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RESUMO

O elevado custo e impacto ambiental que a utilizacdo da adubagdo mineral pode
causar em sistemas agricolas tem incentivado a busca por alternativas mais sustentaveis de
produg¢do. Uma dessas alternativas ¢ a inoculacdo com microrganismos promotores do
crescimento de plantas (MPCP) como fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e bactérias
promotoras do crescimento de plantas (BPCP). Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar,
em casa de vegetacao e a campo, como a aplicacao de inoculantes a base de BPCP e FMA atua
sobre o crescimento, aspectos relacionados a atividade fotossintética, estado nutricional e
rendimento de graos da cultura do milho. Previamente foi realizado um teste de compatibilidade
das BPCP (Azospirllium brasilense- AbV5/AbV6 e Bacillus spp- 3153, 20S3, 4P3 e 1S3) para
o estabelecimento dos tratamentos de coinoculacdo. Foram conduzidos dois ensaios
empregando solo com historico de cultivo agricola, sendo o primeiro realizado em casa de
vegetacdo (ENSAIO I) em delineamento inteiramente casualizado com seis repetigdes € o
segundo em condigdes de campo (ENSAIO II) em delineamento em blocos casualizados com
seis repeticdes. Em ambos os ensaios formam avaliados os seguintes tratamentos: 1)
AbVS5/AbV6 (AZO) + 50% Nitrogénio; 2) 31S3 (B1) + 50%N; 3) 20S3 (B2) + 50%N; 4)
AZO+B1 + 50%N; 5) AZO+B2 + 50% N; 6) Rizophagus intraradices Rootella BR (RI-com)
+ 50% N; 7) R. intraradices (RI-UFSC) + 50%N. Em todos os tratamentos de inoculagao
simples e de coinoculacdo foi realizada a aplicacdo de N correspondente a 50% da adubagao
nitrogenada recomendada em cobertura (50% N). Além destes tratamentos formam avaliados
trés tratamentos ndo inoculados: 8) 0% N, 9) 50% N e 10) 100% N, cuja dose corresponde a
reducdo na adubacdo de cobertura. No ENSAIO I, aos 45 dias apds a emergéncia (D.A.E)
formam avaliados os parametros: altura, didmetro do colmo e aspectos relacionados a atividade
fotossintética, e aos 90 dias, massa seca da parte aérea (MSPA) massa seca da raiz (MSR) e a
concentragdo e acumulo de N e fosforo P. No ENSAIO II aos 60 (D.A.E) determinou-se o teor
de N e P e aos 120 D.A.E. Coletaram-se dados para avaliacdo da produtividade. No ENSAIO I
o crescimento, o estado nutricional das plantas e atividade fotossintética ndo formam
influenciados pelos tratamentos de inoculagao. No ENSAIO II a coinoculagdo com AZO+B2
proporcionou incrementos médios de 37% no teor de N em relagdo ao controle (0% N) e em
24% no incremento de P em relagdo a (AZO) e 23% em relagao a (B2). A inoculagdo do FMA
RI-UFSC aumentou o rendimento médio de graos em 26% em relag@o ao controle (0% N), Os
resultados demonstram que bactérias associativas A.brasilense e Bacillus spp, podem ser
compativeis para o uso em consércios microbianos. Adicionalmente o RI-UFSC possui a
capacidade de incrementar o rendimento de graos do milho.

Palavras-chave: Bactérias promotoras do crescimento de plantas. Fungos micorrizicos
arbusculares. Produgdo agricola. Zea mays.



ABSTRACT

. The high cost and environmental impact that the use of mineral fertilization can cause in
agricultural systems has encouraged the search for more sustainable alternatives for production.
One of these alternatives is the inoculation with plant growth promoting microorganisms
(PGPM) as arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and plant growth promoting bacteria (PGPB).
Thus, the objective of the work was to evaluate, in the greenhouse and in the field, how the
application of inoculants based on BPCP and AMF acts on the growth, aspects related to
photosynthetic activity, nutritional state and grain yield of corn culture. Previously, a
compatibility test of PGPB (Azospirllium brasilense- AbVS5/AbV6 and Bacillus sp- 3153, 20S3,
4P3 and 1S3) was carried out to establish the coinoculation treatments. Two trials were
conducted using soil with a history of agricultural cultivation, the first conducted in a
greenhouse (TEST I) in a completely randomized design with six repetitions and the second
under field conditions (TEST II) in a randomized block design with six repetitions. In both trials
the following treatments were evaluated: 1) AbV5/AbV6 (AZO) + 50% Nitrogen; 2) 31S3 (B1)
+50% N; 3) 20S3 (B2) +50% N; 4) AZO+B1 + 50% N; 5) AZO+B2 + 50% N; 6) Rhizophagus
intraradices Rootella BR (RI-com) + 50% N; 7) R. intraradices (RI-UFSC) + 50% N. In all
treatments of simple inoculation and coinoculation, N was applied corresponding to 50% of the
recommended nitrogen fertilization in cover (50% N). Besides these treatments, three non-
inoculated treatments were evaluated: 8) 0% N, 9) 50% N, and 10) 100% N, whose dose
corresponds to a reduction in the cover application. In Trial I, at 45 days after emergence
(D.A.E.) the following parameters were evaluated: height, diameter of the stem and aspects
related to photosynthetic activity, and at 90 days, aboveground dry mass (ADM), root dry mass
(RDM) and the concentration and accumulation of N and phosphorus P. In Trial II at 60
(D.A.E.) the content of N and P were determined and at 120 D.A.E. data were collected to
evaluate the productivity. In TEST I growth, nutritional state of the plants and photosynthetic
activity were not influenced by inoculation treatments. In TEST II, co-inoculation with
AZO+B2 provided average increments of 37% in N content compared to control (0% N) and
24% in P increment compared to (AZO) and 23% compared to (B2). Inoculation of the RI-
UFSC AMF increased average grain yield by 26% over the control (0% N), The results
demonstrate that associative bacteria A.brasilense and Bacillus spp, can be compatible for use
in microbial consortia. Additionally RI-UFSC has the ability to increase corn grain yield.

Key words: Plant growth promoting bacteria. Arbuscular mycorrhizal fungi. Crop production.
Zea mays.
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1 INTRODUCAO

A cultura do milho (Zea mays L.) apresenta importancia no cendrio mundial, devido
multiplos propdsitos de uso, servindo desde fonte de alimento para humanos e animais, até
matéria-prima para diversos produtos industrializados (OKUMURA; MARIANO; ZACCHEO,
2011). Estados Unidos, China e Brasil s3o os maiores produtores mundiais do milho. No Brasil
este cereal ¢ considerado um dos mais importantes produtos da agricultura com uma produgao
de 113 milhdes de toneladas de graos na safra de 2021/2022 (CONAB, 2023). A alimentagao
animal ¢ o principal fim de utilizagdo do cereal, sendo que a mesma representa cerca de 70 a
90% da produgdo nacional (CONAB, 2021).

Para que a demanda de consumo da cultura seja atendida, o sistema de produgdo
depende do reabastecimento das reservas de nutrientes que sdo removidas para a manutencao
ou mesmo incremento da produtividade. Atualmente, esse abastecimento ¢ efetuado por meio
da adicao de fertilizantes quimicos. Dentre os fertilizantes quimicos, os nitrogenados e
fosfatados destacam-se pelo seu uso intensivo. No entanto, estes fertilizantes apresentam uma
baixa eficiéncia de aproveitamento pelas plantas, resultando em altas taxas de aplicagdo com
consequente degradacdo do meio ambiente.

Diante do exposto, hd& uma demanda por sistemas agricolas que preconizam a
sustentabilidade e agregagao de valor aos seus produtos. Entre as alternativas para atender esta
demanda destaca-se a utilizagdo de produtos bioldgicos. A adogdo destes insumos viabiliza a
substituicdo parcial de fertilizantes quimicos minerais, impactando diretamente na reversao do
custo de producdo. Dentre os insumos bioldgicos destaca-se o uso de microrganismos
promotores do crescimento de plantas (MPCP).

Dentro do grupo de MPCP, bactérias dos géneros Azospirillum e Bacillus promovem
o crescimento das plantas por meio da fixa¢do de nitrogénio (N), solubilizacdo de fosfatos,
aumento na aquisicao de ferro, além da produgao de fitohormonios, como o 4cido indol-acetico
(AIA) (ANGULO et al., 2014) e os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) principalmente
pelo aumento na absorcao de 4gua e fosforo (P) (SHITH; READ, 2008). Eles tém sido utilizados
como inoculantes de sementes na cultura do milho, trigo, arroz e pastagens. Estes
microrganismos apresentam um metabolismo versatil, além de serem bem adaptados no

competitivo ambiente da rizosfera. A inoculacio MPCP tem demonstrado auxiliar no
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crescimento de culturas agricolas, influenciando positivamente o incremento no rendimento de
grios e na redugdo do uso de fertilizantes minerais (MALUSA, 2016).

Com a forte difusdo dos beneficios da inoculagdo individual com Azospirillum e
Bacillus em culturas agricolas como o milho, estudos tém sido estimulados visando uso de
inoculantes a base de mais de um microrganismo (coinoculacdo). Essa estratégia tem o
potencial de aumentar os beneficios para a cultura agricola de interesse. Por exemplo, ha uma
adocgdo crescente da coinoculagdo de Azospirillum e Bradyrhizobium por produtores de soja no
Brasil nos ultimos anos. Os resultados desta inoculagao tém resultado em maior nodulagao da
soja, rendimento e teor de N nos graos (SILVA et al., 2019; BARBOSA et al., 2021). Outro
exemplo de sucesso no Brasil ¢ o uso de inoculantes comerciais a base de duas estirpes de
Azospirillum brasilense (AbvS e AbV6), bem como a base de duas estirpes de Bacillus (B.
subtilis e B. megaterium) que sao recomendados para gramineas economicamente importantes,
como o milho (DE SOUZA et al., 2021).

Além da aplicagao das bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP), os
FMA sdo capazes de promover o crescimento vegetal e tem aplicacio em inoculantes
comerciais para a cultura do milho. Estudos com Rhizophagus intraradices mostram efeitos da
inoculagao dessa espécie no crescimento de plantas de soja, trigo e milho ( ARDAKANTI et al.,
2011,GUO et al., 2014 SPAGNOLETTI e LAVADO, 2015; STOFFEL, 2020), favorecendo,
de uma forma geral, a nutrigdo e o crescimento de plantas por diferentes mecanismos.

