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Bactérias promotoras de crescimento vegetal em milho: absor¢io de nitrogénio,
solubilizacio de fosfato e producio

RESUMO

A utilizagdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) em gramineas tem
o potencial de otimizar o uso de fertilizantes nitrogenados e solubilizar fosfato. A consolidacao
do uso das BPCV em sistemas de producdo de milho, entretanto, depende de estirpes nativas e
adaptadas as regides de cultivo. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da inoculagao
de estirpes regionais/locais na promocao de crescimento de milho. Um ensaio de campo foi
conduzido em Vertissolo cultivado com milho, no municipio de Passira-PE, Brasil. O
delineamento experimental foi de blocos casualizados, com cinco tratamentos de inoculagao,
trés testemunhas e quatro repeti¢des, totalizando 32 parcelas experimentais. A inoculacio
correspondeu a adi¢ao das bactérias: Azospirillum brasilense (AZO); Bacillus spp (BAC);
Pseudomonas spp. (PSE); Stenotrophomonas spp. (STE) e um MIX (BAC+ PSE + STE),
combinados com 50% da dose recomendada de N em cobertura (30 kg ha™!). As testemunhas
foram designadas como: TA (testemunha absoluta), que ndo recebeu inoculagdo e ndo foi
adubada com N; T50, ndo inoculada, mas adubada com 50% do N em cobertura; e T100, que
recebeu 100% do N em cobertura (60 kg ha™!). Adicionalmente, com exce¢do do TA, todos os
tratamentos receberam N em fundacdo (30 kg ha' de N). As avalia¢des foram realizadas em
seis periodos: 15, 20, 36, 50, 70 e 90 dias ap6s a emergéncia (DAE). Avaliou-se varidveis de
crescimento e fisiologia das plantas, promoc¢do do crescimento vegetal e produtividade de
espigas. A inoculagdo com STE e BAC promoveu incrementos de 10,50 e 13,44% na area foliar
das plantas, respectivamente. BAC e STE acumularam 276 e 239 kg ha! de N, equiparando-se
ao T100. As BPCV adicionadas e as nativas no TA, solubilizaram P ligado a Ca no solo
rizosférico e as testemunhas nitrogenadas inibiram a solubiliza¢do. Os tratamentos AZO, BAC,
STE e MIX foram responsaveis por 73% do conteido de P na parte aérea do milho. BAC e
AZO apresentaram o melhor desempenho de produtividade de espigas, equiparando-se ao
T100. Os incrementos foram de 12,80% (AZO) e 17,58% (BAC). Bacillus sp. e Azospirillum
brasilense foram as BPCV mais eficientes para a cultura do milho. O desempenho satisfatorio
de Bacillus sp. pode ser considerado em pesquisas futuras, relacionadas a producao de bio-
inoculantes para uso no cultivo de milho no ambiente estudado.

Palavras-chave: Zea mays. Promoc¢do do crescimento vegetal. Bactérias fixadoras de N.
disponibilidade de P.






Plant Growth Promoting Bacteria on Maize: Nitrogen Absorption, Phosphate
Solubilization and Production

ABSTRACT

The use of plant growth promoting bacteria (PGPB) in grasses has the potential to
optimize the use of nitrogen fertilizers and solubilize phosphate. The consolidation of PGPB
use in maize production systems, however, depends on native strains adapted to the growing
regions. Thus, the aim of this study was to evaluate the effect of inoculation of regional / local
strains on maize growth promotion. A field trial was conducted on maize-grown Vertisol in
Passira-PE, Brazil. The experimental design was randomized blocks, with five inoculation
treatments, three controls and four replications, totaling 32 experimental plots. Inoculation
corresponded to the addition of bacteria: Azospirillum brasilense (AZO); Bacillus sp. (BAC);
Pseudomonas spp. (PSE); Stenotrophomonas spp. (STE) and one MIX (BAC + PSE + STE),
combined with 50% of the recommended N coverage dose (30 kg ha!). The witnesses were
designated as: TA (absolute witness), who received no inoculation and was not fertilized with
N; T50, not inoculated, but fertilized with 50% N in coverage; and T100, which received 100%
of N in coverage (60 kg ha'). Additionally, with the exception of TA, all treatments received
N in base (30 kg ha! of N). The evaluations were performed in six periods: 15, 20, 36, 50, 70
and 90 days after emergence (DAE). Plant growth and physiology variables, plant growth
promotion and ear productivity were evaluated. Inoculation with STE and BAC promoted
increments of 10.50 and 13.44% in plant leaf area, respectively. BAC and STE accumulated
276 and 239 kg ha™! of N, matching the T100. PGPB added and TA native solubilized Ca-bound
P in the rhizospheric soil and the nitrogenous controls inhibited solubilization. The AZO, BAC,
STE and MIX treatments accounted for 73% of the P content in maize aboveground. BAC and
AZO had the best performance of ear yields compared to the T100. The increments were
12.80% (AZO) and 17.58% (BAC). Bacillus sp. and Azospirillum brasilense were the most
efficient PGPB for maize culture. The satisfactory performance of Bacillus sp. can be
considered in future research, related to the production of bio-inoculants for use in the
cultivation of corn in the studied environment.

Keywords: Zea mays. Plant growth promoting. Nitrogen-fixing bacteria. P availability.
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1. INTRODUCAO

A Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentacao e a Agricultura (FAO) estima
que a populagdo mundial crescera em ritmo continuo e acelerado, alcangando cerca de 10
bilhdes de pessoas em 2050. Consequentemente, a produ¢do agricola precisard aumentar a taxas
substancialmente mais rapidas que nos ultimos 50 anos, para atender plenamente a demanda
por alimentos nos proximos anos (FAO, 2018).

O uso intensivo de fertilizantes minerais, sobretudo nitrogenados e fosfatados sempre
teve, como proposito, elevar o rendimento dos agroecossistemas. Atualmente, sabe-se que, a
fertilizagdo excessiva do solo ¢ uma pratica insustentavel do ponto de vista ambiental (LIU;
PAN; LI, 2014).

O processo de producdo de fertilizantes nitrogenados ¢ dispendioso e requer alto
consumo de combustiveis fésseis. Por outro lado, parte dos adubos fosfatados sao derivados de
fosfato de rocha, cujas reservas podem se esgotar nos proximos anos (BLACKWELL; DARCH;
HASLAM, 2019). Adicionalmente, a aplicagdo em excesso de N e P no solo, pode afetar a
qualidade do ar e da agua, oferecendo riscos a qualidade ambiental e a saide humana (EPA,
2019).

A inoculagdo com bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) é uma
alternativa para substitui¢do ou otimizacao de uso destes fertilizantes. As BPCV estabelecem
interacdes benéficas com as plantas, promovendo seu desenvolvimento por meio de
mecanismos diretos como: fixacao biologica de N (FBN); solubilizagdo bioldgica de fosfato; e
producdo de sideroforos (AHEMAD; KIBRET, 2014). Indiretamente, esses microrganismos
impulsionam o crescimento vegetal pela sintese de enzimas e fitormonios. Em muitos casos,
esses mecanismos atuam de forma conjunta, tornando o uso de BPCV na producao agricola
ainda mais vantajoso (BACKER et al., 2018).

A inconsisténcia dos resultados obtidos em campo, entretanto, tem limitado a utilizagao
de BPCV em larga escala nos sistemas de produ¢do de cereais, como o milho (ZAHID et al.,
2015). Isso pode estar vinculado a indisponibilidade de microrganismos especificos, adaptados
e recomendados para uso em cada ambiente de producdo (ZAHID et al., 2015). No Brasil,
apenas em 2009 as primeiras estirpes bacterianas da espécie Azospirillum brasilense foram
registradas para utilizacdo como inoculante em milho (HUNGRIA, 2010; HUNGRIA, 2011).

Neste sentido, torna-se necessario avaliar géneros/espécies bacterianos, além de A.
brasilense, que possam contribuir para a consolidagdo do uso de BPCV, como insumo na

producao de milho. Para isso, parte-se do pressuposto que estirpes nativas, comprovadamente
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promotoras de crescimento vegetal, estdo adaptadas ao ambiente de sua regido de origem. Logo,
acredita-se, que estas bactérias dispdem de recursos diferenciados para promover o crescimento

de plantas de milho cultivadas neste local.

1.1. Hipoteses

e No ambiente estudado, as estirpes regionais/locais, Bacillus sp. Pseudomonas spp, €

Stenotrophomonas spp sdo eficientes na promoc¢ao de crescimento do milho.

e No ambiente estudado, as estirpes regionais/locais, Bacillus sp. Pseudomonas spp, €
Stenotrophomonas spp e a aplicagdo de 50% de N em cobertura propiciam as plantas de
milho, desenvolvimento igual ou superior a testemunha fertilizada com 100% da dose de N

recomendada.

e No ambiente estudado, as estirpes regionais/locais, Bacillus sp. Pseudomonas spp, €
Stenotrophomonas spp propiciam as plantas de milho, desenvolvimento igual ou superior a

Azospirullum brasilense, inoculante comercial.

1.2. Objetivo geral

Avaliar o efeito da inoculacdo de estirpes regionais/locais na promocao de crescimento da

cultura do milho.

1.3. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito da inoculagdo de BPCV no desempenho de um hibrido de milho
adubado com 50% da dose de N recomendada em cobertura.

e Comparar a resposta do milho a inoculag@o com estirpes regionais/locais e Azospirillum
brasilense, inoculante comercial.

e Avaliar a atividade da nitrogenase em fun¢do da inoculacdo de BPCV e adubagdo
nitrogenada.

e Avaliar a solubilizacdo bioldgica de fosfato em condi¢des de campo, através do

fracionamento do P no solo rizosférico;
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e Estudar os efeitos da inoculagdo de BPCV sobre o desenvolvimento do milho, em
diferentes fases fenologicas das plantas, analisando varidveis biométricas, fisiologicas, de

promocao do crescimento e produtividade da cultura do milho.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O uso de N e P e o viés da sustentabilidade na agricultura

A expansdo da agricultura associada a conversdao de novas terras e o uso intensivo do
solo em 4reas ja submetidas a agricultura, utilizando variedades de alto rendimento e exigéncia
em fertilizacdo, tem enfrentado nos ultimos anos uma grande pressdo para a adogdo de
estratégias de manejo que garantam a viabilidade da producdo em longo prazo. A agricultura
deve buscar a sustentabilidade ambiental e econdmica, visando economizar a0 maximo, oS
recursos naturais ndo renovaveis (BAREA, 2015).

Os sistemas de produgdo em todo mundo variam com os fatores climaticos e com a
fertilidade do solo. Existe um requerimento de nutrientes, sobretudo do N para o pleno
desenvolvimento das culturas. Os fertilizantes nitrogenados passaram a ser utilizados em maior
quantidade, ap6s o desenvolvimento do processo Haber-Bosch no inicio do século XX, bem
como o advento da “Revolugdo Verde”, quando surgiram novos genotipos com maior
capacidade de resposta as aplicagcdes de N (HAWKESFORD, 2014). Atualmente, estima-se
que aproximadamente 100 Mt ano™! de N fixado industrialmente seja utilizado pela agricultura
em todo o mundo. No Brasil, em 2017, a quantidade de fertilizantes nitrogenados destinados ao
uso agricola foi de 5,2 Mt ano! (FAOSTAT, 2019).

