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RESUMO

O déficit hidrico € um dos principais problemas da agricultura em todo mundo, pois pode causar
danos severos no metabolismo das plantas, ocasionando perdas significativas que podem chegar
a mais de 50% dependendo do estadio de desenvolvimento das culturas. Nesse sentido, as
praticas de manejo que visam a amenizacdo do déficit hidrico sdo um dos principais desafios
do setor agricola. As plantas com sistemas radiculares longos, com maior comprimento, menor
diametro e alta incidéncia de pelos mais longos tém maior potencial para aquisi¢do de recursos
do solo, producdo de biomassa e fotoassimilados. O uso de bactérias promotoras de
crescimento de plantas tem sido uma prética utilizada para aumentar a resisténcia das plantas a
estresses abioticos, isso porque podem melhorar o sistema radicular bem como producéo de
fitormonios que podem amenizar efeitos deletérios de déficit hidrico. O objetivo deste estudo
foi avaliar os efeitos da inoculacdo de estirpes de Azospirillum brasilense, sem e com restricdo
hidrica, no desempenho das culturas de milho, feijao, trigo e soja em duas condicdes hidricas.
Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo na Universidade Estadual de Ponta
Grossa na regido Centro-Sul do Parand. Foi utilizado delineamento em blocos completos ao
acaso, no esquema fatorial 3 x 2, com trés repeti¢cdes. Cada experimento continha os seguintes
tratamentos: sem inoculacdo, com inoculagéo de A. brasilense AbV5-AbV6 e com inoculagéo
de A. brasilense HMO053; sem e com déficit hidrico . As condicdes hidricas foram definidas de
acordo com a capacidade de campo, em que 80% eram tratamentos sem estresse e 40% da
capacidade de campo era os tratamentos com estresse. Aos 50 dias apos a semeadura foram
determinados o0s seguintes parametros: fotossintese liquida, condutancia estomatica,
concentracdo de carbono intracelular e transpiracdo nas culturas de soja e milho; leitura de
clorofila, producdo de matéria seca da parte aérea e de raizes, e extracdo de nutrientes pelas
plantas de milho, feijdo, trigo e soja. Os resultados foram submetidos a anéalise de variancia, e
os efeitos dos tratamentos envolvendo inoculagdo de estirpes de A. brasilense e niveis de dgua
foram comparados pelo teste de Tukey ao nivel de 5%. Os parametros fotossintéticos nas plantas
de milho e soja ndo apresentaram resposta significativa mediante uso das estirpes AbV5-AbV6 ou
HMO053. Para as culturas de milho e trigo, as clorofilas a e b ndo apresentaram diferenca
significativa para nenhuma das fontes de variacdo, mostrando que a inoculacdo e o déficit
hidrico ndo tiveram influéncia nesses parametros dessas culturas. Plantas de milho inoculadas
com HMO053 apresentaram maior biomassa da parte aérea e extracao de nitrogénio. J4, as plantas
de trigo apresentaram maior densidade de raizes quando inoculadas com HMO053. Na cultura
do feijdo observou-se que a co-inoculacdo com HMO053 reduziu os indices de clorofila a e b,
assim como numero e massa de nddulos, e massa seca da parte aérea. A inducdo de déficit
hidrico reduziu significativamente o indice de clorofila b e a producgéo de biomassa do feijoeiro.
O uso das estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6 e HM053 ndo amenizaram os efeitos negativos
do déficit hidrico nas culturas de milho, soja, trigo e feijdo.

Palavras-chave: Bactérias diazotroficas, déficit hidrico, nutricdo de plantas, seguranca
alimentar.



ABSTRACT

Water deficit is one of the major problems in agriculture worldwide, as it can cause severe
damage to plant metabolism, resulting in significant losses that can exceed 50% depending on
the crop development stage. Therefore, management practices aimed at mitigating water deficit
represent one of the main challenges in the agricultural sector. Plants with longer root systems,
characterized by greater length, smaller diameter, and higher incidence of longer root hairs,
have greater potential for soil resource acquisition, biomass production, and assimilate
formation. The use of plant growth-promoting bacteria has been a practice to enhance plant
resistance to abiotic stresses, as they can improve root systems and produce phytohormones
that mitigate the deleterious effects of water deficit. This study aimed to evaluate the effects of
inoculating strains of Azospirillum brasilense, with and without water restriction, on the
performance of maize, bean, wheat, and soybean under two water conditions. Experiments were
conducted in a greenhouse at the State University of Ponta Grossa in the Centro-Sul region of
Parana, Brazil. The experiments followed a randomized complete block design ina 3 x 2
factorial scheme with three replications. Each experiment included the following treatments:
without inoculation, inoculation with A. brasilense strains AbV5-AbV6, and inoculation with
A. brasilense strain HMO053; without and with water deficit. Water conditions were defined
based on field capacity, where 80% represented the non-stress treatments and 40% represented
the water deficit treatments. At 50 days after sowing, the following parameters were measured:
net photosynthesis, stomatal conductance, intracellular carbon concentration, and transpiration
in soybean and maize crops; chlorophyll readings, aboveground and root biomass production,
and nutrient extraction by maize, beans, wheat, and soybean plants. The results were subjected
to analysis of variance, and treatment effects involving inoculation with A. brasilense strains
and water levels were compared using Tukey's test at the 5% significance level. Photosynthetic
parameters in maize and soybean plants did not show significant responses to the use of AbV5-
AbV6 or HMO053 strains. For maize and wheat crops, chlorophyll a and b levels did not differ
significantly for any of the variation sources, indicating that inoculation and water deficit did
not influence these parameters in these crops. Maize plants inoculated with HM053 showed
higher aboveground biomass and nitrogen extraction. Wheat plants exhibited improved root
density when inoculated with HMO053. In bean cultivation, co-inoculation with HM053 reduced
chlorophyll a and b indices, as well as the number and mass of nodules and aboveground dry
mass. The induction of water deficit significantly reduced chlorophyll b levels and bean
biomass production. The use of A. brasilense strains AbV5-AbV6 and HM053 did not mitigate
the negative effects of water deficit in the maize, soybean, wheat, and bean crops.

Keywords: Diazotrophic bacteria, water deficit, plant nutrition, food security.
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APRESENTACAO

Esta tese foi escrita de acordo com o0 “Manual de padronizagao bibliografica de trabalhos

cientificos, UEPG (2019)” e é composta por quatro capitulos:

Capitulo 1. Inoculacéo de Azospirillum brasilense para amenizacéo dos efeitos de déficit
hidrico em plantas de milho

Capitulo 2. Inoculacao de Azospirillum brasilense para amenizagéo dos efeitos de déficit
hidrico em plantas de trigo

Capitulo 3. Co-inoculacédo de Azospirillum brasilense para amenizacao dos efeitos de
déficit hidrico em plantas de feijdo

Capitulo 4. Co-inoculagdo de Azospirillum brasilense para amenizacdo dos efeitos de
déficit hidrico em plantas de soja

Todos os capitulos reproduzem literalmente a pesquisa realizada e existe interligacGes
entre os capitulos por se tratar do mesmo projeto de tese. Para facilitar a leitura, cada capitulo
é independente dos demais. Antecedendo o primeiro capitulo, hd uma introducdo geral e o

ultimo item é composto pelas conclusdes gerais.
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INTRODUGCAO GERAL

Estudos mostram projecdes de aumento significativo da populacdo nos proximos anos,
bem como na expectativa de vida em todo o mundo, 0 que necessariamente requer producao de
maiores quantidades de alimentos para suprir toda demanda global (FAO, 2022). As culturas
de soja, milho, trigo e feijdo se destacam no cenario nacional e mundial devido a alta demanda
global por produtos advindos desses cultivos, havendo necessidade de elevar a oferta desses
produtos. A alta demanda mundial de gréos de soja, por exemplo, se deve a sua ampla utilidade
que vai desde a alimentacdo humana e animal, até as indUstrias farmacéuticas e de tecnologia
(Chen et al., 2012). O milho, além de ser usado na alimentacdo humana e animal, também é
utilizado para a producédo de biocombustiveis, dentre outras aplicacdes. A cultura do feijao e
trigo sdo de fundamental para seguranca alimentar pois sdo tem sua principal aplicacdo a
indUstria alimenticia.

Normalmente, para se aumentar a producdo dos produtos agricolas € preciso intensificar
e expandir a agricultura por meio de aumento da area cultivada, o que consequentemente deve
aumentar o consumo de insumos agricolas, incluindo pesticidas, fertilizantes e desmatamento
de novas areas (McArthur; McCord, 2017) bem como questionamentos sobre a contribuico
das atividades agricolas para mudancas climaticas no planeta. Por isso, serd também necessario
0 desenvolvimento de préaticas sustentaveis e alternativas que possam atenuar os efeitos de
adversidades na cadeia produtiva, aumentando a produtividade das culturas e a producéo
agricola de forma que seja suficiente para atender a demanda global.

Um dos maiores desafios na agricultura atual é o desenvolvimento de préaticas de manejo
que visem reduzir os efeitos de periodos secos durante os cultivos, de forma a evitar perdas no
rendimento das culturas. As mudancas climaticas globais em curso, a gravidade, a frequéncia e
a duracdo das secas em muitas areas de producdo agricola ao redor do mundo tendem a
aumentar de forma imprevisivel (Solomon et al., 2007). Estudos mostram que os modelos
climaticos projetam diminuicéo da frequéncia das chuvas aliada ao aumento das temperaturas,
0 que aumentard ainda mais a diferenca entre o rendimento real e o rendimento potencial das
plantas cultivadas (Rani et al., 2020) ou seja reducdo significativas na producéo.

O déficit hidrico causa danos severos no metabolismo das plantas, os quais resultam em
perdas que podem chegar a mais de 50%, dependendo do estadio de desenvolvimento das
culturas como tem se observado no Brasil nos Gltimos anos (MAPA, 2022). Por isso, a escassez
de agua para uso agricola tem sido o foco de debates e é cada vez mais percebida como uma
ameaca socioambiental global a seguranca alimentar e energética (Kummu et al., 2016). O
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relatorio mostrado pelo Painel Intergovernamental para as Alteracdes Climaticas (IPCC, 2021)
indicou que a mudanca no clima futuro é inevitavel e, provavelmente, tera impacto significativo
nos setores que depende da &gua, principalmente nos paises em desenvolvimento, 0s quais
possuem capacidade limitada de adaptacdo as mudancas climaticas.

Quando ocorre déficit hidrico, as plantas reduzem processos fisioldgicos, afetando o seu
desenvolvimento. A restri¢do hidrica também pode desencadear estresse osmotico nas plantas
que, na auséncia de ajuste osmotico, impede a atividade enzimatica e prejudica a estrutura das
macromoléculas devido a redugdo nas trocas gasosas, na fotossintese e em outros processos
fundamentais para o crescimento, o desenvolvimento e a producdo de biomassa (Mafakheri et
al., 2010; Mwadzingeni et al., 2016). A redugdo do rendimento das culturas agricolas devido a
irregularidade da precipitagdo hidrica durante os ciclos das culturas tem se tornado uma
preocupacdo global. No Brasil, por exemplo, a reducdo da produtividade de trigo na safra de
2023 foi de mais de 20%, mesmo em um cenario em que houve aumento da area cultivada no
pais (CONAB, 2023). Em se tratando de uma cultura em que a producdo nacional atende apenas
cerca de 50% da demanda interna, a situagao fica mais preocupante.

A prevencao contra efeitos adversos de periodos de seca requer praticas de manejo que
muitas vezes requer alta demanda de insumo. A irrigacdo, por exemplo € a maneira mais
eficiente de suprir o déficit hidrico das culturas. Entretanto, devido ao alto custo, a falta de
recurso hidrico para irrigar toda area cultivada e em alguns casos a impossibilidade da
operacionalidade em alguns locais, torna inviavel implementar a técnica de irrigar em todas as
areas cultivadas. A adocéo de técnicas de manejo de solo que visam construir um perfil de solo
mais favoravel para o desenvolvimento das plantas, bem como aumentar a cobertura vegetal no
solo sdo outras alternativas imprescindiveis que podem contribuir para as plantas suportarem
periodos de estresse por déficit hidrico, porém sdo manejos que precisam de anos para serem
efetivos.

Nesse sentido, o0 uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas tem sido uma
pratica utilizada para tentar aumentar a tolerancia das plantas aos estresses abidticos, dentre eles
déficit hidrico. Essas bactérias podem habitarem a rizosfera das raizes vivendo em uma
associacao simbidtica com as plantas. Dentre essas bactérias se destacam o género Azozpirllum,
que possuem a capacidade de promover o desenvolvimento do sistema radicular (Santos et al.,
2017). Bulegon et al. (2016) afirmaram que a inoculagdo de Azospirillum brasilense estirpes
AbV5 e AbV6 em gramineas foi eficaz na elevar a atividade das enzimas superoxido de

dismutase e catalase sob forte déficit hidrico, ndo permitindo reducdo no teor de clorofila e,
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ainda, promovendo incremento de outros carotenoides, 0 que manteve as plantas em atividade
regular durante o periodo de seca.

Estudo realizado por Rodino et al. (2019) na cultura da soja mostrou que a co-inoculacéo
de A. brasilense com Bradyrhizobium spp melhorou a morfologia do sistema radicular,
aumentando o comprimento e o volume de raizes, e aumentou o numero de ramos e a
abundancia de pelos radiculares, bem como a nodulagdo. Hungria et al. (2010) também
relataram que o uso de A. brasilense no cultivo de trigo pode melhorar a produgéo da cultura
por melhorar a absorcdo de nutrientes pelas plantas.

Certamente, 0 uso de técnicas de manejo mais sustentaveis para aumentar a
produtividade ou até mesmo evitar perdas quando as culturas passam por condi¢des adversas,
é uma necessidade da agricultura atual. Recentemente, em uma metanalise realizada por
Barbosa et al. (2022), verificou-se que o uso de A. brasilense no cultivo de milho estimulou
significativamente o crescimento do sistema radicular, aumentou as concentracbes de
nitrogénio nas folhas e nos gréos, bem como promoveu aumento na produtividade de gréos sob
diversas condi¢cfes agronémicas e edafoclimaticas.

A inoculacdo ou co-inoculacdo de bactérias promotoras do crescimento como A.
brasilense tem crescido bastante na agricultura, especialmente nos Gltimos anos. Entretanto, é
preciso conhecer melhor as condi¢des que proporcionam maior potencial de resposta dessa
tecnologia por meio de estudos de interacdo entre plantas e bactérias, especialmente em
condicdes adversas de disponibilidade hidrica. Um dos desafios é selecionar estirpes que sdo
realmente eficazes em proporcionar os benéficos esperados nas diversas condi¢cdes de cultivo.
A estirpe HMO053 de A. brasilense tem sido estudada e tem apresentado resultados promissores.
A utilizacdo dessa estirpe tem promovido melhor desenvolvimento de plantas de milho e trigo,
principalmente pela fixacdo de nitrogénio do ar e aumento na producdo de biomassa,
especialmente do sistema radicular, o que pode ocasionar melhor exploracdo do solo e aumento
na absor¢éo de nutrientes (Santos et al., 2017; Pedrosa et al., 2020). Nesse sentido, objetivou-
se com esse trabalho avaliar a eficiéncia das estirpes AbV5-AbV6 e HMO053 de A. brasilense
em atenuar os efeitos negativos causados pelo déficit hidrico no desenvolvimento inicial das

culturas de milho, trigo, feijdo e soja.
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CAPITULO 1. INOCULACAO DE Azospirillum brasilense PARA AMENIZACAO DOS
EFEITOS DO DEFICIT HIDRICO EM PLANTAS DE MILHO

INOCULATION OF Azospirillum brasilense IN MITIGATING THE EFFECTS OF
WATER DEFICIT IN MAIZE PLANTS

RESUMO - Bactérias do género Azospirillum podem contribuir para o bom desenvolvimento
das plantas de milho, seja fornecendo nitrogénio ou produzindo fito-hormdnios que atenuem os
possiveis problemas fisioldgicos que ocorrem durante o déficit hidrico. Por isso, objetivou-se
com esse trabalho avaliar o desempenho de plantas de milho com sementes inoculadas com
duas estirpes de A. brasilense, em duas condicdes hidricas. O trabalho foi realizado em casa de
vegetacdo, no esquema fatorial 3 x 2, com trés repeticdes. Os tratamentos foram: sem
inoculagdo, com inoculagéo de A. brasilense AbV5-AbV6 e com inoculagdo de A. brasilense
HMO053; sem e com déficit hidrico. As sementes de milho hibrido AG 9025 PRO3, foram
inoculadas com inoculantes liquidos, na dose de 3 mL kg™ de sementes. Condicionaram-se dois
regimes hidricos, 80% da capacidade de campo de forma constante e elevar a capacidade de
campo para 80% quando o solo atingisse 40%. O milho foi cultivado em tubos de policloreto
de vinila com dimensdes de 50 cm de altura e 15 cm de diametro. Avaliaram-se parametros
fotossintéticos como fotossintese liquida, carbono no mesofilo, transmitancia, eficiéncia do uso
da dgua e de clorofila, biomassa da parte aérea e do sistema radicular, e extracdo de nutrientes
pelas plantas. A inoculagdo das sementes com as estirpes AbV5-AbV6 e HMO053 de A.
brasilense ndo influenciou os parametros fotossintéticos e indice de clorofila em plantas de
milho. A biomassa total e 0 acimulo de nitrogénio em plantas de milho foram maior com a
inoculacdo de A. brasilense estirpe HMO053. Plantas com déficit hidrico apresentaram menor
concentracdo de carbono intracelular. As estirpes ndo atenuaram efeitos negativos do déficit
hidrico.

Palavras-chave — Zea mays; Bactérias promotoras de crescimento vegetal; HM053

ABSTRACT- Bacteria of the genus Azospirillum can contribute to the proper development of
maize plants, either by providing nitrogen or by producing phytohormones that mitigate
potential physiological problems that occur during water deficit. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the performance of maize plants with seeds inoculated with two strains
of A. brasilense under two water conditions. The study was conducted in a greenhouse, in a 3
x 2 factorial scheme, with three repetitions. The treatments were: without inoculation, with
inoculation of A. brasilense AbV5-AbV6, and with inoculation of A. brasilense HMO053;
without and with water stress. The seeds of the hybrid maize AG 9025 PRO3 were inoculated
with liquid inoculants at a dose of 3 mL kg™ of seeds. Two water regimes were conditioned: a
constant 80% field capacity and raising the field capacity to 80% when the soil reached 40%.
The maize was cultivated in polyvinyl chloride tubes with dimensions of 50 cm in height and
15 cm in diameter. Photosynthetic parameters such as net photosynthesis, mesophyll carbon,
transmittance, water use efficiency, chlorophyll efficiency, shoot and root biomass, and nutrient
extraction by the plants were evaluated. The inoculation of seeds with the strains AbV5-AbV6
and HMO53 of A. brasilense did not influence the photosynthetic parameters and chlorophyll
index in maize plants. Total biomass and nitrogen accumulation in maize plants were higher
with the inoculation of A. brasilense strain HMO053. Plants under water deficit showed lower Ci
concentration. The strains did not mitigate the negative effects of water deficit.

Key words - Zea mays; Plant growth-promoting bacteria; HM053
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1.1 INTRODUCAO

A demanda por produtos agricolas aumenta com o crescimento da populacdo mundial.
Um dos principais desafios para 0 aumento da produgéo agricola no mundo é aumentar a oferta
de produtos de forma sustentavel e que seja aumento de forma vertical, ou seja aumentar a
producdo por unidade de area sem que haja a necessidade de ocorrer desmatamento acelerado,
uma vez que as areas destinadas aos cultivos sdo limitadas. A cultura do milho (Zea mays L.),
é uma das culturas mais importantes do mundo, devido as diversas utilidades que possui. Além
de ser usado na alimentacdo humana ou animal os grdos de milho sdo usados como matéria
prima na producdo de varios produtos, dentre eles, bebidas, polimeros e combustiveis (Shad, et
al 2021). No Brasil, o milho é o segundo cereal mais produzido, porém, com o0 aumento da
populagdo mundial e a expectativa futura de que a demanda por grdos de milho aumente de
forma significativa, mostra a importancia de elevar sua produgéo (CONAB, 2024).

E verdade que nos Gltimos anos a producéo mundial de produtos advindos da agricultura
aumentou consideravelmente devido a adocdo de novas tecnologias no processo produtivo e
principalmente aumento de area cultivada. Entretanto, fatores climéaticos vém preocupando o
setor agricola por afetar de forma significativa o desenvolvimento dessa cultura. A instabilidade
do regime de chuvas com a ocorréncia de déficit hidrico durante os periodos de cultivo é um
dos fatores climaticos que mais tem causado preocupacdo. Segundo Aslam et al. (2022), o
déficit hidrico € considerado um dos fatores mais limitantes para o crescimento e
desenvolvimento das plantas, afetando consideravelmente o rendimento das culturas no campo.
As culturas anuais sdo as mais afetadas pela deficiéncia hidrica porque as plantas dificilmente
conseguem se recuperar dos danos causados pela falta de agua no solo no decorrer do seu ciclo
relativamente curto.

Segundo Naseem et al. (2018), estima-se que aproximadamente um terco das terras
destinadas a agricultura no mundo passa por escassez de agua, limitando a producédo agricola.
No Brasil, a intensidade, a frequéncia e a duracdo da irregularidade na distribui¢do de chuvas
aumentaram nas Ultimas décadas devido as mudangas climéticas globais, fato que reduziu
significativamente a producao de milho em algumas regides do pais (CONAB, 2024). Por isso,
nos ultimos anos, tem se intensificado as pesquisas em estratégias que possam amenizar 0S
efeitos negativos do déficit hidrico.

Uma das estratégias que vem sendo estudada para auxiliar nesse desafio é a utilizacéo
de bactérias promotoras de crescimento de plantas. Essas bactérias possuem a capacidade de se
associarem com mais de 100 espécies de plantas dentre elas o milho (Yadav; Sarkar, 2019).
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Dentre as bacteérias utilizadas merecem destaque as do género Azospirillum, as quais séo de vida
livre encontradas basicamente em todos os tipos de solo.

Inicialmente foi proposto que a espécie A. brasilense tinha a capacidade de fixar
nitrogénio em gramineas (Ddbereiner; Day, 1976; Dobereiner; Pedrosa, 1987), o que poderia
reduzir a utilizacdo de fertilizantes nitrogenados principalmente para cultura do milho que exige
altas quantidades de nitrogénio. Com o avango das pesquisas, foi proposto que essas bactérias
também eram capazes de produzir fito-horménios, como auxinas, citocininas e giberelinas, que
possuem diversas funcdes no metabolismo das plantas (Cassan; Vanderleyden; Spaepen, 2014),
dentre eles reduzir efeitos deletérios promovidos por estresses como a salinidade do solo e 0
déficit hidrico (Creus; Sueldo; Barassi, 1997).

A identificacdo de estirpes de bactérias que apresentem maior eficiéncia na promocao
do crescimento das plantas tem sido estudada. As estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6 sdo as
mais utilizadas, recentemente a estirpe de A. brasilense HMO053 tem sido considerada
promissora uma vez que diferentemente das AbV5-AbV6, esta possui a capacidade de fixar
nitrogénio mesmo quando ha concentracbes de amdnio no solo, o que poderia disponibilizar
maiores quantidade de nitrogénio para cultura (Machado et al., 1991; Santo et al., 2017; Pedrosa
et al., 2020).

Pedrosa et al. (2020), relataram que as estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6 e HM053
foram capazes de suprir uma quantidade significativa de nitrogénio na cultura do milho,
melhorando o rendimento de graos. Apesar de resultados positivos ja relatados, outras pesquisas
mostram resultados divergentes quanto a utilizacdo desses microrganismos, demostrando que
ainda sdo necessarios mais estudos que norteiem estratégias mais assertivas quanto a inoculacao
de A. brasilense em sementes de milho principalmente em condic¢des adversas (Albrecht et al,
1981; Andrade et al., 2019; Oliveira et al, 2022). Por isto objetivou-se com esse trabalho avaliar
a eficiéncia de duas estirpes de A. brasilense em atenuar os efeitos negativos causados pelo

déficit hidrico no desenvolvimento da cultura do milho.

