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RESUMO

O milho segunda safra apresenta potencial para semeadura em consoércio com
forrageiras do género Urochloa spp. e Megathyrsus spp., as quais podem modificar a
populacdo microbiana da rizosfera e afetar a dinamica do nitrogénio (N) no sistema
de producdo. Esse manejo melhora as condi¢cdes nutricionais do sistema, e a
disponibilidade de N através da ciclagem do nutriente pelos residuos, podendo ocorrer
reducdo nas perdas de NOz3 por lixiviagdo e de éxido nitroso (N20). A ciclagem de N
favorece a nutricdo do milho (Zea mays L.), no entanto as quantidades de N fertilizante
absorvida por essa cultura em consorcio com forrageiras ainda necessitam ser
esclarecidas. Estudos que explorem melhor o potencial agronémico de forrageiras
com o milho, e soja semeada em sucessdo sao de extrema importancia. Para
confirmar a hipétese de que as forrageiras apresentam capacidade de melhorar a
ciclagem do N, atuando na diminui¢cdo das perdas, foram conduzidos estudos entre
0s anos de 2018 e 2021 em Botucatu, com os objetivos de (1) avaliar a influéncia das
forrageiras no numero de cépias dos principais genes relacionados ao ciclo do N e na
emissao de N20 na soja (Capitulo 1), (2) verificar se o consoércio milho — forrageira
interfere na recuperacéo de N fertilizante aplicado na safra e o destino do °N na
soja em sucessao (Capitulo 2), e (3) avaliar se o consércio mitiga as emissdes de N20
e qual a influéncia nas perdas de NHs (Capitulo 3). Para atingir os objetivos propostos
foram realizados os seguintes experimentos de campo. Estudo 1; em janeiro de 2018
foi realizada a semeadura das forrageiras Megathyrsus maximus (Tanzania) e
Urochloa ruziziensis (Ruziziensis comum) que foram conduzidas durante sete meses,
0 experimento contou também com um manejo sem forrageira. Em sequéncia ocorreu
a semeadura da soja referente a safra 18-19. Para avaliacdo da abundancia de genes
foi realizada a amostragem de solo em setembro, outubro de 2018 e janeiro de 2019
e durante o ciclo da soja 18-19 foi realizada a amostragem da emissdo de N20.
Estudos 2 e 3; apos a retirada da soja 18-19, em fevereiro de 2019 foi realizada a
semeadura do milho segunda safra consorciado com as forrageiras e solteiro. A partir
desta safra o experimento teve subparcelas referentes as doses de 120 kg ha? de N
e o controle sem N. O manejo com milho segunda safra e soja verao foi realizado por
dois anos agricola, safras 19-20 e 20-21. No estudo 2 foram avaliados o destino do
>N no sistema solo-planta nas safras de milho e soja, com coletas de plantas e solos.

Para o estudo 3 foram realizadas amostragens da emissdo de gases de efeito estufa



e NHs durante o ciclo das culturas e na entressafra, com maior intensidade apods a
semeadura e adubacéo de cobertura com N no milho. A abundéancia de genes AOA
prevaleceu sobre a AOB, e a soja cultivada sobre essas forrageiras emitiram mais
N20. Quando absorvido pelo milho o N fertilizante apresentou como principal destino
0s gréos, no entanto, o solo ainda é o maior reservatério de °N fertilizante nas safras
de soja. Maiores perdas de N20 ocorreram no inicio do experimento em decorréncia
da movimentacdo do solo na semeadura, e ao longo do experimento houve
predominancia de absorcédo de CH4. Os sistemas com forrageiras ndo diminuiram o
numero de copias de AOB ou AOA, no entanto, essas apresentam boa capacidade de
absorcao do N, armazenando este na sua parte aérea, possibilitando maior absorcao
pela soja cultivada em sucesséo. O CH4 ndo € menos absorvido com milho fertilizado
e soja em rotacao, enquanto a principal via de perda gasosa de N é por volatilizacédo

de NHs no manejo com e sem forrageira.

Palavras—chave: ciclo do N; sistemas de rotagao; nitrificacéo; N20O; N fertilizante.