A adubacgdo nitrogenada representa um alto custo ambiental, uma vez que a producao
de fertilizantes requer um elevado consumo de energia, representando 1,2% da demanda global
de energia primaria, proveniente em grande parte de fontes naturais ndo-renovaveis
(AHLGREN et al., 2010). Além disso, estima-se que apenas 30-50% do N aplicado seja
absorvido pelas culturas, sendo o restante perdido por lixiviagdo, volatiliza¢do e desnitrificagao
(SMIL, 1999).

A perda de N no sistema solo/planta contribui para a contaminacdo do lencol freatico
por nitrato, bem como a polui¢do atmosférica através das reagdes dos 6xidos nitroso, nitrico e
da amonia. Esses processos podem afetar a saude humana, as culturas agricolas e os

ecossistemas terrestres € aquaticos (CHOUDHURY; KENNEDY, 2005).
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Do mesmo modo que o uso excessivo de N apresenta muitos problemas ambientais, o
uso excessivo de P como fertilizante também apresenta um custo ambiental bastante elevado.
De acordo com a Organizagdo das Nag¢des Unidas para Agricultura e Alimentagdao (FAO), no
Brasil, a utilizacdo de fertilizantes fosfatados na agricultura foi de 5,15 Mt ano™!, em 2017. A
FAO estimou que aproximadamente 15% a 30% de P como fertilizante ¢ realmente consumido
pelas lavouras, geralmente porque os fertilizantes sdo aplicados muito além da demanda das
plantas (FAO, 2006; FAOSTAT, 2019). Parte do P ¢ fixado no solo, de forma que fica
indisponivel as culturas, sendo o restante perdido por escoamento, contribuindo para a
eutrofizagdo de aguas doces. Quase 25% dos 250 bilhdes de Mt de P mineral produzidos desde
1950 acabaram em corpos d'agua ou aterros sanitarios (CHILDERS et al., 2011).

Os fertilizantes fosfatados sdao oriundos de rocha fosfatica, cujas reservas tem uma
distribuicao desigual entre os paises, e grande parte estd concentrada em territérios disputados
no Saara Ocidental. Como um recurso mineral ndo renovavel, hd uma tendéncia para o
esgotamento do P para produgdo de fertilizantes, o que pode acarretar em implicagdes para a
seguranca alimentar global (VILLALBA et al., 2008).

Neste sentido, a producao agricola esta intimamente relacionada com a nutricao das
plantas. Para a obtengdo de elevada produtividade em paralelo a redugdo da utilizagdo de
fertilizantes nitrogenados e fosfatados, se faz necessario a busca por alternativas que aumentem

a eficiéncia de uso dos fertilizantes pelas culturas (FLORES et al., 2012).

2.2. Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (BPCV) na cultura do Milho

O milho (Zea mays L.) ¢ uma graminea importante no cendrio agricola mundial. Esta
cultura, reconhecida pelos multiplos usos, ainda ¢ o alimento de subsisténcia para a populagao
de paises em desenvolvimento, como por exemplo Brasil ¢ Africa, onde o consumo tem
superado 300 g/pessoa/dia (RANUM; PENA-ROSAS; GARCIA-CASAL, 2014). No Brasil, o
cereal também ¢ produzido em grandes areas para o uso como forrageira, sendo um dos
principais componentes da ragdo animal (PAVAO; FERREIRA FILHO, 2011).

A absorcdo de N esta envolvida diretamente no aumento da produ¢do de massa seca,
proteina bruta e fibra bruta (AMIN, 2011) e no rendimento de graos de milho (YAN et al.,
2017). Com relacdo ao requerimento de N, dados na literatura mostram boa resposta do milho
a aplicagdes que variam de 90 a 316 kg ha! (ANDRADE et al., 2012; SANTOS et al., 2013;
ROBERTS et al., 2016).
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Diante do custo ambiental associado a utilizagao de fertilizantes nitrogenados minerais,
da importancia agricola do milho e da elevada demanda por N dessa cultura, torna-se necessaria
a busca por alternativas sustentaveis, que aumentem a eficiéncia de uso do nutriente pelas
plantas e reduzam a quantidade de fertilizantes aplicada nos ambientes de produ¢do. Dentre
estas alternativas, a manipulagdo dos microbiomas do solo e das plantas com posterior uso na
agricultura, tem sido objeto de muitos estudos (FUKAMI et al., 2016; MORALIS et al., 2016;
FINKEL et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017).

Existem diversos tipos de associacdes entre plantas e microrganismos. Esses
microrganismos podem ser benéficos, prejudiciais ou neutros de acordo com seus efeitos no
desenvolvimento das plantas (DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON, 2003). A
colonizacdo por bactérias € realizada em todos os tecidos vegetais, e pode ocorrer na rizosfera,
0 solo proximo as raizes (at¢ 3 mm de distancia) (KOLB; MARTIN, 1988); na filosfera, a
superficie dos 6rgaos aéreos; e na endosfera, os tecidos internos da planta (DONG et al., 2019).
Desta forma, a comunidade bacteriana pode ser dividida em trés grupos: o primeiro reine os
microrganismos rizosféricos, residentes na zona radicular; o segundo, constituido pelos
microrganismos epifiticos, que habitam a filosfera; e o terceiro ¢ formado por bactérias
endofiticas, que colonizam os tecidos internos do caule, folhas ou raizes (TURNER; JAMES;
POOLE, 2013; MARTIN et al., 1989).

A comunidade bacteriana da rizosfera possui uma maior diversidade microbiana, tanto
por ser uma regido onde hd constante deposicdo de nutrientes, quanto por permitir a
sobrevivéncia dos microrganismos por muito tempo, mesmo que em estado inativo. Ja a
filosfera estd limitada a fatores ambientais como, escassa disponibilidade de nutrientes,
variagdes de temperatura, umidade e radiagdo, bem como a producdo de compostos
antimicrobianos pela propria planta ou outros microrganismos. (VORHOLT, 2012;
PRASHAR; KAPOOR; SACHDEVA, 2013). As bactérias endofiticas podem exercer uma
vantagem em relagdo as rizosféricas, uma vez que viver dentro dos tecidos das plantas
representa uma oportunidade de estar sempre em contato com as células, e assim, promover um
efeito benéfico direto (SANTOYOA et al., 2016)

Diferente do que ocorre com leguminosas, em gramineas ndo ha formacdo de noédulos
radiculares. As bactérias rizosféricas sdo atraidas por exsudatos liberados pelas raizes, ¢ a
aproximacgao ¢ feita devido a afinidade quimiotatica dos microrganismos pelos compostos
produzidos pela planta, como mucilagem, aminodcidos, carboidratos, alcoois, vitaminas e

hormdnios (HAWES et al., 2000).
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Diante das intimeras funcionalidades dos microrganismos, o interesse agricola esta
voltado, sobretudo, para o grupo de bactérias que tem a capacidade de estimular o crescimento
e desenvolvimento das plantas, razao pela qual sdo conhecidas como bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV) (HUNGRIA et al., 2010). Os mecanismos provenientes de
processos genéticos nas BPCV podem envolver a disponibilidade de nutrientes, como a FBN e
solubilizacdo de fosfato, atenuagdo de estresse através da modulacdo da expressdo da enzima
ACC desaminase, producao de sideroforos e fito-hormonios como o acido3-indol-acético
(AIA), dentre outros (BALDANI et al., 1997; GLICK, 2005, SANTOS et al., 2015).

Na literatura hd uma grande variedade de BPCV reconhecidas, distribuidas em géneros
como Azospirillum (OLIVEIRA et al., 2017), Serratia (AGBODJATO et al., 2015);
Pseudomonas (MOSIMANN et al., 2017); Herbaspirillum (SANTOS et al., 2015), Klebsiella,
Burkholderia (ALVES et al., 2015), Bacillus (LIMA et al., 2019) Stenotrophomonas
(YOUSEIF, 2018), dentre outros. Nos ultimos anos pesquisas tém sido realizadas com o
objetivo de produzir inoculantes a partir dos diversos géneros de BPCV, com a expectativa de
efeitos benéficos que impliquem na reducao do uso de fertilizantes.

Na cultura do milho, Marks et al. (2015), avaliando o efeito da inoculacdo por
Azospirillum brasilense, verificaram ganhos significativos no peso seco da parte aérea, N total
acumulado e rendimento de graos. Alves et al. (2014) inoculando cepas de Herbaspirillum
seropedicae em campo, observaram um aumento de até 34% na produtividade, bem como,
obtencdo de 37% do N por fixacdo biologica.

Pande, Pandey e Kaushik (2017) constataram o efeito sinérgico da co-inoculacdo entre
as cepas Burkholderia cepacia (C1) e Alcaligenes aquatilis (H6), que apresentaram elevada
capacidade de liberacdo de fosfato soluvel, assim como, aumento significativo dos parametros
de crescimento vegetal em relagdo aos demais tratamentos. Mishra et al. (2011) avaliando
Pantoea agglomerans, obtiveram respostas significativamente superiores para todos os
parametros de crescimento do milho em relagdo ao controle ndo inoculado, além do aumento
significativo na absor¢dao dos macronutrientes N, P e K.

Para a cultura do milho j& existe um inoculante com a bactéria Azospirillum sp.
registrado no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, que ¢ capaz de reduzir de
25 a 50% o uso da adubagdo nitrogenada (HUNGRIA, 2011; EMBRAPA, 2011; HUNGRIA
2016). Contudo ¢ necessario investigar outros géneros bacterianos mais eficientes e que
demandem o uso de uma menor quantidade de N para a produg¢do da cultura do milho. Nesses
estudos ¢ necessario considerar estirpes que foram isoladas e identificadas em ambientes

regionais/locais. Pode ser que essas estirpes promovam um maior desenvolvimento das plantas
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por suas adaptagdes e especificacdes locais. Neste sentido, o estudo de BPCV ¢ importante nao
apenas para entender o papel ecologico dessas bactérias em sua interacdo no sistema
solo/planta, mas também para elevar a capacidade de aplicagao biotecnologica desses

microrganismos em campo como biofertilizantes.

3. MATERIAL E METODOS
3.1.Descricio e caracterizacao da area experimental
Um experimento de campo foi conduzido entre novembro de 2018 e fevereiro de 2019,

em uma area de cultivo de milho, no municipio de Passira-PE, Brasil (7° 58 30,86 S, 35° 31”

1,07” W) (Figura 1).