1.2 MATERIAL E METODOS
1.2.1 Local do estudo e delineamento experimental

O experimento foi realizado em estufa climatizada localizada na Universidade Estadual
de Ponta Grossa, na regido Centro-Sul do Parana. Inicialmente, coletou-se uma por¢do de um
Latossolo de textura média com alta acidez na profundidade de 10 a 30 cm em area de campo

nativo do municipio de Ponta Grossa — PR. Uma parte do solo foi incubada com calcario
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dolomitico (PRNT de 95%) durante 90 dias, visando elevar a saturacéo por bases do solo para
70%. Durante o periodo de incubacédo, a umidade do solo foi mantida na capacidade de campo
para favorecer a reacdo do calcario com o solo.

Para o estudo, foram utilizados tubos de policloreto de vinila (PVVC) com dimensdes de
50 cm de altura e 15 cm de diametro. A porcao de solo corrigida com calcario foi colocada nos
10 cm superiores dos tubos e o restante do tubo de PVVC (10-50 c¢cm) foi preenchido com solo
contendo alta acidez para simular condi¢es de subsolo &cido, condicdo semelhante aos solos
de campos agricolas que recebem calagem superficial. Em todo o tubo foi adicionado um total
de 10 kg de solo.

O experimento foi realizado no delineamento em blocos completos ao acaso, no
esquema fatorial 3 x 2, com trés repeticdes. Os seguintes tratamentos foram empregados: sem
inoculacdo, com inoculacdo de A. brasilense AbV5-AbV6 e com inoculacdo de A. brasilense

HMO053; e sem e com déficit hidrico .

1.2.2 Inoculagdo das sementes e semeadura do milho

Sementes de milho, hibrido AG 9025 PRO3 com tratamento industrial (Fludixonil 2,5%
+ Metalaxil-M 2,0% + Tiabendazol 15%, Deltametrina 2,5 %, Pirimifos-Metilico 50 % e
Polioxietileno Alquil Fenol Eter 20%) foram inoculadas na dose de 3 mL kg™ de sementes,
tanto de AbV5-AbV6 quanto de HMO053. A estirpe de A. brasilense AbV5-AbV6 foi adquirida
de produtos comerciais. J&, a estirpe HMO053 foi adquirida do Laboratério de Biologia
Molecular Microbiana (LABMOM) da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Foram
utilizados inoculante na forma liquida e a inoculagdo nas sementes foi realizada manualmente
em sacos plasticos por meio de mistura homogénea no momento da semeadura, de forma a
garantir que todas as sementes tivessem o nimero de células minimo exigido. As duas estirpes,
no momento da inoculacao, tiveram contagem de unidade formadora de col6nia (UFC) superior
a1x10®mLL.

Na Tabela 1.1 sdo mostrados os resultados das analises quimicas do solo na camada
superficial (0-10 cm) apo6s a incubacdo com calcario dolomitico e da camada subsuperficial
(10-50 cm) antes da instalagdo do experimento. Para suprir adequadamente os nutrientes,
realizou-se adubagdo com N, P, K e solugdo nutritiva de micronutrientes em todos os
tratamentos, por meio da abertura de sulco de 5 cm de profundidade no centro do tubo de PVC,
no momento da semeadura. No sulco, foram aplicados 2,57 g de superfosfato triplo (00-46-00),

1,18 g de ureia (45-00-00) de forma a suprir a necessidade inicial de N pela cultura e 0,98 g de
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KCI (00-00-60). Para o fornecimento de micronutrientes, foram adicionados em cada tubo 75
mg de FeS04.7H,0, 12 mg de CuS04.5H,0, 44 mg de ZnS0O4.7H,0, 36 mg de MnCl,.4H-0,
11,4 mg de H3BOs e 0,55 mg de (NH4)6M07024.4H>0.

Tabela 1.1 - Resultados das analises quimicas de solo da camada superficial (0—10 cm) ap6s a
incubacdo com calcério dolomitico e da camada subsuperficial (10-50 cm), antes da instalacéo
do experimento nos tubos de PVC.

Solo na coluna (CEatI'z) H+Al Al Ca Mg K P C-organico  V

-------------- cmole dm3----------  mgdm3  gdm? %
0al0cm 57 3,83 00 33 23 0,14 22,2 16,6 60
10a50cm 4,2 8,24 16 12 03 0,15 15,9 15,6 17

Al, Ca e Mg trocaveis extraidos com KCI 1 mol L%; P e K extraidos com Mehlich-1 e C-organico determinado
pelo método Walkley-Black. V = saturagdo por bases

Visando melhorar as condic¢Ges quimicas no subsolo para o crescimento das plantas, foi
realizada aplicacdo de gesso agricola sobre a superficie do solo em todos os tubos. Essa
aplicacdo teve o objetivo de fornecer S e melhorar as condi¢cBes quimicas na camada
subsuperficial do solo. A dose de gesso aplicada (equivalente a 4,8 t ha'*) foi definida de acordo
com o método proposto por Caires e Guimardes (2018). O gesso foi aplicado sobre a superficie
das colunas de solo 30 dias antes da semeadura. Logo apds a aplicagdo de gesso, todos 0s tubos
foram irrigados com quantidade de agua equivalente a 50 mm por tonelada de gesso aplicada,
totalizando 240 mm de agua. Essa irrigacao foi realizada de forma parcelada por um periodo de
30 dias antes da semeadura.

A semeadura do milho foi realizada em janeiro de 2021, colocando-se quatro sementes
por tubo a profundidade de 2 cm. Logo ap06s a emergéncia das plantulas realizou-se o desbaste,
mantendo somente uma planta por tubo. Os dois regimes hidricos foram iniciados logo apos a

realizacdo do desbaste e foram mantidos até o final do experimento.

1.2.3 Condicionamento do déficit hidrico

Os tratamentos com e sem déficit hidrico foram definidos de acordo com a capacidade
de campo (CC) de 80% (sem estresse) e 40% (com estresse) considerando a textura média do
solo utilizado. Inicialmente, determinou-se a CC pela maxima capacidade de retencdo de agua
pelo solo no tubo. Para a condi¢do sem restri¢do hidrica, os tubos foram mantidos com 80% da
CC. J4, para a condicdo de restri¢do hidrica, os tubos eram regados para 80% da CC sempre

que a umidade do solo atingia 40% da CC. Isso foi feito para simular situacfes de déficit hidrico
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(veranicos) ao longo do ciclo da cultura. A manutenc¢éo dos regimes hidricos foi realizada por
meio de pesagem diaria e individual dos tubos durante todo o periodo de execucdo do
experimento. Nos tratamentos com déficit hidrico, a primeira rega para elevar a umidade do

solo de 40% para 80% da CC ocorreu no 24° dia ap0s emergéncia.

1.2.4 Avaliacao de parametros relacionados & fotossintese

Leituras de fotossintese liquida (FL), condutancia estomatica (Gs), concentracdo de
carbono intracelular (Ci) e transpiracao celular (T) foram realizadas por meio do medidor IRGA
("Infrared gas analyzer"), em aparelho Marrichi LiCor-6400, conforme Santos Junior et al.
(2006). Essas medicdes foram realizadas durante o periodo da manh4, das 8:30 h as 10:30 h, na
ultima folha completamente aberta, aos 50 dias ap6s a emergéncia. Calculou-se também a
eficiéncia e uso da agua (FL/T) e eficiéncia da carboxilacéo (FL/Ci).

1.2.5 Leitura de clorofila

Aos 50 dias apds emergéncia também foi determinado o indice de clorofila no periodo
da manha (8:30 h as 10:30 h), na folha abaixo e oposta a espiga, considerando que as plantas
estavam iniciando o estadio reprodutivo. Para essa avaliacdo, foi utilizado o indice SPAD para

as leituras de clorofila a e b por meio do medidor eletronico ClorofiLOG.

1.2.6 Producgdo de matéria seca da parte aérea e de raizes

Aos 50 dias apds emergéncia, as plantas foram cortadas na base rente ao solo, lavadas
com agua deionizada e colocadas para secar em estufa a 60°C até atingir massa constante.
Posteriormente, essas amostras foram pesadas para a determinacdo da producéo de matéria seca
da parte aérea. Logo apds o corte das plantas, as colunas de solo foram seccionadas em trés
camadas: 0-10, 10-20 e 20-50 cm de profundidade. As raizes foram separadas do solo por
meio de lavagem em &gua corrente, utilizando-se peneira com malha de 0,5 mm para reter todas
as raizes. Depois de retiradas as impurezas, as raizes foram colocadas para secar em estufa com
circulacdo forcada de ar a 60°C até atingir massa constante e, posteriormente, foram pesadas
em balanca de preciséo para determinar a massa de raizes por volume de solo em cada camada
e em toda coluna. Calculou-se, ainda, a producdo de biomassa total das plantas por meio da
soma da producéo da biomassa seca da parte aérea e das raizes de cada planta.
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1.2.7 Extracao de nutrientes pelas plantas

Logo apos a determinacdo da matéria seca da parte aérea das plantas, as amostras foram
moidas para a determinagdo dos teores de N, P, K, Ca, Mg e S, utilizando-se 0s métodos
descritos em Malavolta; Vitti; Oliveira (1997). A extracdo dos nutrientes pela parte aérea das
plantas foi calculada multiplicando-se a concentracdo de cada nutriente analisado pela matéria

seca total da parte aérea de cada planta.

1.2.8 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia, de acordo com o
delineamento em blocos completos ao acaso no esquema fatorial 3 x 2. Os efeitos dos
tratamentos envolvendo inoculacdo de A. brasilense e niveis de agua foram comparados pelo
teste de Tukey ao nivel de 5%. No caso de interacdo significativa entre os tratamentos, foram
realizados os devidos desdobramentos. Também foi realizada andlise de correlagdo linear de
Pearson entre as variaveis para melhor explicar a relacdo entre os parametros avaliados e 0s
tratamentos em que as plantas foram submetidas. Todas as analises estatisticas foram realizadas

com o auxilio do software R.

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
1.3.1 indice de clorofila em plantas de milho

Na avaliacdo do indice de clorofila nas plantas de milho, a inoculacdo das sementes com
as estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6 e HM053 ndo promoveu alteracdes significativas nos
teores de clorofilas a, b e total (Tabela 1.2). Também n&do houve interagdo entre a inoculacao e
a condicdo de estresse para estes parametros. Lima-Tenorio et al. (2023) também néo
observaram diferenca significativa no teor de clorofila ap6s inoculacéo de A. brasilense. Esses
autores afirmaram que a auséncia do efeito significativo pode estar relacionada ao tratamento
de semente que pode reduzir a atividade dos microrganismos e, consequentemente, possiveis

efeitos significativos no periodo avaliado para estas variaveis.
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Tabela 1.2 - Clorofila a (CLF a), clorofila b (CLF b) e clorofila total (CLFT) em plantas de
milho considerando a inoculacéo (1) das sementes com as estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6
e HM053, sem e com déficit hidrico (DH).

Tratamento CLFa CLFDb CLFT
Inoculacéo (1) indice SPAD

Sem | 19,52 4,45 23,98
AbV5-AbV6 19,09 4,36 23,45
HMO053 18,08 3,92 22,02
Déficit (DH)

Sem DH 18,39 4,03b 22,42
Com DH 19,41 4,46a 23,88
P>F

Inoculacéo (1) 0,232 0,063 0,168
Déficit (DH) 0,146 0,020 0,098
| x DH 0,132 0,163 0,127
CV (%) 7,3

CV: Coeficiente de variagéo.

De forma isolada, apenas o indice de clorofila b foi influenciado significativamente pelo
fator déficit hidrico (Tabela 1.2). As plantas sob restricdo hidrica apresentaram maior indice
desse pigmento. O indice de clorofila a teve comportamento semelhante, porém sem efeito
significativo. A resposta desses pigmentos indica que as plantas tiveram alguma aclimatacao
na condicdo em que estavam sendo cultivadas. A aclimatacdo ocorre quando as plantas
apresentam respostas a mudanca no ambiente, alterando sua fisiologia ou morfologia
periodicamente para melhorar a sobrevivéncia e a reproducdo, uma vez que periodos de déficit
hidrico podem ocasionar reducdo na respiracdo e na atividade fotossintética e,
consequentemente, menor estimulo da sintese de clorofila (Taiz et al., 2017).

Os valores dos indices de clorofila a e clorofila b estiveram abaixo dos obtidos em
experimentos realizado a campo como os de Xiong et al. (2023). Essa diferenca pode ter sido
ocasionada pelo condicionamento da luminosidade dentro do ambiente protegido. Apés a
leitura da intensidade de luz no interior da cada de vegetacdo, observou-se que a quantidade de
luz internamente estava 40% menor quando comparada com o ambiente externo durante a
conducdo do experimento. Borba et al. (2023) observaram variacbes de parametros
fotossintéticos na cultura do milho ao longo do dia decorrentes, principalmente, da intensidade
luminosa e da temperatura indicando ser um fator que pode afetar os parametros fotossintéticos.

A clorofila b é um pigmento acessorio que ajuda na captacdo de luz juntamente com a
clorofila a e, maiores concentracdes desse pigmento podem melhorar a taxa fotossintética
principalmente da cultura do milho que é uma planta do tipo C4 com maior eficiéncia de uso

daradiacéo solar (Taiz et al., 2017). Assim, em condigdes de déficit hidrico as plantas poderiam
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apresentar melhor desenvolvimento quando comparadas com outras espécies de plantas devido
a maior eficiéncia no aproveitamento da luz. Um dado que pode confirmar a vantagem de
maiores quantidades de pigmentos acessorios clorofilados em condicéo de déficit hidrico para
a fotossintese foi a correlacdo entre clorofila b e fotossintese liquida (FL). Quando a analise de
correlacdo foi realizada nas duas condicdes hidricas separadamente (Tabelas 1.3 e 1.4)
observou-se que a clorofila b se correlacionou positivamente com a FL na condicdo de déficit
hidrico. Logo, supfe-se que houve maior sintese de moléculas de energia como adenosina
trifosfato (ATP) e, posteriormente, maior sintese de fotoassimilados usados nos demais estadios
de desenvolvimento da planta com o aumento da clorofila b (Taiz et al., 2017).

Tabela 1.3 - Correlacdo linear entre fotossintese liquida (FL), condutancia estomatica (GS),
carbono no mesofilo (Ci), transpiracdo (T), eficiéncia do uso da agua (EUA) e eficiéncia da
carboxilacéo (ECi), clorofila a (CLF a), clorofila b (CLF b) e clorofila total (CLFT) da cultura
do milho submetido a déficit hidrico

Parametros FL Gs Ci T EUA ECi CLFa CLFb
GS 0,864

Ci -0,395 0,105

T 0,511 0,341 -0,549

EUA 0,300 0,337 0,208 -0,656

ECi 0,851 0,491 -0,803" 0,672" 0,020

CLFa 0,649 0,333 -0,666 0,428 0,180 0,731"

CLFb 0,668 0,363 -0,643 0,339 0,285 0,710° 0,931™

CLFT 0,659 0,342 -0,669" 0,416 0,201 0,735" 0,998™ 0,954™
“P<0,01e P <0,05.

Tabela 1.4 - Correlacdo linear entre fotossintese liquida (FL), condutancia estomatica (GS),
carbono no mesofilo (Ci), transpiracdo (T), eficiéncia do uso da dgua (EUA) e eficiéncia da
carboxilacéo (ECi), clorofila a (CLF a), clorofila b (CLF b) e clorofila total (CLFT) da cultura
do milho sem restri¢do hidrica

Parametros FL Gs Ci T EUA Eci CLFa CLFb
GS 0,870™

Ci -0,256 0,243

T 0,872 0,609 -0,579

EUA -0,180 0,132 0,733" -0,635

Eci 0,756° 0,354 -0,814™ 0,900 -0,595

CLFa 0,481 0,467 -0,066 0,324 0,139 0,350

CLFb 0,251 0,399 0,255 0,027 0,339 0,051 0,708"

CLFT 0,449 0,478 0,016 0,264 0,200 0,291 0,982 0,830™
“P<0,0le"P<0,05.

Importante destacar que as rotas de biossintese da clorofila b, em alguns aspectos, ainda
ndo sdo bem compreendidas, pois existem incertezas na compreensao das vias de sintese e dos

seus mecanismos de regulacdo (Chem et al., 2014). Entretanto, acredita-se que a sintese desse
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pigmento ocorre através da oxidagédo do grupo metil da clorofila a para um grupo aldeido e que
esse mesmo pigmento pode ser convertido em clorofila a atraves da catalisagdo convertendo o
grupo metil ao grupo aldeido por intermédio de uma enzima chamada clorofila a oxigenase (Xu
et al., 2001; Lin et al., 2014). Desta forma, uma vez ocorrendo a conversdo entre as duas
moléculas, 0 que provavelmente ocorreu nesta pesquisa, a tendéncia € de haver maior
possibilidade de captacdo de luz pelas plantas, principalmente quando as condic@es hidricas
forem reestabelecidas (Hu et al., 2021).

1.3.2 Parametros fotossintéticos nas plantas de milho

Os dados dos parametros fotossintéticos avaliados estdo apresentados na tabela 1.5. As
estirpes AbV5-AbV6 e HMO053 néo influenciaram significativamente a FL, a condutancia
estomatica (GS), o carbono no mesofilo (Ci), a transpiragdo (T), a eficiéncia do uso da agua
(EUA) e a eficiéncia da carboxilacdo (ECi) nas plantas de milho. Os parametros GS, Cie T
apresentaram médias mais elevadas nas plantas que tiveram as sementes inoculadas com a
estirpe HMO053; provavelmente esses indices poderiam aumentar uma vez que as plantas
estavam se aproximando do periodo de florescimento e, nessa fase, as demandas de &gua e
fotoassimilados sdo maiores, o que poderia exigir mais dos processos fotossintéticos como
observado por Hirich et al., (2014), entretanto aos 50 dias ap6s a emergéncia ndo foi observado
diferenga entre os tratamentos.

Tabela 1.5 — Fotossintese liquida (FL), Condutancia estomatica (GS), carbono no meséfilo (Ci),
Transpiracdo (T), eficiéncia do uso da agua (EUA) e eficiéncia da carboxilacdo (ECi) em
plantas de milho, considerando a inoculacéo (1) das sementes com as estirpes de A. brasilense
AbV5-AbV6 e HM053, sem e com déficit hidrico (DH), aos 50 dias apds emergéncia.

Tratamento FL GS Ci T EUA! ECi?
Inoculagao (1) “rr‘:?z' ;:10 2 mr?]!z':_zlo Hmn?éISOZ mrr?le ?fo

Sem | 16,42 0,128 160 2,98 5,50 0,10
AbV5-AbV6 16,21 0,130 161 3,06 5,41 0,10
HMO053 15,89 0,133 169 3,07 5,29 0,09
Déficit (DH)

Sem DH 16,14 0,137 173a 3,16 5,20 0,09
Com DH 16,21 0,124 154b 2,92 5,60 0,10
P>F

Inoculago (I) 0,935 0,949 0,483 0,909 0,717 0,637
Déficit (DH) 0,957 0,268 0,016 0,248 0,079 0,288
| x DH 0,871 0,968 0,578 0,937 0,349 0,777
CV (%) 15,7 17,0 8,5 13,6 8,0 21,7

CV: Coeficiente de variagdo. Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 5%. 'EUA em [(umol CO2 m2 s1)( mmol H20t m2 s%), 2ECI em (umol de CO2 m2 s) (umol de CO2 mol-2*
1
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Vale ressaltar que o processo fotossintético é de fundamental importancia para sustentar
a vida no planeta e necessario para o crescimento e desenvolvimento das plantas, sendo
responsavel pelo equilibrio dos ecossistemas e a obtencdo de boas produtividades das culturas
agricolas como a cultura do milho. Esse processo, juntamente com outros processos
bioquimicos, pode ser afetado por diversos fatores, dentre eles o déficit hidrico (Nilahyane et
al., 2020). Entretanto, neste trabalho, a restricdo hidrica empregada para elevar a CC do solo a
80% quando esta atingia 40% da CC demostrou ndo ser suficiente para alterar a FL da planta
de milho (Tabela 1.5). A atividade fotossintética também é regulada pelo indice de radiacao
que ¢ incidido na planta, periodo de exposicdo, temperatura e quantidade de CO2 no ambiente;
todos esses fatores levam as plantas a reagirem a estimulos de aumento ou reducdo da atividade
fotossintética.

As plantas de milho apresentaram resposta significativa de forma isolada ao déficit
hidrico apenas para o Ci (Tabela 1.5). Quando as plantas estavam sob restricdo hidrica, essas
plantas apresentaram menor concentracdo de C intracelular aos 50 dias ap6s a emergéncia. A
reducdo do Ci em decorréncia do déficit hidrico também foi observada por Nilahyane et al.
(2020) ambos os resultados podem estar relacionados com o sistema de defesa da planta que
ocorre quando o fornecimento de 4gua no solo é reduzido. Isso ocorre porque o0s poros regulados
por turgor nos estdmatos das plantas estdo envolvidos em duas funcbes opostas abertura e
fechamento dos estbmatos. As plantas abrem os estdmatos para permitir a entrada de CO> para
a fotossintese, bem como a saida de H>O durante a transpiracdo. Quando as plantas sofrem
déficit hidrico devido a baixa umidade do solo, as plantas fecham os estdmatos para reduzir a
perda de &gua das folhas e, a0 mesmo tempo, limita a entrada de CO; para a fotossintese. Ent&o,
0 CO2 no interior da célula passa ser fixado, reduzindo sua concentracdo interna (Medrano et
al., 2015).

Apesar da reducdo na concentracdo de Ci nas plantas de milho sob déficit hidrico, a
atividade fotossintética ndo foi significativamente alterada no periodo avaliado (Tabela 1.5). A
analise de correlacdo entre os parametros fotossintéticos das plantas sob déficit hidrico,
mostram que a FL teve correlacdo positiva apenas com GS e T (Tabela 1.4). Esses resultados
evidenciam a necessidade de manter as plantas em condi¢cdes em que 0s estdmatos estejam
abertos ou parcialmente abertos para que haja as trocas gasosas.

Outra explicacdo para as plantas sob déficit hidrico ndo terem apresentado diferenca
significativa nos demais parametros fotossintéticos, pode estar relacionada ao fato da cultura
do milho ser planta tipo C4, a qual apresenta maior eficiéncia de uso da radiacdo solar em

decorréncia da anatomia foliar, com menor area entre as nervuras e lamela suberizada, o que
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previne a perda de CO, para 0 meio. Além disso, a planta C4 também apresenta separacéo
espacial das enzimas carboxilativas, com a PEP-carboxilase no mesofilo e a RUBISCO na
bainha vascular, reduzindo, assim, a fotorrespiracdo (Hattersley, 1984; Bergamaschi;
Matzenauer, 2014).

Outra hipotese que pode explicar a manutencédo da atividade fotossintética sob déficit
hidrico no presente estudo € a movimentacdo dos cloroplastos e ou 0 movimento da folha.
Nilsen; Forseth (2018) relataram que as folhas tendem a se posicionar para melhor
aproveitamento da luz, melhorando a fotossintese e a eficiéncia no uso de recursos como agua
e nutrientes, desempenhando, assim, um papel importante na reducéo de danos causados por
altas e baixas temperaturas. Ja Koniger (2023) relatou que sob condi¢es de pouca luz, 0s
cloroplastos espalham-se numa chamada resposta de acumulagdo e maximizam a intercepg¢ao
da luz. Esses dois mecanismos podem, pelo menos em parte, atenuar o efeito de estresses
abioticos nas plantas.

As bactérias promotoras de crescimento de plantas poderiam atuar diretamente em dois
fatores que afetam a fotossintese: (i) estado nutricional fornecendo principalmente nitrogénio
que € o nutriente mais exigido pela planta de milho e (ii) sintese de substancias que amenizam
os efeitos do déficit hidrico nas plantas, como fito-hormdnios (Picazevicz; Kusdra, 2017;
Moreno et al., 2017). Entretanto, nenhuma das estirpes foi capaz de promover resultados
significativos na melhoria do processo fotossintético das plantas de milho nas condicGes

experimentais do presente estudo.

