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RESUMO

RIBEIRO NETO, MOACIR. Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano — Campus Rio Verde — GO, novembro de 2016. Milho e feijdo cultivado
em campo e inoculado com bactérias diazotroficas e fungo solubilizador de
fosfato. Orientador: Prof. Dr. Edson Luiz Souchie.

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) € uma das culturas mais difundidas no mundo
e representa metade dos grdos de leguminosas consumidos. O grdo de feijdo é rico em
fibras e carboidratos, além de ser uma importante fonte de vitaminas hidrossoluveis,
como a tiamina, a riboflavina, a niacina e a folacina. Ja o milho (Zea mays L.) é uma das
espécies vegetais mais estudadas, devido sua importancia na alimentacdo direta do
homem e dos animais, bem como na producdo de produtos alimenticios, bebidas e
racdes. Diversos processos de ciclagem de nutrientes, principalmente nitrogénio (N) e
fosforo (P), sdo mediados por bactérias diazotroficas e fungos solubilizadores de fosfato
(FSF), os quais desempenham relevante papel na nutri¢do, crescimento e produtividade
vegetal. Um desses processos € a fixacdo bioldgica do N atmosferico, que € realizada
por bactérias diazotréficas, algo estratégico e barato para aportar N aos agrossistemas.
Neste contexto, o estudo e a avaliacdo da eficiéncia agronémica de inoculantes, formado
por FSF e bactérias diazotroficas, pode trazer uma alternativa para a adubacao fosfatada
e nitrogenada, promovendo o uso mais eficiente do N e P, aplicados via adubacgéo ou ja
contidos no solo. Com este trabalho, objetivou-se avaliar a eficiéncia agronémica do
uso de inoculante formado por FSF e bactérias diazotréficas, sob crescentes

recomendacdes de NPK, nas culturas do milho e feijao, cultivadas em solo de Cerrado.



Trés ensaios de campo (dois com milho e um com feijoeiro), foram conduzidos entre
2014 e 2015, utilizando um delineamento experimental de blocos casualizados,
esquema fatorial 4 x 4 (quatro doses adubacéo: 30, 60, 90 e 120% da recomendacéo de
NPK; quatro tratamentos de inoculacdo: controle ndo inoculado; um isolado de FSF; um
inoculante comercial formulado com Azospirillum brasilense - AbV5 e AbV6 e a
mistura entre eles), com quatro repeti¢cdes. Na colheita, foi calculada a produtividade de
graos (kg ha) e realizada analise econdmica preliminar dos processos envolvidos na
nutricdo e rendimento das culturas. Conclui-se que a co-inoculacdo de A. brasilense e
Penicillium sp. possibilita incremento da produtividade de grdos de milho e permite
reducdo da demanda por NPK de origem industrial. O custo de produgdo pode ser
reduzido com a co-inoculagdo de A. brasilense e Penicillium sp. sem que haja efeitos
negativos na produtividade do milho. Maiores médias de produtividade de feijao foram
atingidas com a co-inoculacdo de Azospirillum brasilense e Penicillium sp., nas quatro
recomendacdes de NPK testadas. Similarmente a cultura do milho, para o feijoeiro, a
co-inoculacdo de Azospirillum brasilense e Penicillium sp. demostrou ser mais efetiva
que a inoculacdo exclusiva de Azospirillum brasilense ou Penicillium sp., o que indica
sinergismo entre essas espécies microbianas. A co-inoculagdo de Azospirillum
brasilense e Penicillium sp. permite reduzir a demanda de NPK sem reduzir o patamar

de produtividade de gréos.

Palavras-chave: co-inoculagdo, solubilizacdo bioldgica de fosfato, fixacdo bioldgica de

N, rizosfera, tracos funcionais.



ABSTRACT

RIBEIRO NETO, MOACIR. Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano — Campus Rio Verde — GO, November, 2016. Corn and bean grown
under field conditions and inoculated with diazotrophic bacteria and P-
solubilizing fungus. Advisor: Prof. Dr. Edson Luiz Souchie.

Bean (Phaseolus vulgaris L.) is one of the most widespread crops in the world and
represents half of the legume grains consumed. Bean grains are rich in fiber and
carbohydrates, as well as being an important source of water-soluble vitamins. Corn
(Zea mays L.) is one of the most studied plant species, due to its importance in the direct
feeding of man and animals, as well as in the production of food products, beverages
and feed. Several nutrient cycling processes, mainly nitrogen (N) and phosphorus (P),
are mediated by diazotrophic bacteria and P-solubilizing fungi (PSF), which play an
important role in plant nutrition, growth and yield. One of these processes is the
biological fixation of the atmospheric N, which is carried out by diazotrophic bacteria,
something strategic and cheap to contribute N to the agrosystems. In this context, the
study and evaluation of the agronomic efficiency of inoculants, formed by PSF and
diazotrophic bacteria, can provide an alternative for phosphate and nitrogen
fertilization, promoting the most efficient use of N and P, applied through fertilization
or already available in the soil. This work aimed to evaluate the agronomic efficiency of
PSF inoculant and diazotrophic bacteria, under increasing NPK recommendations in
corn and bean grown in Cerrado soil. Three field trials (two with maize and one with
bean) were carried out between 2014 and 2015, using a randomized complete block
design, 4 x 4 factorial scheme (four fertilization doses: 30, 60, 90 and 120% of the

recommended NPK, four inoculation treatments: uninoculated control, one PSF isolate,



Xi

one commercial inoculant formulated with Azospirillum brasilense - AbV5 and AbV6
and the mixture between them), with four replicates. At harvest, grain yield (kg ha?)
was calculated and a preliminary economic analysis of the processes involved in crop
nutrition and yield was discussed. The co-inoculation of A. brasilense and Penicillium
sp. increases the corn grain yield and reduce the demand for industrial NPK. The cost of
production can be reduced with the co-inoculation of A. brasilense and Penicillium sp.
without any negative effects on corn yield. Higher bean yield were reached with the co-
inoculation of A. brasilense and Penicillium sp. in the four NPK recommendations
evaluated. Similar to the corn crop, the co-inoculation of A. brasilense and Penicillium
sp. in bean was more effective than the exclusive inoculation of A. brasilense or
Penicillium sp., indicating synergism among these microbial species. Co-inoculation of

A. brasilense and Penicillium sp. reduces NPK demand without reducing grain yield.

Keywords: co-inoculation, P-solubilization, biological fixation nitrogen, rhizosphere,

microbial functional traits.



INTRODUCAO GERAL

O milho (Zea mays L.) é uma das espécies vegetais mais estudadas, por sua
importancia na alimentagéo direta do homem e dos animais, bem como na producgéo de
produtos alimenticios, bebidas e ragcdes. Sua importancia € estendida na producdo de
alcool, cola, 6leo e amido, além ser grande empregadora do setor agricola. O Brasil esta
entre os maiores produtores de milho do mundo, sendo superado pelos Estados Unidos,
China e pela Unido Europeia. Foi produzido um total de 79 milhdes de toneladas de
milho, no ano de 2013, em aproximadamente 16 milhdes de hectares em todo o Brasil,
sendo que o Estado de Goias produziu 7,3 milhdes de toneladas em 1,1 milhdes de
hectares (Conab, 2016).

Similarmente ao milho, o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) € uma das culturas
mais difundidas no mundo, representando metade dos gréos de leguminosas consumidos
(Broughton et al., 2003). O grdo de feijdo é rico em fibras e carboidratos, além de ser
uma importante fonte de vitaminas hidrossolGveis, como a tiamina, a riboflavina, a
niacina e a folacina (Costa et al., 2000). Na safra 2015/2016, a area plantada com a
cultura do feijoeiro no Brasil foi de mais de 3 milhdes de hectares, considerando trés
safras, ou épocas de colheita sendo que, para o estado de Goias, a estimativa foi de 110
mil ha, com uma produtividade média de 1.500 kg ha* (Conab, 2016).

Nos diversos agrossistemas existentes, a simbiose leguminosas e rizébios é a de
maior expressdo econdémica. Neste sentido, o favorecimento desta simbiose no feijoeiro,
uma cultura que possui alta importancia econémica e social no Brasil, pode incrementar
sua produtividade. Os micro-organismos do solo sd&o componentes importantes no
sistema solo-planta e estdo envolvidos em uma rede de interagfes que afetam o
desenvolvimento vegetal (Barea et al., 2005; Vassilev et al., 2006; Hungria e Kaschuk,

2014). O uso de micro-organismos mutualistas, traduz-se em alternativa capaz de



otimizar a nutricdo nitrogenada e a fosfatada (biofertilizantes), além de bioestimular o
crescimento vegetal (promotores de crescimento). Dentre os grupos microbianos de
estratégica relevancia agronémica, estdo as bactérias fixadoras de N e os fungos
solubilizadores de fosfato (FSF). Para estes ultimos, seu uso como inoculante ou o
manejo de suas populacdes no solo constituem alternativas para a melhoria do
suprimento de fosforo (P) as plantas. No entanto, o desenvolvimento dessas tecnologias
e de processos que maximizem a solubilizacdo requer melhor conhecimento ndo so6 das
condicdes que influem no crescimento, mas também dos mecanismos de solubilizacédo
utilizados pelos micro-organismos. Poucos trabalhos tém sido realizados para avaliar a
capacidade e o potencial de solubilizacdo em culturas, sob condi¢cdes de campo, em
regibes de clima tropical.

