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CO-INOCULACAO DE Azospirillum, Bacillus E Rhizoglomus EM SISTEMA DE
PRODUCAO DE MILHO ORGANICO

RESUMO - O mercado para graos organicos de milho ¢ crescente no Brasil, € o suprimento
dessa demanda requer a adocdo de estratégias de cultivo sustentaveis. A inoculagdao de
microrganismos pode incrementar a produtividade e a sustentabilidade dos cultivos. Neste
sentido, avaliou-se o efeito da co-inoculacdo de Azospirillum, Bacillus ¢ Rhizoglomus em
sistema de produgao de milho organico, na regido central de Minas Gerais. Na safra 2021/2022,
em Capim Branco (CB), com milho Crioulo, inoculado com Azospirillum, Bacillus e
Rhizoglomus. Na safra 2022/2023, em Sete Lagoas (SL), o BRS Caimb¢ foi inoculado com
Azospirillum, Bacillus e Rhizoglomus, em delineamento fatorial 2x2x2, em blocos
casualizados, com 5 repeti¢des. As fertilidades quimica e biologica foram avaliadas (BioAs)
antes dos plantios. As varidveis estudadas foram taxa de colonizagdo micorrizica e
produtividade. Nao houve diferenga estatistica, na produtividade, nas duas safras avaliadas
(Crioulo CB e BRS Caimbé SL, 5094,23 e 6309,42 Kg/ha respectivamente). Em CB, houve
incremento da produg¢do do milho Crioulo, inoculado com Bacillus e co-inoculado com
Azospirillum, Bacillus e Rhizoglomus, 21 e 17 sacas, respectivamente, a mais que o controle.
Em SL, a produtividade do BRS Caimbé¢ foi maior no tratamento ndo inoculado (107 sacas).
Ainda que tenha ocorrido aumento na quantidade de sacas, ndo houve diferenca estatistica nos
tratamentos. Este nivel de produtividade demonstra que a resposta a inoculagao ¢ dependente
de variaveis edafoclimaticas locais.

Palavras-chave: Azospirillum. Bacillus. Rhizoglomus. Inoculagdo a campo. Milho crioulo.
Produgdo organica. Bioinsumos.

Comité orientador: Prof. Dr. Ivanildo Evédio Marriel (orientador); Dr. Francisco Adriano de Souza
(coorientador).



CO-INOCULATION OF Azospirillum, Bacillus AND Rhizoglomus IN AN ORGANIC
CORN PRODUCTION SYSTEM

ABSTRACT - The market for organic corn grains is growing in Brazil, and meeting this
demand requires the adoption of sustainable cultivation strategies. The inoculation of
microorganisms can increase the productivity and sustainability of crops. In this sense, the
effect of co-inoculation of Azospirillum, Bacillus and Rhizoglomus in an organic corn
production system in the central region of Minas Gerais was evaluated. In the 2021/2022
harvest, in Capim Branco (CB), with Crioulo corn, inoculated with Azospirillum, Bacillus and
Rhizoglomus. In the 2022/2023 harvest, in Sete Lagoas (SL), BRS Caimbé was inoculated with
Azospirillum, Bacillus and Rhizoglomus, in a 2x2x2 factorial design, in randomized blocks,
with 5 replications. Chemical and biological fertility were evaluated (BioAs) before planting.
The variables studied were mycorrhizal colonization rate and productivity. There was no
statistical difference in yield in the two crops evaluated (Crioulo CB and BRS Caimbé SL,
5094.23 and 6309.42 Kg/ha respectively). In CB, there was an increase in the yield of Crioulo
corn, inoculated with Bacillus and co-inoculated with Azospirillum, Bacillus and Rhizoglomus,
21 and 17 bags, respectively, more than the control. In SL, the yield of BRS Caimbé was higher
in the non-inoculated treatment (107 bags). Although there was an increase in the number of
bags, there was no statistical difference in the treatments. This level of productivity
demonstrates that the response to inoculation is dependent on local edaphoclimatic variables.

Keywords: Azospirillum. Bacillus. Rhizoglomus. Inoculation in the field. Creole corn. Organic
production. Bioinputs.

Comité orientador: Prof. Dr. Ivanildo Evédio Marriel (orientador); Dr. Francisco Adriano de Souza
(coorientador).



INTRODUCAO GERAL

A demanda por alimentos organicos cresceu 16% nos ultimos trés anos no Brasil
(Organis, 2023). A baixa renda da maioria da populacao ¢ fator que impede a ampliacao do
consumo de alimentos organicos. Esse crescimento reflete a conscientizacdo da populacdo
sobre a importancia do alimento produzido em sistema organico, para a sua saude e para a
conservacao do meio ambiente. Esta pesquisa € particularmente importante, considerando que
o Brasil ¢ o maior consumidor de agrotéxicos do mundo. E recentemente, uma politica de
reducdo de Agrotdxicos (PRONARA) foi suspensa pelo Congresso Nacional por causa do
poder econdmico das multinacionais do agronegocio. Apesar do milho ser um alimento
tradicional na culindria brasileira, o consumo de milho organico ndo figura entre os principais
produtos consumidos (Organis, 2023), refletindo dificuldades para produ¢do desse cereal em
sistema organico de producao. Essas dificuldades estdo relacionadas, em grande medida, a falta
de pesquisa e a promogao de tecnologias apropriadas.

A producdo de milho organico no Brasil ¢ vista como uma grande oportunidade, uma
vez que este ¢ um mercado com demanda crescente, pois ha um interesse nao apenas para
alimentagdo humana, mas também para outras cadeias produtivas de alimentos organicos,
como as de: leite, carne, ovos e aves, que necessitam de matéria prima organica para obter
certifica¢do para seus produtos. Em 2020, a producdo de milho orgénico foi 90% maior que no
ano anterior (Canal Rural, 2021). Esse aumento na demanda ¢ visto como um dos principais
desafios da producdo organica de milho, uma vez que a oferta ainda ndo consegue suprir a
demanda.

Em funcao da finitude dos combustiveis fosseis, bem como a sua complicada utilizagao
quando se pensa em problemas climdticos, ¢ importante a realizagdo de pesquisas que tenham
como objetivos a reducdo da utilizagdo de fertilizantes e de adubos provenientes desses
combustiveis (Carvalho, 2008). O papel da pesquisa agropecuaria neste sentido ¢ produzir
resultados, que estejam de acordo com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS),
estabelecidos pela Organizacdo das Nacdes Unidades (ONU), nesse sentido, este trabalho
atingiu resultados referentes as metas 2- Fome Zero e Agricultura Sustentavel, 3- Saude e Bem-
estar, 11- Cidades e Comunidades Sustentaveis, 12- Consumo e Produgao Sustentaveis (Zorzo
et al., 2022).

A pesquisa em questdo, possui grande relevancia devido ao fato de que nesses mais de

50 anos, de pesquisa agropecuaria brasileira, pouco foi estudado sobre interagdes mutualisticas



entre a biodiversidade e a producdo agroindustrial. Deve-se considerar que no contexto
apresentado, o milho organico devera ser “promovido” a categoria de commodities com o apoio
da pesquisa agropecuaria. Neste cenario, a Embrapa Milho e Sorgo a partir de uma perspectiva
sistémica da pesquisa, gerou conteudos acerca da producdo organica de milho, através da
realizagdo de um projeto sobre milho organico, na regido central de Minas Gerais.

Nos ultimos anos, a disponibilidade das sementes transgénicas de milho modificou os
padrdes de produgdo de milho, também para a pequena propriedade, o que atingiu a oferta de
produtos a base de milho, ja que a qualidade da culinaria tradicional ficou a mercé de milho
transgénico.

O milho (Zea mays L.) ¢ uma graminea da familia Poaceae, cujo centro de origem ¢ o
México, sendo uma das principais culturas nativas das Américas. E uma planta anual, herbacea
e mondica, ou seja, apresenta flores femininas nas axilas foliares; as espigas e flores
masculinas, no apice da planta, as paniculas, que completa o seu ciclo entre quatro a cinco
meses (Silva et al., 2021). O milho possui uma imensa riqueza genética, 0 que nos permite
cultiva-lo nos mais variados habitats, desde o nivel do mar até mais de 3.000 m de altitude,
suportando também grande amplitude de latitudes. O mercado de sementes de milho oferta
variedades, hibridos e transgénicos, produzidas por programas de melhoramento vegetal
(Araujo e Nass, 2002), e também através da selecdo empirica dos agricultores, gerando
variedades e materiais crioulos. E importante salientar que a diversidade genética do milho é
resultado de um trabalho milenar e ancestral das primeiras civilizagdes Amerindias, que a partir
do processo de domesticacdo, transformaram o milho no grao que se trabalha hoje (Rotili et
al., 2015; Costa, 2013).

Os graos do milho possuem grande diversidade de coloragdo, podendo apresentar graos
que variam do preto até o branco, passando pelo tradicional que sdo os graos amarelos. O peso
dos graos pode variar entre 250 a 300 mg e sua composi¢ao (matéria seca) ¢ de 61 a 78% de
amido, 6 a 12% de proteina, 4% de fibra, 3 a 6% de 6leo e 1 a 4% de minerais (Paes, 2008),
distribuidos entre as principais estruturas formadoras do grao, que sdo: pericarpo, endosperma
e embrido; o pericarpo representa 5% da massa total do milho, o embrido representa 10%, e o
endosperma corresponde ‘a 82% da massa do grao. O endosperma concentra 98% dos
carboidratos totais do grao e também 75% de toda proteina do grao (Paes, 2008).

O sucesso de uma producao de milho depende da escolha de uma boa semente, do seu
potencial genético dessa semente, e das condi¢des edafoclimaticas do local de cultivo, além da

realizagdo de um bom manejo. O éxito da produgdao de milho no Brasil esta relacionado ao
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pacote tecnoldgico utilizado, hibridos com potencial de altos rendimentos, implementos
agricolas e plantio direto (Cruz et al, 2012). Essa afirmagao deve ser tratada dentro de um
contexto especifico: o da agricultura industrial. Para sistemas agrobiodiversos, ndo ha pacote.
Os multiplos contextos socioambientais locais, impedem que modelos prontos resultem em
beneficio para as comunidades. Contudo, independente de tais perspectivas, a pesquisa em
questao tem relevancia para quem deseja semear e colher.

O manejo adequado do solo, aliado a boas condi¢des climaticas, também ¢ de extrema
importancia para elevadas produtividades. Um solo rico, bem como a construgcdo e a
manutencdo da fertilidade, esta ligado as praticas utilizadas na area, no plantio direto, na
rotagdo de culturas, na calagem para a corre¢do da acidez do solo, na gessagem e na adubagao
(Embrapa, 2006). Além dessas praticas, um bom solo esté relacionado com o manejo da matéria
organica e com a ciclagem de nutrientes, e também com a microbiota existente nesse solo, que
pode favorecer os teores de nutrientes no solo, pelos processos de fixagao, de mineralizagdo e
de solubilizagdo dos nutrientes (Rodrigues et al., 2012).

A adubagdo dos solos pode ocorrer através de fertilizantes minerais, de origem natural
ou sintética, que fornecem de forma prontamente disponivel, os nutrientes necessarios ao
desenvolvimento vegetal. Por outro lado, temos os fertilizantes organicos, de origem natural,
vegetal, mineral ou animal, que fornecem os nutrientes necessarios para as plantas, e ainda
alimentam o solo com matéria organica. A matéria organica incorporada ao solo, ¢ decomposta
e forma o himus, funcionando como fonte de energia para os microrganismos benéficos. O
himus, produto da decomposi¢do do material organico, ¢ composto por acidos humicos e
falvicos que sdo moléculas orgénicas ricas em micro € macronutrientes. O humus favorece a
manuten¢do de uma diversificada flora microbiana que fornecem fitormonios reguladores que
sdo essenciais para uma maior fertilidade natural dos solos (Nakakoji, 2008).

Além de melhorar a estrutura do solo, aumentar a capacidade de solo de reter e de armazenar
agua, o himus também auxilia na manuten¢do da temperatura do solo, além de elevar a CTC -
capacidade de troca cationica (Malavolta et al., 2002).

