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RESUMO

COELHO, Steliane Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2018.
Azospirillum brasilense no sistema de plantio direto orginico e convencional de
milho. Orientador: Jodo Carlos Cardoso Galvao. Coorientadores: Anastacia Fontanétti e
Marliane de Cassia Soares da Silva.

O nitrogénio ¢ um dos nutrientes mais limitante para a agricultura e com elevado custo.
O uso de microrganismos na agricultura se coloca como uma possibilidade de
fornecimentos de nitrogénio a baixo custo. A suplementacdo desse nutriente na
agricultura pode ser feita pelo uso de bactérias diazotréficas como o Azospirillum
brasilense, que também ¢ promotora de crescimento das plantas, incluindo o milho. A
inoculacdo com essa bactéria pode, também, melhorar a absorcao de diversos nutrientes
do solo. Este trabalho estudou o efeito da inoculacao de Azospirillum brasilense em milho
nos sistemas de plantio direto organico e convencional. O experimento foi realizado em
duas safras de milho, instalado no esquema fatorial 6 x 2, sendo seis tipos de sistemas de
producdo e na presenca ou auséncia da inoculagdo com A. brasilense. Foram trés tipos de
sistemas convencionais de plantio direto convencional (PDC1: sem adubagao; PDC2: 150
kg ha'! formulado 8-28-16 + 50 kg ha™! de ureia; PDC3: 300 kg ha™! formulado 8-28-16
+ 100 kg ha™! de ureia) e trés sistemas organicos (PDO1: composto organico 40 m=ha™;
PDO2: composto organico 20 m™ ha™'; PDO3: composto organico 40 m™ ha™'+ feijao-de-
porco Canavalia ensiformis). As folhas e os tecidos internos das raizes estavam
colonizadas por Azospirillum e a colonizacao dos tecidos nao foi afetada por nenhum dos
sistemas de produgdo. Nos sistemas sob manejo organicos a populagdo dessa bactéria na
rizosfera foi maior que no convencional e foram encontradas essas bactérias inclusive nas
parcelas ndo inoculadas. Nao houve efeito da inoculacdo no teor de clorofila, mas os
maiores valores foram observados nos sistemas organicos. A inoculagdo contribuiu com
o aumento da concentragdo de nitrogénio e fosforo foliar e também com a maior
sobrevivéncia das plantas de milho. Houve resposta da inoculagdo somente no estadio de
florescimento do milho no sistema PDCI1 proporcionando aumento de matéria seca e
altura de. A inoculagdao com A. brasilense ndo influencia os teores de nitrogénio, fosforo
e potassio foliar nos estddios iniciais de crescimento. A inoculagdo aumentou a
produtividade do milho no sistema convencional sem adubagdo em 329%. Nos sistemas

organicos a produtividade ¢ superior aos convencionais. Entretanto, em sistemas de
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plantio direto convencional de baixo input a inoculagdo com A. brasilense favorece a

produtividade do milho.



ABSTRACT

COELHO, Steliane Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2018.
Azospirillum brasilense in the organic and conventional no-tillage system of maize.
Advisor: Jodao Carlos Cardoso Galvao. Co-advisors: Anastacia Fontanétti and Marliane
de Cassia Soares da Silva.

Nitrogen has beem considered the most limiting nutrient for agriculture and of high cost.
Microorganisms in agriculture still is a possibility of low cost nitrogen supply. Nitrogen
fertilization in agriculture can be achieved using diazotrophic bacteria such as
Azospirillum brasilense, which also promote plant growth, including in maize.
Inoculation with this bacterium may also improve the absorption of various nutrients from
the soil. The aim of this study was to assess the effect of 4. brasilense inoculation on
maize in organic and conventional management no-tillage systems. A field trial was
conducted in two maize crops using a 6 x 2 factorial experiment, consisting of six
production systems, under of inoculation or not A. brasilense. Conventional systems
were: conventional no-till without fertilizer (CNT1); conventional no-till with 150 kg ha
! of 8-28-16 formulation + 50 kg ha™! of urea (CNT2); conventional no-till with 300 kg
ha! of 8-28-16 formulation + 100 kg ha! of urea (CNT3), Organic systems were organic
no-till with 40 m ha™! of organic compound (ONT1); organic no-till with 20 m™ ha"'of
organic compound (ONT2); organic no-till with 40 m™ ha™'+ of jack bean (ONT3). Inner
tissue roots and leaves were colonized by Azospirillum spp. Tissue colonization was not
affected by any production system. In organic systems, the population of these bacteria
in the rhizosphere was higher than in the conventional system and they were found even
in non-inoculated plots. There was no inoculation effect on chlorophyll content, but the
highest values were observed in organic systems. Inoculation contributed to the increase
of nitrogen and foliar phosphorous levels and the greater survival rate of maize plants.
Inoculation with 4. brasilense increased maize yield by 329% in the conventional system
without fertilizer. Yield was higher in organic than in conventional systems. However, in

low-input conventional systems inoculation with 4. brasilense favors maize yield.
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1 INTRODUCAO GERAL

A cultura do milho esta entre os principais cereais cultivados mundialmente, sendo
utilizado na alimentacdo humana, animal e fornecendo matérias-primas para a industria,
principalmente em funcdo da quantidade e qualidade das reservas acumuladas nos graos
(Alves et al., 2015). Essa cultura esta presente em muitos agroecossistemas produzido em
quase todos os continentes, tanto em grandes como em pequenas propriedades, sendo uma
das principais culturas da agricultura familiar (Galvao et al., 2014).

O aumento no rendimento do milho baseia-se no melhoramento de plantas, que
inclui a aplicacdo de altas doses de fertilizantes, especialmente o nitrogénio (Tilman et
al., 2002). O nitrogénio pode ser considerado o nutriente mais limitante para a agricultura,
devido a sua alta exigéncia por grande parte das culturas e sua reduzida disponibilidade
no solo, em fungdo de elevadas perdas por lixiviagdo e votatilizagdo. Além disso, o
nitrogénio € responsavel por grande parte dos gastos com as adubagdes, sendo um dos
elementos que mais contribui para a contamina¢do de aguas superficiais com nitratos,
acidificacdo dos solos e das emissdes de gases de efeito estufa.

Desta forma, € necessario o estudo de modelos agricolas menos dependentes do uso
de insumos e que reduzam o custo de producdo tornando-os mais eficientes. Deve-se
desenvolver praticas agricolas sustentaveis, baseadas em manejos conservacionistas, para
obter retornos econdmicos para os agricultores, mas com estabilidade na produgdo de
longo prazo e diminuir impacto adverso ao meio ambiente.

Dentre os manejos conservacionistas destaca-se o sistema de plantio direto. Este
sistema contribui para minimizar os impactos do cultivo sobre o ambiente, pela redugcao
da erosao do solo, aumento no teor de matéria organica no solo, mantendo a fertilidade,
melhorando os atributos quimicos, fisicos e biologicos do solo (Resck et al, 2000; Scopel
et al., 2005). Tais beneficios sdo proporcionados, principalmente, pela deposi¢ao
constante de material organico ao solo. A cobertura do solo nesse sistema ¢ fundamental
pois além da protecao contra erosdo, nutrientes sao liberados para a cultura através da
decomposi¢cdo. E o nitrogénio pode ser disponibilizado especialmente pelas plantas
leguminosas (Teixeira et al., 2009).

A disponibilidade de nutrientes pelos residuos vegetais esta associada a relagdo C/N
do material. As leguminosas proporcionam maior aporte de nitrogénio no solo (Perin et

al., 2004; Teodoro et al., 2011). Ja as gramineas possuem menor velocidade de
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decomposig¢ao, sendo a liberag@o de nitrogénio mais lenta pela maior relagdo C/N (Torres
et al., 2008). No sistema de plantio direto a atividade dos microrganismos benéficos a
agricultura, tais como as bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico e os fungos
micorrizicos, sao favorecidos em relagdo ao sistema convencional (Peixoto et al. 2006).
O sistema de plantio direto possui maior aporte de matéria orginica, preserva o habitat
dos microrganismos (macroporos)e diminui a oscilacao de temperatura (Venzke Filho et
al., 2008).

A adogdo de sistemas agricolas conservacionistas que ainda agregam a menor
dependéncia de insumos externos, especialmente, os fertilizantes nitrogenados, contribui
para a sustentabilidade ambiental e economica dos agricultores, como ¢ o caso dos
sistemas organicos.

No sistema organico a nutrigdo das plantas ¢ feita, principalmente, através de
residuos vegetais e animais como o0s compostos organicos, adubagdo verde,
vermicomposto, biofertilizantes, dentre outros. A qualidade destes matérias varia de
acordo com sua origem, podendo ser insuficientes para suprir as necessidades nutricionais
das culturas. A cultura do milho ¢é bastante exigente em diversos nutrientes, variando de
acordo com o estadio fenoldgico, sendo o nitrogénio um dos nutrientes mais demandado.
Também Muller et al (2017) destacam em sua analise, que o aumento das areas de
producao organica terd como provavel desafio o suprimento de nitrogénio.

No sistema organico ha pouca disponibilidade de fontes eficazes de nitrogénio, de
baixo custo, e admitidas pelas normas técnicas vigentes (Brasil, 1999; FAO, 2007). O uso
de microrganismos pode ser uma alternativa para incorporar nitrogénio nos
agroecossistemas de forma eficiente e a baixo custo, com reflexo positivos na
produtividade das culturas

O uso de inoculantes de bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP)
que compreendem um grupo de microrganismos que sao benéficos para as plantas devido
a sua capacidade de colonizar superficies radiculares, a rizosfera e filosferas, e os tecidos
internos das plantas (Davison 1988; Kloepper et al., 1989). Elas estimulam o crescimento
das plantas por meio de varios processos como: a fixagcao bioldgica de nitrogénio (Huergo
et al. 2008), aumentando a atividade da redutase do nitrato, sintese de hormoénios como
auxinas, citocininas e as giberelinas e uma variedade de outras moléculas. As BPCP
podem promover melhor desenvolvimento das plantas em &reas com limitacdo de

nutrientes.



O Azospirillum brasilense € classificado como BPCP, sendo um dos géneros mais
estudado atualmente devido a sua capacidade de colonizar muitas espécies de plantas,
especialmente a familia das poaceae (gramineas). A inoculagdo do A4. brasilense em
culturas economicamente importantes melhorou o crescimento e a produtividade das
plantas em muitos ambientes. Sendo os beneficios atribuidos principalmente a capacidade
dessa bactéria produzir fitohormonios (Richardson et al., 2009; Gomez et al., 2016). Além
disso, o A. brasilense fixa o nitrogénio atmosférico (Zhang et al., 1997) em associagao
com diversas espécies de gramineas, como por exemplo, o milho.

Virios trabalhos demonstram os beneficios dessa bactéria para no crescimento e
produtividade do milho. Em um experimento de campo utilizando inoculantes com
combinacdo de liquido e turfa de 4. brasilense, houve aumento no rendimento do milho
em 27%. Os efeitos da inoculagdo foram atribuidos aos aumentos gerais na absor¢do de
diversos macro e micronutrientes (Hungria et al., 2010). Ferreira et al., (2013),
concluiram que a inoculacdo de A. brasilense mais adi¢ao de nitrogénio (100 e 200 kg ha
1) aumentou produ¢do de milho em 29%, em comparagio a adubagdo nitrogenada
exclusiva. Além disso, em solos com textura arenosa o milho teve melhor
desenvolvimento quando inoculado com essa bactéria.

