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RESUMO

SILVA, Andre Silas Lima. Universidade Estadual do Oeste do Parana, setembro 2022.
Promocdo de crescimento em milho pela inoculacdo e coinoculacdo de Azospirillum,
Bacillus e Pseudomonas.Orientador: Dr. Vandeir Francisco Guimaraes.

A inoculacdo e coinoculacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) tem
contribuido para o maior crescimento e produtividade da cultura do milho. Assim, o presente
estudo objetivou avaliar respostas da inoculagcdo e coinoculagdo de Azospirillum brasilense,
Bacillus megaterium, B. subtilis, B. licheniformis e Pseudomonas fluorescens, na cultura do
milho. Para o estudo foram conduzidos dois experimentos em condi¢des de campo, em locais
distintos (municipios de Braganey-PR e Entre Rios do Oeste-PR), com delineamento de blocos
ao acaso, com 12 tratamentos e quatro repeti¢cdes. Os tratamentos foram: T1- controle (sem
inoculacdo); T2 - Azospirillum brasilense; T3 - Bacillus megaterium e Bacillus subtilis; T4 -
Pseudomonas fluorescens ; T5 - Bacillus licheniformis; T6 - A. brasilense + B. megaterium e
B. subtilis; T7 - A. brasilense + B. licheniformis; T8 - A. brasilense + P. fluorescens; T9 - A.
brasilense + B. megaterium e B. subtilis + B. licheniformis; T10 - A. brasilense + B.
megaterium e B. subtilis + P. fluorescens; T11 - A. brasilense + B. licheniformis + P.
fluorescens; T12 - A. brasilense + B. megaterium e B. subtilis + B. licheniformis + P.
fluorescens. Na emisséo da inflorescéncia feminina (R1) avaliou-se altura da planta, area foliar,
massa seca de folhas e massa seca de colmo + bainha, teor relativo de clorofila, teores foliares
de N, P e K. Na colheita foram determinados os teores de N, P e K nos grdos, componentes da
producéo e produtividade. Plantas inoculadas com BPCV apresentaram incremento em altura,
massa seca de folhas, massa seca de colmo + bainha, area foliar e incremento nos teores foliares
de P e K no experimento realizado em Braganey. No experimento de Entre Rios do Oeste as
plantas inoculadas com BPCV apresentaram incremento em altura, massa seca de folhas, area
foliar e nos teores foliares de P e K. Nos dois locais estudados as plantas inoculadas
apresentaram aumento do teor de P nos graos, aumento da massa de mil gréos e produtividade,
apresentando aumento da massa de mil grdos de 9% a 27% de e produtividade de 11% a 27%
em relacdo ao controle sem inoculacdo. A inoculacdo de A. brasilense, B. licheniformis, B.
subtilis, B. megaterium e P. fluorescens de forma isolada ou conjunta, promoveu o maior
crescimento das plantas e proporcionou maior produtividade nos dois locais estudados.

Palavras-chave: Zea mays L.; bactérias promotoras de crescimento vegetal; produtividade.



ABSTRACT

SILVA, Andre Silas Lima. Universidade Estadual do Oeste do Parana, September 2022.
Growth promotion in maize by inoculation and co-inoculation of Azospirillum, Bacillus
and Pseudomonas. Advisor: Dr. Vandeir Francisco Guimaréaes.

The inoculation and co-inoculation of plant growth promoting bacteria (BPCV) contributed to
the greater growth, development and productivity of the corn crop. Thus, the present study
aimed to evaluate inoculation and co-inoculation responses of Azospirillum brasilense, Bacillus
megaterium, B. subtilis, B. licheniformis and Pseudomonas fluorescens, in maize. For the study,
two experiments were carried out under field conditions, in different location (municipalities
of Braganey-PR and Entre Rios do Oeste-PR) with a randomized block design, with 12
treatments and four replications. The treatments were: T1-Control (no inoculation); T2 -
Azospirillum brasilense; T3 - Bacillus megaterium e Bacillus subtilis; T4 - Pseudomonas
fluorescens ; T5 - Bacillus licheniformis; T6 - A. brasilense + B. megaterium e B. subtilis; T7 -
A. brasilense + B. licheniformis; T8 - A. brasilense + P. fluorescens; T9 - A. brasilense + B.
megaterium e B. subtilis + B. licheniformis; T10 - A. brasilense + B. megaterium e B. subtilis
+ P. fluorescens; T11 - A. brasilense + B. licheniformis + P. fluorescens; T12 - A. brasilense
+ B. megaterium e B. subtilis + B. licheniformis + P. fluorescens. In the emission of female
inflorescence (R1), plant height, leaf area, dry mass of leaves and dry mass of stem + sheath,
relative chlorophyll content, leaf contents of N, P and K were evaluated. At harvest, the levels
of N, P and K in the grains, components of production and productivity were determined. Plants
inoculated with BPCV showed an increase in height, dry mass of leaves, dry mass of stem +
sheath, leaf area and increase in leaf P and K contents in the experiment carried out in Braganey.
In the Entre Rios do Oeste experiment, the plants inoculated with BPCV showed an increase in
height, leaf dry mass, leaf area and leaf P and K contents. In the two studied places, the
inoculated plants showed an increase in the P content in the grains, an increase in the thousand-
grain mass and productivity, presenting an increase in the thousand-grain mass from 9% to 27%
of and productivity from 11% to 27% in relation to the control without inoculation. The
inoculation of A. brasilense, B. licheniformis, B. subtilis, B. megaterium and P. fluorescens,
alone or together, promoted greater plant growth and provided greater productivity in the two
studied sites.

Palavras-chave: Zea mays L.; plant growth promoting bacteria; productivity.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € uma cultura que possui enorme importancia para o Brasil
devido sua multipla utilizagcdo. Em funcéo disso, novas técnicas sao estudadas com a finalidade
de aumentar sua produtividade de forma sustentavel. Nesse sentido, tem-se estudado a
inoculacdo de sementes de milho com bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)
que estimulam o maior crescimento e produtividade (CASSAN e DIAZ ZORITA, 2016).

Dentre as espécies de bactérias que sdo estudadas quanto a promoc¢éo de crescimento
em plantas estdo Azospirillum brasilense, Bacillus licheniformis, B. megaterium, B. subtilis e
Pseudomonas fluorescens, que possuem a capacidade de estimular o crescimento por meio do
fornecimento de hormdnios vegetais como auxinas, giberelinas, citocininas e reducao dos niveis
de etileno, além de outras moléculas fundamentais no metabolismo das plantas (GLICK, 2012;
CASSAN et al., 2014). Além disso, podem atuar no controle bioldgico de patdgenos, producao
de indutores de resisténcia a estresses, tanto bioticos com abioticos, e aumento da atividade da
redutase do nitrato quando crescem endofiticamente nas plantas (HUNGRIA et al.,2018;
ZAREIl etal., 2019, MULLER et al., 2019, MACHADO et al., 2020).

Em decorréncia dos beneficios das BPCVs, as plantas inoculadas podem apresentar
maior crescimento da parte aérea e do sistema radicular, resultando exploracao de maior volume
de solo (CASSAN e DIAZ ZORITA, 2016; MULLER et al., 2020), com maior capacidade de
absorcéo de agua e nutrientes (HUNGRIA et al., 2010),

Ainda vale destacar que bactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas apresentam a
capacidade de secretar acidos organicos, produzir fosfatases acidas, além de outros
mecanismos, que resultam na solubilizacdo e mineralizacdo de fosfato (GLICK, 2012,
MENDONCA et al., 2020). Este fato € importante, considerando que os solos brasileiros tém
menor teor e disponibilidade de fosforo, estando este nutriente retido em ligages com ferro e
aluminio em solos acidos, e com ions de célcio em solos alcalinos (MOREIRA et al., 2010),
além da imobilizacdo na matéria organica.

Neste contexto, a inoculacdo de microrganismos capazes de solubilizar fosfatos
inorganicos e sua participacéo ativa nas transformacoes do fosforo advindo da decomposicgéo
de compostos organicos no solo, aumentam a disponibilidade de fosforo para as plantas. Assim,
ocorre maior aproveitamento do fertilizante utilizado, bem como do fosforo previamente
contido no solo e consequentemente causam o aumento do teor de fosforo disponivel no solo
para absorcdo pelas plantas inoculadas (LI et al., 2017; AFZAL et al., 2019; PEREIRA et
al.,2020).



11

Em funcéo dos diferentes fatores que estimulam o crescimento das plantas, as bactérias
dos géneros Azospirillum, Bacillus e Pseudomonas séo capazes de incrementar a produtividade
de plantas de milho (PICAZEVICZ, 2019). Portanto, a hipotese do presente trabalho € que
plantas de milho inoculadas com estas BPCVs, de forma isolada ou em coinoculacdo,
apresentam maior crescimento e produtividade.

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi investigar alteragbes em variaveis
morfomeétricas, teores de N, P e K, componentes da producéo e produtividade de plantas de
milho submetidas a inoculacdo e coinoculacdo com bactérias promotoras de crescimento

vegetal.



12

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ACULTURA DO MILHO

O milho (Zea mays L.) é originario de regides andinas da América do Sul, a partir do
teosinto, ha cerca de cinco a dez mil anos. Foi amplamente explorado pelas populagdes
originarias deste continente (MATSUOKA et al., 2002, ABBO; LEV-YADUN; GOPHER, 2010).

