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RESUMO

Uma alternativa para aumentar a disponibilidade do fésforo (P) no solo para as plantas
¢ o uso de microrganismos capazes de atuar como facilitadores na utilizagdo de fertilizantes
fosfatados e/ou na solubilizacao do P residual. Nesse contexto, o objetivo desta pesquisa foi
avaliar a influéncia de trés FMAs, em combinacdo ou ndo com Bacillus subtilis, na arquitetura
radicular, promogdo do crescimento, pigmentos fotossintéticos e acimulo de nutrientes em
plantas de milho cultivadas sob niveis de P. O experimento foi realizado em condi¢des de
estufa, com delinecamento em blocos casualizados e os tratamentos arranjados em esquema
fatorial 8 x 3. Inoculacdes individuais de Bacillus subtilis (IPACC26), Rhizophagus clarus
(RIN102A), Claroideoglomus etunicatum (SCT101A), um inoculante comercial de
Rhizophagus intraradices (Rootella BR ULTRA) foram testadas, além de trés coinoculagdes
(IPACC26 com cada fungo) e um controle sem microrganismos. Esses tratamentos foram
combinados com trés niveis de adubagao fosfatada: 0, 50 e 100% da dose recomendada de P,Os
para o milho. De modo geral, a coloniza¢do micorrizica beneficiou as plantas de milho através
do aumento do teor de glomalina no solo, melhoria da arquitetura radicular, aumento de
pigmentos fotossintéticos, acumulo de P e outros nutrientes, tanto na parte aérea quanto na raiz,
resultando em melhor crescimento e producao de biomassa, nos niveis de 0 e 50% de P. Esses
efeitos foram potencializados pelas inoculagdes com R. clarus e C. etunicatum, isolados ou em
combinagdo com B. subtilis, especialmente sob condi¢cdes de nivel moderado (50% de P).
Conclui-se que as estirpes de R. clarus e C. etunicatum co-inoculadas com B. subtilis
apresentam grande potencial de uso como inoculantes na cultura do milho, contribuindo para

reducao do uso de fertilizantes fosfatados.

Palavras-chave: Biofertilizante. Adubacao fosfatada. Simbiose. Zea mays.



ABSTRACT

An alternative to increase phosphorus (P) availability in soil for plants is the use of
microorganisms capable of facilitating the use of phosphate fertilizers and/or solubilizing
residual P. In this context, the objective of this research was to evaluate the influence of three
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), either alone or in combination with Bacillus subtilis, on
root architecture, growth promotion, photosynthetic pigments, and nutrient accumulation in
corn plants grown under varying P levels. The experiment was conducted under greenhouse
conditions, with a randomized block design and treatments arranged in an 8 x 3 factorial
scheme. Individual inoculations of Bacillus subtilis (IPACC26), Rhizophagus -clarus
(RIN102A), Claroideoglomus etunicatum (SCT101A), and a commercial inoculant of
Rhizophagus intraradices (Rootella BR ULTRA) were tested, along with three coinoculations
(IPACC26 with each fungus) and a control without microorganisms. These treatments were
combined with three levels of phosphate fertilization: 0, 50, and 100% of the recommended
dose of P20Os for corn. Overall, mycorrhizal colonization benefited corn plants by increasing
soil glomalin content, improving root architecture, increasing photosynthetic pigments, and
enhancing P and other nutrient accumulation in both aerial and root parts, resulting in better
growth and biomass production at 0 and 50% P levels. These effects were further enhanced by
inoculations with R. clarus and C. etunicatum, either alone or in combination with B. subtilis,
especially under moderate P levels (50% P). It is concluded that the strains of R. clarus and C.
etunicatum co-inoculated with B. subtilis show great potential as inoculants for corn cultivation,

contributing to the reduction of phosphate fertilizer use.

Keywords: Biofertilizer. Phosphate fertilization. Symbioses. Zea mays.
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1 INTRODUCAO

Devido ao aumento da populacdo global e da exploragdo dos recursos naturais, a
producdo de alimentos por meio de técnicas sustentiveis é considerada como emergente no
século atual. Dessa forma, os sistemas de producéo agricola sdo os mais instigados a contribuir
com politicas que surgem como alternativas a agricultura convencional por meio de praticas de
conservacao do solo e do meio ambiente. Embora a utilizagdo de insumos agricolas apresente
beneficios, como aumento da produtividade das culturas, aplicac@es intensivas de fertilizantes
quimicos, principalmente, aqueles contendo nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K) podem
implicar na reducéo da qualidade da agua e na diminuicéo da fertilidade biol6gica do solo (Song
etal., 2021).