Embora se saiba muito sobre A. brasilense, o efeito dessa bactéria promotora do
crescimento de plantas no campo em sistemas organicos ¢/ ou de baixo input ainda ¢
pouco estudado. Portanto, o objetivo geral do trabalho foi estudar o efeito da inoculagao

de A. brasilense em milho nos sistemas de plantio direto organico e convencional.
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Artigo I

Azospirillum brasilense aumenta a produtividade de milho no sistema de plantio

direto de baixo input

RESUMO

A suplementagdo do nitrogénio na agricultura pode ser feita pelo uso de bactérias
diazotroficas como o Azospirillum brasilense, que também ¢é promotora de crescimento
das plantas, incluindo o milho. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
inoculagdo de A4. brasilense na produtividade do milho e identificar o melhor sistema de
cultivo para uso de inoculantes a base de 4. brasilense. O experimento foi realizado em
duas safras de milho, instalado no esquema fatorial 6 x 2, com 4 repeticdes, sendo seis
tipos de sistemas de producao e na presenga ou auséncia da inoculagdo com A. brasilense.
Foram trés tipos de sistemas convencionais de plantio direto (PDCI1: sem adubagao;
PDC2: 150 kg ha'! formulado 8-28-16 + 50 kg ha! de ureia; PDC3: 300 kg ha™! formulado
8-28-16 + 100 kg ha'! de ureia) e trés tipos de sistemas orginicos (PDO1: composto
organico 40 m> ha!l; PDO2: composto organico 20 m=ha''; PDO3: composto organico
40 m™ ha'+ feijio-de-porco, Canavalia ensiformis DC). As folhas e os tecidos internos
das raizes estavam colonizadas por Azospirillum e a colonizagao dos tecidos nao foram
afetadas por nenhum dos sistemas de produ¢do. Nos sistemas organicos a populacdo
dessas bactérias na rizosfera foi maior que no convencional e foram encontradas essas
bactérias inclusive nas parcelas ndo inoculadas. Nao houve efeito da inoculagdo no teor
de clorofila, mas os maiores valores foram observados nos sistemas organicos. A
inoculacdo contribuiu com o aumento da concentracdo de nitrogénio e fosforo foliar e
também com a maior sobrevivéncia das plantas de milho. A inoculagdo de A4. brasilense
aumentou a produtividade do milho no sistema convencional sem adubacdo em 329%.
Em sistemas orgénicos a produtividade ¢ maior que em convencional. Entretanto, em
sistemas convencionais de baixo input a inoculagdo com A. brasilense favorece a
produtividade do milho.

Palavras chave: Agricultura orgénica; agricultura convencional, nitrogénio; bactéria

diazotrofica; Zea mays

INTRODUCAO

A agricultura de baixo input e/ou a produgdo organica tem como um dos principais
entraves, a pouca disponibilidade de fontes eficazes de nitrogénio, de baixo custo, e
admitidas pelas normas técnicas vigentes, quando certificadas. Muller et al. (2017),
destacam em uma analise, que o aumento das areas de producdo organica terd como

provavel desafio o suprimento de nitrogénio. Além disso, em zonas marginais de
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agricultura, o que limita o uso de fertilizantes nitrogenados ¢ a falta de recursos
financeiros para investimento ou a falta de investimento pelo elevado risco de perdas de
produtividade em fungao de risco climatico. Nesses sistemas de baixo input, a maioria
dos nutrientes se tornam disponiveis a partir da mineraliza¢do da matéria organica do solo
e do uso de leguminosas (Fabaceae) (Gijsman et al. 2002).

O nitrogénio ¢ um dos nutrientes mais limitantes para a agricultura (Dobbelaere et
al. 2002) e, na agricultura convencional a adubacdo nitrogenada representa um dos
maiores custos de produ¢do das culturas ndo leguminosas. Para a cultura do milho o
nitrogénio esta entre os nutrientes mais exigidos (Coelho, 2006).

Assim, o uso de inoculantes de Bactérias Promotoras do Crescimento de Plantas
(BPCP) se coloca como uma possibilidade de fornecimentos de nitrogénio a baixo custo.
Estas bactérias compde um grupo de microrganismos que sdo benéficos as plantas. Elas
estimulam o crescimento por meio de processos como a fixagao bioldgica de nitrogénio
(Steenhoudt and Vanderleyden 2000; Fibach-paldi et al. 2012), solubilizagao de fosforo,
a sintese de hormonios como auxinas, citocininas e giberelinas.

O Azospirillum brasilense ¢ uma BPCP que fixa nitrogénio em associagdo com
diversas espécies de poaceas, a exemplo do milho. A associacdo ¢ endofitica facultativa,
colonizando a rizosfera, o interior das raizes, caules e folhas. O uso de bactérias fixadoras
de nitrogénio representa uma ferramenta promissora na reducdo da necessidade de
fertilizantes nitrogenados, tornando-se uma alternativa para o desenvolvimento de uma
agricultura mais sustentavel.

No entanto, a literatura disponivel sobre a inoculagdo de A. brasilense em sistemas
organicos ou de baixo input ainda € escassa. A maioria dos trabalhos sdo realizados no
sistema convencional em associacdo com adubac¢ao mineral (Martins, et al. 2017; Fukami
et al. 2016). Os resultados tém destacado que a inoculagdo de milho com bactérias
diazotréficas pode aumentar os rendimentos da cultura. Porém, resultados ainda sdo
contraditorios, com aumentos de até 30% na produtividade do milho e trigo (Hungria et
al. 2010) ou a auséncia de efeitos (Vasconcelos et al. 2016).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da inoculagdo de A. brasilense na
produtividade do milho e identificar o promissor sistema de cultivo para uso de

inoculantes a base de A. brasilense.



MATERIAL E METODOS
Descricio do local e solo

O experimento foi realizado nos anos agricolas 2015/16 e 2016/17, na estagdo
experimental de Coimbra-MG (latitude de 20°45'S, longitude de 45°51'W, e altitude de
650 m), pertencente a Universidade Federal de Vigosa (UFV), situada no municipio de
Coimbra, na Zona da Mata de Minas Gerais. O solo da area experimental ¢ classificado
como Argissolo Vermelho Amarelo (Embrapa, 2013). Os dados climaticos (Figura 1)
referentes ao periodo de experimentacao foram adquiridos na Estacdo Meteorologica da
UFV. Devido as adubagdes recebidas desde 1984 as caracteristicas quimicas do solo entre

os sistemas de produgao sao distintas e apresentadas na Tabela 1.
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Figura 1- Precipitacdo acumulada e temperatura média durante a conducdao do

experimento de milho nas safras 2015/16 e 2016/17.



Tabela 1- Resultado da andlise quimica do solo: pH, fosforo (P), potéassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), matéria organica (MO), Carbono
organico (CO), acidez potencial (H+Al), soma de bases (SB), CTC efetiva (CTC(t)), CTC pH7 (CTC(T)), aluminio trocavel (Al*") e porcentagem

de saturacao de bases (V).

pH P K Ca Mg MO CO HtAl SB CTC(t) CTC(T) AP* v
Sistema!

mg/dm>-——-— - dag kg! cmole/dm? %
PDC1 5,8 1,60 299 2,14 1,14 3,29 1,91 4,13 4,05 4,05 8,17 0,0 45,33
PDC2 5,3 4,97 216 1,76 0,75 3,60 2,09 5,16 3,09 3,16 8,22 0,0 37,00
PDC3 5,2 11,18 245 1,66 0,68 3,26 1,89 5,78 2,97 3,12 8,74 0,0 33,75
PDOI1 6,5 2543 515 4,10 1,85 4,10 2,38 3,02 7,27 7,27 10,28 0,0 71,0
PDO2 6,3 23,42 450 4,07 1,61 4,12 2,39 2,96 6,83 6,83 9,80 0,0 69,75
PDO3 6,6 33,22 497 4,11 1,69 4,10 2,38 2,89 7,07 7,07 9,84 0,0 71,50

! PDCI: Plantio direto convencional sem adubagdo; PDC2: Plantio direto convencional com 150 kg ha™! formulado 8-28-16 + 50 kg ha' de ureia; PDC3: Plantio direto
convencional com 300 kg ha ' formulado 8-28-16 + 100 kg ha™! de ureia; PDO1: Plantio direto organico com composto organico 40 m™ ha™!'; PDO2: Plantio direto organico com
composto organico 20 m~ ha''; PDO3: Plantio direto organico com composto organico 40 m™ ha™! + feijio-de-porco.

CO foi estimado por: M.O. = 1,724 x C.O.
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As areas utilizadas possuem plantio em sistemas convencional e organico desde
1984. Inicialmente, a area foi utilizada para testar se o composto organico, na dose de 40
m?® ha’!, aplicado continuamente na cultura do milho modificava os teores de nutrientes
foliares, influenciava as caracteristicas quimicas e fisicas do solo e aumenta o rendimento
da cultura (Maia e Cantarutti, 2004).

Até 2003 o manejo de toda a area era feito de forma convencional, com aragdo e
gradagem, e a adubagdo realizada no sulco de plantio. Os tratamentos instalados
comparavam o efeito da adubagdo organica e da adubacdo mineral na cultura do milho.
As parcelas experimentais, organico e convencional, mantiveram- se fixas ao longo dos
anos.

Apos esse periodo, toda a area foi manejada em sistema de plantio direto, utilizando
como planta de cobertura a aveia-preta (Avena strigosa L.), € o composto organico (40
m?>ha™!) passou a ser aplicado ao lado da linha de semeadura, apds a emergéncia do milho,
na superficie do solo.

Nas safras de 2015/16 e 2016/17, quando foi realizado o presente trabalho, o
experimento manteve o sistema de plantio direto, organico e convencional, sendo

avaliado o efeito da inoculagdo de bactéria A. brasilense.

Inoculante e delineamento experimental

A inoculagdo foi feita nas sementes de milho, com inoculante comercial liquido,
AZOTOTAL®, que contém a bactéria Azospirillum brasilense, estirpes Abv5 e Abv6, na
concentragdo minima de 2x108 células viaveis mL™!, segundo informagdes do fabricante.
Foi utilizada a dose de 100 mL ha™!, recomendada para cultura do milho. A inoculagio na
safra 2015/16 foi realizada com inoculante liquido e na safra 2016/17 com inoculante
turfoso. A substituicdo do inoculante liquido pelo turfoso ocorreu pelo fato de o
inoculante turfoso permitir um melhor diagnostico sobre a uniformidade da cobertura das
sementes pelo inoculante. A inoculagdo das sementes foi realizada na sombra no periodo
da manha, com auxilio de solugdo agucarada 10%, e as sementes permaneceram secando
a sombra por 30 min.

O experimento foi instalado em esquema fatorial 6 x 2, sendo seis tipos de sistemas
de plantio direto, inoculados ou ndo com 4. brasilense. O delineamento foi o de blocos
casualizados, com quatro repeticoes, totalizando 48 parcelas. Os sistemas de produgao

foram: Plantio direto convencional (PDC) sem adubag¢ao; PDC com adubagao mineral na
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dose de 150 Kg ha™! formulado 8-28-16 + 50 Kg ha™! de ureia em cobertura; PDC com
adubagio mineral na dose de 300 Kg ha™! formulado 8-28-16 + 100 Kg ha'de ureia em
cobertura; plantio direto organico (PDO) com 40 m® ha™! de composto organico; PDO
com 20 m* ha! composto organico e PDO adubagio com 40 m? ha' de composto +
consorcio com feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis DC.). A parcela experimental foi
formada por 10 linhas de milho com oito metros de comprimento, espacadas entre si por

0,80 m (64 m?), sendo avaliadas as quatro linhas centrais de milho (19,2 m?).