O milho é um cereal de destaque na producdo brasileira e mundial. E o cereal mais
produzido no mundo, seguido pelo trigo e o arroz (FAO 2020) e o mais produzido no Brasil
(CONAB, 2022). De acordo com dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB),
estima-se que 21,66 milhGes de ha foram cultivados com a cultura na safra 2021/2022, com
produtividade média de 5.319 kg* e producdo de 115,22 milhdes de toneladas. Segundo a
CONAB, 2022, houve incremento de 8,6%, 21,8%, 32,3%, respectivamente em area plantada,
produtividade e producdo de milho em comparacdo com a safra anterior.

A cultura do milho possui elevada importancia econdémica, devido seu elevado
potencial produtivo (RANUM; PENA-ROSAS; GARCIA-CASAL, 2014; SERAGUZI et al.,
2016) e pela sua relevancia quanto a abundancia de formas de utilizacdo. Esta amplitude é
alcancada pelo seu emprego em inumeros produtos, variando desde a alimentacdo humana e
animal, até a industria de alta tecnologia (ABIMILHO, 2021, CONTINI et al., 2019). Também
apresenta elevado valor nutricional de seus grdos (SERAGUZI et al., 2016).

O milho é uma Poaceae anual, com metabolismo C4 apresenta ampla adaptacdo a
diferentes condicdes ambientais. A cultura é responsiva a altas temperaturas, variando entre 24
e 30°C, influenciando no acumulo de graus-dias, além de elevada exigéncia hidrica (média 600
mm), principalmente no estadio de florescimento, essencial para seu desenvolvimento pleno
(MAGALHAES; DURAES, 2006). O milho é fonte para diversas areas desde a alimentacio
humana e animal até a producédo de combustivel (MIRANDA et al, 2021). O milho ¢ a base da
alimentacdo para aves, suinos e bovinos, sendo empregado extensamente na formulacdo de
racOes, devido ao potencial energético, sendo essencial para as atividades agropecuérias
MIRANDA et al, 2021).

2.2 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) englobam grupos de
microrganismos que habitam a rizosfera ou qualquer parte da planta sem provocar prejuizos ao

seu hospedeiro e que desenvolvem mecanismos que incrementam o crescimento das plantas
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(PIETERSE; DE JONGE; BERENDSEN, 2016; BASU; RABARA; NEGI, 2017). A promoc¢éao
de crescimento vegetal consiste na maneira como as bactérias atuam no organismo vegetal
influenciando fatores relacionados ao desenvolvimento vegetal e elevando o potencial
produtivo destes vegetais (HUNGRIA, 2011; LOPES et al., 2021).

A utilizacdo das BPCVs, no Brasil, iniciou na década de 1950 com o estudo de
bactérias fixadoras de nitrogénio associadas a rizosfera de poaceas. Esses estudos iniciais
abriram caminhos para diferentes linhas de pesquisa na area de promocdo de crescimento
vegetal (DOBEREINER, 1966). A partir destes estudos ocorreram descobertas relacionadas
com caracteristicas adicionais desses microrganismos, demonstrando que a fixacdo bioldgica
de nitrogénio é apenas um dos mecanismos de promocdo de crescimento (FUKAMI,
CEREZINI; HUNGRIA, 2018; IKEDA et al., 2020; MORETTI et al., 2020).

As BPCVs promovem o crescimento vegetal por diferentes mecanismos, entre eles a
capacidade de facilitar a absorcdo de nutrientes pelas plantas (ROTARU; RISNOVEANU,
2019; OLIVEIRA-LONGATTI et al., 2020), atua no controle biolégico (VERMA; WHITE,
2018), na protecdo das plantas com induc¢do na producdo de &cidos salicilico e jasmdnico (DAR
et al., 2015), reducdo dos niveis de etileno e reducdo do efeito de estresse oxidativo (FUKAMI;
CEREZINI; HUNGRIA, 2018; SARKAR et al., 2018; HARMAN) auxiliando a producdo de
enzimas antioxidantes (BULEGON; GUIMARAES; LAURETH, 2016), maior crescimento do
sistema radicular com a producéo de acido indolacético (PUENTE et al., 2019; SHEN et al.,
2019; VALDEZ-NURNEZ et al., 2019; PURI; PADDA; CHANWAY, 2020); atua na produc&o
de sideroforos (ZAREI et al., 2019; KOUR et al., 2020) e no aumento da produtividade
(HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2016; PATEL; ARCHANA,2017).

Desta forma, as bactérias Azospirillum, Bacillus e Pseudomonas ao possuir diferentes
mecanismos que estimulam o crescimento das plantas sdo capazes de incrementar a producao
das plantas de milho (PICAZEVICZ, 2019).

2.2.1 Azospirillum

O género Azospirillum engloba diversas espécies de bactérias que se associam com
espécies vegetais. As bactérias do género Azospirillum sdo gram-negativas, preferencialmente
aerdbias que usam acidos organicos e pentoses como fontes de carbono e amonio, nitrito,

nitrato, aminoacidos e nitrogénio molecular, como fonte de nitrogénio (CASSAN et al., 2014).
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O Azospirillum brasilense é a espécie promotora de crescimento vegetal mais estudada
do género Azospirillum (MENDONCA et al., 2020), em funcéo do seu grande potencial de
estimular o crescimento e producao vegetal (FUKAMI et al., 2016; LOPEZ; HERRERA, 2017).

A espécie apresenta elevado potencial de estimular o maior crescimento e producédo
vegetal em decorréncia da sua capacidade de colonizar tanto a parte interna quanto externa das
plantas, fornecimento de hormoénios vegetais como auxinas (MASCIARELLI et al., 2013),
giberelinas (GLICK, 2012) e citocininas (CASSAN et al., 2014) e adaptacdo ambiental
(HUNGRIA et al., 2018).

A capacidade de colonizar espécies vegetais de pastagens e cereais de clima tropical
vem sendo a principal fonte de estudo para a espécie, em especial sua associa¢do com a cultura
do milho (LOPEZ; HERRERA, 2017). Devido a caracteristica de colonizar tanto a parte interna
guanto externa da raiz, além de outros 6rgaos vegetais, essa bactéria tem se destacado devido a
eficiente promocéo de crescimento, em especial em situagdes de estresse (SILVEIRA et al.,
2019; SOUZA et al., 2019; ZAHEER et al., 2019; NARAYANASAMY et al., 2020) e
atualmente os estudos tém se estendido para a inoculacdo nas culturas do feijdo e soja
(BULEGON et al., 2017; CHIBEBA et al., 2020; RONDINA et al., 2020).

2.2.2 Bacillus

O género Bacillus compreende bactérias gram-positivas que tém como fonte de
energia compostos quimicos, sdo capazes de produzir enddsporos resistentes ao calor, e
exercem consideravel significancia na producdo de &cido indol-acético, amonia, sideréforos,
apresentam capacidade de realizar o controle biolégico de patdgenos, atuando tanto sobre
patdgenos foliares quanto radiculares e a significativa capacidade de solubilizacdo de fosfato,
(KUAN et al., 2016; RAMAKRISHNA; YADAYV; LI, 2019).

As estirpes de Bacillus produzem siderdforos capazes de solubilizar fosfatos de formas
menos sollveis do fosforo (SANTOS et al., 2018). A solubilizacdo de fésforo possui papel
importante na nutricdo vegetal (RAMAKRISHNA; YADAYV; LI, 2019), ja que parte do fésforo
no solo do solo encontra-se imobilizado nas formas inorganicas com calcio, ferro e aluminio,
ou em formas organicas (LI et al., 2017).

Além de atuar na solubilizagdo do fosforo, as BPCVs também apresentam outros
mecanismos que auxiliam no crescimento de plantas, dentre eles, a producdo de hormonios
vegetais, enzimas e protecdo contra patdogenos e a expansdo radicular (LOPES et al., 2021;
FERREIRA et al.,2022). Esses mecanismos que promovem o desenvolvimento radicular séo
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responsaveis por aumentar a area de solo explorada, impactando diretamente na absorcéo de
agua e nutrientes (BATISTA et al., 2018; FERREIRA et al.,2022).

Desta forma, as bactérias do género Bacillus ao proporcionar maior disponibilidade de
fosforo na solucdo do solo, acdo antibidtica e antifingica, estimulam o maior crescimento e
desenvolvimento das raizes das plantas, resultando, consequentemente, no aumento da
producdo (MENDES et al., 2014; LI et al., 2015; AFZAL et al., 2017).

O Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium e Bacillus subtilis sdo capazes de
produzir enddsporos resistentes ao calor, apresentam facilidade de manuseio e versatilidade de
aplicacdo, essas caracteristicas favorecem a fabricacéo de inoculantes, podendo ser misturados
com outros defensivos agricolas (RADHAKRISHNAN; HASHEM; ABD ALLAH, 2017).

2.2.3 Pseudomonas

As bactérias do género Pseudomonas sdo bacilos gram-negativos aerdbios, nao
esporulados, com habilidades de colonizar diferentes ambientes, versatilidade nutricional e
locomocgdo no solo (SANTOS et al., 2018).