Os FSF desempenham importante papel no suprimento de P as plantas e
apresentam potencial de uso na forma de inoculante (Souchie et al., 2006; EI-Azouni,
2008; Saxena et al., 2016). Entre as populagbes flangicas com potencial para
solubilizacdo de P, destacam-se 0s géneros Aspergillus e Penicillium (Silva, 2009).

O FSF influenciam diretamente as plantas, pelo aumento da solubilizacdo de
nutrientes e producdo de reguladores de crescimento vegetal ou indiretamente, pela
supressao de patégenos, por producdo de sideréforos ou antibidticos (Asghar et al.,
2002).

As bactérias diazotroficas, pela sua habilidade em converter N atmosférico em
amonia, passivel de utilizacdo pela planta, também sdo consideradas promotoras de
crescimento vegetal. Em razdo de sua capacidade de sobreviver em ambientes
deficientes em N, essas bactérias podem enriquecer seletivamente a rizosfera, local em
que habitam como organismos de vida livre ou estdo associadas assimbioticamente as
plantas (Dobbelaere et al., 2003).

Em um mundo globalizado onde a preocupacdo com a valorizagdo dos servigos
ambientais e as barreiras ao comércio internacional tendem a aumentar, ha evidéncias
de que no século XXI a produgdo agricola, pecuaria e florestal estara atrelada também
aos processos de certificacdo ambiental que considerem as preocupacfes da sociedade
quanto ao uso racional dos recursos naturais e a preservacdo do meio ambiente
(Carfantan e Brum, 2006).

O estudo e a avaliacdo da eficiéncia agrondmica de inoculantes, formado por
FSF, combinado com bactérias diazotroficas, pode trazer uma alternativa para a

adubacdo fosfatada e nitrogenada, promover o uso mais eficiente do P e do N, aplicados



via adubacéo ou ja contidos no solo e tornar, desta forma, a agricultura mais sustentavel
pela maximizagdo dos processos biolégicos do solo. O uso desses inoculantes pode
reduzir a demanda por adubacdo fosfatada e nitrogenada e, consequentemente, dos
custos, riscos de producao e o impacto ambiental do uso de fertilizantes industrializados

soltveis no solo.

1. Fosforo e os fungos solubilizadores de fosfato em milho e feijao

O P é um nutriente essencial ao crescimento das plantas e, como tal, é
importante para maximizar o potencial produtivo do campo. Geralmente, o P é
encontrado no solo em grandes quantidades, mas de um modo indisponivel as plantas. O
P total do solo pode estar na forma organica ou inorganica, sendo que o P organico pode
contribuir com até 50% do P nos solos, principalmente em sistema sob plantio direto
(Gyaneshwar et al., 2002). O P de origem organica, ocorre principalmente na forma
indisponivel de fosfato inositol (fitato) e outras como fosfomonoésteres, fosfolipidios,
acidos nucléicos e fosfotriésteres (Gyaneshwar et al., 2002), podendo se tornar
disponivel pela mineralizacdo por enzimas fosfatases liberadas pelas raizes e por micro-
organismos (Oliveira et al., 2008). O P inorganico, na forma de anions fosfato (H2PO4),
pode ser imobilizado no solo pela precipitagdo com cétions, tais como Ca%*, Mg?*, Fe®*
e AIP* ou adsorvido aos Oxidos de ferro e de aluminio, silicatos de aluminio e
carbonatos de calcio, dependendo das propriedades do solo (Marschner et al., 2006;
Oliveira et al., 2008).

O uso eficiente do P aplicado ao solo via fertilizante é consequéncia da interacéo
de varios fatores, tais como: o tipo de solo, a fonte de P, a dose e 0 modo de aplicacéo, o
sistema e sequéncia de cultivos. Entre os componentes do solo que sdo mais importantes
para aumentar essa eficiéncia, destaca-se a matéria organica do solo, devido a sua
importancia na ciclagem deste nutriente, reduzindo sua precipitacdo e adsorcao,
favorecendo a solubilizagdo de fosfatos de menor solubilidade (Sousa et al., 2010). A
absorcdo de nutrientes esta intimamente relacionada as condi¢Ges climéticas e,
principalmente, a fisiologia da planta (Brandao, 2009).

O P age na respiragédo, producdo e processos de transformacdo de energia pela
planta, bem como na divisédo celular. O uso do P na adubacéo, frequentemente beneficia
0 enraizamento e favorece a geragdo de propagulos. A maioria das transformagdes
energéticas dos processos Vitais das plantas € realizada a custa da interferéncia do P.

Este nutriente é rapidamente mobilizado nas plantas e, quando héa deficiéncia, 0 mesmo



se transloca dos tecidos mais velhos para as regides meristematicas ativas (Alves et al.,
2009).

A promocgdo do crescimento vegetal, por micro-organismos, ocorre pela
producdo de metabolitos benéficos as plantas, tais como fitormonios, antibidticos ou
siderdforos. Diversos inoculantes, formados por micro-organismos benéficos as plantas,
tém promovido o crescimento vegetal em diversas culturas (Sharma et al., 2013).

Dentre os FSF, Penicillium bilaii tem sido relatado com um microrganismo do
solo com alto potencial de promocéo do crescimento vegetal, em nivel de campo, em
paises de clima temperado (Gulden et al., 2000; Vessey et al., 2001). Resultados
positivos da promocéo do crescimento vegetal, por micro-organismos edaficos, tém sido
detectados, na regido do Cerrado, sob condicBes de casa-de-vegetacdo (Ferreira et al.,
2009). Espécies de Penicillium aparentemente ndo exibem especificidade quanto a
espécie vegetal e tipo de solo e tém sido detectados como habitantes da rizosfera de
diversas plantas com ou sem uso agricola (Babana e Antoun, 2006; Khan et al., 2008),
indicando potencial de uso como inoculante em um amplo espectro de condicGes

edafoclimaticas.

2. Nitrogénio e Azospirillum brasilense em milho e feijéo

Na rizosfera das plantas ou endofiticamente sdo encontrados diversos grupos
filogenéticos bacterianos, com capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) -
diazotréficos, de producdo de auxinas e outros promotores de crescimento. Estas
bactérias podem viver livres em diversos ecossistemas, estabelecer simbioses ou
associar-se as plantas (diazotroficas associativas). As bactérias diazotréficas
associativas podem contribuir para o crescimento vegetal, ndo s6 pelo fornecimento de
N, mas também por outros mecanismos como producao de fitormdnios, solubilizacdo de
fosfatos, antagonismo a fitopatdgenos entre outros (Moreira et al., 2010).

O N é o nutriente requerido em maior quantidade pela maioria das culturas. O
reservatorio de N, presente na matéria organica do solo, é limitado e pode ser esgotado
rapidamente ap6s alguns cultivos. Além disso, as condigdes de temperatura e umidade,
predominantes no territorio brasileiro, aceleram os processos de decomposicdo da
matéria organica e as perdas de N, resultando em solos com baixos teores desse
nutriente, capazes de fornecer, em média, apenas 10 a 15 kg de N por cultivo. Deve-se
considerar ainda que a preservacao da matéria organica com uma relagdo C/N adequada

¢ importante para a manutencdo dos micro-organismos do solo, sem 0s quais a



sustentabilidade dos agrossistemas torna-se inviavel (Hungria, 2011). Fertilizantes
nitrogenados, utilizados em plantas ndo leguminosas, constituem um dos custos mais
altos da agricultura. Portanto, um dos objetivos da agricultura sustentavel é o
aproveitamento eficiente do N atmosférico (Graham e Vance, 2000).

Segundo Kluthcouski et al. (2006), em condigdes climéaticas adversas,
condicionadas pelo teor de matéria organica do solo, textura do solo, época e método de
aplicacdo do fertilizante, o N torna-se um nutriente facilmente perdido por lixiviacéo,
volatilizacdo e desnitrificacdo no solo, atingindo perdas, nas regiGes subtropicais, que
alcancam entre 20 a 78% da quantidade total aplicada (Fontoura, 2009). Em decorréncia
disso, a eficiéncia da adubacdo é reduzida situando-se, no méximo, entre 50 e 60%
(Kluthcouski et al., 2006).

Diversos processos de ciclagem de nutrientes, tendo em vista o N, sdo mediados
por micro-organismos do solo, desempenhando um papel de suma importancia para
nutricgdo das plantas. Um desses processos ¢ a FBN, habilidade exclusiva dos
diazotroficos. Os estudos com diazotréficos sdo estratégicos, pelo incremento de N nos
diversos ecossistemas, naturais ou manejados (Moreira et al., 2010).

