatro combinagdes de duas
estirpes (ABv5 e ABV6) da bactéria Azospirillum brasilense e cinco doses de nitrogénio:
testemunha (zero); 30; 60; 90 e 120 Kg de nitrogénio por hectare. Foi realizado, a
avalicdo dos caracteres agronémicos, qualidade fisiologica e industrial das sementes
produzidas, durante o desenvolvimento da cultura sera feita coleta de folhas para
realizacdo de analises bioquimicas. Verificou-se, que a inoculagdo com as estripes
ABb5 e ABv5 de forma isolada e associada, proporcionou incremento no peso e
comprimento de espiga, assim como em um maior numero de afilhos férteis quando
comparado com a testemunha. A inoculacdo com as estripes ABv5 e ABV6, tanto de
forma isolada como associada, se destacaram em relacdo a testemunha para as
variaveis peso hectolitro, peso de mil sementes e rendimento de grao. Para a primeira
contagem de germinacgdo, foi observado interagdo entre as doses e as formas de
inoculagdo. As estirpes ABvS e AVb6 tanto de forma isolada como associada
proporcionaram melhores resultados para a germinagdo, envelhecimento acelerado e
condutividade elétrica, quando comparadas com a testemunha. Porém, quando a
inoculagao foi realizada com a associagao das estirpes (ABv5 + ABv6), os resultados
foram superiores aos demais tratamentos, evidenciando uma diferengca média de 11 p.p
para G, 15 p.p para EA e 6,68 uS.cm'.g"! para CE. Para essas mesmas variaveis, foi
verificado que as diferentes doses de nitrogénio influenciaram positivamente,. Os dados
de comprimento de parte aérea, raiz e total de plantulas e massa seca de parte aérea,
raiz e total de plantulas, nédo diferiram estatisticamente em relacdo a inoculagao as
doses de nitrogénio aplicadas. Verificou-se que as estirpes da bactéria Azospirillum
brasilense, influenciaram positivamente o indice de clorofila foliar total, teor de
nitrogénio na folha e teor de proteina quando aplicadas de forma isolada, no entanto, se
obteve o melhor resultado quando as mesmas foram aplicadas de forma associada,
também observou-se que para kg' de N aplicado, proporcionou incremento de 0,0223
no (ICFT) e 0,0286 g.Kg™' de nitrogénio na folha e 0,024 mg.g"'MF de proteina na folha.
Para variavel aminoacidos, houve interacéo entre os tratamentos, em relagao ao acucar
soluvel total, a inoculagdo com as duas estirpes (ABvS + ABv6) acumularam mais
acucares na folha, em relagdo aos demais tratamentos. A atividade de nitrato redutase
foi maior nas plantas inoculadas com a associagao das estirpes (ABvS + ABV6), e para
cada Kg' de N aplicado incrementou 0,0181 nmol NO2".g""MF.h-'. As variaveis proteina



no gréo, numero de queda e forga de gluten, responderam de forma positiva a
inoculagéo via sementes com as estirpes ABv5 e ABV6, inoculadas de forma individual
e associadas em relacdo a testemunha. Observou-se tendéncia linear positiva, onde
para cada Kg de N aplicado, proporcionou incremento 0,0122 e 0,127 % para proteina
no grao, numero de queda respectivamente. Ja para forca de gluten (W), ficou
evidenciado tendéncia quadratica, sendo que a dose de maior eficiéncia técnica de 79,9
kg.ha™' de nitrogénio. Para a estabilidade, extensibilidade e tenacidade, os melhores
resultados se deram quando a inoculagdo foi realizada com as estirpes de forma
associada (ABv5 + ABv6), apresentado um incremento de 3,78; 12,98 e 13,52 pontos
percentuais em relacdo a testemunha. Observou-se ainda, resultados positivos em
relacdo as doses de nitrogénio aplicadas em cobertura. A adicdo das estirpes ABvV5 e
ABV6 via inoculagcdo de semente, assim com doses de nitrogénio, proporciona melhora
nos caracteres agronémico, qualidade fisiologica de semente de trigo produzida e
melhor expressao da qualidade tecnoldgica da farinha de trigo.

Palavras-chave: Azospirillum brasilense, Estripes, Triticum aestivum.



ABSTRACT

Gewehr, Ewerton. Use of nitrogen-associated inoculation: physiological and
industrial quality of wheat seed 2018. 82f. Thesis (Doctorate in Science and seed
technology)-post-graduate program in science and Technology of seeds, Faculty of
agronomy Elisha Maciel, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2018.

The objective of this work was to evaluate the effect of different strains of the bacterium
of the genus Azospirillum sp., Associated with the application of nitrogen doses in the
wheat crop, and its reflection on the agronomic, physiological and industrial quality of
seeds produced. The experiment consisted of a randomized block design in a double
factorial scheme, 4x5 with four replications, totaling 80 experimental units. The
treatments were composed of four combinations of two strains of the bacterium
Azospirillum brasilense and five doses of nitrogen: control (zero); 30; 60; 90 and 120 kg
of nitrogen per hectare. The evaluation of the agronomic characteristics, physiological
and industrial quality of the seeds produced will be carried out, during the development
of the crop, the leaves will be collected for biochemical analysis. It was found that
inoculation with the ABb5 and ABvV5 strains in isolation and associated, provided an
increase in spike weight and length, as well as in a greater number of fertile tines when
compared to the control. The inoculation with the strains ABv5 and ABV6, both in
isolation and in association, were highlighted in relation to the control for the variables
weight, weight of one thousand seeds and grain yield. For the first germination count,
interaction between doses and inoculation forms was observed. The isolates ABv5 and
AVb6 both in isolated and associated ways provided better results for germination,
accelerated aging and electrical conductivity when compared with the control. However,
when the inoculation was performed with the association of the strains (ABv5 + ABvV6),
the results were higher than the other treatments, showing a mean difference of 11 pp
for G, 15 pp for AE and 6.68 uS.cm-1. g-1 for CE. For these same variables, it was
verified that the different doses of nitrogen influenced positively ,. The aerial part length,
root and total seedlings and dry mass of shoot, root and total seedlings did not
statistically differ in relation to the inoculation the applied nitrogen doses. It was verified
that the strains of the bacterium Azospirillum brasilense positively influenced the index of
total leaf chlorophyll, nitrogen content in the leaf and protein content when applied in
isolation, however, if the best result was obtained when they were applied in a way
(ICFT) and 0.0286 g.Kg-1 of nitrogen in the leaf and 0.024 mg.g-1MF of protein in the
leaf. For amino acid variables, there was interaction between treatments, in relation to
total soluble sugar, inoculation with the two strains (ABv5 + ABv6) accumulated more
sugars in the leaf, in relation to the other treatments. Nitrate reductase activity was
higher in the inoculated plants with the association of the strains (ABv5 + ABv6), and for
each applied Kg-1 of N increased 0.0181 nmol NO2-.g-1MF.h-1. The variables protein in
the grain, number of fall and gluten strength, positively responded to the inoculation via
seeds with strains ABv5 and ABvVG, individually inoculated and associated with the
control. It was observed a positive linear trend, where for each Kg of N applied, it
provided increment 0.0122 and 0.127% for protein in the grain, number of fall
respectively. As for gluten (W), a quadratic trend was evidenced, with the highest



technical efficiency dose of 79.9 kg.ha-1 of nitrogen. For stability, extensibility and
toughness, the best results were obtained when the inoculation was performed with the
strains in an associated manner (ABv5 + ABV6), presented an increase of 3.78; 12.98
and 13.52 percentage points in relation to the control. Positive results were also
observed in relation to the applied nitrogen rates in coverage. The addition of strains
ABvV5 and ABV6 via seed inoculation, as well as nitrogen doses, improves the agronomic
traits, the physiological quality of wheat seed produced and the better expression of the
technological quality of wheat flour.

Key words: Azospirillum Brasilense, Strains Triticum Aestivum.
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1 Introducao

O trigo (Triticum aestivum L.) é considerado um cereal basico para humanidade,
assumindo um papel de grande importancia para alimentagdo da populagdo mundial.
Segundo a USDA (2017), sua producgdo é a segunda no mundo, superado pela cultura
do milho. Além disso, € o segundo cereal mais consumido no mundo. Esse cereal € a
matéria prima utilizada na produgéo de farinhas que sdo empregadas para a produgao
de pao, bolo, biscoitos e massas em geral, além de também poder ser empregado na
producao de ragao animal (SCHEUER et al., 2011).

Nesse contexto, € de suma importancia o aumento da produgéo por area desse
cereal, pois com o continuo crescimento da populacdo mundial, cada vez se torna mais
necessario melhorar as tecnologias aplicadas aos diversos ramos de producédo de
alimentos. Dessa forma, a utilizagdo de sementes de elevada qualidade fisioldgica
aliada as praticas culturais adequadas, favorecem a obtencdo de estandes mais
uniformes e incremento no rendimento de gréos (LIMA et al., 2006). Deste modo, as
informagdes sobre a germinacao e vigor, obtidos em laboratério e canteiros, permiti a
comparacao entre lotes de sementes, possibilitando a avaliacdo de sua qualidade
fisiolégica, tornando possivel visualizar a probabilidade de sucesso com sua utilizagao.

Para a producédo de sementes de alta qualidade, € importante observar fatores
que possam interferir na produgédo: como a disponibilidade de agua, luz e nutrientes
entre outros. De modo que, para se obter sementes de qualidade, a produgao deve ser
realizada com controle rigoroso sobre todos os fatores que possam reduzir a qualidade
e quantidade de sementes produzidas. Além disso, esse controle deve ser estendido
até a comercializagao, de forma a garantir a qualidade genética, fisioldgica, sanitaria e
fisica dos lotes produzidos (PANOFF, 2013).

O potencial fisiolégico das sementes comercializadas tem sido um referencial da
credibilidade das empresas produtoras, pois a preocupagdo com a qualidade de sua
semente deve ser constante no sentido de alcangar, manter e determinar essa
qualidade, sendo que a producdo de sementes de alto vigor representa um dos

principais itens para o éxito na lavoura.



15

Um fator de grande impacto para produgcdo de sementes trigo é o uso de
nitrogénio (N), sendo responsavel por provocar maiores efeitos nas caracteristicas da
planta, relacionadas ao crescimento e desenvolvimento, as quais direta ou
indiretamente afetam a produtividade da cultura (OKUMURA et al., 2011). Assim, tendo
estreita relagdo com os caracteres agronémicos, principalmente na definicdo do numero
de afilhos férteis.

Além do aumento da produtividade, o nitrogénio pode estar associado a
qualidade fisioldgica das sementes, devido a sua fungao na constituicdo de proteinas e
no incremento do teor de proteinas presentes nas sementes. Ainda, o nitrogénio tem
grande fungao frente a qualidade industrial do grédo de trigo, pois influencia o teor de
proteina presente nos graos e a forgca de gluten. De acordo com Peltonen (1992), a
concentragao de proteinas nos graos do trigo € um dos principais fatores determinantes
da qualidade industrial do cereal.

Devido a importancia do suprimento de nitrogénio para os cereais, a fonte de (N)
mais utilizada no Brasil € a uréia. Do ponto de vista agricola, este fertilizante, tem como
vantagens, o elevado teor de nitrogénio (45%) em relagdo aos demais fertilizantes. Alta
solubilidade, compatibilidade com inumeros fertilizantes e defensivos, pronta
disponibilidade para as plantas e facilidade de manipulagdo, além de causar menor
acidificagdo no solo, em relagédo a outros fertilizantes (YANO et al. 2005, MALAVOLTA
2006).

No entanto, o nitrogénio possui como caracteristica desfavoravel, elevadas
perdas por volatilizagao, lixiviagcao, nitrificacdo e desnitrificagcao, principalmente quando
aplicado ao solo a lango (CANTARELLA et al. 2008). Pode também elevar de forma
significativa o custo de producao dos cereais (SALA et al., 2005), além de apresentar,
importancia ambiental significativa, por ser um nutriente facilmente perdido no ambiente
(WENDLING et al., 2007).

Desta forma, o aporte de nitrogénio, via fixacao bioldgica, € de fundamental
importancia, visando a sustentabilidade do sistema, pois somente as culturas do trigo,
milho e arroz consomem aproximadamente 60% do total de fertilizantes nitrogenados
utilizados no mundo (LADHA et al., 2005). Portanto, em razao da extensa area ocupada

pelos cereais, a fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) associada a essas culturas torna-
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se de extrema importdncia, mesmo que apenas parte de suas necessidades de
nitrogénio possa ser suprida pela FBN. Sendo assim, mesmo que apenas uma parte do
N2 possa ser fornecida pela associagdo com bactérias fixadoras, a economia em
adubos nitrogenados sera igual ou superior aquela verificada com as leguminosas
(DOBEREINER, 1992).

Sendo assim, as bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs)
podem auxiliar no seu crescimento por diversas maneiras, sendo a mais relevante a
capacidade de FBN (HUERGO et al., 2008). Além da FBN, as bactérias do género
Azospirillum, também sao consideradas rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas comumente associadas com raizes de cereais (ALVAREZ et al. 1996).

Face ao exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
diferentes estirpes da bactéria do género Azospirillum sp., associado com aplicagao de
doses de nitrogénio na cultura do trigo, e seu reflexo nos caracteres agronémicos,

qualidade fisiolégica e industrial de sementes produzidas.

2 Revisao Bibliografica

2.1 Cultura do Trigo

O trigo € uma planta autbgama, com flores perfeitas, pertencente ao reino
Plantae, divisdo Magnoliophyta, classe Liliopsita, ordem Poales, familia Poaceae,
género Triticum. L., sendo elas Triticum aestivum, também chamado de trigo comum ou
trigo para pao e Triticum durum, o qual é conhecido como trigo duro ou trigo para
macarrdo. Sendo que o mesmo possui ciclo anual, cultivada durante o inverno e a
primavera (NCBI taxonomy, 2016). A semente de trigo € denominada de cariopse,
possuindo uma forma ovalada e arredondada nas extremidades (GWIRTZ et al., 2014).

Além disso, a semente de trigo € constituida de quatro partes com fungdes
diferentes quanto ao aspecto da qualidade de sementes, sendo estas: o conjunto
pericarpo e tegumento, localizado mais externamente, tem a fungdo principal de
protecdo das estruturas internas, a camada de aleurona, que concentra proteinas e

minerais importantes na sintese de enzimas responsaveis por iniciar o processo
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germinativo e sao fonte de aminoacidos para a sintese de novas proteinas. O
endosperma que constitui a maior parte da semente, responsavel pelo armazenamento
de reservas, principalmente o amido, que sdo convertidas em carboidratos e
mobilizadas para o embrido e para a formagao da plantula e o eixo embrionario, ou
embrido que contém as estruturas essenciais da planta que é constituido pela
coleorriza, radicula, hipocétilo, plumula, folhas primarias, coleodptilo e escutelo
(POPINIGIS, 1985; EICHELBERGER, 2011).

