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RESUMO

INAGAKI, Adriano Mitio. Dr. Universidade Estadual do Oeste do Parana, fevereiro de 2017.
Gas exchanges and morphometry of inoculated corn plants with Azospirillum brasilense
and Arbuscular Mycorrhizal Fungi under phosphate fertilization. Orientador: Vandeir
Francisco Guimaraes. Coorientadores: José Renato Stangarlin e Leandro Rampim.

O objetivo do trabalho foi analisar o desenvolvimento e trocas gasosas de plantas de milho
conduzidas sob adubag¢ao fosfatada e inoculagdo de Azospirillum brasilense em associagdo aos
fungos micorrizicos arbusculares (FMA), bem como os efeitos residuais do A. brasilense e do
fosforo sob segundo cultivo de milho em resposta a adubagao nitrogenada de cobertura. Em
casa de vegetagdo, no primeiro experimento houve dois cultivos de milho. Para o primeiro
cultivo utilizou-se o delineamento em blocos ao acaso com quatro repeti¢des, em esquema
fatorial 2x4. Testou-se a inoculacdo de 4. brasilense e tratamento sem inoculagdo, e quatro
doses de adubagio fosfatada (0; 150; 300 e 450 mg dm™), desprovido da adubacio nitrogenada.
No segundo cultivo foi avaliado o efeito residual da inoculagao e doses de P, obtendo o mesmo
esquema fatorial (2x4) composto pelos mesmos tratamentos, sob cultivo sucessivo de milho,
com adubacgao nitrogenada de cobertura. No segundo experimento utilizou-se delineamento em
blocos ao acaso em esquema fatorial de 2x5 e quatro repetigdes. O primeiro fator foi composto
pela presenca e auséncia de adubagdo fosfatada e o segundo pela combinacao da inoculagao
com A. brasilense e espécies de FMA resultando nos seguintes tratamentos: sem inoculagao;
inoculagdo de A.  brasilense; A.  brasilense+Acaulospora  scrobiculata;  A.
brasilense+Claroideoglomus etunicatum; e A. brasilense+Gigaspora margarita. Foram
realizadas analises das seguintes varidveis: diametro de colmo, numero de folhas, comprimento
de plantas, volume de raiz, massa de matéria seca de folhas, colmo-+bainha, raiz, area foliar e
indice SPAD. Também se avaliou o teor foliar de N e P, populagdo de bactérias diazotroficas
endofiticas nas raizes e numero de esporos de FMA no substrato. Avaliou-se ainda indices de
trocas gasosas: taxa de assimilagdo liquida de CO» (A4), transpiragao foliar (£), condutancia
estomatica (gs) e concentragdo interna de CO» (Ci). Com os resultados do primeiro experimento
constatou-se que a inoculacdo de A. brasilense em sementes de milho associada a adubagdo
fosfatada, sem adi¢do de nitrogénio, proporcionou maior desenvolvimento de plantas aos 36
dias apds emergéncia (DAE). Sob dose de 300 mg dm™ de P, plantas de milho conduzidas com
adubacdo nitrogenada de cobertura e populagdo remanescente de 4. brasilense, demonstraram
efeito positivo em relagcdo ao desenvolvimento da cultura. Em consequéncia do maior teor de P
e clorofila foliar, as plantas apresentaram maior 4, E, gs e Ci resultando em maior eficiéncia no
uso da agua (4/F). No segundo experimento, os tratamentos de 4. brasilense+A. scrobiculata
e A. brasilense+C. etunicatum resultaram maior acimulo no teor foliar de N na auséncia da
adubacdo fosfatada, comparado ao tratamento sem inoculacdo. A inoculacao com A. brasilense
de forma isolada aumentou o teor foliar de P quando comparado ao tratamento sem inoculagao.
A utilizagao da adubagao fosfatada resultou em aumento nas trocas gasosas € em consequéncia,
maior desenvolvimento de plantas. Raizes de plantas de milho submetido a adubacao fosfatada
apresentaram maior populagdo de bactérias diazotroficas. No presente estudo, nao foi
observado esporos micorrizicos de 4. scrobiculata, C. etunicatum e G. margarita, no substrato
aos 30 DAE.

Palavras-chave: Zea mays L. Interagao de microrganismos. Micorriza. Bactérias promotoras de
crescimento vegetal. Fotossintese. Fosforo.
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ABSTRACT

INAGAKI, Adriano Mitio. Dr. State University of Western Paran4, in February de 2017. Gas
Exchanges and morphometry of inoculated corn plants with Azospirillum brasilense and
Arbuscular Mycorrhizal Fungi under phosphate fertilization. Advisor: Vandeir Francisco
Guimaraes. Co-Advisors: José Renato Stangarlin e Leandro Rampim.

The objective of this work was to analyze the development and gas exchange of maize plants
under fertilization and inoculation of Azospirillum brasilense in Arbuscular Microrrimal Fungi
(AMF), as well as the residual effects of 4. brasilense and for the production of phosphorus in
corn. Response to nitrogen fertilization. In the greenhouse, no first experiment had two corn
crops. For the first cultivation use the block design with four replications, in a 2x4 factorial
scheme. Inoculation of A. brasilense and control and four doses of phosphate fertilization (0;
150; 300 and 450 mg dm™) were tested, without nitrogen fertilization. In the second harvest, a
residual effect of the inoculation and P doses was obtained, obtaining the same factorial scheme
(2x4) composed of the same treatments, under successive maize cultivation, with nitrogen
fertilization. In the second experiment, a randomized block design was used in a 2x5 factorial
scheme and four replications. The first factor was the presence and absence of phosphate
fertilization and the second factor was the combination of inoculation with A. brasilense and
FMA species, resulting in the following treatments: control; Inoculation of A. brasilense; A.
brasilense + Acaulospora scrobiculata; A. brasilense + Claroideoglomus etunicatum; E A.
brasilense + Gigaspora margarita. Similar shapes of the following variables: stem diameter,
leaf number, plant length, root volume, leaf dry matter mass, stem + hem, root, leaf area and
SPAD index. Also evaluated were foliar content of N and P, populations of endophytic
diazotrophic bacteria in the roots and number of AMF spores in the substrate. Net assimilation
rate of CO» (4), leaf transpiration (E), stomatal conductance (g;) and internal CO> concentration
(Ci). With the results of the first experiment, the inoculation of 4. brasilense on corn seeds
associated with phosphate fertilization, without addition of nitrogen, resulted in a higher
development of the plants at 36 days after emergence (AED). At a dose of 300 mg dm™ of P,
maize plants with nitrogen fertilizer coverage and the remaining population of 4. brasilense
had a positive effect in relation to the development of the crop. As a consequence of the higher
content of P and leaf chlorophyll, the plants showed higher 4, E, g; and Ci resulting in higher
water efficiency (A4/E). In the second experiment, the treatments of A. brasilense + A.
scrobiculata and A. brasilense + C. etunicatum resulted in a greater accumulation of leaf N in
the absence of phosphate fertilization in relation to treatment without inoculation. The
inoculation with increased insulation or foliar content of P when compared to the control
treatment. The use of phosphate fertilization resulted in an increase in the gas exchange and,
consequently, a greater development of plants. Roots of maize plants submitted to phosphate
fertilization had a higher population of diazotrophic bacteria. In the present study, the
mycorrhizal spores of 4. scrobiculata, C. etunicatum and G. margarita were not observed on
the substrate at 30 DAE.

Key words: Zea mays L. Interaction of microorganisms. Mycorrhiza. Plant growth promoting
bacteria. Photosynthesis. Phosphorus.
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1 INTRODUCAO GERAL

O milho (Zea mays L.) ¢ um dos principais cereais cultivados no mundo, fornecendo
produto para o consumo tanto humano quanto animal. Em escala mundial a produgdo desta
graminea ocupa area de 181 milhdes de hectares e producdo total de 1037,93 milhdes de
toneladas, ao passo que o Brasil produzindo 86,5 milhdes de toneladas, representa o segundo
maior pais produtor deste cereal, estando o EUA em primeiro lugar com 386,75 milhdes de
toneladas (USDA, 2017).

O cultivo de cereais demanda grandes quantidades de nutrientes para atingir altos
rendimentos. A adi¢cdo de fertilizantes sintéticos ¢ a principal via utilizada pela agricultura
convencional. Os nutrientes adicionados em cultivos de larga escala estdo sujeitos a grandes
perdas principalmente por lixiviagdo, volatilizacdo e erosdo do solo. Cerca de 50% do
nitrogénio (N) adicionado como fertilizante ¢ perdido pela lixiviagdo e volatilizacao.
Especialmente em solos intemperizados, como ocorrem em grande parte da area cultivada no
Brasil, o fosforo (P) possui forte grau de interagdo com o solo (GONCALVES et al., 1985). Isto
requer recomendacdo de altas doses deste nutriente em func¢do de sua baixa eficiéncia de
aproveitamento que esta relacionada a elevada capacidade de adsor¢ao pelo solo, notadamente
sob culturas de ciclo curto, como o milho (BASTOS et al., 2010).

Apesar da cultura do milho possuir alta eficiéncia no uso de N e P (FRITSCHE-NETO
et al., 2012), o enraizamento de plantas de milho deve apresentar desenvolvimento adequado
para maior absorcao de nutrientes do solo, sobretudo para elementos de baixa mobilidade como
o P (ZHU; LYNCH, 2004). Nas ultimas décadas, estudos sobre a utilizagdo de microrganismos
como fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (DANNEBERG et al., 1993; ZHU et al., 2012)
e bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) (DE SALOMONE; DOBEREINER,
1996; DARTORA et al., 2016) tem sido habeis para a exploracao de seus efeitos sob a cultura
do milho.

Os FMA pertencem ao filo Glomeromycota e sdo considerados microrganismos
biotréficos, os quais se associam as raizes de plantas apresentando mutualismo, com
desenvolvimento de hifas no solo que promovem maior absor¢do de dgua e nutrientes,
importantes para o desenvolvimento das plantas (KIRIACHEK et al., 2009).

A inoculacao de FMA Glomus etunicatum na cultura do milho proporciona plantas
com maior taxa fotossintética e eficiéncia no uso da 4gua, em consequéncia tém indicado maior
resisténcia a ambientes desfavoraveis ao desenvolvimento, tal como o estresse hidrico (ZHU et

al., 2012). Cozzolino; Di Meo; Piccolo, (2013), utilizando fosfato monocalcico, relataram maior
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eficiéncia na absor¢do de P no solo, quando plantas de milho foram inoculadas com Glomus
intraradices. Para este efeito pode-se considerar a producao de sider6foros e a exsudagdo de
acidos organicos que podem alterar a solubilidade de P. O principal mecanismo envolvido na
solubilizacao de fosfatos pela microbiota do solo est4 associado a liberacao de acidos organicos,
atuando nos fosfatos de Ca ¢ Al (MASSENSSINI et al., 2015).

A espécie A. brasilense ¢ uma bactéria associativa endofitica facultativa capaz de
colonizar regides internas com preferéncia a rizosfera de plantas hospedeiras (BALDANI et al.,
1997). Esta espécie promove o crescimento de plantas através da produgdo de fitohormodnios
como acido indolacético (AIA) (BALOTA et al., 1995; MEHDIPOUR MOGHADDAM,;
EMTIAZI; SALEHI, 2012), giberelina (BOTTINI et al., 1989), citocinina (CACCIARI et al.,
1989) e a inibi¢do da producao de etileno (GLICK, 2005), possibilitando maior enraizamento e
consequentemente maior aproveitamento de nutrients como nitrogénio. As bactérias
associativas presentes na rizosfera, como o 4. brasilense, também apresentam caracteristicas
favoraveis a disponibilizagdo de P as raizes, pela solubiliza¢do de fosfatos.

Ruiz-Sanchez et al. (2011) ao avaliarem o efeito da associagao de A. brasilense e
colonizagao de FMA em plantas de arroz, relataram que os efeitos benéficos de 4. brasilense
sobre a maioria dos efeitos fisiologicos e bioquimicos de plantas foram claramente visiveis
quando estas foram micorrizadas. Esses autores observaram valores superiores de eficiéncia
quantica do fotossistema II e condutancia estomatica (80%) em plantas submetidas ao déficit
hidrico, comparado com plantas apenas micorrizadas.

Além da promoc¢do de crescimento de plantas proporcionada pela inducao de
fitohormonios, algumas espécies de BPCV também possuem a capacidade de solubilizagdo de
fosfato (BSP). Baldotto et al. (2012) relataram maior acimulo de N e P foliar em plantas milho
inoculadas com bactérias diazotroficas e solubilizadoras de fosfato, quando comparado ao sem
inoculagdo, ao passo que a adubacdo de vermicomposto (87,3 g dm™> MO) contribuiu no
aumento da populacdo de microrganismos diazotréficos, de forma que a microflora natural do
solo pode influenciar diretamente na atividade das BPCV. Baldani et al. (1997) relatam que
bactérias endofiticas facultativas sdo menos afetadas em solos esterilizados, indicando que
fatores biodticos interferem na sobrevivéncia dessas bactérias. Zhang et al., (2011) ao avaliarem
os efeitos da inoculacdo de Glomus mosseae, aplicagdes de fertilizantes organicos (FO) e
esterilizacdo do solo no crescimento de milho, observaram maior absor¢do de nutrientes e
desenvolvimento de plantas quando aplicado 0,5 g dm™ de FO, sob condi¢des de solo

esterilizado.
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Neste sentido, ha necessidade de investigar os efeitos da inoculagdo de A. brasilense
sob cultivo sucessivo de milho, visando verificar seu efeito no desenvolvimento da cultura, bem
como sua influéncia na associacdo com espécies de FMA, em fun¢ao de adubacgdo fosfatada

sem adicao de nitrogénio.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura do milho

O milho (Zea mays L.) ¢ uma planta pertencente a familia das Poaceas. Em
consequéncia de sua alta eficiéncia fotossintética, sob condi¢des favoraveis, possui alto
potencial produtivo. Sendo um alimento de valor proteico elevado, o milho ¢ amplamente
consumido na forma “in natura”, ao passo que ¢ tradicionalmente utilizado na culinaria da
maioria dos brasileiros (NAVES et al., 2004). No setor agropecudrio, a producdo elevada de
massa verde juntamente ao teor de carboidratos soliveis, contribuem na producao de silagem,
importante na alimentagdao animal (DOS SANTOS et al., 2010).

A cultura do milho encontra-se amplamente disseminada no Brasil. A producao no
estado do Parand totalizou em 15,9 milhdes de toneladas, representando o segundo maior
produtor deste grao no pais. Em primeiro lugar estd o estado de Mato Grosso com 21,6 milhdes
de toneladas, na safra 2016/2017. O Brasil, utilizando area de 16 milhdes de hectares, produziu-
se 84 milhdes de toneladas durante a safra de 2016/2017 segundo Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB, 2017).

Em relagdo aos estudos que envolvem a origem do milho, Brieger (1944) relata a ndo
existéncia de espécies selvagens que possam ser consideradas como os tipos ancestrais. Existem
relatos sobre o inicio da domesticacao que se deu pelos indios, na regido da Bolivia, Paraguai
e leste do Mato Grosso. Essa hipdtese pode ser confirmada pela descoberta de evidéncias que
comprovam amplo cultivo no Arcaico Tardio (3000-1800 aC) na regido Norte Chico do Peru
(HAAS et al., 2013). O cultivo do milho em larga escala teve inicio por volta de 1970, nos
paises do norte da Europa, incluindo Bélgica, Franca e Alemanha (STRUIK, 1983). A cultura
pode ser cultivada sob diferentes climas podendo tolerar baixas temperaturas de até 15 °C,
mantendo alta eficiéncia quantica fotossintética (FRACHEBOUD et al., 1999). Por pertencer
ao grupo de plantas C4, o milho apresenta alta eficiéncia na taxa de assimilacdo liquida de CO..
No ciclo C4, catalisada pela enzima fosfoenolpiruvato carboxilase (PEP), a reagcdo apresenta
uma grande vantagem em relagdo as plantas C3 porque o CO; fixado pela via C4, ¢
essencialmente “bombeado” das células do mesofilo para as células da bainha vascular. Isso
mantém uma elevada razdo CO2/O2 no sitio de agdo da ribulose-1, 5-bisfosfato
carboxilase/oxigenase (Rubisco), o que favorece a carboxilacdo da ribulose-1,5-bifosfato

(TAIZ; ZEIGER, 2013).
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Na deficiéncia de um nutriente essencial como o nitrogénio (N), a atividade das
enzimas Rubisco e PEP decresce, consequentemente, a eficiéncia quantica e a fotossintese
liquida de CO»> ¢ prejudicada (WEI et al., 2016).

A alta demanda por nutrientes pela cultura do milho, ¢ geralmente suprida através da
utilizagdo de fertilizantes sintéticos. Para isso, estudos relacionados ao melhoramento do milho,
tornam-se eficazes na selecdo de genotipos cada vez mais responsivos na eficiéncia do uso de
nutrientes do solo (FRITSCHE-NETO et al., 2012).

A necessidade de adubagdo nitrogenada e fosfatada para a cultura do milho podem
chegar até 240 kg ha'! de N (ARAUJO; FERREIRA; CRUZ, 2004; HURTADO et al., 2009).
J& para o fosforo, em relacdo ao cultivo do milho, pode variar de acordo com o tipo do solo
(Latossolo Amarelo coeso, Argissolo Acinzentado, Neossolo Fluvico, Neossolo Quartzarénico,
Luvissolo Cromico ortico e Luvissolo Cromico palico) alternando de 10% e 30% da capacidade
maxima de adsor¢ao de fosforo (CMAP) (BASTOS et al., 2010).

No solo, plantas de milho possuem capacidade de extragdo total de N de até 290 kg ha
!, sendo que parte deste elemento ¢é fornecido por microrganismos, durante a decomposi¢do de
residuos vegetais. Ja para os elementos fosforo, potéssio, calcio, magnésio e enxofre, a extragao

total pode chegar até 43, 203, 31, 52 e 20 kg ha™!, respectivamente (SA etal., 2010).

2.2 Formas e dinamica de fésforo no solo

O P ¢ um nutriente que tem como particularidade alto grau de interacdo com o solo e
sua forma disponivel as plantas encontra-se como ions ortofosfato (H;PO4). Em decorréncia de
reacdes de equilibrio em solos acidos, predomina na solucao do solo a forma H>PO4’, ao passo
que ions de HPO4* ocorrem em funcio de valores acima de pH 6,0 (NOVAIS; SMYTH, 1999).
Devido a essa caracteristica, o P ¢ facilmente complexado a elementos de Fe e Al, que resulta
na deficiéncia na maioria dos solos brasileiros. O teor total de P nos solos pode variar de 100 a
3000 mg dm™, ou seja, pode chegar em até 0,3%. O fator condicionante principal dos teores
totais de fosforo ¢ o material de origem do solo, ao passo que na solugao do solo, os teores deste
elemento no Brasil sdo muito baixos (SILVA; RAIJ, 1999).

O P no solo pode ser dividido em dois grandes grupos, o P organico (Po) o fosforo
inorganico (Pi) (GYANESHWAR et al., 2002). Fatores ambientais, como temperatura e
umidade controlam propriedades fisico-quimicas e mineraldgicas do solo, bem como o
desenvolvimento de microrganismos do solo, os quais controlam a disponibilidade de ions
ortofosfato (SANTOS; GATIBONI; KAMINSKI, 2008). Grande parte do P se encontra em

formas ndo disponiveis e, inclusive uma pequena fragio na forma disponivel 0,1 mg dm>.
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Em solos menos intemperizados, o P ainda pode ocorrer em minerais primarios ou
fracamente ligados aos secundarios, deste modo, este elemento pode ser encontrado em forma
de Po, principalmente como fitato (Na-IHP). Ja para solos altamente intemperizados como os
Latossolos, predominam formas inorganicas ligados as argilas silicatadas e nos R-OH dos
oxihidroxidos de ferro e aluminio (VILAR et al., 2010).

A interacdo do P no solo pode ser notada pela alta afinidade de reagdo com alguns
metais como, Fe, Al e Ca. Essas reagdes ocorrem na solu¢do do solo, com a formagao de
compostos de solubilidade muito baixa. Ligagdes covalentes ou troca de ligantes resultam no P
adsorvido de forma irreversivel. A adsor¢do do fosfato aos oxihidroxidos de ferro e aluminio
se da nos sitios acidos de Lewis, onde os grupos OH e OH," ligados mono e tricordenadamente
ao Fe ou Al sao trocados pelo fosfato, caracterizando o fendmeno de troca de ligantes
(BARROW, 1983).