Dentre esses fertilizantes, os fosfatados se destacam pois sdo aplicados em grandes
guantidades em func¢éo da sua dinamica no solo, principalmente nos solos tropicais, onde sua
disponibilidade pode ser reduzida devido a fatores como a forte adsor¢do do P com oOxidos de
ferro e aluminio e/ou precipitagdo com ions de aluminio e ferro, favorecendo a formacéo de
compostos mineralogicamente estaveis (P fixado) (Paiva et al., 2022; Szerlag et al., 2022;
Bedassa, 2023). Essa particularidade do P, além de colaborar no surgimento de problemas
ambientais, provoca aumento de custo nos sistemas de producao agricola (Gatiboni et al., 2020;
Mardamootoo; Preez; Bernard, 2021).

Outro fator acerca do P é a possibilidade de esgotamento dos fertilizantes quimicos
fosfatados, pois, sdo extraidos de jazidas de rochas fosfaticas finitas, havendo preocupacao
global sobre esse assunto. Logo, estratégias de manejo sdo necessarias para otimizar seu uso, e
consequentemente minimizar danos ambientais provocados pelo uso intensivo deste
fertilizante. Nesse sentido, a proposta de explorar o potencial intrinseco das interacdes planta-
microrganismo para acessar o P residual do solo por meio da biotecnologia de inoculacéo das
plantas é tida como estratégia promissora (Timmusk et al., 2017).

Existem varios microrganismos presentes no solo capazes de atuar como facilitadores
na mineralizacéo e solubilizac&o de nutrientes, e disponibiliza-los para as plantas (Smith; Read,
2008). Além disso, alguns microrganismos podem modificar a arquitetura das raizes,
aumentando a area de absor¢éo de dgua e nutrientes pelas plantas (Berta; Fusconi; Trotta, 1993,;
Ramirez-Flores et al., 2019; Araujo et al., 2021; Lima et al., 2021). Intitulados de
biofertilizantes, os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) e as bactérias promotoras do

crescimento de plantas (BPCPs) apresentam potencial de uso, pois melhoram o crescimento, a
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nutricdo e a tolerancia a estresses bidticos e abidticos nas plantas, promovendo redu¢do no uso
de fertilizantes quimicos (Emmanuel; Babalola, 2020).

Os FMA s sdo biotroficos obrigatdrios que colonizam o cortex radicular e desenvolvem
um micélio externo que se estende pelo solo ao redor das raizes, e funciona como uma area de
superficie adicional de absor¢do para a planta, aumentando sua capacidade de absorver
nutrientes, principalmente os de baixa mobilidade no solo, como é o caso do P (Ezawa; Saito,
2018), bem como o potassio, manganés, zinco e ferro (Frew et al., 2018; Rocha et al., 2018;
Saboor et al., 2021).

Assim como os FMAs, as BPCPs beneficiam o crescimento e desenvolvimento de
plantas, pois sdo capazes de produzir o é&cido indolacético (AlA), que estimula o
desenvolvimento das raizes e consequentemente influencia na absorcdo e solubilizacdo de
nutrientes (Silvestrini et al., 2023). Essas bactérias podem habitar a rizosfera da planta ou atuar
no seu interior, sem ocasionar danos ao vegetal. Dentre as BPCPs, estirpes da espécie Bacillus
subtilis tem se destacado pelo potencial de producdo de AIA (Aquino et al., 2021) e
solubilizacdo de fosfatos inorganicos, especialmente fosfato de ferro (Batista et al., 2018),
resultando na melhoria da arquitetura radicular e da nutricdo das plantas (Aquino et al., 2021;
Araujo et al., 2021).

O potencial dos efeitos benéficos ocasionados pela interacdo tripartite (planta-fungo-
bactéria), e da sua importancia na aplicacdo em cultivos de elevado interesse econémico, como
a cultura do milho (Zea mays L.), vem sendo amplamente investigados (Liu et al., 2016; Battini
etal., 2017; Song et al., 2021). Portanto, estudos que buscam elucidar o potencial da diminui¢édo
do uso de fertilizantes fosfatados na cultura do milho, utilizando a inoculagdo com FMAs e
BPCPs séo importantes para a sustentabilidade dos agroecossistemas.

