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RESUMO

ALVES, Jackson de Mesquita. Bactérias promotoras de crescimento de plantas como
atenuantes do déficit hidrico em milho verde. 2021. 52p. Dissertacio (Mestrado em
Horticultura Tropical) - Universidade Federal de Campina Grande. Pombal — PB!.

O milho ¢ uma das culturas de maior expressividade do agronegdcio do Brasil e do mundo em
funcdo de sua versatilidade de uso, tanto na alimentagao humana quanto na alimenta¢ao animal.
No semidrido brasileiro, a produtividade do milho verde ¢ ainda relativamente baixa em
comparagao com outras regioes do pais, devido a ndo adogado de novas tecnologias de producao
e principalmente, ao déficit hidrico. Objetivou-se avaliar as trocas gasosas, eficiéncia de
utilizacao de agua, nutri¢do mineral do milho verde em funcao de bioinoculantes contendo
bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) e Co + Mo, bem como sua influéncia
sobre a disponibilidade de P ¢ N no solo. Instalou-se um experimento em condi¢des de campo
com a cultivar de milho verde AG 1051, em parcelas subdivididas no espaco, onde as parcelas
foram constituidas por trés laminas de irrigacdo (60, 80 e 100% da ETc) e as subparcelas
corresponderam a quatro tratamentos a base de BPCP ¢ Co + Mo (C: controle, sem
bioinoculante; T1: Bacillus subtillis; T2: Bacillus amyloliquefaciens mais Azospirillum
brasiliensis ¢ T3: Co + Mo, solugdo com 0,3% de Co e 10% de Mo. Os bioinoculantes contendo
BPCP ou Co + Mo nao interferiram na taxa de assimila¢ao de CO2 nem na eficiéncia do uso da
agua no milho verde. BPCP, especialmente B. amyloliquefaciens mais A. brasiliensis e B.
subtillis promoveram melhoria na nutri¢do nitrogenada do milho com o aumento no teor de N
total e N mineral nos tecidos foliares, mas ndo alteraram os teores de P e K. Os bioinoculantes
B. subtillis e Co + Mo aumentaram os teores de N mineral e os teores de P soliivel e organico
no solo. O nivel de estresse hidrico mais severo (60% da ETc), promoveu uma maior eficiéncia
de uso da agua para a producdo de massa fresca vegetativa.

Palavras-chave: Déficit hidrico, bioinoculantes, trocas gasosas, nutri¢do mineral.

!Orientador: prof°. Dr. Josinaldo Lopes Aratjo Rocha, CCTA/UFCG.
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ABSTRACT

ALVES, Jackson de Mesquita. Plant growth-promoting bacteria as water deficit
attenuators in green corn. 2021. 52p. Dissertation (Master in Tropical Horticulture) - Federal
University of Campina Grande, Pombal-PB!

Corn is one of the most expressive crops in agribusiness in Brazil and in the world due to its
versatility of use, both in human and animal feed. In the Brazilian semiarid region, green maize
productivity is still relatively low compared to other regions of the country, due to the non-
adoption of new production technologies and, mainly, to the water deficit. The objective was
to evaluate gas exchange, water use efficiency, mineral nutrition of green corn as a function of
bioinoculants containing plant growth - promoting bacteria (PGPB) and Co + Mo, as well as
their influence on the availability of P and N in the ground. An experiment was carried out
under field conditions with the green maize cultivar AG 1051, in spatially subdivided plots,
where the plots consisted of three irrigation depths (60, 80 and 100% of ETc) and the subplots
corresponded to four treatments based on BPCP and Co + Mo (C: control, without bioinoculant;
T1: Bacillus subtillis; T2: Bacillus amyloliquefaciens plus Azospirillum brasiliensis and T3: Co
+ Mo, solution with 0.3% Co and 10% Mo. Bioinoculants containing PGPB or Co + Mo did
not interfere in the rate of CO; assimilation or in the efficiency of water use in green corn.
PGPB, especially B. amyloliquefaciens plus A. brasiliensis and B. subtillis promoted an
improvement in the nitrogen nutrition of corn with the increase in total N and mineral N content
in leaf tissues, but did not change P and K content. Bioinoculants B. subtilis and Co + Mo
increased mineral N content and soluble and organic P content in the soil. most severe water
stress level (60% of ETc), promoted a greater efficiency in the use of water for the production
of vegetative fresh mass.

Keywords: Water deficit, bioinoculants, gas exchange, mineral nutrition.

Mentor: Prof°® Dr. Josinaldo Lopes Aratijo Rocha, CCTA/UFCG
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1. INTRODUCAO

O cultivo de milho (Zea mays L.) verde, ou seja, milho com graos no estado leitoso,
predomina na regido Nordeste brasileira, mas vem ganhando importancia em todo o Brasil,
devido ao maior valor de comercializagdo quando comparado com graos secos (PAIVA et al.,
2012). O cultivo de milho, na regido do semiarido brasileiro, para a producdo de forragem e
principalmente para consumo como milho verde ¢ importante, especialmente, em pequenas
propriedades rurais (SILVA et al., 2016).

Na regido semidrida, a produgdo de milho verde ¢ altamente dependente da irrigagao
devido as irregularidades dos periodos chuvosos, apresentando baixa precipita¢do e elevada
evapotranspiragao, caracteristica desta regido. Contudo, a escassez de 4gua para irriga¢ao tem
se tornado cada vez maior em todo o mundo, especialmente em fungdo de mudancas climaticas,
fato que tem levado diversas culturas, em todo o pais, a experimentar periodos de estresse
hidrico durante seu ciclo.

O déficit hidrico ¢ um dos fatores abiodticos que mais afeta negativamente o crescimento
e a produtividade do milho (FALOYE et al., 2019). Além das perdas de produtividade, a
deficiéncia hidrica pode reduzir o periodo de formacao de graos e interferir no desenvolvimento
ovariano, aumentando o numero de graos abortados (MARWEIN et al., 2017). A deficiéncia
hidrica pode diminuir a absor¢do e acimulo de nutrientes, devido a redugdo do crescimento
radicular e ao fato de que a agua € o veiculo pelo qual os nutrientes minerais se deslocam da
solucdo do solo para as raizes da planta (GESSLER et al., 2017).

Dentre as estratégias para atenuar o estresse hidrico nas culturas, tém recebido atengao
da pesquisa, o uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP), algumas vezes
denominadas de biofertilizantes (FERREIRA et al., 2014). Os produtos biofertilizantes
geralmente sdao baseados em BPCP, que podem aumentar a produtividade das culturas e a
fertilidade do solo sem exercer nenhum efeito negativo no ambiente. Além disso, podem
diminuir a disponibilidade de substancias toxicas, metais pesados e aumentar a disponibilidade
de nutrientes como fosforo (P) e nitrogénio (N) para as plantas (RAMAKRISHNA et al., 2019;
LU etal., 2021).

As BPCP no solo podem elevar a produgdo de substancias osmorreguladoras pela planta
e assim atuar de forma sinérgica, colaborando na tolerancia a seca (MATOS et al., 2019). Estes
organismos podem produzir auxinas como o acido indolacético, aumentando o comprimento
das raizes das plantas, conduzindo assim a uma maior absor¢do de dgua e nutrientes do solo

(TURATTO et al., 2018).
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Efeitos benéficos das BPCP na cultura do milho, melhorando a tolerancia da planta ao
déficit hidrico foram observados por Zarei et al. (2019). Estes autores relataram que
Pseudomonas, podem melhorar o crescimento dos vegetais em condicdes de estresse hidrico, e
que a inoculagdo de sementes de milho aumentou a tolerancia ao estresse do déficit hidrico das
plantas. Além disso, estudos usando BPCP evidenciaram um aumento significativo na absor¢ao
de macronutrientes como célcio (Ca), N e P e micronutrientes como boro (B), cobre (Cu), ferro
(Fe) e zinco (Zn) (YADAV et al. 2020).

O sucesso do cultivo de milho verde em clima semiarido depende de adogao de novas
tecnologias de produgdo e uso de produtos capazes de melhorar o desempenho da cultura sob
escassez de agua. O uso de bioinoculantes associado a aplicagdo de Co + Mo no milho verde
irrigado pode contribuir para mitigar o déficit hidrico na cultura (FLORES et al., 2020).
Entretanto, a adog@o desta tecnologia pelos produtores so se tornara realidade quando forem
demonstrados cientificamente seus beneficios sob diversas situa¢des de clima e solo.

Portanto, a hipotese neste trabalho ¢ de que os efeitos negativos do déficit hidrico na
cultura do milho verde podem serem mitigados pelo uso de produtos contendo bactérias
promotoras de crescimento de plantas e Co + Mo, mantendo as trocas gasosas em niveis
adequados ao desenvolvimento das plantas, aumentado a eficiéncia do uso da agua e
melhorando a nutricdo mineral da cultura. Desta forma, neste trabalho objetivou-se avaliar as
trocas gasosas, eficiéncia de utilizagdo de dgua, nutri¢do mineral do milho verde em fun¢ao de
bioinoculantes contendo BPCP e Co + Mo, bem como sua influéncia sobre a disponibilidade

de P e N no solo.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Exigéncias hidricas e efeitos do déficit hidrico na cultura do milho

O milho ¢ uma das culturas de maior exigéncia hidrica, especialmente por se tratar de
uma planta C4, as quais apresentam elevada taxa fotossintética e transpiragdo em comparacao
as plantas C3 (MARAMBE; MILAS, 2020). Entretanto, a cultura ¢ eficiente na utilizagdo de
agua, ou seja, para a mesma quantidade de agua utilizada, produz uma quantidade de matéria
seca muito superior a outras culturas menos eficientes.

A necessidade total de agua na cultura do milho depende de diversos fatores, tais como
capacidade de retengdo de agua no solo, duracao do ciclo do genétipo e utilizacao dada a cultura
(milho grao ou milho forragem), epoca de cultivo, evapotranspiragdo e da precipitacao ocorrida

durante o ciclo da cultura (WU et al., 2011).
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As plantas C4 tém seus mecanismos fotossintéticos desenvolvidos para reduzir a
fotorrespiracdo e economizar agua e que elas sdo mais fotossinteticamente ativas que as plantas
C3 (YERRAMSETTY et al., 2017). Lundgren e Christin (2016) realizaram um estudo
mostrando como as variagdes anatomicas em plantas C4 também apresentam uma absor¢ao
mais eficiente de COs.

O milho pode ser cultivado em regides onde as precipitacdes pluviométricas variam de
250 mm até¢ 500 mm anuais, embora a quantidade de agua consumida pela planta, durante seu
ciclo, esteja em torno de 600 mm. A necessidade de agua pelo milho, nos estadios iniciais de
crescimento, num clima quente e seco, raramente excede 2,5 mm/dia. Durante o periodo
compreendido entre o espigamento ¢ a maturagdo, o consumo pode se elevar para 5 a 7,5 mm
diarios. Contudo, se a temperatura estiver muito elevada e a umidade do ar muito baixa, o
consumo poderd chegar até 10 mm/dia (ANDRADE et al., 2006).

Santos et al. (2014) observaram que em condigdes semidridas, a evapotranspiracao total
da cultura (Etc) do milho verde foi de 300,54 mm para um ciclo de 77 dias, com valor médio
diario de 3,90 mm, valor minimo de 1,94 mm e valor maximo préximo a 5,68 mm na fase de
floragao. Os mesmos autores encontraram os coeficientes de cultivo (Kc) de 0,50; 0,64; 1,12 ¢
1,11 para as diferentes fases fenologicas, que tiveram duracdo de 16, 20, 27 e 14 dias
respectivamente, para o milho verde cv. AG 1051 nas condi¢cdes edafoclimaticas de
Mossord/RN.

