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RESUMO

A reducao do emprego de adubos minerais e da poluicdo ambiental durante a producéao
agricola é uma necessidade crescente, assim como 0 aprimoramento das técnicas de
cultivo de milho, graminea de grande importancia social e ambiental. Para tal, estudos
gue acarretem aumento de produtividade com reducdo de custos de producédo e
impactos ao meio ambiente se fazem essenciais. Deste modo, objetivou-se avaliar a
inoculacdo de plantas de milho do hibrido FS512PW com Azospirillum brasilense e
Bacillus subtilis via foliar, visando atenuar a dependéncia da producéo aos fertilizantes
guimicos e auxiliando na sustentabilidade agricola regional. Foram avaliados os
seguintes tratamentos: T1 — Testemunha; T2 -50 kg.ha™ de N em cobertura; T3 —
Azospirillum brasilense via foliar; T4 — Aplicagdo de Bacillus subtilis via foliar; T5 —
Azospirillum brasilense e Bacillus subtilis via foliar. Os parametros avaliados foram:
altura de plantas; produtividade de graos; massa de mil grdos e o retorno econémico. A
aplicacdo de Bacillus subtilis via foliar proporcionou significativamente o aumento da
altura e da produtividade das plantas de milho e maior retorno econémico em relagéo
aos demais tratamentos analisados. Enquanto a aplicacdo desta bactéria associada a
Azospirillum brasilense ndo acarretou beneficios em relacéo a testemunha, assim como
a inoculagdo com Azospirillum brasilense. Assim, conclui-se que o uso de Bacillus
subtilis € uma alternativa rentavel ao produtor rural e pode ser utilizado como uma
alternativa na busca pela sustentabilidade dos sistemas produtivos de milho.
PALAVRAS-CHAVE: diazotroéficos, sustentabilidade, Zea mays.
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FOLIAR INOCULATION OF CORN PLANTS WITH Bacillus subtilis and Azospirillum
brasilense

ABSTRACT

Reducing the use of mineral fertilizers and environmental pollution during agricultural
production is a growing need, as is the improvement of techniques for growing corn, a
grass of great social and environmental importance. To this end, studies that lead to
increased productivity with reduced production costs and impacts on the environment
are essential. In this way, the objective was to evaluate the inoculation of corn plants of
the hybrid FS512PW with Azospirillum brasilense and Bacillus subtilis via leaf, aiming to
reduce the dependence of production on chemical fertilizers and aiding in the regional
agricultural sustainability. The following treatments were evaluated: T1 - Witness; T2 —
50 kg.ha' of N in coverage; T3 —Azospirillum brasilense via leaf; T4 - Application of
Bacillus subtilis via leaf; TS - Azospirillum brasilense and Bacillus subtilis via leaf. The
evaluated parameters were: plant height; grain yield; thousand grain mass and
economic return. The application of Bacillus subtilis via leaf provided a significant
increase in the height and productivity of corn plants and greater economic return in
relation to the other treatments analyzed. While the application of this bacterium
associated with Azospirillum brasilense did not bring benefits in relation to the control, as
well as the inoculation with Azospirillum brasilense. Thus, it is concluded that the use of
Bacillus subtilis is a profitable alternative to rural producers and can be used as an
alternative in the search for the sustainability of maize production systems.
KEYWORDS: diazotrophic, sustainability, Zea mays.

INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é cultivado em diversas regifes brasileiras e apresenta
relevante importancia social e econdmica, sendo utilizado na alimentacdo humana e
animal, constituindo uma das principais comodities do agronegocio brasileiro. Estima-se
gue na safra 2019/20 sua produgcdo superard os 102 milhdes de toneladas,
considerando as trés safras que podem ser realizadas no territorio brasileiro, alcancara
a marca de 18,5 milhdes de hectares cultivados com esta graminea e uma
produtividade média de 5.533 kg.ha™* (CONAB, 2020).