Nessa perspectiva, a hipotese desta pesquisa foi que a inoculacdo isolada e/ou
coinoculacdo de FMAs e BPCP melhora a arquitetura radicular e aumenta o crescimento e 0
acumulo de nutrientes, especialmente o P, em plantas de milho, podendo contribuir para
reducdo do uso de fertilizantes fosfatados na cultura. Para testar essa hipétese, foi avaliado a
influéncia de trés espécies FMAs, em combinacdo ou ndo com Bacillus subtilis, na arquitetura
radicular, promoc¢do do crescimento, pigmentos fotossintéticos e acimulo de nutrientes em

plantas de milho cultivadas sob niveis de P.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Impactos da utilizacao de fertilizantes fosfatados na producao agricola

A produgdo agricola no Brasil aumentou nas tltimas décadas em func¢do dos avangos
substanciais de praticas agrondmicas, destacando-se o melhoramento genético de plantas,
incluindo o desenvolvimento de hibridos, o cultivo em segunda safra e adogao de sistemas
integrados (Withers et al., 2018). Apesar dos avangos, o uso de fertilizantes quimicos ainda ¢
indispensavel, o que torna a aplicag@o intensiva desses insumos uma ameaga ao meio ambiente.
Essa realidade ndo se limita ao Brasil, ¢ um problema enfrentado por muitos outros paises (Ren
et al., 2021). Nesse contexto, a busca por uma producdo agricola sustentdvel que ndo
comprometa 0 meio ambiente nem ameace o bem-estar humano, continua sendo um desafio
complexo e, muitas vezes utodpico.

Notavelmente, a agricultura intensiva depende de insumos agricolas, no entanto, ¢é
crucial combinar o uso consciente desses recursos. Um exemplo disso sdo os fertilizantes
fosfatados, predominantemente derivados de rochas fosfaticas, um recurso finito, as quais sao
convertidas em uma variedade de produtos, incluindo fosfato diamoénico (DAP), fosfato
monoamonico (MAP), superfosfato simples (SSP) e superfostato triplo (STP) (Gong et al.,
2022). Esses fertilizantes estdo entre os fatores mais importantes que limitam a produtividade
das culturas (Azziz et al., 2012).

O teor total de fosforo (P) no solo no Brasil varia de 100 a 3000 mg dm™, com
concentragdes mais elevadas na regido Sul (> 500 mg kg™') em comparacdo com outras partes
do pais (200 mg kg!) (Pavinato et al., 2021). No entanto, a quantidade de P disponivel para as
plantas ¢ estimada em 0,002 a 2,0 mg L'}, o que equivale a menos de 0,1% do total de P nos
solos (Yang et al., 2021). Embora o teor total de P nos solos possa ser alto, a quantidade
disponivel para as plantas geralmente varia de baixa a muito baixa.

Os fosfatos limitam a produtividade agricola devido a maioria dos solos brasileiros
serem altamente fixadores de P, em virtude da predominancia de solos altamente
intemperizados. O problema da deficiéncia de P € frequentemente resolvido com a aplicacdo de
altas doses de fertilizantes, excedendo a quantidade de P demandada pelas culturas (Roy et al.,
2016; Rodrigues ef al., 2016), uma pratica que contribui para a contamina¢do progressiva do

solo a longo prazo (Fall et al., 2023).
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Uma parcela substancial da populagdo global depende de recursos finitos de rochas
fosfaticas. A preocupacdo com a mé gestdo desses recursos vitais, juntamente com os esforgos
continuos para aumentar a fertilidade do solo, tem estimulado o interesse na recuperacao e
reciclagem desse elemento (Roy, 2017). Por tanto, a recuperagao e reciclagem de P residual sao

fundamentais para garantir a seguranca alimentar e o desenvolvimento sustentavel.

2.2 Formas e dinamica do fésforo no sistema solo-planta

Plantas cultivadas sob condig¢des de deficiéncia de P apresentam reducdo no sistema
fotossintético devido a auséncia de componentes organicos metabolizados a partir do P,
incluindo é4cidos nucléicos, proteinas e fosfolipidios (Chen et al., 2023). No solo, o P esta
presente em fragdes distintas, podendo ser encontrado naturalmente a partir de minerais
primarios, como apatita (Cescas; Tyner; Syers, 1970), ou como parte integrante da matéria
organica do solo, no qual representa uma fragdo significativa do P no solo (McLaren et al.,
2015).