1.3.3 Produgdo da biomassa de plantas de milho

Os dados de producdo de biomassa da parte aérea e de raizes de milho estdo
apresentados na Tabela 1.6. A inoculagdo das sementes de milho com a estirpe de A. brasilense
HMO053 promoveu aumento significativo na producdo de matéria seca da parte aérea (MSPA)
e na producdo de biomassa total em relacdo ao tratamento sem inoculacdo. Esses resultados
corroboram com os obtidos por Santos et al. (2017b). Marini et al. (2015) relataram que a
inoculagéo de A. brasilense promoveu aumento de 11% na area foliar e de 12% na MSPA do
milho em relacdo ao tratamento sem inoculacdo. Ja, Quadros (2009) observou aumento de até
53% na producdo de MSPA do milho no tratamento com A. brasilense, evidenciando efeito

benéfico da inoculagédo na cultura do milho.
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Tabela 1.6 — Producdo de matéria seca da parte aérea (MSPA), densidade de raizes e biomassa
total de plantas de milho, considerando a inoculagdo (1) das sementes com as estirpes de A.
brasilense AbV5-AbV6 e HMO053, sem e com déficit hidrico (DH), aos 50 dias apds
emergéncia.

Densidade de raizes Biomassa
Tratamento MSPA 0al0cm 10a20cm 20a50cm Total total
Inoculagao (1) 9 Planta’ e g dM™ —eeememeemmene e g planta™
Sem | 49,56b 2,93 0,78 0,88 4,60 60,84b
AbV5-AbV6 52,75ab 3,20 0,80 0,84 4,84 64,30ab
HMO053 55,46a 3,67 0,84 0,97 5,49 68,64a
Déficit (DH)
Sem DH 51,50 3,46 0,72b 0,92 512 63,83
Com DH 53,68 3,07 0,89%a 0,88 4,84 65,35
P>F
Inoculacdo (I) 0,009 0,140 0,293 0,263 0,111 0,011
Déficit (DH) 0,108 0,182 <0,001 0,521 0,410 0,381
| x DH 0,397 0,591 0,711 0,654 0,736 0,732
CV (%) 4,97 17,9 7,8 15,3 13,6 547

CV: Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem significativamente
pelo teste de Tukey a 5%.

O acréscimo de biomassa nas plantas de milho ocasionado pela inoculagdo com HM053
pode estar correlacionado a maior eficiéncia na absorcao de N fixado pelas bactérias. O N esta
envolvido diretamente na fotossintese, sendo constituinte de moléculas importantes, como
clorofila, ATP e ADP, proteinas e acidos nucleicos, as gquais estdo envolvidas diretamente no
crescimento e no desenvolvimento das plantas (Fageria; Baligar, 2005).

A densidade de raizes de milho foi numericamente maior em plantas inoculadas,
especialmente com a estirpe HM053, em todas as camadas de solo, embora tais diferencas ndo
tenham sido significativas a P < 0,05 (Tabela 1.6). Mesmo que tais diferencas ndo tenham sido
significativas, pode ter havido contribuicéo do crescimento radicular no acréscimo de biomassa
da parte aérea, como relatado por Santos et al. (2017b). Vale ressaltar que o incremento na
densidade de raizes na camada de 0 a 50 cm no tratamento com sementes de milho inoculadas
com a estirpe HMO053 foi de 19% em relagdo as plantas ndo foram inoculadas (P = 0,11), o que
poderia ter contribuido para maior absorcao de agua e nutrientes, e maior produgdo de biomassa
das plantas.

D’Angioli et al. (2016), avaliando o efeito da inoculacdo de duas estirpes de A.
brasilense inoculadas em sementes de milho, relataram que a inoculagéo resultou em maior
comprimento e &rea radicular. De acordo com esses autores, a inoculacdo de A. brasilense

estimulou a exsudacdo de carboxilato radicular, sendo que esses exsudados apresentaram
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correlacéo positiva com o comprimento e area radicular nas plantas inoculadas, demostrando
que houve boa relagdo simbiotica entre as plantas de milho e as bactérias. O A. brasilense
também pode sintetizar fito-hormonios que estimulam o alongamento e o desenvolvimento das
raizes (Machado et al., 1991). Housh et al. (2021) observaram aumento significativo de auxina
e acido indolacético com a inoculacdo de A. brasilense em relacdo as plantas ndo inoculadas e
associaram o desenvolvimento das raizes ao aumento dessas substancias. Nesse mesmo estudo,
0s autores mostraram que a biossintese de auxina e etileno estava relacionada a inoculagao de
A. brasilense com HMO053 e que as taxas de emissdo de &cido indol-3-acético nas raizes de
milho foram significativamente elevadas confirmando a capacidade de desses microrganismos
sintetizar esses hormonios vegetais.

Outro fito-hormonio produzido pelas bactérias do género Azospirillum sdo as
giberelinas. Segundo Bottini; Cassan; Piccolo (2004), as giberelinas também estdo ligadas a
promocdo do crescimento radicular, na abundancia de pelos radiculares, no atraso da
senescéncia em muitos 6rgdos de uma variedade de espécies de plantas. Combinada com outros
fito-hormonios, as giberelinas também podem atuar na germinacgéo de sementes, na emergéncia
de plantulas e no crescimento de caule e folhas. Todos esses beneficios promovidos pelas
bactérias ocorrem em troca de energia na forma de moléculas de C exsudadas pelas raizes das
plantas podendo promover seu crescimento.

As plantas crescidas na condicao de restri¢do hidrica apresentaram maior densidade de
raizes na camada 10 a 20 cm (Tabela 1.6). Ndo houve interacdo significativa entre os fatores de
inoculacdo e déficit hidrico nas variaveis de producdo de matéria seca das plantas de milho.
N&o € comum plantas com restricdo hidrica apresentarem maior densidade de raizes, entretanto
as plantas crescidas com déficit hidrico podem se adaptar as condi¢cdes nas quais foram
expostas, sofrendo aclimatacdo, o que as permitem resistir por mais tempo as condicdes
adversas (Lopez-Bucio et al., 2003; Taiz et al., 2017). A metodologia empregada para induzir
o déficit hidrico , por meio de elevagdo da CC do solo para 80% quando esta alcancava 40%,
pode ter estimulado a planta a desenvolver mais raizes na camada de 10 a 20 cm para buscar

agua e nutrientes enquanto estava ocorrendo a deficiéncia hidrica.

1.3.4 Acumulo de nutrientes na parte aérea de plantas de milho

A extracdo de nutrientes pelas plantas de milho n&o foi significativamente influenciada
pela interacdo dos fatores de inoculacgéo e déficit hidrico (Tabela 1.7). Na avaliacdo dos fatores

de forma isolada, alguns tratamentos obtiveram resposta significativa no acimulo de nutrientes.
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A extracdo de N e de Mg foi 29% e 34% maior, respectivamente, no tratamento sob restri¢éo
hidrica. Para o fator inoculacéo, a extracdo de N teve aumento gradual nos tratamentos com
inoculacdo de AbV5-AbV6 e HMO053. Entretanto, apenas as plantas cujas sementes foram
inoculadas com HMO053 apresentaram diferenca significativa com relagcdo ao tratamento sem
inoculacdo. A absorcdo de N pelas plantas de milho foi 28% superior com a inoculagdo da

estirpe de A. brasilense HM053 em relacéo ao tratamento sem inoculagdo.

Tabela 1.7 - Extracdo de nutrientes pelas de milho, considerando a inoculagdo (I) das sementes
com as estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6 e HMO053, sem e com déeficit hidrico (DH).

Tratamento N P K Ca Mg S
Inoculagdo (1) ~  ~—mmmmmmmmmmmmomoeeeoeeee Mg planta ---------e-emeoeoeoo oo
Sem | 414b 128 820 181 97 69
AbV5-AbV6 464ab 104 827 157 89 52
HMO053 530a 130 833 187 114 69
Déficit (DH)

Sem DH 410b 126 835 160 85b 61
Com DH 529a 116 818 190 114a 66
P>F

Inoculacéo (1) 0,022 0,353 0,904 0,358 0,105 0,366
Déficit (DH) 0,001 0,532 0,482 0,110 0,007 0,700
| x DH 0,436 0,956 0,760 0,361 0,576 0,856
CV (%) 12,7 27,0 6,0 20,6 18,2 37,0

CV: Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem significativamente
pelo teste de Tukey a 5%.

Em gramineas, ha varios estudos que mostraram aumento de N acumulado na parte aérea
das plantas quando as sementes foram inoculadas com A. brasilense. Hungria et al. (2010) e
Picazevicz; Kusdra; Moreno (2017) verificaram que em folhas de plantas inoculadas com
Azospirillum spp. tiveram aumentos significativos nos teores de nutrientes dentre eles o N,
melhorando também outros parametros biométricos da cultura. Avaliando a interacdo de
bactérias promotoras de crescimento e corretivos de solo na cultura de milho, Galindo et al.
(2020) observaram que a inoculacdo de A. brasilense aumentou o acimulo de N na parte aérea
e radicular, além de aumentar o nimero de grdos por espiga, o indice de colheita e a
produtividade de graos em 15%.

O aumento de 28% na absorcdo e acimulo de N pelas plantas de milho inoculadas com
a estirpe de A. brasilense HM053 em relacdo as plantas ndo inoculadas (Tabela 1.7) pode ser
também explicado pela maior capacidade dessa estirpe em fixar N2 atmosférico. A estirpe
HMO053 expressa constitutivamente os genes nif, os quais codificam enzimas envolvidas na

fixacdo de N2, e excreta grandes quantidades de aménio na rizosfera (Machado et al., 1991).
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Séo bactérias fixam N2 mesmo quando ja ha N fixado disponivel no solo. Ao contrario de outras
estirpes que cessam a fixacdo de N2 com o aumento na disponibilidade de N fixado no solo, tal
caracteristica da estirpe HM053 a tem tornado promissora para ser usada como biofertilizante
(Santos et al., 2017a).

Segundo Lopez-Bucio et al. (2003), a distribuicdo heterogénea de N no solo também
pode estimular as plantas a se adaptarem, alterando a arquitetura de suas raizes para melhorar a
aquisicdo de nutrientes com o0 aumento de raizes laterais. Uma hipédtese € que a inoculacdo de
bactérias do género Azospirillum contribui para essa mudanca na arquitetura radicular, ou seja,
melhora a distribuicdo e o alongamento das raizes das plantas, permitindo que elas explorem
maior volume de solo para absorcdo de nutrientes. Santos et al. (2017b) verificaram que as
plantas de cevada tratadas com as estirpes de A. brasilense FP2 e HMO053 apresentaram raizes
mais alongadas quando comparadas com as raizes de plantas sem inoculagéo.

Para espécies gramineas ainda ndo se tem definidas estirpes que sejam capazes de
suprirem todo o N exigido pelas culturas, mas boa parte das estirpes atualmente estudadas
demostra capacidade de fixar N2 e fornecer N em quantidades significativas. No caso do milho,
por ser uma cultura muito exigente em N, ainda h& necessidade de realizar adubacgtes
nitrogenadas, como relatado por Andrade et al. (2016). Assim, a fixacdo de N2 pelas bactérias
se torna um complemento para a cultura. Por isso, h& necessidade de se buscar e identificar
estirpes que venham suprir ou fixar quantidades superiores de N2, e de forma constante.

Ao avaliar o efeito da inoculacdo em plantas de Setaria viridis da familia Poaceae,
Pankievicz et al. (2015) mostraram que a inoculacdo com A. brasilense HMO053 fixou N
suficiente para suprir a demanda diéria da planta, indicando que, sob condi¢des adequadas, essa
espécie pode obter N suficiente através da fixacdo bioldgica de N2 para promover o crescimento
das plantas. Assim, entre as estirpes de Azospirillum, a estirpe HM053 vem se destacando por
apresentar alta capacidade de fixar N2 atmosférico. Em um estudo realizado com a cultura do
milho, Pedrosa et al. (2020) observaram que a inoculagdo de A. brasilense com a estirpe
HMO053, associada com a adubacéo nitrogenada de base, promoveu aumento no teor de N nas
folhas e melhorou consideravelmente o rendimento de grdos da cultura em quatros
experimentos de campo, confirmando o potencial dessa estirpe para melhorar a nutricdo de N e
aumentar a produtividade de milho. Housh et al. (2021) também verificaram que a inoculagdo
de A. brasilense com a estirpe HMO053 provocou respostas fisioldgicas e metabolicas benéficas
em plantas de milho, contribuindo para o aumento da assimilacdo de Fe e CO> pela planta, e

dos teores de auxina e de exsudatos das raizes. Esses mesmos autores observaram que a estirpe
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HMO053 produziu elevadas quantidades de AIA, indicando maior interacdo entre planta e

bactéria, 0 que pode contribuir para melhor desenvolvimento das mesmas.

1.4 CONCLUSOES

A inoculacdo de A. brasilense com as estirpes AbV5-AbV6 e HMO053 nas sementes ndo
influenciou o indice de clorofila, a fotossintese liquida, a condutancia estomatica, o C
intracelular no mesdfilo, a transpiracdo, a eficiéncia de uso da &gua e a eficiéncia de
carboxilacdo em plantas de milho.

A producdo de biomassa da parte aérea e de biomassa total das plantas de milho
aumentou com a inoculacao de A. brasilense estirpe HM053.

A inoculacdo de A. brasilense com a estirpe HM053 nas sementes aumentou a extragéo
de N pela parte aérea das plantas de milho.

A inducdo de déficit hidrico por meio de aumento da CC do solo para 80% quando a
mesma alcancou 40% ndo refletiu uma condicdo de deficiéncia hidrica severa e prejudicou

somente a concentracdo de C intracelular no mesofilo das plantas de milho.
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CAPITULO 2. INOCULACAO DE Azospirillum brasilense PARA AMENIZACAO DOS
EFEITOS DE DEFICIT HIDRICO EM PLANTAS DE TRIGO

INOCULATION OF Azospirillum brasilense IN MITIGATING THE EFFECTS OF
WATER DEFICIT IN WHEAT PLANTS

Resumo — A cultura do trigo é uma das principais dentre as culturas agricolas no mundo,
entretanto a produtividade de trigo vem sendo afetada drasticamente pela irregularidade de
chuvas, necessitando de praticas de manejo que atenuem os efeitos negativos desse estresse.
Com este trabalho objetivou-se avaliar o efeito da inoculagdo em sementes de trigo com
Azospirillum brasilense, sem e com a inducéo de déficit hidrico, sobre o desenvolvimento de
plantas de trigo. O trabalho foi realizado em casa de vegetacdo, em esquema fatorial 3 x 2 e trés
repeticdes. Os tratamentos foram: sem inoculacdo, com inoculacdo de A. brasilense AbV5-
ADbV6 e com inoculacdo de A. brasilense HM053; sem e com déficit hidrico . As sementes de
trigo foram inoculadas com dose de 2,5 mL kg™ de sementes para ambas estirpes. Os regimes
hidricos visaram manter o solo com 80% e 40% da capacidade de campo. O trigo foi cultivado
em tubos de de 50 cm de altura. Avaliou-se o indice de clorofila, a producdo biomassa da parte
aérea e das raizes nas camadas de 0-10, 10-20 e 20-50 cm, e extracdo de nutrientes pela parte
aérea das plantas. Os resultados foram submetidos a anélise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste Tukey a 5%. A estirpe HM053 promoveu aumento na densidade de raizes
de trigo na camada de solo de 20 a 50 cm. Houve maior acimulo de potéssio nas plantas que
tiveram sementes inoculadas com HMO053. Ambas as estirpes favoreceram a absorcdo de Ca,
Mg e K pelas plantas na condicao de déficit hidrico.

Palavras-chave: Restricdo hidrica; biofertilizante; bactérias promotoras de crescimento de
plantas

Abstract - Wheat is one of the main agricultural crops in the world; however, wheat
productivity has been drastically affected by irregular rainfall, requiring management practices
that mitigate the negative effects of this stress. This study aimed to evaluate the effect of seed
inoculation with Azospirillum brasilense, both with and without induced water deficit, on the
development of wheat plants. The study was conducted in a greenhouse, in soil columns, using
a randomized block design in a 3 x 2 factorial scheme, with three repetitions. The treatments
were: without inoculation, with inoculation of A. brasilense AbV5-AbV6, and with inoculation
of A. brasilense HMO053; without and with water stress. Wheat seeds, cv. TBio Tibagi, were
inoculated with liquid inoculants at a dose of 2.5 mL kg™ of seeds for both strains. The water
regimes aimed to maintain the soil at 80% and 40% of field capacity. The wheat was cultivated
in polyvinyl chloride tubes with dimensions of 50 cm in height and 15 cm in diameter. The
chlorophyll index in the flag leaf, root biomass production in the 0-10, 10-20, and 20-50 cm
layers, and nutrient extraction by the aerial parts of the plants were evaluated. The results were
subjected to analysis of variance and the means were compared using Tukey's test at 5%. The
HMO053 strain promoted an increase in wheat root density in the 20 to 50 cm soil layer. There
was a greater accumulation of potassium in plants whose seeds were inoculated with HMO053.
Both strains favored the absorption of Ca, Mg, and K by plants under water stress conditions.

Keywords: Water restriction; biofertilizer; plant growth-promoting bacteria
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2.1 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L..) esté entre os cereais mais antigos e importantes do mundo
devido a sua participagdo no desenvolvimento da civilizagio e da agricultura mundial. E um
cereal rico em proteinas com ampla variedade de subprodutos, tanto na indudstria alimenticia
com producdo de farinhas, macarrdo, biscoitos, bolos e paes, como também na industria ndo
alimenticia na fabricacdo de misturas adesivas, colas, misturas para impressdao, agentes
surfactantes, embalagens soluveis, &lcool, antibioticos, vitaminas e farmacos.

No Brasil, apesar de apresentar vasta area para agricultura, o cultivo de trigo predomina
na regido Sul. E cultivado no periodo de inverno, quando o clima é mais favoravel com
temperaturas mais baixas, 0 que permite melhor desenvolvimento das plantas. Apesar de 0
clima favoravel, o pais precisa importar cerca de 50% do trigo consumido no pais para atender
a demanda interna, j& que a producdo do pais ndo é suficiente para suprir o consumo nacional.
Para isso, ha a necessidade de aumentar a produtividade de trigo nas areas destinadas ao seu
cultivo (CONAB, 2024).

No ano de 2023, houve aumento significativo na &rea cultivada com trigo no pais.
Entretanto, a producdo de gréos foi cerca de 23% menor quando comparada com a safra
anterior, essa reducdo é devido a queda significativa na produtividade que foi ocasionada
principalmente por fatores climaticos, como chuvas irregulares no periodo de cultivo (CONAB,
2023). A falta de chuvas nos estadios de desenvolvimento mais sensiveis da cultura, como no
florescimento, ou por longos periodos tem sido o fator primordial que afeta a producdo e a
qualidade de gréos (Zahra et al., 2021). A ocorréncia de déficit hidrico tem se tornado muito
comum em todo o mundo, tornando-se uma preocupacdo mundial no setor agricola,
principalmente por afetar a seguranga alimentar no planeta (Hussain et al., 2015).

A seca pode afetar os parametros fisiol6gicos da vegetacdo, como teor de clorofila,
parametros fotossintéticos, biomassa e rendimento de grdos (Zhao et al., 2020). Em condicao
de estresse por déficit hidrico, as plantas passam por efeito de aceleracdo do seu
desenvolvimento, usando a energia armazenada para suportar os efeitos negativos do estresse,
como por exemplo, acimulo de espécies reativas de oxigénio no interior das células, bem como
produzir grdos para perpetuacdo da espécie. Porém, essa aceleracdo e gasto de energia, apesar
de ser ponto positivo por garantir producdo minima de gréos, reduz o rendimento de forma
bastante significativa (Chavoushi et al., 2019).

Umas das alternativas para reduzir os efeitos da escassez hidrica é o uso da irrigagao.

Entretanto, essa técnica ainda € dispendiosa e, na maioria das vezes, inviavel devido aos altos
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custos de instalacdo, seja pelo relevo das areas ou pela disponibilidade de &gua em quantidades
suficientes para serem usadas em todas as areas destinadas a producao da cultura. Por isso, é
necessario buscar alternativas que possam ser implementadas com maior assertividade, de
forma sustentavel e melhor custo-beneficio para o cultivo de trigo.

O uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas, dentre elas o Azospirillum
brasilense, vem sendo uma das alternativas mais promissoras para elevar a producao e mitigar
efeitos adversos do déficit hidrico em gramineas, pois sdo microrganismos capazes de fornecer
uma serie de vantagens para as plantas (Hungria et al., 2010; Arzanesh et al., 2011; Takahashi
et al., 2022). Os beneficios do uso de bactérias do género Azospirillum vém sendo relatados ha
muito tempo demostrando que essas bactérias podem fixar nitrogénio no solo disponibilizando-
0 para as plantas (Piccinin et al., 2013; Galindo et al., 2020, 2022). Outra caracteristica desses
microrganismos € a sua capacidade de excretar alguns fito-hormonios no solo, os quais
promovem o desenvolvimento radicular, podendo contribuir para proporcionar maior tolerancia
ao déficit hidrico (Spaepen et al., 2014). Estudo realizado em milho com a estirpe de A.
brasilense HMO053, demostrou que ela foi capaz de melhorar o desempenho agronémico de
forma consideravel (Pedrosa et al., 2020). Porém, os estudos com essa estirpe na cultura do
trigo sdo bastante escassos.

Apesar dos resultados promissores com o uso de A. brasilense na agricultura
principalmente em gramineas, ainda ha muitos questionamentos sobre a efetividade e os
beneficios desses microrganismos visando recomendaces mais assertivas. Alguns trabalhos
demonstraram que nem sempre as plantas apresentaram resposta positiva apos a inoculacao
com essas bactérias, ndo havendo acimulo de nitrogénio e nem aumentos significativos na
massa de raizes e de biomassa das plantas; mesmo quando a planta apresentou melhoria nos
parametros biométricos, ndo houve aumento na produtividade (Ludwig, et al., 2022; Kasi et al.,
2016; Gaspareto et al., 2023). A relacdo entre microrganismos, planta e ambiente € fundamental
para que a associacdo ocorra de forma satisfatoria, devendo haver em primeiro lugar, boa
compatibilidade entre planta e bactéria (Ludwig et al., 2018). Por isso, ha necessidade de testar
e analisar a eficiéncia de novas estirpes de bactérias consideradas promissoras, de forma que o
uso dessa ferramenta possa garantir aumento na producdo de alimentos com maior
sustentabilidade.

Este trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito da inoculacéo de sementes de trigo com
diferentes estirpes de A. brasilense, sem e com déficit hidrico , no desenvolvimento e producao

de biomassa de plantas de trigo.
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2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Local do estudo e delineamento experimental

O experimento foi realizado no Campus da Universidade Estadual de Ponta Grossa, na
regido Centro-Sul do Parand, em estufa climatizada. Para o cultivo das plantas de trigo foram
usados tubos de policloreto de vinila (PVVC) com dimensdes de 50 cm de altura e 15 cm de
diametro. Como substrato coletou-se uma por¢cdo de um Latossolo com alta acidez em uma
profundidade de 0-30 cm, em area de campo nativo do municipio de Ponta Grossa — PR.

Parte do solo foi incubado com calcario dolomitico (PRNT de 95%) durante 90 dias,
visando elevar a saturacdo por bases para 70%. Durante o periodo de incubacdo, a umidade do
solo foi mantida na capacidade de campo para favorecer a reacao do calcario com o solo.

O solo foi acondicionado no tubo de forma que simulasse o sistema plantio direto, forma
de cultivo predominante na regido Sul do Brasil. Nesse sistema, ocorre um gradiente de
correcéo da acidez ao longo do perfil a partir das camadas superficiais do solo. Sendo assim, 0s
tubos foram preenchidos com solo corrigido com calcario nos primeiros 10 cm e solo sem
corre¢do na parte inferior (10-50 cm) para simular condic@es de acidez no subsolo.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos completos ao acaso, no esquema
fatorial 3 x 2, com trés repeticbes. Para o primeiro fator, foram empregados os seguintes
tratamentos: sem inoculacdo, com inoculacdo de A. brasilense AbV5-AbV6 e com inoculagédo
de A. brasilense HMO053. J4, para o segundo fator, foram empregados dois niveis de agua no

solo, simulando as condi¢es sem e com restri¢do hidrica.