Segundo Araujo (2008), h& diversas evidéncias de que a inoculacdo das
sementes de milho com Azospirillum brasilense seja responsavel pelo aumento da taxa
de acumulo de massa seca, 0 que parece estar relacionado ao aumento da atividade das
enzimas fotossintéticas e de assimilacdo de N. Essa bactéria diazotrdfica possibilita os
seguintes beneficios aos vegetais: é endofitica, ou seja, penetra as raizes das plantas;
apresenta antagonismo a agentes patogénicos; produz fitormonios; ndo é muito sensivel
as variacOes de temperatura e ocorre em todos os tipos de solo e clima.

Barassi et al. (2008) relatam as respostas fisioldgicas induzidas por Azospirillum
brasilense, tais como a melhoria em parametros fotossintéticos das folhas, incluindo o
teor de clorofila e condutancia estomatica, maior teor de prolina na parte aérea e raizes,
melhoria no potencial hidrico, incremento no teor de &gua do apoplasto, maior
elasticidade da parede celular, maior producdo de biomassa, maior altura de plantas,
incremento em varios pigmentos fotossintéticos, tais como clorofila “a”, “b” e
pigmentos fotoprotetivos auxiliares: violaxantina, zeaxantina, ateroxantina, luteina,
neoxantina e beta-caroteno, que resultariam em plantas mais verdes e mais resistentes
ao estresse hidrico.

O sucesso da inoculacdo das sementes de milho e de feijdo com bactérias

fixadoras de N, depende da aplicacdo correta do inoculante nas sementes. O tratamento



de sementes com fungicidas e inseticidas tem efeito negativo na sobrevivéncia dos
micro-organismos inoculados na semente e pode reduzir a nodulacdo do feijdo, por
exemplo, com consequente efeito negativo na produtividade. Os fungicidas disponiveis
no mercado possuem diferencas na intensidade dos efeitos negativos sobre os micro-
organismos inoculados em sementes. Desta forma, os agricultores devem evitar o uso de
fungicidas altamente toxicos e realizar o tratamento de sementes de forma correta,

seguindo as recomendac@es dos fabricantes (Araujo e Araudjo, 2006).
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OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia agrondmica do uso de inoculantes formados por FSF e
bactérias diazotroficas, combinados a crescentes recomendagdes de NPK, nas culturas
do milho e do feijéo cultivadas em solo de Cerrado.
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CAPITULO |

MILHO CULTIVADO EM CAMPO E INOCULADO COM BACTERIAS
DIAZOTROFICAS E FUNGO SOLUBILIZADOR DE FOSFATO

(Normas de acordo com a revista Pesquisa Agropecuaria Tropical)

RESUMO: As associagdes de plantas com micro-organismos tém sido estudadas, mas
sua exploracdo na agricultura, ainda é baixa. O interesse no uso de inoculantes
microbianos que promovem o crescimento das plantas e a producdo aumentou, pois
fertilizantes nitrogenados sdo caros e podem prejudicar o ambiente pela contaminacéo
da agua com nitratos, a acidificacdo dos solos e as emissdes de gases de efeito estufa.
Com este trabalho, objetivou-se avaliar a eficiéncia agrondmica da inoculacdo de
bactérias diazotroficas e FSF, na cultura do milho, cultivada em solo de Cerrado. Dois
ensaios com milho foram conduzidos em campo, nas safrinhas de 2014 e 2015. Os
ensaios foram implantados na area experimental do IF Goiano — Campus Rio Verde. O
delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, esquema fatorial 4 x
4 (quatro doses adubacdo: 30, 60, 90 e 120% da recomendacdo de NPK; quatro
tratamentos de inoculagdo: controle ndo inoculado; um isolado de FSF, um inoculante
comercial formulado com Azospirillum brasilense - AbV5 e AbV6, e a mistura entre
eles), com quatro repeticdes. Ambos os ensaios foram conduzidos por 138 dias. Na
colheita foi calculada a produtividade de grdos (kg ha) e realizada analise econémica
preliminar dos processos envolvidos na nutricdo e rendimento das culturas. A co-

inoculacéo de A. brasilense e Penicillium sp. possibilita incremento da produtividade de



12

gréos de milho e permite reducéo da demanda por NPK de origem industrial. O custo de
producdo pode ser reduzido com a co-inoculacdo de A.brasilense e Penicillium sp. sem

que haja efeitos negativos na produtividade do milho.

Palavras-chave: inoculacéo, solubilizacéo bioldgica de fosfato, fixacdo biologica de N

MAIZE AND COMMON BEAN GROWN IN THE FIELD AND INOCULATED
WITH DIAZOTROPHIC BACTERIA AND P-SOLUBILIZING FUNGI

ABSTRACT: Associations of plants with microorganisms have been studied, but their
exploitation in agriculture, is still low. Interest in the use of microbial inoculants that
promote plant growth and production has increased because nitrogen (N) fertilizers are
expensive and can harm the environment by contaminating water with nitrates, soil
acidification and greenhouse gas emissions. This work aimed to evaluate the agronomic
efficiency of the inoculation of diazotrophic bacteria and P-solubilizing fungus (PSF) in
the corn crop, grown in Cerrado soil. Two field trials with corn were carried out in the
second harvest of 2014 and 2015. The trials were installed in the experimental area of
the IF Goiano-Campus Rio Verde. The experimental design was a randomized complete
block design, 4 x 4 factorial scheme (four fertilization rates: 30, 60, 90 and 120% of the
NPK recommendation, four inoculation treatments: uninoculated control, one PSF
isolate, a commercial inoculant: Azospirillum brasilense - AbV5 and AbV6, and the
mixture between them), with four replicates. Both trials were carried out for 138 days.
Grain vyield (kg ha?l) was calculated and a preliminary economic analysis of the
processes involved in crop nutrition and yield was discussed. The co-inoculation of A.
brasilense and Penicillium sp. increases the corn grain yield and reduce the demand for
industrial NPK. The cost of production can be reduced with the co-inoculation of A.

brasilense and Penicillium sp. without any negative effects on corn yield.

Keywords: inoculation, phosphate solubilization, biological nitrogen fixation

1. INTRODUCAO
A demanda por fertilizantes quimicos na agricultura tem sido historicamente

um dos fatores inter-relacionados, como o crescimento da populagdéo mundial, o

crescimento econdmico, a producdo agricola, entre outros (Morel et al. 2012). O
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interesse no uso de inoculantes microbianos que promovem o crescimento das plantas e
a producdo, aumentou porque fertilizantes nitrogenados sdo caros e podem prejudicar o
ambiente atraves da contaminacdo da agua com nitratos, a acidificacdo dos solos e as
emissdes de gases de efeito estufa (Adesemoye et al. 2009, Hungria et al. 2013).

Segundo Owen et al. (2015), o crescente interesse pela agricultura de baixo
input, nos ultimos anos, tem favorecido o desenvolvimento e uso de inoculantes
microbianos comerciais (bactérias e, ou fungos) para incrementar a mobilizacdo de
nutrientes, especialmente P, e sua disponibilizacdo as culturas de interesse agronémico.
As associag0es de plantas com micro-organismos tém sido estudadas, mas sua
exploragdo em agricultura, para substituir parcial ou totalmente os fertilizantes
nitrogendos e fosfatados ainda é baixa (Hungria et al. 2013). Além disso, as plantas s6
podem utilizar uma pequena quantidade de fosfato a partir de fontes quimicas, ja que
75 a 90% do P adicionado é precipitado por meio de complexos e rapidamente torna-se
fixado no solo (Sharma et al. 2013).

Bernd et al. (2014) relatam que a qualidade nutricional e a facilidade de
adaptacdo tornam o milho um cereal de importancia mundial, principalmente nos
Estados Unidos, China e Brasil. Relatam ainda que o milho é uma das culturas mais
exigentes em fertilizantes, sobretudo nitrogenados e fosfatados.

Cerca de 42 milhdes de toneladas de fertilizantes nitrogenados sdo aplicados
anualmente em escala global para a producdo dos trés principais cereais: trigo, arroz e
milho. Anualmente, 8 x 10'° kg de NHs sdo produzidos por indUstrias de fertilizantes
nitrogenados, enquanto 2,5 x 10! kg de NHjs sdo fixadas pela FBN (Cheng 2008). O
nitrogénio que é fornecido pela FBN é menos propenso a lixiviacdo, volatilizacdo e
desnitrificacdo e, portanto, € considerado um processo bioldgico estratégico que
favorece a sustentabilidade nos agrossistemas (Dixon & Kahn 2004).

Os inoculantes contendo Azospirillum foram testados em condi¢des de campo
na Argentina, com resultados positivos em matéria de crescimento das plantas e, ou
producdo de gréos (Cassan & Garcia de Salamone 2008). No Brasil, experimentos de
campo para avaliar o desempenho de cepas de A. brasilense isoladas de plantas de
milho mostrou eficicia tanto em milho como trigo. Tais resultados respaldaram as
primeiras linhagens de inoculantes para ser produzido e usado comercialmente em trigo
e milho no pais (Hungriaet al. 2010). Segundo esses autores, pode-se fazer a

substituicdo parcial do adubo nitrogenado em associacdo com Azospirillum sp. Essa
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inoculagdo economizaria cerca de US$ 1,2 bilhdes por ano, o que implicaria ha menor
dependéncia de fertilizantes nitrogenados industrializados em todo o0 mundo.