As plantas absorvem o P na forma de ions ortofosfato (H3POs), especificamente nas
formas de H:PO4~ em solos acidos ¢ HPO4*~ em condigdes neutro/alcalino (Nassume et al.,
2011). Essa particularidade favorece a complexagdo do P com ions de Fe e Al por meio de
atracdo eletrostatica, ou adsor¢ao nas superficies de 6xidos de Fe e Al (Shan et al., 2021), ambos
processos implicam na fixacdo de P em solos &cidos, reduzindo sua disponibilidade para as
plantas. Além do pH, fatores biogeoquimicos influenciam na disponibilidade de P, como
temperatura, umidade, exsudatos radiculares e acdo dos microrganismos do solo (Ratmini,
2022).

Conforme supracitado, o P no solo pode ser de origem orgéanica (Po) ou inorgénica (P1).
Essas fragdes estdo correlacionadas de maneira que, quando o conteudo de Pi diminui, as
comunidades microbianas podem decompor o Po para reabastecer o Pi limitado (Lin et al.,
2018). Esse processo de decomposicao ¢ essencial para a ciclagem de nutrientes, pois garante
que o P esteja disponivel nos solos, mesmo em condi¢des limitantes ao crescimento das plantas.
Portanto, o fornecimento de P em condic¢des ideais para as plantas ocorre frequentemente por
meio de intervengdes antropicas, como a fertilizagao.

A problemadtica acerca da adubacdo fosfatada reside no fato de que, quando aplicado, a

maior parte do P pode ser rapidamente fixada no solo. Estima-se que as plantas utilizam apenas
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20-30% do P aplicado (Lépez-Arredondo, 2014). Isso favorece a necessidade de aplicagdes
intensivas de P, contribuindo para o surgimento de problemas ambientais ¢ o aumento do P
residual no solo. Nesse contexto, os microrganismos desempenham um papel importante na
mediacdo da disponibilidade de P para as plantas. A manipulagdo de microrganismos
especificos pode aumentar a disponibilidade de P no solo, tornando a adubagdo mais eficiente

e sustentavel (Richardson; Simpson, 2011).

2.3 Fungos micorrizicos arbusculares

A divisao Glomeromycota engloba todos os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs),
e representam a maior parte das espécies conhecidas de micorrizas devido sua importante
contribui¢do no crescimento das plantas. Estes organismos se associam com cortex da raiz
através do crescimento de hifas intercelular, capazes de evoluir e formar estruturas especificas,
como vesiculas e arbusculos (Smith; Read, 2008; Wang; Qiu, 2006). Esses fungos, sem
excegdo, sdo biotroficos obrigatérios, ou seja, as raizes de suas plantas hospedeiras sao
indispensaveis para sua multiplicagdo (Kulkarni et al., 1997).

A relagdo micorrizica € expressao de um evento mutuamente benéfico, plantas suprem
o fungo com carbono fixado, agtcares e lipidios, enquanto o fungo melhora a nutri¢do mineral
das plantas (Moreira; Siqueira, 2006), a resisténcia ao estresse, a estrutura do solo e a
fertilidade, oferecendo potencial para agricultura sustentavel (Chen ef al., 2018). A relagdo
simbiotica ¢ facilitada pela producdo de hifas intra e extra-radiculares, que sdo capazes de
absorver elementos minerais do solo e transferi-los para o ambiente radicular, onde sdo
prontamente absorvidos (Berbara; Souza; Fonseca, 2006). Esse mecanismo ¢ especialmente
benéfico para absor¢do de elementos de baixa mobilidade no solo, como o P. O micélio extra-
radicular ¢ mais extenso que raizes, e pode variar de 9,7 + 2,0 a 48,8 = 9,9 m por planta,
dependendo do hospedeiro e da identidade do FMA (Sbrana et al., 2020), e funciona como uma
area de superficie adicional de absor¢do para a planta, aumentando a capacidade de exploragao
de nutrientes (Smith; Read, 2008).

A simbiose entre a planta e os FMAs inicia com a troca de moléculas sinalizadoras. As
estrigolactonas, que sdo produzidas pelas plantas, sdo detectadas pelos FMAs (Akiyama;
Matsuzaki; Hayashi, 2005). Em resposta, os FMAs produzem uma mistura de quito-

oligossacarideos e lipooligossacarideos, conhecidos como fatores Myc. Esses fatores sdo
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reconhecidos pela planta, induzindo a expressdo de genes-chave e eventos celulares especificos
(Figura 1). Como resultado, ocorre a colonizag¢do das raizes e a formagdo de estruturas como
vesiculas, que atuam como reservas para os FMAs, bem como os arbusculos, que facilitam a

troca de nutrientes entre a planta e os FMAs (Ferrol; Azcon-Aguilar; Tienda, 2019).
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Figura 1 — Representacdo esquematica do processo de colonizagdo micorrizica em plantas: (1)
desenvolvimento da simbiose com liberacdo de exsudatos e atragdo de FMAs, (2)
colonizacdo das células radiculares por FMAs, formando vesiculas e arbusculos,
(3) beneficios observados, como maior crescimento radicular e melhor absorgao de
nutrientes. Fonte: autoria propria.