Paralelo a este aumento produtivo ocorreu também a elevacado do consumo de
fertilizantes, principalmente dos nitrogenados, ja que o nitrogénio (N) é o principal
nutriente extraido pelas plantas de milho e sua extracdo aumenta linearmente com o
aumento da produtividade da cultura (COELHO, 2006). Assim, 0 uso intenso e o custo
dos fertilizantes vém elevando os custos de producdo do milho, chegando a este item
representar 18,44% do custo total da cultura. Uma alternativa para diminuir o emprego
dos fertilizantes nitrogenados € o uso de microrganismos que realizam a fixacado
biolégica deste (CARMO et al., 2020).

As bactérias fixadoras de nitrogénio podem fixar nitrogénio atmosférico e o
disponibilizar para as plantas, reduzindo assim o uso de fertilizantes nitrogenados
(REIS et al.,, 2020). Dentre essas bactérias destacam-se as do género Azospirillum,
grupo que vem tendo seu efeito no desenvolvimento e produgcéo da cultura do milho
estudado ja alguns anos (HUNGRIA et al., 2010; ANDRADE et al., 2019). Azospirillum
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representa o género mais bem caracterizado de rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas e sua utilizacao esta relacionada com o aumento de assimilagcédo
de nitrogénio e na atividade de enzimas fotossintéticas nas plantas por ela colonizadas
(CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016). Ainda segundo os autores a inoculacio do milho com
Azospirillum brasilense, provoca aumento na matéria seca de raizes, aumentando o
desenvolvimento da planta.

Além de Azospirillum brasilense, outro grupo de bactérias que vem tendo sua
aplicacdo na cultura de milho avaliada é o género Bacillus (PAIVA et al., 2020). A
associacdo microrganismos deste grupo com as plantas de milho acarretam diversas
vantagens, pois estes produzem antibidticos, fitohorménios e enzimas, proporcionando
a promocdo do crescimento das plantas e o controle biolégico de fitopatdgenos
(BUCHELT et al., 2019).

Assim, estudos que visem avaliar a interagdo de bactérias fixadoras de nitrogénio
e diferentes cultivares de milho em diferentes regides produtoras brasileiras se fazem
necessarios, a fim de otimizar o processo produtivo atenuando a dependéncia aos
fertilizantes nitrogenados e auxiliando na sustentabilidade. Desta forma, objetivou-se
avaliar a inoculacdo de plantas de milho do hibrido FS512PW com Azospirillum
brasilense e Bacillus subtilis via foliar.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no municipio de Doutor Camargo, regido noroeste do
estado do Parana (latitude de 23°33'13"S, longitude de 52°13'58"0, altitude de 381
metros). O solo da area experimental foi classificado como um Latossolo Vermelho
eutrofico com textura argilosa (SANTOS et al., 2018).

O clima da regido é caracterizado como subtropical, tendo média anual de 22°C;
e semi-umido, com média de 1.590 mm anuais de chuva, as temperaturas mais baixas
sdo entre os meses de maio a julho, enquanto as temperaturas mais altas sédo entre
novembro a marco (NITSCHE et al., 2019).

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com 5
tratamentos e 4 repeticbes, totalizando 20 parcelas. Cada parcela foi constituida por 6
linhas de 10 metros com espacamento entre linhas de 0,45 metros, ou seja, 27 m?
sendo a colheita realizada somente nas linhas centrais totalizando 8,1 m2. Os
tratamentos foram: T1- adubacdo na base; T2 — Adubacdo na base + aplicacdo de
Bacillus subtilis via foliar; T3 — Adubacdo na base + aplicacdo de Azospirillum
brasilense via foliar; T4 — Adubac&o de base + aplicacdo de Azospirillum brasilense e
Bacillus subtilis via foliar e T5 — Adubac&o de base com + 50 kg.ha™ de N em cobertura.

A semeadura foi realizada com semeadora de arrasto no sistema plantio direto,
com uma densidade de 2,7 sementes por metro linear e populagcdo de 60000 plantas
por hectare, sendo utilizado o hibrido FS512PW. A adubacéo de base empregada em
todos os tratamentos foi realizada com o formulado 10-15-15 na dose de 250kg.ha™.