ARANAO CuamA

-----

. Local do Experimento
[] Estado de Pernambuco
Brasil

Figura 1. Georreferéncia do local do ensaio de campo. Passira-PE, Brasil

O clima regional € do tipo Bs’h da classificacdo de K&ppen, arido ou semiarido, muito
quente, com chuvas no outono e inverno (ALVARES et al., 2013). A precipitacdo média anual
varia entre 600 mm e 1.000 mm, e a temperatura média anual de 24°C (BELTRAO et al., 2005).
A precipitagdo pluvial durante o experimento foi de 123 mm, e a temperatura média de 26°C.
Para atender a necessidade hidrica foi utilizada irrigagdo por gotejamento, com espagamento
entre gotejadores de 0,20 m. A ETo por meio do método de Penman-Monteith (FAO 56)
(ALLEN et al., 1998) e os valores de Kc obtidos por Santos et al. (2014). Foram aplicadas

laminas de 4gua de aproximadamente 4 mm dia' durante os trés meses de ensaio (Figura 2).
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Figura 2. Regime hidrico (precipitagdo pluvial e irriga¢do) e temperatura durante o ensaio de
campo. Passira-PE, Brasil

O solo do local do ensaio foi classificado como Vertissolo, de acordo com o Sistema
Brasileiro de Classificacao de Solos (EMBRAPA, 2018).

A caracteriza¢io quimica do solo foi realizada com a determinagio do pH (4gua), Ca*",
Mg?*, K*, Na*, AI*", acidez potencial (H+Al) e matéria organica do solo (MOS). Por meio dos
resultados destas andlises calculou-se a saturagao por bases (V), percentagem de sodio trocavel
(PST), capacidade de troca de cations efetiva (CTC efetiva) e capacidade de troca de cations
potencial (CTC potencial) (Tabela 1).

A caracterizagdo fisica do solo foi realizada com a determinag¢dao da granulometria,
densidade do solo e densidade de particulas. A determinagdo da granulometria do solo permitiu
definir sua classe textural e com as densidades se calculou a porosidade total do solo. As
analises quimicas e fisicas do solo, foram realizadas de acordo com a metodologia proposta

pelo Manual de Métodos de Anélise de Solo da EMBRAPA (EMBRAPA, 2017).
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Tabela 1. Atributos quimicos e fisicos do solo em diferentes profundidades na area do ensaio
de campo. Passira-PE, Brasil

Atributo Profundidade (m)
0,0-0,2 0,2-0,4
PHigua (1:2,5) 6,60 6,60
(H+Al) (cmolc dm™) 1,80 2,00
Ca*" (cmolc dm™) 11,40 14,80
Mg?* (cmolc dm™) 5,10 6,20
AI** (cmolc dm™) 0,00 0,00
Na* (cmolc dm™) 1,23 1,15
K" (cmolc dm™) 0,13 0,10
P (mg dm?) 2,00 1,00
MOS (g kg™)! 11,90 14,50
CTC efetiva (cmolc dm™)? 17,86 22,25
CTC potencial (cmolc dm™)3 19,66 2425
V (%)* 90,84 91,75
PST (%)° 6,26 4,74
Areia Total (g kg™") 300 375
Areia Grossa (g kg™") 140 262
Areia Fina (g kg™") 160 113
Silte (g kg™!) 350 212
Argila (g kg™h) 350 413
Classe Textural Franco Argiloso Franco Argiloso
Ds (kg dm™)® 1,44 1,14
Dp (kg dm?)’ 2,58 2,74
PT (%) 44,19 55,67

Matéria organica do solo'; Capacidade de troca de cétions efetiva?; Capacidade de troca de cations potencial’;
Saturagdo por bases*; Percentagem de sédio trocével (PST)®, Densidade do solo®; Densidade de particulas’;
Porosidade total®,

3.2. Descric¢ido do ensaio experimental

O experimento foi instalado em condi¢des de campo, utilizando o hibrido de milho,
comercial 30F35VYHR, com aptidao para silagem. O delinecamento experimental foi o de
blocos casualizados, onde foram distribuidos cinco tratamentos de inoculacdo e trés
testemunhas, com quatro repetigdes, totalizando 32 parcelas experimentais.

Cada parcela foi composta por seis linhas de seis metros de comprimento, espagados
por um metro, totalizando 36 m?. Quanto a densidade de semeadura, foram utilizadas cinco
plantas/m linear. A area 1til foi formada pelas quatro linhas centrais, descartando-se 0,5 m de
cada extremidade, totalizando 20 m?. Uma linha, localizada em cada extremidade da area qtil,
foi utilizada para realizacdo das amostragens destrutivas e as duas linhas centrais para as

amostragens nao destrutivas (Figura 3).
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Figura 3. Desenho experimental indicando o arranjamento dos tratamentos no local do ensaio.
Passira-PE, Brasil

3.3. Tratamentos e conducio do experimento

O preparo do solo foi realizado de forma convencional, por meio de gradagem, com as
linhas de plantio abertas manualmente. A corre¢do do pH nao foi necessaria, visto que o valor
estava em 6,6 no momento da implantagao do ensaio (Tabela 1). Para a adubagao, utilizou-se
como referéncia o Manual de Recomendacao de Adubagdo para o Estado de Pernambuco (IPA,
2008).

Tendo como suporte, os resultados apresentados por Hungria et al. (2010), Hungria
(2011), Fukami et al. (2016), dentre outras pesquisas realizadas com BPCV na cultura do milho,
optou-se por adotar as condi¢des preconizadas por estes autores, para responder as hipoteses do
presente estudo. E consenso que Azospirillum brasilense (AZO) promove rendimentos
satisfatorios quando se faz, convencionalmente, a adubagdo nitrogenada na base e,
posteriormente, se aplica entre 50 e 75% da quantidade recomendada de N em cobertura
(EMBRAPA 2011; HUNGRIA 2016).

Neste sentido, optou-se por oferecer condigdes semelhantes as bactérias
(regionais/locais) em comparagdo com as estirpes de AZO. Deste modo, adotou-se para os
tratamentos inoculados, 50% da dose local recomendada para N em cobertura. Além disso, foi

incluido uma testemunha nitrogenada, com 100% de N em cobertura (T100).
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Neste sentido, o experimento foi composto por oito tratamentos: cinco tratamentos
corresponderam a inoculagao de bactérias Azospirillum brasilense (AZO); Bacillus spp (BAC);
Pseudomonas spp. (PSE); Stenotrophomonas spp. (STE) e um MIX - composto pela mistura de
(BAC, PSE e STE) combinados com 50% da dose recomendada de N (sulfato de amdnio) em
cobertura, equivalente a 30 kg ha' de N (IPA, 2008). Adotou-se trés testemunhas: TA
(testemunha absoluta), que ndo recebeu inoculagdo e ndo foi adubada com N; T50 que, como
os tratamentos inoculados, recebeu 50% do N em cobertura, mas nao foi inoculado; e T100,
que recebeu a dose completa, ou seja, 60 kg ha! de N em cobertura (IPA, 2008).

Adicionalmente, com excec¢do do TA, todos os tratamentos receberam N em fundacao
(30 kg ha'! de N) (IPA, 2008). A adubacdo nitrogenada em cobertura foi realizada aos 20 dias
apos a emergéncia (DAE), quando as plantas apresentaram seis folhas completamente
expandidas (V6). Todos os tratamentos foram adubados com 80 kg ha! de P,Os e 60 kg ha™! de
K>0 em fundagao (IPA, 2008), fornecidos como superfosfato triplo e cloreto de potéssio,
respectivamente.

As estirpes locais utilizadas neste experimento (BAC, PSE e STE), pertencem a colegao
de culturas bacterianas do Laboratorio de Genética e Biologia Molecular (LGBM) da
Universidade Federal do Agreste de Pernambuco (UFAPE). A escolha por estas bactérias foi
baseada no desempenho apresentado em avalia¢do in vitro, como: capacidade de crescer em
meio livre de fonte nitrogenada; produgdo do AIA; molécula quorun sensing; e solubilizacao
de fosfato inorgénico (LIMA et al., 2018).

Para o tratamento AZO, utilizou-se um inoculante a base das cepas Ab-V5 e Ab-V6 de
A. brasilense, pertencentes a colecdo de bactérias diazotréficas e promotoras de crescimento de
plantas da Embrapa Soja. Essas linhagens derivaram dos estudos de Hungria et al. (2010) e sdo
consideradas eficientes na promoc¢do do crescimento de milho e trigo, devido a capacidade de
sintetizar hormdnios vegetais, aumentar o crescimento radicular e a absor¢ao de nutrientes. No
Brasil, ambas as linhagens sdo utilizadas na producao comercial de inoculantes para uso em
milho (FUKAMI et al., 2016).

As linhagens bacterianas foram repicadas pelo método descrito por Kifle e Laing (2016),
com adaptagdes. As estirpes foram multiplicadas em placas de petri contendo meio TSA
(Trypcase Soy Agar) por 48 h a 28 + 2 °C sob agitagio constante (15,70 rad.s™'). Em seguida,
as colonias isoladas foram diluidas no proprio meio (1:50) com a adig¢do de glicerol a 2%. O
nimero de células foi ajustado para 108 UFC MI!. As sementes de milho (500 g) foram

colocadas em saco plastico e, posteriormente, foram adicionados 150 mL da suspensdo
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bacteriana (0,3 mL g™ de sementes). A bolsa foi agitada durante 2 min até atingir uniformidade,

posteriormente, as sementes foram secas ao ar e semeadas.
3.4. Variaveis analisadas e métodos aplicados

Durante o ensaio, foram realizadas avaliagdes em seis periodos: 15, 20, 36, 50, 70 ¢ 90
dias apos a emergéncia (DAE), correspondentes aos estadios fenologicos da cultura milho V3,
V6, V8, V12, VT e RS, respectivamente. Para identificagao das fases em campo, adotou-se a

escala proposta por Ritchie, Hanway e Benson (1993) (Figura 4).

VE RS Ré
- Biometria N (cobertwra) ~ Biometria Biometria Biometria Biomasa
Biomasa Biomasa Teor de clorofila Teor de clorofila ~ Acimulo N
Acimulo N Acimulo N Fluor. da clorofila Fluor. da clorofila  Prod. espigas
Fracionamento P Trocas gasosas Biomasa
Biomasa Acimulo N
Acimulo N Conteudo P
Atv. Nitrogenase

Estadios fenologicos vegetativos Estadios fenologicos rep

Figura 4. Estadios fenologicos observados em campo e atividades realizadas durante o ensaio.
Adaptado de Pioneer (2019)

3.4.1. Crescimento das plantas de milho

3.4.1.1. Altura de planta e diAmetro do colmo

O monitoramento para estas variaveis foi realizado aos 15, 36, 50 ¢ 70 DAE de acordo
com os respectivos estadios fenoldgicos da cultura: V3, V8, V12 e VT.
Altura de planta do milho foi determinada com uso de trena, medindo-se a altura entre

o nivel do solo até a base da inser¢do da Ultima folha completamente expandida, em quatro
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plantas sorteadas ao acaso na area 1til da parcela. De forma semelhante, o didmetro do colmo
foi obtido pela média de duas medi¢des no primeiro entrend acima do colo da planta, em quatro

plantas, utilizando-se um paquimetro digital (BARBOSA et al., 2013).