Bactérias diazotroficas capazes de associar as plantas de milho sdo amplamente
encontradas no solo e na planta. Especificamente, Azospirillum lipoferum e A.
brasiliense, existem em abundéancia no solo, rizosfera e no interior dos tecidos de
plantas de milho (Roesch 2003) e possuem alto potencial de uso como inoculante, nesta
cultura.

Lima et al. (2011) consideram que ha necessidade de fertilizantes fosfatados e
nitrogenados para a producdo de plantas de modo a produzir ganhos econémicos e
ecoldgicos. Destacam ainda, que a inoculagdo conjunta (co-inoculacdo) de bactérias
diazotroficas e de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) possuem eficiéncia
comprovada em diversas pesquisas quanto aos beneficios na nutri¢do, crescimento e
protecdo vegetal.

Gomes et al. (2010), avaliando o potencial de bactérias e fungos rizosféricos de
milho na solubilizacdo de fosfato de ferro em meio de cultura detectaram que os fungos
foram mais eficientes que as bactérias , devido sua maior adaptacdo a acidez do meio.
Similarmente, Barroso & Nahas (2008), avaliando a eficiéncia de solubilizacdo de
fosfato de ferro pelo fungo Aspergillus niger mostraram que a producédo de acidos foi o
principal mecanismo de solubilizacao.

A utilizacdo de bactérias diazotréficas e micro-organismos solubilizadores de
fosfatos tem papel importante no fornecimento de N e P para diferentes culturas
(Baldotto et al. 2012), podendo agir como biofertilizantes e aumentar o crescimento e
rendimento de plantas. Segundo Moraes (2016), a resposta da cultura do milho a
fertilizantes € bem conhecida, no entanto, a combinacdo de inoculantes microbianos
com fertilizantes tem demonstrado resultados variaveis. Segundo Owen et al. (2015),
resultados contraditérios, em nivel de campo, geralmente sdo detectados devido as
limitacbes das metodologias de estudo, uso de padrbes inadequados e conhecimento
insuficiente sobre os mecanismos subjacentes, efetivamente envolvidos na promocao do

crescimento vegetal.

2. OBJETIVO
Avaliar a eficiéncia agrondmica da inoculacdo de bactérias diazotréficas e FSF

na cultura do milho, cultivada em solo de Cerrado.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Solubilizacédo do fosfato de Baydvar in vitro por Aspergillus sp. e Penicillium sp.

Antes da realizacdo dos ensaios de eficiéncia agrondmica da inoculagdo de
bactérias diazotroficas e FSF no milho, em laboratorio, foi feita a quantificacdo da
capacidade de solubilizacdo de fosfato pelos isolados fungicos M1 e F1 do género
Aspergillus sp. e M2 (Penicillium sp.).

Para tanto, o ensaio foi conduzido no Laboratério de Microbiologia Agricola do
IF Goiano — Campus Rio Verde, no més de janeiro de 2014. Foram testados trés
isolados fangicos supracitados. O pré-indculo foi preparado em meio Dygs, a densidade
de esporos quantificada em camara de Neubauer e a concentra¢éo ajustada para 2,0x10°
esporos mL™,

Os isolados foram inoculados em vials de vidro com 7 mL de meio Dygs
suplementado com 1,5 g L de fosfato de Bayovar. Foi inoculado 1 mL de cada pré-
inoculo contendo 2,0x10° esporos mL™*. O pH inicial do meio foi ajustado para 6,0 e 0s
tratamentos incubados a 28 °C, por 7 dias.

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, com trés repeticdes,
esquema fatorial 4x4, sendo quatro tratamentos de inoculacdo (M1, M2, F1 e controle
ndo inoculado) e 4 tempos (4, 5, 6 e 7 dias apds a inoculacdo). Foram avaliados o pH do
sobrenandante, utilizando-se um pHmetro de bancada, e o teor de P inorgénico soltvel
por espectrofotometria.

Em cada tempo de incubacgéo, os isolados e o controle foram centrifugados
(4.000 rpm, por 30 min), e retirou-se 1 mL do sobrenadante de cada repeticdo para
quantificacdo do P inorganico, pelo método colorimétrico da vitamina C modificado
(Braga e De Fellipo, 1974). A curva padrdo foi preparada com meio Dygs esterilizado e
uma solucgdo estoque de &cido fosférico (20 mg L) de onde retirou-se 0, 100, 200, 400,
600, 800 e 1000uL, para construir a curva de calibracédo de P.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste Scott-Knott (5%), utilizando o software estatistico SISVAR
(Ferreira, 2011).
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3.2 Eficiéncia agronémica da inoculacdo de bactérias diazotroficas e FSF em milho
safrinha cultivado em Rio Verde, GO

Dois ensaios com a cultura do milho foram conduzidos em campo, nas
safrinhas de 2014 e 2015. Especificamente, os ensaios foram implantados na area
experimental do IF Goiano — Campus Rio Verde (latitude 17° 32’ 35” S e longitude 51°
02> 42” O, com elevagédo de 861m). Em ambos os ensaios, o delineamento experimental
utilizado foi o de blocos casualizados, esquema fatorial 4 x 4 (quatro doses de NPK;
quatro tratamentos de inoculacdo: sem utilizacdo de inoculante e trés combinacOes de
inoculante de FSF e de bactéria diazotréfica), com quatro repeticoes.

Os tratamentos de recomendacdo de adubacdo nitrogenada (ureia), fosfatada
(superfosfato simples) e potassica (KCI) foram equivalentes a 30% (90 kg ha* de N +
40 kg ha't de P,Os + 40 kg ha! de K,0); 60% (180 kg ha® de N + 80 kg ha* de P,Os +
80 kg ha! de K20); 90% (270 kg ha de N + 120 kg ha* de P2Os + 120 kg ha* de K20)
e 120% (360 kg ha de N + 160 kg ha™ de P,Os + 160 kg ha* de K,0). Sendo aplicado
parceladamente na base e em cobertura.

Quanto aos tratamentos de inoculacdo, as sementes foram inoculadas (2 mL/kg
sementes) com um isolado de FSF (1,35x10° UFC mL™), um inoculante comercial (2
mL/kg sementes) formulado com Azospirillum brasilense (AbV5 e AbV6 - 2x10® UFC
mL™), e a mistura entre eles (2 mL de cada um/ kg sementes). Também foi utilizado um
controle ndo inoculado. O isolado de FSF (Penicillium sp.), foi isolado a partir da
rizosfera de milho, cultivado por 45 dias, em vasos contendo Latossolo Vermelho
distroférrico, coletado na area em que ambos os ensaios foram conduzidos.

Antes da implantacdo de cada ensaio, foi realizada a analise quimica e fisica do
solo, para determinacdo da textura, pH, teores de macro e micronutrientes, assim como
a densidade populacional de diazotroficos.

O hibrido de milho utilizado foi 0 DKB-340, com 90% de germinacdo. O
espacamento entre linhas adotado foi o de 0,5 m com uma distribuicdo de 3 sementes
por metro linear para o hibrido de milho. O manejo de plantas invasoras foi realizado
com capinas manuais e aplicacdo de herbicida Roundup Transorb®, 2 L ha, em apenas
uma aplicacdo no estadio V4. J& para 0 manejo de doencas, foram realizadas duas
aplicacdes do fungicida Abacus® (Piraclostrobina 260 g L™* + Epoxiconazol 160 g L™?) a
300 mL ha! cada uma nos estadios V8 e em pleno pendoamento e para o controle de
insetos foi aplicado no estadio V6 uma tnica dose do inseticida Pirate® (Clorfenapir 240
g L) na dose de 600 mL ha.
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As parcelas foram constituidas por areas de 3,0 x 8,0 m, distanciadas 1,0 m
uma da outra. A area total da parcela foi de 24 m? e a area Util correspondeu as quatro
linhas centrais, desprezando-se 1 m em cada extremidade. A éarea total das parcelas
correspondeu a 1.536 m?.

Ambos os ensaios foram conduzidos por 138 dias. Na colheita foi calculada a
produtividade de grdos (kg hal) e realizado demonstrativo de custo dos processos

envolvidos na nutricdo e rendimento das culturas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Solubilizacdo do fosfato de Baydvar in vitro por Aspergillus sp. e Penicillium sp.

Para a variavel pH do sobrenadante, ndo houve interagdo entre os tratamentos e
o tempo de incubacdo. Aos 4 dias apds a inoculacdo, nota-se uma acidificacdo
consideravel do meio de cultura principalmente pelos fungos M1 (Aspergillus sp.) e M2
(Penicillium sp.), que reduziram o pH do meio de 6,0 para 3,6. Porém, com o passar do
tempo de incubacdo, o pH do sobrenadante foi elevado até chegar a 5,0 para os trés

isolados testados (Tabela 1).