Em relagdo a disponibilidade de P em solos considera-se (RAILJ, 2011): i) fator
intensidade: representado pela concentragdo de P na solucdo do solo; ii) fator quantidade:
representado pelo P o que pode passar para a solugdo do solo, ou P 14bil; iii) fator capacidade
(poder tampao): representado pela condi¢do do solo de poder manter ou restabelecer o P em
solucdo, em niveis adequados, pela dissolu¢dao do elemento da fase so6lida; e iv) fator difusdo:
representado pelas caracteristicas que permitem aos ions fosfato migrar da superficie da fase
solida do solo, na qual se dissolvem, até a superficie das raizes.

O fornecimento de P as plantas cultivadas, de forma predominante, ocorre via
utilizacao de fertilizantes sintéticos. Devido ao expressivo consumo destes insumos, pesquisas
em geral dao maior destaque a estudos relacionados ao Pi do que Po. Os teores de Po
encontrados em solos ndo manejaveis sdo capazes de se manter, mesmo em solos de baixa
fertilidade, através da ciclagem do Po (CONTE; ANGHINONI; RHEINHEIMER, 2002). Em
solos florestais, o teor médio de Po total pode alcangar niveis de 160 mg dm™ (CUNHA et al.,
2007). As principais formas encontradas sdo fosfatos de inositol (até 80% Po total), que sdo
imobilizados por microrganismos que o utilizam como fonte de carbono e energia, implicando

na mineralizacdo e disponibiliza¢ao do P (SANTOS; GATIBONI; KAMINSKI, 2008).

2.3 Azospirillum brasilense e bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)
O género Azospirillum pertence ao grupo de BPCV de vida livre e sdo capazes de
sobreviver no solo livre de plantas hospedeiras. Sdo bactérias associativas endofiticas

facultativas, com capacidade de colonizar a rizosfera e regides internas de plantas (BALDANI

et al., 1997).
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A espécie Spirillum lipoferum descoberta e classificada pela pesquisadora Dr*.
Johanna Ddbereiner, foi subsequente reclassificada como A. brasilense e A. lipoferum, devido
a capacidade de fixagdo biologica de nitrogénio (azoto) (FBN), quando associada com
gramineas (DOBEREINER; MARRIEL; NERY, 1976). A partir da descoberta da capacidade
de fixacdo de N por 4. brasilense, varios trabalhos relacionados a inoculacdo em gramineas
foram realizados. Incrementos de até 20% na producao de graos e forragens foram observados,
bem como aumento de 120 kg N ha™! derivado da fixagdo biolégica. Por meio destes resultados,
Dr?. Débereiner contribuiu com mais de 300 publicagdes, reconhecida internacionalmente,
tornou-se a brasileira mais citada pela comunidade internacional (FRANCO; BODDEY, 1997).

Em relag@o aos beneficios proporcionados pelo Azospirillum, estudos sobre a obtengdo
de N pela fixacdao biologica em gramineas foram os primeiros a serem explorados. Porém,
poucos destes estdo relacionados ao ciclo do N dentro da célula. O mecanismo de FBN
proporcionado pelas bactérias associativas em plantas ndo leguminosas geraram controvérsia.
A transferéncia de nitrogénio ('N») fixada por Azospirillum para as plantas ¢ minima
(KENNEDY et al., 1997). Estudos relataram que grande parte do aumento no N total da planta,
¢ resultado do aumento da aquisi¢ao de nitrogénio mas nao através da atividade de nitrato
redutase bacteriana. Em atmosfera enriquecida de '°N», a fixacdo de N foi detectada em raizes
de trigo cultivado aos 26 dias, porém maiores niveis de '°N foram encontrados em brotos de
trigo (BASHAN; HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004). Através destes resultados, acredita-se que
o fornecimento de N por Azospirillum as plantas seja através do N que ¢ assimilado pelas
mesmas, no entanto ndo aproveitado no seu metabolismo (GOSWAMI; THAKKER;
DHANDHUKIA, 2016), no entanto, podem variar de 20% a 40% (DOBEREINER, 1997).

Atualmente, as bactérias diazotroficas sdo reconhecidas em promover o crescimento
de plantas, principalmente pela indugdo da producao de alguns fitohormonios bem conhecidos
como acido indolacético (AIA) (BALOTA et al., 1995; MEHDIPOUR MOGHADDAM,;
EMTIAZI; SALEHI, 2012), giberelina (BOTTINI et al., 1989), citocinina (CACCIARI et al.,
1989) e a inibi¢do da producao etileno (GLICK, 2005).

Ao avaliar o efeito do acido indol-3-acético (AIA) produzido por Azospirillum
brasilense sob o acimulo de amoénio intracelular em Chlorella vulgaris, foi observado um
aumento transitorio de AIA proporcionalmente as atividades das enzimas glutamina sintetase
(GS) e glutamato desidrogenase (GDH). Desta forma, o principal fitohorménio produzido por
A. brasilense pode estar envolvido na absor¢dao e assimilacdo do nitrogénio pelas plantas

(MEZA; DE-BASHAN; BASHAN, 2015).
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As BPCV também possuem a capacidade de inibir a produ¢do de etileno nas plantas
através da produ¢do da enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase, a qual
promove um desvio da rota da formacao do etileno, sequestrando e clivando o ACC produzido
na planta, e o convertem em a-cetobutirato e amonio, utilizado para seu metabolismo (GLICK,
2014). A redugdo de niveis de etileno nas plantas permite maior eficiéncia de resisténcia sob
condicdes de estresse ambiental, principalmente hidrico.

Uma importante parte dos microrganismos do solo possui a habilidade de solubilizar
fosfatos inorganicos (Pi) e mineralizar fosfatos organicos (Po), fornecendo P assimilavel as
raizes (GOSWAMI; THAKKER; DHANDHUKIA, 2016). O principal mecanismo utilizado
pelas bactérias solubilizadoras de fosfato (BSP) esta baseada na secre¢do de acidos organicos,
principalmente pela populacdo da rizosfera, ao passo que a mesma espécie de bactéria pode
promover tanto a solubilizacdo quanto a mineralizacdo de fosfatos no solo (AHEMAD:;
KIBRET, 2014).

A inoculacdao de BPCV sob desenvolvimento inicial de plantas de milho, incrementou
teor de N (103%) e P (41%) no tecido vegetal, em consequéncia foi observado aumento de até
30% no acumulo de massa de matéria seca da parte aérea (BALDOTTO et al., 2012).
Novakowiski et al. (2011), ao avaliarem a inoculagao de A. brasilense ¢ o teor residual de N na
cultura do milho, observaram economia de até 89 kg ha™! de N, comparado ao tratamento sem
inoculacdo. Os autores destacam os resultados devido a excrecdo de fitohormonios vegetais,
principalmente o AIA, por bactérias do género Azospirillum que desempenham papel essencial

na promogao de crescimento vegetal (MEZA; DE-BASHAN; BASHAN, 2015).

2.4 Agao de fungos micorrizicos arbusculares em plantas cultivadas

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) pertencem ao Filo Glomeromycota,
Classe Glomeromycetes (glomeromicetos). Estes organismos sdo biotroficos obrigatérios, que
se associam com raizes de angiospermas e gimnospermas, formando relacdo simbiotica
mutualista (REDECKER et al., 2013). Estudos relacionados a esses fungos tem ganhado
importancia devido ao papel que eles exercem na aquisi¢ao de nutrientes pelas plantas. Neste
caso pode-se destacar o P que ¢ o elemento mais limitante para o cultivo de plantas, devido a
sua baixa mobilidade e grande adsor¢ao no solo (MOTTA et al., 2002).

As micorrizas sdo classificadas quanto a morfologia. No Brasil as pesquisas tém
focado principalmente em trés tipos reconhecidos: endomicorrizas arbusculares, orquidoides e
ectomicorrizas. S3o consideradas ectomicorrizas quando as hifas se desenvolvem

intercelularmente formando a rede de Hartig. As endomicorrizas sdo caracterizadas quando as
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estruturas do fungo se desenvolvem intracelularmente (SOUZA et al., 2010). Vale destacar que
a infeccdo dessas espécies depende de condigdes favordveis como temperatura do ar e solo,
umidade e pH do solo (SCHWAN, 1984).

No processo de infeccao de FMA, a troca de sinais entre os simbiontes inicia-se antes
do contato fisico, através de exsudacdo pelas raizes capazes de estimular a ramificacdo das
hifas, chamadas fatores de ramificacdo (FR) (BUEE et al., 2000). Ap6s o desenvolvimento das
hifas na superficie das raizes, estas se diferenciam em apressorios € penetram através da
epiderme, ndo invadindo a regido meristematica e o tecido vascular (KIRTACHEK et al., 2009).
Além do crescimento intrarradicular, os FMA formam um micélio externo que se desenvolve
no solo formando extensa rede micelial que explora microambientes ndo alcancados pelas raizes
nao colonizadas por esses fungos (LAMBAIS; RAMOS, 2010).

A utilizagdo de FMA em areas degradadas apresenta papel importante, podendo
influenciar diretamente na aquisicdo de nutrientes e tolerancia a estresses ambientais, seja
quimico, fisico ou bioldgico. No processo de decomposi¢ao das hifas no solo ¢ liberado uma
glicoproteina denominada glomalina. Essa proteina atua na agregagao do solo influenciando a
relagdo carbono/nitrogénio (DRIVER; HOLBEN; RILLIG, 2005). Silva et al. (2014),
realizando estudo com revegetacdo, utilizando espécies de Sesbania virgata, Eucalyptus
camaldulensis e Acacia mangium, relataram que FMA demonstraram eficicia no aumento de
quantidade de proteinas do solo relacionada a glomalina.

A aplicagdo de inéculo micorrizico comercial (Glomus intraradices) em plantas de
milho resultou em produtividade similar a plantas que receberam fertilizagdo com NPK,
indicando que as raizes micorrizadas mobilizam mais P do que plantas ndo micorrizadas
(COZZOLINO; DI MEO; PICCOLO, 2013).

O déficit hidrico ¢ um dos mais importantes fatores de estresse abioticos que limitam
o crescimento e desenvolvimento das plantas. A utilizacdo de FMA pode aumentar a tolerancia
das plantas em condi¢des ambientais drasticas, especialmente em escassez de agua. Apesar dos
FMA também serem prejudicados pela deficiéncia hidrica, plantas de milho micorrizadas com
Claroideoglomus etunicatum mantém maior teor relativo de agua e apresentam maior eficiéncia do
uso da agua, em comparagao com plantas ndo micorrizadas (ZHU et al., 2012).

Apesar dos FMA apresentarem interagdo em relagdo a diversidade de microrganismos do
solo, bem como outras espécies de micorrizas (SILVA et al., 2014), Zhang et al. (2011), ao
avaliarem os efeitos da inoculagdo de Glomus mosseae, aplicacdes de fertilizantes organicos (FO)

e esterilizagdo do solo no crescimento de milho, observaram maior absor¢do de nutrientes e
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desenvolvimento das plantas quando foi aplicado 0,5 g dm? de FO, sob condi¢des de solo
esterilizado.

De acordo com os estudos ja desenvolvidos e relatados na literatura, fica evidente a
eficiéncia dos FMA na promog¢ao de crescimento das plantas, podendo estes efeitos serem
maximizados pela presenca de bactérias associativas como o A. brasilense. Vale destacar que
essas associacdes se mostram eficientes quando as plantas estdo sob condi¢des de estresses

abioticos como as deficiéncias hidrica e nutricional.

3 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AHEMAD, M.; KIBRET, M. Mechanisms and applications of plant growth promoting
rhizobacteria: Current perspective. Journal of King Saud University - Science, v. 26, n. 1, p.
1-20, jan. 2014. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/].jksus.2013.05.001>.

ARAUIJO, L. A. N. De; FERREIRA, M. E.; CRUZ, M. C. P. Da. Adubacao nitrogenada na
cultura do milho. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 39, n. 8, p. 771-777, 2004.
BALDANI, J.; CARUSO, L.; BALDANI, V. L. D.; GOI, S. R.; DOBEREINER, J. Recent
advances in BNF with non-legume plants. Soil Biology and Biochemistry, v. 29, n. 5-6, p.
911-922, maio 1997. Disponivel em:
<http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0038071796002180>.

BALDOTTO, L. E. B.; SILVA, L. G. J. S.; CANELLAS, L. P.; OLIVARES, F. L;
BALDOTTO, M. A. Initial growth of maize in response to application of rock phosphate,
vermicompost and endophytic bacteria. Revista Ceres, v. 59, n. 2, p. 262-270, 2012.
BALOTA, E. L.; LOPES, E. S.; HUNGRIA, M.; DOBEREINER, J. Interagoes ¢ efeitos
fisiologicos de bactérias diazotroficas e fungos micorrizicos arbusculares na mandioca.
Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 30, n. 11, p. 1335-1345, 1995.

BARROW, N. J. A mechanistic model for describing the sorption and desorption of phosphate
by soil. Journal of Soil Science, v. 34, n. 4, p. 733-750, dez. 1983. Disponivel em:
<http://doi.wiley.com/10.1111/j.1365-2389.1983.tb01068.x>.

BASHAN, Y.; HOLGUIN, G.; DE-BASHAN, L. E. Azospirillum -plant relationships:
physiological, molecular, agricultural, and environmental advances (1997-2003). Canadian
Journal of Microbiology, v. 50, n. 8, p. 521-577, 2004. Disponivel em:
<http://www.nrcresearchpress.com/doi/abs/10.1139/w04-035>.

BASTOS, A. L.; COSTA, J. P. V. da; SILVA, L. de F. da; RAPOSO, R. W. C.; OLIVEIRA, F.
de A.; ALBUQUERQUE, A. W. de. Resposta do milho a doses de fosforo. Revista Brasileira
de Engenharia Agricola e Ambiental, v. 14, n. 5, p. 485-491, maio 2010. Disponivel em:



22

<http://www.agriambi.com.br>.

BOTTINI, R.; FULCHIERI, M.; PEARCE, D.; PHARIS, R. P. Identification of gibberellins
A(1), A(3), and Iso-A(3) in cultures of Azospirillum lipoferum. Plant physiology, v. 90, n. 1,
p. 45-7, maio 1989. Disponivel em:
<http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1061674&tool=pmcentrez&rend
ertype=abstract>. Acesso em: 23 mar. 2016.

BRIEGER, F. G. Estudos experimentais sobre a origem do milho. Anais da Escola Superior
de Agricultura Luiz de Queiroz, v. 1, n. 0, p. 225-277, 1944. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0071-

1276194400010001 1 &Ing=pt&nrm=iso&tlng=en>. Acesso em: 31 jan. 2017.

BUEE, M.; ROSSIGNOL, M.; JAUNEAU, A.; RANJEVA, R.; BECARD, G. The pre-
symbiotic growth of arbuscular mycorrhizal fungi is induced by a branching factor partially
purified from plant root exudates. Molecular Plant-Microbe Interactions, v. 13, n. 6, p. 693—
698, jun. 2000. Disponivel em:
<http://apsjournals.apsnet.org/doi/abs/10.1094/MPM1.2000.13.6.693>.

CACCIARI, L; LIPPI, D.; PIETROSANTI, T.; PIETROSANTI, W. Phytohormone-like
substances produced by single and mixed diazotrophic cultures of Azospirillum and
Arthrobacter. Plant and Soil, v. 115, n. 1, p. 151-153, 1989.

CONAB: COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO. Acompanhamento da Safra
Brasileira de GraosMonitoramento agricola- Safra 2016/2017. [s.l: s.n.]. Disponivel em:
<http://www.conab.gov.br>.

CONTE, E.; ANGHINONI, I.; RHEINHEIMER, D. S. Fésforo da biomassa microbiana e
atividade de fosfatase 4cida apos aplicacdo de fosfato em solo no sistema plantio direto. Revista
Brasileira de Ciéncia do Solo, v. 26, n. 4, p. 925-930, dez. 2002. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
06832002000400009&Ing=pt&nrm=iso&tlng=en>.

COZZOLINO, V.; DI MEO, V.; PICCOLO, A. Impact of arbuscular mycorrhizal fungi
applications on maize production and soil phosphorus availability. Journal of Geochemical
Exploration, v. 129, p. 4044, 2013. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.gexplo.2013.02.006>.

CUNHA, G. de M.; GAMA-RODRIGUES, A. C. da; COSTA, G. S.; VELLOSO, A. C. X.
Fosforo organico em solos sob florestas montanas, pastagens e eucalipto no Norte Fluminense.
Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, v. 31, n. 4, p. 247-255, ago. 2007. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-



23

06832007000400007 &Ing=pt&nrm=iso&tlng=pt>.

DOBEREINER, J. Biological nitrogen fixation in the tropics: Social and economic
contributions. Seoil Biology and Biochemistry, v. 29, n. 5-6, p. 771-774, 1997.
DOBEREINER, J.; MARRIEL, I. E.; NERY, M. Ecological distribution of Spirillum lipoferum
Beijerinck. Canadian Journal of Microbiology, v. 22, n. 10, p. 1464-1473, out. 1976.

DOS SANTOS, R. D.; PEREIRA, L. G. R.; NEVES, A. L. A.; AZEVEDO, J. A. G.; DE
MORAES, S. A.; COSTA, C. T. F. Caracteristicas agrondmicas de variedades de milho para
producado de silagem. Acta Scientiarum - Animal Sciences, v. 32, n. 4, p. 367-373, 2010.
DRIVER, J. D.; HOLBEN, W. E.; RILLIG, M. C. Characterization of glomalin as a hyphal
wall component of arbuscular mycorrhizal fungi. Soil Biology and Biochemistry, v. 37, n. 1,
p- 101-106, jan. 2005. Disponivel em:
<http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0038071704002718>.

FRACHEBOUD, Y.; HALDIMANN, P.; LEIPNER, J.; STAMP, P. Chlorophyll fluorescence
as a selection tool for cold tolerance of photosynthesis in maize (Zea mays L.). Journal of
Experimental Botany, v. 50, n. 338, p. 1533-1540, 1999. Disponivel em:
<http://jxb.oxfordjournals.org/content/50/338/1533.abstract>.

FRANCO, A. A.; BODDEY, R. M. Dr Johanna Dé&bereiner: A brief biography. Soil Biology
and Biochemistry, v. 29, n. 5-6, p. ix—xi, maio 1997. Disponivel em:
<http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0038071796002362>.

FRITSCHE-NETO, R.; RESENDE, M. D. V.; MIRANDA, G. V.; DOVALE, J. C. Selegao
genomica ampla e novos métodos de melhoramento do milho. Revista Ceres, v. 59, n. 6, p.
794-802, dez. 2012. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-
737X2012000600009&Ing=pt&nrm=iso&tlng=en>. Acesso em: 31 jan. 2017.

GLICK, B. R. Modulation of plant ethylene levels by the bacterial enzyme ACC deaminase.
FEMS Microbiology Letters, v. 251, n. 1, p. 1-7, 1 out. 2005. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16099604>. Acesso em: 25 jan. 2017.

GLICK, B. R. Bacteria with ACC deaminase can promote plant growth and help to feed the
world. Microbiological Research, v. 169, n. 1, p. 30-39, jan. 2014. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.micres.2013.09.009>.

GOSWAMI, D.; THAKKER, J. N.; DHANDHUKIA, P. C. Portraying mechanics of plant
growth promoting rhizobacteria (PGPR): A review. Cogent Food & Agriculture,v.2,n. 1, 19
jan. 2016. Disponivel em:

<https://www.cogentoa.com/article/10.1080/23311932.2015.1127500>. Acesso em: 16 jan.



24

2017.

GYANESHWAR, P.; NARESH KUMAR, G.; PAREKH, L. J.; POOLE, P. S. Role of soil
microorganisms in improving P nutrition of plants. Plant and Soil, v. 245, n. 1, p. 83-93, 2002.
Disponivel em: <http://link.springer.com/10.1023/A:1020663916259>.

HAAS, J.; CREAMER, W.; HUAMAN MESIA, L.; GOLDSTEIN, D.; REINHARD, K.;
RODRIGUEZ, C. V. Evidence for maize (Zea mays) in the Late Archaic (3000-1800 B.C.) in
the Norte Chico region of Peru. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, v. 110, n. 13, p. 4945-9, 2013. Disponivel em:
<http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=3612639&tool=pmcentrez&rend
ertype=abstract>.

HURTADO, S. M. C.; RESENDE, A. V. de; SILVA, C. A.; CORAZZA, E. J.; SHIRATSUCHI,
L. S. Variagado espacial da resposta do milho a adubagao nitrogenada de cobertura em lavoura
no cerrado. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 44, n. 3, p. 300-309, mar. 2009. Disponivel
em: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
204X2009000300012&Ing=pt&nrm=iso&tlng=pt>.