2.2.2 Inoculacdo das sementes e semeadura do trigo

A inoculacdo nas sementes de trigo com as estirpes de A. brasilense foi realizada
manualmente em sacos plasticos por meio de uma mistura homogénea, de forma a garantir que
todas as sementes tivessem o nimero de células minimo exigido. Utilizaram-se sementes do
cultivar TBio Tibagi previamente tratado com triflumurom (200 mL p.c./100 kg de sementes)
e imidacloprido (100 mL p.c./100 kg de sementes). As sementes de trigo (1 kg para cada
tratamento) foram inoculadas pouco antes da semeadura, com inoculantes liquidos, na dose de
2,5 mL kg? de sementes, tanto de AbV5-AbV6 quanto de HMO053. No tratamento sem
inoculacéo, adicionou-se 2,5 mL de agua deionizada. A estirpe AbV5-AbV6 foram adquiridas
de produto comercial, enquanto a estirpe HMO053 foi adquirida do Laboratorio de Biologia
Molecular Microbiana (LABMOM) da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Ambas as



47

estirpes no momento da inoculacéo tiveram contagem de unidade formadora de col6nia (UFC)
superior a 1x108 mL™.,

Na Tabela 2.1 sdo mostrados os resultados das anélises quimicas do solo na camada
superficial (0-10 cm) apo6s a incubacdo com calcario dolomitico e da camada subsuperficial
(10-50 cm) antes da instalacdo do experimento. Para suprir adequadamente 0s nutrientes,
realizou-se adubagdo com N, P, K e solugdo nutritiva de micronutrientes em todos os
tratamentos, por meio da abertura de sulco de 5 cm de profundidade no centro do tubo de PVC,
no momento da semeadura. No sulco, foram aplicados 1,77 g de superfosfato simples (03-17-
00), 0,15 g de ureia (45-00-00) e 0,48 g de KCI (00-00-60). Para o fornecimento de
micronutrientes, foram adicionados em cada tubo 75 mg de FeSO4.7H20, 12 mg de
CuS04.5H20, 44 mg de ZnS0O4.7H20, 36 mg de MnCl>.4H20, 11,4 mg de H3BOs e 0,55 mg de
(NH4)6M07024.4H-0.

Visando melhorar as condic¢des quimicas no subsolo para o crescimento das plantas, foi
realizada aplicacdo de gesso agricola sobre a superficie do solo em todos os tubos. Essa
aplicacdo teve o objetivo de fornecer S e melhorar as condigBes quimicas na camada
subsuperficial do solo. A dose de gesso aplicada (equivalente a 4,8 t ha*) foi definida de acordo
com 0 método proposto por Caires; Guimardes (2018). O gesso foi aplicado sobre a superficie
das colunas de solo 30 dias antes da semeadura. Logo apds a aplicagdo de gesso, todos os tubos
foram irrigados com uma quantidade de agua equivalente a 50 mm por tonelada de gesso
aplicada, totalizando 240 mm de agua. Essa irrigacédo foi realizada de forma parcelada por um
periodo de 30 dias antes da semeadura.

A semeadura do trigo foi realizada em agosto de 2021, colocando-se oito sementes em
cada tubo na profundidade de 2 cm. Ap6s a emergéncia das plantulas, realizou-se o desbaste,
mantendo-se quatro plantas por tubo. Logo apds o desbaste, os tubos foram mantidos sob os

dois regimes hidricos até o final do experimento.

Tabela 2.1 - Resultados das analises quimicas de solo da camada superficial (0-10 cm) apés a
incubacdo com calcério dolomitico e da camada subsuperficial (L0-50 cm), antes da instalacéo
do experimento nos tubos de PVC.

Solo na coluna (g'c'llz) H+ Al Al Ca Mg K P C-organico V

-------------- cmole dm3-------——- mgdm®  gdm? %
0al0cm 57 3,83 00 33 23 014 2272 16,6 60
10a50cm 4,2 8,24 16 12 03 015 159 15,6 17

Al, Ca e Mg trocaveis extraidos com KCI 1 mol L; P e K extraidos com Mehlich-1 e C-orgénico determinado
pelo método Walkley-Black. V = saturacéo por bases
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2.2.3 Condicionamento do déficit hidrico

Para condicionar os dois regimes hidricos, inicialmente foi determinada a capacidade de
campo (CC) do solo. Para a condicdo de deficiéncia hidrica, os tubos foram mantidos com 40%
da CC, enquanto os tubos sem restri¢do hidrica foram mantidos com 80% da CC, durante todo
0 periodo de desenvolvimento das plantas a partir da emergéncia. Para a manutencdo dos
regimes hidricos de forma mais precisa foi realizada pesagem individual dos tubos diariamente,
com a devida complementacdo de agua, dependendo da condic¢do hidrica, durante todo o
periodo de conducdo do experimento.

2.2.4 Leitura de clorofila

Aos 50 dias apds emergéncia foi determinado o indice de clorofila durante o periodo da
manha, entre 9:00 h e 11:00 h. Para esse parametro, utilizou-se o medidor eletronico de clorofila
ClorofiLOG, determinando-se o indice SPAD para as clorofilas a e b. As leituras foram
realizadas na folha-bandeira. Apds as leituras dos indices de clorofila a e b, determinou-se o

indice de clorofila total por meio da soma das duas leituras.

2.2.5 Producéo de matéria seca da parte aérea e de raizes

Aos 50 dias ap6s emergéncia, apos as leituras de clorofila, as plantas foram cortadas
rente ao solo, lavadas em agua deionizada e, posteriormente, colocadas para secar em estufa
com circulacdo forcada de ar a 60°C, até atingir massa constante. Apos secas, as amostras foram
pesadas em balanca de precisao para a determinacgdo da producdo de matéria seca da parte aérea.
Apos a retirada da parte aérea, as colunas de solo foram seccionadas em trés camadas: 0-10,
10-20 e 20-50 cm. Em cada camada, as raizes foram separadas do solo por meio de lavagem
em agua corrente, com o auxilio de uma peneira com malha de 0,5 mm. Depois da retirada do
solo e impurezas, as raizes foram colocadas para secar em estufa com circulacao forcada de ar
a 60°C até atingir massa constante e, posteriormente, foram pesadas em balanca de preciséo.
Em seguida, determinou-se a densidade de raizes por meio da relagcdo entre a massa seca de
raizes e o volume de solo em cada camada e em toda a coluna. A produgéo total de biomassa
de plantas também foi determinada, somando-se a matéria seca da parte aérea e a matéria seca

de raizes na coluna.
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2.2.6 Extracao de nutrientes pelas plantas

Logo apoOs a determinacdo da matéria seca da parte aérea das plantas de trigo, as
amostras foram moidas para a determinacdo dos teores de N, P, K, Ca, Mg e S, por meio dos
métodos descritos em Malavolta; Vitti; Oliveira (1997). Em seguida, a extracdo de nutrientes
pela parte aérea das plantas foi determinada multiplicando-se a concentracéo de cada nutriente

analisado pela matéria seca total da parte aérea das plantas.

2.2.7 Anédlises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos & andlise de varidncia, de acordo com o
delineamento em blocos completos ao acaso, no esquema fatorial 3 x 2. Os efeitos dos
tratamentos envolvendo inoculacdo das sementes com A. brasilense e niveis de dgua no solo
foram comparados pelo teste de Tukey ao nivel de 5%. No caso de interacédo significativa entre
os tratamentos, foram realizados os devidos desdobramentos. Todas as analises estatisticas

foram realizadas com o auxilio do software R.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Indice de clorofila em plantas de trigo

Os indices de clorofila a e b, bem como o de clorofila total ndo foram influenciados de
forma significativa pela inoculagdo das sementes com as estirpes de A. brasilense, déficit
hidrico e interacdo entre os dois fatores (Tabela 2.2). Kazi et al. (2016), avaliando a resposta de
gendtipos de trigo a inoculacdo com estirpes de A. brasilense Sp7 e sua cepa mutante A.
brasilense Sp7-S também observaram que até 43 dias apds a semeadura, a inoculacdo néao
promoveu aumento no teor de clorofila em folhas trigo, em nenhum dos genoétipos avaliados.
Ja, Nia et al. (2012) observaram que, em diferentes niveis de salinidade, plantas de trigo
inoculadas com A. brasilense apresentaram maiores indices de clorofila a e b aos 120 dias ap6s
a semeadura. Gaspareto et al. (2023), avaliando a inoculacdo de A. brasilense em dois cultivos
de trigo, verificaram que a inoculacdo promoveu aumento no indice de clorofila apenas no
primeiro cultivo, e atribuiram essa diferenca as diferentes condi¢Bes climéaticas nos anos

experimentais, com melhor volume e distribuigé@o das chuvas durante o primeiro ano.
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Tabela 2.2 . Clorofila a (CLF a), clorofila b (CLF b) e clorofila total (CLF total) em plantas de
trigo considerando a inoculacéo (I) das sementes com as estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6
e HM053, sem e com déficit hidrico (DH).

Tratamento CLFa CLFb CLF total
Inoculagéo (1) indice SPAD

Sem | 23,63 11,31 34,93
AbV5-AbV6 22,70 10,58 33,28
HMO053 23,31 11,06 34,36
Déficit (DH)

Sem DH 23,16 10,80 33,94
Com DH 23,26 11,17 34,44
P>F

Inoculagéo (1) 0,063 0,376 0,165
Déficit (DH) 0,733 0,383 0,465
| x DH 0,176 0,687 0,394
CV (%) 2,6 8,0 4,0

CV: Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras iguais nas colunas ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey a 5%.

A clorofila é um importante pigmento para as plantas, responsavel principalmente pela
captacdo de luz usada durante o processo de fotossintese. A sintese de clorofila esta relacionada
diretamente com fatores abidticos como estresse e estado nutricional, além de fatores genéticos
(Kazi, et al., 2016). Kasim et al. (2021), avaliando o efeito da inoculacdo de A. brasilense no
estagio inicial de desenvolvimento do trigo, observaram que aos 15 dias ap6s semeadura e apos
sete dias de restri¢do hidrica, as plantas apresentaram indices de clorofila a e b mais elevados.
Entretanto, antes do inicio da inducdo do déficit hidrico , além da inoculacdo nas sementes,
esses autores também realizaram aplicacdo das bactérias em mistura com a agua na irrigacéo,
uma metodologia diferente da utilizada no presente trabalho. Assim, é possivel inferir que a
cultura do trigo pode responder de forma diferente a inoculagdo com A. brasilense, dependendo

do genotipo, da forma e da época de aplicacdo, bem como as condi¢cdes ambientais.

2.3.2 Producéo de biomassa de plantas de trigo

Na tabela 2.3 s@o apresentados os resultados da avaliacdo da producdo de matéria seca
das plantas de trigo, aos 50 dias apds a emergéncia. As plantas oriundas de sementes inoculadas
com HMO053 apresentaram densidade de raizes significativamente maior na camada de solo de
20 a 50 cm e em toda a coluna (0-50 cm) em relacdo aos tratamentos sem inoculagdo e com
inoculacdo de AbV5-AbV6. Outro destaque € que a densidade de raizes na camada de 0 a 10
cm apresentou significancia ao nivel de 10%, indicando que a estirpe HMO053 tendeu a aumentar

0 desenvolvimento das raizes de trigo nessa camada de solo. Portanto, a inoculacdo das
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sementes de trigo com HMO053 contribuiu para aumentar a biomassa de raizes de trigo no perfil
do solo. Com isso, as plantas inoculadas com HMO053 poderiam apresentar maior tolerancia ao
déficit hidrico, cuja ocorréncia vem se tornando cada vez mais comum nas principais regites

de cultivo de trigo no Brasil.

Tabela 2.3 — Producdo de matéria seca da parte aérea (MSPA), densidade de raizes e biomassa
total de plantas de trigo, considerando a inoculagéo (I) das sementes com as estirpes de A.
brasilense AbV5-AbV6 e HMO053, sem e com déficit hidrico (DH), aos 50 dias apds
emergéncia.

Densidade de raizes Biomassa

Tratamento MSPA 0al0cm 10a20cm 20a50cm Total total
Inoculagao (1) ~ 9/Planta  -eemeoemeo e Q9 AM™ —meemeeeemmeneneenene g/planta
Sem | 2,95 0,11 0,06 0,06b 0,25b 3,60
AbV5-AbV6 3,04 0,12 0,07 0,06b 0,26b 3,65
HMO053 3,33 0,14 0,06 0,08a 0,29a 3,70
Déficit (DH)

Sem DH 3,13 0,13 0,05b 0,07 0,26 3,83
Com DH 3,08 0,12 0,08a 0,06 0,27 3,46
P>F

Inoculacéo (1) 0,170 0,066 0,206 0,011 0,005 0,093
Déficit (DH) 0,729 0,360 <0,001 0,137 0,335 0,114
| x DH 0,131 0,033 0,348 0,057 0,057 0,942
CV (%) 10,6 13,9 12,1 16,9 7.1 12,34

CV: Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem significativamente
pelo teste de Tukey a 5%.

A estirpe de A. brasilense HMO053 possui caracteristica de excrecdo de aménio em
elevadas quantidades, por ser considerada uma estirpe resistente espontanea a etilenodiamina
(Machado et al., 1991). Santos et al. (2017a,b) relataram que a estirpe HMO053 promoveu
aumento significativo de biomassa seca em plantas de trigo e cevada. Esses autores afirmaram
gue o0 aumento nos parametros biométricos pode estar associado com a maior disponibilidade
de amonio proporcionada por essa estirpe. No caso na cevada, os mutantes HMO053 P nifH-gusA
colonizaram o interior dos pelos radiculares e expressaram os genes nif na superficie radicular,
indicando potencial e efetiva associagdo simbidtica entre a estirpe e a cultura.

O desdobramento dos fatores para a densidade de raizes na camada de solo de 0 a 10 cm
(Figura 2.1) mostrou que a inoculagdo com a estirpe HMO053 proporcionou maior densidade de
raizes do que o tratamento sem inoculagdo na auséncia de deficit hidrico . Por outro lado, as
plantas que tiveram sementes inoculadas com HMO053 apresentaram menor densidade de raizes

guando submetidas ao déficit hidrico . Esses resultados permitem inferir que a estirpe HM053
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tem a capacidade de estimular o crescimento de raizes de trigo, entretanto pode ser sensivel a
sobrevivéncia em ambiente com déficit hidrico. Na camada de solo de 10 a 20 cm, a densidade
de raizes foi maior com do que sem déficit hidrico . E possivel que o déficit hidrico na camada

superficial tenha forcado o crescimento das raizes na camada de 10 a 20 cm.
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iz (g dm?)

0,12 A b
0,09 -

dera

0,06 -

Densidade

0,03 A

0
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Figura 2.1 - Desdobramento da interagdo entre inoculacdo (1) e déficit hidrico (DH) na

densidade de raizes de trigo na camada de solo 0 a 10 cm.

Médias seguidas por letras iguais, mailsculas na comparacdo de cada estirpe com e sem déficit hidrico e
minudsculas na comparagdo entre as estirpes com ou sem déficit hidrico, ndo diferem significativamente pelo teste
de Tukey a 5%.

Os beneficios de bactérias promotoras de crescimento na cultura do trigo podem ocorrer
por varios motivos. Segundo Tsavkelova et al. (2006), o melhor desenvolvimento do sistema
radicular pode estar relacionado a producéo de fito-horménios pelas bactérias, como as auxinas
e acido indolacético. Esses fito-hormonios sdo essenciais para o alongamento celular, regulando
a dominancia apical, retardando o inicio da abscisao foliar, coordenando o fototropismo e o
geotropismo, e regulando, assim, o crescimento das plantas e a producdo de biomassa (Taiz et
al., 2017). Spaepen et al. (2014) verificaram que a inoculacdo de A. brasilense em Arabidopsis
thaliana aumentou o numero de raizes laterais e de pelos radiculares, além de elevar a
concentracgdo interna de auxina na planta. Dal Cortivo et al. (2020) também observaram efeito
positivo da inoculagdo com A. brasilense no crescimento radicular de plantas de trigo.

Importante destacar que a interacdo entre hospedeiro e planta é determinante para
eficiéncia da inoculacdo na promocdo do crescimento de plantas de trigo. Ludwig et al. (2018;
2022) por exemplo, verificaram que a inoculagdo de sementes de trigo com A. brasilense
proporcionou respostas diferentes no comprimento de raizes, na producdo de biomassa da parte

aérea e em componentes de producdo, como nimero de perfilhos e de espigas, dependendo do
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cultivar utilizado, o que indica que outros fatores podem também interferir na associacao entre
hospedeiro e bactérias.

Dobbelaere et al. (1999) relataram que a inoculagdo com as estirpes de A. brasilense
Sp245 e Sp7 resultou em diminuicdo no comprimento da raiz e aumento na formacéo de pelos
radiculares. Este efeito deixou de existir ao inocular a estirpe ipdC. As culturas agricolas
geralmente apresentam correlacdo positiva entre a biomassa de raizes e outros pardmetros
biométricos (Santos et al., 2017b). Quanto mais desenvolvido o sistema radicular, as plantas
podem explorar maior volume de solo, absorver mais agua e nutrientes, e aumentar a producao

de biomassa da parte aérea.

2.3.3 Acumulo de nutrientes na parte aérea de plantas de trigo

Os tratamentos com inoculagdo das estirpes de A. brasilense e déficit hidrico ndo
influenciaram significativamente a extracdo de N, P e S pelas plantas de trigo (Tabela 2.4).
Alguns estudos mostraram que a inoculacdo de A. brasilense foi capaz de suprir parcialmente
a demanda de N ou aumentar a concentragdo desse nutriente na planta, indicando a capacidade
desses microrganismos em melhorar o aproveitamento de N pelas plantas, como relatado por
Piccinin et al. (2013). Entretanto, os resultados do presente trabalho mostraram que a inoculacao
de A. brasilense, independentemente da estirpe (AbV5-AbV6 ou HMO053), ndo promoveu
aumento na extragéo de N.

Tabela 2.4 - Extracdo de nutrientes pelas de trigo, considerando a inoculacdo (1) das sementes
com as estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6 e HM053, sem e com déficit hidrico (DH).

Tratamento N P K Ca Mg S
Inoculagdo (1) ~  ~—mmmmmmmmmmmmmmseeooeeee Mg planta ---------e-emeoeoeo oo
Sem | 66,39 7,37 91,49b 8,75 5,09 10,21
AbV5-AbV6 69,63 7,89 93,48ab 8,80 5,07 10,30
HMO053 72,27 9,40 100,27a 9,12 5,36 10,50
Déficit (DH)

Sem DH 68,62 7,95 97,54a 8,71 5,33 10,12
Com DH 70,23 8,49 91,74b 9,11 5,02 10,56
P>F

Inoculacéo (1) 0,411 0,140 0,040 0,121 0,326 0,942
Déficit (DH) 0,650 0,511 0,037 0,284 0,099 0,552
| x DH 0,460 0,538 0,001 0,006 0,001 0,343
CV (%) 10,5 20,2 5,8 8,41 6,9 14,7

CV: Coeficiente de variagdo. Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem significativamente
pelo teste de Tukey a 5%.
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A extracdo de K, Ca e Mg pelas plantas de trigo foi influenciada pela interacdo dos
tratamentos de inoculacdo x déficit hidrico (Tabela 2.4). Quando o fator inoculacéo foi avaliado
de forma isolada, houve maior extracdo de K pelas plantas inoculadas com a estirpe HM053
em relacdo ao tratamento sem inoculacdo. Resultado semelhante ao obtido neste estudo, com
aumento de K na planta de trigo em decorréncia da inoculagdo com A. brasilense, foi relatado
por Ardakani et al. (2011). Considerando a interacdo entre os fatores, observou-se as plantas
inoculadas com as duas estirpes de A. brasilense (AbV5-AbV6 e HMO053) extrairam
quantidades significativamente mais elevadas de K quando comparadas com o tratamento sem

inoculacdo, tanto na auséncia como na presenca de déficit hidrico (Figura 2.2).
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Figura 2.2 - Desdobramento da interacdo entre inoculacao (I) e déficit hidrico (DH) na extracao
de K pelas plantas de trigo.

Médias seguidas por letras iguais, mailsculas na comparacdo de cada estirpe com e sem déficit hidrico e
mindsculas na comparagdo entre as estirpes com ou sem déficit hidrico, ndo diferem significativamente pelo teste
de Tukey a 5%.

Ainda ndo é conhecida uma relacdo direta entre a nutricdo de K e o metabolismo ou
processos bioquimicos das bactérias do género Azospirillum. O aumento na extracdo de K pelas
plantas de trigo com a inoculagdo de A. brasilense pode estar relacionado com o aumento da
biomassa de raizes. Como o K* apresenta alta mobilidade no solo, pode ter ocorrido
movimentacao vertical de K™ na coluna de solo em que as plantas de trigo foram cultivadas
(Broschat, 1995; Rosolem et al., 2010). Dessa forma, boa parte do K* pode ter se concentrado

na parte inferior do tubo onde tinha maior densidade de raizes no tratamento com HMO053, o
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que favoreceu a absorcdo desse nutriente. Deve-se considerar também que o K™ pode se
movimentar até o sistema radicular pelos mecanismos de difuséo e fluxo de massa quando o
solo apresenta teores relativamente elevados deste nutriente (Ruiz et al., 1999). A maior
absorcéo de K certamente esta relacionada com o crescimento do sistema radicular das plantas,
ou seja, quanto mais desenvolvidas as raizes, principalmente os pelos radiculares, maior sera a
area explorada por elas, como relatado por Dal Cortivo et al. (2020). Dessa forma, o0 maior
crescimento do sistema radicular, tanto verticalmente quanto horizontalmente, facilita o
contado ion-raiz, aumentando a possibilidade de absor¢éo de K pelas plantas.

As plantas ndo-inoculadas apresentaram menor acimulo de K quando estavam sob
déficit do que na sua auséncia (Figura 2.2). Em contra partida, os tratamentos que tiveram
sementes inoculadas ndo apresentaram diferenca significativa na absor¢cdo de K quando
comparadas as duas condicdes hidricas. Portanto, o déficit hidrico prejudicou a absorcdo de K
somente em plantas ndo-inoculadas e a inoculacdo de A. brasilense com as estirpes AbV5-
AbV6 e HM053 promoveu acumulo de K nas plantas, independentemente do déficit hidrico.

O K apresenta papel fundamental no mecanismo de controle do transporte de agua,
metabolitos e nutrientes através dos tecidos e Orgdos vegetais, manutencdo da homeostase
osmotica, além de apresentar acdo direta na defesa das plantas contra estresses oxidativos (LU
et al., 2016). Quando as plantas sdo cultivadas em solos com niveis adequado de K ocorre
aumento na assimilacdo fotossintética, no turgor das células do limbo foliar e na abertura dos
estdmatos, permitindo fluxos adequados de gases e agua (Andrés et al., 2014; Trankner et al.,
2018; Sardans et al., 2021).

As plantas ndo-inoculadas apresentaram menor acimulo de Ca (Figura 2.3) e de Mg
(Figura 2.4) quando estavam sob déficit hidrico do que na sua auséncia. Na condicao de déficit
hidrico , a extracdo de Ca e Mg pelas plantas foi maior quando as sementes foram inoculadas
com as estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6 e HMO053. Na auséncia de déficit hidrico , a
inoculacdo com A. brasilense ndo ocasionou melhoria na absorcéo de Ca e Mg pelas plantas.
Esses resultados revelam que um dos grandes beneficios da inoculagdo com A. brasilense em

trigo é a melhoria da nutri¢cdo de Ca e Mg na condig&o de déficit hidrico .
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Figura 2.3 - Desdobramento da interacdo entre inoculacdo (I) e déficit hidrico (DH) na extracao
de Ca pelas plantas de trigo.

Médias seguidas por letras iguais, mailsculas na comparacdo de cada estirpe com e sem déficit hidrico e
minudsculas na comparagdo entre as estirpes com ou sem déficit hidrico, ndo diferem significativamente pelo teste
de Tukey a 5%.
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Figura 2.4 - Desdobramento da interacdo entre inoculacdo (I) e déficit hidrico (DH) na extracéo
de Mg pelas plantas de trigo.

Médias seguidas por letras iguais, mailsculas na comparacdo de cada estirpe com e sem déficit hidrico e
minGsculas na comparagdo entre as estirpes com ou sem déficit hidrico, ndo diferem significativamente pelo teste
de Tukey a 5%.
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2.4 CONCLUSOES

A inoculacdo das sementes de trigo com as estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6 e
HMO053 nao influenciou o indice de clorofila e a producdo de biomassa das plantas.