3.4.1.2. Area foliar e indice de area foliar

Estas medi¢des foram tomadas aos 70 DAE, no estadio fenologico de pendoamento
(VT). A érea foliar foi tomada a partir do método proposto por Tollenaar (1992). Foram
medidos o comprimento (C) e a maior largura (L) de todas as folhas fotossinteticamente ativas.
Considerou-se neste estudo, aquelas folhas que apresentassem ao menos 50% de sua area foliar
verde, como indicado por Borras et al. (2003). As plantas utilizadas, foram as mesmas em que
se avaliou altura e didmetro do colmo neste periodo.

Deste modo, estimou-se a area foliar por planta (A), expressa em cm?, aplicando-se a
expressdao: A=C x L x 0,75, em que o valor 0,75 é um coeficiente de correcao para plantas de
milho, uma vez que, as folhas ndo apresentam area retangular. A area foliar por planta foi obtida
por meio do somatorio da area de todas as folhas fotossinteticamente ativas. O indice de area
foliar, por sua vez, foi obtido pela relagdo entre a area foliar do dossel e o espaco ocupado pela

planta em um metro quadrado.

3.4.2.Fisiologia das plantas de milho
3.4.2.1. Indice Relativo de Clorofila (ICR)

O indice relativo de clorofila (ICR) foi obtido a partir da média de trés leituras com
clorofilometro, modelo CFL1030, nas por¢des basal, média e apical em folhas de quatro plantas
por parcela. Na medi¢do realizada aos 50 DAE, utilizou-se como referéncia, a Gltima folha
completamente expandida do milho. Aos 70 DAE, as medi¢des foram realizadas na folha oposta
e abaixo do ponto de inser¢do da espiga, considerada a folha de referéncia para avaliacdes

fisioldgicas na cultura do milho.
3.4.2.2. Fluorescéncia da clorofila a
Aos 50 e 70 DAE, foram realizadas medi¢des de fluorescéncia da clorofila com

fluorémetro portatil (FluorPen FP100 PSI), adotando-se os mesmos critérios utilizados na

amostragem para medi¢ao do teor de clorofila. As medi¢des foram realizadas no periodo de
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08:00 as 11:00 h da manha. As folhas foram pré-adaptadas ao escuro com auxilio de pincas
adaptadas, durante 30 minutos. Apo6s esse periodo, determinou-se 0os seguintes parametros:
fluorescéncia inicial (F0), fluorescéncia maxima (Fm), fluorescéncia maxima variavel (Fv) e o

rendimento quantico maximo da fotossintese no fotossistema II (PSII) (Fv/Fm).

3.4.2.3. Trocas gasosas

As estimativas para trocas gasosas foram realizadas aos 50 DAE, mediante o uso do
analisador de gas a infravermelho (Infra Red Gas Analyser — IRGA) modelo 6400XT LICOR.
As medigdes foram realizadas nas mesmas folhas em que foi estimada a fluorescéncia da
clorofila a. Foram obtidas as leituras para: taxa de fotossintese liquida, condutancia estomatica,

transpiracdo, concentra¢do interna de CO> e eficiéncia do uso da dgua.

3.4.3. Promocio do crescimento vegetal

3.4.3.1. Biomassa seca da parte aérea

As avaliagoes foram realizadas aos 20, 36, 50, 70 ¢ 90 DAE, de acordo com os estadios
fenoldgicos V6, V8, V12, VT e RS, respectivamente.

Para a determinacdo da biomassa seca da parte aérea, coletou-se quatro plantas por
parcela por meio de um corte na base do colmo, rente ao solo. As plantas foram pesadas e,
posteriormente, trituradas em forrageira. Do material triturado, retirou-se uma subamostra, que
foi colocada em saco de papel e pesada para obtengdo da matéria fresca. Em seguida, estas
amostras foram acondicionadas em estufa com circulacdo for¢cada de ar a 65 °C, onde
permaneceram até atingirem peso constante. A partir da matéria seca obtida e o espagamento

utilizado, obteve-se a quantidade total de biomassa seca acumulada em kg ha!

3.4.3.2. Acimulo de N na parte aérea

O teor de N foi determinado em todas as amostras coletadas para a biomassa seca da
parte aérea. Apos a obtencdo da matéria seca, o material foi triturado em moinho, quando
coletou-se 0,1 g para digestdo em solugdo sulftrica. A determinag¢do do N foi realizada pelo
método de Kjeldahl (EMBRAPA, 2009). O actimulo de N na parte aérea foi entdo estimado
pela multiplicagdo entre o teor de N e os valores obtidos para matéria seca, sendo expresso em

kg ha!
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3.4.3.3. Atividade da nitrogenase

A atividade da enzima nitrogenase (AN) foi estimada aos 50 DAE, por meio da técnica
de redugdo do acetileno, adaptando-se a metodologia descrita por Hardy et al. (1968). Foram
realizadas amostras compostas por dez folhas, tomando-se em consideragdo a ultima folha
completamente expandida pela planta; e uma por¢do de trés raizes, em cada parcela.

As amostras compostas de raiz e folha foram colocadas, separadamente, em frascos de
vidro de 2000 mL, hermeticamente fechados. Em seguida, para ndo alterar a pressao interna
destes frascos, retirou-se 200 mL de ar e introduziu-se 200 mL de acetileno, deixando-os
incubados por uma hora. Apoés este periodo, coletou-se 9 mL da atmosfera dos recipientes para
serem armazenados em frasco de vacunteiner com o mesmo volume.

A determinagdo da reducdao do acetileno e producdo de etileno foi realizada em
cromatografo a gas com coluna PORAPAKN empacotada, detector de ionizagao de chama, com
temperaturas de forno, de injetor e de detector de, respectivamente 70; 130; e 150 °C e vazdes
de N (gas de arraste), H> e Oz de, respectivamente 30; 30; e 300 mL min™.

A estimativa da AN foi obtida, de acordo com Boddey et al. (2007), pela seguinte
equacao:

(ExE1). V. Ke
AN=

244 50.Sg. t. m

Em que:

AN = atividade da nitrogenase (umol de CoHas h'! g1);

E1 = area do pico de etileno na amostra inicial;

E> = area do pico de etileno na amostra final;

V = volume do frasco (mL);

Ke = concentragio do pico de etileno no padrio (mg L™);
Sg = drea do pico de etileno no padrao;

t = tempo de incubacdo (h);

m = massa do tecido vegetal (g).

3.4.3.4. Solubilizacio de fosfato
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Para esta andlise, a amostragem foi realizada aos 36 DAE, quando as plantas se
encontravam no estadio V8 e as raizes, em tese, apresentavam boa formacao e distribui¢do no
solo. Deste modo, coletou-se trés por¢des de raizes de plantas bem desenvolvidas, retirando-se
cuidadosamente o excesso de solo por meio de leves movimentos (OLIVEIRA et al., 2017).
Para a analise, considerou-se o solo rizosférico, firmemente aderido as raizes em uma zona de
até 3 mm (KOLB; MARTIN, 1988), destorroado e peneirado em malha de 2 mm.

As pesquisas para triagem de bactérias potenciais solubilizadoras de fosfato,
geralmente, sdo realizadas em condigdes in vitro. As bactérias sao incubadas em meios de
cultivo (e. g. PKV, NBRIP, SECP) contendo amostras de solo e fontes pouco soluveis de P (e.
g. fosfato de rocha; fosfato tricalcico; fosfato de ferro ou fosfato de aluminio). Deste modo, a
solubilizacdo do P ¢ baseada em deteccdes visuais de zonas claras (geralmente halos
amarelados, dependendo do corante indicador utilizado), ao redor das colonias, indicando a
produgdo de acidos organicos solubilizadores de P (PANDE et al., 2017; JOE et al., 2018).

Neste estudo, entretanto, a solubilizagdo do P em campo, foi determinada através da
analise de fracionamento do P, descrita por Chang e Jackson (1957), incluidas as adaptagdes de
Souza Junior et al. (2012). Este método possibilitou a quantificacao do P-Ca, e por dedugao, foi
possivel dimensionar a contribui¢ao das BPCV, pela redugao dos teores de fosfato precipitado

com Ca no solo rizosférico.

3.4.3.5. Conteudo de P na parte aérea

O teor de P foi determinado nas amostras coletadas para biomassa seca da parte aérea
aos 70 DAE (VT). Apds a secagem em estufa de circulacao for¢ada de ar a 65 °C até a obtengao
de peso constante, o material foi triturado em amostras com massa de 0,25 g e pesado para,
posteriormente, ser decomposto via digestdo sulfirica e o P determinado por colorimetria
(EMBRAPA, 2009). O actimulo de P na parte aérea foi entdo estimado pela multiplicagdo entre

o teor de P e a matéria seca, sendo expresso em kg ha™.
3.4.4. Produtividade de espigas no ponto de ensilagem
Aos 90 DAE (RS5), com as plantas no ponto de ensilagem, foram colhidas 10 espigas em

cada parcela. Posteriormente, este material foi pesado com e sem palha, para a obtencdo da

produtividade de espigas em kg ha™!.
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3.4.5. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e
homocedasticidade de Cochran quando, posteriormente, realizou-se a analise de variancia pelo
teste F (p<0,05), em func¢do dos tratamentos inoculados e das testemunhas. Nas varidveis em
que os efeitos principais e/ou interacdo foram significativos, optou-se pela aplicacdo do teste
de médias de Scott Knott (p<0,05) devido ao ntiimero de tratamentos. Foram realizadas

regressoes nas variaveis em funcao do tempo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Crescimento das plantas de milho
4.1.1. Altura da planta e diametro do colmo

Os tratamentos nao causaram alteracdo de diametro e altura durante o periodo de
avaliacdo. No entanto, o crescimento vegetal ajustou-se a modelo quadratico, com as plantas
atingindo 180 cm de altura e 3 cm de didmetro méximo do colmo aos 70 e¢ 50 DAE,

respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Altura de planta (A) e didmetro do colmo (B) durante o ciclo e nos diferentes
tratamentos com a inoculagdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal e da adubagao
nitrogenada em plantas de milho. TA - Testemunha absoluta; T50 - Testemunha com 50% do
N em cobertura; T100 - Testemunha com 100% do N em cobertura; AZO - Azospirillum
brasilense; BAC - Bacillus sp.; PSE - Pseudomonas spp.; STE - Stenotrophomonas spp.; MIX
- Mistura de BAC + PSE + STE
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O desempenho apresentado pela testemunha absoluta (TA) presume a existéncia de
bactérias nativas do solo, capazes de promover o crescimento vegetal. Adicionalmente, fatores
inerentes ao ensaio e que foram adotados em todos os tratamentos, como irriga¢ao e adubagao
com P e K, podem ter estimulado a atuacdo desses microrganismos no ambiente em estudo
(TANG et al., 2017).

O comportamento de altura e diametro deste trabalho, tem sido encontrado por outros
autores. Kifle e Laing (2016), em um experimento de campo avaliando o efeito de cinco
bactérias diazotroficas sobre um gendtipo de milho [Bacillus megaterium (V16), Pseudomonas
sp. (StBS), Burkholderia ambifaria (V9), Enterobacter cloacae (L1), e Pantoea ananatis
(LB5)] em conjunto com a fertilizagdo nitrogenada, ndo observaram influéncia dos tratamentos
sobre a altura das plantas. Os autores associaram este resultado a elevada competigdo entre os
tratamentos inoculados e os microrganismos nativos daquele ambiente.