O déficit hidrico € definido como uma condi¢do do suprimento inadequado de agua nas
plantas devido a disponibilidade limitada de d4gua que resulta em efeitos prejudiciais nas plantas,
portanto, este afeta negativamente os processos fisiologicos e bioquimicos causando
decréscimo no turgor das células, imprescindivel para o adequado metabolismo celular, como
fotossintese, atividade enzimatica e absor¢ao de nutrientes (FLORES, et al., 2020).

A deficiéncia hidrica provoca desidratacdo da célula, seguido por reducao do potencial
hidrico e da resisténcia hidraulica nos vasos do xilema. Entretanto, o fechamento estomatico e
as perdas de turgor que ocorrem sob estresse hidrico sao devidos a um fornecimento esporadico
de 4gua do xilema para as células alongadas circundantes (TAIZ et al, 2017). Desta forma, o
estresse hidrico severo torna - se prejudicial as relagdes hidricas das plantas, fotossintese,
absor¢ao de ions, metabolismo de nutrientes e particionamento de assimilados (SAUD et al.,
2016).

No milho o estresse hidrico causa atraso no surgimento de estigmas, resultando em

aumento no intervalo entre a floracdo masculina e feminina e também em alta porcentagem de
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zigotos abortados ap0s a fertilizacdo (BERNINI et al., 2016). Os efeitos secundarios resultam
em prejuizos na expansdo foliar, atividades celulares e metabolicas, fechamento estomatico,
inibicao fotossintética e abscisdo foliar, cessando o crescimento da planta (TAIZ et al., 2017).

Os estadios de desenvolvimento da planta em que a deficiéncia hidrica mais afeta a
producdo de grao sdo o inicio da floragdo e o desenvolvimento da inflorescéncia, porque € nesta
fase que ¢ determinado o numero potencial de graos, o periodo de fertilizagao, ou seja, quando
o potencial de producdo ¢ fixado (BARROS; CALADO, 2014). Nesta fase a presenc¢a de dgua
¢ muito importante para nao haver desidratagao dos graos de pdlen e por ultimo, a fase de
enchimento do grao, quando ocorre o aumento na deposi¢do de matéria seca.

O estresse hidrico geralmente aumenta a resisténcia difusiva ao vapor de agua pelo
fechamento dos estomatos, reduzindo a transpiragdo e consequentemente o suprimento de CO»
para a fotossintese (TAIZ et al.,, 2017). Esses eventos sdo decorrentes da redugdo da
turgescéncia das células-guardas dos estomatos, seguidos pelo fechamento dos poros
estomaticos, o decréscimo da difusdo de dioxido de carbono (CO:) da atmosfera até o sitio de
carboxilagdo. Sendo esta considerada a principal causa da reducdo da fotossintese, em
condi¢des de deficiéncia hidrica (PINHEIRO et al., 2011).

O milho submetido a deficiéncia hidrica durante o periodo vegetativo apresenta um
indice de area foliar (IAF) ligeiramente reduzido, diminuindo assim a intercepta¢do de luz
durante o crescimento vegetativo e o acumulo de carboidratos (COMAS et al., 2019). Da
mesma forma que em qualquer momento durante o seu ciclo de crescimento, a planta ¢
altamente sensivel a seca, causando significativas perdas na sua produtividade (RUFINO et al.,
2018).

No periodo de floragdo (VT), no qual o potencial de produ¢do de graos ¢ determinado,
a seca reduz o numero de graos, levando a dessecacao do pdlen e, portanto, a um aumento no
intervalo de silenciamento da antese e na senescéncia foliar precoce (ARAUS et al., 2012).
Finalmente, durante o periodo de enchimento de graos (R3), o déficit hidrico reduz o
suprimento de fotoassimilados na fonte, levando a perdas no peso dos graos

(KHODARAHMPOUR et al., 2011).
2.2 Mecanismos de superac¢ao do estresse hidrico

A planta absorve dgua para suprir a sua necessidade em nutrientes que sao transportados
com a 4gua e, para controlar a sua temperatura através da transpiracdo. No entanto, da totalidade
da 4gua absorvida pela planta, apenas cerca de 1% ¢ retida pela propria planta. Desse modo,

quando a disponibilidade hidrica ¢ baixa, devido a pouca disponibilidade de 4gua no solo ou
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devido a elevada transpiracdo a planta desenvolve mecanismos fisioldgicos que lhe permite
reduzir a perda de 4gua, como por exemplo, fechando os estdmatos ou alterando o angulo foliar
e consequentemente reduzindo a incidéncia dos raios solares (BARROS; CALADO, 2014).

Com o fechamento dos estdmatos a planta deixa de transpirar, mas também deixa de
haver entrada de CO; nas células (MONTILLET et al., 2021) fazendo com que ndo se realize a
fotossintese e, portanto, a producdo de biomassa (matéria seca) serd afetada. Desta forma,
dependendo do estadio de desenvolvimento em que a planta sofreu o déficit hidrico, este efeito
pode proporcionar queda na produtividade em diferentes magnitudes (FLORES, et al., 2020).

A condigdo de estresse hidrico impde a manifestacdo de diferentes tipos de mecanismos
nao especificos e de alta complexidade, de acordo com o grau de severidade do distirbio. De
acordo com Flores et al. (2020), os mecanismos de tolerancia ao déficit hidrico incluem: (a)
mecanismos de prevencdo da desidratagdo celular (ajuste osmotico e respostas de
endurecimento da parede celular); (b) mecanismos de tolerancia a desidratagdo celular
caracterizados pelo acumulo de osmoprotetores, antioxidantes e, bem como a biossintese de
proteinas de protegdo celular, incluindo proteinas de choque térmico e hidrofilinas.

Portanto, as plantas poderdo promover mudangas nas atividades enzimaticas,
aumentado a atividade das peroxidases, catalases, glutadionas, e redutases, bem como favorecer
o acumulo de antioxidantes (acido ascorbico e tocoferol), de substancias osmoticamente ativas
(prolina, glicina, betaina e polinos), de outras substancias do metabolismo secundério como os
polifendis, antocianinas e, sobretudo, a biossintese de poliminas e de outros hormoénios
vegetais, como o acido abscisico, acido jasmonico e etileno (TAIZ et al., 2017).

As plantas de milho, quando expostas a deficiéncia hidrica, podem desenvolver
mecanismos fisioldgicos, morfo-anatomicos, bioquimicos e moleculares de adaptacdo.
(LANGNER et al., 2019). As respostas ao estresse hidrico incluem a redug¢do do potencial
osmotico e perda de turgidez, acimulo de substancias soliveis na planta e aumento na
quantidade de substancias que sao transportadas pela 4gua para as folhas (TAIZ et al., 2017).

No entanto, ferramentas biotecnologicas como uso de marcadores moleculares,
transformagdo genética, e modelagem através da bioinformatica, associadas a selecdo
convencional, serdo fundamentais para garantir o avanco na tolerancia a deficiéncia hidrica em
milho (LANGNER et al., 2019). Em resposta ao estresse hidrico as plantas acumulam varios
osmolitos organicos, especialmente solutos organicos compativeis, em resposta ao estresse
osmotico. A principal func¢ao dos solutos compativeis ¢ manter o turgor celular e absorver mais

dgua do solo. Alguns destes solutos organicos que podem ser acumulados nas plantas sdo
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prolina no citosol que se acumulam nos cloroplastos; a citrulina, carboidratos soluveis e

aminoacidos (MASOULEH et al., 2019).
2. 3 Bactérias promotoras de crescimento de plantas como atenuantes do estresse hidrico

A utilizacdo de bactérias na formulacao de inoculantes ou biofertilizantes, vem sendo
estudada e utilizada em varias partes do mundo (PANIGRAHI et al., 2019; DILNASHIN et al.,
2020; MONTILLET et al., 2021). Ha relatos que estas tecnologias podem reduzir os custos de
producdo e o impacto ambiental, devido ao uso de fertilizantes minerais, ¢ aumentar a
produtividade das culturas (EMAMI et al., 2020). Lima et al. (2019) apontam que estes produtos
tém potencial para mitigar os efeitos negativos do estresse hidrico na cultura do milho.

As (BPCP) sdao microrganismos que podem melhorar o desempenho das plantas de
varias maneiras, como por exemplo através da geracdo de compostos bioativos como
aminoacidos, hormoénios e enzimas (AFZAL et al., 2019). Entre as BPCP, estdo as
rizobactérias, que sdo bactérias que habitam a rizosfera e promovem uma variedade de
beneficios para o crescimento de espécies vegetais, essas bactérias promovem direta ou
indiretamente o crescimento das plantas por secre¢do de hormdnios e enzimas, ou facilitando a
absorcao e o acumulo de nutrientes como como N e P (AHEMAD; KIBRET, 2014).

O uso de inoculantes contendo isolados bacterianos pode aumentar as taxas de fixacdo
de N ¢ alterar a atividade das enzimas de assimilacdo do N (PEREIRA et al., 2019b), reduzindo
a demanda por fertilizantes a base de nitrogénio e os custos de producdo. Além de fixar N, as
bactérias associadas ao solo podem melhorar o estabelecimento das plantas no campo, por
exemplo, proporcionam as plantas um melhor desenvolvimento, por meio de diferentes
mecanismos, liberacdo de nutrientes insoliveis (principalmente P e Fe) ou inibi¢ao do
desenvolvimento de pragas e patdogenos de plantas, produgdo de bactericidas, antifingicos,
hormonios vegetais tais como auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e acido abscisico e
também pode sintetizar fito-hormonios como o acido indol-3-acético (TURATTO et al.,2018).

BPCP estdo associadas com a maioria das espécies vegetais, sendo capazes de
estabelecer populacdes endofiticas nos diferentes tecidos e 6rgdos das plantas, sem causar
qualquer sintoma visivel de sua presenca. No entanto, Panigrahi et al. (2019), estudando a
caracterizacdo de bactérias endofiticas enterobacter cloacac MG00145 isoladas de Ocimum
sanctum com producdo de 4cido inddlico acético (IAA) e capacidade de promover o
crescimento de plantas, constataram que o isolado possui propriedades de promocao de
crescimento multiplo (produgdo IAA, solubilizacdo de fosfato, producdo de siderdforos e

amonia).
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Assim, o uso de fertilizantes biologicos pode ajudar a reduzir a poluicdo ambiental, o
consumo de ureia e o esgotamento do solo proporcionando um melhor desempenho de plantas
sob condi¢des de estresse e, consequentemente, aumentar a produtividade das culturas
(DILNASHIN et al., 2020).

Entre os tipos mais estudados de bactérias diazotroficas, o Azospirillum ¢ destacado por
seus efeitos positivos no desenvolvimento radicular, absor¢do de 4gua e nutrientes e realizar a
fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), quando associado a gramineas (QUATRIN et al., 2019).
Aquino et al. (2019) estudando bactérias endofiticas promotoras de crescimento de plantas em
milho e sorgo constataram que os isolados (IPACC26) e (IPACC30), ambos identificados
como Bacillus subtilis tiveram melhor efeito sobre o acimulo de N no milho.