A estirpe HM053 promoveu aumento na densidade de raizes de trigo, especialmente na
camada de 20 a 50 cm.

A inoculacdo das sementes de trigo com as estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6 e

HMO053 favoreceu a absorcéo de Ca, Mg e K pelas plantas na condi¢do de déficit hidrico.
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CAPITULO 3. CO-INOCULACAO DE Azospirillum brasilense PARA AMENIZACAO
DOS EFEITOS DE DEFICIT HIDRICO EM PLANTAS DE FEIJAO

CO-INOCULATION OF Azospirillum brasilense IN MITIGATING THE EFFECTS OF
WATER DEFICIT IN BEAN PLANTS

Resumo — Os grdos de feijdo sdo um dos principais produtos agricolas responsaveis por
contribuir para seguranca alimentar de mais de 300 milhdes de pessoas, principalmente na
América Latina. Entretanto, o feijoeiro é uma cultura muito sensivel a periodos de seca, fator
recorrente nos Ultimos anos, 0 que ocasiona perdas consideraveis no rendimento da cultura.
Estudos com bactérias promotoras de crescimento dentre elas Azospirillum brasilense vem
sendo conduzidos por apresentarem caracteristicas promissoras para aliviar o efeito de déficit
hidrico na cultura. Este trabalho teve o objetivo de avaliar a eficiéncia da co-inoculacéo de
sementes de feijdo com estirpes de Azospirillum brasilense apds sua inoculagdo com Rhizobium
tropici, em duas condig¢Ges de umidade do solo. O trabalho foi realizado em estufa climatizada
da Universidade Estadual de Ponta Grossa em Ponta Grossa-PR. O delineamento experimental
foi em blocos ao acaso no esquema fatorial 3 x 2, com trés repeticdes. Os tratamentos foram:
sem co-inoculacdo, com co-inoculacdo das sementes com AbV5-AbV6 e com co-inoculacédo
das sementes com HMO053; e duas condic¢des de umidade do solo, com e sem deficiéncia hidrica.
As sementes de feijdo, cv. BRS Esteio, foram inoculadas com inoculante liquido a base de
Rhizobium tropici, na dose de 3 mL kg de sementes e co-inoculadas com inoculantes liquidos,
na dose de 3 mL kg de sementes para as estirpes AbV5-AbV6 e HM053. Os regimes hidricos
visaram manter o solo com 80% e 40% da capacidade de campo. O feijdo foi cultivado em
tubos de policloreto de vinila com dimensdes de 50 cm de altura e 15 cm de didmetro. Foram
avaliados o indice de clorofila, o desenvolvimento radicular, massa seca da parte aérea e a
extracdo de nutrientes pelas plantas. Os resultados mostraram que o déficit hidrico afetou
negativamente todos os parametros avaliados. Plantas co-inoculadas com HMO053 apresentaram
reducdo no numero de nodulos, na densidade de raizes e na producdo de biomassa da parte
aérea. A co-inoculacdo das sementes com as estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6 e HM053
ndo promoveram melhoria no desenvolvimento do feijoeiro sob déficit hidrico.

Palavras-chave: Rizobactérias, Phaseolus vulgaris, déficit hidrico , seguranca alimentar

Abstract — Bean grains are one of the main agricultural products contributing to the food
security of over 300 million people, especially in Latin America. However, beans are very
sensitive to drought periods, a recurrent factor in recent years, which leads to considerable
losses in crop yield. Studies with plant growth-promoting bacteria, including Azospirillum
brasilense, are being conducted due to their promising characteristics in alleviating the effects
of water deficit on the crop. The aim of this study was to evaluate the efficiency of co-
inoculation of bean seeds with strains of A. brasilense after their inoculation with Rhizobium
tropici under two soil moisture conditions. The study was conducted in a climate-controlled
greenhouse at the State University of Ponta Grossa in Ponta Grossa-PR. The experimental
design was a randomized block design in a 3 x 2 factorial scheme, with three repetitions. The
treatments were: without co-inoculation, with co-inoculation of seeds with AbV5-AbV6, and
with co-inoculation of seeds with HM053; and two soil moisture conditions, with and without
water deficiency. Bean seeds, cv. BRS Esteio, were inoculated with a liquid inoculant based on
Rhizobium tropici at a dose of 3 mL kg-1 of seeds and co-inoculated with liquid inoculants at a
dose of 3 mL kg? of seeds for strains AbV5-AbV6 and HMO053. The water regimes aimed to
maintain the soil at 80% and 40% of field capacity. The beans were cultivated in polyvinyl
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chloride tubes with dimensions of 50 cm in height and 15 cm in diameter. The chlorophyll
index, root development, shoot dry mass, and nutrient extraction by the plants were evaluated.
The results showed that water deficit negatively affected all evaluated parameters. Plants co-
inoculated with HM053 showed a reduction in the number of nodules, root density, and shoot
biomass production. The seed co-inoculation with the A. brasilense strains AbV5-AbV6 and
HMO053 did not promote improvement in the development of bean plants under water stress.

Keywords: Rhizobacteria, Phaseolus vulgaris, drought, food security

3.1 INTRODUCAO

O feijdao comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma das leguminosas mais importantes
utilizada para consumo humano direto, sem a necessidade de processamento industrial. Sua
importancia ocorre devido ao seu alto teor de proteinas e a sua combinacdo de carboidratos,
fibras alimentares e minerais, dentre eles ferro e zinco. Atualmente, os grdos de feijao
desempenham papel importantissimo na seguranca alimentar e no combate a desnutricdo de
mais de 300 milhdes de pessoas no mundo, principalmente no Brasil (Siddig; Mark et al., 2022).

Devido sua essencialidade na dieta de milhares de pessoas, a demanda por graos de
feijdo tende a aumentar de forma significativa, levando em conta a estimativa de aumento da
populacdo mundial nos préoximos anos. Pesquisas recentes demonstraram que o feijdo pode ser
usado como fonte de matéria prima alternativa para obtencdo de ingrediente proteico nao
convencional pela industria alimenticia (Paiva Gouvéa et al., 2023), 0 que, consequentemente,
deverd aumentar ainda mais a demanda de feijdo.

O Brasil € um dos paises que possui o feijdo como um dos principais componentes da
dieta alimentar que, somado as condi¢des climaticas favoraveis, coloca o pais como um dos
maiores produtores de feijdo no mundo (FAO, 2022). Entretanto, a produtividade média
nacional de grdos de feijao ainda é baixa. A eficiéncia no cultivo de feijdo pode ser afetada por
diversos fatores biofisicos, dentre eles o estresse causado por altas temperaturas, doencas, secas
prolongadas, invernos mais rigorosos, verdes mais prolongados e com excesso de chuvas nas
colheitas (Mbow et al., 2017). Dentre esses fatores, a restri¢do hidrica vem sendo um dos mais
limitantes da producdo de grdos e muito recorrente devido as mudancgas climaticas e o
aquecimento global que vém preocupando os agricultores em todo o mundo.

O feijoeiro € uma das culturas mais sensiveis ao déficit hidrico, podendo ocorrer perdas
significativas no rendimento de graos da cultura com a falta de chuvas (Nascimento Silva et al.,
2020). A reducéo da disponibilidade de 4gua no solo de forma mais severa pode levar a reducao
do potencial hidrico nas plantas. Consequentemente, como mecanismo de defesa, as plantas

fecham os estbmatos e, com isso, ocorre reducdo na atividade fotossintética. Quando as secas
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ocorrem por periodos prolongados, pode ocorrer dano oxidativo nas células, inibicdo do
crescimento e comprometimento da capacidade produtiva (Taiz et al., 2017). Segundo Halford
et al. (2014), o déficit hidrico afeta ndo apenas o crescimento e o rendimento das plantas, mas
também a qualidade dos grédos que esta relacionada tanto com a composic¢édo nutricional quanto
as suas propriedades funcionais, incluindo sabor, cor e aroma. Em periodos de seca muito
severa, a nodulacao das raizes e a fixacéo de N2 podem ser afetadas de forma ainda mais drastica
(Argaw et al., 2016; Fenta et al., 2020).

Esforcos no manejo da cultura visando aumentar a tolerancia das plantas de feijao ao
déficit hidrico sdo necessarios, de forma a garantir maior seguranca alimentar em todo mundo.
Uma das estratégias que vem sendo estudadas € o uso de bactérias promotoras de crescimento
em plantas. O feijoeiro, por ser uma leguminosa, tem a capacidade de se associar as bactérias
do género Rhizobium que fixam N2 atmosférico no solo, disponibilizando-o para as plantas
(Hungria; Nogueira, 2000). Essa é uma alternativa ndo apenas de baixo custo, como também
mais sustentdvel, uma vez que pode reduzir a necessidade de aplicacdo de fertilizantes
nitrogenados. O género Azospirillum também tem sido estudado como alternativa promissora
para atenuar os efeitos deletérios de déficit hidrico em plantas. Dentre os beneficios do
Azospirillum tem-se a fixacdo de N2 atmosférico (Machado et al. 1991) e a sintese de fito-
hormOnios vegetais que contribuem para o crescimento e o0 desenvolvimento das plantas,
especialmente as raizes (Souza; Ferreira, 2017; Cassan, Vanderleyden, Spaepen, 2014, 2014).

Em principio, 0 aumento no crescimento das raizes promovido por A. brasilense pode
melhorar o desenvolvimento das plantas em condicGes de déficit hidrico , por promover maior
absorcdo de &gua e nutrientes em profundidade (Steiner et al., 2020; Messias et al., 2023).
Alguns estudos mostraram que a co-inoculacdo de A. brasilense em sementes de feijdo
inoculadas com Rhizobium tropici proporcionou resultados promissores nos parametros de
crescimento e produtividade da cultura. Entretanto, ha pesquisas que mostraram resultados
divergentes, afirmando que a eficiéncia da combinacdo das duas bactérias depende do genotipo,
da condicdo ambiental, da dose do inoculante, bem como da estirpe co-inoculada (Reis et al.,
2023; Remans et al., 2008). Nesse sentido, este trabalho teve o objetivo de avaliar a eficiéncia
da co-inoculacéo de duas estirpes de A. brasilense, apos inoculagcdo com Rhizobium tropici, em

sementes de feijdo cultivadas em duas condi¢Ges de umidade, sem e com deficiéncia hidrica.
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3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Local do estudo e delineamento experimental

O experimento foi realizado em estufa climatizada da Universidade Estadual de Ponta
Grossa, na regido Centro-Sul do Parana. Para este estudo foi utilizado um Latossolo coletado
em area de campo nativo do municipio de Ponta Grossa — PR, na profundidade de 0-30 cm.
Parte do solo coletado foi incubado com calcario dolomitico (PRNT de 95%) durante 90 dias.
Durante esse periodo a umidade do solo foi mantida na capacidade de campo para favorecer a
reacdo do calcério com no solo. A incubacdo teve o objetivo de elevar a saturacdo por bases do
solo para 70%.

A plantas foram cultivadas em tubos de policloreto de vinila (PVC) com dimensdes de
50 cm de altura e 15 cm de didmetro. Os primeiros 10 cm dos tubos foram preenchidos com
solo incubado com calcéario e a parte inferior, de 10-50 cm, foi preenchida com solo
apresentando alta acidez para simular condi¢des de subsolo acido. Esse arranjo foi realizado
com o intuito de assemelhar as condi¢Ges de campo com manejo em sistema plantio direto, no
qual existe um gradiente de correcdo da acidez no perfil a partir da superficie do solo.

O experimento foi realizado no delineamento em blocos completos ao acaso, no
esquema fatorial 3 x 2, com trés repeti¢des. Os seguintes tratamentos foram empregados: sem
co-inoculacdo, com co-inoculacdo de A. brasilense AbV5-AbV6 e com co-inoculacdo de A.

brasilense HMO053; e duas condi¢bes de umidade no solo, com e sem déficit hidrico.

3.2.2 Co-inoculagdo das sementes e semeadura do feijéo

As sementes de feijao foram primeiramente inoculadas manualmente em sacos plésticos
com inoculante liquido a base de Rhizobium tropici, na dose 3 mL kg™ de sementes. Apos a
secagem das sementes, a sombra, foi realizada a co-inoculacdo das sementes de feijdo com as
estirpes de A. brasilense. A co-inoculagdo, também com inoculante liquidos, foi realizada de
forma manual em sacos plasticos por meio de uma mistura homogénea, de forma a garantir que
todas as sementes ficassem com o nimero de células minimo exigido. Utilizaram-se 3 mL kg
de sementes de ambas estirpes, AbV5-AbV6 e HM053. Antes dos procedimentos de inoculagéo
e co-inoculacéo foi realizada a contagem de células de todas as estirpes, as quais apresentaram
contagem de unidade formadora de coldnia (UFC) superior a 1x108 mL™. A inoculago e a co-
inoculacdo foram realizadas alguns minutos antes da semeadura para evitar reducdo na
viabilidade dos microrganismos. Os inoculante a base de Rhizobium tropici e das estirpes de

A. brasilense AbV5-AbV6 foram adquiridas de produtos comerciais, enquanto a estirpe de A.
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brasilense HMO053 foi adquirida no Laboratorio de Biologia Molecular Microbiana
(LABMOM) da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Na Tabela 3.1 sdo mostrados os resultados das anélises quimicas do solo na camada
superficial (0-10 cm) apo6s a incubacdo com calcario dolomitico e da camada subsuperficial
(10-50 cm) antes da instalacdo do experimento. Para suprir adequadamente os nutrientes,
realizou-se adubagéo com P, K e solugéo nutritiva de micronutrientes em todos os tratamentos,
por meio da abertura de sulco de 5 cm de profundidade no centro do tubo de PVC, no momento
da semeadura. No sulco, foram aplicados 4,4 g de superfosfato simples (03-17-00), e 0,50 g de
KCI (00-00-60). Para o fornecimento de micronutrientes, foram adicionados em cada tubo 75
mg de FeS04.7H,0, 12 mg de CuS04.5H,0, 44 mg de ZnS0O4.7H,0, 36 mg de MnCl,.4H-0,
11,4 mg de H3BOs e 0,55 mg de (NH4)6M07024.4H>0.

Visando melhorar as condi¢des quimicas no subsolo para o crescimento das plantas, foi
realizada aplicacdo de gesso agricola sobre a superficie do solo em todos os tubos. Essa
aplicacdo teve o objetivo de fornecer S e melhorar as condigBes quimicas na camada
subsuperficial do solo. A dose de gesso aplicada (equivalente a 4,8 t ha™) foi definida de acordo
com 0 método proposto por Caires; Guimardes (2018). O gesso foi aplicado sobre a superficie
das colunas de solo 30 dias antes da semeadura. Logo ap6s a aplicacdo de gesso, todos os tubos
foram irrigados com uma quantidade de agua equivalente a 50 mm por tonelada de gesso
aplicada, totalizando 240 mm de &gua. Essa irrigacdo foi realizada de forma parcelada por um
periodo de 30 dias antes da semeadura.

A semeadura do feijdo, cultivar BRS Esteio sem tratamento quimico, foi realizada em
marco de 2022, colocando-se quatro sementes em cada tubo na profundidade de 2 cm. Apés a
emergéncia das plantulas, realizou-se o desbaste, mantendo-se apenas duas plantas por tubo.
Logo apds o desbaste, os tubos foram mantidos sob os dois regimes hidricos até o final do

experimento.

Tabela 3.1 - Resultados das analises quimicas de solo da camada superficial (0-10 cm) apés a
incubacdo com calcério dolomitico e da camada subsuperficial (10-50 cm), antes da instalacéo
do experimento nos tubos de PVC.

Solo na coluna (g'c'llz) H+ Al Al Ca Mg K P C-organico V

-------------- cmole dm3-------——- mgdm®  gdm? %
0al0cm 57 3,83 00 33 23 014 2272 16,6 60
10a50cm 4,2 8,24 16 12 03 015 159 15,6 17

Al, Ca e Mg trocaveis extraidos com KCI 1 mol L; P e K extraidos com Mehlich-1 e C-orgénico determinado
pelo método Walkley-Black. V = saturacéo por bases
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3.2.3 Condicionamento do déficit hidrico

Para simular os dois regimes hidricos, inicialmente foi determinada a capacidade de
campo (CC) do solo. Para a condicdo de deficiéncia hidrica, os tubos foram mantidos com 40%
da CC, enquanto os tubos sem restri¢do hidrica foram mantidos com 80% da CC, durante todo
0 periodo de desenvolvimento das plantas a partir da emergéncia. Para a manutencdo dos
regimes hidricos de forma mais precisa foi realizada pesagem individual dos tubos diariamente,
com a devida complementacdo de agua, dependendo da condi¢do hidrica, durante todo o
periodo de conducdo do experimento.

3.2.4 Leitura de clorofila

Aos 50 dias apds emergéncia foi determinado o indice de clorofila durante o periodo da
manhd, entre 9:00 h e 11:00 h, sempre usando o antepenultimo trifélio totalmente aberto do
ramo principal. Para esse parametro, utilizou-se o medidor eletronico de clorofila ClorofiLOG,
determinando-se o indice SPAD para as clorofilas a e b. Apds as leituras dos indices de clorofila

a e b, determinou-se o indice de clorofila total por meio da soma das duas leituras.

3.2.5 Matéria seca da parte aérea e de raizes e nUmero e massa de nddulos

Aos 50 dias ap6s a emergéncia, as plantas foram cortadas na base rente ao solo, lavadas
com agua deionizada e colocadas para secar em estufa com circulacdo forcada de ar a 60°C, até
atingir massa constante. Posteriormente, essas amostras foram pesadas em balanca de precisdo
para a determinacao da producdo de matéria seca da parte aérea. Logo apds o corte das plantas,
as colunas de solo foram seccionadas nas camadas de 0-10, 10-20 e 20-50 cm e as raizes foram
separadas do solo por meio de lavagem em &gua corrente, utilizando-se peneira de malha de 0,5
mm. Depois de retiradas as impurezas, 0s nodulos presentes nas raizes foram cuidadosamente
destacados, contados, colocados para secar em estufa com circulacdo forcada de ar a 60°C, até
atingir massa constante, posteriormente foram pesados em balanca de precisdo esse mesmo
procedimento foi realizado para das raizes de cada camada.. Em seguida, determinou-se a
densidade de raizes por meio da relacdo entre a massa seca de raizes e o volume de solo em
cada camada e em toda a coluna. A producgdo total de biomassa de plantas também foi

determinada, somando-se a matéria seca da parte aérea e a matéria seca de raizes na coluna.
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3.2.6 Extracéo de nutrientes pelas plantas

Logo apos a determinacdo da matéria seca da parte aérea das plantas, as amostras foram
moidas para a determinagdo dos teores de N, P, K, Ca, Mg e S, utilizando-se 0s métodos
descritos em Malavolta; Vitti; Oliveira (1997). A extracdo dos nutrientes pela parte aérea das
plantas foi calculada multiplicando-se a concentracéo de cada nutriente pela matéria seca total

da parte aérea da planta.

3.2.7 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a anélise de variéncia, de acordo com o
delineamento em blocos completos ao acaso no esquema fatorial 3 x 2. Os efeitos dos
tratamentos envolvendo co-inoculagdo com as estirpes de A. brasilense e déficit hidrico foram
comparados pelo teste de Tukey ao nivel de 5%. Quando houve interacdo significativa entre 0s
dois fatores, foram realizados os devidos desdobramentos. Todas as analises estatisticas foram

realizadas com o auxilio do software R.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Indice de clorofila em plantas de feij&o

Os tratamentos empregados na cultura do feijao apresentaram diferencas significativas
nos indices de clorofila, mas apenas de forma isolada nos fatores co-inoculagéo e déficit hidrico
(Tabela 3.2). Quanto a co-inoculacéo, os indices de clorofila a e de clorofila total foram maiores
no tratamento com co-inoculacdo de AbV5-AbV6 nas sementes comparados com a co-
inoculacdo das sementes com HMO053. Quanto ao fator déficit hidrico , as plantas que se
desenvolveram sem restricdo hidrica apresentaram indices mais elevados de clorofila b. Steiner
etal. (2020), ao avaliarem a co-inoculacdo de sementes de feijdo com Rhizobium e A. brasilense
AbV5-AbV6, em diferentes condi¢Bes hidricas, também observaram que essas duas estirpes
combinadas resultou em maior indice relativo de clorofila, sem ou com restri¢do hidrica.

Os resultados do presente trabalho para os indices de clorofila demostram que a restri¢éo
de umidade do solo & 40% da capacidade de retencdo afetou significativamente a sintese de
clorofila nas plantas de feijdo aos 50 dias ap0s a emergéncia e que a co-inoculacao nédo foi capaz
de atenuar o efeito negativo do déficit hidrico no teor de clorofila. Destacam-se 0s valores mais
baixos de indices de clorofila no tratamento com HMO053 comparados com o tratamento com
AbV5-AbV6 (Tabela 3.2). Importante destacar que a sintese de clorofila pode ser afetada por
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Tabela 3.2 - Clorofila a (CLF a), clorofila b (CLF b) e clorofila total (CLF total) em plantas de
feijdo considerando a co-inoculagdo (1) das sementes com as estirpes de A. brasilense AbV5-
AbV6 e HMO053, sem e com déficit hidrico (DH) aos 50 dias apds emergéncia.

Tratamento CLFa CLFb CLF total
Co-inoculagéo (1) indice SPAD

Sem | 24,71ab 7,88 32,60ab
AbV5-AbV6 25,86a 8,58 34,43a
HMO053 23,15b 7,16 30,30b
Déficit (DH)

Sem DH 24,85 8,38a 33,24
Com DH 24,30 7,36b 31,64
P>F

Co-inoculacéo (1) 0,036 0,064 0,041
Déficit (DH) 0,462 0,037 0,187

| x DH 0,880 0,975 0,930
CV (%) 6,27 11,51 7,40

CV: Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem significativamente
pelo teste de Tukey a 5%.

varios fatores, dentre eles a disponibilidade de nutrientes no solo, principalmente aqueles que
constituem a molécula desse pigmento, como é o caso do N e do Mg (Fritschi; Ray, 2007). E
possivel que a estirpe HMO053 tenha prejudicado a fixacdo simbidtica do Nz por ter
disponibilizado mais amonio para as plantas. O déficit hidrico € um dos principais fatores que
afetam o desenvolvimento das plantas e, nessa condicdo de restricdo de umidade, as plantas
podem ter reduzido a atividade fotossintética, comprometendo a sintese de clorofila nas plantas
(Fenta et al., 2020).

3.3.2 Producéo de biomassa de plantas de feijdo

A co-inoculagéo das sementes influenciou significativamente somente a densidade de
raizes na camada de solo de 20 a 50 cm (Tabela 3.3). Nessa camada, as plantas que tiveram as
sementes co-inoculadas com a estirpe AbV5-AbV6 apresentaram maior densidade de raizes em
relacdo as plantas inoculadas com a estirpe HMO053, seguindo resultados semelhantes aos
obtidos para clorofila a e clorofila total (Tabela 3.2), porém ndo se diferenciaram das plantas
sem inoculacdo. A inducédo do déficit hidrico reduziu a producdo de matéria seca da parte aérea,
a densidade de raizes no perfil da coluna de solo e a producdo de biomassa total das plantas de
feijéo.

Avaliando a associacdo da inoculacdo de Rhizobium tropici e co-inoculacdo de A.
brasilense em quatro cultivares de feijao, Reis et al. (2023) observaram que a o fator genetico

pode ter influenciado os resultados encontrados na producéo de biomassa seca da parte aérea e
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Tabela 3.3 — Producdo de matéria seca da parte aérea (MSPA), densidade de raizes e biomassa
total de plantas de feijdo, considerando a co-inoculagao (1) das sementes com as estirpes de A.
brasilense AbV5-AbV6 e HMO053, sem e com déficit hidrico (DH), aos 50 dias apds
emergéncia.