Considerando que a resposta da inoculagdo depende das caracteristicas genéticas do
microrganismo e da planta simbionte. Dessa forma é necessario a condugao de estudos de novos
isolados dos géneros Azospirillum e Bacillus obtidos de diferentes condi¢des ambientais, como
forma de explorar a diversidade genética e potencial tecnoldgico dos MPCP. Adicionalmente,
acompanhar o efeito da aplicacao desses insumos bioldgicos também ¢ importante, com fins de
elucidar os efeitos desses microrganismos e apresentar novas alternativas para a agricultura.

Assim, este estudo teve como objetivo verificar a compatibilidade de estipes de
bactérias associativas do género A.brasilense ¢ Bacillus spp e avaliar os efeitos da inoculagao
com microrganismos promotores do crescimento de plantas em varidveis nutricionais, nas
caracteristicas relacionadas a atividade fotossintética e parametros produtivos da cultura do

milho.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 CULTURA DO MILHO E DEMANDA DE FERTILIZANTES

O milho (Zea mays L.) pertence a familia das Gramineas, sendo o seu centro de origem
a América Central, hd 10 mil anos atras (YU et al., 2006). Apresenta adaptacao a diferentes
condi¢des agroclimaticas, permitindo que seja cultivado em 160 paises. A cultura do milho
apresenta exigéncias edafoclimaticas durante o seu ciclo de desenvolvimento, como faixa de
temperatura ideal do solo entre 15 ¢ 30 °C e 600 mm de agua em todo o seu ciclo (SANGOI;
SILVA E ARGENTA, 2010).

Em termos fisioldgicos, o milho ¢ uma espécie anual, mondica, pertencente ao grupo
das plantas C4, com alta taxa fotossintética liquida e alta afinidade de CO2. Apresenta um
padrdo geral de desenvolvimento para todos os genoétipos, cada planta desenvolve de 20-21
folhas totais, floresce cerca de 65 dias apds a emergéncia e atinge sua maturidade fisioldgica
cerca de 125 dias apds a emergéncia (RITCHIE et al., 2003; MARAG e SUMAN, 2018;). Os
grios sio compostos por 75% de amido, 9,5% de proteinas, 9% de fibra e 4% de 6leo (PAES,
200). Por estas caracteristicas o cereal apresenta importancia econdmica e com alta producgdo
mundial.

O milho ¢ considerado um dos trés cereais mais produzidos no mundo, sendo que os
Estados Unidos, China e Brasil, produziram 64% de 1,11 bilhdes de toneladas na safra 2019/20.
Dentro do cendrio mundial de produgao, o Brasil destaca-se como o terceiro produtor mundial
com producao na safra 2021/22 de 113 milhdes de toneladas, em uma area cultivada de 22.036
mil hectares (CONAB, 2023). Os principais estados produtores do cereal sdo os estados de
Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Parana e Santa Catarina, somando 57% da produgao nacional.
Somente a regido Sul do Brasil nos ultimos quatro anos produziu aproximadamente 10,5
milhoes de toneladas. No estado de Santa Catarina as microrregides de Joagaba, Curitibanos,
Canoinhas e Xanxeré, alcan¢aram produtividade média superior a 10 t ha'(EPAGRI, CEPEA.
2021).

No Brasil, a maior parte da producdo deste grao (70 a 85 %) ¢ destinada para a

fabricagao de racao animal e cerca de 15% sao utilizadas como matéria-prima para alimentagao
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humana, além da aplicacdo na industria téxtil, quimica e producio de biocombustiveis (PAES,
2006; RANUM et al., 2014). Para a manutengdo ou incremento da produtividade, ¢ necessario
realizar o fornecimento constante de nutrientes, que sdo removidos a cada ciclo do sistema solo-
planta. Dentro da producdo agricola, esse fornecimento ¢ efetuado por meio da adi¢do de
fertilizantes, principalmente minerais, dentre estes destacam-se os fertilizantes nitrogenados e
fosfatados (MOTES, 2010). Estima-se que na safra de 2021/2022 foram utilizados
mundialmente, aproximadamente, 200 milhdes de toneladas de fertilizantes, sendo 111 milhdes

de toneladas de fertilizantes nitrogenados (IFA, 2020).

1.1.1 Importancia e demanda de nitrogénio e fosforo para a cultura do milho
1.1.1.1 Nitrogénio

O nitrogénio ¢ considerado um elemento quimico essencial para o desenvolvimento
vegetal, pois € constituinte de moléculas que desempenham fung¢des no metabolismo das
plantas. E um elemento integrante de todos os aminoacidos, fazendo, consequentemente, parte
da constituicdo de proteinas (80 a 85% do N total), bem como de enzimas, fitocromos,
coenzimas, acidos nucléicos, clorofila e fitohormonio (ANDRADE et al., 2003; TAIZ e
ZEIGER, 2004; FOSS, 2006; BISSANI et al.,2008). Sua atuagdo direta no desenvolvimento
vegetal faz que seja um dos nutrientes mais requeridos no sistema solo-planta.

Para culturas de interesse agricola como o milho, estima-se que sdo extraidos 100 kg
N ha! para produzir 5,8 ton ha™! de grios. No que se refere a exportagdo do nutriente, cerca de
70 a 77 % sao transcoladas para os graos (COELHO e FRANCA, 1995). Em virtude da alta
extracdo o sistema solo-planta necessita de reposi¢do constante deste nutriente para suprir a
demanda das plantas. Com a expansdo da agricultura e com a revolugdo verde na década de
1970, a utilizagao de fertilizantes minerais nitrogenados ¢ a via mais utilizada para fornecer este
elemento e alcancar maiores produtividades. Essa reposi¢ao dentro do sistema agricola da
cultura do milho ¢ realizada por meio da aplicacdo de fertilizantes nitrogenados compostos

predominantemente de NH4, NOs e ureia (GRANT et al., 2012).
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No entanto, a adubagdo nitrogenada possui limitagdes econdmicas € ambientais
relacionadas ao alto custo de produgdo devida a dependéncia externa de muitos paises para o
abastecimento destes fertilizantes. Como por exemplo o Brasil que importa mais de 70 % de
fertilizantes nitrogenados. Assim como a baixa eficiéncia de uso de fertilizantes nitrogenados
pelas plantas, essa baixa eficiéncia de absor¢cao dos compostos nitrogenados resulta na absor¢ao
de apenas 50 %. A baixa eficiéncia de absor¢do pelas plantas pode estar relacionada com os
processos de perdas que o N pode sofrer no ambiente por meio da volatilizagdo amoniacal (N-
NH3) imobilizacdo, mobilizagdo, nitrificacdo, desnitrificacdo e mineralizacdo (REETZ, H. F
2017). Essas perdas impactam diretamente na polui¢do ambiental, tornando os solos agricolas
principais fontes de emissao de N,O para atmosfera. Além do impacto econdmico uma vez que
as aplicacdes de fontes de nitrogénio representam 40 % do custo total de producao da cultura

do milho (SIGNOR, CERRI, CONANT, 2013).

1.1.1.2 Fosforo

O fosforo (P) ¢ considerado um elemento essencial para o desenvolvimento vegetal,
assim como o N e o K, e esta envolvido na maioria dos processos bioquimicos. O P apresenta
papel importante na produgdo de energia (ATP), para o funcionamento das células, sendo
assimilado pelas plantas como ions de fosfatos, sendo incorporados diretamente em compostos
organicos nas plantas. A exigéncia de P em culturas agricolas como o milho ¢ inferior quando
comparado com N e K, mas normalmente as doses recomendadas sdo altas, em funcdo da sua
baixa eficiéncia (20 a 30%) de aproveitamento desse nutriente pela cultura (BASTOS et al.,
2008). Isso ¢ consequéncia da alta capacidade de adsorcao do P aos constituintes do solo, o que
reduz a sua disponibilidade (CORREA et al., 2008).

Dentre os fatores que podem afetar a disponibilidade desse nutriente para as plantas,
destaca-se a acidez do solo. Em solos 4cidos, o P liga-se fortemente as particulas de argila, e
em pH basico, este elemento liga-se a moléculas de Ca. Além do pH do solo, a préopria
caracteristica quimica do P também influencia na baixa disponibilidade desse elemento, uma
vez que o P inorganico presente nos solos tem baixa solubilidade em agua e forte interagdo com

particulas de argila (KLEIN e AGNE, 2012). Essas particulas de argila possuem 6xidos de ferro
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e aluminio com carga positiva, que se ligam ao P com consequente reducao na disponibilidade
na solucdo do solo para as plantas, (MACHADO e SOUZA, 2012). A baixa absor¢ao de P
também pode ser consequéncia da resist€ncia mecanica do solo compactado, pois a
compactacdo dificulta a penetracdo das raizes no solo, e como o P movimenta-se por difusao
no solo, as raizes ndo conseguem intercepta-lo (NOVAIS e SMYTH, 1999)

Devido a esses fendmenos, frequentes aplicacdes de fertilizantes a base de P em solos
agricolas sdo realizadas. A principal matéria-prima da industria utilizada na produ¢do de
fertilizantes fosfatados ¢ a rocha fosfatica. Trés paises sdo responsaveis por 73% da extracao
desse material, a China, Estados Unidos e Marrocos. Neste cenario, o Brasil ¢ responsavel por
apenas 3% do total explorado mundialmente (BRASIL, 2016). Devido a baixa produ¢do dos
fertilizantes minerais fosfatados, o Brasil depende da importacao para suprir a demanda interna
desses fertilizantes. Neste contexto, assim como ¢ destacado anteriormente para os fertilizantes
nitrogenados € necessario reavaliar a utilizacdo dos fertilizantes fosfatados nos sistemas de
produgdo agricola, buscando minimizar os impactos negativos ao meio ambiente e a
dependéncia externa (HIREL et al., 2001).

Uma alternativa eficiente para reduzir a utilizagdo de fertilizantes quimicos ¢ a
utilizacdo de fontes bioldgicas. Uma fonte bioldgica de destaque nos ultimos anos sdo os
inoculantes formulados a partir de microrganismos benéficos associativos e mutualisticos como
as bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP) e fungos micorrizicos arbuculares
(FMA). Esses microrganismos sao capazes de colonizar a rizosfera ou o interior das plantas,
podendo-se manter ou até mesmo aumentar a produtividade de culturas agricolas,

apresentando-se como uma pratica sustentavel nos sistemas produtivos.