A Pseudomonas fluorescens é a espécie que se destaca na promocao de crescimento
vegetal devido a grande capacidade de solubilizacdo de fosfatos, consequéncia da producéo de
acidos organicos, os quais atuam sobre o pH do solo, bem como de fosfatases, que sdo enzimas
hidrolases capazes de romper as ligacdes éster e liberar os grupos fosfato de matéria organica
para absorcao pelas raizes das plantas (ZHANG et al. 2017; SANTOS et al., 2018).

Cepas de P. fluorescens tem capacidade de estimular indiretamente o crescimento de
plantas devido a producdo de 2,4-DAPG, que aumenta o efeito da coinoculacdo com A.
brasilense (MENDONCA et al., 2020). Essas Bactérias apresentam a capacidade de realizar o
controle bioldgico, com a produgdo de enzimas hidroliticas e cianeto de hidrogénio, capazes de
degradar as paredes celulares de alguns microrganismos (ZHANG et al. 2017).

A producdo de inoculantes a base de P. fluorescens apresenta-se como uma alternativa
para reduzir custos e diminuir os riscos ambientais causados pela utilizacdo inadequada e em
excesso de fertilizantes e defensivos (COELHO et al., 2007). No entanto, a formulacéo para
uso comercial de inoculante a base de P. fluorescens torna-se limitada pelo fato desta espécie
ndo produzir esporos de resisténcia (MENDONCA et al., 2020).

2.3 REGULACAO DE CRESCIMENTO VEGETAL
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2.3.1 Hormonios promotores de crescimento

As plantas ajustam a producdo enddgena de hormonios vegetais ao longo do seu
desenvolvimento, com a finalidade de adaptar-se as fases de desenvolvimento e a situacdes de
estresse (TAIZ et al., 2017). As BCPVs utilizam essa estratégia, induzindo a producdo e
influenciando os niveis e o equilibro hormonal das plantas, principalmente em situagdes de
estresse (GLICK, 2012; MENDONCA et al., 2020).

Dentre as espécies de bactérias que sdo estudadas quanto a promocao de crescimento
em plantas estdo Azospirillum brasilense, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus
subtilis e Pseudomonas fluorescens, que possuem a capacidade de estimular o crescimento por
meio do fornecimento de hormonios vegetais como auxinas, giberelinas e citocininas (ZAREI
etal., 2019, MULLER et al., 2019, MACHADO et al., 2020).

A producdo de hormodnios vegetais por BCPVs é liderada pelas auxinas (AMIN;
LATIF, 2017; PUENTE et al., 2018). Contudo, também hé& contribuicdes pela producéo de
giberelinas (GLICK, 2012; FUKAMI et. al., 2017) e citocininas (CASSAN et al., 2014;
CASSAN e DIAZ ZORITA, 2016;). Em balanco adequado, estes trés hormdnios promovem o
desenvolvimento vegetal (CATO et al., 2013) otimizando a divisdo celular por meio das
citocininas (HUNGRIA et al., 2018), maior diferenciacdo celular (SORCE et al., 2013) e
afrouxamento de paredes celulares (PUENTE et al., 2018) pelas auxinas. Estas acfes sdo
complementadas pela atuacdo das giberelinas na reducdo do potencial osmético e entrada de

agua para expansao celular (PUENTE et al., 2018).

2.3.2 Solubilizacao de fosfatos

O fésforo quando em baixa disponibilidade limita o desenvolvimento e crescimento
vegetal (KHAN et al., 2018), devido a sua atuacdo junto ao metabolismo energético e sua
importancia no mecanismo genético das células (TAIZ et al., 2017).

Na solucdo do solo, o fosforo pode ser encontrado em forma de HsPO4, H.PO", HPO™
e PO3, as concentragdes desses ions dependentes do pH. Na grande maioria dos solos
brasileiros apresentam concentracGes de fésforo insuficientes para manter o potencial produtivo
das culturas agricolas. A baixa disponibilidade de fésforo para plantas é devida sua reatividade
e alta taxa de retencdo de seus ions, pelos constituintes do solo (NOVAIS et al.,2007)

A baixa disponibilidade do fosforo nos solos brasileiros esté relacionada a mineralogia
e aos fatores quimicos do solo, favorecendo retengdo dos ions de fosforo nos constituintes

solidos do solo, principalmente, 6xidos de Fe e Al, diminuindo os niveis de fosforo na solugdo
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do solo (NOVAIS et al., 2007). O fésforo presente na fase sélida do solo é classificado como
1&bil, ndo 14bil. O fésforo pode ser fésforo organico (fosfatos de inositol, os fosfolipidios, e 0s
acidos nucléicos) e fosforo inorganico, (fosfatos minerais insolGveis e anions fosfatos
adsorvidos a hidréxidos de Fe e Al, silicatos de Al e carbonatos de Ca) (MARTIN et al., 2004).

Os processos de solubilizacdo e mineralizacdo do fosforo a partir de formas pouco
disponiveis de fosforo inorgénico e organico incluem processos de excrecdo de acidos e de
enzimas (BIELESKI, 1973). Os microrganismos do solo desempenham papel fundamental nos
processos de solubilizacdo desse elemento excretando acidos organicos e seus protons, que
atuam dissolvendo diretamente o material fosfatico, ou quelando os cations que acompanham
o anion fosfato. Dentre esses &cidos, destacam-se os &cidos latico, glicélico, citrico, malico,
oxalico, succinico. A mineralizacdo do fosforo ocorre pela acdo de microrganismos produtores
de enzimas denominadas fosfatases e fitases, que catalizam a hidrélise de ésteres e anidridos de
H3PO4. Assim o fosforo € liberado de forma imediata para a solugdo solo, disponivel para as
plantas (MENDES et al., 2014; LI et al., 2015; GROBELAK et al., 2015; AFZAL et al., 2017)

As espécies vegetais favorecem populacdes de microrganismos solubilizadores de
fosfato (SANTOS et al., 2018), os quais, quando aplicados ao solo por meio de formulacdes
simples ou misturas de inoculantes, contribuem positivamente para a nutricdo vegetal e
crescimento das plantas (RAMAKRISHNA et al., 2019). Deste modo, a capacidade de
solubilizacdo de fosfatos dos géneros Azospirillum, Bacillus e Pseudomonas, colabora para o
crescimento vegetal devido a maior disponibilizacdo de fésforo (PUENTE et al.,2018;
SANTOS et al., 2018; PEREIRA et al., 2020), elemento com primordial importancia no
desenvolvimento das plantas (VALDEZ-NUNEZ et al., 2019; PURI; PADDA; CHANWAY,
2020).

2.4 PLANTAS DE MILHO INOCULADAS COM BACTERIAS PROMOTORAS DE
CRESCIMENTO VEGETAL

As plantas milho ao possuir a capacidade de associar-se com bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BCPVs) sdo beneficiadas (SARKAR et al., 2018; ZAREI et al., 2019). Os
beneficios oriundos da associagdo com BCPVs estdo relacionados principalmente ao
fornecimento de horménios vegetais (HUNGRIA et al., 2018). No entanto, os beneficios
também sdo resultantes da solubilizagdo ou mineralizacdo de fosfatos RAMAKRISHNA;
YADAV; LI, 2019), controle de patogenos (GARCIA et al 2015), inducdo de resisténcia
(CASTILLO etal., 2015), promog&o de maior absorcao pelas raizes de nutrientes (SHAO et al.,
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2015) e mitigacdo dos efeitos negativos da exposicdo a condicOes de estresse (FUKAMI;
CEREZINI; HUNGRIA, 2018).

Nesse sentido, Brito et al. (2021) estudaram os efeitos da inoculacdo, via semente e
foliar, de Azospirillum brasilense no crescimento de plantas de milho. Os autores constaram
que a inoculagdo A. brasilense, seja via semente ou foliar, proporciona incrementos ao didmetro
de colmo, massa seca de folhas, volume de radicular e causa aumento dos teores de nutrientes
foliares. Pedrosa et al. (2019) ao estudarem os efeitos da inoculacdo de A. brasilense, estirpes
AbV5 e HMO053, em associacdo com doses de nitrogénio na cultura do milho, constaram
incrementos na producdo das plantas inoculadas independentemente da dose de nitrogénio. Para
o0s autores a inoculacdo destes microrganismos consiste numa importante técnica para producao
sustentavel.

A eficiéncia da inoculacdo de Bacillus megaterium e Bacillus subitilis associada com
diferentes doses de adubacdes fosfatadas em quatro locais distintos foi estudada por Guimaraes
et al. (2022). Os autores observaram que as plantas com 50% da dose de fosforo recomendada
e inoculadas com B. megaterium e B. subitilis obtiveram produtividade semelhante das plantas
que receberam 100% dose de fosforo recomendada para a cultura. Esses resultados indicam a
capacidade de solubilizacéo de fosfatos inorgénicos e capacidade de mineraliza¢do de fosfatos
organicos desses microrganismos que proporciona maior disponibilidade de fosforo para as
plantas inoculadas.