ABSTRACT

Maize (Zea mays L.) second crop has potential for sowing in intercropping with forages
of the genus Urochloa spp. and Megathyrsus spp., which can modify the microbial
population of the rhizosphere and affect the dynamics of nitrogen (N) in the production
system. This management improves the nutritional conditions of the system, and the
availability of N through the cycling of the nutrient by the residues, and there may be a
reduction in the losses of NOs by leaching and nitrous oxide (N20). The N cycling
favors the nutrition of maize, however the amount of N fertilizer absorbed by this crop
in intercropping with forage still need to be clarified. Studies that better explore the
agronomic potential of forages with maize and soybeans sown in succession are
extremely important. To confirm the hypothesis that forages have the ability to improve
N cycling, acting to reduce losses, studies were conducted between 2018 and 2021 in
Botucatu, with the objectives of (1) evaluate the influence of forages on the number of
copies of the main genes related to the N cycle and N20 emission in soybean (Chapter
1), (2) to verify if the maize - forage intercrop interferes in the recovery of N fertilizer
applied in the crop and the fate of 1°N in soybean in succession (Chapter 2), and (3)
assess whether the consortium mitigates N2O emissions and what influence it has on
NHs losses (Chapter 3). To achieve the proposed objectives, the following field
experiments were carried out. Study 1; in January 2018, the sowing of the forages
Megathyrsus maximus (Guinea grass) and Urochloa ruziziensis (Ruzigrass - common)
was carried out, which were conducted for seven months, the experiment also had a
management without forage. In sequence, the sowing of soybeans for the 18-19
harvest took place. To evaluate gene abundance, soil collection was carried out in
September, October 2018 and January 2019 and during the soybean cycle 18-19,
sampling of N2O emission was carried out. Studies 2 and 3; After the removal of
soybean 18-19, in February 2019, second crop maize was sowed intercropped with
forages and single. From this season, the experiment started to have subplots referring
to doses of 120 kg ha! of N and the control without N. The management with second
crop maize and summer soybean was carried out for two crop years, 19-20 and 20-21.
In study 2, the fate of ®N in the soil-plant system in maize and soybean crops was
evaluated, with plant and soil collections. For study 3, greenhouse gas and NH3
emissions were collected during the crop cycle and in the off-season, with greater

intensity after sowing and topdressing with N in maize. The abundance of AOA genes



prevailed over AOB and soybeans cultivated on these forages emitted more N:2O.
When absorbed by maize, the °N fertilizer presented grains as its main destination,
however the soil is still the largest reservoir of °N fertilizer in soybean crops. Higher
N20 losses occurred at the beginning of the experiment, and throughout the
experiment there was a predominance of CH4 absorption. The system with forages did
not reduce the number of copies of AOB or AOA, however these have a good capacity
for N absorption, storing it in their shoots, allowing a greater absorption by the soybean
cultivated afterwards. CHa is no less absorbed with fertilized maize and soybeans in
rotation, while the main route of gaseous N loss is by volatilization of NH3s in species

managed with and without forage.

Keywords: N cycle; rotation systems; nitrification; N2O; °N fertilizer.
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INTRODUCAO GERAL

O nitrogénio (N) pode ingressar no sistema solo-planta por fertilizantes, fixagao
biolégica ou deposicdes atmosféricas, e pode sair do agroecossistema via lixiviagcao
de nitrato (N-NOs’), emissdo de oxido nitroso (N-N20), volatilizacdo de amonia (N-
NH3), eroséo e remocgao pelas culturas.

A principal fonte de N para as plantas é a matéria organica do solo (MOS), atravées
da sua mineralizacdo (EPSTEIN et al.,, 1972). A direcdo dos processos de
imobilizacdo—mineralizacdo é dependente do conteido de N no material vegetal,
relacdo C/N, quantidade de N no sistema, temperatura, aeracdo, umidade e pH do
solo (ROSOLEM; PACE; CRUSCIOL, 2004). O processo de mineralizacdo se da
inicialmente pela oxidacdo do N organico a NHs por microrganismos amonificadores.
A NHs é entdo transformada em amoénio (N-NH4*) pela reagdo com um proton de
hidrogénio. A nitrificacdo, € um processo dependente da amonificacdo ou de alguma
fonte que fornega NH4*. Em meio aerdbico, ocorre a oxidacdo do NH4* a nitrito (N-
NO2) por bactérias do género Nitrosomonas. O NO2 é rapidamente oxidado por
bactérias do género Nitrobacter e Nitrospira, obtendo-se assim o NOs. Por ser um
cation, o NHs4* pode ser adsorvido aos sitios de troca catidnica, aumentando assim
seu tempo de residéncia no solo em comparacdo ao NOgz", um anion livre que pode
ser deslocado mais facilmente (ROSOLEM; FOLONI; OLIVEIRA, 2003).