Os modos de agao de BPCP sao claramente diversos € nem todas as bactérias possuem
os mesmos mecanismos (MONDANI et al., 2019). Esses mecanismos variam nas mudangas do
conteudo hormonal, producdo de compostos volateis, aumento da disponibilidade de nutrientes,
além de aumentar a tolerancia ao estresse por déficit hidrico via redugdo dos niveis de etileno
nas raizes de plantas em desenvolvimento por hidrélise de acidol-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC) deaminase (DIMKPA et al., 2009).

De acordo com Kasim et al. (2013), a presenga das BPCP pode aumentar a producao de
genes relacionados com o estresse hidrico e, consequentemente, promover tolerdncia as
condigdes de estresse. Segundo Santos et al. (2014), a presenga das BPCP pode aumentar a
capacidade das plantas sob restri¢do hidrica realizarem o ajustamento osmoético pelo maior
acimulo de solutos organicos, quando comparadas com as plantas sob estresse hidrico e ndao
inoculadas.

No estudo de Kavamura (2012), o milho sob estresse hidrico foi protegido pela linhagem
de bactérias Bacillus sp (6.2 RZS 3) contra os efeitos do estresse hidrico, reduzindo a inibicao
do crescimento induzido pela seca. Esta protecdo pode ter sido conferida pela producdo de
exopolissacaridios, biofilme e ACC deaminase. Entretanto Mondani et al. (2019) avaliando os
efeitos de BPCP na eficiéncia do uso de radiacao e no rendimento de soja (Glycine max) sob
condicdo de estresse por déficit hidrico, ressalva que o BPCP poderia promover a produgdo de
soja sob estresse hidrico, aumentando a eficiéncia da fotossintese e do uso de radiacao solar.

Segundo Dimkpa et al. (2009), além da producao de exopolissacarideos e biofilme, a
protecao do milho contra o estresse hidrico pode ser conferida com a producao de AIA e 6xido

nitrico que aumentam a proliferacdo radicular, aumentando sua capacidade de absorcdo de
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agua; alteracdo da elasticidade das membranas celulares alterando a tolerancia a deficiéncia
hidrica.

A biossintese de enzima ACCA — aminocyclopropane -1-carboxylate deaminase, por
algumas BPCP, quando a planta estd submetida em situagdo de estresse, também ¢ uma
caracteristica relevante no processo de promogao de crescimento de plantas, pois esta enzima
age na diminui¢ao dos niveis de etileno no solo. Visto que o excesso deste hormdnio pode

prejudicar o desenvolvimento vegetal ou mesmo causar a morte da planta (GLICK et al., 2014).
2. 4 Inter-relacio entre déficit hidrico e nutricio mineral

A nutricdo mineral desempenha um papel importante na aclimatacdo ao estresse
abidtico, pois regula as homeostases i0nicas e, portanto, as respostas de tolerancia a seca no
milho verde podem ser melhoradas. Estresse por seca afeta a nutrigdo mineral das plantas, pois
muitos nutrientes importantes, incluindo N, K, P, magnésio (Mg), Ca e outros minerais
essenciais, sdo absorvidos pelas raizes das plantas, juntamente com agua (UPADHYAYA;
PANDA, 2019).

Em condigdes de baixa umidade do solo, as raizes do milho podem acessar a agua em
camadas mais profundas do solo, contudo, o N se move no solo em dire¢ao as raizes das plantas
principalmente via fluxo de massa ou difusdo, auxiliado pela transpiragio (MCMURTRIE et
al., 2018). Assim, o estresse hidrico atrasa o crescimento do milho e reduz a absor¢do de N,
diminui a 4rea foliar e consequentemente a concentracdo de fotoassimilados e, portanto,
a producdo de biomassa, comprometendo a producdao (RUFINO et al., 2018).

Depois do N, o K ¢ o elemento absorvido em maiores quantidades pelo milho, este
nutriente ¢ um dos principais elementos nutritivos que exigird maior atengao para garantir a
producao de graos e a mitigacao do estresse hidrico, pois além de melhorar a qualidade do milho
esse nutriente melhora a tolerancia a seca, melhorando o crescimento radicular, pressdo do
turgor celular e pressdo osmodtica (GNANASUNDARI et al., 2019).

Quando ha diminui¢do da absor¢do de K, causada pelo baixo contetido de agua no solo,
a producao de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) pode aumentar, devido o déficit hidrico
causar distirbios no mecanismo de abertura e fechamento dos estdomatos, o que reduz a
fotossintese e causa sobra de elétrons, os quais sdo desviados para a formagdo de ERO's

(MONTILLET etal., 2021). Assim, em condicdes de estresse hidrico, a planta tem sua demanda
por K aumentada, para manter a fotossintese e proteger os cloroplastos de danos oxidativos, o

K também ¢ responséavel pela translocacdo de fotoassimilados no floema e mantém a taxa
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fotossintética da planta, o que evita o desvio de elétrons para a geragdo de ERO's
(HASANUZZAMAN et al., 2018).

A alta taxa de transpiragdo induzida por K aumenta a absor¢ao de nutrientes para aliviar
os efeitos prejudiciais do estresse causado pela seca (ZHENG et al.,, 2021). Contudo,
deficiéncias hidricas durante o cultivo de milho impde uma grande limitagdao a absor¢do deste
nutriente, pois o movimento radial de K em direcdao as raizes ocorre por fluxo de massa e
principalmente por difusdo, porém o movimento vertical de K ocorre fundamentalmente por
fluxo de massa (ERNANI et al., 2007).

O P ¢ o nutriente menos exigido na cultura do milho em termos de quantidade se
comparado ao N e K (CASTRO et al., 2016). Entretanto, este nutriente ¢ determinante na
produgdo de graos, visto que o P aumenta a eficiéncia do N absorvido o qual se une as cadeias
carbonicas, incrementando, assim, a formagao de novos tecidos (TAIZ et al., 2017) interferindo
diretamente no desenvolvimento dos graos.

De acordo com Fang et al. (2019) a difusdo ¢ o principal mecanismo de transporte do P
no solo e essa ¢ influenciada diretamente pelo conteudo volumétrico de agua no solo, ou seja,
quanto menor a disponibilidade de 4gua no solo menor sera a taxa de absor¢do pela planta.
Desta forma, a baixa umidade do solo diminui o transporte de P para as raizes e, por conseguinte
a absorcao pela planta (CASTRO et al., 2016).

Molibdénio (Mo), ¢ um micronutriente necessario para plantas superiores que
desempenha um papel vital em varios processos fisico-bioquimicos da planta, como
fotossintese, biossintese de clorofila, absorcdo de N e vias assimilatorias (RANA et al.,
2020). Para ter atividade bioldgica, o Mo ¢ complexado com o composto de pterina, formando
assim o grupo protético denominado Moco. O Mo é um componente metalico na via de
biossintese do cofator (Moco). Assim, a deficiéncia de Mo interrompe a biossintese de Moco
e, portanto, restringe a atividade de enzimas essenciais que reduzem e assimilam N (NIE et al.,
2016).

Rana et al. (2020) relatam que o Moco participa exclusivamente da sintese de ABA e,
como resultado, desempenha um papel nas taxas de transpiracao, nas relacdes hidricas e nas
respostas relacionadas ao estresse € no controle estomatico.

O Mo desempenha um papel essencial em muitos processos bioquimicos em plantas e ¢
um constituinte da nitrogenase, que ¢ a enzima que catalisa a redugdo do nitrogénio atmosférico
(N2) em amoénia (NH3), e € um cofator na enzima nitrato redutase, que ¢ a enzima responsavel

pela reducdo do nitrato (N-NO3") em nitrito (NOy). Todavia as quantidades de Mo exigidas
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pelas plantas s3o pequenas e sua aplicacio em pequenas doses via semente, foliar ou
fertirrigacdo geralmente supre a necessidade das culturas (ROYCHOUDHURY et al., 2021).

Embora o Mo seja o micronutriente menos exigido pelas plantas, sua caréncia no solo
pode acarretar ineficacia da adubagdo nitrogenada, diminuindo a fixag¢do biologica e a
assimilacdo de N, devido a baixa atividade das enzimas envolvidas nestes processos. Portanto,
as deficiéncias de Mo geralmente assemelham-se aos sintomas de caréncia de N, tais como,
clorose generalizada em folhas mais velhas e, clorose malhada e eventualmente, necrose
(escaldadura) devido ao acimulo de nitrato nas folhas (MA et al., 2021).

O cobalto (Co), embora nio seja um elemento essencial a todas as espécies vegetais, ¢
um elemento benéfico e fundamental no processo de FBN (GERICO, et al., 2020). Os efeitos
benéficos do suprimento de Co nas plantas tém sido associados a sua essencialidade aos rizobios
simbioticos que habitam nodulos de plantas e precisam de vitamina Bi; (cobalamina) para a
atividade de véarias enzimas envolvidas na fixacao de nitrogénio.

Neste sentido, o Co ¢ um componente estrutural da vitamina Bz a qual € precursora da
leg-hemoglobina, que por sua vez, impede a inativacdo da enzima nitrogenase por falta de
oxigénio, outros efeitos benéficos relatados incluem retardo da senescéncia foliar por meio da
inibi¢do da biossintese de etileno e aumento da resisténcia a seca em sementes (LANGE et al.,
2016).

Nos processos de FBN Co e o Mo sao fundamentais, uma vez que, em condi¢des de
baixa disponibilidade hidrica as plantas podem absorver menor quantidade de nutrientes como
o N (VURUKONDA et al., 2016). Devido a este déficit de dgua, a absor¢do de N ¢ limitada
pela quantidade de N que entra em contato com as raizes, o que pode refletir em deficiéncia
deste elemento mesmo sob alta concentra¢ao no solo (WANG et al., 2017). Além disso, o déficit
hidrico altera a atividade das enzimas do metabolismo do N, € a taxa de crescimento do milho.
Pesquisas recentes demonstram a dedicacao especial que deve ser conferida ao Co e ao Mo, que
contribuem de modo indireto no processo de FBN mitigando os efeitos do estresse hidrico
(GERICO, et al., 2020; MA et al., 2021).

O metabolismo do N tem um papel importante na tolerancia a seca, visto que os
processos fisioldgicos das plantas responsivas ao déficit hidrico envolvem o metabolismo do
N, assim a maioria dos solutos e proteinas produzidos durante uma resposta ao estresse sao
compostos contendo N, como aminoacidos, amidas, betainas (WANG et al., 2017).

Assim, a maior absor¢ao de N pode atenuar os efeitos deletérios decorrentes do déficit

hidrico nos cereais (MARQUES, 2019). Desta forma, o Mo e o Co, embora de forma indireta,
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exercem um papel importante na tolerancia das plantas a seca, uma vez que estdo diretamente
envolvidos no processo de assimilacao de N.

Finalmente ¢ importante destacar que embora o déficit hidrico altere a capacidade de
absor¢ao do N, a escassez de dgua no solo tem menor impacto na assimilagdo de N em plantas
bem supridas com esse nutriente, pois em qualquer nivel de déficit as plantas com alta nutricao
nitrogenada apresentaram maior concentra¢do foliar de aminoacidos soluveis e de proteinas

soluveis totais (MA et al., 2021).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacio da area experimental

A pesquisa foi desenvolvida , no periodo de julho a outubro de 2019, em condig¢des de
campo na Fazenda Experimental pertencente ao Centro de Ciéncias e Tecnologia
Agroalimentar - CCTA da UFCG, localizada no municipio de S3o Domingos - PB sob as
coordenadas geograficas: 6° 48°52” de latitude sul e 37° 56’30 de longitude ao oeste de
Greenwich. O clima, € do tipo tropical semiarido (Bsh) (K6ppen), com temperatura média anual
superior a 26,7 °C e precipita¢do pluviométrica média anual de 872 mm (COELHO; SONCIN,
1982). Os dados meteorologicos para o experimento (Figura 1) foram coletados no sistema de
monitoramento agrometeorologico AGRITEMPO (AGRITEMPO, 2021). Durante a condugdo

do experimento nao ocorreu eventos de precipitagado.
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Figura 1. Dados climatoldgicos de temperatura e umidade relativa do ar durante o periodo

experimental.