As aplicagcbes de nitrogénio em cobertura e a inoculacdo via foliar com
Azospirillum brasilense e Bacillus subtilis foram realizadas quando as plantas
apresentaram entre quatro (V-4) e seis (V-6) folhas com bainhas formadas,
aproximadamente entre 40 a 60 cm de altura. Utilizou-se inoculante liquido a base de
Azospirillum brasilense (1x101* UFC/L) na dose de 300 ml.ha™ e inoculante liquido a
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base de Bacillus subtilis (550 g/L) na dose de 300 ml.ha”, de acordo com a
recomendacdo técnica dos fabricantes. As aplicacbes foram realizadas com
pulverizador costal manual na area total das parcelas de acordo com os tratamentos. Ja
o T5, consistiu na adubacdo em cobertura com uréia, de forma manual em area total de
acordo com a dose estabelecida no referido tratamento.

A colheita foi realizada manualmente no estadio R6, no qual todos os grdos da
espiga ja tinham alcancado o0 maximo peso seco e vigor e as espigas foram debulhadas
com uma trilhadeira acoplada a tomada de poténcia do trator. As variaveis analisadas
foram:

- Altura de plantas (AP): foi feito a medicdo com uma trena milimétrica o
comprimento da planta, desde a superficie do solo até a extremidade do pendao (em
metros);

- Produtividade de grados (P): para avaliacdo da produtividade em cada
tratamento, foram colhidas duas linhas centrais de cada parcela; as espigas foram
debulhadas com o auxilio de uma trilhadeira. Apés a colheita de cada parcela o milho
foi pesado e mensurado sua umidade, peso de mil graos (PMS), sendo os dados
expressos em kg.ha.

- Retorno econémico (R): Para andlise financeira considerou-se o custo da
adubag&do em cobertura e da inoculagéo, o valor da saca de milho de 60 kg no mercado
nacional cotado no dia 21/10/2020 em 73,00, a produtividade da area e a lucratividade
obtida em moeda monetaria nacional (R$). Sendo 233,00 reais por hectare o custo da
ureia utilizada na adubacédo de base e cobertura, 84,00 para a aplicacdo de Azospirillum
brasilense, R$30,00 para a aplicacdo de Bacillus subtilis e R$114,00 para aplicacdo das
duas bactérias em conjunto.

Com base nos resultados de producéo por tratamento e nos valores do custo de
producéo realizou-se o calculo do retorno econémico (R) de acordo com a Equacéo 1
adaptada de Donato e Bonato (2013).

R = ((Ptrat — Ptest) X M) - C (1)

Em que:

Ptrat = produtividade de cada tratamento com aplicacdo de inoculante ou adubo
em cobertura, sc.ha?;

Ptest = produtividade da testemunha sem cobertura, sc.ha™;

M = preco da saca do milho; e

C = custo de cada tratamento.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste F, nivel de 5% de probabilidade.
Quando significativo as médias foram comparadas pelo Teste Scott-Knott, também ao
nivel de 5% de probabilidade. As analises de variancia foram realizadas com o auxilio
do programa estatistico SISVAR ®.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Dentre os parametros avaliados a altura média de plantas apresentou diferenca
significativa, sendo que os tratamentos ficaram distribuidos em trés grupos, plantas com
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maior altura ocorreram no tratamento com aplicacdo de Bacillus subtilis (T2) de forma
isolada e com menor altura no tratamento que recebeu 50kg.ha* de N em cobertura
(T5). Os demais tratamentos apresentaram valores intermediarios (Tabela 1).

Este aumento significativo da altura de plantas possivelmente esta relacionado
a diferentes atividades realizadas por Bacillus subtilis, como a solubilizacdo de
nutrientes, a producédo de fitohorménios e metabdlitos de acdo fungicida e bactericida
(HASHEM et al.,, 2019). E ainda, outros efeitos benéficos para a cultura estdo
associados a sintese de &cido indolacético (AlA), solubilizacdo de fosforo, zinco e
producao de sideréforos por estes organismos (MUMTAZ et al., 2017).