1.2 BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS (BPCP)

Bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP) sdao um grupo heterogéneo de
bactérias benéficas de vida livre. Apresentam alta afinidade de ocupacdo do ambiente
rizosférico (zona de interse¢do solo e planta) e endofitico (tecidos vegetais internos)

(ZAMIOUDUS et al., 2013). A interacdo entre BPCP e as plantas decorrem inicialmente da
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liberacao de substancia pelas raizes que atraem as BPCP para a rizosfera. Posteriormente, estas
podem colonizar e se estabelecerem somente nas raizes e/ou os tecidos internos da planta e,
desse modo, influenciam o crescimento vegetal via mecanismos diretos ou indiretos
(BABALOLA, 2010; CARDOSO et al., 2011).

Os mecanismos diretos consistem na capacidade das BPCP atuarem nos processos
fisiologicos das plantas, como biofertilizantes e estimulantes, incluindo a capacidade de
solubilizacdo de fosfatos, producdo de fitohormonios, producao de sideroforos e regulagdo nos
niveis de etileno por meio da produgdo da enzima acido 1-aminocliclopropano-1-carboxilico
deaminase (ACC deaminase). Os mecanismos indiretos incluem a capacidade de biocontrole,
pela produgao de antibidticos, producdo de enzimas com potencial de inibi¢ao, remogao de
substancias toxicas e competicdo por nutrientes com fitopatogenos (BHATTACHARYYA e
JHA, 2012).

A influéncia das BPCP em favorecer promover o desenvolvimento e o crescimento
vegetal pode ocorrer por meio das combinagdes dos mecanismos diretos e indiretos. Estes
microrganismos podem ser apresentar efeitos adicionais aos fertilizantes quimicos aplicados,
com consequentes beneficios para o rendimento das culturas (HAYAT et al., 2010). Na
literatura, diversos géneros de BPCP sdo descritos com potenciais inoculantes, destacando-se
Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus,
Herbaspirillum, Klebsiella, (MONTEIRO et al., 2010). BPCP dos géneros Azospirillum e
Bacillus vém se tornando objeto de estudo, devido a sua capacidade de promocao do
crescimento. Formulacdes comerciais, a base destes géneros vem sendo empregados
estimulando adogdo em novas estratégias para o desenvolvimento de uma agricultura mais

sustentavel e menos dependente de fertilizantes quimicos (ICHIWAKI, 2012).

1.3 BACTERIAS DO GENERO AZOSPIRILLUM

As bactérias do género Azospirillum sao alfa-Proteobactérias, Gram-negativas e de vida
livre, caracterizadas pelo formato de bastonetes, uniflageladas, com movimento fibréide
caracteristico e padrdao flagelar misto (HALL e KRIEG, 1984). Estas sdo conhecidas como

rizobactérias promotoras de crescimento vegetal, sendo isoladas da rizosfera de gramineas e
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cereais em varias regides do mundo, em clima tropical e temperado (STEENHOUDT e
VANDERLEYDEN,2000). Entretanto, possuem a capacidade de infectar e colonizar o interior
das plantas, sendo também consideradas como bactérias endofiticas facultativas.

A interacdo entre raizes e as bactérias do género Azospirillum influenciam positivamente
o desenvolvimento das plantas, sendo que esse efeito pode ser atribuido aos mecanismos de
promocgado de crescimento, o que inclui fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN), sintese de
fitohormonios (FUKAMI et al., 2017), solubilizagdo de fosfatos (TURAN et al., 2012) e
inducdo de tolerancia a estresse abiodticos e bioticos (SANTOS et al., 2019). Azospirillum ¢
capaz de fixar biologicamente o nitrogénio, transformando o nitrogénio atmosférico (N2) em
uma forma assimilavel as plantas o NH4 (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Além da FBN, o
género tem demonstrado potencial de modulagdo dos niveis de hormdnios vegetais como as
auxinas. Estudos demonstram que producdo bacteriana de substincias reguladoras do
crescimento, desempenham papel central na regulagdo do desenvolvimento vegetal,
determinando a arquitetura das plantas, promovendo maior crescimento radicular, formagao de
raizes laterais e aumento no numero de pelos radiculares (STEENHOUNT;
VANDERLEYDEN, 2000; SANTI et al., 2013).

O mecanismo de FBN realizado pelas bactérias do género Azospirillum, foi de suma
importancia para a selecdo de espécies eficientes pertencentes a este género, sendo atualmente
a espécie A.brasilense, a mais estudada, e uma das pioneiras na formulagdo inoculantes
comerciais para gramineas no mundo. No Brasil, pesquisadores da Embrapa Soja (HUNGRIA,
2011) comprovaram que estirpes de A.brasilense apresentaram capacidade na promog¢ao de
crescimento, incremento na produtividade do milho em até 30 % em relacdo ao controle ndo
inoculada. Com o resultado desses estudos algumas estirpes como AbVS5 e AbV6 tém sido
utilizadas na formulagdo de inoculantes para a cultura do milho. Essas estirpes também
demonstram eficiéncia agrondmica o para trigo. Estes efeitos tém sido atribuidos a sintese de
fitohormonios, que beneficiam, o crescimento radicular, com consequente, aumento na
absor¢ao de agua e nutrientes (HUNGRIA et al., 2010). Esses mecanismos refletem
positivamente no aumento da produtividade e na reducao do uso de fertilizantes nitrogenados
para essas culturas. A aplicag¢do destas estirpes possibilita o rendimento de grao de milho até
8.000 kg ha! com aplicacdo de apenas 50% da dose recomendada de fertilizacdo nitrogenada

em cobertura (HUNGRIA, 2010).
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No contexto econdmico, a associagao entre as estirpes de Azospirillum e a cultura do
milho, apresenta fatores que favorecem a sua utilizacao na agricultura brasileira. Dentre esses
fatores destaca-se a redugdo da aplicacdo de fertilizantes minerais. Considerando a area de
cultivo de milho 18,88 milhdes de hectares (safra 2019/2020) (CONAB, 2020) a uma redugao
de 25% do uso de fertilizantes nitrogenados, com uma estimativa de prego de U$ 1,00 por kg
de N, proporcionaria a economia de US$ 440 milhdes por ano (SANTOS; NOGUEIRA;
HUNGRIA, 2020).

No entanto, bactéria do o género Azospirillum apresentam suscetibilidade as condigdes
climaticas, estresse hidrico, salinidade, sistemas de manejo do solo, o que pode reduzir a
interacao planta -bactéria e a presenca de células viaveis aderidas as sementes quando realizada
a inoculacdo. Dessa forma, o uso de inoculantes contendo BPCP produtoras de enddsporos
como as do género Bacillus spp, apresentam-se como uma alternativa promissora. Isto se deve
ao fato de esta estrutura conferir maior sobrevivéncia no ambiente, permitindo adaptagdes as
condigdes de estresse abioticos como temperatura, pH, ou exposicao a metais pesados, além de
apresentar vida util prolongada quando armazenadas em formulagdes comerciais (BAHADIR

et al., 2018).

1.4 BACTERIAS DO GENERO BACILLUS

O género Bacillus ¢ composto por mais de 60 espécies pertencentes a familia
Bacillaceae, sao Gram-positivas, formadoras de endosporos, quimioheterotréficos, moveis
rodeados de flagelos, podendo ser anaerdbias ou aerdbias facultativas. As células bacterianas
deste género apresentam um tamanho que varia 0,5 a 2,5um x 1,2-10um, sendo isoladas
comumente no solo e nas plantas (MANDIC-MULEC et al., 2015; VERBAENDERT & DE
VOS, 2011). O género vem ganhando destaque como BPCP, em razdo das caracteristicas
multifuncionais dos seus mecanismos de agdao, como a solubilizacao de fosfatos, a produgdo de
AlA, sideroforos, fixadoras de N atmosférico e capacidade de biocontrole de patdgenos de
plantas (WAHYUDI et al., 2011; BAHADIR et al., 2018)

A multifuncionalidade do género pode promover efeitos no desenvolvimento de culturas

agricolas, como o milho. Estirpes do género Bacillus, quando inoculados no milho, mostraram
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efeitos significativos na altura, acimulo de massa seca, teor de clorofila e teor de nitrogénio
(LOBO, 2018). De acordo com Balbinot (2018), plantas inoculadas com isolados de Bacillus
na auséncia de N apresentaram altura média semelhante as plantas ndo inoculadas e com a
aplicacdo de 50% e 100 % da recomendag¢do de adubagdo nitrogenada

Além dessas caracteristicas, esse género ¢ considerado um dos mais estaveis no
ambiente, apresentando maior resposta adaptativa pela sua capacidade de formacao de
endosporos, produgdo de enzimas e antibidticos, que permitem a adaptagdo as condigdes
abioticas extremas (JOUNG e CONTE, 2002). Estirpes bacterianas deste género tém sido
isoladas da rizosfera de plantas crescidas em ambientes degradados, contaminados com metais
pesados, e com baixa disponibilidade de agua e apresentam efeitos positivos na promocgao do
crescimento vegetal (GHYSELINCK et al., 2013; PINTER et al., 2017; TIWARI et al., 2019).

Estudos do grupo de pesquisa de Microrganismos e Processos Biotecnologicos
(LAMPB) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) verificaram que bactérias do
género Bacillus isoladas de ambientes degradados foram capazes de produzir substancias
reguladoras do crescimento vegetal como AIA, ACC-desaminasse, ¢ a capacidade de
solubilizacdo de fosfatos e produgao de sideroforos. Também promoveram o crescimento ¢
sobrevivéncia de mudas da espécie arborea Mimosa scabrella cultivadas em solo proveniente
de 4rea de mineracdo de carvdo em processo inicial de recuperagdo. (SILVA, 2020). A
combina¢do dos mecanismos de acdo e a capacidade de sobreviver em condigdes adversas,
sugerem que as estirpes género Bacillus sdo candidatas promissoras para a formulagdo de
inoculantes, para aplicagdo na agricultura. Assim como sua utilizacdo em consorcios
microbianos, com estirpes de outros géneros de BPCP como as Azospirrilum, afim de

potencializar os beneficios individuais de cada estirpe.