Umidade Relativa do Ar - UR (%)

Antes da instala¢do do experimento, foi coletada uma amostra composta de solo da area,

a partir de 15 amostras simples obtidas aleatoriamente na camada de 0 a 20 cm. O solo da érea,

classificado como PLANOSSOLO HAPLICO eutréfico (EMBRAPA, 2013), foi analisado

quanto aos atributos quimicos e fisicos (Tabela 1) no Laboratorio de Solos e Nutricdo de Plantas

do CCTA/UFCQG, conforme metodologia descrita em Embrapa (2011).

Tabela 1. Atributos quimicos e fisicos do solo na camada de 0-20 cm do solo PLANOSSOLO

HAPLICO utilizado antes da instalagdo do experimento.

Atributos quimicos Valor Atributos fisicos Valor
pH (CaCly) 5,61 Areia (gkg™) 443,9
P (mg kg™') 166 Silte (g kg™) 353,1
K" (cmole dm™) 1,07 Argila (g kg!) 203,0
Na* (cmole dm™) 0,20 Ds (g cm™) 1,36
Ca?" (cmol; dm™) 6,26 Dp (g cm™) 2,34
Mg?* (cmole dm™) 4,23 Pt (m® m?) 0,42
H+Al (cmol. dm™) 1,49

M.O. (gkgh) 13,71

V (%) 88,75

PST (%) 1,4

P, K" e Na': Extrator Mehlic-1; H*+Al": Extrator acetato de célcio 0,5 mol/L a pH 7; Ca*?, Mg*?: Extrator KCI
Imol L!; Ds = Densidade do solo; Dp = Densidade de particula; Pt = Porosidade total; Mo = Matéria organica;
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V (%) = valor de saturag@o por bases (100 x SB / CTC); PST (%) = Porcentagem de sodio trocavel (100 x Na
*ICTC).

3.2 Delineamento experimental e tratamentos

Os tratamentos consistiram de uma combinacgdo fatorial (3 x 4), onde estes foram
organizados em esquema fatorial de parcelas subdivididas. Os fatores primarios (parcelas)
foram compostos por trés ldminas de irrigagcdo (L1 = 60; L2 =80 e L3 = 100 % da ETc) e os
fatores secundarios (subparcelas) constituiram-se de quatro tratamentos com bioinoculantes, C:
controle, sem aplicacdo bioinoculantes; T1: Bacillus subtillis'; T2: Bacillus amyloliquefaciens®

mais Azospirillum brasiliensis® e T3: Co + Mo, assim descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Descrigdo dos tratamentos correspondentes as subparcelas.

Tratamento Descricao
C Controle (sem aplicagao bioinoculantes)
T1 Solo inoculado com Bacillus subtillis.
T2 Solo inoculado com uma mistura de Bacillus amyloliquefaciens e
Azospirillum brasiliensis.
T3 Co + Mo na concentragao de 0,3% de Co e 10% de Mo.

Fonte: Autor, 2021. Nota: Co = cobalto; Mo = molibdénio; UFC = Unidade formadora de colonia. Bacillus
subtillis' incluiu 1,0 x 108 UFC mL"! por mL"! do bioinoculante registrado como Biobaci®. A mistura de Bacillus
amyloliquefaciens® incluiu 1,0 x 10° UFC po mL-! do bioinoculante registrado como No-Nema®. e Azospirillum
brasiliensis® incluiu 1,8 x 108 UFC po mL"! do bioinoculante registrado como Azokop ®.

Os tratamentos foram distribuidos em quatro blocos, perfazendo 12 parcelas por bloco
e um total de 48 subparcelas no experimento. A area experimental apresentou as dimensdes de
45,2 m de comprimento por 23 m de largura, totalizando 1.039,6 m®. Dentro de cada parcela
(laminas de irriga¢do) foram alocadas quatro subparcelas, correspondentes ao segundo fator
(bioinoculantes), constituidas por quatro fileiras duplas medindo 5,4 m de comprimento por 3,0
m de largura totalizando16,2 m?, sendo as duas fileiras duplas centrais correspondetes a area

til com 4 m? e 44 plantas onde foram realizadas avalia¢des na planta e no solo.

3.3 Preparo do solo semeadura e adubacio

A limpeza da area e o preparo do solo foram feitos de forma mecanica, constituido pela
realizagdo de duas gradagens, sendo a primeira pesada e a segunda leve antes da semeadura,
objetivando a desagregagdo e nivelamento do solo. posteriormente efetuou-se a abertura das
covas.

O gendtipo utilizado foi o hibrido de milho cv. AG 1051, que é um dos preferidos da

maioria dos produtores. O semeio foi realizado manualmente em 26 agosto de 2019 (periodo
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seco), em covas na profundidade de Scm, em espagamento de 0,2 m na linha de plantio. Aos 10
dias ap6s a emergéncia realizou-se o desbaste para a obtencdo de uma densidade média de
55.000 plantas por hectare.

A adubacgdo mineral foi realizada de acordo com as recomendagdes do Manual de
Recomendagao de Adubagao para o Estado de Pernambuco (CAVALCANTI, 2008), a partir da
interpretagdo da analise de solo do experimento. A adubagdo de plantio consistiu da aplicagdo
de 300 kg ha! de um formulado N P e K, 10-10-10. A adubacio de cobertura consistiu do
fornecimento de 140 kg ha™! de N e 120 kg ha'! de K»O, aplicados em duas parcelas iguais, aos
20 e 40 dias ap6s a emergéncia. As fontes N, P e K utilizadas na adubacao de cobertura foram

ureia, superfosfato simples e cloreto de potassio, respectivamente.
3.4 Controle fitossanitario

O controle de plantas daninhas foi feito com aplicacdo de glifosato na dosagem
recomendada pelo fabricante, que tem a atrazina como principio ativo, aos oito dias apos a
emergencia das plantas, uma vez que o hibrido de milho utilizado no experimento ¢ resistente
ao produto. Embora o hibrido seja considerado resistente a lagarta do cartucho, durante a fase
vegetativa houve necessidade de se realizar o controle desta praga utilizando o produto
Lannate®BR, que tem como principio ativo o Metomil, segundo as recomendagdes técnicas do

produto para a cultura do milho.

3.5 Aplicacao dos tratamentos

Os bioinoculantes referentes aos tratamentos T1, T2 e T3 (Tabela 2) foram aplicados na
dose de 5 L ha! conforme recomendagio do fabricante. O tratamento T2 foi constituido pela
mistura de 4 L ha! do bioinoculante contendo B. amyloliquefaciens mais 1 L ha' do
bioinoculante contendo A4. Brasiliensis. Todos os bioinoculantes foram aplicados em dose
Ginica, aos 15 dias apos a emergéncia das plantas. A dose de 5 L ha™! de cada tratamento
correspondeu a 8,1 mL, os quais foram diluidos em 4 L de 4gua para aplica¢ao nas subparcelas
de 16,2 m?, ou seja, 0,5 mL m? ou 5.000 mL ha™'. Como cada parcela foi constituida por quatro
linhas de 3,0 m, cada linha recebeu 1,0 L de agua contendo os respectivos tratamentos,

utilizando-se um regador manual.
3.6 Manejo das laminas de irrigacao

As plantas foram irrigadas por gotejamento, com espagamento de 0,20 m. Apds a

germinagdo, as plantas foram irrigadas seguindo os diferentes niveis de laminas de agua. Os
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testes de uniformidade de aplicagdo de agua foram realizados de acordo com a metodologia de
avaliacdo do Coeficiente de Uniformidade de Christiansen (CUC), proposto por Christiansen
(1942). O controle do volume de dgua fornecido em cada lamina foi feito de acordo com a razao
da vazdo dos gotejadores pelo tempo para atingir as propor¢des da evaporacao de referéncia
(ETc). A medida que atingido o intervalo de tempo para cada volume das respectivas laminas,
foram feitos os sucessivos desligamentos das fitas de gotejadores, correspondentes a cada
lamina.

A lamina de irrigacdo correspondente a 100% foi obtida por meio do célculo da ETc,
conforme a Eq. 1 (JESEN, 1968):

ETC = KC # ETOcceieeieeee et e (1)

Em que: ETc: Evapotranspiragdo da cultura (mm);
ETo: Evaporagao de referéncia (mm);
Kc: Coeficiente de cultura (adimensional).
Os valores de Kc utilizados (Tabela 3) durante o ciclo da cultura foi estimado com base
em dados da FAO e de pesquisas com cultura do milho em regido semidrida (ALMEIDA et al.,

2016; SANTOS et al., 2014).

O fornecimento didrio das laminas de irrigagcdo foi realizado por meio do tempo de
irrigacdo considerando as caracteristicas do sistema de cultivo e do sistema de irriga¢do de

acordo com Eq. 2:

,_Eto.Kc.A

o o o oo ssee e )

Ea.n.q
Em que:
Ti - tempo de irrigacao, horas;
ETo - Evaporacao de referéncia, mm/dia;
Kc - Coeficiente de cultura (adimensional);
A - 4rea ocupada por uma planta, m?;
n - numero de gotejadores por planta;
q - vazao do gotejador, L/h, ¢;

Ea - eficiéncia da aplicacao (0,90).
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Tabela 3. Valores de Kc utilizados no experimento durante o ciclo da cultura do milho.

Fase Kc
Inicial 0,13
Fase vegetativa 0,55
Florescimento 1,00
Fase reprodutiva 1,20
Fase final 0,90

Kc - Coeficiente de cultivo

O volume da irrigacao total necessaria (ITN) de cada lamina (Tabela 4.) foi obtido de

acordo com Mantovani et al. (2009), utilizando-se a Eq. 3:
ITN = IRN/EQ (INMIM) 1eeeiiiiiiiiieciie ettt ive e et eesteeesveeesneeeenreees 3)
Em que: IRN: irrigagdo necessaria (mm); Ea: eficiéncia de aplicagdo (0,9)

Tabela 4. Valores totais das laminas de irrigagdo utilizadas no experimento

Lamina Total ITN (mm)
L1 (ETc 60%) 317,505
L2 (ETc 80%) 423,34
L3 (ETc 100%) 529,175

Os valores de ETo, estimados pelo modelo de Penman-Monteith (ALLEN et al., 1998),
foram obtidos durante a conducao experimental da estacdo meteoroldgica do municipio de Sao

Gongalo, Paraiba, por ser a mais proxima ao local do experimento, através do site SISDAGRO

(2021).