Tabela 1. pH no sobrenadante de meio Dygs, suplementado com fosfato de Bayovar e
inoculado com fungos solubilizadores de fosfato (FSF), em Rio Verde, GO.

pH do sobrenadante
Isolado de FSF

4 dias 5 dias 6 dias 7 dias

M1 3,6a 43a 46a 50a

M2 3,6a 38a 44a 50a

F1 43b 48b 51b 50a

Controle 55¢C 56¢C 57c 57D
CV (%) 7,4

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(5%).

A alteragdo do pH do meio de cultura por FSF deve-se a varios fatores, entre
eles a liberacdo de acidos organicos, agentes quelantes e enzimas fosfatases. Além
disso, reacOes da propria fonte de P utilizada e suas caracteristicas fisico-quimicas

também podem ser responsaveis por tais alteracdes (Bashan et al. 2013).
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Com relacéo ao teor de P solGvel no sobrenadante, houve interagdo entre o0s
tratamentos e o tempo de incubacdo de modo que a quantidade de P no sobrenadante
aumentou com o passar dos dias. A solubilizacdo do fosfato de Bayovar pelos isolados
foi observada a partir do 5° dia para os fungos M1 e M2, e do 6° dia para F1. O fungo
M2 (Penicillium sp.) se destacou com teores de P soltivel que atingiram 207 mg P L™ no
7° dia, valor 1,75 vezes maior que o controle (Tabela 2).

Tabela 2. Teor de P inorganico no sobrenadante de meio Dygs, suplementado com
fosfato de Bayovar e inoculado com fungos solubilizadores de fosfato (FSF), em Rio
Verde, GO.

Teor de P inorgénico no sobrenadante
Isolado de FSF

4 dias 5 dias 6 dias 7 dias
------------------------- mg P Lt--mmeee- -
M1 31,0 Ac 58,1 Ab 140,4 Ba 146,6 Aa
M2 35,7 Ad 64,8 Ac 171,7 Ab 207,0 Ba
F1 30,5 Ab 46,0 Bb 146,2 Ba 1449 Ba
Controle 28,5 Aa 34,2 Ba 97,9 Cb 118,2 Cb
CV (%) 14,6

Médias seguidas de mesma letra, maiuscula na coluna e minuscula na linha, nédo diferem
entre si pelo teste Scott-Knott (5%).

Analisando-se a solubilizacdo de cada isolado em fun¢do do tempo, verifica-se
que M1 e F1 tiveram valores de P detectado no sobrenadante no 7° dia iguais aos do 6°
dia (Tabela 2). O decréscimo nos teores de P disponivel no sobrenadante ao longo do
tempo, € explicado pelo aumento da biomassa do fungo que diante de maior
necessidade do nutriente, passa a imobiliza-lo e utiliza-lo em seu metabolismo (Barroso
& Nahas 2008).

4.2 Eficiéncia agronémica da inoculacdo de bactérias diazotroficas e FSF em milho
cultivado em Rio Verde, GO

No solo da &rea dos ensaios, foi detectada a populacdo de diazotroficos
equivalente a 2,15x10% UFC g solo, em 2014 e 4,52x10% UFC g solo, em 2015. Os
resultados das caracteristicas quimicas e de textura do solo utilizado para implantacao

dos ensaios, em 2014 e 2015, estdo descritos nas Tabelas 3 e 4.



19

Tabela 3. Caracteristicas quimicas e granulométricas do solo da Area Experimental do
IF Goiano — Campus Rio Verde, GO (janeiro de 2014).

pH Mat.  Sat.

P K Fe Mn Zn Cu Ca Mg Al Areia  Silte Argila
(éoua) Org. Bases

------------------ mg dm= ---------eeeeeeee ——--cmole dmM3---- g dm® %
6,1l 152 158 60 332 41 09 44 12 001 315 61,2 37 18 45

Extratores: Mehlich 1 (P, K, Cu, Fe, Zn e Mn); KCI 1 N (Ca, Mg e Al)

Tabela 4. Caracteristicas quimicas e granulométricas do solo da Area Experimental do
IF Goiano — Campus Rio Verde, GO (janeiro de 2015).

pH Mat.  Sat. ) _ )
P K Fe Mn 2Zn Cu Ca Mg Al Areia  Silte Argila
(4gua) Org. Bases
--------------------- mg dm?® --------------- ---cmolc dm3---- g dm? %
59 146 243 80 522 50 11 41 1.2 0,02 31,6 54,5 36,2 17,4 46,4

Extratores: Mehlich 1 (P, K, Cu, Fe, Zn e Mn); KCI 1 N (Ca, Mg e Al)

No ensaio conduzido em 2014, avaliando-se os tratamentos de recomendacdo de
NPK dentro de cada tratamento de inoculacédo, foi observado que a inoculagdo Unica de
Azospirillum brasilense ou da co-inoculacdo de A. brasilense e Penicillium sp.
possibilitou as maiores médias de produtividades de grdos de milho, sendo
estatisticamente similares, nas doses de 90 e 120% da recomendacdo de NPK (Tabela
5). Para os tratamentos controle ndo inoculado e com Penicillium sp. as medias de
produtividade de grdos foram incrementadas a medida que as recomendacfes de NPK
também aumentaram (Tabela 5).

Comparando-se os tratamentos de inoculag¢do dentro das recomendacdes de 60 e
90% de NPK, foi verificada que a co-inoculacdo de A. brasilense e Penicillium sp.
proporcionou maiores médias de produtividade de grdos, comparada aos demais
tratamentos de inoculagdo (Tabela 5). Tal inoculacdo, por exemplo, comparada ao
controle néo inoculado, incrementou a produtividade de grédos em 2.500 kg (42 sacas ha
1y e 3.054 kg ha'! (51 sacas ha'), nas recomendacdes de 60 e 90% de NPK,
respectivamente (Tabela 5). Na recomendagdo de 30% de NPK, ndo foi constatada

diferenga entre a inoculacdo unica de Penicillium sp. e a co-inoculagdo de A. brasilense
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e Penicillium sp. Na recomendacgdo de 120% de NPK, ao contrério, ndo foi observada
diferenca entre os tratamentos de inoculagdo e o controle ndo inoculado (Tabela 5).

Tabela 5. Produtividade de grdos de milho, cultivado sob doses crescentes da
recomendagédo de NPK e inoculado com micro-organismos promotores do crescimento
vegetal, na area experimental do IF Goiano — Campus Rio Verde, GO (fevereiro a junho
de 2014).

Tratamentos de inoculacéo

3 3 o Azospirillum
Recomendacdo  Controle ndo  Azospirillum . )
) _ Penicillium sp. brasilense +
de NPK (%) inoculado brasilense o

Penicillium sp.
-------------------------------------- L e

30 2.709,0 Db 3.416,0 Cb 4.401,5 Da 5.207,7 Ca

60 4.413,0 Cc 5.158,8 Bbc 5.490,2 Cb 6.913,0 Ba

90 6.150,3 Bc 8.616,0 Aab 8.297,2 Bb 9.204,7 Aa

120 9.197,3 Aa 9.411,5 Aa 9.329,5 Aa 8.984,0 Aa

CV (%) 7,1

Médias seguidas de mesma letra, maitsculas na coluna e minudsculas na linha, ndo diferem entre
si, pelo teste Tukey (5%). Azospirillum brasilense AbV5 e AbV6 (2x10® UFC mL™1): inoculagéo
de 2 mL kg semente™ tanto isoladamente como em co-inoculacdo; Penicillium sp. (1,35x10°
UFC mL™1): inoculagdo de 2 mL kg semente™ tanto isoladamente como em co-inoculacéo.

No ensaio conduzido em 2015, comparando-se os tratamentos de recomendagéo
de NPK dentro de cada tratamento de inoculacdo, as médias de produtividade de gréos
foram incrementadas em todos os tratamentos de inoculacdo, a medida que as
recomendacdes de NPK também aumentaram (Tabela 6). Especial destaque para as
médias de produtividade atingidas pelas plantas co-inoculadas com A. brasilense e
Penicillium sp. e fertilizadas com 90% da recomendacgio de NPK (10.648,5 kg hal),
que foram similares (10.380,7 kg ha?) as atingidas com o tratamento controle ndo
inoculado e 120% da recomendagdo de NPK (Tabela 6). A co-inoculacdo de A.
brasilense e Penicillium sp., portanto, resultou em economia de fertilizantes e
incrementou a produtividade de grdos de milho, especificamente, nos tratamentos de 60,
90 e 120% da recomendacdo de NPK (Tabela 6).