Densidade de raizes Biomassa
Tratamento MSPA 0aldcm 10a20cm 20a50cm  Total total
Co-inoculagso (1) gplanta?  ---mommemooeeeeoe g dm™ e - gplanta®
Sem | 9,04 0,62 0,20 0,19ab 1,01 11,22
AbV5-AbV6 8,84 0,60 0,23 0,22a 1,07 11,57
HMO053 8,26 0,62 0,20 0,17b 1,00 11,16
Déficit (DH)
Sem DH 10,39a 0,66a 0,25a 0,27a 1,19a 13,47a
Com DH 7,03b 0,57b 0,17b 0,12b 0,86b 9,16b
P>F
Co-inoculacdo (I) 0,085 0,918 0,195 0,008 0,91 0,224
Déficit (DH) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
| x DH 0,421 0,252 0,112 0,033 0,781 0,947
CV (%) 7,73 0,69 14,95 9,52 5,17 8,9

CV: Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem significativamente
pelo teste de Tukey a 5%.

das raizes. O cultivar BRS Esteio, 0 mesmo utilizado neste experimento, ndo apresentou
diferenca significativa para producéo de matéria seca da parte aérea, mas apresentou acréscimo
significativo de raizes quando as sementes foram co-inoculadas com A. brasilense. Vale
ressaltar que os autores aplicaram doses diferentes e inferiores a utilizada neste experimento,
além de terem realizado uma aplicacdo via foliar no estadio Rs da cultura, o que pode ter
influenciado a eficiéncia dos tratamentos.

Os resultados aqui apresentados também divergem de outros estudos que concluiram
gue a co-inoculacdo em leguminosas com bactérias simbioticas e associativas produz efeitos
benéficos, promovendo melhor desenvolvimento da cultura. Hungria et al. (2013) por exemplo,
ao estudarem a co-inoculagdo com Rhizobium tropici e A. brasilense estirpes AbV5-AbV6 na
cultura do feijoeiro relataram que a combinacéo entre as duas espécies melhorou os parametros
biométricos das plantas. Souza; Ferreira (2017) também concluiram que os parametros de
crescimento das plantas de feijoeiro, como peso seco das raizes e da parte aérea, foram
significativamente aumentados pela co-inoculacdo de A. brasilense AbV5-AbV6, o que
contribuiu para o incremento de mais de 20 % na produtividade de gréos.

Dentre os principais beneficios esperados da co-inoculacdo de sementes com A.
brasilense podem ser destacados o0 aumento na disponibilidade de N por fixacdo de N2, melhoria

no desenvolvimento do sistema radicular e, consequentemente, na producdo de biomassa da
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parte aérea das plantas, maior absorcdo de nutrientes e aumento da tolerancia ao deficit hidrico
devido as raizes mais profundas (Zaidi et al., 2017). Segundo Cassan; Vanderleyden; Spaepen
(2014), todos esses beneficios também foram associados a producgédo de fito-horménios como
giberelinas, citocininas e auxinas, representada principalmente pelo acido indol-3-acético que
é considerado um dos principais responsaveis pelo desenvolvimento das raizes

De fato, uma das hipdteses do presente estudo era que ambas as estirpes de A. brasilense
viessem a ter forte sinergismo com Rhizobium tropici, promovendo melhor desenvolvimento
das plantas de feijao, bem como reducéo dos efeitos negativos do déficit hidrico. Entretanto, os
resultados obtidos com a co-inoculacdo de cada estirpe A. brasilense foram distintos nas duas
condigdes de umidade do solo (Tabela 3.4). Quando o efeito da co-inoculacdo foi avaliado na
condicdo sem restricdo hidrica, a densidade de raizes na camada de 20 a 50 cm foi maior com
0 uso de AbV5-AbV6 do que de HMO053, embora ambas estirpes ndo tenham apresentado
diferenca significativa em relacdo ao tratamento sem co-inoculacdo. Na condicdo de déficit
hidrico , as duas estirpes ndo ocasionaram alterac6es significativas na densidade de raizes na
camada 20 a 50 cm. Ainda é possivel observar que o déficit hidrico reduziu a densidade de
raizes na camada de 20 a 50 cm em todos os tratamentos, sem ou com a co-inoculacao.

Tabela 3.4 - Desdobramento da interacdo entre co-inoculacdo (I) e déficit hidrico (DH)
densidade de raiz de plantas de feijao na camada 20 a 50 cm.

Densidade de raizes na camada de 20 a 50 cm

Tratamento

Sem DH Com DH P>F
Sem | 0,27abA 0,11B <0,001
AbV/5-AbV6 0.31aA 0138 <0,001
HMO053 0.23bA 0128 <0,001
P>F 0,001 0,674

Médias seguidas por letras iguais, minudsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5%.

Os resultados da associacdo entre microrganismos, pode depender também de um fator
genético, em um estudo com diferentes genotipos de feijdo de Remans et al. (2008) demostrou
que a combinagéo entre Rhizobium e Azospirillum Sp245 reduziu o rendimento de grdos em
quatro locais diferentes em relacdo a inoculagdo Unica com Rhizobium o que corroboram com
os resultados aqui apresentado. Entretanto, os dados de Steiner et al. (2020) contrastam com
os divulgados neste estudo, pois a co-inoculacdo com A. brasilense AbV5-AbV6 atenuou 0s
efeitos do déficit hidrico em plantas de feijdo, os mesmo ainda observaram que as plantas

apresentaram maior indice de estabilidade da membrana foliar e aumento no contetdo relativo
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de agua nas folhas quando comparadas aquelas ndo co-inoculadas, tanto sob condigdes de
estresse moderado quanto de estresse severo. Steiner et al. (2020) também observaram maior
volume de raizes e aumento na area foliar e producdo de matéria seca total das plantas, e

associaram os resultados obtidos ao crescimento radicular e a formacéo de raizes laterais.

3.3.3 Nodulacéo em plantas de feijao

O ndmero e a massa de nddulos por planta de feijdo foram influenciados
significativamente pelos tratamentos de co-inoculacdo e seguiram a seguinte ordem: sem co-
inoculacdo > AbV5-AbV6 > HMO053 (Tabela 3.5). Isso significa que a nodulacdo das plantas
de feijdo foi mais bem estabelecida somente com a inoculacdo de Rhizobium tropici. O nimero
de nodulos foi maior com do que sem déficit hidrico , mas a massa de nddulos ndo foi
influenciada pela condicdo hidrica. Isso significa que na auséncia de limitacdo hidrica, os
nodulos foram maiores do que com deficiéncia hidrica.

No estudo de Horacio et al. (2020) verificou-se que a co-inoculacao nédo alterou de forma
significativa 0 nimero de nddulos de feijdo. J&, Souza; Ferreira (2017) observaram que a
nodulacdo do feijoeiro, determinada pelo nimero e massa seca de nodulos, foi
significativamente aumentada pela co-inoculacdo de Rhizobium tropici e A. brasilense AbV5-
Ab-V6. Messias et al. (2023) avaliaram o efeito da co-inoculacdo de R. tropici e diferentes
doses de A. brasilense sobre 0 numero e a massa seca de nodulos do feijoeiro cultivado em
cinco locais e em diferentes épocas. Os autores observaram melhoria da nodulagdo na maioria
dos cultivos; entretanto, alguns resultados corroboraram com os dados apresentados neste
trabalho, pois ndo apresentaram diferencas significativas e, dependendo da dose aplicada, houve
reducdo no nimero de nddulos nas raizes de feijoeiro. E possivel que, de alguma forma, fatores
como época de semeadura, precipitacdo pluvial, caracteristicas quimicas e fisicas do solo e

historico de cultivo possam afetar a eficiéncia da co-inoculagéo do feijoeiro.
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Tabela 3.5 - NUmero e massa seca de nddulos de plantas de feijdo considerando a co-inoculagéo
(1) das sementes com as estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6 e HM053, sem e com déficit
hidrico (DH), aos 50 dias ap0s emergéncia

T NUmero de nédulos Massa de nodulos por
ratamento

por planta planta
Co-inoculagéo (1) g planta’
Sem | 118a 0,16a
AbV5-AbV6 89b 0,11b
HMO053 67¢c 0,06¢
Déficit (DH)
Sem DH 65b 0,11
Com DH 117a 0,11
P>F
Co-inoculacéo (1) <0,001 <0,001
Déficit (DH) <0,001 0,813
| x DH 0,030 0,365
CV (%) 10,67 17,01

CV: Coeficiente de variagdo. Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5%.

O numero de nodulos por planta de feijdo foi influenciado significativamente pela
interacdo dos tratamentos de co-inoculacdo x déficit hidrico (Tabela 3.6). O numero de nddulos
foi significativamente mais elevado quando houve restri¢do hidrica do que na sua auséncia, em
todos os tratamentos sem ou com co-inoculacdo. Resultados semelhantes também foram
relatados por Rodifio et al. (2021) ao avaliarem a interacdo entre diferentes estirpes de bactérias
noduladoras em diferentes genotipos de feijdo e condicdes hidricas. Uma hipotese para esse
resultado, € que devido ao estresse e provavel reducdo das bactérias, iniciou-se varios pontos
de infeccdo, como ndo havia ambiente para desenvolvimento das col6nias, 0os nédulos néo se
desenvolveram devidamente.

Em outros estudos (Mnasri et al., 2007; Verdoy et al., 2004) verificou-se que ndo apenas
0 nimero de nddulos, mas também a massa fresca e seca da parte aérea, e a massa das raizes de
plantas de feijdo em condicéo de déficit hidrico foram significativamente afetados pela perda
de agua, sugerindo gque as condicBes de seca tiveram um efeito negativo no crescimento das
plantas. O déficit hidrico normalmente limita o crescimento e a sobrevivéncia do Rhizobium no
solo, além de causar reducdo no numero de pelos absorventes nas raizes das plantas
(Nascimento Silva et al., 2020). No presente estudo, parece claro que o déficit hidrico de alguma
forma proporcionou aumento do nimero de ndédulos ao passo que também limitou o
desenvolvimento desses nodulos, enquanto que na condi¢cdo sem limitacdo hidrica, as plantas
produziram menos nodulos de maior tamanho e ativos. Redugdo no tamanho de nodulos em

plantas de feijdo em condicéo de déficit hidrico também foi observado por Fenta et al. (2020).
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Esses autores, ao avaliarem a nodulacéo em diferentes linhagens de feijdo em dois regimes de
irrigacdo, observaram reducdo no tamanho dos nddulos em todas as linhagens de feijdo. Este
efeito pode estar associado a interferéncia da seca no mecanismo de simbiose que impede que

0 nddulo se desenvolva (Hungria; Vargas, 2000).

Tabela 3.6 - Desdobramento da interagdo entre inoculagdo (1) e déficit hidrico (DH) para
numero de nodulos em plantas de feijéo.

NUmero de nédulos

Tratamento

Sem DH Com DH P>F
Sem | 84aB 152aA <0,001
AbV5-AbV6 62bB 117bA <0,001
HMO053 50bB 83cA 0,02
P>F 0,005 <0,001

Médias seguidas por letras iguais, mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5%.

Um menor nimero de nddulos nas raizes de plantas de feijdo co-inoculadas com AbV5-
AbV6 e HMO053 foi observado nas duas condic¢des hidricas (Tabela 3.6). Avaliando o efeito da
co-inoculacdo de Azospirillum em feijao inoculado com Rhizobium em diferentes locais no
campo, Cardoso; Ferreira (2021) relataram resultados semelhantes para 0 nimero e massa seca
de nddulos; porém a massa seca da parte aérea de plantas foi mais elevada com a co-inoculada
de Azospirillum. Os autores relacionaram os resultados aos diferentes tipos de manejo que
podem influenciar o nivel de fertilidade do solo e o desenvolvimento das plantas que dependem
menos dos microrganismos. No presente estudo, parece claro que a co-inoculacéo das sementes
de feijdo com A. brasilense prejudicou a nodulacéo das plantas, especialmente quando a co-

inoculacdo foi realizada com a estirpe HMO053.

3.3.4 Acumulo de nutrientes em plantas de feijdo

A co-inoculagdo das sementes com a estirpe AbV5-AbV6 ndo se diferenciou do
tratamento sem co-inoculacgao para a absorgéo de nutrientes pelas plantas de feijao (Tabela 3.7).
Entretanto, a extracdo de N, P, Ca, Mg e S foi significativamente menor no tratamento com a
co-inoculagdo de HMO053. Esses resultados contrastam com os obtidos por Messias et al. (2023),
os quais verificaram que a inoculacdo de Rhizobium tropici na semente associada com a co-
inoculacdo com A. brasilense pode ser uma alternativa para a substituicdo parcial ou total do
uso de fertilizante nitrogenado na cultura do feijoeiro, indicando eficiéncia da co-inoculagéo

em disponibilizar N para as plantas.
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Tabela 3.7 - Extracdo de nutrientes pelas plantas de feijdo, considerando a co-inoculacdo (I) das
sementes com as estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6 e HM053, sem e com déficit hidrico
(DH), aos 50 dias apds emergéncia.

Tratamento N P K Ca Mg S
Co-inoculagéo (1) mg planta™®

Sem | 152,9a 24,98a 199,63 77,23ab  22,81la 35,99a
AbV5-AbV6 169,9a 24,78a 204,20 79,31a 22.,60a 37,29a
HMO053 127,3b 21,37b 184,81 68,77b 19,43b 31,01b
Déficit (DH)

Sem DH 186,2a 27,09a 218,39a 67,84a 28,35a 41,42a
Com DH 113,4b 20,32b 174,03b 82,37b 14,74b 28,11b
P>F

Co-inoculacéo (I) 0,001 0,012 0,132 0,025 0,038 0,010
Déficit (DH) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
| x DH 0,039 0,020 0,185 0,184 0,843 0,800
CV (%) 9,02 7,92 8,01 7.8 9,56 8,52

CV: Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem significativamente
pelo teste de Tukey a 5%.
CV: Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5%.

O déficit hidrico reduziu a absor¢éo de todos os nutrientes pelas plantas de feijao (Tabela
3.7). A absorcdo de N e P pelas plantas de feijdo foi significativamente influenciada pela
interacdo dos tratamentos de co-inoculagdo x déficit hidrico . A condicdo de déficit hidrico
reduziu significativamente a absorcdo de N (Tabela 3.8) e P (Tabela 3.9) quando comparados
com o tratamento sem restri¢do hidrica, independentemente dos tratamentos de co-inoculacgéo.
A reducdo na absorcdo de N na condicdo de déficit hidrico pode estar relacionada ao diametro
dos nodulos, ja que a atividade de fixagdo de N2 dos nddulos radiculares pode estar intimamente
relacionada ao seu tamanho. Nodulos maiores apresentam capacidade de fixar maior quantidade
de N2, podendo inclusive ser um indice eficaz na mensuracdo da atividade de fixacdo de N2 dos
nodulos (Hungria et al., 2001). Segundo Gil-Quintana et al. (2013), a seca pode prejudicar
especificamente a atividade da nitrogenase dos nodulos e também o fornecimento de agucares
excretados pelas plantas aos nddulos, reduzindo a eficiéncia na fixacédo de Na.

Quando as plantas estavam sem déficit hidrico , a absorcdo de N (Tabela 3.8) e P (Tabela
3.9) pelas plantas de feijdo ocorreu de forma semelhante a avaliagdo dos fatores isolados
(Tabela 3.7), em que o tratamento com a estirpe HMO053 proporcionou menor extracdo de N e
P pelas plantas quando comparada com os tratamentos sem inoculagéo e com co-inoculagao de
AbV5-AbV6. Na condicdo de déficit hidrico, ndo houve diferenca significativa entre esses
tratamentos na absorcdo de N e P pelas plantas de feijao.
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Tabela 3.8 - Desdobramento da interacédo entre inoculacéo (1) e deficit hidrico (DH) na extracédo
de nitrogénio por plantas de feijéo.

N (mg planta™)

Tratamento

Sem DH Com DH P>F
Sem | 191,2 aA 114,6B <0,001
AbV5-AbV6 217,38 aA 122,48B <0,001
HMO053 151,34 bA 103,4B 0,001
P>F <0,001 0,265

Médias seguidas por letras iguais, minisculas nas colunas e mailsculas nas linhas, ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5%.

Tabela 3.9 - Desdobramento da interacéo entre inoculacdo (1) e déficit hidrico (DH) na extragéo
de fésforo por plantas de feijao.

P (mg planta?)

Tratamento

Sem DH Com DH P>F
Sem | 30,39aA 19,57B <0,001
AbV5-AbV6 27,78A 21,77B 0,002
HMO053 23,11bA 19,77B 0,046
P>F 0,002 0,306

Médias seguidas por letras iguais, minldsculas nas colunas e mailsculas nas linhas, ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5%.

Dados de Yadegari et al. (2010) ao avaliarem o potencial de fixagcdo de N> com duas
linhagens de Rhizobium em sementes feijoeiro co-inoculadas com A. lipoferum, demostram
resultados que divergem aos apresentado nesta pesquisa, pois concluiram que a combinacéo
entre as bactérias promoveu melhor desenvolvimento das plantas, em consequéncia do aumento
expressivo da nodulacéo, fixacdo e acimulo de N na planta. Entretanto, os autores também
observaram variagao nos resultados conforme as linhagens de Rhizobium e cultivares de plantas
utilizadas, indicando haver diferencas na interacdo e associacdo entre 0s microrganismos no
solo e a planta.

Mortinho et al. (2022), estudando o efeito da co-inoculagdo com bactérias promotoras
de crescimento vegetal no aumento da eficiéncia da fertilizacdo com N, P e K em dois anos de
cultivo de no feijdo comum, também verificaram que a co-inoculagdo promoveu aumento no
teor de N no primeiro ano de cultivo. Esse resultado foi associado a maior expansao do sistema
radicular proporcionada pelas bactérias promotoras de crescimento e tambem a disponibilidade
de N na regido da rizosfera, a qual € influenciada pela fixagao biologica de N2. Nesse mesmo
estudo, no segundo ano de cultivo, os teores de P e K foram significativamente mais baixos nas
plantas co-inoculadas em comparagdo as plantas com apenas inoculacdo de Bradyrhizobium, a

divergéncia entre os resultados desses autores e 0s dados aqui apresentados demostram que
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ainda existem desafios a serem vencidos ao se trabalhar com esses microrganismos promotores
de crescimento.

A diminuicdo do numero de nodulos nas raizes de plantas co-inoculadas com A.
brasilense estirpe HMO053 pode ter influenciado negativamente os demais parametros
analisados nas plantas de feijdo, principalmente no acimulo de N, uma vez que as plantas
dependiam quase que exclusivamente da fixacdo de N2 pelas bactérias fixadoras presente nos
nddulos. O N é um dos nutrientes mais exigidos pelas plantas de feijao e possui véarias fungdes
nas plantas, fazendo parte dos aminoacidos, proteinas e outras moléculas fundamentais para o
bom crescimento e desenvolvimento das plantas.

Importante destacar que o teor de N nas folhas é fundamental para o processo
fotossintético que contribui para aumento da biomassa das plantas e, muitas vezes, permite até
usar essa informacao para modelar a fotossintese em escala de ecossistema (Rogers et al., 2017).
A forte relacdo entre o teor de N nas plantas e a eficiéncia do uso da dgua em espécies de
leguminosas (Adams et al., 2016) pode conferir as plantas maior tolerancia em periodos de
déficit hidrico . Segundo Fenta et al. (2020), a baixa disponibilidade de N também pode afetar
de forma significativa sua absorcao e, consequentemente, a producdo de biomassa da parte
aérea, o desenvolvimento das raizes e a fisiologia da planta.

Por meio dos resultados obtidos é possivel inferir que houve possivel antagonismo entre
a estirpe HMO053 e o Rhizobium tropici, principal responsavel pelo fornecimento de N para o
feijoeiro na auséncia de adubacdo nitrogenada. Segundo Ruthayathas et al. (1983), a eficiéncia
da simbiose entre microrganismos fixadores de N2 depende de varios fatores que interferem na
interacdo da bactéria com a planta. Apesar da quantidade de Rhizobium inoculada nas sementes
ter sido bem expressiva, quase sempre as sementes inoculadas séo semeadas em solos diferentes
do local em que os microrganismos foram isolados, podendo apresentar condicdes
desfavoraveis para sobrevivéncia dos mesmos. Apds a inoculacdo e a semeadura, 0S
microrganismos precisam se adaptar as condi¢des ambientais prevalecentes no solo, se
multiplicarem e, muitas vezes, podem competir com espécies nativas ou no caso em questao
entre as espécies inoculadas. Posteriormente, habitam a rizosfera até iniciarem o processo de
infeccdo e, posterior, nodulacdo (Laguerre et al., 2003; Rathjen et al., 2024). Vérios trabalhos
vém demostrando boa compatibilidade entre Rhizobium e bactérias do género Azospirillum,
inclusive as estirpes AbV5-AbV6, entretanto, a estirpe HM053 pode apresentar
incompatibilidade com o Rhizobium tropici por liberar mais amonio, reduzindo sua capacidade

de nodulacéo e fixacdo de No.
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Broughton et al. (2000) relatam que o controle simbidtico entre o Rhizobium e a planta
hospedeira é influenciado por vérios fatores. Apds sobreviverem, as bactérias devem ser
atraidas por sinais ou substancias excretadas pelas raizes das plantas, dentre elas os flavonoides.
Os flavonoides séo especificos do hospedeiro que séo reconhecidos por fatores de transcricao
nos rizébios (Liu; Murray, 2016). Apos alcancarem as raizes das plantas, as bactérias iniciam a
infecgdo primeiramente no cortex radicular, na endoderme e o periciclo se divide para formar
um nddulo onde os rizébios continuam a se dividir e diferenciar em bacteroides (Oldroyd;
Downie, 2008). Dependendo do tipo e concentracdo de flavonoides excretados pode ocorrer
interrupcdo no desenvolvimento dos nodulos, reducdo na atividade do Rhizobium e,
consequentemente, na fixagao No.

As bactérias do género Azospirillum ndo apresentam capacidade de formar nodulos,
porém podem estar presentes no interior das raizes. Estudos mostram que as bactérias A.
brasilense podem ser transmitidas verticalmente em plantas de Phaseolus vulgaris,
demostrando ser parte ativa do microbioma da semente de feijdo e podendo efetivamente ser
transmitida as geracdes subsequentes (Malinich; Bauer, 2018). Essa mobilidade das bactérias
somado a possiveis excrecdo de carboidratos especificos também pode ter favorecido a
distribuicdo da bactéria no sistema radicular, aumentando a competividade com o Rhizobium.

Para a inoculagdo de mdultiplas espécies ser bem-sucedida & necessario que haja
interacdo entre elas, a comunidade residente e 0 meio ambiente. Ou seja, as espécies inoculadas
devem explorar os nichos disponiveis no novo habitat, bem como resistir a exclusdo devido a
competicdo por recursos e outras interacGes antagonicas (Vall-Llosera et al., 2016; ALBA et
al., 2017). As interacfes competitivas diretas entre as especies sdo mais comuns devido a
utilizacdo sobreposta de recursos (Wei et al., 2015; Hudina, et al., 2011). Dessa forma, a
coexisténcia de ambas espécies de bactérias depende da heterogeneidade de recursos que
geralmente é regulada pela planta, a geolocalizacdo e o tipo de solo, como foi relatado por
(Kumar et al., 2016).

Importante destacar que a estirpe HMO053 de A. brasilense possui a caracteristica de
continuar fixando N mesmo na presenca de elevada quantidade de amdnio no solo (Machado
et al. 1991). Apesar de sua eficiéncia em promover o crescimento e a producdo em gramineas
como demostrado por Pedrosa et al., (2020), sua utilizacdo na co-inoculagdo de leguminosas
precisa ser estudada mais profundamente, tanto a capacidade de interacdo das plantas com o
Rhizobium, quanto a forma e a dose de aplicacéo.
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3.4 CONCLUSOES

A condicéo de déficit hidrico afetou negativamente a nodulacéo, o desenvolvimento das
raizes e da parte aérea, bem como a extracao de nutrientes pelas plantas de feijéo.

A co-inoculagdo com A. brasilense ndo reduziu os efeitos negativos do deficit hidrico
nas plantas de feijdo.

O uso da estirpe de A. brasilense AbV5-AbV6 na co-inoculacdo das sementes aumentou
a densidade de raizes de feijdo em profundidade de 20 a 50 cm, na auséncia de déficit hidrico.