Corroborando estes resultados, Ferreira et al. (2018) também verificaram
incrementos na altura e na tolerancia a salinidade em plantas de milho derivados da
inoculacdo de Bacillus subtilis e Lima et al. (2011) observaram que Bacillus subtilis
potencializou o efeito do fertilizante nitrogenado na cultura do milho. Ressalta-se que
nesta pesquisa a inoculagao foi realizada via foliar, e da mesma forma observou-se
beneficios no crescimento das plantas de milho.

TABELA 1. Valores médios de altura, produtividade (PROD) e peso de mil gréos (PMG)
de milho submetidos a adubacgédo com diferentes fontes de nitrogénio.

TRATAMENTO? ALTURA PROD PMG
(cm) (kg.ha™) )

T1 2.64ab 8880b 385a

T2 2 79a 9720a 382a

T3 2.64ab 9000b 373a

T4 2 61ab 8700b 377a

T5 2.54b 8880b 379a

Tratamentos: T1_250kg.ha® do formulado 10-15-15; T2-250kg.ha® do formulado 10-15-15 + Bacillus
subtilis via foliar; T3-250kg.ha* do formulado 10-15-15+ Azospirillum brasilense via foliar; T4-250kg.ha™
do formulado 10-15-15 + Azospirillum brasilense + Bacillus subtilis via foliar; T5-250kg.ha® do formulado
10-15-15 + 50kg.ha* de N em cobertura.

Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem estaticamente pelo teste Tukey (p< 0,05).

Quanto a produtividade verificou-se também que a inoculacdo com Bacillus
subtilis propiciou um aumento significativo na produtividade da cultura em relacdo aos
demais tratamentos, com aumento de 1020 kg em relacdo ao tratamento com pior
desempenho (T4) e 0,840 kg para a testemunha (T1). Destaca-se que o0s demais
tratamentos ndo diferiram da testemunha, inclusive o tratamento que recebeu aplicacédo
foliar de Bacillus em conjunto com Azospirillum.

Alguns autores alegam que o uso do género Azospirillum ndo garante que
serdo obtidos efeitos significativos no crescimento, producéo e rendimento da cultura do
milho (PANDOLFO et al.,, 2014; VASCONCELOS et al., 2016). O que tem sido
priorizado é a utilizacdo destes organismos para aumentar a eficiéncia diazotroéfica,
otimizar o uso dos fertilizantes nitrogenados e promover melhor aproveitamento dos
nutrientes do solo.

Considerando que a rizobactéria Azospirillum brasilense, em funcdo de
estabelecer uma relacdo apenas associativa com o milho, dificilmente disponibilizara ao
mesmo a quantidade de nitrogénio necessaria para atender a demanda da planta por
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este elemento, recomenda-se que o microrganismo ndo seja aplicado isoladamente,
mas sim combinado com o fertilizante nitrogenado em cobertura (HUNGRIA et al.,
2010).

Kappes et al. (2017) e Santini et al. (2018) também néo verificaram respostas
para crescimento e acumulo de nitrogénio em plantas de milho em funcdo da
inoculacéo via foliar desta bactéria. Provavelmente porque estas sdo mais eficientes em
colonizar o sistema radicular do que a parte aérea das plantas, a inducdo de efeitos a
partir de outra estrutura vegetal pode representar gastos energéticos para seu
estabelecimento o que contribui para minimizar a producdo de respostas de
crescimento para as plantas (CASSAN; DIAZ-ZORITA, 2016)

Porém, ao realizar a analise do retorno econdmico de cada um dos tratamentos
em relacdo a testemunha (T1) (Tabela 2), observou-se que a aplicagédo via foliar das
espécies bacterianas Bacillus subtilis ou Azospirillum brasilense contribuiram
significativamente para o aumento do retorno econémico da atividade para o produtor.
Principalmente, a inoculagdo com Bacillus subtilis de forma isolada (T2), que
proporcionou um aumento de lucratividade para o produtor em 11,17%, considerando o
custo de aplicacdo de 30,00 reais por hectare, e resultou em um retorno econémico por
hectare para o produtor de R$992,00 reais a mais do que a testemunha.

TABELA 2. Retorno econbmico da cultura de milho submetida a diferentes fontes de
nitrogénio em cobertura.

