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RESUMO GERAL

A seca afeta severamente a produtividade das plantas e reduz a viabilidade econémica da
agricultura. Os recursos hidricos limitados e o alto custo da irrigacdo séo fatores importantes
que forcam agricultores a reduzir a irrigacdo, exigindo estratégias de gestdao que minimizem o0s
custos, sem, contudo, sacrificar o desempenho da cultura. Neste contexto, a técnica de irrigagao
subGtima se torna uma alternativa interessante. Do mesmo modo, 0 uso de rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas (RPCP) pode ter um papel promissor no enfrentamento
dos efeitos deletérios da baixa disponibilidade de 4gua. Frente ao exposto, estirpes homdlogas
de Azospirillum brasilense e de Bacillus spp foram inoculadas em sementes de milho hibrido e
dois ensaios foram conduzidos. O primeiro ensaio, realizado em casa de vegetacdo, teve por
objetivo avaliar os efeitos da inoculacdo e da coinoculacdo de estirpes de Azospirillum
brasilense e da mistura de Azospirillum brasilense + Bacillus spp no desenvolvimento radicular,
nas respostas fisiologicas e no desempenho produtivo de hibridos de milho com caracteristicas
contrastantes a seca (DKB390 e P30F53), e expostos a dois regimes hidricos (Capacidade de
Campo e Déficit Hidrico). O segundo ensaio foi desenvolvido em campo, com o objetivo de
avaliar os efeitos potenciais da inoculacdo e da coinoculacdo de estirpes de Azopirillum
brasilense e de Bacillus spp. no desenvolvimento e desempenho produtivo de milho hibrido
DKB390 submetido a diferentes gradientes de irrigacdo. As plantas foram expostas a trés
regimes hidricos: irrigacdo plena, déficit hidrico moderado e deficit severo. Os resultados
observados no experimento em casa de vegetacdo mostraram que os inoculantes promoveram
efeitos benéficos para ambos os gendtipos de milho expostos a condicao de déficit hidrico, com
consequente aumento na producao de gréos. A rizobactéria Azospirillum brasilense promoveu
aumento de todas as caracteristicas radiculares analisadas no hibrido DKB390. A coinoculagéo
com Azospirillum + Bacillus, foi responsavel por promover maiores médias em todos o0s
pardmetros avaliados para o hibrido P30F53. Na relagcdo Fv/Fm houve inibicéo do fotossistema
Il apenas em plantas expostas ao déficit hidrico apos sete dias de estresse, contudo o inoculante
Azospirillum brasilense proporcionou maiores valores tanto para 0 DKB390, quanto para o
P30F53. Diferentes materiais genéticos, com comportamentos divergentes a seca, se
comportam de forma diferente em relagdo a associacao planta — bactéria. No segundo ensaio
as analises apontaram que as RPCPs interferiram na regulacdo das enzimas antioxidantes
analisadas, atenuando o dano oxidativo em plantas sob déficit hidrico. O tratamento
Azospirillum + Bacillus atuou no desenvolvimento do sistema radicular, gerando incremento
no nimero de raizes e na formacdo de raizes mais longas, profundas e finas. Os tratamentos
Azospirillum brasilense e a combinacdo Azospirillum+Bacillus, promoveram maior massa de
espigas e massa de grdos em compara¢do aos demais tratamentos, em plantas expostas a déficit
hidrico severo.

Palavras-chave: Zea mays L. Azospirillum brasilense. Bacillus spp. Déficit hidrico. Sistema
de irrigacédo por aspersdo Line-source. Coinoculagéo.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/economic-viability

GENERAL ABSTRACT

Drought severely affects plant productivity and reduces the economic viability of agriculture.
Limited water resources and the high cost of irrigation are important factors that force farmers
to reduce irrigation, requiring management strategies that minimize costs, without, however,
sacrificing crop performance. In this context, the suboptimal irrigation technique becomes an
interesting alternative. Likewise, the use of plant growth-promoting rhizobacteria (RPCP) may
have a promising role in coping with the deleterious effects of low water availability. In view
of the above, homologous strains of Azospirillum brasilense and Bacillus spp were inoculated
in hybrid maize seeds and two assays were conducted. The first experiment, carried out in a
greenhouse, aimed to evaluate the effects of inoculation and co-inoculation of strains of
Azospirillum brasilense and the mixture of Azospirillum brasilense + Bacillus spp on root
development, physiological responses and productive performance of corn hybrids with
contrasting drought characteristics (DKB390 and P30F53), and exposed to two water regimes
(Field Capacity and Water Deficit). The second trial was carried out in the field, with the
objective of evaluating the potential effects of inoculation and co-inoculation of strains of
Azopirillum brasilense and Bacillus spp. on the development and productive performance of
DKB390 hybrid maize submitted to different irrigation gradients. The plants were exposed to
three water regimes: full irrigation, moderate water deficit and severe water deficit. The results
observed in the greenhouse experiment showed that the inoculants promoted beneficial effects
for both maize genotypes exposed to water deficit conditions, with a consequent increase in
grain yield. The rhizobacterium Azospirillum brasilense promoted an increase in all root
characteristics analyzed in the hybrid DKB390. Co-inoculation with Azospirillum + Bacillus
was responsible for promoting higher averages in all parameters evaluated for the hybrid
P30F53. In the Fv/Fm ratio there was inhibition of photosystem Il only in plants exposed to
water deficit after seven days of stress, however the inoculant Azospirillum brasilense provided
higher values for both DKB390 and P30F53. Different genetic materials, with divergent
behaviors to drought, behave differently in relation to the plant-bacteria association. In the
second assay, the analyzes showed that the RPCP interfered in the regulation of the analyzed
antioxidant enzymes, attenuating the oxidative damage in plants under water deficit. The
Azospirillum + Bacillus treatment acted on the development of the root system, generating an
increase in the number of roots and the formation of longer, deeper and thinner roots. The
treatments Azospirillum brasilense and the combination Azospirillum + Bacillus, promoted
greater mass of ears and mass of grains in comparison to the other treatments, in plants exposed
to severe water deficit.

Keywords: Zea mays L. Azospirillum brasilense. Bacillus spp. Water deficit. Line-source
sprinkler irrigation system. Co-inoculation.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO GERAL

As préticas agricolas modernas aumentaram drasticamente o rendimento das culturas nos
ultimos 50 anos, principalmente resultantes da aplicacdo intensiva de fertilizantes, do aumento
de éareas irrigadas e do desenvolvimento de hibridos. Em contrapartida, condigdes ambientais
estressantes estdo se tornando cada vez mais limitantes para a produtividade em sistemas
agricolas, impedindo que as plantas expressem todo o seu potencial genético de rendimento.
Dentre os fatores de estresse, o déficit hidrico é uma das principais ocorréncias e afeta
negativamente o desenvolvimento das lavouras.

A falta de agua induz varias mudancas morfologicas, fisioldgicas e quimicas em plantas.
Em geral, o déficit hidrico reduz a absor¢do de agua e nutrientes nos sistemas radiculares,
provoca enrolamento foliar e diminuicdo da taxa de fotossintese e de condutancia estomatica,
limita ainda a translocacdo de fotoassimilados, resultando em menor taxa de crescimento e
reducdo da biomassa seca, representando, em ultima analise, uma ameaca a seguranca alimentar
(CARVALHO et al., 2021).

A cultura do milho (Zea mays L.) é um dos sistemas agricolas mais importantes e
extensivos do mundo por causa da miriade de produtos derivados desta planta. O milho é
particularmente sensivel a falta de agua e outros estresses ambientais em torno da floracdo. Esta
alta sensibilidade ao estresse hidrico significa que sob condicdes limitadas de disponibilidade de
agua, é dificil implementar estratégias de manejo de irrigagdo sem incorrer em importantes
perdas de rendimento. Daryanto et al. (2016) observaram uma reducdo média de 39% no
rendimento de milho submetido a seca, entre os anos de 1980 e 2015. No entanto, os hibridos de
milho podem responder de forma distinta a diferentes regimes hidricos.

Os microrganismos componentes do ecossistema do solo desempenham um papel
importante na regulagdo da fertilidade, na ciclagem de nutrientes e na manutencéo da diversidade
de plantas, alterando sua susceptibilidade a doencas e a estresses abidticos. Os mais bem
estudados microrganismos associados a plantas incluem os fungos micorrizicos, as bactérias
fixadoras de nitrogénio e as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs); estas
ultimas representam uma ampla gama de bactérias colonizadoras de raizes, capazes de produzir
diversas enzimas e metabolitos que ajudam as plantas a tolerar estresses como a seca.

A utilizacdo de RPCPs tem sido uma estratégia atraente e sustentdvel no aumento da

producdo sob déficit hidrico. Essas bactérias ttm um papel importante no crescimento e
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desenvolvimento das culturas, melhorando a fertilidade do solo, aumentando a absorcéo de
nutrientes e promovendo toleréncia das plantas aos estresses ambientais, por meio da produgéo
de fitohormdnios e outras substancias secretadas. Varios géneros de rizobactérias como
Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,
Burkholderia, Bacillus e Serratia foram investigados visando melhorar o crescimento e a
produtividade de plantas sob déficit hidrico (DANISH ZAFAR-ULHYE, 2019;
KAZEMINASAB et al., 2016; KANWAL et al., 2017; ZAFAR-UL-HYE et al., 2019).

Se por um lado varios estudos foram desenvolvidos e sabe-se dos efeitos benéficos da
inoculacdo de rizobactérias em diversas culturas, por outro lado, o uso de preparacOes
formuladas, consistindo em uma Unica espécie ou cepa, muitas vezes resulta em baixo
desempenho na agricultura. Uma das razGes de tal falha deve-se ao fato de um Unico agente
microbiano nédo ser ativo em todos os ambientes de solo. Uma maneira de superar este problema
é incluir diferentes espécies ou cepas de microrganismos benéficos na mesma formulacéo
microbiana. A aplicacdo de misturas binarias ou mdultiplas imitaria a situacdo natural, podendo
ampliar o espectro de atividade. As bactérias do solo podem atuar de forma isolada ou em
associagdes com outros microrganismos. A interacdo ou a combinacdo com diferentes
organismos no solo é capaz de produzir inimeros efeitos benéficos nas plantas por sinergia
(DARTORA et al., 2016).

Neste contexto, o objetivo desta tese foi avaliar os efeitos potenciais da inoculacéo e da
coinoculacdo de estirpes de Azopirillum brasilense e de Bacillus spp. na melhora da tolerancia a
falta d’agua de gendtipos de milho com caracteristicas bem conhecidas e contrastantes a seca,

sob cenarios de estresse hidrico continuado, aplicados ao longo do ciclo da cultura.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura do milho

O milho (Zea mays L.) é uma planta de ciclo anual, monocotileddnea, com metabolismo
C4, pertencente & familia Poaceae. E um dos cereais mais antigos cultivados, e uma cultura
multiuso com extensa adaptabilidade a diferentes condic@es agroclimaticas. E cultivado na maior
parte do mundo devido ao alto potencial de producéo de grdos (CHAKRABORTY et al., 2021),
a sua dupla finalidade (grdo e forragem) (SAH et al., 2016), e a sua ampla utilizacdo como
matéria-prima para a alimentacdo humana e animal, além da sua aplicagdo em diversas cadeias

industriais, como na producgéo de cosméticos, combustiveis, entre outros (DUARTE et al., 2011).
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As plantas de milho apresentam metabolismo fotossintético C4, sendo caracterizadas
como eficientes no uso de agua. Entretanto, os estresses abioticos como o déficit hidrico € um
fator que interfere nas atividades fisioldgicas da planta e, portanto, na producao dos gréos e de
matéria seca (DJEMEL et al., 2019; ZEFFA et al., 2019). Em muitos paises, 0 milho é produzido
em areas que recebem cerca de 300-500 mm de precipitacdo, 0 que esta proximo ou abaixo do
nivel critico para a obtencdo de um bom rendimento (QURESHI et al., 2010). Nas condigdes em
que o milho é explorado no Brasil, segundo Magalh&es et al. (2002), para expressar seu potencial
produtivo, esta cultura necessita de em média 600 mm de precipitacao e temperaturas entre 25 e
30 °C, variando de acordo com o material genético.

O mercado do milho brasileiro na safra 2020/2021 apresentou graves problemas
climaticos, como a seca, que reduziu de sobremaneira a produtividade das lavouras (CONAB,
2022). Daryanto et al (2016), examinando dados de publicacBes sobre as respostas do milho a
seca entre os anos de 1980 e 2015, concluiram que a reducgdo do rendimento foi de cerca de 39%.
O déficit hidrico em milho reduz a atividade fotossintética, altera o metabolismo oxidativo, causa
instabilidade da membrana (FAHAD et al., 2017; ZHENG et al., 2016), afeta a condutancia
estomatica e diminuiu a area foliar e a eficiéncia do uso da agua, entre outros danos
(ALGHABARI et al., 2016).