Cunha et al. (2014), avaliando em campo o efeito da inoculagdo com A. brasilense e
cinco doses de N em cobertura (0, 25, 50, 75 e 100% da dose recomendada), ndo observaram
diferenca na altura da planta e didmetro do colmo de um hibrido de milho. Resultados
semelhantes também foram obtidos por Marini et al. (2015), em condigdes de campo,
analisando o efeito de A. brasilense associado a diferentes niveis de N (0, 40, 80, 120 e 160 kg
ha!), em dois genédtipos de milho.

Nas condi¢des do presente estudo, a auséncia de efeito da inoculagdo de bactérias e a
adubagdo nitrogenada sobre a altura da planta e didmetro do colmo, pode ser atribuida a elevada
herdabilidade genética destes caracteres morfologicos (ALBUQUERQUE et al., 2013;
PEIFFER et al., 2014). Assumindo que a Unica variagdo no ensaio foi a fertilizagdo nitrogenada
e que as bactérias nativas realizaram FBN; supde-se que, caracteristicas genéticas limitaram a

capacidade de resposta das plantas, nestes parametros, especificamente.

4.1.2. Area foliar e indice de area foliar

Os tratamentos T50, BAC e STE promoveram os maiores incrementos em area foliar
(Figuras 6A e B). Comparados ao T100, as plantas que receberam os indculos STE e BAC

apresentaram area foliar 10%, 50% e 13,44% superiores, respectivamente (Figura 6A).
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Figura 6. Area foliar (A) e indice de area foliar (B) em funcdo da inoculagdo de bactérias
promotoras de crescimento vegetal ¢ da adubacdo nitrogenada em plantas de milho. TA -
Testemunha absoluta; T50 - Testemunha com 50% do N em cobertura; T100 - Testemunha
com 100% do N em cobertura; AZO - Azospirillum brasilense; BAC - Bacillus sp.; PSE -
Pseudomonas spp.; STE - Stenotrophomonas spp.; MIX - Mistura de BAC + PSE + STE

Ainda ndo existe um consenso sobre como a atividade bacteriana de promocio de
crescimento vegetal ¢ afetada pela fertilizacao nitrogenada. No entanto, diversos estudos tém
demonstrado que a aplicagdo excessiva de N mineral resulta em impactos na estrutura da
comunidade Dbacteriana (REARDON; GOLLANY; WUEST, 2014); reduzindo
consideravelmente as taxas de FBN (FAN et al., 2019). Por outro lado, muitos autores relataram
efeitos positivos da fertilizagdo nitrogenada, em comunidades de diazotroficos associativos a
gramineas como, sorgo, cana-de-actucar e milho (RODRiGUEZ—BLANCO; SICARDI;
FRIONI, 2015; YEOH et al., 2015; MAREQUEE et al., 2018). Nesse contexto, Galindo et al.
(2019) destacou a importancia de investigar os efeitos dessa intera¢do, no sentido de se definir
a quantidade 6tima de N mineral aplicado em combinagdo com BPCV, para obtengdo do
rendimento méximo do milho.

A principio, os ganhos em area foliar apresentados por BAC e STE, sugerem que, nas
condi¢des desta pesquisa, 50% da dose recomendada de N em cobertura, seja considerada

suficiente para que estas BPCV atuem proporcionando bons rendimentos a cultura. Isso porque,
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o efeito positivo das bactérias sobre a area foliar foi observado aos 70 DAE, quando as plantas
expressavam todo seu potencial vegetativo, em fase de pendoamento (VT) (Figura 4). O
desempenho das BPCV nativas impulsionadas pela aplicacdo de 50% da dose de N em
cobertura no T50 reforca esta suposicao.

O efeito da inoculagdo foi reproduzido no IAF, uma vez que este ¢ obtido pela relagao
entre a area projetada pelo dossel e a area do solo ocupada pelas plantas. Sabe-se que em
genotipos de milho, a fotossintese € beneficiada a medida que o IAF se aproxima de 4 (HUANG
et al., 2017); e que esse valor varia constantemente, sobretudo, em funcao da densidade de
plantas (SANGOI et al., 2011; PORTES; MELO, 2014). Neste contexto, o IAF médio obtido
por BAC e STE (2,32) indica que, no arranjo espacial adotado (1,0 m x 0,2 m, com 50.000
plantas ha™!), a inoculagdo com estas bactérias pode ter contribuido de forma mais eficiente para
o processo de interceptacdo de luz e assimilacao de C pelas plantas.

Miiller et al. (2015), em um experimento de campo, investigando o efeito de diferentes
métodos de inoculagdo de A4. brasilense no milho (controle; tratamento de sementes e
inoculagdo no sulco de plantio) combinados com distintos niveis de N (0, 75, 150, 225 e 300
kg ha™!), observaram que independentemente do método de aplicacdo, a inoculagio promoveu
efeitos significativos no IAF. Segundo os autores, o IAF maximo promovido pela estirpe, variou
entre 5,4-5,6 com doses de 197 e 244 kg ha! de N, respectivamente, em uma populacio de
67.000 plantas ha™.

Gholami et al. (2012) em um experimento de campo, avaliando o efeito de diferentes
linhagens de Azospirillum spp. e Azotobacter spp. + fertilizacio com 300 kg ha! de N no
crescimento do milho, obtiveram incremento de 11% no IAF em relagdo ao controle nao
inoculado. O TAF obtido por esses autores variou entre 1,90-2,45, em uma populacio de 75.000

plantas ha™.

4.2. Fisiologia das plantas de milho
4.2.1. indice relativo de clorofila (IRC)

O IRC nas folhas do milho mostrou um efeito significativo dos tratamentos apenas aos
70 DAE (Figura 7B). A clorofila a foi superior nas testemunhas TA e T100 e nos tratamentos
inoculados AZO e MIX. A clorofila total variou entre 45 e 52 unidades e foi superior em TA,
T100, AZO, BAC e MIX (Figura 7B).

A andlise dos resultados de area foliar e indice relativo de clorofila em conjunto (Figuras

6 ¢ 7), mostrou que, apenas os tratamentos inoculados com BAC conseguiram traduzir
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superioridade em darea foliar no quantitativo de clorofila total. Este resultado sugere que os
mecanismos de promoc¢do de crescimento das BPCV, atuam de forma, independente e
diversificada, sobre caracteristicas especificas das plantas. Sharma et al. (2003), por exemplo,
observaram que linhagens de Pseudomonas sp. foram essenciais para o aumento da sintese de
clorofila, ao liberarem sider6foros transportadores de Fe para as células vegetais de feijao-
mungo [ Vigna radiata (L.) Wilczek).

Observando, exclusivamente, os resultados para clorofila, constatou-se que o
desempenho de AZO apenas reforca os diversos estudos que demonstraram seus efeitos
positivos na promog¢ao do crescimento de milho (COSTA et al., 2015; FUKAMI et al., 2017;
GALINDO et al., 2019). Quanto ao desempenho de TA, novamente supde-se, que se deva as
condigdes favoraveis, encontradas pelas bactérias nativas para realizacdo da FBN,
mineralizacdo do N organico e/ou sintese de substancias bioestimulantes. Quanto ao MIX, os
resultados revelaram que a co-inoculacdo foi sinérgica na producdo de pigmentos
fotossintéticos, possivelmente, devido a uma atuacao efetiva de BAC nesse tratamento.

Neste sentido, os resultados obtidos por BAC até aqui sdo interessantes, porque apontam
para a versatilidade de processos fisiologicos, pelos quais essas bactérias podem atuar de forma

benéfica a cultura.
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Figura 7. Indice relativo de clorofila em fungfio da inoculagdo de bactérias promotoras de
crescimento vegetal e da adubagdo nitrogenada em plantas de milho. Observagdes aos 50 DAE
(A) e 70 DAE (B). TA - Testemunha absoluta; T50 - Testemunha com 50% do N em cobertura;
T100 - Testemunha com 100% do N em cobertura; AZO - Azospirillum brasilense; BAC -
Bacillus sp.; PSE - Pseudomonas spp.; STE - Stenotrophomonas spp.; MIX - Mistura de BAC
+ PSE + STE

Os resultados dessa pesquisa s@o corroborados pelos de Lima et al. (2011) que, em

condi¢cdes de campo, investigaram os efeitos da interacdo entre B. subtilis e adubacdo
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nitrogenada na produtividade de um hibrido de milho. Foram testadas doses de N (0, 40, 80,
120 e 160 kg ha™! de N) combinadas ou nio com a inoculag¢do. Os autores demonstraram que as
BPCV aumentaram os teores de clorofila total. Os autores atribuiram esse resultado a FBN,
uma vez que, os resultados foram igualmente reproduzidos no acimulo de N da parte aérea.
Costa et al. (2015), em um estudo de campo, verificaram o efeito da inoculacao de 4.
brasilense e a adi¢ao de doses de N em cobertura (0, 25, 50, 75 e 100%) sobre as caracteristicas
de crescimento e produtividade de um hibrido de milho. Os autores observaram um acréscimo
de 4% no teor de clorofila total para o tratamento inoculado que recebeu 75% da dose

recomendada de N em cobertura (50 kg ha! de N).

4.2.2. Fluorescéncia da clorofila a

Apesar dos resultados obtidos para 4rea foliar e teor relativo de clorofila (Figuras 6 e 7),
nenhum tratamento influenciou a fluorescéncia da clorofila a., com excecdo de STE aos 50
DAE, quando as plantas apresentaram uma redu¢do de 14,55% na relacdo Fv/Fm (Figura 8).
Posteriormente, na avaliagdo realizada aos 70 DAE, as plantas se recuperaram desta condigao
(Figura 8D).

Estudos com uma extensa variedade de plantas, em condi¢des diversificadas de
crescimento, demonstraram que a relacdo Fv/Fm pode ser considerada um indicador do
rendimento quantico maximo da fotossintese no fotossistema II (BJORKMAN; DEMMIG,
1987); Outros estudos observaram também, que plantas com o aparelho fotossintético intacto,
apresentavam valores de Fv/Fm variando entre 0,75-0,85 (BOLHAR-NORDENKAMPF et al.,
1989).