KENNEDY, I. R.; PEREG-GERK, L. L.; WOOD, C.; DEAKER, R.; GILCHRIST, K.
KATUPITIYA, S. Biological nitrogen fixation in non-leguminous field crops: Facilitating the
evolution of an effective association between Azospirillum an wheat. Plant and Soil, v. 194, n.
172, p. 65-79, 1997. Disponivel em: <http://link.springer.com/10.1023/A:1004260222528>.
KIRIACHEK, S. G.; AZEVEDO, L. C. B. de; PERES, L. E. P.; LAMBAIS, M. R. Regulacao
do desenvolvimento de micorrizas arbusculares. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, v. 33,
n. 1, p. 1-16, fev. 2009. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-

06832009000100001 &Ing=pt&nrm=iso&tlng=pt>.

LAMBAIS, M. R.; RAMOS, A. C. Sinalizagdo ¢ transdu¢do de sinais em micorrizas
arbusculares. In: SIQUEIRA, J. O. et al. Micorrizas: 30 anos de pesquisa no Brasil. Lavras:
Editora UFLA, 2010. p. 119-132.

MEHDIPOUR MOGHADDAM, M. J.; EMTIAZI, G.; SALEHI, Z. Enhanced auxin production
by Azospirillum pure cultures from plant root exudates. Journal of Agricultural Science and
Technology, v. 14, n. 5, p. 985-994, 2012.

MEZA, B.; DE-BASHAN, L. E.; BASHAN, Y. Involvement of indole-3-acetic acid produced
by Azospirillum brasilense in accumulating intracellular ammonium in Chlorella vulgaris.
Research in Microbiology, v. 166, n. 2, p. 72-83, 2015. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.resmic.2014.12.010>.



25

MOTTA, P. E. F.; CURI N.; SIQUEIRA, J. O.; VAN RAIJ, B.; FURTININETO, A. E.; LIMA,
J. M. Adsor¢do e formas de fosforo em latossolos: influéncia da mineralogia e histdrico de uso.
Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, v. 26, n. 2, p. 349-359, jun. 2002. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
06832002000200008&Ing=pt&nrm=iso&tlng=en>. Acesso em: 16 jan. 2017.

NAVES, M. M. V; SILVA, M. S. S.; CERQUEIRA, F. M.; PAES, M. C. D. Avalia¢do quimica
e bioldgica da proteina do grao em cultivares de milho de alta qualidade protéica. Pesquisa
Agropecuaria Tropical (Agricultural Research in the Tropics), v. 34, n. 1, p. 1-8, 2004.
NOVAIS, R. F. de; SMYTH, T. J. Fésforo em solo e planta em condigdes tropicais.
Informacgdes Agrondmicas, v. 87, p. 10—11, 1999.

NOVAKOWISKI, J. H.; SANDINL L. E.; FALBO, M. K.; MORAES, A. de; NOVAKOWISKI,
J. H.; CHENG, N. C. Efeito residual da adubacao nitrogenada e inoculacao de Azospirillum
brasilense na cultura do milho. Semina: Ciéncias Agrarias, v. 32, n. Suplp, p. 1687-1698, 6
dez. 2011. Disponivel em:
<http://www.uel.br/revistas/uel/index.php/semagrarias/article/view/1687>.

RAIJ, B. van. Fertilidade do solo e manejo de nutrientes. Piracicaba: IPNI, 2011. 420p.
REDECKER, D.; SCHUSSLE, A.; STOCKINGER, H.; STURMER, S. L.; MORTON, J. B.;
WALKER, C. An evidence-based consensus for the classification of arbuscular mycorrhizal
fungi (Glomeromycota). Mycorrhiza, v. 23, n. 7, p. 515-531, 2013. Disponivel em:
<http://link.springer.com/10.1007/s00572-013-0486-y>.

RUIZ-SANCHEZ, M.; ARMADA, E.; MUNOZ, Y.; GARCIA DE SALAMONE, 1. E.;
AROCA, R.; RUIZ-LOZANO, J. M.; AZCON, R. Azospirillum and arbuscular mycorrhizal
colonization enhance rice growth and physiological traits under well-watered and drought
conditions. Journal of Plant Physiology, v. 168, n. 10, p. 1031-1037, jul. 2011. Disponivel
em: <http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0176161711000794>.

SA, J. C. de M.; FERREIRA, A. de O.; BRIEDIS, C.; VIEIRA, A. M.; FIGUEIREDO, A. G.
de. Crescimento radicular, extracdo de nutrientes e produgdo de grios de genotipos de milho
em diferentes quantidades de palha de aveia-preta em plantio direto. Revista Brasileira de
Ciéncia do Solo, v. 34, n. 4, p. 1207-1216, ago. 2010. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
06832010000400020&Ing=pt&nrm=iso&tlng=pt>. Acesso em: 1 fev. 2017.

SANTOS, D. R. Dos; GATIBONI, L. C.; KAMINSKI, J. Fatores que afetam a disponibilidade
do fosforo e o manejo da adubacao fosfatada em solos sob sistema plantio direto. Ciéncia

Rural, v. 38, n. 2, p. 576-586, 2008.



26

SILVA, C. F. da; ARAUJO, J. L. S. de; SILVA, E. M. R. da; PEREIRA, M. G.; SCHIAVO, I.
A.; FREITAS, M. S. M. de; SAGGIN-JUNIOR, O. J.; MARTINS, M. A. Comunidade de
fungos micorrizicos arbusculares: diversidade, composi¢dao e glomalina em area revegetada
com sesbania. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, v. 38, n. 2, p. 423-431, abr. 2014.
Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
06832014000200007 &Ing=pt&nrm=iso&tlng=en>.

SILVA, F. C. da; RAIJ, B. Van. Disponibilidade de fosforo em solos avaliada por diferentes
extratores. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 34, n. 2, p. 267-288, fev. 1999. Disponivel
em: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
204X1999000200016&Ing=pt&nrm=iso&tlng=pt>. Acesso em: 1 fev. 2017.

STRUIK, P. C. Physiology of forage maize (zea mays l.) in relation to its production and
quality. 1983. 233 p. Tese (Doutorado em Ciéncia Pecuaria) - Universidade de Agricultura,
Wageningen, 1983. Disponivel em:
<http://books.google.be/books/about/Physiology of forage maize Zea mays L in.html?id=
RjchAQAAMAAJ&pgis=1>.

SOUZA, F. A. et al. Classificagdo e taxonomia de fungos micorrizicos arbusculares e sua
diversidade e ocorréncia no Brasil. In: SIQUEIRA, J. O. et al. Micorrizas: 30 anos de pesquisa
no Brasil. Lavras: Editora UFLA, 2010. p. 15-73.

SCHWAN, K. R. F. Caracterizacao, incidéncia e ecologia de micorrizas em viveiro e
florestas de Eucalyptus spp, na regiao de Vicosa, Minas Gerais. 1984. 55 p. Tese (Doutorado
em Microbiologia Agricola) — Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, 1984.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia Vegetal. 5th. ed. Porto Alegre: ArtMed, 2013.

VILAR, C. C.; COSTA, A. C. S. da; HOEPERS, A.; SOUZA JUNIOR, I. G. de. Capacidade
maxima de adsor¢do de fosforo relacionada a formas de ferro e aluminio em solos subtropicais.
Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, v. 34, n. 4, p. 1059-1068, ago. 2010. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
06832010000400006&Ing=pt&nrm=iso&tlng=pt>.

WEI, S.; WANG, X.; SHI, D.; LI, Y.; ZHANG, J.; LIU, P.; ZHAO, B.; DONG, S. The
mechanisms of low nitrogen induced weakened photosynthesis in summer maize (Zea mays L.)
under field conditions. Plant Physiology and Biochemistry, v. 105, p. 118-128, 2016.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.plaphy.2016.04.007>.

ZHANG, G.-Y.; ZHANG, L.-P.; WEI, M.-F.; LIU, Z.; FAN, Q.-L.; SHEN, Q.-R.; XU, G.-H.
Effect of arbuscular mycorrhizal fungi, organic fertilizer and soil sterilization on maize growth.

Acta Ecologica Sinica, v. 31, n. 4, p. 192-196, 2011. Disponivel em:



27

<http://dx.doi.org/10.1016/j.chnaes.2011.04.005>.

ZHU, X. C.; SONG, F. B.; LIU, S. Q.; LIU, T. D.; ZHOU, X. Arbuscular mycorrhizae improves
photosynthesis and water status of Zea mays L. under drought stress. Plant, Soil and
Environment, V. 58, n. 4, p. 196-203, 2012. Disponivel em:
<http://www.agriculturejournals.cz/publicFiles/63009.pdf>.



28

4 ARTIGO 1 - Beneficios no crescimento e trocas gasosas de plantas de milho inoculadas
com Azospirillum brasilense sob adubacio fosfatada em cultivo sucessivo e adubacio
nitrogenada

Resumo: A inoculacdo de Azospirillum brasilense, bem como seus beneficios no
desenvolvimento da cultura do milho pode apresentar beneficios no cultivo sucessivo. O
objetivo do trabalho foi analisar o crescimento e trocas gasosas de plantas de milho conduzidas
em casa de vegetacdo, sob doses de fosforo e inoculagao de 4. brasilense, bem como os efeitos
residuais desses fatores sob segundo cultivo de milho em resposta a adubacao nitrogenada de
cobertura. Para o primeiro cultivo, utilizou-se o delineamento em blocos ao acaso com quatro
repeticdes, com esquema fatorial 2x4 onde se testou a inoculacdo de 4. brasilense e tratamento
sem inoculacdo, e quatro doses de adubacao fosfatada, desprovido da adubagao nitrogenada.
No segundo cultivo, foi avaliado o efeito residual da inoculacao e doses de P, obtendo o mesmo
esquema fatorial (2x4) e tratamentos, sob cultivo sucessivo de milho, com adi¢do nitrogenada
de cobertura. A inoculacdo de A. brasilense em sementes de milho juntamente a adubagdo
fosfatada, sem adubagdo nitrogenada, proporcionou maior desenvolvimento de plantas, aos 36
dias apos emergéncia. Sob dose de 300 mg dm™, plantas de milho conduzidas com adi¢io de
adubacdo nitrogenada de cobertura e populacdo remanescente de 4. brasilense, demonstraram
efeito positivo em relagcdo ao desenvolvimento da cultura. Em consequéncia do maior teor de P
e clorofila foliar, tais plantas apresentaram maior taxa de assimilacdo liquida de COo,
transpiracao foliar, condutancia estomatica, concentragdo interna de CO» e eficiéncia no uso da
agua.

Palavras-chave: Zea mays L. Bactérias promotoras de crescimento vegetal. Fotossintese.
Fosforo.

Abstract: Inoculation of Azospirillum brasilense, as well as its non-developmental benefits of
maize can yield benefits not successive cultivation. The objective of this work was to analyze
the growth and gas exchange of corn plants conducted under greenhouse conditions, under
doses of phosphorus and inoculation of A. brasilense, as well as the residual effects of the
factors in the second corn crop in response to nitrogen fertilization of coverage for the first
cultivation, a randomized complete block design with four replications was used, with a 2x4
factorial scheme, where an inoculation of 4. brasilense and control treatment was tested, and
four doses of phosphate fertilization, without nitrogen fertilization, were tested. In the second
crop, the residual effect of the inoculation and P doses were evaluated, obtaining the same
factorial scheme (2x4) and treatments, under successive cultivation of corn, with nitrogen
addition of cover. The inoculation of 4. brasilense on corn seeds with phosphate fertilization,
without nitrogen fertilization, provided a higher development of plants at 36 days after
emergence. Under a dose of 300 mg dm™, corn plants conducted with addition of nitrogen
fertilization and the remaining population of 4. brasilense showed a positive effect in relation
to the development of the crop. As a consequence of the higher content of P and leaf
chlorophyll, these plants had higher rates of CO» assimilation, leaf transpiration, stomatal
conductance, CO> internal concentration and water use efficiency.

Key words: Zea mays L. Plant growth promoting bacteria. Photosynthesis. Phosphorus.
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5 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € o principal cereal produzido no Brasil, com produ¢do de 80
milhdes de toneladas na safra 2016/2017 (CONAB, 2017). Para isso, a cultura requer a
utilizacao de elevadas quantidades de fertilizantes, dentre eles o nitrogénio (N) e o fosforo (P),
que sdo cruciais para atender a produgdo e acimulo de massa. O N ¢ o elemento mais exigido
pela cultura, tornando-o fator limitante na produgao de graos (ARGENTA et al., 2003; BASI et
al.,2011). Embora a exigéncia de P pelo milho seja inferior a de N e potéssio (K), a capacidade
de adsorcao de P recorrente nos solos brasileiros evidencia a necessidade de grandes
quantidades de adubagdo fosfatada (10% — 30% da capacidade maxima de adsorcdo de P -
CMAP) no cultivo do milho, variando de acordo com o tipo de solo (BASTOS et al., 2010).

O fornecimento de N e P ocorre predominantemente através do uso de fertilizantes
sintéticos. O N ¢ absorvido na forma de NO3 e NH4" ¢ o P como H,PO4", ambos suscetiveis a
perdas significativas, através da lixiviagao e erosao, respectivamente. De forma diferente do N,
que apresenta mobilidade no solo, o P com taxa de difusdo no solo (10"'!") torna-se um elemento
de baixa mobilidade, resultado da retencdo do P pela interacdo com célcio (Ca), ferro (Fe) e
aluminio (Al), tendo assim, menor acessibilidade as raizes. Tal condigdo ¢ agravada em solos
intemperizados, devido adsor¢ao a superficies de 6xidos e oxi-hidroxidos de Fe e Al, originando
fosfatos inorgénicos, formas nao labeis (MOTTA et al., 2002).

Como opg¢ao para maximizar o uso de nutrientes, tem-se a utilizagdo das bactérias
promotoras de crescimento vegetal (BPCV), como o Azospirillum brasilense, que se associam
as raizes e se desenvolvem na rizosfera e em regides internas das plantas (BASHAN;
HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004). Isto promove o aumento da superficie de contato das raizes,
através do desenvolvimento de pelos radiculares, permitindo maior absor¢ao de d4gua e minerais
da solugdo do solo (DOBBELAERE et al, 2002). Deve-se considerar também a
disponibiliza¢do de N provido da fixacdo biologica (BALDANI et al., 1997), variando de 20%
a40% (DOBEREINER, 1997), através do N nao utilizado para seu metabolismo (GOSWAMI;
THAKKER; DHANDHUKIA, 2016).

A espécie A. brasilense atua também como bactéria solubilizadora de fosfato (BSP),
seja em leguminosa (CHARANA WALPOLA; YOON, 2013) quanto em graminea (INAGAKI
et al., 2014). As BSP ao colonizarem raizes de seu hospedeiro sdo capazes de sintetizar dcidos
organicos, que solubilizam fosfatos inorganicos (AHEMAD; KIBRET, 2014). Além da
solubilizagdo de fosfatos, espécies do género Azospirillum possuem potencial em producao de

fitohormdnios promotores de crescimento vegetal como auxina, citocinina, giberelina e inibi¢do
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da sintese de etileno nas folhas (AHEMAD; KIBRET, 2014; GOSWAMI; THAKKER;
DHANDHUKIA, 2016).

Por conseguinte, Dartora et al. (2013), ao avaliarem a interacao de A4. brasilense ¢ H.
seropedicae juntamente a adubagdo nitrogenada, relataram efeito positivo para a cultura do
milho com incremento de 7% na produtividade comparado ao tratamento sem inoculagdo.
Plantas de milho inoculadas com BPCV resultaram incrementos significativos no acimulo de
N (11%), P (30%) e K (17%) no tecido vegetal, durante o desenvolvimento inicial das plantas
(BALDOTTO et al., 2012b). Em relacdo ao N, estes resultados podem estar atribuidos ao
aumento da atividade da enzima nitrato redutase (DE SALOMONE; DOBEREINER, 1996).

Novakowiski et al. (2011) observaram efeito residual da adubagdo nitrogenada,
aplicada em culturas de inverno, sob cultivo sucessivo de milho inoculado com A. brasilense.
A produtividade da cultura foi superior quando comparada ao tratamento sem inoculagdo,
mesmo com aumento da quantidade de N aplicada no inverno. Baldani et al. (1997) relatam que
bactérias endofiticas facultativas sdo menos afetadas em solos esterilizados, indicando que
fatores bidticos interferem na sobrevivéncia dessas bactérias. O efeito do cultivo sucessivo sob
o efeito residual do A. brasilense no solo ainda € pouco conhecido. Desta forma, a absorc¢ao de
nutrientes pelas raizes de forma eficiente, diminuindo perdas e otimizando o aproveitamento da
fertilidade do solo, através da inoculacao de 4. brasilense, bem como seu efeito sob o cultivo
sucessivo, podem influenciar positivamente no desenvolvimento da cultura do milho.

Neste contexto, o objetivo do trabalho foi analisar o crescimento e trocas gasosas de
plantas de milho conduzidas sob doses de fosforo e inoculagao de 4. brasilense, bem como os
efeitos residuais desses fatores sob segundo cultivo de milho sob a adubagdo nitrogenada de
cobertura.

6 MATERIAL E METODOS

6.1 Local e delineamento experimental

O experimento foi realizado de setembro a dezembro de 2014, na Estacdo de
Horticultura e Cultivo Protegido “Prof. Dr. Mario César Lopes” pertencente a Unioeste, no
municipio de Marechal Candido Rondon, PR, conduzido em estufa com teto tipo arco, revestida
com filme de polietileno de baixa densidade (150 um de espessura) e laterais protegidas com
tela branca de 40% de sombreamento.

A pesquisa se compde em dois cultivos, ambos sob o delineamento em blocos ao acaso
com esquema fatorial 2 x 4 com quatro repeti¢cdes. No primeiro cultivo utilizou-se a inoculagao

A. brasilense e tratamento sem inoculagdo como primeiro fator, ja para o segundo fator foram
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realizadas adubagdes fosfatadas no solo, 0; 150; 300 e 450 mg dm™ de P. No segundo cultivo,
foi utilizado o mesmo solo sem revolvimento. Entdo, para o primeiro fator alocou-se a
populagdo remanescente de A. brasilense juntamente ao tratamento sem inoculacdo, € o

segundo fator determinado pelo teor de fosforo remanescente no solo apos primeiro cultivo.

6.2 Solo, inoculagdo de sementes e adubagao fosfatada

O solo utilizado foi classificado como Latossolo Vermelho Eutroférrico (LVef)
(SANTOS et al., 2013), apresentando as seguintes caracteristicas quimica e fisica, P= 5,56 mg
dm; MO= 17,77 g dm™; pH (CaCl,)= 4,67; H+Al= 3,44 cmol. dm™; AI*"= 0,20 cmol. dm;
K™= 0,13 cmol; dm™; Ca*= 3,82 cmolc dm; Mg*= 1,03 cmol. dm™; SB= 4,98 cmol. dm™;
CTC= 8,42 cmol. dm™; V%= 59,14; Al%= 3,86; 578,00 g kg™ de argila, 348,58 g kg™ de silte
e 73,42 gkg! de areia.

Apos secagem em condigcdes ambiente o solo foi submetido a adubagdo fosfatada
conforme tratamentos estabelecidos e homogeneizacao utilizando superfosfato simples (17%
de P>0Os) como fonte de P, em seguida irrigadas e mantida em repouso por 30 dias em vasos de
8 dm?’ (unidade experimental).

O inoculante contendo a espécie de 4. brasilense estirpe AbVS5, foi fornecido pelo
laboratorio de Bioquimica e Biologia molecular da UFPR de Curitiba, PR. O volume de solugao
inoculadora adotada foi de 4 mL para 1000 sementes, contendo a concentracio de 10® unidades
formadoras de coldonias mL"' (UFC mL™), aferido no Laboratério de Fisiologia Vegetal
pertencente a Unioeste, Marechal Candido Rondon, PR.

A inoculagdo foi realizada em sacos plasticos devidamente esterilizados com 1000
sementes do hibrido de milho 30F53H Pioneer®™ dentro de uma cAmara de fluxo laminar, apds
ser submetida a 30 min de lampada germicida UV com o intuito da reducdo do niimero de
microrganismos nas superficies € no ar. Com o intuito de ndo ocorrer interferéncia na
embebicdo das sementes em diferentes volumes de inoculacdo, com utilizagdo de agua
destilada, foi mantido o mesmo volume do liquido de inoculante para cada tratamento. Apds
serem tratadas e homogeneizadas, as sementes foram mantidas em repouso por 12 horas a
sombra e temperatura ambiente, 25 °C. Foram semeadas seis sementes por vaso € aos quatro
dias apos emergéncia (DAE) houve desbaste para estabelecer trés plantas por vaso.