Comparando-se os tratamentos de inocula¢do dentro das recomendacdes de 60,

90 e 120% de NPK, foi observado que a co-inoculagdo de A. brasilense e Penicillium
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sp. proporcionou maiores medias de produtividade de grdos, comparada aos demais
tratamentos de inoculacdo (Tabela 6). Similarmente ao ensaio conduzido em 2014, tal
inoculacdo, comparada ao controle ndo inoculado, incrementou a produtividade de
grdos em 2.449,5 kg (41 sacas ha), 3.367,7 kg ha! (56,1 sacas ha) e 2.201,6 kg ha
(36,7 sacas hal), nas recomendacGes de 60, 90 e 120% de NPK, respectivamente
(Tabela 6). Na recomendacdo de 30% de NPK, ndo foi constatada diferenca entre a
inoculacdo Unica de A. brasilense ou Penicillium sp. e a co-inoculacéo de A. brasilense

e Penicillium sp. (Tabela 6).

Tabela 6. Produtividade de grdos de milho, cultivado sob doses crescentes da
recomendacdo de NPK e inoculado com micro-organismos promotores do crescimento
vegetal, na area experimental do IF Goiano — Campus Rio Verde, GO (fevereiro a junho
de 2015).

Tratamentos de inoculacdo

o Azospirillum
Recomendacdo  Controle ndo  Azospirillum . )
] ] Penicillium sp. brasilense +
de NPK (%) inoculado brasilense o
Penicillium sp.
-------------------------------------- Kg hatmmmmm e
30 3.188,0 Db 4.206,8 Da 4.357,0 Da 5.032,7 Da
60 5.226,0 Cc 6.147.8 Cb 6.031,7 Chc 7.675,5 Ca
90 7.280,3 Bc 9.200,0 Bb 9.361,2Bb 10.648,5 Ba
120 10.380,7 Ac 11.346,2 Ab 11.721,0 Ab 12.582,3 Aa
CV (%) 5,8

Médias seguidas de mesma letra, maitsculas na coluna e mindsculas na linha, ndo diferem entre
si, pelo teste Tukey (5%). Azospirillum brasilense AbV5 e AbV6 (2x108 UFC mL™): inoculacdo
de 2 mL kg semente™ tanto isoladamente como em co-inoculagdo; Penicillium sp. (1,35x10°
UFC mL™1): inoculagdo de 2 mL kg semente™ tanto isoladamente como em co-inoculacéo.

Segundo Rodrigues et al. (2012), as bactérias do género Azospirillum merecem
atencdo pois, além da FBN, podem produzir fitormdnios ou estimular a produgéo
enddgena desses compostos, nas plantas. De acordo com Ikeda (2010), a inoculagdo a
campo com Azospirillum spp., além da FBN, incrementa a produtividade e a superficie
da absorc¢éo das raizes da planta, decorrente das modificagdes morfoldgicas do sistema
radicular, além de alterar o nimero de radicelas e o didmetro médio das raizes laterais.

Moraes (2016) avaliaram a co-inoculacdo de A. brasilense e um isolado

bacteriano solubilizador de fosfato em milho, em campo e observaram que a co-
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inoculagéo foi efetiva apenas para a massa seca de raiz, quando aplicada na auséncia de
adubacdo nitrogenada. Também, essa co-inoculacdo, na presenca de adubacéo fosfatada
e nitrogenada em cobertura, proporcionou o maior valor de N total no solo.

Sousa et al. (2015) sugerem que para atingir beneficios maximos do uso de
fertilizantes e melhor desenvolvimento vegetal, a tecnologia de inoculagédo de
promotores do crescimento vegetal deve ser utilizada combinada aos niveis apropriados
de fertilizacao.

Avaliando-se o demonstrativo de custo com fertilizantes na cultura do milho
(Tabela 7), nota-se que o custo por hectare desta cultura torna-se oneroso considerando
o nivel de fertilizacdo com NPK a ser adotado.

Especialmente numa agricultura empresarial, com avangadas tecnologias e um
mercado promissor € viavel investir, no maximo, em 90% da recomendacdo de NPK e
compensar o restante da demanda com a co-inoculacdo de A. brasilense e Penicillium
sp. Por outro lado, no caso de agricultura familiar e de subsisténcia, pode-se recomendar
uma diminuicdo mais acentuada da recomendacdo de NPK e compensar até 50% dessa
demanda com a co-inoculacdo de A. brasilense e Penicillium sp. Desta forma, a co-
inoculagdo dos inoculantes supracitados é aplicavel a ambos os niveis tecnoldgicos,

utilizados nesta cultura.

Tabela 7. Demonstrativo de custo com fertilizantes na cultura do milho.

Custo da ) )
% de o Custo da N Rendimento Rendimento
3 Produtividade . fertilizagéo .
recomendacéo inoculacédo Bruto/ha  Liquido/ ha
. (sacas / ha) com NPK /
de NPK / ha / ha (R$) (R$) (R$)
ha (R$)
30 53,13 0 280 1965,81 1685,81
60 87,10 0 560 3222,70 2662,00
90 121,33 0 840 4489,21 3649,21
120 173,01 0 1120 6401,37 5281,37
30 83,87 30,00 280 3103,19 2793,19
60 127,92 30,00 560 4733,04 4143,04
90 177,47 30,00 840 6566,39 5696,39

120 209,70 30,00 1120 7758,90 6638,90
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5. CONCLUSOES

- Os isolados fungicos Aspergillus sp. e Penicillium sp. testados neste trabalho sdo
capazes de solubilizar o fosfato natural de Bayovar, sob condicdes in vitro, sendo que
Penicillium sp. se destaca nesta habilidade.

- A co-inoculacdo de A. brasilense e Penicillium sp. possibilita incremento da
produtividade de grédos de milho e permite reducdo da demanda por NPK de origem
industrial.

- O custo com fertilizante pode ser reduzido com a co-inoculacdo de A.brasilense

e Penicillium sp. sem que haja efeitos negativos na produtividade do milho.
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CAPITULO 11

FEIJAO CULTIVADO EM CAMPO E INOCULADO COM BACTERIAS
DIAZOTROFICAS E FUNGO SOLUBILIZADOR DE FOSFATO

(Normas de acordo com a revista Pesquisa Agropecuaria Tropical)

RESUMO: O feijoeiro é uma das culturas mais difundidas no mundo e representa
metade dos graos de leguminosas consumidos. Entretanto, seu custo de producéo € alto
devido a baixa eficiéncia da adubacdo, principalmente a nitrogenada e fosfatada. Com
este trabalho, objetivou-se avaliar a eficiéncia agrondmica da inoculacdo de bactérias
diazotroficas e fungo solubilizador de fosfato, no feijoeiro, cultivado em solo de
Cerrado. Um ensaio de campo foi conduzido, em 2015, em delineamento experimental
de blocos ao acaso, esquema fatorial 4 x 4 (quatro doses adubacdo: 30, 60, 90 e 120%
da recomendacdo de NPK; quatro tratamentos de inoculagédo: controle ndo inoculado;
um isolado de FSF, um inoculante comercial formulado com Azospirillum brasilense
(AbV5 e AbV6), e a mistura entre eles), com quatro repeti¢cdes. Na colheita, 120 dias
apos a emergéncia, foi calculada a produtividade de grdos. Maiores médias de
produtividade de feijdo foram atingidas com a co-inoculagdo de Azospirillum brasilense
e Penicillium sp., nas quatro recomendacGes de NPK testadas. A co-inoculacdo de
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Azospirillum brasilense e Penicillium sp. demostrou ser mais efetiva que a inoculagdo
exclusiva de Azospirillum brasilense ou Penicillium sp., o que indica sinergismo entre
essas espécies microbianas. A co-inoculacdo de Azospirillum brasilense e Penicillium
sp. permite reduzir a demanda de NPK sem reduzir o patamar de produtividade de

gréos.

Palavras-chave: sinergismo, inoculante microbiano, produtividade de grdos, Phaseolus

vulgaris L.

COMMON BEAN GROWN IN THE FIELD AND INOCULATED WITH
DIAZOTROPHIC BACTERIA AND P-SOLUBILIZING FUNGI

ABSTRACT: Bean (Phaseolus vulgaris L.) is one of the most widespread crops in the
world and represents half of the legume grains consumed. However, its cost of
production is high due to the low efficiency of the nitrogen/phosphate fertilization. This
work aimed to evaluate the agronomic efficiency of the inoculation of diazotrophic
bacteria and a P-solubilizing fungus (PSF) in common bean cultivated in Cerrado soil.
A field trial was carried out in 2015 in a randomized complete block design, 4 x 4
factorial scheme (four fertilization doses: 30, 60, 90 and 120% of the NPK
recommendation; four inoculation treatments: uninoculated control; a PSF isolate, a
commercial inoculant formulated with Azospirillum brasilense - AbV5 and AbV6, and
the mixture between them), with four replicates. At harvest, 120 days after emergence,
grain yield was calculated. Higher bean yield were reached with the co-inoculation of A.
brasilense and Penicillium sp. in the four NPK recommendations evaluated. Co-
inoculation of A. brasilense and Penicillium sp. in bean was more effective than the
exclusive inoculation of A. brasilense or Penicillium sp., indicating synergism among
these microbial species. Co-inoculation of A. brasilense and Penicillium sp. reduces

NPK demand without reducing grain yield.