A adubagdo organica € o processo de incorporar residuos organicos ao solo, no intuito
de manter sua fertilidade e melhora-lo a médio prazo. O adubo orgéanico pode ser definido como
qualquer residuo de origem animal, vegetal, industrial e urbano, que tenha elevados teores de
matéria organica, bem como niveis adequados de nutrientes, principalmente N, P e K (Senar,
2004). O material vegetal, seja ele de origem vegetal ou animal, quando fornecido em

quantidades adequadas, tem efeitos benéficos ao rendimento das culturas e ao desenvolvimento
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das plantas, principalmente em se tratando de fornecimento de nitrogénio, uma vez que se sabe
que a maior reserva de nitrogénio no solo, ¢ a matéria organica, e o nitrogénio ¢ imprescindivel
para o desenvolvimento das culturas agricolas, em especial, para a cultura do milho.

Grupos de bactérias presentes no solo, mineralizam o nitrogénio organico, contido na
matéria organica, convertendo-o em amoénio ou nitrato, ja outros grupos de bactérias atuam
mineralizando e solubilizando outros nutrientes presentes na matéria organica, como por
exemplo o fosforo organico, entre outros nutrientes, como o enxofre (Primavesi, 1980).

A adubagao com materiais organicos esta dentro das praticas adotadas pela agricultura
organica, que trata o solo como um organismo vivo, e ndo utiliza defensivos e adubos quimicos
(sintéticos), focando na produgdo sustentavel (Saminéz et al., 2007; Leite e Polli, 2020). O
termo agricultura orgénica (AO) foi proposto por Walter James, um estudante de Agricultura
Biodinadmica, em seu livro Look to the Land, publicado em 1940 (Paull 2014). Atualmente, AO
¢ amplamente aceita e difundida em documentos da Food and Agriculture Organization (FAO),
e no Brasil a AO foi reconhecida oficialmente na legislagdo desde 1999, a partir da Instrugdo
Normativa N°. 7 (Brasil, 1999), e pela Lei 10.831/2003 (Brasil, 2003), e diversos decretos e
instrugdes que normatizam esta lei.

Segundo Henz et al. (2007), a busca por alimentos mais saudaveis e que ndo utilizam
agrotoxicos vem crescendo, além de uma preocupagdo do consumidor com sistemas de
producdo que respeitem o meio ambiente e o trabalhador.

Dentro da producao organica de alimentos, destaca-se a agroecologia que enxerga a
agricultura por uma visdo ecologica, integrando conceitos agrondmicos, ecoldgicos, sociais €
econdmicos, tendo como finalidades reduzir a dependéncia externa de insumos e de energia,
obtendo assim, uma produ¢d@o mais sustentavel. O objetivo da agroecologia ¢ entender as
relacdes ecologicas dentro de um agroecossistema, e as formas e a dindmica em que ocorrem
as relagdes entre meios biodticos e abioticos (Leite e Polli, 2020). A Agroecologia ¢ Ciéncia,
Pratica e Movimento (MARCHETTI et al., 2023), e ndo se limita a entender as questdes
ecologicas, mas em praticar e transformar a realidade em beneficio das comunidades locais,
com a indispensavel participacdo ativa dessas comunidades. Por deterem saberes que a
academia ndo detém.

A Politica Nacional de Bioinsumos, langada em maio de 2020, objetiva impulsionar a
producdo agropecuaria sustentavel, e serd importante promotora do movimento em dire¢do a
ampliacao da oferta de produtos organicos e de uma agricultura mais sustentavel (Brasil, 2020).

Na esfera ndo governamental, o Instituto Brasil Orgéanico (IBO), criado em 2019, com respaldo
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da comunidade cientifica brasileira, incluindo a Embrapa, tem o propdsito de representar,
promover, proteger ¢ incentivar o movimento organico brasileiro, em apoio as politicas
publicas (IBO, 2023).

Os microrganismos promotores de crescimento de plantas (MPCP), sdo um grupo
heterogéneo de microrganismos, que possuem grande capacidade de ocupacao e de colonizacao
do ambiente rizosférico (regido de intersecao do solo e da planta), e também do interior da
planta (endofiticos). A interagdo dos microrganismos com as plantas se inicia através da
liberacao de exsudados pelas raizes, que induzem os MPCP irem em diregdo a rizosfera, para
que iniciem o processo de colonizagdo extra e intraradicular, influenciando todo o
desenvolvimento vegetal a partir de mecanismos diretos e indiretos (Marchioro, 2023).

Dentre os microrganismos com potencial para desenvolvimento de bioinsumos, 0s
fungos micorrizicos arbusculares (FMA) se destacam (Ferrol et al. 2019). Esses fungos
estabelecem simbiose mutualistica € promovem o crescimento de inimeras espécies de plantas,
dentre as quais estdo as principais “commodities” do agronegocio brasileiro, além de culturas
tradicionais, como mandioca e diversas espécies arboreas nativas empregadas para recuperagao
ambiental (Moreira & Siqueira 2006). Os FMA também favorecem a aquisi¢ao de dgua e de
nutrientes, notadamente o fosforo, pelo sistema radicular das plantas, e aumentam a resisténcia
dessas contra estresses bidticos (patogenos) e abidticos (seca), além de contribuirem para a
agregacao de particulas de solo, e para o processo de fixacdo biologica de nitrogénio por
bactérias associadas as plantas.

Nessa simbiose, as plantas fornecem carboidratos essenciais para o crescimento e para
a reprodu¢do dos fungos micorrizicos arbusculares (Ferrol et al. 2019), que sdo biotroficos
obrigatdrios, requerendo o estabelecimento de simbiose com raizes de plantas compativeis para
completar seu ciclo de vida (Ferrol et al. 2019). Os propagulos de FMA presentes no solo,
podem ser os esporos, os fragmentos de raizes ja colonizados pelos fungos micorrizicos e as
hifas do fungo. E essas estruturas diferem quanto a capacidade de iniciar a colonizagdo e a
capacidade de sobrevivéncia no solo (Mergulhdo et al., 2007).

No grupo das bactérias rizosféricas, promotoras de crescimento, temos o género
Bacillus, mais especificamente as espécies Bacillus subtilis e Bacillus megaterium, que sao
responsaveis pelos processos de solubilizagcdo e de mineralizagdo do fosforo no solo (Oliveira-
Paiva et al., 2020), além de apresentarem outras caracteristicas que promovem o crescimento
vegetal, podendo-se citar a producdo de substancias semelhantes aos fitormonios produzidos

pelas plantas, que induzem o crescimento vegetal. Além disso, o B. megaterium e o B. subtilis
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produzem uma espécie de biofilme que recobre o sistema radicular, protegendo as raizes e
reduzindo a perda de agua, auxiliando na protecao contra patégenos (Ribeiro et al., 2018).
Porém, o “trabalho” principal dessas bactérias ¢ o auxilio no aumento da disponibilidade de
fosforo no solo, através da liberagdo de acidos organicos e de enzimas no solo, que
disponibilizam o fésforo organico (Po) e inorganico (Pi) presente no solo, mas indisponivel
para a absorc¢ao das raizes.

As enzimas liberadas no solo, responsaveis por mineralizar o Po, sdo as fitases ¢ as
fosfatases, que agem na matéria organica. Ja a solubilizacao do Pi, ocorre através da liberagao
de acidos organicos, sendo os principais o latico, o gluconico, o oxalico, dentre outros acidos,
que dissolvem material fosfatico e/ou que atuam quelando cations ligados a anions fosfatos
(Abreu et al., 2016). Outra importancia das bactérias B. megaterium e o B. subtilis, ¢ que elas
formam endoésporos que permitem a sobrevivéncia por um periodo de tempo maior no solo,
além de proteger de condicdes externas adversas, como temperaturas extremas e altera¢do de
pH (Oliveira-Paiva et al., 2020).

Outro género de bactéria, promotor de crescimento vegetal, amplamente estudado é o
Azospirillum sp. O interesse nesse género ¢ devido a sua capacidade de fixar o nitrogénio
atmosférico, em associagdo com diversas espécies de plantas, especialmente as gramineas.
Espécies do género Azospirillum sp. possuem também a capacidade de colonizar as plantas
endofiticamente. Além da capacidade de fixar nitrogénio, convertendo N2 em NH4 (forma
assimilavel pelas plantas) (Moreira & Siqueira, 2006), o Azospirillum sp. influencia o
desenvolvimento das plantas através da sintese de fitormonios, modulando os niveis
hormonais, como a auxina; promovendo crescimento radicular, determinando a arquitetura da
planta, induzindo formagdo de raizes laterais e de pé€los radiculares, e ainda, possui papel
importante na inducao de tolerancia e de resisténcia a estresses biodticos e abidticos (Marchioro,
2023).

Compreender as associacOes estabelecidas entre os diversos microrganismos € as
plantas ¢ de extrema importancia para a ciéncia. A utilizacdo dos microrganismos presentes na
microbiota do solo, pode melhorar o desenvolvimento e o crescimento das plantas, bem como
aumentar a disponibilidade de nutrientes (Saxena; Chandra; Naim, 2013). Mas para que isso
ocorra, deve-se considerar o fato de que tais organismos dependem de manejo que promovam

o manejo ecoldgico do solo e excluam agrotoxicos.

Inoculagdo ¢ o processo de vinculagdo de microrganismos, como fungos e bactérias, ao

cultivo - seja na forma de peletizagdo de sementes, pulverizagdo no solo ou nas folhas, dentre
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outros. A co-inoculagdo consiste na utilizagdo de dois ou mais microrganismos em conjunto,
com as finalidades de potencializar a agao e de adicionar funcionalidades complementares ao
sistema, para aumentar a produtividade e a sustentabilidade agricola (Simonetti; Souza, 2019).
Em relagdo a cultura do milho (Zea mays L.), um dos microrganismos mais utilizados ¢ a
bactéria Azospirillum brasilense que além de promover o crescimento vegetal pela produgao
de fitormodnios, também proporciona maiores produtividades devido a capacidade de fixacao

bioldgica de nitrogénio (Hungria, 2016).

O presente trabalho teve como objetivos avaliar; I - a resposta individual e o efeito
sinérgico a co-inoculacdo de Azospirillum, de Bacillus e de Rhizoglomus, em sistema de
producdo de milho organico; II - avaliar o efeito da co-inoculagdo sobre a comunidade nativa

de fungos micorrizicos arbusculares.
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ARTIGO 1

MILHO CRIOULO CO-INOCULADO COM MICRORGANISMOS PROMOTORES
DE CRESCIMENTO DE PLANTAS EM SISTEMA AGROFLORESTAL

RESUMO - A producdo de milho crioulo, em sistemas agroflorestais, ¢ crescente no Brasil e
a adocdo de praticas sustentaveis podem elevar a eficiéncia do sistema produtivo. A inoculagdo
de microrganismos promotores de crescimento de plantas pode melhorar a eficiéncia de uso
dos nutrientes, e promover incrementos na producdo. Neste cendrio, avaliou-se os efeitos da
inoculagdo e da co-inoculagao de Azospirillum sp., Bacillus spp. € Rhizoglomus intraradices
na produgdo de milho crioulo vermelho, em sequeiro, em area de produtor, em Capim Branco,
Minas Gerais. O experimento foi conduzido na safra 2021/2022, com os seguintes tratamentos:
1) Controle ndo inoculado, 2) Azospirillum sp., 3) Bacillus spp., 4) Rhizoglomus Intraradices,
e 5) Co-inoculacio; e foi instalado em DBC, com 3 blocos. Antes e apds o plantio, o solo da
area foi caracterizado através de andlise quimica para fins de fertilidade e de bioanalise
(BioAs). Foram estudadas as varidveis: taxa de colonizacdo micorrizica (TCM) e
produtividade. A TCM apresentou diferenca significativa entre os tratamentos. A inoculagdo
com Bacillus favoreceu a micorrizagdo e apresentou a maior média (65%), sendo 20% superior
ao controle. A producdo de graos ndo apresentou diferenga estatistica. Os valores obtidos por
tratamento foram: 94 (5650,57 kg/ha); 90,3 (5417,73 kg/ha); 86,16 (5169,77 kg/ha); 81,23
(4873,5 kg/ha) e 72,66 sacas (4359,5 kg/ha), respectivamente, para Bacillus spp, co-
inoculacdo, Azospirillum sp., Rhizoglomus intraradices, e controle.

Palavras-chave: Azospirillum. Bacillus. Rhizoglomus. Milho crioulo. Co-inoculagdo. Taxa de
colonizagdo micorrizica. Produtividade.

