UFRRJ

INSTITUTO DE AGRONOMIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM FITOTECNIA

DISSERTACAO

Microrganismos promotores do crescimento vegetal,
inibidores de nitrificacdo e urease como estratégia para
aumentar a eficiéncia do uso do N fertilizante em plantas

de sorgo

Ricardo Cesario dos Santos

2018



\ﬂ.a'de FEQ‘E‘_,.

= §§ e
%%de\ﬁﬁo

2

Ty

jeIrth

Unip

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE AGRONOMIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM FITOTECNIA

MICRORGANISMOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO
VEGETAL, INIBIDORES DE NITRIFICACAO E UREASE
COMO ESTRATEGIA PARA AUMENTAR A EFICIENCIA
DO USO DO N FERTILIZANTE EM PLANTAS DE SORGO

Ricardo Cesario dos Santos

Sob a Orientacdo do Pesquisador
Segundo Sacramento Urqguiaga Caballero

Dissertacdo submetida como requisito
parcial para obtencdo do grau de Mestre
em Fitotecnia, no curso de P6-graduacao
em Fitotecnia.

Seropédica, R J
Agosto de 2018



S237m
Santos, Ricardo Cesério dos, 1990-
Microrganismos promotores do crescimento vegetal,
inibidores de nitrificacdo e urease como estratégia
para aumentar a eficiéncia do uso do N fertilizante em
plantas de sorgo / Ricardo Cesario dos Santos. - 2018.
30 f.

Orientador: Segundo Urquiaga Sacramento
Caballero.
Dissertacdo (Mestrado). — Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Curso de Pds-Graduacdo em
Fitotecnia, 2018.

Bibliografia: f.22-30.

E permitida a copia parcial ou total desta Dissertacio, desde que seja citada a fonte.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE AGRONOMIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM FITOTECNIA

RICARDO CESARIO DOS SANTOS

Dissertacdo submetida como requisito parcial para obtencéo de grau de Mestre em Fitotecnia
no curso de Pds-graduacdo em Fitotecnia, area de concentracdo em Agroecologia.

DISSERTACAO APROVADA EM 08/08/2018

Segundo Sacramento Urquiaga. Ph. D. Embrapa Agrobiologia
(Orientador)

Jorge Jacob Neto. Dr. UFRRJ

Marcio Martins dos Reis. Dr. Embrapa Agrobiologia



DEDICATORIA

Aos meus pais, Givaldo e Juraci por me ensinar qual
caminho trilhar.

Dedico com amor.



AGRADECIMENTOS

A Deus por iluminar esta caminhada;

Ao0s meus pais e irmaos, que mesmo longe, transmitiram suas oracdes e sempre
torceram por mim;

Aos amigos do grupo de Ciclagem de Nutrientes, Wadson, Pedro, Selenobaldo,
Selmo, Lucero, por toda ajuda e convivéncia.

Aos analistas da EMBRAPA Agrobiologia, Andréia Loviane e em especial ao
Renato Moutinho, pela a realizacdo das analises realizadas nas plantas.

Aos laboratoristas da EMBRAPA Agrobiologia, Roberto Grégio, Ednelson e
Altiberto pela realizagédo das analise das plantas.

A Dr. Karla Campos e o Dr. Martcio Martins, por todos os ensinamentos,
disponibilidade e principalmente pela ajuda durante o trabalho.

Aos amigos irmaos Darcio, Maria, Marcelo e Tiago pelo apoio durante o
Mestrado,

Ao Dr. Bruno Alves, pela oportunidade de treinamento em Iniciacdo Cientifica,
acompanhamento durante o mestrado, paciéncia e disponibilidade durante a realizagéo
do trabalho;

Ao Dr. Segundo Urquiaga pelo incentivo e por permitir desenvolver o
treinamento cientifico sob sua orientacéo.

Ao professor Jorge Jacob, pela participacdo na banca de defesa da dissertacdo e
por todos 0s ensinamentos na graduacéo.

A Embrapa Agrobiologia e Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro pela
capacitacdo e formacéo.

“O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de
Financiamento 001”.



RESUMO GERAL

SANTOS, Ricardo Cesério dos. Microrganismos promotores do crescimento vegetal,
inibidores de nitrificagdo e urease como estratégia para aumentar a eficiéncia do
uso do N fertilizante em plantas de sorgo. 2018. 30f. Dissertacdo (Mestrado em
Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

O uso de inibidores de volatilizacdo de amdnia e nitrificacdo provou ser bem-sucedido
na reducdo das perdas de N apés a aplicacdo de uréia nas culturas, que em combinacgao
com a inoculacdo de sementes com bactérias promotoras de crescimento de raiz vegetal
(PGPB) aumentaria a eficiéncia da fertilizacdo. Esta hipotese foi testada neste estudo.
Um experimento foi realizado na estacdo experimental da Embrapa Agrobiologia,
localizada em Seropédica, no Rio de Janeiro. O delineamento experimental foi em
blocos ao acaso, com seis tratamentos e cinco repeti¢des. Os tratamentos consistiram em
diferentes estratégias de adubacédo nitrogenada: sem adi¢do de N (T1); ureia (120 kg N
hal) (T2); ureia (60 kg N ha?) (T3); inoculacio de sementes com as estirpes de
Azospirillum brasilense ABV4 e ABV5 + uréia (60 kg N hal) (T4); ureia revestida (60
kg N ha') com NBPT (T5); e ureia revestida (60 kg N ha?) com inoculagio de
sementes NBPT + A. brasilense ABV4 e ABV5 (T6). Cada parcela tinha 4 m de
comprimento por 4 m de largura, com 0,50 m de espaco entre linhas. Na semeadura, as
plantas foram fertilizadas com 80 kg de P.Os ha™* como superfosfato simples, 40 kg de
K20 ha! como cloreto de potéssio e 3 kg de micronutrientes ha! como Cana Micros
Plus®. A adubacdo da uréia foi dividida em duas parcelas, com 20 kg N ha? na
semeadura e 40 kg N ha como cobertura. As coletas para quantificacdo das emissdes
de N2O e NH3 foram realizadas durante a conducdo do experimento em campo e 0s
rendimentos de gréos e palha foram quantificados na colheita. Os resultados foram
submetidos a ANOVA e médias significativamente diferentes foram comparadas pelo
teste l.s.d. com p<0,05. Em relacdo as emissdes de N2O, o uso de inibidor de
nitrificacdo ndo mostrou diferencas estatisticas entre os tratamentos Ureia (60 kg N ha™)
+ DCD e a ureia pura (60 kg N ha*) ou ureia pura (60 kg N ha™) + A. brasilense, ja o
tratamento com ureia + DCD + Azospirillum difertiu estatisticamente do tratamento
ureia (60 kg N ha?l) + DCD com uma redugdo de 45% nas emissdes de N2O. A
volatilizacdo da aménia na auséncia de inibidor foi de cerca de 10% do N adicionado,
independentemente da dose de aplicacdo, mas quando presente, o inibidor reduziu pela
metade as perdas de N. Nao houve efeito da inoculagéo das sementes nas perdas por
volatilizacdo. A producdo de grdo foi afetada pelo uso de Azospirillum e ou
Azospirillum + Inibidores com um incremento de 1,7% e 7,7% em relagdo ao tratamento
com ureia pura (60 kg N ha), porém néo foi possivel observar diferencas significativas
entre os respectivos tratamentos. Nao foi possivel verificar uma sinergia na eficiéncia
do uso de fertilizantes ao combinar as tecnologias de inibidores de volatilizacdo e
nitrificacdo em conjunto com a inoculagdo de sementes com PGPB.

Palavras chaves: Azospirillum, Eficiéncia Agrondmica; Sorghum bicolor.