1.5CO-INOCULACAO DE ESTIRPES DE BPCP

O uso combinado de diferentes estirpes com comprovada eficiéncia para o crescimento
vegetal, pode acarretar em um efeito sinérgicos, com consequente aumento dos benéficos
quando aplicados isoladamente (ADESEMOYE et al., 2008). Segundo Béarbaro et al. (2008), a

técnica de coinocula¢do ou inoculacdo mista consiste na utilizacdo de combinagoes de
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diferentes microrganismos, que produzem efeitos sinérgicos multiplos, com vantagens
competitivas, superando os resultados produtivos quando usados na forma isolada. No entanto,
certos cuidados devem ser tomados na selecdo de estirpes para a formulagdo de inoculantes
mistos. A compatibilidade entre os microrganismos que constituem uma formulagdo ¢ crucial,
a fim de alcangar maior amplitude da resposta esperada pela aplicagdo do inoculante
(GOTTLIEB, 1973; DROZDOWICZ, 1997).

A técnica alternativa de coinoculagdo de BPCP em leguminosas ¢ sugerida para
potencializar a nodulagdo, aumentar o crescimento de plantas e favorecer o processo de FBN.
De acordo com Araujo e Hungria (1999) a coinoculacdo de Bacillus subtilis e Bradyrhizobium
japonicum na cultura da soja, promoveu aumento na nodulacdo e produtividade de graos.
Resultados semelhantes foram observados por Costa (2014) quando coinocularam as estirpes
CB-6 (Enterobacter sp) e UFLA 214 (Azospirillum brasilense) com BR 29 (B.elkanii), com
que relatam o aumento do nimero e a matéria seca de nodulos. Estudos verificaram que
associacao entre Bradyrhizobium japonicum e A.brasilense (estirpes AbV5 e AbV6), aplicados
no sulco ou no tratamento de sementes, resultou no aumento do numero total de nédulos e no
peso de mil graos, 16 e 14% respectivamente, em comparagdo com o tratamento controle sem
inoculacdo e com adubacao nitrogenada. Isto reflete a capacidade destas bactérias em promover
maior desenvolvimento da cultura da soja, e no rendimento de graos (HUNGRIA; NOGUEIRA;
ARAUJO, 2013; BRACCINI et al., 2016).

Neste, a coinoculacdo com dois ou mais microrganismos pode ser uma alternativa para
atender a demanda mundial de producdo de alimentos e potencializar aos beneficios da FBN
em gramineas. Estudos tém demonstrado que a coinoculacdo com (A. amazonense, A.
lipoferum, Herbaspirillum seropedicae) aumenta concentragao de N nas plantas e nos graos de
milho, quando comparadas com as médias dos tratamentos sem inoculacdo (DARTORA et al,
2013). Segundo Ribeiro et al., (2022), a coinoculagdo de estirpes de Azospirillum spp + Bacillus
spp, promoveu alteracdes na morfologia radicular de cultura do milho, apresentando aumento
no comprimento da raiz, na superficie radicular e aumento na solubiliza¢ao de fosfato de ferro
e de calcio. Os mesmos autores verificam que, independentemente da fonte de adubagado
fosfatadas, a coinoculacdo promoveu aumento de 32% no peso seco de raiz 17 % na biomassa

quando comparado aos tratamentos controles.
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Outro exemplo de sucesso de coinoculacao no Brasil € o uso de inoculantes comerciais
com duas linhagens de A.brasilense (AbV5 e AbV6) que ¢ aplicado em gramineas
economicamente importantes como o milho e em coinoculagdo de leguminosas. No entanto, ha
informagdes limitadas sobre a coinoculagdo com outras estirpes de BPCP indicando a
necessidade de realizar estudos com finalidade de avaliar a compatibilidade de outras estirpes
de BPCP, como por exemplo as do género de Bacillus spp e da espécie A. brasilense em outras
culturas de interesse agrondmico, como o milho. Adicionalmente ¢ necessario avaliar os efeitos
da coinoculagdo nas caracteristicas fisioldgicas, nutricionais e produtivas da cultura, para
subsidiar o desenvolvimento de novas estratégias de formulacdes de inoculantes, visando uma
producdo agricola sustentavel. (HUNGRIA, 2011; HUNGRIA et al., 2013 RIBEIRO, 2018.
BARBOSA et al, 2021).

1.6 FUNGOS MICORR{ZICOS ARBUSCULARES

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) pertencem ao Filo Glomeromycota,
apresentam micé¢lio cenocitico (asseptados) e colonizam as raizes de plantas de quase todos os
géneros das Gimnospermas e Angiospermas, estabelecendo simbiose com mais de 80% das
familias de plantas (SMITH & READ, 2008). Sao fungos biotréficos obrigatorios de
reproducao assexual, estabelecendo uma simbiose mutualistica com os seus hospedeiros, que
dependem de outros organismos simbidticos compativeis para sua sobrevivéncia e reprodugao
(SCHUBLER et al., 2001).

Os FMA saos considerados cosmopolitas e sua ocorréncia tem sido registrada, desde as
regides articas até os tropicos, colonizando raizes de plantas nativas e cultivadas (Siqueira et
al., 2002). Segundo Allen (1992), esses fungos tém importancia econdomica, pois colonizam
espécies das principais de culturas agricolas, nas mais diversas regides temperadas e tropicais.
Esses fungos tém por caracteristica colonizar as células do cortex nos espagos inter e
intracelulares, formando estruturas denominadas arbusculos. Essas estruturas sao formadas por
hifas altamente ramificadas que permitem a troca de nutrientes e metabolitos entre os
simbiontes. Durante o processo de estabelecimento dos FMA ocorre uma intensa diferenciagdo

celular coordenada pelos parceiros (fungo e planta) (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Os
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imesmos autores destacam que a relagdo € obrigatoria para o fungo, enquanto para os seus
hospedeiros ¢ facultativa, e seu desenvolvimento ¢ independente da presenga ou ndo do fungo.

O estabelecimento da associacdo micorrizica ocorre por meio de propagulos de FMA
presentes no solo (esporos, hifas e fragmentos de raizes micorrizadas). A penetragao das hifas
no tecido cortical € realizada por meio de estruturas denominadas “apressorios”, cuja infeccao
atinge o cortex primario das raizes laterais finas. Nos espagos intracelulares da regido cortical
as hifas incham formando as “vesiculas”, 6rgdos de armazenamento de substancias nutritivas.
Quando as hifas se ramificam intracelularmente ocorre a formagao de arbusculos, por meio dos
quais ocorre a transferéncia de nutrientes do fungo para a planta e vice e versa. (HAYMAN,
1978).

Nesta relacao mutualistica ha o estabelecimento da troca de nutrientes entre simbiontes,
em que o FMA transfere moléculas de 4agua, sais minerais e ions para a planta simbiontes,
enquanto a planta fornece fotossintatos para o fungo (SMITH & READ, 2008). Dentro deste
contexto, a associagao micorrizica proporciona um aumento na absor¢do de agua e nutrientes,
por meio da sua rede de hifas que se estendem para regides mais afastadas do sistema radicular.
Neste caso ha o favorecimento da aquisi¢do de nutrientes pouco méveis no solo como € o caso
do P, beneficiando a absor¢do de 4gua e nutrientes, principalmente o P (JALONEN et al., 2013).
Adicionalmente o estabelecimento desta interacdo possibilita a estimulacdo da atividade
metabolicas de outros microrganismos presentes na rizosfera (RILLIG et al., 2004).

Estudos destacam que os FMA promovem beneficios como incremento no crescimento,
resisténcia a fitopatdgenos, na tolerancia a estresse hidricos e salinos e acimulo de nutrientes.
Considerando a importdncia da associagdo micorrizica para ciclagem de nutrientes no
ecossistema terrestre, estudos tém sido realizados a fim de compreender os beneficios desta
relagdo para a produgdo vegetal de culturas de interesse agronomico.

Pesquisas relatam que a inoculagdo com FMA com FMA incrementa biomassa aérea e
radicular, favorece o acumulo de nutrientes como N, P, K, Ca e Mg em culturas como a
braquiaria, sorgo, soja € milho (MIRANDA, 2008). De acordo com Campos et al., (2010) a
inoculagdo de FMA nativos, proporcionou aumento na matéria seca do milho. O
comportamento semelhante foi observado em estudo realizados por Stoffel et al., (2020) em
que inoculagdo de plantas de milho com produto comercial Rhizophagus intraradices,

proporcionou aumento de 48% na biomassa total independente da dose de P aplicada.
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Adicionalmente constatou-se que a inoculagdo deste produto comercial proporcionou
incrementos de 32% a 54 % no rendimento de grios de milho em ensaios a campo com
diferentes caracteristicas edafoclimaticas (STOFFEL et al., 2020).

No mercado estdo disponiveis inoculantes a base de FMA, recomendados para as mais
variadas culturas agricolas (soja, tomate, lentilha, entre outras) (MYKE ® PRO PRODUCTS,
2022). Merece destaque espécie Rhizophagus intraradices, presente em muitos produtos
comerciais de forma pura ou em mistura. No Brasil até o0 momento existem sete inoculantes a
base de FMA comercializados e com registro junto Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). Dentre estes o primeiro inoculante com registro no MAPA consiste
no produto comercialmente chamado de Rootella BR e Rootella BR Ultra, tendo como base
propagulos da espécie de FMA R. intraradices (STOFFEL et al., 2020). Devido a expansao do
uso de produtos bioldgicos para o desenvolvimento sustentavel, sdo necessarios estudos para
introduzir, manter e viabilizar o uso de inoculantes em sistemas de produg¢do, visando garantir

maiores rendimentos para uma producao agricola mais sustentavel.

2 HIPOTESES

As estirpes de A.brasilense e Bacillus spp apresentam compatibilidade,
apresentando potencial para o uso na coinoculagao.