CREOLE CORN CO-INOCULATED WITH PLANT GROWTH-PROMOTING
MICROORGANISMS IN AN AGROFORESTRY SYSTEM

ABSTRACT - The production of Creole corn in agroforestry systems is growing in Brazil and
the adoption of sustainable practices can increase the efficiency of the production system. The
inoculation of plant growth-promoting microorganisms can improve the efficiency of nutrient
use, and promote increases in production. In this scenario, the effects of inoculation and co-
inoculation of Azospirillum sp., Bacillus spp. and Rhizoglomus intraradices on the production
of red Creole corn, in rainfed land, in a producer's area, in Capim Branco, Minas Gerais, were
evaluated. The experiment was conducted in the 2021/2022 crop year, with the following
treatments: 1) Non-inoculated control, 2) Azospirillum sp., 3) Bacillus spp., 4) Rhizoglomus
Intraradices, and 5) Co-inoculation; and was installed in DBC, with 3 blocks. Before and after
planting, the soil of the area was characterized through chemical analysis for fertility and
bioanalysis purposes (BioAs). The following variables were studied: mycorrhizal colonization
rate (MCT) and productivity. MCT showed a significant difference between treatments.
Inoculation with Bacillus favored mycorrhization and had the highest mean (65%), being 20%
higher than the control. Grain production did not show statistical difference. The values
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obtained per treatment were: 94 (5650.57 kg/ha); 90.3 (5417.73 kg/ha); 86.16 (5169.77 kg/ha);
81.23 (4873.5 kg/ha) and 72.66 bags (4359.5 kg/ha), respectively, for Bacillus spp, co-
inoculation, Azospirillum sp., Rhizoglomus intraradices, and control.

Keywords: Azospirillum. Bacillus. Rhizoglomus. Creole maize. Co-inoculation. Mycorrhizal
colonization rate. Yield.
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INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) possui uma grande riqueza genética ¢ uma vasta cultura
alimentar associada a diferentes variedades e tipos de graos (Pereira Filho & Borghi, 2020).
Essas caracteristicas, aliadas a demanda por produtos organicos, resgate da cultura alimentar
tradicional, culinaria gourmet, ¢ qualidade de vida - vém impulsionando a demanda por
variedades de milho crioulo (Pereira et al, 2017; Projeto Crioulo, 2024). Essa demanda impde
desafios e oportunidades para o desenvolvimento de sistemas de producao sustentaveis nas

suas bases social, ambiental e financeira (Silva et al, 2021).

Neste sentido, a produ¢do de milho em sistema organico vem ganhando destaque na
alimentacdo humana, uma vez que segue crescente a busca por alimentos de origem natural,
ndo transgénicos e saudaveis (Oliveira, 2020; Organis, 2023). As produgdes comerciais sao
feitas em sistemas organicos certificados, sem utilizagdo de agrotoxicos ou fertilizantes
sintéticos, ou seja, dentro das diretrizes previstas na legislagdo para a agricultura organica

brasileira (MAPA, 2003).

Os sistemas de producao agroflorestais, que estdo em conformidade com as diretrizes
da agricultura orgéanica, fazem a utiliza¢do de insumos naturais, podendo ser de origem vegetal,
animal, microbiana e/ou mineral (Fassbender, 1992; Schroth et al., 2004; Silva, 2022). O
manejo organico e agroecologico do solo traz inumeros beneficios, tanto para o proprio solo

quanto para a planta e para o agroecossistema (Almeida e Teixeira, 2017; Silva, 2022).

Um solo rico em material organico, ¢ mais resiliente, armazena mais dgua e também
mais nutrientes, além de possibilitar a manuten¢do de uma biomassa microbiana ativa e diversa
(Avillez e Carvalho, 2015). Porém, os microrganismos presentes no solo, e suas comunidades,
nem sempre estdo ativos e sdo eficientes o suficiente para suprir as plantas, na velocidade e no
tempo necessario para o desenvolvimento das culturas. Muitas vezes torna-se fundamental, a
inoculagdo de microrganismos promotores de crescimento de plantas, que através da
disponibilizagdo de nutrientes no solo ou por outros beneficios promovidos por esses
microrganismos, como o controle bioldgico de patéogenos, podem ser utilizados como

biofertilizantes (Favarato, 2015; Gomes et al, 2016; Primavesi, 2002).

A atividade biologica do solo ¢ fundamental ndo s6 para obten¢do de boas
produtividades, mas também para uma produ¢do sustentavel. Dentre os microrganismos mais

utilizados na producdo de milho, temos as bactérias do género Azospirillum e Bacillus,
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responsaveis por aumentar a disponibilidade de nutrientes no solo, como nitrogénio e fosforo,
além de produzirem substancias semelhantes a fitormonios, que auxiliam no crescimento e
desenvolvimento radicular, dentre outros beneficios para a promog¢ao do crescimento vegetal.

(Hungria et al, 2022; Oliveira-Paiva et al., 2020).

Outro grupo de microrganismos, que promove crescimento vegetal, sdo os fungos
micorrizicos arbusculares (MA), que formam associagdes mutualisticas com as raizes das
plantas, aumentando a superficie de exploracdo do solo, através de suas hifas, e
consequentemente, a eficiéncia da absor¢do de agua e de nutrientes, principalmente o fosforo,
que ¢ um elemento de pouca mobilidade no solo (Andrade, 2004; Smith e Smith, 2011;
Miranda, 2012).

Compreender as associacOes estabelecidas entre os diversos microrganismos € as
plantas ¢ de extrema importancia para a ciéncia. A utilizagdo dos microrganismos presentes na
microbiota do solo, pode melhorar o desenvolvimento e o crescimento das plantas, bem como

aumentar a disponibilidade de nutrientes (Saxena; Chandra; Naim, 2013).

Inoculagdo ¢é o processo de vinculagdo de microrganismos, como fungos e bactérias, ao
cultivo - seja na forma de peletizagao de sementes, de pulverizagdo no solo ou nas folhas, dentre
outros. A co-inoculacdo consiste na utilizagdo de dois ou mais microrganismos em conjunto,
com as finalidades de potencializar a agdo e de adicionar funcionalidades complementares ao
sistema, para aumentar a produtividade e a sustentabilidade agricola (Simonetti; Souza, 2019).
Em relagdo a cultura do milho (Zea mays L.), um dos microrganismos mais utilizados ¢ a
bactéria Azospirillum brasilense, que além de promover o crescimento vegetal pela produgao
de fitormonios, também proporciona maiores produtividades devido a capacidade de fixacdo

bioldgica de nitrogénio (Hungria, 2016).

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a producdo de milho crioulo, em campo, em
resposta a inoculacdo e a co-inoculagdo, com microrganismos promotores de crescimento
vegetal, sendo os géneros de bactéria Azospirillum sp., as espécies Bacillus subtilis e Bacillus
megaterium, ¢ o fungo MA, da espécie Rhizoglomus intraradices, em sistema de produgao

agroflorestal com certificacdo organica.
MATERIAIS E METODOS

Localizacdo, caracteristicas da area do experimento e preparo para plantio
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O experimento foi realizado na safra de 2021/2022, na Fazenda Vista Alegre, localizada
no municipio de Capim Branco, MG, altitude 839 m, latitude 19.5489S, longitude 44.1167W,
com temperatura média de 21,5 °C, e precipitagdo média de 111 mm/més (INPE, 2023). O
clima ¢ classificado como Cwa, definido com verdes quentes e umidos, € invernos secos
(Koppen-Geiger, 2007). A area de produgao de graos ¢ manejada em sistema agroflorestal, com

faixas delimitadas por leiras plantadas com banana, limao e mogno na linha, desde 2012.

O solo da area ¢ classificado como Latossolo. Para a caracterizagdo quimica do solo
foram coletadas amostras nas profundidades de 0 - 0,20 m e 0,20 - 0,40 m, e para a bioanalise
do solo (BioAs), 0 - 0,10 m, com resultados descritos nas Tabela 1 e Tabela 2, respectivamente.
A analise BioAS (Tabela 2), além dos parametros convencionais, detalha as atividades das
enzimas arilsulfatase e betaglicosidase, os teores de matéria organica e fornece parametros de
armazenamento de nutrientes, de ciclagem de nutrientes e de suprimento de nutrientes,
referentes a atividade do solo (Mendes et al., 2021). Sdo apresentados também os Indices de
Qualidade do Solo (IQS), IQS Fertbio, IQS Quimico e IQS Biologico, apresentados em uma
escala de faixas numéricas (0-0,2 muito baixo; 0,21-0,4 baixo; 0,41-0,6 médio; 0,6-0,8 alto; e

0,81- 1 muito alto).

Foram coletadas amostras compostas de solo, que foram encaminhadas ao Laboratdrio
Campo Andlises, em Paracatu, MG. O plantio do milho organico foi feito em regime de
sequeiro. O preparo da 4rea consistiu de uma gradagem, seguida de adubagdo de pré-plantio,
com 7 toneladas, por hectare, de esterco de gado curtido. Proximo a data da semeadura, foi
realizado o revolvimento do solo com enxada rotativa. Apos o final do experimento, foi feita

nova coleta de solo para avaliar seu estado, apds os tratamentos.

Delineamento experimental, plantio e conduc¢io do experimento

O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados (DBC), com 5
tratamentos: 1) Controle (T); 2) Inoculagdo com Azospirillum sp (A); 3) Inoculagdo com
Bacillus subtilis e Bacillus megaterium (B); 4) Inoculacao com Rhizoglomus intraradices (R);
e 5) Co-inoculagdo Azospirillum x Bacillus x Rhizoglomus (ABR); e 3 blocos. Foram utilizadas
sementes de variedades de milho crioulo vermelho, produzidas na propriedade (Projeto

Crioulo, 2024).
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Os isolados, para o inoculo de Azospirillum brasilense, foram as estirpes CMS 11 e
CMS 18, provenientes do Laboratério de Microbiologia do Solo, da Embrapa Milho e Sorgo,
Sete Lagoas, MG. Ja os Bacillus subtilis ¢ Bacillus megaterium, foram provenientes do
inoculante comercial Biomaphos, e os isolados de Rhizoglomus intraradices, do inoculante

comercial Rootella Br. As doses utilizadas foram as recomendadas pelos fabricantes.

A semeadura do milho crioulo foi realizada no dia 28 de outubro de 2021, em area de
sequeiro. As capinas foram feitas em 19 e 26 de novembro, respectivamente 22 e 29 dias apos
o plantio. A producao de graos foi avaliada em 23 de marco de 2022, amostrando manualmente
a produgdo. A colheita foi realizada de forma mecanizada. A 4rea experimental foi de 3,4 m?

por parcela, sendo uma linha de 4 metros, e espacamento de 0,80 metros.

Avaliacido da taxa de coloniza¢ao radicular por Fungos Micorrizicos Arbusculares

Para a diafanizacdo, a acidificagdo e a coloracao das raizes foi utilizada a metodologia
descrita por Phillips & Hayman (1970), com modifica¢des conforme descrito abaixo. Foram
usadas raizes finas, previamente preservadas em solugdo contendo alcool 70%. Essas raizes
foram lavadas em 4gua corrente, para remoc¢ao da solugdo alcoodlica, e logo apo6s, transferidas
para tubos Falcon (50 mL), sendo acrescentado KOH 10% para diafaniza¢dao do material, em
banho-maria a 65 °C, durante 1h e 30min. Ap6s o periodo do banho-maria, as raizes foram
novamente lavadas em 4gua corrente, e acidificadas com solu¢do de HCI1 1%, em temperatura
ambiente, de um dia para o outro. Posteriormente, as raizes foram imersas em solu¢do de
corante Trypan Blue 0,05% (500 mL de glicerina, 450 mL de agua tipo 1, 50 mL HCI1 1% e
0,5g de corante azul de tripano) e aquecidas em banho mariam a 65°C, por 45 minutos. A
avaliacdo da Taxa de Colonizacao radicular foi determinada segundo O Método de Intersecao
de Linhas de Grade, descrito por Giovanetti & Mosse (1980), com auxilio de microscopio

estereoscopico com magnificacdo de até 60 x.

Analises estatisticas

As variaveis resposta foram: estande; peso das espigas; prolificidade; teor de umidade

nos graos; producdo (kg/ha); taxa de colonizagdo micorrizica.