Os estudos da inoculacdo de BCPVs na cultura do milho demonstram que plantas
inoculadas apresentam maiores teores foliares de nitrogénio e fosforo (BOMFIM et al., 2020;
PEREIRA et al., 2020). Além disso, as plantas inoculadas também apresentam maior teor
relativo de clorofila (FERREIRA et al., 2022), maior massa seca (CASSAN et al., 2016) e
incremento dos componentes de producdo (GARCIA et al., 2017) e produtividade da cultura
(MACHADO et al., 2020).

Desta forma, bactérias promotoras de crescimento vegetal dos géneros Azospirillum,
Bacillus e Pseudomonas sdo parte de um pacote tecnoldgico sustentavel que possibilitam maior
crescimento e produtividade da cultura do milho com menor uso de fertilizantes quimicos
(PICAZEVICZ, 2019).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL E DESCRICAO DA AREA EXPERIMENTAL

O estudo foi realizado a campo com a implantacdo de dois experimentos cultivados
simultaneamente em locais distintos, sendo um experimento implantado na Fazenda Turgal
pertencente a Benjamin Oehninger, localizada no municipio de Braganey — PR, na longitude de
53°00°06,34” Oeste e latitude de 24°44° 50,64 Sul, com altitude de 620 metros, e 0 segundo
experimento foi implantado na Estagdao Experimental “Professor Alcibiades Luiz Orlando”,
pertencente a Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE) — Campus de Marechal
Céandido Rondon PR, localizada no municipio de Entre Rios do Oeste — PR, na longitude de
54°16°55.27” Oeste ¢ latitude de 24°40° 50.86” Sul, com altitude de 250 metros. O clima dos
dois locais conforme a classificacdo de Koppen é definido como Cfa - Clima subtropical umido,
com temperatura média no més mais frio inferior a 18°C (mesotérmico) e temperatura média
no més mais quente acima de 22°C, com verdes quentes, geadas pouco frequentes e tendéncia
de concentracdo das chuvas nos meses de verdo, sem estagédo seca definida (CAVIGLIONE et
al., 2000).

Os dados meteoroldgicos de precipitacdo e temperatura, durante a conducdo dos
experimentos sdo apresentados na figura 1 (Braganey — PR) e figura 2 (Entre Rios do Oeste —
PR). O volume hidrico durante o ciclo de cultivo, foi de 600 mm de 4gua em Braganey e 770
mm em Entre Rios do Oeste.

Albuquerque (2010) afirma que no Brasil, as exigéncias hidricas do milho sdo em
média 600 mm durante o ciclo da cultura, dependendo das condigdes ambientais. O autor afirma
que o periodo de maxima exigéncia de agua pelo milho € nos estadios fenolégicos R1 e R2. Por
isso, deficiéncias hidricas que ocorrem nesse periodo sdo 0s que provocam maiores reducdes
de produtividade. No experimento em Braganey foi observado disponibilidade de agua abaixo
do necessério para a cultura nos estadios fenoldgicos R2 e Rz devido a distribuicdo irregular das
chuvas. No experimento em Entre rios do Oeste a restricdo hidrica foi menor devido a melhor
distribuicdo das chuvas.
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Figura 1. Medias dos decéndios de Temperatura minima, média e maxima, precipitacdes

pluviométricas durante o periodo do experimento em Braganey.
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Figura 2. Medias dos decéndios de Temperatura minima, média e maxima, precipitacdes
pluviométricas durante o periodo do experimento em Entre Rios do Oeste.

3.3 ANALISE QUIMICA E FISICA DA AREA

O solo das areas experimentais dos municipios de Braganey e Entre Rios do Oeste é
classificado como LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico de textura muito argilosa
(SANTOS et al., 2018). As analises quimicas e granulométricas das amostras de solo referente
a profundidade 0-20 cm solo foram realizadas no Laborat6rio PrimorLab localizado na cidade

de Assis Chateaubriand - PR e estdo apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas quimicas e granulométricas do solo coletado na camada de 0 — 20 cm
proveniente de Braganey - PR Entre Rios do Oeste -PR, 2020/2021.

Braganey PR

Caracteristicas quimicas
pH P MO Ca?* Mg? K* AR H+Al SB CTC Vv
CaCl, mgdm® gdm?® oo 611010] P01 IEEREE———— %
469 1894 26,20 4,48 2,34 0,73 0,21 5,82 7,54 13,36 56,47

Caracteristicas Texturais

Areia Silte Argila
_________________________ g Kg'l ——— e ———
125 275 600

Entre Rios do Oeste

Caracteristicas quimicas
pH P MO Ca?* Mg? K* AR H+Al SB CTC Vv
CaCl, mgdm® gdm?® oo cmolcdm?® — %
565 27,72 4291 7,99 3,69 0,71 0,15 3,59 12,38 15,97 775

Caracteristicas Texturais

Areia Silte Argila
______________________________________ g Kg'l ———— ———— [
120 250 630

(P, K,) Extrator Mehlich';(Al, Ca, Mg) Extrator KCI 1 mol I'Y; (H+Al) pH SMP (7,5); (pH) Extrator CaCl2 0,01
mol I, Andlise realizada no Laboratério PrimorLab localizado na cidade de Assis Chateaubriand, PR. Fonte:
Autores.

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo foi conduzido com dois experimentos a campo sob delineamento de blocos
casualidades com quatro repeticbes com o0s seguintes tratamentos: T1- controle (sem
inoculacdo); T2 - Azospirillum brasilense; T3 - Bacillus megaterium e Bacillus subtilis; T4 -
Pseudomonas fluorescens ; T5 - Bacillus licheniformis; T6 - A. brasilense + B. megaterium e
B. subtilis; T7 - A. brasilense + B. licheniformis; T8 - A. brasilense + P. fluorescens; T9 - A.
brasilense + B. megaterium e B. subtilis + B. licheniformis; T10 - A. brasilense + B.
megaterium e B. subtilis + P. fluorescens; T11 - A. brasilense + B. licheniformis + P.
fluorescens; T12 - A. brasilense + B. megaterium e B. subtilis + B. licheniformis + P.

fluorescens. O delineamento e tratamentos foram idénticos para os dois experimentos



23

3.5 IMPLANTACAO DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram implantados no dia 27 de outubro de 2020 em Entre Rios do
Oeste, em sistema de semeadura direta sobre palhada de aveia com massa seca remanescente
de 3.500 kg ha™ e no dia 29 de outubro de 2020 em Braganey PR, sobre palhada de trigo com
massa seca remanescente de 3.000 kg ha, sendo constituidos por 48 unidades experimentais
cada experimento. A unidade experimental foi composta por 9 linhas de plantio com 10 m de
comprimento, espacadas por 0,5 m, totalizando 45 m2 de area. A parcela util comp6s-se pelas
cinco linhas centrais das unidades experimentais, com 6 m de comprimento, totalizando 18 m?
de érea util.

Para o estudo foi utilizado a cultivar de milho da Pioneer 30F53® VYHR hibrido
simples com tecnologia Leptra® de protegdo contra insetos e com gene Roundup Ready™, a
cultivar apresenta elevado potencial produtivo com ciclo precoce. Para o estudo foi estabelecida
populacéo final de 60 mil plantas ha™.

Para realizagdo dos tratamentos com a inoculagdo das sementes foram utilizados trés
inoculantes comerciais, sendo eles; Nitrol000® Gramineas composto por Azospirillum
brasilense, estirpes AbV5 e AbV6, com concentracio de 2,0x108 células viaveis ml?;
BiomaPhos® composto por Bacillus subtilis (CNPMS B2084 (BRMO034840)) e Bacillus
megaterium (CNPMS B119 (BRMO033112)) com garantia de 4x10° células viaveis ml?;
FertiBio® composto por Pseudomonas fluorescens com concentragdo de 2,0 x 108 células
vidveis ml?; BioPrince® composto por Bacillus licheniformis (CNPSo 3204), com
concentracdo de 2,0 x 108 células viaveis ml™. A dose para todos os inoculantes utilizados foi
de 100 ml de inoculante comercial para cada 60 mil sementes.

A inoculagdo das bactérias promotoras de crescimento vegetal foi efetuada em sacos
plasticos com dose conforme a definicdo de cada tratamento. Apds a inoculacdo foi realizada
homogeneizacdo das sementes junto ao inoculante, manualmente durante trés minutos, 30
minutos antes da semeadura.

Para a realizacdo da adubacao utilizou-se uma semeadora de mecénica regulada para
distribuicdo de 320 kg ha do adubo formulado 10-15-15 NPK, posteriormente a sementes
foram plantadas com semeadora manual para um maior controle da populacéo final de plantas.
Para a adubacdo nitrogenada em cobertura, utilizou-se ureia (45% N) fornecido no estadio V4
na dose de 200 kg ha de N nos dois experimentos
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A cultura foi constantemente monitorada, sendo necessario a realizagdo do controle de
plantas daninhas com glifosato (1,0 Kg ha i.a.) no, e o controle de percevejo no estadio inicial
com Tiametoxam (36 g ha® de i.a.) + Lambda-Cialotrina (26,5 g ha® de i.a), ndo sendo

necessario o controle de lagartas visto a tecnologia Leptra® do hibrido.
3.6 AVALIACOES

As avaliacOes biométricas foram realizadas no momento em que as plantas de milho
atingiram o estadio fenologico (R1). Procedeu-se com a coleta aleatdria de trés plantas dentro
da area (til da parcela e posterior determinacdo da altura de planta (AP), compreendida entre a
base do colmo ao apice do penddo das plantas, expressa em centimetros (cm). Também foi
determinado o teor relativo de clorofila (indice SPAD) com auxilio do aparelho portétil
SPAD502-Plus Konica Minolta. As medidas foram realizadas no terco médio da folha oposta
e acima da espiga de cinco plantas escolhidas aleatoriamente dentro da parcela util.