GENERAL ABSTRACT

SANTOS, Ricardo Cesario dos. Plant growth promoting microorganisms,
nitrification inhibitors and urease as a strategy to increase the efficiency of N
fertilizer use in sorghum plants. 2018. 30f. Dissertation (Master in Plant Science).
Institute of Agronomy, Department of Plant Science, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

The use of ammonia volatilization and nitrification inhibitors proved to be successful in
reducing N losses after application of urea to crops, which in combination with seed
inoculation with plant growth promoting bacteria (PGPB) would increase fertilization
efficiency. This hypothesis was tested in this study. An experiment was carried out at
the experimental station of Embrapa Agrobiologia, located in Seropédica, Rio de
Janeiro. A randomized block design with 5 treatments and 5 replications was adopted.
The treatments were different N fertilization strategies as follows: no N addition (T1);
urea (120 kg N ha) (T2); urea (60 kg N ha) (T3); seed inoculation with Azospirillum
brasilense ABV4 and ABVS5 strains + urea (60 kg N hal) (T4); coated urea (60 kg N ha-
1y with NBPT (T5); and coated urea (60 kg N hat) with NBPT + seed inoculation with
A. brasilense ABV4 and ABV5 (T6). Each plot was 4 m long by 4 m wide, with 0.50 m
interrow space. At seeding, plants were fertilized with 80 kg P205 ha? as single
superphosphate, 40 kg K20 ha* as potassium chloride, and 3 kg micronutrients ha™ as
Cana Micros Plus®. Urea fertilization was split in two, with 20 kg N ha™* at sowing and
40 kg N ha? as side-dressing. Grain yield and straw were quantified at harvesting.
Results were submitted to ANOVA and significantly different means were separated by
I.s.d. test at p<0.05. The use of nitrification inhibitor did not show statistical differences
between treatments Urea (60 kg N ha) + DCD and pure urea (60 kg N ha*) or pure
urea (60 kg N hal) + A.brasilense, ,the treatment with urea + DCD + Azospirillum
differed statistically from the treatment urea (60 kg N hal) + DCD with a 45%
reduction in N2O emissions. Volatilization of ammonia in the absence of inhibitor was
about 10% of the N added, regardless of the application dose, but when present, the
inhibitor reduced N losses by half. There was no effect of seed inoculation on losses by
volatilization. Grain production was affected by the use of Azospirillum and / or
Azospirillum + Inhibitors with an increase of 1.7% and 7.7% in relation to treatment
with pure urea (60 kg N ha), but it was not possible to observe differences between
treatments. It was not possible to verify a synergy in the efficiency of the use of
fertilizers when combining the technologies of inhibitors of volatilization and
nitrification together with the inoculation of seeds with PGPB.

Keywords: Azospirillum, Agronomic Efficiency; Sorghum bicolor.
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1. INTRODUCAO

O nitrogénio (N) é um dos nutrientes mais demandados pela maioria das plantas,
e, por isso, devido a baixa fertilidade dos solos tropicais, € tipicamente um dos mais
limitantes para a producdo agricola. O wuso agricola mundial de fertilizantes
nitrogenados em 2015 foi superior a 109 milhdes de toneladas e, de acordo com as
previsdes, esse montante aumentara nos proximos anos (FAOSTAT, 2017).

O uso de fertilizantes nitrogenados na agropecudria brasileira vem aumentando
continuamente, sendo registrado um consumo interno de 4,37 milhdes de toneladas em
2016, sendo a ureia a principal fonte, correspondendo a aproximadamente 55 % desse
total (ALVES et al; 2017). Questdes econdmicas explicam a opcdo pela ureia. Em 2016,
a tonelada de ureia foi comercializada a um prego médio de US$ 423,56, enquanto que
0 de nitrato de amonio foi de US$ 354,13 por tonelada (valor pago no Brasil, posto na
fazenda; ICMS e frete inclusos - ANDA, 2016), implicando em um custo de US$ 0,94
kg™ de N-ureia contra US$ 1,04 kg de N-nitrato de amdnio. Considerando-se o sulfato
de amdnio, o custo por kg N seria de US$ 1,58. O frete é um dos componentes do prego
que explicam as diferencas, pois uma tonelada de ureia contém 450 kg de N, 32 % mais
do que uma tonelada de nitrato de aménio, e mais de duas vezes a quantidade de N em
uma tonelada de sulfato de aménio.

O aumento no consumo de fertilizantes nitrogenados é uma indicacdo de maior
acesso a tecnologia por parte dos produtores, e constitui uma das muitas explicacdes
para 0 aumento de produtividade na agricultura brasileira. Deve-se destacar, no entanto,
que a eficiéncia de uso do fertilizante nitrogenado pelas culturas é relativamente baixa,
situando-se, tipicamente, entre 30 e 50% do N aplicado (HERRERA et al; 2016). Essa
situacdo ndo somente significa um revés econdmico, mas também um ponto negativo
pelo lado ambiental.

As perdas de fertilizante nitrogenado do sistema, por lixiviacdo do nitrato (NO3z")
ou em formas gasosas, incluindo amoénia (NHs), 6xido nitroso (N20) e nitrogénio
molecular (N2) representam desperdicio dos investimentos feitos pelos agricultores.
Consequéncias ambientais incluem a eutrofizacdo dos cursos de agua (lixiviagdo de
NOs" e deposicdo de NH3) e emissdes de gases de efeito estufa (N2O) (FORSTER et al;
2007).

Tendo em conta as vantagens de melhor utilizar o fertilizante nitrogenado, tem
aumentado o interesse nos chamados fertilizantes de eficiéncia aprimorada que visam
retardar a liberacdo de formas minerais de N no solo, que podem ser perdidas. Estes
incluem fertilizantes nitrogenados que contém produtos quimicos que inibem processos
bioldgicos, incluindo hidrélise da ureia (inibidores da urease) ou oxidacdo do NH4"
(inibidores de nitrificacdo) (CHALK et al; 2015).

Outra forma de aumentar a eficiéncia no uso de N pela planta seria 0 uso de
bactérias promotoras do crescimento vegetal (PGPB). As bactérias diazotréficas sao
microrganismos capazes de realizar a conversdo enzimatica do N2 a NHs. Segundo
Evans e Burris (1992), as bactérias diazotroficas podem ser classificadas em trés
grupos: bactérias de vida livre, que fixam nitrogénio para o seu proprio uso, bactérias
associativas, que contribuem para o crescimento da planta sem a formacéo de estruturas
diferenciadas, nao estabelecendo uma simbiose; bactérias simbioticas, que estabelecem
uma interagdo muito estreita entre macro e o microsimbionte e, em alguns casos, sao
formadas estruturas diferenciadas denominadas nodulos.

Azospirillum é um género de bactéria que contribui para o crescimento de
plantas (CASSAN et al. 2014), com varios relatorios de estirpes mostrando diferentes
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potenciais para beneficiar o crescimento de uma variedade de espécies de plantas,
incluindo cereais importantes como o sorgo (Sorghum bicolor) (BASHAN e de-
BASHAN 2010; HUNGRIA 2011; HUNGRIA et al. 2010; CASSAN et al. 2015;
PEREG et al. 2016). A promocdo do crescimento de plantas por Azospirillum conta com
uma série de mecanismos (BASHAN e DE-BASHAN, 2010), incluindo maior adesdo
de nutrientes e &gua (ARDAKANI et al. 2011), sintese de fitorménios, como as auxinas
(SPAEPEN e VANDERLEYDEN 2015), inducéo de tolerancia ao estresse de plantas e
genes de defesa (FUKAMI et al. 2017) e fixacdo biologica de nitrogénio (FBN)
(MARQUES et al. 2017). A inoculacdo das plantas com bactérias que produzem
auxinas permite o crescimento diferenciado das raizes das plantas (DOBBELAIRE et al;
1999), permitindo que explore melhor o solo e tenha aumentada a sua capacidade de
absorver nutrientes e dgua. Martins et al. (2017) mostraram que a inoculagdo de milho
com as estirpes ABV5 e ABV6 de Azospirillum brasilense promoveu aumento na
eficiéncia de uso de N do fertilizante nitrogenado.

Se 0 uso de inibidores reduz as possibilidades de perda de N do solo e a
inoculacdo da planta com PGPB aumenta sua capacidade de absorver N do solo, a
combinacdo das duas técnicas poderia amplificar a eficiéncia de uso de N pela planta.
Com base nesta hipdtese, o objetivo geral da tese foi avaliar o impacto do uso de PGPB
em combinagdo com inibidores de nitrificagdo e de urease sobre a eficiéncia no uso de
nitrogénio em plantas de sorgo. Além deste objetivo geral, também buscou-se avaliar a
resposta em produtividade de grdos de sorgo frente a diferentes doses de N sob os
tratamentos mencionados, assim como as emissdes de N2O e as perdas de NHz do solo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura do sorgo

O sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] é uma monocotiledonea da familia
Poaceae cultivado em diversas regides do mundo. Algumas evidéncias apontam que seu
centro de origem é na Africa ocidental, mais precisamente na Etidpia e Suddo, sendo
aparentemente difundido pelo mundo através de nativos africanos, que pela ocasido do
regime de escraviddao do século XVI ao XIX foram levados para diversas partes do
mundo, e consigo carregaram as sementes (MARTIN, 1975). Conforme GARCIA et al;
(2010) a cultura do sorgo € produto da domesticacéo feita pelo homem, que através das
geragdes vem conseguindo suprir as necessidades dos animais assim como dos
humanos. Apesar de ser uma cultura muito antiga, somente a partir do século XIX é que
apresentou grande expansdo em muitas regides agricolas do mundo. No Brasil, a cultura
do sorgo comecgou a se desenvolver a partir da década de 1970 (RUAS et al; 2008),
tornando-se uma das mais versateis, em termos de possibilidades de utilizagdo (RIBAS,
2008).