Para a anélise estatistica dos dados foi feito o teste de normalidade de Teste de Kolmogorov-
Smirnov. Em seguida, foi realizada a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo Teste Tukey,

a 5% de probabilidade. Os dados foram analisados no software SISVAR.
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O solo da area apresentou resultados considerados bons, para a producao de graos de

milho. A saturagdo por bases (V) apresentou valor de 59%, sendo que o valor ideal para a

cultura deve estar acima de 50%. O solo em questdo, também ndo apresentou problemas com

aluminio e questdes relacionadas ao pH, uma vez que sua saturacao (m) foi de 0 e o pH

apresentou valor de 5,91 (Sousa e Lobato, 2004; Benites et al., 2010).

Tabela 1 - Parametros quimicos da area experimental de milho organico crioulo em sequeiro, Capim Branco, MG.

Safra 2021/2022.
Parametro Unidade 0-20cm 20-40 cm
pH - 4gua - 5,91 5,01
pH - CaCl2 - 5,55 4,59
Matéria Organica dag/kg 4,21 3,88
C-org Total dag/kg 2,43 2,24
Fosforo - P (Mehlich 1) mg/dm? 18,3 10
Potassio - K mg/dm? 166,07 77,77
Enxofre - S mg/dm? 2,78 *
Calcio - Ca2+ cmol ¢/dm? 3,51 2.3
Magnésio - Mg2+ cmol ¢/dm? 0,83 0,54
Aluminio - Al3+ cmol ¢/dm? <0,1 <0,1
Acidez Potencial - H+Al cmol ¢/dm3 3,3 3,22
CTC cmol ¢/dm? 8,06 6,26
Saturagdo por bases (V) % 59 49
Saturag@o por Al3+ (m) % 0 0

*valores ndo obtidos.
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Para avaliag¢ao do teor de nutrientes em solos do Cerrado, ¢ levada em consideragao o
teor de argila do solo, que nessa propriedade ¢ de 612 g/kg. Os teores de Matéria Organica
(MO) (42,1 g/kg), K (166,07 mg/dm?) e Ca (3,51cmol c¢/dm?) estavam acima do considerado
nivel critico para a produg¢ao, que sdo de 35 g/kg, 80 mg/dm? e 2,4 cmol c¢/dm?, para MO, K e
Ca, respectivamente (Sousa e Lobato, 2004; Benites et al., 2010).

O manejo do solo, como a corre¢do do solo e a adubagdo, nesse caso organica, auxiliam
na construcao da fertilidade do solo (Fontoura et al., 2015), o que ¢ fundamental para a boa
producao e bons rendimentos de graos para a cultura do milho (Resende et al., 2016). No caso
da Fazenda Vista Alegre, além do manejo organico adotado, ha também a adogao do pousio

uma parte do ano, para que a fertilidade “se recupere” para o plantio seguinte.

Tabela 2 - Bionalise do solo (BioAs): 1QS FertBio, IQS Quimico, IQS Biologico. Teores de matéria organica no
solo, e atividade das enzimas arilsulfatase e betaglicosidase, em area de milho crioulo organico em sequeiro,

Capim Branco, MG.

Parametros Antes da Semeadura Apos a Colheita
Arilsulfatase (ug PNF/g.h) 253,94 - Muito alto 501 - Muito alto
Betaglicosidase (ug PNF/g.h) 164,91 - Muito alto 174 - Muito alto
Matéria Organica (g/kg) 42,1 - Muito alto 38 - Muito alto
1QS FerBio 0,88 0,9
1QS Biologico 1,00 0,96
1QS Quimico 0,82 0,87
Ciclagem de Nutrientes 1,00 0,96
Armazenamento de Nutrientes 0,99 0,88
Suprimento de Nutrientes 0,64 0,85

Legenda (IQS, Ciclagem, Armazenamento e Suprimento de Nutrientes): 0,81 a 1 - muito alto; 0,61 a 0,8 - alto; 0,41 a 0,6 -

médio; 0,21 a 0,4 - baixo; 0 a 0,2 - muito baixo.
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Segundo resultados da Bio-analise (BioAS), os parametros que medem a qualidade do
solo melhoraram entre as fases antes e apos o plantio (Tabelas 1 e 2). A agricultura orgénica
ndo utiliza herbicidas, necessitando de intervengdes mecanicas como, gradagem, enxada
rotativa e passagens de cultivador, para controle de plantas espontaneas. O uso de plantas de
cobertura também promove o controle de plantas espontaneas. Os métodos mecanicos de

manejo perturbam a estrutura do solo.

De acordo com Ceretta e Aita (2010), o preparo convencional do solo, com aragdes ¢
gradagens causam destrui¢ao dos agregados do solo, e com isso, alteracdes na dinamica da
matéria organica do solo, que afeta diretamente a atividade da comunidade bioldgica do solo.
Porém, a adicdo de adubacdo organica e o ndo uso de herbicidas, defensivos e adubos quimicos,
podem estar contrabalanceando os efeitos negativos do preparo do solo no sistema orgéanico —

todos os parametros avaliados sofreram melhorias apos o cultivo da area (Tabela 2).

A avalia¢do das atividades das enzimas arilsulfatase e betaglicosidase, pela analise
BioAs, mostrou-se sensivel para detectar alteragdes no manejo utilizado. Essas enzimas tém
relacdo com a matéria organica do solo (Mendes et al. 2021). Além dos valores enzimaticos,
os outros parametros ¢ indices, avaliados pela analise BioAs, também tiveram um incremento
apos o cultivo na area. A analise de componentes bioldgicos do solo contribui para avaliagdo
de praticas de manejo mais sustentaveis, como o manejo organico. Em outras palavras, pode-
se dizer que o manejo organico adotado enriquece o solo, melhorando a sua saide e

sustentabilidade.

A andlise de variancia dos dados (Tabela 3) ndo indicou diferenca significativa, entre
as médias das variaveis resposta: estande, peso de espiga, prolificidade, umidade e produgdo

(kg/ha), exceto para a varidvel taxa de colonizagdo micorrizica.

Tabela 3 — Estimativas de quadrados médios para as variaveis taxa de colonizagao, estande, peso de espiga (P.E.),
prolificidade (PRO), umidade dos graos (U) e produgdo nos tratamentos com inoculagdo e co-inoculagido, em

milho crioulo sequeiro, Capim Branco, MG.

oM
FV GL

Estande P.E. N.E.P PROD TX U

Tratamentos 4 1,65 ns 0,12 ns 5,07ns  756282,3 330,07* 0,85 ns

4 ns
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Bloco 2 1,05 0,33 1,22 147.2288 3,47 0,25
,08
Residuo 8 1,36 0,13 4,27 726702,9 50,97 0,52
3
Média Geral --- 15,9 15,47 15,57 5094,23 47,07 12,99
CV (%) - 7,34 2,32 13,29 16,73 15,17 5,57

*Nivel de significancia a 5%; ns: ndo significativo; P.E.: Peso de espiga (g), PRO.: Prolificidade, PROD: Produgao

(kg/ha), TX: Taxa de colonizagdo micorrizica (%), U.: Teor de umidade nos graos (%).

A taxa de colonizacdo micorrizica (Tabela 4), foi a varidvel resposta que obteve
diferenga significativa a 5% de probabilidade, porém o tratamento inoculado apenas com o
fungo R. intraradices, apresentou a menor taxa de colonizagao, 34%. O tratamento com a maior
média de colonizacao foi o tratamento inoculado com Bacillus (63%), seguido dos tratamentos,
co-inoculacio ABR (49%), controle (ndo inoculado) e Azospirillum (45 e 44,33%),

respectivamente.

Tabela 4 — Percentual de colonizagdo micorrizica (%) em resposta a inoculagdo com bioinsumos em raizes de

milho criolo em Capim Branco, MG.

Tratamento Médias Tukey
Bacillus 65% a
Co-inoculagao ABR 49% ab
Controle (ndo inoculado) 45% b
Azospirillum 44,33% b
Rhizoglomus 34% b

M¢édias seguidas de mesma letra verticalmente, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade de erro.

O resultado médio de estande (Figura 1) encontrado neste trabalho foi de 54.687,

52.083 e 48.958 plantas/ha, para os tratamentos inoculados com Azospirillum sp., Bacillus spp.



28

e para o tratamento controle (ndo inoculado), respectivamente. Os tratamentos Rhizoglomus
intraradices ¢ a co-inoculagdo apresentaram valores abaixo da média do tratamento nao

inoculado, sendo 48437,5 e 46.875 plantas por hectare, respectivamente.

Figura 1 - Estande e nimero médio de espigas de milho crioulo por hectare, em resposta aos tratamentos de

inoculagdo com bioinsumos em Capim Branco, MG.
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A prolificidade por hectare foi de 49.063 espigas, no tratamento inoculado com
Azospirillum; 54.063 espigas no tratamento com Bacillus; 48.437,5 para o tratamento
inoculado com Rhizoglomus; e 48.438 espigas, no tratamento com a co-inoculagdo tripla
(Figura 1). O tratamento controle (ndo inoculado) apresentou a menor média (42.813 de espigas

por hectare) (Figura 1).

Duas variaveis em conjunto (estande/ha e prolificidade) apontaram que o ntimero de
plantas na 4rea, nem sempre evidenciara a expectativa de producdo. Uma vez que o tratamento
com o co-inoculagdo apresentou menos plantas, por hectare, que o controle, porém teve valores
maiores quando a varidvel avaliada foi a prolificidade por hectare, indicando que algumas
plantas produziram mais de uma espiga, geralmente duas. Em relacdo a nutricdo das plantas,
pode ser que a co-inoculagdo tenha favorecido a producdo de espigas proporcionando assim,

um nuamero maior.

O estande e a prolificidade relatado por Campanha et al. (2022), para o milho crioulo
amarelo na mesma propriedade, foi de 47.970 plantas por hectare, e de 45.312,5 espigas por

hectare.
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O peso médio das espigas com palha (Figura 2), foi de 7291,67 kg/ha, 7932,23 kg/ha,
7036,46 kg/ha, para Azospirillum sp., Bacillus spp., e Rhizoglomus intraradices,
respectivamente, e de 7651,04 kg/ha para o tratamento com a co-inoculagdo. O menor valor
registrado foi para o tratamento controle, onde o peso médio de espigas com palha foi de

6328,13 kg/ha.

Figura 2 — Peso de espigas com palha (g) (PEP) de milho crioulo em resposta aos tratamentos de inoculagdo com

bioinsumos em Capim Branco, MG.
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As médias de valores PEP dos tratamentos foram 25,34% para Bacillus, 20,9% para co-
inoculacdo, 15,22% para Azospirillum e 11,19% para Rhizoglomus, acima do controle,

respectivamente (Figura 2).

O teor de umidade dos graos (Figura 3), no momento da colheita, teve pouca variacao,
com menos de 2% de diferenga entre o tratamento com o maior € o menor teor de umidade. O
tratamento controle (ndo inoculado) apresentou a maior média de umidade, no momento da
colheita, 13,82%. A menor média registrada foi para o tratamento inoculado com Bacillus,
12,45%; as demais médias foram 12,6% para Rhizoglomus, 13% para Azospirillum e 13,07%

para o tratamento co-inoculado.

Figura 3 - Teor de umidade dos grios (%) de milho crioulo, em resposta aos tratamentos de inoculagdo com

bioinsumos, no momento da colheita, em Capim Branco, MG.
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11.3
Controle Azozpinllum sp.  Bacilluz spp. B intraradices  Co-inoculagio

e T e umidade doz graos (%)

Em relagdo a producdo de graos (Figura 4), todos os tratamentos inoculados
apresentaram valores acima do tratamento controle (n3o inoculado), porém nao houve
diferenca significativa. O tratamento inoculado com Bacillus spp. produziu 5650,57 kg/ha, a
co-inoculacdo produziu 5417,73 kg/ha, seguido dos tratamentos com Azospirillum sp. e com
Rhizoglomus intraradices, que produziram 5169,77 kg/ha e 4873, 5 kg/ha, respectivamente. O

tratamento controle (sem inocula¢ao) produziu 4359,5 kg/ha.
Figura 4 - Produgdo média de gréos, em kg/ha, de milho crioulo, em resposta aos tratamentos de inoculagdo com
bioinsumos em Capim Branco, MG.
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Convertendo os dados para sacas de 60 kg de graos (Figura 5), percebeu-se que o
tratamento com Bacillus produziu 21 sacas a mais, por hectare, que o tratamento sem
inoculagdo. Os tratamentos com co-inoculacao, Azospirillum € Rhizoglomus produziram 17,64;

13,5 e 8,57 sacas a mais, respectivamente.
Figura 5 - Sacas (60 kg) por hectare, e diferenga em relacdo ao tratamento controle (ndo inoculado) de milho
crioulo, em resposta aos tratamentos de inoculagdo com bioinsumos em Capim Branco, MG.
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Na literatura ndo foram encontrados trabalhos em campo com co-inoculagdo tripla de
Azospirillum, Bacillus € Rhizoglomus, nem para o milho crioulo nem para outras cultivares de

milho, sugerindo que este trabalho ¢ pioneiro nesta area.