Em seguida as plantas foram seccionadas em colmo + bainha e folhas e acondicionadas
em sacos de papel Kraft e seca em estufa de circulacdo de ar forcada a 65 °C + 2 °C até atingir
massa constante, quando estas amostras foram pesadas em balanca analitica para obtencdo da
massa seca de folhas (MSF) e massa seca de colmo + bainha (MSCB). Além disso, também foi
determinada a area foliar (AF) por meio da técnica da area foliar conhecida por meio da
determinacdo da massa seca de quatro anéis de 25 cm? provenientes de folhas distintas, e
relacionadas matematicamente com a massa seca de folhas.

Para a determinacdo dos teores foliares dos macronutrientes nitrogénio, fosforo e
potassio realizou-se a coleta da folha oposta e abaixo da espiga de 10 plantas na area util da
parcela no estadio fenoldgico Ry, utilizando o terco médio das folhas sem a nervura central. As
folhas foram secas a 65°C em estufa de circulacdo de ar forcado até atingir massa constante,
em seguida as amostras foram moidas em moinho faca, amostras foram encaminhadas para
realizacdo de analise no Laboratério de Fertilidade do Solo, do Curso de Agronomia da
UNIOESTE — Campus Marechal Candido Rondon (LANA et al., 2016).

Para a determinacdo dos componentes da producéo, produtividade e macronutrientes
nos graos, foi realizada a colheita manual das espigas contidas dentro da area Util da parcela.

Para determinacdo das varidveis nas espigas foram separadas dez espigas
aleatoriamente dentro das colhidas na parcela util, determinando-se assim o numero de fileiras

por espiga (NF), nimero de gréos por fileira (NGF), pela contagem manual nas espigas.
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As espigas foram submetidas a trilha mecanica para determinacdo da massa de mil
graos e produtividade em Kg ha. Para determinacdo da massa de mil grdos foi utilizado a
metodologia das Regra para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Para produtividade,
realizou-se a pesagem do total de gréos e posteriormente realizou-se a correcdo da umidade da
producdo a 13%, para isso foi coletada uma amostra do produto bruto de cada parcela e pesada
em balanca analitica de precisdo, levadas a estufa de circulagéo forcada de ar & 105°C até massa
constante. Depois deste periodo as amostras foram pesadas hovamente e aplicadas a correcao
(MARCOS FILHO, 2015).

Para determinar os macronutrientes nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K) nos
grdos, foi separada uma amostra representativa da massa total de gréos colhidos da parcela util.
As amostras foram moidas em moinho faca e encaminhadas para realizacdo de anélise no
Laboratorio de Fertilidade do Solo e Nutri¢do de Plantas, do Departamento de Agronomia da
UNIOESTE — Campus Marechal Candido Rondon, (LANA et al., 2016).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e quando pertinente comparados

pelo teste de Duncan ambos a 5% probabilidade de erro.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISES BIOMETRICAS, TEOR RELATIVO DE CLOROFILA

Para altura de plantas (ALT), massa seca de folha (MSF), massa seca de colmo +
bainha (MSCB) e area foliar (AF) houve efeito significativo dos tratamentos em Braganey, para
altura de plantas (ALT), massa seca de folha (MSF) e area foliar (AF), em Entre Rios do Oeste.
(Tabela 2). No entanto, ndo ocorreu efeito significativo dos tratamentos para o teor relativo de
clorofila (SPAD) em Braganey e para MSCB e SPAD em Entre Rios do Oeste (Tabela 2).

Para o teor relativo de clorofila resultados similares foram obtidos pelos estudos de
Cecatto et al. (2021) e Ferreira et al. (2022). Assim, Cecatto et al. (2021) ao estudarem o efeito
da inoculacdo via semente de plantas de milho com A. brasilense ndo constataram efeito da
inoculacdo para o indice SPAD aos 15 e 40 dias apds a emergéncia das plantas. Ferreira et al.
(2022) ao estudarem o efeito da inoculacdo via semente de Bacillus sp. na cultura do milho
também ndo constataram efeito da inoculagdo para o indice SPAD.

Para massa seca de colmo + bainha no experimento realizado em Braganey as plantas
que receberam inoculacdo com o B. megaterium e B. subtilis (T3) apresentaram massa seca de
colmo + bainha superior aos demais tratamento inoculados e ao tratamento controle (T1),
plantas que receberam inoculagdo dos tratamentos T2, T5, T6, T10 e T12 apresentaram
incremento de massa seca de colmo + bainha em comparag¢do com as plantas ndo inoculadas
(T1). Resultados semelhantes ao presente estudo foram encontrados por Guimardes et al.
(2022). Os autores observaram que plantas de milho inoculadas com B. megaterium e B. subtilis
testadas em condicdes edafoclimaticas de quatro localidades na Regido Oeste do estado do
Paranda apresentaram incrementos na massa seca de colmo + bainha.

No presente estudo ndo foi observado o efeito dos tratamentos para massa seca de
colmo + bainha no experimento realizado em Entre Rios do Oeste, assim como em estudo
realizado por Morais et al. (2018). Os autores ao estudarem o efeito da inoculacdo de A.
brasilense associados a doses de nitrogénio em plantas de milho ndo constaram efeito da
inoculagdo para massa seca de colmo + bainha.

Em Braganey as plantas de milho dos tratamentos T2, T3, T4, T5, T6, T7, T10, T1le
T12 que foram submetidas a inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal
apresentaram incremento em altura de planta da ordem de 11% em comparacgdo com plantas do

tratamento T1 (plantas ndo inoculadas) (Tabela 2).
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Tabela 2. Médias da altura de planta (ALT), area foliar (AF), massa seca de folhas (MSF),
massa seca de colmo + bainha (MSCB) e teor relativo de clorofila (SPAD) de plantas
de milho, submetidas a inoculacdo de sementes com bactérias promotoras de
crescimento vegetal. Braganey — PR, 2020/2021.

Braganey

ALT AF MSF MSCB SPAD
Tratamentos cm m 2planta? ----------- g plantat--------- indice
T1. Controle 232,3b 1,1b 142,3 f 225,0d 55,3
T2. Azo 257,1a 15a 179,4 abc 268,8 b 56,4
T3. BmBs 252,7 a 1,4 a 168,3bcde  330,0a 59,1
T4. Pseu 254,6 a 15a 176,3abcd  257,5bcd 57,0
T5. Bl 263,4 a 15a 157,3 ¢ 266,3 b 56,4
T6. Azo+BmBs 262,0 a 14a 165,5 cde 267,50 58,7
T7. Azo+BlI 253,2a 15a 160,0 e 237,5bcd 55,6
T8. Azo+Pseu 246,6 ab 14a 184,7 a 230,0cd 56,4
T9. Azo+BmBs+BlI 248,8 ab 1,4 a 164,1 de 255,0 bcd 58,7
T10. Azo+BmBs+Pseu 262,7 a 14a 158,6 e 265,0 bc 55,7
T11.Azo+BIl+Pseu 259,3 a 14a 171,1 abcde 230,0cd 56,4
T12.Azo+BmBs+BI+Pseu 250,4 a 14a 182,2 ab 2700 b 58,2
CV% 4,5 8,7 5,6 8,5 3,4

Entre Rios do Oeste

Tratamentos ALT AF MSF MSCB SPAD

cm N —— g planta®---------- indice
T1. Controle 220,3 e 09b 1279 f 270,0 ™ 54,7
T2. Azo 233,6abcd 1l,4a 161,2 abc 3275 61,1
T3. BmBs 231,8bcde 1,2a 151,2 bcde  285,8 55,6
T4. Pseu 224,3 de 1,4 a 158,4 abcd  321,7 56,2
T5. Bl 2450 a 1,4 a 1413 e 301,7 54,7
T6. Azo+BmBs 240,4abc  1,2a 148,8 cde 288,7 58,8
T7. Azo+BlI 232,3bcde 1,4a 1438 ¢ 296,2 54,5
T8. Azo+Pseu 222,4 de 1,2a 166,0 a 310,0 57,4
T9. Azo+BmBs+BlI 228,3cde 1.2a 147,5 de 290,0 59,0
T10. Azo+BmBs+Pseu 241,0 ab 1,3a 1425¢e 306,7 58,3
T11.Azo+BIl+Pseu 238,0abc  1,3a 153,7 abcde 2975 59,6
T12.Azo+BmBs+BIl+Pseu 229,8 bcde 1,2a 163,7 ab 326,2 55,9
CV% 3,2 9,6 5,6 8,7 55

Nota, ™ ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Duncan (p<0,05). T1. Controle = sem inoculacdo; T2. Azo = inoculacdo com
Azospirillum brasilense; T3. BmBs = inoculagdo com Bacillus megaterium e Bacillus subtilis; T4. Pseu =
inoculacdo com Pseudomonas fluorescens; T5. Bl = inoculacdo com Bacullus licheniformis; T6. Azo+BmBs =
inoculacdo com A brasilense + com B. megaterium e B. subtilis; T7. Azo+BI = inoculagdo com A. brasilense + B.
licheniformis; T8. Azo+Pseu = inoculagdo com A. brasilense + P. fluorescens; T9. Azo+BmBs+BI = inoculagédo
com A. brasilense + B. megaterium e B. subtilis + B. licheniformis; T10. Azo+BmBs+Pseu = inoculagdo com A.
brasilense + B. megaterium e B. subtilis + P. fluorescens; T11. Azo+BI+Pseu = inoculagdo com A. brasilense +
B. licheniformis + P. fluorescens; T12. Azo+BmBs+BI+Pseu = inoculagdo com A. brasilense + B. megaterium e
B. subtilis + B. licheniformis + P. fluorescens. CV = Coeficiente de variacéo.