Manejo de campo

A aveia-preta foi a cultura que antecedeu o plantio direto do milho em ambas as
safras. A aveia foi semeada a lanco na densidade de 80 Kg ha™! de sementes que foram
incorporadas ao solo com a gradagem leve, na profundidade aproximada de 2 a 3 cm, sem
adubac¢do. No florescimento, a aveia foi cortada com rogadeira costal e a palhada ficou
exposta ao sol para dessecacao natural.

A semeadura da variedade de milho AL Bandeirante foi realizada com matracas,
mantendo a populagio de 50.000 plantas ha™!, apos desbaste. Nas parcelas com feijo-de-
porco, a fabaceae foi semeada manualmente, na densidade de 5 plantas por metro,
simultaneamente ao milho, na mesma linha de plantio. Nos sistemas de plantio direto
organico o composto foi aplicado em superficie ao lado da linha de semeadura apos a
emergéncia do milho. No sistema convencional a adubagdo de plantio foi realizada no
sulco e a cobertura com ureia quando o milho estava com quatro folhas expandidas.

Os resultados da andlise quimica do composto com base em massa de matéria seca,
determinados de acordo com a metodologia descrita por Kiehl (1985), foram: 10,61% de
carbono organico; 1,10 % de N total; 0,38% de P; 1,20% de K; 0,94% de Ca; 0,42% de
Mg; 0,53% de S; 0,158g de Zn; 37,686¢ de Fe; 0,239g de Mn; 0,068g de Cu; 0,0131g de
B; 0,18% de Na e pH 8,83.

Nas parcelas em PDC, o controle das plantas daninhas foi realizado com a mistura
dos herbicidas atrazine e nicossulfuron (1,50 € 0,030 kg ha™!, respectivamente) aos 20 dias
ap6s a emergeéncia (DAE) do milho. Nas parcelas em PDO o controle foi feito com
ceifadeira motorizada, nas entrelinhas de plantio, nos estadios de duas e quatro folhas

expandidas do milho.
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Colonizacao das plantas por A. brasilense

A contagem da populacao de Azospirillum spp foi realizada na safra 2016/17. A
primeira coleta de solo foi realizada 30 dias antes do plantio, para avaliagao da populacao
inicial. A coleta das amostras de solo foi feita em cinco pontos aleatdrios em cada parcela,
na profundidade de 0-10 cm. Para coleta foi utilizado canos de PVC, que foram lavados
em agua corrente com detergente e desinfestado com hipoclorito de s6dio 1% e alcool
70%.

No estadio R1 (emissdo da espigueta) foram coletadas, de dez plantas por
tratamento, a primeira folha, abaixo e posta a espiga. Foi retirado uma amostra composta
de 1g do ter¢o médio das folhas. Nesse mesmo estagio foram coletadas também amostras
de sistema radicular e solo rizosférico de duas plantas por tratamento. As plantas de milho
foram retiradas inteiras com parte aérea e sistema radicular com auxilio de um enxadao,
evitando separar as raizes do solo. As amostras foram levadas para laboratorio onde foi
separado a raizes finas do milho do solo rizosférico. Foi considerado como solo
rizosférico aquele mais aderido as raizes. Foi retirada uma amostra de 1 g de raizes finas.
E para o solo rizosférico foi utilizada uma amostra de 10 g.

A contagem de Azospirillum spp foi feita por diluicao seriada, apds a maceracao, e
a contagem realizada nas dilui¢des 1072 para raizes e folhas e 10 para solo rizosférico.
Para tanto, os tecidos de folhas e raizes apds a lavagem em agua de torneira, foram
imersos em alcool 70% por 10 s, hipoclorito de sédio 1% por 30 s, seguidas de duas
lavagens em agua destilada autoclavada. O material vegetal foi triturado utilizando-se o
POLITRON®. Foi utilizado o meio de cultura NFb semi seletivo para Azospirillum ssp
(Baldani e Dobereiner 1980) e a contagem foi feita pelo método SpiralPlate (Gilchrist et
al. 1973). As placas foram armazenadas em camara tipo BOD a 28 °C e a contagem

realizada em lupa apo6s 5 dias.

Amostragem, analise das plantas e colheita

Nas safras 2015/16 e 2016/17 foram feitas as avaliagdes de crescimento das plantas
de milho, nos estadios quatro folhas expandidas (V4), doze folhas expandidas (V12) e
emissao de espiguetas (R1): altura de planta, didmetro na base do colmo, matéria seca
aérea. O indice SPAD (Soil Plant Analysis Development, Minolta 502 DL PLUS) foi
também avaliado nesses mesmos estadios fenoldgicos. J& o teor de nitrogénio foliar foi

avaliado no estadio R1. A altura das plantas de milho foi determinada com auxilio de uma
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trena, compreendido entre a regido da superficie do solo até o final da ultima folha
completamente desenvolvida. Para determinar o didmetro do colmo foi considerado o
diametro do inicio do segundo internodio, a partir da base da planta, utilizando
paquimetro digital.

O indice de clorofila (SPAD) foi avaliado na tltima folha completamente expandida
do milho, nos estadios V4 e V12, enquanto no estddio R1 a leitura foi feita na primeira
folha abaixo e oposta a espiga. As leituras foram realizadas em quatro plantas por parcela,
em trés pontos situados no terco médio da folha, a partir da base, e a 2 cm de uma das
margens (Argenta et al. 2001).

O teor de nitrogénio foliar foi avaliado na primeira folha oposta e abaixo da primeira
espiga no estadio R1, sendo coletadas 10 folhas por parcela. As amostras foram lavadas
em agua corrente e destilada, posteriormente levadas a estufa de ventilagdo forcada, por
72 h a 70 °C, para obtencdo da matéria seca. O material seco foi moido em moinho de
facas tipo Willey / Star FT80 e submetidos a analise quimica para a determinacao do
Nitrogénio (N) total pelo método de Kjeldahl. Enquanto que para fésforo e potassio foi
utilizada a digestdo nitro-perclérica e leitura por espectrofotometria com azul-de-
molibidénio e fotometria de chama, respectivamente.

Para avaliar os componentes de produtividade do milho foram quantificadas as
variaveis: estande final (incluindo o nimero de plantas quebradas e acamadas no
momento da colheita dos graos); altura de inser¢do da primeira espiga (medida do nivel
do solo até a insercao da primeira espiga); prolificidade (niimero total de espigas dividido
pelo nimero de plantas por parcelas); nimero de fileiras por espiga; numero de graos por
fileiras; massa de mil graos e produtividade.

A colheita foi realizada manualmente. Foram colhidas todas as espigas com palha
na area util da parcela. Posteriormente, as mesmas foram debulhadas em debulhador
elétrico estaciondrio. A massa e produtividade de graos foi corrigida para 13% de

umidade.

Analise estatistica

O experimento foi repetido em duas safras. Para analise de varidncia foi utilizada a
média das safras 2015/16 e 2016/17, com excegdo dos dados da contagem de Azospirillum
em solo, solo rizosférico, folhas, que foram coletados somente na safra 2016/17. Os dados
foram submetidos a analise de variancia, e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a
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5% de probabilidade. Para os dados de contagem foi utilizada a transformacdo log(x).
Quando houve interacdo, esta foi desmembrada, caso contrario, apenas os efeitos
individuais foram testados. Os dados de crescimento e produtividade foram também
submetidos a analise de correlacdo de Pearson. Todas as analises foram realizadas com o

auxilio do programa estatistico SAEG (Saeg, 2007).

RESULTADOS

A populagdo de Azospirillum no solo antes da implantacdo do experimento era alta
sendo praticamente a mesma que apds o plantio (Tabela 2). Verifica-se que ndo houve
efeito da inoculagdo sobre a contagem de bactérias no solo rizosférico, na folha e na raiz.
A colonizagao foliar e interna das raizes nao foram afetadas por nenhum dos sistemas de
produgdo. O solo rizosférico apresentou maior populagdo de bactérias nos sistemas

organicos que nos convencionais.

Tabela 2- Valores médios dos dados de contagem unidades formadoras de colonias de
Azospirillum spp. em solo antes do plantio e no solo rizosférico, folhas e raizes de milho
na safra 2016.

_ ] Solo antes  Solo Rizosférico Folha Raiz
Sistemas’  do plantio

UFC g'!

pDCI  1,99x107a 3,00 x 107bc 1,76 x 10°a 0,99 x 10°a
pDC2  L,14x10%a 2,90 x 107bc 2,36 x 10%a 1,50 x 10°a
pDC3  0.93x107a 2,00 x 107¢ 1,06 x 10°a 1,66 x 10°a
pPDO1  1,62x107a 5,88 x 107a 2,02 x 10%a 2,63 x 10°a
pDO2  1,35x107a 4,74 x 107ab 1,97 x 10°a 126x 10°a
PDO3  1,98x107a 7,18 x 107a 0,89x 10°a 1,39x 10°a
CV (%) 3,21 2,81 9,20 16,60

'PDC1: Plantio direto convencional sem adubagdo; PDC2: Plantio direto convencional com 150 kg ha!
formulado 8-28-16 + 50 kg ha™! de ureia; PDC3: Plantio direto convencional com 300 kg ha™'formulado 8-
28-16 + 100 kg ha! de ureia; PDOI: Plantio direto organico com composto organico 40 m= ha'; PDO2:
Plantio direto orginico com composto organico 20 m™ ha™'; PDO3: Plantio direto orginico com composto
orginico 40 m? ha' + feijio-de-porco. Médias seguidas de letras iguais na coluna, no diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5%. Dados transformados por log(x)

A concentracdo de nitrogénio e de fosforo nas folhas de milho foi aumentada pela
inoculacdo no sistema PDC1 (p<0,05) (Tabela 3). Os sistemas que receberam algum tipo

de adubag¢do mineral ou organica ndo tiveram efeito da inoculagdo no actimulo de
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nitrogénio na folha do milho. Os sistemas e a inocula¢do nao afetaram o teor de potassio
(Tabela 3).
O indice Spad ndo foi influenciado pela inoculacdo. Mas no sistema PDO3 a indice

Spad foi aumentado nas folhas de milho (p<0,05) (Tabela 3).

Tabela 3- Valores médios referente ao teor de nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K)
foliar realizado no estadio de florescimento do milho e Indice Spad nos estadios
fenologicos V4, V12 e R1, nas safras 2015/16 e 2016/17, em diferentes sistemas de
plantio direto de milho em funcdo da inoculacdo com 4. brasilense.

N (g Kgh) P (g Kg™h) Indice Spad
Sistemas' NI I NI I KegKg) v4 vi2 Rl
PDC1 10,09dB  14,08bcA 2,75dB  4,17bA 19,84a 32b 33e 36d
PDC2 12,98cA  12,04cA 2,90cdA  3,06cA 19,65a 34b 36de 34cd
PDC3 13,72cA  13,93bcA 3,68bcA  3,18cA 19,83a 37a 38cd 36bcd
PDOI1 17,19abA  15,85bA  4,94aA 4,53abA 19,86a 37a 43ab 40ab
PDO2 15,21bcA  15,65bA  4,54abA  5,05aA 18,86a 34b 40bc 39bc
PDO3 19,71aA  19,29aA 4,43abA  4,14bA 19,83a 38a 45a 44a
CV (%) 8,64 10,37 5,58 5,30 6,48 7,89

'PDC1: Plantio direto convencional sem adubagio; PDC2: Plantio direto convencional com 150 kg ha!
formulado 8-28-16 + 50 kg ha™! de ureia; PDC3: Plantio direto convencional com 300 kg ha™'formulado 8-
28-16 + 100 kg ha™! de ureia; PDO1: Plantio direto orginico com composto organico 40 m ha™'; PDO2:
Plantio direto organico com composto organico 20 m™ ha™'; PDO3: Plantio direto organico com composto
organico 40 m3 ha! + feijdo-de-porco. NI: ndo inoculado; I: inoculado. Médias seguidas de letras
maitsculas iguais nas linhas e minusculas na coluna para cada variavel, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey, a 5%.