A cultura do trigo esta diretamente relacionada com o desenvolvimento da
humanidade, estando presente na agricultura ha mais de dez mil anos, e seu cultivo
iniciou-se na Mesopotamia, em uma regido conhecida como Crescente Fértil, area que
hoje se estende do Egito até o Iraque (ABITRIGO, 2017).

Da Mesopotémia, o trigo se espalhou pelo mundo, chegando no Brasil por
volta de 1534, onde a propagacao do seu cultivo encontrou dificuldades devido ao
clima quente, chegando no Rio Grande do Sul por volta da segunda metade do
século XVIIlI, sendo que s6 a partir da década de 40 o trigo se expandiu nos
estados do Rio Grande do Sul e Parana, os quais se tronaram os principais
produtores deste cereal (ABITRIGO, 2017).

Desde entdo, o cultivo de trigo por ser um dos trés cereais mais cultivados no
mundo, vem se destacando como uma commodity de importancia para a economia
global (TAKEITI, 2015), com produ¢dao mundial projetada em 747,8 milhdes de
toneladas (USDA. 2018)

Desta forma, a produgdo de trigo € de fundamental importancia para a
sustentabilidade de propriedades rurais, ndo sé como rotagao de cultura, mas também
como aspecto econdbmico. Neste contexto, a produ¢ado nacional de trigo na safra 2017
foi de aproximadamente 4,3 milhdes de toneladas, apresentando redugao de 36,1 % em
relacdo da safra de 2016 que foi de 6,72 milhdes de toneladas, sendo esta redugao
devida as condi¢des climaticas (CONAB, 2017a).

De acordo com o terceiro levantamen’to da safra 2017/2018 a area semeada
com trigo teve reducéo de 9,5% em relacédo a safra 2016, o que corresponde 201,3 mil
hectares. Nos estados do Parana e Rio Grande do Sul, principais produtores de trigo do

Brasil, a redugdo da area na safra 2017 foi de 11,4 e 10% respectivamente. A
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diminuicdo de area é justificada pelas condigbes comerciais desfavoraveis e elevagao
dos custos de produgédo (CONAB, 2017a).

Dessa forma, torna-se necessario a produgdo de sementes em grande
quantidade e que estas sejam de alta qualidade, para atender a demanda de
semeadura. Para isso, tecnologias geradas pela pesquisa, principalmente para o
desenvolvimento de cultivares mais adaptadas as diversas condi¢cdes de cultivo, tém
proporcionado a obtencdo de ganhos na produtividade e na qualidade industrial desse
cereal (CONAB, 2017b).

2.2 Nitrogénio na cultura do trigo

O nitrogénio € um macronutriente essencial para o desenvolvimento da planta,
sendo o nutriente mais absorvido e exportado pela cultura do trigo (KUTMAN et al.,
2011). Correspondendo a uma exportagdo média de N na colheita de 29 kg.t"! da planta
inteira e de 23 kg.t" corresponde aos graos (FORNASIERI FILHO, 2008).

Além disso, esse nutriente participa de uma série de rotas metabdlicas
importantes na bioquimica das plantas (SANGOI et al.,, 2008), fazendo parte de
estruturas das proteinas, enzimas, coenzimas, acidos nucléicos, fitocromos e clorofila
(CAPPELLARI et al., 2009). Além de estar associado a processos fisioldgicos como a
fotossintese, que depende diretamente de proteinas como a rubisco que sao
significativamente afetadas pela deficiéncia de nitrogénio (HARPER, 1994). Ainda, o
nitrogénio atua na diferenciagdo celular, absorcdo i6nica de outros nutrientes,
desenvolvimento, respiragao e atividade das raizes.

O nitrogénio pode ser encontrado no solo na forma organica (restos culturais e
matéria-organica), mineral (solugdo do solo, na forma de NOs e NH4*) e em formas
gasosas combinadas (NHs, N2O e NO), e de toda a fragdo de N presente no solo,
somente 2% esta disponivel para a planta (TAVARES; DALTO, 2004). Sendo que as
plantas podem apresentar preferéncias por NOs, NH4* ou mesmo N-organico, e a
opcao de absorcdo pelo NH4* ou NOs , decorre de fatores ambientais e da idade da

planta entre outros.
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Dessa forma, quando o nitrogénio € absorvido pelo sistema radicular da planta
na forma de nitrato (NOs), o mesmo €& assimilado em compostos organicos
nitrogenados, sendo que a taxa de absor¢cdo de NOs é geralmente alta, aumentado
assim o pH da rizosfera, e quando ha uma elevada absorc¢ao de nitrato, ha um aumento
na liberagédo de anions (HCOs, OH e anions organicos), e se eleva a absorcao das
cations (Ca*?, Mg*? e K*) (HAVLIN et al., 2005). Além disso, no momento que o nitrato é
transportado para dentro da epiderme e célula do cortex, o mesmo pode ser
armazenado nos vacuolos, ser translocado para parte aérea e reduzido nas folhas ou
sofrer efluxo para o apoplasto ou para o ambiente, ou também pode ser reduzido pela
enzima nitrato redutase e nitrito redutase a forma de amonio.

A reducgado do nitrato ocorre em duas etapas, a primeira ocorre no citosol e
envolve a enzima nitrato redutase, que catalisa a reagao de redugao do nitrato (NOs) a
nitrito (NO2"), na segunda etapa o nitrito é transportado até os cloroplastos nas folhas e
plastideos nas raizes, onde o NOz2™ é convertido em aménio pela enzima nitrito redutase
com gasto de 6e” fornecidos pela ferredoxina (TAIZ; ZEIGER, 2013.). A aménia € entédo
assimilada nos aminoacidos glutamina e glutamato, os quais servem para translocar
nitrogénio organico de fontes para drenos (PURCINO et al., 1994). As principais
enzimas envolvidas sdo a glutamina sintetase (GS) e a glutamato sintase (GOGAT)
(LAM et al., 1996).

Quando o nitrogénio € absorvido na forma de amdnio NH4*, o pH da rizosfera
diminui, pois ha uma redugdo na absorgdo de Ca*?, Mg*? e K* e aumenta a dos anions
H2PO4, SO42 e CI, isso ocorre devido a exsudacgao de H* pelas raizes para manter o
balanco de cargas dentro da planta (HAVLIN et al., 2005). Assim, a acidificagao € um
dos fatores que podem afetar a disponibilidade de ambas as formas de nitrogénio no
solo e a atividade bioldgica na zona radicular. O aménio que € absorvido pelas raizes
das plantas ndo pode ser acumulado pois apresenta toxicidade ao organismo dos
individuos. Desta forma, é rapidamente incorporado gerando aminoacidos glutamina e
glutamato, onde no momento em que se faz a sintese de uma molécula de glutamina
ocorre o gasto de 1ATP e para o glutamato ira requer redutores que podem ser o NADH

ou ferredoxina, dependendo da isoenzima envolvida (TAIZ; ZEIGER, 2013.).
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2.3 Caracteres agronémicos

A utilizagdo de nitrogénio resulta em um melhor desenvolvimento das plantas
(ESPINDULA et al., 2010). Sendo que a produtividade obtida nas lavouras de trigo esta
intimamente ligada ao fornecimento deste nutriente, o qual € de suma importancia para
a formacao dos caracteres agronémicos, especialmente para o numero de afilhos férteis
e numero de graos por espiga (BENIN et al., 2012). O afilhamento € um processo de
desenvolvimento em que gemas formadas nos nos basais do colmo de gramineas se
desenvolvem e produzem afilhos (MUNDSTOCK; BREDEMEIER, 2001). Segundo
Wanser; Mundstok (2007) a disponibilidade de nitrogénio influencia o acumulo de
matéria seca e a emissao de afilhos, impactando na produgao de espigas por planta.

Segundo Braz et al. (2006), o fornecimento de nitrogénio nos periodos em que o
rendimento esta sendo estabelecido é de fundamental importancia, de maneira que os
caracteres agronémicos, como o numero de espigas por area e o numero de espiguetas
por espigas, sofrem forte influéncia pela variagdo do fornecimento de N. Portanto, a
adubacdo com nitrogénio pode ser utilizada para manipular a populagao (incremento no
numero de afilhos) e para suprir as necessidades nutricionais da espécie para produgao
de proteina (CONLEY; SCHARF, 2003).

Devido a fundamental importancia da formacao dos afilhos para a composicao
do rendimento da cultura do trigo, o fornecimento de nitrogénio nos primeiros estadios
de desenvolvimento da cultura, tem papel relevante para emissido, desenvolvimento e
sobrevivéncia dos afilhos (ALMEIDA; MUNDSTOCK, 1998). Além disso, Zagonel et al.
(2002) verificou que o aumento da produtividade correu em fungdo do aumento do
numero de espigas por unidade de area.

Dessa forma, quando o nitrogénio & disponibilizado as plantas de trigo no
momento adequado favorece o numero de graos por espiga e 0 numero de espigas por
area (SANGOI et al. 2007). Ainda, para que os caracteres agronémicos tenham sua
expressao favorecida, torna-se necessario que o nitrogénio seja disponibilizado as
plantas na emergéncia, pois nesse periodo, ha exigéncia de N para estabelecer o
numero de espiguetas diferenciadas e, em consequéncia, o numero de graos por

espigas e a emissao da sétima folha do colmo principal, fase critica para determinar o
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numero de colmos que sobrevivem e produzem espigas produtivas (BREDEMEIER,;
MUNDSTOCK 2001).

2.4 Qualidade fisiologica de sementes

Sementes com alta qualidade fisiologica € considerado um dos principais
insumos para o sucesso de uma lavoura, permitindo uma germinagéao rapida e uniforme
de pléantulas sadias e vigorosas, proporcionando a obtencdo de estandes mais
uniformes de lavoura e com isso maiores produtividades. Neste contexto, é de
importancia que se tenha uma producdo de sementes cada vez maior e com elevada
qualidade fisiologica para suprir a necessidade do mercado consumidor.

Para que se tenha sementes de qualidade a mesma deve possuir caracteristicas
intrinsecas como os atributos da qualidade, que sao: genético (pureza varietal,
potencial fisiologico, resisténcia a pragas e moléstias, precocidade, qualidade de grao
além da resisténcia a diversas condigbes de solo e clima), fisicos (pureza fisica,
umidade, danos mecanicos, peso de 1000 sementes, aparéncia e peso volumétrico),
fisiologicos (germinagdo, dorméncia e vigor) e sanitarios (sementes livres de patégenos
e pragas) (PESKE et al., 2012).

Contudo, para que se tenha campos de produgdo que atinjam produtividades
satisfatorias de sementes de alta qualidade fisiologica, além da utilizacado de sementes
com elevado potencial fisioldgico, torna-se necessario que se tenha atencdo em fatores
extrinsecos que podem interferir na producao de sementes: como a disponibilidade de
agua, luz, macro e micronutrientes, entre outros.

Assim sendo, para a obtencédo de lavouras de trigo produtivas e que produzam
sementes de alta qualidade fisiolégica, um dos principais manejos é o fornecimento de
nitrogénio, que participa da composi¢cdo de moléculas e compostos organicos, 0os quais
contribuem para a formagéo da semente (DA ROSA et al., 2003; OKUMURA et al.,
2011). Além disso, o nitrogénio € utilizado pela planta para formacdo de proteinas
essenciais para seu desenvolvimento, sendo que sua assimilagdo, remobilizagdo e

translocacgéo afeta diretamente o conteudo de proteinas (SHI et al., 2007).
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Nas sementes estdo presentes diferentes formas de proteinas ativas (enzimas) e
proteinas de reserva, entre outras. Segundo Peske et al., (2012), as proteinas LEA
(Late Embryogenesis Abundant), sao tipicamente acumuladas durante as fases finais
da embriogénese, tendo a conformagao de cadeia aberta, formando um filme proteico
sobre moléculas de sacarose, rafinose e sobre as estruturas celulares, conferindo assim
estabilidade as mesmas. Assim, diminuindo o estresse da retirada de agua da semente
pelo processo de secagem apds a maturidade fisioldgica, evitando danos por
embebicdo durante a retomada de absor¢do de agua no processo de germinagao,
conferindo a semente uma melhor retomada do crescimento e produzindo plantulas
mais vigorosas.

Além disso, durante o processo de germinagdo da semente de trigo, a alfa
amilase e beta amilase estdo diretamente relacionadas a qualidade das sementes
(WANG et al. 2012). Sendo que, o embrido sintetiza ou ativa as giberelinas e secreta
para o endosperma amilaceo por meio do escutelo que migram para camada de
aleurona induzindo a sintese de enzimas hidroliticas como (enzimas alfa amilase e beta
amilase), que sao responsaveis pela degradacdo das reservas encontradas no
endosperma amilaceo que irdo suprir o embrido em desenvolvimento (PESKE et al.,
2012). Ainda, as proteinas de reservas sao hidrolisadas durante a germinacao das
sementes para suprir o eixo embrionario (SARMENTO; SILVA, 2010).

Dessa forma, quando os processos de formacdo de proteina nas sementes
ocorrem de forma adequada, desempenham papel primordial no desenvolvimento inicial
das plantulas, demonstrando assim a importancia do nitrogénio para a qualidade

fisiologica de sementes de trigo.

2.5 Qualidade tecnoldgica

A exigéncia por trigo de qualidade tecnoldgica para panificacdo tem sido cada
vez mais forte pelos mercados consumidores na compra desse cereal. Desse modo, a
preocupacao com a qualidade do trigo deve ser iniciada no campo uma vez que o teor e
qualidade das proteinas presentes no grdao é afetada por diversos fatores como:

condigbes climaticas, manejo da cultura, momento da colheita, fertilidade do solo,
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mobilidade do nutriente no solo e na planta. Dentre esses fatores, destaca-se
principalmente o manejo do nitrogénio (GARRIDO-LESTACHE etal., 2004;
TAKAYAMA et al., 2006), fator este que afetam diretamente as caracteristicas do grao
colhido e, consequentemente, o uso do grao pela industria para produgéo de farinha.

Desse modo, as praticas relacionadas ao manejo da adubagao nitrogenada séo
amplamente pesquisadas, tendo como principal objetivo aumentar o teor de proteina
nos graos e na farinha, sendo que as proteinas do trigo, dividem-se em duas: as que
formam gluten e as que ndo formam gluten. O gluten € um conjunto de proteinas
insoluveis que misturadas a agua formam redes proteicas ligadas aos gréanulos de
amido, que durante o processo de panificagdo retém o gas carbbénico produzido no
processo fermentativo (NICOLAS et al., 2003).