A cultura do sorgo se adapta a diversos ambientes, inclusive naqueles onde ha
condicdes de deficiéncia hidrica (MARIGUELE & SILVA 2002). Isto possibilita sua
expansdo em regides com distribuicdo irregular de chuvas e, até mesmo, seu uso em
sucessdo a culturas de verdo (COELHO et al. 2002). De acordo com ANTUNES (1979)
e AGUIAR et al; (2011), o cultivo do sorgo é possivel mesmo em regides onde a
precipitacdo pluvial anual ndo excede os 380 mm.

Além do seu potencial para alimentacdo humana, a utilizacdo da cultura no pais

¢ praticamente toda para a alimentacdo animal, sendo que o sorgo granifero é utilizado
na avicultura e suinocultura. Para a alimentacdo de bovinos, tanto de corte, como
leiteiro, 0 emprego do sorgo na dieta é feito em forma de silagem ou pastoreio. As
caracteristicas agrondmicas apresentadas pela cultura do sorgo indicam a sua
potencialidade como grande produtor de biomassa, sementes e folhas, elevada
capacidade de rendimento de colmos, alta percentagem de extracdo de caldo, o qual
possui alto conteddo de sélidos sollveis totais, demonstrando ser uma grande
alternativa, como fonte de alimentos para os bovinos de corte (SOUZA et al; 2008).
O cultivo do sorgo se torna uma boa opcdo onde a producdo de outras gramineas é
limitada, como afirma SILVA et al; (2005). Mesmo havendo varias op¢des de cultivo, o
sorgo é considerado como 6tima alternativa para uso na forma de gréos, forragem verde
ou silagem. Dentre as vantagens do uso dessa cultura, destacam-se a alta producdo de
matéria seca em relagdo a outras gramineas (CASELA et al; 1986), maior resisténcia
aos periodos de seca pela melhor eficiéncia no uso da adgua (Monteiro et al; 2004),
menor exigéncia em relacdo a fertilidade do solo, aléem da possivel utilizacdo da rebrota
das plantas de sorgo (MELLO et al, 2003; PORTUGAL et al, 2003; SILVA et al; 2003;
REZENDE et al, 2005).

2.2 Adubacéo Nitrogenada

A atmosfera terrestre € composta por aproximadamente 78 % de N, sendo este
macronutriente fundamental para a vida na terra, pois é o nutriente mais requerido pelos
vegetais para a metabolizagdo de diversos processos gque S0 essenciais para a sua
sobrevivéncia (BASUCHAUDHURI, 2015; VANCE, 2001).

Entre os elementos minerais, o N é essencial para a vida das plantas por fazer
parte da composicdo da maioria dos compostos organicos como aminoacidos, proteinas,



acidos nucléicos, horménios e clorofila (MALAVOLTA, 2006). Além disso, participa
das principais reacdes bioguimicas, do metabolismo vegetal e tem importante
participagdo nos ciclos biogeoquimicos, que s&o controlados por fatores fisicos,
quimicos, bioldgicos e afetado por condicdes climaticas de dificil previsdo e controle.
Com isso, 0 N é considerado 0 macronutriente mineral mais importante na constituicdo
quimica das especies vegetais (RAIJ, 1991). A baixa disponibilidade deste elemento é
limitante ao crescimento vegetal, sendo o constituinte obrigatorio de toda matéria viva.
Segundo BASUCHAUDHURI; (2015), é necessario a conversdo do nitrogénio gasoso
(N2), que é uma forma muito estdvel e indisponivel para as plantas, em formas
assimilaveis pelos organismos vivos, sendo esse elemento fundamental na producédo de
alimentos.

A grande maioria dos vegetais utiliza o N mineral presente no solo, salvo
excecdo as leguminosas que, em sua maioria, podem fixar o N2 atmosférico por meio da
simbiose com bactérias. A probabilidade de que o solo ndo possa fornecer as plantas
todos os nutrientes necessarios para o seu desenvolvimento faz da fertilizacdo
nitrogenada uma pratica extremamente essencial para a agricultura moderna (IFA,
2013).

Uma grande parte do N aplicado no solo é perdido do sistema solo-planta, onde
essas perdas podem ser de aproximadamente 50% a 70% como mostra dados
experimentais (PEOPLES et al; 1995). O uso desordenado de fertilizantes nitrogenados
podem causar danos ambientais, como a poluicdo de cursos d’agua e posterior
eutrofizacdo, pois esses problemas geralmente estdo associados ao uso intensivo destes
fertilizantes, sendo que o N é facilmente perdido por lixiviacdo, volatilizagdo,
escoamento superficial ou até mesmo pelos processos de desnitrificacdo (GOOD et al;
2004).

2.3 Nitrogénio na cultura do sorgo

A producdo agricola esta diretamente relacionada com a disponibilidade dos
nutrientes, que, em determinada condi¢do, depende, além das formas quimicas em que o
mesmo se encontra no solo, da capacidade de absorcdo da cultura, do desenvolvimento
do sistema radicular, do tempo de crescimento e, ainda, das condic¢@es climaticas e da
disponibilidade de outros nutrientes.

O fato de o sorgo ser considerado uma cultura rustica ndo significa que a planta
ndo precisa de nutrientes ou ndo responda a adubacdo. Dentre os principais fatores
responsaveis pela baixa produtividade da cultura do sorgo, destacam-se as 0s baixos
teores de N e de P dos solos (ZOBECK et al; 2000 e LOPES et al; 2004).

O N é o elemento mais requerido na cultura do sorgo. Para a producdo de uma
tonelada de gréos, a extragdo total de N feita pela planta de sorgo granifero foi de 17 kg
em média (CANTARELLA et al; 1996). Estudos mostram que o N foi o que mais se
acumula no sorgo (ALBUQUERQUE et al; 2013), sendo que as plantas que cresceram
com sua falta foram as mais atingidas em relagcdo ao acumulo de biomassa (ZHAO et al;
2005; SANTI et al; 2006).

A recuperagdo do N proveniente do fertilizante pelas plantas é dependente de
diversos fatores ligados &s condi¢cdes de manejo do solo, bem como fatores climaticos,
podendo ser minimizada, a ponto de tornar a pratica de adubacdo ndo efetiva em
situacdes extremas. Parte do N aplicado na forma mineral é perdida principalmente
atraveés dos processos de nitrificacdo, desnitrificacdo, volatilizacdo de NH3 e lixiviacdo
de NOs". Esses processos podem gerar, direta ou indiretamente, N2O, um potente gas de
efeito estufa (SANTQOS, 2010).



2.4 Perdas de N em sistemas de producao

Nem sempre o N aplicado ao solo sera totalmente absorvido pelas plantas. Parte
dele podera ser imobilizada por microrganismos ou, ainda, ser perdida do sistema solo
por diversos mecanismos. Como importante meio de perda do N aplicado, tem-se a
forma gasosa, ou seja, NHs, N2, N2O, NO (BYRNES, 2000).

A perda de N por volatilizacdo de Amodnia (NH3) para a atmosfera € um dos
principais fatores responsaveis pela baixa eficiéncia da ureia aplicada sobre a superficie
do solo (BOUWMEESTER; VLEK; STUMPE; 1985). Este processo consiste na
passagem da amonia presente no solo & atmosfera (DIEST, 1988).

As perdas de N na forma de NHsz por volatilizagdo € proveniente da
mineralizacdo da matéria organica ou do fertilizante aplicado, sendo este fenémeno
mais intensificado, mediante o aumento do pH do solo (MELO, 1978). O processo de
volatilizagdo de NHz com a aplicagdo de ureia envolve, inicialmente, a hidrélise da
fonte nitrogenada por meio da urease, resultando na formacéo de carbonato de aménio.
A urease € uma enzima extracelular produzida por bactérias, actinomicetos e fungos do
solo ou, ainda, de origem em restos vegetais. A ureia aplicada pode ser rapidamente
hidrolisada em 2 ou 3 dias, dependendo da temperatura e umidade do solo, quantidade e
forma pela qual a ureia é aplicada, pH do solo, presenca de residuos etc. Estes fatores
influenciam diretamente a atividade dos microrganismos presentes no solo e na palha,
promovendo grande variacdo na taxa de hidrolise para diferentes solos (REYNOLDS;
WOLF; ARMBRUSTER, 1987).

Outra importante forma de perda de N ¢ a lixiviacdo do NOsz", que é uma das
formas mineral de N presente nos solos sem restricio de oxigénio. Devido ao
predominio de cargas negativas na camada aravel, a sua adsorcdo eletrostatica é
insignificante. Desta forma, o0 NO3z™ permanece na solucdo do solo, 0 que favorece sua
lixiviacdo no perfil para profundidades inexploradas pelas raizes (CERETTA e FRIES,
1997).