2.2 Déficit hidrico e estratégias de resisténcia das plantas

Seca é um termo meteoroldgico utilizado para designar situacdes de perda substancial de
umidade da superficie do solo para a atmosfera. Também pode surgir devido ao menor
abastecimento de agua atraves das chuvas ou qualquer outra fonte de precipitacdo para o solo
(ASLAM et al., 2013). O rapido aquecimento que vem ocorrendo desde o final da década de
1970 na maior parte do mundo, aumentou a evaporacao e provavelmente alterou os padrdes de
circulacdo atmosférica, os quais contribuiram para uma tendéncia de secagem terrestre (DAI,
2010). Isso fez com que a seca se tornasse um novo “normal” climéatico, com frequéncia e duragado
cada vez maiores, com flutuacdes inter e intra-anuais, e efeitos socioeconémicos e ecologicos
mais graves, especialmente para a producdo agricola (LU et al., 2006).

O déficit hidrico afeta as relacdes planta-agua tanto no nivel celular quanto na planta
inteira, 0 que leva a varias respostas fenotipicas e fisioldgicas especificas e ndo especificas
(BECK et al., 2007). A agua é um elemento crucial para a sobrevivéncia das plantas e
essencialmente necessaria para o transporte de nutrientes. No geral, o déficit hidrico reduz a

acessibilidade, a absorcédo, e a translocacdo de nutrientes como nitrogénio (N), fésforo (P),
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potéssio (K), entre outros, que sdo cruciais para o0 crescimento das plantas, levando a um
metabolismo prejudicado nas células e tecidos (FAROOQ et al., 2009).

A planta responde a seca em diferentes niveis — morfologico, anatbmico, bioguimico,
fisiolégico e molecular (HEWEDY et al., 2020; ULRICH et al., 2019; WILMOWICZ et al.,
2020). Para evitar o estresse hidrico, algumas espécies diminuem as perdas de agua reduzindo
transpiragédo, ao passo que investem no desenvolvimento de sistemas radiculares profundos para
facilitar a absorcdo de agua (ZAGAR et al., 2017). A Falta de agua causa perda de turgescéncia
e acesso limitado ao COy, devido ao fechamento estomético e danos aos componentes do
fotossistema | e 11, resultando em declinio na fotossintese (JALEEL et al., 2007). O estresse por
seca também tem impacto significativo sobre os pigmentos fotossintéticos como clorofila a, b e
carotendides (FU; HUANG, 2001; LIU et al., 2016).

Entre os principais responsaveis pela reducdo no desenvolvimento da planta devido a
seca, esta 0 acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que danificam a integridade
estrutural e funcional de organelas celulares (AHMAD, 2010). As plantas desenvolveram
mecanismos-chave para aliviar os efeitos nocivos do excesso de EROs acumulados e proteger a
estabilidade do metabolismo celular, melhorando a produtividade e o rendimento (AHANGER;
AGARWA, 2017; AHANGER; AHMAD, 2019). Os principais mecanismos que atenuam 0s
efeitos deletérios incluem: (a) melhor regulacdo osmética, (b) sistema antioxidante e (¢) acimulo
de metabolitos secundarios. O sistema antioxidante é constituido por componentes enzimaticos
e ndo enzimaticos, que coordenam a protecdo do metabolismo da planta, eliminando o excesso
de EROs (AHMAD, 2010).

Os mecanismos de resisténcia de plantas a seca tém sido bem estudados nos dltimos anos,
e diversos genes de resisténcia a seca foram identificados (HE et al., 2019; LIU et al.,
2013; WANG et al., 2016; XIANG et al., 2017; ZHANG et al., 2020). Porém novas estratégias
eficazes e ecologicamente corretas para melhorar esta resisténcia sdo necessarias. A utilizacao
exogena de RPCPs por inoculacdo de sementes, irrigacdo radicular ou pulverizacao foliar € um
método eficaz para melhorar a resisténcia a seca (AHMAD et al., 2019; HUANG et al., 2019;
ZHANG et al., 2012).

Microrganismos associados as raizes das plantas minimizam os efeitos nocivos do
estresse, retardando as mudancas induzidas pela murcha e pela seca (condutancia estomatica,
fotossintese e descoloracdo das folhas), aumentando o teor de aminoacidos e a producéo de
prolina, reduzindo o teor de H>O> e aumentando os fendlicos totais em plantas (ALAMGIR,
2018; ARUN et al., 2020; KHADKA; UPHOFF, 2019; KUMAR et al., 2020), além de aumentar
a fixacdo de nitrogénio, absorcdo de nutrientes, a producdo de sideroforos, fitohorménios e
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metabdlitos secundarios, a sintese de exopolissacarideos (EPS) e muitos outros compostos
organicos (EGAMBERDIEVA et al., 2017; ETESAMI; MAHESHWARI, 2018; GOSWAMI;
DEKA, 2020; NASEEM et al., 2018).

2.3 Rizobactérias promotoras de crescimento em plantas

Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) referem-se a bactérias de vida
livre no solo e rizobactérias (RPCPs) que colonizam a rizosfera das raizes (RAMAKRISHNA et
al., 2019). A rizosfera é um ambiente edafico conhecido por hospedar uma ampla variedade de
microrganismos. Varios destes microrganismos séo bactérias que ndo sé colonizam a rizosfera,
mas também podem penetrar nas plantas, colonizando os tecidos internos do vegetal,
estabelecendo assim, associa¢Oes benéficas e desempenhando importante papel na manutencédo
e/ou incremento do crescimento vegetal, quer seja em ecossistemas naturais ou manejados
(COMPANT et al., 2010).

A populacdo da comunidade microbiana do solo varia de acordo com a espécie vegetal,
em vista da liberacdo de exsudados pela raiz que causam alteracbes quimicas e fisicas na
rizosfera, o que pode beneficiar ou inibir o crescimento microbiano nessa regido (MCNEAR JR,
2013). As bactérias do solo sdo em sua maioria benéficas, envolvendo-se direta ou indiretamente
na promocao do crescimento e producdo das plantas (PRASAD et al., 2019). As fun¢des mais
proeminentes das RPCPs envolvem a fixacdo de N, a solubilizacdo de fosfato, a liberacdo de
fitormonios, a manutencdo da composicdo do solo, a resisténcia sistémica induzida contra pragas,
insetos e patdgenos e a mitigacdo de estresses abioticos como a salinidade e a seca (NOVO et
al., 2018, PATHANIA et al., 2020). Alguns exemplos de RPCPs incluem Pseudomonas,
Bacillus, Rhizobium, Bradyrhizobium, Pantoea, Azospirillum, Acetobacter, Burkholderia
(CHIAPPERO et al., 2019; PATHANIA et al., 2020).

As rizobactérias veem ocupando um lugar de destaque na agricultura devido aos multiplos
beneficios que trazem as plantas e por suas caracteristicas biologicas como facil multiplicacao
em massa, amplo espectro de acéo, alta adaptabilidade em diversos ambientes, compatibilidade
com outros microrganismos e principalmente por serem favoraveis ao meio ambiente
(SANTOYO et al., 2012). A grande maioria dos primeiros inoculantes fabricados continha
apenas uma espécie de microrganismo. Contudo na ultima década, o uso de inoculantes contendo
microrganismos de “diferentes tipos” vem expandido. A ideia ¢ combinar linhagens ou espécies
atuando em diferentes processos microbianos, de modo que os beneficios combinados de cada

um resultem em maiores beneficios. Exemplos de inoculantes mistos sdo aqueles que combinam
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microrganismos cujos principais processos sdo a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) (por
exemplo, Azospirillum spp., Bradyrhizobium spp., Rhizobium spp.) e producéo de fitohormonios
(por exemplo, Azospirillum spp., Pseudomonas spp.), ou solubilizacéo de fosfato (por exemplo,
Bacillus spp.) e controle biologico (por exemplo, Pseudomonas spp., Bacillus spp.).

O género Azospirillum é capaz de colonizar muitas espécies de plantas cultivadas
melhorando o crescimento, desenvolvimento e a produtividade (DAR et al., 2018). A promogéo
do crescimento das plantas por Azospirillum brasilense ocorre como consequéncia da
combinacdo de varios mecanismos fisiologicos, bioquimicos e morfologicos (BASHAN;
BASHAN, 2010), possivelmente agindo de forma aditiva ou como efeito cascata. Os beneficios
trazidos pela associacdo desta bactéria com as plantas sdo a sintese de varias substancias
reguladoras do crescimento, como os fitorménios (BARNAWAL et al., 2019); fixacdo bioldgica
do N (REVOLTI et al., 2018); solubilizacdo de fosfato e ferro (GALINDO et al., 2016;
REVOLTI et al., 2018); biocontrole de fitopatdgenos (DAR et al., 2018) e protecdo das plantas
contra estresses abioticos (KAUSHAL, 2019).

Dentre a comunidade microbiana rizosférica, os membros do género Bacillus estdo entre
os residentes do solo mais abundantes e que possuem varias caracteristicas de promocdo de
crescimento de plantas. Os efeitos destes microrganismos sobre o desenvolvimento das plantas
sdo amplos. A adicdo de inoculantes contendo estirpes de Bacillus spp. no solo pode acelerar a
reciclagem e a disponibilidade de nutrientes (COELHO et al, 2007), solubilizar e mineralizar o
fosforo presente na matéria organica e em fontes inorganicas (RICHARDSON, 2001) e
enriquecer biologicamente o solo. De modo geral, os efeitos benéficos vao desde a germinacgéo
de sementes até a producdo de grdos (LAZARETTI; BETTIOL, 1997). A eficiéncia das espécies
de Bacillus sobre outras rizobactérias tem sido constantemente atribuida a sua capacidade de

produzir esporos resistentes a estresses ambientais (PADMAVATHI, 2016).

2.4 Promocéo e Protecdo do Crescimento Vegetal por RPCPs em condicGes de seca

As bactérias sdo conhecidas por sobreviver a condi¢cdes de estresse abidtico, empregando
uma variedade de mecanismos fisiologicos, incluindo o acimulo de solutos compativeis, sintese
de exopolissacarideos, producdo de antibidticos e formacdo de esporos. As RPCPs empregam
modificagdes fisicas, quimicas e bioldgicas semelhantes nas plantas para ajuda-las a sobreviver
e florescer sob condi¢cbes de estresse como a seca (AHLUWALIA et al.,, 2021). Estudos
comprovam a hipotese de que as rizobactérias permitem que as plantas agricolas mantenham a

produtividade sob diferentes condic6es de estresse por meio do emprego de modificagdes fisicas,
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quimicas e biolégicas (ETESAMI; BEATTIE, 2017; ETESAMI, 2018; KAUSHAL; WANI,
2016; KUMAR, 2015; SHRIVASTAVA; ULLAH et al., 2015). Véarios géneros de rizobactérias
como Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Burkholderia, Bacillus e Serratia sdo associados a melhora no crescimento e na
produtividade de plantas sob estresse hidrico (KAZEMINASAB et al., 2016; KANWAL et al.,
2017; MISHRA,; SINGH, 2010; ZAFAR-UL-HYE et al., 2019).

As raizes sdo as primeiras a perceber as condi¢Ges de seca que se avizinham e decretar a
resposta primaria da planta, adaptando-se para maximizar a absorcdo de agua e nutrientes.
Estresses abioticos como a seca causam diminuicdo nos niveis de produgdo de fitormdnios como
giberelinas, citocininas e auxinas, reduzindo assim o crescimento e desenvolvimento das plantas
(KAUSHAL; WANI, 2016; NGUMBI; KLOEPPER, 2016). As RPCPs podem equilibrar os
niveis de hormdnios vegetais sintetizando e secretando fitormonios, facilitando assim o aumento
da area de superficie e comprimento das raizes, o numero de pelos radiculares e o crescimento
geral do sistema radicular (VACHERON et al., 2013).

Durante o estresse hidrico, uma das respostas primarias de uma planta é o fechamento
dos estbmatos para limitar a perda de agua por transpiracdo (SHARMA et al., 2012), causando
por consequéncia, reducdo nas taxas fotossintéticas. Esses baixos niveis, por sua vez, afetam as
reacOes do ciclo de Calvin, resultando em menor consumo de NADPH e ATP. Assim, a
regeneracdo de aceptores de elétrons também diminui, levando a producéo excessiva de EROs
(CHIAPPERO et al., 2019). Espécies reativas de oxigénio como peroxido de hidrogeénio,
oxigénio singlete, radicais superdéxido, e o radical hidroxila, quando presentes em altas
quantidades trazem efeitos deletérios as desoxirriboses, quebra de fitas, remocdo
de nucleotideos e morte celular, sdo alguns efeitos do acimulo excessivo de EROs (MILLER et
al., 2010; SHARMA et al., 2012).