Assim sendo, as proteinas formadoras de gluten sdo conhecidas como as
gliadinas e as gluteninas, e constituem cerca de 80% do total de proteinas (HOSENEY,
1994; SGARBIERI, 1996). As gliadinas sao responsaveis pela extensibilidade da massa
e gluteninas conferem viscosidade e elasticidade (DONG et al., 2009), e a relagdo da
proporcao entre as gliadinas e as gluteninas determina as diferentes caracteristicas do
gluten dos diversos tipos de trigo.

Dessa forma, ha uma grande importancia na contribuicdo do nitrogénio para a
formagcédo das proteinas, sendo que estudos realizados por Cazetta et al. (2008),
verificaram que a aplicagao de nitrogénio favorece as caracteristicas fisico-quimicas e
reolégicas como teor de proteina e for¢ga de gluten. Além disso, Pinnow et al. (2013),
verificaram que a aplicagdo de nitrogénio na cultura do trigo, favoreceu os parametros
da qualidade industrial da farinha. Também Cazetta et al. (2008), observaram que a
adubacéao nitrogenada incrementou a forga geral do glaten (W), bem como o teor de
proteina da farinha, influenciando positivamente na qualidade da farinha para
panificagdo. Estudos estes que mostram a importancia do manejo deste nutriente para

qualidade tecnoldgica do trigo.
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2.6 Fixacao Biolégica de Nitrogénio (Azospirillum brasilense)

O nitrogénio é considerado um dos nutrientes que causam maior impacto no
desenvolvimento e na produtividade e, consequentemente, no aumento dos indices de
qualidade do trigo, sendo um elemento essencial para as plantas. Dessa forma, o
fornecimento adequado do nitrogénio pela adigdo de adubos, como regra, melhora a
qualidade dos produtos agricolas. No entanto, € responsavel pelo elevado custo de
producdo da cultura, devido ao alto valor dos fertilizantes nitrogenados (HUNGRIA,
2011), correspondente a necessidade de fixar industrialmente o N2 atmosférico, o que
necessita de alta pressédo e temperatura para sua obtencédo, elevando assim seu custo
(MENDES et al., 2011).

Além disso, os elevados custos da utilizagdo de nitrogénio também se dao pelo
fato do Brasil importar, atualmente, 73% do N utilizado (HUNGRIA, 2011). Ainda cabe
ressaltar, que, a fonte mais utilizada no Brasil, para fornecimento de nitrogénio as
culturas, é a ureia, tendo como vantagens, o elevado teor de nitrogénio (45%), alta
solubilidade, compatibilidade com inumeros fertilizantes e defensivos, pronta
disponibilidade para as plantas e facilidade de manipulagédo, além de causar menor
acidificagdo no solo, em relagéo a outros fertilizantes (YANO et al., 2005, MALAVOLTA,
2006).

No entanto, a uréia possui caracteristica desfavoravel, tais com: elevadas perdas
de nitrogénio por volatilizagéo, lixiviacédo, nitrificacdo e desnitrificagcdo, principalmente
quando aplicado a lango, na superficie, sendo que a perda sera mais elevada quanto
maior for a quantidade de palha e a falta de chuva para a sua incorporagao
(CANTARELLA et al.,, 2008). Ainda, pesquisas realizadas por Dobbelaere;
Croonenborghs (2002), mostraram que as plantas conseguem utilizar apenas 50% do
fertilizante nitrogenado aplicado, e o restante é perdido, elevando assim o custo de
producdo. Podendo ainda, se mal manejado causar sérios danos ambientais por ser
facilmente perdido para o ambiente, ocasionando polui¢do do lengol freatico, lagos e
rios.

Neste contexto, devido aos custos econdmicos oriundos da quantidade aplicada,

do valor do insumo, da perda e ainda, de possiveis problemas ambientais oriundos do
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uso em demasia de fertilizante nitrogenado, vem se buscando alternativas que possam
reduzir a utilizagdo destes fertilizantes, em paralelo a manutencdo dos niveis de
producédo (HUNGRIA, 2011).

Uma pratica atualmente utilizada para redugdo dos custos de producdo e
manutengao ou da produtividade, € a inoculacdo de sementes com bactérias fixadoras
de nitrogénio e promotoras de crescimento (BPCPs), a qual vem se tornando
fundamental para melhor nutrigdo das plantas e aumento da produgao (GLICK, 2014).
Podendo destacar seis espécies do o género Azospirillum como BPCPs: A. brasiliense;
A. amazonense; A. lipoferum; A. halopraeferens; A. irekense; A.largomorbilis, sendo
duas as mais estudadas: A. brasiliense e A. lipoferum. Cabe ressaltar que cada espécie
do género Azospirillum interage com a raiz da planta hospedeira de forma diferente,
algumas predominantemente colonizam a superficie da raiz, enquanto outras podem
infectar o interior da raiz e, assim, atuam como enddfitos, vivendo no interior de uma
planta pelo menos durante parte da sua vida sem aparentemente causar doencga a esta
(MISHRA, 2012).

Desta forma, pesquisas relacionadas aos processos de fixagdo bioldgica de
nitrogénio em gramineas sdo de fundamental importancia, pois estudos estimam que a
inoculagdo de sementes com bactérias fixadoras de nitrogénio e promotoras de
crescimento, podera gerar uma economia de 1,2 bilhdes de dodlares por ano,
considerando apenas a substituicado parcial (50%) no N-fertilizante para a cultura do
milho e trigo no Brasil (HUNGRIA et al., 2010).

Assim sendo, a fixagao biolégica do nitrogénio (FBN) é um processo realizado
por alguns grupos de microrganismos como as bactérias do género Azospirillum, que
possuem maquinario enzimatico que atua rompendo a ligagao altamente estavel que ha
entre as moléculas de nitrogénio atmosférico (LOPES, 2007). Possibilitando assim, a
reducédo do nitrogénio atmosférico N2, para a forma inorgénica combinada amoénia
(NHs), a qual sera posteriormente utilizada como fonte de nitrogénio (N) para a nutrigao
das plantas (NOVAKOWISKI et al., 2011). Dessa forma, a FBN trona-se uma das
principais vias de incorporacéo do nitrogénio para o desenvolvimento da cultura.

Além disso, estas bactérias atuam como promotoras de crescimento, atuando na

sintese de horménios que favorecem o desenvolvimento da planta como a auxinas,
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citocininas, giberelinas, etileno entre outras moléculas (PERRIG et al., 2007) as quais
proporcionam melhor crescimento radicular (OKON; VANDERLEYDEN, 1997) e por
consequéncia maior absor¢ao de agua e nutrientes (CORREA et al., 2008) resultando
em uma planta mais vigorosa e produtiva (BASHAN; HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004;
HUNGRIA, 2011)

Desse modo, as bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) se
tornam uma alternativa segura e renovavel para auxiliar no desenvolvimento da cultura,
sendo que o método mais comum para a inoculagado destas bactérias € via tratamento
de sementes, devido a facilidade desta operacao, podendo ser feita industrialmente.
Outra forma de inoculagdo que vem sendo pesquisada é via sulco de semeadura, pois
pode evitar toxidez dos produtos utilizados no tratamento de sementes sobre a bactéria
(HUNGRIA, 2011).

Ainda ha outros fatores relacionados a FBN, onde devem ser levados em
consideracao, para que a bactéria estabelegca uma interagao positiva com a planta, um
deles é utilizacdo de estipes de Azospirillum selecionadas, que sejam capazes de
competir com os demais microorganismos presentes no solo (HUNGRIA, 2011). Outro
fator a ser levado em consideragdo € a escolha do gendtipo a ser inoculado, pois a
simbiose entre o hospedeiro e a bactéria € determinada pela qualidade dos exsudatos
liberados pelas raizes da planta (NEHL; ALLEM; BROWN, 1996). Sendo que esse
fendbmeno é conhecido por quimiotaxia, onde o hospedeiro libera exsudatos em
diferentes quantidades e composi¢ao quimica, que pode ou nao ser atrativo e servir de
fonte de energia para as bactérias inoculadas (QUADROS, 2009).

Assim, avaliar as estirpes para a inoculagcdo em culturas especificas é,
imprescindivel para o desenvolvimento de tecnologias para producédo de inoculantes
com estirpes eficientes de Azospirillum para cereais. Além disso, o correto manejo com
estas bactérias resultara na diminuicdo da utilizacdo de adubos nitrogenados e
consequentemente, nos custos de produgdo da propriedade, além de proporcionar

resultados positivos no desenvolvimento das plantas e incremento na producéo.
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3 Material e Métodos

3.1 Local e implantagao do experimento

O experimento a campo foi implantado na area experimental do IRDeR (Instituto
Regional de Desenvolvimento Rural) pertencente ao DEAg (Departamento de Estudos
Agrarios) da UNIJUI (Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do
Sul), localizado geograficamente a 28°26’°30” de latitude S e 54°00°58” de longitude W.
Apresenta ainda uma altitude préxima a 280 metros. O solo da unidade experimental se
caracteriza por um Latossolo Vermelho distroférrico tipico (U.M. Santo Angelo).
Apresenta um perfil profundo, bem drenado, coloragdo vermelho escuro, com altos
teores de argila e predominéncia de argilominerais 1:1 e oxi-hidréxidos de ferro e
aluminio. As caracteristicas quimicas do solo na camada de 0 a 20 cm de profundidade
séo as seguintes: pH (agua) = 5,6; M.O. = 2,5 %; Al = 0,0 cmolc/dm?; P = 10,5 mg/dm3
e K =148 mg/dm3; Ca = 12,0 cmolc/dm?3; Mg = 5,4 cmolc/dm?.

O experimento foi constituido por delineamento de blocos casualizados, em um
esquema fatorial duplo, 4x5 com quatro repeticbes, totalizando 80 unidades
experimentais. Os tratamentos foram constituidos por quatro combinagdes de duas
estirpes (ABv5 e ABV6) da bactéria Azospirillum brasilense, e cinco doses de nitrogénio.

O inoculante utilizado foi preparado a partir de uma ampola liofilizada de cada
estripe fornecidas pela Embrapa Soja de Londrina PR, o crescimento da bactéria foi
realizado em meio de cultura sélido YMA, apds crescimento foi passado para meio de
cultura liquido com concentragéo de 2 x 108 ufc.ml.

Na ocasido da implantacdo do experimento a campo foi realizado a inoculacéo
das sementes com as estirpes (ABv5 e ABv6G) da bactéria Azospirillum brasilense na
dose de 300ml.ha™', sendo que a semeadura foi realizada em parcelas constituidas por
cinco linhas espagadas a 0,20 m entre si e cinco metros de comprimento, resultando em
cinco metros quadrados por parcela. As doses de nitrogénio foram constituidas de:
testemunha (zero); 30; 60; 90 e 120 Kg de nitrogénio por hectare. A aplicagdo de

nitrogénio foi realizada em cobertura no estadio vegetativo (V3). Durante o crescimento
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e desenvolvimento das plantas foram realizadas aplicagées de fungicidas e inseticidas,
de maneira preventiva.

O experimento foi realizado em dois anos consecutivos, correspondente a safra
2016 e 2017. Os dados meteorolégicos da precipitagao e temperatura média durante a

conducao do experimento estdo apresentados na figura 1.
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Figura 1 - Dados climaticos, precipitacédo e temperatura média observadas na area

experimental do IRDeR no periodo entre a semeadura e a colheita (A= safra 2016) e
(B= safra 2017).
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3.2 Analises realizadas

O experimento foi conduzido até a fase de maturacdo de campo, sendo
posteriormente realizado a avaliagcdo dos caracteres agronémicos e da qualidade
fisiologica e industrial das sementes produzidas e durante o desenvolvimento da cultura

foi realizada a coleta de folhas para realizacdo de analises bioquimicas.

3.2.1 Caracteres agronémicos

A determinagcdo dos caracteres agrondmicos foi realizada no Laboratério de
Andlise de Sementes, na Universidade Federal de Pelotas — Pelotas — RS — Brasil, nos
dois anos de experimento (safras 2016 e 2017) avaliando-se as seguintes variaveis: PE
— peso da espiga: pesadas em balanga de precisdo; CE — comprimento da espiga:
foram mensuradas com régua graduada; NAF - numero de afilhos férteis: foi
realizado na area experimental do IRDeR (Instituto Regional de Desenvolvimento Rural)
pertencente a UNIJUI através da contagem de 1m? dos afilhos que possuiam espigas
férteis; PH - Peso hectolitro determinado pela massa referente ao volume de 100 litros
de graos, determinado em balanga especifica; PMS - Peso de mil sementes:
determinado pela contagem ao acaso, de oito subamostras de 100 sementes, as quais
foram pesadas, sendo os valores do peso de mil sementes expressos em gramas, com
uma casa decimal, conforme Brasil (2009) e RG — Rendimento de graos: para a
estimativa do rendimento de graos foi utilizada a massa de graos proveniente da

colheita de cada parcela.

3.2.2 - Qualidade fisiolégica de sementes

A determinagdo da qualidade fisiolégica das sementes produzidas foi realizada
no Laboratério de Andlise de Sementes, na Universidade Federal de Pelotas — Pelotas
— RS - Brasil, no ano de experimento (safras 2016 e 2017) avaliando-se os seguintes

testes:
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Primeira contagem da germinacao (PCG): foi realizada conjuntamente com o
teste de germinagdo, computando-se as porcentagens meédias de plantulas normais,
ap6s quatro dias da instalacdo do teste. Os resultados foram expressos em
porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009).

Teste de germinagao (G): foi realizado utilizando-se quatro repetigdes de cada
tratamento, contendo quatro subamostras de 50 sementes, semeadas em rolos de
papel do tipo germitest umedecido, previamente, com agua destilada na propor¢ao de
2,5 vezes o peso do papel. Os rolos foram colocados em germinador a temperatura de
20 + 2°C e a avaliacao realizada aos oito dias apos a semeadura (BRASIL, 2009).

Envelhecimento acelerado (EA): o teste, foi realizado de acordo com a
metodologia de Marcos Filho (2005), utilizando caixas plasticas do tipo “gerbox” com
tela metalica. Adicionaram-se 40 mL de agua destilada ao fundo de cada caixa, sendo
fixada uma tela na parte superior da caixa e sobre esta foram distribuidas
uniformemente em uma camada, as sementes de cada tratamento, em quatro
repeticbes. Em seguida, as caixas, contendo as sementes, foram tampadas e
acondicionadas em incubadora do tipo BOD, a 41 °C, onde permaneceram por 72
horas. Apos este periodo as sementes foram colocadas para germinar segundo a
metodologia do teste de primeira contagem da germinagao (BRASIL, 2009).