A inoculagdo proporcionou maior altura de plantas e didmetros de colmos no
sistema PDC1 e maior didmetro de colmo no sistema PDO3 (p<0,05, Tabelas 4 ¢ 5). Os
sistemas organicos proporcionaram maior ganho de massa seca nas plantas de milho

independente da inoculagio (Tabela 5).
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Tabela 4- Valores médios dos dados de altura de plantas nos estddios fenologicos V4,
V12 e R1 e altura da primeira espiga nas safras 2015/16 e 2016/17, em diferentes sistemas
de plantio direto de milho em funcdo da inoculacdo com 4. brasilense.

Altura de planta (cm)
Sistemas' v4 vi2 Rl e;?)lit;;a(éirfl)
NI I -—- NI I
PDCI1 10 dB 15 bA 42d 105 ¢cB 143 cA 0,47d
PDC2 13 cdA 13 bA 50 cd 139 bA 143 cA 0,59cd
PDC3 15 bcA 14 bA 65 bed 152 bA 158 bcA 0,67bc
PDOI1 18 abA 16 abA 88 ab 182 aA 176 abA 0,88a
PDO2 15 bcA 15 bA 69 bc 166 abA 162 abcA 0,79ab
PDO3 20 aA 20 aA 100 a 188 aA 187 aA 0,94a
CV (%) 12,20 23,17 8,44 13,90

'PDC1: Plantio direto convencional sem adubagdo; PDC2: Plantio direto convencional com 150 kg ha!
formulado 8-28-16 + 50 kg ha™' de ureia; PDC3: Plantio direto convencional com 300 kg ha™'formulado 8-
28-16 + 100 kg ha'! de ureia; PDOI: Plantio direto organico com composto organico 40 m= ha'; PDO2:
Plantio direto orginico com composto organico 20 m ha'; PDO3: Plantio direto organico com composto
organico 40 m?> ha™ + feijio-de-porco. Nio-inoculado (NI); Inoculado (I). Médias seguidas de letras
maidsculas iguais nas linhas e minasculas na coluna para cada variavel, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey, a 5%.

Tabela 5- Valores médios dos dados de didmetro de colmo nos estadios fenologicos V4,
V12 e R1 e massa seca do milho nos estadios fenoldgicos V4 e V12 nas safras 2015/16 ¢
2016/17, em diferentes sistemas de plantio direto de milho em func¢do da inocula¢do com
A. brasilense.

Didmetro (mm) Massa seca (g pl ™)
Sistema! R1
V4 Vi2 V4 V12
NI 1

PDC1 8,08¢ 20,12a 13,07¢cB 16,15bA 2,98a 27,58b

PDC2 8,07c 22,05a 15,97bcA  15,87bA 2,83a 33,27b

PDC3 8,70bc  20,67a 16,57abA  17,15bA 2,75a 42,49ab

PDO1 10,88a  21,34a  19,25aA  18,63abA 5,36a 54,65a

PDO2 9,02bc 19,87a  19,32aA 17,22bB 3,19a 44,12ab

PDO3 11,88a 21,39a 18,88abB  21,07aA 4,85a 60,20a
CV (%) 14,69 12,32 7,85 53,52 31,24

'PDC1: Plantio direto convencional sem adubagdo; PDC2: Plantio direto convencional com 150 kg ha!
formulado 8-28-16 + 50 kg ha! de ureia; PDC3: Plantio direto convencional com 300 kg ha"!formulado 8-
28-16 + 100 kg ha™! de ureia; PDO1: Plantio direto orginico com composto organico 40 m™ ha™'; PDO2:
Plantio direto orginico com composto organico 20 m™ ha™'; PDO3: Plantio direto orginico com composto
organico 40 m> ha™! + feijio-de-porco. Nao-inoculado (NI); Inoculado (I). Médias seguidas de letras
maitsculas iguais nas linhas e mintsculas na coluna para cada variavel, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey, a 5%.
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A inoculagao proporcionou aumento de produtividade do milho no sistema PDCI1,
assim como proporcionou aumento nas caracteristicas numero de graos por fileira, massa
de mil graos e estande neste sistema de producao (Tabelas 6 e 7). Novamente, os sistemas
organicos apresentaram maiores médias para os componentes de produgdo (Tabelas 6 e

7).

Tabela 6- Valores médios dos dados de ntimero de fileiras, nlimero de graos por fileira e
massa de mil graos nas safras 2015/16 € 2016/17, em diferentes sistemas de plantio direto
de milho em funcdo da inoculacdo com 4. brasilense.

_ Numero Graos por Fileira Massa de graos (g)
Sistemas' de
. NI | NI I
fileiras

PDC1 14b 20 cB 29 abA 245 dB 274 aA
PDC2 14 ab 28 bA 27 bA 263 cdA 261 aA
PDC3 14 ab 30 abA 28 abA 281 bcA 265 aB
PDOI1 14 ab 32 aA 29 abA 293 abA 277 aB
PDO2 14 ab 30 abA 30 abA 287 abA 276 aA
PDO3 15a 31 abA 32 aA 307 aA 303 bA
CV (%) 4,92 7,55 3,75

'PDC1: Plantio direto convencional sem adubagio; PDC2: Plantio direto convencional com 150 kg ha™!
formulado 8-28-16 + 50 kg ha™! de ureia; PDC3: Plantio direto convencional com 300 kg ha™'formulado 8-
28-16 + 100 kg ha™! de ureia; PDO1: Plantio direto orginico com composto organico 40 m™ ha™'; PDO2:
Plantio direto organico com composto organico 20 m™ ha'; PDO3: Plantio direto organico com composto
organico 40 m> ha'! + feijdo-de-porco. Nao-inoculado (NI); Inoculado (I). Médias seguidas de letras
maiusculas iguais nas linhas e mintsculas na coluna para cada varidvel, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey, a 5%.

A produtividade do milho em PDC1 atingiu média de 4079 Kg ha' quando
inoculada com A4. brasilense, um aumento em 2839 Kg ha™!, equivalente a 329% quando
comparado com o ndo inoculado nesse mesmo sistema (Tabela 7).

A inoculagdo ndo teve efeito nos sistemas organicos. Porém, as médias de
produtividade foram maiores nesses sistemas, com destaque para o PDO3, adubagdo

orginica e feijio de porco, alcangcando média de 6754 kg ha! (Tabela 7).
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Tabela 7- Valores médios dos dados referente a prolificidade (prol), estande final e
produtividade de milho nas safras 2015/16 e 2016/17, em diferentes sistemas de plantio
direto de milho em funcao da inoculagdo com A. brasilense.

Estande Produtividade
‘ 1 Prol (plantas/ha) (kg ha™!)
Sistemas NI I NI I
PDCI1 0,83 b 44075bB 51562 aA 1240 eB 4079 bcA

PDC2 0,96 ab 52408 aA 49479 aA 2977 deA 3077 cA
PDC3 0,95 ab 54231 aA 50651 aA 3896 cdA 3748 bcA
PDOI1 0,97 ab 52343 aA 47265 aA 5889 abA 5096 abA
PDO2 0,96 ab 50065 abA 51822 aA 4754 bcA 4948 abA
PDO3 1,09 a 52929 aA 50911 aA 6754 aA 6204 aA
CV (%) 13,67 7,40 18,73

'PDC1: Plantio direto convencional sem adubagio; PDC2: Plantio direto convencional com 150 kg ha™!
formulado 8-28-16 + 50 kg ha™! de ureia; PDC3: Plantio direto convencional com 300 kg ha™'formulado 8-
28-16 + 100 kg ha™! de ureia; PDO1: Plantio direto orginico com composto organico 40 m™ ha™!'; PDO2:
Plantio direto organico com composto organico 20 m ha''; PDO3: Plantio direto orginico com composto
organico 40 m> ha'! + feijdo-de-porco. Nao-inoculado (NI); Inoculado (I). Médias seguidas de letras
maiusculas iguais nas linhas e mintsculas na coluna para cada variavel, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey, a 5%.

E possivel observar que quase todas as caracteristicas avaliadas estiveram
correlacionadas com a produtividade (Tabela 8). Sendo que as variaveis altura de planta
(0,93), concentragdo de nitrogénio foliar (0,88), indice SPAD em R1 (0,93) e altura de

plantas em R1 (0,91) foram as caracteristicas que mais influenciaram a produtividade.

Tabela 8- Estimativa dos coeficientes de correlagdo linear simples entre as caracteristicas
de milho em diferentes sistemas de plantio direto d e milho em func¢do da inocula¢do com
A. brasilense nas safras 2015/16 ¢ 2016/17.

Produtividade Massa de grdios ~ SPAD (R1) Conc. N
Produtividade 1 0,887** 0,871%* 0,877**
Massa de graos 0,887** 1 0,817** 0,844 **
SPAD (R1) 0,871%%* 0,817** 1 0,820%*
Conc. N 0,877** 0,845%* 0,820%* 1
Altura (V4) 0,903 %% 0,839%** 0,778%* 0,853**
Altura (V12) 0,857** 0,805%* 0,766** 0,785%*
Altura (R1) 0,930%* 0,833** 0,841%* 0,813**
Altura de espiga 0,919%* 0,834%* 0,811%** 0,814**
Diametro (V4) 0,809%** 0,764** 0,680%* 0,766**
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Diametro (V12) -0,095™ 0,023™ -0,033™ -0,057**

Diametro (R1) 0,866%* 0,817** 0,780%* 0,799%*
Massa seca (V4) 0,581** 0,516** 0,417** 0,460**
Massa seca 5 . . %
v12) 0,731 0,692 0,729 0,658
SPAD (V4) 0,626%* 0,604%* 0,552%% 0,575%*
SPAD (V12) 0,911%* 0,864%%* 0,855%%* 0,865%*
Prolificidade 0,725%* 0,699%* 0,663 ** 0,511%*
Estande 0,478%* 0,393%%* 0,429%%* 0,255%%*
Nimero de 0,643%* 0,640%* 0,603%* 0,525%%*
fileira
Niimero de 0,826%* 0,767%* 0,720%* 0,728%*
graos
Conc. P 0,672%* 0,568%* 0,461 %% 0,619%*
Conc. K 0,005™ 0,105 0,069%* 0,032"

Teste t a 5%. ** Significativo a 1% de probabilidade de erro; ™: ndo significativo; Conc.
N: Concentragdo de nitrogénio; Conc. P: Concentracio de Foésforo; Conc. K:
Concentragao de Potassio.

DISCUSSAO

A populagdo de Azospirillum spp. foi alta mesmo nas parcelas sem inoculagio o
que corrobora com Dobereiner et al. (1976) que identificou este género como muito
comum em solos tropicais. Porém, como houve resposta da inoculagdo mesmo sem
aumento da populacdo de bactérias, percebe-se que a estirpe inoculada foi mais eficiente
na colonizacdo do que a populacdo nativa do solo. Desta forma, nossos resultados ndo
indicam aumento na populagdo e sim a presenca de estirpes mais eficientes de
Azospirillum spp.