Para reduzir esse acimulo excessivo, as plantas possuem enzimas nao oxidativas e
oxidativas chamadas enzimas de eliminagdo. Estas incluem superoxido dismutase, ascorbato
peroxidase, catalase, glutationa redutase e peroxidase. No entanto, sob condicdes de estresse
abidtico como a seca, a atividade dessas enzimas € alterada e reduzida, tornando-as incapazes de
realizar as funcgdes reguladoras das EROs (CHIAPPERO et al., 2019; ETESAMI,
MAHESHWARI, 2018). As RPCPs aumentam a concentragéo e a atividade dessas enzimas,
reduzindo assim o acimulo de EROs (TIMMUSK et al., 2014). Assim, pode-se entender que as
rizobactérias podem atenuar o dano oxidativo em plantas sob estresse hidrico, interferindo na

regulacdo da defesa antioxidante.
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A reducdo inicial no crescimento das plantas durante o estresse hidrico é primeiramente
trazida a tona pela diminuicéo da taxa de crescimento das superficies assimilatorias seguida pela
inibicdo da fotossintese. A diminuicédo das taxas de fotossintese durante a seca pode ser atribuida
a fatores estomaticos e ndo estomaticos (DRAKE et al., 2017; LIU et al., 2019). As restri¢cdes
estomaticas da fotossintese podem ser descritas como assimilacao ineficiente de CO> nas folhas
e cavidades subestomaticas devido ao fechamento prematuro dos estdmatos. As restricdes ndo
estomaticas da fotossintese surgem quando ha diminuicéo da atividade de Rubisco, na atividade
do cloroplasto, na disponibilidade de ATP, no nitrogénio foliar e no comprometimento dos
fotossistemas | e I1 (GAION et al., 2018, LIU et al., 2019).

As rizobactérias melhoram as taxas de fotossintese em plantas sob condicfes de estresse
com a producdo de fitohormonio citocinina. A citocinina influencia tanto as caracteristicas
estruturais quanto funcionais da fotossintese. Este hormdnio amplifica a condutancia estomatica
e promove a divisdo e diferenciacdo celular nos estagios iniciais do desenvolvimento foliar,
levando a um aumento do numero de feixes vasculares, melhora do xilema e do floema
(CHERNYADEV, 2000); aumentam os numeros de cloroplastos em niveis celulares (OKAZAKI
et al., 2009), melhoram a sintese de pigmentos fotossintéticos, como clorofila e carotendides
(CORTLEVEN; SCHMULLING, 2015). Pode-se entdo inferir que as RPCPs auxiliam na
melhoria das taxas de fotossintese pela producédo de fitorménios como a citocinina.

Além dos ajustes e melhorias nos mecanismos proprios das plantas, os microrganismos
também possuem a capacidade de secretar substancias que auxiliam na tolerancia das plantas a
seca. Os exopolissacarideos (EPS) sdo polissacarideos naturais secretados por bactérias que
ajudam os microbios a sobreviver a condi¢des indspitas, estando envolvidos em varios papéis,
como fixacdo na superficie, formacéo de biofilme, fornecimento de nutrientes, retencéo de agua,
interacdes planta-microbio, protecdo contra patdgenos e estresses abidticos (KAUSHAL; WANI,
2016; KHAN; BANO, 2019). Em plantas sob estresse hidrico, o EPS liberado pelo RPCPs
ajudam na prevencdo da dessecacdo, formando biofilmes hidrofilicos na superficie da raiz e,
assim, permitindo que a agua seja liberada em uma taxa mais lenta. Eles também ajudam a
melhorar a agregacéo, estrutura e permeabilidade do solo e agregacdo de raizes. 1sso é possivel
pela posterior liberacdo e absorcdo de EPS na superficie dos agregados do solo com a ajuda de
mecanismos como pontes de cations, forcas de Van der Waal, adsorcdo de anions
(VURUKONDA et al., 2016; KHAN; BANO, 2019).
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3. CONSIDERACOES GERAIS

A agricultura é considerada o setor mais vulneravel as mudancas climaticas. Explorar a
interacdo planta-micrébio € uma abordagem relevante que visa aumentar a producéo de alimentos
para uma populacdo crescente no atual cenario de mudangas climaticas. A inoculacdo de
sementes de milho com RPCPs é capaz de influenciar positivamente o crescimento das plantas e
aumentar a produgdo da cultura. Sob condi¢bes ambientais desfavoraveis, como no déficit
hidrico, as rizobactérias possuem um papel importante, auxiliando no sistema de defesa e
conferindo adaptacéo e tolerancia em plantas. Embora a formulacdo de varias rizobactérias ndo
adicione dificuldades técnicas significativas em comparacdo com a formulagdo de uma Unica
bactéria, a interacdo dos microrganismos dentro dessas formulacGes é amplamente desconhecida.
Neste sentido tornam-se necessarios mais estudos a fim de reunir conhecimentos aprofundados
sobre os mecanismos associados as RPCPs, as interacGes planta-microrganismos e a
compatibilidade entre populages microbianas, a fim de abrir caminho para aplicagédo em escala

de campo, objetivando construir um sistema agricola saudavel e sustentavel.
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Inoculacéo e coinoculagdo de Azospirillum brasilense e Bacillus spp. em
gendtipos de milho sob déficit hidrico

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da inoculagdo e da coinoculagéo de Azospirillum
brasilense e Bacillus spp. no desenvolvimento radicular, nas respostas fisioldgicas e no
desempenho produtivo de dois hibridos de milho, sob diferentes regimes hidricos. O experimento
foi realizado em casa de vegetacdo, onde estirpes de Azospirillum brasilense, e mistura de
estirpes de Bacillus spp. + Azospirillum brasilense foram inoculados em sementes de dois
hibridos de milho com caracteristicas contrastantes a seca (DKB390 e P30F53), expostos a dois
regimes hidricos (Capacidade de Campo e Déficit Hidrico). Ao atingirem o pré florescimento as
plantas foram mantidas em déficit hidrico por 14 dias, e ap0ds este periodo, foram analisados a
morfologia do sistema radicular, o teor relativo de clorofila na folha, a eficiéncia quéantica
méaxima do FSII, e os parametros de producdo. Com relagdo as caracteristicas morfoldgicas da
raiz, resultados opostos foram observados entre os hibridos sob déficit hidrico, onde houve
aumento em todos os fatores avaliados para o DKB390, quando inoculado com Azos,
diferentemente do que ocorreu com o P30F53. Os inoculantes promoveram efeitos benéficos para
ambos os gendtipos de milho expostos a condicao de déficit hidrico, com consequente aumento
na producao de gréos. A coinoculacdo com Azospirillum+Bacillus, foi responsavel por promover
maiores médias em todos os parametros avaliados para o hibrido sensivel a seca (P30F53). Para
o teor relativo de clorofila, quando as plantas foram irrigadas durante todo seu ciclo, o inoculante
Azospirillum conferiu os maiores valores relativos de clorofila em ambos os genétipos de milho.
Na relacdo Fv/Fm houve inibicao do fotossistema Il apenas em plantas expostas ao déficit hidrico
apos sete dias de estresse, contudo o inoculante Azospirillum proporcionou maiores valores tanto
para 0 DKB390 quanto para o P30F53. Desta forma estes resultados sugerem que a interagédo
planta-bactéria esta ligada ao material genético, onde hibridos de milho com comportamentos
divergentes a seca, apresentam respostas diferentes a inoculagdo com RPCPs.

Palavras-chave: Morfologia radicular. Producdo. RPCPs. Bacillus spp. Zea mays L.
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1. INTRODUCAO

No cenario atual, as lavouras enfrentam varios tipos de estresse de natureza bidtica e abidtica,
sendo o déficit hidrico um dos principais estresses abidticos e um importante fator limitante para
a producdo agricola por causar disturbios no desenvolvimento das plantas e quebra de producéo,
levando assim a perdas econdmicas e declinio da disponibilidade de alimentos. Estudos
anteriores mostram que a perda de gréos induzida pela seca é responsavel por mais da metade
das perdas totais acarretadas por desastres naturais (JALEEL et al., 2009).

O milho é uma das culturas fundamentais no mundo todo (FAO, 2019), e € um importante
alimento e recurso industrial (IBRAHIM et al., 2016), contudo sua producdo pode ser limitada
pela seca. Com base em dados publicados entre os anos de 1980 e 2015, a produtividade do milho
sofreu reducdo de até 39% em escala global devido a falta de &gua (DARYANTO et al., 2016).
Portanto encontrar estratégias de mitigacdo para enfrentar o impacto da escassez de agua na
producdo de milho é de suma importancia.

A raiz é o principal 6rgdo que ancora a planta no solo e é essencial para a absorcéo de 4gua
e nutrientes. O desenvolvimento da raiz é altamente plastico e flexivel, agindo como um sistema
sensorial em um ambiente em constante mudanca, ao ajustar sua morfologia e reduzindo a
exposic¢do ao estresse (PIERIK; TESTERINK, 2014). A maioria dos estudos em sele¢éo genética
focam principalmente em melhorar as caracteristicas dos tecidos acima do solo para tolerar a
esses estresses, enquanto as raizes (a 'metade oculta' da arquitetura de uma planta) ainda sdo uma
fonte subutilizada de melhoria de cultivo (KOEVOETS et al. 2016).

Até o momento, o desenvolvimento de novos genotipos (ATKINSON; URWIN, 2012;
BAKHSH; HUSSAIN, 2015; DAS et al., 2021), assim como a aplicacdo de produtos quimicos
inorganicos e organicos, sdo as praticas mais utilizadas para melhorar a tolerancia do milho a
seca. No entanto, algumas desvantagens estdo associadas a essas abordagens, uma vez que sao
demoradas, onerosas e trabalhosas (ATKINSON; URWIN, 2012). A aplicacdo de
microrganismos benéficos como bioinoculantes surge como uma das ferramentas
biotecnologicas ambientalmente corretas e sustentaveis.

No solo rizosférico ha abundancia de comunidades microbianas, incluindo microrganismos
benéficos que exibem tragos promotores de crescimento em plantas. Esses microrganismos
benéficos, ou seja, bactérias, fungos e algas proporcionam efeitos favoraveis em plantas sob
diversos estresses ambientais (GOUDA et al., 2018; TIWARI; LATA, 2018). Rizobactérias
promotoras de crescimento em plantas (RPCPs) colonizam raizes, e levam ao aumento no seu

comprimento, no numero de raizes laterais, e em determinadas plantas, nos nddulos dessas raizes,
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dentre outras propriedades. As RPCPs também modificam o funcionamento deste 6rgdo e
melhoram a nutri¢do da planta através da melhoria na absorgdo de 4gua, da fixacéo de nitrogénio
e de mecanismos de solubilizacdo de fosfato, que aumentam o crescimento e o rendimento de
varias culturas, resultando em maiores producdes (SINGH; SENEVIRATNE, 2017).

Os microrganismos do género Azospirillum colonizam o interior e a superficie das raizes de
gramineas (BALDANI et al., 1997; HUERGO et al., 2008). Sdo conhecidos pela sua capacidade
de produzir fitormonios reguladores do crescimento vegetal como o acido indol-acético, auxinas,
giberelinas e citocininas e libera-los sobre o sistema radicular das plantas colonizadas, alterando
sua morfologia e fisiologia (HARTMANN; ZIMMER, 1994). As RPCPs como as do género
Bacillus, tal qual o Azospirillum, sdo importantes para o desenvolvimento de plantas, uma vez
que, liberam horménios (AlA) que modificam a morfologia radicular, aumentando sua biomassa
e consequentemente, oferecendo maior capacidade de exploracdo de dgua e nutrientes do solo,
producdo de siderdforos e antagonismo contra microorganismos fitopatogénicos (KHAN, 2017,
GAZOLA et al., 2015).

As RPCPs do solo podem atuar de forma isolada ou em associa¢cdes com outras RPCPs. A
interacdo ou a combinacdo com diferentes organismos no solo é capaz de produzir inUmeros
efeitos benéficos nas plantas (DARTORA et al., 2016) por sinergia. Existem varios exemplos de
coinoculagdo com Azospirillum, em diversas culturas, como a realizada com Bradyrhizobium em
soja (CHIBEBA et al.,, 2015; HUNGRIA et al., 2013), Rhizobium tropici no feijao
(RODRIGUES et al., 2016; HUNGRIA et al., 2013]), e Paenibacillus polymyxa em trigo
(YEGORENKOVA et al., 2016), entre outros.

Mesmo diante dos diversos estudos abordando a coinoculagéo de diferentes microrganismos
em plantas, poucos exploram os efeitos da inoculagdo contendo duas ou mais cepas de RPCPs
combinadas, e a relacdo da interacdo planta-bactéria, um fator chave devido a influéncia do
ambiente da rizosfera na sobrevivéncia e acdo das bactérias promotoras de crescimento (ZEFFA
et al., 2019; MARINI et al., 2015). A identificacdo e selecdo de genotipos responsivos a
inoculacdo sdo essenciais para garantir a repetibilidade e aumento do rendimento das plantas
(MARTINS et al.,, 2012). O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da inoculacdo de
Azospirillum brasilense e da sua coinoculagdo com Bacillus spp., no desenvolvimento radicular,
nos aspectos fisiologicos e no desempenho produtivo de dois hibridos de milho contrastantes

quanto a tolerancia a seca, sob diferentes regimes hidricos.



