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HISTER, J. R. W. H. Potencial biotecnolégico da coinoculacdo de rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas na cultura do milho (Zea mays). 2022. 92 f.
Dissertacdao (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2022.

RESUMO

Microrganismos benéficos podem auxiliar no desempenho das plantas nos sistemas
de producédo. O objetivo desse trabalho foi avaliar a inoculagéo e a coinoculagéo de
estirpes de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs) na cultura
do milho. Foram conduzidos dois ensaios de primavera-verdo e um de verao-outono
em areas experimentais da Embrapa em Londrina e Ponta Grossa — PR. O
delineamento na primeira safra foi em blocos ao acaso com seis repeticdes, com 12
tratamentos: trés controles ndo inoculados e com 0%, 75% e 100% da dose
recomendada de N (ureia) em cobertura (T1, T2 e T3, respectivamente); inoculagéo
com A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) (T4); R. tropici CIAT 899 (T5); R. tropici CIAT 899
+ A. brasilense Ab-V6 (T6); P. fluorescens CNPSo 2719 (T7); P. fluorescens CNPSo
2719 + A. brasilense Ab-V6 (T8); B. subtilis CNPSo 2657 (T9); B. subtilis CNPSo 2657
+ A. brasilense Ab-V6 (T10); Pantoea sp. CNPSo 2798 (T11); e Pantoea sp. CNPSo
2798 + A. brasilense Ab-V6 (T12). Todos os tratamentos (co)inoculados receberam
75% da dose de nitrogénio de cobertura. O ensaio de segunda safra foi conduzido em
semeadura antecipada intercalar com a cultura da soja (Sistema Antecipe®), em
delineamento de blocos ao acaso com 10 tratamentos: trés controles, como na
primeira safra (T1, T2 e T3); A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) (T4); A. brasilense (Ab-V5
+ Ab-V6) + Bacillus megaterium BRM 119 + B. subtilis BRM 2084 via sementes (T5);
B. megaterium BRM 119 + B. subtilis BRM 2084 via sementes e A. brasilense via foliar
em V4 (T6); R. tropici CIAT 899 via sementes (T7); R. tropici CIAT 899 + A. brasilense
Ab-V6 via sementes (T8); B. subtilis CNPSo 2657 via sementes (T9); e B. subtilis
CNPSo 2657 + A. brasilense Ab-V6 (T10) via sementes. Todos os tratamentos
(co)inoculados receberam 75% da dose de N de cobertura. Foram avaliados: Massa
da parte aérea e raizes secos; teor de N na parte aérea e exportado nos graos nos
ensaios de primeira e segunda safra, e teor de P na parte aérea e P exportado nos
graos no ensaio de segunda safra; analises das atividades de [-glicosidase e
fosfatase acida na rizosfera; morfologia de raizes; e produtividade. Em Ponta Grossa,
apenas a inoculagao R. tropici CIAT 899 + A. brasilense Ab-V6 (T6) aumentou a

massa de parte aérea, porém a inoculacao de A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6 (T4), R.



tropici CIAT 899 (T5) e B. subtilis CNPSo 2657 (T9) aumentaram a massa de raizes
secas em relacdo ao controle ndo inoculado e com 100% de N. Em todos os ensaios,
a inoculacao ou a coinoculagdo aumentou o teor de N foliar em relagao ao controle
com 75% de N sem inoculagdo. Ja em Londrina, na safra verdo-outono, as plantas
inoculadas com A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6 (T4) e coinoculadas com R. tropici CIAT
899 + A. brasilense Ab-V6 (T6) tiveram maior exportagdo de N nos graos. As maiores
produtividades foram obtidas com A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6 (T4) (8318 kg ha™'), R.
tropici CIAT 899 + A. brasilense Ab-V6 (T6) (8.059 kg ha') e B. subtilis CNPSo 2657
(T9) (8310 kg ha') em relagdo aos controles 0% e 100% de N em cobertura. A
atividade da [-glicosidase foi maior na rizosfera das plantas controles e nas
inoculadas com A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6 (T4) em ambos os ensaios de primeira
safra. Quando foi realizada inoculacdo de uma bactéria diferente de A. brasilense, a
atividade da enzima diminuiu na maioria dos casos. Todas as variaveis relacionadas
a morfologia das raizes foram estimuladas pelas (co)inoculagées. Em Londrina, a
inoculagao com A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6 (T4) e R. tropici CIAT 899 + A. brasilense
Ab-V6 (T5) favoreceu as caracteristicas morfologicas das raizes para a absorgao de
nutrientes, enquanto que em Ponta Grossa foram as inoculacdes com P. fluorescens
CNPSo 2718 (T7) e Pantoea sp. CNPSo 2798 (T11). Na segunda safra, as plantas
inoculadas com A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6 (T4) e A. brasilense Ab-V5 + Av-V6 + B.
megaterium BRM 119 + B. subtilis BRM 2084 (T5) apresentaram os maiores teores
foliares e exportagdes de N e P pelos graos. Produtividades acima de 4000 kg ha’
foram alcangadas com 100% de N (T3) em cobertura sem inoculagdo e na
coinoculacao de A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) + B. megaterium BRM 119 + B. subtilis
BRM 2084 (T5). A atividade da R-glucosidase na rizosfera aumentou na coinoculagao
com R. tropici CIAT 899 + A. brasilense Ab-V6 (T8) em comparagdo aos demais
tratamentos. Novamente a maioria das variaveis relacionadas a morfologia das raizes
foram favorecidas, com destaque para a inoculagédo com A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6
(T4) e R. tropici CIAT 899 + A. brasilense Ab-V6 (T8). A inoculagéo e a coinoculagao
do milho com RPCPs favoreceram o seu crescimento e desenvolvimento, levando ao
aumento de produtividade mesmo com a redugcdo da adubacdo nitrogenada de

cobertura.
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HISTER, J. R. W. H. Biotechnological potential of co-inoculation of plant growth-
promoting in maize (Zea mays). 2022. 92 f. Dissertation (Master in Agronomy) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

Beneficial microorganisms can help the plant performance in the production systems.
This work aimed to evaluate the potential of inoculation and co-inoculation of plant
growth-promoting rhizobacteria (PGPR) strains in maize. Two trials were conducted
for the spring-summer crop and one for the summer-autumn crop at Embrapa's
experimental stations in Londrina and Ponta Grossa — PR. The experimental design in
the first season was in randomized blocks with six replications, with 12 treatments:
three controls without inoculation and with 0%, 75% and 100% of the recommended
dose of N (urea) in top-dressing (T1, T2 and T3, respectively); inoculation with A.
brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) (T4); R. tropici CIAT 899 (T5); R. tropici CIAT 899 + A.
brasilense Ab-V6 (T6); P. fluorescens CNPSo 2719 (T7); P. fluorescens CNPSo 2719
+ A. brasilense Ab-V6 (T8); B. subtilis CNPSo 2657 (T9); B. subtilis CNPSo 2657 + A.
brasilense Ab-V6 (T10); Pantoea sp. CNPSo 2798 (T11); and Pantoea sp. CNPSo
2798 + A. brasilense Ab-V6 (T12). All (co)inoculated treatments received 75% of the
recommended dose of top-dressing N. The second crop trial was carried out in
anticipated sowing system between soybean lines (Antecipe® System), with a
randomized block design with 10 treatments: three controls, as in the first crop (T1, T2
and T3); inoculation with A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) (T4); A. brasilense (Ab-V5 +
Ab-V6) + Bacillus megaterium BRM 119 + B. subtilis BRM 2084 via seeds (T5); B.
megaterium BRM 119 + B. subtilis BRM 2084 via seeds and A. brasilense via leaves
in V4 (T6); R. tropici CIAT 899 via seeds (T7); R. tropici CIAT 899 + A. brasilense Ab-
V6 via seeds (T8); B. subtilis CNPSo 2657 via seeds (T9); and B. subtilis CNPSo 2657
+ A. brasilense Ab-V6 (T10) via seeds. All (co)inoculated treatmenst received 75% of
the recommended top-dressing N dose. We assessed: shoot and root dry mass; Shoot
N concentration and exported N in grains in the first and second trials, and shoot P
concentration and exported P in grains in the second assay; activities of B-glucosidase
and acid phosphatase in the rhizosphere soil; root morphological traits; and grain yield.
In the trial carried out in Ponta Grossa, the inoculation of R. tropici CIAT 899 + A.
brasilense Ab-V6 (T6) increased the shoot biomass, however the inoculation of A.
brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) (T4), R. tropici CIAT 899 (T5) and B. subtilis CNPSo 2657



(T9) increased the root biomass compared with the non-inoculated control receiving
100% of N in top-dressing. In all assays, the presence of a PGPR, in inoculation or co-
inoculation, increased the leaf N concentration compared with the control without
inoculation and receiving with 75% of N as top-dressing. In Londrina, in the summer-
autumn season, plants inoculated with A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6 (T4) and co-
inoculated with R. tropici CIAT 899 + A. brasilense Ab-V6 (T6) had greater N
exportation in grains. The highest yields were obtained in treatments with A. brasilense
Ab-V5 + Ab-V6 (T4) with 8318 kg ha™', R. tropici CIAT 899 + A. brasilense Ab-V6 (T6),
with 8059 kg ha' and B. subtilis CNPSo 2657 (T9) with 8310 kg ha' compared with
the controls 0% and 100% of N in top-dressing. The activity of the B-glucosidase was
higher in the rhizosphere of the control plants and those inoculated with A. brasilense
Ab-V5 + Ab-V6 (T4) in both first-season trials. When a bacterium other than A.
brasilense was inoculated, the enzyme activity decreased in most cases. Inoculations
stimulated all variables related to root morphological traits. In Londrina, plants
inoculated with A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6 (T4) and R. tropici CIAT 899 + A.
brasilense Ab-V6 (T5) had root morphological traits more adapted for nutrient
absorption, while in Ponta Grossa inoculations with P. fluorescens CNPSo 2718 (T7)
and Pantoea sp. CNPSo 2798 (T11) improved root traits. In the second season, plants
inoculated with A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6 (T4) and A. brasilense (Ab-V5 + Av-V6)
+ B. megaterium BRM 119 + B. subtilis BRM 2084 (T5) showed the highest leaf
concentrations and exports of N and P by grains. Yields above 4000 kg ha™' were
achieved in treatments with 100% N (T3) in top-dressing and in the coinoculation of A.
brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) + B. megaterium BRM 119 + B. subtilis BRM 2084 (T5).
R-glucosidase activity in the rhizosphere increased with coinoculation with R. tropici
CIAT 899 + A. brasilense Ab-V6 (T8) compared with the other treatments. Again, most
variables related to root morphological traits were favored, in which inoculation with A.
brasilense Ab-V5 + Ab-V6 (T4) and R. tropici CIAT 899 + A. brasilense Ab-V6 (T8)
were the most outstanding. Inoculation and co-inoculation of maize with PGPR favored
growth and development traits, increasing yield even with reduction of the top-dressing

N fertilization.

Keywords: Inoculant. PGPR. Bioinputs. Rhizosphere. Antecipe System.
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1 INTRODUGAO

As projecdes indicam crescimento acelerado e continuo da populagéo
mundial nas proximas décadas, juntamente com 0 aumento da expectativa de vida e
do crescimento de renda, o que resultara na necessidade de aumento da eficiéncia
produtiva de alimentos aliada a diminuicio de possiveis impactos ambientais.

Atualmente, ha pouca possibilidade de expansdo das fronteiras
agricolas e poucos paises ainda tém disponibilidade de novas areas, as quais, em sua
maior parte, estdo concentradas na América Latina e Africa-Subsaariana. Deste
modo, para que a agricultura moderna possa produzir cada vez mais, sem que areas
atualmente ocupadas com vegetagdo nativa sejam incorporadas ao cultivo, o que
levaria a impactos ambientais, a tecnificacdo deve ser constante, com o
desenvolvimento de novas formas de cultivo, manejos e uso de insumos.

O Brasil é um dos paises em que o0 uso de insumos bioldgicos tem
crescido a taxas superiores a 10% ao ano, com perspectivas de aumento nos
préximos anos. Apos um longo periodo de uso de insumos quimicos na agricultura e
seus efeitos colaterais no ambiente, os insumos biolégicos prometem ser uma
ferramenta no sistema de produgéo que podera substituir parcialmente ou, em alguns
casos, totalmente os insumos quimicos.

A pesquisa na bioprospeccdo de novos microrganismos com
potenciais para uso na agricultura tem se intensificado nas ultimas décadas,
notadamente com microrganismos diazotréficos ou promotores de crescimento de
plantas por outros mecanismos de agdo além da fixagdo de nitrogénio, trazendo
ganhos de produtividade para as principais commodities produzidas no Brasil. Dentre
estas tecnologias, a coinoculacdo de estirpes elite de Bradyrhizobium com
Azospirillum brasilense tem se destacado com relagdo a aumentos de produtividade
na cultura da soja, uma tecnologia que une dois mecanismos de promogao de
crescimento: a fixagdo bioldgica de nitrogénio e a producéo de fitorménios, que de
forma conjunta trazem mais beneficios a cultura. Entretanto, pouco ainda se sabe
sobre o efeito das varias combinagbes desses insumos biolégicos sobre o
desenvolvimento de outras culturas, como € o caso da cultura do milho.

Microrganismos benéficos ja sdo estudados ha muitos anos, dentre
0S quais as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs). Seu

emprego esta ganhando importancia nos manejos modernos, atuando por meio da
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capacidade de producao de hormdnios vegetais, solubilizacdo ou fornecimento de
nutrientes, aumento no desenvolvimento radicular e biocontrole de pragas e
patégenos.

Frente as diversas vantagens do uso deste grupo de microrganismos
benéficos nos sistemas de producédo, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial
promotor de crescimento por isolados de bactérias, inoculadas isoladamente ou

combinadas, na cultura do milho de primeira e segunda safra.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 IMPORTANCIA ECONOMICA DA CULTURA DO MILHO

Os cereais tém grande importancia na economia mundial, sendo
responsaveis por até 60% das calorias da dieta humana por consumo direto, producao
de racéo para animais ou subprodutos (DIET, 2003). O milho (Zea mays L.) pode ser
considerado a principal cultura dentre os cereais, pois € visto como base da
alimentacao para grande parte da populagdao mundial (GODFRAY et al., 2010).

O milho é uma cultura herbacea anual com metabolismo C4, da
familia Poaceae, originario da América Central. Seu grao possui alto teor energético,
sendo utilizado para consumo in natura, na alimentacao animal e para producédo de
biocombustiveis (KUMAR; JHARIYA, 2013). E cultivado no mundo todo e, nas ultimas
décadas, se tornou a principal cultura de graos, com produgao global de mais de 1
bilhdo de toneladas, ultrapassando o arroz e o trigo (MIRANDA, 2018).