Teste de condutividade elétrica (CE): O teste foi realizado com quatro
repeticdes de 50 sementes, pesadas em balanga analitica com precisao de 0,0001g e
colocadas para embeber em copos de plastico (capacidade de 200 mL) contendo 75
mL de &gua deionizada, durante 24 horas, a 25 °C (AOSA, 1983; VIEIRA;
KRZYZANOWSKI, 1999). A quantidade de lixiviados foi determinada com auxilio de
condutivimetro marca DIGIMED, modelo DM-31 e os resultados expressos em uS.cm-
1.9 de sementes.

Comprimento da parte aérea (CPA), da raiz (CR) e total (CT): realizado aos
quatro dias apos a montagem do teste de germinacéo, sendo as plantulas escolhidas
aleatoriamente (dez plantulas), obtidas a partir da semeadura de quatro repetigbes de
20 sementes, no tergo superior da folha de papel do tipo germitest umedecidas com 2,5
vezes 0 seu peso seco. Os rolos foram postos em germinador a 20 £ 2°C, conforme

descricbes de Nakagawa (1999). Determinaram-se o comprimento total e da parte
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aérea das plantulas, com auxilio de régua graduada em milimetros, sendo o
comprimento da raiz determinado pela subtragdo do comprimento total pelo
comprimento da parte aérea. Os comprimentos médios total de plantulas, parte aérea e
raiz foram obtidos somando-se as medidas de cada repeticdo e se dividindo pelo
numero de plantulas avaliadas, com os resultados expressos em centimetros.

Massa seca da parte aérea (MSPA) da raiz (MSR) e total (MST): foram
utilizadas as partes aérea e radicular oriundas do teste de comprimento de plantulas,
apo6s foram acondicionadas em estufa a 70°C com circulacéo de ar forgado, durante um
periodo de 48h, sendo posteriormente pesadas em balanca analitica com preciséao de
0,0001g, a determinacao da massa seca total foi obtido através da soma dos valores da
parte aérea e raiz. Os resultados foram expressos em mg.plantula“’, considerando-se o

peso médio de dez das partes.

3.2.3 Analises bioquimicas

As analises bioquimicas: indice de clorofila foliar total; Teor de nitrogénio
total; Atividade da enzima nitrato redutase e através da extragao por MCW quantificado
aminoacidos, agucar soluvel total e proteina, foi realizado no primeiro ano de
experimento (safra 2016).

indice de clorofila foliar total (ICFT): Os indices totais de clorofila foram
aferidos no estadio fenoldgico reprodutivo (R1 - florescimento), sendo realizado na
parte superior, mediana e basal da folha bandeira de 10 plantas por unidade
experimental, utilizado o aparelho eletrdbnico de clorofila optico portatil, modelo
ClorofiLOG® CFL 1030 (marca Falker). Os dados obtidos no aparelho foram transferidos
para o programa Clorofilog® que forneceu os valores das leituras expressas em indice
de clorofila foliar (ICF).

Teor de nitrogénio total: Para determinagdo do teor de nitrogénio total, foi
coletado folhas aleatoriamente em cada parcela no estadio fenolégico reprodutivo (R1 -
florescimento), apds o material foi seco em estufa com circulagéao de ar forgado a 65°C
até massa constante em segui foram moidas. Posteriormente foram submetidas a

analise de Nitrogénio total segundo metodologia proposta por Tedesco et al. (1995). As
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andlises foram realizadas no Laboratério de Quimica do Solo, pertencentes a
Universidade Federal de Pelotas — Pelotas — RS — Brasil,

Extragao MCW: Para realizagdo das analises, foi realizado a coleta da folha
bandeira no estadio fenolégico (R1) floragdo plena e feita a extragdo por MCW. Os
extratos, de plantulas, foram obtidos conforme metodologia de Bieleski & Turner (1966)
com modificagdes. As amostras de folhas de trigo, cerca de 0,250g de material vegetal,
foram maceradas com N2 liquido e homogeneizadas com 10 mL de solugédo extratora
MCW (metanol: cloroformio: agua; proporgéo de 12:5:3). Apos 24 h, os extratos foram
centrifugados a 600g por 30 min. Para cada 4 mL de sobrenadante foi acrescentado 1,0
mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua e centrifugado novamente para a separagao de
fases. O sobrenadante contendo os metabdlitos foi coletado e transferido para banho-
maria a 38°C, permanecendo por cerca de 30 h para eliminacdo do residuo de
cloroférmio e concentracdo das amostras para as analises de proteina, aminoacidos e
agucar soluvel total, realizadas no Laboratério de Bioquimica, pertencentes a
Universidade Federal de Pelotas — Pelotas — RS - Brasil.

Extracdo e dosagem de proteina: O precipitado resultante da primeira
centrifugacao do MCW, foi resuspenso em 10mL de NaOH 0,1 N e homogeneizado em
vortex. Apdés 24h em repouso, estes extratos foram novamente centrifugados a
2.000rpm por 30min e coletado o sobrenadante contendo a porcao protéica (BUENO,
1989), sendo armazenado a -20 °C para posterior dosagem de proteinas. A
determinacdo de proteinas totais foi realizada conforme metodologia descrita por
BRADFORD, (1976). Apos a adigéo do reagente de cor sobre 2uL de amostra foi feita a
posterior leitura das densidades o6pticas (D.O.) a 595nm em leitor de microplaca
spectraMax.

Quantificagao de aminoacidos: Os extratos das plantulas foram devidamente
diluidos em agua pura, em um volume final de 1 mL, em tubos de ensaio, foram
acrescidos de 0,5 mL de tampéao citrato 0,2 M com pH 5,0, 0,2 mL de reativo de
ninhidrina 5% em metilcelusolve (éter monometilico de etilenoglicol) e 1 mL de KCN 2%
(v/v) em metilcelusolve (preparada a partir da solugéo 0,01 M de KCN em &gua pura).
Os tubos de ensaio foram agitados, tampados com bolas de vidro e transferidos para o

banho-maria a 100°C por 20 minutos. Em seguida, os tubos foram colocados no escuro
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até atingir a temperatura ambiente e apds foi acrescentado 1,3 mL de etanol 60%,
completando o volume para 4 mL e feita a agitagdo dos tubos. A densidade 6tica dos
padrées de leucina (0-200 nmol) e das amostras foi medida a 570 nm, sendo feitas trés
repeticdes para cada amostra e o teor de aminoacidos soluveis totais foi expresso em
umol g' MF.

Dosagem de agucar soluvel total (AST): A dosagem de AST foi realizada com
base em Graham; Smydzuk (1965). Coletou-se 1 mL de cada amostra, de um branco
(dgua) e dos padrdes (10-150 pg de glicose mL-1 ), em tubos de ensaio, mantidos em
gelo. Adicionou-se 3 mL de solugédo de antrona (0,15% p/v em acido sulfurico
concentrado) resfriada a cada tubo e cobriu-se imediatamente com bolinhas de vidro.
Apo6s 15 min, agitaram-se os tubos e incubou-se em banho-maria a 90°C por 20 min.
Em seguida, mantiveram-se os tubos no escuro até a atingir temperatura ambiente. Os
tubos foram novamente agitados e a densidade éptica (D.O) dos padrées, foi medidas
em espectrofotdmetro a 620 nm (marca Biospectro, modelo SP-22).

Extragao e dosagem da atividade da enzima nitrato redutase (EC 1.6.6.1): A
extracdo e dosagem da atividade da enzima nitrato redutase foi obtida empregando-se
0 ensaio in vivo, de acordo com UFPR (2001). A extracao e determinagao da atividade
da enzima nitrato redutase foi realizada em plantas de trigo, em material recém colhido.
Apos testes preliminares, na qual foi avaliada a atividade da enzima ao longo do dia,
escolheu-se o horario das 9 horas da manha para a coleta. As analises foram
realizadas no Laboratério de Bioquimica, pertencentes a Universidade Federal de
Pelotas — Pelotas — RS - Brasil.

As amostras de 0,5 g de tecido fresco de folhas incubadas em tubos de ensaio
com 4 mL de solucdo tampao fosfato de potassio (K2ZHPO4/KH2PO4, pH 7,5, 0,2 mol/L
contendo KNO3 100 mmol/L e propanol 1%) e foram infiltradas sob vacuo a 300 mmHg,
durante 1 minuto, repetido por trés vezes, com a finalidade de facilitar a penetragao do
substrato nos tecidos vegetais.

Apods a infiltracdo, os tubos foram incubados em banho-maria a 30°C por 15
minutos no escuro. Retirou-se um volume de 1 mL do meio de reagao para tubos com 4
mL de reagente de nitrito (sulfanilamida 1% e N-1naftil etilenodiamina hidrocloreto

0,02%), os quais foram incubados novamente em banho-maria a 30°C por 15 minutos.
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A concentragdo de nitrito foi determinada em espectrofotobmetro (marca
Biospectro, modelo SP-22) a 540 nm, comparando os valores obtidos com a curva
padrao de nitrito em quantidades variando de 0 a 500 nmol de NO2 - e a atividade da

enzima foi expressa em ymol g”' MF h-'.

3.2.4 Qualidade industrial de trigo

Para avaliacdo da qualidade industrial, foram coletadas amostras das sementes
produzidas na safra de 2016 em quantidade suficiente para determinagéo das seguintes
analises: proteina da semente, numero de queda, forca de gluten, estabilidade,
extensibilidade, tenacidade, gluten seco, umido e index, realizadas no Laboratério de
Cereais do Centro de Pesquisa em Alimentacdo (CEPA), da Universidade de Passo
Fundo.

Para as analises laboratoriais de qualidade industrial de farinha de trigo as
amostras foram limpas em separador de impurezas Intecnial, modelo Sintel, Brasil,
condicionadas a 15% de umidade e deixadas em repouso por 12 h. Apds foi moidas em
moinho piloto marca Chopin, de acordo com o método numero 26-10 da AACC (2000),
através de uma passagem pelo sistema de quebra e duas passagens pelo sistema de
reducao.

O teor de proteina bruta do grdo, numero de queda, forga de gluten, estabilidade,
extensibilidade, tenacidade. Foram determinados em triplicata analisados em aparelho
de infravermelho proximal NIRS (DS 2500, FOSS, Dinamarca). Sendo que as curvas
calibragao foram construidas pelo laboratério de Fisico-Quimica do Centro de Pesquisa
em Alimentagao (Cepa), utilizando as seguintes metodologias: teor de proteina bruta de
acordo com o método n° 984-13 da AACC (2012); numero de queda de acordo com o
método n°® 56-81.03. AACC (2000); forca de gluten, estabilidade, extensibilidade e
tenacidade de acordo com o método n° 54-30.02. AACC (2000). Sendo que os

resultados foram expressos em porcentagem.
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3.3 Analises Estatisticas

As anadlises estatisticas foram realizadas pelo conjunto de informagdes obtidas
pela sintese dos dados de campo e em laboratorio. Os dados foram submetidos a
analise de variancia, sendo os efeitos dos tratamentos avaliados pelo teste F, e quando
significativo as médias foram comparas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro, € quando necessario foi realizado regressdao polinomial para os fatores
quantitativos. As analises foram realizadas com o uso do programa estatistico RStudio
Team (2016).
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4 Resultados e Discussao

4.1 Caracteres agronémicos

Os resultados da safra 2016 apresentados na Tabela 1, permitiram constatar que
as variaveis peso de espiga e comprimento de espiga, ndo apresentaram diferencga
estatistica em relacdo as estirpes da bactéria Azospirillum brasilense. Entretanto, o
numero de afilhos férteis foi influenciado positivamente pela inoculacdo das estirpes

ABvV5 e ABV6 da bactéria Azospirillum, tanto de forma isolada como associada.

Tabela 1- Peso de espiga (PE); comprimento de espiga (CE) e numero de afilhos férteis
(NAF) de plantas oriundas de sementes de trigo submetidas a inoculagcdo com
diferentes estirpes de Azospirillum brasilense via tratamento de sementes e doses de
nitrogénio em cobertura, safra 2016. UFPel, 2018.

Dose de Nitrogénio (kg.ha™")

Variavel Estirpe 0 30 60 90 120 Média
Sem 2,03 1,91 1,84 2,04 1,92 1,95
ABvV5 1,98 1,99 1,99 1,89 1,98 1,96
PE (g) ABV6 2,08 1,98 1,96 2,12 2,04 2,04
ABv5 + ABv6 1,96 1,92 1,93 1,95 2,12 1,98
Média 2,018 1,95 1,93 2,00 2,02
CV (%) 8,88
Sem 9,23 9,00 9,48 8,86 9,22 9,16"s
ABV5 8,93 9,09 9,35 9,24 9,30 9,18
CE (em) ABV6 9,00 8,99 9,06 9,43 9,34 9,16
ABv5 + ABv6 9,15 8.99 9,14 9,21 9,30 9,16
Média 9,08 9,02 9,26 9,18 9,29
CV (%) 3,52
Sem 255 345 360 371 395 345b
ABvV5 358 402 406 410 415 398a
NAF (nm?) ABV6 362 404 409 427 431 406a
' ABvV5 + ABv6 372 418 424 431 439 417a
Média 337* 392 400 410 420
CV (%) 5,88

Letras iguais minusculas na coluna ndo diferem significativamente entre si em nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo modelo de agrupamento de Tukey (*significativo ao nivel de 5% de
probabilidade, 0.01 =< p <0.05 pelo teste F; ns = ndo significativo, p >= 0.05 pelo teste F).

Ja na safra 2017 (Tabela 2), a inoculagdo com as estirpes ABb5 e ABv6

de forma isolada e associada (ABv5 + ABV6), proporcionou incremento no peso e
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comprimento de espiga, assim como em um maior numero de afilhos férteis quando
comparado com a testemunha sem inoculagdo. Além disso, observou-se que as
variaveis peso e comprimento de espiga ndo apresentaram diferencas estatisticas em
relagéo a dose de nitrogénio aplicada, tanto para a safra 2016 como 2017.

Estudos realizados por Cavallet et al. (2000), apresentou incremento no
comprimento médio da espiga quando as sementes foram inoculadas com A.
brasilense. Ja Rodrigues et al. (2014), avaliando caracteristicas agronédmicas do trigo
em funcado de Azospirillum brasilense, verificaram que a disponibilidade de nitrogénio

promove o incremento no comprimento médio de espiga.

Tabela 2- Peso de espiga (PE); comprimento de espiga (CE) e numero de afilhos férteis
(NAF) de plantas oriundas de sementes de trigo submetidas a inoculacdo com
diferentes estirpes de Azospirillum brasilense via tratamento de sementes e doses de
nitrogénio em cobertura, safra 2017. UFPel, 2018.