A inoculac¢do aumenta a colonizacdo interna dos tecidos da raiz, folhas e do solo
rizosférico, pois proporciona melhor contato da bactéria com a semente, aumentando o
numero de células na rizosfera. Assim, garante uma colonizagdo precoce ¢ aumenta a
probabilidade dos efeitos benéficos das estirpes selecionadas sobre as plantas de milho
(Cassan e Zorita, 2016; Fukami et al. 2016). Além disso, as estirpes de bactérias
diazotroficas sdo identificadas e selecionadas para os inoculantes quanto a sua eficiéncia
em fixar nitrogénio, em fazer associagdes com as plantas e maior tolerancia a estresses

abioticos (Reis Junior et al., 2008).
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Os resultados demonstraram que a inoculagdo com A. brasilense foi positiva para a
nutri¢cao das plantas de milho, proporcionando aumento nos teores de nitrogénio. Essas
bactérias possuem capacidade comprovada de fixar nitrogénio, mas verificamos também
que a inoculagdo aumentou a concentragcdo de fosforo nas folhas de milho. Garcia et al
(2017) relataram que algumas estirpes de Azospirillum ssp. possuem capacidade de
solubilizar fosfatos. Desse modo percebe-se que a inoculagdo favoreceu a aquisicao de
nutrientes pelas plantas. O A. brasilense estimula o crescimento radicular do milho, por
meio da produgdo de fitormonios, proporcionando melhor exploracdo do solo pela planta
favorecendo a absor¢do de nutrientes e dgua.

A inoculagdo afetou positivamente o crescimento vegetativo das plantas de milho
no sistema PDC1, resultando em plantas mais altas ¢ com maior didmetro de colmo. Esse
sistema nao recebe calagem e fertilizantes minerais ha aproximadamente 34 anos, o solo
apresenta baixa fertilidade (Tabela 1) e consequente baixo teor nitrogénio no solo, assim
a atividade do A. brasilense pode ter sido favorecida neste sistema. Em locais onde a
disponibilidade de nitrogénio ¢ um fator limitante para a produtividade, a resposta das
plantas a inoculagdo ¢ frequentemente observada (Cassan e Zorita, 2016).

A maior aquisicdo de nutrientes e o estimulo de crescimento possibilitaram um
aumento nos componentes de produgdo no milho. O componente mais afetado foi o
estande, pois a inoculagdo propiciou uma maior sobrevivéncia das plantas de milho e a
cultura do milho apresenta baixa capacidade de compensar falhas na emergéncia das
plantas. A maior sobrevivéncia esté relacionada a capacidade das plantas sobreviverem a
estresses abioticos quando inoculadas. Os estresses hidricos, de baixo nivel de nutrientes
e salino, sdo aliviados na presenga do A4. brasilense (Ferreira et al. 2013).

O melhor crescimento vegetativo do milho e maior acumulo de nutrientes, em
resposta a inoculagdo no sistema PDCI, resultou em aumento na produtividade. A

inoculagdo foi equivalente ao fornecimento de 70 a 80 Kg ha’

de nitrogénio,
considerando a expectativa de produtividade de 4 t ha™'. Portanto, o PDC1 atingiu média
de 4079 Kg ha!, somente com a inoculagdo de 4. brasilense, que corresponde a 74% da
média de produtividade brasileira de milho, que foi de 5522 kg ha™! na safra 2017 (Conab,
2017). O aumento de produtividade também foi encontrado por Martins et al (2017), com
ganho de 30% na produtividade de milho sem aplicagdo de nitrogénio em cobertura, e

apenas 18 Kgha'! de nitrogénio no plantio. Nos demais sistemas a inoculagio nio causou
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aumento de produtividade, o que indica que a inoculacdo de plantas de milho com 4.
brasilense seja mais viavel em ambientes de baixo input de nutrientes.

Os sistemas organicos nao tiveram efeito da inoculagdo. Nestes sistemas os solos
possuem boa fertilidade (Tabela 1). Além disso, a comunidade microbiana ¢ mais ativa
no sistema organico, devido principalmente, a maiores adi¢des de residuos que funcionam
como substrato e fonte de energia para os microrganismos (Buéno e Mendes, 2010). A
populagdo de bactérias diazotréficas nativas e outros elementos da microbiota do solo,
podem aumentar a competicdo com o A. brasilense, dificultando seu estabelecimento
local. Esses microrganismos podem mascarar os efeitos da inoculacdo pela competi¢ao
com as estirpes inoculadas. Os microrganismos nativos sdo adaptados as condig¢des de
solo e se estabelecem com mais facilidade que demais estirpes inoculadas (Sivapalan et
al., 1993; Dobereiner e Pedrosa,1987). A adi¢do de composto organico ndo atua somente
como fonte de nutrientes e matéria organica, mas incrementa o tamanho, a diversidade e
a atividade das populacdes microbianas no solo (Buéno e Mendes, 2010).

Os solos sob os sistemas organicos apresentaram as maiores médias de matéria
organica, porcentagem de saturagdo de bases em torno de 70%, além de maiores teores
de fosforo e potéssio no solo. A adubagdo organica do milho com composto na dose de
40 m® ha!, é capaz de promover a fertilidade do solo e proporcionar desenvolvimento
satisfatorio da cultura do milho (Maia e Cantarutti, 2004). Além disso, o sistema de
plantio direto favorece o aumento do teor de matéria organica e nitrogénio no solo,

especialmente quando ha introdu¢do de fabaceae no sistema.

CONCLUSOES

Nossos resultados demonstram que o uso de inoculantes de A. brasilense para a
producdo de milho ¢ uma pratica promissora, principalmente em condi¢des de baixo
input.

A inoculacdo com 4. brasilense eleva a produtividade de graos de milho em solos
com baixa fertilidade, sendo uma alternativa para aumentar produtividade das culturas
em areas marginais, com reduzida adubagao e, ou baixo nivel tecnoldgico.

Em sistemas organicos estabilizados onde fertilidade do solo ¢ elevada o efeito da
inoculagdo ¢ nulo, provavelmente pela maior disponibilidade de nitrogénio ¢ a

diversidade de microrganismos no solo.
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Artigo 11

Nutricdo e crescimento de milho inoculado com Azospirillum brasilense em sistema

de plantio direto convencional e organico

RESUMO

Azospirillum brasilense além de fixar nitrogénio atmosférico pode melhorar a
absor¢do de nutrientes do solo e fixar nitrogénio atmosférico. O nitrogénio ¢ o nutriente
mais limitante para a cultura do milho tanto em sistema convencional como no organico.
O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia da inoculagdo de A. brasilense no
crescimento do milho e a concentracdo de macronutrientes nos tecidos foliares de milho
em sistema organico e convencional. O experimento foi instalado no esquema fatorial 6
x 2, sendo seis sistemas de producdo, com e sem inoculacdo com A. brasilense. Foram trés
tipos de sistemas convencionais de plantio direto (PDC1: sem adubagao; PDC2: 150 kg
ha'! formulado 8-28-16 + 50 kg ha! de ureia; PDC3: 300 kg ha™! formulado 8-28-16 +
100 kg ha'! de ureia) e trés tipos de sistemas organicos (PDO1: composto organico 40 m-
3ha!l; PDO2: composto organico 20 m™ ha™'; PDO3: composto organico 40 m™ ha'+
feijdo-de-porco, Canavalia ensiformis DC). Foram avaliados os teores de nitrogénio,
fosforo, potassio e magnésio foliar, altura de plantas, didmetro de colmo ¢ o indice Spad.
Houve resposta da inoculagdo somente no estadio R1 para o sistema PDCI1. O teor de
nitrogénio, potassio e magnésio ndo foi influenciado pela inoculagdo. O teor de fosforo
foi maior quando inoculado no sistema PDC1, e ainda houve ganho de matéria seca e em
altura de plantas do milho com a inoculacdo para esse sistema. A inoculacdo com A.
brasilense nao influencia os teores de N, P e K foliar nos estadios iniciais de crescimento

do milho e proporciona maior teor de P foliar em R1.

Palavras-chave: Bactéria dizotrofica, macronutrientes, inoculacao.
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INTRODUCAO

O milho ¢ um cereal que esta presente na maior parte das propriedades rurais do
Brasil, sendo cultivado em grande e pequena escala (Galvio et al., 2014). E uma cultura
de grande importancia na alimentacdo humana e animal. Além de ser um dos principais
cereais cultivados no mundo com grande importancia economica.

Para alcancar elevadas produtividades de graos de milho, atengdo especial deve
ser dada ao manejo da adubagdo. A cultura do milho ¢ exigente na nutricdo de inimeros
nutrientes como o nitrogé€nio e o potassio, sendo considerada uma das culturas com maior
poder de extragdo de nutrientes do solo (Setiyono et al., 2010).

Os solos brasileiros sdo, em sua maioria, de baixa fertilidade e ndo contém
nitrogénio suficiente para o desenvolvimento da cultura do milho. Altas doses de
adubagao t€m sido aplicadas para alcancar boas produtividades de milho, especialmente
a adubacdo nitrogenada. O fosforo também possui o suprimento natural insatisfatorio ao
adequado crescimento de plantas (Nunes et al., 2015).

Atualmente tem-se procurado realizar manejos que visem a sustentabilidade
ambiental das propriedades. Por isso, torna-se necessdrio utilizar alternativas que
otimizem a adubag¢do das culturas, ou seja, que os nutrientes sejam melhor aproveitados
pelas culturas, reduzindo perdas seja por lixiviacdo ou volatilizagdo. Bem como, reduzir
a adubacdo nitrogenada através da fixacdo bioldgica. A maioria dos nutrientes aplicados
geralmente ndo ¢ absorvido pelas plantas, deixando o excesso suscetivel a perdas. Estima-
se que a eficiéncia do uso de nutrientes seja de aproximadamente 50% para nitrogénio
(Chien et al., 2009), entre 15 e 30% para fosforo (Pereira et al., 2009) e cerca de 40%
para potassio (Zou & Lu, 2010), demonstrando a importancia de melhorar a absor¢do de
nutrientes pelas culturas. O uso de microrganismos podem aumentar a eficiéncia do uso

de nutrientes.
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O uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) tem-se
apresentado promissor na agricultura. Essas bactérias oferecem uma maneira econdmica
e ambientalmente benéfica de reduzir o uso de fertilizantes quimicos, herbicidas,
pesticidas e outros suplementos artificiais (Adesemoye et al., 2009; Bhattacharyya, 2012).
Portanto, a inoculagdo com 4. brasilense torna-se uma alternativa também para melhorar
a produtividade de milho em sistemas organicos, especialmente através do fornecimento
do nitrogénio pela fixacao bioldgica.

As BPCP podem promover o crescimento das plantas através de varios
mecanismos biologicos (Glick, 2012), como a produ¢ao de hormonios de crescimento de
plantas, como as auxinas. O Azospirillum brasilense ¢ uma bactéria que pertence a esse
grupo, ¢ vem sendo bastante estudada devido ao seu potencial de influenciar no
crescimento e produtividade da cultura do milho. O género Azospirillum ¢ bastante
conhecido por sua capacidade de produzir fitormonios e também de fixar nitrogénio
atmosférico, mineralizar nutrientes, diminuir os estresses bioticos e abiodticos, sobreviver
em condi¢des adversas e favorecer a associagdo benéfica de outras microfloras (Bashan
& de-Bashan,2010).