Estudos realizados em condic¢des controladas, utilizando esses mesmos tratamentos de
inoculagdo e de co-inoculagdo, com Azospirillum, Bacillus € Rhizoglomus, em dois materiais
genéticos milho BRS Caimbé (variedade) e hibrido na fase de germinagdo e no
desenvolvimento inicial das plantulas (Gomes, 2022), indicaram tanto a compatibilidade
quanto o sinergismo, nos parametros avaliados. A co-inoculagdo promoveu um incremento no
peso seco da raiz e da parte aérea, e no comprimento radicular e da parte aérea das plantulas.
Nesse mesmo estudo, os tratamentos de co-inoculacdo com Azospirillum, Bacillus e
Rhizoglomus apresentaram a maior média, tanto para peso seco de raiz (2,7 g), quanto para
comprimento de raiz (24 cm) e comprimento de parte aérea (20 cm). Para a variavel resposta
peso seco de parte aérea, os tratamentos que apresentaram a maior média (2,96 g) foram a co-
inoculagdo de Azospirillum e de Rhizoglomus. Essa avaliacdo, em condi¢des controladas,

demonstrou o potencial da co-inoculagdo apresentando um possivel sinergismo, resultado
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esperado haja visto que tais organismos estdo presentes em ambientes naturais, € certamente

evoluiram em conjunto.

No presente trabalho realizado em campo, ndo houve uma resposta significativa dos
tratamentos de inoculacdo e de co-inocula¢dao destes bioinsumos, possivelmente devido ao
material genético diferente, e principalmente, a competicdo dos microrganismos inoculados

com as populacdes nativas do solo.

Os resultados de produtividade obtidos por Campanha et al. (2022), em outras areas na
mesma safra dentro da mesma propriedade, foram de 4.200 kg/ha, para o milho crioulo
vermelho em sequeiro, e de 5.449 kg/ha, para o milho crioulo amarelo em sistema irrigado.
Dentre os tratamentos estudados nesta pesquisa, a inoculacdo de Bacillus megaterium e
Bacillus subtilis, produziu 5650,57 kg/ha, producdo superior ao da outra area na mesma

propriedade. Porém os demais tratamentos ndo foram capazes de alcangar tal produgao.

Barros (2022), realizou a co-inoculacao de Azospirillum com duas espécies de FMA,
Acaulospora scrobiculata e Rhizoglomus clarum, em milho, sendo o FMA utilizado, 0 mesmo
género da espécie utilizada neste estudo. O resultado obtido pelo tratamento Azospirillum +
Rhizoglomus clarum, para altura de plantas (1,67 m), foi estatisticamente superior aos demais

tratamentos. Nao foram encontradas diferengas estatisticas significativas nas demais varidveis.

A taxa de colonizacao de raizes apresentou um resultado onde o tratamento inoculado
com o fungo micorrizico Rhizoglomus obteve a menor média entre os tratamentos. Esse
resultado pode evidenciar uma competi¢do entre o inoculante e os fungos nativos do solo,
necessitando de trabalhos futuros para comprovacdo da hipotese. Outra possivel explicagdo
para esse resultado, pode ser a baixa capacidade do Rhizoglomus em se estabelecer nesse
ambiente e colonizar o sistema radicular do milho crioulo, um milho com uma variabilidade
genética imensa e pouco estudado. Quando o inoculante & base de fungo micorrizico foi

validado no Brasil, foi utilizado hibridos de milho (Stoftel, 2019).

O tratamento inoculado com Bacillus proporcionou a maior taxa de colonizagdo
micorrizica. Este resultado sugere um sinergismo entre estes dois grupos de microrganismos,
os fungos micorrizicos e as bactérias do género Bacillus. E sabido que em condigdes de extrema
baixa de fosforo, a planta pode desligar a micorrizagdo, e nesta condi¢cdo, a solubilizagdo de
fosforo, pelo Bacillus, pode causar uma sinalizagao da planta para permitir a entrada do fungo

na raiz, para aumentar a aquisicdo do fosforo presente no solo. Sabe-se que a regulagdo da
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intensidade da formacao das estruturas de micorrizas nas raizes ¢ feita pelas proprias plantas
(Smith & Smith, 2011), logo, um aumento de foésforo no solo pode ter causado um aumento da

necessidade das raizes por estruturas que aumentem a absor¢ao do mesmo.

O solo ¢ um ambiente complexo, ¢ os efeitos benéficos das interacdes entre
microrganismos, de diferentes grupos funcionais, com plantas, dependem da compatibilidade
genética e da complementaridade das fungdes desses microrganismos, com o genoma da planta
para um dado ambiente. Moncada et al., (2015), encontraram efeito positivo na aclimatagdo e
no desenvolvimento de plantas inoculadas com Glomus sp. € Bacillus amyloliquefaciens, sendo
esse desenvolvimento igual, e muitas vezes superior ao encontrado quando utilizado o

fertilizante quimico.

Em plantas de milho, Neta (2022), testou a inoculagao de cepas de bactérias promotoras
de crescimento e de fungos micorrizicos arbusculares, a fim de amenizar os efeitos do estresse
salino. Os tratamentos onde houve a inoculagdo das bactérias, apresentaram maior taxa de

colonizagao das raizes.

Estudos de Rolfe, Griffiths e Ton (2019), evidenciaram que quando estdo em ambientes
adversos e/ou sob estresse, as plantas tendem a exsudar compostos especificos pelas raizes,
recrutando os microrganismos. Essa remodelagdo quimico-biologica da rizosfera, produz
substratos para o crescimento microbiano, o que facilita a colonizagdo radicular. Nesse
trabalho, o milho crioulo foi cultivado em sequeiro, o que pode ter causado em algum momento,
estresse hidrico nas plantas, o que pode explicar os resultados obtidos no tratamento inoculado
com Bacillus, uma vez que o Bacillus reduz a perda de agua pelas raizes, e os FMA, com seu

manto hifal, auxilia na absorcao de dgua (Oliveira-Paiva et al., 2019; Ferrol et a., 2019).

CONCLUSOES

1 A taxa de colonizagao micorrizica foi maior nos tratamentos inoculados com Bacillus
subtilis e Bacillus megaterium, sinalizando um sinergismo entre o inoculante e os fungos
micorrizicos nativos do solo. Contudo, salienta-se a necessidade de mais estudos sobre a

interacao desses microrganismos, bem como o seu sinergismo.

2 Nao houve resposta significativa para a produtividade de graos de milho crioulo,

embora a producao de graos com Bacillus tenha sido de 21 sacas a mais que no controle.
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ARTIGO 2

PRODUCAO DE MILHO BRS CAIMBE CO-INOCULADO COM AZOSPIRILLUM,
BACILLUS E RHIZOGLOMUS EM SISTEMA DE CULTIVO ORGANICO

RESUMO - A producdo de graos no Cerrado ¢ marcada pela limitacdo da disponibilidade de
fosforo nos solos. A inoculagdo de microrganismos pode proporcionar maior aproveitamento
dos adubos utilizados. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da co-
inoculacdo de Azospirillum (A), Bacillus (B) e Rhizoglomus (R), na produgdo de milho
organico em Sete Lagoas, Minas Gerais. O experimento foi conduzido na safra de 2022/2023,
em delineamento em blocos casualizados com 5 blocos e esquema fatorial 2x2x2, sendo o
primeiro fator, a inoculacao da bactéria Azospirillum spp.: com e sem inoculagdo; o segundo
fator, a inoculagdo das bactérias Bacillus subtilis e Bacillus megaterium: com e sem inoculagio;
e o terceiro fator, a inoculagao do fungo Rhizoglomus intraradices: com e sem inoculagdo. Foi
utilizada a cultivar BRS Caimbé. Antes da montagem do experimento, foram coletadas
amostras de solo para caracterizagdo quimica das areas. Foram avaliados: nimero de esporos
de fungos micorrizicos, taxa de colonizagdo e produtividade. A taxa de coloniza¢do, o nimero
de esporos e a produgdo de graos ndo apresentaram diferencga estatistica. Neste estudo, a
inoculag¢do com esses microrganismos nao proporcionou incrementos de produtividade.

Palavras chave: Azospirillum. Bacillus. Rhizoglomus. Co-inoculagdo. Taxa de colonizacdo
micorrizica. Produtividade.

PRODUCTION OF BRS CAIMBE CORN CO-INOCULATED WITH
AZOSPIRILLUM, BACILLUS AND RHIZOGLOMUS IN AN ORGANIC CROPPING
SYSTEM

ABSTRACT - Grain production in the Cerrado is marked by limited phosphorus availability
in soils. The inoculation of microorganisms can provide greater use of the fertilizers used. In
this sense, the objective of this study was to evaluate the effect of co-inoculation of
Azospirillum (A), Bacillus (B) and Rhizoglomus (R) on organic corn production in Sete
Lagoas, Minas Gerais, Brazil. The experiment was conducted in the 2022/2023 harvest, in a
randomized block design with 5 blocks and a 2x2x2 factorial scheme, the first factor being the
inoculation of the bacterium Azospirillum spp.: with and without inoculation; the second factor,
the inoculation of the bacteria Bacillus subtilis and Bacillus megaterium: with and without
inoculation; and the third factor, the inoculation of the fungus Rhizoglomus intraradices: with
and without inoculation. The cultivar BRS Caimbé was used. Antes da montagem do
experimento, foram coletadas amostras de solo para caracterizagao quimica das areas. Foram
avaliados: nimero de esporos de fungos micorrizicos, taxa de colonizacdo e produtividade. A
taxa de colonizacao, o numero de esporos e a producdo de graos ndo apresentaram diferenca
estatistica. Neste estudo, a inoculagdo com esses microrganismos ndo proporcionou
incrementos de produtividade.
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INTRODUCAO

A producdo de milho organico no Brasil ¢ vista como uma grande oportunidade. O
mercado para essa cultura vem apresentando uma demanda crescente nos ultimos anos, pois ha
um interesse ndo apenas para alimentacado humana, mas também para fomentar outras cadeias
produtivas de alimentos organicos, como as de leite, carne, ovos e aves, que necessitam de
matéria prima organica para obter certificacdo para seus produtos. Em 2020, a demanda por

milho orgénico foi 90% maior que no ano anterior (Silva, 2023).

Esse aumento na demanda ¢ visto como um dos principais desafios da producgdo
organica de milho, uma vez que a oferta ainda nao consegue suprir a demanda (Organis, 2023)
e o suprimento da mesma, requer a adogdo de estratégias de cultivo sustentaveis. A inoculagao
de microrganismos pode incrementar a produtividade e sustentabilidade dos cultivos. Aliado a
isso, temos também o uso de materiais genéticos adequados para a produ¢do organica, em

termos de manejo, de produtividade e de custo de producao.

Outro desafio para a produgdo organica de milho em solos do Cerrado ¢ o suprimento
de nutrientes, principalmente o foésforo (P) e o nitrogénio (N), por se tratar de solos altamente
intemperizados e que apresentam grande capacidade de fixa¢do do fosforo, fazendo com que
altas doses de fertilizantes sejam requeridas (Resende, 2004; Figueiredo, 2016). E importante
salientar que a adubagao organica ndo disponibiliza os nutrientes prontamente em solugdo, pois
a solucao ou os nutrientes apresentam os problemas de fixacao e lixiviacao (Sete et al., 2013),
e devem ser respeitadas as doses de reposi¢do, dos nutrientes extraidos pela cultura (EEEP,

2011).

Além disso, o milho ¢ uma cultura bastante responsiva a disponibilidade de P no solo.
Apesar de ser um dos macronutrientes em menor quantidade demandada, para a cultura do
milho, o fosforo representa grande parte dos custos de producdo de uma lavoura (Coelho &
Alves, 2003). Entretanto, solos manejados de forma mais conservacionista tendem a ter maior

aproveitamento de P (Bonetti, 2019).