Dose de Nitrogénio (kg.ha™")

Variavel Estirpe 0 30 60 9 120 Média
Sem 0,63 0,64 0,62 0,63 0,65 0,63b
ABvV5 0,71 0,69 0,69 0,65 0,67 0,68ab
PE () ABVv6 0,73 0,71 0,72 0,67 0,68 0,70a
ABvV5 + ABv6 0,66 0,74 0,73 0,74 0,75 0,72a
Média 0,68" 0,69 0,69 0,67 0,69
CV (%) 10,79
Sem 7,57 7,59 7,87 8,21 7,96 7,84b
ABV5 7,48 7,98 8,25 8,35 8,00 8,01ab
CE (em) ABV6 7,84 8,13 8,30 8,49 8,25 8,20ab
ABv5 + ABv6 8,08 8,22 8,39 8,71 8,57 8,39a
Média 7,74" 7,98 8,20 8,44 8,20
CV (%) 3,18
Sem 327 270 312 312 292 303b
ABvV5 336 340 385 307 294 333ab
NAE (n.m) ABvV6 331 363 300 329 347 334ab
ABvV5 + ABV6 328 343 378 359 375 357a
Média 331ns 329 344 327 327

CV (%) 17,14

Letras iguais minusculas na coluna ndo diferem significativamente entre si em nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo modelo de agrupamento de Tukey (*significativo ao nivel de 5% de
probabilidade, 0.01 =< p <0.05 pelo teste F; ns = n&o significativo, p >= 0.05 pelo teste F).

Ja o numero de afilhos férteis na safra 2016, foi influenciado pelas doses de

nitrogénio aplicadas (Tabela 2), onde os dados encontrados, enquadram-se em um
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modelo polinomial quadratico positivo, sendo que a dose que proporcionou um maior
numero de afilhos férteis por metro quadrado foi de 103,75 Kg de nitrogénio por hectare
(Figura 2). Em contrapartida, na safra 2017 esta mesma variavel nao foi influenciada
estatisticamente pelas doses de nitrogénio. Sendo esta, uma das variaveis mais
influenciadas pela disponibilidade de nitrogénio, estando estes resultados diretamente
relacionados com o rendimento de graos.

Além disso, as respostas do numero de afilhos férteis, em relacédo a aplicagao de
nitrogénio em cobertura (Tabelas 1 e 2; Figura 2) pode ser explicada pelo fato das
condi¢cdes climaticas, que na safra 2016 foi favoravel tendo maior precipitacao
pluviométrica no inicio da cultura, possibilitando que a planta absorvesse o nitrogénio
aplicado. Sendo, que esta variavel esta diretamente ligada a disponibilidade de

nitrogénio nos estadios iniciais do desenvolvimento da cultura (MALAVOLTA, 2006).

450
400 ‘/./1——‘
350
300
250

200 ® Média das Estirpes
150 y = -0.007x2 + 1.4526x + 342.24 R? = 94
100

50

0
0 30 60 90 120

Dose de Nitrogénio (Kg.ha)

NAF (n.m?2)

Figura 2 - Numero de afilhos férteis (NAF) de plantas oriundas de sementes de trigo
submetidos a inoculagdo com diferentes estirpes de Azospirillum brasilense via
tratamento de sementes e doses de nitrogénio em cobertura, safra 2016. UFPel, 2018.

Da mesma forma, Mundstock e Bredemeier (2001), em estudos realizados com
aveia, verificaram que a aplicagao de nitrogénio no inicio do desenvolvimento da cultura

€ importante para aumentar o numero de afilhos férteis (MALAVOLTA, 2006;
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MUNDSTOCK; BREDEMEIER, 2001). Pietro-Souza et al. (2013), também verificaram
gue a adubagao nitrogenada promoveu aumento na producéao de afilhos.

Em relagdo aos dados obtidos na safra 2016 de peso hectolitro (PH) e peso de
mil sementes (PMS), ndo houve diferenga estatistica em relagdo a utilizacdo das
estirpes da bactéria Azospirillum brasilense, assim como para as doses de nitrogénio
aplicadas (Tabela 3). Em relagdo ao rendimento de grdao (RG), a inoculagédo com as
estirpes de forma associada (ABv5 + ABv6), proporcionou maior produg¢ao de trigo em
todas as doses de nitrogénio, atingido uma média de 3853 kg de trigo por hectare,
contra apenas 3291 kg.ha' na testemunha (sem inoculante), evidenciado uma
diferenca de 562kg.ha™".

Tabela 3 - Peso hectolitro (PH); peso de mil sementes (PMS) e rendimento de gréao
(RG) oriundos de sementes de submetidas a inoculagdo com diferentes estirpes de
Azospirillum brasilense via tratamento de sementes e doses de nitrogénio em cobertura,
safra 2016. UFPel, 2018.

Dose de Nitrogénio (kg.ha™')

Variavel Estirpe 0 30 60 90 120 Média
Sem 77,57 76,94 76,95 76,78 77,10 77,07

ABV5 77,43 76,99 76,24 76,10 76,65 76,68

PH ABV6 76,44 77,43 77,29 77,05 76,37 76,92

(Kg.hL")  ABv5 + ABv6 76,95 77,44 77,70 76,62 76,76 77,09

Média 77,10 77,20 77,05 76,64 76,72

CV (%) 0,98
Sem 30,59 29,92 29,71 29,93 30,50  30,13™
ABV5 30,85 30,01 30,37 30,80 29,96 30,40
PMS @ ABV6 30,14 30,51 30,23 3040 30,26 30,31
ABV5 + ABv6 29,80 31,08 30,63 30,09 30,97 30,51
Média 30,34 30,38 30,24 30,30 30,42
CV (%) 3,7
Sem 2639 3373 3372 3567 3506  3291b
ABV5 2778 3454 3622 3606 3675  3427b
RG ABV6 3434 3395 3771 3514 3734  3569ab
(Kgha') ABV5 + ABv6 3371 4006 3863 3900 4124  3853a
Média 3056* 3557 3657 3647 3760
CV (%) 10,03

Letras iguais minusculas na coluna ndo diferem significativamente entre si em nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo modelo de agrupamento de Tukey (*significativo ao nivel de 5% de
probabilidade, 0.01 =< p <0.05 pelo teste F; ns = nao significativo, p >= 0.05 pelo teste F).
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Dessa forma, os resultados obtidos para produtividade corroboram com os de
Sala et al. (2007), que observaram aumento da produgao de trigo com a inoculagao de
Azospirillum. Ainda, Santa et al. (2008), constataram efeitos significativos sobre a
produtividade de grdos de trigo (em média de 23,9% em relagdo a testemunha) no
tratamento inoculado com Azospirillum brasilense, com e sem a adigao de fertilizagao
nitrogenada

Ja os valores observados na safra 2017 (Tabela 4), evidenciaram que a
inoculagdo com as estirpes ABvS e ABV6, tanto de forma isolada como associada, se
destacaram em relagédo a testemunha para as variaveis peso hectolitro (PH), peso de

mil sementes (PMS) e rendimento de gréo (RG).

Tabela 4 - Peso hectolitro (PH); peso de mil sementes (PMS) e rendimento de graos
(RG) oriundos de sementes de trigo submetidas a inoculagdo com diferentes estirpes de
Azospirillum brasilense via tratamento de sementes e doses de nitrogénio em cobertura,
safra 2017. UFPel, 2018.

Dose de Nitrogénio (Kg.ha™)

Variavel Estirpe 0 30 60 90 120 Média
Sem 45,63 46,00 46,35 47,63 51,48 47,42¢c
ABv5 46,87 46,95 48,88 50,37 52,46 49,11b
PH ABV6 47,57 47,21 49,39 50,88 52,47 49,51ab
(Kg.hLy  ABv5 + ABV6 48,82 49,21 50,88 51,88 52,73 50,70a
Média 47,22* 47,34 48,88 50,19 52,29
CV (%) 3,41
Sem 18,42 18,96 18,71 19,23 20,79 19,22¢
ABvV5 18,92 19,06 19,74 20,33 20,91  19,79bc
PMS () ABv6 19,21 19,43 19,94 20,54 21,18 20,06ab
ABvV5 + ABV6 19,71 19,87 20,54 20,95 21,19 20,45a
Média 19,07* 19,33 19,73 20,26 21,01
CV (%) 3,43
Sem 1766 1559 1726 1752 1769 1714b
ABv5 1861 1932 1768 1803 1939 1861ab
RG ABv6 1853 2032 1813 1906 2087 1938ab
(Kg.ha')  ABv5 + ABv6 1890 2045 2112 2162 2226 2087a
Média 1843"s 1892 1855 1906 2005
CV (%) 14,35

Letras iguais minusculas na coluna ndo diferem significativamente entre si em nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo modelo de agrupamento de Tukey (*significativo ao nivel de 5% de
probabilidade, 0.01 =< p <0.05 pelo teste F; ns = nao significativo, p >= 0.05 pelo teste F).

Contudo, quando realizado a inoculagdo com as estirpes da bactéria Azospirillum

brasilense, de forma associada (ABv5 + ABV6), se obteve os melhores resultados para
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PH = 50,70 kg.hL"", PMS = 20,45 g e RG = 2087 Kg.ha'. Cabe ressaltar que, apenas a
inoculacdo com as estirpes de forma associada sem adi¢éo de nitrogénio em cobertura,
foram obtidos valores correspondentes aos mesmos de uma aplicacédo de 90 kg de
nitrogénio por hectare (Tabela 4).

Resultados que evidenciam a possibilidade da redugcdo da adubacéao
nitrogenada, quando aliada ao uso da bactéria Azospirillum brasilense, estando de
acordo com os dados obtidos por Didonet et al. (2000), que verificaram uma
translocagdo mais eficiente do N para os graos, o que possibilitou graos mais pesados
e mais cheios e consequentemente um melhor realocamento do N presente na
biomassa para os graos.

Em relacdo a resposta das doses de nitrogénio (N) na safra 2016 (Figura 3), foi
verificado um acréscimo no rendimento de gréos até a dose maxima de eficiéncia
técnica, 95 kg de nitrogénio por ha™', acarretando um rendimento de 3750 kg.ha”!. De
forma similar Teixeira Filho et al. (2007) verificaram efeito positivo do N na
produtividade da cultura do trigo, ainda segundo os mesmos autores, o melhor
aproveitamento de N foi observado entre 70 a 77 kg ha™' do elemento quimico. Sendo
assim, estes resultados corroboram com os mesmos relatados por Braz et al. (2006),

que as doses de N proporcionam melhor produtividade em trigo.
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Figura 3 - Rendimento de grdos (RG) de plantas oriundas de sementes de trigo
submetidas a inoculacdo com diferentes estirpes de Azospirillum brasilense via
tratamento de sementes e doses de nitrogénio em cobertura, safra 2016. UFPel, 2018.
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Na figura 4A e 4B, onde estao apresentados os dados de peso hectolitro (PH) e
peso de mil sementes (PMS), foi verificado tendéncia linear positiva com o aumento da
dose de nitrogénio para ambas as variaveis. Além disso, verificou-se que para cada
quilograma de nitrogénio aplicado em cobertura, proporcionou incremento de 0,0433
Kg.hL""no (PH) e 0,0161 g no (PMS).
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Figura 4 - (A) = peso hectolitro (PH); (B) = peso de mil sementes (PMS) de sementes
de trigo submetidas submetidas a inoculagédo com diferentes estirpes de Azospirillum
brasilense via tratamento de sementes e doses de nitrogénio em cobertura, safra 2017.
UFPel, 2018.
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Resultados semelhantes foram encontrados por Gutkoski et al. (2011), que
testando doses de nitrogénio em cultivares de trigo, observaram diferengas
significativas no peso hectolitro, em relagdo ao aumento da dose de N, atribuido a
maior disponibilidade de assimilados durante o periodo de enchimento dos graos. Ainda
0s mesmos autores, encontraram resultados positivos com o aumento da dose de N
para o peso de mil sementes. Entretanto resultados diferentes foram obtidos por
Teixeira Filho et al. (2008) e Theago et al. (2014), os quais nao verificaram influéncia

das doses de N nos parametros de PH e PMS.

4.2 Qualidade fisiolégica de sementes

Na Tabela 5, estdo representados as dados da qualidade fisiolégica das
sementes oriundas da safra 2016, onde foi possivel verificar interacdo entre os
tratamentos para a variavel primeira contagem de germinagédo (PCG), sendo que nas
doses zero, 30 e 120 kg de nitrogénio por hectare, os melhores resultados foram
observados quando houve inoculagdo com a associagao das estirpes (ABV5 + ABvV6),
tendo como resultados intermediarios os tratamentos com as estirpes aplicadas de
forma isolada e o pior resultado foi observado na testemunha (sem inoculagao).

Ja para a dose de nitrogénio 60 kg.ha™!, a inoculagdo com as estirpes, tanto de
forma isolada como associada foram estatisticamente iguais, diferindo apenas da
testemunha. E na dose de 90 kg de N.ha"! a inoculagdo com associagdo das estirpes
(ABvS + ABv6) e a estripe ABv6 de forma isolada foram estatisticamente iguais
diferindo da estripe ABv5 e da testemunha (sem inoculagdo). Destaca-se ainda, que a
inoculagdo com as estirpes da bactéria Azospirillum brasilense de forma associada
(ABv5 +ABvV6), contribuiu em média com 22 p.p a mais que a testemunha para a
variavel (PCG) (Tabela 5).

Ainda na Tabela 5, foi verificado o comportamento similar para a germinagéao (G),
envelhecimento acelerado (EA) e condutividade elétrica (CE), sendo que a inoculagéo
com as estirpes ABv5 e AVb6 tanto de forma isolada como associada, proporcionaram
melhores resultados em todas as doses de nitrogénio, quando comparadas com a

testemunha. Porém, quando a inoculacéo foi realizada com a associagao das estirpes
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(ABvS + ABV6), os resultados foram superiores aos demais tratamentos, evidenciando
uma diferenga média de 11 p.p para G, 15 p.p para EA e redugéo de 6,68 uS.cm-'.g’
para CE.

Tabela 5 - Primeira contagem de germinagéao (PCG); germinagao (G); envelhecimento
acelerado (EA) e condutividade elétrica (CE) de sementes de trigo submetidas a
inoculacdo com diferentes estirpes de Azospirillum brasilense via tratamento de
sementes e doses de nitrogénio em cobertura, safra 2016. UFPel, 2018.