3.7 Avaliacoes nas plantas
3.7.1 Trocas gasosas e eficiéncia do uso da agua

Para as avaliagcGes de trocas gasosas das folhas de milho na fase de inicio do
pendoamento (50 DAS), utilizou-se um analisador de gases no infravermelho (IRGA), modelo
LCpro' (Analytical Development, Kings Lynn, UK) com fonte de luz constante de 2.000 pmol
de fotons e concentragdo de COz ambiente. Durante as leituras foram utilizadas duas plantas
por subparcela no periodo da manha, entre 9:00h e 11:00h, amostrando-se a terceira folha
contada do &pice para a base do colmo. Os parametros fotossintéticos mensurados foram:
concentracdo interna de CO; (Ci), taxa de transpiragdo (E), condutancia estomatica (gs), taxa
de assimilagcdo de CO2 (A). De posse desses dados foram estimadas a eficiéncia intrinseca do

uso da agua - EiUA (A/gs) e eficiéncia instantdnea de carboxilagdo — EiCi (A/Ci).
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Aos 50 dias ap6s a semeadura foram avaliadas, em 10 plantas por subparcela ttil: massa
fresca de folhas e massa fresca do colmo. Aos 70 dias apds a semeadura 10 espigas por parcela
util foram colhidas e massa fresca total (espiga com palha) foi quantificada. Para fins de
conversdo da massa fresca de kg parcela™ para kg ha™! considerou-se a 4rea da parcela 1til e a
corresponde populacido de plantas hal. Os dados relacionados 4 massa fresca, foram
apresentados no trabalho de Severo (2021) e foram utilizadas no presente trabalho no calculo
da eficiéncia do uso da agua (EUA) considerando a massa fresca vegetativa (MF Veget) no
inicio do surgimento da primeira espiga (50 dias apos a semeadura) e considerando a massa

fresca de espigas (MF Rep), conforme as Egs. 4 ¢ 5:

EUA (Veget) = — B oo eeee e eeeee e eeeees (4)

Lamina (mm)

N ) T OO (5)

Lamina (mm)
Onde MF Veget correspondeu a soma da massa fresca de folhas e colmo, em kg ha! e MF Rep
correspondeu a massa fresca de espiga com palha, em kg hal. A laminas Veget e Rep
corresponderam ao consumo de 4gua em mm no intervalo de tempo para a producdo de massa

vegetativa e reprodutiva, respectivamente.
3.7.2 Analises na massa seca de folhas

A coleta de folhas para fins de analise foliar foi realizada na época do florescimento
quando pelo menos 50% das plantas apresentavam a inflorescéncia feminina, conforme
recomendam Cantarella et al. (1997). Em seis plantas de cada subparcela, foi coletada a
primeira folha oposta e abaixo da espiga, da qual considerando-se, para analise, o ter¢o médio,
excluindo-se a nervura central. Posteriormente, o material foi levado ao laboratorio de
Fertilidade do Solo e Nutricdo de Plantas do CCTA/UFCG para limpeza e posterior secagem
em estufa de circulacao forcada de ara +65°C.

Na massa seca foliar foram determinados os teores de N, K e P, conforme metodologia
descrita por Malavolta et al. (1997). Por fim, os teores de amonio (N- NH4") e nitrato (N-NO3
) foram determinados conforme Tedesco et al. (1995). De posse dos dados, obteve -se a fragao
de N mineral, através da equacdo: N mineral = (N- NH4") + (N-NO3") e pela soma entre o N

total e N mineral obteve -se o N organico.
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3.8 Avaliacoes no solo

3.8.1 Fosforo

Ao término de 60 dias da instalacdo do experimento, foram coletadas seis amostras
simples na camada de 0-20 cm do solo, as quais formaram uma amostra composta em cada
subparcela, nestas amostras, foram determinados os teores de P disponivel, P, P total (Pt), P
organico (Po) e fosforo inorganico (Pi). Os teores de P disponivel foram obtidos pelo extrator
Mehlic-1, conforme metodologia da Embrapa (2011). O P solivel em CaCl, (0,01 mol L) foi
extraido conforme metodologia descrita por Houba et al. (2008).

As fracdes de fosforo total (Pt) e fosforo inorganico (Pi) foram obtidas a partir da
pesagem de amostras com massa de 0,5 g de solo de acordo com Pardo et al. (2003). Para
determinagdo de Pi as amostras foram colocadas em um cadinho de porcelana e calcinado em
um forno mufla (forno mufla MA 385) com faixa de aquecimento de 50 a 1200 °C e precisao
de +5 °C, as orientagdes do fabricante foram seguidas para calibrar o forno.

A seguir as amostras foram aquecidas sequencialmente a 50,100, 150, 200, 250, 300,
350, 400, 450, 500 e 550°C, apos atingir a temperatura constante de 550°C a duracdo do
aquecimento foi de lh, as amostras foram removidas e deixadas resfriar em temperatura
ambiente. Posteriormente, os residuos das amostras com 0,5 g de solo (Pi calcinado) e (Pt ndo
calcinado) foram transferidas para um tubo centrifuga de 50 mL e adicionadas a uma solugdo
com 25 mL de H>SO4 na concentragio de 0,5 mol L' de solucdo, depois os tubos foram
mantidos sob agitagdo de 100 rpm por 16 horas em uma mesa agitadora orbital (Solab, SL-180).
Enfim, as amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 5 minutos para que houvesse a
separacao do liquido sobrenadante.

O fosforo total (Pt) e o fosforo inorganico (Pi) foram determinados no liquido
sobrenadante. As amostras foram preparadas pela mistura de 5 mL de extrato e adicionadas a
uma aliquota com 10 mL da solugdo 4cida de molibdato de amdnio diluido e aproximadamente
30 mg de acido ascorbico em pod. Deixou-se desenvolver a cor por 30 minutos, em seguida,
efetuou-se a leitura no espectrofotdometro FEMTO® (modelo 600 Plus) de fluxo continuo, no
comprimento de onda de 660 nandmetros. O fosforo organico (Po) foi calculado pela diferenca

entre o Pt e o Pi.
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3.8.2 Nitrogénio

Nas amostras de solo citadas no item 3.8.1, foram determinados os teores de N-NH4 * e
N-NOs3 “pelo método do micro destilador de nitrogénio Kjeldhal, conforme descrito em Tedesco
et al. (1995). Pelo método, foram adicionados 5 cm® de TFSA em erlenmeyer de 125 mL de
destilacdo, em seguida adicionou-se 50 mL de uma solucdo de KCI 1 mol L'!. Posteriormente
a suspensao foi agitada por 5 minutos. Do sobrenadante, foram tomados 20 mL para as analises
posteriores. Inicialmente adiciona-se 0,2g de 6xido de magnésio (MgO) calcinado em cada tubo
de destilagdo. Apos a destilagdo, foram obtidas as fragdes de N- NH4", por titulagdo com HCI
0,07143 mol L', depois de terem sido recolhidas em indicadores com 4cido bérico.

O N nitrico foi determinado utilizando-se 0 mesmo extrato (mesmo tubo) empregado
para a destilagdo do amodnio, adicionando-se 0,2g de liga de devarda e encaminhando-o para
nova destilagdo. Em seguida, foi titulado com o mesmo acido empregado para o N- NH4". De
posse das concentragdes de amonio e nitrato no solo, foram obtidas as concentragdes de
nitrogénio mineral. O nitrogénio mineral foi calculado somando-se o nitrogénio amoniacal e

nitrico.

3.9 Analises estatisticas

Os resultados foram previamente submetidos a teste de deteccdo de outliers e,
posteriormente testados quanto a normalidade (SHAPIRO; WILK, 1965) e homogeneidade de
varidncia (LEVENE, 1960). Em seguida, os dados foram submetidos a anélise de variancia
(P<0,01 e P<0,05). Posteriormente as médias das varidveis correspondentes aos fatores
laminas e bioinoculantes foram comparadas pelo teste de comparacdo de médias (Tukey)

(P<0,05) utilizando-se o software estatistico SISVAR (FERREIRA, 2019).
4. RESULTADOS
4.1 Trocas gasosas e eficiéncia do uso da agua

Pela analise de variancia, foi observado efeito da interacdo 1amina x bioinoculantes (L
x B) para as varidveis concentracdo intercelular de CO2 (Ci), transpiragdo (E), fotossintese (4),
eficiéncia instantanea de carboxilagdo (£iC) e eficiéncia do uso da dgua (EUA Rep), enquanto
a eficiéncia do uso da agua (EUA veg) foi influenciada apenas pelas laminas de irrigagao
(Tabela 5). A condutancia estomatica (gs) e a eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA) nao

foram afetados por nenhum dos fatores testados e nem por sua interacgao.
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Tabela 5. Resumo da analise de varidncia do efeito de 1aminas de irrigacdo (L) e bioinoculantes
e Co + Mo (B) na concentragdo interna de CO» - (Ci), transpiracao - (E), condutancia estomatica
- (gs), taxa de assimilacdo de CO; - (4), eficiéncia intrinseca do uso da agua - (EiUA) e
eficiéncia instantanea de carboxilacao - (EiC) em plantas de milho verde cv. AG 1051, aos 70

dias de idade.

- QUADRADO MEDIO
Fator de variagao GL i 7 a5 )
Blocos 3 30,8524 0,1255™ 0,0244" 4,3897*
Laminas (L) 2 321,7239%* 0,2781™ 0,0378™ 9,0081**
Erro 1 6 57,4670 0,0574 0,0258 0,7857
Bioinoculantes e s
Co + Mo (B) 3 559,7135%* 0,6162** 0,0224 8,3920%*
LxB 6 914,4322%* 0,2894** 2,03 7,8277%*
Erro 2 27 42,3362 0,0531 0,0109 2,0956
CV 1 (%) - 16,15 6,71 131,76 5,22
CV 2 (%) - 13,86 6,44 81,65 8,52
EiUA EiCi EUA (veget) EUA (Rep)
Blocos 3 308,3585" 0,011™ 5845,25" 892,88™
Laminas (L) 2 954,46™ 0,0155™ 141316,7** 22186,4**
Erro 1 6 1943,16 0,0096 2301,10 407,4797
Bioinoculantes e ns ns
Co + Mo (B) 3 1957,13 0,0995** 495,87 1802,63**
LxB 6 1045,12™ 0,0628%** 2294,61™ 237,28"
Erro 2 27 1318,16 0,0087 1300,65 293,71
CV 1 (%) - 48,06 22,08 12,99 12,59
CV 2 (%) - 39,58 21,09 9,77 10,69

Fonte: Autor, 2021. Nota: GL = Graus de liberdade; ns = ndo significativo; * e **, respectivamente, representa
p<0,05 ¢ p<0.01; CV1 = Coeficiente de variagdo relativo as laminas de irrigagdo e CV2 = coeficiente de variagdo
referente aos bioinoculantes ¢ Co + Mo (subparcelas).

A partir dos resultados apresentados na Tabela 6 observou-se que os maiores valores de
Ci foram proporcionados pela lamina de 100% da ETc nos tratamentos com Co + Mo e o
bioinoculante Bacillus subtillis. No tratamento com maior nivel de estresse (60% da ETc), os
bioinoculantes nao afetaram a Ci.

Os valores observados de transpiragdo (E) e Condutincia estomatica (gs) nao
apresentaram diferencas significativas entre os bioinoculantes e as laminas de irrigacdo. A
fotossintese (A) nao foi influenciada pelos bioinoculantes estudados (Tabela 6) contudo com
adi¢do dos tratamentos com B. amyloliquefaciens mais A. brasiliensis ¢ Co + Mo apresentou
melhores resultados sob influéncia das laminas de 80 e 100% da ETc, respectivamente. Para a
eficiéncia intrinseca de carboxilagdo, os maiores valores foram observados nos tratamentos com

B. amyloliquefaciens mais A. brasiliensis na lamina de 100% da ETc.
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Tabela 6. Concentragdo interna de CO> (Ci), transpiragdo (E), taxa de assimilacao de COz (A),
eficiéncia intrinseca do uso da agua - EiUA (A/E) e eficiéncia instantanea de carboxilagdo - EiC
(4/Ci) em gendtipo de milho verde cv. AG 1051 sob diferentes laminas de irrigacao,

bioinoculantes e Co + Mo.