As perdas de N através da emissdo de N2O ocorrem através de processos
bioldgicos de nitrificacdo e desnitrificacdo, e podem representar entre 0,3 a 3% do N
aplicado como fertilizantes minerais, adubos organicos e residuos culturais (IPCC,
2006). O processo de nitrificacdo € a oxidacdo bioldgica de formas reduzidas do N.
Neste processo as bactérias quimioautotroficas oxidam o NH4™ presente no solo
produzindo NOs". Esse processo ocorre em duas etapas: na primeira etapa, 0 NH4" é
oxidado principalmente por bactérias do género Nitrossomas e Nitrospira a NO2™ e, na
segunda, o NO>™ é oxidado a NOz™ por bactérias do género Nitrobacter. A producdo de
N2O por nitrificacdo esta relacionada a reducdo de compostos intermediarios entre o
NH4" e 0 NO2" como o NH20OH e o préprio NO2", geralmente pelos préprios organismos
que oxidam o NH4" (PAUL e CLARK, 1996; WRAGE et al; 2001). Acredita-se que o
acuimulo de NO2 no solo seja um fator determinante da producdo de N2O por
nitrificacdo, o que tem sido indicado como um mecanismo de defesa para minimizar o
acumulo intracelular de NO2™ (RITCHIE e NICHOLAS, 1972).

Apesar da possivel producdo de N2O por nitrificacdo, os picos de emissdo de
N20 nos solos geralmente s&o atribuidos aos processos de desnitrificagdo (WRAGE et
al; 2001; LEE et al; 2006). Neste processo, os 6xidos de nitrogénio NO2" e NOs™ sédo
reduzidos a formas gasosas de nitrogénio (NO, N2O ou N2). Uma grande variedade de
bactérias no solo é capaz de desnitrificar, sendo em sua grande maioria microrganismos
anaerdbicos facultativos que oxidam formas organicas de carbono disponivel no solo, a
fim de gerar energia, e usam 0 NOs™ como receptor final de elétrons na auséncia de O>
(PAUL & CLARCK, 1996).



Tendo em vista a elevada mobilidade do N no solo, é fundamental um manejo
adequado, tanto para a reducdo dos custos com a producdo quanto para a minimizagéo
dos efeitos da poluicdo ambiental tais como: Tipos de fertilizantes nitrogenados,
posicdo, manejo de preparo do solo, taxas de fertilizacdo de N e substancias que sao
capazes de retardar o processo de nitrificacdo e desnitrificacdo. A eficiéncia do uso do
N € crucial para que ocorra um aumento de produtividade das culturas, podendo ser
elevada quando o N € aplicado na época apropriada, e em doses adequadas, um manejo
adequado de uso da agua, controle de doencas, pragas e plantas daninhas, e um uso
adequado do espacamento entrelinhas e densidade de semeadura (EMBRAPA, 2004).

2.5 Inibidores de nitrificacéo

Os inibidores de nitrificacdo sdo substancias que atuam blogueando

temporariamente a enzima responsavel pela primeira etapa do processo de nitrificacao,
que consiste na oxidacdo de NH4" para NO2 (SINGH e VERMA, 2007). O seu uso
junto aos fertilizantes nitrogenados vém aumentando nos ultimos anos com o objetivo
de aumentar a eficiéncia dos mesmos através da reducdo da lixiviacdo do nitrato
(VALLEJO et al; 2006), da emissao de N.O (DI e CAMERON, 2012) e de aumentar a
recuperacdo de N pelas plantas cultivadas (GONZATTO et al; 2016).
Além de mitigar o impacto ambiental, j& que o N2O é um potente gas de efeito estufa, se
espera que 0 uso de inibidores possa incrementar a producdo das culturas, como ja
verificado por ZAMAN et al; (2009) e KLEIN et al; (2011). Esse aspecto é fundamental
para que a utilizacdo dos inibidores seja viavel ndo apenas ambientalmente, mas
também economicamente.

Existe uma série de substancias que possuem a capacidade de retardar o
processo de nitrificacdo. Elas podem ser de origem natural, como o0s exsudatos
radiculares de espécies forrageiras cultivadas (SUBBARAO et al; 2006) ou sintéticas,
como a nitrapirina, a dicianodiamida (DCD) e mais recentemente o fosfato de 3,4-
dimetil pirazole (DMPP) (VANDERZAAG et al; 2011).

2.6 Inibidores de urease

A ureia quando aplicada ao solo, esta sujeita a acdo da urease (MALHI et al,.
2001), responsavel hidrélise da ureia em NHs. Essa reacdo € muito importante para a
agricultura porque a NHz produzida a partir da ureia, aplicada ao solo como fertilizante,
pode ser convertida a NH4" que pode ser absorvido ou sofrer nitrificagdo e ser absorvido
como NOs". Os inibidores de urease sdo substancias que reduzem a velocidade de
conversdo da ureia para NHs, permitindo uma maior percolacdo da ureia e reduzindo a
concentracdo de NHz na superficie do solo e, consequentemente, as perdas por
volatilizacdo (MALHI et al; 2001).

Esses compostos apresentam estruturas analogas a molécula de ureia. Essa
caracteristica aparentemente possibilita o inibidor ligar-se aos sitios ativos da urease,
ocupando esses locais por um longo periodo (DOMINGUEZ et al; 2008). Substancias
tém sido estudadas com o objetivo de inibir a atividade da enzima urease e reduzir a
volatilizagcdo de aménia (KRAJEWSKA, 2009). Dentre essas Substancias esta 0 NBPT
(N-(n-butil) tiofosforico triamida) que vem se tornado uma das substancias mais
promissoras para reduzir a volatilizagio de NHsz (GIAOCCHINE et al; 2002;
CANTARELLA et al; 2008; CHIEN et al; 2009).



2.7 Bactérias diazotréficas

Azospirillum spp. ocorrem na zona temperada, mas sdo particularmente
abundantes nos tropicos (Dobereiner and Pedrosa 1987). Azospirillum sp. é um dos
melhores géneros estudados de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
atualmente. As bactérias do género Azospirillum atuam diretamente na fixagdo bioldgica
de nitrogénio (Ashraf et al; 2011) e sdo capazes de assimilar o N2 atmosférico e
converté-lo a forma assimilavel (NH3), cujo processo é denominado fixacdo bioldgica
de nitrogénio (FBN). Na agricultura sustentavel, a fixacdo bioldgica de N2 € uma
importante forma de entrada de nitrogénio no sistema solo-planta (Sharma et al; 2005).
Além da FBN, este microrganismo é capaz de colonizar mais de cem espécies de
plantas e melhora significativamente o0 seu crescimento, desenvolvimento e
produtividade em condi¢cdes de campo. (Bashan and de-Bashan, 2010). Um dos
principais mecanismos propostos para o Azospirillum sp. para explicar a promogéo do
crescimento de plantas inoculadas, tem sido relacionado a sua capacidade de produzir e
metabolizar varios fito hormonios e outras moléculas reguladoras do crescimento de
plantas. (Tien et al; 1979).

Sob certas condigdes ambientais o género Azospirillum pode influenciar
positivamente o crescimento da planta, o teor de nitrogénio e o rendimento de matéria
seca da cultura (Steenhoudt & Vanderheyden, 2000). Este efeito estimulatorio exercido
por este género tem sido atribuido a diversos mecanismos, tais como a FBN e a
producdo de auxinas. Tem sido observado que, através da inoculacdo com Azospirillum,
ocorre alteracdo morfologica na raiz, como 0 aumento das raizes laterais e de pelos
radiculares. Estes fatores sdo atribuidos a producdo de auxinas pelas bactérias
(Steenhoudt & Vanderheyden, 2000). Cavallet et al. (2000) citam que as bactérias
diazotréficas do género Azospirillum, quando associadas a rizosfera das gramineas,
podem contribuir com a nutricdo nitrogenada dessas. Os resultados de 21 ensaios de
campo com pastagens de alfafa realizados na regido dos pampas da Argentina
mostraram que a aplicacdo de tratamentos biologicos de sementes combinando
Sinorhizobium meliloti e A. Brasilense favoreceu o estabelecimento de plantas e a
producdo de forragem. (Diaz-Zorita et al; 2012).

A interacdo entre plantas e microrganismos € determinada em parte pelo
gendtipo da planta, sendo observado que a mesma serve como abrigo proporcionando
ambiente com umidade favoravel e protecdo contra dessecacdo, temperatura e estresse
luminoso (REIS, 2005). A planta também disponibiliza compostos de carbono como
glicose, frutose e sacarose que servem como alimento para estes microrganismos
(NOGUEIRA et al; 2001).

3. MATERIAL E METODO

O experimento foi conduzido no ano agricola 2017/2018 no Campo
Experimental da Embrapa Agrobiologia, localizado no municipio de Seropédica, Rio de
Janeiro com bioma de Mata Atlantica (22°74’ latitude Sul e 43°67’ longitude Oeste e
uma altitude de 33m). De acordo com a classificagdo de Koppen, a regido € classificada
como Aw (clima tropical com um inverno seco e uma temperatura média no més mais
frio acima de 18°C). A média anual de chuva é de 1300 mm, tendo uma distribuicéo
anual com concentragdes entre os meses de dezembro e fevereiro e um periodo seco
entre 0s meses de junho e agosto. Uma irrigacdo suplementar foi utilizada no
experimento para manter a umidade do solo durante os estadios mais importantes do
desenvolvimento da cultura.