O Brasil € o terceiro maior produtor de milho, atras somente dos
Estados Unidos e da China, com 85,75 milhées de toneladas produzidas na safra de
2020/21 em uma area de 19,87 milhdes de hectares, somando as areas de primeira e
segunda safra, com uma produtividade média de 4316 kg ha'. O pais é também o
maior exportador do grdo, com cerca de 22 milhdes de toneladas exportadas em
2020/21 (CONAB, 2021). Segundo Demarchi (2011), o principal destino da producéao
de milho é a fabricagédo de ragao, tanto para bovinos, quanto suinos e aves, sendo a
atividade que mais influencia a economia do gréo no Brasil. Estima-se que 70% da
alimentagéo destes animais sejam baseados no consumo de milho.

No Brasil, o milho é produzido em duas épocas distintas no mesmo
ano agricola, sendo denominadas safra de verao (primeira safra) e safra de inverno
ou safrinha (segunda safra). A producdao de milho de segunda safra tem tido
expressivo aumento em contraste a diminuigcao de areas de primeira safra, por conta

da concorréncia com a cultura da soja (CONAB, 2021).
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2.2 UsSO DE MICRORGANISMOS COMO ESTRATEGIA DE AUMENTO DE PRODUTIVIDADE

Projecbes de aumento populacional e da expectativa de vida,
especialmente em paises em desenvolvimento, reforcam a necessidade de se
aumentar a eficiéncia dos sistemas de producado de alimentos sem que haja
substituicdo de areas com vegetagcao nativa por novas areas de cultivo (FAO, 2009).
Para atingir produtividades cada vez mais elevadas, a agricultura esta em constante
tecnificagdo, com surgimento de novas formas de uso e manejo de solo e da cultura
e insumos empregados na produgdo de commodities que acabaram se tornando
altamente dependentes de defensivos quimicos e fertilizantes sintéticos
(MCARTHUR; MCCORD, 2017; ROSER; RITCHIE, 2017). A adocédo de praticas
conservacionistas € uma estratégia utilizada para promover a produ¢ao mais eficiente
de alimentos por um longo periodo, minimizando impactos ambientais, principalmente
em relagdo ao monocultivo, que representa grande parte do sistema de produgao
mundial (SA et al., 2017).

Os microrganismos representam as formas mais abundantes de vida
na Terra e representam a maior propor¢cdo da diversidade genética estimada no
planeta (LAMBAIS et al., 2005). O solo é considerado o principal foco de diversidade
bioldgica e, em apenas um grama, podem ser encontradas de 107 a 10° células vivas,
caracterizando-se como um sistema vivo complexo e dinamico (ALEXANDER, 1977,
CARDOSO; ANDREOTE, 2016). As comunidades microbianas do solo tém grande
importancia para o sistema, sendo responsaveis pela mineralizagdo e sintese da
matéria organica (NEILL et al., 2006), com papel fundamental nos ciclos
biogeoquimicos (BELL et al., 2005), formagdo e manutengdo da estabilidade de
agregados do solo, além de auxiliar no controle biolégico e biorremediagao (BOLLAG
et al., 1994; GADD, 2010; WHIPPS, 2001). A capacidade dos solos sob vegetacéo
natural ou culturas agricolas em fornecer nutrientes as plantas é favorecida pela
diversidade e atividade biologica, que contribuem para o crescimento e aumenta a
resiliéncia das culturas (BUNEMANN et al., 2018).

Neste contexto, o uso de microrganismos visando oferecer beneficios
nutricionais, promogéo de crescimento e até mesmo protegédo contra patdogenos tem
sido uma alternativa sustentavel em escala comercial na agricultura moderna
(SANTOS; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2019). O aumento no rendimento das culturas

devido ao uso destes microrganismos estd diretamente relacionado ao melhor
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entendimento das interagdes solo-planta e do correto manejo destes, visto que sua
acao nos solos e nas plantas é de grande complexidade (DEN HERDER et al., 2010;
GEWIN, 2010).

A rizosfera € a fragdo do solo diretamente influenciada pelas raizes
das plantas, por conta da liberagdo de compostos organicos labeis, como acidos
organicos, aminoacidos, agucares, purinas, vitaminas e compostos fenélicos. Esses
exsudatos sao utilizados como fonte de nutrientes por diversas bactérias, sustentando
assim um grupo heterogéneo de microrganismos que podem estar aderidos a
superficie das raizes (rizoplano) ou livres na rizosfera (COMPANT; VAN DER
HEIJDEN; SESSITSCH, 2010). A exsudacéao de diversas fontes de C labil pelas raizes
na rizosfera propicia o aumento da atividade, biomassa e diversidade de
microrganismos de varios grupos funcionais, dentre eles as rizobactérias promotoras
de crescimento de plantas (RPCPs). Este grupo de bactérias pode interagir
endofiticamente nas raizes e em outros tecidos da planta ou em vida livre no solo
rizosférico, utilizando de mecanismos isolados ou combinados que auxiliam no
desenvolvimento das plantas (BASHAN; DE-BASHAN, 2010), tais como na produgéo
e liberacao de fitormoénios (SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2015), fixagcao biolégica de
nitrogénio (MARQUES et al.,, 2017), solubilizagdo de fosfatos (KUZYAKOV;
BLAGODATSKAYA, 2015; RODRIGUEZ et al., 2004) e biocontrole de patégenos
(BJELIC et al., 2018; SHAFI et al., 2017).

As RPCPs sao empregadas na agricultura desde longa data (NUNES
et al.,, 2003). Englobam varios géneros, tais como Azospirillum, Rhizobium,
Bradyrhizobium, Pseudomonas, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Pantoea etc.,
sendo o primeiro o mais estudado. Devido aos inumeros beneficios, bactérias desses
géneros sado consideradas de grande importancia para muitas plantas cultivadas
(SABER et al., 2012).

Estas interacbes benéficas entre planta-bactéria tém sido
comercialmente exploradas mundialmente, com o surgimento de dezenas de produtos
bioldgicos (inoculantes) a base de estirpes elite selecionadas para promogao de
crescimento de plantas (BASHAN et al., 2016). Inoculantes sdo bioinsumos que
possuem em sua composicado microrganismos vivos capazes de trazer beneficios ao
crescimento e desenvolvimento de diferentes espécies de plantas (SANTOS;
NOGUEIRA; HUNGRIA, 2019). Os inoculantes podem ser produzidos em formulagdes

liquidas ou turfosas. Aturfaé um material de origem vegetal, parcialmente
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decomposto, encontrado em regides pantanosas ou em altitudes elevadas, em que as
restricdes a mineralizagao microbiana, aliada a um longo periodo geoldgico, resulta
em um material rico em carbono organico. A escolha da turfa como veiculo em
inoculantes deve-se a sua composi¢do, que € rica em matéria organica, servindo
como importante fonte de nutrientes para o microrganismo de interesse. A turfa
também oferece protecéo fisica aos microrganismos e permite melhor sobrevivéncia
celular em condi¢des edafoclimaticas adversas (HUNGRIA et al., 2000; 2005). No
processo de inoculacdo com este material, € essencial a utilizacdo de compostos
adesivos para auxiliar na aderéncia do produto as sementes, como a solugcdo de
sacarose a 10% (HUNGRIA et al., 2000). Ja os inoculantes liquidos consistem em
culturas microbianas suspensas em meio de cultivo liquido rico em nutrientes e que
podem ser acrescidos de protetores celulares. Sdo de facil manuseio e compativeis
com a semeadura mecanizada, oferecendo vantagem sobre os inoculantes solidos na
semeadura. Outra vantagem é a facilidade de esterilizagao, conferindo auséncia de
contaminantes e, consequentemente, permitindo maior concentragdo celular
(BASHAN et al. 2014; CASSAN et al. 2015).

Atualmente, a cultura da soja [Glycine max (L.) Merr.] é a que mais se
beneficia da tecnologia da inoculagdo em todo o mundo, com o emprego de bactérias
do género Bradyrhizobium. O Brasil € considerado como o lider mundial no uso destes
bioinsumos para a cultura da soja (ANPII, 2016; HUNGRIA; MENDES, 2015; OKON
et al., 2015) onde aproximadamente 85% da area de cultivo é inoculada anualmente
(CASTRO, 2020). A inoculagdo em n&o leguminosas e a coinoculacdo de
Bradyrhizobium e Azospirillum na cultura da soja vém aumentando significativamente
no Brasil, apresentando um salto impressionante na comercializacdo de doses desses
produtos nos ultimos anos (HUNGRIA et al., 2010; 2015).

A aplicagdo simultédnea de diferentes microrganismos € chamada de
coinoculacéao, e atualmente € possivel encontrar produtos desta natureza no mercado
de bioinsumos. A eficiéncia da coinoculagdo depende da selegao de estirpes elite, da
concentragdo de cada microrganismo no inoculante e do método de aplicagdo do
produto, que pode ser diretamente na semente, no sulco de semeadura ou aplicagao
foliar (CAMPO et al., 2010; CASSAN, 2015; FUKAMI et al., 2016). A necessidade de
mais estudos relacionados a compatibilidade entre microrganismos e aos beneficios
atribuidos a estes quando inoculados simultaneamente € de grande importancia no

meio agricola atual, que cada vez mais tem buscado em aumentar a produtividade e
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amenizar efeitos de estresses bidticos e abidticos de forma sustentavel e
economicamente viavel (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013).

Além do A. brasilense, diversas RPCPs vém sendo relatadas como
potenciais para coinoculagdo na cultura da soja, como Pseudomonas spp.
(EGAMBERDIEVA et al. 2017; PAWAR et al. 2018), Actinomyces sp. (NIMNOI,
PONGSILP; LUMYONG, 2014), e Bacillus spp. (ATIENO et al. 2012; PETKAR;
DESHMUKH; JADHAV, 2018; SUBRAMANIAN et al. 2014). A coinoculagdo com
bactérias associativas em culturas ndo leguminosas se mostra uma alternativa
sustentavel para o aumento da produtividade de culturas como o milho, trigo e arroz,
utilizando estratégias combinadas de mecanismos de promog¢édo de crescimento,
dentre elas, a fixagcdo de nitrogénio, maior tolerancia a condigdes edafoclimaticas
adversas, aumento da capacidade de competir com a comunidade microbiana nativa,
aumento da quantidade de raizes, solubilizagdo de nutrientes e producdo de
fitormbénios (FUKAMI et al., 2016; KRUASUWAN; THAMCHAIPENET, 2016;
RONDINA et al., 2020; YEGORENKOVA et al., 2016).

Em estudo conduzido por Fukami et al. (2018) foi observado que a
coinoculagéo de Azospirillum brasilense (estirpes Ab-V5 e Ab-V6) com Rhizobium
tropici (estirpe CIAT 899) em plantas de milho cultivadas em condi¢cao de estresse
salino resultou em melhora no crescimento das plantas em comparagdao com as nao

inoculadas.

2.2.1 Género Azospirillum

O género Azospirillum foi muito estudado na década de 70 pela sua
habilidade de fixar nitrogénio atmosférico e promover crescimento de plantas, tendo
ampla distribuicdo geografica, tanto em regides temperadas quanto tropicais
(DOBBELAERE et al., 2002; HUNGRIA et al., 2016).

E uma bactéria Gram-negativa de vida livre, que pode se estabelecer
endofiticamente nos tecidos das plantas e também no rizoplano. Tem formato de
bastonete com movimento ativo comumente uniflagelado, mede 1,0 ym de didmetro
e 2,0 a 3,0 ym de comprimento (DIAZ-ZORITA et al., 2015; HALL; KRIEG, 1984;
JOFRE et al., 2008). Esses microrganismos tém temperatura o&tima para

desenvolvimento entre 28 e 41 °C. Quando supridos com fontes preferenciais de N
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como amoénio, nitrato, nitrito ou aminoacidos, sao aerdbicos tipicos, mas quando
crescem dependentes da fixagdo de N2 sdo microaerofilicos (STEENHOUDT,;
VANDERLEYDEN, 2000; DOBBELAERE et al., 2002). Dentre as espécies do género
Azospirillum, a que possui maior relevancia para a agricultura € o Azospirillum
brasilense.

Estudos relacionando esta bactéria a promog¢ao de crescimento de
diversas culturas, como milho e trigo, vém sendo conduzidos com grande frequéncia
(CASSAN; OKON; CREUS, 2015; HUNGRIA et al., 2010; PEREG; LUZ; BASHAN,
2016). A produgao de fitormbnios, como auxinas, giberelinas e citocininas, € o
principal mecanismo atribuido ao A. brasilense na promog¢ao de crescimento de
plantas (MEHNAZ, 2015). A producgao de auxinas, em especial o acido indol-3-acético
(AlA) promove mudangas no controle do crescimento vegetal, levando ao aumento de
volume, ramificacdo e comprimento de raizes, em especial nos estagios iniciais da
cultura (CASSAN et al., 2014). No entanto, ha relatos de producdo de 6xido nitrico
(NO), que age como sinalizador em uma cascata de eventos mediados por hormdnios
que estimula o desenvolvimento de raizes laterais (CORREA-ARAGUNDE et al.,
2006).

Por ser uma bactéria diazotrofica, A. brasilense é capaz de fixar
nitrogénio atmosférico, convertendo-o a uma forma assimilavel por plantas e
microrganismos (SAIKIA et al.,, 2012). Porém a quantidade de N fixada e
disponibilizada por essa bactéria ndo é suficiente para suprir toda a demanda de uma
planta (DIAZ-ZORITA; FERNANDEZ-CANIGIA, 2009). Algumas estirpes de A.
brasilense podem solubilizar fosfato, tornando-o prontamente disponivel para as
plantas, o que pode refletir em maiores rendimentos das culturas (TURAN et al., 2012).
A atenuagao de estresses abidticos como seca e salinidade (RODRIGUEZ-SALAZAR
et al., 2009), auxilio na defesa contra excesso de intensidade luminosa (BASHAN et
al., 2006), protegao contra patégenos (FUKAMI et al., 2016) e fitorremediagao de solos
contaminados (TUGAROVA et al., 2014) sao efeitos atribuidos ao Azpospirillum sp.
em plantas cultivadas.

De acordo com Fukami et al. (2016), quando inoculado em plantas de
milho recebendo 67.5 kg ha™" de N em cobertura (75% da dose recomendada), o A.
brasilense promoveu aumento de 555 kg ha™' na produtividade de grdos comparado
com o controle na mesma dose de N e sem inoculacéo, e sem diferir do tratamento

controle com 100% da dose de N. Diversos trabalhos atribuem aumentos de
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produtividade em resposta a inoculacdo dessa RPCP na cultura do milho, e abre
possibilidade para a diminuicdo da dose de fertilizante nitrogenado em até 25% (DE
MORAIS et al., 2016; HUNGRIA et al., 2010; MUMBACH et al., 2018; OLIVEIRA et
al., 2018).

2.2.2 Género Rhizobium

Encontrados abundantemente em solos tropicais, os rizébios séo
conhecidos principalmente por estabelecer simbiose com diversas leguminosas
(ORMENO-ORRILLO et al., 2012). Predominantemente utilizadas como inoculantes
na cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris), as espécies Rhizobium tropici e Rhizobium
freireii sdo as mais estaveis geneticamente e eficientes em realizar fixagcao biologica
de nitrogénio, trazendo grandes beneficios a cultura (BACTERIO, 2017).