No primeiro cultivo do experimento, a cultura foi conduzida até fase vegetativa V5
(35 DAE), sem adubagao nitrogenada. No segundo cultivo, com solo nao revolvido, foram
semeadas o mesmo hibrido 30F53H, que se conduziu até fase V10 (55 DAE), provida de uma
adubacdo nitrogenada em cobertura utilizando uma dose de 50 mg dm™ de N (uréia), fase V5

(33 DAE). As adubacdes de fosforo e nitrogénio (50%) foram baseadas conforme
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recomendagao de ensaios em ambiente controlado (NOVAES; NEVES; BARROS, 1991), ao
passo que as doses de P foram determinadas em 0%, 50%, 100% e 150% de 300 mg dm.

6.3 Trocas gasosas

Com auxilio do medidor portatil de trocas gasosas Infra-Red Gas Analyzer (IRGA) Li-
6400XT, medidas tipo “survey” foram realizadas obtendo-se as seguintes variaveis: 4 — Taxa
de assimilagdo liquida de COz (umol CO2 m™? s!); E — Taxa de transpiragio (mmol H2O m™ s~
); gs—Condutancia estomatica (mol H.O m? s'); Ci — Concentragio interna de
COz (umol CO2 mol™!); EUA - Eficiéncia no uso da agua A/E; EiUA — Eficiéncia intrinseca no
uso da agua A/g;.

As analises foram realizadas em folhas totalmente expandidas e expostas a luz solar
direta, na regido do ter¢o médio foliar, dois ter¢os do comprimento da folha, a partir da base.
Utilizou-se densidade padrdo de 1200 pmols de densidade de fétons, fluxo de ar padronizado a
500 pum por minuto e 400 umols de CO; utilizando cilindro de gas de diéxido de carbono
pressurizado, 12 g (LI-COR).

No primeiro cultivo, as analises tipo “survey” foram realizadas na fase vegetativa V3
(14 DAE) e curvas de densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA) durante
a fase V5 (35 DAE), as quais perduraram entre 8h00min a 9h00min e 10h00min a 11h0Omin,
respectivamente, em folhas completamente expandidas e expostas ao sol. Portanto, exibiram
diferentes temperaturas do ar interno da camara, temperatura das folhas e do bloco da camara

(Figura 1).
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Figura 1 - Temperatura do ar interno da camara foliar, temperatura foliar e do bloco da camara
durante avaliacdo em V3 (A) e V5 (B) em plantas de milho, do primeiro cultivo, submetidos a
inoculagdo de 4. brasilense e conduzidas sob doses de fosforo no solo.

Durante a fase fenoldgica V5, foram realizadas andlises de curvas com diferentes
densidades de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA). Para isso, foram utilizados
quatro tratamentos, 300 mg dm™ de P e sem adubagio fosfatada e com e sem inoculacio de A.
brasilense. Utilizando o mesmo equipamento IRGA (Li-6400XT), as densidades de fotons
variaram de forma decrescente, 2200; 1800; 1450; 960; 480; 240; 120; 80; 40; 20; 10 ¢ 0 umol,
com fluxo de ar padronizado a 500 mL por minuto e 400 umols de CO; de referéncia, durante
o periodo de 8h00 a 12h00.

A curva de resposta de A e DFFFA foi ajustada de acordo com a equaciao (PRADO;
DE MORAES, 1997):

A=Anax [l - e kQ- QC)]

Abaixo de 240 pmol fotons m™? s™! variou-se a DFFFA em intervalos menores, para
que possa obter varios pontos e calcular a eficiéncia quantica aparente (®[pumol CO2/ pmol
fotons]). Utilizou-se um ajustamento de equacdo linear: A = a+®.Q, onde “a” e “®” sdo
coeficientes de ajuste e “Q” representa a densidade de fotons. Na intersecc¢ao da reta no eixo X,

tem-se o valor do ponto de compensacao de luz.
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No segundo cultivo, avaliou-se as trocas gasosas das plantas tratadas com doses de P
e inoculadas com A. brasilense em resposta a adubagdo nitrogenada de cobertura. Foram
efetuadas sete dias de avaliagdes tipo “survey”, sendo que a 1* e 2* avaliacdo antecederam a
adubacdo nitrogenada aos 30 e 31 DAE (V4-5), e posteriormente, 3?, 4% 5% 6 e 7* avaliagdo
aos 37 (V6),40 (V7),43 (V7),47 (V8) e 48 (V8) DAE, respectivamente. Da mesma forma que
foi apresentada no primeiro cultivo, as andlises foram realizadas no periodo matutino (8h00Omin
a 11h00min) em folhas totalmente expandidas desprovida de sombreamento, no ter¢o médio da
folha.

Tabela 1 - Temperatura foliar madxima e minima durante cada periodo de avaliacao
Variagdo de temperatura foliar (°C)

Dia de avaliacdo 1°dia  2°dia .. 3°dia 4°dia  5°dia 6° dia 7° dia
Méxima 30,07 27,99 gf 31,13 3741 34,14 33,317 30,83
Minima 2730 26,67 “° 3045 31,85 3344 29,56 28,96

6.4 AvaliacOes morfobiométricas e teor foliar de N ¢ P

No primeiro cultivo, aos 36 DAE (V5) ap6s avaliagcdes das medidas de trocas gasosas,
com o auxilio do medidor portatil SPAD 502 plus Konica Minolta, aferiu-se o teor relativo de
clorofila foliar, indice SPAD. As plantas foram coletadas e submetidas a avaliagdes de
comprimento de plantas (CP); volume do colmo (VC) calculado pela altura (h) e raio da
circunferéncia apical (ra) e basal do colmo (rg):

VC: [(nxh/3)x(rg% + 18 X 1A + 1A%)]

Area foliar (AF) obtida pela equagdo proposta por Benincasa (2003):
AF: [(AFa x MSFt1)/MSFa]

Onde AFa representa a area foliar da amostra coletada, MSFt ¢ a massa de matéria
seca foliar total ¢ MSFA é a massa de matéria seca foliar da amostra. As amostras foram
armazenadas em sacos tipo kraft e mantidas em estufas com circulagdo de ar for¢ado a 65 °C,
obtendo-se massa de matéria seca de colmo+bainha (MSCB), folhas (MSF) e parte aérea
(MSPA).

No segundo cultivo, com o intuito de avaliar a variacdo do teor relativo de clorofila
foliar em fun¢do da adubacdo nitrogenada (V5), aferiu-se o indice SPAD em 8§ dias durante as
fases vegetativas, V4, V5, V6, V7 e V8, em duas regides da folha: o ter¢co médio e tergo apical
foliar, ou seja, dois tercos e trés ter¢os do comprimento da folha, respectivamente, a partir da

base.
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Aos 55 DAE, com auxilio de uma régua graduada, foi mensurado o comprimento de
planta (CP), diametro basal do colmo (DC) utilizando um paquimetro digital, area foliar (AF),
além de massa de matéria seca de colmo-+bainha (MSCB), foliar (MSF) e parte aérea (MSPA).

Para a determinagdo do teor de N e P nas folhas, estas foram moidas e digeridas em
acido sulfurico. O P foi determinado por espectrofotometria e a concentracdo de N foi

determinada por digestdo com 4cido sulfurico e destilacdo de Kjeldahl (EMBRAPA, 2009).

6.5 Andlise estatistica

Os dados foram tabulados e com o auxilio do programa estatistico Sisvar 5.3,
(FERREIRA, 2014) submetidos a analise de varidncia. Havendo significancia para os fatores
inoculacdo de A. brasilense e/ou doses de P no solo, foi realizado o teste de comparagdo de
médias Tukey e andlise de regressao, respectivamente.

Levando-se em consideracdo a interacao entre dias apos emergéncia e doses de P no
solo, os dados foram ajustados no programa estatistico “Sigma Plot” por meio de regressao ndo-
linear utilizando-se o modelo Paraboléide com a equacdo f=y0+ax+by+cx?*+dy? e onde: (a), (b)
e (c) sao os parametros estimados, (f) representa o parametro avaliado, (x) os dias apos

emergéncia e (y) as doses de P no solo.

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 1° Cultivo

A andlise de variancia mostrou interacao entre os fatores inoculagdo de 4. brasilense
e doses de P, quando testadas as variaveis de comprimento de plantas (CP) e area foliar (AF).
As doses de P foram significativas para CP, nimero de folhas (NF), indice SPAD (SPAD),
volume de colmo (VC), massa de matéria seca de colmo+bainha (MSCB), massa de matéria
seca de folhas (MSF) e parte aé¢rea (MSPA), apresentando significncia a 1% de probabilidade.
Ao comparar o fator inoculacdo de A. brasilense de forma isolada, ndo foi observado diferenga

pelo teste F para nenhuma destas variaveis, a 5% de probabilidade (Tabela 2).
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Tabela 2 - Resumo da andlise de variancia de comprimento de planta (CP), nimero de folhas
(NF), teor relativo de clorofila (SPAD), volume de colmo (VC), massa de matéria seca do
colmo-+bainha (MSCB), folhas (MSF), parte aérea (MSPA) e area foliar de plantas de milho
com e sem inoculacdo de 4. brasilense e submetidas a doses de P no solo
Quadrados Médios
CP NF SPAD VC MSCB MSF MSPA AF
Inoculagio 1 4345 ™ 0,03 ™ 803 ™ 127 ™ 002 ™ 000 ™ 002 ™ 05 ™
Doses Fosforo 3 786,41 ™ 0,70 ™ 51,17 ™ 456,11 "™ 6,03 "™ 1020 "™ 3180 " 12573 *
Interagio 39530 0,12 ™ 404 " 250 ™ 0,02 ™ 0,10 ™ 016 ™ 10,16 "

FV! GL

Residuo 21 22,07 0,09 6,77 7,09 0,12 0,10 0,33 1,99
CV% - 5,40 4,29 10,98 16,50 19,56 10,96 12,53 12,82
Meédia - 8,92 6,97 23,69 16,14 1,73 2,84 4,57 10,99

'Fonte de variagdo bloco ndo demostrada; FV: Fator de variagdo; GL: grau de liberdade; ™ Nio significativo, * e
** Significativo a 0,05 e 0,01 de probabilidade respectivamente, pelo teste de Fisher-Snedecor.

Quando sementes de milho receberam a inoculagdo de A. brasilense, observou-se CP
linear crescente para o aumento das doses de P, alcangando valor maximo de 99,12 cm de altura,
e incremento de 0,049 cm para cada mg dm? de P (Figura 2 A). Quando as plantas ndo foram
submetidas a inoculacdo de A. brasilense, apresentaram-se médias com comportamento
quadrético atingindo comprimento de 92,24 cm com 313,75 mg dm™ de P (Figura 2 A). Este
comportamento distinto demonstra que ao realizar o tratamento de inoculagdo de A. brasilense

juntamente as plantas, estas apresentaram maior aproveitamento de doses elevadas de P no solo,

em relacdo a esta variavel (Figura 2 A).

A. B.
105 + 18 -

100 + 16

g |

e 14

g 90 - “—

g g 12 4

= 851 <)

3 80+ g 107

8 & g |

é 75 A 8

g 70 A < 6

E 65 . 4]

O — + A. brasilense = 77,03+0,0491*x R°=0,81 + A. brasilense = 5,54+0,02*x R*=0,99
601 —— 4 brasilense = 72,55+0,1255%x-0,0002*x> R?=0,99 2 1 ——— - A brasilense = 6,48+0,03*x-0,00004*x> R*=0,96
55 . . . . . . . .

0 150 300 450 0 150 300 450
mg de P dm™ mg de P dm”

Figura 2 - Comprimento de plantas (A) e area foliar (B) de plantas de milho com e sem

inoculacao de A. brasilense, submetidas a doses de fosforo no solo. + 4. brasilense: com inoculagio;
- A. brasilense: sem inoculagdo. As barras representam os valores de desvio padrao.

A érea foliar mostrou comportamento semelhante ao comprimento de plantas (Figura
2 B). A inoculacdo de A. brasilense proporcionou médias crescentes de area foliar em relagao

as doses de fosforo, apresentando maior média (16,29 dm?) quando submetida adubagio de 450

3

mg dm™ de P. Plantas que ndo receberam inoculagdo de A. brasilense, revelaram
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comportamento quadratico com valor méaximo de AF (13,35 dm?) aos 375 mg dm? de P,
diminuindo aos 450 mg dm™ de P.

Com o incremento na AF proporcional ao CP, nas plantas inoculadas, reforga-se a
hipétese de maior desenvolvimento de pelos radiculares, aumentando a eficiéncia de absorgao
de nutrientes na solucao do solo. Tal condicao, pode ser resultado da producao de fitohormonios
como auxina e giberelina promovida pelas bactérias do género Azospirillum (AHEMAD;
KIBRET, 2014). Estes proporcionam o aumento da quantidade de pelos radiculares e
alongamento de raizes, melhorando significativamente o aproveitamento de absor¢dao de
nutrientes do solo (BALDANI et al., 1997), principalmente aqueles que possuem baixa
mobilidade por difusdo, neste caso o P (RAIJ, 2011).

O acido indol-3-acético (IAA), principal fitohormonio excretado pelo A. brasilense,
em plantas, estimula respostas rapidas como aumento e alongamento celular induzidas quando
as auxinas sdo transportadas para dentro da célula, onde sdo ionizadas e liberam H" no
citoplasma, ativando a bomba de prétons associada a ATPase membranar (FAGAN et al.,
2015). Desta forma, a inoculacdo de A. brasilense aumentou a eficiéncia de assimilagdao de
doses elevadas de P no solo, proporcionando plantas de milho maiores e com maior capacidade
de captacdo de luz solar através do aumento de AF (Figura 2).

Em condigdes de excesso de adubagao fosfatada, ndo existem restrigdes em absor¢ao
pelas raizes, porém ao exceder a quantidade de assimilagdo do elemento pelas plantas, neste
caso, ocorre o efluxo de P pelas raizes (RAIJ, 2011). O comportamento quadratico apresentado
no tratamento sem inoculagdo, exemplifica a capacidade maxima de aproveitamento deste
nutriente (Figura 2 A e B).

Uma resposta linear diretamente proporcional ao aumento de doses de P, também foi
observada para MSCB, MSF, MSPA e VC (Figura 3 A, B, C e D, respectivamente). O indice

SPAD, diminuiu proporcionalmente ao aumento das doses de P (Figura 3 C).
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Figura 3 -Massa de matéria seca de colmo+bainha (A), parte aérea (B), foliar e indice SPAD
(C) e volume do colmo (D) de plantas de milho independentemente da inoculagdo de A.

brasilense, submetidas a doses de P no solo. MSCB: massa de matéria seca do colmo+bainha; MSPA:
massa de matéria seca parte aérea; MSF: massa de matéria seca foliar; SPAD: teor relativo de clorofila; VC:
volume do colmo.

As plantas responderam as doses de P juntamente ao desenvolvimento e acimulo de
massa, porém o teor de clorofila esta diretamente relacionado ao teor de N disponivel as raizes
(ARGENTA et al., 2003). O N fornecido para as plantas neste cultivo ocorreu através da
mineralizagdo da matéria organica, disponivel no solo. Portanto, o acréscimo das doses de P no
solo resultando em maior acimulo de massa, proporcionou um efeito de dilui¢ao do nitrogénio
absorvido, resultando em decréscimo no indice SPAD.

Em relagdo as medidas de trocas gasosas, a analise de variancia mostrou diferenga para
variaveis de taxa de assimilagdo liquida de COz (4), condutancia estomatica (gs), eficiéncia no
uso da agua (EUA) e eficiéncia intrinseca no uso da agua (EiUA), em funcdo das doses de P no

solo. A transpiracao foliar (£) ndo foi influenciada pelos tratamentos estudados (Tabela 3).
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Tabela 3 - Resumo da andlise de variancia de taxa de assimilagdo liquida de CO; (4),
condutancia estomadtica (gs), transpiragcdo foliar (E), eficiéncia no uso da agua (EUA) e
eficiéncia intrinseca no uso da dgua (E/UA) de plantas de milho com e sem inoculacao de A.
brasilense e submetidas a doses de P no solo

Quadrados Médios
Fv! GL A O E EUA EiUA
umol CO, m? s™! mol m? s’ mmol H,O m?s™! A/E Alg;
Inoculagao 1 10,45™ 5,71-4ms 0,45™ 0,14" 72,25"
Doses P 3 66,39 1,393 0,30™ 2,79" 1281,50™
Interacao 3 3,08™ 1,254mns 0,14 0,17" 87,35™
Residuo 21 7,27 3,224 0,37 0,08 258,29
CV (%) - 17,03 24,10 24,47 3,87 7,36
Média - 15,83 0,07 2,47 7,22 218,35
Com A. brasilense 16,40 0,08 2,59 7,16 216,84
Sem A. brasilense 15,26 0,07 2,35 7,29 219,86

'Fonte de variagdo bloco ndo demostrada; FV: Fator de variagdo; GL: grau de liberdade; ™ Nio significativo, * e
** Significativo a 0,05 ¢ 0,01 de probabilidade respectivamente, pelo teste de Fisher-Snedecor.

As adubagdes crescentes de P proporcionaram incremento significativo para variaveis
de condutancia estomatica e taxa de assimilacdo liquida de CO», atingindo maxima de 0,084
molm?s'e 18,15 umol CO> m™ 57!, respectivamente (Figura 4 A). Apesar das plantas de milho
apresentarem resposta esperada conforme a fertilizagcao de P ao solo, as médias de gy e 4 sdo
consideradas baixas para a cultura do milho (ciclo C4) (MACHADO; LAGOA, 1994), devido
a auséncia de fertiliza¢dao de N na base.

ApOs abertura estomatica, em condi¢des diurnas, a transpiracao foliar ocorre de forma
inevitavel, desta forma, quando as plantas foram submetidas ao tratamento de 300 mg dm™ de
P, ocorreu aumento de E (Figura 4.B) o qué em sequéncia, atenuou a eficiéncia no uso da dgua
(EUA) no mesmo tratamento (300 mg dm™ de P) (Figura 4.C). A quantidade de pmols CO:
fixado por mmols de H>O perdido por transpiragao (EUA), foi maior quando se utilizou 150 mg
dm? de P, ou seja, embora a maior média de fotossintese liquida tenha ocorrido aos 300 mg
dm? de P, quando as plantas foram submetidas a 150 mg dm™ de P, utilizou-se menor
quantidade de dgua para cada molécula de CO, fixado, de forma independente da inoculagdo

de A. brasilense.
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Figura 4 - Taxa de assimilagdo liquida de CO» e condutancia estomadtica (A), eficiéncia no uso
da agua e eficiéncia intrinseca no uso da agua (B) de plantas de milho independentemente da
inoculacao de A. brasilense, e submetidas a doses de P no solo.

Da mesma forma foi observado para a eficiéncia intrinseca no uso da agua, onde 150
mg dm™ de P, proporcionou maior quantidade de pmols CO, fixado por mols de H,O na
condutancia dos estdmatos (Figura 4.D). A turgescéncia das células guardas, permitiu-se a
entrada de CO» por difusdo, consequentemente sua fixacdo no estroma dos cloroplastos. Valores
de 4 e gy de plantas de Phaseolus vulgaris L., submetidas ao estresse hidrico e fertilizadas com
amonio dihidrogenofosfato ((NH4) H2POs4), por pulverizacdo, elevaram a EiUA (SANTOS et
al., 2004), condi¢do semelhante ao observado no presente estudo.

Ao avaliar as curvas de densidades de fluxos de fotons fotossinteticamente ativos
(DFFFA), o ponto de compensagdo de luz foi maior em plantas de milho fertilizadas com
300 mg dm™ de P (36,89 umol m™ s™') quando comparado as que ndo receberam fertilizagio
fosfatada (28,76 umol CO2 m s!) (Figura 5.A). A eficiéncia quantica aparente (®, coeficiente
angular da regido linear da curva de resposta a luz) foi de 0,054 e 0,041 umol de CO; para
plantas fertilizadas com P e sem adi¢do de P, respectivamente. A luz aumenta a fixagdo de CO»
e proporciona a queda da respiragdo e fotorrespiragdo aumentando a fotossintese liquida (TAIZ
e ZEIGER, 2013). Quando a quantidade de CO> liberada para atmosfera, na respiracdo e
fotorrespiracao, ¢ a mesma assimilada pelas folhas, na fotossintese, este evento ¢ chamado de

ponto de compensacao de luz (LARCHER, 2006).
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Figura 5 - Curvas de resposta a luz, taxa de assimilagdo liquida de CO> (A), condutancia
estomatica (B), transpiragdo foliar (C) e eficiéncia no uso da agua (D) de plantas de milho

independentemente da inoculacdo de 4. brasilense, e submetidas a adubacao de P no solo. +P:
Com adubacio de 300 mg dm de P no solo; -P: Sem adubacio de P no solo.