Dose de Nitrogénio (kg.ha')

Variavel Estirpe 0 30 60 90 120 Média
Sem 39c 44c 48b 60b 58c 50
ABvV5 56b 59b 63a 61b 65b 61
PCG (%) ABVv6 57b 64b 65a 68a 65b 64
ABvV5 + ABv6 69a 75a 73a 69a 76a 72
Média 55 60 62 64 66
CV (%) 9,27
Sem 64 72 70 81 86 75¢c
ABv5 75 76 80 81 87 80b
G %) ABV6 76 77 79 84 91 81ab
ABvV5 + ABv6 76 79 92 93 92 86a
Média 73* 76 81 85 89
CV (%) 8,49
Sem 56 60 60 62 79 63d
ABV5 65 64 63 70 78 68c
EA %) ABV6 65 66 70 80 81 72b
ABvV5 + ABV6 73 74 74 82 85 78a
Média 64* 66 67 73 81
CV (%) 6,27
Sem 31,51 30,05 30,63 30,16 28,89 30.25a
ABvV5 29,73 27,47 28,01 2547 25,13 27.16b
CE ABV6 28,15 2538 2565 24,15 23,25 25.32bc
(uS.cm™.gt) ABvV5 + ABV6 26,65 2290 23,16 21,83 23,32 23.57c
Média 29,01* 26,45 26,86 2540 25,15
CV (%) 8,78

Letras iguais minusculas na coluna ndo diferem significativamente entre si em nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo modelo de agrupamento de Tukey (*significativo ao nivel de 5% de
probabilidade, 0.01 =< p <0.05 pelo teste F; ns = n&o significativo, p >= 0.05 pelo teste F).

Ja na safra 2017 (Tabela 6), observou-se valores de germinagdo e de vigor
menores em relagdo aos obtidos na safra 2016 (Tabela 5), fato este devido as
condigbes climaticas desfavoraveis para a cultura do trigo no ano de 2017, com grande
incidéncia de chuva no final do ciclo da cultura e no momento da colheita, e elevadas

temperatura, ocasionado preda na qualidade fisiolégica das sementes.
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Tabela 6: Primeira contagem de germinacao (PCG); germinagéo (G); envelhecimento
acelerado (EA); condutividade elétrica (CE); de sementes de trigo submetidas a
inoculacdo com diferentes estirpes de Azospirillum brasilense via tratamento de
sementes e doses de nitrogénio em cobertura, safra 2017. UFPel, 2018.

Dose de Nitrogénio (kg.ha™)

Variavel Estirpe 0 30 60 90 120 Média
Sem 34 35 35 36 36 35¢c
ABV5 45 47 45 45 45 45b
. ABvV6 47 45 48 47 48 47b
PCG (%) ABv5+ABVE 51 50 50 52 52 51a
Média 44nrs 44 44 45 45
CV (%) 8,14
Sem 59c 59b 60c 65¢c 64b 61
ABV5 65bc 67a 70b 74b 75a 70
G %) ABvV6 69ab 69a 70b 82a 75a 73
ABvV5 + ABv6 71a 73a 81a 83a 78a 77
Média 66 67 70 76 73
CV (%) 4,43
Sem 37 35 36 36 36 36d
ABV5 44 44 47 47 48 46¢
EA (%) ABV6 54 54 55 58 57 56b
ABvV5 + ABv6 65 63 63 63 64 63a
Média 50" 49 50 51 51
CV (%) 5,04
Sem 55,35 53,72 52,26 44,35 45.62 50,26a
ABV5 41,62 44,24 42,26 42.12 42.29 42,51b
CE ABvV6 42,61 38,60 37,81 38.37 35.49 38,57¢c

(uS.cm™.g’) ABvS5 + ABv6 34,57 35,03 34,42 31.98 29.69  33,14d

Média 43,54* 42,90 41,69 39,21 38.27

CV (%) 10,09

Letras iguais minusculas na coluna ndo diferem significativamente entre si em nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo modelo de agrupamento de Tukey (*significativo ao nivel de 5% de
probabilidade, 0.01 =< p <0.05 pelo teste F; ns = n&o significativo, p >= 0.05 pelo teste F).

Porém, observou resposta positiva da inoculagdo com estirpes da bactéria
Azospirillum brasilense, onde para as variaveis primeira contagem de germinacao
(PCG), envelhecimento acelerado (EA) e condutividade elétrica (CE) a inoculagdo com
as estirpes ABv5 e AVb6 tanto de forma isolada como associada, proporcionaram
melhores resultados em todas as doses de nitrogénio, quando comparadas com a
testemunha. Porém, quando a inoculagao foi realizada com a associagao das estirpes

(ABvS + ABV6), os resultados foram superiores aos demais tratamentos, evidenciando
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uma diferenca média de 16 p.p para PCG, 27 p.p para EA e redugao de 17,12 uS.cm-
1.9 para CE (Tabela 6).

Ainda na Tabela 6, germinacao (G) verificou-se interagdo entre os tratamentos,
sendo que nas doses zero, e 60 kg de nitrogénio por hectare, os melhores resultados
foram observados quando houve inoculagdo com a associagdo das estirpes (ABV5 +
ABV6), Ja para a dose de nitrogénio 30 e 120 kg.ha', a inoculagdo com as estirpes,
tanto de forma isolada como associada foram estatisticamente iguais, diferindo apenas
da testemunha. E na dose de 90 kg de N.ha' a inoculagdo com associagdo das
estirpes (ABv5 + ABv6) e a estripe ABv6 foi superior, sendo que a estirpe ABvV5
proporcionou resultados intermediarios, e onde n&o houve inoculagédo foi observado o
pior resultado.

Em ralagdo a aplicacdo das doses de nitrogénio na safra 2016, evidenciou-se
que para a variavel PCG, a inoculacdo com as estirpes ABv5 e ABvV6 aplicadas de
forma isoladas e associadas, ndo se enquadraram em nenhum modelo polinomial.
Entretanto, ndo foram significativas em funcdo da dose de nitrogénio. Em se tratando
da testemunha (sem inoculacdo), foi verificada uma tendéncia linear positiva, com
incremento de 0,1833 p.p para cada Kg-' de N aplicado e cobertura (Figura 5A).

Resultados referentes as variaveis G e EA, foi verificado que as diferentes doses
de nitrogénio influenciaram positivamente, para melhoria da germinagao e vigor das
sementes produzidas. Cabe ressaltar, que para cada quilograma de nitrogénio
adicionado em cobertura, ocorreu um incremento de 0,1355 e 0,1348 pontos
percentuais respectivamente (Figuras 5B e 5C).

Na condutividade elétrica (Figura 5D), foi verificado que as doses de nitrogénio,
proporcionaram efeito positivo em relagéo ao vigor das sementes, fato evidenciado pela
diminuic&o linear dos solutos extravasados na solugdo. E importante salientar que, para
cada Kg' de N adicionado em cobertura, diminuiu 0,0292 uS.cm'.g"' de solutos

extravasados pela sementes.



47

100 A 100 B
90 90
80 80 /
............ n
70 e . .............. | PR T 70
—~ A __‘.————."'___.‘ —~
X 60 g-—"» == L X 60
2 40 40
30 @Semy =0.1833x + 38.75 R* = 91 30 @ Media das Estirpes
20 ¢ABvV5 vy=ns 20 y =0.1355x + 72.369 Rz = 99
AABV6 Yy =ns
10 mABvV5 + ABv6 Y =ns 10
0 0
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
Dose de Nitrogénio (Kg.ha) Dose de Nitrogénio (Kg.ha')
90 Cc 30

D

80 ° 27 \'_\‘
70 / . 24
* 21

60 2
= 50
=~ © 15
< 40 %)
w 30 ® Média das Estirpes 212 ® Média das Estirpes
y=01348x + 62088 R2=87 {§ 9 y = -0.0292x + 28.327 R? = 82
20 6
10 3
0 0
0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
Dose de Nitrogénio (Kg.ha™) Dose de Nitrogénio (Kg.ha")

Figura 5 - (A) = Primeira contagem de germinagao (PCG); (B) = germinacéao (G); (C) =
envelhecimento acelerado (EA) e (D) = condutividade elétrica (CE) de sementes de
trigo submetidas a inoculagdo com diferentes estirpes de Azospirillum brasilense via
tratamento de sementes e doses de nitrogénio em cobertura, safra 2016. UFPel, 2018.

Ja na safra 2017, as doses de nitrogénio aplicadas influenciou positivamente as
variaveis de germinacao (G) e condutividade elétrica (CE), ficando evidente que para a
G, a inoculacdo com as estirpes ABvS e ABvV6 aplicadas de forma associada,
enquadrou-se em nenhum modelo polinomial quadratico onde a maxima eficiéncia
técnica foi observada na dose de , em relagdo a inoculagdo com as estirpes ABV6 e

ABvV5 de forma isolada e a testemunha, observou-se uma tendéncia linear positiva, com
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incremento de 0,0819, 0,0906 e 0,0478 p.p para cada Kg' de N aplicado
respectivamente (Figura 6A).

Em relagcdo a condutividade elétrica (Figura 6B), foi verificado que as doses de
nitrogénio, proporcionaram efeito positivo em relagdo ao vigor das sementes, fato
evidenciado pela diminuigdo linear dos solutos extravasados na solugédo, reduzindo

0,0474 uS.cm™'.g" para cada Kg-! de N adicionado em cobertura.
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Figura 6: - (A) = germinacao (G) e (B) = condutividade elétrica (CE) de sementes de
trigo submetidas a inoculagdo com diferentes estirpes de Azospirillum brasilense via
tratamento de sementes e doses de nitrogénio em cobertura, safra 2017. UFPel, 2018.
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Nesse contexto, foi verificado que a inoculacdo com as estirpes ABv5 + ABvV6
associadas com as doses de nitrogénio, contribuiram de forma expressiva na qualidade
fisiolégica das sementes de trigo produzidas em relagao a viabilidade e vigor. Fato que
pode ser explicado pelo aumento de proteinas nas sementes, o que pode ser verificado
na Tabela 10. Zimmer (2012), relata que os processos fisioloégicos de germinagao e
vigor, sao influenciados pelos teores de proteina, lipidios, amido e agucares. Além
disso, Carvalho; Nakagawa (2012), relatam que o aumento na porcentagem de
germinacdo em funcédo de doses de nitrogénio se deve provavelmente ao fato deste
nutriente estar relacionado a formagao do embrido e dos 6rgaos de reserva.

Concordando com os resultados encontrados neste estudo, Brzezinski et al.
(2014) concluiram que a inoculacdo com o género Azospirillum brasilense favorece o
vigor em sementes de trigo. Corroborando com Cassan et al. (2009), nos quais o
tratamento de sementes com cepas de Azospirillum brasilense promoveram aumentos
significativos na germinacgao e vigor de sementes de milho e soja.

Ainda, em relagdo a adubagéo nitrogenada, Imolesi et al. (2001), verificaram
efeito significativo da adubacgao nitrogenada em sementes de milho na emergéncia de
plantulas em canteiros. Em outro estudo, Favarato et al. (2012) constataram efeito
direto do aumento das doses de nitrogénio nos resultados da germinagao de sementes
de trigo submetidas ao teste de envelhecimento acelerado.

Pesquisas realizadas com doses de nitrogénio, conjugadas a inoculagdo com
Azospirillum brasilense, observaram acréscimos no vigor e ganhos satisfatérios na
qualidade fisiolégica das sementes de trigo, com isso, concluiram que a inoculagdo com
bactérias pode ser uma tecnologia alternativa de cultivo para quem almeja obter
sementes com maior qualidade (PICCININ et al., 2015).

Os dados de comprimento de parte aérea de plantulas (CPA), comprimento de
raiz de plantulas (CR) e comprimento total de plantulas (CPT), obtidos de plantulas
oriundas de sementes produzidas na safra 2016 e 2017 (Tabela 7 e 8), ndo diferiram
estatisticamente em relagdo a inoculacdo com as estirpes da bactéria Azospirillum

brasilens e as doses de nitrogénio aplicadas em cobertura.
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Tabela 7 - Comprimento de parte aérea de plantulas (CPA); comprimento de raiz de
plantulas (CR) e comprimento total de plantulas (CPT) oriundas de sementes de trigo,
submetidas a inoculagcdo com diferentes estirpes de Azospirillum brasilense via
tratamento de sementes e doses de nitrogénio em cobertura, safra 2016. UFPel, 2018.

Dose de Nitrogénio (kg.ha™")

Variavel Estirpe 0 30 60 90 120 Média
Sem 3,76 3,69 3,38 3,62 3,71 3,63
ABv5 3,63 3,64 3,61 3,34 3,40 3,52
CPA (om) ABv6 3,58 3,56 3,54 3,65 3,64 3,59
ABv5 + ABV6 3,75 3,67 3,79 3,45 3,67 3,67
Média 3,68 3,64 3,58 3,51 3,61
CV (%) 6,92
Sem 7,16 7,01 6,44 6,91 6,79 6,86"
ABvV5 6,49 6,74 6,53 6,63 6,40 6,55
CR (em) ABV6 7,03 6,59 6,64 6,25 6,95 6,69
ABv5 + ABv6 6,83 6,70 6,78 6,67 7,15 6,82
Média 6,88" 6,76 6,60 6,62 6,82
CV (%) 6,02
Sem 10,92 10,70 9,82 10,53 10,51 10,49ns
ABv5 10,11 10,38 10,14 9,97 9,80 10,08
CTP (em) ABv6 10,61 10,14 10,17 9,90 10,59 10,28
ABvV5 + ABv6 10,58 10,37 10,57 10,11 10,82 10,49
Média 10,56 10,40 10,17 10,13 10,43
CV (%) 5,38

Letras iguais minusculas na coluna nio diferem significativamente entre si em nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo modelo de agrupamento de Tukey (*significativo ao nivel de 5% de
probabilidade, 0.01 =< p <0.05 pelo teste F; ns = n&o significativo, p >= 0.05 pelo teste F).

Verificou-se ainda que os valores obtidos na safra 2017 foram menores
que os da safra 2016 para as variaveis de comprimento € massa seca de plantulas
(Tabela 7, 8, 9 e 10), fato este que pode ser explicado pelas condi¢des climaticas
desfavoraveis para a cultura do trigo no ano de 2017, ocasionado preda na qualidade

fisiologica das sementes.
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Tabela 8: Comprimento de parte aérea de plantula (CPA); comprimento de raiz de
plantula (CR); comprimento total de plantula (CPT); oriundas de sementes de trigo
submetidas a inoculagcdo com diferentes estirpes de Azospirillum brasilense via
tratamento de sementes e doses de nitrogénio em cobertura, safra 2017. UFPel, 2018.