Sao bactérias Gram-negativas, com 0,5-0,9 um de didmetro e 1,2-3,0
gm de comprimento, em forma de bastonetes moveis (HUMANN; KAHN, 2015).
Possuem crescimento rapido em meio de cultura e temperatura 6tima entre 25 a 42
°C e pH de 4 a 9. Em condigbes em que realizam a fixagado bioldgica de nitrogénio
tornam-se pleomorficas, ou seja, sofrem uma série de alteragdes morfolégicas e
fisiolégicas, sendo denominadas bacteridide, que ficam abrigados nos simbiossomos
nas células infectadas dos nodulos (DATTA et al., 2014).

Apesar de serem comercialmente utilizadas em inoculantes para
leguminosas, estas bactérias também podem trazer beneficios para ndo-leguminosas,
pois possuem outros mecanismos de promog¢ao de crescimento, além da capacidade
de fixar nitrogénio, como solubilizacdo de nutrientes e produgdo de fitormdnios
(GARCIA-FRAILE et al., 2012). O Rhizobium é produtor de lipo-quito-oligossacarideos
(LQO) (fator Nod), um metabdlito secundario que atua diretamente na colonizagéo da
bactéria nas raizes e na divisdo celular do cortex (DARDANELLI et al. 2008). Ha
relatos de que este metabdlito pode estar ligado a promogao de crescimento de nao
leguminosas, mimetizando efeitos de fitormdnios como auxinas e citocinina (SMITH et
al., 2015).

Estudos conduzidos por Marks et al. (2013; 2015) demostraram que
a aplicagao de LQOs de Rhizobium combinada com a inoculagao de A. brasilense na

cultura do milho tem potencial biotecnolégico, sendo observado incremento
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significativo do crescimento das plantas tratadas com esta combinacado, comparando
com tratamento sem inoculagdo. Outros autores também atestaram a eficiéncia dos
rizébios no aumento da produtividade de culturas nao-leguminosas (HAHN et al.,
2013; OSORIO FILHO et al., 2016; PALMERO et al., 2011). Dartora et al. (2016)
demonstraram que a inoculagéo de uma estirpe de Rhizobium sp. associada a 30 kg
ha' de N na cultura do milho foi equivalente a fertilizagdo com 160 kg ha™' do nutriente

no tratamento sem inoculacéo.

2.2.3 Género Pseudomonas

Este género é comumente encontrado em solos, agua e
especialmente na rizosfera das plantas, possuindo diversas caracteristicas que
podem classifica-la como RPCP, sendo que as estirpes com maior potencial sdo as
fluorescentes (BOSSIS et al., 2000). Varias pesquisas tém sido conduzidas
globalmente para explorar o potencial destas bactérias na agricultura (SIVASAKTHI;
USHARANI; SARANRAJ, 2014). Sao bactérias Gram-negativas, em forma de
bastonete, com motilidade por flagelos, em grande maioria com produgao de pigmento
fluorescente (piocianina). Embora aerdbia obrigatéria, € capaz de utilizar o nitrato
como aceptor final de elétrons na respiragao celular em baixas concentracdes de
oxigénio, processo chamado de respiragado anaerobica. Seu crescimento 6timo se da
a temperaturas entre 25-30 °C (SCALES et al., 2014).

A promogao de crescimento atribuida a inoculagdo da espécie
Pseudomonas fluorescens nao necessariamente esta ligada somente a mecanismos
que auxiliam de forma direta o desenvolvimento da cultura, mas também de formas
indiretas, como o biocontrole de fitopatégenos (GANESHAN; KUMAR, 2005). Este
microrganismo € capaz de produzir compostos que auxiliam na protecdo contra
possiveis patdgenos, como os sideroforos, que possuem alta afinidade com o ferro,
causando a escassez do mesmo na rizosfera, assim limitando a capacidade de fungos
fitopatogénicos se proliferarem naquele ambiente (DAS et al., 2007).

Aléem da acdo de biocontrole, P. flurescens pode auxiliar no
crescimento de plantas pela produgao de acido indol-3-acético (AIA), um horménio
vegetal da classe das auxinas diretamente ligado a divisdo e alongamento celular
(DAVID; CHANDRASEHAR; SELVAM, 2018). Estas bactérias podem mobilizar
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fosfatos inorgénicos de baixa solubilidade da matriz mineral do solo, aumentando a
disponibilidade de P para a absorc¢ao pelas plantas (LYU et al., 2016). Este mecanismo
de acgéao ocorre pela liberagdo de acidos organicos, que sdo compostos de baixo peso
molecular, que quelam cations ligados as moléculas de P, convertendo-as em formas
soluveis (ARCHANA; BUCH; KUMAR, 2012). Este processo de liberagao de acidos
organicos também promove a acidificagao do solo, auxiliando na liberacdo de P de
complexos de calcio de baixa solubilidade (MENDES et al., 2014; LI et al., 2015).

Em estudo conduzido por Sandini et al. (2019), os efeitos atribuidos a
P. fluorescens resultaram em ganhos em produtividade na cultura do milho entre 29 e
31% comparados com o tratamento nao inoculado. A promogéo de crescimento € o
aumento no rendimento foram equivalentes a aplicagdo de 100% da dose
recomendada do fertilizante nitrogenado, mesmo quando a dose do fertilizante foi

reduzida em 25% nos tratamentos inoculados, sem comprometer o rendimento.

2.2.4 Género Bacillus

O género Bacillus compreende bactérias Gram-positivas que sao
amplamente encontradas na natureza, sendo isoladas de ambientes diversos como
solo, agua doce, agua salgada, plantas, animais e do ar (PIGNATELLI et al., 2009).
Esses microrganismos tém uma grande diversidade fenotipica, sendo capazes de
tolerar ambientes com altas temperaturas e extremos de salinidade e acidez
(MAUGHAN; VAN DER AUWERA, 2011), além de produtos quimicos, o que é
atribuido a sua capacidade de formar enddsporos (BAHADIR et al., 2018).

Estirpes do género Bacillus empregadas na agricultura podem
proporcionar efeitos diretos na promocao de crescimento das plantas, pela produgao
de fitorménios (MOHITE, 2013; WAHYUDI et al., 2011), aumentando a capacidade da
planta na absorg¢ao de nutrientes e agua pelo estimulo ao sistema radicial (GUPTA et
al., 2015; RIBEIRO et al., 2018) e producéo de sideréforos, auxiliando no biocontrole
de fitopatégenos (BJELIC et al., 2018; SHAFI et al., 2017).

Aléem dos mecanismos ja citados, a capacidade de solubilizagdo de
fosfatos (BAHADIR et al., 2018; WAHYUDI et al., 2011) pode ser considerada uma
importante via de auxilio no desenvolvimento das plantas. Resultados obtidos por
Ribeiro et al. (2018) com estirpes de B. subtilis B1920, B2084, B2088 e B. pumilus
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B1923 indicaram capacidade de mobilizar P de fontes de baixa solubilidade para
formas acessiveis as plantas.

De Sousa et al. (2020) confirmaram os efeitos positivos da inoculagéo
de estirpes de Bacillus sp. na cultura do milho. Houve aumento de biomassa aérea,
de superficie das raizes, teor de nutrientes na parte aérea, além de incremento de
produtividade de grdos em 21% e acumulo de P nos graos em 58%, atribuindo os
resultados a producgao de AlA e solubilizagdo de fosfato.

A equipe da Embrapa Milho e Sorgo vem pesquisando e selecionando
microrganismos mobilizadores de fosfato ha quase 20 anos (OLIVEIRA et al., 2009,
2020; SOUSA et al., 2020; VELLOSO et al., 2020). O produto comercial Biomaphos®
foi fruto destas pesquisas, com a combinacgao das estirpes Bacillus subtilis (CNPMS
B2084) e B. megaterium (CNPMS B119). Resultados com a inoculagdo destas
estirpes em milho apontam ganho médio de produtividade de 8,9% em experimentos
realizados em varios estados do Brasil (OLIVEIRA et al., 2020).

2.2.5 Género Pantoea

O género Pantoea € composto por um amplo grupo de bactérias
Gram-negativas produtoras de pigmentacdo amarela, em forma de bastonete,
pertencente a familia Enterobacteriaceae. Pode ser encontrado amplamente na
natureza habitando plantas, solo, agua, animais e trato intestinal de seres humanos
(WALTERSON; STAVRINIDES, 2015).

Grande parte das espécies pode se comportar como agentes de
promocdo de crescimento, trazendo beneficios aos cultivos comerciais
(WALTERSON; STAVRINIDES, 2015), agindo por mecanismos diretos, que incluem
a fixacao bioldgica de nitrogénio (LOIRET et al., 2004), a solubilizacdo de fosfato
inorganico (SON et al., 2006) e a produg¢ao de horménios vegetais (DASTAGER et al.,
2009). Porém, algumas espécies de Pantoea, como P. ananatis e P. stewartii, séo
conhecidas por serem fitopatogénicas (COUTINHO; VENTER, 2009; ROPER, 2011).

Estas bactérias também sao capazes de atuar indiretamente sobre o
crescimento das plantas, como pela reducdo dos niveis de etileno pela agdo da

enzima 1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC) deaminase (LONG et al., 2008),
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supressao de patdogenos e biorremediagao do solo pela capacidade de degradacao
de herbicidas sem produgao de subprodutos téxicos (PILEGGI et al., 2012).

Essa versatilidade e adaptabilidade ambiental aliada a uma variedade
de recursos biossintéticos relacionados ao biocontrole e a promogao de crescimento
de plantas, além da biorremediacao do solo, podem ser aproveitados para aplicagoes
com potencial utiidade em ambientes agricolas (WALTERSON; STAVRINIDES,
2015).

2.3 ENZIMAS E SEU PAPEL NA QUALIDADE DO SOLO

A qualidade do solo pode ser definida como a sua capacidade de
funcionar dentro dos limites do ecossistema e do uso da terra para sustentar a
produtividade bioldgica, promover saude vegetal e animal, e manter a qualidade
ambiental (DORAN; PARKIN, 1994). Ja a saude do solo compreende a dindmica e a
natureza viva do solo, com foco na sua capacidade continua de manter suas funcoes
e sustentar o crescimento das plantas (PANKHURST et al., 1997). Desta forma,
Mendes et al. (2019) descrevem um solo saudavel como um solo biologicamente ativo,
qgue seja produtivo, capaz de armazenar agua e nutrientes e sequestrar carbono (C),
entre outros servigcos ambientais.

Do ponto de vista de avaliagdo da qualidade, a atividade de enzimas
do solo pode fornecer diversas informacdes uteis, pois boa parte dessa atividade esta
relacionada a interacdo com a matéria organica e com a fragao argila, sendo entao
utilizadas como indicadores de um manejo adequado quanto a estabilizagdo da
matéria organica e de outras propriedades fisicas estruturais associadas. Desta forma,
as atividades das enzimas tendem a se correlacionar com o teor de matéria orgénica
do solo, constituindo-se em impressdes digitais dos sistemas de manejo em que o
solo foi submetido (GREEN et al., 2007; KANDELER et al., 1999).

Enzimas extracelulares presentes no solo, tais como hidrolases (a e
B-glicosidases, fosfatases, proteases) e oxidorredutases (fenoloxidases e
peroxidases), sdo muito importantes por desempenhar fungées ligadas aos ciclos
biogeoquimicos do C, P e N, por exemplo, podendo fornecer indiretamente
informacbes sobre a atividade biolégica do solo que atuam na degradacgao de

moléculas organicas complexas e/ou de moléculas organicas simples,
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disponibilizando estes produtos para os demais microrganismos e plantas do meio
(MARTINEZ et al., 2007; SILVEIRA, 2007).

A fim de estimar a atividade enzimatica, que pode estar diretamente
relacionada com a capacidade produtiva do solo, a Embrapa langou a Tecnologia de
Bioanalise de solo (BioAS), que consiste na agregagao de parametros relacionados
ao funcionamento microbiolégico do solo as analises quimicas de rotina da avaliagao
da fertilidade (MENDES et al., 2019). Estes estudos resultaram na indicagéo de duas
enzimas extracelulares, a Arilsulfatase e a R-glicosidase, cujos niveis de atividade
foram correlacionados com a capacidade produtiva do solo, obtendo-se tabelas de
interpretacao para o cerrado brasileiro.

As enzimas a-glicosidases e R-glicosidases desempenham papel
importante na quebra de oligossacarideos de baixa massa molecular e liberagao de
monossacarideos, além de catalisar a hidrolise de diferentes glicosideos, agindo
diretamente no ciclo do C no solo (BAKSHI; VARMA, 2011). Ja as aril-sulfatases séo
enzimas que participam do ciclo do enxofre (S) e atuam na hidrdlise de ligagdes
organicas do tipo ésteres sulfato liberando ions sulfato de compostos organicos
(TABATABAI; BREMNER, 1970). Por meio dos processos de mineralizag&o, acredita-
se que esta enzima seja responsavel pela ciclagem do S organico no solo, liberando
sulfato, que é a forma passivel de absorgao e assimilagao pelas plantas (AL-KHAFAJI;
TABATABAI, 1979; MENDES et al., 2019).

Outro grupo de enzimas do solo que tem sido considerado bom
bioindicador da sua qualidade é o grupo das fosfatases. Este grupo é composto pelas
fosfomonoesterases acidas e alcalinas que catalisam a hidrélise de ésteres fosfatos e
liberam fosfatos presentes em acidos nucleicos, acido fitico, agucares fosfatos e
fosfatos de inositol (KEDI et al., 2012; NANNIPIERI et al., 2011). Mais de 70% dos
microrganismos do solo sdo capazes de produzir fosfatases, incluindo géneros de
microrganismos de interesse agricola como Bacillus, Proteus, Serratia, Arthrobacter,
Streptomyces, Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e Pseudomonas (NANNIPIERI et al.,
2011; PLANTE, 2007).

Em ensaio conduzido por Mendes et al. (2019) na cultura da soja, oito
sistemas de cultivo/producao, incluindo monocultivo, sucessao e rotacéo de culturas,
foram avaliados quanto aos bioindicadores de qualidade de solos propostos (R3-
glicosidase, arilsulfatase e fosfatase acida) e comparados com a analise quimica

padréo e a produtividade de soja. A ocorréncia de veranico no periodo do ensaio
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evidenciou a diferenca de produtividade que chegou a 1800 kg ha™' no sistema de
rotagcdo de culturas, em comparagdo com o monocultivo. Entretanto, apesar da
diferencga significativa na produtividade de gréos, as caracteristicas quimicas dos
solos na camada de 0-10 cm foram semelhantes. Em sistema de sucess&o Soja/Milho
foram observadas atividades de 108 mg de p-nitrofenol/kg /h para B-glicosidase e 494
mg de p-nitrofenol/kg/h para fosfatase acida, enquanto no sistema Soja/Milho+Braquia
(consoércio) foram verificados maiores niveis de atividade de B-glicosidase e fosfatase
acida (151 e 608 mg de p-nitrofenol/kg /h respectivamente). Deste modo, areas com
teores semelhantes de nutrientes, mas com produtividades de graos distintas,
evidenciaram a importancia do componente biolégico do solo para explicar tais

diferencas.