Nesse estudo, o valor médio dos tratamentos para a Fv/Fm foi 0,71 nas duas épocas
observadas, exceto no STE (0,62 — aos 70 DAE). Contudo, estes resultados, isoladamente, ndo
indicam a ocorréncia de uma condi¢ao foto-inibitéria ao milho durante o ensaio. Como
destacado por Murchie e Lawson (2013), o fotossistema II ¢ altamente sensivel a estimulos
ambientais, principalmente a variagdes pontuais na intensidade de luz, sendo relativamente

comum, que ocorram valores reduzidos no Fv/Fm, sem qualquer efeito na fotossintese.
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Fluorescéncia da clorofila a
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Figura 8. Pardmetros da emissdo da fluorescéncia da clorofila em fun¢do da inoculacido de
bactérias promotoras de crescimento vegetal e da adubagdo nitrogenada em plantas de milho.
Observacdes em FO aos 50 e 70 DAE (A); Fv aos 50 e 70 DAE (B); Fm aos 50 e 70 DAE (C)
e Fv/Fm aos 50 ¢ 70 DAE (D). TA - Testemunha absoluta; T50 - Testemunha com 50% do N
em cobertura; T100 - Testemunha com 100% do N em cobertura, AZO - Azospirillum
brasilense; BAC - Bacillus sp.; PSE - Pseudomonas spp.; STE - Stenotrophomonas spp.; MIX
- Mistura de BAC + PSE + STE

Naveed et al. (2013), avaliando o potencial da estirpe FD17 (Enterobacter sp.) na
promocao do crescimento de dois cultivares de milho, em um ensaio conduzido em casa-de-
vegetacdo, observaram que a Fv/Fm foi 8% superior nos tratamentos inoculados, variando de
0,69-0,79 entre todos tratamentos. Os autores presumiram que, esse resultado ocorreu devido a
uma combinagdo de acdes da bactéria em conjunto com as plantas, como: producio de AIA,
ACC deaminase, sider6foros, ¢ fornecimento de nutrientes.

Embora nesse estudo, o efeito dos tratamentos na fluorescéncia da clorofila a tenha sido
minimo, os resultados, até aqui, evidenciam que a inoculagdo ndo provocou alteragdes no
fotossistema II, que pudessem comprometer o desenvolvimento da cultura em campo. Por outro
lado, torna-se valido ressaltar que, ainda sdo escassos os estudos que possam fomentar uma

discussdo apropriada, a respeito da agdo direta das BPCV neste parametro especifico.
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4.2.3. Trocas gasosas

Os parametros de trocas gasosas das plantas de milho ndo foram afetados por nenhum
tratamento (Figura 9). Um resultado, de certa forma esperado, visto que, uma alteragdao
significativa destes parametros, poderia ser refletida nos parametros da fluorescéncia da

clorofila a, dada a relagdo complementar entre esses processos.
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Figura 9. Parametros de trocas gasosas em fung¢do da inocula¢do de bactérias promotoras de
crescimento vegetal e da adubagdo nitrogenada em plantas de milho. Observagdes em FO aos
50 e 70 DAE (A); Fv aos 50 e 70 DAE (B); Fm aos 50 e 70 DAE (C) e Fv/Fm aos 50 ¢ 70 DAE
(D). TA - Testemunha absoluta; T50 - Testemunha com 50% do N em cobertura; T100 -
Testemunha com 100% do N em cobertura; AZO - Azospirillum brasilense; BAC - Bacillus
sp.; PSE - Pseudomonas spp.; STE - Stenotrophomonas spp.; MIX - Mistura de BAC + PSE +
STE
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O efeito das BPCV no comportamento das trocas gasosas tem sido frequentemente
observado em culturas em situagdes de estresse abiotico. Lima et al. (2019), estudando o efeito
da inoculacdo de linhagens de B. subtilis em plantas de milho sob condi¢do de estresse hidrico,
verificaram que as bactérias reduziram as taxas de transpiracao e conducao estomatica. Esses
resultados se correlacionaram com incrementos no teor relativo de 4gua das folhas e na
eficiéncia do uso da dgua pela cultura.

Barnawal et al. (2017), avaliando o desempenho de B. subtilis em plantas de trigo
submetidas ao estresse hidrico, observaram que a inoculagao aumentou as taxas de fotossintese
liquida e reduziu os valores de condutancia estomatica. De acordo com os autores, as BPCV
restauram os pardmetros fisiolégicos para uma condi¢do ideal, protegendo as plantas de
condicdes adversas.

Dentre os possiveis mecanismos pelos quais as bactérias atuam no processo de trocas
gasosas das plantas estdo a modulacdo dos niveis de fitormonios, como o acido abscisico
(ABA), responsavel pela regulagdo dos estomatos (VURUKONDA et al., 2016). A sintese da
enzima ACC desaminase, que regula a atividade do etileno em condigdes de estresse
(BARNAWAL et al., 2017). E a sintese de enzimas antioxidantes, que regulam o estresse
oxidativo, prejudicial a realiza¢do da fotossintese (GUPTA et al., 2019).

Neste sentido, os resultados obtidos para trocas gasosas nesse estudo podem ser
justificados pela homogeneidade do ambiente durante o ensaio (sobretudo, quanto a
disponibilidade hidrica), determinando o comportamento dos tratamentos. Como ndo ocorreu
um evento extremamente estressante, presume-se, que as bactérias nao foram estimuladas pelas
plantas a expressarem, efetivamente, seus mecanismos potenciais de regulacdo das trocas

£asosas.

4.3. Promocio do crescimento vegetal
4.3.1. Biomassa seca da parte aérea

Embora houvesse a expectativa para a obtencdo de um modelo sigmoidal descrevendo
o acumulo de biomassa seca na parte aérea, ao menos durante o periodo avaliado, este processo
se comportou linearmente. Diferengas entre os tratamentos s6 foram observadas aos 20 e 36
DAE (Figura 10).

Aos 20 DAE, o desempenho dos tratamentos foi semelhante, exceto para o MIX, TA e
T50, onde a biomassa acumulada foi reduzida em 10,22; 16,75 e 22,03%, respectivamente

(Figura 10B). Aos 36 DAE, dentre os tratamentos inoculados, apenas PSE e BAC mantiveram
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um acumulo constante em relagdo ao periodo anterior. Comparados com as outras bactérias
adicionadas e a co-inoculagdo, estes tratamentos atingiram picos de acumulo 17 e 19%

superiores, respectivamente (Figura 10B).
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Figura 10. Biomassa na parte aérea em funcdo da inoculacdo de bactérias promotoras de
crescimento vegetal ¢ da adubacdo nitrogenada em plantas de milho. TA - Testemunha
absoluta; TS50 - Testemunha com 50% do N em cobertura; T100 - Testemunha com 100% do
N em cobertura; AZO - Azospirillum brasilense; BAC - Bacillus sp.; PSE - Pseudomonas spp.;
STE - Stenotrophomonas spp.; MIX - Mistura de BAC + PSE + STE

Em termos gerais, aos 36 DAE, os tratamentos TA, BAC e PSE apresentaram
desempenho semelhante, ndo diferindo do T100. Os resultados do TA refletem uma atuacao
positiva das bactérias nativas nesse importante componente de produg@o. Ao final da avaliagao
(90 DAE), as plantas apresentaram aproximadamente, 11.300 kg ha! de biomassa acumulada
na parte aérea.

Apesar das diferengas no acimulo de biomassa nao se evidenciarem por todo o periodo

de avalia¢do, os resultados apresentados pelas bactérias, especialmente BAC e PSE, sdo
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considerados satisfatorios. Isto porque, as plantas inoculadas com essas BPCV obtiveram um
rendimento equivalente ao T100.

Resultados diferentes aos observados neste experimento foram obtidos por Souza et al.
(2019). Em um estudo de campo, os autores investigaram a influéncia da fertilizacao
nitrogenada, combinada a inoculagdo de 4. brasilense, no rendimento de um hibrido de milho
em um Latossolo Vermelho distréfico cultivado com culturas anuais ha mais de 28 anos. Foi
relatado que a inoculagdo e 30 kg ha™! de N na semeadura + duas aplica¢des de 75 kg ha! em
cobertura (180 kg ha! no total), proporcionaram os melhores rendimentos de biomassa
acumulada na parte aérea (11.856 kg ha!). Em termos de comparacdo, nesse estudo os
tratamentos inoculados apresentaram um acimulo médio de biomassa de 11.546 kg ha™! aos 90
DAE (R5). A adubagio nestes tratamentos, entretanto, foi de 30 kg ha™! de N na semeadura +
30 kg ha! em cobertura (totalizando 60 kg ha™! de N fornecidos a cultura).

Dartora et al. (2016), em um experimento de campo avaliando a resposta do milho a
inoculacdo de diferentes linhagens (A. brasilense; Azospirillum sp.; Enhydrobacter sp. e
Rhizobium sp.) combinada a duas formas de adubacdo nitrogenada (controle sem N e sem
inoculagdo; 30 kg ha™! de N na semeadura; 30 kg ha™! na semeadura + 130 kg ha! em cobertura)
em dois ciclos de cultivo (2012/2013 —2013/2014), ndo observaram efeitos da inoculagdo (em
2012/2013) na biomassa da parte aérea, nos estadios observados (V8 e R1). Diferentemente
desse estudo, os autores ndo adotaram irrigagao e atribuiram seus resultados a falta de condigdes

climaticas favoraveis durante o ciclo da cultura.

4.3.2. Acimulo de N na parte aérea

O acumulo de N na parte aérea foi influenciado pelos tratamentos, com os dados se
ajustando a modelo quadratico (Figura 11). A diferenga entre os tratamentos ficou evidenciada
a partir dos 50 DAE, se estendendo por todo o periodo avaliado.

Os resultados obtidos para o acimulo de N na parte aérea evidenciam que dentre as
BPCV, os tratamentos BAC e STE proporcionaram o melhor desempenho, uma vez que foram
equivalentes ao T100 durante todo o periodo avaliado (Figura 11).

Calculou-se para estes tratamentos, o ponto de maximo acimulo de N na parte aérea.
BAC atingiu o pico aos 72 DAE, com 276 kg ha! de N acumulado. No mesmo periodo, o milho
com STE acumulou 239 kg ha'! de N. No T100, a maxima acumulagio foi de 251 kg ha! de N
aos 69 DAE. Cabe ressaltar, que o milho em T100 recebeu a dose total de N recomendada para

aregido (90 kg ha!) e os tratamentos inoculados apenas 60 kg ha'! de N.
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Figura 11. Acimulo de nitrogénio na parte aérea em funcdo da inoculacdo de bactérias
promotoras de crescimento vegetal e da adubacdo nitrogenada em plantas de milho. TA -
Testemunha absoluta; T50 - Testemunha com 50% do N em cobertura; T100 - Testemunha
com 100% do N em cobertura; AZO - Azospirillum brasilense; BAC - Bacillus sp.; PSE -
Pseudomonas spp.; STE - Stenotrophomonas spp.; MIX - Mistura de BAC + PSE + STE

A partir dos resultados apresentados, pode-se inferir que a inoculagdo ndo sé foi bem-
sucedida, mas também, eficiente. Assumindo que, em todos os tratamentos, o aporte de N no
solo foi proveniente, sobretudo, da soma da mineralizagdo da matéria orgénica e da quantidade
aplicada via fertilizagdo (ou ndo aplicada em TA); presume-se, que parte do N adicional
extraido pela cultura foi ofertado pela FBN. Isso significa que, nos tratamentos BAC e STE, o
N fixado biologicamente contribuiu, no minimo, para o suprimento dos 50% (30 kg ha™') ndo
aplicados na adubacdo de cobertura.