Tratamentos Laminas (% da ETc)
60 80 100
Ci (umol m? §71) —mmmemememee -
Controle 41,37 aB 54,37 aA 42.00 aB
B. subtillis 42,00 aB 40,37 bB 60,87 bA
B. amyloliquefaciens + A.
AN 39,62 aB 53,37 aA 23,25dC
brasiliensis
Co + Mo 45,12 aB 43,87 abB 77,12 aA
E (mmol de H,O m? s1) <-eememm -
Controle 3,56 abA 3,89 aA 3,50 aA
B. subtillis 3,20 bcB 3,46 aB 3,92 aA
B. amyloliquefaciens + 4. 3,09 cB 3,65 aA 3,09 abB
brasiliensis
Co + Mo 3,89 aA 3,46 aA 3,79 aA
A (umol m? s)
Controle 18,04 aA 17,88 aA 15,92 aA
B. subtillis 16,11 aA 17,51 aA 17,18 abA
B. amyloliquefaciens + 4. 1591 aAB 17,37 aA 1431 beB
brasiliensis
Co + Mo 15,63 aB 18,58 aA 19,36 aA
gs (mol m?s™) —--
Controle 0,10 bA 0,11 aA 0,08 aA
B. subtillis 0,07bA 0,011aA 0,09aA
B. amyloliquefaciens + 4. 0,59 aA 0,36 aB 0,75 aA
brasiliensis
Co + Mo 0,19 abA 0,10 aA 0,11 aA
EIC (umol m™ §7) ~-emmem e
Controle 0,49 abA 0,38 aA 0,38 bA
B. subtillis 0,40 bA 0,45 aA 0,43 bA
B. amyloliquefaciens + 4. 0,59 aA 0,36 aB 0,75 aA
brasiliensis
Co + Mo 0,37 bAB 0,43 aA 0,26 bB

Fonte: Autor, 2021. Médias seguidas de mesmas letras mindsculas, nas linhas (bioinoculantes e Co + Mo) e; de
mesmas letras maitsculas nas colunas (l1dmina de irrigagdo) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A Eficiéncia intrinseca do uso da agua — EiUA ndo apresentaram diferencas
significativas entre os bioinoculantes e as laminas de irrigagao (Tabela 7). J4 a eficiéncia do
uso da dgua (EUA Rep) e eficiéncia do uso da 4gua (EUA veget) foram mais eficientes no nivel

de maior estresse (60% da ETc), correlacionado com os bioinoculantes apenas a EUA Rep foi
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influenciada pelo efeito dos produtos em fun¢do da ldmina de 60%. Nas demais laminas, os

bioinoculantes testados praticamente nao alteraram a EUA Veg e EUA Rep.

Tabela 7. Eficiéncia intrinseca do uso da agua - FiUA4 (A/E), EUA veg, EUA rep em gendtipo

de milho verde cv. AG 1051 sob diferentes laminas de irrigacao, bioinoculantes e Co + Mo.

Tratamentos Laminas (% da ETc)
60 80 100
EiUA (umol m2 §1)--mmmemmeeeeeeee-

Controle 106,08 Aa 88,22 aA 86,85 aA
B. subtillis 100,05 aA 93,84 aA 115,19 aA
B. amyloliquefaciens + A. 46.18

NN ,18 aA 90,95 aA 82,29 aA
brasiliensis
Co+ Mo 83,78 aA 93,73 aA 112,19 aA

(EUA veg) -—--
Controle 483,57 aA 307,25 aB 290,49 aB
B. subtillis 448 47 aA 336,34 aB 320,56 aB
B. amyloliquefaciens + 4. 46531 aA 359,26 aB 289,73 aC
brasiliensis
Co + Mo 503,86 aA 336,10 aB 287,05 aB
--- (EUA rep) ---

Controle 177,69 bA 133,44 aB 116,84 aB
B. subtillis 205,79 abA 160,11 aB 143,86 aB
B. amyloliquefaciens + 4. 219,08 aA 144,86 aB 137,28 aB
brasiliensis
Co + Mo 208, abA 141,35 aB 134,35 aB

Fonte: Autor, 2021. Médias seguidas de mesmas letras minusculas, nas linhas (bioinoculantes e Co + Mo) e; de
mesmas letras mailisculas nas colunas (ladmina de irrigagdo) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A maior eficiéncia de uso da 4gua ocorreu para a producdo de massa fresca vegetativa,
especialmente no nivel de estresse mais severo (60% da ETc). Este aspecto ¢ particularmente
importante, quando se faz a opgao de cultivo do milho para silagem ou para produgao de milho

verde, levando-se em consideracao o uso eficiente de agua pela cultura.
4.2 Teores de N, P, K e fracoes de N nos tecidos foliares

A andlise de variancia revelou efeito significativo (p <0,01) da interagdo (L x B) para
os teores foliares de nitrogénio, fosforo, potéssio, nitrato (N-NO3"), N mineral € N organico nos
tecidos foliares do milho. Os teores de amonio (N- NH4") ndo sofreram efeito em nenhum dos

fatores estudados e nem da sua interagao (Tabela 8).
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Tabela 8. Resumo da analise de varidncia do efeito de 1aminas de irrigacdo (L) e bioinoculantes
(B) e Co + Mo para os teores foliares de N, P, K, nitrato (N-NO3"), amo6nio (N- NH4"), N mineral
(N-NOs™ + N- NH4") e N organico na massa seca de plantas de milho verde cv. AG 1051, aos
70 dias de idade.

. QUADRADO MEDIO
Fator de variagao GL
Nitrogénio Fosforo Potassio
Blocos 3 3,6875™ 0,0516* 2,3966*
Laminas (L) 2 107,7708** 0,0386™ 56,1767**
Erro 1 6 1,2708 0,0104 0,3279
Bioinoculantes e Co
T Mo (B) 3 125,4097** 0,0942* 4,1262
LxB 6 154,4097** 0,1897** 12,4283
Erro 2 27 2,8356 0,0289 2,1825
CV 1 (%) - 4,56 3,68 3,76
CV 2 (%) - 6,81 6,14 9,69
N-NH4* N-NOj3 N mineral N organico
Blocos 3 0,0081™ 0,0019™ 0,0066™ 3,6196™
Lamina (L) 2 0,0109™ 0,0506* 0,0741* 103,5816**
Erro 1 6 0,0042 0,0067 0,0115 1,2479
Bioinoculantes ¢ Co ns
1 Mo (B) 3 0,0032 0,0896** 0,1206** 118,22%%*
LxB 6 0,0013"™ 0,1712** 0,1787** 145,0271**
Erro 2 27 0,0023 0,0056 0,0071 2,7927
CV 1 (%) - 30,45 17,66 15,84 4,64
CV 2 (%) - 22,57 16,09 12,39 6,95

Fonte: Autor, 2021. Nota: GL = Graus de liberdade; ns = ndo significativo; * e **, respectivamente, representa
p<0,05 e p<0,01; CV1 = Coeficiente de variagao relativo as laminas e CV2 = coeficiente de variacao referente aos
bioinoculantes (subparcelas).

Os bioinoculantes B. amyloliquefaciens mais A. brasiliensis e B. subtillis
proporcionaram os maiores teores de N nas laminas de 80 e 100% da ETc. J4 no nivel de maior
estresse ndo houve efeito significativo entre os produtos testados. No fator lamina houve
maiores teores nos niveis de estresse moderado (80% ETc) com os bioinoculantes B.
amyloliquefaciens mais A. brasiliensis e B. Subtillis (Tabela 9).

O teor de amonio (N- NH4"), ndo sofreu influéncia entre os bioinoculantes como
também entre as laminas de irrigagdo. No teor de nitrato (N-NOs’), o bioinoculante
apresentando B. subtillis permitiu valor médximo na lamina de 100% da ETc, seguido do
bioinoculante B. amyloliquefaciens mais A. brasiliensis na lamina de 80% da ETc (Tabela 9).
Ao avaliar o efeito das laminas associado aos bioinoculantes, o B. subtillis € o que proporciona

maior teor de N-NOs3", no tecido foliar do milho.
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Tabela 9. Teores foliares de N, nitrato (N-NO3"), amdnio (N- NH4"), N mineral (N-NOs", + N-
NH4") e N organico na massa seca do milho verde cv. AG 1051 cultivado sob influéncia das

laminas de irrigagao (L), bioinoculantes (B) e Co + Mo.

Tratamentos Laminas (% da ETc)
60 80 100
Nitrogénio total (g kg™!)------------—--

Controle 22,00 abA 21,25 cA 23,25 bA
B. subtillis 23,50 aB 23,75 bcB 40,25 aA
B. amyloliquefaciens + A.

A 21,50 abB 32,00 aA 21,75 bB
brasiliensis
Co + Mo 20,00 bB 26,75 bA 20,75 bB

N- NHs*(mg kg™!) -----mm-mmmmmemmeeme o
Controle 0,18 aA 0,24 aA 0,20 aA
B. subtillis 0,19 aA 0,26 aA 0,26 aA
B. amyloliquefaciens + 4. 0,17 aA 0,22 aA 0.23 aA
brasiliensis
Co + Mo 0,19 aA 0,20 aA 0,21 aA
N-NOs (g kg™
Controle 0,54 aA 0,36 bB 0,36 bB
B. subtillis 0,41 abB 0,33 bB 0,94 aA
B. amyloliquefaciens + 4. 0,46 abB 0,67 aA 0,41 bB
brasiliensis
Co + Mo 0,36 bA 0,34 bA 0,41 bA
N mineral (g kg™) ---
Controle 0,72 aA 0,60 bAB 0,56 bB
B. subtillis 0,60 abB 0,59 bB 1,20 aA
B. amyloliquefaciens + 4. 0,63 abB 0,89 aA 0,64 bB
brasiliensis
Co + Mo 0,55 bA 0,54 bA 0,62 bA
N organico (g kg™)

Controle 21,28 abA 20,65 cA 22,69 bA
B. subtillis 22,90 aB 23,16 beB 39,05 aA
B. amyloliquefaciens + 4. 20,87 abB 31,11 aA 21,11 bB
brasiliensis
Co + Mo 19,45 bB 26,21 bA 20,13 bB

Fonte: Autor, 2021. Médias seguidas de mesmas letras mintsculas, nas linhas (bioinoculantes e Co + Mo) e; de
mesmas letras maitisculas nas colunas (Idmina de irrigagdo) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Para o teor de N mineral os bioinoculantes B. subtillis e B. amyloliquefaciens mais A.
brasiliensis exerceram semelhantemente o efeito positivo como encontrado no teor de N-NO3"
nas laminas de 100 e 80% da ETc, respectivamente. Como ocorreu para o nitrato € N mineral,
os tratamentos com B. subtillis € B. amyloliquefaciens mais A. brasiliensis proporcionaram o
maior teor de N organico, estimado nas laminas de 100 e 80% da ETc (Tabela 9).

Os teores de P ndo foram afetados pelos bioinoculantes, entretanto, nas laminas de 60 e

80% da ETc no tratamento com B. amyloliquefaciens mais A. brasiliensis e nas laminas de 60
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e 100% da ETc com tratamento Co + Mo foram observados os maiores valores com efeito
significativo, apresentando médias que variaram de 2,30 a 2,95, ficando dentro da faixa de
suficiéncia (2,5 a 3,5 g/kg) (Tabela 10). O maior teor de P nos niveis de irrigagao severo e

moderado (60 e 80%) também pode ser observado.