A inoculagdo de microrganismos promotores do crescimento de plantas tem
efeito sinérgico para o milho, resultando em melhorias nutricionais e de rendimento

da cultura

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
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Avaliar a compatibilidade entre estirpes de bactérias associativas do género A.brasilense
e Bacillus spp e os efeitos da inoculagdo com microrganismos promotores do crescimento de
plantas em variaveis nutricionais, nas caracteristicas relacionados a atividade fotossintética e

parametros produtivos da cultura do milho.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a compatibilidade entre as estirpes bacterianas do género A.brasilense e Bacillus
spp em condig¢des in vitro

Avaliar os efeitos da inoculagdo de MPCP sobre variaveis biométricas, caracteristicas
relacionadas a atividade fotossintética e absor¢do de nutrientes na cultura do milho em
condicdes de casa de vegetagao;

Verificar em condi¢des de campo o efeito da inoculagdo com MPCP sobre a absor¢ao

de nutrientes e produtividade da cultura.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Bactérias endofiticas e rizosféricas pertencentes ao género Bacillus, isoladas do solo e
folhas de Mimosa scabrella em estudo realizados por Silva (2020) foram empregadas no
presente estudo, sendo estas: 31S3, 20S3 e 1S3 (rizosféricas) e 4P3 (endofiticas). Duas estirpes
de A.brasilense (AbV5 e AbV6) foram também utilizadas, sendo esta cedidas gentilmente pelo
Laboratorio de Biologia Molecular e Ciéncia dos Alimentos do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia dos Alimentos da UFSC. Os FMA utilizados no presente estudo provem de um
produto comercial Rootella® a base de Rhizophagus intraradices (RI-Com) e da colegio de
FMA do Laboratorio de Microrganismos e Processos Biotecnologicos (LAMPB) da UFSC,

sendo este um indculo autdctone de area de mineracdo de carvao da regido carbonifera do estado
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de Santa Catariana (RI-UFSC). As principais caracteristicas dos MPCP utilizados no presente

estudo sdo apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1: Principais caracteristicas dos microrganismos promotores do crescimento

vegetal selecionados para os ensaios em casa de vegetacdo e a campo na promog¢ao do

crescimento vegetal da cultura do milho.

Estirpe Abreviaturas Espécie | ACCd* | AIA** | SP** Local de Autores
isolamento
Ab-V5/Ab-V6 AZO A.brasilense - + - Rizosfera de | Dobereiner
D. decumbens |  (1976)
3183 B1 Bacillus sp + + + Rizosfera de Silva
M.scabrella (2020)
20S3 B2 Bacillus sp - - + Rizosfera de Silva
M.scabrella (2020)
RI-Com Rizophagus nd nd nd Inoculante
intraradices .
Comercial a
R.intraradices base de FMA-
Rotella BR
RLUFSC Solo de areas
: degradad
nd nd nd eglr:i:l; as Stoffel et
mineragdo de al., (2016)
carvao

Fonte: Elaborada pela autora (2023)

Legenda: * Atividade da 1-Aminoclyoproano-1-Carboxlate Desaminasse; ** Acido indol-acético; *** Solubilizago

de fosfatos; (+) positivo; (-) negativo; (nd) ndo determinado

As estirpes de A.brasilense foram reativadas em placas de Petri contendo solido

Dextrose Yeast Glutamato -DYGS (composi¢do em g L "' : 2,0 g 4cido malico; 2,0 g de glicose;

1,5 g de peptona bacteriologica;

2,0 g extrato de levedura; 0,5 g de fosfato de potdssio

monobasico; 0,5 g sulfato de magnésio; 1,5 g de acido glutdmico e pH 6,8 a 25 °C) e meio

NFBHPN (MACHADO et al., 1991)- composi¢io em g L "' : 0,2 g de sulfato de magnésio; 0,1
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g de cloreto de sédio; 0,02 g de cloreto de célcio; 0,056 g de acido nitrilotriacetico; 0,02 g de
sulfato ferroso; 0,1 mg de biotina; 10 mL de solu¢ao de micronutrientes; 5 g de lactato, 20 mL
de cloreto de amodnia; 50 ml de mistura de fosfatos; 1 mL de estreptomicina; 1 mL de acido
nalidixico . As estirpes de Bacillus spp foram reativadas em meio Agar nutriente (composigao
em g L'': 1,0 g de extrato de carne; 1,0 g de extrato de levedura; 2,0 g de peptona; 5,0 g cloreto
de sodio;15 g agar, pH 6,8 a 25 ° C), Apds crescimento das colonias e confirmagdo da pureza
das culturas, os isolados foram utilizados para realizagdo dos estudo de compatibilidade e de

inocula¢do no milho.

4.2 TESTE DE COMPATIBILIDADE DE MICRORGANISMOS

A fim de selecionar combinag¢des microbianas compativeis para a coinoculacdo, as
quatro estirpes de Bacillus e as duas estirpes de A. brasilense foram submetidas ao teste de
antagonismo in vitro. Para tanto, foi utilizado o método de confrontagdo direta dos isolados
por meio de método de inibigdo simultanea Sanders (2012); Molina-Romero et al., (2017).
Foram confrontadas as seguintes estirpes: AbVS5 vs 31S3; AbVS5 vs 2023; AbVS5 vs 4P3; AbVS5
vs 1S3; AbV6 vs 20S3; Ab-V6 vs 31S3; AbV6 vs 4P3; AbV6 vs 1S3.

Todos os isolados foram crescidos em meio liquido DYGS, incubados a 25 °C por
quatro dias a 150 rpm. A confrontagdo dos isolados foi realizada por meio da adi¢ao de: 100
uL de uma cultura bacteriana a qual foi uniformemente espalhada em placa de Petri contendo
meio Agar Nutriente, seguida da adi¢do de 20 pL no centro da placo do isolado bacteriano a
ser confrontado. As placas foram incubadas em camara de crescimento 25°C, por até 48 horas,
sendo as analises realidades em duplicatas. O antagonismo entre a estirpes pode ser avaliado

pela formagdo de um halo ao redor da cepa produtora de compostos inibitorios.

4.3 ENSAIOS DE INOCULACAO

Posteriormente, foram conduzidos ensaios em condi¢des de casa de vegetacdo

(ENSAIO I) a fim de verificar a influéncia da inoculagdo dos MPCP selecionados nos
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parametros biométricos, nutricionais e teores de clorofila e carotenoides em plantas de milho.
Adicionalmente, foi conduzido um ensaio a campo no qual se avaliou o efeito da inoculacao

destes microrganismos nos parametros produtivos e nutricionais da cultura do milho (ENSAIO

).

4.3.1 ENSAIO I (Condi¢coes Controladas)

4.3.1.1 Local de implantagdo e condugdo experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetagio do LAMPB/UFSC no
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Universidade Federal de Santa
Catarina (MIP/CCB-UFSC). Para tanto foram utilizadas sementes do hibrido comercial
AGROESTE® AS1757PRO3 e solo ndo estéril proveniente de area agricola (27° 07° 56.73” S
51°43° 11.77°" O). O solo, classificado como Cambissolo Haplico Ta Eutrofico o qual foi
coletado na camada 0-20 cm e peneirado (4 mm) e acondicionado em vasos de 5 L. A
caracterizagcdo quimica do solo foi realizada pelo Laboratorio de Solos da Universidade do
Oeste de Santa Catarina (UNOESC), de acordo com as metodologias proposta pela
COMISSAO DE QUIMICA E FERTILIDADE DO SOLO- RS/SC (2004) ¢ é apresentada na
Tabela 1.

Tabela 1: Caracterizagdo quimica e teor de argila do solo utilizado para o crescimento

do milho (Zea mays) em condi¢des controladas.

P K MO pH  indice Ca Mg
mg dm’ % H,0° SmP’ cmol, dm’*
6,21 (baixo|) 109,53 (alto) 3,84 (Média) 5,62 5,96 6,84 1,79
H+Al CTC pH 7,0 % da saturacdo da CTC pH 7 Argila
cmolc dm-3 Base (V%) %
4,57 13,48 66,12 27,9 (classe 3)

Fonte: Elaborada pelo Autor deste trabalho (2023).
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Em cada vaso formam adicionadas trés sementes de milho hibridlo AGROESTE®
AS1757PRO3. Apos a emergéncia das plantulas realizou-se mantendo apenas uma planta por
vaso. Para composicao dos tratamentos forma utilizados os MPCP apresentados no item 4.1,
conforme segue: 1) AZO + 50%N; 2) B1 + 50%N; 3) B2 + 50%N; 4) AZO+B1 + 50%N; 5)
AZO+B2 + 50%N; 6) Rl-com + 50% N; 7) RI-UFSC + 50%N. Em todos os tratamentos de
inoculacdo simples e de coinoculagdo foi realizada a aplicacdo de N correspondente 50% da
adubacao nitrogenada recomendada em cobertura (50% N). Além destes tratamentos forma
avaliados trés tratamentos nao inoculados: 8) 0% N, 9) 50% N e 10) 100% N, cuja a dose
corresponde a reducao na adubagao de cobertura. Dessa forma o experimento foi composto por
10 tratamentos em delineamento inteiramente casualizado e seis repeti¢oes totalizando 60
unidades experimentais.

Os inoculantes bacterianos foram obtidos a partir do crescimento dos isolados
previamente em meio DYGS. Todos os isolados foram crescidos sob agitacdo constante (150
rpm) a 25°C, até uma densidade de aproximadamente 1x10° UFC mL!. As quantidades de
inoculantes aplicadas nos tratamentos de inoculagdo simples forma estimadas a modo de

fornecer 10® UFC semente !

, enquanto nos tratamentos de coinoculacdo aplicou-se esta
quantidade para cada um dos isolados. O inoculante Rhizophagus intraradices continha cerca
de 2.500 propagulos por grama de produto, enquanto o inoculante RI-UFSC continha 40
esporos por grama de solo-inoculo. As quantidades aplicadas dos inoculantes micorrizicos
formam definidas de modo de fornecer 25 e 20 propagulos por semente para RI-Com e RI-
UFSC respectivamente. Para os tratamentos controles realizou-se a aplicagdo de dgua destilada
esterilizada.

A adubacao do solo foi realizada de forma simular as condi¢des da cultura no campo.
Inicialmente foram adicionados 150 mL de solu¢do de Hoagland e Arnon (1995) com N para
suprir a necessidade de nutrientes no plantio. Os tratamentos com aplicagdo de fertilizantes
nitrogenados em cobertura receberam nitrato de amonio (34 % N) no estadio V3 da cultura. As
doses de N aplicadas foram de 60 kg N ha'e 30 kg N ha™! que corresponderam aplicagio a 0,
428 g (100 % N) e 0,214 g NHsNOs (50% N) vaso! da recomendagio total de fertilizante
nitrogenado respectivamente.

Estas quantidades foram estimadas considerando uma expectativa de produgdo de 8 ton

ha! (MANUAL DE CALAGEM E ADUBACAO PARA OS ESTADOS DO RIO GRANDE
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DO SUL E SANTA CATARINA, 2016). Os vasos foram irrigados periodicamente de modo a
manter a capacidade de campo. O ensaio foi conduzido por 90 dias e as coletas foram realizadas

aos 45 e 90 dias apos a emergéncia das plantas (D.A.E.)