Por meio destes resultados, a adi¢ao de P no solo pode ter aumentado a eficiéncia na
utilizacdo de ATP e NADPH no ciclo de Calvin, quando comparado ao tratamento sem
fertilizacao de P. Plantas que foram conduzidas em solo sem adi¢do de P, obtiveram taxa de
assimilacdo liquida de CO; saturada mais rapidamente, em relacdo aquelas fertilizadas com P,
atingindo Amax de 19,92 pmols de CO; o qual corresponde 30,52% inferior comparado ao
tratamento de 300 mg dm™ de P (28,67 umols de CO>) (Figura 5 A). Em condi¢des de campo,
0 Amax de plantas de milho podem chegar a 42 pmols de CO> m™ s™!, ndo apresentando saturagio
lamica (MACHADO; LAGOA, 1994). Em condi¢des adequadas de umidade no solo, a luz é
um dos principais fatores no processo de abertura estomatica. Apos abertura dos estomatos, a
partir das primeiras horas do dia, a transpiragado e difusdo de CO; estao diretamente relacionados
ao funcionamento do maquinario fotossintético (TAIZ e ZEIGER, 2013).

O aumento de densidades do fluxo de fétons, levou ao aumentou da gs o que provoca
o aumento de £ (Figura 5. B e C). As médias de gy corresponderam de forma semelhante a taxa
de assimilagao liquida de CO» (Figura 5 A), em relagdo aos tratamentos de adubagao fosfatada.

Apesar dos valores de £ também serem superiores quando submetidas a adi¢do de P ao solo,
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para eficiéncia no uso da agua (EUA), os tratamentos 300 mg dm™ e 0 mg dm> nio
apresentaram diferenca entre si (Figura 5. D).

Plantas de milho submetidas a fertilidade natural do solo, diminuem drasticamente
variaveis relacionadas a fotossintese, dentre elas, sdo dirctamente afetadas a condutincia
estomatica e taxa de assimilagdo liquida de CO, (WEI et al., 2016). No presente estudo, foi
observado resultados semelhantes, confirmando a importancia do P como elemento essencial
influenciando diretamente a fotossintese na cultura do milho. Visto que, a fertilizagao de 300
mg dm™ de P apresentou melhores resultados comparado as demais doses de P, em relagdo ao
desenvolvimento e trocas gasosas da cultura do milho, corroborando com a dose de
recomendacdo (NOVAES; NEVES; BARROS, 1991). A utilizagdo da inoculagdo de A4.
brasilense demonstrou a capacidade de maximizar o aproveitamento de P, juntamente ao

desenvolvimento de comprimento e area foliar de plantas de milho.

7.2 2° Cultivo

Ao avaliar os efeitos residuais da inoculacdo e da adubacao fosfatada no
desenvolvimento de plantas de milho, foi observado que as variaveis de diametro de colmo
(DC), comprimento de plantas (CP), area foliar (AF), massa de matéria seca de colmo-+bainha
(MSCB), folhas (MSF) e parte aérea (MSPA), apresentaram diferenga entre o fator doses
remanescentes de P no solo, pelo teste F a 5% e 1% de probabilidade (Tabela 4). Em funcdo da
populacdo remanescente de A. brasilense e a interagdo entre os fatores, a anélise de variancia
ndo revelou diferencas para caracteristicas de crescimento avaliadas (NF, DC, CP, AF, MSCB,

MSF e MSPA).

Tabela 4 - Resumo da analise de variancia do numero de folhas (NF), diametro de colmo (DC),
comprimento de plantas (CP), area foliar (AF), massa de matéria seca de colmo+bainha
(MSCB), folhas (MSF) e parte aérea (MSPA), de plantas de milho submetidas a populagao
remanescente de inoculagdo de A. brasilense, conduzidas sob doses remanescentes de fosforo
no solo e adubacgao nitrogenada em cobertura, aos 55 DAE

FV! GL Quadrados Médios
NF DC (mm) CP (m) AF (dm?) MSCB(g) MSF (g) MSPA (g)
Inoculagdo 1 0,42 ™ 0,07 ™ 0,006 "™ 0,26 " 7,33 ™ 0,42 ™ 11,27 ™
Dose P 3 0,13 ™ 3,86 © 0,114 7 74,61 ™ 31,46 ™ 10,54 ™ 78,12 **
Interaggo 3 0,11 ™ 0,75 ™ 0,003 ™ 6,77 " 439 " o1 ™ 10,80 ™
Residuo 21 0,33 1,27 0,007 6,42 4,34 0,96 8,67
CV% 6,97 9,77 6,47 14,93 31,4 15,71 22,86
Média 8,28 11,54 1,26 16,96 6,64 6,25 12,88

' fonte de variagdo bloco nio demostrada GL:3; ™ ndo significativo, * ¢ ** significativo a 0,05 e 0,01 de
probabilidade respectivamente, pelo teste de Fisher-Snedecor.
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Para estas variaveis, a auséncia do efeito residual de A. brasilense no solo, pode estar
relacionada a populagdo inicial do indculo utilizado ou espécie cultivada. No cultivo anterior
do presente estudo utilizou-se um inoculante de alta concentragio 108 UFC mL™!. Dobbelaere
et al. (2002), sugeriram uma concentragdo 6tima de indculo entre 10° — 10° UFC planta! da
estirpe A. brasilense Sp 245 para cultura do trigo, o qual proporcionou aumento no
desenvolvimento radicular e massa de matéria seca.

As varidveis biométricas, DC, CP e AF apresentaram comportamento quadratico,
revelando valores maximo de 11,89 mm de DC com 364,58 mg dm™ de P; 1,48 m de CP com
392,15 mg dm™ de P; e 19,37 dm? de AF com 325,07 mg dm™ de P (Figura 6.A, B e C). As
variaveis MSCB, MSF e de MSPA também mostraram respostas quadraticas em fun¢do das
doses remanescentes de P, sendo obtidos com 342,64 mg dm™ de P acumulo de 8,40 g de
MSCB; aos 321,28 mg dm™ de P atingiu-se 7,16 g de MSF; e aos 333,85 mg dm™ de P o peso
de MSPA apresentou média de 15,54 g por planta (Figura 6.D, E ¢ F).

Na cultura do milho, Silva et al. (2014) ao testarem doses crescentes de N e P
utilizando uréia e superfosfato simples como fonte, respectivamente, observaram aumento
significativo de variaveis de producao como, didmetro e comprimento de espigas, massa de 100
graos e produtividade de graos. A realizacdo da adubacdo fosfatada possui como principal
objetivo buscar incremento na produtividade, em detrimento aos problemas relacionados ao seu
excesso, tal como o desequilibrio com outros minerais, desta forma, certas doses excessivas de
fertilizantes fosfatados nao se observam incrementos na produtividade (KLEIN; AGNE, 2012).
Bastos et al. (2010) ao estudarem o efeito de diferentes doses de P recomendadas pela
capacidade méxima de adsor¢do de P (CMAP) em plantas de milho, também observaram efeito
quadratico sob teor foliar de P e acimulo de massa de matéria seca da parte aérea, bem como
diferentes respostas em diferentes classes de solo relacionado a capacidade méaxima de

adsorcao.
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Figura 6 - Didmetro de colmo (A), comprimento de plantas (B), area foliar (C), massa de
matéria seca de colmo+bainha (D), foliar (E) e parte aérea (F) de plantas de milho
independentemente da populag¢do remanescente de inoculagdo de A. brasilense, conduzidas sob
doses remanescentes de P no solo e adubagdo nitrogenada em cobertura, aos 55 DAE.

Em relagdo ao efeito da adubagdo nitrogenada de cobertura, sob o teor relativo de
clorofila foliar no ter¢co médio foliar de plantas de milho submetidas a adubacao fosfatada e

populagdo remanescente de A. brasilense. Aos 31 DAE, antes da adubagao nitrogenada, houve

interacdo entre os fatores, e aos 40 e 47 DAE houve diferenca entre doses de P (Tabela 5).



45

Tabela 5 - Resumo da analise de variancia do indice SPAD no ter¢o médio foliar de plantas de
plantas de milho submetidas a populacdo remanescente de inoculacdo de A. brasilense,
conduzidas sob doses remanescentes de P no solo e adubacao nitrogenada em cobertura aos 33
DAE

Quadrados médios

v GL V4 30paE V531paE V5 32DpaE V6 34paE V6 37pAE V7 40pAE V7 43DAE V8 47DAE
Inoculagao 1 001 ™ 0,19 ™ 0,72 ™ . 1,53 ™ 36,76 ™ 1,66 ™ 001 ™ 026 ™
Dose P 3 301 ™ 453 " 3,15 ™ g}é 1,45 ™ 31,35 ™ 6523 * 1236 ™ 64,97 ™
Interacao 3 277 " 813 ™ 1,79 ™ 2 %ﬂ 584 ™ 717 ™ 20,24 ™ 16,84 ™ 12,18 ™
Residuo 21 2,68 1,46 1,98 4,17 17,99 13,46 19,69 8,09
CV% 10,17 7,99 10,24 9,23 17,19 11,31 14,75 10,41
Média 16,10 15,12 13,75 15,04 24,68 32,44 30,09 27,34

DARE: dias ap6s emergéncia. ™ ndo significativo, * e ** significativo a 0,05 e 0,01 de probabilidade respectivamente,
pelo teste de Fisher-Snedecor.

Ao avaliar o teor relativo de clorofila no terco apical foliar, anteriormente da adubagao
nitrogenada (V4 e V5), a andlise de variancia nao revelou significancia em relagdo aos fatores
estudados (Tabela 6). No entanto, apos adi¢do de nitrogénio, aos 40 ¢ 43 DAE (V7), foi
observado efeito significativo em func¢do de doses P. Também houve interacdo entre os fatores,
adubacdo remanescente de doses de P e populagdo remanescente de A. brasilense, durante
avaliacdo do indice SPAD aos 47 DAE (V8).

Tabela 6 - Resumo da andlise de variancia do indice SPAD no terco apical foliar de plantas de
milho submetidas a populagdo remanescente de inoculacdo de A4. brasilense, conduzidas sob

doses remanescentes de fosforo no solo e adubagdo nitrogenada em cobertura aos 33 DAE
Quadrados médios

FV GL

V4 30paE V5 31paE VS5 32pAE V6 34paE V6 37paE V7 40paE V7 43paE V8 47DAE

Inoculagdo 1 0,01 ™ 1596 ™ 0,001 = 081 ™ 840 ™ 1876 ™ 1922 ™ 46,56 :
Dose P 3301 ™ 1,94 ™ 7951 ™ §§ 229 ™ 434 ™ 212,07 7 240,69 T 117,09
Interacdo 3 2,77 ™ 3,37 ™ 4,584 ™ 5%‘) 0,98 ™= 0,74 » 330 ™ 5,18 ™ 42,76 *
Residuo 21 2,68 5,83 4,138 1,93 6,45 16,48 13,94 10,32
CV% 10,43 12,84 10,57 11,26 10,32 10,74 9,08 7,66
Média 18,28 18,80 19,24 18,13 24,63 37,81 41,10 41,94

DAE: dias ap6s emergéncia. ™ ndo significativo, “ e ** significativo a 0,05 € 0,01 de probabilidade respectivamente,
pelo teste de Fisher-Snedecor.

Aos 31 DAE plantas de milho conduzidas sob populagdo remanescente de A.
brasilense, apresentaram comportamento quadratico para o teor relativo de clorofila no ter¢o
médio foliar, em fun¢ao de doses remanescentes de P no solo. A curva se iniciou com redugao
até aos 145,98 mg dm™ de P com média de 13,88 (indice SPAD), conforme ajuste da equacio
de regressio, atingindo valor méximo aos 450 mg dm™ de P. Plantas de milho que ndo foram
conduzidas em solo sob popula¢do remanescente de bactérias, apresentaram comportamento
quadratico com aumento do teor relativo de clorofila e maior média (15,56) aos 246,30 mg dm"

3 (Figura 7.A).
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Estes resultados condizem com os encontrados por Baldotto et al. (2012a) que ao
utilizarem bactérias endofiticas fixadoras de N e solubilizadoras de fosfato em milho,
encontraram incrementos significativos para o indice SPAD em consequéncia, maiores taxas
de crescimento. Vale ressaltar que o solo utilizado na condu¢ao do experimento, apresentava
pH abaixo de 5, nestas condigdes sdo predominantes as combinagdes de P com ferro e aluminio
(MOTTA etal., 2002). No entanto, rizobactérias solubilizadoras de fosfato possuem capacidade
de solubilizacdo mineral de fosfatos, tal como a mineralizacao de fosfatos organicos (fitato)

(GOSWAMI; THAKKER; DHANDHUKIA, 2016).
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Figura 7 - Teor relativo de clorofila no ter¢o médio foliar de plantas de milho conduzidas sob
populagdo remanescente de inoculacao de A. brasilense, em fungdo de doses remanescentes de
fosforo no solo e adubacdo nitrogenada em cobertura, aos 31 DAE (V5) (A) e,
independentemente da populagdo remanescente de A. brasilense aos 40 (V7) e 47 DAE (V8)

(B). +4. brasilense: com inoculagdo; -A. brasilense: sem inoculagdo.

Aos 40 DAE a andlise de regressao revelou uma reta ascendente para o indice SPAD
no ter¢o médio foliar, conforme o aumento de doses remanescentes de P no solo, incrementando
19,24% no teor relativo de clorofila, em relagdo ao tratamento sem inoculagdo na dose de 450
mg dm™ de P. Plantas de milho avaliadas aos 47 DAE obtiveram aumento do indice SPAD
conforme doses remanescentes de P até a dose de 298,39 mg dm™, com média de 29,75 (Figura
7.B).

Os teores de clorofila obtidos no presente estudo apresentaram inferioridade em
comparacdo com Argenta et al. (2003), em todas fases fenoldgicas avaliadas, provavelmente
pela razdo de ndo ser utilizado adubagao nitrogenada de semeadura. Segundo Argenta et al.
(2003), ao avaliaram o contetdo de clorofila na regido do ter¢o médio foliar do milho, para

diagnostico do nivel de N na planta de milho, as leituras no clorofilometro acima de 45,4, 52,1,
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55,3 e 58,0, respectivamente, para os estadios de V3 -V4, V6 - V7, VI0 - V11 e de
espigamento, representam nivel adequado de N.

De Quadros et al. (2014) em condigdes a4 campo, ao avaliarem a inoculagdao de
diferentes espécies de Azospirillum na cultura do milho, desprovida de adubagao nitrogenada,
em diferentes estddios fenologicos, observaram que as bactérias do género Azospirillum
promoveram maior teor relativo de clorofila nas folhas, predominantemente durante a fase
vegetativa da cultura. Aratjo et al. (2014) observaram incremento significativo na
produtividade de milho quando a inoculagdo de A4. brasilense foi associada a adubacdo
nitrogenada.

Na fase vegetativa V7, o teor relativo de clorofila no tergo apical foliar de plantas de
milho aos 43 DAE obteve-se maior média (45,51) aos 357,14 mg dm™ de P, o qual foi superior
em relagiio aos 40 DAE com maior média (42,07) aos 343,43 mg dm> de P (Figura 8.A).
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Figura 8 - Teor relativo de clorofila no tergo apical foliar de plantas de milho
independentemente da populagao remanescente de inoculagdo de 4. brasilense, conduzidas sob
doses remanescentes de fosforo no solo e adubagao nitrogenada em cobertura, aos 40 ¢ 43 DAE
(V7) (A) e, em fungao da populagdo remanescente de A. brasilense aos 47 DAE (V8) (B). + 4.

brasilense: com inoculagdo; - A. brasilense: sem inoculagao.

A populacao remanescente de A. brasilense, incrementou no conteudo de clorofila no
terco apical foliar de plantas de milho, cultivadas sob doses remanescentes de P no solo, aos 47
DAE, quando comparado ao tratamento sem inoculacdo, desprovido da populacao
remanescente de A. brasilense (Figura 8.B). Ambos tratamentos apresentaram curvas
quadraticas com pontos maximos distintos, sendo para populagdo remanescente de A.
brasilense superior (47,32 aos 392,28 mg dm™ de P) ao tratamento sem inoculagdo (43,85 aos
252,33 mg dm™) com incremento de 7,33%. O acréscimo no indice SPAD, pode promover o
aumento da eficiéncia quantica fotossintética, ao passo que a producdo de fotoassimilados

corrobora no acumulo de massa, elevando a produtividade. Durante a fase vegetativa na cultura
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do milho, o aumento no teor relativo de clorofila propiciou, na fase reprodutiva, incremento em
até 4,8 t ha! em massa de matéria seca de folhas + colmo, em func¢do da inoculagio de A.
brasilense, A. lipoferum e A. oryzae, utilizando o hibrido SH 5050 (De QUADROS et al., 2014).

De acordo com as condi¢des do presente estudo, ao observar o desenvolvimento de
plantas de milho em relagdo ao teor relativo de clorofila foliar, pode-se afirmar que o indice
SPAD em plantas de milho ¢ maior na regido do terco apical foliar (Figura 9). O monitoramento
do teor de clorofila foliar utilizando o clorofildmetro pode indicar niveis adequados e de
deficiéncia de N na cultura do milho (ARGENTA et al., 2003). A assimilagdo de nitrogénio
pelas plantas requer alta demanda energética, e esta ¢ promovida nos cloroplastos pela
fotossintese (TAIZ e ZEIGER, 2013).

Para maior aproveitamento deste nutriente as plantas necessitam de alta atividade das
enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato 2-oxoglutarato aminotransferase (GOGAT),
produzindo glutamina ou asparagina para o seu transporte atendendo aos drenos (BASI et al.,
2011). O A. brasilense pode ter influenciado na assimilagdo de N juntamente ao seu transporte,
atenuando o teor de clorofila na regido do terceiro ter¢o foliar de plantas de milho, durante o
desenvolvimento inicial.

A partir da tabela 7, pode-se observar correlagdo proporcional entre o teor relativo de
clorofila foliar e a fotossintese liquida de CO2, de forma independente da inoculagdo de A.
brasilense, em func¢ao da adubacdo nitrogenada (33 DAE), sob doses de P no solo, durante o
desenvolvimento inicial da cultura do milho (V4 a V8) (Figura 9).

Tabela 7 — Coeficientes de correlagdo de Pearson entre varidveis de plantas de milho
independente da populacao remanescente de inoculacao de A. brasilense, conduzidas sob doses
remanescentes de fosforo no solo com adubacdo nitrogenada por cobertura aos 33 DAE

SPAD TAF A: 0 A: 150 A: 300 A: 450
SPAD TMF 0,918 ™ 0,757 * 0,853 ° 0,838 * 0,875 **
SPAD TAF 0,589 ™ 0,777 * 0,840 * 0,816 *
A: 0 0,955 ™ 0,894 ™ 0,937 ™
A: 150 0,973 ™ 0,981
A: 300 0,986

SPAD TMF = indice SPAD do terco médio foliar; SPAD TAF = indice SPAD do ter¢o apical foliar; A:0 = taxa
de assimilagdo liquida de CO> (4) de plantas sob adubagdo de 0 mg dm de P; A:150 = 4 de plantas sob adubagio
de 150 mg dm? de P; A:300 = 4 de plantas sob adubagio de 300 mg dm™ de P; A:450 = 4 de plantas sob adubagio
de 450 mg dm™ de P.
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Figura 9 - Teor relativo de clorofila (indice SPAD) no terco médio e apical foliar, e taxa de
assimilagao liquida de CO» (4) de plantas de milho independente da populagdo remanescente
de inoculacdo de A. brasilense, conduzidas sob doses remanescentes de fosforo no solo com
adubacdo nitrogenada por cobertura aos 33 DAE.

Em base dos resultados obtidos pelo indice SPAD, a inoculagcdo de A. brasilense
apresentou flutuacao de resposta em fun¢ao do tempo, na fase vegetativa da cultura do milho.

Ao avaliar o teor foliar de N, ndo foi observado diferencas para os fatores estudados.
Ja para o teor foliar de P, a andlise de variancia demonstrou diferenga em relagdo a interagao
dos fatores de populagdao remanescente de A. brasilense e doses de P, no solo (Tabela 8).