29

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete
Lagoas - M@, Brasil, coordenadas geograficas: 19°28” S, 44°15°08°” W, e altitude média de 732
m. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial
3x2x2, consistindo em: dois inoculantes (Azospirillum brasilense (Azos), e mistura de estirpes
de Bacillus spp. + Azospirillum brasilense (Azos+Bac) e um controle (sem inoculante); dois
hibridos de milho (DKB390 PRO 3 e P30F53 VYHR); e dois regimes hidricos (Capacidade de
Campo e Déficit Hidrico). Cada tratamento foi composto por quatro repeti¢des, sendo a unidade
experimental constituida por duas plantas por vaso.

Os inoculantes utilizados foram obtidos a partir da mistura de duas estirpes de Azospirillum
brasilense homdlogas (CMS11 e CMS1626), na proporcdo 1:1, e da mistura, também na
proporcdo de 1:1, de estirpes de Azospirillum brasilense com estirpes de Bacillus spp pré-
selecionadas como eficientes na produgio de exopolissacarideos “in vitro™, todos pertencentes a
Colecdo de Microrganismos Multifuncionais e Fitopatogénicos (CMMF) da Embrapa Milho e
Sorgo.

As estirpes selecionadas foram cultivadas em caldo de soja tripcaseina, durante 72h, a
temperatura de 29°C sob agitacdo constante. Apds esse periodo, as culturas de cada estirpe foram
centrifugadas, ressuspendidas em solucdo salina (0,85% NaCl) e ajustadas para densidade Gtica
igual a 1,0 em absorbancia a 500 nm, que equivale a aproximadamente 108 células viaveis por
mL (REIS, 2015). A inoculacdo nas sementes foi realizada, utilizando-se como veiculo o carvéo
vegetal moido e goma de fécula de mandioca como aderente.

Sementes de hibridos de milho DKB390 PRO3 e P30F53 VYHR, contrastantes em
relacdo ao déficit hidrico, sendo respectivamente tolerante e sensivel, foram plantadas em vasos
de 20 kg, contendo Latossolo Vermelho distrofico previamente corrigido e adubado. O potencial
hidrico do solo foi monitorado diariamente nos periodos da manha e da tarde (9:00 e 15:00), com
0 auxilio de tensidbmetro (Watermark modelo 200SS, Irrometer, California, EUA), instalado no
centro dos vasos de cada repeticdo, na profundidade de 20 cm. Estes sensores detectam a tenséo
de agua no solo com base na resisténcia elétrica e foram acoplados a medidores digitais
(Watermark meter) da mesma empresa. A reposicdo hidrica até a capacidade de campo (CC) foi
realizada através da irrigacdo, em funcéo da curva de retencéo de agua do solo.

No pré-florescimento, os tratamentos hidricos foram impostos. No tratamento
Capacidade de Campo (CC), o solo recebeu reposi¢do hidrica diariamente na quantidade

necessaria para atingir sua CC. No Déficit Hidrico, a inducdo do estresse foi realizada com a
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aplicacdo diaria de apenas 50% da &gua total necessaria para atingir a CC, isto é, até que o
potencial matricial no solo atingisse um valor aproximado de -100 KPa, sendo esse déficit
mantido por 14 dias.

No primeiro e no sétimo dia apds a imposicao dos tratamentos hidricos, foram realizadas
analises das seguintes caracteristicas ecofisioldgicas: teor relativo de clorofila na folha (Unidades
SPAD) (SPAD, MINOLTA SPAD 502 OSAKA, JAPAN), e eficiéncia quantica maxima do
Fotossistema Il (FV/FM) (POCKET PEA CHLOROPHYLL FLUORIMETER).

Apbs 14 dias de déficit hidrico, a irrigacdo de todas as plantas foi reestabelecida e mantida
em nivel adequado (capacidade de campo) até o fim do ciclo. As espigas foram colhidas e 0s
seguintes parametros foram analisados: comprimento de espigas (CE), didmetro de espigas (DE),
numero de graos na fileira (NGF), massa da espiga (ME), massa de grdos (MG).

Para a analise da morfologia do sistema radicular foi utilizado o sistema de andlise de
imagens WinRhizo Pro 2007 (REGENT INSTRUMENTS, SAINTE-FOY, QC, CANADA)
acoplado a um scanner profissional (EPSON, EXPRESSION 10000 XL, EPSON AMERICA,
INC., USA) equipado com unidade de luz adicional (TPU). Os procedimentos para a obtencéao
das imagens foram realizados conforme descrito por Souza et al. (2012). Foram determinadas as
seguintes caracteristicas da raiz: comprimento total (CTR), area superficial (ASR), didmetro
médio (DMR), volume (VR), e ainda o comprimento e volume de raiz por classe de didmetro.
As raizes foram classificadas segundo trés classes de didmetro: raizes muito finas (@ inferior a
0,5 mm), raizes finas (0,5 > @ < 2,0 mm) e raizes grossas (& > 2,0 mm). A definigcdo destas
classes foi baseada no critério de classificacdo de raizes proposto por Bohm (1979). Em seguida,
a massa seca foi determinada com a secagem das raizes em estufa de circulacao forcada de ar a
65°C até essas atingirem massa constante, e posteriormente foi realizada sua pesagem.

Para anélise estatistica dos resultados, foi utilizada a analise de variancia (ANAVA) e o
teste de comparacdo de médias Scott-Knott, a 0,05% de significancia (P<0.05), no programa
estatistico Sisvar versao 4.3 (UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS, LAVRAS, BRASIL).

3. RESULTADOS

Os inoculantes de maneira geral promoveram efeitos benéficos para ambos os gendtipos
de milho expostos a condicdo de deficit hidrico, aumentando a producdo (Tabela 1). Sendo a
coinoculagdo com Azos+Bac, responsavel por promover maiores médias em todos os parametros
avaliados para o hibrido sensivel a seca e para o tolerante, com exce¢do do CE. Quando as plantas
foram mantidas sob irrigacdo Otima durante todo o ciclo da cultura, a inoculagdo com

Azospirillum isolado (Azos), resultou em acréscimo nas médias de todos 0s parametros para o
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DKB390. A combinagdo de Azos+Bac resultou em maiores ME e MG para o hibrido P30F53
(Tabela 1).

Tabela 1. Comprimento de Espigas (CE), Diametro de Espigas (DE), Numero de Gréos na fileira
(NFG), Massa de Espigas (ME), Massa de Grdos (MG), de dois milhos hibrido (DKB390 e
P30F53) submetidos a dois regimes hidricos (Deficit hidrico e Capacidade de Campo) e tratados
com diferentes inoculantes (Cont = Controle, Azos = Azospirillum brasilense, Azos + Bac =
Combinacao entre Azospirillum brasilense e Bacillus spp).

Déficit Hidrico

CE (cm) DE (cm) NGF ME (g) MG (g)
DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53
Cont 10.75Ba  10.37Ba  4554Aa  37.04Bb  27.50Ba  14.25Bb  135.66Aa 125.43Ba 125.17Aa  96.40Bb
Azos 12.87Aa 1250Aa 4251Aa 41.38Aa 26.50Ba 24.75Aa 128.94Aa 126.85Ba  113.35Ba  104.19Ba
AzostBac  11.12Ba  11.75Aa 42.91Aa 45.07Aa  29.00Aa 26.00Aa 143.55Aa 154.04Aa 129.95Aa 139.49Aa
CV% 7.78 6.99 8.84 6.36 6.81
Capacidade de Campo
CE (cm) DE (cm) NGF ME (g) MG (g)
DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53
Cont 11.12Bb  13.87Aa  46.29Ba  47.26Aa  24.25Ba  26.00Ba  115.95Ca  92.30Cb  102.20Ca  69.76Cb
Azos 13.25Aa  13.62Aa 49.10Aa  46.21Ab  27.00Aa 21.25Cb  178.92Aa 12491Bb  155.62Aa  110.46Bb
Azos+Bac  11.62Bb  12.50Ba  47.19Ba  46.31Aa  29.50Aa 30.25Aa 134.94Bb  156.64Aa 118.43Bb  136.68Aa
CV% 5.74 3.06 9.76 5.88 7.87

*Médias seguidas por mesma letra maiuscula na vertical, ou minuscula na horizontal, ndo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott a 5% de significancia (P>0,05).

Em relacdo ao teor relativo de clorofila na folha, ndo houve diferenca estatistica para o
DKB390, quando submetido ao déficit hidrico. Ja para o P30F53, plantas inoculadas com Azos
apresentaram maior indice SPAD no inicio do periodo de déficit hidrico (1IDTH), porém esse
resultado ndo se manteve com o avango do estresse (Figura 4A). Quando as plantas foram
cultivadas durante todo seu ciclo com irrigacdo, o inoculante Azos conferiu maiores valores

relativos de clorofila para ambos 0s genotipos nos dois periodos de avaliacao (Figura 1B).
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de tratamento hidrico. Médias seguidas por mesma letra maitscula para inoculante, ou mindscula
para hibridos, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia (P>0,05).
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Figura 2. Eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) de dois hibridos de milho
(DKB390 e P30F53) tratados com diferentes inoculantes (Cont = Controle, Azos = Azospirillum
brasilense, Azos+Bac = Azospirillum brasilense e Bacillus spp.) e mantidos sob dois regimes
hidricos (Déficit hidrico e Capacidade de campo). Avaliagdo com um (1DTH) e sete dias (7DTH)
de tratamento hidrico. Médias seguidas por mesma letra mailscula para inoculante, ou minascula
para hibridos, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia (P>0,05).

De maneira geral, considerando que valores menores que 0,75 para a relagdo FV/FM seriam

indicativos de condi¢es inibitdrias do FSII, essa inibicdo ocorreu apenas em plantas expostas ao

déficit hidrico apos sete dias de estresse (7DTH), contudo o inoculante Azos proporcionou
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maiores valores tanto para 0 DKB390, quanto para o P30F53 (Figura 2A). Para tratamentos
cultivados sob Capacidade de Campo, ndo houve diferencas estatisticas entre os tratamentos
(Figura 2B).

Na andlise das caracteristicas morfoldgicas de raiz, sob condicdo de déficit hidrico, para o
hibrido tolerante a seca, DKB390, a inoculagdo com Azospirillum (Azos) proporcionou um
acrescimo na media dos pardmetros avaliados, exceto para DMR. A inoculagdo com Azospirillum
+ Bacillus (Azos+Bac) proporcionou aumento apenas em DMR e VVR. Entretanto, nessa condi¢éo
de estresse, 0 oposto foi verificado com o hibrido susceptivel, P30F53, onde apenas no tratamento
sem inoculagdo (Controle) as médias foram estatisticamente superiores aos tratamentos com
inoculantes. Quando cultivado sob condicdo 6tima de irrigacdo (Capacidade de Campo), o
hibrido DKB390 ndo apresentou diferencas na morfologia de suas raizes entre controle e uso de
inoculantes, exceto para a caracteristica MSR, que na presenca dos inoculantes apresentou
valores maiores. Ja para o hibrido P30F53, a inoculacdo de Azos+Bac promoveu aumento nas
caracteristicas CTR, ASR e VR, quando comparado aos demais tratamentos (Tabela 2).

Tabela 2. Comprimento Total de Raiz (CTR), Area Superficial de Raiz (ASR), Diametro Médio
de Raiz (DMR), Volume de Raiz (VR) e Massa Seca de Raiz (MSR), dos hibridos de milho
DKB390 e P30F53 submetidos a dois regimes hidricos (Déficit hidrico e Capacidade de Campo)
e tratados com diferentes inoculantes (Cont = Controle, Azos = Azospirillum brasilense, Azos+Bac
= Combinacéo entre Azospirillum brasilense e Bacillus spp.).

Déficit Hidrico

CTR (cm) ASR (cm?) DMR (mm) VR (cm®) MSR (g)
DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53
Cont 1806.95Bb 9857.05Aa 639.12Bb 2389.17Aa 1.36Ab 2.15Aa 123.77Bb 338.62Aa 10.74Bb 21.66Aa
Az0s 3409.20Aa 3386.17Ba 1167.30Aa 1124.72Ba 1.21Aa 1.22Ba 159.27Aa 170.37Ba 12.97Aa 12.77Ca
Azos+
B 2345.20Bb 3979.95Ba 824.52Bb 1358.10Ba 1.21Aa 1.25Ba 146.82Aa 198.72Ba 11.21Bb 17.26Ba
ac
CV% 12.24 20.92 13.63 19.37 11.45
Capacidade de Campo
CTR (cm) ASR (cm?) DMR (mm) VR (cm®) MSR (g)
DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53
Cont 2881.82Aa 3086.21Ba 952.70Ab 1136.84Ba 1.25Ab 1.58Aa 180.22Aa 189.29Ba 12.09Bb 13.56Aa
Az0s 2378.87Ab 3519.38Ba 993.48Aa 1103.08Ba 1.42Aa 1.30Ba 183.54Aa 205.52Ba 13.83Aa 13.12Aa
Azos+
B 2520.85Ab 4042.89Aa 1031.12Ab 1541.52Aa 1.34Aa 1.21Ba 186.16Ab 311.13Aa 13.45Aa 13.73Aa
ac
CV% 13.07 9.28 10.35 8.05 7.19

*Meédias seguidas por mesma letra maiuscula na vertical, ou mindscula na horizontal, ndo diferem entre si pelo

teste de Scott-Knott & 5% de significancia (P>0,05).