4.3.1.2 Avaliacoes

4.3.1.2.1 Variaveis biométricas

Para determinagao da altura, as medidas foram realizadas desde a superficie do solo até
a insercao da ultima folha formada. A avaliacdo do diametro do colmo foi realizada paquimetro
digital 1,0 cm da base do caule. Ambas as avaliagcdes foram realizadas 45 dias D.A.E. Aos 90
D.A.E determinou-se a producdo de biomassas das plantas, em que amostras seca, raizes e parte
aérea, foram separadas e secas em estufa com circulagdo forcada a 65 © C até atingir peso

constante.

4.3.1.2.2 Teor de N e P foliar

Os teores foliares de N e P foram determinados conforme metodologias descritas em
Tedesco et al., (1995) a partir de amostras da parte derea do milho coletadas aos 90 D.A.E. Os
tecidos foliares foram submetidos a secagem e processados em moinho tipo Willey. A

determinag@o de N foi realizada pelo método semi-micro Kjeldahl e P por espectrofotometria.

4.3.1.2.3 Teor de clorofila e carotenoides

Para determinacdo do teor de clorofila e carotenoides empregou-se metodologia
proposta Lichtenthaler e Wellburn (1993) em foram coletados cinco discos foliares com 5 mm
de didmetro de cada amostra perfazendo 0,98 cm? de 4rea foliar. Cada amostra foi colocada em
um tubo de ensaio contendo 5 mL de dimetil suféxido (DMSO) e mantida em banho maria a
65 ° C, durante uma hora (LONDONO, D.M.M, 2016; SANTOS et al., 2008). ApOs esse

periodo o sobrenadante foi filtrado e realizou-se a leitura em espectrofotometro. A
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quantificagdo da densidade otica foi realizada a 649 nm (Clorofila A), 665 nm (Clorofila B) e
470 nm (Carotenoides). Para estimar estes componentes fotossintéticos forma empregadas as
formulas propostas por Lichtenthaler e Wellburn (1993), sendo os dados expressos em ug cm?:

Clorofila A =[12,19 x (as65) — 3,45 X (A 649) ;

Clorofila B =[21,99 x (As49) — 5,32 X (A 665) ];

Clorofila total = Clorofila A + Clorofila B;

Carotenoides= [1000 x (A470) — 2,14 x (Clorofila A) — 70,16 x (Clorofila B)]/220.

4.4 ENSAIO II

4.4.1 Local de implantacao e instalacdo do experimento

Para avaliagdo da eficiéncia agronomica e nutricional de MPCP, foi conduzido um
ensaio em uma area produtora da cultura, localizada no municipio de Jabora-SC (27°07°56.73”
S 51°43°11.77°°0O) no periodo de 14/11/2021 a 18/04/2022. O solo, classificado como
Cambissolo Haplico Ta Eutrofico, teve sua caracterizagdo quimica (Tabela 3) realizada pelo
Laboratorio de solos da Universidade do Oeste do Estado de Santa Catarina (UNOESC), de
acordo com as metodologias propostas pela COMISSAO DE QUIMICA E FERTILIDADE DO
SOLO-RS/SC (2004).

Tabela 2: Caracterizagdo quimica e teor de argila do solo da area de condugdo do

Ensaio II.
P K MO pH  Indice Ca Mg
mg dm’ % H,0' SMP’ cmol, dm®

70,26 (Muito alto) 511,14 ( Muito alto) 4,8 (Média) 5,71 580 862 260

H+Al CTC pH 7,0 % da saturacdo da CTC pH 7 Argila
cmolc dm-3 Base (V%) %
4,94 17,48 71,7 44 (classe 2)

Fonte: Elaborado pela autora (2023)



36

A éarea selecionada para realizacdo do experimento tem como historico o plantio do
milho na safra de verdo, sendo mantida em pousio durante o periodo de inverno. Segundo a
classificagdo de Koppen, o clima da regido ¢ do tipo Cfa subtropical com verdo quente,
temperatura média acima de 22° C. Os dados de precipitagdo e temperatura durante a conducao

do experimento safra 2021/2022 sdo apresentados na Figura 1.

Figura 1 : Precipitacdo, temperatura minima, média e maxima, durante a condug¢@o do

ensaio a campo para avaliacdo da inoculagdo simples e coinoculacao de MPCP na cultura do

milho.
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Fonte: Elaborado pelo autor deste trabalho, a partir de dados obtidos na estagdo meteorologico do IMET na

cidade de Joagaba/SC localizada a 40 km da area do ensaio.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados, com seis
repeti¢des, utilizando-se a mesma variedade de milho e os mesmos tratamentos descrito no
Ensaio . Os indculos bacterianos foram preparados conforme descri¢do apresentadas no item
4.3.1.1 e a inoculacdo nas sementes foi realizada de modo de fornecer 10° UFC semente™. Os
tratamentos de inoculagdo com FMA formam obtidos seguindo os mesmos procedimentos
descritos no item 4.3.1.1. Para o tratamento RI-Com foi utilizado produto comercial Rootella
BR o qual continha 2,500 propagulos g produto™. Este produto foi aplicado seguindo
recomendacdo do fabricante de 120 g produto ha!. Quantidade esta que permitiu a

fornecimento de 25 propagulos de FMA por semente. Para o tratamento RI-UFSC foi
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adicionada 60 g e um solo inéculo contendo 40 esporos g solo inoculo, esta quantidade
permitiu a aplicacdo de 20 esporos de R. intraradices por semente de milho. Para melhorar a
aderéncia dos propagulos de FMA nas sementes foi adicionado 25 ml de goma xantana 1 %
(m/v) em 2,5 kg de sementes de milho a serem tratadas.

A semeadura foi realizada utilizando-se uma semeadora mecanica de quatro linhas,
distribuindo cinco sementes por metro linear. Cada parcela experimental foi constituida de
quatro linhas com 0,6 m de espacamento com 10 m de comprimento e 2,4 metros de largura,
totalizando 24 m? e com bordadura de 5 metros entre parcelas. Os dados foram coletados
considerando as duas linhas centrais das parcelas, excluindo-se um metro das extremidades.
Em todos os tratamentos foi realizada a adubacao base na semeadura, na dosagem de 243 kg
ha! do formulado NPK 9-21-13, de modo a fornecer 22 kg ha' N, 51 kg ha! P e 31 kg ha' K.
Adubacgdo de plantio foi determinada conforme o Manual de Calagem e Adubagdo para os
estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (ROLAS, 2016) com expectativa de
produtividade de 8.000 kg ha™!.

Os tratamentos de adubacdo nitrogenada formam constituidos pela aplicagao de 0, 19 e
38 kg ha™! N na forma de ureia em cobertura aos 40 D.A.E, quando a cultura se encontrava no
estadio V5. As doses de N supracitadas correspondem ao tratamento 0% N, 50% N e 100% N,
respectivamente. Para o controle de plantas espontaneas foi realizada a aplicagdo do herbicida

Glifosato no estagio V6.

4.4.2 Avaliacoes

4.4.2.1 Teor foliar de N e P

A coleta para avaliagdo do teor de N e P foi realizada no estadio vegetativo VT
(pendoamento), sendo coletada a primeira folha oposta abaixo da primeira espiga de sete plantas
dentro da 4area util de cada parcela. Em seguida, as amostras foram armazenadas em embalagem
de papel e colocadas para secagem em estufa a 65°C até atingirem peso constante. Para a

determinagdo do teor de N ¢ P foram utilizados os mesmos métodos citados no Ensaio I.
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4.4.2.2 Biomassa e Rendimento.

No estadio reprodutivo R6 de desenvolvimento da cultura foram determinados
produgdo biomassa e o rendimento de graos. Inicialmente, forma coletadas 20 plantas na area
util de cada parcela e determinou-se a massa fresca. Uma subamostra foi submetida a secagem
em estufa a 65° C com circulagao de ar for¢ado até atingir peso constante e estimada a produgao
de biomassa por cada parcela, sendo os dados expressos em kg ha™l. As espigas das plantas
coletadas foram debulhadas em uma trilhadora mecanica para a determinag¢do do rendimento

de grios a 13% de umidade, sendo os resultados expressos em kg ha™’.

5 ANALISES ESTATISTICAS

As variaveis avaliadas foram submetidas a teste de homocedasticidade pelo teste de
Bartlett 5 % de significancia. Em seguida submetidas, os dados formam submetidos a analise
de variancia com aplicacdo do teste F, a 5% de probabilidade (p<0,05). Quando os tratamentos
foram significativos as médias foram comparadas pelo teste SNK a 5 % de probabilidade,

utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA,2011).

6 RESULTADOS

O teste de compatibilidade mostrou que nao houve inibi¢do do crescimento das estirpes
(formacao de halo de inibigdo) entre as combinagdes avaliadas (Figura 2). Esses resultados
evidenciam auséncia de antagonismo entre as estirpes confrontadas, o que viabilizou a

avaliacdo dos tratamentos de coinoculagdo no milho, conforme ensaios descritos a seguir.
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Figura 2: Ensaio de compatibilidade entre os isolados A. brasilense-AbV6 vs. Bacillus
sp- 3183 e A.brasilense vs. Bacillus sp- 20S3 (6) por meio da confrontacao direta em meio de

cultura solida Agar Nutriente por 48 horas a 25°C.

Fonte: Elaborada pelo autor deste trabalho

6.1 ENSAIO EM CASA DE VEGETACAO

6.1.1 Variaveis biométricas

Os efeitos da inoculagdo simples e da coinoculagdo nas variaveis biométricas sao
apresentadas na Tabela 3. A altura das plantas variou de 56,3 a 67,6 cm, enquanto no didmetro
a média variou de 0,30 a 0,41 mm. A producdo de MSR variou de 0,35 a 0,54 g/planta. Ja a
produgdo de MSPA variou de 1,42 a 2,48 g/planta. Entretanto, ndo foram verificadas diferengas

significativas entre os tratamentos quanto a essas variaveis.
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Tabela 3: Efeito da inoculagdo e coinoculagdo de A.brasillense (AZO), Bacillus ssp
(B1 e B2) Rhizophagus intraradices (RI-UFSC e RI-Com) na altura de plantas, didmetro de
colmo, na producdo de matéria seca da parte aérea (MSPA) e raizes (MSR) do milho (Zea

mays) em solo nao estéril em condi¢des de casa de vegetagdo (n=0).