O solo da area experimental na profundidade de 0-20 cm apresentou as seguintes

caracteristicas quimicas: pH (H20) = 5,8; MO = 14,14 g kg'; Ca?* = 3,66 cmolc dm3,;
Mg?* = 0,48 cmolc dm; P = 4,56 mg dm= e K* = 73,98 mg dm; AI** = ndo detectado.
E as seguintes caracteristicas fisicas: 597 g kg de areia, 315 g kg* de argila, e 88 g kg™
de silte, sendo sua textura classificada como franco argilo arenosa.
A éarea foi arada e gradeada antes da semeadura do sorgo, que ocorreu em 14 de
dezembro de 2017. Um hibrido (BRS 332) de sorgo foi utilizado, com média de
producdo de 5 a 8 ton ha?, porte de 125 cm, sem tanino, paniculas de coloragdo
avermelhada e ciclo de 120 dias. Realizou-se uma adubacdo de plantio com superfosfato
simples (50 kg P20s ha'), cloreto de potéassio (40 kg KO ha?l) e 3 kg ha' de um
formulado de micronutrientes, que foram aplicados 5 cm abaixo e 5 cm ao lado da
localizacdo da semente. Aos 30 dias ap6s o plantio, uma adubacdo de cobertura com
cloreto de potassio (40 kg K20 ha™) foi realizada.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos completos casualizados,
com 6 tratamentos e 5 repeti¢fes. Os tratamentos foram: controle sem nitrogénio (T1);
ureia na dose de 120 kg N ha (T2); ureia 60 kg N ha (T3); ureia (60 kg N hal) +
inoculante com Azospirillum brasilense estirpes ABV4 e ABV5 (T4); ureia
(60 kg N hal) + DCD (dicianodiamida) + NBPT (N-(n-butil) tiofosférico triamida)
(T5); e ureia (60 kg N hal) + A. brasilense estirpes ABV4 e ABV5 + DCD + NBPT
(T5).

A fertilizagdo nitrogenada foi parcelada, sendo 1/3 (40 kg N ha! para a dose de
120 kg N e 20 kg N ha para a dose de 60 kg N) do fertilizante aplicado abaixo e ao
lado da posicdo da semente no plantio, junto com o P e K. Os 2/3 restantes do
fertilizante foram aplicados na superficie aos 30 DAS (Estadio V5-V6) em uma faixa de
5 cm de largura a 15 cm de distancia da linha de plantio. Cada parcela tinha 4 m de
comprimento por 4 m (8 linhas de plantas) de largura. Com o intuito de evitar efeito de
bordadura, 50 cm da extremidade da parcela e as 4 linhas externas (duas de cada lado da
parcela) foram evitadas durante a amostragem.

As estirpes de Azospirillum utilizadas fazem parte da Colecdo de micro-
organismos da Embrapa Agrobiologia. As estirpes selecionadas ABV5 e ABV6 de A.
brasiliense foram crescidas em uma formulacédo liquida para a obtencdo do inoculante,
aplicado na dose de 10 mL em 300 g de sementes. Uma solucdo de sacarose 1% foi
adicionada ao inoculante e misturada junto as sementes em uma sacola plastica e
deixada a sobra para secar por aproximadamente 20 min.

O inibidor de nitrificacdo dicianodiamida (DCD) foi adicionado em uma dose de
35,9 g kg de uréia, ou mais precisamente, adicionaram-se 67g de DCD a 1.867 g ureia
em um saco plastico resistente. Posteriormente, a ureia foi agitada manualmente durante
3 min para garantir uma aderéncia homogénea do DCD aos granulos da ureia,
umedecendo-se a mistura com agua (1,5 g kg™ ureia). O inibidor de urease NBPT (N-
(n-butil) tiofosforico triamida) foi misturado junto a uréia na dose de 0,530 g por kg™
ureia. Para o fornecimento do NBPT, uma solugédo contendo 20% do ingrediente ativo
foi utilizada (Agrotain, Koch Agronomic Services, St. Louis, MO, USA). O preparo foi
efetuado com a pesagem do NBPT seguindo 0 mesmo procedimento usado no DCD.

Para o estudo de recuperagdo do fertilizante nitrogenado, utilizou-se a técnica do
tracador °N em microparcelas. Duas microparcelas foram demarcadas em cada parcela,
cada uma com 2 linhas de plantio divididas na metade, deixando-se uma area Util de 3
m? cada. Em cada microparcela, utilizou-se ureia marcada com *N em substituicio a
ureia comum de acordo com o plano de aplicacdo do fertilizante. A primeira
microparcela de cada parcela recebeu ureia-*>N durante a semeadura e ureia comum no
estadio V5-V6, e a segunda microparcela, recebeu ureia comum durante a semeadura e



ureia-®N no estadio V5-V6. Em cada microparcela, a urea-®N utilizada tinha um
enriquecimento diferente para cada dose aplicada (Tabela 1).

Tabela 1. Doses de N e suas respectivas marcages com N em excesso.

Dose de N kg ha'! Marcagdo ° N excesso

Tratamento
Semeadura V5-V6 Semeadura V5-V6
N60 20 kg 40 kg 5% 2,5%
N60+Ini 20 kg 40 kg 5% 2,5 %
N60+Ino 20 kg 40 kg 5% 2,5 %
N60+Ini+Ino 20 kg 40 kg 5% 25%
N 120 40 kg 80 kg 25% 1,25 %

O mesmo procedimento utilizado no revestimento da ureia com os inibidores foi
utilizado com a ureia enriquecida com *°N.

A colheita do sorgo foi realizada aos 103 dias ap6s a semeadura, 14 plantas
correspondentes a 1m? de area coletada em cada microparcela. Os gros dessas plantas
foram separados e pesados. O material restante da planta (palha + raquis) também foi
pesado e picado com o auxilio de uma maquina trituradora para forrageiras.
Subamostras de grdos e palha + raquis foram secadas em estufas de ar forcado a 65°C
durante 48h, repesadas e moidas (Moinho tipo Wiley com peneira de 2 mm). O material
moido foi subamostrado para ser pulverizado em moinho de rolos metélicos (Arnold e
Schepers, 2004) e analisado N total e *®N como descrito por Ramos et al. (2001). O
calculo do N na planta derivado do fertilizante em Kg ha? foi realizado seguindo os
critérios estabelecidos pela IAEA (2001).

3.1 Volatilizacdo de amdnia

Apbs aplicacdo do fertilizante-N, as parcelas receberam camaras semiabertas
para mensuracgéo da volatilizacdo de NHs. A descri¢do e validagdo desta cdmara usando
técnicas com *°N foram apresentadas em estudos conduzidos por ARAUJO et al. (2009)
e JANTALIA et al. (2012). Brevemente, a cdmara consiste em uma garrafa transparente
de polietileno tereftalato (PET) com o fundo removido e posteriormente fixado no topo
da garrafa. A area coberta pela cAmara para captura de NHs é de 78,5 cm? (10 cm de
didametro). No interior da cdmara, havia um fio metalico com 25 cm de comprimento
usado para sustentar uma tira de espuma (2,5 cm x 25 cm, 3 mm de espessura)
embebida em uma solucdo acida [1 mol L™ H2S04 + 2% (v/v) glicerina] e um pote
pléastico (60 mL) contendo a solugdo de acido para manter a tira umida durante o
periodo de amostragem. Uma camara foi instalada em cada parcela e foi instalada de
forma a cobrir a faixa de fertilizante e estava localizada a aproximadamente 5 mm
acima da superficie do solo. Para garantir a homogeneidade da aplicacdo do fertilizante
onde estava localizada a cAmara, uma faixa de 60 cm de comprimento foi reservada para
receber uma quantidade correspondente de fertilizante, que foi distribuida
cuidadosamente para garantir a uniformidade dos grénulos na superficie do solo.



As medidas de volatilizacdo de NH3 foram realizadas 5 vezes ap06s a fertilizagéo
de semeadura e 6 vezes apos a fertilizacdo de cobertura (Estadio V5-V6). A coleta de
espuma foi realizada a cada 2 dias durante os primeiro 7 dias e posteriormente a cada 7
dias até a adubacdo de cobertura (V5-V6). Apos a adubacdo de cobertura, a coleta de
espuma foi realizada com uma maior frequéncia nos primeiros 10 dias e sendo mais
espacadas até o final do periodo, totalizando 11 coletas em 55 dias. As camaras foram
trocadas diariamente para posicOes diferentes usando trés suportes pré-instalados feitos
de hastes de arame de 4,5 mm de diametro inseridos a 15 cm de profundidade no solo,
um procedimento delineado previamente por JANTALIA et al. (2012). Estes suportes
foram instalados nos 60 cm de comprimento da faixa de fertilizacdo ou em um lugar
correspondente nas parcelas sem fertilizagdo nitrogenada. A realocagéo de posicéo foi
realizada para minimizar os efeitos pela prolongacdo da camara na superficie do solo
préxima a camara, como interceptacdo da chuva ou evaporagdo da agua.