A utilizagdo de fertilizantes organicos ¢ uma das premissas da agricultura organica, que
preconiza equilibrios do solo e dos recursos naturais, para uma sustentabilidade do
agroecossistema. A cultura do milho apresenta resultados satisfatorios com a adubacdo
organica, tanto para a producdo de espigas, quanto para a de graos, porém esses fertilizantes

podem ndo conseguir suprir a demanda de fosforo da cultura (Brasil, 2003; Coelho et al., 2016).
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Como alternativa para o baixo teor de fosforo no solo, e sua dindmica no mesmo, existem
microrganismos que aumentam a disponibilidade desse nutriente no solo, além de aumentar a

superficie do solo explorado pelas raizes das plantas.

Microrganismos capazes de solubilizar e de mineralizar o fosforo no solo sdo
alternativas viaveis, para amenizar o problema do fosforo nos solos do Cerrado, bem como de
regides tropicais. Dentre esses microrganismos destacam-se o grupo de bactérias Bacillus,
especialmente Bacillus megaterium e Bacillus subtilis, que além de aumentar o teor de fosforo
na solugdo do solo através da acao de enzimas e de acidos organicos liberados no rizosfera,
também promovem outros beneficios para o crescimento da cultura do milho (Oliveira-Paiva

et al., 2020).

Outro grupo de bactértias capazes de promover e beneficiar o crescimento das plantas
sdo do género Azospirillum, que sdo conhecidas por seu potencial de fixar o nitrogénio (N) da
atmosfera e disponibiliza-lo para as plantas, e promover uma agricultura mais sustentavel

(Cassan et al., 2020; Hungria et al., 2022).

Além das bactérias promotoras de crescimento de plantas, outro grupo de
microrganismos capazes de beneficiar as plantas na absor¢do do fosforo e do nitrogénio, sdo
os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), que formam simbiose com a maior parte das raizes
de plantas, ampliando a superficie de exploragdo do solo, através do seu manto de hifas,
aumentando ndo somente a absor¢ao do fosforo, mas também de outros nutrientes e de agua

(Ferrol et al., 2019).

A co-inoculagdo, que consiste em inocular dois ou mais grupos de microrganismos, tem
potencial de melhorar o desempenho das culturas, aumentando a eficiéncia do uso de adgua e

nutrientes (Dartora et al., 2016; Chen at al., 2018).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento de uma variedade
de milho co-inoculado, com as bactérias Azospirillum sp.; Bacillus megaterium e Bacillus

subtilis, e o fungo micorrizico Rhizoglomus intraradices, em sistema de produgdo orgénico.

MATERIAL E METODOS

Localizacio, caracteristicas da area do experimento e preparo para o plantio
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O experimento foi realizado na safra de 2022/2023, na area de organicos do Campo
Experimental da Embrapa Milho e Sorgo, localizada no municipio de Sete Lagoas, MG,
latitude 19° 28’ 4” S, e longitude 44° 14’ 52” W, com temperatura média de 20,9 °C e
precipitagdo média de 1,27 mm/més e umidade relativa média anual ¢ de 70,5% (INPE, 2023).
O clima ¢ classificado como Cwa, definido com verdes quentes e umidos, e invernos secos. A

area estava em pousio ha algumas safras antes do plantio.

Para a caracterizagao quimica do solo foram coletadas amostras nas profundidades de

0-0,20me 0,20 - 0,40 m, e os resultados foram descritos na Tabela 1.

Delineamento experimental, plantio e conduc¢ao do experimento

O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados (DBC), em esquema
fatorial 2x2x2, com cinco blocos (repeti¢des). O primeiro fator foi composto pela inoculagio
da bactéria Azospirillum spp.: com e sem inoculagdo; o segundo fator foi composto pela
inoculacdo das bactérias Bacillus subtilis e Bacillus megaterium: com e sem inoculacio; € o
terceiro, e ultimo fator, foi composto pela inoculacdo do fungo Rhizoglomus intraradices: com

e sem inoculagao.

Os 1solados de Bacillus subtilis e Bacillus megaterium foram provenientes do
inoculante comercial Biomaphos, e os isolados de Rhizoglomus intraradices foram
provenientes do inoculante comercial Rootella BR. As doses utilizadas foram as recomendadas
pelos fabricantes. Os isolados de Azospirillum brasilense foram as estirpes CMS 11 e CMS 18,
provenientes do Laboratorio de Microbiologia do Solo da Embrapa Milho e Sorgo, Sete

Lagoas, Minas Gerais.

A parcela experimental foi composta por oito linhas de milho variedade BRS Caimbé,
primeira semente de milho da Embrapa comercializada no Brasil, com certificagdo de semente
organica, com 5,5 metros de comprimento, espagadas entre si por 0,70 m, totalizando 30,8 m?
de area da parcela. Para as avaliacOes foram consideradas as quatro linhas centrais (area util),

com area de 15,4 m2.

O solo foi preparado com duas passagens de grade aradora, e limpeza de capim da area
com trator de esteira. A adubacao foi feita com a aplicagdo de esterco bovino, na dose de 8,153
kg/ha, que foi aplicado com o implemento Brutus. Foram aplicados também 400 kg/ha de po

de rocha e realizada a operagdo com subsolador.



45

O plantio foi feito no dia 11 de novembro de 2022, de forma mecanizada com a
plantadeira de parcelas SB. Nos dias 12 e 14 de novembro de 2022, foi realizada a liberagao de
Trichogramma spp. para controle bioldgico da lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda).
Foram liberados na area o microrganismo Bacillus thuringienses, na dose de 1 L/ha. Além
disso, para monitorar e para fazer o levantamento de adultos de Spodoptera frugiperda, foram

instalados na area a armadilha “iscada”, com feromoénio sexual sintético.

Extracio e contagem dos esporos de Fungos Micorrizicos Arbusculares

A extragdo dos esporos micorrizicos foi realizada via peneiramento timido, seguido de
centrifugacdo. Amostras de 50 mL de solo foram separadas em tubos do tipo Falcon (50mL),
para cada unidade experimental, e para cada amostra foi obtida uma suspensao de solo que foi
passada pelas peneiras de malha de 850 um e 53 um. O material retido na peneira de menor
malha, foi novamente colocado em tubo Falcon para centrifuga¢do, a 3000 rpm, por 3 minutos.
Descartou-se o sobrenadante ¢ foi adicionado solugcdo de sacarose 50%, e feita a
homogeneizagdo. O material foi novamente centrifugado, a 1500 rpm, por 1 minuto. O
sobrenadante foi passado novamente na peneira de 53 um, e o material retido nesta peneira foi

lavado com agua destilada.

Os esporos foram contados em placa canaletada, com auxilio de microscopio

estereoscopico com magnificacao de até 60x.

Avaliacido da taxa de coloniza¢ao radicular por Fungos Micorrizicos Arbsuculares

Para determinacao da taxa de colonizacdo micorrizica, foram realizados processos de
diafanizagdo, de acidificacdo e de coloracdo das raizes, segundo metodologia descrita por
Phillips & Hayman (1970), com modificagdes, utilizando raizes finas, previamente preservadas
em solugdo contendo alcool 70%. Essas raizes foram lavadas em dgua corrente para remocao
da solugdo alcodlica, e logo apds, transferidas para tubos Falcon (50 mL), onde foi acrescentado
KOH 10% para diafanizacdo do material, em banho maria a 65°, durante 1h 30min.. Apds o
periodo do banho maria, as raizes foram novamente lavadas em agua corrente, e acidificadas
com solu¢do de HCI 1%, em temperatura ambiente de um dia para o outro. Em seguida, as
raizes foram imersas em solu¢do de corante Trypan Blue 0,05% (500 mL de glicerina, 450 mL
de 4dgua tipo 1, 50 mL Hcl 1% e 0,5g de corante azul de tripano) e foram novamente aquecidas

em banho maria a 65°, por 45 minutos. A avaliagdo da taxa de colonizagdo micorrizica foi
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determinada segundo Método de Intersecao de Linhas de Grade, descrito por Giovanetti &

Mosse (1980), com auxilio de microscopio estereoscopico com magnificagao de até 60 x.

Determinacio da capacidade infectiva do solo — Unidade de infec¢do

Para a determinagao da capacidade infectiva do solo, foi utilizada a metodologia de
Franson & Bethlenfalvay (1989), onde emprega-se uma dilui¢do seriada do indculo, no caso,
o solo. O solo utilizado como indculo ¢ proveniente do experimento montado no campo,
coletado na época de floracdo do milho, onde o solo de cada bloco foi misturado por tratamento,
sendo entdo 8 fontes de indculo: 1) Solo onde nao houve a inoculagao (Controle); 2) Solo onde
houve a inoculagdo de Azospirillum sp.; 3) Solo onde houve a inoculagdo de Bacillus subtilis e
Bacillus megaterium; 4) Solo onde houve a inoculacdo de Rhizoglomus intraradices,; 5) Solo
onde houve a inoculagdo de Azospirillum sp. x Bacillus spp.; 6) Solo onde houve a inoculagao
de Azospirillum sp. x Rhizoglomus intraradices; 7) Solo onde houve a inoculacdo de Bacillus
spp. € Rhizoglomus intraradices,; e 8) Solo onde houve a inoculacdo de Azospirillum sp. x

Bacillus spp. X Rhizoglomus intraradices.

Para a montagem do experimento, foram utilizados tubetes de 280 ml, que foram
previamente lavados e autoclavados por 35 min., a 120 °C (1 atm). Além dos tubetes, o
substrato utilizado (areia+vermiculita 1:2) também foi autoclavado por 1h30min., a 120 °C (1

atm), para completa esterilizacdo do material.

As proporgdes (diluicdes) utilizadas foram 0:1 (240 g de indculo), 1: 3 (60 g de
in6culo), 1:15 (15 g de indculo), e 1:65 (3,75 g de indculo). O substrato estéril foi misturado
ao solo, dentro de sacos plasticos, at¢ completa homogeneizagdo do material. Apds

homogeneizagao, o substrato foi disposto nos tubetes, e 0 milho BRS Caimbé foi semeado.

Os tubetes ficaram em casa de vegetacdo durante 14 dias, tempo necessario para
ocorrerem as primeiras infec¢des por fungo micorrizico arbuscular. Apos esse periodo, as raizes
foram coletadas, e passaram por processo de clarificagdo, de acidificacdo e de coloragdo,

segundo procedimento descrito por Phillips & Hayman (1970).

Analises estatisticas

As variaveis resposta foram: peso das espigas, teor de umidade nos graos, producdo

(kg/ha), taxa de colonizacdo micorrizica e capacidade infectiva do solo.
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Para a analise estatistica dos dados foi feito o teste de normalidade, Teste de
Kolmogoérov-Smirnov. Em seguida, foi realizada a analise de variancia (ANOVA), e por fim,

o Teste Tukey, a 5% de probabilidade. Os dados foram analisados no software SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacio da area de plantio

Os resultados obtidos, na analise do solo, foram considerados bons para o cultivo do
milho, pois apresentou saturacdo por bases (V) acima de 50%, que é o recomendado para a
cultura, elevado teor de matéria organica, mas ndo demonstrou problemas com aluminio e com

pH (Rodrigues et al., 2009).

Tabela 1 - Parametros quimicos do Campo Experimental da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG. Safra

2022/2023.

Parametro Unidade 0-20cm 20-40 cm
pH - 4gua - 6,4 6
pH - CaCI2 - 5,8 5,4
Matéria Orgéanica dag/kg 2,78 1,97
C-org Total dag/kg 1,61 1,14
Fosforo - P (Mehlich 1) mg/dm? 38 12,1
Potassio - K mg/dm? 205,8 96,6
Enxofre - S mg/dm? 3 4
Calcio - Ca2+ cmol ¢/dm? 5,1 4,09
Magnésio - Mg2+ cmol ¢/dm? 1,31 0,65
Aluminio - Al3+ cmol c/dm? 0 0
Acidez Potencial - H+Al cmol ¢/dm3 3,2 3,6
CTC cmol ¢/dm? 10,1 8,6
Saturagdo por bases (V) % 68,7 58
Saturagdo por Al3+ (m) % 0 0

*valores ndo determinados.

Os teores de nutrientes do solo também estavam apropriados para boas produgdes de
grao de milho, destacando o P e o K, que apresentaram teores de 38 e 205,8 mg/dm?,
respectivamente. O teor de matéria organica desse solo também ¢ considerado alto, segundo

Mendes et al. (2021). Um solo com elevado teor de matéria organica, consegue elevar sua
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fertilidade através do suprimento de nutrientes e da atividade microbioldgica, que ela estimula,

e também, da atividade enziméatica (Mendes et al., 2021).