TRATAMENTOS Altura | Didmetro MSR MSPA
cm mm g planta B g planta 1
0% N 56 a 0,35 a 0,39 a 1,77 a
50% N 68 a 0,35 a 0,48 a 1,96 a
100% N 65a 0,36 a 0,49 a 2,3 a
AZO 65 a 0,38 a 0,51 a 2,32 a
B1 61 a 0,41 a 0,19 a 2,22 a
B2 56 a 0,31a 0,53 a 1,92 a
AZO + Bl 62 a 0,30 a 0,42 a 2,02 a
AZO + B2 59a 0,33 a 0,58 a 2,14 a
RI-UFSC 63 a 0,40 a 0,64 a 3,15a
RI-Com 62a 0,36 a 0,4a 224 a

Fonte: Elaborada pela autora (2023)
Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram estatisticamente pelo teste de separacdo de

médias SNK (p <0,05%).

6.1.2 Teor e acumulo de N, P, teor de clorofila e carotenoides

Os efeitos da inoculagdao dos microrganismos no teor e acimulo P do milho podem ser
verificados na Tabela 4. O teor de P variou de 526 a 548 g kg'!. J4 o acimulo de P variou de
0,76 a 1,68 mg planta’’. Entretanto, nio foram verificadas diferencas significativas entre os
tratamentos quanto a estas variaveis. Em contrapartida, verificou-se que as plantas inoculadas
com RI-UFSC apresentaram decréscimo de 35% no teor de N em relagdo a média dos demais
tratamentos (Tabela 4). J4 0 acimulo de N variou de 48 a 78 mg planta™!, porém sem apresentar
diferencas significativas entre os tratamentos. Em relacdo os pardmetros fotossintéticos
avaliados verificaram-se que os teores de clorofila total e de carotenoides ndo formam

influenciados pelos tratamentos de inoculagdo (Tabela 4).
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Tabela 4: Efeito da inoculagao e coinoculacao de A4.brasillense (AZO), Bacillus spp
(B1 e B2) Rhizophagus intraradices (RI-UFSC e RI-Com) teor, acimulo de fosforo (P) e

nitrogénio (N), nos teores de clorofila e carotenoides.

TRATAMENTOS |Teorde N Teorde P |Actimulo N Acim P | Clofilla Total Carotenoides
g kg'1 mg planta 1 mg planta 1 (ng cm'z) (ng cm'z)

0% N 32,73 a 549 a 48,06 a 0,91 a 20,5 a 38a
50% N 33,30 a 528 a 65a 1,03 a 21,2a 37a
100% N 28,6 a 696 a 57,15a 1,62 a 2la 35a
AZO 32,06 a 657 a 74,11 a 1,57 a 2l a 34a
Bl 30,5 a 668 a 57,30 a 1,45a 18,3 a 3,la
B2 37,6 a 527 a 53,75 a 1,01 a 2la 30a
AZO + Bl 32,55a 679 a 66 a 1,42 a 25a 4,0a
AZO + B2 33,53 a 601 a 72,08 a 1,30 a 22a 34a
RI-UFSC 21,13 b 668 a 56 a 1,67 a 23 a 4,0a
RI-Com 33,60 a 618 a 72 a 1,40 a 23a 3,6a

Fonte: Elaborada pela autora (2020)
Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram estatisticamente pelo teste de separagdo de

médias SNK (p <0,05%).

6.2 ENSAIO A CAMPO

6.2.1 Teor Foliar (P e N)

O teor de P foliar foi significativamente influenciado pelos tratamentos de inoculago
(Figura 3), com valores variando de 1,83 a 2,49 g kg!. Os tratamentos de coinculagio (AZO +
Bl e AZO+B2) e o tratamento controle (0% N) apresentaram teores de P superiores aos
tratamentos de inoculacdo simples AZO e B2, com um incremento médio de 25%.
Adicionalmente, verificou-se que os tratamentos micorrizados ndo diferiram dos tratamentos
controles e daqueles inoculados com as bactérias associativas.

Assim como observado para o teor de P, verificou-se que os tratamentos de inoculagdo
com bactérias associativas também influenciaram os teores foliares de N no estagio vegetativo

(Figura 3-B), com valores variando de 16 a 25 g kg!. Verificou-se que apenas o tratamento de
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coinoculagdo AZO+ B2 diferiu do tratamento controle de 0% N quanto aos teores de N, com

incremento médio da ordem de 37%.

Figura 3: Efeito da inoculagdo e coinoculagdo de A.brasilense (AZO), Bacillus ssp (B1

e B2) e Rhizophagus intraradices (RI-UFSC e RI-Com) (A) no teor de nitrogénio (N) (n=7) e

(B) fosforo foliar (P) (n=7) no milho (Zea mays) condi¢cdes de campo. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferenciam estatisticamente entre si pelo teste SNK (p<0,05). *ns:

Diferengas ndo significativas pelo F-test (p<0,05). Barras verticais representam o erro padrdo

da média.

B}

s 35

0 M

Teor de P (phg )
Teor de N ( gkg)

L = A% Al
Pl P S O



43

6.2.1 Producio de biomassa

No final da condu¢do do ensaio a campo, verificou-se que producdo de biomassa
variou de 6.415 kg ha "'a 7.941 kg ha! (Figura 4), porém niio foram verificadas diferencas

significativas entre os tratamentos em relagdo a essa variavel.

Figura 4: Efeito da inoculacao e coinoculacao de A.brasilense (AZO), Bacillus ssp (Bl
e B2) e Rhizophagus intraradices (RI-UFSC e RI-Com) na producio de biomassa cultura do
milho.*ns: Diferencas ndo significativas pelo F-test (p<0,05). Barras verticais representam o

erro padrao da média.
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6.2.2 Rendimento de graos

A inoculagao dos microrganismos influenciou o rendimento de graos (RG) do milho
como pode ser verificado na Figura 5, com valores variando de 7.508 a 10.134 kg ha!. O
tratamento micorrizado RI-UFSC aumentou 26% em relagdo ao tratamento controle 0% N (ndo
inoculado e sem aplicagdo de N). Em contrapartida, ndo formam verificadas diferengas

significativas entre os demais tratamentos para esta variavel.

Figura 5: Efeito da inoculagdo e coinoculagdo de A.brasilense (AZO), Bacillus ssp (B1
e B2) e Rhizophagus intraradices (RI-UFSC e RI-Com) no rendimento de graos de milho
(Zea mays) em solo ndo estéril em condi¢des de campo .As médias seguidas pela mesma letra
nao diferenciam estatisticamente entre si pelo teste SNK (p<0,05). *ns: Diferencas nao

significativas pelo F-test (p<0,05). Barras verticais representam o erro padrao da média.

14000 ~

12000

mIETTHTH T

6000 -

-1

Produtividade kg ha

4000 -

2000 +




45

7 DISCUSSAQ

A aplicagdo de inoculantes ¢ uma pratica em crescente adogdo na agricultura mundial,
visando tornar os ambientes de produgao cada vez mais sustentdveis. Entretanto, a busca pela
manuten¢ao de altas produtividades e baixo impacto ambiental faz com que se busque recursos
genéticos cada vez mais eficientes para compor estes insumos bioldgicos. Adicionalmente,
espere-se que efeitos aditivos possam ser verificados com a utilizacdo de microrganismos com
distintas capacidade de promogdo de crescimento vegetal. Neste sentido, efeitos promissores
podem ser obtidos com a utilizacdo de consorcios microbianos. Para avaliar o potencial
biotecnolodgico destes consorcios, € necessario identificar a sinergia entre as estirpes envolvidas.
Neste sentido a realizagdo do presente estudo se faz relevante, uma vez que foi verificado que
as bactérias associativas objeto de estudo no presente trabalho (A. brasilense e Bacillus spp)
nao produziram substancias inibitdrias que comprometessem o crescimento microbiano. Dessa
forma podemos afirmar que as estirpes sdo compativeis para a composi¢do de consorcios
microbianos. Este resultado permitiu que os isolados em questdo fossem utilizados nos ensaios
posteriores para avaliacdo dos efeitos da coinoculagdo sobre o crescimento e nutri¢do mineral
do milho. Ribeiro et al, (2022) também ao realizar a confrontacdo direta de estirpes do género
Bacillus e Azospirillum verificou a compatibilidade entre as mesmas, evidenciando que estes
géneros podem compor consércios microbianos.

Os efeitos positivos da inoculagao de MPCP se revela pelo maior acimulo de biomassa
ou nutrientes como o N e o P na planta. No ensaio em casa de vegetagao a inoculacao simples
ou dupla ndao proporcionaram efeitos significativos para as varidveis biométricas (altura,
diametro, producao de biomassa aérea e radicular), teor de clorofila total, teor de N e P e no
acimulo dos mesmos. Também trabalhando em condi¢des de casa de vegetacdo, Moraes et al.,
(2017) nao verificaram efeitos significativos na altura, diametro do colmo e teor clorofila em
plantas de milho inoculados com A.brasilense. Resultados nao significativos decorrentes na
inoculacdo com MPCV também foram relatados por diversos pesquisadores. (HOEKSEMA et
al., 2010; SPOLAOR et al., 2016; MORENO, A.L; KUSDRA, J.F; PICAZAEVICZ, A.A.C,
2019; DICKAMANN et al., 2022.)
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A resposta a interagdo com MPCP ¢ definida como o incremento no crescimento e
absor¢ao de nutrientes como o P e N por parte das plantas (JANOS. 2007). O efeito dessa
interagdo pode ser definido como positivos, negativos ou neutros. Efeitos positivos da
inoculacdo sdo caracterizados pelo maior acimulo de biomassa ou N e P das plantas quando
inoculadas com estes microrganismos. Efeitos negativos sdo observados quando ha uma menor
biomassa ou acumulo de nutriente recorrente da inoculacdo, isso deve-se principalmente
quando a situagdo do estado ndo mutualistico ndo beneficia a planta hospedeira, apresentando-
se como um gasto de energia para a mesma. Este comportamento foi verificado por Morales
Londofio (2016) em plantas de milho inoculadas com FMA em condi¢des controladas
apresentaram um decréscimo na altura de planta e diametro de colmo em relagao ao tratamento
nao inoculado.