As plantas colonizadas por FMAs sdo duas vezes mais eficientes na absor¢do de
nutrientes em comparacdo com plantas ndo colonizadas. Naturalmente, as plantas absorvem
nutrientes pelas células epidérmicas das raizes, com o auxilio dos pelos radiculares. Na presenca
dos FMAs, além desse mecanismo, a absor¢do também ocorre através das hifas fingicas nas
células corticais da raiz (Smith; Smith, 2011). A absor¢do simbidtica de P, por exemplo,
envolve a aquisi¢do de P inorgénico da solucdo do solo pelos micélios extra radiculares, seguida
pela translocagdo para a raiz e transferéncia para as células da planta. Isso demonstra que a
absor¢ao de P pelas hifas consegue ser mais eficiente do que pelas raizes nao colonizadas, uma
vez que as hifas aumentam o comprimento da raiz e a area de superficie das raizes, ajudando
na absorcdo de 4dgua e nutrientes a longas distancias (Ferrol; Azcon-Aguilar; Perez-Tienda,

2019; Busso; Busso, 2022).
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Além dos beneficios diretos proporcionados as plantas, ha evidencias que proteinas do
solo relacionada a glomalina estdo associadas a atividade dos FMAs no solo. A glomalina ¢
uma glicoproteina abundante, quase ubiqua, que se presumiu ser produzido por FMAs (Wright
et al., 1996; Wright; Upadhyaya, 1996). Essa glicoproteina pode ter relagdo com estabilizagao
dos agregados do solo, uma vez que sua presenga e acumulagdo decorre de muitos anos, sendo
parte significativa da matéria organica do solo (MOS) (Rillig et al., 2001; Halvorson; Gonzalez,
2006). Outro papel importante ¢ sua capacidade de sequestrar elementos potencialmente toxicos
como Cu, Pb, Zn, Cd, Al e Mn, aliviando efeitos negativos em varias formas de vida no solo,
incluindo as plantas (Gonzalez-Chavez et al., 2004; Chern; Tsai; Ogunseitan, 2007; Vodnik et
al., 2008).

Bedini et al. (2007) e Wilson et al. (2009) apresentam evidéncias de que a glomalina
detectada no solo ¢ apenas correlativamente associada aos produtos metabdlicos diretos dos
FMAs. Embora existam numerosas correlagdes positivas entre os FMAs e as concentragdes de
glomalina no solo, implicando liga¢des causais (Lutgen et al., 2003; Steinberg; Rillig, 2003),
essas respostas sugerem que o entendimento sobre a glomalina ainda ¢ limitado e que sua
natureza quimica no solo ndo foi determinada de forma conclusiva (Gillespie ef al., 2011).
Apesar disso, a literatura consolidou a glomalina como um indicador de qualidade bioldgica do
solo, relacionando sua presenca a atividade dos FMAs (Agnihotri et al., 2021; Gomes et al.,
2021).

O potencial de espécies de FMAs, como Rhizophagus clarus, Claroideoglomus
etunicatum, ¢ de inoculantes a base de FMAs comercializados no Brasil, como Rootella BR
ULTRA (abase de Rhizophagus intraradices), e recentemente EndoMaxx® SC, composto por
quatro espécies diferentes de FMAs — Glomus mosseae, Glomus aggregatum, Glomus
intraradices e Glomus etunicatum, tem sido demonstrado em diferentes condi¢des de estresses
bidticos e abioticos nas plantas (Ferreira ef al., 2015; Cely et al., 2016; Pedone-Bonfim ef al.,
2018; Rosita et al., 2020; Stoffel et al., 2020; Pedroso et al., 2022).