2.4 SISTEMA DE CULTIVO INTERCALAR ANTECIPADO DE MILHO — ANTECIPE®

O aumento da area cultivada com milho de segunda safra esta
intimamente relacionado ao avancgo do cultivo da soja sobre as areas de primeira safra
(CONAB, 2021). Porém, o sucesso da produgao deste cultivo depende principalmente
da época de semeadura, sobretudo pela redugao da disponibilidade de agua no solo
e diminuicdo da temperatura do ar quando o ciclo da cultura se estende para o inverno.
Desta forma, quanto mais tarde for realizada a semeadura, maior o risco de perdas
por geada e/ou seca (KARAM et al., 2020).

O melhoramento genético da soja ao longo dos anos buscando
precocidade, aliada ao tipo de crescimento indeterminado, tem possibilitado a
antecipacao na época de semeadura e, consequentemente, da colheita da cultura, o
que também favorece o avango de areas semeadas com milho na segunda safra apos
a soja, devido a menores riscos para o cultivo (CONTINI et al., 2019). O milho,
entretanto, no decorrer dos anos, pouco evoluiu em termos de ciclo de
desenvolvimento para se adequar a sucessao apods a soja, embora haja consenso que
devem ser utilizados gendtipos de ciclo precoce, aumentando as chances de
suprimento adequado de agua pelas chuvas na época de maior exigéncia da planta
(DUARTE; CECCON, 2019).

Desta forma, a proposta do sistema de cultivo intercalar antecipado

(Antecipe®) indicado pela Embrapa Milho e Sorgo desponta como uma nova
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estratégia, em que é possivel semear mecanicamente a cultura do milho nas
entrelinhas da cultura da soja antes da colheita, antecipando em até 20 dias a
semeadura da cultura do milho (KARAM et al., 2020).

Cultivos intercalares ja sdo amplamente utilizados na agricultura
brasileira. Por definicédo, cultivo intercalar (ou consorciado) € um sistema que envolve
a semeadura de duas ou mais espécies na mesma area, de modo que ambas possam
conviver durante todo seu ciclo, ou parte dele (PORTES, 2003), sendo possivel esse
consorcio devido ao diferencial de crescimento, desenvolvimento e acumulo de
biomassa pelas espécies consorciadas (CRUSCIOL et al., 2010).

O sistema Antecipe® nao visa a substituicado do sistema de cultivo
tradicional do milho de segunda safra, mas apenas tem por objetivo reduzir o risco de
perdas em areas em que a semeadura tem sido realizada ao final da janela
preconizada para cada regido, definida pelo Zoneamento Agricola de Risco Climatico
(Zarc) publicado pelo MAPA (KARAM et al., 2020). Nesse sistema, o milho é semeado
nas entrelinhas da cultura da soja entre os estadios R5 e R7, de forma que as plantas
de milho ja estardo emergidas e com cerca de 3 a 4 folhas no momento da colheita
da cultura da soja. A operagao de colheita da soja corta as folhas das plantas de milho,
porém neste estadio vegetativo, seu meristema apical caulinar ainda se encontra
abaixo da superficie do solo, possibilitando o rebrote e a continuar o ciclo sem causar
perdas de produtividade. Posterior ao corte das plantas durante a colheita da soja
deve-se realizar a adubagado nitrogenada de cobertura, considerando as
recomendagdes ja consolidadas pela pesquisa (KARAM et al., 2020).

Estudos indicam que a desfolha precoce do milho causada pela
colheita da soja no sistema Antecipe® nao afeta a produtividade da graminea. Silva e
Dalchiavon (2020) e Karam et al. (2010), em trabalhos avaliando o desempenho do
milho submetido a desfolha, observaram que os componentes de producao: altura de
insercdo da espiga, altura de plantas, acimulo de massa seca e produtividade de
graos nao foram afetados quando a desfolha ocorreu até o estadio V4. Porém, quando
as plantas foram submetidas a desfolhas tardias entre V12 e R1, houve perdas
significativas de produtividade.

O sistema Antecipe® possibilita aumentos de produtividade pelo fato
de a semeadura poder ser realizada em um momento mais propicio para o
desenvolvimento da planta, ainda com disponibilidade de agua no solo e temperaturas

mais favoraveis. Em um dos estudos realizados por Karam et al. (2020), comparando
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o cultivo intercalar antecipado com a semeadura tradicional apos a colheita da soja,
mostraram que a antecipagdo aumentou a produtividade em 12% nas condigdes do
experimento em Londrina, PR, quando a semeadura foi realizada com 14 dias antes

da colheita da soja.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAIS DOS EXPERIMENTOS

Foram conduzidos trés ensaios a campo, dois na primeira safra e um
na segunda safra de milho. Em Londrina, PR (23° 11' 02.39" S; 51° 10' 32.84" W e
altitude de 595 m) foram instalados um ensaio na primeira safra 2020/2021 e um na
segunda safra de 2021, este no sistema Antecipe®. Em Ponta Grossa, PR (25° 09'
04.66 "S; 50° 04' 27.45" W e altitude de 880 m) foi conduzido um ensaio na primeira
safra 2020/2021.

A area de Londrina tem solo argiloso classificado como LATOSSOLO
Vermelho eutroférrico. O clima é do tipo Cfa (subtropical umido) segundo classificagéo
de Koppén, com temperaturas médias no més mais quente de 22 °C ou superior. A
semeadura do ensaio de milho primeira safra em Londrina foi realizada no dia 04 de
novembro de 2020, sendo necessaria a realizagao de irrigacao (equivalente a uma
ldamina de 10 mm) para auxiliar na germinagdo e emergéncia da cultura. O regime
hidrico durante o ciclo foi de 600 mm distribuidos em 22 semanas (Figura 1a). Ja a
semeadura do ensaio de segunda safra, sob o sistema Antecipe®, foi realizada no dia
28 de fevereiro de 2021, com um regime hidrico de 340 mm nas 22 semanas de ciclo,
sendo acometido por déficit hidrico na fase de enchimento de graos (Figura 1c) e por
duas geadas fracas no final do seu ciclo reprodutivo.

A area de Ponta Grossa tem solo de textura média, classificado como
LATOSSOLO vermelho distréfico. O clima é do tipo Cfb (temperado com veréo
ameno), segundo classificacdo de Koppen, com chuvas uniformemente distribuidas
sem estagao seca definida e a temperatura média do més mais quente ndo chega a
22 °C. A semeadura na area de Ponta Grossa foi realizada no dia 26 de novembro de

2020. O regime de chuvas nas 18 semanas de ciclo foi de 628 mm (Figura 1b).
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Figura 1 — Médias mensais de pluviosidade e temperaturas médias durante o periodo da condugao

250

)

200

150

100

Lamina de agua (mm

n
o

250

)
N
o
o

150

100

Lamina de agua (mm

(o)
o

250

)
N
o
o

150

100

Lamina de agua (mm

N
o

dos experimentos de milho primeira safra em Londrina, PR (a) e Ponta Grossa, PR (b) na

safra 2020/2021, e de segunda safra em Londrina, PR (c) no ano de 2021.

(@)

/\

HHHH

== Pluviosidade
—— Temperatura do ar

HHHHH

|Tota| |Tota| 1 | |Tota| |Tota| |Tota|
Novembro Dezembro Janeiro Fevereiro Margo
== Pluviosidade
(b) o —— Temperatura do ar
N e
|Tota| |Tota| 1 | |Tota| 1 | |Tota| 1 | |Tota|
Novembro Dezembro Janeiro Fevereiro Marco
=3 Pluviosidade
(C) — Temperatura do ar
|Tota| 1 | |Tota| 1 | |Tota| |Tota| | 2 |Tota|
Mar(;,o Abril Maio Junho Julho

30

25

20

15

10

30

25

20

15

10

30

25

20

15

10

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Temperatura (°C)



33

3.2 ESTIRPES DE BACTERIAS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As bactérias selecionadas para a realizagdo dos experimentos
consistem em seis isolados depositados na “Colegdo de Culturas de Bactérias
Diazotréficas e Promotoras de Crescimento de Plantas da Embrapa Soja” (World
Federation Culture Colletion WFCC #1213; World DataCenter of Microorganisms,
WDCM #1054): Azospirillum brasilense estirpes Ab-V5 (CNPSo 2083) e Ab-V6
(CNPSo0 2084), Rhizobium tropici estirpe CIAT 899 (CNPSo 103), que ja sao utilizados
comercialmente em inoculantes comerciais, trés isolados potenciais de Pseudomonas
fluorescens (CNPSo 2719), Bacillus subtilis (CNPSo 2657) e Pantoea sp. (CNPSo
2798) e o inoculante comercial BiomaPhos® (composto por cepas de Bacillus subtilis
BRM 2084 e Bacillus megaterium BRM 119), este empregado apenas no experimento
de verdo-outono.

Para a produgdo dos inoculantes, as estirpes da colegdo foram
estriadas em placas de Petri, utilizando para A. brasilense meio de cultura Dygs
solidificado (1,5 g L*! de peptona; 2 g L' de acido malico; 2 g L' de glicose; 1,5 g L™
de extrato de levedura; 0,5 g L' de KH2PO4; 0,5 g L' de MgS04.7H20; 1,5 g L de
acido glutdmico e 15 g L' agar; pH ajustado para 6,5) (FUKAMI et al., 2016); para R.
tropici foi empregado o meio de cultura YMA (Yeast Manitol Agar) (5 g L' de Manitol;
0,5 g L' de K2HPO4; 0,1 g L' de NaCl; 0,2 g L' de MgSQO4-7H20; 0,4 g L' de extrato
de levedura, 15 g L' 4gar e pH ajustado para 6.8) (VINCENT, 1970); e para as demais
bactérias foi utilizado o meio de cultura TS (Trypticase Soy®) (30 g L' de caldo triptico
de soja Acumedia, 15 g L agar e com pH ajustado para 7.3); os cultivos foram
incubados em BOD, no escuro, a 28 °C. Apds tempo de crescimento adequado para
cada microrganismo, col6nias isoladas foram algadas e transferidas para tubos de
ensaios contendo 100 mL dos respectivos meios de cultura liquidos, e mantidos sob
agitagdo a 200 rpm, a 28 °C até a obteng&o da concentragdo desejada de 1,0 x 108
UFC mL" que foi estimada conferindo a densidade 6ptica a 600 nm. O inoculante
comercial contendo as cepas de Bacillus subtilis BRM 2084 e Bacillus megaterium
BRM 119 foi usado conforme a recomendacao do fabricante, em sua formulacao
comercial.

A inoculacéo foi realizada em 500 g de sementes em sacos plasticos,
para cada tratamento, aplicando-se a dose proporcional recomendada pelos

fabricantes dos inoculantes (100 mL para cada 20 kg de sementes) no caso das
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estirpes empregadas em inoculantes comerciais. Para as estirpes ndo comerciais, o
volume empregado foi 0 mesmo, com a mesma concentragido celular ajustada em
todos os inoculos (1,0 x 108 UFC mL™"). Com o auxilio de uma micropipeta, as
respectivas doses foram aplicadas sobre as sementes. Em tratamentos em que houve
coinoculagdo de A. brasilense com outras bactérias o A. brasilense foi inoculado
primeiramente. A semeadura foi realizada apdés a homogeneizagdo e secagem a
sombra do in6culo sobre as sementes. Os procedimentos de multiplicagdo e de
inoculagao das bactérias foram os mesmos em todos os experimentos.

O hibrido empregado nos trés ensaios foi o Pioneer 30F53 VYHR,
precoce, com finalidade para grao/silagem com elevado potencial produtivo. De
acordo com o obtentor, o hibrido é suscetivel ao complexo de enfezamento (Corn
stunt) (PIONEER SEMENTES, 2021).

O delineamento experimental para os ensaios de primeira safra
(primavera-verao) foi em blocos ao acaso com seis repeticdes, com 12 tratamentos
(Tabela 1). Foi realizada adubagédo de base no momento da semeadura de acordo
com a interpretagao da analise de solo (Tabela 2) proposta por Pauletti e Motta (2017),
nos dois experimentos de milho primeira safra, sendo aplicados 60 kg ha™' de P20Os,
60 kg ha'de K20 e 24 kg ha'' de N. A aplicagdo de N em cobertura foi realizada aos
30 dias ap6s a emergéncia (DAE), sendo 100% da dose de N em cobertura
correspondente a 120 kg ha™! de N. Todos os tratamentos com inoculag&o simples ou
coinoculagao receberam o equivalente a 75% da dose de nitrogénio (90 kg ha™' de N)
em cobertura na forma de ureia.

Em todos os ensaios, a densidade populacional final foi de 60 mil
plantas ha'. Nos ensaios de milho primeira safra as parcelas foram compostas por
oito linhas de 6 m de comprimento, com espacamento entrelinhas de 0,50 m,
totalizando 24 m2. As avaliagbes foram realizadas nas quatro linhas centrais e
desconsiderando 1,0 m em cada extremidade da parcela.

No ensaio de segunda safra nao foi realizada adubacao de base na
cultura do milho, apenas N-ureia (75 ou 100% da dose) foi aplicado em cobertura 30
DAE, sendo 100% da dose recomendada correspondente a 100 kg ha™' de N, além do
controle absoluto sem N. O delineamento experimental para os ensaios de segunda

safra foi em blocos ao acaso com quatro repeticoes e 10 tratamentos (Tabela 3).
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Tabela 1 — Descri¢cdo dos tratamentos realizados nas areas experimentais com milho de primeira safra
em Londrina, PR e Ponta Grossa, PR, na safra 2020/2021.

Tratamentos Combinagoes*
T1 Sem inoculagdo e sem N em cobertura
T2 Sem inoculagéo com 75% da dose de N em cobertura
T3 Sem inoculagdo com 100% da dose de N em cobertura
T4 A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6)
T5 R. tropici (CIAT 899)
T6 A. brasilense (Ab-V6) + R. tropici (CIAT 899)
T7 P. fluorescens (CNPSo 2719)
T8 A. brasilense (Ab-V6) + P. fluorescens (CNPSo 2719)
T9 B. subtilis (CNPSo 2657)
T10 A. brasilense (Ab-V6) + B. subtilis (CNPSo 2657)
T11 Pantoea sp. (CNPSo 2798)
T12 A. brasilense (Ab-V6) + Pantoea sp. (CNPSo 2798)

Tabela 2 — Caracterizagdo quimica do solo das areas experimentais com milho de primeira safra em
Londrina — PR e Ponta Grossa — PR na profundidade de 0-20 e 20-40 cm, e milho segunda
safra em Londrina - PR na profundidade de 0-20 cm.