Enquanto os beneficios neutros s3o aqueles onde existe uma relagdao equivalente em
crescimento e acimulo de nutrientes entre plantas inoculadas e aquelas que nao receberam
inoculo. Esse comportamento foi observado no presente trabalho, cuja inoculagio com MPCP
apresentou efeito neutro no teor de clorofila das plantas de milho. Esse comportamento pode
sido determinado pela época de conducdo do Ensaio I (casa de vegetagdo). Na regido sul do
Brasil, entre os meses de julho a setembro ocorre maior queda na temperatura noturna, assim
como fotoperiodo. Como o desenvolvimento do milho ¢ altamente dependente das temperaturas
do ar, sendo que esta determina a velocidade de crescimento € marca as fases fenologicas da
cultura (BERGAMASCHI; MATZENAUER, 2014), os dias mais frios causam menor
desenvolvimento foliar, afetando a atividade fotossintética. Adicionalmente as caracteristicas
quimicas do solo podem afetar o estabelecimento e a resposta das intera¢des planta-
microrganismos.

Os efeitos neutros da inoculagdo com MPCP também foram verificados sobre as
variaveis biométricas e de absor¢do de nutrientes, isto pode estar associado aos altos teores de
matéria organica do solo (MOS) (Tabela 1). Solos com MOS acima de 3 % apresentam alta
fertilidade, como aumento na retencdo de nutrientes e sua disponibilidade, especialmente o
nitrogénio como descrito por Aratjo; Tadeu; Martins (2016). GEHIL (2017) conduziu ensaio
em solo caracteristicas quimicas semelhantes ao do presente estudo e verificou que a inoculacao
com A.brasilense também apresentou efeitos neutros no teor de N e P na cultura do milho.

Situacdes em que as plantas sdo submetidas a altas doses de N, as bactérias fixadoras de N
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interrompem a sintese do complexo nitrogenase e as plantas passam utilizar o N disponivel do
solo. Os efeitos nao significativos para o teor de clorofila total corroboram os resultados
verificados quanto ao teor de N nas folhas, uma vez que o teor deste pigmento possui correlagao
positivas com o teor de N na planta (SILVA et al., 2022).

Por outro lado, em condi¢des de campo (Ensaio II) verificou-se efeito significativo da
inoculagdo da inoculacao simples e coinoculagao nos teores nutricionais do milho. Os fatores
que podem ter contribuido para estes resultados estdo relacionados com o estagio fenologico da
planta e a época de amostragem para a avaliagdo do estado nutricional. Para analise quimica
dos teores de nutrientes em tecido vegetal ¢ indicado que a amostragem seja realizada quando
a cultura esteja em pleno crescimento vegetativo. Para cultura do milho, mais especificamente,
¢ indicado que a amostragem seja realizada quando 50 % das plantas estejam pendoadas e com
estigmas maduros. Isso corresponde ao estadio vegetativo VT (COMISSAO DE QUIMICA E
FERTILIDADE DO SOLO-RS/SC, 2016). Esta foi a fase na qual foi realizada a amostragem
para determinagdo do estado nutricional das plantas de milho em condig¢des de campo.

Na fase VT a cultura do milho apresenta maxima absor¢do de fosforo e nitrogénio,
refletindo assim no aumento do teor destes nutrientes no tecido vegetal. De acordo com
Marscher, H (2012) o teor adequando de P para o crescimento é de 2,0 g kg e de 15 g kg' de
N. A concentragdo de N e P encontrada neste trabalho evidenciam o adequado estado
nutricional das plantas de milho do ensaio a campo, uma vez que o teor médio de N e P foram
de 20 e 2 g kg! respectivamente. Merece destaque os beneficios da AZO+B2 sobre a absorgio
de P e N em relacdo a inoculagdo simples (B2). Do ponto de vista nutricional este tratamento
de coinoculagdo proporcionou teor adequado de P e N em relacdo a inoculagdo simples (B2), a
qual apresentou teor inferior a faixa indicada de P e valores proximos da faixa limite de N. Os
efeitos positivos deste consércio podem ter relacdo com a capacidade de fixacao biologica de
N> das bactérias do género Azospirillum aliado a capacidade de solubilizacdao de fosfatos pelo
género Bacillus (HUNGRIA et al, 2010, PAIVA et al., 2020). De acordo com Ribeiro et al.,
2022 as coinoculagdes com Bacillus + Azospirillum, influenciaram positivamente no aumento
no teor de P e N da parte aérea.

De acordo com SANTOYO, (2021) a coinoculagdo pode complementar a acdo
individual de cada um dos isolados, proporcionando incremento de nutriente. Em um estudo

conduzido por Gémez-Godinez et al., (2019) a aplicagdo de um indculo com multiespécies de
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BPCP teve efeito superior no incremento de N inoculo nas plantas de milho, em relagdo a
aplicacdo de Azospirillum. Os mesmos autores levantaram a hipdtese que a formacao de
biofilme induzida por exsudatos radiculares e por agregados formados por Bacillus e
Azospirillum, podem fornecer uma condi¢do mais favoravel a fixacdo de N, devido a maior
protecdo ao oxigénio.

As respostas mais positivas da inoculacdo com MPCP sao obtidas em condigdes mais
limitantes de crescimento para as plantas. Assim como no ensaio conduzido em casa de
vegetacdo, o solo da area experimental utilizada possui alto teor de MO e P. Esta condi¢do pode
influenciar o estabelecimento das associagdes simbioticas, conforme discutido anteriormente,
bem como na maxima expressao dos beneficios da interagdo entre BPCP e plantas.

Geralmente a simbiose com FMA beneficia a absor¢cao de nutrientes pelas plantas,
sendo que o aumento na absor¢do de P ¢ a principal caracteristica da simbiose planta-FMA.
Entretanto, apesar de ter sido verificado aumento no rendimento do milho, nao foi observado
beneficio na absor¢ao de P nas plantas inoculadas com RI-UFSC. Isso evidencia que a¢ao dos
FMA nao dica restrita ao efeito nutricional e varios mecanismos de redu¢ao de estresse bidticos
e abioticos sdo relatados na literatura (REINHARDT, 2007, SINGH et al.., 2019 WU et al.,
2020). Vale destacar que auséncia de efeitos inoculacdo com FMA, sobre a absor¢do de P pode
estar relacionada com a alta fertilidade do solo, empregada no presente estudo. Nesta condicao,
a alta disponibilidade de P reduz a contribui¢do extra da simbiose na absor¢ao deste nutriente.
Estas respostas corroboram com estudos conduzidos em casa de vegetagao por (2021) em que
ndo foi verificado efeito positivo com R. intraradices no incremento dos teores de N e P em
plantas de milho. Estudos a campo conduzidos em cinco regides edafoclimaticas demostraram
que a inoculagdo com R.intraradices nao aumentou a absor¢do de P pelo milho em condi¢des
de alta disponibilidade de P no solo. (STOFFEL et al., 2020).

De modo geral, inoculagdo com MPCP do presente trabalho proporcionou rendimento
de grios médio de 9,318 kg ha™!, enquanto os tratamentos controles 0% N, 50% N e 100 % N
em 7.505, 9.353 ¢ 9. 430 kg ha’! respectivamente. Embora os beneficios das associa¢des
micorrizicas estejam associados com o aumento da aquisi¢do de elementos pouco moveis no
solo, como ¢ o caso do P, estudos t€ém demonstrado que os FMA podem também contribuir para
a absorcdo de N (GOVINDARAJULU, et al., 2005). No presente estudo merece de destaque a

inoculacao com RI-UFSC que proporcionou aumento significativo de 44 sacas por hectare em
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relagdo ao tratamento controle 0%N. Embora nao tenha sido verificada diferenca significativa
entre os tratamentos RI-UFSC e o controle 50% N, a inoculagdo com FMA pode contribuir para
o rendimento das culturas em situagdes limitantes ao desenvolvimento vegetal ao longo do ciclo
das culturas. A resposta positiva da inoculagdo micorrizica com R.I-UFSC pode estar
relacionada com sua rede de micélios extra radicular, a qual permite explorar um maior volume
de solo, aumentando a eficiéncia de absor¢do e disponibilizagdo de dgua e nutrientes ao
ultrapassar a zona de deplegdo, contribuindo para que as plantas possam suportar situagdes
adversas como estresse abidticos ou bidticos (SMITH; READ, 2008).

De fato, estudos do nosso grupo de pesquisa t€ém demonstrado que a aplicagdo do
inoculante micorrizico comercial a base de R. intraradices aumenta a produtividade de culturas
de importincia agricola como a soja € o milho (STOFFEL et al, 2020a; STOFFEL et al, 2020b).
Nestes estudos verificou-se que a inoculagdo de sementes com R. intraradices aumentou em
30% o rendimento na cultura do milho sem aplicag¢do de P, sendo a produtividade semelhante
aquela obtida com a adubagao fosfatada completa (STOFFEL et al., 2020 b). No entanto, para
as condig¢oes avaliadas no presente estudo, este mesmo produto comercial nao apresentou efeito
significativo na absorc¢ao de P e rendimento de graos. Como discutido anteriormente, isso pode
estar relacionado com a alta disponibilidade de MOS e P no solo que podem afetar o
estabelecimento da associacdo, reduzindo a expressividade dos efeitos da inoculagao.

De acordo com Moreira e Siqueira (2006) os efeitos da inoculacao sao mais evidentes
em condi¢des edafoclimaticas limitantes para o crescimento vegetal, dado ao carater
biofertilizador, biorregulador e biocontrolador dos MPCP. Cada situagdo de plantio e as
particularidades do ambiente vao proporcionar estimulos tanto sobre as plantas quanto para os
microrganismos, podendo beneficiar ou ndo o crescimento vegetal. Dessa forma, conhecer a
biologia dessas interagdes em diferentes situagdes, assim como estudo com novas combinagdes
de microrganismos sdo importantes para futuras recomendag¢des de coinoculagio de MPCP, a

modo de certificar a eficiéncia e necessidades destes produtos na agricultura.
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8 CONCLUSOES

As bactérias associativas A.brasilense e Bacillus ssp testadas, ndo apresentaram
incompatibilidade, podendo ser compativeis para composi¢ao de consdrcios microbianos.

A fertilidade do solo e a época de condugdo do ensaio em casa de vegetagao podem ter
resultado auséncia de efeitos da inoculagdo de A4. brasilense e Bacillus spp (isoladamente ou
em coinoculacdo) ¢ de FMA sobre as varidveis biométricas nutricionais e atributos
fotossintéticos na cultura do milho.

Em condi¢des de campo o fungo micorrizico RI-UFSC, demostrou potencial de

aumentar o rendimento da cultura do milho nas condi¢des avaliadas.
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