Essa bactéria estimula o crescimento radicular das plantas através da sintese de
fitormonios, permitindo a melhor exploragdo do solo, favorecendo a absorcdo de
nutrientes e dgua. Martins et al. (2017) concluiram que a inoculagdo em milho com A.
brasilense melhorou a eficiéncia do uso da ureia. Os resultados indicaram que a
inoculagdo melhora consideravelmente a eficiéncia de aquisi¢do de nutrientes. Houve
recuperacio significativa de '°N derivado da ureia (até 71%), o que resultou em maior

rendimento de graos.
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O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia da inoculagdo de A4. brasilense no
crescimento do milho e na concentragao de macronutrientes nos tecidos foliares de milho

em sistema organico e convencional.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no periodo de novembro de 2016 a abril de 2017 na
estacdo experimental de Coimbra-MG (latitude de 20°45'S, longitude de 45°51'W, e
altitude de 650 m), pertencente a Universidade Federal de Vigosa (UFV), situada no
municipio de Coimbra, na Zona da Mata de Minas Gerais. Na figura 1 estdo os dados
climaticos referente ao periodo de condugdo do experimento. O solo da area experimental

¢ classificado como Argissolo Vermelho Amarelo (EMBRAPA, 2013).
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Figura 1- Precipitagdo e temperatura média durante a condugdo do experimento na

safra 2016/17.

O experimento foi instalado em esquema fatorial 6 x 2, sendo seis tipos de sistema
de plantio direto com e sem da inoculagdo de 4. brasilense do milho. O delineamento foi

o de blocos casualizados, com quatro repeti¢des, totalizando 48 parcelas. Os tipos de
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sistemas de plantio direto foram: Plantio direto convencional (PDC) sem adubagdo; PDC
com adubagdo mineral na dose de 150 Kg ha™! formulado 8-28-16 + 50 kg ha™! de ureia
em cobertura; PDC com adubagio mineral na dose de 300 Kg ha™! formulado 8-28-16 +
100 kg ha''de ureia em cobertura; plantio direto organico (PDO) com 40 m® ha! de
composto organico; PDO com 20 m? ha™! composto organico e PDO adubacio com 40
m?> ha™! de composto + consorcio com feijio-de-porco (Canavalia ensiformis). A parcela
experimental foi formada por 10 linhas de milho com oito metros de comprimento,
espacadas entre si por 0,80 m (64 m?), sendo avaliadas as quatro linhas centrais de milho
(19,2 m?).

A aveia-preta foi semeada a lan¢o na densidade de 80 Kg ha™! de sementes que
foram incorporadas ao solo com a gradagem leve, na profundidade aproximada de 2 a 3
cm, sem adubacdo. No florescimento a aveia-preta foi cortada com rogadeira costal. A
palhada ficou exposta ao sol para dessecacao natural.

O semeio da variedade de milho AL Bandeirante foi manual, utilizando matracas,
mantendo a populagdo de 50.000 plantas ha’!, apds desbaste. Nas parcelas com o
consorcio de milho com feijao-de-porco, este foi semeado na densidade de cinco plantas
por metro linear, simultaneamente ao milho, na mesma linha de plantio, utilizando
matracas. Nos manejos organicos o composto foi aplicado em superficie ao lado da linha
de semeio apos a emergéncia do milho. No manejo convencional a adubagdo de plantio
foi realizada no sulco e a de cobertura quando o milho estava com quatro folhas
expandidas.

Os resultados da analise quimica do composto com base em massa de matéria seca,
determinados de acordo com a metodologia descrita por Kiehl (1985), foram: 10,61% de

carbono organico; 1,10 % de N total; 0,38% de P; 1,20% de K; 0,94% de Ca; 0,42% de
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Mg; 0,53% de S; 0,158g de Zn; 37,686¢ de Fe; 0,239g de Mn; 0,068g de Cu; 0,0131g de
B; 0,18% de Na e pH 8,83.

Para a inoculacdo das sementes de milho, foi utilizado o inoculante comercial
liquido, AZOTOTAL?®, que contém a bactéria Azospirillum brasilense, estirpes Abv5 e
Abv6, na concentragio minima de 2x10® células vidveis mL™!, segundo informacdes do
fabricante. Foi utilizada a dose de 200 g ha' do inoculante turfoso. A inoculagio das
sementes com o produto comercial AZOTOTAL® foi realizada a sombra no periodo da
manha, utilizando um balde de 10 litros. Foi utilizada solu¢ao agucarada 10% e a mistura
realizada cuidadosamente para garantir a distribuicdo uniforme do inoculante nas
sementes. Sendo a mistura realizada de forma manual.

Nas parcelas em PDC, o controle das plantas daninhas foi realizado com herbicidas
pos-emergéncia, mistura dos herbicidas atrazine e nicossulfuron (1,50 e 0,030 kg ha™!)
aos 20 DAE do milho. Nas parcelas em PDO o controle foi feito com ceifadeira
motorizada, nas entrelinhas de plantio, nos estddios de duas e quatro folhas expandidas
do milho.

Foram realizadas avaliagdes de altura de planta (cm), didmetro (mm) de colmo, trés
estadios fenoldgicos ao longo do ciclo da cultura: quatro folhas completamente expandida
(V4), na décima segunda folha completamente expandida (V12), no florescimento (R1).

Foram avaliados, ainda, o indice SPAD de clorofila, massa da matéria seca das
plantas de milho, e os teores de nitrogé€nio, fosforo, potassio e magnésio foliar nos
estadios V4, V12 e R1. A altura das plantas de milho foi determinada com auxilio de uma
trena, compreendido entre a regido da superficie do solo até o final da ultima folha
completamente desenvolvida. Para determinar o diametro do colmo foi considerado o
didmetro do inicio do segundo internddio, a partir da base da planta, utilizando

paquimetro digital.

32



O indice de clorofila foi feito na ultima folha completamente expandida do milho
para os estadios V4 e V12. No estadio R1 a leitura foi feita na primeira folha abaixo e
oposta a espiga. As leituras foram feitas com o clorofilometro SPAD (Soil Plant Analysis
Development) Minolta 502 DL PLUS. As leituras foram realizadas em quatro plantas por
parcela, em trés pontos situados no terco médio da folha, a partir da base, e a 2 cm de uma
das margens (Argenta et al., 2001).

Para realizar a andlise de tecido foliar (estado nutricional das plantas) foram
coletadas 10 folhas por parcela, no estadio V4 e V12 foram coletadas a ultima folha
completamente expandida, e no estddio de R1 foi coletada a primeira folha oposta e
abaixo da primeira espiga. As amostras foram lavadas em agua corrente e destilada,
posteriormente foram levadas a estufa de ventilagdo for¢cada de ar, por 72 horas a 70 °C,
para obtencao da matéria seca. O material seco foi moido em moinho de facas tipo Willey
/ Star FT80 e submetidos a analise quimica em laboratério. O Nitrogénio total (N) foi
determinado pelo método de Kjeldahl. Foi realizada a digestao nitroperclorica do material
vegetal para determinacao dos teores de P por colorimetria, de K por fotdmetro de chama
e Mg por espectrofotometria de absorcao atdmica (Silva, 2009).

Foi feita andlise conjunta dos dados estudando o comportamento das variaveis
dentro de cada época avaliada. Os dados foram submetidos a andlise de variancia, ¢ as
médias comparadas utilizando o teste de Tukey, adotando-se o nivel de 5% de
probabilidade. Independentemente de ser significativa a interacdo, foi feito o
desdobramento das interagdes. Foi utilizado para as analises o programa estatistico SAEG

(Saeg 2007).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste experimento, a inoculacdo ndao proporcionou aumento nos teores de
nitrogénio foliar do milho. Esse resultado ndo corrobora com a maior parte dos resultados
encontrados nas pesquisas com a inoculacdo de A. brasilense, onde a inoculagao
proporcionou aumentos nos teores de nitrogénio na planta (Martins et al., 2018; Galindo
etal., 2016). Isso possivelmente ocorreu porque os teores foliares de N estavam limitando
o crescimento, desse modo os teores permaneceram no minimo, muito abaixo do
considerada adequada por Martinez et al. (1999), que ¢ de 27,5-32,5 g/Kg, em todos os
sistemas estudados (Tabela 1).

Por outro lado, nos sistemas PDO1 e PDO3 ocorreu maior teor de nitrogénio quando
nao inoculado no estadio V12. A concentragdo de nutrientes foliar pode variar, também,
dependendo do ganho de massa seca da planta. As concentragdes dos nutrientes podem

se tornar mais diluidas em plantas com maior massa seca (Tabela 8) (Epstein & Bloom,

2006).
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Tabela 1- Valores médios do teor de nitrogénio (g Kg™!) para as respectivas combinagdes
de sistema, inoculacdo e épocas V4, V12 e R1, em diferentes sistemas de plantio direto
de milho em func¢do da inoculacao com A. brasilense. Coimbra-MG, safra 2016/17.

V4 V12 R1
NI I NI I NI I
PDC1' 22.88abAa 21,91aAa 10,32bBa 12,65aBo.  10,00abBa  10,67abBa

Sistema

PDC2  21,75bAo  23,52aA0 11,61bBoa 11,85aBa 9,65bBa 8,71bBa
PDC3 26,17aA0  24,17aAo. 10,96bBa.  13,30aBa 9,84abBo. 10,08abCa
PDO1  23,84abAo 24,49aAa 15,79aBa 13,06aBf 10,40abCa 9,43abCa
PDO2  22,15bAa 21,35aAa 11,21bBa  12,57aBa 9,27bBa 9,03bCa

PDO3  21,67bAp 24,81aAa 17,00aBo  13,94aBB  13,70aCa 13,21aBa

'PDC1: Plantio direto convencional sem adubacdo; PDC2: Plantio direto convencional
com 150 kg ha! formulado 8-28-16 + 50 kg ha™! de ureia; PDC3: Plantio direto
convencional com 300 kg ha 'formulado 8-28-16 + 100 kg ha™! de ureia; PDO1: Plantio
direto organico com composto organico 40 m™ ha''; PDO2: Plantio direto organico com
composto organico 20 m ha!; PDO3: Plantio direto organico com composto organico
40 m™ ha! + feijio-de-porco. NI: Nio inoculado; I: Inoculado.

Médias seguidas de letras maitisculas iguais nas linhas, mintsculas na coluna e letra grega
em inoculag@o dentro de cada época para cada variavel, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey, a 5%.

Ja o teor de fosforo do sistema PDCI1 no estddio R1 foi superior nas folhas do
milho inoculado em relagdo ao ndo-inoculado (Tabela 2). A inoculagdo com A. brasilense
pode melhorar a absor¢do de varios macro e micronutrientes, aumentando a eficiéncia da
planta no uso de nutrientes disponiveis (Hungria et al., 2010), o que pode ajudar a explicar
um aumento na concentragdo de fosforo no tecido foliar. Outra possivel explicacdo para
o aumento da concentragdo de fosforo nas folhas estd relacionada a capacidade de

algumas bactérias endofiticas promoverem o crescimento das plantas por meio da

solubilizacdo do fosfato (Collavino et al., 2010).
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Tabela 2- Valores médios do teor de fosforo (g Kg™!) para as respectivas combinagdes de
sistema, inoculagdo e ¢épocas V4, V12 e R1, em diferentes sistemas de plantio direto de
milho em fung¢do da inoculagdo com A. brasilense. Coimbra-MG, safra 2016/17.