Ao separar as raizes dos genotipos de milho em classes de diametro, foi possivel observar

como que se caracterizaram, detalhadamente, os sistemas radiculares de ambos os hibridos. O

hibrido P30F53 apresentou maiores medias para todos os parametros radiculares avaliados,
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quando as plantas foram expostas a seca (Déficit Hidrico) e ndo inoculadas com nenhum
microrganismo (Controle). Com relacdo ao DKB390, a inoculagdo com cepas de Azospirillum,
resultou em maior comprimento de raizes muito finas (CRMF) e de raizes finas (CRF), quando
comparado aos demais tratamentos, sob restri¢do hidrica (Fig. 3 A, C e E). Plantas deste mesmo
genotipo cultivadas sob irrigagdo 6tima (Capacidade de Campo), apresentaram menor
desenvolvimento de raizes muito finas e finas (CRMF e CRF), investindo assim em comprimento
de raizes grossas (CRG) (Fig. 3 B, D e F). Imagens dos sistemas radiculares podem ser

observadas na figura 4.
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Figura 3. Comprimento de raizes de acordo com a classe de didametro. CRMF - Comprimento de
raizes muito finas, CRF - comprimento de raizes finas e CRG - comprimento de raizes grossas,
dos hibridos de milho DKB390 e P30F53, tratados com inoculantes (Cont = Controle, Azos =
Azospirillum brasilense, Azos+Bac = Azospirillum brasilense e Bacillus spp.) e submetidos a
dois regimes hidricos: Déficit hidrico (A, C e E) e capacidade de campo (B, D e F). Médias
seguidas por mesma letra maiuscula ndo diferem entre si na comparacdo entre os tratamentos
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inoculados. Médias seguidas por mesma letra minascula ndo diferem entre si para os hibridos,
pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia (P>0,05).

Figura 4. Sistema radicular de hibridos de milho (DKB390 e P30F53), tratados com diferentes
inoculantes (Cont = Controle, Azos = Azospirillum brasilense, Azos+Bac = Azospirillum
brasilense e Bacillus spp.) e mantidos sob dois regimes hidricos (Déficit hidrico e capacidade de
campo). (1) DKB390/Controle/Déficit hidrico. (2) DKB390/Azos/Déficit hidrico. (3)
DKB390/Azos+Bac/Déficit ~ hidrico. 4) P30F53/Controle/Deficit  hidrico. (5)
P30F53/Azos/Déficit  hidrico. (6) P30F53/Azos+Bac/Déficit  hidrico. (7) DKB
390/Controle/Capacidade de Campo. (8) DKB390/Azos/Capacidade de Campo. (9)
DKB390/Azos+Bac/Capacidade de Campo. (10) P30F53/Controle/Capacidade de Campo. (11)
P30F53/Azos/Capacidade de Campo. (12) P30F53/Azos+Bac/Capacidade de Campo. Imagens
digitalizadas em escaner de mesa, usando o programa Winrhizo.
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4. DISCUSSAO

O estresse hidrico enfraquece a atividade metabdlica do milho, diminui o acimulo de
biomassa e reduz a taxa fotossintética ao diminuir o teor de clorofila nas folhas, o que
inevitavelmente leva a uma diminui¢cdo no rendimento do milho (SONG et al., 2019). A
coinoculagéo de Azospirillum + Bacillus resultou no aumento no comprimento de espigas (CE),
didmetro de espigas (DE), nimero de gréos na fileira (NFG), massa de espigas (ME) e massa de
gréos (MG) (Tabela 1). Em estudo sobre o uso de RPCPs em milho, Brum et al. (2016) relataram
seus efeitos positivos nas caracteristicas de rendimento e produtividade, independente do estadio
de crescimento e do genoétipo testado. De acordo com Naseri et al. (2013), a coinoculacdo de
duas bactérias diazotréficas (Azotobacter e Azospirillum), resultou no aumento do nimero de
grdos em espigas, possivelmente devido a producdo de compostos promotores como 0sS
fitormonios auxinas e giberelinas. Diaz-Zorita et al. (2015), evidenciaram, em diversos ensaios
de campo, principalmente na América Latina e Asia, aumento de cerca de 10% no rendimento
de grdos em cereais em resposta a inoculagdo com Azospirillum sp.

A diminuicéo no teor de clorofila é um fendBmeno comumente observado (PIRBALOUTI
etal., 2017) e uma consequéncia negativa do déficit hidrico, que, no entanto, tem sido considerada
como uma caracteristica adaptativa em plantas cultivadas em condicGes de seca. Neste estudo
ainoculacdo de milho sob déficit hidrico com Azos, afetou o indice de clorofila foliar,
promovendo valores superiores aos encontrados no milho ndo inoculado (Figura 1A). Plantas
cultivadas sob irrigacdo durante todo seu ciclo, também apresentaram maior teor relativo de
clorofila na folha com a inoculacdo desta bactéria promotora de crescimento em plantas (BPCPs)
(Figura 1B). Este resultado corrobora com aqueles descritos por Longhini et al. (2016), que
avaliaram a interrelacdo planta - Azospirillum, e encontraram um aumento em varios pigmentos
fotossintéticos. Barassi et al. (2006) relataram melhorias nos parametros fotossintéticos das folhas,
incluindo conteudo de clorofila e condutancia estomatica, com maior producdo de biomassa e
aumento da altura da planta em milho inoculado com Azospirillum brasilense.

Os efeitos do estresse hidrico e RPCPs na fotossintese das plantas foram determinados
avaliando as mudancas nos valores da relacdo Fv/Fm. A razdo Fv/Fm é a eficiéncia maxima na
qual a luz é absorvida pelo PSIl e é usada como um indicador sensivel do desempenho
fotossintético da planta. Assim, uma reducdo nos valores deste parametro (menor que 0,75) indica
os efeitos destrutivos do estresse no PSII e declinio na fotossintese da planta (YAGHOUBIAN et
al., 2016). No presente estudo, o comprometimento da atividade do PSII foi induzido por estresse

hidrico de longo prazo, contudo a inoculacdo de Azospirillum brasilense melhorou a relagdo
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Fv/Fm. Esse aumento pode estar relacionado a reducdo do estresse foto-oxidativo (Figura 2A e B).
Resultados semelhantes foram relatados anteriormente em trigo (SINGH; JHA, 2016), grdo de
bico (KUMAR et al., 2016), milho (ROJAS-TAPIAS et al., 2012) e milheto (CHANDRA et al.,
2018).

A distribuicdo, o comprimento e o didmetro, e as propriedades do sistema radicular,
determinam o acesso das plantas a agua e, assim, estabelecem limites na tolerancia a condicéao de
restricdo hidrica. O sistema radicular das plantas de milho, é composto sobretudo por raizes grossas
e finas, as raizes grossas apresentam funcdes de ancoragem e tipicamente estabelecem a arquitetura
geral do sistema radicular, controlando a profundidade e capacidade das plantas em crescer em
direcdo as camadas mais profundas do solo (HENRY et al., 2012). As raizes finas sdo a parte mais
ativa do sistema radicular na absorcdo de agua e compreendem a maior parte do comprimento e
area de superficie desses sistemas radiculares (COMAS et al., 2013).

O hibrido P30F53 desenvolveu um sistema radicular mais longo, com maior &rea
superficial e volume, quando exposto ao déficit hidrico, sem nenhuma inoculacdo (Tabela 2).
Esses resultados provavelmente estdo relacionados as suas caracteristicas genéticas, as quais
permitem que esses sejam caracterizados como sensiveis ou tolerantes a condicdo de restricdo
hidrica, dado que ao provocar a secagem superficial do solo, ha o estimulo para expansdo das
raizes, as quais se aprofundam no solo em busca de umidade (GONCALVES, 2013). Nessas
condigBes, as plantas mais sensiveis investem no desenvolvimento do sistema radicular,
aumentando o comprimento das raizes.

Situacdo interessante foi observada no cultivo do P30F53 sob irrigacdo 6tima. Nao
havendo restricdo hidrica, o sistema radicular tendeu a se desenvolver menos e apenas
superficialmente, no entanto a coinoculagdo com Azos+Bac, aumentou o comprimento total de
raiz (CTR), area superficial de raiz (ASR) e o volume de raiz (VR) deste genoétipo (Tabela 2).
Estudos tém demonstrado que os efeitos benéficos do A. brasilense nas plantas podem ser
potencializados pela coinoculagdo com outros microrganismos. Em estudo com sementes de
milho coinoculadas com cianobactérias e Azospirillum brasilense, Zambrano et al. (2019)
determinaram que a coinoculacdo promove maior desenvolvimento dos gendtipos testados,
principalmente devido ao seu efeito no crescimento do sistema radicular, com grande potencial
para seu uso na cultura do milho.

Segundo Magalhées et al (2014), diferente do P30F53, o gendtipo DKB390 investe
principalmente em mecanismos fisiolégicos em nivel de parte aérea para manutencdo da
produtividade, por minimizar a perda de agua, o que diminui a dependéncia de investimentos em

nivel de raiz para aumentar a captura de agua. Neste contexto, a inoculacdo com cepas de
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Azospirillum brasilense, melhorou o comprimento de raizes muito finas (CRMF) e comprimento
de raizes finas (CRF) deste gen6tipo quando exposto ao déficit hidrico (Fig. 2 A, C). O volume
de solo explorado pelas raizes e o contato intimo entre a superficie radicular e o solo, sdo
necessarios para a absorcao efetiva da dgua pelas raizes, sendo esse contado maximizado quando
a planta emite raizes de menor didametro, aumentando a &rea superficial e a capacidade de
absorcao de agua. De acordo com Pedreira et al. (2017), o crescimento das raizes em gramineas
inoculadas com A. brasilense esta relacionado a producéo e liberacdo de fitorménios como
auxinas, as plantas, que estimula a diferenciagdo nos tecidos meristematicos.

A inoculacdo de Azospirillum em milho pode estimular o desenvolvimento do sistema
radicular, aumentando a resisténcia ao estresse hidrico, promovendo maior teor de clorofila nas
folhas, maior fotossintese e em consequéncia, resultando em maior producdo. Neste trabalho,
assim como o observado por Quadros et al. (2014) os hibridos estudados responderam de forma
diferente a inoculacdo de Azospirillum brasilense, sugerindo que o gendtipo da planta
desempenha papel importante na colonizagdo pelas bactérias, o que deve estar relacionado com
arelacdo rizosfera/bactéria e, por isto, faz-se necessario o estudo de hibridos de milho que tenham

boa resposta agronémica a inoculagéo.
5. CONCLUSAO

Assim como relatado anteriormente por diversos autores, observamos no presente estudo
respostas positivas do uso de Azospirillum brasilense em milho sob déficit hidrico, promovendo
a superacdo deste estresse por meio de melhora nas caracteristicas fisiologicas e morfoldgicas
das plantas. No entanto, a coinoculacdo de estirpes de Bacillus spp. + Azospirillum brasilense,
contribuiu dentre outras questdes, para um aumento no desempenho produtivo de ambos 0s
hibridos de milho. Para algumas caracteristicas avaliadas notou-se que a resposta do milho a
inoculacdo depende do hibrido testado. Mais investigacGes sdo necessarias afim de explorar
questdes como modos de acdo, formulacdo, aplicacdo, estabilidade em condicGes de campo e

triagem de cepas eficientes e compativeis com cada genétipo de plantas.
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ARTIGO 2 - Norma NBR 6022 (ABNT 2018)

EFETOS DA INOCULACAO COMBINADA DE RIZOBACTERIAS EM MILHO SOB
DIFERENTES REGIMES DE IRRIGACAO

RESUMO

O estresse por seca € um estresse que causa grandes prejuizos na produtividade agricola a cada
ano. Em resposta, as plantas passam por varias modificacBes podendo ter danos permanentes e
resultando em quebra na producdo. Véarias adaptacdes e estratégias de mitigacdo sdo necessarias
para lidar com o déficit hidrico. As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs)
podem desempenhar um papel significativo no alivio do estresse hidrico em plantas. Neste
contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito potencial da inoculacdo Unica e da
coinoculagédo de estirpes de Azopirillum brasilense e de Bacillus spp. no desenvolvimento e
desempenho produtivo de milho sob trés regimes de irrigacdo. Estirpes homologas de
Azospirillum brasilense (Azos), de Bacillus spp (Bac), bem como da mistura de estirpes de
Azospirillum brasilense e Bacillus spp. (A+B), todos na propor¢do 1:1 foram inoculadas em
sementes do hibrido de milho DKB390 Pro3. O experimento foi conduzido em campo e ao
atingirem o estadio de desenvolvimento V6, as plantas foram submetidas a trés regimes hidricos:
irrigacdo plena (reposicdo de 100% da evapotranspiragdo da cultura), déficit hidrico moderado
(reducdo de 59% da lamina de agua da irrigacdo plena) e déficit hidrico severo (reposicao de
32% da lamina de &gua da irrigagdo plena). Os resultados mostraram que sob déficit hidrico, o
tratamento A+B atuou no desenvolvimento do sistema radicular, promovendo incremento no
namero de raizes e na formacdo de raizes mais longas, profundas e finas. Sob regime de irrigacédo
plena, os inoculantes Azos, Bac e A+B, aumentaram a concentracdo de N na parte aérea das
plantas. Em plantas sob déficit hidrico, a coinoculacdo de A+B resultou em maiores
concentracdes de N e P na parte aérea das plantas. Houve aumento da atividade das enzimas
antioxidantes ascorbato peroxidase (APX), superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) em
plantas com irrigacdo plena, bem irrigadas na presenca de rizobactérias. As RPCPs também
interferiram na regulacdo das enzimas antioxidantes analisadas, atenuando o dano oxidativo em
plantas sob déficit hidrico. Os tratamentos Azos e a combinacdo A+B, promoveram maior massa
de espigas e massa de graos em comparacao aos demais tratamentos, em plantas expostas a déficit
hidrico severo. A inoculacdo de Azos e a coinoculacdo A+B também resultou em aumento de,
respectivamente, 13,3% e 15,2% na producéo de plantas com irrigacéo plena.