Segundo De Salomone; Ddobereiner, (1996) a utilizagdo de bactérias do género
Azospirillum aumentam a atividade de nitrato redutase (NR), incrementam a assimilagdo de N
pelas plantas e, consequentemente, proporcionam maiores produtividades (ARAUJO et al.,
2014). Porém, Reis Junior et al. (2008) ao avaliarem o comportamento de dois hibridos
intervarietais de milho inoculados com A. amazonense, sob diferentes doses de N, utilizando
solu¢do nutritiva de Hoagland, ndo encontrou efeito da inoculagdo de Azospirillum na atividade

de NR.
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Tabela 8 - Resumo da andlise de variancia de teores foliares de N e P de plantas de milho
submetidas a popula¢do remanescente de inoculagdo de 4. brasilense, conduzidas sob doses
remanescentes de fosforo no solo e adubacdo nitrogenada em cobertura, aos 55 dias apos
emergéncia (V9)

Quadrados Médios
FV N P

Inoculacao (I) 0,0957 ™ 0,2209 ™
Adubacao Fosfatada (A) 12,3384 ™ 1,6564 **
Interagdo (I x A) 1,7189 ™ 2,8496 *

Residuo 10,8629 0,6724

CV (%) 17,33 27,17

Média (g kg!) 19,01 3,13

" ndo significativo, * € ™ significativo a 0,05 € 0,01 de probabilidade respectivamente, pelo teste de Fisher-
Snedecor.

Nutrientes que possuem alta exigéncia pelas plantas, como o N, geralmente
influenciam diretamente os metabolitos primarios. A fotossintese € a principal fonte de energia
quimica das plantas, quando submetidas ao déficit nutricional, caracteristicas envolvidas na
fotossintese como abertura estomatica e fixagdo de CO sdo absolutamente afetadas. O
amarelecimento das folhas esta associado a um dos principais sintomas que a deficiéncia
nitrogenada proporciona. Em folhas de milho, concentracdes de proteinas soluvel, atividade da
ribulose-1, 5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), fosfoenolpiruvato carboxilase (PEP)
e a fotossintese diminuem significativamente sob tais circunstancias (WEI et al., 2016).

Ao realizar o desdobramento das médias do teor foliar de P, observou-se que o
tratamento sem adi¢@o de P no solo sob populacdo remanescente de 4. brasilense, fo1 37,58%
superior quando comparado ao tratamento desprovido da inoculagdo de 4. brasilense no cultivo
anterior (Figura 10). Quando plantas de milho foram cultivadas sob dose remanescente de 300
mg dm™ de P, a populagiio remanescente de 4. brasilense reduziu 37,24% do teor foliar de P
quando comparado ao tratamento sem inoculagdo. A inoculagdo de A. brasilense no cultivo
anterior, ndo incrementou no teor foliar de P de plantas de milho cultivadas em fun¢ado de doses

de 150 e 450 mg dm™ de P.
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Figura 10 - Teor foliar de P de plantas de milho submetidas a populagdo remanescente de
inoculacdo de A. brasilense, conduzidas sob doses remanescentes de fésforo no solo e adubacao

nitrogenada em cobertura, aos 55 DAE (V9). Médias seguidas da mesma letra maitiscula dentro das
médias de doses de P e minuscula dentro das médias de inoculagdo de 4. brasilense ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey, p<0,05. +4. brasilense: inoculagdo de Azospirillum brasilense; -A. brasilense: sem
inoculagdo.

As doses remanescentes de P, por sua vez, ndo mostraram diferencas tanto para
tratamento com A. brasilense quanto tratamento sem inoculagdo. E importante salientar que
parte da adubagdo de P aplicada no cultivo anterior, pode ter sofrido perdas em fun¢do da
percolacdo de agua, pela irrigagao.

A andlise do teor foliar de P demonstrou que estes apresentaram-se médias dentro da
faixa de suficiéncia (2,5 — 3,5 g kg!) considerada por Biill (1993), com excecdo do tratamento
de 450 mg dm™ (3,78 g kg'). Charana Walpola; Yoon, (2013) ao estudarem a agdio do
sinergismo das espécies Pantoea agglomerans e Burkholderia anthina em plantas de Vigna
radiata L., observaram maiores acumulos de P no tecido vegetal além de incrementos no
desenvolvimento da cultura como massa de matéria seca e comprimento de plantas. Destacando
que o solo utilizado na condugio do experimento apresentava teor de 5,56 mg dm™ de P e pH
4,67. Nestas condi¢des o fosfato tende a reagir com Fe e Al, tornando-o indisponivel a absor¢ao
pelas raizes (RAIJ, 2011). No entanto, a espécie A. brasilense demonstrou eficiéncia no
acumulo de P no tecido foliar de plantas de milho sob fertilidade natural do solo. Bashan;
Holguin; De-Bashan, (2004) relatam que em condicdes de estresse como solos com baixa
fertilidade, a utilizagdo de BPCV do género Azospirillum podem induzir a produgdo de
fitohormdnios como auxina, giberelina e a inibigdo de produgdo do etileno, aumentando a
eficiéncia de absor¢ao de nutrientes do solo. Neste sentido, a adubagdo fosfatada dispensou

absorcao de P pela cultura oriunda da atuacdo da populagdo residual de A. brasilense.
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Em relagdo as variaveis gs, 4, E e EUA, para o fator doses remanescentes da adubagao
fosfatada, houve diferencgas a partir da adubagdo nitrogenada que ocorreu aos 33 DAE (Figura
11). Com excecao dos dias 30 e 31 DAE, ao comparar médias de condutancia estomatica (g;),
observou-se superioridade em plantas conduzidas em solos com doses remanescentes de 300
mg dm™ de P, quando comparado ao tratamento sem inoculagdo, de forma independente da
inoculacdo de A. brasilense (Figura 11.A).

A fotossintese liquida (A4) e a transpiragdo foliar (£) apresentaram comportamentos
semelhantes ao serem avaliadas durante o periodo pré e pds adubagdo nitrogenada (Figura 11.B
e C). Para estes, doses remanescentes de P também ndo apresentaram efeito significativo nos
dias 30 e 31 DAE. Apos adubagdo nitrogenada, aos 37, 40, 43, 47 e 48 DAE, o tratamento que
recebeu adubacdo de 300 mg dm™ de P, apresentou médias superiores quando comparado ao
tratamento sem inoculac¢do, ndo diferenciando dos demais tratamentos (150 e 450 mg dm"
3 de P). As médias de 4 e g, alcangaram valores maximos de 42,63 pumols de CO, m? s! e
0,44 mols m™ s, respectivamente, estes valores sdo semelhantes aos encontrados por Lopes et
al. (2009) que durante a fase vegetativa do milho em condi¢des de campo, observaram valores
aproximados a 48 pmols de CO> m? s de 4 e 0,6 mols m? s de g. Vale ressaltar que as
condi¢des ambientais do presente ensaio foram controladas sob casa de vegetacdo e avaliadas

sob 1200 umols m™ s! de DFFFA.
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Figura 11 - Condutancia estomatica (A), taxa de assimila¢do liquida de CO» (B), transpiragao
foliar (C) e eficiéncia no uso da dgua (D) de plantas de milho independentemente da populagao
remanescente de inoculacao de A. brasilense, conduzidas sob doses remanescentes de fosforo

no solo e adubagdo nitrogenada em cobertura, aos 30, 31, 37, 40, 43, 47 e 48 DAE. As barras
representam os valores de desvio padrao.

Em consequéncia do aumento de g, ocorre a entrada de CO2 o que proporciona o
aumento da concentragdo interna de CO». A partir do CO; disponibilizado pela difusdo, ocorre
a fixacdo pelas células do mesofilo foliar, sendo que ao mesmo tempo também ocorrem perdas
de vapor d’agua. Inagaki et al. (2014) ao estudar o efeito da inoculagdo de A. brasilense e
Herbaspirillum seropedicae em plantas de milho sob adubagao fosfatada, constatou maior taxa
de assimilagdo liquida de CO> e concentracdo interna de CO; em plantas com adubagdo
fosfatada (300 mg dm™ de P), independente da bactéria promotora de crescimento vegetal.

Durante os periodos de avaliagdo, a eficiéncia no uso da agua (EUA) de plantas de
milho nao foi influenciada pelo fator doses remanescentes de P no solo (Figura 11.D). Pode-se
afirmar que a quantidade de agua utilizada para fixar CO; foram semelhantes para todas doses
de P dentro de cada dia de avaliacdo. No entanto, aos 40 DAE foi quando EUA apresentou
menores médias em relacdo aos demais dias de avaliacdo. O efeito da queda da eficiéncia no

uso da agua pode ser observada quando ha auséncia de resposta de 4 em fun¢ao de g;, porém a
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abertura estomatica provoca aumentos somente em E, consequentemente reducdo de FUA
(MACHADO; LAGOA, 1994).

A populagdo remanescente de A. brasilense promovida pelo primeiro cultivo,
proporcionaram médias superiores para g, £, 4 ¢ Ci quando comparado ao tratamento sem
inoculacdo da bactéria, aos 47 DAE (Figura 12). Quando a concentragdo interna de CO; ¢ baixa,
a enzima ribulose bifosfato carboxilase-oxigenase (Rubisco) ¢ saturada em relagdo ao substrato
RuBP, no entanto o aumento de Ci provoca o aumento linear de A até a fotossintese atingir o
valor maximo (MACHADO; LAGOA, 1994).

A utilizagdo de A. brasilense em plantas de milho, também incrementou em EUA aos
43 DAE, ou seja, 10 dias apds adubagao nitrogenada (Figura 12 C). Resultados promissores em
relacdo as BPCV podem estar associado a capacidade de colonizagdo de diferentes regioes da
planta, podendo colonizar a raiz internamente ou rizosfera, sendo que a espécie 4. brasilense ¢

considerada associativa endofitica facultativa (TARRAND; KRIEG; DOBEREINER, 1978).

Taxa de assimilagio liquida de CO, (umol CO, m? s'l) Condutancia estomatica (mol H,O m? s'l)
B. C.
0 10 20 30 40 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
8 . 1 1 1 1 1 1
43 dias apés emergéncia
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Figura 12 - Eficiéncia no uso da agua aos 43 dias apos emergéncia (DAE) (A), taxa de
assimila¢do liquida de CO: e concentracdo interna de CO, (B) e condutancia estomatica e
transpiragdo foliar aos 47 DAE (C) de plantas de milho, com e sem efeito residual de A.
brasilense no solo, considerando médias de adubag¢des de doses de P no solo.

Aos 47 DAE, doses remanescentes de P no solo, reduziram médias de eficiéncia
intrinseca no uso da agua (EIUA) apresentando curvas quadraticas tanto para populagdo
remanescente de A. brasilense quanto sem inoculacdo (Figura 13). A inoculacdo de A.
brasilense reduziu EIUA acentuadamente aos 444,44 mg dm> de P com média de 86 (4/gy).
Sendo que o ponto minimo (101,18 A4/g;) apresentado pelo tratamento sem inoculacao foi aos

245 mg dm™ de P.
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Os efeitos promovidos pelas BPCV podem variar de acordo com as condi¢des que sdo
submetidas como temperatura, umidade, fertilizacdo do solo e pH do solo (BALDANI;
BALDANI, 2005). Inagaki et al. (2015) ao avaliarem a inoculagdo de A. brasilense ¢ H.
seropedicae em plantas de milho submetidas em diferentes pH do solo, ndo observaram
diferengas para variaveis de 4, g, £ e EUA, durante o desenvolvimento inicial da cultura.
Plantas de pimenta (Capsicum annuum L.) submetidas a inoculag@o de estirpes de A. brasilense
associada a adubagao nitrogenada, apresentaram médias inferiores de 4, E, teor de clorofila e

indice SPAD, comparando com tratamento de alta fertilizacao de N (DEL AMOR; PORRAS,
2009).

180 - Eficiéncia intrinseca no uso da dgua
6; 160 -
asi
< 140 A
g
o' 120
Q
g 100
2
S 80
| . 252
= ——— - A. brasilense = 161,21-0,49*x+0,001*x~ R"=0,95
60 + A. brasilense = 157,12-0,32*x+0,00036*x> R*=0,98
0 150 300 450
mg dm” de P

Figura 13 - Eficiéncia intrinseca no uso da agua (EIUA) de plantas de milho aos 47 dias apds
emergéncia, sob efeito residual de 4. brasilense no solo, submetidas a adubacdes de doses de P
no solo e adubagao nitrogenada aos 32 dias apds emergéncia.

O modelo paraboldide revelou acumulo do teor relativo de clorofila foliar no
desenvolvimento inicial do milho (Figura 14). O desenvolvimento da cultura, em dias apds
emergéncia, juntamente a adubagdo nitrogenada aos 33 DAE e o aumento de doses de P no solo
foram favordveis ao indice SPAD. A populagdo remanescente de A. brasilense, mostrou
superioridade em relagdo ao tratamento sem inoculagdo, sendo maiores incrementos obtidos

entre 40 e 44 DAE, sob doses de 300 mg dm™ de P.
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Figura 14 - Teor relativo de clorofila no terco médio foliar de plantas de milho conduzidas sob
populagdo remanescente de inoculacao de A. brasilense, em fungao de doses remanescentes de
P no solo com adubagao nitrogenada por cobertura aos 33 DAE

8 CONCLUSOES

Plantas de milho submetidas a doses de P adicionado ao solo reforcam a importancia
deste elemento para a cultura, resultando em alteragdo nas trocas gasosas, com maior
assimila¢do liquida de CO; e eficiéncia no uso da 4gua e consequente aumento nos parametros
morfobiométricos;

A inoculagdo de A. brasilense em sementes de milho juntamente a adubagao fosfatada,
sem adicdo de nitrogénio, proporcionou maior area foliar e comprimento de plantas, aos 36 dias
apods emergéncia;

Plantas de milho conduzidas sob adubagdo nitrogenada de cobertura em solo com
populagdo remanescente de A. brasilense, demonstraram efeito positivo em relagdo ao
crescimento da cultura. Em consequéncia do maior teor de P e clorofila foliar, as plantas
apresentaram maior taxa de assimilacdo liquida de CO», transpiracdo foliar, condutincia
estomatica, concentragdo interna de CO; e eficiéncia no uso da agua;

A adubagao fosfatada recomendada pela literatura proporcionou resultados esperados
com decréscimo no desenvolvimento das plantas ao ultrapassar a dose ideal (300 mg dm™).
Ap0s esta dose, a inoculagdo de 4. brasilense resultou em acréscimos no desenvolvimento do

milho, com aumento de 8% no comprimento de plantas e 16% na area foliar.
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10 ARTIGO 2 - Impactos da interacio entre Azospirillum brasilense e fungos micorrizicos
arbusculares no desenvolvimento do milho sob adubacao fosfatada

Resumo: A interagdo entre bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), com
capacidade de solubilizacdo de fosfato e fungos micorrizicos arbusculares (FMA), evidenciam
atuacdo em varios mecanismos de promog¢do de crescimento, otimizando a utilizagdo de
fertilizantes fosfatados na cultura do milho. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a influéncia da inoculagao de Azospirillum brasilense associada a espécies de FMA em
plantas de milho submetidas a adubacgao fosfatada. Utilizou-se delineamento em blocos ao
acaso com esquema fatorial de 2x5 e quatro repeticdes. O primeiro fator foi representado pela
presenga e auséncia de adubacdo fosfatada e o segundo pelos tratamentos: sem inoculacao;
inoculagdo de A.  brasilense; A.  brasilense+Acaulospora  scrobiculata;  A.
brasilense+Claroideoglomus etunicatum; e A. brasilense+Gigaspora margarita. Foram
realizadas analises das seguintes variaveis: indice SPAD, didmetro de colmo, numero de folhas,
comprimento de plantas, volume de raiz, massa de matéria seca de folhas, colmo+bainha e raiz
e area foliar. Também se avaliou o teor foliar de N e P, populagdo de bactérias diazotroficas
endofiticas nas raizes e nimero de esporos micorrizicos arbusculares no substrato, bem como
medidas de trocas gasosas como taxa de assimilacdo liquida de COa, transpiracdo foliar,
condutancia estomdtica e concentragdo interna de CO,. Os tratamentos de A. brasilense+A.
scrobiculata e A. brasilense+C. etunicatum resultaram em maior teor foliar de N na auséncia
da adubagdo fosfatada, comparado ao tratamento sem inoculacdo. A utilizagio de A. brasilense
de forma isolada, aumentou o teor foliar de P quando comparado ao tratamento sem inoculagao.
A utilizacdo da adubagdo fosfatada resultou em aumento nas trocas gasosas, consequentemente
em maior desenvolvimento de plantas. Raizes de plantas de milho submetidas a adubagao
fosfatada apresentaram maior populacdo de bactérias diazotroficas endofiticas. No presente
estudo, ndo foi observado esporos micorrizicos de A. scrobiculata, C. etunicatum ¢ G.
margarita no substrato onde as plantas foram cultivadas.

Palavras-chave: Zea mays L. Interacdo de microrganismos. Bactérias promotoras de
crescimento vegetal. Micorriza. Solubilizagao de fosfato.

Abstract: The interaction between plant growth promoting bacteria (PGPB), with capacity for
solubilization of phosphorus and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), evidences performance
in several mechanisms of growth promotion, optimizing the use of phosphate fertilizers in the
maize crop. Thus, the present study had as objective to evaluate the influence of the inoculation
of Azospirillum brasilense associated with AMF species in maize plants submitted to phosphate
fertilization. A randomized complete block design with factorial scheme of 2x5 and four
replications was used. The first factor was represented by the presence and absence of
phosphate fertilization and the second by the treatments: without inoculation; Inoculation of 4.
brasilense; A. brasilense + Acaulospora scrobiculata; A. brasilense + Claroideoglomus
etunicatum; and A. brasilense + Gigaspora margarita. The following variables were analyzed:
SPAD index, stalk diameter, leaf number, plant length, root volume, leaf dry matter mass, stem
+ sheath and root and leaf area. The foliar content of N and P, population of endophytic
diazotrophic bacteria in the roots and number of arbuscular mycorrhizal spores in the substrate,
as well as gas exchange measures such as CO; assimilation rate, leaf transpiration, stomatal
conductance and internal concentration of CO. The treatments of A. brasilense + A.
Scrobiculata and A. brasilense + C. Etunicatum resulted in higher N foliar content in the
absence of phosphate fertilization, compared to treatment without inoculation. The use of 4.
brasilense alone increased the leaf content of P when compared to treatment without
inoculation. The use of phosphate fertilization resulted in an increase in the gas exchange,
consequently in a greater development of plants. Roots of corn plants submitted to phosphate
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fertilization showed a higher population of endophytic diazotrophic bacteria. In the present
study, mycorrhizal spores of A. scrobiculata, C. etunicatum and G. margarita were not
observed in the substrate where the plants were cultivated.

Key words: Zea mays L. Interaction of microorganisms. Plant growth promoting bacteria.
Mycorrhiza. Phosphate solubilization.

11 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) ¢ um cereal pertencente a familia Poaceae, largamente
cultivado e consumido em todo pais. Possui alta capacidade de produgdo no Brasil, estimando
em 80 milhdes de toneladas para safra 2016/2017 (CONAB, 2016).

A nutri¢do mineral de plantas ¢ considerada como um dos fatores mais limitantes para
o desenvolvimento da cultura do milho. A alta demanda de nutrientes como o nitrogénio (N) e
o fosforo (P) estd associada ao papel fundamental destes dois nutrientes no metabolismo das
plantas. A absor¢ao de N se da pelo processo ativo que requer energia metabolica para o
transporte, necessitando de substancias redutoras e principalmente ATP (BREDEMEIER;
MUNDSTOCK, 2000). No processo de formagdo dessa molécula energética, o fosfato
inorganico ¢ adicionado ao segundo grupo fosfato da adenosina difosfato (ADP) para formar a
ligacao éster fosfato (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A obtencao do P pelas plantas via utilizagdo de fertilizantes sintéticos implica-se como
principal recurso em funcdo das quantidades requeridas pelas plantas. No entanto, o emprego
de adubos quimicos possui custos elevados, além de estarem expostos a perdas consideraveis.
No caso especifico do P, perdas irreversiveis sdo verificadas, sendo que na utilizacao de formas
soluveis, requer doses superiores as necessarias ao desenvolvimento das plantas. Isto se deve a
cerca de 90% do P aplicado ser rapidamente adsorvido as particulas do solo. Além disso pode-
se destacar a precipitagdo de P em formas ativas de aluminio (Al) e ferro (Fe) em solos 4cidos,
como ¢ o caso da maioria dos solos brasileiros (GONCALVES et al., 1985).

Neste contexto, o aproveitamento dos beneficios da associagdo de bactérias
promotoras de crescimento vegetal (BPCV) pode resultar em aprimoramento do sistema de
produgdo de milho através da otimizagao do uso de fertilizantes fosfatados.