Prof. pH AP H + Al Ca®* Mg** K* CTC V% P

cm H20 Cmolc dm?3 % mg dm-3

Primeira safra - Londrina - PR
0-20 6,0 0,0 3,28 5,03 3,43 1,00 12,74 74 25,70
20-40 55 0,0 3,72 3,42 2,26 0,57 9,98 63 7,50
Primeira safra - Ponta Grossa - PR
0-20 5,0 0,03 5,44 3,65 1,55 0,67 11,30 52 21,10

20-40 49 0,06 5,56 2,66 1,37 0,43 10,03 45 2,10
Segunda safra — Londrina — PR
0-20 5,1 0,09 3,51 2,51 0,99 0,24 7,25 52 22,5

P (Mehlich-1); H + Al (SMP); Al, Ca, Mg e K (1.0 mol L™ KCI). SB soma de bases (Ca+Mg+K); CTC
capacidade de troca de cations; V % saturagdo por bases.

As parcelas foram compostas por quatro linhas de 8 m de
comprimento, com espagamento entrelinhas de 0,50 m, totalizando 16 mZ2. As
avaliagdes foram realizadas nas duas linhas centrais e desconsiderando 1,0 m em

cada extremidade da parcela.
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Tabela 3 — Descrigdo dos tratamentos realizados na area experimental com milho de segunda safra

em Londrina, PR, conduzida em sistema Antecipe® na safra 2021.

Tratamentos Combinagoes*
T1 Sem inoculagdo e sem N em cobertura
T2 Sem inoculagéo com 75% da dose de N em cobertura
T3 Sem inoculagdo com 100% da dose de N em cobertura
T4 A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6)
T5 A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) e BiomaPhos®
T6 BiomaPhos® sementes + A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) foliar*
T7 R. tropici (CIAT 899)
T8 A. brasilense (Ab-V6) + R. tropici (CIAT 899)
T9 B. subtilis (CNPSo 2657)
T10 A. brasilense (Ab-V6) + B. subtilis (CNPSo 2657)

*Aplicacéao foliar realizada em estagio vegetativo V4.

3.3 VARIAVEIS AVALIADAS

Aos 45 DAE coletaram-se cinco plantas por parcela para avaliagao da
massa da parte aérea seca (MPAS) e massa de raizes secas (MRS). As amostras
foram secas em estufa com circulagao de ar forcada a 55-60 °C por 72 h e pesadas.
Na mesma ocasido, foram obtidas amostras de solo rizosférico (solo aderido as raizes)
para analises das atividades das enzimas B-glicosidase (TABATABAI, 1994) e
fosfatase acida (TABATABAI; BREMNER, 1969), importantes componentes da
atividade bioquimica da rizosfera. As metodologias basearam-se na determinacao
colorimétrica do p-nitrofenol produzido pelas enzimas do solo, proveniente da hidrolise
do substrato incubado em uma solugcédo tamponada. Para a determinacao da atividade
da B-glicosidase, trés aliquotas de 1,00 g de cada amostra foram incubadas a 37 °C
por 1 h em Erlenmeyer de 50 mL, sendo duplicatas que receberam o substrato e uma
prova em branco. As amostras receberam 4 mL de tampdo MUB pH 6,0 e 1 mL de
solugdo p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (PNG) como substrato (exceto nos brancos).
ApoOs a paralizagao da reagdao com 1 mL de solugao CaCl2 0,5 M, foram adicionados
4 mL de THAM pH 12,0 e, nas provas em branco, o substrato. Ap6s homogeneizagao

em vortex, a mistura foi filtrada em papel de filtro quantitativo e realizada leitura da
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coloragao amarela em espectrofotdmetro a 420 nm e calculada a atividade enzimatica
com base em uma reta-padrao obtida com p-nitrofenol (TABATABAI, 1994).

A determinacdo da atividade da enzima fosfatase acida no solo
rizosférico foi realizada apenas no experimento de segunda safra, por meio de
procedimentos semelhantes aos da -glicosidase, apenas substituindo alguns
reagentes. Para fosfatase acida foi utilizado tampao MUB pH 6,0, substrato p-nitrofenil
fosfato de sodio (PNF), e NaOH 0,5 M ao invés do THAM pH 12,0 (TABATABAI;
BREMNER, 1969), quantificando-se p-nitrofenol produzido por leitura em
espectrofotdbmetro a 410 nm com base em reta-padréo.

No estadio de florescimento pleno (R2) foram amostradas 20 folhas
diagnéstico por parcela (tergco médio da folha superior oposta a espiga, desprezando-
se a nervura central) para determinagéo dos teores de N e P. As amostras foram secas
em estufa, moidas em moinho de plantas (< 1,0 mm) e em tubo de digestdo 0,1000 g
foi digerido em 1,5 mL de acido sulfurico PA na presenca de catalisadores (0,05 g de
K2SO4 + CuSOg4; 10:1, m/m) e 3 mL de peroxido de hidrogénio. A mistura foi aquecida
gradualmente até 350 °C e, depois de completa a digestdo, o material foi diluido
(1/600) em agua destilada. Para a determinacdo do teor de N o extrato, foram
adicionados, em 1 mL da diluicdo, 6 mL de agua destilada, 1 mL do reagente A
(C7HeO3 50 g L' + CeHsNa3O7 50 g L' + NaOH 25 g L"), 1 mL do reagente B
(Naz[Fe(CN)sNO]-2H20 1,0 g L") e 1 mL do reagente C (NaClO 0,15%) e, apos 1 h
de reacéo, foi feita a leitura a 697 nm em espectrofotémetro (WILLIS et al. 1996).

A determinacéo do teor de P foi realizada no estudo de segunda safra
de acordo com o método de Murphy e Riley (1962). Foi pesado 0,500 g das amostras
moidas de folhas e de graos em tubos de digestdo com adigdo de 6 mL de uma mistura
de HNOs e HCIO4 na proporgéo de 4:1 (v:v). A mistura foi aquecida gradualmente até
210 °C e, depois de completa a digestdo, o material foi transferido para bal&do
volumétrico de 50 mL e completo o volume com agua destilada. Para a determinagéo
do P, o extrato foi diluido com agua para que a leitura ficasse no intervalo de leitura
da curva de calibracdo, 1:10 para as amostras de folha. Posteriormente, foram
adicionados, 20 mL da diluicdo e 4 mL da solugdo (H2SO4 140 mL L; (NH4)sM07024
40 g L CsHsO7KSb 2,743 g L', e CeHsOs (0,1 M) 17,6 g L), realizada a
homogeneizagado da mistura e, apos 2 h de reacgao, foi feita a leitura a 882 nm em

espectrofotdmetro.
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Para a amostragem de raizes para as analises morfologicas foram
coletadas trés amostras indeformadas com cilindros metalicos de 192,3 cm? (5 cm de
altura e 7 cm de didmetro) a uma distancia de 5 cm da planta, no estadio de
florescimento pleno (R2). As amostras indeformadas de solo contendo raizes foram
imersas em agua durante 15 min e submetidas a peneiramento umido (malha de 0,50
mm) para obtencao de raizes vivas. Estas foram separadas manualmente das raizes
mortas com base na coloragao, elasticidade, e grau de consisténcia dos tecidos
(GOWER, 1987) e, em seguida, armazenadas em solugdo de formaldeido, acido
aceético e alcool etilico (FAA).

Em cada amostra foram determinadas as seguintes variaveis:
Comprimento de raiz no solo (CRS), pelo método de intersecdo com linhas em placa
de Petri (TENNANT, 1975), em que amostras das raizes foram pesadas, dispostas
aleatoriamente em uma placa de Petri contendo linhas paralelas com 1 cm de
distancia e feita a contagem dos interceptos com as linhas, empregando-se a férmula:

(N x 0,7857) x MFR)

MFFR
100

CRS =

576,9

onde N é o numero de interceptos, 0,7857 o valor do fator de conversdo para
comprimento, MFR a massa fresca das raizes coletadas nos cilindros, MFFR a massa
fresca das fracdes da raiz distribuidas aleatoriamente na placa de Petri e 576,9 € o
volume dos trés cilindros de coleta. A densidade de ramificacbes da raiz (DRR)
(RONDINA et al., 2020), estimada pela quantidade de raizes laterais, realizada em
uma fragcao da respectiva amostra e contando até obter 120-150 ramificagdes, com
posterior pesagem da fragdo analisada. Para calcular o DRR a formula utilizada é:

(rrm )

DRR = CTAR

Onde, MFR é a massa fresca da amostra de raizes obtida dos cilindros, NRA o numero
de ramificagbes na amostra, MFFR a massa fresca dos fragmentos utilizados e CTAR
€ o comprimento total da amostra de raizes coletada. O volume de raizes no solo
(VRS) foi obtido mergulhando-se uma massa conhecida de raizes finas em proveta
graduada contendo agua e obtendo-se o volume de liquido deslocado; a massa das
raizes secas (MRS) foi obtida apdés secagem em sacos de papel em estufa a 60 °C

até peso constante; a densidade dos tecidos das raizes (DTR) foi calculada pela razéo
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entre a massa seca e o volume da raiz; o comprimento especifico da raiz (CER) foi
obtido pela razédo entre a densidade de comprimento pela sua massa seca. O
didmetro médio das raizes (DMR) (RONDINA et al., 2020) foi estimado pela formula:

VR 0,5
20000
CTAR x 7t x 100 ) x

DMR=(

Onde VR representa o volume e CTAR é o comprimento total da amostra de raizes.

A produtividade de graos nos ensaios (exceto para o ensaio de milho
primeira safra em Ponta Grossa que foi acometido pelo complexo de enfezamento na
fase reprodutiva da cultura, impossibilitando a colheita) foi estimada com a coleta e
debulha das espigas da area util da parcela, estimando-se a produtividade por hectare
com umidade ajustada a 13%.

Os graos obtidos foram secos em estufa com circulagao forgada de ar
a 65 °C por 72 h e moidos para determinagdo dos teores de N e P nos graos,
utilizando-se as mesmas metodologias de determinacdo de N e P nas folhas apés
digestao acida, com quantificacdo colorimétrica como ja descrito. Apés a obtencao
dos teores nos gréos foi calculada a quantidade de N e P exportados, em kg ha™,

multiplicando-se o teor pela produtividade.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk
e teste de homocedasticidade de Bartlett. As médias foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA) e, quando o efeito de tratamentos for significativo, foi realizada a
comparagao de médias pelo teste de Duncan a P<0,05. As analises foram realizadas
com auxilio do programa estatistico STATISTICA v.12.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK,
USA).
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4 RESULTADOS

Houve efeito significativo dos tratamentos nas variaveis MPAS e MRS
nos ensaios de primeira safra em Londrina e Ponta Grossa, mas ndo no ensaio
conduzido no sistema Antecipe® na segunda safra. No ensaio conduzido em Londrina
(Tabela 4), a coinoculagéo de A. brasilense Ab-V6 + B. subtilis CNPSo 2657 resultou
em maior MPAS, diferindo significativamente dos tratamentos controle 100% de N,
coinoculacdo de A. brasilense Ab-V6 + R. tropici CIAT 899, inoculacdo de P.
fluorescens CNPSo 2719 e a coinoculacédo de A. brasilense Ab-V6 + P. fluorescens
CNPSo 2719. No experimento conduzido em Ponta Grossa (Tabela 5), destacaram-
se as plantas coinoculadas com A. brasilense Ab-V6 + R. tropici CIAT 899, diferindo
significativamente dos trés controles (0, 75 e 100% de N), da mesma forma que as
plantas coinoculadas com A. brasilense Ab-V6 + B. subtilis CNPSo 2657, diferiram
dos controles 75% N e 100% N.

Para a MRS em Londrina (Tabela 4), as plantas dos tratamentos
controle com 75% N, A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) e B. subtilis CNPSo 2657 se
destacaram das demais, diferindo estatisticamente daquelas do controle 0% N,
controle 100% N, A. brasilense Ab-V6 + R. tropici CIAT 899, P. fluorescens CNPSo
2719, e A. brasilense Ab-V6 + P. fluorescens CNPSo 2719. Para o ensaio em Ponta
Grossa (Tabela 5) a inoculacdo padrdo de A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) e a
inoculagao apenas com R. tropici CIAT 899 resultaram nos maiores valores, diferindo
dos demais tratamentos. Por outro lado, os menores valores foram observados nas
plantas controle 0% de N e na inoculacdo apenas com Pantoea sp. CNPSo 2798.

A atividade da enzima B-glicosidase no ensaio de milho primeira safra
em Londrina (Tabela 4) foi maior nos trés controles nao inoculados e na inoculagao
padrdao com A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) diferindo estatisticamente dos demais
tratamentos, com maiores médias obtidas no controle 100% N com 316,5 ug p-
nitrofenol g'' h™' e no tratamento com inoculagdo padréo de A. brasilense (Ab-V5 + Ab-
V6) com 305,1 ug p-nitrofenol g h-'. No ensaio de milho de primeira safra em Ponta
grossa (Tabela 5) os controles com 75% e 100% de N, inoculagcado padréo de A.
brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) e a coinoculagao de A. brasilense Ab-V6 + Pantoea sp.
CNPSo 2798 se destacaram das demais, com maiores valores. Os controles 75% e

100% de N obtiveram as maiores médias, diferindo estatisticamente de todas as
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coinoculagdes e inoculagdes, exceto da inoculagao padrao com A. brasilense (Ab-V5
+ Ab-V6) e coinoculagdo de A. brasilense Ab-V6 + Pantoea sp. CNPSo 2798. Em
todos os tratamentos em que houve a presenca de uma bactéria diferente de A.
brasilense houve reducio da atividade da enzima em ambos os ensaios, exceto na
coinoculacido com A. brasilense Ab-V6 + Pantoea sp. CNPSo 2798 no ensaio de Ponta
Grossa. Ja no ensaio de segunda safra em Londrina (Tabela 6), o tratamento
coinoculado de A. brasilense Ab-V6 + R. tropici CIAT 899 resultou nos maiores
valores, com 315,1 ug p-nitrofenol g' h'', diferindo estatisticamente dos demais. As
demais inoculagdes e coinoculagdes nao diferiram de nenhum dos controles, exceto
o tratamento inoculado com B. subtilis CNPSo 2657, que obteve a menor média, 223,8
ug p-nitrofenol g' h'.

A atividade da enzima fosfatase acida na rizosfera das plantas do
ensaio de milho segunda safra em Londrina (Tabela 6) foi maior no controle 100% de
N, com 828,5 ug p-nitrofenol g*' h-', diferindo dos demais tratamentos, exceto
inoculagcao padrao de A. brasilese (Ab-V5 + Ab-V6) e coinoculagado de A. brasilense
Ab-V6 + R. tropici CIAT 899, com 757,9 e 765,1 ug p-nitrofenol g' h,

respectivamente.
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Tabela 4 — Massa da parte aérea seca (MPAS), massa de raizes secas (MSR) e atividade da enzima
B-glicosidase na rizosfera de plantas de milho inoculadas ou coinoculadas com RPCPs em

ensaios de primeira safra conduzidos em Londrina — PR, safra 2020/2021.