A possivel contribuicdo da FBN no milho se refletiu, sobretudo, no tratamento BAC.
Resultados satisfatorios foram obtidos em relacao a area foliar (Figura 6), clorofila total (Figura
7), produgdo de biomassa da parte aérea (Figura 10) e acimulo de N na parte aérea (Figura 11).
Esses efeitos podem ter sido determinantes para o desenvolvimento das plantas, em virtude,

principalmente, do estadio fenoldgico em que foram observados. Como relatado, em BAC, o
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pico de acimulo de N na parte aérea foi atingido aos 72 DAE (276 kg ha™), coincidindo com o
final do estadio vegetativo da cultura (VT) (Figura 5).

Foi relatado que, hibridos modernos de milho acumulam 65-70% do total de N durante
o crescimento vegetativo (MUELLER; VYN, 2016), e que 45-90% do N no grao ¢ proveniente
do N armazenado até o florescimento (KUAN et al., 2016). Isso decorre da capacidade da planta
em remobilizar o N presente em oOrgdos, principalmente folhas, e utilizad-lo no processo de
formagdo dos graos (MI et al., 2003). A eficiéncia desse processo ¢ imprescindivel a
produtividade, porque induz a autofagia e senescéncia das folhas, reduzindo a assimilagao de
C no estadio reprodutivo (HAVE et al., 2016).

Kuan et al. (2016) investigaram o efeito de linhagens de BPCV (incluindo Bacillus sp.)
na remobilizacao do N em plantas de milho, em um experimento sob condi¢des controladas. Os
autores verificaram que as bactérias fixaram N continuamente durante o estadio reprodutivo.
Essa atividade retardou a senescéncia, mas assegurou a aquisi¢do de N pela planta, aumentando
a produtividade de espigas em torno de 31%.

Logo, nesse estudo, presume-se que BAC nao s6 atuou na aquisi¢do do N, mas também,
contribuiu para o gerenciamento do nutriente dentro da planta. Se, por um lado, essa BPCV
proporcionou um crescimento adequado, com maior produgdo de area foliar, clorofila e
acimulo de N. Por outro, uma provavel otimizagdo na remobilizagdo do N, prolongando a
longevidade das folhas e a assimilagdo de C, que pode determinar ganhos em produtividade de
espigas aos 90 DAE (R5).

Galindo et al. (2019) investigaram em duas safras, o efeito de A. brasilense sobre
componentes de producdo do milho. Os autores testaram a inoculagdo com cinco doses de N
(0, 50, 100, 150 e 200 kg ha '), proveniente de duas fontes, (uréia ou uréia protegida). O
tratamento com a BPCV + 100 kg ha ! de N aplicados em cobertura, proporcionou maiores
concentragdes de N foliar, teor de clorofila, eficiéncia de uso do N e rendimento dos graos.
Dessa forma, esses resultados corroboram a importante atuacdo de bactérias promotoras de

crescimento vegetal, na otimizagdo do processo de aquisi¢ao e utilizacdo do N pelo milho.

4.3.3. Atividade da nitrogenase

Embora tenham sido observados efeitos significativos para a maioria das varidveis de
crescimento, fisioldgicas e promotoras de crescimento vegetal avaliadas até entdo, ndo se
constatou diferenga entre os tratamentos para a AN nas folhas ou raizes do milho (Figura 12).

Por outro lado, ¢ possivel presumir que houve FBN em todos os tratamentos, dada a igualdade
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dos resultados. Portanto, esse método ndo se mostrou adequado para constatar a FBN

evidenciada pelas outras variaveis avaliadas.
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Figura 12. Atividade da Nitrogenase em fun¢ao da inoculacdo de bactérias promotoras de
crescimento vegetal e da adubacdo nitrogenada em plantas de milho. TA - Testemunha
absoluta; T50 - Testemunha com 50% do N em cobertura; T100 - Testemunha com 100% do
N em cobertura; AZO - Azospirillum brasilense; BAC - Bacillus sp.; PSE - Pseudomonas spp.;
STE - Stenotrophomonas spp.; MIX - Mistura de BAC + PSE + STE.

A AN ¢ um processo extremamente sensivel a fatores ambientais como: concentragio
de O»; temperatura; e umidade do solo. Por outro lado, as plantas, por meio de mecanismos
fisiologicos, alteram o fluxo de exsudatos radiculares na rizosfera (CASSMAN; MUNNS,
1980). A limitacao de fotoassimilados afeta, consequentemente, o desempenho das bactérias
diazotroficas na rizosfera (BALANDREAU; MILLIER; DOMMERGUES, 1974). Esses
eventos atuando de forma isolada ou conjunta, resultam em picos varidveis de AN em um
periodo relativamente curto (SANTOS et al., 2019). Dessa forma, devido a elevada flutuacao
sazonal, avaliacdes pontuais na reducdo do acetileno, podem subestimar ou superestimar os
resultados obtidos, quando este método ¢ utilizado para estimacio da FBN (MARTENSSON et
al., 2009).

Adicionalmente, Santos et al. (2019), investigando o desempenho da AN em cana-de-
acucar, submetida a niveis de Mo e N no solo, encontraram um modelo de sino descrevendo o
comportamento da enzima durante o ciclo da cultura. Os autores também verificaram que a
adubacao molibdica estimulou a AN e esta, por sua vez, sofreu efeito antagdnico do N aplicado.

Neste sentido, fica evidente que a AN flutua em diferentes escalas de tempo, por

mecanismos distintos, atingindo picos seguidos de atividade reduzida, ou nula, durante o



47

crescimento da planta. E provavel que, nesse estudo, no momento em que foi realizada a tinica
amostragem (50 DAE), as BPCV ndo se encontravam estimuladas o suficiente para exibir
atividade maxima da enzima, diferenciando os tratamentos. De todo modo, os resultados
contribuem para demonstrar que existem limitagcdes, que devem ser consideradas ao se adotar
esse método, exclusivamente, como indicador da FBN, principalmente quando a avaliagao for

pontual, ou seja, em um unico momento durante o ciclo de cultivo do milho.

4.3.4. Solubilizacio de fosfato

Foram observados efeitos dos tratamentos para o teor de P inorganico precipitado com
Ca no solo rizosférico (Figura 13). O P-Ca foi reduzido, substancialmente, nos tratamentos
inoculados e na testemunha absoluta (TA). Avaliando os tratamentos em conjunto, observou-
se que os teores de P-Ca foram 22 e 27% superiores em T50 e T100, respectivamente (Figura

13).
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Figura 13. Solubilizacdo de P-Ca no solo rizosférico em fun¢do da inocula¢do de bactérias
promotoras de crescimento vegetal e da adubacdo nitrogenada em plantas de milho. TA -
Testemunha absoluta; T50 - Testemunha com 50% do N em cobertura; T100 - Testemunha
com 100% do N em cobertura; AZO - Azospirillum brasilense; BAC - Bacillus sp.; PSE -
Pseudomonas spp.; STE - Stenotrophomonas spp.; MIX - Mistura de BAC + PSE + STE

Observou-se que, independentemente do tratamento, as bactérias adicionadas foram
eficientes em solubilizar parte do fosfato que estava precipitado com Ca, tornando-o,
consequentemente, disponivel as plantas. Os resultados de TA demonstraram a evidente
contribui¢cdo dos microrganismos nativos na disponibiliza¢ao do P inorganico. Os resultados de

T50 e T100, entretanto, indicam um efeito limitante da fertilizagao nitrogenada no desempenho
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das bactérias solubilizadoras de fosfato nativas do solo. Isso se deve, possivelmente, ao uso de
sulfato de am6nio como fonte de N mineral (MPANGA et al., 2019). A solubilizagdo de fosfato
pelas bactérias nativas foi reduzida quando N foi aplicado, como sugere a TA, que foi o Uinico
tratamento em que nao houve fertilizagao nitrogenada, inclusive na base.

O pH do solo (pH 6,5) (Tabela 1); a temperatura do ambiente (26°C) (Figura 2); e a
umidade do solo (proxima a capacidade de campo, devido a irrigacdo), podem ter contribuido
para intensificar a nitrificagdo do NH4" adicionado como fertilizante (NORTON; OUYANG,
2019). De acordo com Sharma et al. (2013), um dos principais mecanismos utilizados pelas
bactérias solubilizadoras de fosfato ¢ a protonagdo do meio. Em associacdo com as raizes das
plantas, estes microrganismos assimilam NH4" e liberam H" do seu citoplasma para a superficie
externa, acidificando o solo e liberando o P insoluvel. Portanto, a oxidagdo do NH4" a formas
nitricas, supostamente, limitou a atuagdo das bactérias nativas que utilizam essa via para
solubilizacdo de P-Ca. Adicionalmente, ¢ possivel ainda, que o crescimento exponencial da
populagio de nitrificantes, em fungio do aumento transitorio de substrato (N na forma de NH4")
tenha contribuido, incisivamente, para este processo no microbioma estudado.

Neste sentido, acredita-se que fatores especificos determinaram a atuagao das BPCV
adicionadas, em relag@o as nativas do solo. O principal deles, ¢ que as bactérias inoculadas
pertencem a géneros, reconhecidamente, promotores de crescimento vegetal, sendo capazes de
atuar sob condig¢des diversificadas (RODRIGUEZ et al., 2004; ALORI; GLICK; BABALOLA,
2017; LIMA et al., 2018).

Florio et al. (2017), investigaram a inoculacdo de Azospirillum spp. em plantas de milho
e o seu efeito em comunidades de microrganismos (de) nitrificantes. Os autores sugeriram que
ainoculacdo aumentou a evapotranspiragao da cultura, provocando alteragdes no regime hidrico
do solo (para niveis limitantes a nitrificagao), reduzindo, consequentemente, a abundancia de
nitrificadores. Isso demonstra que, as BPCV, dispdem de mecanismos especiais para superar
condicOes desfavoraveis ao desenvolvimento das culturas. Essa caracteristica pode explicar o
desempenho dos tratamentos inoculados na solubilizagdo do P-Ca, mesmo com a adi¢dao de
sulfato de amonio.

Estudos relataram que bactérias gram-negativas, como Azospirillum spp.,
Pseudomonas spp; e Stenotrophomonas spp., atuam proximas as raizes, onde ha maior
disponibilidade de glicose (RODRIGUEZ et al., 2004; SULEMAN et al., 2018). Através da
oxidacdo ndo fosforilante no espaco peripldsmico, esses microrganismos convertem,

rapidamente, grandes quantidades de agiicar em acido gluconico (CHHABRA et al., 2013). Essa
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substancia atua como agente quelante de Ca®*, além de acidificar o meio, dissolvendo fosfatos
de Ca pouco soluveis na rizosfera (SASHIDHAR; PODILE, 2010;).

As BPCV podem, ainda, promover o desenvolvimento radicular pela liberacao de
fitormonios (especialmente auxinas), que aumentam a captacdo de dgua e nutrientes pelas
plantas (MOHITE, 2013). Indiretamente, o estimulo ao transporte de ions contribui para a
solubilizagcdo do P na rizosfera, com a liberagdo de protons pelas raizes para o equilibrio de
cargas no solo (VACHERON et al., 2013).