A andlise de variancia dos dados (Tabela 3), apresentou diferenga significativa entre as
médias das varidveis avaliadas, apenas para a co-inoculacdo de Bacillus ¢ Rhizoglomus, na

matéria seca, e, para a co-inoculacdo de Azospirillum e Rhizoglomus, na altura da planta.



Tabela 2 — Estimativas de quadrados médios, para as variaveis matéria seca (MS), estande (EST), altura de inser¢do da espiga (ALT E), altura da planta (ALT), teor de umidade

dos gréos (U), numero de esporos de fungos micorrizicos (N ESP), taxa de colonizagdo (TX) e produgdo (PROD), Embrapa Milho ¢ Sorgo, Sete Lagoas, MG.

oM
FV GL
MS EST ALTE ALT U N ESP TX PROD
Azospirillum (A) 1 3,08 32,4 90,0 45,16 0,01 1795,6 21,02 0,67
Bacillus (B) 1 0,34 0,01 40,0 0,16 0,04 448.,9 15,62 0,87
Rhizoglomus (R) 1 1,6 0,4 90,0 375,16 0,01 2131,6 3,02 0,75
AxB 1 3,9 48,4 22,5 12,65 0,37 640,0 5,62 0,68
AxR 1 1,8 10,0 302,5 1410,15%* 0,14 14822,5 4,22 0,69
BxR 1 15,31* 25,6 202,5 191,41 0,01 211,9 148,23 0,57
AxBxR 1 2,1 65,6 122,5 237,65 0,29 220,9 11,02 0,69
Bloco 4 2,68 22,6 23334 2105,70 0,16 146703,34 105,40 0,01
Residuo 28 1,2 898,6 118,5 171,33 0,28 53229 30,34 0,66
Média Geral - 82,64 87,9 139,0 252,31 18,12 4523 44,72 5637,44
CV (%) - 1,33 6,44 7,83 5,19 2,95 16,13 12,32 11,61

*Nivel de significancia a 5%; MS: Teor de Matéria Seca (%), EST.: Estande, ALT.E.: Altura de inser¢@o da espiga (cm), ALT: Altura da planta (cm), U.: Teor de umidade nos graos (%), N. EPS.:

Numero médio de esporos de fungos micorrizicos, TX: Taxa de colonizagdo micorrizica (%), PROD: Producao (kg/ha).



O teor de matéria seca da planta colhida, na época da floragao (Figura 1),
apresentou diferencas estatisticas no tratamento onde houve a co-inoculagdo de B. subtilis
e B. megaterium e R. intraradices (BR), onde essa co-inoculagdo apresentou teor maior
(84,2%). Os demais, apresentaram as seguintes médias: 83,3; 83.4; 82.5; 81,7; 82,2; 81,8;
82,1%, para os tratamentos controle (C), Azospirillum (A), Bacillus (B), Rhizoglomus (R),
AB, AR ¢ ABR, respectivamente.

Figura 1 — Teor de matéria seca das plantas de milho na época de floragdo em resposta aos tratamentos de

inoculagdo, Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.
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O estande de plantas (Figura 2) obtidos neste experimento ndo apresentou

diferengas estatisticas, ¢ o tratamento onde nao houve inoculagao de microrganismos (C)

foi 0 que, numericamente, apresentou a maior média de plantas, 91.



Figura 2 — Estande médio de plantas de milho, plantas acamadas e quebradas, em resposta aos tratamentos

de inoculagdo, Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.
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Devido a uma ventania que ocorreu na area, na época do enchimento das espigas,
varias plantas foram quebradas e algumas delas acamaram (Tabela 3), a contagem das
plantas na parcela desconsiderou essas plantas, porém apresenta-se na Figura 2, os valores

dessas plantas “perdidas” na parcela.

Tabela 3 — Valores médios de plantas acamadas e quebradas na area do experimento de resposta a

inoculagdo, Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.

Tratamento Acamadas Quebradas
C — Controle 12,6 10,0
A — Azospirillum 14,8 9,4
B — Bacillus 16,6 13,2
R — Rhizoglomus 12,6 10,6
AB 13,4 9,8
AR 13,2 10,2
BR 11,2 11,8

ABR 13,2 9.8




A altura de inser¢do da primeira espiga de milho (Figura 3), também nao
apresentou diferenca estatistica. Em relacdo a altura média da planta (Figura 3), o
tratamento de co-inoculacdo entre A. brasilense e R. intraradices apresentou interacao
entre os fatores, sendo a médias obtida 260,5 cm, maior média entre as combinagdes
duplas de co-inoculagdo, sendo 241,5 cm e 246,5 cm, para A. brasilense € Bacillus spp.,

e Bacillus spp. € R. intraradices, respectivamente.

Figura 3 — Altura da planta e altura da inser¢do da espiga de milho, em resposta aos tratamentos de

inoculagdo, Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.
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Figura 4 - Teor de umidade dos graos (%), em resposta aos tratamentos de inoculagdo, Embrapa Milho e

Sorgo, Sete Lagoas, MG.
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O numero médio de esporos, assim como a taxa de colonizagdo (Tabela 4),
demonstram que todos os tratamentos promoveram a mesma capacidade de inoculagdo
de fungos microrrizicos nativos da area, bem como o mesmo potencial do fungo
inoculado, R. intraradices. Pode ter havido competicdo entre o fungo inoculado e os
nativos, ou o material utilizado ndo era o mais promissor para promover a colonizagao

das raizes de milho.

Tabela 4 — Numero médio de esporos e taxa de coloniza¢do média (%) nas raizes de milho, em resposta aos

tratamentos de inocula¢do, Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.

Tratamento Numero de esporos Taxa de Colonizagao (%)
C — Controle 418.4 48,2
A — Azospirillum 483 45,8
B — Bacillus 419,8 42.8
R — Rhizoglomus 471,6 432
AB 459 41
AR 4498 442
BR 472.,8 47,6
ABR 444 4 45

O ntimero de esporos em todos os tratamentos foi considerado alto (100 a 1280
esporos por 100g solo), segundo Mello et al. (2012). As condi¢des ambientais interferiram
na esporulacdo dos fungos, e como esta area estava em pousio, isso pode ter favorecido a
producdo de esporos, uma vez que ndo houve perturbacdo no ciclo de desenvolvimento
dos fungos micorrizicos, além disso, regides quentes e secas, como Sete Lagoas, também
favorecem a esporulagdo (Mello, 2015; Lovelock et al., 2003). Outro ponto importante, ¢
que o solo tem elevado teor de matéria organica, o que também beneficia o

desenvolvimento dos fungos micorrizicos, bem como a atividade microbioldgica no geral.

Em relacdo a producdo de graos, o tratamento sem inoculagao — C apresentou a

maior média, sendo 6472,73 kg/ha, e o tratamento onde se inoculou Azospirillum +



Rhizoglomus apresentou a menor média, 6131,17 kg/h4, mas nao houve diferenga entre

0s tratamentos.

Figura 5 — Producdo média de graos de milho, em resposta aos tratamentos de inocula¢do, Embrapa Milho

e Sorgo, Sete Lagoas, MG.
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Os resultados obtidos, para a determinacdo da capacidade infectiva do solo —
Unidade de infeccdo (Figura 6), demonstraram que o solo nos diferentes tipos de
tratamento, com inoculagdo, proporcionou o mesmo potencial de indculo de fungos
micorrizicos, uma vez que, assim como os dados demonstrados anteriormente, nao

apresentaram diferengas estatisticas (Tabela 5).

Tabela 5 - Estimativa de quadrado médio para a determinacdo da capacidade infectiva do solo, Embrapa

Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.

FV GL oM
Ul
Azospirillum (A) 1 60,17
Bacillus (B) 1 176,04
Rhizoglomus (R) 1 10,67
Diluigdo (D) 3 3930,74*

AxD 3 5,75



BxD 3 16,79
RxD 3 24,75
AxBxD 3 24,41
AxRxD 3 5,34
BxRxD 3 13,19
AxBxRxD 3 24,41
Residuo 68 8,77
Média Geral - 12,98
CV (%) --- 22,83

A diferenga estatistica foi notada apenas nas diferentes diluigdes feitas com o indculo, no

caso o solo coletado do experimento.

Figura 6 — Unidade de infecgdo do solo em resposta aos tratamentos de inoculagcdo, Embrapa Milho e Sorgo,

Sete Lagoas, MG.
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Um solo biologicamente ativo, ¢ mais produtivo, pois € capaz de reter mais dgua,
possui melhor estrutura e boa ciclagem de nutrientes (Mendes et al., 2018). Mendes et al.
(2018), salientam que os parametros biologicos do solo sdo importantes para que os
agricultores continuem mantendo suas atividades de manejo conservacionistas, caso
tenham obtido resultados bons nas suas analises, como os valores alto e muito alto dos
parametros utilizados, e que quando os valores encontrados ndo estejam tdo bons assim,

que seja feito manejo para que a saude do solo melhore.

Os fungos micorrizicos, representados neste trabalho pela espécie Rhizoglomus
intraradices, além dos fungos nativos do solo, proporcionaram beneficios para o solo,
desde a agregacao de particulas maiores pela agdo do manto hifal, quanto de particulas
menores, devido a decomposicao de suas hifas e libera¢do no solo de glomalina, proteina
conhecida como “super cola” que agrega as particulas de argila do solo (Moreira e

Siqueira, 2006).

Os valores médios encontrados neste estudo, para a taxa de coloniza¢do, podem
ser considerados baixos, ¢ isso se da principalmente, por causa da responsividade
simbiotica do material genético utilizado, no caso o BRS Caimbé¢; do fungo utilizado na
inoculagdo, que pode ndo ter sido o mais efetivo na colonizacdo do milho (Moreira e
Siqueira, 2006; Smith e Read, 2009); além do fato de poder ter existido competitividade
com os fungos nativos do solo, que apresentaram um bom teor de matéria organica, o que

aumentou os teores de microrganismos habitantes desse solo (Silveira e Freitas, 2007).

Primavesi (2009), relata que quanto mais matéria organica no solo, mais ativa a
microvida do solo, maior a mobilizagdo de nutrientes e da satde vegetal. O adubo
organico também auxilia na melhora das caracteristicas, tanto quimicas quanto biologicas
do solo, uma vez que serve de “alimento” ndo sé para as plantas ao fornecer os nutrientes,

como também para a microbiota do solo.

A produtividade média de graos, do BRS Caimbé, reportada por Oliveira et al.,
2013 nas regides de Roraima, de Goiés e de Minas Gerais foi de 5938 kg/ha, e todos os
tratamentos estudados no trabalho produziram acima dessa média, sendo a maior média
apresentada pelo tratamento controle (6472,73 kg/ha), seguido por 6463,64, 6453,25,
6279,22, 6270,13, 6218,18, 6187,01 e 6131,17 kg/ha, para os tratamentos Bacillus, Co-
inoculacdo AxBxR, Rhizoglomus, Azospirillum, Co-inoculacdo BxR, Co-inoculagdo AxB

e co-inoculacdo AxR, respectivamente.



A produtividade de graos na safra 2021/2022, segundo CONAB (2022), foi de

6471 kg/ hectare, e apenas o tratamento controle superou a produtividade dessa safra.

Cruz et al. (2009), estudaram a produtividade de variedades de milho, em sistema
de produgdo organico, e verificaram rendimentos de 3779 kg/ha a 7297 kg/ha. Ja4 Souza
(1998), obteve produtividades variando de 5967 kg/ha a 9831 kg/ha. Ambas as variagdes

encontradas pelos autores, corroboram com os resultados obtidos nesse trabalho.

Oliveira et al. (2020), estudaram a interagdo entre fungos micorrizicos e bactérias
rizosféricas, no desenvolvimento radicular do milho e verificaram que os tratamentos
inoculados com rizobactéria, individualmente, apresentaram maiores valores para peso
fresco de raiz, 0,052g. Os tratamentos inoculados com rizobactérias e com micorrizas,
tiveram uma tendéncia de apresentarem maiores valores para comprimento e para volume

de raiz.

Neta (2022), relatou que a co-inoculagao de bactérias promotoras de crescimento
de plantas e de fungos micorrizicos promoveu um aumento significativo da biomassa
vegetal de milho, quando em diferentes concentracdes salinas, 18,04 g/planta no
tratamento co-inoculado contra 7,75 g/planta no tratamento controle (ndo inoculado). O
No trabalho do autor supracitado, foi utilizada a espécie Rhizoglomus clarus, espécie do

mesmo género do fungo utilizado no presente trabalho, o Rhizoglomus intraradices.