O uso da estirpe de A. brasilense HM053 na co-inoculagdo das sementes reduziu o

numero e a massa de nodulos, bem como a extragédo de N, P, Ca, Mg e S pelas plantas de feijao.
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CAPITULO 4. CO-INOCULACAO DE Azospirillum brasilense PARA AMENIZACAO
DOS EFEITOS DE DEFICIT HIDRICO EM PLANTAS DE SOJA

CO-INOCULATION OF Azospirillum brasilense IN MITIGATING THE EFFECTS OF
WATER DEFICIT IN SOYBEAN PLANTS

Resumo — A soja é um dos produtos agricolas mais comercializados no mundo. Entretanto,
devido aos recorrentes e prolongados periodos de déficit hidrico nos campos agricolas, o
rendimento da cultura tem sido reduzido. Algumas alternativas como o uso de bactérias do
género Azospirillum tem sido utilizada como forma de amenizar os efeitos negativos dos
periodos secos, mas ainda faltam estudos que gerem mais assertividade na utilizacdo desses
microrganismos na cultura da soja. Este trabalho teve o objetivo de avaliar a eficiéncia da co-
inoculacdo de estirpes de A. brasilense em sementes de soja inoculadas com Bradyrhizobium
em duas condicdes hidricas. O trabalho foi realizado em estufa climatizada da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, na regido Centro-Sul do Parana. O delineamento experimental foi
em blocos ao acaso no esquema fatorial 3 x 2, com trés repeti¢bes. Os tratamentos foram: sem
co-inoculagdo, com co-inoculacdo das sementes com AbV5-AbV6 e com co-inoculacdo das
sementes com HMO053; e duas condi¢cdes de umidade do solo, com e sem deficiéncia hidrica.
As sementes de soja, cv. Brasmax Langa 58i60 RSF IPRO, foram inoculadas pouco antes da
semeadura com inoculante liquido a base de Bradyrhizobium japonicum, na dose de 2 mL kg™
de sementes. Em seguida, as sementes foram co-inoculadas com inoculantes liquidos, na dose
de 2 mL kg de sementes para as estirpes AbV5-AbV6 e HM053. Os regimes hidricos visaram
manter o solo com 80% e 40% da capacidade de campo. A soja foi cultivada em tubos de
policloreto de vinila com dimensdes de 50 cm de altura e 15 cm de didmetro. Realizou-se
avaliacBes de pardmetros fotossintéticos, biomassa e extracdo de nutrientes pelas plantas. O
déficit hidrico afetou negativamente a producdo de biomassa e a extracdo de nutrientes pelas
plantas de soja. As estirpes AbV5-AbV6 e HMO053 ndo foram capazes de melhorar o
desempenho da soja na condicdo de déficit hidrico. A co-inoculacdo de sementes de soja com
A. brasilense HM053 promoveu melhor desenvolvimento radicular na auséncia de restrigéo
hidrica.

Palavras-chave: Rizobactérias, AbV5-AbV6, HMO053, fotossintese, biomassa, Glycine max

Abstract - Soybean is one of the most traded agricultural products in the world. However, due
to the recurring and prolonged periods of water deficit in agricultural fields in recent years, the
crop yield has been reduced. Some alternatives, such as the use of bacteria from the genus
Azospirillum, have been employed as a way to mitigate the negative effects of dry periods, but
there is still a lack of studies that provide more certainty in the use of these microorganisms in
soybean cultivation. The objective of this study was to evaluate the effect of co-inoculation of
A. brasilense strains on soybean seeds inoculated with Bradyrhizobium under two water
conditions. The work was conducted in a climate-controlled greenhouse at the State University
of Ponta Grossa, in the south-central region of Parana. The experimental design was a
randomized block design in a 3 x 2 factorial scheme, with three repetitions. The treatments
were: without co-inoculation, with co-inoculation of seeds with AbV5-AbV6, and with co-
inoculation of seeds with HMO053; and two soil moisture conditions, with and without water
deficiency. Soybean seeds, cv. Brasmax Langa 58i60 RSF IPRO, were inoculated shortly before
sowing with a liquid inoculant based on Bradyrhizobium japonicum at a rate of 2 mL kg of
seeds. Subsequently, the seeds were co-inoculated with liquid inoculants at a rate of 2 mL kg™
of seeds for the AbV5-AbV6 and HMO053 strains. The water regimes aimed to maintain the soil
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at 80% and 40% of field capacity. Soybean was cultivated in polyvinyl chloride tubes with
dimensions of 50 cm in height and 15 cm in diameter. Evaluations of photosynthetic parameters,
biomass, and nutrient extraction by the plants were conducted. Water stress negatively affected
biomass production and nutrient extraction by soybean plants. The AbV5-AbV6 and HMO053
strains were not able to improve soybean performance under water deficit conditions. The co-
inoculation of soybean seeds with A. brasilense HM053 promoted better root development in
the absence of water restriction.

Keywords: Rhizobacteria, symbiosis, photosynthesis, biomass, Glycine max

4.1 INTRODUCAO

A demanda por produtos de origem agricola nos ultimos vem sendo cada vez maior. A
tendéncia para 0s proximos anos é que a necessidade por alimentos seja ainda mais significativa
considerando o aumento da populacdo mundial. Dentre os produtos que apresentam maior
demanda global, destacam-se os grdos de soja [Glycine max (L.) Merrill] — uma das espécies
mais cultivadas em todo mundo (FAO, 2023). A soja € uma leguminosa oleaginosa de grande
importancia mundial, rica em 6leo, proteinas dentre outros componentes, o que faz dela matéria
prima para varios setores, dentre eles a pecudria, para producdo de proteina animal, a industria
alimenticia e de biodiesel (Foyer et al., 2016).

Devido a sua vasta aplicacdo, o cultivo de soja é hoje uma das principais atividades no
setor agricola, de forma que houve um aumento significativo na producédo de soja nos Ultimos
anos para atender a demanda pelo produto. O Brasil, atualmente, € um dos principais produtores
e principais responsaveis pelos grdos de soja exportado no cenério global, fazendo dessa
comodity um dos principais produtos na economia do pais (IBGE, 2024). Apesar do aumento
na producdo de soja quando se compara 0 cendario atual com periodos mais distantes, dados
recentes mostram uma queda de producdo em algumas regides do pais, demostrando um sinal
de alerta na producéo nacional (CONAB, 2024).

A reducdo na producdo pode ser ocasionada por diversos fatores de natureza biotica e
abiotica, como doencas, pragas, variedades e manejo de solo. Entretanto, a baixa escassez de
agua durante o periodo de cultivo vem sendo um dos principais desafios a serem vencidos no
cultivo de soja, uma vez que a seca pode ocasionar perdas de até 70% no rendimento da cultura
(Mertz-Henning, et al 2014). As perdas podem ocorrer em grande magnitude porque o déficit
hidrico, dependendo de sua intensidade e duracdo, compromete a germinacdo, O
desenvolvimento inicial das plantas, a formacdo e o enchimento dos gréos, e a qualidade do

produto quanto ao teor de dleo e proteina (Manavalan et al., 2009; Tavares et al., 2019).
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Com a escassez de agua no solo, o desenvolvimento radicular das plantas pode ser
comprometido, 0 que, consequentemente, reduz a quantidade de agua e nutrientes absorvidos.
Além disso, plantas estressadas podem reduzir a atividade fotossintética, afetando a produgéo
de fotoassimilados e a producédo de biomassa das plantas (Rosario Rosa et al., 2021; Medina et
al., 2023; DU et al., 2024). Esforcos estdo sendo realizados para a adogdo de técnicas que
amenizem os efeitos negativos do déficit hidrico nas plantas, como manejo de solo, selegdo de
variedades com maior tolerdncia a seca e irrigacao. Esta ultima, porém, é muito limitada devido
a grande extensdo da area de cultivo.

Uma outra alternativa que tem apresentado grande expansdo na agricultura é o uso de
bactérias promotoras do crescimento de plantas (Brignoli et al., 2023). Dentre elas se destacam
as do género Azospirillum. Essas bactérias foram isoladas, primeiramente, de gramineas, e sdo
capazes de fixar N2 e excretar fito-hormonios que estimulam o crescimento radicular das plantas
(Fukami et al., 2016; Moretti et al., 2020). A co-inoculacdo dessas bactérias apds inoculacdo
com Bradyrhizobium japonicum pode contribuir para o aumento da produtividade de gréos, da
concentracdo de proteinas, do nimero de nédulos e da producgéo de biomassa (Zeffa et al., 2020;
Barbosa et al., 2021; Braccini et al., 2023).

Os beneficios da co-inoculacdo de A. brasilense sdo tdo relevantes na comunidade
cientifica que alguns autores consideram essa técnica indispensavel para o cultivo de soja
(Martin et al., 2023). Entretanto, ainda h& questionamentos sobre a efetividade da co-inoculacéo
ou contribuicdo de A. brasilense no aumento do rendimento da soja (Reis et al., 2022; Bais et
al.,2022). Alguns fatores podem afetar a eficiéncia dos microrganismos na associacdo entre as
espécies, como, clima, tipo de solo, nivel de fertilidade, cultivar, e as estirpes de bactérias
envolvidas na co-inoculacdo (Gong et al., (2020). Neste sentido, sdo necessarios mais estudos
para direcionar melhor uso dessa ferramenta. Estudos sobre a interacdo entre novas estirpes de
bactérias e regime hidrico ainda sdo escassas. Este trabalho teve o objetivo de avaliar os efeitos
da co-inoculagéo de duas estirpes de A. brasilense no desenvolvimento de plantas de soja em
duas condicdes de umidade no solo, sem e com déficit hidrico .

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Delineamento experimental e local do estudo

O experimento foi realizado em estufa climatizada da Universidade Estadual de Ponta
Grossa, na regido Centro-Sul do Parana. Para este estudo foi utilizado um Latossolo coletado

em area de campo nativo do municipio de Ponta Grossa — PR, na profundidade de 0-30 cm.
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Parte do solo coletado foi incubado com calcario dolomitico (PRNT de 95%) durante 90 dias.
Durante esse periodo a umidade do solo foi mantida na capacidade de campo para favorecer a
reacdo do calcério com no solo. A incubacdo teve o objetivo de elevar a saturacdo por bases do
solo para 70%.

A plantas foram cultivadas em tubos de policloreto de vinila (PVC) com dimensdes de
50 cm de altura e 15 cm de diametro. Os primeiros 10 cm dos tubos foram preenchidos com
solo incubado com calcéario e a parte inferior, de 10-50 cm, foi preenchida com solo
apresentando alta acidez para simular condicGes de subsolo acido. Esse arranjo foi realizado
com o intuito de assemelhar as condi¢Ges de campo com manejo em sistema plantio direto, no
qual existe um gradiente de correcdo da acidez no perfil a partir da superficie do solo.

O experimento foi realizado no delineamento em blocos completos ao acaso, no
esquema fatorial 3 x 2, com trés repeticdes. Os seguintes tratamentos foram empregados: sem
co-inoculacdo, com co-inoculacdo de A. brasilense AbV5-AbV6 e com co-inoculacdo de A.

brasilense HMO053; e duas condic¢Ges de umidade no solo, com e sem déficit hidrico.

4.2.2 Co-inoculacao das sementes e semeadura da soja

As sementes de soja foram primeiramente inoculadas manualmente em sacos plasticos
com inoculante liquido & base de Bradyrhizobium japonicum, na dose 2 mL kg de sementes.
Apo6s a secagem das sementes, a sombra, foi realizada a co-inoculagdo das sementes de soja
com as estirpes de A. brasilense. A co-inoculacdo, também com inoculante liquidos, foi
realizada de forma manual em sacos plasticos por meio de uma mistura homogénea, de forma
a garantir que todas as sementes ficassem com o ndmero de células minimo exigido. Foram
aplicados 2 mL kg de sementes de ambas estirpes, AbV5-AbV6 e HMO053. Antes dos
procedimentos de inoculacdo e co-inoculacdo foi realizada a contagem de células de todas as
estirpes utilizadas, as quais apresentaram contagem de unidade formadora de col6nia (UFC)
superior a 1x108 mL™. A inoculac3o e a co-inoculagio foram realizadas alguns minutos antes
da semeadura para evitar reducdo na viabilidade dos microrganismos. Os inoculante a base de
Bradyrhizobium japonicum e das estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6 foram adquiridas de
produtos comerciais, enquanto a estirpe de A. brasilense HMO053 foi adquirida no Laboratorio
de Biologia Molecular Microbiana (LABMOM) da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Na Tabela 4.1 sdo mostrados os resultados das analises quimicas do solo na camada
superficial (0-10 cm) apo6s a incubacdo com calcario dolomitico e da camada subsuperficial
(10-50 cm) antes da instalacdo do experimento. A adubacdo de semeadura foi realizada por
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meio da abertura de um sulco no centro de cada tubo de PVC. Em todos os tratamentos foi
realizada adubacéo bésica de semeadura com P e K, utilizando a formulagédo 0-20-20 (N-P20s—
K20), na dose equivalente a 320 kg da formulagdo ha. Foi realizada também adubagdo de

cobertura com cloreto de potassio (KCI), na dose equivalente a 90 kg K20 ha.

Tabela 4.1 - Resultados das analises quimicas de solo da camada superficial (0—10 cm) apés a
incubacdo com calcéario dolomitico e da camada subsuperficial (10-50 cm), antes da instalacéo
do experimento nos tubos de PVC.

Solo na coluna (g'gl'z) H+Al Al Ca Mg K P C-organico V

-------------- cmole dm3----------  mgdm3  gdm? %
0al0cm 5,7 383 00 33 23 014 222 166 60
10a50cm 4,2 8,24 16 12 03 0,15 15,9 15,6 17

Al, Ca e Mg trocaveis extraidos com KCI 1 mol L%; P e K extraidos com Mehlich-1 e C-organico determinado
pelo método Walkley-Black. V = saturacdo por bases

Visando melhorar as condic¢Ges quimicas no subsolo para o crescimento das plantas, foi
realizada aplicacdo de gesso agricola sobre a superficie do solo em todos os tubos. Essa
aplicacdo teve o objetivo de fornecer S e melhorar as condi¢bes quimicas na camada
subsuperficial do solo. A dose de gesso aplicada (equivalente a 4,8 t ha™) foi definida de acordo
com o0 método proposto por Caires; Guimaraes (2018). O gesso foi aplicado sobre a superficie
das colunas de solo 30 dias antes da semeadura. Logo apés a aplicacdo de gesso, todos 0s tubos
foram irrigados com uma quantidade de &gua equivalente a 50 mm por tonelada de gesso
aplicada, totalizando 240 mm de &gua. Essa irrigacédo foi realizada de forma parcelada por um
periodo de 30 dias antes da semeadura.

A semeadura da soja, cultivar Brasmax Lanca 58i60 RSF IPRO, foi realizada em
dezembro de 2019, colocando-se seis sementes em cada tubo na profundidade de 2 cm. Apos a
emergéncia das plantulas, realizou-se o desbaste, mantendo-se apenas duas plantas por tubo.
Logo apds o desbaste, os tubos foram mantidos sob os dois regimes hidricos até o final do

experimento.

4.2.4 Condicionamento do déficit hidrico

Para o condicionamento dos dois regimes hidricos, inicialmente foi determinada a
capacidade de campo (CC) do solo. Para a condigdo de deficiéncia hidrica, os tubos foram
mantidos com 40% da CC, enquanto os tubos sem restri¢do hidrica foram mantidos com 80%

da CC, durante todo o periodo de desenvolvimento das plantas a partir da emergéncia. Para a
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manutencdo dos regimes hidricos de forma mais precisa foi realizada pesagem individual dos
tubos diariamente, com a devida complementacdo de &gua, dependendo da condicdo hidrica
estabelecida, durante todo o periodo de condu¢do do experimento.

4.2.5 Avaliacdo de parametros relacionados a fotossintese

As leituras dos parametros relacionados a fotossintese foram realizadas aos 50 dias apds
a emergéncia das plantulas. Foram realizadas leituras de fotossintese liquida (FL), condutancia
estomatica (GS), concentragdo de carbono intracelular (Ci) e transpiragdo celular (T) por meio
do medidor IRGA ("Infrared gas analyzer™), em aparelho Marrichi LiCor-6400, conforme
Santos Junior et al. (2006). As leituras foram realizadas no periodo da manha, das 8:30 h as
10:30 h, no antependltimo trifélio completamente aberto do ramo principal. No momento das
leituras, as plantas apresentavam-se no estadio de desenvolvimento R2, quanto todas as plantas
tinham iniciado a floragcdo. Realizaram-se também célculos de eficiéncia de uso da agua (FL/T)

e de eficiéncia de carboxilacédo (FL/Ci).

4.2.6 Leitura de clorofila

Leituras de clorofila também foram realizadas no periodo da manh&, na mesma folha
utilizada pelo medidor IRGA (antepenultimo trifdlio totalmente aberto do ramo principal). As
leituras foram realizadas com o medidor eletrénico de clorofila ClorofiLOG, tendo-se
determinando o indice SPAD para as clorofilas a e b. Apo6s as leituras dos indices de clorofila
a e b, determinou-se o indice de clorofila total por meio da soma das duas leituras.

4.2.7 Matéria seca da parte aérea e de raizes e nimero e massa de nddulos

Logo apos as leituras de fotossintese e clorofila as plantas foram cortadas na base rente
ao solo, lavadas com agua deionizada e colocadas para secar em estufa com circulacdo forcada
de ar & 60°C, até atingir massa constante. Posteriormente, essas amostras foram pesadas em
balanca de precisdo para a determinacao da producdo de matéria seca da parte aérea. Logo apos
o0 corte das plantas, as colunas de solo foram seccionadas nas camadas de 0-10, 10-20 e 20-50
cm e as raizes foram separadas do solo por meio de lavagem em agua corrente para retirada das
impurezas, utilizando-se peneira com malha de 0,5 mm. Posteriormente, os nddulos presentes
nas raizes foram destacados, contados e secos em estufa com circulacao forcada de ar a 60°C,
até atingir massa constante, e pesados em balanca de precisdo para determinagdo da massa seca

de nodulos. As raizes separadas foram colocadas para secar em estufa com circulagdo forgada
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de ar a 60°C, até atingir massa constante para determinacdo a densidade de raizes por meio da
relagdo entre a massa seca de raizes e o volume de solo em cada camada e em toda a coluna. A
producdo total de biomassa de plantas também foi determinada, somando-se a matéria seca da

parte aérea e a matéria seca de raizes na coluna.

4.2.8 Extragéo de nutrientes pelas plantas

Depois da determinacdo da producdo de matéria seca da parte aérea das plantas, as
amostras foram moidas para a determinacéo dos teores de N, P, K, Ca, Mg e S, utilizando-se 0s
métodos descritos em Malavolta; Vitti; Oliveira (1997). A extracdo dos nutrientes pela parte
aérea das plantas foi calculada multiplicando-se a concentracdo de cada nutriente pela matéria

seca total da parte aérea das plantas.

4.2.9 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia, de acordo com o
delineamento em blocos completos ao acaso no esquema fatorial 3 x 2. Os efeitos dos
tratamentos envolvendo a co-inoculacdo de A. brasilense e déficit hidrico foram comparados
pelo teste de Tukey ao nivel de 5%. No caso de interacdo significativa entre os tratamentos,
foram realizados os devidos desdobramentos. Todas as analises estatisticas foram realizadas

com o auxilio do software R.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3. Indice de clorofila em plantas de soja

Na avaliacdo dos indices de clorofila, apesar de os tratamentos com AbV5-AbV6 e
HMO053 terem promovido médias superiores ao tratamento sem co-inoculacdo, esse aumento
ndo foi significativo (Tabela 4.2). Resultados ndo significativos, também foram observados por
Zuffo et al. (2016) ao avaliarem caracteristicas morfo agrondmicas e produtivas da soja com a
co-inoculacdo de A. brasilense e por Bulegon et al. (2017), avaliando o efeito da co-inoculagéo
e inoculacao isolada em dois estadios de desenvolvimento da cultura da soja verificaram que a
combinacdo de B. japonicum e A. brasilense AbV5-AbV6 nédo proporcionou diferenca
significativa na concentragdo de clorofila a no estddio vegetativo; porém, aumentou

significativamente a concentragédo de clorofila a no estadio reprodutivo.
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Tabela 4.2 . Clorofila a (CLF a), clorofila b (CLF b) e clorofila total (CLF total) em plantas de
soja considerando a inoculacgdo (1) das sementes com as estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6
e HM053, sem e com déficit hidrico (DH).

Tratamento CLFa CLFb CLF total
Co-inoculacéo (1) indice SPAD

Sem | 22,35 9,45 31,80
AbV5-AbV6 23,13 9,53 32,66
HMO053 23,33 9,56 32,88
Déficit (DH)

Sem DH 22,63 9,21 31,84
Com DH 23,23 9,82 33,05
P>F

Co-inoculacéo (1) 0,449 0,943 0,512
Déficit (DH) 0,367 0,058 0,152
| x DH 0,896 0,562 0,741
CV (%) 5,89 6,37 5,11

CV: Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras iguais nas colunas ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey a 5%.

A sintese de clorofila pode ser gerenciada por varios fatores relacionados com a
disponibilidade de &gua e nutrientes no solo, temperatura, déficit hidrico e a propria planta.
Dessa forma, as leituras dos indices de clorofila podem ter sido influenciadas ndo s6 pelos
tratamentos experimentais, mas também pelas condi¢cbes no momento da avaliacdo. Segundo
Whitmarsh (2000), as plantas no estadio reprodutivo apresentam maior demanda de
fotoassimilados e, consequentemente, exigem maior teor de pigmentos fotossintéticos na

captura de luz para o processo fotossintético.

4.3.2 Parametros fotossintéticos nas plantas de soja

A co-inoculacdo das sementes com as estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6 e HM053
ndo influenciou significativamente os parametros fotossintéticos avaliados nas plantas de soja
(Tabela 4.3). Segundo Bulegon et al. (2019), a aplicacdo de A. brasilense é uma opcdo para
amenizar os efeitos do déficit hidrico na fase de florescimento da soja devido a producéo de
fito-hormonios enddgenos, como as citocininas, que podem contribuir para a aclimatagéo e a
adaptacdo das plantas ao estresse. Porém, tais beneficios ndo foram observados no presente
estudo.

A fotossintese também é gerenciada por varios fatores, como temperatura, déficit
hidrico, concentracdo de CO., disponibilidade de nutrientes, assim como a concentragdo de
pigmentos fotossintéticos que sdo responsaveis por absorver luz, o que é fundamental para

iniciar o processo de conversdo da energia luminosa em energia quimica. Como os teores de
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clorofila a e b nas plantas de soja ndo foram afetados pela co-inoculacdo (Tabela 4.2), a

atividade fotossintética também n&o foi afetada pela mesma (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 - Fotossintese liquida (FL), condutancia estomatica (GS), carbono no meséfilo (Ci),
transpiracéo (T), eficiéncia do uso da agua (EUA) e eficiéncia da carboxilacdo (ECi) em plantas
de soja, considerando a co-inoculacao (1) das sementes com as estirpes de A. brasilense AbV5-
AbV6 e HMO053, sem e com déficit hidrico (DH).

Tratamento FL GS Ci T EUA! ECi?
Co-inoculagso (1) “anzl Sclo 2 mr(:]!;:_zlo umn?cl)l_ClOZ mnr:](_)zl ?120

Sem | 23,85 1,24 323 9,33 2,56 0,07
AbV5-AbV6 24,80 1,32 322 9,45 2,62 0,07
HMO053 23,36 1,22 324 9,46 2,47 0,07
Déficit (DH)

Sem DH 24,31 1,36a 325 9,64a 2,52 0,07
Com DH 23,70 1,16b 321 9,18b 2,58 0,07
P>F

Co-inoculacéo (1) 0,236 0,215 0,707 0,683 0,249 0,274
Déficit (DH) 0,370 0,001 0,185 0,006 0,469 0,727
| x DH 0,358 0,564 0,590 0,442 0,601 0,355
CV (%) 57 76 1,7 3,0 57 7.0

CV: Coeficiente de variagdo. Médias seguidas por letras iguais nas colunas ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5%. ! EUA em [(umol CO, m2 s1)( mmol H,O! m? s1), 2ECI em (umol de CO, m2 s) (umol
de CO, molV1

As plantas de soja que ndo tiveram restri¢do hidrica apresentaram valores mais elevados
de condutéancia estomatica (GS) e transpiracdo mais intensa quando comparados com as plantas
com restri¢do hidrica (Tabela 4.3). Medina et al. (2023) e Silva et al. (2020) observaram que
plantas de soja expostas ao déficit hidrico também apresentaram reducdo significativa na
fotossintese liquida, na condutancia estomatica, na transpiracdo, na razdo entre as concentracdes
internas e externas de CO.e na eficiéncia instantanea de carboxilacdo, resultados que
corroboram, pelo menos em parte, com o0s observados no presente estudo.