Tabela 10. Teores foliares de P e K na massa seca do milho verde cv. AG 1051 cultivado sob

influéncia das laminas de irrigagdo (L), bioinoculantes (B) e Co + Mo.

Tratamentos Laminas (% da ETc)
60 80 100
Fosforo (g kg™!)
Controle 2,76 aA 2,83 aA 2,95 aA
B. subtillis 2,94 aA 2,71 abA 2,87 aA
B. amyloliquefaciens + 4. 2,76 aA 2,92 aA 2,44 bB
brasiliensis
Co + Mo 2,76 aA 2,39 bB 2,90 aA
Potassio (g kg™!)-
Controle 18,09 aA 16,41 aA 13,79 abB
B. subtillis 17,99 aA 14,12 aB 12,93 bB
B. amyloliquefaciens + 4. 17,37 aA 11,07 bB 15,85 aA
brasiliensis
Co + Mo 16,13 aA 14,25 aA 14,80 abA

Fonte: Autor, 2021. Médias seguidas de mesmas letras minusculas, nas linhas (bioinoculantes ¢ Co + Mo) ¢; de
mesmas letras maitsculas nas colunas (lIdmina de irrigagdo) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

O teor de K obteve comportamento semelhante ao de P, em que ndo se observou efeito
entre os tratamentos testados, enquanto na interagdo L x B a aplicacdo do bioinoculante
contendo B. subtillis acarretou maior influéncia na lamina de 60% da ETc, de tal modo as
laminas de 60 e 100% da ETc com uso do bioinoculante contendo B. amyloliquefaciens mais
A. brasiliensis permitiram melhores efeitos (Tabela 10).

Na aplicac¢ao do bioinoculante contendo B. subtillis sob a lamina de 60% da ETc (Tabela
8) pode se observar efeito em comparagdo as demais ldminas, o que em hipdtese pode-se
confirmar que os microrganismos presentes nestes tratamentos podem ter mitigado o efeito do
estresse hidrico sobre a absorcdo de K, tendo em vista que a difusdo € o principal mecanismo
que contato do K com as raizes das plantas a qual pode ser prejudicada pelo déficit hidrico.

J& nas demais laminas o fato de ndo haver significancia em comparagdo com o maior
nivel de estresse pode estar relacionado ao efeito de diluigdo, que pode ter sido a causa dos
menores teores deste nutriente. De maneira geral, na maioria dos casos, os teores de K ficaram

abaixo da faixa considerada ideal (17,5 a 22,5 g/kg) para a cultura do milho (MALAVOLTA et
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al., 1997). Cabe ressaltar que ndo foram observados sintomas visuais de deficiéncia de K nem

de P em nenhuma das laminas de irrigagao ou tratamentos testados.
4.3. Fracoes de nitrogénio e de fosforo no solo

Os teores de nitrato, amonio, N mineral (N-NH4" + N-NOy"), fosforo inorganico (Pi) e
fosforo soluvel (P-CaCly) no solo sofreram efeito de interacdo L x B (Tabela 11). Os teores de
fosforo total (Pt) e fosforo organico (Po) foram influenciados pelos bioinoculantes e 1aminas de
irrigacdo, enquanto os teores de fosforo organico (Po) e fosforo P Mehlic-1foram afetados

apenas de forma isolada pelas ldminas de irrigagao.

Tabela 11. Resumo da analise de varidncia do efeito de laminas de irrigacdo (L) e
bioinoculantes (B) e Co + Mo para os teores de nitrato (N-NO3 *), amonio (N- NH4"), N mineral,
fosforo total (Pt), fosforo inorganico (Pi), fosforo organico (Po), P-CaCl, e P Mehlich-1 no solo

cultivado com plantas de milho verde cv. AG 1051, aos 70 dias de idade.

QUADRADO MEDIO
Fator de variagdo  GL
Nitrato Amonio N mineral Pt
Blocos 3 157,6388" 257,65™ 733,35™ 39761,56**
Laminas (L) 2 4393,75%* 158,34 6214,62** 21759,00*
Erro 1 6 90,9722 97,2261 264,5887 2696,71
Bioinoculantes e 9768,75%* 1279,91%* 18039,07%**
Co + Mo (B) 3 36175,72%*
LxB 6 4435,42%* 552,799%* 3595,13** 6071,609"
Erro 2 27 139,1204 145,1446 354,1738 7434,52
CV 1 (%) - 9,48 27,36 11,90 3,48
CV 2 (%) - 11,72 33,42 13,77 5,79
Pi Po P CaCl; P Mehlic-1
Blocos 3 30466,20%* 769,0182" 18,7108™ 2922.46™
Lamina (L) 2 31919,00%* 15853,92* 57,4214% 42401,25%*
Erro 1 6 1294,58 1833,3176 6,5360 234551
Bioinoculantes e ns
Co + Mo (B) 3 30555,47** 33358,56** 115,3071%* 2792,14
LxB 6 15559,09%** 2023,941™ 174,4027** 1392,598"
Erro 2 27 3750,56 2717,896 6,3867 1185,226
CV 1 (%) - 2,79 19,73 48,60 11,25
CV 2 (%) - 4,76 24,02 48,04 7,99

Fonte: Autor, 2021. Nota: GL = Graus de liberdade; ns = ndo significativo; * e **, respectivamente, representa
p<0,05 e p<0.01; CV1 = Coeficiente de variagdo relativo as ldminas de irrigagao e CV2 = coeficiente de variagao
referente aos bioinoculantes e Co + Mo (subparcelas).

No teor de nitrato (N-NO3") o tratamento contendo B. subtillis promoveu maior valor na
lamina de 100% da ETc, na comparagdo entre os bioinoculantes nas diferentes laminas se

observa que houve uma grande variagdo de efeito entre os bioinoculantes (Tabela 12). Com
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comportamento semelhante ao teor de nitrato no solo, B. subtillis acarretou efeitos superiores
associado a lamina de 80% da ETc¢ nos teores de amonio (N- NH4"), no solo, em que as 1aminas
de 80 e 100% da ETc promoveram maiores valores com este produto em comparagdo com a de

60% da ETc.

Tabela 12. Teores de nitrato (N-NOs"), amonio (N- NH4") e N mineral (N-NO3~ + N- NHy4"),
no solo cultivado com milho verde cv. AG 1051 em fungdo das laminas de irrigagdo e

bioinoculantes e Co + Mo.

Tratamentos Laminas (% da ETc)
60 80 100
N-NOs3 ~(mg dm™>) -----mm-mmemmeemeeee -

Controle 80,00 cA 72,50 bA 70,00 cA
B. subtillis 137,50 aB 82,50 bC 197,50 aA
B. amyloliquefaciens + A.

AN 65,00 cB 110,00 aA 80,00 cB
brasiliensis
Co + Mo 105,00 bB 80,00 bC 127,50 bA

N-NH: * (mg dm™) —--

Controle 40,00 aA 15,00 bB 27,50 bAB
B. subtillis 35,00 aB 62,50 aA 55,00 aAB
B. amyloliquefaciens + A.

AN 35,00 aA 20,00 bA 37,50 abA
brasiliensis
Co +Mo 32,50 aA 35,00 bA 37,50 abA

N mineral (mg dm™) -

Controle 120,00 bcA 87,50 bB 97,50 cAB
B. subtillis 172,50 aB 145,00 aB 252,50 aA
B. amyloliquefaciens + 4. 100,00 cA 130,00 aA 117,50 cA
brasiliensis
Co + Mo 137,50 abAB 115,00 abB 165,00 bA

Fonte: Autor, 2021. Médias seguidas de mesmas letras mintsculas, nas linhas (bioinoculantes e Co + Mo) e; de
mesmas letras maitsculas nas colunas (lIamina de irrigagdo) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Pelo teste de Tukey, os maiores teores de N Mineral foram proporcionados pelo
bioinoculante contendo B. subtillis na lamina de 100% da ETc que foi superior aos demais
tratamentos, enquanto os bioinoculantes B. Subtillis e B. amyloliquefaciens mais A. brasiliensis
juntamente com Co + Mo foram semelhantes entre si e superiores ao tratamento controle na
lamina de 80% da ETc, respectivamente (Tabela 12). Com tais resultados se pode confirmar
que o bioinoculante B. subtillis elevou os teores de N Mineral no solo na lamina de 100% da
ETc.

Os teores de fosforo total (Pt), fosforo inorganico (Pi) e P-Mehlic-1 ndo foram
influenciados estatisticamente pelos fatores estudados, ou seja, tanto pelos bioinoculantes

quanto pelos niveis de irrigagdo (Tabela 13).
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Tabela 13. Teores de P total, fésforo inorganico, P organico, P soluvel em CaCl, e P-Mehlic-

1 no solo cultivado com milho verde cv. AG 1051 em fungdo das laminas de irrigacdo e

bioinoculantes e Co + Mo.

Tratamentos Laminas (% da ETc)
60 80 100
P total (mg dm™)----m-mmmmmmem e
Controle 1424,55 aA 1484,39 abA 1471,37 aA
B. subtillis 1386,06 aA 1453,21 bA 1449,31 aA
B. amyloliquefaciens + 4. 1519,04 aA 1510,22 abA 1496,31 aA
brasiliensis
Co +Mo 1460,66 aB 1630,56 aA 1572,28 aAB
———————————— Fosforo inorganico (mg dm™)-------------—---——-
Controle 1232,34 abB 1353,64 aA 1349,05 aA
B. subtillis 1179,22 bB 1156,96 bB 1293,99 aA
B. amyloliquefaciens + 4. 1337,26 aA 1272,29 abA 1304,05 aA
brasiliensis
Co +Mo 1209,29 bB 1369,33 aA 1367,87 aA
P organico (mg dm™>)-----m---meemmemem-
Controle 171,72 bA 168,51 bA 122,32 bA
B. subtillis 168,28 bB 255,34 abA 187,91 abAB
B. amyloliquefaciens + 4. 515 g7.pa 256,32 abA 218,84 abA
brasiliensis
Co +Mo 274,15 aAB 329,32 aA 238,88 aB
——————————————— P soluvel em CaCly (mg dm™)-----------—----
Controle 6,53 bA 0,81 cB 8,32 aA
B. subtillis 0,79 cB 11,50 aA 1,55 bB
B. amyloliquefaciens + 4. 0,88 cA 3,08 beA 1,57 bA
brasiliensis
Co +Mo 20,20 aA 6,04 bB 1,81 bB
P-Mehlic-1 (mg dm™>)-------—---—--
Controle 367,13 aB 437,15 aA 430,63 aAB
B. subtillis 388,54 aB 484,61 aA 471,50 aA
B. amyloliquefaciens + 4. 35y 6 g 481,86 aA 417,94 aAB
brasiliensis
Co + Mo 358,24 aB 494,78 aA 450,89 aA

Fonte: Autor, 2021. Médias seguidas de mesmas letras mintsculas, nas linhas (bioinoculantes e Co + Mo) e; de
mesmas letras maitsculas nas colunas (Idmina de irrigacdo) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Os teores de P organico (Po) foram superiores com os bioinoculantes B. Subtillis e B.

amyloliquefaciens mais A. brasiliensis juntamente com Co + Mo nas laminas de 80 e 100% da

ETc. Na lamina de 60% da ETc, apenas o bioinoculante B. amyloliquefaciens mais A.

brasiliensis e o tratamento com Co + Mo foram superiores em comparagdo ao B. Subtillis e ao

tratamento controle (Tabela 13).
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Na lamina de 60% os teores de P soluvel em CaCl, foram superiores no tratamento Co
+ Mo. Na lamina de 80% o bioinoculante B. Subtillis foi superior aos demais bioinoculantes e
ao controle, comprovando que Co + Mo e B. Subtillis aumentam os teores de P soluvel em

fung¢do dos niveis de irrigagao.
5. DISCUSSAO

Sob déficit hidrico severo e moderado (laminas de 60 e 80% da ETc), as plantas de
milho fecharam os estdmatos (diminui¢ao da condutancia estomatica) para diminuir a perda de
agua. Este resultado foi acompanhado pela diminui¢do da taxa fotossintética, diminui¢cdo da
concentrac¢do interna de CO> e da taxa de transpiracdo, especialmente no tratamento controle.