Keywords: synergism, microbial inoculant, grain yield, Phaseolus vulgaris L.
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1. INTRODUCAO

O Brasil, em 2014, foi o terceiro maior produtor de feijdo (Phaseolus vulgaris
L.) no mundo, superado apenas pela india e Mianmar (FAO 2014). O feijoeiro é uma
das culturas mais difundidas no mundo e representa metade dos grdos de leguminosas
consumidos (Broughton et al. 2003). O gréo de feijao é rico em fibras e carboidratos,
além de ser uma importante fonte de vitaminas hidrossollveis, como a tiamina, a
riboflavina, a niacina e a folacina (Costa et al. 2000).

Na safra 2015/2016, a area plantada com a cultura do feijoeiro no Brasil foi de
mais de 3 milhdes de hectares, considerando trés safras, ou épocas de colheita sendo
que, para o estado de Goias, a estimativa foi de 110 mil ha, com uma produtividade
média de 1.500 kg ha (Conab 2016).

Um dos principais problemas na conducdo de culturas anuais, em campo, é a
ineficiéncia dos fertilizantes nitrogenados. Neste sentido, a associacdo simbidtica
leguminosa-rizébio é conhecida por ser o sistema mais eficiente para FBN, e ha
experiéncias em que a co-inoculagdo com outras bactérias, também promotoras do
crescimento vegetal, podem aumentar o nimero de nodulos e a massa seca de raizes,
folhas e brotos. Por exemplo, Tajini et al. (2011) relatam que Pseudomonas ou
Azospirillum podem incrementar a nodulacdo e a fixacdo de N na cultura do feijoeiro,
quando em simbiose com rizobio.

Bactérias do género Bacillus ou Pseudomonas, também podem desempenhar
importante papel no controle biolégico de doencas de feijdo, tais como murcha
bacteriana causada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, ou podridao
da raiz, causada por Rhizoctonia solani (Neal 2012).

Segundo Thomas et al. (2001), alguns micro-organismos, em interacdo com as
plantas, podem beneficia-las simultaneamente com mais de um traco funcional, tais
como o biocontrole e a biofertilizacdo. Por exemplo, a inoculacdo com B. cepacia
SAOCV2 promoveu o crescimento do feijoeiro pela mobilizacdo de P, aumentando em
44% o teor deste elemento e também atuou como antagonista a Fusarium. Alem disso,
incrementou 0 nimero de nodulos radiculares.

A inoculagdo conjunta (co-inoculagdo) de grupos microbianos pode ser mais
estratégica que a inoculacdo isolada de estirpes individuais. Hungria et al. (2013), em
ensaios de campo, observaram que a co-inoculacdo da soja com B. japonicum e A.

brasilense resultou em aumentos notaveis no rendimento de graos do feijoeiro e melhor
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nodulagdo, comparado ao controle n&o inoculado. Especificamente, a co-inoculagéo
com R. tropici e A. brasilense incrementou a producdo de grdos, variando de 8,3%
quando R.tropici foi inoculado sozinho a 19,6% quando foram usadas as duas espécies
bacterianas. Similarmente, Domenech et al. (2006) evidenciaram que a co-inoculacdo de
tomate e pimenta com Bacillus subtilis GB03 (promotora do crescimento), B.
amyloliquefaciens IN937a (endofitica e indutora de resisténcia sistémica) e quitosano,
combinada com P. fluorescens, proporcionaram maior biocontrole de murcha causada
por Fusarium e damping-off (Rhizoctonia).

Peres et al. (2016), também relatam que a co-inoculacdo de R. tropici e A.
brasilense incrementou a nodulagdo do feijoeiro, no segundo ano de cultivo, sob duas
laminas de irrigacdo em Selviria, MS. Por outro lado, nenhum dos tratamentos de
inoculagio avaliados (testemunha sem inoculagdo com 40 kg ha™* de N em cobertura, 80
kg hat de N em cobertura sem inoculagéo, inoculagéo de A. brasilense com 40 kg ha*
de N em cobertura, inoculagdo de R. tropici com 40 kg ha de N em cobertura, e co-
inoculacdo de A. brasilense e R. tropici com 40 kg ha™ de N em cobertura) incrementou
a produtividade de grdos, comparado ao controle ndo inoculado com 40 kg ha* de N em
cobertura.

No presente, escassos sdo os trabalhos que avaliam a co-inoculacdo de FSF e
diazotréficas associativas. Kumar et al. (2014) sugerem que muitas vezes o desempenho
de solubilizadores de fosfatos, sob condi¢des in situ ndo é confiavel e que, portanto,

precisa ser melhorado usando técnicas de co-inoculacéo.

2. OBJETIVO
Avaliar a eficiéncia agronémica da inoculacdo de bactérias diazotréficas e fungo
solubilizador de fosfato, no feijoeiro, cultivado em solo de Cerrado.

3. MATERIAL E METODOS

Um ensaio com a cultura do feijoeiro foi conduzido em campo, no periodo de
marco a junho de 2015. Especificamente, o ensaio foi implantado na &rea experimental
do IF Goiano — Campus Rio Verde (latitude 17° 32° 35” S e longitude 51° 02’ 42” O,
com elevacdo de 861 m). O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
casualizados, esquema fatorial 4 x 4 (quatro doses de NPK; quatro tratamentos de
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inoculagdo: sem utilizagédo de inoculante e trés combinagOes de inoculante de FSF e de
bactéria diazotrdfica), com quatro repeticoes.

Os tratamentos de recomendacdo de adubacdo nitrogenada (ureia), fosfatada
(superfosfato simples) e potassica (KCI) foram equivalentes a 30% (60 kg ha* de N +
30 kg ha! de P,Os + 30 kg ha! de K,0), 60% (120 kg ha de N + 60 kg ha* de P.Os +
60 kg ha* de K»0); 90% (180 kg ha de N + 90 kg ha* de P.Os + 90 kg ha de K20) e
120% (240 kg ha* de N + 120 kg ha* de P,Os + 120 kg ha* de K20).

Quanto aos tratamentos de inoculacédo, as sementes foram inoculadas (2 mL/kg
sementes) com um isolado de FSF (1,35x10° UFC mL™), um inoculante comercial (2
mL/kg sementes) formulado com Azospirillum brasilense (AbV5 e AbV6 - 2x10® UFC
mL™), e a mistura entre eles (2 mL de cada um/ kg sementes). Também foi utilizado um
controle ndo inoculado. O isolado de FSF (Penicillium sp.), foi isolado a partir da
rizosfera de feijéo, cultivado por 45 dias, em vasos contendo Latossolo Vermelho
distroférrico, coletado na area em que o ensaio foi conduzido.

Antes da implantacdo de cada ensaio, foi realizada a analise quimica e fisica do
solo, para determinacdo da textura, pH, teores de macro e micronutrientes, assim como
a densidade populacional de diazotréficos.

O espacamento entre linhas adotado foi o de 0,5 m com uma distribuicéo de 10
sementes por metro linear e a cultivar do feijao foi a BRS Estilo do grupo comercial
Carioca, com germinacdo acima de 80%.

O manejo de plantas invasoras foi realizado com capinas manuais e aplicagéo
de herbicida Amplo® (Bentazona 600 g L + Imaxamoxi 28 g L) na dose de 1000 mL
hal em estddio V4. J& 0o manejo de doengas, foi feito com quatro aplicagdes do
fungicida Abacus® (Piraclostrobina 260 g L™ + Epoxiconazol 160 g L) a 500 mL ha
cada uma nos estadios V4, V8, R2 e R5 e para o controle de insetos foram aplicadas
cinco doses do inseticida Pirate® (Clorfenapir 240 g L) na dose de 600 mL ha, 800
mL hal, 800 mL ha?, 1000 mL ha, 1000 mL ha*, nos estadios V4, V8, R1, R3 e R5
respectivamente.

As parcelas foram constituidas por areas de 3,0 x 8,0 m, distanciadas 1,0 m uma
da outra. A area total da parcela foi de 24 m? e a area (til correspondeu as quatro linhas
centrais, desprezando-se 1m em cada extremidade. A area total das parcelas
correspondeu a 1.536 m?.