As bactérias associativas sdo capazes de colonizar a rizosfera de plantas, ou até regides
internas, variando de géneros e espécies (BALDANI et al., 1997). As bactérias do género
Azospirillum s3ao conhecidas pela capacidade de promover o crescimento das plantas,
principalmente pela inducao de producao de alguns fitohormonios bem conhecidos como, acido
indolacético (AIA) (BALOTA et al.,, 1995; MEHDIPOUR MOGHADDAM; EMTIAZI,
SALEHI, 2012), giberelina (BOTTINI et al., 1989), citocinina (CACCIARI et al., 1989) ¢ a
inibicao do etileno (GLICK, 2005).
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Além da produgdo de fitohormonios, também existem trabalhos que relatam a
capacidade de solubilizacdo de fosfatos (AHEMAD; KIBRET, 2014; GOSWAMI;
THAKKER; DHANDHUKIA, 2016) promovida pelo género Azospirillum. Massenssini et al.,
(2015) relatam que a microbiota do solo possui elevado potencial de solubilizagdo de fontes
insoluveis de fosfato, utilizando diferentes mecanismos para promover a solubilizacdo. As
bactérias solubilizadoras de fosfato (BSP) possuem capacidade de promover a oxidagdo
extracelular de glicose a 4acido glucdnico pela quinoproteina glicose desidrogenase, tornando-
as eficientes na solubilizagdo (GOLDSTEIN; BRAVERMAN; OSORIO, 1999). No entanto, a
solubilizagdo de fontes insoluveis de fosfato pode ocorrer via excrecdo de acidos orgénicos
levando a acidificagcdo do ambiente (MASSENSSINI et al., 2015).

Outro aspecto importante ¢ que bactérias diazotréficas associadas aos fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) podem estimular a germinagdo destes, bem como o
crescimento das hifas, sobrevivéncia e distribuicdo do micélio através de exsudados que sdo
liberados pelas raizes e pela propria colonizagao das bactérias (BALOTA et al., 1995; SOUZA
et al., 2006). Em trigo, a co-inoculacao do fungo micorrizico do género Acaulospora associado
as BPCV Achromobacter insolitus e Zoogloea ramigera resultou em desenvolvimento normal
das plantas em funcdo da colonizagdo de ambos microrganismos. No entanto, o fungo
micorrizico do género Glomus, quando inoculado isoladamente, foi mais eficiente,
proporcionando maior acumulo de N e aproveitamento da adubagao nitrogenada e fosfatada em
plantas de trigo (SALA; FREITAS; DA SILVEIRA, 2007). A eficiéncia de absorcao de
nutrientes esta relacionada ao aumento da atividade de H+ATPases de membranas associada as
raizes micorrizadas (RAMOS; MARTINS; FACANHA, 2005).

O fosforo organico (Po) representa cerca de 80% do total de P presente nos solos,
sendo que a metade estd na forma de acido fitico (Fitato). Zhang et al, (2014) ao analisarem o
efeito da interacdo de FMA (Rhizophagus irregulares) e bactérias solubilizadoras de fosfato
(BSP) (Pseudomonas alcaligenes) na mineralizagdo do fitato, verificaram que a inoculagdo
isolada de P. alcaligenes aumentou a biomassa microbiana, e quando associada ao R.
irregulares indicaram maior mineralizacao do fitato do solo.

Cozzolino; Di Meo; Piccolo, (2013), ao avaliarem a inoculacao do produto comercial
AEGIS® contendo hifas de Glomus intraradices associada a adubagdo de NPK em plantas de
milho, verificaram maior desenvolvimento de plantas, em consequéncia, maior produtividade

em relagdo ao tratamento sem inoculagao.
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Face ao exposto, o presente estudo teve como objeto avaliar a influéncia da inoculagio
de A. brasilense associada a espécies de FMA, em plantas de milho submetidas a adubacao

fosfatada.

12 MATERIAL E METODOS

12.1 Local e delineamento experimental

O experimento foi realizado durante os meses de novembro a dezembro de 2015, na
Estacdo de Horticultura e Cultivo Protegido “Prof. Dr. Mario César Lopes” pertencente a
Unioeste, no municipio de Marechal Candido Rondon, PR. Este foi conduzido em estufa com
teto tipo arco, revestida com filme de polietileno de baixa densidade (150 um de espessura) e
laterais protegidas com tela branca de 40% de sombreamento.

Utilizou-se delineamento em blocos ao acaso com esquema fatorial de 2x5 e quatro
repeticoes. Para o primeiro fator, foram determinados os tratamentos, com e sem adubacao
fosfatada e o segundo estabeleceu-se a inoculacdo de: A. brasilense; A.
brasilense+Acaulospora scrobiculata;, A. brasilense+Claroideoglomus etunicatum; e A.

brasilense+Gigaspora margarita e tratamento sem inoculacao.

12.2 Adubacao e tratamentos de sementes

O substrato utilizado foi composto pela mistura de solo, areia e composto organico
(proporgdo 2:1:1). O solo foi peneirado (malha 1 cm) e submetido a secagem em condigdes
ambiente. A mistura do fertilizante fosfatado ao substrato foi realizada em betoneira por cerca
de 5 minutos, utilizando-se o superfosfato simples como fonte de P. Em seguida, para obteng¢ao
do substrato esterilizado realizou-se a autoclavagem, a 120 °C e 1 atm, por 1 hora.

Tabela 1 - Analise quimica do substrato utilizado, mistura de solo, areia € composto organico
(propor¢ao 2:1:1) com e sem adubagao fosfatada

Adubacao P MO pH CaClz H+Al AP K* Ca®*  Mg** SB CTC Vv Al

deP mg dm gdm?3 0,0l mol L' e emole dmMBmmmmmmmm e e 7 —
Com P 107,51 5,47 5,64 2,69 0,00 0,20 5,51 1,77 7,48 10,17 73,55 0,00
Sem P 25,27 4,10 5,75 2,55 0,00 0,08 294 1,11 4,13 6,68 61,83 0,00

H+Al (acidez potencial), SB (soma de bases), CTC (capacidade de troca catidnica), C (carbono organico), V%
(saturagdo por bases).

O substrato foi alocado em vasos de 2 dm® mantido com teor de umidade a
aproximadamente 80% da capacidade de campo e incubados em sacos plasticos transparentes

por 20 dias, desprovido de adubagdo nitrogenada.
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As sementes de milho (hibrido simples 30F53H) foram inoculadas com 4. brasilense,
utilizando dose de 4 mL para 1000 sementes contendo concentracio de 10 unidades
formadoras de coldonias mL' (UFC mL), aferido no Laboratério de Fisiologia Vegetal
pertencente a Unioeste, Marechal Candido Rondon, PR. A inoculacao foi realizada em sacos
plasticos devidamente esterilizados, utilizando uma cédmara de fluxo laminar, apds ser
submetida a 30 min de lampada germicida UV com o intuito da redugdo do numero de
microrganismos nas superficies ¢ no ar. Com o intuito de ndo ocorrer interferéncia na
embebicdo das sementes em diferentes volumes de inoculagao, foi mantido o mesmo volume
do liquido de inoculante para todos os tratamentos, com adi¢cdo de dgua destilada. Apds serem
tratadas e homogeneizadas, as sementes foram mantidas em repouso por 12 horas a sombra e
temperatura ambiente 25 °C.

Apos este periodo, optou-se a pré-germinagao de sementes em BOD a temperatura de
25 °C, para que ocorra o contato direto do indculo de FMA as raizes aumentado a eficiéncia da
inoculagdo. Depois de trés dias, quando houve a emissdo da radicula, foram transplantadas trés
sementes por vaso e realizada a inoculacao dos FMA. A inoculacao foi realizada adicionando-
se substrato contendo esporos dos FMA juntamente com as sementes pré-germinadas a
aproximadamente 3 cm de profundidade, no momento do transplantio destas para os vasos.

As culturas puras de FMA foram obtidas pela Colegdo Internacional de Culturas de
Glomeromycota — CICG, Universidade Regional de Blumenau — FURB. As concentragdes de
esporos encontrados para os indculos de Acaulospora scrobiculata, Claroideoglomus
etunicatum e Gigaspora margarita, foram de 74, 10 e 3 esporos g' de substrato,
respectivamente, aferido no Laboratorio de Nematologia pertencente a Unioeste, Marechal
Candido Rondon, PR.

Desta maneira, foram inoculados aproximadamente 30 esporos por planta utilizando
as seguintes doses: 0,4 g para o inoculo de Acaulospora scrobiculata, 3 g para a espécie

Claroideoglomus etunicatum e 10 g para Gigaspora margarita.

12.3 Trocas Gasosas

Com auxilio do medidor portatil de trocas gasosas Infra-Red Gas Analyzer (IRGA) Li-
6400XT, medidas tipo “survey” foram realizadas obtendo-se as seguintes variaveis: 4 — Taxa
de assimilagio liquida de COz (umol CO2 m? s!); E — Taxa de transpiragio (mmol H2O m™ s~
); gs—Condutancia estomatica (mol H.O m? s'); Ci — Concentragio interna de
COz (umol CO2 mol™!); EUA - Eficiéncia no uso da agua A/E; EiUA — Eficiéncia intrinseca no
uso da agua A/g;.
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As andlises foram realizadas em folhas totalmente expandidas e expostas a luz solar
direta, na regido do terco médio foliar. Estas foram realizadas aos 14, 21 e 28 DAE, as quais
perduraram entre 10h00 a 11h00. Utilizou-se para todos os tratamentos a densidade de fluxo de
fotons fotossinteticamente ativos de 1200 pmols m™ s!, fluxo de ar padronizado a 500 mL por
minuto e 400 umols de CO», utilizando cilindro de gas de didxido de carbono pressurizado,

12 g (LI-COR).

12.4 Avaliacdes morfobiométricas, indice SPAD e teores foliares de N e P

A fim de reduzir contaminagdes pela dgua de irrigacdo utilizada na casa de vegetagao,
as plantas foram irrigadas com agua destilada conforme a necessidade. Foram realizadas
avaliagcdes semanais do teor relativo de clorofila (indice SPAD), didametro de colmo (DC),
numero de folhas (NF) e comprimento de plantas (CP), aos 7, 14, 21 e 28 DAE. Para o indice
SPAD utilizou-se clorofilometro portatil, SPAD 502 plus Konica Minolta, paquimetro digital
de duas casas decimais de precisdo, para o aferimento do didmetro do colmo e régua graduada
para medir o comprimento.

Aos 30 DAE, também se avaliou o indice SPAD juntamente as variaveis DC, CP, NF,
volume de raiz (VR), massa de matéria seca de folhas (MSF), massa de matéria seca de
colmo-+bainha (MSCB), massa de matéria seca de raiz (MSR) e area foliar (MSF).

Para a avaliagdo realizada aos 30 DAE, plantas de milho foram coletadas e separadas
em folhas, colmo-+bainha, e raiz, sendo armazenadas em sacos tipo kraft e mantidas em estufa
com circulagdo de ar forcado com temperatura de 65 °C, por 72 horas. Logo, imediatamente
pesadas em balanga de precisdo tipo capela. Para obter-se o VR, utilizando 4dgua destilada, as
raizes foram devidamente lavadas e medido o deslocamento de agua provocado pela imersao
das mesmas em proveta (50 mL).

Para a determinacdo do teor de N e P nas folhas, estas foram moidas e digeridas em
acido sulfurico. O P foi determinado por colorimetria, a concentragdo de N foi determinada por

digestao com acido sulfurico e destilacao de Kjeldahl (EMBRAPA, 2009).

12.5 Quantificacdo de bactérias diazotréficas

No Laboratorio de Fisiologia Vegetal pertencente a Universidade Estadual do Oeste
do Parana — Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon, aos 30 DAE, amostras de raizes
foram coletadas, sendo devidamente lavadas sob dgua destilada, amostrando fracdes de 1 g da

regido do terco final radicular. As amostras foram submetidas a maceragdo em 9 mL de solucao
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fisiologica (0,85 NaCl). A partir desta amostra (10™), diluiu-se serialmente, tomando-se
aliquota de 100 pL e adicionando-a 900 pL de solugdo fisiologica formando a diluigio 1072, e
assim sucessivamente, contemplando dilui¢des de 107! até 108,

Distribuiu-se entdo as diluigdes em placas de petri contendo meio de cultura Ntb
(DOBEREINER; MARRIEL; NERY, 1976) através da técnica de micro gota, com volume de
10 puL por gota, em trés repeti¢des por diluicdo em cada placa. Posteriormente, as mesmas foram
incubadas a 30°C durante 96 horas, quando se realizou a contagem de colonias desenvolvidas,

expresso em unidades formadoras de colonia (UFC) mL™.

12.6 Quantificacdo de esporos de FMA

A extracao dos esporos dos FMA ocorreu no Laboratorio de Nematologia pertencente
a Universidade Estadual do Oeste do Parana — Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon.
Amostras de 50 g do substrato de cada parcela foram coletadas e submetidas a técnica do
peneiramento imido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963), seguido por centrifugacdo em agua
e solugdo de sacarose 45,6% (JENKINS, 1983). Nesse procedimento, cada amostra de solo foi
transferida para um recipiente contendo 700 mL de 4gua e homogeneizados a mao, para
desestruturacao de todos os torrdes. Na sequéncia, o material foi decantado por 1 min, sendo o
sobrenadante vertido sobre trés peneiras sobrepostas de 60, 200 e 400 mesh. O material retido
na ultima peneira foi recolhido em um tubo de ensaio e submetido a centrifugacdo em agua
(1077 g— G-Force) por 5 min. O sobrenadante foi descartado e ao material depositado no fundo,
adicionada solu¢do de sacarose 45,6%, homogeneizado com o auxilio de um bastio de vidro e
os tubos de ensaio, novamente levados a centrifuga (479 g — G-Force) por 1 min. O
sobrenadante foi vertido na peneira de 400 mesh e os esporos nela retidos, lavados em agua
corrente para a retirada do excesso de sacarose e transferidos para placa quadriculada, em que

foi realizada a contagem com o auxilio de microscopio estereoscopico (40x).

12.7 Anélise estatistica

Os dados foram tabulados e com o auxilio do programa estatistico Sisvar 5.3,
(FERREIRA, 2014) submetidos a analise de variancia, havendo significancia para os fatores
tratamento de sementes ¢ adubagao fosfatada, foi realizado o teste de comparacao de médias

Tukey e andlise de regressdo para os periodos de avaliagdo.
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13 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através das medidas do indice SPAD foi possivel observar redu¢do das médias, em
relacdo aos dias de desenvolvimento das plantas (7, 14, 21 e 28 DAE). Para adubacao fosfatada
quanto para o tratamento sem inoculacao (Figura 1. A e E). No entanto, na auséncia de adubagao
de P foi observado interag¢do entre os tratamentos com inoculacao de A. brasilense ¢ FMA ¢ o
periodo de avaliacdo (Figura 1. E), sendo que as sementes de milho apresentaram menores
médias maximas no indice SPAD, sendo 41,40; 38,24; 38,30 e 40,35 para os tratamentos de 4.
brasilense; A. brasilensetA. scrobiculata; A. brasilense+C. etunicatum e A.
brasilense+Gigaspora margarita, respectivamente.

A analise de regressdo revelou incremento para desenvolvimento do DC, atingindo
médias de 7,99 e 6,84 mm para plantas com e sem adubacdo fosfatada, respectivamente (Figura
1. B e F). Para NF, observou-se desenvolvimento esperado de acordo com desenvolvimento das
plantas (Figura 1. C e G). Independentemente dos tratamentos de sementes e adubacao
fosfatada, houve crescimento do niumero de folhas respondendo aos atributos genéticos das
plantas.

O CP também foi influenciado pelo periodo de avaliacao (DAE) apresentando valores
maximos de 69,16 e 58,94 cm de comprimento para plantas com e sem adubagdo fosfatada,
respectivamente (Figura 1. D e H).

No presente estudo, o indice SPAD apresentou valores inversamente proporcionais em
relagdo ao desenvolvimento das plantas (DC, NF e CP). O decréscimo do teor relativo de
clorofila pode estar relacionado a dilui¢do do N em relagao ao acimulo de massa juntamente
ao crescimento das plantas. Sabe-se que a fonte nitrogenada disponivel para o desenvolvimento
do milho foi obtida pela matéria organica oriunda da mistura do substrato (solo, areia e
composto organico). Desta forma, o indice SPAD observado no presente estudo revelou valores
inferiores daqueles considerados adequados (45,4 indice SPAD) ao desenvolvimento da cultura
do milho, na fase V3 — V4 (ARGENTA et al., 2003).

Ao considerar médias referentes aos quatro periodos de avaliacdo (7, 14, 21 e 28
DAE), a anélise de variancia mostrou valores significativos para variaveis de indice SPAD, DC,
NF e CP, em relagdao a adubacao fosfatada (Tabela 2). Tais varidveis foram favorecidas pela
adubacao fosfatada com incrementos de 4,91, 28,99, 6,41 ¢ 19,66% no indice SPAD, DC, NF
e CP. Em relagdo ao fator tratamento com A. brasilense e fungos micorrizicos arbusculares

(FMA) e a interacdo entre os fatores ndo foi observado valores significativos.
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Figura 1 - Teor relativo de clorofila (A e E), didmetro de colmo (B ¢ F), nimero de folhas (C ¢ G) ¢
comprimento de plantas (D e H) de milho submetido a fertilizagdo de P (A, B,CeD)esem (E,F,Ge
H), em fungao de tratamentos com A. brasilense e associagdo com fungos micorrizicos arbusculares.
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Tabela 2 - Resumo da analise de variancia de indice SPAD (SPAD), didmetro do colmo (DC),
numero de folhas (NF) e comprimento (CP) de plantas milho submetidas a inoculacdo de fungos
micorrizicos arbusculares e 4. brasilense, em funcdo da adubacdo fosfatada, considerando
médias de avaliagdes aos 7, 14, 21 e 28 dias apds emergéncia

Quadrados Médios
FV SPAD DC NF CP
--- Indice SPAD --- B 1111 I ---- CM ----

Adubagio P ® 29,8426 ™ 21,7194 ™ 1,225 772,2016 **
Inoculagdo (M 3,0375 ™ 0,0933 ™ 0,0219 ™ 4,7494
PxT 1,7487 ™ 0,1736 0,0062 ™ 44252

Residuo 3,7704 0,1741 0,0361 4,319

CV (%) 5,65 7,19 3,37 4,24

Média 34,35 5,80 5,64 49,05

Teste Tukey (P<0,01)
Com P 35,21 6,54 5,81 53,44
Sem P 33,48 5,07 5,46 44,66

P Com e sem adubagdo fosfatada; T Tratamento sem inoculagfio, inoculagio de A. brasilense, A. brasilense + A.
scrobiculata, A. brasilense + C. etunicatum, A. brasilense + G. margarita; ™ nao significativo e ** significativo a
0,01 de probabilidade, pelo teste de Fisher-Snedecor.

A adubacao de P no solo proporciona aumento do coeficiente de difusdo do elemento
devido a saturagdo progressiva da superficie da adsor¢ao (BASTOS et al., 2010). Isto ¢, houve
aumento da disponibilizagdo deste elemento as raizes, resultando em maior desenvolvimento
das plantas.

Aos 30 DAE, o indice SPAD nao foi influenciado pelos fatores estudados,
apresentando médias semelhantes. A fertiliza¢do fosfatada proporcionou incrementos no DC,
CP, NF, VR, MSF, MSCB, MSR ¢ AF (Tabela 3). A inoculagdo de 4. brasilense e fungos MA
nao influenciou o desenvolvimento do milho, em relagao as variaveis estudadas. Zhu et al.
(2012) também nao observaram diferencas para variaveis de comprimento e massa de matéria
seca de plantas de milho inoculadas com C. etunicatum, aos 28 DAE. Os mesmos autores
atribuiram esta auséncia de efeito das micorrizas arbusculares pela drenagem de carbono ou

disfuncao do metabolismo do milho.
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Tabela 3 - Resumo da analise de variancia de teor relativo de clorofila, indice SPAD (SPAD),
diametro do colmo (DC), comprimento de plantas (CP), nimero de folhas (NF), volume de raiz
(VR), massa de matéria seca de folhas (MSF), colmo+bainha (MSCB), raiz (MSR) e area foliar
(AF) de plantas de milho submetidas a inocula¢do de fungos micorrizicos arbusculares e A.
brasilense, em funcdo da adubacdo fosfatada, aos 30 dias apds emergéncia

Quadrados Médios
FV SPAD DC CP NF VR MSF MSCB MSR AF
--Indice - --mm -- --CMm-- = —-mL - e g/ planta ------------ --cm? --

P 71,02 ™ 52,67 F 1703,03 % 123 7 60,03 * 4,10 * 1,706 0,915 * 14870827 **
T 29,80 ™ 0,28 ™ 1590 ™ 0,16 ™ 2,53 " 004 ™ 0010 " 0,033 ™ 144504 ™
PxT 21,05 ™ 0,82 ™ 565 ™ 0,16 ™ 865 ™ 042 ™ 0,012 ™ 0,049 ™ 169439

Residuo 21,05 0,46 10,20 0,11 5,68 0,25 0,120 0,067 811,58

CV (%) 20,73 8,91 5,01 4,86 18,30 15,12 17,260 24,890 9,72

Média 22,14 7,65 63,77 6,82 13,02 1,06 0,630 1,040 292,95
Teste Tukey (p<0,01)

ComP 20,80 8,79 70,30 7,00 14,25 1,38 0,84 1,19 353,92

SemP 2347 6,50 57,25 6,65 11,80 0,74 0,43 0,89 231,98

P Com e sem adubagdo fosfatada; T Tratamento sem inoculagfo, inoculagio de A. brasilense, A. brasilense + A.
scrobiculata, A. brasilense + C. etunicatum, A. brasilense + G. margarita; ™ significativo P<0,01; ™ ndo
significativo. Médias seguidas da mesma letra maiuscula na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey.