V4 V12 R1
NI I NI I NI I
PDC1! 4,43cAa 5,29abAa 2,61bBa  3,57abBa  2,55¢Bf 3,92abcBa

Sistema

PDC2 5,98abcAa 4,69abAp 2,69abBo  3,25abBa 2,65cBa 3,08bcBa
PDC3  4,62bcAa  3,82bAa 2,73abBo  2,59bBo. 3,12bcBa 2,87cABa
PDOI1 6,34aAa 4,79abAp 4,18aBa  4,51aAa 4,99aBa 4,72aAa

PDO2  5,99abAa  5,95aA0 4,18aBa  4,09abBa = 4,68aBa 4,73aABa

PDO3  4,62bcAo 4,47abAo  3,98aAa 3,47abAo  4,17abAa 4,54abAo

'PDC1: Plantio direto convencional sem adubacdo; PDC2: Plantio direto convencional
com 150 kg ha! formulado 8-28-16 + 50 kg ha™! de ureia; PDC3: Plantio direto
convencional com 300 kg ha 'formulado 8-28-16 + 100 kg ha™! de ureia; PDO1: Plantio
direto organico com composto organico 40 m™ ha''; PDO2: Plantio direto organico com
composto organico 20 m ha!; PDO3: Plantio direto organico com composto organico
40 m™ ha! + feijio-de-porco. NI: Nio inoculado; I: Inoculado

Médias seguidas de letras maitsculas iguais nas linhas, minusculas na coluna e letra grega
em inoculag@o dentro de cada época para cada variavel, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey, a 5%.

Entretanto, os teores de potassio € magnésio, quando inoculado, foram menores no
sistema PDCI no estddio R1 e no sistema PDO1 no estadio V4, respectivamente. Ja no
sistema PDCI1 houve aumento no teor de magnésio no estadio V4 quando inoculado
(Tabelas 3 e 4). Baldotto et al., 2012 avaliando o desempenho inicial de milho com
inoculagdo de bactéria diazotrofica (Herbaspirillum seropedicae), encontraram aumentos

no acimulo de N, P e K na parte aérea de plantas de milho quando comparado com uso

de fertilizante apenas.
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Tabela 3- Valores médios do teor de potassio (g Kg') para as respectivas combinacdes
de sistema, inoculacdo e épocas V4, V12 e R1, em diferentes sistemas de plantio direto
de milho em funcao da inoculacao com A. brasilense. Coimbra-MG, safra 2016/17.

) V12
Sistema
NI I NI I NI I

PDC1! 841aBa 8,41aBo  4,16aCa  5,29aCo  24,84abAa 22,81bAB
PDC2 8,77aBa. 8,39aBa 5,56aCa  5,00aCa 25,31aAa 25,47aA0
PDC3 8,72aBa. 9,46aBa 5,06aCa 5,00aCa 25,47aAa 24.,23abAa
PDOI1 8,62aBa  8,47aBa 5,56aCa 4,97aCa 22,66bAa 24.22abAa
PDO2 7,67aBa 8,47aBa 5,38aCa 5,09aCa 24,37abAa  23,90abAa
PDO3 9,50aBa. 8,00aBa. 5,15aCa. 5,00aCoa 25,78aAq 25,31aAa

'PDC1: Plantio direto convencional sem adubacdo; PDC2: Plantio direto convencional
com 150 kg ha! formulado 8-28-16 + 50 kg ha™! de ureia; PDC3: Plantio direto
convencional com 300 kg ha 'formulado 8-28-16 + 100 kg ha™! de ureia; PDO1: Plantio
direto organico com composto organico 40 m™ ha''; PDO2: Plantio direto organico com
composto organico 20 m ha!; PDO3: Plantio direto organico com composto organico
40 m™ ha! + feijio-de-porco. NI: Nio inoculado; I: Inoculado.
Médias seguidas de letras maitsculas iguais nas linhas, minusculas na coluna e letra grega
em inoculag@o dentro de cada época para cada variavel, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey, a 5%.
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Tabela 4- Valores médios do teor de magnésio (g Kg™') para as respectivas combinacdes
de sistema, inoculacdo e épocas V4, V12 e R1, em diferentes sistemas de plantio direto
de milho em func¢do da inoculacao com A. brasilense. Coimbra-MG, safra 2016/17.

V4 V12 R1
NI I NI I NI I
PDC1! 4,11bApB 4,73aAa 1,4labCa  1,65abBa  2,17abBa 2,14aBa

Sistema

PDC2  44labAo 4,13abAa 1,34abBo  1,45abBa 1,64bcBa  1,71abBa
PDC3 3,84bAa 4,07abAa 0,94bBa 1,18bBa 1,38cBa 1,32bBa
PDOI1 4,85aAa 3,99bApB 1,75aCa 2,05aBa 2,57aBo. 2,20aBa
PDO2  4,39abAo  4,07abAa 1,79aBa 1,62abBa 2,28abBo.  1,89abBa

PDO3 3,91bAa 3,77bAq 1,63aBa 1,60abBa  2,11abBa 2,08aBa

'PDC1: Plantio direto convencional sem adubacdo; PDC2: Plantio direto convencional
com 150 kg ha! formulado 8-28-16 + 50 kg ha™! de ureia; PDC3: Plantio direto
convencional com 300 kg ha 'formulado 8-28-16 + 100 kg ha™! de ureia; PDO1: Plantio
direto organico com composto organico 40 m™ ha''; PDO2: Plantio direto organico com
composto organico 20 m ha!; PDO3: Plantio direto organico com composto organico
40 m> ha! + feijio-de-porco. NI: Nio inoculado; I: Inoculado

Médias seguidas de letras maitsculas iguais nas linhas, minusculas na coluna e letra grega
em inoculag@o dentro de cada época para cada variavel, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey, a 5%.

A inoculagdo proporcionou maior Indice Spad no PDCl em dois estadios
fenologicos, apesar do teor de N foliar ndo ter sido influenciado pela inoculacao (Tabela
5). Pois, 0 aumento no indice de clorofila tem correlagdo positiva com teor de nitrogénio
na planta (Gil, et al., 2002; Barcelos et al., 2016). Kappes et al. (2013) e Quadros et al.

(2014) verificaram que plantas de milho inoculadas com A. brasilense apresentaram

maiores Indice Spad, corroborando com os dados do presente estudo.
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Tabela 5- Valores médios do indice Spad para as respectivas combinagdes de sistema,
inoculagdo e épocas V4, V12 e R1, em diferentes sistemas de plantio direto de milho em
func¢do da inoculagdo com A. brasilense. Coimbra-MG, safra 2016/17.

V4 V12 R1

Sistema
NI I NI I NI I

PDC1! 30,99aA0 30,52aBa  31,18cAP 37,23abAa 27,98cAP 27,98cAp
PDC2 32,56aAa 31,92aA0 36,03bcAa  36,38bAa  32,50bcAa  32,50bcAa
PDC3 34,72aAa 34,94aAa 37,91abAo 37,4labAa  37,78bAa 37,78bAa
PDO1 34,51aBa  33,87aAa 41,07abAa  37,40abAa  38,19bABa  38,19bABa
PDO2 31,21aAa 32,12aAa 35,77bcAa 36,64abAa  36,35bAa  36,35bAa

PDO3 36,41aBo. 36,31aBa  43,38aA0  43,00aA0  44,77aAa 447 T7aAo

'PDC1: Plantio direto convencional sem adubacdo; PDC2: Plantio direto convencional
com 150 kg ha! formulado 8-28-16 + 50 kg ha™! de ureia; PDC3: Plantio direto
convencional com 300 kg ha 'formulado 8-28-16 + 100 kg ha™! de ureia; PDO1: Plantio
direto organico com composto organico 40 m™ ha''; PDO2: Plantio direto organico com
composto organico 20 m ha!; PDO3: Plantio direto organico com composto organico
40 m™ ha! + feijio-de-porco. NI: Nio inoculado; I: Inoculado

Médias seguidas de letras maitsculas iguais nas linhas, minusculas na coluna e letra grega
em inoculag@o dentro de cada época para cada variavel, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey, a 5%.

A inoculagdo com A. brasilense proporcionou os melhores resultados de altura de
planta de milho e maior ganho de massa seca no sistema PDCI, e ndo teve efeito sobre
diametro de colmo do milho (Tabelas 6, 7 e 8). Os resultados obtidos corroboram com
Dartora et al., (2013), que encontraram efeito da inoculacdo de A. brasilense sobre a altura
de planta de milho, nas fases vegetativa e reprodutiva.

O PDCI foi o Unico sistema que houve efeito positivo da inoculagdo. Este sistema
nao recebe fertilizantes minerais ha aproximadamente 34 anos. Assim, o solo apresenta

baixa fertilidade e consequente baixo teor nitrogénio no solo, fator que pode ter

favorecido a atividade do A. brasilense neste sistema. A colonizagdo de bactérias
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diazotroficas em raizes inoculadas de milho foi melhorada com a aplicacdo de
fertilizantes em taxas menores, como demonstrado por Baldotto et al. (2012).

Além disso, a inoculacdo com A. brasilense estimula o crescimento radicular do
milho, por meio da produgdo de fitormonios. As bactérias do género Azospirillum sdo
promotoras do crescimento de plantas pela capacidade produzir varios fotormonios,
proporcionando plantas mais altas e ganho de massa seca aérea e radicular das plantas
(Cassan et al. 2014).

De maneira geral, os teores de macronutrientes nos estaddios iniciais ndo foram
influenciados pela inoculacdo. Os efeitos foram observados principalmente no estadio R1
no sistema PDCIl. E ainda houve efeito da inoculagdo somente nos sistemas
convencionais. Nossos resultados corroboram os de Calvo et al. (2016), que ndo houve
efeito da inoculagdo de bactérias promotoras do crescimento de plantas na absorcao de
N, P, K e no crescimento inicial de milho (V2 e V4).

No estadio fenologico R1 a demanda por nutrientes ¢ alta, principalmente o
nitrogénio, sendo o pico de maxima absor¢@o deste nutriente do estadio de florescimento
ao inicio do enchimento de graos. Assim, a associagdo com A. brasilense torna-se bastante
vantajosa para a planta de milho neste periodo. Normalmente as associa¢des de plantas
com microrganismos ocorre no periodo de maior demanda de nutrientes e agua. A
populacdo de A. brasilense na rizosfera e nos tecidos da planta aumenta no estadio de
florescimento ¢ enchimento de grdos em milho (Moreira e Siqueira, 2006). A baixa
resposta a inoculacdo no estddio V4 estd associada ao desenvolvimento do sistema
radicular do milho, que ainda estd sendo formado neste estadio. E ainda a baixa exigéncia
nutricional nos estadios iniciais, especialmente o nitrogénio (Fancelli, 2015).

Os sistemas organicos ndo foram influenciados pela inoculacdo. A auséncia de

efeito da inoculagdo com A. brasilense nos sistemas organicos pode ser justificada pela
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caracteristica apresentada do solo neste sistema. Ou seja, os sistemas orginicos
apresentam solos com boa fertilidade e qualidade bioldgica. A adi¢do de residuos
organicos neste sistema atua como fonte de nutrientes e matéria orginica, e também
incrementa o tamanho, a diversidade e a atividade das populagdes microbianas no solo
(Bueno e Mendes, 2010).

Tabela 6- Valores médios de altura de plantas de milho (cm) para as respectivas
combinagdes de sistema, inoculagdo e épocas V4, V12 e R1, em diferentes sistemas de

plantio direto de milho em fung¢do da inocula¢do com 4. brasilense. Coimbra-MG, safra
2016/17.