Uma das primeiras respostas das plantas ao déficit hidrico € uma reducdo na area foliar
e na taxa de crescimento das plantas, o que permite as plantas reduzir a sua taxa de transpiracdo
e, consequentemente, diminuir as trocas gasosas na tentativa de aumentar a eficiéncia do uso
da agua (Xu et al., 2010). Engels et al. (2017) elencaram alguns mecanismos de defesa que a
planta utiliza para tolerar os periodos de déficit hidrico: caracteristicas morfofisiol6gicas como
profundidade das raizes; aumento na proporg¢éo de tecidos condutores; rapida emissdo de novas
raizes; ajuste osmotico; enrolamento foliar; reducdo da area foliar; abscisao foliar; aumento de

tricomas; deposicdo de ceras epicuticulares; floracdo precoce e endurecimento da parede
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celular. Todos esses mecanismos podem contribuir para a sobrevivéncia das plantas; porem,

como consequéncia, ha redugdo no metabolismo fisioldgico das plantas.

4.3.3 Producéo de biomassa de plantas de soja

A co-inoculacao néo teve influéncia significativa na producao de matéria seca da parte
aérea e na biomassa total das plantas de soja (Tabela 4.4). A densidade de raizes de soja na
camada de solo de 10 a 20 cm foi significativamente menor quando as sementes foram co-
inoculadas com AbV5-AbV6 em relacdo ao tratamento sem co-inoculagdo. Bais et al. (2022)
ndo encontraram efeito da co-inoculacdo de A. brasilense em sementes inoculadas com B.
japonicum quando comparada com a inoculagdo unica de B. japonicum na cultura da soja. Por
outro lado, Moretti et al. (2020) relataram que a co-inoculagdo de A. brasilense estirpe AbV5-
AbV6 melhorou a qualidade dos gréos e o rendimento da soja por influenciar a absorgéo de N
e P, a nodulacdo e a producdo de biomassa da parte aérea.

As plantas com restricdo hidrica apresentaram reducao significativa de 28% da producéo
de matéria seca da parte aérea em relacdo ao tratamento sem restri¢cdo hidrica (Tabela 4.4). A
plantas que estavam sob déficit hidrico também apresentaram reducdo significativa na
densidade de raizes da camada de 0 a 10 cm e ao longo de toda a coluna de solo (0 a 50 cm), e
na biomassa total.

Tabela 4.4 — Producdo de matéria seca da parte aérea (MSPA), densidade de raizes e biomassa
total de plantas de soja, considerando a co-inoculacdo (I) das sementes com as estirpes de A.
brasilense AbV5-AbV6 e HMO053, sem e com déficit hidrico (DH), aos 50 dias apos
emergéncia.

Densidade de raizes Biomassa
Tratamento MSPA 0al0cm 10a20cm 20a50cm Total total
Co-inoculagso (1) g planta™  -----eemmoeemoeeeeoee g dm™® —-oeeemmeeeev - gplanta™
Sem | 17,20 0,77 0,34a 0,27 1,39 19,95
AbV5-AbV6 17,18 0,77 0,25b 0,31 1,34 19,78
HMO053 17,59 0,81 0,29ab 0,26 1,37 21,06
Déficit (DH)
Sem DH 20,10a 0,87a 0,29 0,29 1,46a 23,48a
Com DH 14,54b 0,70b 0,29 0,27 1,27b 17,05b
P>F
Co-inoculagao (I) 0,867 0,809 0,022 0,128 0,794 0,408
Déficit (DH) <0,001 0,014 0,960 0,426 0,013 <0,001
| x DH 0,497 0,004 0,966 0,033 0,002 0,225
CV (%) 8,6 15,4 15,5 15,0 9,6 8,4

CV: Coeficiente de variagdo. Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5%.
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Ao avaliar o efeito de diferentes métodos de inoculacdo e co-inoculagdo de
Bradyrhizobium spp. e A. brasilense no desempenho agrondmico da soja cultivada em campo,
Brignoli et al. (2023) observaram resultados semelhantes aos obtidos no presente estudo para
parametros biométricos de plantas de soja; entretanto concluiram que em anos de maior
restricdo hidrica, a aplicacéo via foliar de Azospirillum pode contribuir de forma significativa
para melhorar o desempenho de soja.

A restri¢do hidrica ja e reconhecida como um dos principais desafios na agricultura. Isso
porque o déficit hidrico pode condicionar a indisponibilidade de umidade e a restricdo do
crescimento das plantas e do rendimento das culturas. Segundo Igbal et al. (2020), o estresse
por déficit hidrico pode limitar a abertura estomatica, acelerar a fotorreducéo do oxigénio no
cloroplasto e aumentar a fotorrespiragdo que, consequentemente, pode provocar danos
oxidativos devido ao acimulo de espécies reativas de oxigénio nas plantas. Em resposta ao
déficit hidrico , as plantas alteram a expressdo génica, produzem o fito-horménio acido
abscisico, fecham seus estdmatos, o que pode vir a manter seu equilibrio osmético, melhorando
a eficiéncia do uso da &gua. Entretanto, este Ultimo efeito ndo foi observado no presente estudo
na condicdo de déficit hidrico . Vale ressaltar que a producdo das plantas é determinada
principalmente pela fotossintese, e o processo fotossintético € governado, principalmente, pelos
estdbmatos para trocas de gas carbénico e dgua nas células do mesofilo. Dessa forma, o déficit
hidrico afeta ndo apenas as reacfes a luz, mas também a eficiéncia de assimilacdo das reagdes
escuras, reduzindo, assim, o conteudo dos produtos fotossintéticos e a producdo de biomassa
de raiz e parte aérea.

Houve interacdo significativa entre os fatores co-inoculacdo e déficit hidrico para a
densidade de raizes nas camadas de 0 a 10 cm, 20 a 50 cm e em toda a coluna de solo (0 a 50
cm) (Tabela 4.4), com resultados distintos nas duas condicdes hidricas. Na camada de 0 a 10
cm, a co-inoculacdo de A. brasilense com HMO053 promoveu maior densidade de raizes do que
o tratamento sem co-inoculag¢do quando as plantas ficaram sem restri¢do hidrica (Tabela 4.5).
Na presenca do déficit hidrico , ndo houve influéncia significativa dos tratamentos de co-
inoculacdo na densidade de raizes na camada de 0 a 10 cm. Por outro lado, somente a co-
inoculagdo com HMO053 proporcionou menor densidade de raizes na camada de 0 a 10 cm com

a inducéo do déficit hidrico em relagdo a auséncia de deficiéncia hidrica.
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Tabela 4.5 - Desdobramento da interacdo entre co-inoculacdo (I) e déficit hidrico (DH) na
densidade de raizes de soja na camada de solo de 0 a 10 cm, aos 50 dias apds a emergéncia.

Densidade de raizes na camada de solode 0 a 10 cm

Tratamento
Sem DH Com DH P>F
____________________ g dm'3 e —————
Sem | 0,72b 0,83 0,281
AbV5-AbV6 0,83ab 0,71 0,255
HMO053 1,06aA 0,56B <0,001
P>F 0,017 0,065

Médias seguidas por letras iguais, mindsculas nas colunas e mailGsculas nas linhas, ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5%.

Na camada de 20 a 50 cm, a co-inoculagéo de A. brasilense com AbV5-AbV6 promoveu
maior densidade de raizes do que o tratamento sem co-inoculacdo quando as plantas ficaram
sem restri¢do hidrica (Tabela 4.6). Na presenca do déficit hidrico , a influéncia dos tratamentos
de co-inoculacao na densidade de raizes na camada de 20 a 50 cm ndo foi significativa. Houve
clara tendéncia (P = 0,052) de a co-inoculagdo com HMO053 proporcionar menor densidade de
raizes na camada de 20 a 50 cm com a inducdo do déficit hidrico em relacdo a auséncia de
deficiéncia hidrica, como ocorreu na camada de 0 a 10 cm.

Quando foi avaliada toda a coluna de solo (0 a 50 cm), a co-inoculacéo de A. brasilense
com HMO053 promoveu maior densidade de raizes na condi¢do sem restri¢do hidrica e menor
densidade de raizes quando houve restricdo hidrica em relagdo ao tratamento sem co-inoculacao
(Tabela 4.7). Somente a co-inoculacdo com HMO053 proporcionou menor densidade de raizes
na camada de 0 a 50 cm com a induc¢éo do déficit hidrico em relacdo a auséncia de deficiéncia

hidrica.

Tabela 4.6 - Desdobramento da interacdo entre co-inoculacdo (I) e déficit hidrico (DH) na
densidade de raizes de soja na camada de solo de 20 a 50 cm, aos 50 dias ap6s emergéncia.

Densidade de raizes na camada de solo de 20 a 50 cm

Tratamento
Sem DH Com DH P>F
____________________ g dm‘3 e ——————
Sem | 0,24b 0,31 0,072
AbV5-AbV6 0,33a 0,29 0,242
HMO053 0,30ab 0,22 0,052
P>F 0,050 0,071

CV: Coeficiente de variagdo. Médias seguidas por letras iguais nas colunas ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5%.
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Tabela 4.7 - Desdobramento da interacdo entre co-inoculacdo (I) e déficit hidrico (DH) na
densidade de raizes de soja em toda a coluna de solo (0 a 50 cm), aos 50 dias apds emergéncia.

Densidade de raizes na camada de 0 a 50 cm

Tratamento
Sem DH Com DH P>F
____________________ g dm'3 e ————
Sem | 1,30b 1,47a 0,139
AbV5-AbV6 1,42ab 1,26ab 0,168
HMO053 1,66aA 1,09bB <0,001
P>F 0,015 0,020

CV: Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras iguais nas colunas ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5%.

Resultados que corroboram foram apresentados por Cassan et al. (2009) em que
observaram que 0 peso seco de raizes e o comprimento da parte aérea de plantas co-inoculadas
com A. brasilense foram significativamente maiores do que o de plantas somente inoculadas
com B. japonicum. Os autores atribuiram esse efeito ao aumento de compostos reguladores do
crescimento radicular, como acido indolacético e zeatina, produzidos pelo Azospirillum. Os
fito-hormonios produzidos por A. brasilense desempenham papel importante na formacéo e
arquitetura das raizes, favorecendo ao processo de alongamento, bem como na formagéo de
raizes laterais e pelos radiculares (Gulii et al., 2015). Esses beneficios também foram relatados
em uma metanalise realizada por Barbosa et al. (2021) sobre o efeito da co-inoculacdo de A.
brasilense apds inocula¢do com Bradyrhizobium na cultura da soja, os autores mostraram que
a co-inoculacdo aumentou em 11% a massa de raizes.

Apesar da co-inoculacdo com A. brasilense ter contribuido para o0 aumento da densidade
de raizes em plantas de soja no presente estudo, esse aumento nao contribuiu proporcionalmente
para o desenvolvimento da parte aérea. Segundo Wu et al. (2016), a matéria seca das raizes nem
sempre pode fornecer informacdes especificas Unicas sobre o arranjo radicular no solo. Ou seja,
apesar de apresentar maior massa do sistema radicular, outras caracteristicas como diametro,
comprimento e, principalmente, presenca de pelos radiculares, devem ser consideradas para
avaliar a eficiéncia do sistema radicular em sustentar e nutrir a parte aérea das plantas.

Nas plantas com déficit hidrico, em nenhuma das camadas de solo foi observado efeito
positivo da co-inoculagdo para a densidade de raizes (Tabela 4.5, 4.6 e 4.7). Diferentemente do
que ocorreu na condi¢do com restricdo hidrica, as plantas co-inoculadas com AbV5-AbV6 e
com HMO053 apresentaram maior densidade de raizes nas camadas de 0 a 10 e 20 a 50 cm,

respectivamente, quando néo houve limitacao hidrica. Portanto, esses resultados mostraram que
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a co-inoculacéo de A. brasilense foi vantajosa para o crescimento radicular da soja somente

quando ndo ha déficit hidrico.

4.3.4 Nodulacdo em plantas de soja

A co-inoculacdo das sementes de soja ndo promoveu diferenca significativa na
nodulacgéo das raizes, assim como também ndo houve interacédo entre os fatores co-inoculacao
e déficit hidrico (Tabela 4.8). Avaliando o efeito da co-inoculacéo de A. brasilense Az39 com
B. japonicum E109 em plantas de soja, Armendariz et al. (2019) observaram que o nimero de
nodulos efetivos ndo foi modificado pela co-inoculagdo, em comparacdo com a inoculagdo com
apenas B. japonicum E1009.

Tabela 4.8 - NUmero e massa de nddulos de soja na camada de 0 a 10 cm e em toda a coluna de
solo (0 a 50 cm), considerando a co-inoculacdo (1) das sementes com as estirpes de A. brasilense
AbV5-AbV6 e HMO053, sem e com déficit hidrico (DH).

Numero de nddulos por planta ~ Massa de nédulos por planta

Tratamento

0al0cm 0a50cm 0al0cm 0as50cm
Co-inoculaggo(ty T g planta’ -
Sem | 150 212 0,453 0,583
AbV5-AbV6 131 205 0,451 0,611
HMO053 171 249 0,431 0,623
Déficit (DH)
Sem DH 190a 269a 0,531a 0,696a
Com DH 111b 175b 0,360b 0,516a
P>F
Co-inoculagéo (1) 0,512 0,337 0,967 0,267
Déficit (DH) 0,015 0,003 0,048 0,060
| x DH 0,643 0,756 0,725 0,680
CV (%) 37,67 23,57 36,27 30,43

CV: Coeficiente de variagdo. Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5%.

Bais et al. (2023) também relataram que ndo houve diferenca significativa no nimero
total de n6dulos com a co-inoculacdo de A. brasilense apds inoculagdo com B. japonicum.
Porém, os resultados da nodulagdo em plantas de soja obtidos no presente estudo divergem de
outros autores. Cassan et al. (2009) por exemplo, observaram que o nimero de nédulos recém
formados e a porcentagem de plantas noduladas em plantas de soja foram maiores em plantas
co-inoculadas com A. brasilense. Na metanalise realizada por Barbosa et al. (2021), aléem do
aumento de massa de raizes, constatou-se também que a co-inoculagdo com A. brasilense
contribuiu para acrescentar em 5,4% o nimero de nédulos e em 10,6% a massa de nddulos em

comparacéo a inoculacgdo Unica com Bradyrhizobium. Em outra metanalise realizada por Zeffa
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et al. (2018) também foi verificado que a co-inoculacdo de A. brasilense promoveu aumento
significativo no nimero de nédulos em plantas de soja.

Por essa divergéncia nos resultados, pode se inferir que a nodulacdo pode ser afetada
por varios fatores, sejam abioticos ou bidticos e varios deles ndo sao possiveis de se controlar
0 que pode comprometer a eficiéncia da inoculagdo e co-inoculacdo. Como relatado por
Pacentchuk et al. (2020) ao avaliarem o feito da co-inoculagdo de bactérias promotoras de
crescimento na cultura da soja em quatro locais diferentes e observaram resultados distintos no
numero e na massa de nodulos. Os resultados da co-inoculagdo com A. brasilense em sementes
inoculadas com Bradyrhizobium foram favoraveis dependendo do local do experimento, ou
seja, fatores edafoclimaticos, caracteristicas quimicas e fisicas do solo, bem como a populacéo
de microrganismos no solo podem ter influenciado a interacdo entre as espécies e a planta de
soja.

Era esperado que a co-inoculacdo melhorasse a nodulacdo, bem como os demais
parametros avaliados na condicdo de déficit hidrico. Entretanto, ndo foi observada interacéo
entres a co-inoculacdo e o regime hidrico. No estudo de Silva et al. (2019), verificou-se que a
inoculacdo de B. japonicum e a co-inoculacdo de A. brasilense, em combinacdo, reduziram a
taxa de aborto de vagens sob déficit hidrico moderado, mas ndo tiveram efeito sob déficit
hidrico severo, o que permitiu aos autores concluir que essa ferramenta poderia aliviar os efeitos
adversos pelo déficit hidrico ao crescimento da soja, porém de forma limitada.

Importante destacar que a funcdo do Azospirillum ndo é somente de disponibilizar N2
fixado, mas também a sintese de moléculas que podem contribuir com o crescimento das
plantas. Hungria et al. (2015), avaliando o efeito da inoculagdo de Bradyrhizobium e da co-
inoculacdo com Azospirillum em sementes de soja em quatro locais, concluiram que a co-
inoculacdo melhorou o rendimento da cultura sem a adicao de qualquer fertilizante nitrogenado;
entretanto, os resultados de nodulacédo e acumulo de N nas plantas ndo foram alterados de forma
significativa entre os tratamentos.

A inducdo do déficit hidrico reduziu significativamente o nimero e a massa de nddulos
de soja, na camada de 0 a 10 cm e em toda coluna de solo (0 a 50 cm) (Tabela 4.8). Esses
resultados demostram que a manutencdo de 40% da capacidade de campo foi uma condic¢do
restritiva para o desenvolvimento das plantas de soja. Garantir a eficiéncia da co-inoculacgdo de
Azospirillum em sementes de soja ainda é um desafio nas pesquisas cientificas, uma vez que 0s
resultados dos estudos divergem em varios aspectos. Um exemplo disso, sdo os resultados das
pesquisas realizadas por Braccini et al. (2023) a respeito da eficiéncia agronémica e da

viabilidade da co-inoculacdo com Bradyrhizobium spp. e A. brasilense no tratamento de
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sementes de soja em diferentes regides edafoclimaticas do Sul e Sudeste do Brasil. Apesar de
a co-inoculacdo ter demonstrado eficiéncia agronémica no aumento da produtividade de soja,
os resultados quanto ao nimero e massa seca de nédulos, massa seca de raizes e parte aérea,
acimulo de N na parte aérea e nos graos e, inclusive produtividade de gréos, foram
significativos dependendo do local do experimento e da dose de inoculante aplicado.

Apesar do avango nas pesquisas de espécies mais eficientes na promogéo do crescimento
das plantas, a eficiéncia da aplicagdo de multiplas bactérias na cultura da soja ainda é
condicionada por fatores bioticos e abidticos. Uma vez ja comprovada a eficiéncia da
inoculacdo unica das bactérias promotoras de crescimento, fica o desafio para novas pesquisas
cientificas em estudar e ratificar quais as condices de cultivo ou variaveis como cultivares,
caracteristicas quimicas e fisicas do solo, estirpes, bem como a forma de aplicagéo que podem
influenciar as combinacgdes das espécies, de forma que o posicionamento possa resultar em

melhoria mais concreta no desenvolvimento das plantas.

4.3.5 Acumulo de nutriente em plantas de soja

A co-inoculagéo das sementes com A. brasilense ndo promoveu alteragdes significativas

na extracdo de nutrientes pelas plantas de soja, independentemente da estirpe AbV5-AbV6 ou
HMO053 (Tabela 4.9). Houve efeito isolado do déficit hidrico , o qual reduziu a extracdo de N,
P, K, Ca e Mg pelas plantas de soja. O acimulo de nutrientes na parte aérea das plantas pode
ser influenciado pela disponibilidade de nutrientes no solo e pelo crescimento do sistema
radicular. A limitacdo de agua no solo pode afetar as plantas tanto pela baixa disponibilidade
de nutrientes quanto pelo menor desenvolvimento das raizes, uma vez que as plantas diminuem
seu metabolismo para suportar o periodo de déficit hidrico.
A baixa absor¢do de N também pode estar relacionada com a sobrevivéncia das bactérias nessa
condicdo. Segundo Berninger et al. (2018), a secagem do solo pela reducdo da umidade,
principalmente apds a inoculacdo das sementes ou no inicio do estabelecimento da cultura, é
considerada, dentre outras causas, um dos principais responsaveis pela mortalidade de bacterias
promotoras de crescimento de plantas comprometendo assim a fixacdo de N no solo. Por esse
motivo, a selecdo de microrganismos que apresentem maior tolerancia a periodos de déficit
hidrico é fundamental para obter éxito na simbiose entre plantas e bactérias (Greffe; Michiels,
2020). Logo, a manutengdo de 40% da capacidade de campo no solo pode ter afetado a
sobrevivéncia de Bradyrhizobium, principal responsavel pela fixacdo N2 e disponibilizacdo de
N para as plantas de soja.
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Tabela 4.9 - Extracdo de nutrientes pelas plantas de soja, considerando a co-inoculacao (1) das
sementes com as estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6 e HM053, sem e com déficit hidrico
(DH), aos 50 dias apds emergéncia.

Tratamento N P K Ca Mg S
-------------------------------- mg planta? -----m--mmmmmeee e
Co-inoculacéo (1)
Sem | 519 80 574 131 44 25
AbV5-AbV6 479 79 487 158 55 25
HMO053 482 72 575 151 49 28
Déficit (DH)
Sem DH 568a 84a 599a 121b 56a 24
Com DH 420b 69b 491b 173a 42b 28
P>F
Co-inoculacéo (1) 0,647 0,493 0,195 0,387 0,256 0,794
Déficit (DH) 0,003 0,026 0,027 0,007 0,017 0,183
| x DH 0,903 0,073 0,237 0,148 0,162 0,479
CV (%) 16,3 154 16,3 22,4 20,9 24,0

CV: Coeficiente de variacdo. Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem significativamente
pelo teste de Tukey a 5%.

Esperava-se que houvesse interacao entre os fatores para acimulo de nutrientes na parte
aérea, uma vez que a co-inoculacdo com as estirpes Azospirillum e Bradyrhizobium promoveu
aumento na densidade de raizes quando as plantas estavam sem restri¢do hidrica. Entretanto, a
co-inoculagcdo n&o alterou a absor¢do de nutrientes nessa condi¢cdo, 0 que sugere que 0
crescimento adicional de raizes ndo se reverteu em aumento na extracdo dos nutrientes pelas

plantas.

4.4 CONCLUSOES

Os indices de clorofila a e b, a fotossintese liquida, a condutancia estomatica, o carbono
intracelular no mesofilo, a transpiracéo celular, a eficiéncia do uso da agua, a eficiéncia de
carboxilacéo e a absorcdo de nutrientes das plantas de soja ndo foram influenciados pela co-
inoculagéo de A. brasilense com as estirpes AbV5-AbV6 e HMO053.

O déficit hidrico afetou negativamente a condutancia estomatica, a transpiracao celular,
a producdo de biomassa da parte aérea e das raizes, a nodulacéo e o acimulo de nutrientes em
plantas de soja.

A co-inoculacdo das sementes de soja com A. brasilense HMO053 promoveu maior
densidade de raizes de soja na auséncia de restri¢ao hidrica.

A co-inoculagdo de A. brasilense com as estirpes AbV5-AbV6 e HM053 ndo amenizou

os efeitos deletérios causados pelo déficit hidrico nas plantas de soja.
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CONCLUSOES GERAIS

O uso das estirpes de A. brasilense AbV5-AbV6 e HM053 promoveu diferentes resultados nas
culturas de milho, trigo, feijao e soja. Nas culturas de milho e trigo, a inoculacdo das sementes
com A. brasilense ocasionou melhoria na biomassa da parte aérea e da raiz, respectivamente.
Na cultura do feijdo, a co-inoculagdo das sementes com a estirpe HMO053 reduziu quase todos
0s parametros analisados, principalmente a biomassa e nodulagdo. Em nenhuma cultura a
inoculacdo das sementes com as estirpes de A. brasilense aumentou o indice de clorofila. Os
parametros fotossintéticos nas culturas de soja e milho ndo foram influenciados
significativamente pelo uso das estirpes AbV5-AbV6 e HM053. Na cultura de feijdo, o déficit
hidrico afetou negativamente a nodulacdo, o desenvolvimento das raizes e da parte aérea, bem
como a extracdo de nutrientes pelas plantas. Na cultura do milho, o déficit hidrico afetou
negativamente a concentracdo de carbono intracelular. Na cultura da soja, plantas com déficit
hidrico apresentaram reducdo na densidade de raizes. A inoculacdo das sementes de milho e
trigo, bem como a co-inoculagédo das sementes de feijao e soja, com as estirpes de A. brasilense
AbV5-AbV6 e HMO053 ndo demonstrou eficiéncia em atenuar os efeitos negativos causados

pelo déficit hidrico no desenvolvimento das plantas.