Dose de Nitrogénio (kg.ha™)

Variavel Estirpe 0 30 60 90 120 Média
Sem 2,50 2,63 2,40 2,69 2,59 2,56"
ABv5 2,50 2,60 2,39 2,49 2,50 2,50
CPA (om) ABV6 2,25 2,31 2,25 2,42 2,53 2,35
ABv5 + ABv6 2,62 2,63 2,34 2,58 2,36 2,51
Média 247" 2,54 2,34 2,55 2,50
CV (%) 9,87
Sem 4,03 3,90 4,04 4,00 3,79 3,958
ABvV5 4,09 4,25 3,89 4,12 3,97 4,06
CR (om) ABV6 3,74 3,98 3,63 3,98 4,37 3,94
ABv5 + ABv6 3,76 3,64 4,22 3,96 4,06 3,93
Média 3,90n 3,94 3,95 4,01 4,05
CV (%) 11,3
Sem 6,52 6,53 6,44 6,69 6,38 6,51ns
ABv5 6,58 6,86 6,28 6,61 6,47 6,56
CTP (em) ABv6 5,99 6,29 5,89 6,40 6,90 6,29
ABv5 + ABv6 6,38" 6,26 6,56 6,54 6,42 6,43
Média 6,37 6,48 6,29 6,56 6,54
CV (%) 7,83

Letras iguais minusculas na coluna nio diferem significativamente entre si em nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo modelo de agrupamento de Tukey (*significativo ao nivel de 5% de
probabilidade, 0.01 =< p <0.05 pelo teste F; ns = n&o significativo, p >= 0.05 pelo teste F).

Em relacéo as variaveis de massa seca de parte aérea de plantulas (MSPA),
massa seca de raiz de plantulas (MSR) e massa seca total de plantulas (MST), obtidas
de plantulas oriundas de sementes produzidas na safra 2016 e 2017 (Tabela 9 e 10)
observou-se comportamento similar, onde ndo houve diferenca estatistica entre os

tratamentos.
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Tabela 9 - Massa seca de parte aérea de plantulas (MSPA); massa seca de raiz de
plantulas (MSR) e massa seca total de plantulas (MST) oriundas de sementes de trigo,
submetidas a inoculagcdo com diferentes estirpes de Azospirillum brasilense via
tratamento de sementes e doses de nitrogénio em cobertura, safra 2016. UFPel, 2018.

Dose de Nitrogénio (kg.ha™)

Variavel Estirpe 0 30 60 90 120 Média
Sem 2,79 2,70 2,41 2,62 2,76 2,66"
ABv5 2,67 2,91 2,72 2,60 2,69 2,72
MSPA (mg) ABv6 2,86 2,52 2,52 2,74 2,82 2,69
ABvV5 + ABv6 2,91 2,71 2,82 2,62 2,74 2,76
Média 2,81ns 2,71 2,62 2,65 2,75
CV (%) 8,26
Sem 3,42 3,30 2,86 3,06 3,27 3,18ms
ABvV5 3,04 3,15 3,11 3,16 2,97 3,09
MSR (mg) ABV6 3,20 2,96 3,14 3,04 3,31 3,13
ABv5 + ABv6 3,23 3,07 3,13 3,09 3,07 3,12
Média 3,22n 3,12 3,06 3,09 3,15
CV (%) 10,24
Sem 6,22 6,00 5,27 5,67 6,03 5,84ns
ABv5 5,70 6,06 5,83 5,76 5,66 5,80
MST (ma) ABV6 6,06 5,48 5,67 5,78 6,13 5,82
ABvV5 + ABv6 6,14 5,78 5,95 5,71 5,81 5,88
Média 6,03"s 5,83 5,68 5,73 5,91
CV (%) 8,05

Letras iguais minusculas na coluna nio diferem significativamente entre si em nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo modelo de agrupamento de Tukey (*significativo ao nivel de 5% de
probabilidade, 0.01 =< p <0.05 pelo teste F; ns = n&o significativo, p >= 0.05 pelo teste F).

Resultados foram similares foi encontrado por Cotrim et al. (2016) onde os quais
verificaram que a aplicacdo isolada de Azospirillum brasilens nao influenciou os
parametros de comprimento de raiz, comprimento de parte aérea, massa seca de raiz e
massa seca de parte aérea em relagdo a testemunha. Por outro lado, Rampim et al.
(2012) detectaram incremento de comprimento de parte aérea e de raiz com tratamento
de sementes de trigo com inoculagdo Azospirillum brasilense, demonstrando a
interferéncia positiva das bactérias diazotréficas no desenvolvimento inicial de

plantulas.
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Tabela 10: Massa seca de parte aérea de plantula (MSPA); massa seca de raiz de
plantula (MSR); massa seca total de plantula (MST); oriundas de sementes de trigo
submetidas a inoculagcdo com diferentes estirpes de Azospirillum brasilense via
tratamento de sementes e doses de nitrogénio em cobertura, safra 2017. UFPel, 2018.

Dose de Nitrogénio (kg.ha™)

Variavel Estirpe 0 30 60 90 120 Média
Sem 1,73 1,89 2,05 1,82 1,89 1,88ns
ABvV5 1,65 1,90 1,80 1,79 1,82 1,79
MSPA (mg) ABV6 1,67 1,47 1,71 1,75 1,82 1,69
ABv5 + ABv6 1,89 1,74 1,70 1,87 1,69 1,78
Média 1,738 1,75 1,81 1,81 1,80
CV (%) 14,95
Sem 1,87 1,89 1,97 2,01 1,95 1,94ns
ABv5 1,72 2,14 1,68 2,00 1,97 1,90
MSR (mg) ABv6 1,54 1,78 1,73 1,79 1,85 1,74
ABvV5 + ABv6 1,98 2,06 1,94 1,80 1,82 1,92
Média 1,78" 1,97 1,83 1,90 1,90
CV (%) 16,98
Sem 3,60 3,78 4,02 3,83 3,84 3,81m
ABV5 3,36 4,04 3,47 3,79 3,79 3,69
MST (mg) ABV6 3,22 3,25 3,44 3,54 3,67 3,42
ABv5 + ABv6  3,87" 3,80 3,64 3,67 3,51 3,70
Média 3,51 3,72 3,64 3,71 3,70

CV (%) 14,28

Letras iguais minlUsculas na coluna ndo diferem significativamente entre si em nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo modelo de agrupamento de Tukey (*significativo ao nivel de 5% de
probabilidade, 0.01 =< p <0.05 pelo teste F; ns = n&o significativo, p >= 0.05 pelo teste F).

4.3 Analises bioquimicas

Na Tabela 11, foi verificado que as estirpes da bactéria Azospirillum brasilense
ABvV5 e ABV6, influenciaram positivamente o indice de clorofila foliar total (ICFT), teor de
nitrogénio na folha (N Total) e teor de proteina (P) quando aplicadas de forma isolada,
no entanto, se obteve o melhor resultado quando as mesmas foram aplicadas de forma
associada, independente das doses de nitrogénio.

Além disso, pode-se observar que quando as plantas foram cultivadas com as
estirpes da bactéria de forma associada, apresentaram valores elevados, mesmo

quando ndo houve aplicagcao suplementar de nitrogénio, sendo que estes valores
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ficaram proximos aos encontrados onde houve somente a aplicagcdo de 120 Kg de
nitrogénio por hectare.

Fato este que pode ser explicado pela disponibilizagdo de nitrogénio fornecido
pelas bactérias do género Azospirillum para as plantas, pois com mais nitrogénio
disponivel, aumentaram os teores de clorofila nas folhas, possibilitando que a planta
produza mais fotoassimilados, permitindo que a planta tenha melhor desenvolvimento,

da parte aérea e raiz, melhorando a produc¢ao e diminuindo custos.

Tabela 11 - indice de clorofila foliar total (ICFT); teor de nitrogénio na planta (N Total) e
proteina na folha (P) oriundas de plantas de trigo submetidas a inoculacdo com
diferentes estirpes de Azospirillum brasilense via tratamento de sementes e doses de
nitrogénio em cobertura, safra 2016. UFPel, 2018.

Dose de Nitrogénio (kg.ha™)

Variavel Estirpe 0 30 60 90 120 Média
Sem 44,56 45,62 46,68 46,77 47,77 46,28¢c
ABvV5 46,01 46,03 47,00 47,53 48,82  47,08bc
ICET ABV6 46,98 46,27 48,10 48,52 49,26 47,83ab

ABVS + ABv6 47,23 47,26 49,78 48,88 49,05  48,44a

Média 46,19* 46,29 47,89 47,92 48,73

CV (%) 2,77
Sem 959 10,85 11,71 12,07 13,10  11,46c
ABV5 10,02 11,08 12,21 1235 13,91 11,91bc
N Total ABV6 10,80 11,39 12,44 1271 14,38 12,34ab

(9Kg") ABv5 +ABv6 11,28 11,91 12,60 13,63 14,70 12,82a

Média 10,42* 11,31 12,24 12,69 14,02

CV (%) 6,48
Sem 11,30 1226 13,75 12,72 13,91  12,79c
ABV5 12,83 13,72 14,64 13,94 1452 13,93bc
P ABV6 13,26 14,22 1592 1455 16,14  14,82b
(mgg'MF) ABv5+ABv6 14,27 1487 17,75 16,63 20,11  16,72a
Média 12,91* 13,77 1551 14,46 16,17

CV (%) 11,57

Letras iguais minlUsculas na coluna ndo diferem significativamente entre si em nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo modelo de agrupamento de Tukey (*significativo ao nivel de 5% de
probabilidade, 0.01 =< p <0.05 pelo teste F; ns = n&o significativo, p >= 0.05 pelo teste F).

Neste contexto, Quadros et al. (2014), constataram efeito positivo no indice de
clorofila foliar onde houve inoculacdo com Azospirillum brasilense, em relacdo aos

tratamentos onde nao houve inoculagcdo. Assim como Kappes et al. (2013), que
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encontraram efeitos positivos no indice de clorofila em plantas inoculadas com a
bactéria.

Portugal et al. (2012), relataram que o teor de N na cultura de milho aumentou
devido a inoculagao, que foi atribuido como resultado da fixagao biolégica de N2 e do
aumento do volume do sistema radicular promovido pela bactéria, permitindo com que a
planta absorvesse maior quantidade de N do solo.

Além disso, o0 aumento no teor de proteinas ocorreu devido a maior concentragcao
de clorofila e nitrogénio nas folhas, permitindo que as plantas sintetizassem mais
proteinas. Concordando com o exposto, Martuscello et al. (2016), observaram que a
disponibilidade de nitrogénio promoveu efeito positivo nos teores de proteina bruta de
l&minas foliares e colmos de capim-elefante.

Além dos resultados positivos favorecidos pela bactéria, também, pode-se
observar aumento significativo e linear conforme o acréscimo das doses de nitrogénio
para o indice de clorofila foliar total, teor de nitrogénio na planta e teor de proteina na
folha (Figura 7). Cabe ressaltar, que para cada quilo grama de nitrogénio aplicado em
cobertura, proporcionou incremento de 0,0223 no (ICFT); 0,0286 g.Kg™' de nitrogénio na
folha e 0,024 mg.g'MF de proteina na folha, observados na figura 6 A, B e C,
respectivamente.

Os resultados obtidos corroboram com os encontrados por Theago et al (2014),
que relataram que o aumento das doses de N resultaram em aumento linear das
concentracdes de N e de clorofila nas folhas de trigo. Ainda, Teixeira Filho et al. (2008),
relataram o aumento da concentracdo de N na folha bandeira do trigo, em razdo do
aumento das doses de N. Além disso, Santos et al. (2010), observaram que a adubagao
com nitrogénio resultou na elevacgao linear dos teores de proteina bruta da folha verde

de capim-braquiaria em 38%.
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Figura 7 - (A) = Clorofila total (CL); (B) = teor de nitrogénio na planta (N Total) e (C) =
proteina na folha (P) oriundas de plantas de trigo submetidas a inoculagcdo com
diferentes estirpes de Azospirillum brasilense via tratamento de sementes e doses de
nitrogénio em cobertura, safra 2016. UFPel, 2018.

Para variavel aminoacidos (AA), houve interacdo entre os tratamentos (Tabela
12), onde na dose zero de nitrogénio a inoculagdo das sementes com a associagao das
estirpes ABvS + ABvV6 da bactéria Azospirillum brasilense foi superior quando
comparado com a inoculagdo das estirpes de forma isolada, e da testemunha (sem
inoculagéo). Ainda na dose zero, as estirpes ABv5 e ABv6 quando aplicadas de forma

isolada foram superiores em relagao a testemunha.
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Na dose 30 e 60 Kg de nitrogénio por hectare (Kg de N.ha""), foi verificado que a
inoculacdo de sementes com as estirpes de forma isolada (ABv5 e ABv6) e quanto
combinadas (ABv5 + ABvV6), foram igualmente superiores quando comparadas com a
testemunha sem inoculagédo. Além disso, observou-se que na dose de 90 Kg de N.ha™,
apenas a inoculagdo com as estirpes ABv5 e ABv6 de forma associada se destacou,
proporcionando maior concentragdo de AA (17,37 umol.g”'"MF) em relagdo aos demais
tratamentos. Ja na dose de 120 Kg de N.ha™!, constatou-se que a inoculagdo com a
estripe ABv6 de forma isolada e a inoculagdo com as estirpes (ABv5 + ABv6) de forma
associada, foram superiores em relagdo a inoculagdo com a estirpe ABv5 de forma

isolada e que a testemunha (sem inoculagao) (Tabela 12).

Tabela 12 - Aminoacidos (AA); acucar soluvel total (AST) e atividade da nitrato redutase
(NR) em plantas de trigo submetidas a inoculagdo com diferentes estirpes de
Azospirillum brasilense via tratamento de sementes e doses de nitrogénio em cobertura,
safra 2016. UFPel, 2018.

Dose de Nitrogénio (kg.ha™")

Variavel Estirpe 0 30 60 9 120 Média
Sem 7,53c* 10,90b 11,52b 12,99b 12,84b 11,16
ABvV5 11,69b 13,59a 15,06a 13,34b 13,16b 13,37
AA ABv6 12,46b 13,96a 15,32a 14,83b 15,88a 14,49
(umol.g"'MF) ABvV5 + ABv6 14,44a 15,31a 16,79a 17,37a 16,81a 16,14
Média 11,53 13,44 1555 14,63 14,67
CV (%) 8,03
Sem 28,76 31,32 3585 38,28 36,31 34,10c
ABv5 36,12 37,26 38,71 39,24 44,02 39,07bc
AST ABV6 40,26 40,59 39,03 44,61 4560 42,02ab
(mg.g"'MF) ABvV5 + ABv6 46,11 50,40 49,97 46,62 44,63 47,55a
Média 37,81 39,890 40,89 42,19 42,64
CV (%) 17,95
Sem 2,29 3,94 3,65 3,68 4,93 3,70c
NR ABv5 2,98 4,19 3,81 4,55 6,03 4,31b
(nmol NO ABV6 3,62 4,19 4,39 5,69 6,22 4,82b
-g-1MF.h-1) ABvV5 + ABV6 5,30 5,10 4,53 6,07 6,60 5,52a
Média 3,55* 4,36 4,10 5,00 5,95
CV (%) 15,32

Letras iguais minlUsculas na coluna ndo diferem significativamente entre si em nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo modelo de agrupamento de Tukey (*significativo ao nivel de 5% de
probabilidade, 0.01 =< p <0.05 pelo teste F; ns = n&o significativo, p >= 0.05 pelo teste F).
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Em relagcdo aos agucares soluveis totais (AST) (Tabela 12), as plantas oriundas
das sementes inoculadas com a associacdo das duas estirpes (ABvS + ABVG)
acumularam mais agucares na folha, em relacdo aos demais tratamentos. Em
contrapartida as plantas oriundas das sementes que n&o receberam inoculante na
ocasidao da semeadura acumularam menos agucares na folha para todas as doses
aplicadas. Além disso, averiguou-se que as doses de nitrogénio aplicadas em cobertura
nao diferiram estatisticamente.