Recentemente, o potencial de uso de FMAs em combinagdo com bactérias promotoras
do crescimento de plantas também tem se destacado (Alexandre ef al., 2021; Ujvéri et al., 2021;
Yu et al., 2022 ; Ngosong et al., 2022). E evidente que os FMAs desempenham um papel crucial
nos ecossistemas. Eles ndo apenas beneficiam as plantas por meio de suas interacdes
simbioticas, mas também possuem um significativo potencial econdmico. O uso de FMAs
como biofertilizantes representa uma estratégia promissora para agricultura sustentavel,
oferecendo uma alternativa para o aumento da produtividade agricola e otimiza¢do no uso de

fertilizantes, especialmente os fosfatados.
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2.4 Bactérias promotoras do crescimento de plantas e o género Bacillus

O termo “bactérias promotoras do crescimento de plantas” (BPCPs) designa as bactérias
que possuem a capacidade de colonizar a rizosfera e/ou as raizes das plantas e possibilitar o
aumento do crescimento vegetal (Vejan ef al., 2016). Embora a rizosfera seja colonizada por
diversos microrganismos, as bactérias estdo mais abundantemente presentes (Kaymak, 2010).
Pesquisas relacionadas a eficiéncia das BPCPs, derivadas da rizosfera ou endofiticas no
crescimento geral das plantas, tém sido realizadas (Emami et al., 2019; Hashem; Tabassum;
Abd-Allah, 2019; Mahdi et al., 2020; Ganesh et al., 2022). A incorporacao de BPCPs, como
bioestimulantes, nos sistemas de cultivo tem se mostrado como uma estratégia promissora
alinhando a agricultura sustentavel, o aumento da produtividade e a busca pela seguranca
alimentar global (Tsotetsi ef al., 2022).

BPCPs beneficiam as plantas através de mecanismos diretos e indiretos. Estas podem
melhorar diretamente a disponibilidade de nutrientes (por exemplo, N, P e Fe), além de produzir
e alterar a homeostase de hormonios de crescimento como auxina, etileno, citocinina e acido
giberélico. Indiretamente, BPCPs auxiliam na redug@o de estresses abioticos e na protecao de
plantas contra patdégenos (Blake; Christensen; Kovacs, 2020; Kong; Liu, 2022; Ajijah et al.,
2023). Em razao dos beneficios promovidos por essas bactérias, a producao de fertilizantes
baseados nesses organismos parece se apresentar como soluc¢do para a busca por fertilizacao
segura (Dobrzynski; Jakubowska; Dybek, 2022).

Atualmente, Bacillus spp. esta entre as comunidades predominantes de BPCPs, sendo
amplamente estudadas devido a sua capacidade de formar esporos altamente resistentes e
tolerantes a estresses, a produg¢do de metabdlitos que estimulam o crescimento das plantas e
aumentam a resisténcia a doencas, além da capacidade de resisténcia em uma ampla gama de
habitats (Hashem; Tabassum; Abd-Allah, 2019, Shahid ef al., 2021).

O género Bacillus foi descrito em 1872 por Cohn, e inclui bactérias caracterizadas por
possuirem forma de bastonete, serem Gram-positivas e aerobicas ou facultativamente
anaerobicas (Miljakovi¢; Marinkovi¢; BaleSevi¢-Tubi¢, 2020; Blake, Christensen; Kovécs,
2020). Embora Bacillus spp. inclua bactérias patogénicas e ndo patogénicas, a maioria das
espécies sdo considerados seguras para uso no meio ambiente (Miljakovi¢; Marinkovic;
BaleSevi¢-Tubi¢, 2020). Dito isso, o primeiro fertilizante bacteriano, Alinit, foi desenvolvido a
partir de Bacillus spp., € resultou no aumento do rendimento de culturas em 40% (Kilian et al.,

2000). Os efeitos benéficos de Bacillus spp. no crescimento e produtividade de plantas ja foram



22

demonstrados para diversas culturas, incluindo o milho (Aloo; Makumba; Mbega, 2019;
Aquino et al., 2021).

O género abrange mais de 200 espécies que representam as bactérias mais
predominantes no solo, entre os quais Bacillus subtilis foi identificado na rizosfera de diferentes
plantas (Miljakovi¢; Marinkovi¢; Balesevi¢-Tubi¢, 2020; Blake; Christensen; Kovacs, 2020).
B. subtilis ¢ uma bactéria ndo patogé€nica e organismo modelo em estudos referentes a produgao
de metabolitos secundarios, esporulacao, producao de biofilme e fixagdo as raizes das plantas,
além do mais, seus varios beneficios indica o uso promissor para aplicagdes agricolas (Kovacs,
2019; Aquino et al., 2021).

As plantas dependem do auxilio de simbiontes microbianos para desempenhar
determinados mecanismos. Saeide, Prochwnik e Dobrowolska (2018) citam a capacidade de
estirpes de B. subtilis em atuar na solubilizacdo do P, por meio da produgao de varios acidos
organicos, aumentando a disponibilidade de P para as plantas. As propriedades benéficas de B.
subtilis tém sido exploradas em diferentes produtos biologicos (Borris, 2015), além disso,
BPCPs presentes na rizosfera podem interagir com outros taxons, como fungos, e promover

respostas positivas nas plantas (Ajijah ef al., 2023).