Palavras-chave: Zea mays L.. Irrigacdo por aspersdo Line-source. Azospirillum Brasilense.
Bacillus spp.
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1. INTRODUCAO

A seca é um estresse multidimensional, de dificil monitoramento, de natureza recorrente
e geralmente ndo se limita a uma regido ou periodo de tempo especifico (SALEHI-LISAR,
BAKHSHAYESHAN-AGDAM, 2016). Para resistir a falta de agua, as plantas usam diferentes
mecanismos de enfrentamento do estresse, como sinaliza¢do por sintese de espécies reativas de
oxigénio, producdo de horménios do estresse como etileno e &cido abscisico e mudangas na
morfologia da raiz e do caule (ETESAMI et al., 2015; CHIAPPERO et al., 2019; BHAT et al.,
2021). E imperativo desenvolver métodos que possam aumentar os niveis de tolerancia de uma
planta a seca, permitindo um melhor crescimento e producgédo de safras, a fim de satisfazer a
necessidade cada vez maior de alimentos. Existem muitas pesquisas voltadas para o
desenvolvimento de tecnologias que promovam praticas agricolas sustentaveis, que favorecem o
aumento da produtividade da cultura, bem como maior tolerancia ao déficit hidrico (ALl et al.,
2011; ANSARY et al., 2012; PARK et al., 2017; ZAFAR-UL-HYE et al., 2014). Em alguns
métodos, as interacdes planta-microrganismos benéficos séo exploradas e séo consideradas areas
promissoras para o foco de desenvolvimentos agricolas sustentaveis.

Microrganismos benéficos do solo, como rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas (RPCPs) produzem grandes quantidades de substancias que promovem o crescimento das
plantas (CAMELE et al., 2019). Eles sdo capazes de produzir exopolissacarideos, fitohormonios,
compostos volateis, induzir o acimulo de osmélitos e antioxidantes, de regular positiva ou
negativamente genes responsivos ao estresse e alterar a morfologia radicular (LIM, KIM et al.,
2013; TIMMUSK et al., 2014; VURUKONDA et al., 2016), influenciando direta e indiretamente
0 crescimento e a morfologia das plantas, e consequentemente, aumentando o desenvolvimento
e a producdo. Uma caracteristica notavel é sua capacidade de auxiliar plantas em ambientes
estressados. Eles podem proteger as plantas contra os efeitos prejudiciais de varios estresses
ambientais, como secas e temperaturas elevadas (CHUKWUNEME et al., 2020; HASSAN et al.,
2020; PEREIRA et al., 2020). Muitos géneros de bactérias séo classificados como RPCPs, dentre
estas destacam-se as bactérias diazotrdficas dos géneros Azospirillum, Azotobacter, Rhizobium,
Bacillus, Pseudomonas, dentre outras (BALDANI, BALDANI, 2005; FUKAMI et al., 2018).

A coinoculacdo de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas é considerada uma
abordagem inovadora na melhoria do rendimento e da qualidade das culturas (GAVILANES et
al, 2020; MARIMUTHU et al., 2002; PEREIRA et al., 2020). A ideia € combinar linhagens ou
espécies atuando em diferentes processos microbianos, de modo que as caracteristicas

combinadas de cada uma resultem em maiores beneficios e, em Gltima analise, maiores
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rendimentos. Exemplos de inoculantes mistos séo aqueles que combinam microrganismos cujos
principais processos sdo a fixagdo de nitrogénio como no caso de Bradyrhizobium spp. e
Rhizobium spp., a producdo de fitohorménios como Azospirillum spp. e Pseudomonas spp., a
solubilizacéo de fosfato realizada como por exemplo por Bacillus spp., ou o controle bioldgico
por Pseudomonas spp. e Bacillus spp. (SANTOS et al., 2019). A aplicacdo de misturas imitaria
a situacdo natural, tendo o potencial de ampliar o espectro de atividade de promogéo do
crescimento em plantas.

Uma caracteristica importante do uso de Azospirillum € que a inoculacdo é mais bem
sucedida e lucrativa quando outros microrganismos séo coinoculados (BASHAN; HOLGUIN,
1997). Existem varios exemplos de coinoculacdo com Azospirillum brasilense, em diversas
culturas, como Bradyrhizobium em soja (CHIBEBA et al., 2015; HUNGRIA et al., 2015),
Rhizobium tropici em feijdo (HUNGRIA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2016), Paenibacillus
polymyxa em trigo (YEGORENKOVA et al., 2016), entre outros. Porém poucos relatos trazem
informagdes sobre a coinoculagéo de Azospirillum brasilense e Bacillus ssp. na cultura do milho.
Estes dois géneros sdo conhecidos e estudados ha décadas, Azospirillum por causa da sua
capacidade de fixacdo de nitrogénio e producdo de fito-horménios (FUKAMI et al., 2016;
FUKAMI et al., 2018; HUNGRIA et al., 2010) e Bacillus por sua eficiéncia em solubilizar
fosfato, produzir &cidos organicos e proteger as plantas contra patdgenos (DE ABREU et al.,
2017; GOMES et al., 2014; SUBRAMANIAN; SMITH, 2015;).

A combinacéo de bactérias associativas mostra varias vantagens, como maior tolerancia
a ambientes com condicdes adversas, aumento na capacidade de competir com a comunidade
microbiana nativa e melhora no crescimento das plantas em comparagdo com a inoculagdo Unica
(KRUASUWAN; THAMCHAIPENET, 2016; YEGORENKOVA et al., 2016). A eficiéncia da
coinoculacdo esta intimamente relacionada a concentracdo celular de cada uma, selecdo
adequada das linhagens, método de inoculacdo e o gendtipo da planta. Sendo assim, séo
necessarias pesquisas para gerar conhecimento visando a producdo de novas formulagdes de
inoculantes com bactérias mistas (CASSAN et al. 2015). O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito potencial da inoculagdo e da coinoculacdo de estirpes de Azopirillum brasilense e de
Bacillus spp. no desenvolvimento e desempenho produtivo de milho sob trés regimes de

irrigacéo.
2. MATERIAL E METODOS

2.1 Inoculantes
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Os inoculantes utilizados, pertencentes a Colecdo de Microrganismos Multifuncionais e
Fitopatogénicos da Embrapa Milho e Sorgo, foram obtidos a partir da mistura de duas estirpes
de Azospirillum brasilense homologas (CMS11 e CMS1626), de estirpes de Bacillus spp. e da
mistura das estirpes de Azospirillum brasilense e Bacillus spp., todos na proporcéo 1:1.

As estirpes selecionadas foram cultivadas em caldo de soja tripcaseina, durante 72h, a
temperatura de 29°C sob agitacdo constante. Apds esse periodo, as culturas de cada estirpe foram
centrifugadas, ressuspendidas em solucdo salina (0,85% NaCl) e ajustadas para densidade Gtica
igual a 1,0 em absorbancia a 500 nm, que equivale a aproximadamente 108 células viaveis por
mL (REIS, 2015). A inoculacgéo nas sementes foi realizada, utilizando-se como veiculo o carvao

vegetal moido e goma de fécula de mandioca como aderente.
2.2 Condicbes ambientais e delineamento experimental

O ensaio foi conduzido no campo experimental na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas
— MG, Brasil, situada nas coordenadas geograficas: 19°28” S, 44°15°08*> W e altitude média de
732 m. A regido tem clima tropical semiimido, com clima quente e veres chuvosos e invernos
secos, classificados como Cwa de acordo com Kdppen (ALVARES et al., 2013). A estacdo
chuvosa é geralmente de outubro a marco e a estacdo seca de abril a setembro. O solo
caracteristico do local é classificado como do tipo Latossolo Vermelho Distréfico Argiloso, de
fertilidade média.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com quatro repeticoes.
Cada parcela foi composta por quatro linhas, com 4,25 m de comprimento, onde foram plantadas
quatro sementes do hibrido de milho DKB390 PRO3 por metro e 0,70 m de distancia entre linhas.
A éarea Util da parcela foi constituida pelas duas linhas centrais. No plantio foi realizada adubagédo
de base sendo aplicados 400kg/ha da formula 08-28-16 (NPK). Além da adubac&o de plantio, foi
realizada adubacdo complementar com 118Kg/ha de N divididos em duas coberturas.

A érea foi irrigada uniformemente desde a semeadura até 30 dias apds o plantio (estadio de
desenvolvimento V6), quando foram impostos os diferentes regimes hidricos, irrigacdo plena —
100%, deficit hidrico moderado — 59% e déficit hidrico severo — 32%, por meio do sistema de
irrigacdo Line-source assim como mostrados na tabela 1. O manejo da irrigagao foi feito com o
auxilio da planilha eletrdnica IrrigaFéacil, realizando o balanco de &gua no solo diariamente
(ALBUQUERQUE, ANDRADE, 2001). A agua aplicada foi medida apos cada evento de
irrigacdo em coletores instalados no centro das parcelas experimentais, e sempre posicionados

logo acima do dossel da cultura, acompanhando o crescimento das plantas. Foram computadas
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as laminas de agua de irrigacdo e eventuais precipitaces. Para minimizar a distor¢éo do padréo

de asperséo, a irrigacdo foi aplicada em condigdes de vento calmo ou fraco.

Tabela 1. Temperaturas maxima (T Max °C) e minima (T Min °C), evapotranspiracao
(mm) (ALLAN et al., 1998) e quantidade de &gua recebida pelas plantas (lamina de
irrigacdo + precipitacdo (mm)) durante o periodo de experimental.

Laminas de Irrigacdo

Més TMax°C TMin°C ETo(mm) .
(mm) + Precipitacdo (mm)
100% 59% 32%
Abril 23.42 21.82 79.00 179.0 171.3 167.2
Maio 21.68 20.02 97.05 106.6 63.4 41.8
Junho 19.41 17.41 89.24 115.9 50.2 17.4
Julho 18.26 16.13 99.93 115.7 54.5 0.0
Agosto 21.23 19.37 127.48 132.7 53.4 0.0
Setembro 25.02 22.89 129.74 51.3 21.5 0.0
= Total 622.44 701.2 414.3 226.4

2.3 Analises

A arquitetura da raiz foi determinada utilizando a metodologia “Shovelomics”, descrita por
Trachsel e colaboradores (2011), com modificaces. As raizes foram escavadas, tomando-se 0
cuidado para retira-las inteiras, sacudidas levevemente para remocao da fracdo do solo aderida a
coroa. O solo restante foi entdo removido embebendo a coroa da raiz em detergente neutro na
concentracdo de 0,5%. Posteriormente as particulas de solo restantes foram removidas por
enxague com baixa pressdo. As raizes limpas foram avaliadas por meio da tomada de dado das
seguintes caracteristicas: numero de raizes da coroa (NRC), angulo de crescimento das raizes da
coroa (ACRC), comprimento médio de raizes da coroa (CRC) e diametro médio de raizes da
coroa, tomado a 5 cm da insercdo do caule (DRC).

Para a determinacdo da concentracdo dos macronutrientes Nitrogénio (N) e Fosforo (P),
plantas inteiras foram coletadas, levadas a estufa de circulagéo forgcada de ar a 65 °C até obtencao
de massa constante, moidas em moinho do tipo Willy e o conteido destes nutrientes foi
determinado de acordo com a metodologia descrita por Silva (2009).

A extracdo das enzimas foi feita pela maceracdo de 300 mg de folha em nitrogénio
liquido, adicionando-se 1,2 mL do tampé&o de extracdo constituido de: tampdo fosfato de potéssio
100 mM (pH 7,5), 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1% de PVPP e 5 mM de acido ascorbico. O
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extrato foi centrifugado a 12000 rpm por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi coletado e
armazenado a -80 °C no periodo das analises. Os sobrenadantes coletados foram utilizados nas
analises de todas as enzimas. As atividades das enzimas foram expressas por miligramas (mg) de
proteinas que foram determinadas pelo método de Bradford (1976) utilizando uma curva padrao
de albumina de soro bovino (BSA).