Em Entre Rios do Oeste as plantas de milho dos tratamentos T2, T5, T6, T10 e T11

que foram submetidas a inoculagdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal
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apresentaram incremento em altura de planta da ordem de 9% em comparagdo com plantas do
tratamento T1 (plantas n&o inoculadas) (Tabela 2).

Machado et al. (2020) estudando o efeito da inoculacdo de Bacillus sp. via foliar
associada a diferentes doses de N observaram incremento na altura das plantas inoculadas da
ordem de 10% em relacdo a plantas que ndo receberam inoculacdo. No mesmo sentido
Akinrinlola et al. (2018) analisando o efeito da inoculacdo de plantas de milho com bactérias
dos géneros Azospirillum, Bacillus e Pseudomonas, observaram incrementos de 18 a 45% na
altura de plantas de milho aos vinte dias apds a emergéncia, os autores também constataram
incremento na altura em plantas de soja e trigo.

As plantas de todos os tratamentos que foram inoculados com BPCVs apresentaram
incremento em massa seca de folha, com incremento médio da ordem de 19 % nos dois locais
ao comparar com plantas ndo inoculadas (Tabela 2).

Plantas inoculadas com A. brasilense + P. fluorescens (T8) tiveram incrementos
médios massa seca de folhas da ordem de 30% nos dois locais estudados ao comparar com
plantas ndo inoculadas (T1), plantas do T8 apresentaram massa seca de folhas superior ao das
plantas dos tratamentos T3, T5, T6, T7, T9 e T10 nos dois locais estudados (Tabela 2).

Trabalhos realizados por Sandini et al. (2019) e Fukami et al. (2017) estudando 0s
efeitos da inoculacdo de A. brasilense constataram incremento em massa seca de folhas,
corroborando os resultados obtidos no presente estudo (Tabela 2).

As plantas de milho de todos os tratamentos submetidos a inoculacdo de bactérias
promotoras de crescimento vegetal apresentaram incrementos na area foliar ao comparar com
plantas ndo inoculadas (T1) em Braganey e em Entre Rios do Oeste (Tabela 2). Jalal et al.
(2022) também observaram incrementos no indice de area foliar de plantas inoculadas com A.
brasilense, B. subtilis e P. fluorescens. Muller et al. (2020) constaram resultados semelhantes,
estudando o efeito da inoculacdo de A. brasilense via tratamento de semente e via aplicacédo
foliar na cultura do milho. Nesse estudo, plantas de milho inoculadas via semente e/ou via
aplicacdo foliar apresentaram incremento no indice de area foliar em comparagdo com plantas
n&o inoculadas.

Para compreender os maiores valores em altura de plantas, massa seca de folhas e area
foliar das plantas de milho inoculadas com BPCVs, observa-se que bactérias dos géneros
Azospirillum, Bacillus e Pseudomonas fornecem hormanios vegetais como auxinas, giberelinas
e citocininas (ZAREI et al., 2019; MACHADO et al., 2020). Sendo que o fornecimento desses

horménios vegetais pelas bactérias estimula o crescimento das plantas (HASHEM et al., 2019;
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CASSAN e DIAZ ZORITA, 2016; PICAZEVICZ, 2019) e contribuiu para os resultados
obtidos no presente estudo (Tabela 2).

O incremento em altura, massa seca de folhas e area foliar das plantas inoculadas
também pode estar relacionado a capacidade de solubilizacdo de fésforo pelas bactérias dos
géneros Bacillus e Pseudomonas (FERREIRA et al., 2022), contribuindo para a maior absor¢éo
deste nutriente pelas plantas inoculadas (ZAREI et al., 2019). Além disso, as BPCVs ao
fornecer horménios vegetais que estimulam o maior alongamento da raiz (SHAO et al., 2015)
e consequentemente causa a formacdo de um sistema radicular que explora maior volume de
solo e proporciona a capacidade de absorver maior quantidade de nutrientes do solo pelas
plantas (HUSSAIN et al., 2015; JALAL et al., 2022). Essa discussdo € confirmada pelo
incremento dos teores foliares de fosforo e potassio em plantas inoculadas em relacédo as nao

inoculadas (Tabela 3).

4.2 TEORES DE NUTRIENTES FOLIARES

Para os teores foliares de fosforo (P) e potéssio (K) dos experimentos em Braganey e
em Entre Rios do Oeste houve efeito significativo para os tratamentos estudados. No entanto,
ndo houve efeito dos tratamentos testados para os teores foliares de nitrogénio (N) (Tabela 3).

Moreno et al. (2021) estudando o efeito da inoculacdo via semente de A. brasilense e
B. subtilis na cultura do milho também ndo constaram incremento do teor foliar de nitrogénio
em plantas de milho inoculadas em comparagdo com plantas ndo inoculadas. Resultados
semelhantes também foram obtidos por Peres et al. (2020) que ao estudarem o efeito da
inoculacdo via semente com A. brasilense em trés cultivares de milho, ndo constaram
incremento do teor foliar de nitrogénio em plantas de milho inoculadas em comparacdo com
plantas ndo inoculadas.

As plantas de milho dos tratamentos inoculados com BPCVs obtiveram incremento do
teor foliar de fosforo na ordem de 17% e 15% em Braganey e Entre Rios do Oeste,
respectivamente, em compara¢do com as plantas sem inoculacdo (T1) de cada experimento.

As plantas inoculadas com B. licheniformis (T5) apresentaram teor foliar de fosforo
superior as plantas inoculadas com os tratamentos, T2, T7, T8, T11 em Braganey e superior as
plantas inoculadas com os tratamentos T2, T3, T4, T6, T7, T8, T9, T10, T11 e T12, em Entre

Rios do Oeste.
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Tabela 3. Médias dos teores foliares de nitrogénio (N), fosforo (P) e potéssio (K) de plantas de
milho, submetidas a coinoculacdo de sementes com bactérias promotoras de
crescimento vegetal. Braganey — PR e Entre Rios do Oeste — PR, 2020/2021.

Braganey Entre Rios do Oeste
N P K N P K
Tratamentos g Kg'
T1. Controle 216" 36¢C 189b 246™ 38¢c 20,5b
T2. Azo 26,7 4,1b 24,0a 20,7 4,2b 27,8 a
T3. BmBs 23,1 42ab 252a 22,6 43b 24,1a
T4. Pseu 23,3 42ab 224a 23,7 4,3b 243 a
T5. Bl 26,1 4,6 a 25,1a 24,0 49a 27,2 a
T6. Azo+BmBs 24,4 42ab 234a 22,0 44b 254 a
T7. Azo+BI 26,7 4,1b 24,1a 22,0 42b 279 a
T8. Azo+Pseu 25,1 41b 22,4 a 22,4 4,2b 26,1a
T9. Azo+BmBs+BI 25,1 44ab 255a 22,9 45b 26,2 a
T10. Azo+BmBs+Pseu 26,5 42ab 232a 23,4 43b 276 a
T11.Azo+BI+Pseu 26,3 4,1b 24,2 a 24,9 4,2b 27,4 a
T12.Azo+BmBs+BIl+Pseu 24,2 42ab 246a 23,8 42D 25,2 a
CV% 10,4 5,9 9,53 11,9 5,7 6,2

Nota, ™ ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Duncan (p<0,05). T1. Controle = sem inocula¢do; T2. Azo = inoculagcdo com
Azospirillum brasilense; T3. BmBs = inoculagdo com Bacillus megaterium e Bacillus subtilis; T4. Pseu =
inoculacdo com Pseudomonas fluorescens; T5. Bl = inoculacdo com Bacullus licheniformis; T6. Azo+BmBs =
inoculacéo com A brasilense + com B. megaterium e B. subtilis; T7. Azo+BI = inoculagdo com A. brasilense + B.
licheniformis; T8. Azo+Pseu = inoculagdo com A. brasilense + P. fluorescens; T9. Azo+BmBs+BI = inoculagéo
com A. brasilense + B. megaterium e B. subtilis + B. licheniformis; T10. Azo+BmBs+Pseu = inoculagdo com A.
brasilense + B. megaterium e B. subtilis + P. fluorescens; T11. Azo+BI+Pseu = inoculagcdo com A. brasilense +
B. licheniformis + P. fluorescens; T12. Azo+BmBs+BI+Pseu = inocula¢do com A. brasilense + B. megaterium e
B. subtilis + B. licheniformis + P. fluorescens. CV = Coeficiente de variagao.