V4 V12 R1

Sistema
NI I NI I NI I

PDC1' 7,05aBo.  9,19aCo  29,75dBB  60,37bcBa. 96,50cAB  131,33bAa
PDC2 9,10aCa  8,47aCo 50,96cdBo  52,47cBa 130,25bAa 128,18bAa
PDC3  9,44aCa 10,50aCa 72,00bcBa  83,81bBa  142,37bAa  154,81abAa
PDO1 14,14aCa 10,35aCa 87,09bBa 72,47bcBo  155,81abAa 145,87abAa
PDO2 11,44aCa 11,39aCa 66,56bcBa  69,75bcBa  142,06bAa  132,56bAa

PDO3 16,29aCa 16,67aCa 123,25aBa 117,00aBo 179,25aA0  168,94aAa

'PDC1: Plantio direto convencional sem adubacao; PDC2: Plantio direto convencional
com 150 kg ha! formulado 8-28-16 + 50 kg ha' de ureia; PDC3: Plantio direto
convencional com 300 kg ha'formulado 8-28-16 + 100 kg ha™' de ureia; PDO1: Plantio
direto organico com composto organico 40 m™ ha''; PDO2: Plantio direto organico com
composto organico 20 m™ ha'; PDO3: Plantio direto orginico com composto organico
40 m™ ha™!' + feijio-de-porco. NI: Nio inoculado; I: Inoculado

Meédias seguidas de letras maitsculas iguais nas linhas, mindsculas na coluna e letra grega
em inoculagdo dentro de cada época para cada variavel, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey, a 5%.
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Tabela 7- Valores médios de diametro de colmo de milho (mm) para as respectivas
combinagdes de sistema, inoculagdo e épocas V4, V12 e R1, em diferentes sistemas de
plantio direto de milho em funcdo da inoculagdo com A. brasilense. Coimbra-MG, safra
2016/17.

V4 V12 R1

Sistema
NI | NI I NI |

PDC1! 6,48cCo  8,51bBo  19,15abAa  17,55aAa  14,94bCa 16,75aAa
PDC2 7,09cCo 7,87bCa  21,48aAc 19,69aA0 17,27abCo 16,57aCa
PDC3 9,53bcBa  8,90abBa  19,07abAa  18,77aAo.  18,53abAa  18,68aAq
PDO1 11,40abBa 9,17abBo  18,74abAo  18,02aA0  19,36aAa 18,17aAa
PDO2 9.23bcBa  8,85abBa  17,65bAa  18,04aAa 18,57abAa  16,81aAa

PDO3 13.93aBa 12,43aBa  18,31abAo  18,57aAa  19,73aAa 20,10aAa

'PDCI1: Plantio direto convencional sem adubacdo; PDC2: Plantio direto convencional
com 150 kg ha! formulado 8-28-16 + 50 kg ha! de ureia; PDC3: Plantio direto
convencional com 300 kg ha'formulado 8-28-16 + 100 kg ha™! de ureia; PDO1: Plantio
direto organico com composto organico 40 m™ ha™!; PDO2: Plantio direto organico com
composto organico 20 m™ ha™!; PDO3: Plantio direto orginico com composto organico
40 m ha™! + feijao-de-porco. NI: Nio inoculado; I: Inoculado

Me¢édias seguidas de letras maitisculas iguais nas linhas, minasculas na coluna e letra grega
em inoculagdo dentro de cada época para cada variavel, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey, a 5%.
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Tabela 8- Valores médios de massa seca da parte aérea milho (g pl™') para as respectivas
combinagdes de sistema, inoculagdo e épocas V4, V12 e R1, em diferentes sistemas de
plantio direto de milho em funcdo da inoculagdo com A. brasilense. Coimbra-MG, safra
2016/17.

V4 V12 R1

Sistema
NI I NI | NI I

PDC1! 1,06aBa  1,41aBa 28,08aBa  37,49aBa 74,32cAB 125.61aAa
PDC2 1,33aBa 1,35aBa 35,56aBo  27,90aBo  113,67abcAa  103,98aAa
PDC3 1,71aCa 1,68aCa  49,57aBa 53,00aBa 91,67abcAB  144,59aAa
PDO1 1,92aCa 1,99aCao  56,37aBoa 44,11aBa 131,68aAa  117,95aAa
PDO2 1,69aBa 1,58aCa  38,29aBa  45,61aBa 127,10abAa  140,06aAa

PDO3 3,19aBa 2,59aCa  71,40aAa 57,28aBa 83,92bcAa  101,90aAa

'PDCI1: Plantio direto convencional sem adubacdo; PDC2: Plantio direto convencional
com 150 kg ha! formulado 8-28-16 + 50 kg ha'! de ureia; PDC3: Plantio direto
convencional com 300 kg ha'formulado 8-28-16 + 100 kg ha™! de ureia; PDO1: Plantio
direto organico com composto organico 40 m™ ha™!; PDO2: Plantio direto organico com
composto organico 20 m™ ha™!; PDO3: Plantio direto orginico com composto organico
40 m~ ha™' + feijio-de-porco. NI: Nio inoculado; I: Inoculado Médias seguidas de letras
maitsculas iguais nas linhas, mintsculas na coluna e letra grega em inoculagao dentro de
cada época para cada variavel, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey,
a 5%.

CONCLUSOES

A inoculacdo com 4. brasilense nao influencia os teores de N, P e K foliar nos
estadios iniciais de crescimento do milho nos sistemas organicos e convencionais. A
inoculacdo proporcionou maior teor de P foliar em R1 para o sistema sem adubacao.

A inoculagdo promove maior crescimento das plantas de milho em sistema

convencional de baixa fertilidade.
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Consideracoes finais

As condigdes prévias de fertilidade e da microbiota do solo influenciam na resposta
da cultura do milho a inoculacdo com A. brasilense, podendo proporcionar expressivos
aumentos na produtividade do milho em solos de baixa fertilidade ou a auséncia de
resposta da inoculacdo em solos de boa fertilidade, como foi observado no sistema
organico. Os resultados permitem afirmar que a disponibilidade de nitrogénio no solo,
pode inibir o efeito da inoculacdo com A. brasilense, seja em sistema organico ou
convencional.

Entretanto, os efeitos da inoculagdo com A. brasilense dependem ainda do gendtipo
da planta hospedeira, da competitividade e sobrevivéncia das estirpes do inoculante em
relagdo as estirpes nativas do solo. Mas ¢ evidente os beneficios trazidos por essa bactéria
ao desenvolvimento das plantas de milho, como ganho em crescimento, sobrevivéncia de
plantas no estande final e aumentos nos teores de nitrogénio e fosforo foliar, se mostrando
promissora no aumento de produtividade do milho principalmente em solos com baixo
input de nutrientes.

Os sistemas organicos proporcionaram as maiores médias de produtividade de
milho, independente da inoculagdo. Os sistemas organicos ja possuiam boa fertilidade do
solo e assim proporcionaram desenvolvimento adequado da cultura do milho com reflexo
positivo na produtividade. Porém, em sistemas de conversao para o organico, em que oS
teores de nutrientes do solo ainda sdo baixos, e as condigdes fisicas e bioldgicas do solo

ndo sdo favoraveis, os efeitos da inoculagdo com A. brasilense podem ser positivos.
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Anexo 1-

Analises de variancia dos dados do Artigo 1.

Resumo da anélise de variancia da contagem de Azospirillum spp. em solo antes do plantio e no solo rizosférico,

folhas e raizes de milho na

safra 2016/17.
Quadrados Médios
FV GL

Solo antes do plantio Solo rizosférico Raiz Folha

Bl 3 0,12 0,23 1,91 0,33
Sistema (S) 5 0,14%* 0,36** 0,27" 0,16
Inoculagdo (1) 1 0,01™ 0,20™ 2,87" 0,28"
SxI 5 0,05™ 0,12 0,51™ 0,14™

Residuo 33 0,053 0,46 0,75 0,23

CV (%) - 3,21 2,81 16,60 9,21

“*_ F significativo a 1%; - F significativo a 5%; ™: nio significativo
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Resumo da analise de variancia dos caracteres teor de nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K) foliar, Indice Spad nos estadiosV4, V12 e

R1, massa seca nos estadios V4 e V12, prolificidade (prol.) e estande de milho. Coimbra-MG, Safras 2015/16 e 2016/17.

Quadrados Médios
FV GL Indice Spad Massa Massa
N P K seca seca Prol. Estande
V4 V12 R1 V4 V12
BL 3 367 0,60 0,74 236 7,29 17,57 3,28 219,02 0,00 79347120
Sistema (S) 5 62,157 4,637 121 45087 164,507 123,177 10,45  1219,97" 0,05 21960500™
Inoculagdo (I) 1 1,257 0,26™  1,44™ 490" 13,52 2,99 3,63" 103,43™ 0,01 6342286"
SxI 5 7377 1,077 0,28 1,20 13,75  14,65™ 4,07" 105,30" 0,03" 42895550°
Residuo 33 1,67 0,167 120 3,57 6,49 8,89 3,83 186,57 0,02 14062100
CV (%) - 8,64 10,37 558 530 6,48 7,89 53,52 31,24 13,66 7,40

- F significativo a 1%; "- F significativo a 5%; ™: ndo significativo
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Resumo da andlise de variancia dos caracteres diametro de colmo nos estadios V4, V12 e R1, altura de plantas nos estddios V4, V12 e R1,

numeros de fileiras por espiga, nimeros de graos por fileira, massa de mil graos e produtividade de milho (Prod.). Coimbra-MG, Safras

2015/16 ¢ 2016/17.
Quadrados Médios
FV GL Diametro Altura Nimero Graos por Massa de Prod.
V4 V12 R1 V4 V12 R1 de fileiras fileira graos
BL 30,88 29095 1,00 2,61 267,66 274,63 0,09 1,11 139,64 784578
Sistema (S) 5 19,377 5,57 32,017 68,73 389640 4455127 1,77 55,38 2296,64™ 17539770
Inoculagio () 1 0,12" 3,00 3,01  1,00™ 41,12 442 41™ 0,003™ 7,177 158,49™  899711,60"
SxI 5 3,77 1,35 7,157 9,9588™  446,98™ 498,05 0,95" 35,70 555,85 3445136
Residuo 33 191 6,63 1,87 3,49 255,40 178,82 0,51 4,79 108,52  675804,10
CV (%) - 1469 1232 7,85 12,20 23,17 8,44 4,93 7,55 3,75 18,73

- F significativo a 1%; "- F significativo a 5%; ™: ndo significativo
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Anexo 2- Andlise de variancia dos dados Artigo 2.

Resumo da anélise de variancia dos caracteres nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), magnésio (Mg), Indice Spad (Spad), didmetro de
colmo, altura de plantas e massa seca do milho para as respectivas combinagdes de sistema, inoculagao e épocas. Coimbra-MG, safra 2016/17.

FV

GL

Quadrado médio

N P K Mg Spad Altura Diametro Massa seca
BI/E 9 5,72 0,36 0,70 0,08 13,25 333,75 3,30 479,25
Sistema (S) 5 34,36 11,23" 2,891 1,68 254,40 6627,35™ 28,60 917,97"
Inoculagdo (I) 1 0,031 0,007 1,290 0,18 0,13 185,51™ 7,051 1045,61™
Epoca (E) 2 2241,29" 33,227 5143,79" 97,16  242,22" 206585,70™ 1266,44™ 150964,8™
SxI 5 2,03m 1,86" 0,710 0,33" 32,64 805,65 3,66™ 893,25"
SxE 10 10,50™ 1,17° 2,01™ 0,27"" 17,64 1258,24™ 15,33 1116,72°
IxE 2 1,04 1,99" 0,38" 0,25 1,107 62,08™ 0,32" 1567,56"
SxIXE 10 9,04 0,46" 2,120 0,18" 12,17 172,45™ 3,507 485,96™
Residuo 99 3,60 0,53 1,26 0,11 9,68 191,33 3,36 501,58
CV (%) 12,27 17,63 8,81 12,90 8,70 18,26 11,93 41,42

- F significativo a 1%; - F significativo a 5%; ™: ndo significativa
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