Tratamentos MSPA MSR B-glicosidase
(9) (9) (mg p-nitrofenol g h™)

Controle 0% de N 72,0 a-c 13,6 b-d 299 a
Controle 75% de N 73,6 a-c 16,4 a 275 a
Controle 100% de N 66,4 c 11,9d 317 a
A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) 78,6 ab 16,6 a 305 a
R. tropici 73,8 a-c 14,7 ab 215b

Ab-V6 + R. tropici 69,2 bc 13,5 bd 204 bc

P. fluorescens 65,8 c 12,2 cd 178 bc
Ab-V6 + P. fluorescens 65,6 ¢ 13,1 bd 210 b
B. subtfillis 77,0 a-c 16,5 a 191 bc
Ab-V6 + B. subtillis 82,6 a 14,6 a-c 160 c
Pantoea sp. 73,2 a-c 14,8 ab 172 be
Ab-V6 + Pantoea sp. 79,0 ab 14,4 a-c 189 bc

Valor de P 0,018 <0,0001 <0,0001

CV % 13,84 16,56 29,53

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste Duncan
a 5% de probabilidade.
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Tabela 5 — Massa da parte aérea seca (MPAS), massa de raizes secas (MSR) e atividade da enzima
B-glicosidase na rizosfera de plantas de milho inoculadas ou coinoculadas com RPCPs em

ensaios de primeira safra conduzidos em Ponta Grossa — PR, safra 2020/2021.

MSPA MSR B-glicosidase
Tratamentos (9) (9) (ug p-nitrofenol g' h™)
Controle 0% de N 192 b-d 493 ¢ 90,3 ¢c
Controle 75% de N 174 d 52,7 bc 120 a
Controle 100% de N 181 cd 55,6 bc 116 a
A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) 200 a-c 79,9 a 110 ab
R. tropici 186 b-d 80,5 a 98,0 bc
Ab-V6 + R. tropici 216 a 64,0 b 96,4 bc
P. fluorescens 204 ab 64,2 b 88,4 c
Ab-V6 + P. fluorescens 187 b-d 60,2 bc 88,0c
B. subtillis 193 b-d 55,4 bc 89,5¢
Ab-V6 + B. subtillis 203 ab 51,9 bc 89,8 ¢
Pantoea sp. 186 b-d 495¢c 89,7c
Ab-V6 + Pantoea sp. 202 a-c 57,0 bc 111 ab
Valor de P 0,002 <0,0001 <0,0001
CV % 10,06 22,94 17,96

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste Duncan
a 5% de probabilidade.
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Tabela 6 — Massa da parte aérea seca (MPAS), massa de raizes secas (MSR) e atividade das enzimas
B-glicosidase e fosfatase acida na rizosfera de plantas de milho inoculadas e coinoculadas

com RPCPs em ensaios de segunda safra conduzidos em Londrina — PR, safra 2021.

B-glicosidase Fosfatase

MSPA — MSR g p-nitrofenol (ug p-nitrofenol

Tratamentos (9) (9) Py Py
g h’) g h7)
Controle 0% de N 214 59,7 265 b 726 b
Controle 75% de N 195 51,9 261b 704 b
Controle 100% de N 230 57,1 267 b 828 a
A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) 220 63,5 272b 757 ab
A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) +

235 64,8 252 Db 739b

BiomaPhos®

BiomaPhos® sementes + A. brasilense
241 64,9 253 Db 729 b
(Ab-V5 + Ab-V6) foliar

R. tropici 209 55,4 253 Db 684 bc
Ab-V6 + R. tropici 191 52,4 315a 765 ab
B. subtillis 176 48,2 223 c 615¢c
Ab-V6 + B. subtillis 229 61,7 276 b 693 bc
Valor de P 0,2387 0,5864 <0,0001 0,0007
CV % 18,87 23,22 10,12 9,92

*médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste Duncan
a 5% de probabilidade.

As maiores produtividades (Figura 2a) no ensaio de milho primeira
safra em Londrina foram obtidas nas plantas dos tratamentos que receberam
inoculagdes com A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6), B. subtilis CNPSo 2657, e na
coinoculagéo de A. brasilense Ab-V6 + R. tropici CIAT 899 com 8.318, 8.310 e 8.059
kg ha™! respectivamente, diferindo estatisticamente dos controles 0% e 100% da dose
recomendada de N em cobertura para a cultura, sem diferir do controle 75% de N,
com 7.380 kg ha™'. As inoculagdes de R. tropici CIAT 899 e Pantoea sp. CNPSo 2798,
assim como os controles 0% e 100% de N resultaram nas menores médias. Em
decorréncia de problemas com complexo de enfezamento, n&o foi possivel efetuar a
colheita no ensaio de primeira safra em Ponta Grossa. Ja no ensaio de segunda safra
(Figura 4a), em Londrina, todas as inoculacbes e coinoculagbes diferiram
estatisticamente comparadas ao controle com 0% da dose de N (2619 kg ha'), com
destaque para a inoculagdo com A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6), coinoculagao de A.

brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) + BiomaPhos®, inoculagéo via sementes de BiomaPhos®
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+ aplicagao foliar de A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6), e coinoculagao de A. brasilense
Ab-V6 + R. tropici CIAT 899 (3.799, 4.250, 3.990 e 3.749 kg ha™', respectivamente),
que foram equivalentes ao controle com 100% de N.

Houve efeito dos tratamentos sobre o teor de N foliar e nitrogénio
exportado pelos grdaos de milho de primeira e segunda safra. Em Londrina, os teores
de N na folha (Figura 2b) em todas as coinoculagbes e inoculagdes diferiram
significativamente do controle n&o inoculado sem N (0%), e foram iguais
estatisticamente ao controle ndo inoculado e com 100% de N. O A. brasilense em
inoculagédo padréo (Ab-V5 + Ab-V6) ou coinoculagdo (Ab-V6) aumentou o teor de N
das plantas em todos os tratamentos comparando ao controle n&o inoculado e com
75% de N, exceto para o tratamento coinoculado com A. brasilense Ab-V6 + R. tropici
CIAT 899. Ja no ensaio conduzido em Ponta Grossa (Figura 3), todas as plantas que
receberam inoculagdes e coinoculagdes diferiram dos controles ndo inoculados e com
0% e 75% de N em cobertura, com destaque para as coinoculagbes de A. brasilense
Ab-V6 + R. tropici CIAT 899, em que houve diferenga significativa em comparacgao ao
controle ndo inoculado e com 100% de N em cobertura. No ensaio de segunda safra
conduzido em Londrina (Figura 4b) todas as inoculagdes e coinoculagdes diferiram
estatisticamente do controle ndo inoculado e com 0% de N, exceto o tratamento com
inoculacao de BiomaPhos® nas sementes + A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) via foliar.

Para O N exportado nos gréaos no ensaio de primeira safra em
Londrina (Figura 2c) as plantas inoculadas com A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) e
coinoculadas com A. brasilense Ab-V6 + R. tropici CIAT 899 se destacaram das
demais, diferindo estatisticamente dos controles nao inoculados com 0% e 75% de N;
a coinoculagédo também diferiu do controle com 100% de N em cobertura. O ensaio
de Ponta Grossa apresentou problemas com complexo de enfezamento,
impossibilitando a colheita dos gréos. Ja no ensaio de segunda safra em Londrina
(Figura 4c) todas as plantas inoculadas e coinoculadas diferiram do controle 0% de N,
com destaque para a inoculagao de A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6), coinoculagédo de
A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) + BiomaPhos® e inoculagdo via sementes com
BiomaPhos® combinada com inoculagao foliar de A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6), que
foram iguais estatisticamente ao controle com 100% de N em cobertura.

Houve efeito significativo dos tratamentos no teor de P nas folhas
(Figura 4d) e quantidade exportada pelos graos (Figura 6e) no ensaio de segunda

safra em Londrina — PR. As plantas que receberam inoculagdo padrédo com A.
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brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) obtiveram os maiores teores de P nas folhas, diferindo
estatisticamente dos controles ndo inoculados e com 0%, 75% e 100% de N em
cobertura. Os demais tratamentos néo diferiram dos controles.

Ja para a quantidade de P exportada nos graos (Figura 4e), as plantas
coinoculadas com A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) + BiomaPhos® diferiram
estatisticamente dos demais tratamentos, com média de 11,28 kg ha™'; o restante das
inoculagdes e coinoculagdes diferiram do controle ndo inoculado e com 0% de N em

cobertura, que apresentou a menor exportacgao, 5,43 kg ha' de P.

Figura 2 — Produtividade (a), Teor de nitrogénio foliar (b) e N exportado (c) por milho inoculado ou
coinoculado com RPCPs em ensaio de primeira safra conduzido no municipio de Londrina.
Safra 2020/2021. 0% N = controle 0% da dose de N em cobertura; 75% N = controle 75%
da dose de N em cobertura; 100% N = controle 100% da dose de N em cobertura;
Azospirillum = A. brasilense Ab-V5 + Ab-V6; Rhizobium = R. tropici CIAT 899; Azo + Rhi =
A. brasilense Ab-V6 + R. tropici CIAT 899; Pseudomonas = P. fluorescens CNPSo 2719;
Azo + Pse = A. brasilense Ab-V6 + P. fluorescens CNPSo 2719; Bacillus = B. subtilis
CNPSo 2657; Azo + Bac = A. brasilense estirpe Ab-V6 + B. subtilis CNPSo 2657; Pantoea
= Pantoea spp. CNPSo 2798; Azo + Pan = A. brasilense Ab-V6 + Pantoea spp. CNPSo
2798.
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Médias sob barras de mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste Duncan a 5% de

probabilidade.
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Figura 3 — Teor de N foliar em milho inoculado ou coinoculado com RPCPs em ensaio de primeira safra
conduzido no municipio de Ponta Grossa. Safra 2020/2021. 0% N = controle 0% da dose
de N em cobertura; 75% N = controle 75% da dose de N em cobertura; 100% N = controle
100% da dose de N em cobertura; Azospirillum = A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6; Rhizobium
= R. tropici CIAT 899; Azo + Rhi = A. brasilense estirpe Ab-V6 + R. tropici CIAT 899;
Pseudomonas = P. fluorescens CNPSo 2719; Azo + Pse = A. brasilense Ab-V6 + P.
fluorescens CNPSo 2719; Bacillus = B. subtilis CNPSo 2657; Azo + Bac = A. brasilense
estirpe Ab-V6 + B. subtilis CNPSo 2657; Pantoea = Pantoea spp. CNPSo 2798; Azo + Pan
= A. brasilense Ab-V6 + Pantoea spp. CNPSo 2798.
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*médias sob barras de mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Duncan a 5% de

probabilidade.
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Figura 4 — Produtividade (a), teor de N foliar (b), N exportado pelos graos (c), teor foliar de P (d) e P
exportado pelos graos (e) de plantas de milho inoculadas ou coinoculadas com RPCPs em
ensaio de segunda safra conduzido no municipio de Londrina no sistema Antecipe®. Safra
2021. 0% N = controle 0% da dose de N em cobertura; 75% N = controle 75% da dose de
N em cobertura; 100% N = controle 100% da dose de N em cobertura; Azospirillum = A.
brasilense Ab-V5 e Ab-V6; Azo + Bioma = A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 + BiomaPhos®;
Bioma sem + Azo foliar = BiomaPhos® inoculado nas sementes + inoculagao foliar de A.
brasilense Ab-V5 e Ab-V6; Rhizobium = R. tropici CIAT 899; Azo + Rhi = A. brasilense Ab-
V6 + R. tropici CIAT 899; Bacillus = B. subtilis CNPSo 2657; Azo + Bac = A. brasilense Ab-
V6 + B. subtilis CNPSo 2657.
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Médias sob linhas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Duncan a 5% de

probabilidade.

Houve efeito significativo para todas as variaveis relacionadas a
morfologia das raizes nos ensaios de primeira e segunda safra, exceto para CRS no
ensaio de segunda safra. Para MRS no ensaio de primeira safra em Londrina (Tabela
7) as plantas coinoculadas com A. brasilense Ab-V6 + Pantoea sp. CNPSo 2798
obtiveram maiores médias (0,199 g cm?) diferindo estatisticamente quando
comparadas aos demais tratamentos e aos controles. Ja em Ponta grossa (Tabela 8),
a inoculagdo isolada de R. tropici CIAT 899 (0,680 g cm3) e a associagdo de A.
brasilense Ab-V6 + R. tropici CIAT 899 (0,649 g cm™ solo) se destacaram, diferindo
estatisticamente dos controles ndo inoculados e com 0% e 100% da dose N em
cobertura. No ensaio de segunda safra (Tabela 9) em Londrina, as plantas inoculadas

com B. subtilis CNPSo 2657, R. tropici CIAT 899, e as coinoculag¢des de A. brasilense



52

(Ab-V5 + Ab-V6) + BiomaPhos®, e A. brasilense Ab-V6 + B. subtilis CNPSo 2657
obtiveram as maiores médias, porém sem diferir estatisticamente dos controles 0%,
75% e 100% de N em cobertura.

Para a variavel CER as plantas inoculadas com A. brasilense (Ab-V5
+ Ab-V6) e a coinoculagéo de A. brasilense Ab-V6 + R. tropici CIAT 899 no ensaio de
primeira safra em Londrina (Tabela 7) se destacaram dos demais tratamentos,
diferindo estatisticamente dos controles 0%, 75% e 100% de N em cobertura. Ja no
ensaio de Ponta Grossa (Tabela 8) a inoculagédo com P. fluorescens CNPSo 2718 se
destacou em relagdo aos demais tratamentos. No ensaio de segunda safra conduzido
em Londrina (Tabela 9) as coinoculagdes de A. brasilense Ab-V6 + R. tropici CIAT
899, A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) + BiomaPhos® e a inoculagao isolada de A.
brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) resultaram nas maiores médias, diferindo dos controles
0%, 75% e 100% de N.

Com relagao a variavel DTR, no ensaio de primeira safra em Londrina
(Tabela 7), as plantas inoculadas apenas com B. subtilis CNPSo 2657 obtiveram as
maiores médias, diferindo dos controles 0%, 75% e 100% de N e da coinoculagéo de
A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) + P. fluorescens CNPSo 2719, que apresentaram as
menores médias. No ensaio conduzido em Ponta Grossa (Tabela 8), a inoculagéao
apenas de R. tropici CIAT 899 diferiu estatisticamente dos demais tratamentos, exceto
da coinoculagao de A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) + Pantoea sp. CNPSo 2798 e da
inoculagao isolada de A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6). Ja as menores médias foram
encontradas nos tratamentos nao inoculados com 0% de N e na inoculagao simples
de P. fluorescens CNPSo 2719. Ja no ensaio de segunda safra em Londrina (Tabela
9), as plantas do controle ndo inoculado e com 100% de N em cobertura se
destacaram das que receberam inoculagdes e coinoculagdes, enquanto as menores
meédias ocorreram naquelas do controle ndo inoculado 0% de N e com a coinoculagéo
de A. brasilense Ab-V6 + R. tropici CIAT 8909.