CONCLUSOES

Para as condi¢des avaliadas, em um solo que se manteve por um periodo de tempo
em pousio, a co-inoculagdo com os microrganismos nao proporcionou incrementos de
produtividade, para a cultivar BRS Caimbé, uma vez que o tratamento ndo inoculado

apresentou as maiores meédias, mesmo nao havendo diferenga estatistica.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BRASIL. Lei n.10.831, de 23 de dezembro de 2003. Dispde sobre a agricultura organica
e da outras providéncias. Didrio Oficial [da] da Republica Federativa do Brasil, Brasilia,

24 dez. 2003. Secao 1, p.8. 2003.



BONETTI, Gabriel. Produ¢ao de massa seca de aveia e teor de fosforo no solo em
resposta a inversdo da adubagdo fosfatada. 2019. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Bacharelado em Agronomia) - Universidade Tecnologica Federal do Parand (UTFPR),
Pato Branco, 2019.

CASSAN,, F.; CONIGLIO, A.; LOPEZ, G.; MOLINA, R.; NIEVAS, S.; de CARLAN,
C. L. N.; DONADIO, F.; TORRES, D.; ROSAS, S.; PEDROSA, F. O.; de SOUZA, E.;
ZORITA, M. D.; de-BASHAN, L.; & MORA, V. (2020). Everything you must know
about Azospirillum and its impact on agriculture and beyond. Biology and Fertility of

Soils, 56(4), 461-479. https://doi.org/10.1007/s00374-020-01463-y

CHEN, M.; ARATO, M.; BORGUI, L.; NOURIL E.; REINHARDT, D. (2018). Beneficial
Services of Arbuscular Mycorrhizal Fungi — From Ecology to Application. Frontiers in
Plant Science, V. 9, 1270.
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2018.01270/full.

COELHO, A. M.; ALVES, V. M. C. Adubagido fosfatada na cultura do milho. In:
SIMPOSIO SOBRE FOSFORO NA AGRICULTURA BRASILEIRA, 2003,
PIRACICABA.

COELHO, A. M. Nutri¢ao e Adubacao do Milho. Circular Técnica 78. ISSN 1679-1150
Sete Lagoas, 2006.

COELHO, S. P.; GALVAO, J. C. C.; GIEHL, J.; CAMPOS, S. DE A.; BRITO, L. M.;
SANTOS, T. R. DOS; MENDONCA, B. F. Influéncia de Azospirillum brasiliense no
crescimento de milho em manejo organico e convencional. In. Congresso Brasileiro de

Milho e Sorgo, 31, p. 1083-1086, 2016.

CONAB, Conjunturas da Agropecuaria. Superintendéncia Regional de Minas Gerais.

2022. Disponivel em: http://www.conab.gov.br/. Acesso em: 03 de outubro de 2023.

CRUZ, J. C.; FILHO, 1. A. P.; OLIVEIRA, A . C.; GUIMARAES, L. J. M.; QUEIROZ,
L.R.; MATRANGOLO, W. J.R.; MOREIRA, J. A. Produtividade de Variedades de Milho
em Sistema Organico de Produgdo. 2009. Comunicado Técnico 171. ISSN 0102-0099.
Sete Lagoas, MG.

DARTORA, J.; GUIMARAES, V. F.; MENEZES, C. R. I.; FREIBERGER, M. B;
CASTOLDI, G.; GONCALVES, E. D. V. Maize response to inoculation with strains of


https://doi.org/10.1007/s00374-020-01463-y
http://www.conab.gov.br/

plant growth-promoting bacteria. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental,

v.20,n.7, p.606-611, 2016.

EEEP, Escola Estadual de Educagao Profissional. Manejo de solo e agua. 2011. Curso
Técnico em Agronegocio. Governo do Estado do Ceard. Disponivel em:
https://www.seduc.ce.gov.br/wp-content/uploads/sites/37/2011/10/Agronegocio -
~Manejo de solo e gua pdf.pdf. Acesso em: 05 de novembro de 2023.
GIOVANNETTI, M., MOSSE, B. An evaluation of techniques for measuring vesicular
arbuscular Mycorrhizal infection in roots. New Phytologist, 84, 489-500. 1098.
Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1111/5.1469-8137.1980.tb04556.x

GUIMARAES, P. E. de O.; PARENTONI, S. N.; MEIRELLES, W. F.; PACHECO, C. A.
P.; SILVA, A. R. da; GUIMARAES, L. J. M.; CARDOSO, M. J.; ROCHA, L. M. P. da;
COSTA, R. V. da; OLIVEIRA, J. S. e¢; COTA, L. V.; CARVALHO, H. W. L. de;
GODINHO, V. de P. C; CECCON, G.; MACHADO, A. T.; BASTOS, E. A,
VILARINHO, A. A.; SOUZA, F. R. S. de; DIAS, W. P.; EMYGDIO, B. M.; GARCIA, J.
C.; WRUCK, F. J.; CASELA, C. R. Hibrido: hibrido simples de milho. (Embrapa Milho
e Sorgo. Comunicado Técnico, 169). Sete Lagoas: Embrapa Milho e Sorgo, 2009.

HUNGRIA, M.; BARBOSA, J. Z.; RONDINA, A. B. L.; & NOGUEIRA, M. A. (2022).
Improving Maize Sustainability with Partial Replacement of N-fertilizers by Inoculation

with Azospirillum brasilense. Agronomy Journal. https://doi.org/10.1002/agj2.2115

LANDAU, E. C.; CAMPANHA, M. M.; MATRANGOLO, W. J. R. Variacao geografica
da ocorréncia de produtores de milho organico cadastrados no Brasil. Embrapa Milho e

Sorgo. Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento, 225. ISSN 1679-0154. Junho/2021.

LOVELOCK, C.E.; ANDERSEN, K. & MORTON, J.B. Arbuscular mycorrhizal
communities in tropical forests are affected by host tree species and environment.

Oecologia 135, 268-279 (2003). https://doi.org/10.1007/s00442-002-1166-3

MELLO, C.M.A.; SILVA, G. A.; VIEIRA, H .E. E., SILVA.; L.R., MAIA; L.C., OEHL,
F., (2012): Fuscutata aurea, a new species in the Glomeromycetes from cassava and maize

fields in the Atlantic rainforest zone of Northeastern Brazil. Nova Hedwigia 95, 267-275.

MELLO, C. M. A. Riqueza e diversidade de fungos micorrizicos arbusculares em
agrossistemas com milho, no nordeste do Brasil. 2015. 114f. Tese (Doutorado em

Ciéncias Biologicas) — Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, 2015.


https://doi.org/10.1007/s00442-002-1166-3

MENDES, 1. de C.; SOUSA, D. M. G. de; REIS JUNIOR, F. B. dos; LOPES, A. A. de C.
Bioanalise de solo: como acessar e interpretar a saide do solo. Planaltina, DF: Embrapa

Cerrados, 2018. 23 p. (Embrapa Cerrados. Circular Técnica, 38).

MOREIRA, F. M. S.; SIQUEIRA, J. O. M. Microbiologia ¢ Bioquimica do Solo. 2. ed.
atual. E ampl. Lavras. Editora UFLA, 2006.

NETA, S. J. C. AMENIZACAO DO ESTRESSE SALINO EM MILHO INOCULADO
COM BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE PLANTAS E FUNGO
MICORRIZICO ARBUSCULAR. Dissertacio (Mestrado em Ciéncia do Solo).
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Recife, 2022.

OLIVEIRA, 1. J. de; DIAS, M. C.; FONTES, J. R. A.; PAMPLONA, A. M. S. R;
GUIMARAES, L. J. M.; PACHECO, C. A. P. BRS Caimbé: variedade de milho

recomendada para o Estado do Amazonas. Manaus: Embrapa Amazonia Ocidental, 2013.

OLIVEIRA-PAIVA, C. A.; MARRIEL, I. E.; GOMES, E. A.; COTA, L. V.; SANTOS, F.
C. dos; SOUSA, S. M. de; LANA, U. G. de P.; OLIVEIRA, M. C.; MATTOS, B. B.;
ALVES, V. M. C.; RIBEIRO, V. P.; VASCO JUNIOR, R. Recomendacio agrondmica de
cepas de Bacillus subtilis (CNPMS B2084) e Bacillus megaterium (CNPMS B119) na
cultura do milho. Sete Lagoas: Embrapa Milho e Sorgo, 2020. 19 p. (Embrapa Milho e
Sorgo. Circular Técnica, 260). (Embrapa Amazonia Ocidental. Comunicado Técnico, 96).

ISSN: 1517-3887

OLIVEIRA, N. A. M. de; SOUZA, 1. R. P. de; ALMEIDA, M. A.; SOUZA, F. A. de;
MARRIEL, I. E.; LANA, U. G. de P.; OLIVEIRA, A. C. de; ANDRADE, C. de L. T. de.
Interacdo micorriza e rizobactérias no desenvolvimento radicular e no gradiente de
elongacdo da folha de milho. (Embrapa Milho e Sorgo. Boletim de Pesquisa e
Desenvolvimento, 220). Sete Lagoas: Embrapa Milho e Sorgo, 2020.

PHILLIPS, J. M.; HAYMAN, D. S. Improved procedures for clearing roots and staining
parasitic and vesiculararbuscular mycorrhizal fungi for rapid assessment of infection.

1970. Transactions of the British Mycological Society 55: 158-161.

RESENDE, A. V. Fontes e modos de aplicacdo de fosforo para o milho em solo cultivado
da regido do Cerrado. Tese (Doutorado em Agronomia). Universidade Federal de Lavras,

Minas Gerais. 2004.



RODRIGUES, P. N. F.; ROLIM, M. M.; BEZERRA NETO, E.; PEDROSA, E. M. R., &
OLIVEIRA, V. S.. (2009). Crescimento ¢ composi¢cdo mineral do milho em funcio da
compactacdo do solo e da aplicacdo de composto organico. Revista Brasileira De
Engenharia Agricola e Ambiental, 13(1), 94-99. https://doi.org/10.1590/S1415-
43662009000100014

SETE, P. B.; TRAPP, T.; LOPES, J. D. R.; de OLIVEIRA, P. D.; de MELO, G. W. B.;
BRUNETTO, G. Lixiviac¢ao de nitrogénio em um Cambissolo cultivado com pessegueiro
e submetido a aplica¢ao de composto organico. In: XXXIV CONGRESSO BRASILEIRO
DE CIENCIA DO SOLO, 2013. Florianépolis, SC. 2013.

SILVA, E. Organicos: mercado brasileiro ¢ estimado em R$7 bi em 2023. Disponivel em:
globorural.globo/agricultura/noticia/2023/02/organicos-mercado-brasileiro-e-estimado-

em-1-7-bi-2023.gtml) Acesso em: 20 setembro de 2023.

SILVEIRA, A. P. D.; FREITAS, S. S. Microbiota do solo ¢ qualidade ambiental. Instituto
Agronomico-IAC, Campinas, 2007. 312 p.

SOUZA, J. L. de. Desenvolvimento agrondmico da cultura do milho em sistema orgénico
de produgao. In: CONGRESSO NACIONAL DE MILHO E SORGO, 22., 1998, Recife.

Globalizagdo e seguranca alimentar: anais. Recife: IPA, 1998.

SMITH, S. E.; READ, D. Mycorrhizal Symbiosis. 3. ed. Amsterdam: Elsivier, 2009. 787
p.



CONSIDERACOES FINAIS

O cultivo organico do milho, promoveu incremento nos indices de qualidade do
solo, apresentados na bioanalise do solo, demonstrando que o manejo adotado na area

esta favorecendo a atividade biologica do solo.

O milho crioulo vermelho, que ¢ selecionado por produtores apresentou resultados
positivos quando comparados com o controle ndao inoculado, comprovando que a
presenca dos microrganismos foi benéfica para o desenvolvimento dessa cultivar. O
mesmo efeito benéfico ndo foi encontrado para o BRS Caimbé, que teve sua maior
produtividade no tratamento nao inoculado, evidenciando que a inoculagao ¢ a co-
inoculagdo, nas condigdes apresentadas nesse trabalho, ndo foram adequadas para o

desenvolvimento da cultivar.
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