A ocorréncia de micrositios anaerébios podem resultar na utilizacdo do NO3 como
fonte aceptora de elétrons por bactérias anaerdbias facultativas. Este anion € entao
reduzido a forma volatil, como oxido nitroso (N-N20) e perdido para a atmosfera
(SUBBARAO et al., 2013). Além das saidas por lixiviacdo e emissao de gases por
desnitrificacéo, a volatilizacdo de NHs oriundo de fertilizantes nitrogenados e durante
a senescéncia dos vegetais também € de importancia econémica e ambiental no ciclo
do N (CANTARELLA, 2007). Todas as vias de perdas acima descritas implicam em
menor eficiéncia de uso do N pelas culturas.

Dentre as entradas de N no sistema, a fixacao biolégica do N2 atmosférico € um
importante processo de converséo do N reativo a NHs, ocorrendo por microrganismos
em associacao simbiotica com as plantas, como também bactérias de vida livre n&o-
simbiontes (VITTI; HEIRINCHS, 2007). O N pode entrar também na forma de oxidos
depositado ao solo pela acdo de chuvas, como também pode haver contribuicdo por

descargas elétricas e deposicdo de poeira. Para a soja [Glycine max (L) Merrill], o N
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€ 0 nutriente mais requerido, principalmente devido ao elevado teor de proteina nos
gréos, que pode chegar a 40 g kg! de N (TRZECIAK, 2012). Para suprir a elevada
demanda a principal fonte de N para a soja é a fixacdo biolégica de nitrogénio,
realizada por bactérias do género Bradyrhizobium, chegando a fornecer até 200 kg
ha' de N (UNKOVICH et al., 2008). A inoculacédo de sementes de soja com bactérias
diazotroficas € um exemplo classico de sucesso para a agricultura brasileira, pois a
aplicacédo de fertilizante nitrogenado é dispensada, visto que a FBN supre a demanda
do nutriente para a cultura (FAGERIA, 2014).

Contudo, o N proveniente da adubacéo realizada na safra antecessora pode
complementar necessidade caso ocorra, principalmente na fase reprodutiva
considerada o periodo de elevada demanda por N (AMADO; SCHLEINDWEIN;
FIORIN, 2010; CAMARA, 2014). A adubacdo com N em milho (Zea mays L.) segunda
safra pode proporcionar aumentos de produtividade na safra de soja cultivada em
sucessao (CAIONI et al., 2017), pois o N fertilizante residual que permanece no
sistema apos o cultivo de milho pode chegar a 50% do fertilizante aplicado (ROCHA
et al., 2019).

Assim como para a soja, o0 N € o nutriente exigido em maior quantidade para o
milho, em solos com baixa disponibilidade de N a adubacéo é indispensavel para se
obter altas produtividades, pois o aumento da produtividade do milho esta diretamente
relacionado a aplicacdo de N fertilizante (FANCELLI; DOURADO NETO, 2000). O
milho pode ser semeado em sucessdo ou consorcio com forrageiras do género
Urochloa, utilizadas em sistemas de integracdo lavoura pecuéria (ILP). A ILP é um
sistema de producédo que possibilita alternar anos ou periodos de culturas graniferas,
ou fibrosa com atividade pecuaria (MACEDO, 2009). Os beneficios da ILP incluem a
recuperacdo de pastagens degradadas, melhorias nos atributos quimicos, fisicos e
bioldgicos do solo, (MACEDO, 2009; KLUTHCOUSKI; STONE, 2003) com intuito de
recuperar e manter a producdo de pastagem e gréos (BALBINO; BARCELLOS;
STONE, 2011). Esse sistema de producdao torna possivel e promissor o cultivo de soja
em areas que estavam sendo ocupadas com pastagem ou cultivadas com forrageiras
em consoércio com milho.

As forrageiras apresentam sistema radicular vigoroso, capaz de explorar
profundamente o solo, diminuindo perdas de N e favorecendo a ciclagem e
aproveitamento do fertilizante aplicado em safras anteriores, melhorando a eficiéncia
de uso do adubo (ROSOLEM et al., 2018). Como desvantagem, a palha das
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forrageiras, assim como os residuos de raizes, podem resultar em imobilizacédo
microbiana do N mineral do solo, devido a alta relacdo C/N de seus residuos vegetais
(PERIN et al., 2004; ROSOLEM et al., 2012). Silgram e Shepherd (1999) postularam
que os residuos vegetais devem possuir ao menos 15 g kg de N para atender as
necessidades dos microrganismos decompositores sem estes precisarem recorrer ao
N mineral do solo. Os sistemas de producdo com cultivo consorciado de milho e
forrageira apresentam poucos relatos de reducédo na produtividade de graos do milho
devido a competicdo pelo N fertilizante exercida pela forrageira (KLUTHICOUSKI,;
AIDAR, 2003; BROCH; CECCON, 2007; CECCON et al., 2013).