Ainda na tabela 12, ficou constatado que a enzima nitrato redutase obteve maior
atividade nas plantas oriundas das sementes inoculadas com a associacao das estirpes
(ABv5 + ABvV6). No entanto, onde ndo houve inoculacdo das sementes, as plantas
provindas destas, apresentaram menor atividade da enzima nitrato redutase. Além
disso, as plantas provindas das sementes que receberam inoculacdo somente com as
estirpes ABv5 ou ABV6, evidenciaram atividade da nitrato redutase intermediaria.

Na figura 8A, foi verificado que a testemunha (sem inoculagdo) e a inoculagéo
com a estirpe ABv5, enquadrou-se em um modelo polinomial quadratico positivo sendo
que as doses que proporcionaram maior acimulo de aminoacidos foi de 101 e 65,6 Kg-*
de N.ha'. Em relacdo a inoculagdo com a estirpe ABv6 e com a associagdo das
estirpes (ABv5 + ABvV6), apresentou uma tendéncia linear positiva, com incremento de
0,0257 e 0,0226 umol.g'MF de aminoacidos.

De acordo com a figura 8B, observou-se que a variavel atividade da nitrato
redutase (NR), foi influenciado positivamente pelo aumento das doses de nitrogénio,
mostrando um aumento linear na atividade enzimatica. E importante salientar que para
cada Kg' de N aplicado proporcionou incremento de 0,0181 nmol NO2".g""MF.h-".

Contudo, o metabolismo do nitrogénio € fundamental para formacido de
aminoacidos e proteinas. Nesse sentido, a bactéria Azospirillum brasilense, pode gerar
diversos estimulos para o crescimento das plantas, destacando-se a fixagao biologica
de N (FUKAMI et al., 2016), produgéo de horménios de crescimento (CAVALLET et al.
2000) aumento nos teores de clorofila (HUNGRIA 2011), além de alteragdes na
atividade fotossintética das plantas (GORDILLODELGADO et al., 2016). Ainda, quando
crescem dentro da planta, podem aumentar a atividade da enzima nitrato redutase
(HUNGRIA, 2011).
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Figura 8 - (A) = Aminoacidos (AA) e (B) = atividade da nitrato redutase (NR) oriundas
de plantas de trigo submetidas a inoculagdo com diferentes estirpes de Azospirillum
brasilense via tratamento de sementes e doses de nitrogénio em cobertura, safra 2016.
UFPel, 2018.

Nesse sentido, os pesquisadores Venkatesan; Ganapathy (2004), avaliando a
atividade da enzima redutase do nitrato em plantas de cha, observaram que a atividade
da enzima foi incrementada devido ao suprimento das doses de nitrogénio e de
potassio. Além disso, Lavres Junior; Monteiro (2006), verificaram que a atividade da

redutase do nitrato foi incrementada com o suprimento de nitrogénio.
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4.4 Qualidade industrial

Observou-se na Tabela 13, que as variaveis proteina no grao (Prot), numero de
queda (NQ) e forca de gluten (W), responderam de forma positiva a inoculagéo via
sementes com as estirpes ABvS e ABvV6 de Azospirillum brasilense, inoculadas de
forma individual e associadas, em relacao a testemunha.

Porém, quando aplicadas de maneira associada (ABv5 + ABvV6), favorece a
producao de grdos com mais proteinas, em torno de 1 ponto percentual (p.p) a mais
que na testemunha, por consequéncia melhorando o numero de queda e a forga de
gluten, que apresentaram 26 e 43 p.p respectivamente a mais que a testemunha (sem
inoculacao) (Tabela 13).

Tabela 13 - Proteina no grao (Prot); numero de queda (NQ) e forga de gluten (W);
submetidas a inoculagdo com diferentes estirpes de Azospirillum brasilense via
tratamento de sementes e doses de nitrogénio em cobertura, safra 2016. UFPel, 2018.

Dose de Nitrogénio (kg.ha)

Variavel Estirpe 0 30 60 90 120 Média
Sem 11,45 11,85 11,69 12,63 12,85 12,09¢
ABvV5 11,90 11,88 12,24 12,65 13,38 12,41b
Prot (%) ABV6 12,07 12,00 12,54 12,74 13,39 12,55b
ABvV5 + ABV6 12,33 12,20 12,56 13,10 13,85 12,81a
Média 11,94* 11,98 12,26 12,78 13,37
CV (%) 1,95
Sem 336.08 339.11 346.95 350.29 352.02 344.89c
ABvV5 349.70 352.04 354.44 356.78 367.58 356.11b
NQ (%) ABV6 356.04 360.43 362.23 367.87 370.49 363.41b
ABv5 + ABv6  364.33 364.75 373.87 374.22 376.12 370.66a
Média 351.54* 354.08 359.37 362.29 366.55
CV (%) 3,17
Sem 307,54 338,17 338,79 310,52 342,53 327,51c
ABv5 319,15 358,60 354,75 357,40 360,36 350,05b
W (%) ABVv6 323,85 362,95 37249 377,10 362,51 359,78b
ABv5 + ABv6 347,84 372,61 381,70 379,98 371,89 370,80a
Média 324,59* 358,08 361,93 356,25 359,32
CV (%) 5,91

Letras iguais minusculas na coluna ndo diferem significativamente entre si em nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo modelo de agrupamento de Tukey (*significativo ao nivel de 5% de
probabilidade, 0.01 =< p <0.05 pelo teste F; ns = ndo significativo, p >= 0.05 pelo teste F).
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Além do efeito positivo conferido pelas estirpes da bactéria, observou-se
ainda resultados positivos em relagdo as doses de nitrogénio aplicadas em cobertura.
Sendo que para proteina no grdo e numero de queda (Figuras 9 A e B), observou-se
tendéncia linear positiva, onde para cada Kg de nitrogénio aplicado, proporcionou
incremento 0,0122 e 0,127 % respectivamente. Ja para forgca de gluten (W), ficou
evidenciado tendéncia quadratica, sendo que a dose que proporcionou maior eficiéncia

técnica para expressao de W foi de 79,9 kg de nitrogénio por hectare.
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Figura 9 - (A) = proteina na semente (Prot); (B) = niumero de queda (NQ) e (C) = forga
de gluten (W); oriundas de plantas de trigo submetidas a inoculagdo com diferentes
estirpes de Azospirillum brasilense via tratamento de sementes e doses de nitrogénio
em cobertura, safra 2016. UFPel, 2018.
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As estirpes ABvS e ABvV6 da bactéria Azospirillum brasilense aplicada nas
sementes tanto de forma isolada como associada, melhoraram significativamente a
qualidade da farinha de trigo em relacdo a estabilidade (E), extensibilidade (L) e
tenacidade (P). Porém, os melhores resultados se deram quando a inoculagao foi
realizada com as estirpes de forma associada (ABv5 + ABV6), apresentado um
incremento de 3,78; 12,98 e 13,52 pontos percentuais em relacdo a testemunha

(Tabela 14).

Tabela 14 - Estabilidade (E); extensibilidade (L); tenacidade (P); Estabilidade (E);
extensibilidade (L); tenacidade (P); submetidas a inoculagdo com diferentes estirpes de
Azospirillum brasilense via tratamento de sementes e doses de nitrogénio em cobertura,
safra 2016. UFPel, 2018.safra 2016. UFPel, 2018.

Dose de Nitrogénio (kg.ha™")

Variavel Estirpe 0 30 60 90 120 Média
Sem 14,48 14,71 16,67 17,83 16,09 15,96d
ABvV5 15,18 16,64 17,02 18,58 16,86 16,86¢
E (%) ABV6 15,29 17,44 19,44 19,07 18,75 18,00b
ABvV5 + ABv6 17,54 19,27 20,78 20,70 20,42 19,74a

Média 15,62* 17,01 18,48 19,05 18,03

CV (%) 5,85

Sem 85,36 86,20 81,56 88,03 91,04 86,44c
ABv5 89,79 87,30 90,44 98,67 96,84 92,61b
ABv6 95,08 87,84 97,09 99,14 104,10 96,65a

(0]
L(%)  ABvs+ABVG 9937 9161 9845 10456 10310 99.42a
Média  9240" 8824 9188 97,60 98,77

CV (%) 4,44
Sem 109,87 12359 119,70 123,28 121,81 119,65¢c
ABV5 115,82 125,04 131,71 127,61 129,72 125,98b
ABV6 118,54 126,17 133,95 136,77 139,17 130,92ab

0,
P (%) ABv5 + ABv6 120,14 136,62 125,95 141,87 141,25 133,17a
Média 116,09* 127,85 127,83 132,38 132,99
CV (%) 6,49
Letras iguais minusculas na coluna n&o diferem significativamente entre si em nivel de 5% de
probabilidade de erro pelo modelo de agrupamento de Tukey (*significativo ao nivel de 5% de
probabilidade, 0.01 =< p <0.05 pelo teste F; ns = n&o significativo, p >= 0.05 pelo teste F).

Observou-se ainda, resultados positivos em relacdo as doses de
nitrogénio aplicadas em cobertura para as variaveis estabilidade (E), extensibilidade (L)

e tenacidade (P). Onde, foi evidenciada uma tendéncia linear para o parametro L,



63

apresentando para cada Kg de nitrogénio aplicado um incremento de 0,0737 % (Figura
10 B). Ja para E e P, foi observado uma tendéncia quadratica, sendo que a dose que
proporcionou maior eficiéncia técnica foi de 77,2 e 105 kg de nitrogénio por hectare,

respectivamente (Figura 10A e 9C).
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Figura 10 - (A) = Estabilidade (E); (B) = extensibilidade (L) e (C) = tenacidade (P);
oriundas de plantas de trigo submetidas a inoculagdo com diferentes estirpes de

Azospirillum brasilense via tratamento de sementes e doses de nitrogénio em cobertura,
safra 2016. UFPel, 2018.

Os resultados encontrados nessa pesquisa demonstram a importancia da

bactéria Azospirillum brasilense para a planta, pois além de ser uma bactéria promotora
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de crescimento, proporciona vantagens em termos de absorgéo de agua e nutrientes do
solo, além de possibilitar constante disponibilidade de N, acarretando em sementes e
farinha de melhor qualidade. De acordo com Cazetta et al. (2008), o aumento de N nos
graos é interessante, dada sua associagcdo com o aumento no teor de proteinas e,
consequentemente na qualidade tecnoldgica da farinha de trigo. Vindo de encontro
Gutkoski et al. (2011), observaram que o teor de proteina bruta do grao apresentou
uma relagdo direta com a adubacgado nitrogenada. Resultados similares foram
observados por ROSA FILHO (1999), demonstrando que doses crescentes de N no
inicio do espigamento proporcionam elevagdo da porcentagem de proteina bruta no
grao de trigo.

Em relagdo ao numero de queda, estudos apontam que a maior disponibilidade
de N pode atrasar a maturagdo dos graos e incrementar sua dorméncia, reduzindo o
risco de germinacgao pré-colheita dos graos ainda na espiga (KINDRED et al., 2005).
Além disso 0 aumento na disponibilidade de N pode reduzir a atividade da enzima alfa-
amilase no grao, na auséncia de germinagéao pré-colheita (KETTLEWELL, 1999). Dessa
forma, o efeito da maior disponibilidade de N sobre o aumento no numero de queda
pode também estar relacionado ao efeito morfolégico proporcionado pelo enchimento
mais completo do grao, reduzindo o tamanho da cavidade ventral e a probabilidade de
ruptura entre o endosperma e a testa no grdo (KINDRED et al., 2005).

Além disso, resultados observados por Gutkoski et al. (2011), relataram que a
aplicacdo de nitrogénio melhora a forca de gluten (W), tenacidade (P). além disso,
Fuertes-Mendizabal et al. (2010), verificaram que, a disponibilizacdo de nitrogénio,
aumentou significativamente a extensibilidade da massa (L).

De acordo com os resultados desse trabalho, a inoculagdo de sementes de trigo
com as estirpes ABv5 e ABV6 associada com doses de nitrogénio, favoreceram melhor
desenvolvimento das plantas e consequentemente uma melhor qualidade fisioldgica e
industrial das sementes e da farinha produzida. Além disso, através dos resultados

evidenciou-se a possibilidade de reducao das doses de nitrogénio aplicadas na cultura.
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5 Conclusoes

A adicao das estirpes ABv5 e ABV6 via inoculagcdo de semente, proporciona
melhora nos caracteres agrondmicos: peso de espiga; comprimento de espiga; numero
de afilhos férteis.

A aplicagdo de nitrogénio, promove beneficios em relagdo ao peso hectolitro;
peso de mil sementes; numero de afilhos férteis e rendimento de grao.

A adicdo das estirpes ABv5 e ABV6 via inoculacdo de semente e aplicagao de
nitrogénio, proporciona melhor expressao da qualidade fisiologica de semente de trigo
produzida: primeira contagem de germinacéo; germinagao; envelhecimento acelerado e
condutividade elétrica.

A adigao das estirpes ABv5 e ABV6 via inoculagdo de semente, aumenta o indice
de clorofila foliar total; teor de nitrogénio na planta; proteina na folha; aminoacidos;
acucar soluvel total e a atividade da nitrato redutase.

A aplicacdo de nitrogénio, aumenta o indice de clorofila foliar total; teor de
nitrogénio na planta; proteina na folha; aminoacidos e a atividade da nitrato redutase.

A adicido das estirpes ABv5 e ABV6 via inoculacdo de semente e aplicacdo de
nitrogénio, proporciona melhor expressdo da qualidade tecnoldgica: proteina no grao;

numero de queda; forca de gluten; estabilidade; extensibilidade e tenacidade.
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