Pereira et al. (2020) estudando a cultura do milho com cinco doses de P>Os associadas
inoculacdo com BPCVs constaram que a inoculacdo de B. subtilis e A. brasilenses causa
aumento dos teores foliares de fosforo.

As plantas de milho dos tratamentos inoculados com BPCVs apresentaram teores
foliares de potassio superiores as plantas ndo inoculadas tanto em Braganey como em Entre
Rios do Oeste (Tabela 3), obtendo incremento médio 26% e 28% nos teores foliares de K
respectivamente nos dois locais ao comparar com plantas nao inoculadas (T1) (Tabela 3).

Resultados semelhantes ao presente estudo foram encontrados por Guimarées et al.
(2022). Os autores observaram que plantas de milho inoculadas com B. megaterium e B. subtilis
testadas em condi¢cOes edafoclimaticas de quatro localidades na Regido Oeste do estado do
Parana apresentaram incrementos dos teores foliares de fosforo e potéssio. Os autores
constaram incremento do teor foliar de potassio associado ao maior crescimento das plantas

inoculadas ao comparar com plantas ndo inoculadas.



31

Para compreender os incrementos dos teores foliares de fosforo e potassio, observa-se
que plantas inoculadas apresentam sistema radicular com maior volume de exploragédo do solo
(CASSAN e DIAZ ZORITA, 2016; FUKAMI; CEREZINI; HUNGRIA, 2018; MULLER et al.,
2019). Assim, essas plantas ao explorarem maior volume de solo apresentam maior capacidade
de absorver fosforo e potéssio da solucéo do solo (HUNGRIA et al., 2010), corroborando com
os resultados do presente estudo (Tabela 3). Para o incremento de fosforo nos tecidos foliares
é preciso considerar que plantas inoculadas com bactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas
também sdo beneficiadas pela capacidade de solubilizacdo de fosfatos que aumenta a
disponibilidade de fosforo na solugdo do solo e contribuiu para sua maior absor¢éo pelas plantas
(Tabela 3).

4.3 TEORES DE NUTRIENTES NOS GRAOS

Para os teores de fosforo (P) nos graos houve efeito significativo para os tratamentos
estudados no experimento de Braganey e no experimento de Entre Rios do Oeste.

Tabela 4. Medias dos teores de nitrogénio (N), fosforo (P) e potéssio (K) em gréos de plantas
de milho, submetidas a coinoculacdo de sementes com bactérias promotoras de
crescimento vegetal. Braganey — PR e Entre Rios do Oeste — PR, 2020/2021.

Braganey Entre Rios do Oeste
N P K N P K
Tratamentos g Kg'

T1. Controle 148" 6,6b 17,2 153™ 69b 16,7 "
T2. Az0 16,0 8,3a 20,0 16,5 8,5a 19,4
T3. BmBs 15,3 8,3a 20,6 15,7 9,0a 20,1
T4. Pseu 15,0 7,6 a 22,1 15,4 8,2a 17,1
T5. BI 15,0 8,0a 21,2 15,4 8,7a 20,8
T6. Azo+BmBs 15,5 7,6 a 20,1 16,0 8,2a 19,6
T7. Azo+BI 15,2 79a 21,0 15,7 89a 20,5
T8. Azo+Pseu 14,9 7,7 a 20,5 15,3 85a 20,0
T9. Azo+BmBs+BI 16,3 7,7a 19,6 16,8 8,0a 19,1
T10. Azo+BmBs+Pseu 15,7 7,8a 20,0 16,2 8,4a 19,5
T11.Azo+BIl+Pseu 16,1 78a 18,2 16,6 8,4a 17,8
T12.Az0+BmBs+BIl+Pseu 16,2 8,3a 17,9 16,7 8,9a 17,5

CV% 69 79 13,6 6,4 7,8 6,2

Nota, ™ ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Duncan (p<0,05). T1. Controle = sem inocula¢do; T2. Azo = inoculagcdo com
Azospirillum brasilense; T3. BmBs = inoculagdo com Bacillus megaterium e Bacillus subtilis; T4. Pseu =
inoculacdo com Pseudomonas fluorescens; T5. Bl = inoculacdo com Bacullus licheniformis; T6. Azo+BmBs =
inoculacdo com A brasilense + com B. megaterium e B. subtilis; T7. Azo+BI = inoculacdo com A. brasilense + B.
licheniformis; T8. Azo+Pseu = inoculagdo com A. brasilense + P. fluorescens; T9. Azo+BmBs+BI = inoculagéo
com A. brasilense + B. megaterium e B. subtilis + B. licheniformis; T10. Azo+BmBs+Pseu = inoculagdo com A.
brasilense + B. megaterium e B. subtilis + P. fluorescens; T11. Azo+BI+Pseu = inoculago com A. brasilense +
B. licheniformis + P. fluorescens; T12. Azo+BmBs+BI+Pseu = inoculagdo com A. brasilense + B. megaterium e
B. subtilis + B. licheniformis + P. fluorescens. CV = Coeficiente de variagéao.
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No entanto, ndo ocorreu efeito significativo dos tratamentos testados para os teores de
nitrogénio (N) e potassio (K) nos grdos para os diferentes locais (Tabela 4).

As plantas de milho de todos os tratamentos que receberam inoculagdo com BPCVs
apresentaram teores de fosforo nos grdos superiores em comparagdo com aquelas sem
inoculacéo (T1) e semelhantes entre si em Braganey e em Entre Rios do Oeste (Tabela 4).

As plantas de milho dos tratamentos inoculados com BPCVs obtiveram um incremento
médio do teor nos graos de fosforo na ordem de 20% e 23% em comparagdo com as plantas do
tratamento sem inoculagdo (T1) para os experimentos em Braganey e Entre Rios do Oeste
respectivamente (Tabela 4).

Pereira et al. (2020) encontraram resultados similares, estudando a coinoculacdo de
plantas de milho com B. subtilis, A. brasilense e P. fluorescens associada com doses de P2Os.
Os autores observaram o aumento dos teores de fosforo nos gréos em plantas inoculadas.

O incremento do teor de fésforo nos graos em plantas inoculadas pode estar associado
com o fato de BPCVs participarem ativamente do metabolismo da planta, sendo capazes de
aumentar a absorcao dos nutrientes (CASSAN e DIAZ ZORITA, 2016) pela planta através da
expanséo radicular proporcionada pelo fornecimento de hormonios vegetais (MULLER et al.,
2020), bem como, pela capacidade de solubilizar os fosfatos que se encontram no solo
(MACHADO et al., 2020).

4.4 COMPONENTES DA PRODUCAO E PRODUTIVIDADE

Para massa de mil grdos (MMG) e produtividade (PROD) ocorreu efeito significativo
para os tratamentos testados no experimento em Braganey e no experimento em Entre Rios do
Oeste. No entanto, ndo ocorreu efeito significativo para os componentes da producéo, nimero
de grdos por fileira (NGF) e nimero de fileiras (NF) nos dois locais (Tabela 5).

As plantas de milho de todos os tratamentos inoculados com bactérias promotoras de
crescimento vegetal apresentaram massas de mil grdos semelhantes entre si e superior em
comparacéo as plantas ndo inoculadas nos dois locais do estudo (T1) (Tabela 5).

As plantas de milho dos tratamentos inoculados com BPCVs obtiveram um incremento
médio na massa de mil grédos na ordem de 13 % e 19% em comparacéo as plantas ndo inoculadas

(T1) em Braganey e em Entre Rios do Oeste respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 5. Médias de namero de fileiras (NF), nimero de gréos por fileira (NGF), massa de mil
grdos (MMG), e produtividade (PROD) de plantas de milho, submetidas a
coinoculagdo de sementes com bactérias promotoras de crescimento vegetal. Braganey

— PR e Entre Rios do Oeste — PR, 2020/2021.

Braganey
NF NGF MMG PROD

|Tratamentos g Kg ha'
T1. Controle 15,1 22,9 M 2699 c 7.1836b
T2. Azo 15,4 25,9 321,5ab 8.891,4a
T3. BmBs 15,5 26,3 297,8 ab 8.828,6 a
T4. Pseu 15,3 24,7 305,5 ab 8.392,5a
T5. Bl 15,7 25,8 322,7a 8.629,1 a
T6. Azo+BmBs 15,4 25,7 323,4a 8.6219a
T7. Azo+BI 16,0 24,3 297,1 ab 8.309,5a
T8. Azo+Pseu 15,5 25,0 299,9 ab 8.103,0 a
T9. Azo+BmBs+BlI 15,4 26,4 2955b 8.106,4 a
T10. Azo+BmBs+Pseu 15,2 26,3 303,4 ab 8.2029a
T11.Azo+BIl+Pseu 15,6 25,3 298,9 ab 8.638,5a
T12.Azo+BmBs+BIl+Pseu 15,8 24,8 301,0 ab 8.632,5a
CV% 2,5 8,5 5,3 5,7