As plantas coinoculadas com A. brasilense Ab-V6 + R. tropici CIAT
899 no ensaio de primeira safra em Londrina (Tabela 7) obtiveram as maiores médias
para DMR, e a inoculagdo de apenas A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) resultou na menor
média, diferindo estatisticamente dos resultados dos demais tratamentos. No ensaio
de Ponta Grossa (Tabela 8), as plantas do controle ndo inoculado e com 100% de N
tiveram a maior média, diferindo estatisticamente de todas as inoculagbes simples

(exceto com B. subtilis CNPSo 2657), e das coinoculagdes de A. brasilense Ab-V6 +



53

R. tropici CIAT 899 e A. brasilense Ab-V6 + B. subtilis CNPSo 2657, que apresentaram

menores médias. Ja no ensaio de segunda safra em Londrina (Tabela 9) os controles

ndo inoculados e com 0% e 75% de N em cobertura apresentaram médias

estatisticamente maiores que os demais tratamentos, enquanto a inoculagao isolada

de A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) resultou na menor média.

Tabela 7 — Massa de raizes secas (MRS), Comprimento especifico das raizes (CER), Densidade do

tecido das raizes (DTR) e Didmetro médio das raizes (DMR) de milho inoculado ou

coinoculado com RPCPs em ensaio de primeira safra conduzido no municipio de Londrina

- PR. Safra 2020/2021.

Tratamentos MRS CER DTR DMR
(g cm™ solo) (m g™ raiz) (g cm?) (um)
Controle 0% de N 0,108 bc 3,54 de 0,134 bc 1.418 bc
Controle 75% de N 0,089 bc 3,32 de 0,128 c 1.433 bc
Controle 100% de N 0,079 bc 4,24 cd 0,131 bc 1.345 bc
A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) 0,138 b 6,08 a 0,156 a-c 1.290 ¢
R. tropici 0,068 ¢ 5,82 ab 0,134 bc 1.525b
Ab-V6 + R. tropici 0,077 bc 2,79e 0,151 a-c 1.771 a
P. fluorescens 0,050 ¢ 3,17 de 0,162 a-c 1.390 bc
Ab-V6 + P. fluorescens 0,057 c 4,85 bc 0,148 bc 1.455 be
B. subtillis 0,059 c 4,24 cd 0,199 a 1.360 bc
Ab-V6 + B. subtillis 0,057 c 3,59 de 0,171 a-c 1.531b
Pantoea sp. 0,095 bc 3,27 de 0,159 a-c 1.524 b
Ab-V6 + Pantoea sp. 0,199 a 3,46 de 0,180 ab 1.447 bec
Valor de P <0,0001 <0,0001 0,0330 0,0013
CV % 67,44 32,39 26,76 13,33

*médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste Duncan

a 5% de probabilidade.
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Tabela 8 — Massa de raizes secas (MRS), Comprimento especifico de raizes (CER), Densidade do

tecido as raizes no solo (DTR) e Didmetro médio das raizes (DMR) de milho inoculado ou

coinoculado com RPCPs em ensaio de primeira safra conduzido no municipio de Ponta

Grossa - PR. Safra 2020/2021.

Tratamentos MRS CER DTR DMR
(g cm™ solo) (m g™ raiz) (g cm?) (um)
Controle 0% de N 0,174 d 4,09b 0,058 g 1.445 ab
Controle 75% de N 0,494 a-c 3,14 cd 0,194 d-f 1.363 a-c
Controle 100% de N 0,255 cd 3,38 b-d 0,181 ef 1474 a
A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) 0,511 a-c 3,48 b-d 0,234 a-c 1.279 bc
R. tropici 0,680 a 2,85d 0,261 a 1.375 a-c
Ab-v6 + R. tropici 0,649 ab 3,72 b-d 0,197 d-f 1.279 bc
P. fluorescens 0,344 b-d 5,86 a 0,167 fg 1.250 ¢
Ab-V6 + P. fluorescens 0,491 a-c 3,50 b-d 0,209 c-e 1.355 a-c
B. subtillis 0,489 a-c 3,10d 0,216 b-d 1.367 a-c
Ab-V6 + B. subtillis 0,355 b-d 4,06 bc 0,2057 c-e 1.218¢c
Pantoea sp. 0,269 cd 4,22b 0,182 ef 1.268 bc
Ab-V6 + Pantoea sp. 0,378 a-c 3,57 b-d 0,242 ab 1.310 a-c
Valor de P 0,0069 <0,0001 <0,0001 0,0434
CV % 60,36 26,32 19,11 10,66

*médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste Duncan

a 5% de probabilidade.
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Tabela 9 — Massa de raizes secas (MRS), Comprimento de raizes no solo (CRS), Comprimento
especifico das raizes (CER), Densidade do tecido das raizes (DTR) e Didmetro médio das
raizes (DMR) de plantas inoculadas e coinoculadas com RPCPs em ensaios com milho

segunda safra conduzidos em Londrina — PR, safra 2021.

MRS CRS DTR
CER DMR
Tratamentos (gem?®  (ecmcm? ) gcm?
(m g raiz) (um)
solo) solo) solo)
Controle 0% de N 0,335 ab 0,082 2,91 de 0,182 ¢ 1.516 a
Controle 75% de N 0,480 a 0,111 2,32 e 0,233 ab 1.586 a
Controle 100% de N 0,487 a 0,121 2,82 de 0,263 a 1.364 b-d
A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) 0,225 bc 0,094 414 b 0,191 bc 1.210 e
A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) +
0,243 bc 0,107 4,02 bc 0,201 bc  1.305 b-e
BiomaPhos®
BiomaPhos® semente +
0,464 a 0,151 3,51 b-d 0,215 bc 1.271 de
A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) foliar
R. tropici 0,398 ab 0,131 2,95 de 0,216 bc  1.288 c-e
Ab-V6 + R. tropici 0,153 ¢ 0,065 4,89 a 0,182 ¢ 1.355 b-d
B. subtillis 0,347 ab 0,131 2,80 de 0,218 bc 1.409b
Ab-V6 + B. subtillis 0,503 a 0,121 3,39 cd 0,214 bc 1.391 bc
Valor de P 0,0008 0,0674 <0,0001 0,0064 <0,0001
CV % 43,27 34,42 24,82 15,51 9,20

*médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste Duncan
a 5% de probabilidade.

Para a variavel CRS, no ensaio de primeira safra no municipio de
Londrina (Figura 5a), as plantas inoculadas com A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6), B.
subitlis CNPSo 2657, e coinoculadas com A. brasilense Ab-V6 + Pantoea sp. CNPSo
2798 se destacaram com 0,081, 0,067 e 0,066 cm cm3solo, diferindo estatisticamente
das planas dos demais tratamentos. No ensaio conduzido em Ponta Grossa (Figura
6a) a coinoculagdo de A. brasilense Ab-V6 + R. tropici CIAT 899 e a inoculacéo de
apenas B. subtilis CNPSo 2657 resultaram nas maiores médias com 0,256 e 0,210 cm
cm solo, respectivamente, com a coinoculagédo diferindo estatisticamente dos
controles nao inoculados, que apresentaram as menores médias, e dos demais
tratamentos.

As plantas inoculadas com A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) e
coinoculadas com A. brasilense Ab-V6 + Pantoea sp. CNPSo 2798 se destacaram

para VRS em Londrina (Figura 5b), porém nao diferiram estatisticamente das plantas
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dos controles nao inoculados e com 0%, 75% e 100% de N. J& no ensaio conduzido
em Ponta Grossa (Figura 6b) as maiores médias foram encontradas nas plantas
coinoculadas com A. brasilense Ab-V6 + R. tropici CIAT 899 e A. brasilense Ab-V6 +
P. fluorescens CNPSo 2719 com 1,87 e 1,72 mm?® cm solo, que diferiram
estatisticamente dos controles nédo inoculados, com 0% e 100% de N, porém né&o
diferiram do controle com 75% da dose de N. No ensaio conduzido na segunda safra
em Londrina (Figura 7a) todas as inoculagdes e coinoculagdes diferiram
estatisticamente do controle ndo inoculado e 0% de N, com destaque para os
tratamentos com B. subtilis CNPSo 2657 e a inoculacao via sementes de BiomaPhos®
+ aplicacgao foliar de A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6).

Para DRR, no ensaio de primeira safra em Londrina (Figura 5c), as
inoculagdes simples de Pantoea sp. CNPSo 2798 e P. fluorescens CNPSo0 2719 (1615
e 1292 ramificagbes m™!, respectivamente) e as coinoculagdes de A. brasilense Ab-V6
+ R. tropici CIAT 899 e A. brasilense Ab-V6 + B. subtilis CNPSo 2657 (1574 e 1540
m-', respectivamente) diferiram estatisticamente dos controles ndo inoculados com
0%, 75% e 100% de N, e da inoculagédo de apenas A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6). Ja
no ensaio de Ponta grossa (Figura 6¢) as plantas inoculadas com A. brasilense (Ab-
V5 + Ab-V6) tiveram as maiores médias, com 1327 ramificagbes m', diferindo
estatisticamente dos controles n&o inoculados e com 0%, 75% e 100% de N, das
inoculagdes com B. subtilis CNPSo 2657 e com Pantoea sp. CNPSo 2798 e da
coinoculacdo de A. brasilense Ab-V6 + Pantoea sp. CNPSo 2798, que também se
destacaram com 1191, 1189 e 1186 m™', respectivamente. No ensaio de segunda
safra em Londrina (Figura 7b) todas as inoculagbes e coinoculagbes diferiram dos
controles, exceto a coinoculagao de A. brasilense Ab-V6 + B. subtilis CNPSo 2657 e
a inoculacao nas sementes de BiomaPhos® + inoculagao foliar de A. brasilense (Ab-
V5 + Ab-V6), a qual diferiu estatisticamente dos demais tratamentos, com 1449

ramificagbes m™'.



57

Figura 5 — Comprimento de raizes no solo (a), Volume de raizes no solo (b) e Densidade de
ramificagdes nas raizes (c) de milho inoculado ou coinoculado com RPCPs em ensaio de
primeira safra conduzido no municipio de Londrina - PR. Safra 2020/2021. 0% N = controle
0% da dose de N em cobertura; 75% N = controle 75% da dose de N em cobertura; 100%
N = controle 100% da dose de N em cobertura; Azospirillum = A. brasilense Ab-V5 e Ab-VG6;
Rhizobium = R. tropici CIAT 899; Azo + Rhi = A. brasilense Ab-V6 + R. tropici CIAT 899;
Pseudomonas = P. fluorescens CNPSo 2719; Azo + Pse = A. brasilense Ab-V6 + P.
fluorescens CNPSo 2719; Bacillus = B. subtilis CNPSo 2657; Azo + Bac = A. brasilense
estirpe Ab-V6 + B. subtilis CNPSo 2657; Pantoea = Pantoea spp. CNPSo 2798; Azo + Pan
= A. brasilense Ab-V6 + Pantoea spp. CNPSo 2798.
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Médias sob linhas de mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste Duncan a 5% de

probabilidade.
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Figura 6 — Comprimento de raizes no solo (a), Volume de raizes no solo (b) e Densidade de
ramificagdes nas raizes (c) de milho inoculado ou coinoculado com RPCPs em ensaio de
primeira safra conduzido no municipio de Ponta grossa - PR. Safra 2020/2021. 0% N =
controle 0% da dose de N em cobertura; 75% N = controle 75% da dose de N em cobertura;
100% N = controle 100% da dose de N em cobertura; Azospirillum = A. brasilense Ab-V5
e Ab-V6; Rhizobium = R. tropici CIAT 899; Azo + Rhi = A. brasilense Ab-V6 + R. tropici
CIAT 899; Pseudomonas = P. fluorescens CNPSo 2719; Azo + Pse = A. brasilense estirpe
Ab-V6 + P. fluorescens CNPSo 2719; Bacillus = B. subtilis CNPSo 2657; Azo + Bac = A.
brasilense Ab-V6 + B. subtilis CNPSo 2657; Pantoea = Pantoea spp. CNPSo 2798; Azo +
Pan = A. brasilense Ab-V6 + Pantoea spp. CNPSo 2798.
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Médias sob linhas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Duncan a 5% de
probabilidade.
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Figura 7 — Volume de raizes no solo (a) e Densidade de ramificagdes nas raizes (b) de milho inoculado
ou coinoculado com RPCPs em ensaio de segunda safra conduzido no municipio de
Londrina - PR. Safra 2021. 0% N = controle 0% da dose de N em cobertura; 75% N = controle
75% da dose de N em cobertura; 100% N = controle 100% da dose de N em cobertura;
Azospirillum = A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6; Azo + Bioma = A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 +
BiomaPhos®; Bioma sem + Azo foliar = BiomaPhos® inoculado na semente + aplicagcédo
foliar de A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6; Rhizobium = R. tropici CIAT 899; Azo + Rhi = A.
brasilense Ab-V6 + R. tropici CIAT 899; Bacillus = B. subtilis CNPSo 2657; Azo + Bac = A.
brasilense Ab-V6 + B. subtilis CNPSo 2657.
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5 DISCUSSAO

Grande parte dos estudos com inoculagao de RPCPs na cultura do
milho indica uma melhoria geral do sistema de raizes, porém sem informagdes sobre
caracteristicas morfolégicas especificas como as investigadas neste trabalho. No
ensaio de primeira safra conduzido em Londrina, a inoculagao isolada de A. brasilense
(Ab-V5 + Ab-V6) e a combinacéo de A. brasilense Ab-V6 com Pantoea sp. CNPSo
2798 aumentou a massa de raizes secas e volume de raizes no solo, enquanto que
em Ponta Grossa a inoculagao simples de R. tropici CIAT 899 e sua combinagao com
A. brasilense Ab-V6 se destacaram. Ja no ensaio de segunda safra, os melhores
resultados foram observados nas plantas inoculadas com B. subtilis CNPSo 2657 e
sua combinagao com A. brasilense Ab-V6, sendo equivalente ao controle com 100%
de N. Embora o aumento de algumas dessas caracteristicas possa representar
investimento em C da planta para a construgao de raizes, néo é considerado um bom
indicador do potencial radicular para aquisigao de recursos do solo (Eissenstat, 1991;
Comas et al., 2012), por isso a analise mais detalhada de caracteristicas morfolégicas
pode auxiliar a explicar o melhor desempenho das plantas e maior exportacdo de
nutrientes pelos graos nas inoculagdes mais eficientes.