O ensaio foi conduzido por 120 dias. Na colheita foi calculada a produtividade

de grios (kg hal) e realizada demonstrativo de custo dos processos envolvidos na
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nutri¢do e rendimento das culturas. Os dados foram submetidos & andlise de variancia e
as médias comparadas pelo teste Tukey (5%), utilizando o software Sisvar (Ferreira,
2011).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No solo da éarea do ensaio, foi detectada a populacdo de diazotroficos
equivalente a 4,52x10® UFC g? solo. Os resultados das caracteristicas quimicas e de

textura do solo utilizado para implantacdo do ensaio, estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas e granulométricas do solo da Area Experimental do
IF Goiano — Campus Rio Verde, GO (janeiro, 2015).

pH Mat. Sat.
P K Fe Mn 2Zn Cu Ca Mg Al Areia  Silte  Argila
(4qua) Org. Bases

-------------- mg dm™® -----------------= ——--cmol. dm™3----- g dm %
59 146 243 80 522 50 11 41 12 002 316 545 362 174 464

Extratores: Mehlich 1 (P, K, Cu, Fe, Zn e Mn); KCI 1 N (Ca, Mg e Al)

Avaliando-se a recomendacdo de NPK dentro de cada tratamento de
inoculacéo, ndo foi verificada diferenca entre as doses de 90 e 120% da recomendacao
de NPK, nas plantas co-inoculadas com Azospirillum brasilense e Penicillium sp.
(Tabela 2). Nas plantas inoculadas somente com Azospirillum brasilense, Penicillium
sp. ou as ndo inoculadas (controle), foi detectada maior média de produtividade
utilizando 120% da recomendacdo de NPK. De modo geral, médias decrescentes de
produtividade foram atingidas a medida que as recomendacdes de NPK decresceram
(Tabela 2).

Comparando-se os tratamentos de inoculacdo, dentro de cada nivel de
recomendacdo de NPK, foram observadas maiores médias de produtividade com a co-
inoculacdo de Azospirillum brasilense e Penicillium sp., nas quatro recomendacdes de
NPK testadas (Tabela 2).

De acordo com a CONAB (2015), a média de produtividade de feijdo, em
Goias (segunda safra), foi de 2.013 kg ha. No presente trabalho, todas as doses de
NPK aliadas a co-inoculacdo de A. brasilense e Penicillium sp. proporcionaram
maiores médias de produtividade de grdos que a estadual (Tabela 2). Por exemplo,

2.814 e 3.302 kg ha! foram as médias atingidas com 60 e 90% da recomendacéo de
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NPK, o que equivale, respectivamente, a 802 kg ha™ (13,4 sacas ha?) e 1.289 kg ha'

(21,5 sacas ha) a mais que a média de Goias.

Tabela 2. Produtividade de grdos de feijoeiro, cultivado sob doses crescentes da
recomendagdo de NPK e inoculado com micro-organismos promotores do crescimento
vegetal, na area experimental do IF Goiano — Campus Rio Verde, GO (mar¢o a junho de
2015).

Tratamentos de inoculagéo

Controle o Azospirillum
Recomendacao Azospirillum . )
néo ) Penicillium sp. brasilense +
de NPK (%) _ brasilense .
inoculado Penicillium sp.
e e Kg hat-mmmmmmmmmeo oo
30 1.4185Dc  1.888,0Db 1.935,7 Db 2.241,2 Ca
60 1.896,5Cc  2.233,5Chb 2.254,5Chb 2.814,7 Ba
90 2.240,8 Bc  2.833,0Bb 2.880,7 Bb 3.302,0 Aa
120 2.770,8 Ac  3.083,2 Ab 3.127,0 Ab 3.356,2 Aa
CV (%) 3,6

Médias seguidas de mesma letra, mailsculas na coluna e mindsculas na linha, ndo diferem entre si,
pelo teste Tukey (5%). A. brasilense AbV5 e AbV6 (2x108 UFC mL™) 2 mL kg semente* isolado e
2 mL kg sementer em mistura; Penicillium sp. (1,35x10° UFC mL™?) inoculacdo de 2 mL kg
semente™ tanto isoladamente como em co-inoculacéo.

Neste trabalho, a co-inoculacdo mostrou-se mais efetiva que a inoculacdo Unica de
Azospirillum brasilense ou Penicillium sp. Possivelmente, isto foi devido ao sinergismo
entre as espécies microbianas supracitadas. Especificamente, A. brasilense pode ter, pela
producdo de fitormdnios, estimulado a formacao de pelos radiculares e, ou incrementado
o volume radicular. Consequentemente, ocorreu maior absorcdo de adgua e nutrientes, o
que favoreceu a nutricdo, o crescimento e a produtividade de gréos.

Para Grant et al. (2001), o fornecimento adequado de P se destaca em relagdo aos
demais nutrientes, pois é essencial desde os estadios iniciais de desenvolvimento da
cultura. Novakowiski et al. (2011) estudando os efeitos da inoculacdo de A. brasilense
sobre a produtividade do feijoeiro observaram ajuste linear positivo ao incremento de
P.Os residual do solo, sendo que a produtividade de gréos respondeu a aplicagdo de doses
crescentes, com valor superior a 240 kg ha* de P2Os.

Benvindo (2012), avaliando o efeito da aplicagéo de seis doses de P na semeadura
do feij&o (0, 50, 100, 150, 200 e 300 kg ha* de P,0s), na forma de superfosfato triplo no
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municipio de Bom Jesus, PI, verificaram que as doses elevaram os teores do nutriente no
solo e como nas folhas e sementes. Especificamente, a aplicacdo de P aumentou a
produtividade de gréos, atingindo 1.319 kg ha, na dose de 168 kg ha™ de P,Os.

Valderrama et al. (2009), apos testarem quatro doses de N, com dose maxima de
120 kg ha em cobertura, no feijoeiro cv. Pérola, foi observada resposta linear destas,
avaliando-se a produtividade.

Hungria et al. (2013), ao conduzir cinco experimentos com feijoeiro em Londrina
e Ponta Grossa, nos anos de 2009, 2010 e 2010/11, obtiveram maior produtividade com a
co-inoculagdo de Rhizobium e Azospirillum no sulco de plantio. De acordo com Stocco et
al. (2008), fatores ambientais afetam a diversidade e eficiéncia de micro-organismos
capazes de formar simbiose com o feijoeiro: a acidez do solo, temperatura e déficit
hidrico, assim como o manejo do solo.

Avaliando-se o demonstrativo de custo com fertilizantes na cultura do feijoeiro
(Tabela 3), nota-se que o custo por hectare desta cultura é onerado a medida que a
recomendacdo dos niveis de fertilizacdo com NPK aumentam.

Se considerada a média de produtividade de grdos, em Goias, € 0 custo da
adubacdo das lavouras de feijdo (Tabela 3), é possivel indicar 60% da recomendacéo de
NPK, aliada a co-inoculacdo de A. brasilense e Penicillium sp. Tal estratégia resultara em
produtividade de grdos superior a estadual e com um custo inferior. Os inoculantes
supracitados, portanto, tém potencial para reduzir a demanda de fertilizantes sem reduzir

0 patamar de produtividade de gréos.
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Tabela 3. Demonstrativo de custo com fertilizantes na cultura do feijao.

Custo da _ )
% de o Custo da - Rendimento Rendimento
Produtividade fertilizagdo o
recomendacéo inoculacéo Bruto/ha Liquido/ha
(sacas / ha) com NPK '/
de NPK / ha / ha (R$) (R$) (R$)
ha (R$)
30 23,64 0 250 7092,00 6.842,00
60 31,60 0 500 9480,00 8.980,00
90 37,34 0 750 11202,00 10.452,00
120 46,22 0 1000 13866,00 12.866,00
30 37,35 30,00 250 11205,00 10.925,00
60 46,91 30,00 500 14073,00 13.543,00
90 55,03 30,00 750 16509,00 15.729,00
120 55,93 30,00 1000 16779,00 15.749,00

5. CONCLUSOES

- Maiores médias de produtividade de feijdo foram atingidas com a co-inoculagdo de
Azospirillum brasilense e Penicillium sp., nas quatro recomendagfes de NPK testadas.

- A co-inoculacdo de Azospirillum brasilense e Penicillium sp. demostrou ser mais
efetiva que a inoculacdo exclusiva de Azospirillum brasilense ou Penicillium sp., o que
indica sinergismo entre essas espécies microbianas.

- A co-inoculagcdo de Azospirillum brasilense e Penicillium sp. permite reduzir a

demanda de NPK sem reduzir o patamar de produtividade de gréos.
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CONCLUSAO GERAL

- Os isolados fungicos Aspergillus sp. e Penicillium sp. testados neste trabalho séo
capazes de solubilizar o fosfato natural de Bayovar, sob condicdes in vitro, sendo que
Penicillium sp. se destaca nesta habilidade.

- A co-inoculacdo de A. brasilense e Penicillium sp. possibilita incremento da
produtividade de grdos de milho e permite reducdo da demanda por NPK de origem
industrial.

- O custo de producgéo pode ser reduzido com a co-inoculacdo de A.brasilense e
Penicillium sp. sem que haja efeitos negativos na produtividade do milho.

- Maiores médias de produtividade de feijdo foram atingidas com a co-inoculagéo
de Azospirillum brasilense e Penicillium sp., nas quatro recomendacdes de NPK
testadas.

- Para o feijoeiro, a co-inoculacdo de Azospirillum brasilense e Penicillium sp.
demostrou ser mais efetiva que a inoculacdo exclusiva de Azospirillum brasilense ou
Penicillium sp., 0 que indica sinergismo entre essas espécies microbianas.

- Para o feijoeiro, a co-inoculacdo de Azospirillum brasilense e Penicillium sp.

permite reduzir a demanda de NPK sem reduzir o patamar de produtividade de graos.