Tratamentos’ Custo Produtividade
aplicacdo.ha™ (sacas.ha™) Retorno Econbémico
(R$) (R$)

T1 - 148 -

T2 30,00 162 992,00
T3 84,00 150 62,00
T4 30 + 84,00 145 -333,00
T5 233,00 148 -233,00

Tratamentos: T1 _250kg.ha* do formulado 10-15-15; T2 — 250kg.ha* do formulado 10-15-15 + Bacillus
subtilis via foliar; T3— 250kg.ha* do formulado 10-15-15+ Azospirillum brasilense via foliar; T4 - 250kg.ha’
1 do formulado 10-15-15 + Azospirillum brasilense + Bacillus subtilis via foliar; T5 - 250kg.ha® do
formulado 10-15-15 + 50kg.ha™ de N em cobertura.

%Preco da saca de milho -R$73,00

A aplicagcdo de Azospirillum brasilense embora tenha proporcionado um
aumento na lucratividade da cultura, este aumento ndo foi tdo expressivo quanto ao uso
de Bacillus subtilis, acarretando lucro de R$62,00 reais a mais que a testemunha.
Dartora et al. (2013), avaliando o desenvolvimento do milho frente & inoculacdo com
Azospirillum brasilense, encontrou um incremento de 922 kg.ha™ quando comparado
com a testemunha, possibilitando um ganho de 15 sacas a mais por ha cultivado
sugerindo a aplicabilidade da inoculagéo para o cultivo do milho, o que ndo ocorreu nas
condicbes deste experimento.

Porém, observou-se que quando as duas bactérias testadas foram aplicadas
em conjunto ndo ocorreu aumento tanto na altura das plantas quanto na producdo da
cultura, pelo contrario, causou uma reducédo da produtividade e uma diminui¢cao no lucro
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do produtor em R$333,00 reais quando comparado com a testemunha. Este fato pode
estar relacionado a uma possivel competicdo entre as duas espécies de bactérias por
exsudatos liberados pela planta, o que pode ter acarretado menor populacdo destes
organismos benéficos sobre a folha e consequentemente menor acéo sobre as plantas
de milho.

Bactérias antagbnicas como o Bacillus subtilis, de modo geral, agem
significativamente por antibiose e, ocasionalmente, por parasitismo e competicdo
(HASHEM et al., 2019). Mediante a producdo de substancias toxicas devido a acao de
competicdo e antibiose, estas bactérias podem ter produzido substancias que
prejudicaram o desenvolvimento de Azospirillum brasilense, inviabilizando assim a
aplicacdo em conjunto dos dois organismos.

Em relacdo a aplicacdo da ureia na forma de adubacdo de cobertura, seu
retorno econémico proporcionado nao justificou o custo de aplicacdo, de modo que foi
obtido a mesma producéo da testemunha que so foi realizada a adubacédo de base e
houve uma queda no retorno econdmico em R$233,00 reais por hectare. Embora este
trabalho ndo tenha encontrado incrementos produtivos mediante a aplicacdo de uréia,
outros autores encontraram aumento na produtividade de milho mediante adubagé&o
nitrogenada mineral com doses variando de 80 a 100 kg.ha™ de N em cobertura
(ARAUJO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2009).

CONCLUSAO

A aplicacao de nitrogénio via foliar de Azospirillum brasilense e Bacillus subtilis
€ uma alternativa rentavel ao produtor, pois tais produtos proporcionaram um aumento
na rentabilidade da cultura quando empregados isoladamente.

A inoculacgéo via foliar em conjunto de Azospirillum brasilense e Bacillus subtilis
nao acarretou beneficios as plantas nas condicdes deste experimento.

Entre os microrganismos avaliados destacou-se o uso de Bacillus subtilis que
proporcionou um aumento na lucratividade do produtor em R$992,00 reais por hectare
em relagcédo a testemunha, apresentando-se como uma forma rentavel de producédo ao
produtor rural.

A aplicacdo de Bacillus via foliar é sustentdvel ao meio ambiente,
proporcionando um sistema de produgdo no qual explora a relagdo entre plantas e
organismos benéficos e reduz a necessidade da adubagéo quimica.
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