A inoculagao de B. subtillis (estirpe CNPSo 2657 e BiomaPhos®), A.
brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) e Pantoea sp. CNPSo 2798 aumentou o comprimento de
raizes no solo e a densidade de ramificacdes das raizes das plantas de milho cultivado
tanto na primeira quanto na segunda safra, indicando que estas caracteristicas
morfologicas sao consistentemente alteradas, independente da época de cultivo. A
habilidade de algumas RPCPs na produg¢ao de auxinas que estimulam a atividade do
meristema radicular, alongamento celular, e o aumento de ramificagdes ja foi
reportada por diversos autores (BARBIERI; GALLI, 1993; DUCA, et al. 2014;
MAHESHWARI, et al. 2015; CASSAN, et al. 2020; RONDINA, et al. 2020). No caso
de A. brasilense, além da producao de fitorménios, a bactéria produz e libera NO, que
age como sinalizador em uma cascata de eventos mediados por horménios que
estimula o desenvolvimento de raizes laterais (CORREA-ARAGUNDE et al., 2006).
Ja outras BPCPs, como P. fluorescens, podem produzir ciclopeptideos que regulam
genes responsivos a auxina nas raizes, podendo ser um mecanismo chave pelo qual
esses microrganismos modulam a morfologia das raizes das plantas (ORTIZ-

CASTRO et al.,, 2020). Em todo caso, raizes maiores e mais ramificadas tém
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capacidade de explorar mais eficientemente maiores volumes de solo, resultando em
maior aproveitamento da agua e absorgao de nutrientes pelas plantas (HODGE, 2004;
YORK et al., 2013). Além disso, o0 aumento da distribuicdo das raizes no solo pode
ajudar as pléntulas a se estabelecerem mais rapidamente e sobreviverem sob
condigdes limitantes de agua e nutrientes (YORK et al., 2013; WHITE, 2019). Em
ensaio conduzido com braquiaria (Urochloa spp.), Hungria et al. (2021) observaram
que a inoculagao de A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) e P. fluorescens CNPSo 2799
aumentou o comprimento total de raizes e o numero de ramificagdes, corroborando
os resultados obtidos neste trabalho.

O maior comprimento especifico permite a exploragcdo de maior
volume de solo e melhor aquisicdo de nutrientes por unidade de C investida na
construcdo de raizes (COMAS et al., 2012; KRAMER-WALTER et al., 2016).
Resultados quanto ao comprimento especifico radicular mostraram comportamentos
distintos nos ensaios. Em Londrina na primeira safra, a inoculagcao isolada de A.
brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) e R. tropici CIAT 899 resultou em maiores valores,
enquanto em Ponta Grossa as inoculagdes com maiores resultados para essa variavel
foram de P. fluorescens CNPSo 2719 e Pantoea sp. CNPSo 2798. Na segunda safra,
a inoculagao de A. brasilens (Ab-V5 + Ab-V6) e a combinagédo A. brasilense Ab-V6
com R. tropici CIAT 899 resultou nas maiores médias. Raizes com menor didmetro e
elevada ramificagdo podem explorar microssitios do solo com maior disponibilidade
de nutrientes, especialmente aqueles com menor mobilidade, como € o caso do P
(HOLDAWAY et al., 2011). No presente trabalho, as inoculagées com A. brasilense
(Ab-V5 + Ab-V6) e P. fluorescens CNPSO 2719 resultou em raizes de menor didmetro
e menor densidade do tecido radicular. Raizes com menor densidade possuem maior
taxa de crescimento e permitem aquisi¢cao mais rapida de recursos, o que proporciona
a planta rapida expansao da area foliar com baixo investimento em matéria seca
(GARNIER; LAURENT, 1994), gerando beneficios que irdo auxiliar no
estabelecimento e sobrevivéncia de plantas jovens.

A produgao de hormoénios vegetais (auxinas, giberilinas e citocininas)
pode ser apontada como principal explicacdo para os resultados apresentados quanto
ao maior desenvolvimento radicial, visto que estas RPCPs tém capacidade de
producéo de tais fitormdnios (MEHNAZ, 2015). A produgao de auxinas, em especial 0
acido indol-3-acético (AlA) promove mudangas no controle do crescimento celular,

levando ao aumento do volume, ramificagdo e comprimento das raizes, em especial
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nos estagios iniciais da cultura (CASSAN et al., 2014). Ha relatos ainda da produgéo
de NO por essas bactérias, que age como sinalizador em uma cascata de eventos
mediados por horménios que estimula o desenvolvimento de raizes laterais
(CORREA-ARAGUNDE et al.,, 2006). Estes beneficios tém influéncia direta no
acumulo de biomassa, devido a maior capacidade de absor¢do de agua e nutrientes
pela planta (KOUCHEBAGH et al. 2012), como foi observado em trabalhos de Fukami
et al. (2016) e Ribeiro et al. (2022), em que a inoculagao com estirpes Ab-V5 e Ab-V6
de A. brasilense resultou em aumento da MPAS e MRS comparado aos controles sem
inoculagéo.

A inoculagao ou coinoculagdo com RPCPs aumentou o teor de N foliar
em comparagao ao controle ndo inoculado e com 75% de N em cobertura nos ensaios
de primeira safra, na maioria dos casos. Algumas RPCPs tém capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico, convertendo-o a uma forma assimilavel por plantas e
microrganismos, melhorando assim a nutricdo nitrogenada da cultura (SAIKIA et al.,
2012). Porém a quantidade de N fixada e disponibilizada por essas bactérias néao é
suficiente para suprir a necessidade da cultura (DIAZ-ZORITA; FERNANDEZ-
CANIGIA, 2009), o que faz necessaria a suplementagdo de N mineral. Em trabalho
realizado por Cohen et al. (1980), houve aumento dos teores de N na folha de milho
em 118% pela inoculagao de A. brasilense, corroborando os resultados obtidos, que
chegaram a 59% de aumento na coinoculagéo de A. brasilense Ab-V6 com R. tropici
CIAT 899 no ensaio de primeira safra conduzido em Ponta Grossa. Entretanto, esse
aumento nos teores pode nao ser necessariamente resultado da FBN, mas pode ter
sido pelo aumento da eficiéncia de uso do fertilizante nitrogenado devido aos efeitos
positivos da arquitetura das raizes das plantas, como sera discutido adiante.

Além de melhorar a condigao nutricional das plantas quanto ao N,
algumas RPCPs podem mobilizar fosfatos inorganicos de baixa solubilidade da matriz
mineral e/ou organica do solo, aumentando a disponibilidade de P para a absorgéao
pelas plantas (LYU et al., 2016). Neste trabalho, houve aumento no teor foliar de P
pela inoculagao de A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) e quando combinado com o produto
comercial BiomaPhos® (B. subtilis e B. megaterium) no milho cultivado em segunda
safra. Os isolados de Bacillus que compdem o segundo produto sao
reconhecidamente mobilizadores de P, seja pela mineralizagdo produzindo
fosfatases, ou na solubilizagao pela produgao de acidos organicos (PAIVA et al., 2020;

RIBEIRO et al., 2018). A produgcdo de acidos orgéanicos, compostos de baixo peso
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molecular que quelam cations ligados as moléculas de P, libera o P em formas
soluveis para as plantas (ARCHANA; BUCH; KUMAR, 2012). Este processo de
liberagao de acidos organicos também promove a acidificagdo do solo, auxiliando na
liberacdo de P de complexos de ferro, aluminio e calcio de baixa solubilidade
(MENDES et al., 2014; LI et al., 2015). Resultados semelhantes foram encontrados
por Guimarées et al. (2021), em que a inoculagado de BiomaPhos® com apenas 50%
da dose recomendada de P aumentou o teor de P nas folhas de milho em 36%
comparado ao tratamento com 100% da dose recomendada de P. Ja em ensaio
conduzido por Ribeiro et al. (2022), a coinoculagédo de Bacillus sp. com A. brasilense
apresentou um aumento de 31% no teor de P na folha em relagdo ao controle nao
inoculado.

No presente trabalho, as plantas inoculadas com A. brasilense (Ab-
V5 + Ab-V6) e coinoculadas com A. brasilense Ab-V6 e R. tropici CIAT 899 na primeira
safra se destacaram dos demais tratamentos quanto ao N exportado nos graos,
enquanto no ensaio de segunda safra os tratamentos com A. brasilense (Ab-V5 + Ab-
V6) e a coinoculagao de A. brasilense (Ab-V5 + Ab-V6) com BiomaPhos® resultaram
nas maiores exportacbes de N e de P pelos graos. Os valores de exportagdo de
nutrientes dependem do teor no grao e da produtividade. Nos dois ensaios em que foi
possivel realizar a colheita, as inoculagdes e coinoculagdes aumentaram as
exportacdes destes nutrientes, com destaque para as inoculagbes com A. brasilense
e B. subtilis CNPSo 2657.

O maior acumulo de nutrientes bem como maiores produtividades sao
reflexos de uma combinagao de diversos fatores, dentre eles a FBN (SAIKIA et al.,
2012), a producdo de fitormbnios que reflete na melhor arquitetura radicular
(MEHNAZ, 2015; CASSAN et al., 2014) que leva & maior capacidade de absorgdo de
agua e nutrientes pela planta (KOUCHEBAGH et al. 2012), a solubilizagdo de fosfatos
que leva a absorgéo de P (ARCHANA; BUCH; KUMAR, 2012; MENDES et al., 2014;
LI et al., 2015), ao biocontrole de patégenos pela produgcdo de compostos sideréforos
(GANESHAN; KUMAR, 2005; DAS et al., 2007), a atenuagéo de estresses abibticos
como seca e salinidade (RODRIGUEZ-SALAZAR et al., 2009), auxilio na defesa
contra excesso de intensidade luminosa (BASHAN et al., 2006), e fitorremediagéo de
solos contaminados (TUGAROVA et al.,, 2014). Diversos trabalhos atestaram a
eficiéncia da inoculagdo de RPCPs no aumento de produtividade na cultura do milho,

mesmo com diminuicao da quantidade de N aplicada em cobertura, como observado
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por Fukami et al. (2016), em que a inoculagao do milho com A. brasilense e
fornecimento de 75% da dose recomendada de N em cobertura resultou em um
aumento de 555 kg ha' na produtividade comparado ao controle 0% de N e se
igualando ao controle ndo inoculado que recebeu 100% de N. Dartora et al. (2016)
demonstraram que a inoculagdo de uma estirpe de Rhizobium sp. associada a 30 kg
ha"' de N na cultura do milho foi equivalente a fertilizagdo com 160 kg ha™' do nutriente
no tratamento sem inoculagéo. J4 em estudo conduzido por Sandini et al. (2019), os
efeitos atribuidos a P. fluorescens resultaram em ganhos em produtividade entre 29 e
31% comparados com as planas de milho nao inoculadas, em que a promog¢ao de
crescimento e o aumento no rendimento foram equivalentes a aplicagédo de 100% da
dose recomendada do fertilizante nitrogenado, mesmo quando a dose do fertilizante
foi reduzida em 25% nos tratamentos inoculados, sem comprometer o rendimento. De
Sousa et al. (2020) confirmaram os efeitos positivos da inoculagdo de estirpes de
Bacillus sp. na cultura do milho, com incremento de produtividade de graos em 21% e
acumulo de P nos graos em 58%, atribuindo os resultados a producdo de AlA e
solubilizacao de fosfato pelos microrganismos inoculados.

A saude do solo também pode ser relacionada com melhorias na
produtividade das culturas. A estrutura da comunidade microbiana e as atividades
enzimaticas no solo sdo indices para avaliagéo da saude e qualidade do solo, sendo
muito importantes por desempenhar fungdes ligadas aos ciclos biogeoquimicos do C,
P e N, por exemplo, podendo fornecer informagdes sobre a atividade biolégica do solo
que atua na degradacdo de moléculas organicas complexas e/ou de moléculas
organicas simples, disponibilizando nutrientes para os demais microrganismos e
plantas no meio (DI SALVO et al., 2018; HAYAT et al., 2012; MARTINEZ et al., 2007;
SILVEIRA, 2007). Em estudos sobre a comunidade microbiana, o impacto ecoldgico
que pode ser causado pela inoculagdo de RPCPs exdgenas ao ambiente natural deve
ser considerado como um aspecto importante, pois a inoculacdo desses
microrganismos pode impactar as populagdes nativas, resultando em aumento ou
diminui¢cao nas atividades dos microrganismos na rizosfera (BHARTI et al., 2015; LI et
al., 2018). Nos resultados obtidos neste trabalho, em todos os tratamentos em que foi
inoculada uma bactéria diferente de A. brasilense houve reducado da atividade da
enzima B-glicosidase nos ensaios de milho primeira safra, exceto na coinoculagéo
com Pantoea sp. CNPSO 2798 em Ponta Grossa. Ja no ensaio de segunda safra, o

tratamento coinoculado com A. brasilense Ab-V6 + R. tropici CIAT 899 foi observado
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aumento da atividade da enzima, diferindo dos demais tratamentos. Para a enzima
fosfatase acida, ndo houve efeito das inoculagbes em comparagéo aos tratamentos
nao inoculados. Em trabalho conduzido por Chaudhary et al. (2020) a inoculagao de
RPCPs em plantas de Arthrocnemum indicum nao influenciou a atividade da enzima
B-glicosidase, porém houve aumento da atividade da fosfatase acida em relagcéo a
testemunha nao inoculada. Abdelkrim et al. (2020) encontraram relagao positiva com
a inoculacdo de RPCPs e o aumento da atividade da B-glicosidase e da fosfatase
acida em comparagao com o controle ndo inoculado em plantas de Lathyrus sativus.
Poucos trabalhos sdo desenvolvidos relacionando a inoculagdo de BPCPs com a
atividade dessas enzimas, principalmente em culturas consideradas commodities,
como a soja e 0 milho, sendo assim necessarios mais trabalhos para que se possa
averiguar com mais detalhes a relagao entre inoculagdo de BPCPs com a agao destas

enzimas na rizosfera.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A inoculagdo com RPCPs, especialmente A. brasilense (Ab-V5 + Ab-
V6), R. tropici CIAT 899 e B. subtilis (CNPSo 2657 e BiomaPhos®) mostrou-se
favoravel aos aspectos agronémicos avaliados de acumulo de biomassa aérea e
radicial, acumulo de nutrientes e produtividade, tendo sido capazes de substituir 25%
a adubacéo nitrogenada de cobertura, abrindo perspectivas para a redugédo de dose
da adubagao nitrogenada.

Nos ensaios conduzidos em primeira safra, a inoculagdo de RPCPs
ndo alterou a atividade da enzima B-glicosidase, ja no ensaio de segunda safra a
coinoculacéo de A. brasilense Ab-V6 com R. tropici CIAT 899 propiciou aumento da
atividade com relagdo aos controles. A inoculagdo n&o resultou em aumento da
atividade da fosfatase acida no ensaio conduzido em segunda safra, assim ainda
deixando duvidas quanto a influéncia das RPCPs na atividade enzimatica na rizosfera.

A inoculagcéo e coinoculagdo do milho com RPCPs € efetiva em
melhorar caracteristicas morfologicas das raizes, incluindo aumento da massa das
raizes secas, volume, comprimento total e especifico, densidade de ramificacdes, e
diminuigao do diametro médio das raizes, o que possibilita melhor aproveitamento de
agua e nutrientes do solo.

Dentre as inoculacbes e coinoculagdes, os tratamentos com
inoculagao isolada da estirpe B. subtilis CNPSo 2657, e a associagao de R. tropici
CIAT 899 com A. brasilense Ab-V6 apresentaram maior potencial de promocgao de
crescimento do milho, sendo igual ou superior em diversas variaveis, quando
comparado a inoculacao isolada do padrdo comercial com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6
de A. brasilense.

Este trabalho mostra que a inoculagao e a coinoculagdo de RPCPs é
viavel para a melhora das condi¢des de crescimento e desenvolvimento da cultura do
milho, levando ao aumento de produtividade com possibilidade de redugdo da

adubagao nitrogenada, reduzindo os custos econémicos e ambientais da produgao.
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