As espumas coletadas foram levadas ao laboratdrio, onde foram transferidas para
frascos de Erlenmeyer enxaguando suas paredes com 40 mL de agua deionizada. Os
Erlenmeyers foram postos para agitar por 15 min a 220 rpm em um agitador horizontal.
O conteudo do Erlenmeyer foi devolvido para os potes plasticos, dos quais uma aliquota
de 2 mL foi retirada para quantificar o N amoniacal pelo método de colorimetria,
utilizando a reacéo de Berthelot modificada, como descrito por Alves et al. (2017).

3.2 Emissdes de N2O do solo

Os fluxos de N2O foram mensurados usando c&maras estaticas fechadas
retangulares (ALVES et al; 2012; MARTINS et al; 2015). Cada parcela recebeu uma
camara que foi centralizada longitudinalmente cobrindo a faixa que recebeu fertilizante.
As camaras utilizadas na mensuracéo dos fluxos de N>O na adubacéo de plantio foram
compostas por duas partes (topo e base), que eram acopladas para medir o acimulo de
N2O do solo. A parte inferior, ou base da cdmara, consistia de uma caixa metalica
retangular (50 cm x 70 cm) vasada, com paredes de 7,5 cm de altura, tendo uma calha
(2 cm largura x 2 cm altura) em todo o perimetro superior. As bases foram inseridas no
solo de forma que somente a calha ficasse aparente. A parte superior, ou topo da
camara, consistia em uma caixa metalica retangular de 50 x 70 cm e 25 cm de altura,
equipada com dispositivo de 3 vias conectado a uma extensdo de 4 vias para retirar
amostras de diferentes posicdes dentro do espaco interno da camara, apos o
acoplamento do topo com a base (Figura 1). Para avaliar as emissdes de N2O do solo
apos a adubacédo de cobertura com as plantas maiores, um extensor com 40 cm de altura
foi colocado entre a base e o topo. O extensor metalico era retangular de 40x60 cm,
vasado, também contendo uma calha (2 cm largurax2 cm altura) no perimetro superior.
Para esta cAmara, 0 topo consistia em uma bandeja plastica retangular de 40x60 cm e 10
cm de altura seguindo 0 mesmo modelo de dispositivo utilizado nas camaras metalicas.
Antes de acoplar as partes da camara para a amostragem do N20O, as calhas eram
preenchidas com agua para selar o sistema.
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Figura 1. Base metalica e cAmara para coleta de N,O (A); Conjunto base, extensor
e tampa no momento da coleta de N.O (B).

O tempo de amostragem foi fixado em 60 min, uma amostra era tirada assim que
as partes superior e inferior eram acopladas e outras 3 amostras eram retiradas depois de
20, 40 e 60 min de incubacéo.

As amostragens dos fluxos de N2O do solo foram realizadas no periodo da
manha entre 8h e 10h para melhor representar os fluxos médios diarios (Alves et al.
2012). Apos aplicacdo dos fertilizantes, os fluxos de N.O foram avaliados diariamente
durante os primeiros 10 dias e menos frequentemente até o fim do periodo de
amostragem, totalizando 30 amostragens.

Um volume de 40 mL de ar acumulado no espago interno de cada cdmara foi
amostrado utilizando seringas de 60 mL. Apo0s as amostragens, as seringas foram
acopladas a uma bomba de véacuo sendo transferido 30 mL da amostra para frascos
cromatograficos de 20 mL. Um volume de 10 mL era descartado inicialmente purgando
0 sistema de vacuo.

As analises de concentragdo de N2O foram realizadas usando um cromatografo
de gas equipado com um detector de captura de elétrons e um sistema back-flush
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(JANTALIA et al; 2008). Os fluxos de N2O (ug N2O m? hl) foram calculados de
acordo com a equacdo descrita por VAN DER WEERDEN et al. (2016).

Durante o experimento, a precipitagdo diaria foi medida com o auxilio de um
pluvidmetro instalado na area experimental. No momento das coletas das amostras de
gés, as temperaturas de ar dentro e fora da cadmara eram medidas. Adicionalmente,
amostras de solo foram coletadas (0-10 cm de profundidade) para avaliacdo da umidade
do solo como descrito por MARTINS et al. (2017). Amostragens de solo (0-10 cm de
profundidade) foram realizadas 20 vezes durante o experimento para avaliacdo do N
mineral do solo, sendo realizadas com mais frequéncia a partir dos 40 DAS (a cada 4
dias). Uma amostra de solo foi coletada de cada parcela e foi congelada em seguida para
posterior andlise de NO3™ e NH4". Essas analises foram realizadas como descrito por
ALVES et al. (2017).

3.3 Analise dos dados

O teor de umidade do grdo foi ajustado para 130 g kg? antes de realizar as
andlises estatisticas. Os dados de volatilizacdo de aménia (NH3), matéria seca, absorcao
de N e recuperacdo de N-ureia foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as
médias dos tratamentos foram comparadas usando o teste de Fisher LSD (p = 0,05). A
ANOVA foi realizada depois de ter se determinado a normalidade dos erros (teste de
Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancia (Teste de Bartlett) dos dados. As anélises
estatisticas foram realizadas utilizando o Software R (R Development Core Team,
2017).

4. RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Temperatura, Precipitacdo, NH4* e NOs no solo

Os dados climaticos e teores de NO3™ e NH4™ que foram coletados durante o
periodo do experimento estdo apresentados na (Figura 2). O acumulado de chuva no
periodo de amostragem (177 dias) de N20O foi de 382 mm. O uso de irrigacdo so foi
necessario nos primeiros 10 dias apds o plantio, sendo realizada apenas 4 irrigacdes que
somaram 40 mm de &gua, um vez que so foi utilizado tal pratica para garantir o
estabelecimento da cultura no campo. As precipitacdes se concentraram nos periodos de
20 e 25 dias ap6s o plantio (DAP) ocorrendo precipitagdes perto dos 80 mm, apds esse
periodo, os volumes de chuva ndo ultrapassaram os 30 mm. A temperatura média do ar
ficou entre 18 e 31 °, as maiores temperaturas foram registradas entre 0 30 e 0 41 DAP.
Os valores de espago poroso preenchido por dgua (EPSA) variaram entre 32% e 77%,
mostrando periodos alternados de tempo Umido e seco, 0s maiores valores 75% e 77%
ocorrendo no 25 e 26 DAP estes valores estdo associados ao periodo de maior
precipitacdo. Apos 0s 160 DAP, os valores de EPSA nao ultrapassaram 50%. Os teores
de NH4" e NO3™ serdo uteis para ajudar a compreender a dinamica do N e sua relacgdo
com as emissoes de N2O e NHa.
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Figura 2. Teor de Nitrato e Amdnio do solo; Precipitacdo, temperatura média do ar e espago poroso
saturado com agua (EPSA). Onde: N60= Ureia 60 kg ha*; N120= Ureia 120 kg ha Ino= Azospirillum; Ini
= DCD+NBPT; Completo= DCD+NBPT+ Azospirillum.

Os teores de NH4* nos primeiros 30 dias ficaram abaixo dos 50 mg N Kg* de
solo e aos 5 DAP ja foi possivel observer um efeito do inibidor de urease (a = 0.05) no
contetdo de NH4" no solo, os maiores picos de NH4* no solo foram registrados 34 DAP,
neste periodo, os valores de NH4* no solo chegaram proximo a 350 mg N kg-! solo e
neste mesmo periodo é possivel observer diferencgas significativas entre os tratamentos,
porém ndo é possivel observar o efeito do inibidor de urease (a = 0.05), apo6s 48 DAP
ndo foi possivel observer diferencgas entre os tratamentos (o = 0.05). Os teores de NOz
no solo aos 4 DAP ficaram entre 10 e 40 mgN kg-1 solo neste periodo foi possivel
observar diferencas entre os tratamentos (o« = 0.05), neste momento ja foi possivel
observar o efeito do inibidor de nitrificagdo no tratamento N60+Ini+Azo, apés 20 DAP
os teores de NOs™ decrescem para menos de 5 mgN kg™? solo e neste momento ainda é
possivel detectar diferencas entre os tratamentos (« = 0.05). Aos 40 DAP os valores de
NOs™ no solo voltam a subir chegando aos 23 mgN kg™ solo e logo em seguida aos 52
DAP tem uma reducéo ficando novamete abaixo dos 5 mgN kg™solo.
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4.2 Oxido nitroso (N20)

As emissdes de N2O observadas no inicio do experimento aos 2 dias apds o
plantio (DAP) ndo permitiram detectar reducdo (p>0,05) nos tratamentos com uso do
DCD como inibidor de nitrificacdo, aléem de terem sido bem elevados. Essa emissao
pode estar relacionada com a perturbacgdo do solo no momento do preparo para plantio,
podendo ser resultado do N proveniente da mineralizacdo da matéria organica presente
no solo associado com a destruicdo dos agregados (LA SCALA et al; 2006). Os maiores
picos de N2O foram registrados aos 4 e 10 DAP (Figura 3) apos uma precipitacéo de 15
mm e 27 mm, e mesmo ndo sendo possivel observar uma diferenca (p<0,05) entre os
tratamentos, todos os tratamentos fertilizados com N apresentaram emissao maior que 0
tratamento controle (Figura 3).
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Figura 3. Fluxos e emissdo acumulada de N,O ap0s aplicacdo da adubacdo nitrogenada
(Semeadura e Cobertura). Onde: N60= Urea 60 kg ha?; N120= Ureia 120 kg ha? Ino=
Azospirillum; Ini = DCD+NBPT; Completo= DCD+NBPT+ Azospirillum.