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi avaliada pela capacidade em inibir a
fotorreducdo do cloreto de azul de nitrotetrazolio (NBT), proposta por Giannopolitis e Ries
(1977). A mistura reacional foi constituida de 100 pL de extrato enzimético e 1,9 mL de meio de
reacdo contendo tampéao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM,
NBT 75 pM, riboflavina 2 pM. A mistura foi iluminada com uma lampada de 20 W por 10
minutos. As leituras foram realizadas a 560 nm e uma unidade de SOD correspondeu a
quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condic¢des de ensaio.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada pelo consumo de H20> a 240 nm por 3
minutos. A mistura reacional foi incubada a 28 °C e foi constituida de 25 L de extrato
enzimatico e 1 mL do meio reacional contendo tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0) e 0,1
mL de H20, a 400 mM. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 36 mM™* cm™ (HAVIR;
MCHALE, 1987).

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada pelo acompanhamento da
oxidacdo do ascorbato a 290 nm por 3 minutos. A mistura reacional foi incubada a 28 °C e foi
constituida de 100 pL de extrato enzimatico e 1,8 mL do meio reacional contendo tampdo fosfato
de potéssio 100 mM (pH 7,0), H202 5 mM, &cido ascorbico 5 mM e agua destilada. O coeficiente
de extingdo molar utilizado foi 2,8 mM™* cm™ (NAKANO, ASADA, 1981).

A atividade da guaiacol peroxidase (GPX) foi determinada pela oxidagdo do guaiacol a
470 nm por 3 minutos, de acordo com Lin e Wang (2002) com modificacdes. A mistura reacional
foi constituida de 60 pL de extrato enzimatico e 1,34 mL de meio reacional contendo tampao
fosfato de potassio 100 mM (pH 6,5), guaiacol 60 mM, H202 1 mM. O coeficiente de extingdo
molar utilizado foi 26,6 mM™ cm™,

Apds a colheita, foram determinadas a massa das espigas (ME), massa dos grdos (MG), massa
de 100 gréos (M100G) e a produgéo total de cada parcela extrapolada em kg por hectare. Todos
os dados foram corrigidos considerando o percentual de 13% de umidade base umida.

2.4 Andlise estatistica
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Para anélise estatistica dos resultados, utilizou-se a analise de variancia (ANAVA) e o
teste de comparacdo de médias Skott-Knott, a 0,05% de significancia (P<0.05), no programa

Sisvar versdo 4.3 (Universidade Federal de Lavras, Lavras, Brasil).
3. RESULTADOS
3.1 Caracteristicas do sistema radicular e concentragdo de nutrientes na planta

A morfologia e arquitetura das raizes da coroa de plantas do milho hibrido DKB390 foram
influenciadas pela inoculagdo com RPCPs e pela quantidade de dgua aplicada durante o ciclo da
cultura. O nimero de raizes da coroa (NRC) ndo diferiu dentre os tratamentos para 0s regimes
de irrigacdo de 100% e 32%. Com relacdo ao déficit hidrico moderado, ldmina de 59%, os
inoculantes Azospirillum brasilense (Azos), Bacillus spp. (Bac) e Azospirillum+Bacillus (A+B),
promoveram maior nimero de raizes em comparagdo ao tratamento sem inoculantes (Cont),
sendo Azos e Bac os tratamentos que propiciaram os maiores NRC dentre as laminas de irrigacao
em estudo (Tabela 2).

Raizes de plantas de milho cultivadas sob regime de irrigacdo plena apresentaram maior
angulo de crescimento de raiz (ACRC) quando inoculadas com Azos e A+B, e consequentemente
raizes mais superficiais. Com a imposicao de déficit hidrico moderado e severo, os tratamentos
Cont, Azos e Bac, apresentaram maiores médias de ACRC. A combinacdo de Azospirillum
brasilense + Bacillus spp. (A+B) foi responsavel por menores angulos de crescimento nestas
condices de irrigagdo, resultando, portanto, em raizes mais profundas (Tabela 2).

Tabela 2. NUmero de raizes da coroa (NCR), angulo de crescimento de raizes da coroa (ACRC),
comprimento de raizes da coroa (CRC) e diametro de raizes da coroa (DRC) de plantas de milho
cultivadas em diferentes regimes de irrigacao (100%, 59% e 35%) e inoculadas com Azospirillum
brasilense (Azos), Bacillus sp. (Bac) e com a combinacgéo de Azospirillum brasilense + Bacillus
sp. (A+B).

NRC-----mmmmmmmeee e ACRC (°)---------------
Inoc/Lam 100% 59% 32% 100% 59% 32%
Cont 12.25Aa 11.00Ca 11.25Aa 25.0Bb 37.5Aa 40.0Aa
Az0s 13.25Ab 14.75Aa 11.00Ac 37.5Aa 30.0Aa 35.0Aa
Bac 12.00Ab 14.50Aa 11.25Ab 27.5Bb 32.5Ab 40.0Aa
A+B 11.50Ab 13.00Ba 11.75Ab 35.0Aa 20.0Bb 22.5Bb
CV(%) 7.84 7.67
--------------- CRC (cm)------------- -=-=mmmmm------DRC (MmM)-------------
Inoc/Lam 100% 59% 32% 100% 59% 32%
Cont 13.50Ba 13.00Ba 11.48Ab 4.89Aa 4.54Aa 4.68Aa
Azos 13.10Ba 12.32Ba 11.50Aa 4.32Aa 4.63Aa 3.81Bb
Bac 12.75Ba 12.42Ba 11.00Aa 4.24Aa 4.86Aa 3.62Bb
A+B 20.62Aa 15.05Ab 11.00Ab 4.41Aa 4.15Aa 3.85Bb
CV(%) 17.28 8.33

*Médias seguidas pela mesma letra maitscula na vertical ou minGscula na horizontal, ndo diferem entre si para o



50

teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0.05).

O comprimento e o didmetro do sistema radicular sdo caracteristicas relacionadas a
performance das culturas sob estresse hidrico. A inoculacdo de A+B possibilitou aumento do
comprimento das raizes da coroa (CRC) em plantas bem irrigadas (100%) e em plantas cultivadas
sob déficit hidrico moderado (59%). Em plantas submetidas a déficit hidrico severo (32%), nao
houve diferenca entre os tratamentos (Tabela 2).

A inoculacdo de rizobactérias ndo influenciou o didmetro das raizes da coroa (DRC) de
plantas bem irrigadas e nem daquelas cultivadas sob déficit hidrico moderado. Todos o0s
tratamentos foram estatisticamente semelhantes nas condic@es de irrigacdo de 100% e 59%. Sob
maior restricdo hidrica (32%) os tratamentos Azos, Bac e A+B apresentaram raizes mais finas
em comparagéo ao tratamento Cont (Tabela 2).

Em plantas cultivadas sob regime de irrigacao plena (100%), a inoculagcdo com Azos, Bac
e A+B promoveu maior concentracdo de nitrogénio (N) na parte aérea das plantas em
comparacao as plantas ndo inoculadas (Cont). Com a reducdo da lamina de irrigacdo para 59%,
ndo houve diferenca entre os tratamentos. J& sob déficit hidrico severo, maiores concentracfes

de N foram encontradas nos tratamentos Cont e A+B (Fig. 1).
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Figura 1. Concentracdo dos macronutrientes Nitrogénio (A) e Fésforo (B) nos tecidos de plantas
de milho cultivadas sob diferentes regimes de irrigacdo (100%, 59% e 35%) e inoculadas com
Azospirillum brasilense (Azos), Bacillus sp. (Bac) e com a combinacdo de Azospirillum
brasilense + Bacillus sp. (A+B). Letras maiusculas comparam os tratamentos dentro da mesma
condicdo de irrigagdo. Letras minasculas comparam os tratamentos dentro das diferentes
condicOes de irrigacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si para o teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0.05).

Com relagdo ao macro nutriente fésforo, o uso de RPCPs também foi responsavel por

uma maior concentracdo deste elemento na parte aérea de plantas cultivadas no regime de
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irrigacdo plena (100%). O tratamento A+B manteve essa concentragao alta e maior que os demais
tratamentos mesmo com a exposicao ao déficit hidrico moderado (59%). Na condi¢do de déficit

hidrico severo (32%) todos os tratamentos foram estatisticamente iguais (Fig. 1).

3.2 Atividade Enzimatica

No que se refere a atividade enzimética antioxidante, a inoculacdo com estirpes de
Azospirillum brasilense (Azos) promoveu maior atividade da enzima superéxido dismutase
(SOD) quando comparado aos demais tratamentos, em todos os regimes de irrigacdo em estudo
(100%, 59% e 32%) (Fig. 2A).

A atividade da enzima guaiacol peroxidase (GPX) em células de plantas do milho hibrido
DKB390 cultivadas sob regime de irrigacao plena, foi maior nos tratamentos Cont e Azos. Com
a reducdo da quantidade de agua aplicada para 59%, o tratamento Bac promoveu maior atividade
de GPX. Em plantas expostas ao déficit hidrico severo (39%), maiores atividades desta enzima

foram observadas com o uso das RPCPs Azos e Bac (Fig. 2B).

= 100% A | = 100% B
 59%

. 32%

50 T 59% Aa

t
[oo]

Aa

Ab Ab
Ca

~

(L_ugw eujsjold L_ﬁw Jowiw)
XdO 38p 3pepiARy

Bc Bb

Atividade de SOD
(S mg'1 proteina)

Cc

t
N

m 100%
T . 59%
. 32%

. 100%
. 59%
. 32%

N ©
3

o

N

o
[
o

o
(L_u!w eujajold L_ﬁw jowiw)

o
gt
[3,]

o
-
o
t
_
o

Atividade de APX
(mmol mg'1 proteina min‘1)
1VD 3p spepiAly

o
=]
o
,
t
o

o
o
o

Cont

Azos Bac A+B Cont Azos Bac A+B

Figura 2. Atividade das enzimas antioxidantes SOD (A), GPX (B), APX (C) e CAT (D) em
plantas de milho cultivadas em diferentes regimes de irrigacao (100%, 59% e 35%) e inoculadas
com Azospirillum brasilense (Azos), Bacillus sp. (Bac) e com a combinacdo de Azospirillum
brasilense + Bacillus sp. (A+B). Letras maiusculas comparam os tratamentos dentro da mesma
condicdo de irrigacdo. Letras minasculas comparam os tratamentos dentro das diferentes
condicOes de irrigacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si para o teste de

Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0.05).
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De modo geral a inoculagdo com rizobactérias promotoras de crescimento resultou em
maior atividade da ascorbato peroxidase (APX) em plantas tratadas com estes microrganismos,
quando em comparagéo ao tratamento ndo inoculado, em todos os regimes de irrigacao (Fig. 2C).

Sobre a atividade da enzima catalase (CAT), em plantas com irrigacdo plena, a
combinacdo de estirpes de Azospirillum brasilense + Bacillus spp promoveu atividade
estatisticamente semelhante a observada no tratamento Controle. Contudo nos regimes de déficit
hidrico moderado e severo, este mesmo tratamento foi superior aos demais (Fig. 2D).

3.3 Componentes produtivos

Com relacdo aos atributos produtivos em plantas mantidas nos regimes de irrigacédo plena
e déficit hidrico moderado, o tratamento com RPCPs ndo gerou aumento na massa de espigas
(ME) em comparacéo ao tratamento controle ndo inoculado (Cont). Em plantas expostas a déficit
hidrico severo, os inoculantes Azos e A+B resultaram em espigas com maior massa em relacdo
aos demais tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3. Massa de espigas (ME), massa grdos (MG) e massa de 100 grdos (M100G) de plantas de milho
cultivadas em diferentes regimes de irrigacdo (100%, 59% e 35%) e inoculadas com Azospirillum
brasilense (Azos), Bacillus sp. (Bac) e com a combinacdo de Azospirillum brasilense + Bacillus sp.
(A+B).

ME (g) MG (9) M100G (g)-———
Inoc/Lam  100% 59% 32% 100% 59% 32% 100% 59% 32%

Cont 180.25Aa  154.92Ab  103.37Bc  148.02Ba  130.15Aa  77.52Bb  30.82Aa 25.87Bb  21.65Ac
Azos 194.35Aa  150.20Ab  110.12Ac  166.80Aa  126.15Ab  89.24Ac  32.62Aa 26.90Bb  22.37Ab
Bac 155.45Ba  139.07Bb 89.12Cc 133.77Ba  120.77Aa  70.27Bb  29.75Aa  22.50Bb  20.65Ab

A+B 187.82Aa  155.00Ab  113.15Ac 168.87Aa 130.57Ab  95.75Ac 34.90Aa 31.85Aa 21.52Ab
CV(%) 20.76 20.67 21.12

*Meédias seguidas pela mesma letra maitscula na vertical ou mindscula na horizontal, ndo diferem entre si para o teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade (p<0.05).