Balota; Machineski; Scherer (2012), ao avaliarem o efeito de Gigaspora margarita e
Glomus clarum em plantas de pinhdo-manso sob doses de P no solo, observaram que o indice
de eficiéncia de utilizag¢do de P pelas plantas foi reduzido de acordo com o acréscimo das doses
de P no solo. No presente estudo, o solo desprovido da adubacdo fosfatada apresentou teor de
25,27 mg dm™ de P. Desta forma, a concentragio de P presente no solo sob fertilidade natural,
jéa considerada alta, pode ter inibido as respostas em relacao aos FMA.

A influéncia positiva de A. brasilense quando inoculado em plantas de milho
submetidas a adubacdo fosfatada pode apresentar flutuagcdes durante o desenvolvimento da
cultura, proporcionando plantas de maior comprimento e teor relativo de clorofila aos 21 dias
apos semeadura (DAS) e maior desenvolvimento de raizes aos 52 DAS (INAGAKI et al., 2014).

Ao avaliar os teores de N e P no tecido foliar de plantas de milho, a anélise de variancia
revelou significncia para interacdo entres os fatores, inoculacdo de A. brasilense e FMA e
adubacao fosfatada (Tabela 4).

Tabela 4 - Resumo da anélise de variancia de teores de N e P de plantas de milho submetidas

a inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares e A. brasilense, em fung¢dao da adubagdo
fosfatada, aos 30 dias ap6s emergéncia

FV N P
Tratamento (T) 2,793 2,249 *
Adubacao fosfatada (A) 12,939 * 21,656 ™
Interagdo T x A 8,489 ™ 1,276 *
Residuo 1,811 0,547
CV (%) 13,51 4235
Média 9,96 1,75

" ndo significativo, * e ™ significativo a 0,05 e 0,01 de probabilidade respectivamente, pelo teste de Fisher-
Snedecor.
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Em relagdo ao teor foliar de N de plantas de milho, os tratamentos com A. brasilense
e FMA ndo apresentaram diferencas em relagdo as plantas que receberam adubacao fosfatada.
No entanto, na auséncia da fertilizacao de P no solo, plantas inoculadas com as associacdes de
A. brasilense+A. scrobiculata (Ab+As) e A. brasilense+C. etunicatum (Ab+Ce) mostraram
médias superiores quando comparado com o tratamento sem inoculagdo, ao passo que os
tratamentos A. brasilense e A. brasilense+G. margarita (Ab+Gm) ndo apresentaram diferenga
(Tabela 5).

Para o tratamento sem inoculagdo, o teor foliar de N apresentou maior média quando
as plantas foram submetidas a adubag¢ao fosfatada. Porém, os tratamentos Ab, Ab+As e Ab+Ce
demonstraram maior eficiéncia, proporcionando teores foliares de N superiores em plantas sem
adubacdo de P. Ao passo que o tratamento Ab+Gm apresentaram médias semelhantes pelo teste
Tukey 5%.

A adubacao fosfatada juntamente com a inoculagdo de A. brasilense de forma isolada
e associada com 4. scrobiculata e C. etunicatum prejudicou o acimulo de N no tecido foliar.
Porém, este resultado tornou-se benéfico quando submetido a fertilidade natural do substrato.
Este desempenho, em condig¢des de baixo teor de P, pode estar relacionado a capacidade dos
FMA em alterar caracteristicas fisico-quimica do solo através da manuten¢do da estrutura,
agregando as particulas do solo via hifas extrarradiculares e seus exsudatos (FOLLI-PEREIRA
et al., 2012). Balota et al. (1995) verificaram que bactérias diazotroficas podem induzir o
crescimento micelial de FMA, ao passo que a espécie de Azospirillum lipoferum isolado da
mandioca, apresentaram capacidade de produzir AIA in vitro.

Tabela S - Teores foliares de N e P de plantas de milho submetidas a inoculagdo de fungos

micorrizicos arbusculares e 4. brasilense, em fungao da adubagdo fosfatada, aos 30 dias apos
emergéncia

Teor de N foliar
i 3 + + +
Adubagdo P Sem inoculagédo Ab gig_llxs Ab+Ce Ab+Gm Meédia
Com P 10,7187 Aa 8,4582 Ba 9,4062 Ba 9,1875 Ba 9,1875 Aa 9,3916
Sem P 8,7500 Bb 11,0832 Aab 11,8125 Aa 11,8125 Aa 9,1875 Aab 10,5291
Média 9,7344 9,7707 10,6094 10,5000 9,1875
Teor de P foliar
i 3 + + +
Adubagio P Sem inoculagdo Ab gigf‘s Ab+Ce Ab+Gm Meédia
Com P 1,7052 Ab 3,5712 Aa 1,8622 Ab 2,1947 Aab 3,0802 Aab 2,4827
Sem P 0,8217 Aa 0,7437 Ba 0,9477 Aa 0,6945 Ba 1,8480 Ba 1,0111
Média 1,2635 2,1575 1,4050 1,4446 2,4641

Médias seguidas da mesma letra maitscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey. Ab: A. brasilense, Ab+As: A. brasilense + A. scrobiculata, Ab+Ce: A. brasilense + C.
etunicatum, Ab+Gm: A. brasilense + G. margarita.
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Em relagcdo ao teor foliar de P, quando plantas de milho foram submetidas ao
tratamento com P, a inoculacdo isolada de A. brasilense revelou média superior quando
comparado ao tratamento sem inoculacdo e Ab+As (Tabela 5). Os demais tratamentos de A.
brasilense associado com as espécies de FMA (Ab+Ce e Ab+Gm) ndo apresentaram
significancia pelo teste de médias. Quando as plantas foram conduzidas em solo sem adubacao
fosfatada, o teor foliar de P ndo foi influenciado em relacao aos tratamentos de A. brasilense e
FMA, apresentando médias semelhantes.

Sob adubagao fosfatada sementes inoculadas com A. brasilense de forma isolada e
associada com C. etunicatum e G. margarita desenvolveram plantas com teor foliar de P
superior quando comparado ao tratamento sem P. A inoculagdo de Ab+As e o sem inoculagdo
nao apresentaram diferenca em relacao ao fator adubagao de P. Por meio dos resultados obtidos,
observou-se coeréncia em relacdo aos encontrados por Zhang et al. (2014). Estes autores
observaram sinergismo entre espécies de BSP e FMA na cultura do milho, ao passo que
proporcionaram maior capacidade de mineralizacdo de acido fitico presente no solo, em
consequéncia, observou-se maior acumulo no teor foliar de P. Cozzolino; Di Meo; Piccolo,
(2013), ao avaliarem plantas de milho inoculadas com G. intraradices, observaram aumento na
taxa de coloniza¢do micorrizica, resultando em aumento no teor de P no tecido foliar.

A andlise de variancia mostrou valores significativos para taxa de assimilag¢do liquida
de CO: (A4), transpiracdo foliar (E), condutancia estomatica (gs), concentracdo de CO> (Ci),
eficiéncia no uso da dgua (EUA), intrinseca no uso da agua (E/UA) e eficiéncia de carboxilagao
(ACi) em relagdo ao fator adubacao fosfatada (Tabela 6).

Tabela 6 - Medidas de trocas gasosas, taxa de assimilagdo liquida de CO; (4), condutancia
estomatica (gs), concentracdo de CO» (Ci), transpiragdo foliar (E), eficiéncia no uso da agua
(EUA), intrinseca no uso da dgua (EIUA) e eficiéncia de carboxilacao (4 Ci) de plantas de milho
submetidas a inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares e 4. brasilense, em funcao da
adubacdo fosfatada, considerando médias de avaliagdes aos 14, 21 e 28 dias apos emergéncia

Quadrados Médios
FvV oA &_ _ _ _____ G________ E_____ EUA__ _EIUA__ _ ACi _ _
e 4mol COrm? 1 _mol HOm? s _umol COymol! _ mol H:Qm?s! _A/E_ _ _ Algs _ _ _ A/Ci_
P 113,78 ** 3,233 ™ 1404,61 * 0,652 ** 2,95 ™ 297,77 * 1,922 **
T 2,24 1,774 o 721,71 * 0,025 0,36 ™ 2299 * 1243 n
PxT 7,09 s 2,964 s 385,46 ™ 0,064 1 0,16 ™ 51,08 ™ 1,993 s
Residuo 6,25 3,46 24521 0,078 0,14 68,67 1,073
CV (%) 12,49 1,78 11,45 10,54 4,99 5,98 21,35
Média 20,01 0,14 136,7 2,65 7,55 138,68 0,15
________________________ Teste Tukey (p<00D)_ _ _ _ __ ___ ______________.
ComP 21,7 0,154 142,63 2,78 7,82 141,41 0,17
Sem P 18,33 0,136 130,78 2,53 7,28 135,95 0,13

P Com e sem adubagio fosfatada; T Tratamento sem inoculago, inoculagdo de A. brasilense, A. brasilense + A.
scrobiculata, A. brasilense + C. etunicatum, A. brasilense + G. margarita; ™ ndo significativo, * e ™ significativo
a 0,05 ¢ 0,01 de probabilidade respectivamente, pelo teste de Fisher-Snedecor. Médias seguidas da mesma letra
maiuscula na coluna nio diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey.
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As variaveis de Ci e EiUA revelaram significancia ao fator tratamento de 4. brasilense
e FMA. Em relagdo as medidas de trocas gasosas, ndo houve interagdo entre os fatores
avaliados. As medidas de trocas gasosas foram influenciadas de forma positiva pela adubagao
fosfatada, resultando em valores superiores em 18,38, 13,23, 9,06, 9,88, 7,42, 4,01 ¢ 30,76%
para 4, g, Ci, E, EUA, EiUA e ACi, respectivamente.

Apesar do teste F revelar valores significativos, ao realizar o desdobramento das
médias de Ci ndo foi observado diferencas entre as médias dos tratamentos de 4. brasilense ¢
FMA (Figura 2. A). Ja para a eficiéncia intrinseca no uso da agua, a utilizagao da inoculagao de
A. brasilense de forma isolada, proporcionou média superior quando comparado ao tratamento
A. brasilense+G. margarita, ao passo que os demais tratamentos ndo diferenciaram
significativamente (Figura 2. B). A utilizacao de A. brasilense propiciou em maior quantidade
de CO> fixado pela quantidade de agua utilizada na turgescéncia de células estomaticas, ou seja,
aumentou-se a eficiéncia de fixacdo de CO; em relagdo a abertura estomatica. A utilizacao do
tratamento Ab+Gm, certamente aumentou-se a condutancia estomatica, porém a fixagdo de CO>

manteve-se estavel.
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Figura 2 - Concentracdo interna de CO: (Ci) e eficiéncia intrinseca no uso da agua (EiUA) de
plantas de milho submetidas a inoculagao de fungos micorrizicos arbusculares e 4. brasilense,

em fungdo da adubacgao fosfatada. Barras seguidas da mesma letra maitscula nio diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey.

Segundo Ruiz-Sanchez et al. (2010), a inoculagao de Glomus intraradices em plantas
de arroz submetidas ao estresse hidrico, exibiram maior eficiéncia fotossintética do
fotossistema II, sendo que ao serem reidratadas apresentaram maior condutancia estomatica em
relagdo as plantas nao inoculadas. Plantas de milho ao serem inoculadas com C. etunicatum e
submetidas ao estresse hidrico, apresentaram maior eficiéncia fotossintética, taxa de

assimilagdo liquida de CO», transpiracao foliar, em consequéncia maior eficiéncia no uso da
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agua, porém reducdo na concentragdo interna de CO», efeito gerado pelo aumento de 4 (ZHU
et al., 2012).

Em relagdo a quantificagdo de esporos micorrizicos arbusculares, este nao foi
observado no presente estudo (dados ndo mostrados). Apesar dos inoculantes micelianos
utilizados no presente estudo serem produzidos em cultura axénica, os esporos s6 podem ser
obtidos a partir de fungos que esporulam em abundancia (SOUZA et al., 2006). No entanto, os
in6culos de FMA utilizados no presente estudo nao apresentaram formagado de esporos quando
submetidos a associacao com A. brasilense, no cultivo do milho, até aos 30 DAE.

Para populacdo de bactérias diazotroficas, as raizes de plantas fertilizadas com fosforo
desenvolveram maior nimero de unidades formadoras de coldnias, ao comparar com raizes de
plantas conduzidas sem adubacao de P (Figura 3). Como discutido anteriormente, a ramificacao
de hifas esporofiticas de FMA, chamadas fatores de ramificagdo, podem ocorrer através de
sinalizadores lancados pelas raizes (SOUZA et al., 2006) e até exsudatos emitidos por bactérias

diazotroficas (BALOTA et al., 1995).

Azospirillum brasilense

A. brasilense + Acaulospora scrobiculata

A. brasilense + Claroideoglomus etunicatum
A. brasilense + Gigaspora margarita
Controle

UFC g_l raiz

CP SP
Figura 3 - Densidade de unidades formadoras de colonias (UFC) de bactérias diazotroficas de
raizes de milho submetidas a inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares e A. brasilense,
em fun¢ao da adubacao fosfatada. CP: com 100 mg dm™ de P; SP: sem adigdo de P.

No presente estudo, a populacdo de bactérias diazotréficas foi influenciada pela
adubacao fostatada, tornando-se coerente o desenvolvimento superior de plantas de milho como
relatado anteriormente (Tabela 3 e 6). A populacao microbiana de solubilizadores de fosfato
pode alcangar até 40% da populacdo de microrganismos do solo (GOSWAMI; THAKKER;
DHANDHUKIA, 2016), ao passo que espécies de 4. brasilense considerada como bactéria
facultativa, pode colonizar regides internas da raiz. A colonizagdo de A. brasilense juntamente
aos FMA pode ter favorecido o aumento da exsudagao radicular de carbono fotossinteticamente

fixo, resultando em maior colonizagao de bactérias diazotroficas nas raizes de milho.
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14 CONCLUSOES

Plantas de milho, inoculadas com A. brasilense+A. scrobiculata ¢ A. brasilense+C.
etunicatum apresentaram maior teor foliar de N na auséncia da adubagao fosfatada, comparado
ao tratamento sem inoculagdo. A inoculagao de A. brasilense de forma isolada, aumentou o teor
foliar de P quando comparado ao tratamento sem inoculagdo e A. brasilense + A. scrobiculata.

A adubagdo fosfatada na cultura do milho resultou em beneficios as plantas,
aumentando indices de trocas gasosas, promovendo consequentemente, maior desenvolvimento
da cultura;

Raizes de plantas de milho submetido a adubagao fosfatada apresentaram maior
populacdo de bactérias diazotrdficas, ao passo que a inoculagdo de A. brasilense e/ou FMA nao
elevaram estes valores;

No presente estudo, ndo foi observado esporos micorrizicos de A. scrobiculata, C.

etunicatum e G. margarita no substrato onde as plantas foram cultivadas.
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16 CONCLUSOES GERAIS

A adubagdo fosfatada resultou em maior crescimento da cultura, independente da
inoculacdo de A. brasilense e fungos micorrizicos arbusculares.

A adubagdo nitrogenada na cultura do milho, além de proporcionar beneficios ao
desenvolvimento cultura, interage em associagdo ao 4. brasilense aumentando a promogao de
crescimento de plantas.

O efeito residual de A. brasilense sob o cultivo sucessivo de milho com adubagio
nitrogenada influenciou positivamente o desenvolvimento da cultura, bem como as medidas de
trocas gasosas.

A inoculagdo de A. brasilense associada aos FMA, A. scrobiculata, C. etunicatum, e
G. margarita, apresentaram intera¢do em fun¢ao do aumento de teores foliares de nitrogénio e
fosforo de plantas de milho, porém nao foram observados o desenvolvimento de esporos
micorrizicos.

A extragdo de esporos micorrizicos arbusculares aos 30 dias apds emergéncia de
plantas de milho, pode ter sido um periodo precoce no desenvolvimento dos mesmos. Neste
sentido, para garantir a avaliagdo do numero de esporos, haveria necessidade de maior periodo
de conducdo do experimento, ao passo que avaliagdes a campo tenderia ao final do ciclo,

garantindo o ciclo de propagacdo das micorrizas.
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17 CONSIDERACOES FINAIS

1. A adubacdo fosfatada na cultura do milho tem sua importancia indiscutivel, na
auséncia deste elemento plantas avaliadas proporcionaram sintomas de deficiéncia de P
notaveis, tais como, menor porte de plantas, coloragdo roxeada seguida por necrose iniciada
pelas extremidades das folhas.

2. A condugdo de experimentos em casa de vegetagao requer cuidados relacionados
a fertilidade do solo. De fato, a recomendagao de adubacgdo para condu¢do de experimentos em
vasos deve seguir um protocolo diferenciado quando comparado aos ensaios implantados &
campo. Propriedades fisicas importantissimas como, densidade do solo, microporosidade,
macroporosidade, compactacdo e percolacdo de dgua no solo, sdo diferentes comparando
quando em condigdes de campo. Desta forma, ¢ evidente que a adubagdo de plantas de milho
conduzidas em vasos deve ser diferenciada, chegando até 300 ppm de P, 100 ppm de N e 100
ppm de K.

3. O desempenho de bactérias associativas requer condi¢cdes favoraveis para o seu
desenvolvimento, porém existem condi¢des extremas as quais a espécie Azospirillum brasilense
tem demonstrado alta eficiéncia, tais como em condi¢des extremas de baixa ¢ alta concentracao
de P no solo, além do déficit hidrico.

4. A obtengdo de indculos micorrizicos arbusculares de procedéncia confidvel nem
sempre ¢ suficiente para se ter certeza que os mesmos possuirdo taxa de infecgdo efetiva. E
importante seguir um protocolo de teste de germinagdo dos esporos, além se proceder a
multiplicagdo dos esporos.

5. A presenca de diferentes espécies de Fungos Micorrizicos Arbusculares nos
solos brasileiros € ocorrente, principalmente em solos desprovidos da acdo antropica. No
entanto, na agricultura em larga escala a atividade destes fungos ainda sdo efetivas. Face ao
exposto, a associagdo de bactérias solubilizadoras de fosfato devem interagir juntamente aos
fungos micorrizicos arbusculares. Esta acdo pode ocorrer de forma natural na microbiota do
solo, ao passo que através do presente estudo foi possivel observar o mesmo.

6. O estudo de dois microrganismos em sinergismo atuando como promotor de
crescimento vegetal requer vasta experiéncia multidisciplinar, a orientagdo por professores
Doutores de areas especificas como, fitopatologia/microbiologia, fertilidade do solo/nutrigdo
de plantas/fisiologia vegetal ¢ crucial para o desenvolvimento e entendimento dos resultados.

7. A partir das andlises de trocas gasosas em plantas utilizando o equipamento

portatil IRGA, adquire-se experiéncias associadas a teoria obtida em sala de aula. Para
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confiabilidade dos dados obtidos pelo IRGA ¢ essencial alguns excessos de cuidados para com
0 equipamento, tais como, limpeza diaria, evitar tor¢cdo de cabos, meio de transporte seguro,
troca de reagentes no momento correto, utilizacdo de reagentes de procedéncia confiavel e
principalmente conhecimento das varaveis avaliadas.

8.  Ainda sobre a veracidade dos dados de trocas gasosas sob plantas de milho, ¢
crucial a importancia do estabelecimento da folha de avaliagao além da posi¢do de clipagem da
camara de leitura, desta forma, possibilita-se que as amostras possuam leituras padrdes para
cada parcela. A partir dos dados obtidos foi possivel comprovar, o que era notavel visualmente,

a correlacdo positiva entre indice SPAD e fotossintese liquida, em folhas de milho.