2.5 Inoculacdo com FMAs e BPCPs no milho para otimizar o uso dos fertilizantes

fosfatados

Considerado uma das culturas de graos mais cultivadas no mundo, o milho (Zea mays
L.) ¢ um componente essencial da alimentagdo humana e animal, além de ser amplamente
utilizado na industria, com destaque recente na producao de biocombustivel (Begum et al.,
2019). Devido ao ciclo rapido, a cultura do milho possui uma alta demanda por nutrientes, que
geralmente ¢ suprida através de aplicagdes continuas de fertilizantes quimicos. Para isso,
inoculacdes com FMAs e BPCPs na cultura do milho surge como uma estratégia promissora
para melhorar a eficiéncia do uso fertilizantes, reduzindo custos e promovendo uma produgao
mais sustentavel.

Os beneficios proporcionados pelos FMAs em plantas de milho s3o relatados em
diferentes condicdes. Esses beneficios incluem o aumento da atividade fotossintética e a
tolerancia a varias condigdes de estresse, como estresse hidrico, salino e, notavelmente, estresse

nutricional (Khan; Tian, 2022). Dentre os estresses nutricionais, a deficiéncia de P recebe



23

destaque, onde os FMAs tém se mostrado um impacto significativo na eficiéncia do uso de
fertilizantes fosfatados.

Entre as melhorias influenciadas pelos FMAs, destaca-se aumento da area foliar e da
taxa fotossintética de plantas de milho pelas espécies Glomus mosseae e Rhizophagus
irregularis (Amerian; Stewart; Griffiths, 2001). Comparado as plantas ndo inoculadas,
Claroideoglomus etunicatum melhorou o conteudo de clorofila e absor¢do de P no milho em
até 29% (Almagrabi; Abdelmoneim, 2012). A inoculacdo de Rhizophagus irregularis resultou
em raizes mais longas e maior absor¢ao de P em condi¢des alcalinas no cultivo do milho
(Merlos et al., 2016). Os beneficios promovidos pelas BPCPs sdo semelhantes aos dos FMAs,
destacando-se a producao de fitohormonios que mantém mecanismos vitais, como a modulagao
da fisiologia e expressdo genética das plantas. Esses fitohormdnios sdo capazes de beneficiar o
crescimento e desenvolvimento das plantas, com avangos recentes que possuem potencial de
aplicagdo na produgdo agricola (Orozco-Mosqueda; Santoyo; Glick, 2023). A inoculagdo de
FMAs com BPCPs em plantas tem potencial de aumentar ainda mais a relacdo simbidtica,
impactando positivamente no crescimento de plantas, conforme destacam Wilkes ef al. (2021).

A compreensao da interagdo sinérgica entre FMAs e BPCPs ¢ necessaria, considerando
que as plantas dedicam de 5 a 30% de seus fotoassimilados para apoiar o crescimento bacteriano
no solo (Almeida et al., 2020) e outros 20% sao alocados para manuteng¢ao das redes simbioticas
com FMAs (Smith; Read, 2008). Nesse contexto, a eficiéncia dos FMAs no crescimento das
plantas ¢ evidente, e esses efeitos podem ser ainda mais potencializados pela presenca de
BPCPs. Tais associacdes demonstram ser altamente eficazes, particularmente em situacdes de

estresses, como deficiéncia nutricional.
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3 METODOLOGIA

3.1 Local de condu¢io do experimento

O experimento foi realizado em estufa agricola do Campus Professora Cinobelina Elvas,
da Universidade Federal do Piaui (CPCE/UFPI), localizada no municipio de Bom Jesus, estado
do Piaui, na regido semiarida do Brasil (9°05'02.0"S, 44°19'32.0"W, altitude de 277 m). A
estrutura da estufa consistia em um telhado coberto com plastico e laterais revestidas por uma
tela de polietileno perfurada, proporcionando um ambiente protegido para o cultivo das plantas.

O experimento foi conduzido de novembro de 2023 a janeiro de 2024.