Diante do exposto, nota-se que existe um potencial efetivo para solubilizagdo de P-Ca
pelas bactérias estudadas (AZO, BAC, PSE, STE), individualmente, ou co-inoculadas (MIX).
Por outro lado, a fertilizagao nitrogenada pode ter comprometido a atuagdo das bactérias nativas
em T50 e T100. Todavia, Mpanga et al. (2019), avaliando formas de suprimento de N a plantas
de milho inoculadas com microrganismos solubilizadores de P, obtiveram resultados
promissores. Os autores realizaram um experimento de campo, em solo alcalino (pH 8,6) ¢
observaram que a inoculag¢do, combinada com sulfato de amonio estabilizado com inibidor de
nitrificagdo, garantiu rendimentos superiores ao controle, que recebeu P soltivel. Deste modo,
esses resultados podem nortear futuras pesquisas, relacionadas ao potencial de atuagao das

bactérias solubilizadoras de fosfato sob condigdes nitrificantes.

4.3.5. Contetdo de P na parte aérea

As plantas inoculadas com AZO, BAC, STE e o MIX apresentaram um contetido de P
na parte aérea 29% superior aos demais tratamentos (Figura 14). Isso corresponde a um
incremento médio de 10,40 kg ha'! de P absorvidos pela cultura.

A contribuic¢ao da solubilizagdo de P pelas bactérias (AZO, BAC, STE e o MIX) torna-
se ainda mais evidente ao considerar: a quantidade de P disponivel no solo antes do ensaio [2
mg dm™ de P (Melich-1)] (Tabela 1); a quantidade adicionada via fertilizagdo (80 kg ha™! de
P,0s); e o contetido médio de P na parte aérea do milho nestes tratamentos (= 36 kg ha'! de P).
Assumindo que o P disponivel foi totalmente consumido pela planta, e que a eficiéncia de uso
do P adicionado como fertilizante foi de 16% (DHILLON et al., 2017), as BPCV via
solubilizacio, foram responsaveis por 73% (= 26 kg ha') do P exportado para a parte aérea do

milho.
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Figura 14. Acumulo de P na parte aérea de plantas de milho em func¢do da inoculagdo de
bactérias promotoras de crescimento vegetal e da adubagdo nitrogenada em plantas de milho.
TA - Testemunha absoluta; T50 - Testemunha com 50% do N em cobertura; T100 -
Testemunha com 100% do N em cobertura; AZO - Azospirillum brasilense; BAC - Bacillus

sp.; PSE - Pseudomonas spp.; STE - Stenotrophomonas spp.; MIX - Mistura de BAC + PSE +
STE

Adicionalmente, a relevancia da atividade das bactérias neste estudo se evidencia pela
baixa capacidade do milho em induzir, naturalmente, alteragdes no pH do solo por acao das
raizes, o que limita a cultura de absorver o P-Ca (HINSINGER, 2001). A rizosfera das
gramineas ¢ muito menos acida do que a rizosfera das leguminosas (RAO et al., 2002)

Neste sentido, o conteudo de P na parte aérea apenas reflete a atuacao eficiente das
bactérias na solubilizacdo do P no solo rizosférico (Figura 13). Quanto aos tratamentos TA e
PSE, embora tenham apresentado eficiéncia na solubiliza¢do do P-Ca, o baixo desempenho em
area foliar (Figura 6) e N acumulado (Figura 11), podem ter determinado a eficiéncia de
absor¢do do P pela cultura.

Estudos com BPCV potenciais solubilizadoras de P tém sido realizados frequentemente.
No entanto, sdo escassas as pesquisas em que esta atividade ¢ demonstrada diretamente no
campo, o que limita as possibilidades de comparacdo. Neste contexto, a partir de testes
realizados in vitro, Breda, Alves e Reis (2016), avaliaram em campo o efeito da inoculagdo de
Herbaspirillum seropedicae e doses de nitrogénio (50 e 100 kg ha™! de N) sobre a produtividade
do milho. Os autores observaram que a inoculacdo combinada a dose de 50 kg ha'! de N,

resultou em incrementos de até 100% no P acumulado pela cultura em relagdo ao TA.
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Semelhantemente, Viruel et al. (2014), avaliaram em campo, o efeito da inoculagdo de
bactérias solubilizantes de P no crescimento e rendimento do milho. Os autores verificaram que
as plantas inoculadas com Pseudomonas tolaasii e nao adubadas com P, apresentaram teores
de P na parte aérea, significativamente superiores, em comparacao com as testemunhas

fosfatadas.

4.4. Produtividade de espigas no ponto de ensilagem

Os tratamentos apresentaram efeito para a produtividade de espigas, com e sem palha
no ponto de ensilagem (Figura 15). Presumivelmente, as diferencas observadas nas variaveis
area foliar, clorofila e, sobretudo, acimulo de N e P na parte aérea, foram determinantes para o
desempenho da produtividade das BPCV.

Os tratamentos BAC e AZO apresentaram as maiores médias de produtividade de
espigas, equiparando-se ao T100. Individualmente, essas bactérias incrementaram o rendimento
de espigas sem palha em 12,80% (AZO) e 17,58% (BAC), com uma produtividade média de
10.222 kg ha! (Figura 15). Para espigas com palha, os incrementos de AZO e BAC foram
10,97 e 17,03% superiores, respectivamente, com uma produtividade média de 12.033 kg ha!

(Figura 15).
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Figura 15. Produtividade de espigas com e sem palha no ponto de silagem em funcdo da
inoculagdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal e da adubacgdo nitrogenada em
plantas de milho. TA - Testemunha absoluta; T50 - Testemunha com 50% do N em cobertura;
T100 - Testemunha com 100% do N em cobertura; AZO - Azospirillum brasilense; BAC -
Bacillus sp.; PSE - Pseudomonas spp.; STE - Stenotrophomonas spp.; MIX - Mistura de BAC
+ PSE + STE.
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O rendimento de espigas obtido por BAC e AZO ¢, possivelmente, um reflexo do
comportamento desses tratamentos quanto a FBN, evidenciado pelo acimulo de N (Figura 11)
e solubilizacdo biologica de fosfato (Figura 13), garantindo o suprimento adequadode Ne P a
cultura. Para BAC, isso se estende a superioridade em area foliar (Figura 6) e clorofila total
(Figura 7). Deste modo, o desempenho geral de plantas inoculadas com BAC nesse estudo,
atribui a essa BPCV, o status de microrganismo mais eficiente para a promog¢ao do crescimento
do milho.

Em termos gerais, nota-se que a habilidade em disponibilizar, ao mesmo tempo, N e P
as plantas, pode ter determinado o sucesso (ou o insucesso) das bactérias estudadas, em elevar
a produtividade da cultura. Isso fica evidenciado para o MIX, que apresentou alta solubiliza¢ao
e estoque do P na parte aérea (Figuras 13 e 14), mas ndo acumulou N aos 50 e 70 DAE (Figura
11). Como os resultados em area foliar também foram baixos (Figura 6), ¢ possivel presumir,
que a remobilizagdo do N na planta tenha sido ineficiente, reduzindo o desempenho deste
tratamento. Por outro lado, T50 apresentou elevado acumulo de N, aos 50 e 70 DAE (Figura
11), além de apresentar satisfatorio desempenho de area foliar (Figura 6), no entanto, este
tratamento nao foi capaz de solubilizar (Figura 13) e, consequentemente, exportar o P para a
parte aérea das plantas (Figura 14).

Para a TA e PSE, o baixo rendimento foi esperado. Apesar do bom desempenho em
solubilizar o P (Figura 13), estes tratamentos tiveram reducdes em area foliar (Figura 6), bem
como, na aquisi¢do de N e P para a parte aérea do milho (Figuras 11 e 14). Em contrapartida, o
rendimento do T100 deve estar vinculado ao bom desempenho em érea foliar (Figura 6),
clorofila (Figura 7) e actmulo de N (Figura 11) neste tratamento. Essa condi¢ao,
provavelmente, compensou a baixa capacidade de solubilizacdo do P-Ca das bactérias nativas
(Figura 13), em virtude de um sistema radicular bem desenvolvido, permitindo a aquisi¢do e
transporte do P disponivel a parte aérea do milho.

Em relagdo ao tratamento STE, provavelmente, a baixa produtividade nao esteve
relacionada, exclusivamente a aquisicao de N e P (Figuras 11 e 14). Esses resultados podem
estar associados a algum evento prejudicial ao desempenho fotossintético das plantas, durante
o periodo avaliado. Esta condi¢@o se expressou pela reducdo no acimulo de biomassa aos 36
DAE (Figura 10); baixo rendimento fotossintético (Fv/Fm,) aos 50 DAE (Figura 8) e baixo
indice relativo de clorofila, aos 70 DAE (Figura 7).

Devido a escassez de estudos que avaliem a produtividade de espigas no ponto de

ensilagem do milho, a mensuracdo da contribuicdo das bactérias estudadas, nessa variadvel
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especifica, torna-se limitada. Contudo, as demais varidveis observadas sdo comumente
avaliadas em estudos envolvendo o desempenho de BPCV em cultivos de milho.

Ademais, para efeito de compreensao, Crevelari et al. (2019) avaliaram, por correlagao
candnica, o desempenho de gendtipos de milho para produgdao de silagem. Estes autores
encontraram uma correlagdo positiva entre o rendimento de espigas no ponto de ensilagem,
empalhadas ou ndo, e os quantitativos de matéria seca, proteina bruta, fibra em detergente
neutro, lignina, gordura bruta e matéria mineral; caracteristicas essenciais para a qualidade da
silagem. Adicionalmente, os hibridos com melhor desempenho, apresentaram produtividade de

espigas no ponto de ensilagem em 13.598 kg ha! (com palha) e 9.991 kg ha™! (sem palha).

5. CONCLUSOES

e As bactérias estudadas sao eficientes solubilizadoras de fosfato em condigdes de campo;

e As bactérias estudadas contribuiram para uma maior absor¢do de N, contudo, a estimativa
da AN oferece limitagdes quanto ao uso exclusivo como indicador da FBN, principalmente
quanto avaliada em um unico periodo durante o ciclo da cultura;

e A eficiéncia da promoc¢ao do crescimento do milho esta relacionada, sobretudo, a eficiéncia
das bactérias em aumentar a absor¢do de N e P a cultura, por meio da FBN e da solubilizagao
bioldgica do P;

e Bacillus sp. foi eficiente na promocao do crescimento do milho, obtendo desempenho
equivalente ao T100, mesmo utilizando apenas 50% da dose de N recomendada em
cobertura.

e Pelo conjunto dos resultados apresentados, Bacillus sp. € Azospirillum brasilense podem ser
consideradas as BPCV mais eficientes nesse estudo;

e O desempenho apresentado por Bacillus sp. no presente estudo pode ser considerado em
pesquisas futuras, relacionadas a produgdo de bio-inoculantes para uso no milho em

ambientes semelhantes aos desse estudo.
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