Entre Rios do Oeste
NF NGF MMG PROD

Tratamentos g Kg ha'
T1. Controle 155" 28,2 M 2725b 7.601,1¢e
T2. Azo 15,1 29,2 346,8 a 9.622,5 ab
T3. BmBs 15,2 31,0 3135a 9.293,3 abcd
T4. Pseu 15,0 29,1 321.6a 8.834,3 bcd
T5. Bl 15,4 30,4 312,3a 9.775,0 a
T6. Azo+BmBs 15,1 30,3 342,1a 9.075,6 bcd
T7. Azo+BI 15,8 28,6 312,7a 8.746,9 bcd
T8. Azo+Pseu 15,2 29,4 319,7a 8.445,0d
T9. Azo+BmBs+BlI 15,1 31,1 310,8a 8.430,1d
T10. Azo+BmBs+Pseu 14,9 31,0 3194 a 8.634,6 cd
T11.Azo+BIl+Pseu 15,3 28,5 343,8a 9.455,0 abc
T12.Azo+BmBs+BIl+Pseu 14,8 30,5 320,3a 9.086,9 abcd
CV% 2,5 8,0 4.6 6,2

Nota, ™ ndo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Duncan (p<0,05). T1. Controle = sem inocula¢do; T2. Azo = inoculagdo com
Azospirillum brasilense; T3. BmBs = inoculagdo com Bacillus megaterium e Bacillus subtilis; T4. Pseu =
inoculagdo com Pseudomonas fluorescens; T5. Bl = inoculagdo com Bacullus licheniformis; T6. Azo+BmBs =
inoculacdo com A brasilense + com B. megaterium e B. subtilis; T7. Azo+BI = inoculagdo com A. brasilense + B.
licheniformis; T8. Azo+Pseu = inocula¢do com A. brasilense + P. fluorescens; T9. Azo+BmBs+BI = inoculagéo
com A. brasilense + B. megaterium e B. subtilis + B. licheniformis; T10. Azo+BmBs+Pseu = inoculagdo com A.
brasilense + B. megaterium e B. subtilis + P. fluorescens; T11. Azo+BI+Pseu = inoculacdo com A. brasilense +
B. licheniformis + P. fluorescens; T12. Azo+BmBs+BI+Pseu = inoculacdo com A. brasilense + B. megaterium e
B. subtilis + B. licheniformis + P. fluorescens. CV = Coeficiente de variacéo.
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As plantas que receberam dos tratamentos T5 (B. licheniformis) e T6 (A.brasilense +
B. megaterium e B. subtilis) apresentaram massa de mil grdos superior as plantas do tratamento
T9 (A. brasilense + B. megaterium e B. subtilis + B. licheniformis) no experimento realizado
em Braganey, porém ndo foram observadas diferencas para a massa de mil grdos entre os
tratamentos inoculados implantados em Entre Rios do Oeste.

As plantas dos tratamentos que receberam inoculagdo com BPCVs tiveram medias de
produtividade superiores as plantas ndo inoculadas (T1) nos dois locais estudados.

Plantas de milho dos tratamentos inoculados com BPCVs obtiveram um incremento
da produtividade (kg ha™*) médio de 18% e 19%, respectivamente em Braganey e Entre Rios do
Oeste, em comparacdo com as plantas dos tratamentos sem inoculagéo (T1) de cada local.

As plantas que receberam inoculacdo com BPCVs tiveram medias de produtividades
semelhantes entre si no experimento de Braganey. Ja as plantas que receberam inoculacdo com
o tratamento T5 (B. licheniformis) apresentaram produtividade superior as plantas inoculadas
com os tratamentos T4, T7, T8, T9 e T10 no experimento de Entre Rios do Oeste.

Resultados semelhantes ao presente estudo foram encontrados por Guimardes et al.
(2022). Os autores observaram que plantas de milho inoculadas com B. megaterium e B. subtilis
testadas em condicdes edafoclimaticas de duas localidades na Regido Oeste do estado do Parana
apresentaram medias superiores para massa de mil grdo. Sandini et al. (2019) realizando
experimentos em diversos locais do Brasil, constaram que a inoculacdo de plantas de milho P.
fluorescens € capaz de promover o crescimento e a produtividade das plantas sob diferentes
niveis de tecnologia aplicada a cultura do milho.

Para compreender melhor o fato de plantas inoculadas apresentarem incremento para
massa de mil grdos e produtividade, observa-se que plantas inoculadas apresentaram maior
massa e area foliar no inicio da fase reprodutiva (R1) (Tabela 2) e maiores teores de fosforo e
potassio (Tabela 3) o que pode ter contribuido para maior producdo de fotoassimilados que
posteriormente foram alocados nos graos. Desta forma, contribuindo para maior massa de mil
gréos e consequentemente proporcionando incremento da produtividade (11% a 27%) em
plantas inoculadas em comparagdo com a plantas ndo inoculadas (Tabela 5).

Pode-se entdo afirmar que plantas de milho expostas a inoculagdo de bactérias
promotoras de crescimento vegetal dos géneros Azospirillum, Bacillus e Pseudomonas
apresentam maior crescimento (Tabela 2) associado ao incremento dos teores foliares de fosforo
e potassio (Tabela 3) e maiores teores de fésforo nos gréos (Tabela 4) que resultam em maior
massa de mil grdo que consequentemente causa o incremento da produtividade das plantas

inoculadas (Tabela 5).
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5 CONCLUSOES

A inoculagéo via semente na cultura do milho, com Azospirillum brasilense, Bacillus
licheniformis, B. subtilis + B. megaterium e Pseudomonas fluorescens, de forma isolada e
conjunta, incrementa os teores foliares de fosforo e potassio nas plantas.

A inoculagéo via semente na cultura do milho, com Azospirillum brasilense, Bacillus
licheniformis, B. subtilis, B. megaterium e Pseudomonas fluorescens, de forma isolada ou

conjunta, promove maior crescimento das plantas e incrementa a produtividade da cultura.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

E importante fazer algumas consideracdes gerais sobre os resultados obtidos nos
experimentos realizados nas duas areas experimentais nos municipios de Braganey e Entre Rios
do Oeste, ambos no estado Parana. Estas consideracdes se devem a variacOes relativas as
condicBes meteoroldgicas e edéficas, principalmente no tocante aos teores de matéria organica
e caracteristicas quimicas dos solos das &reas em questéo.

No experimento conduzido no municipio de Braganey o somatério do volume
pluviométrico durante o ciclo de cultivo foi suficiente para desenvolvimento da cultura
(ALBUQUERQUE, 2010). Porém, devido a distribuicdo irregular das chuvas foi observado
baixa disponibilidade hidrica nos estadios fenoldgicos R e Rz (Figura 1) o que provavelmente
resultou em produtividades numericamente inferiores da cultura nesta area, quando comparada
as produtividades obtidas no municipio de Entre Rios do Oeste.

Associado a disponibilidade hidrica, o solo de Braganey apresentou pH 4,69, V%
56,47%, P 18,94 mg dm3, MO 26,20 g dm=, e CTC de 13,36. O solo da area experimental de
Entre Rios do Oeste apresenta fatores favoraveis a maior produtividade da cultura, com pH
5,65, V% 77,5%, P 27,72 mg dm3, matéria organica (MO) 42,91 g dm=e CTC de 15,96. O
solo desta area experimental apresentou 63,77% a mais de MO em comparagdo com Braganey.

A matéria orgénica do solo atua na CTC, pois quanto maior o teor de carbono orgénico
no solo, maior a CTC do solo, e assim maior a capacidade de adsorcdo de cations (NOVAIS et
al.,2007). A MO atua no fornecimento de P e K para a cultura, na disponibilidade potassio, pela
retencdo de K-trocavel, evitando a lixiviagdo no perfil do solo, e na dinamica do fésforo, pela
capacidade de adsorver o fosforo, evitando sua fixacdo com as argilas, 6xidos de aluminio e
ferro (MARTIN et al.,, 2004). Ainda vale destacar o fornecimento de fosforo e pela a
mineralizacdo enzimatica promovida pelas BPCVs (MENDES et al., 2014; LI et al., 2015;
GROBELAK et al., 2015; AFZAL et al., 2017).

A influéncia de fatores do tempo, com destaque para a maior uniformidade da
distribuicdo pluviométrica durante o ciclo da cultura, associada a caracteristicas nutricionais
mais adequadas do solo, podem explicar tendéncia de maior produtividade do milho no
experimento conduzido em area do municipio de Entre Rios do Oeste quando comparado ao
conduzido em Braganey, mesmo considerando o maior potencial produtivo de Braganey devido
a altitude de 620 m, comparada aos 250 m da éarea de Entre Rios do Oeste. Estas condicdes

favoraveis registradas em Entre Rios do Oeste podem ter favorecido a interacéo planta-bactéria,
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resultando em respostas mais claras desta interacdo expressa em varidveis morfométricas,
nutricionais e produtivas das plantas de milho.

Vale ressaltar entdo que para obtencdo de respostas mais consistentes quanto a
interacdo bactéria-planta, que podem resultar em plantas mais desenvolvidas e produtivas deve-
se levar em consideragdo o atendimento de fatores de producdo como disponibilidade hidrica,
teor de matéria orgénica do solo, além de caracteristicas quimicas como pH, teor e equilibrios
dos nutrientes disponiveis para as plantas. Deve-se entdo associar a pratica da inoculagéo e
coinoculagdo com manejo do solo visando favorecer esta interacdo com respostas

economicamente e ambientalmente viaveis.
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