O comportamento entre as laminas para gs também foi observado em outros trabalhos
(SOUSA et al., 2014; SILVA et al., 2015) e pode ser um indicativo de uma superestimava da
necessidade hidrica do milho (lamina de 100% da ETc) neste experimento, uma vez que na
aplicagdo dos bioinoculantes com B. amyloliquefaciens mais A. brasiliensis acarretou tais
efeitos, enquanto nos demais bioinoculantes ndo se observou comportamento significativo.

Entre os bioinoculantes testados ndo houve alteragdo dos valores de E, gS e EiUA, ou
seja, tanto em condigdes de estresse hidrico (60% e 80% da ETc) quanto sob fornecimento
adequado (100% da ETc) de agua. As auséncias de efeito nos mecanismos fisiologicos
mencionados ndo foram consistentes e claramente definidas, uma vez que o estresse afeta
consideravelmente tais variaveis.

Estes resultados, em parte, divergem dos observados por outros autores (TIEPO et al.,
2018; LIMA et al.,, 2019; SANTANA et al., 2020). Neste sentido, Tiepo et al. (2018)
observaram que inocula¢do com A. brasilense e B. amyloliquefaciens induziu a aumentos na
taxa fotossintética e eficiéncia instantanea da carboxilagdo quando as plantas foram submetidas
a seca moderada. Este efeito benéfico de A. brasilense e B. amyloliquefaciens sobre a EiC para
plantas de milho, ndo est4 relacionada necessariamente a fatores estomatais, mas também a
manuten¢do ou aumento na atividade das enzimas presentes no ciclo de Calvin, como a ribulose
1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (RHO; KIM, 2017).

De forma similar, Lima et al. (2019) observaram que cepas de B. Subtillis foram capazes
de atenuar o estresse hidrico em milho e feijao por meio da manutengdo da taxa fotossintética
similar as plantas sem déficit hidrico, uso mais eficiente da 4gua e maior taxa de carboxilacao
instantanea. Contudo, neste mesmo trabalho, os autores observaram que B. Subtillis nao alterou
a taxa fotossintética do milho e do feijdo, mas diminuiu a taxa de transpiragdo de ambas as

espécies.
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Os efeitos dos microrganismos sobre as trocas gasosas, em certa medida sdo dificeis de
caracterizagdo, tendo em vista que sua atuagdo na rizosfera pode gerar enzimas, hormonios,
acidos organicos, e diversas substancias que podem promover a bioativacao do solo, alterar as
comunidades microbianas e os atributos quimicos do solo, os quais, em ultima instancia pode
afetar o metabolismo geral da planta (VACHERON et al., 2013; ETESAMI et al., 2017;
AQUINO et al., 2019; SANTANA et al., 2020).

Os bioinoculantes e/ou tratamentos afetaram a eficiéncia do uso da agua para a producao
de massa seca vegetativa e reprodutiva, os quais foram reduzidos com o aumento da lamina de
irrigagdo. A diminui¢do da eficiéncia do uso da 4gua para a producao de massa fresca vegetativa
e reprodutiva ¢ decorrente da desproporcionalidade entre a producdo de massa fresca ¢ a
quantidade de 4gua fornecida as plantas (PEREIRA et al., 2019a; SEVERO, 2021) e do fato da
restri¢ao hidrica diminuir a area foliar e consequentemente a taxa de transpiragdo (TAIZ et al.,
2017).

O efeito mais consistente dos bioinoculantes contendo bactérias promotoras de
crescimento de plantas ou Co + Mo foi a melhoria na nutrigdo nitrogenada do milho,
demonstrada pelo aumento nos teores de N total e mineral, principalmente com a utilizagao de
B. amyloliquefaciens mais A. brasiliense e B. subtillis.

Este efeito possivelmente ¢ devido a a¢do do Azospirillum B., tendo em vista que B.
amyloliquefaciens esta mais relacionado com a solubilizagdo de minerais silicatados € ndo a
fixagdo bioldgica (ETESAMI et al., 2017). Marques et al. (2019) também observaram aumento
no teor foliar de N do milho em fungdo da inoculacdo de diversas estirpes de Azospirillum B.,
tanto em condi¢des de déficit hidrico, quanto sob suprimento adequado de agua. Da mesma
forma, Aquino et al. (2019) observaram aumento nos teores foliares de N e de clorofila na
cultura do sorgo e do milho devido a inoculagdo com diversas estirpes de B. subtillis, em
compara¢do ao tratamento sem inoculacdo e sem adubacgdo nitrogenada. De acordo com os
autores, esse efeito foi decorrente da capacidade de B. subtillis em fixar N atmosférico.

A restri¢ao hidrica pode diminuir a absor¢ao de nutrientes como N e K, os quais chegam
até as raizes por fluxo de massa e por difusdo, respectivamente (MALAVOLTA et al., 1997).
Contudo, de maneira geral, os bioinoculantes contendo microrganismos melhoraram a nutri¢ao
nitrogenada do milho. Além da fixacao bioldgica proporcionada pelas bactérias A. brasiliensis,
os microrganismos podem influenciar a absor¢cdo de nutrientes por meio de diversos
mecanismos, tais como a liberag@o de acidos organicos e modificagdes na arquitetura da raiz,

que sdo relacionados ao aumento do niimero de radicelas e comprimento da raiz, levando a uma
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maior exploragdo do solo (VACHERON et al., 2013) e absor¢do de nutrientes (DAR et al.,
2018; PLETT et al., 2020). Estes mecanismos podem ter aumentado a capacidade de absor¢ao
de N-NOs™ indiretamente como consequéncia do desenvolvimento radicular lateral e,
possivelmente, diretamente pela estimulacdo dos sistemas de transporte de N-NO3;™ como
demonstrado por Mantelin e Touraine (2004).

No solo, os bioinoculantes contendo B. subtillis, B. amyloliquefaciens mais A.
brasiliense e o tratamento com Co + Mo, de forma consistente, aumentaram os teores de nitrato,
amonio, N mineral e fésforo organico. A atuagdo de B. subtillis no aumento de N mineral no
solo, especialmente nitrato, pode ter ocorrido de diversas formas, como a diminui¢cdo da
volatilizacao de N na forma de NH3 apds a mineralizagdo (SUN et al., 2020), por aumento da
diversidade de microrganismos envolvidos na mineralizagdo da matéria organica (HUANG et
al., 2020), por sua atuacdo direta na decomposicdo da matéria organica e mineralizacdo de N
(LOPES et al., 2020) ou pelo estimulo do crescimento de raizes e aumento do teor de matéria
organica do solo (ndo avaliado no presente trabalho) como tem sido sugerido por alguns autores
(DAR et al., 2018; PLETT et al., 2020).

Lu et al. (2021) demonstraram que B. subtillis aumentou os teores N-NOs3"e de N- NH4"
do solo em comparagdo ao tratamento sem aplicagdo desta bactéria, entretanto, os autores nao
conseguiram explicar as causas deste aumento. O efeito positivo do Co + Mo sobre as formas
minerais de N podem ter sido de forma indireta, a exemplo do aumento da fixacao bioldgica de
N2 pelas bactérias nativas de vida livre ou pelo aumento da atividade biologica do solo e
mineralizagdo da matéria organica.

O déficit hidrico ndo influenciou os teores de Pt, Pi e P disponivel (Mehlic-1). Tais
resultados divergem dos encontrados por Olatunji et al. (2018), que observaram diminui¢ado da
disponibilidade de P no solo sob déficit hidrico. Sob restri¢do hidrica, provavelmente ocorre
diminuicdo dos teores de carbono organico, da exsudacdo radicular e menor atividade
microbiologica do solo, os quais interferem positivamente na geracdo de formas mais labeis de
P (NUNES et al., 2020). Este fato foi corroborado pelo aumento do teor de P organico, devido
a aplicagdo dos bioinoculantes contendo bactérias benéficas ou Co + Mo, em comparagdo ao
controle. O aumento do P organico do solo ¢ importante porque diminui a quantidade de P
fixado e aumenta a disponibilidade deste nutriente para as plantas (RANA et al., 2020), embora
os teores de P disponivel no solo da area utilizada neste trabalho foi alta, mesmo antes da

adubagdo (Tabela 1).
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Os maiores teores de fosforo organico, considerando as laminas estimadas de 80 e 100%
da ETc foi superior com a aplicagdo de B. amyloliquefaciens mais A. brasiliense ¢ Co + Mo. A
capacidade de diversos isolados de B. subtillis em solubilizar fosfatos tem sido atestada em
outros trabalhos (MOHAMED et al., 2018; SAEID et al., 2018). A liberagdo de acidos
organicos por estas bactérias ¢ a causa mais provavel para o aumento de formas soliveis de
fosforo (SAEID et al., 2018).

Em relagao ao Co + Mo, seu efeito no aumento do teor de P soluvel, provavelmente
deve-se ao Molibdénio. Rana et al. (2020) observaram que a aplicagcao de molibdénio via solo,
em feijdo e soja, aumentou os teores de fosforo soltivel em dgua do solo rizosférico, em 28,5%
e também elevou a atividade da enzima fosfatase acida no solo. Entretanto, embora a dose de
Mo aplicada via Co + Mo (10% de Mo) no solo tenha sido relativamente baixa (500 g ha™!), ndo
se pode desconsiderar totalmente o fato do anion molibdato (MoQO4%) competir pelos mesmos
sitios de adsorcdo do fosfato (H2PO42), contribuindo assim, também para aumentar os teores

de P orgénico e P soluvel (VISTOSO et al., 2012).

6. CONCLUSOES

O nivel de estresse hidrico mais severo (60% da ETc), promoveu uma maior eficiéncia
de uso da agua para a produgdo de massa fresca vegetativa.

Os produtos contendo bactérias promotoras de crescimento de plantas ou Co + Mo ndo
interferiram de forma consistente na taxa fotossintética, exceto para com a concentracdo interna
de carbono (Ci), enquanto a eficiéncia do uso da dgua no milho verde ¢ maior nos niveis de
irrigagao severo e moderado.

Os bioinoculantes contendo bactérias promotoras de crescimento de plantas;
especialmente B. amyloliquefaciens mais A. brasiliensis e B. subtillis promoveram melhoria na
nutri¢do nitrogenada do milho com o aumento no teor de N total e mineral nos tecidos foliares,
mas nao alteraram de forma consistente, os teores de P e K.

O bioinoculante B. subtillis e Co + Mo aumentaram os teores de nitrogénio mineral € os

teores de fosforo soluvel e organico no solo.
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