O tratamento N120 teve os maiores picos de N2O, chegando a 14 e 16 mg N.O
m2 dia® aos 5 e 15 DAP respectivamente, esse resultado ja se era esperado, uma vez
que esse tratamento recebeu o dobro da dose de N aplicado na forma de ureia. Os fluxos
durante adubacdo de cobertura foram bem abaixo dos que ocorreram logo ap6s o
plantio. Apos a aplicacdo da adubacao de cobertura, os fluxos de N2O ndo excederam 5
mg N20O m2 dia?® (figura 03). O tratamento N120 foi 0 que apresentou o maior pico
durante esse periodo, chegando a uma emissdao de 3,5 mg N2O logo apds uma
precipitacdo de 29,6 mm. Apds o 46 DAP, as emisses de N2O ndo excederam 1 mg
N.O m dia® e ndo mostraram diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05)
(figura 03). Esses dados estdo de acordo com MARTINS et al. (2017), que mostrou
elevada emissdo nos primeiros 50 DAP, sendo os fluxos apds a aplicacdo de cobertura
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menores que os fluxos em semeadura. Outros autores tambem mostraram elevados
fluxos de N2O nas primeiras semanas apos a aplicacdo do fertilizante, atribuindo este
efeito a0 aumento da disponibilidade de N para os processos microbianos como a
nitrificacdo e a desnitrificacdo e condi¢bes ambientais favoraveis a emissao de N2O nos
solos, como umidade do solo elevada por ocorréncia de chuva, C disponivel, altas
temperaturas, entre outros (JUMADI et al; 2008; LINZMEIER et al; 2001,
MENENDEZ et al; 2006; SIGNOR et al; 2013; WEITZ et al; 2001; ZAMAN et al;
2008).

As emissdes acumuladas dos tratamentos aos 65 DAP mostraram uma maior
emissdo no tratamento que recebeu uma dose de 120 kg N ha™* resultado ja esperado,
uma vez que quanto maior a dose de N aplicado, maior as perdas de N2O no solo.
MARTINS et al. (2017) encontraram valores para emissdo acumulada do tratamento
ureia, em torno de 6 kg N2O-N ha™l. Embora o IPCC (2006) considere que as emissdes
de N2O aumentem linearmente em relagcdo a dose de N aplicada, existem evidéncias de
que para doses mais elevadas, ou mesmo o efeito do ambiente pode levar a um
comportamento diferente (KIM et al; 2013).

Com base nos dados da (Figura 3), entre os tratamentos que receberam 60 kg N ha”
! ndo houve diferenca significativa entre o tratamento N60 e o tratamento N60+Ini
(p<0,05). Embora o inibidor de nitrificacio DCD tenha sido considerado eficiente
quando associado a fertilizantes nitrogenados nas doses de 5 a 10% do nitrogénio
aplicado (SLAGEN & KERKHOFF, 1984), no presente trabalho a adi¢cdo do inibidor
ndo resultou em diferencas nas emissdes de N2O (Figura 3).

Enquanto ndo se verificou efeito do inibidor de nitrificacdo, as emissdes
acumuladas de N>O mais préximas do controle foram observadas nos tratamentos que
receberam inoculante (Figura 3). Isso pode ser resultado da redugdo do N2O pelo
Azospirillum, uma vez que o N2O pode servir como aceptor de elétrons para a
respiracdo microbiana (ZUMFT e KRONECK, 2006). Ishii et al. (2011), através de
estudo filogenéticos, encontraram resultados que sugerem o efeito positivo na reducédo
de N2O promovidos por Azospirillum e Herbaspirillum. Gao et al. (2016), encontrou
resultados positivos de reducéo nas emissdes de N2O de solos de pastagem cultivados
com forrageiras inoculadas com Azospirillum e Herbaspirillum. Santos (2017), em
estudos em casa de vegetacdo, observou reducdo nas emissdes de N2O nos tratamentos
que receberam Azospirillum e Azospirillum + inibidor de nitrificacao.

Considerando a emissao total acumulada de N2O, foi possivel estimar um fator
de emissdo para cada tratamento, que é a fracdo do N fertilizante emitido como N2O. Os
fatores de emissdao encontrados no presente estudo, variaram de ~0 a 0,01 kg de N-N2O
kg™ de N fertilizante aplicado (Tabela 2).

15



Tabela 2. Emissdo acumulada de N»O da Ureia aplicada no sorgo e fator de emissdo. Onde:
N60= Ureia 60 kg ha'; N120= Ureia 120 kg hal Ino= Azospirillum; Ini = DCD+NBPT;
Completo= DCD+NBPT+ Azospirillum.

Emissdo Total Acumulada Fator de Emisséo (kg

Tratamento Dose de N aplicada . .
em 60 dias (kg N2O -N ha) N-N,0 kg N-ureia)
Controle 0 1,02+0,16 -
N120 120 kg N ha* 2,08+0,36 0,001+0,001
N60 60 kg N ha'? 1,42+0,29 0,007+0,002
N60+Ini 60 kg N ha'* 1,66+0,33 0,011+0,002
N60+Ino 60 kg N ha'? 1,31+0,23 0,005+0,001
Completo 60 kg N ha'! 0,91+0,14 -0,002+0,0003

Os fatores de emissdo para as doses de ureia de 60 e 60+Ini kg N ha?, sem a
adicdo de inibidor e/ou inoculante, sdo proximas do fator de emissdo padrdo de 0,01
kg/kg proposto pelo IPCC para uso em inventéarios nacionais de gases de efeito estufa.
O uso de inibidor e inoculacdo em conjunto praticamente eliminou as emissdes de N.O
que seriam induzidas pela fertilizacdo nitrogenada. MORAIS et al. (2013) encontraram
valores de fator de emissdo abaixo do estipulado pelo IPCC de 0,01 kg N-N2O kg™.
Alguns autores mostram outros valores para o fator de emissdo nas condic6es de clima e
solo do Brasil. MARTINS et al. (2017), em experimentos de campo nas mesmas
condicdes climaticas que este experimento, encontrou valores de fator de emissdo entre
0,014 e 0,036 kg N-N.0 kg™.

4.3 Volatilizagéo de NHs

As perdas por volatilizagdo de NHs na cobertura mostraram resposta a aplicagdo
do inibidor de urease (figura 04). As perdas logo apds a semeadura ndao foram
significativas, uma vez que a ureia foi enterrada, abaixo da semente, ndo gerando uma
acumulag&o significativa de NH3z aos 30 DAP (p<0,05), que variaram entre 0,06 kg ha
no tratamento (N60) e 0,01 kg N ha no tratamento (N60+NBPT) aos 30 DAP (Figura
04). Esse resultado pode ser uma resposta a incorporagao da ureia no solo, mesmo em
pequenas profundidades, reduzindo a volatilizacdo (ERNST e MASSEY 1960) e
aumentando a chance de o amonio formado ser retido pelas cargas negativas do solo
(RODRIGUES e KIEHL 1986). Assim o N derivado da ureia estara disponivel para o
desenvolvimento da planta. Por outro lado, as perdas por volatilizacdo de NH3 apos a
aplicacdo do fertilizante em cobertura, foram iguais a 60 mg N cAmara™ no tratamento
N120 e 28 mg N camara™® no tratamento N60+Azo (figura 04). Pode-se observar um
aumento no contetdo de NH4" no solo para os tratamentos em questdo (Figura 2), isso
indica que a ureia sem inibidor foi hidrolisada ap6s uma precipitacédo de 2,8 mm.
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Figura 4. Fluxo didrio e Perda acumulada por volatilizagdo de NHs; apds aplicacdo da adubacédo
nitrogenada (Semeadura e Cobertura). Letras no final do periodo representam diferencas significativas de
acordo com o teste LSD (a=0,05). Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem si.