Algumas espécies de manejo do género Urochloa (sin. Brachiaria) inibem a
atividade de Nitrosomonas (ISHIKAWA et al., 2003; SUBBARAO et al., 2006), e a
liberacdo de compostos no solo por forrageiras desse género pode afetar a biomassa
microbiana do solo (ULEHLOVA; KUNC; VANCURA 1988). A supressao da conversao
do NH4* a NO3s™ por compostos de plantas é usualmente denominada inibi¢cao biologica
da nitrificacdo (SUBBARAO et al., 2009; SUBBARAO et al.,, 2012). A inibicdo da
nitrificacéo tem sido descrita como medida oportuna para aumentar a eficiéncia de uso
do N pelas culturas e também reduzir a poluicdo ambiental causada pela fertilizacéo.
Preservacdo do N mineral do solo na forma de NH4* pode favorecer a absor¢cdo de N
pelo milho, e aumentar a eficiéncia de uso do nutriente e a produtividade da cultura
(MORETA et al.,, 2020). Em adicdo, o bloqueio da nitrificacdo pelo cultivo de
forrageiras pode ser Util na mitigacdo de perdas de N por N20, pois o0 NOsz™ esta
diretamente relacionado a ambos os processos (CAMERON; MOIR, 2013).

Diante do exposto, para confirmar a hipétese de que as forrageiras melhoram a
ciclagem do N no sistema, atuando na diminui¢céo das perdas em relagédo a um sistema
sem forrageira, foram conduzidos estudos com 0s objetivos de verificar (i) a influéncia
na comunidade microbiana relacionada ao ciclo do N no solo, (ii) a absorcéo de **N
fertilizante pelo milho e o destino do *N na soja, (iii) e a emissdo de gases do efeito

estufa com as perdas de NHs em cada ano agricola.
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CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de forrageira consorciada com culturas graniferas em rotacdo com
leguminosa possibilita maior tempo de uso da terra. Saber qual dose adequada de N
e a espécie de manejo a se utilizar em consércio com o milho é de grande importancia
para se obter sucesso no rendimento de graos em ambas safras. Esses sistemas se
mostram sustentéveis, pois a forrageira apresenta alta aptiddo para absorcéo de N,
além da capacidade de explorar camadas profundas do solo, e as leguminosas
desempenham papel no fornecimento de N, elevando o teor de N mineral do solo.
Outro ponto de grande relevancia pelas forrageiras é a possibilidade de imobilizar este
nutriente na parte aérea, podendo este ser liberado gradualmente durante a préxima
safra. Por essas caracteristicas esse sistema de manejo é classificado como de
grande importancia mundial, pois busca a reducao sustentavel da fome. Com isso se
torna essencial estudar sistemas eficazes na producao de alimentos, buscando elevar
a eficiéncia de uso deste nutriente e reduzir perdas, visto que o N é o nutriente mais
importe para ambas culturas.

Mesmo quando cultivadas por um periodo de sete meses as forrageiras néo
diminuiram a emissdo de N20 na safra seguinte, no entanto, menor taxa de
nitrificacdo, mesmo com aumento na abundancia de genes AOB. Quando cultivada
em consércio com milho segunda safra também né&o foi observado diminuicdo nas
perdas de N20, no entanto, as emissfes de N20 nesse sistema de manejo utilizado
em clima tropical apresentam baixa taxa de perdas, enquanto a principal via de perdas
de N foi através da volatilizacdo de NHs. Afirmamos também que o manejo de soja em
sucessao ao milho fertilizado com N n&o diminuiu a absor¢édo de CHa pelo sistema. O
5N apresenta o solo como principal destino, no entanto, sistemas de manejo com
forrageiras diminuem o N presente no solo na safra de milho, mas essa nao possibilita
reduzir possiveis perdas em relacdo a um manejo sem forrageira. A quantidade de
15N absorvido pela soja é baixa, mas ocorre maior aproveitamento do nutriente pela
cultura quando semeada sobre a palha das forrageiras em anos de baixas absor¢cbes

no milho.
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