A inoculacdo das sementes de milho com estirpes das rizobactérias Azos e A+B também
resultou em aumento da massa de grédos (MG), tanto em plantas com irrigagdo plena, quanto
naquelas submetidas a regime hidrico de 32%. Sob déficit hidrico moderado, ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos (Tabela 3).

Também ndo houve diferencga estatistica (p<0.05) ente os tratamentos para massa de 100
grdos (M100G) em plantas bem irrigadas e aquelas submetidas a déficit hidrico severo. Em

plantas cultivadas sob déficit hidrico moderado, o tratamento A+B foi superior aos demais para
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este atributo. Vale ressaltar ainda que a combinacdo das rizobactérias Azospirillum+Bacillus,
manteve a M100G igual mesmo com a reducéo do regime de irrigagao de 100% para 59% (Tabela
3).
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Figura 3. Rendimento de grdos de milho (Kg ha) de plantas cultivadas em diferentes regimes
de irrigacéo (100%, 59% e 35%) e inoculadas com Azospirillum brasilense (Azos), Bacillus sp.
(Bac) e com a combinacdo de Azospirillum brasilense + Bacillus sp. (A+B). Letras maiusculas
comparam os tratamentos dentro da mesma condicdo de irrigacdo. Letras minasculas comparam
os tratamentos dentro das diferentes condicdes de irrigacdo. Médias seguidas pela mesma letra
nédo diferem entre si para o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0.05).

Analisando a produc&o de grios em kg ha™, notou-se que o tratamento com Azospirillum
brasilense e a combinacdo Azospirillum+Bacillus gerou aumento na producdo do hibrido
DKB390 cultivado sob regime de irrigacao plena (100%), bem como sob déficit hidrico severo
(32%). Para a condicdo de irrigacdo de 59%, o0 uso de rizobactérias ndo aumentou a producéo de

grdos, sendo todos os tratamentos estatisticamente iguais (Fig. 3).
4. DISCUSSAO

As raizes sdo as primeiras estruturas das plantas a perceberem as condi¢6es de seca que
se avizinham e decretar a resposta primaria, adaptando-se para maximizar a absorcao de dgua e
de nutrientes. As inocula¢des individuais de estirpes de Azospirillum brasilense e de Bacillus
spp. foram responsaveis pela produgdo de um maior nimero de raizes, com menor didmetro, em
milho sob déficit hidrico moderado e severo. A inocula¢do combinada de Azospirillum brasilense
+ Bacillus spp. também atuou no desenvolvimento do sistema radicular, promovendo além de

incremento no numero de raizes, aumento na formacao de raizes mais longas, profundas e finas,
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em plantas cultivadas sob déficit hidrico, proporcionando assim, uma melhor explora¢édo do solo.

Felici e colaboradores (2008), em estudo sobre a inoculagdo Unica e coinoculagdo de
Bacillus subtilis e Azospirillum brasilense em Lycopersicon esculentum, relataram que ambas as
bactérias promoveram um aumento no desenvolvimento do sistema radicular das plantas em
aplicagdes individuais. J& as co-inoculadas dessas RPCPs ndo geraram diferenca significativa nas
plantas em relagdo ao tratamento controle. Por outro lado, assim como observado no presente
estudo, em pesquisas anteriores sobre combinacdes de RPCPs, a maioria dos microrganismos
usados em misturas ndo interferiram negativamente entre si (MARIMUTHU et al., 2002;
VESTBERG et al., 2004). Pode-se sugerir entdo que a co-presenca de Azospirillum brasilense e
Bacillus spp. na raiz de milho ndo neutraliza seus respectivos mecanismos de fitoestimulagéo.

Os beneficios da inoculacdo com Azospirillum estdo relacionados a melhoria na aquisicédo
de importantes recursos vegetais, como aumento da absorcdo de agua, nitrogénio, fosforo e
outros minerais (FUKAMI et al., 2017). O nitrogénio e o fésforo estdo entre os principais
elementos que a planta precisa em maiores quantidades para uma boa nutri¢cdo. O nitrogénio €
um constituinte essencial de nucleotideos, lipidios de membrana e aminoéacidos. O fdsforo
desempenha um papel importante na fotossintese, respiracdo, armazenamento, transferéncia de
energia, divisdo e alongamento celular (AGBODJATO et al., 2016).

Os resultados deste estudo mostram que o tratamento de plantas de milho com irrigagédo
plena, com estirpes dos inoculantes Azos, Bac e A+B, aumentou a concentracdo de N na parte
aérea das plantas em respectivamente 10,9%, 18,2% e 21,2% quando comparados ao controle
ndo inoculado. Ardakani et al. (2011) relatam que inoculacdo de sementes de trigo com
Azospirillum brasilense aumentou o teor de NPK da planta em 21%, 17% e 25% respectivamente.
De acordo com Marques e colaboradores (2020) a presenca desta mesma rizobactéria em milho
irrigado proporcionou maior absorcdo de nutrientes e alteracdo na arquitetura radicular das
plantas de milho, resultando em maior exploracdo do solo por essas raizes.

Assim como as RPCPs do género Azospirillum, a adicdo de inoculantes contendo estirpes
de Bacillus spp. no solo pode acelerar a reciclagem e a disponibilidade de nutrientes (COELHO
et al, 2007), além de solubilizar e mineralizar o fosforo presente na matéria organica e em fontes
inorganicas (OTEINO et al., 2015; RICHARDSON, 2001) e enriquecer biologicamente o solo.
Os géneros Bacillus e Pseudomonas estdo entre os microrganismos solubilizadores de fosfato
mais eficientes (TILAK et al., 2005).

O uso de inoculantes também mostrou efeito positivo no acimulo de nutrientes em plantas
submetidas a seca. De acordo com os dados aqui observados, a inoculagdo conjunta de A+B

possibilitou maiores concentragcdes de N e P na parte aérea das plantas cultivadas sob déficit
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hidrico. O estresse hidrico influencia a disponibilidade e o transporte de nutrientes do solo para
as plantas, pois estes sdo transportados para as raizes pela 4gua (NAYLOR; COLEMAN-DERR,
2018). No entanto mudancas nas caracteristicas do sistema radicular como no comprimento,
espessura e angulo de crescimento da raiz, promovidas pelas rizobactérias, resultam em melhor
capacidade de aquisicdo de nitrogénio e fosforo mesmo diante de condigdes de falta de agua
(CHEN et al., 2013).

Durante as interacBes planta-microrganismos, as bactérias do solo produzem varios
compostos quimicos para fins de sinalizacdo. Essas moléculas, que sdo produzidas por RPCPs
na rizosfera, sdo conhecidas como padrdes moleculares associados a microrganismos. Eles
incluem aminoéacidos simples e aclcares, bem como grandes polissacarideos e proteinas
(ROSIER et al., 2018). Esses padrdes moleculares podem desencadear sistemas de defesa da
planta, fazendo com que elas produzam espécies reativas de oxigénio (EROs), o que resulta na
ativacdo de diferentes sistemas antioxidantes (CHANDRA et al., 2021). Este fato pode explicar
os resultados observados no presente trabalho, onde houve aumento da atividade das enzimas
antioxidantes ascorbato perdxido (APX), superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) em
plantas sob irrigacdo plena e na presenca de rizobacteérias.

Em plantas expostas ao déficit hidrico o sistema de defesa também é estimulado,
resultando em aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio que afetam o estado
regulatoério redox das células vegetais (LAXA et al., 2019). Bactérias promotoras de crescimento
de plantas sdo conhecidas por produzir antioxidantes como acidos fendlicos e acucares sollveis,
bem como induzir enzimas de defesa antioxidante em favor da resisténcia da planta em condicdes
de estresse hidrico (NOTUNUNU et al., 2022). Os resultados observados no presente estudo
indicam que as RPCPs interferiram na regulacdo das enzimas antioxidantes analisadas,
atenuando o dano oxidativo em plantas sob déficit hidrico.

Em plantas cultivadas sob déficit hidrico moderado e severo, os tratamentos Azos, Bac e
A+B apresentaram uma maior atividade da APX em comparacdo ao tratamento controle néo
inoculado. Com relacdo a enzima antioxidante SOD, a inoculacdo isolada de estirpes de
Azospirillum brasilense promoveu maior atividade desta enzima quando comparada aos demais
tratamentos testados. A atividade da GPX também foi influenciada pela presenca de
rizobacterias, onde a inoculagéo isolada de estirpes Azos e de Bac aumentou a atividade desta
enzima em plantas de milho expostas a déficit hidrico severo. Com relagéo a enzima antioxidante
CAT, sua atividade foi estimulada principalmente pela coinoculagdo de A+B, sendo este
tratamento estatisticamente superior aos demais.

Batool et al. (2020) mostraram que Bacillus subtilis melhorou a atividade da catalase em
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68%, da superdxido dismutase em 63% e da guaiacol peroxidase (GPX) em 51%, em plantas de
batata sob forte estresse hidrico. Assim como relatado para o uso de Bacillus spp., 0 Azospirillum
brasilense também ¢é citado como promotor do alivio de estresse pelo aumento dos mecanismos
de defesa contra espécies reativas de oxigénio (KAUSHAL; WANI, 2016; NGUMBI,
KLOEPPER, 2016). Bulegon et al. (2016) mostraram que a inoculagdo foliar com Azospirillum
brasilense ¢é eficaz em aumentar as atividades de SOD e CAT sob estresse hidrico severo.

Com relacéo as caracteristicas produtivas, para alguns parametros como ME e M100G,
ndo foi possivel observar efeito significativo dos inoculantes quando comparados ao controle ndo
inoculado, em plantas sob irrigacdo plena. Por outro lado, destaca-se a acdo dos tratamentos
Azospirillum brasilense e a combinagdo Azospirillum brasilense + Bacillus spp., sobre a ME e
MG de plantas expostas a deficit hidrico severo. De acordo com Ohland et al. (2005), a massa de
espigas e a massa de gréos sdo caracteristicas influenciadas pela disponibilidade de nutrientes e
de &gua durante o enchimento de gréos, logo, pode-se deduzir que os tratamentos Azos e A+B,
levaram a uma melhora na aquisigdo destes recursos pelas plantas.

Diaz-Zorita et al. (2015), evidenciaram em diversos estudos de campo, principalmente na
América Latina e Asia, um aumento em média de 10% na produtividade de gréos de cereais em
resposta a inoculagdo com Azospirillum spp. No presente estudo, a inoculacdo de Azos e a
coinoculagdo A+B resultou em aumento nos percentuais de rendimento superiores aos citados
por esses autores, sendo respectivamente 13,3% e 15,2% em plantas cultivadas sob irrigagédo
plena. Mazzucheli et al. (2014) avaliaram o efeito da inoculacdo de Bacillus subtilis e
Azospirilum brasilense no crescimento e na producdo de milho safrinha no norte do Parana, e
concluiram que a utilizacdo de Azospirillum brasilense nas sementes aumentou em 21,9% a

produtividade do milho, quando comparados ao tratamento controle.
5. CONCLUSAO

A inoculacédo de sementes de milho com RPCPs é capaz de influenciar positivamente o
crescimento das plantas e aumentar a producdo da cultura. Sob condi¢cbes ambientais
desfavoraveis, como no déficit hidrico, as rizobactérias possuem um papel importante, auxiliando
no sistema de defesa e conferindo adaptacdo e tolerancia em plantas.

Em nosso estudo, foram encontrados comportamentos diferenciados entre a inoculagédo
Unica e conjunta de rizobactérias em plantas, quanto as caracteristicas fitométricas, nutricionais,
bioquimicas e de produgdo de milho. A coinoculagéo de estirpes de Azospirillum brasilense e
Bacillus spp. se destacou na maioria das variaveis estudadas, o que mostra o alto potencial de

uso combinado desses microrganismos para um melhor desenvolvimento e producéo da cultura
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do milho.

O Azospirillum brasilense demostra um papel de bactéria “ajudante”, uma vez que seu
efeito primario se da no aumento do desenvolvimento radicular como maior area de superficie, e
maior comprimento radicular, aumentando assim a probabilidade de associacdo bem-sucedida.
Este consorcio de inoculacdo, parece funcionar bem com bactérias do género Bacillus
incorporadas, auxiliando no fornecimento de outros nutrientes, produzindo maior atividade de
enzimas antioxidantes e aumentando capacidade das plantas de crescerem melhor.

Embora a formulacdo de varias rizobactérias ndo adicione dificuldades técnicas
significativas em comparacdo com a formulagdo de uma Unica bactéria, a interacdo dos
microrganismos dentro dessas formulacdes é amplamente desconhecida. Tornam-se necessarios
mais estudos a fim de reunir conhecimentos aprofundados sobre 0s mecanismos associados as
RPCPs, as interagcfes planta-microrganismos e a compatibilidade entre populacdes microbianas,
a fim de abrir caminho para aplicacdo em escala de campo, objetivando construir um sistema

agricola saudavel e sustentavel.
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