Apesar de ndo ter sido observado diferenca significativa (p<0,05) entre os
tratamentos N60, N60+Ini e completo (figura 4), a época em que ocorreram as perdas
de N por NHs variou entre eles. Enquanto o tratamento N60 teve suas perdas elevada
nos primeiros 10 dias apos a aplicacdo do fertilizante, os tratamentos com inibidor
(N60+Ini e Completo) so tiveram suas perdas potencializadas aos 10 dias apoés
aplicacdo do N fertilizante. Outros trabalhos mostram esse atraso nas emissdes de NHs
por volatilizacdo. Essa variacdo espacial nas perdas pode estar sendo causada pelo
NBPT. MARTINS et al. (2017) observou que os tratamentos com Inibidor da urease
tiveram sua emisséo retarda e os picos foram somete aos 19 dias apos a fertilizagdo. Em
um experimento controlado SOARES et al. (2012) relata que as perdas do tratamento
com NBPT ocorreram apenas 7 dias apés aplicacdo da ureia tratada com NBPT.
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Tabela 3. Emissdo acumulada de NH3 da ureia aplicada no sorgo e % de N perdido do
fertilizante aplicado como NHs. Onde: N60= Ureia 60 kg ha-1; N120= Ureia 120 kg ha* Ino=
Azospirillum; Ini = DCD+NBPT; Completo= DCD+NBPT+ Azospirillum.

Tratamento Dose de N Emissdo Total Acumulada % do N aplicado perdido por
aplicada (kg ha?) (kg NHz -N ha?) Volatilizagdo de NH3

Controle - 0,33+0,03 e -

N120 120 11,98+0,85 a 9,71+0,12a

N60 60 4,72+0,55 hc 7,32 +0,35a
N60+Ini 60 3,37+0,26 cd 5,07+0,01b
N60+Ino 60 5,64+0,53 b 8,86+0,21a
Completo 60 3,08+0,27 d 4,59+0,00b

O uso do NBPT como inibidor de urease, causou uma reducéo (p<0,05) de 40%
e 46% nas perdas acumuladas por volatilizagdo de NHs. Esse resultado esta de acordo o
os encontrados na literatura. Em um experimento de campo, MARTINS et al. (2017)
usando ureia misturada com NBPT encontraram reducdo de aproximadamente 35% nas
perdas por volatilizagdo de NHz em um Argissolo, enquanto SOARES et al. (2012)
obtiveram uma reducdo de 78% nas perdas por volatilizagio de NHsz em um
experimento conduzido sob condicBes controladas. As perdas acumuladas por
volatilizacdo de NHsz no presente estudo ndo ultrapassaram 15% do N aplicado em
forma de ureia, variando entre 5% e 10% do total de N aplicado nos tratamentos, sendo
maior no tratamento que recebeu a maior dose de N (120 Kg N ha?) (tabela 3). Esses
valores baixos nas emissdes acumuladas podem estar relacionados com as condigdes
ambientais como a ndo ocorréncia de precipitacdo logo ap6s a aplicacdo do N (Figura 2)
e nas primeiras semanas que se seguiram, fato que demonstra reduzir as perdas por
volatilizagdo (CANTARELLA et al; 2008).

4.4 Producéo de gréo, eficiéncia no uso de nitrogénio e N derivado do fertilizante.

Em relacdo a producdo de gréos, os tratamentos que receberam N na forma de
ureia, tanto o N120 como o N60, ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si
(p<0,05), mas apresentaram diferenca estatistica em relacéo ao controle (Tabela 4). Esse
resultado mostra que mesmo aplicando metade da dose do N recomendado para a
cultura, se observa um incremento na produtividade. O uso da inoculagdo sozinha ou
inoculagdo em conjunto com inibidores (Nitrificagdo e Urease) resultaram em um
incremento de apenas 1,7% e 7,7% respectivamente em relacdo ao tratamento que
recebeu ureia pura. REPKE et al. (2013) e VOGT et al (2014), ndo encontraram
beneficios consistentes da utilizagdo de Azospirillum em relagdo a produtividade na
cultura do milho em condig6es de campo. No entanto, em um estudo de campo com a
cultura do milho na regido do cerrado brasileiro, MARTINS et al. (2017) observaram
um incremento na producdo de gréos de 30% em relagdo ao tratamento ndo inoculado
com A. brasilense Abv5 + Abv6. HUNGRIA et al. (2010) e CAVALLET et al. (2010)
obtiveram ganhos de produtividade na ordem de 9 e 17%, respectivamente, com 0 uso
de bactérias diazotroficas em milho. Esses resultados divergentes podem estar
associados a diversos fatores, tanto ambientais como fatores da propria planta. Os
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efeitos da inoculagdo com Azospirillum sp. na nutricdo e produtividade das culturas,
dependem da cultivar utilizada e das condic¢des edafoclimaticas vigentes (DUARTE et
al; 2012).

Tabela 4. Total de Nitrogénio acumulado, producdo de gréos, palha e eficiéncia no uso de nitrogénio
(EUN). Onde: N60= Ureia 60 kg ha*; N120= Ureia 120 kg ha*; Ino= Azospirillum; Ini = DCD+NBPT;
Completo= DCD+NBPT+Azospirillum. Onde NS= Néo significativo a 5%.

Dose de N
Tratamento N acumu-llado (kg Produgéo (ton. ha'®) aplicada (kg % EUN
ha) had
Gréo Palha
Controle 84,51b 3,90+0,07 b 11,49+0,81 b - -
N120 125,74 a 5,17+0,22 a 16,67+1,52 a 120 35,4+3,8 NS
N60 106,71 a 4,73+0,09 a 16,27+1,80 a 60 37,0£2,0 NS
N60+Ini 115,99 a 4,82+0,16 a 17,45+0,46 a 60 39,3+25 NS
N60+Ino 116,51 a 4,78+0,22 a 16,55+2,22 a 60 39,8+3,6 NS
Completo 116,34 a 5,13+0,37 a 18,02+0,84 a 60 40,0+1,5 NS

Através dos valores de %NPSF, %N e producdo de grdo e palha, foi possivel
obter a eficiéncia no uso de nitrogénio (Tabela 4). A eficiéncia no uso de nitrogénio do
fertilizante variou entre 37% e 40% com uma média de 39%. Nao foi possivel verificar
diferenca significativa na eficiéncia no uso de N no sorgo entre os tratamentos (p>0,05).
Uma explicacdo possivel para a falta de um efeito pelo uso do Azospirillum na
eficiéncia no uso de N no presente estudo é uma interacdo entre a estirpe da bactéria e o
gendtipo de sorgo que pode ter suprimido o efeito da inocula¢do. Muitos estudos na
literatura mostram que o efeito positivo do PGPB é dependente do gendétipo da planta
(Garcia de Salamone et al. 1996; Baldani et al. 2000; Monteiro et al. 2012). E
importante considerar que, apesar da inoculagdo com as estirpes ABV5 e ABV6 de
Azospirillum ndo ter apresentado efeito positivo na recuperacdo de N nas plantas de
sorgo, outros trabalhos mostram dados positivos para o uso desta tecnologia no
desenvolvimento da planta.

Os resultados de ®N nos gréos e palha indicam que a porcentagem de N na
planta derivada da ureia marcada (% Ndff) ndo foi significativamente afetada pelo uso
de inoculante, houve até uma tendéncia de maiores valores nos tratamentos inoculados
(Figura 5).
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Figura 5. Recuperacdo do nitrogénio derivado do fertilizante pelas plantas de sorgo. Médias seguidas
por mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste LSD (o < 0,05). Onde as letras minusculas
correspondem ao N presente no grdo e palha e letras maidsculas representam o N acumulado na planta

inteira

Com relacdo ao nitrogénio derivado do fertilizante presente na planta
(gréo+palha), os tratamentos N60, N60+Ino, N60+Ini e Completo, ndo apresentaram
diferenca estatistica entre si (p<0,05) (Figura 5). Dentre os tratamentos que receberam
adubacdo com N, o tratamento N60 apresentou menor valor de N derivado do
fertilizante em relacdo aos demais tratamentos. Esta reducdo pode estar relacionada com
as perdas de N por volatilizacdo de NH3s (Figura 4), lixiviacdo etc. O N acumulado na
planta inteira foi de 42,5; 22,2; 23,6; 23,9 e 23,9 kg N ha! derivado do fertilizante para
os tratamentos N120, N60, N60+Ino, N60+Ini e Completo respectivamente.
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5. CONCLUSOES

A combinacdo das tecnologias de inibidores e de inoculacdo de sementes com
PGPB néo resulta em maior eficiéncia de uso de N vindo da fertilizagdo com 60 kg N
ha™! como ureia.

O uso da mistura de DCD e NBPT para inibir nitrificacdo ndo reduz as perdas
de N na forma de N20O, mas € eficiente na reducéo das perdas de NHz por volatilizagéo.

A combinacdo das tecnologias de inibidores de nitrificacdo e da urease e a
inoculacdo de sementes com PGPB mostrou ser eficiente na reducdo das emssides de
N2O.
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