3.2 Delineamento experimental

O experimento ocorreu no delineamento em blocos casualizados, compreendendo um
esquema fatorial duplo (8 x 3), com quatro repeti¢des. O primeiro fator foi a inoculagdo de
microrganismos, com 0s seguintes tratamentos: inoculagdes individuais com uma estirpe de
BPCP (Bacillus subtilis, estirpe IPACC26), duas estirpes de FMAs (Rhizophagus clarus, estirpe
RIN102A e Claroideoglomus etunicatum, estirpe SCT101A), um inoculante micorrizico
comercial (Rootella BR ULTRA, & base de Rhizophagus intraradices), trés coinoculagdes (B.
subtilis + Rootella BR ULTRA, B. subtilis + R. clarus e B. subtilis + C. etunicatum) e um
tratamento controle sem aplicacdo de microrganismo. O segundo fator foi referente a adubacéo

fosfatada: sendo 0, 50 e 100 % de P2Os da dose recomendada para cultura do milho.

3.3 Preparo do solo e montagem do experimento

Cada unidade experimental compreendeu um vaso (6,5 dm3) contendo 8 kg (peso seco)
de solo esterilizado a 121 °C e 1 atm por 1 hora na autoclave. O solo utilizado no experimento,

oriundo de area com vegetacdo nativa, localizado no Brasil (9°04'45.2" S, 44°19'36.8" W), foi
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classificado como Latossolo Amarelo Distréfico (Santos et al., 2013), a profundidade da coleta
ocorreu na camada de 0-20 cm. Amostras simples de solo foram coletadas e homogeneizadas
para formar uma composta, que foi submetida a caracterizagdo quimica e granulométrica. Os

resultados dessa andlise estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Atributos quimicos e textural do solo utilizado no experimento.

pH H+Al Al Ca Mg K SB T P K
H.0 cmolc dm® mg dm3
48 3,67 2,50 0,55 0,05 0,16 076 443 41 62
Cu Mn Fe Zn V m M.O Argila Silte Areia
mg dm % % % % % %
0,32 16,9 63,5 1,39 171 76,7 1,83 21,3 2,7 76

P, K, Cu, Fe, Mn e Zn - Extrator Mehlichl; Ca, Mg e Al - Extrator KCI - 1 mol/L; H + Al - Extrator Acetato de Calcio a pH
7,0; Matéria Organica (MO) - método Walkley-Black; Enxofre (S) - Ca (H2PO4)2); SB = Soma de Bases Trocaveis; CTC (T)
- Capacidade de Troca Cationica a pH 7,0; V = Indice de Saturacdo de Bases; m = Indice de Saturagdo de Aluminio.

De acordo com analise quimica do solo, foi realizada correcdo do pH empregando o
método da elevacao da saturacéo por bases a 60%, recomendado para cultura do milho (Sousa;
Lobato, 2004), utilizando calcario dolomitico, com a seguinte composi¢do: CaO 32%, MgO
15% e PRNT 92,38%. Apds periodo de reatividade do calcario (30 dias) foi realizada adubacédo
com fésforo, na concentragdo de 100 kg ha® de P2Os para o nivel de 100%, 50 kg ha™* de P2Os
para o nivel de 50% e no nivel de 0% ndo foi aplicado adubacdo fosfatada. A fonte de fosforo
utilizada foi o superfosfato simples (18% de P.Os). Para todos os tratamentos foi aplicado
potassio, na concentracio de 120 kg ha de KO (cloreto de potassio, 60% de K20), cobre na
concentracéo de 2,0 kg ha (sulfato de cobre, 26,23% de Cu) e zinco na concentragio de 1,5
kg ha® (sulfato de zinco, 22,73%), de acordo com a disponibilidade dos elementos em solos do
Cerrado (Sousa; Lobato, 2004), além de N na concentracdo de 160 kg ha® (ureia, 45% de N),
com base na expectativa de rendimento de 10 toneladas por hectare.

As estirpes RIN102A e SCT101A (R. clarus e C. etunicatum, respectivamente) foram
obtidas da Colecdo Internacional de Cultura de Glomeromycota (CICG), pertencente a
Universidade Regional de Blumenau (FURB) em Santa Catarina, cultivadas pelo método de
culturas armadilha adaptado de Stutz e Morton (1996) e armazenadas a 4 °C desde o
recebimento até a utilizacdo. Cada indculo foi composto por uma mistura de solo, propéagulos
de raizes colonizadas, hifas e esporos. A estirpe IPACC26 (B. subtilis), previamente selecionada

por Aquino et al. (2021), apresenta potencial de producdo de &cido indolacético (AlA) e
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promog&o do crescimento do milho em condigdes de estufa. O inoculante micorrizico comercial
continha aproximadamente 167.000 propagulos por grama de produto em uma mistura de
vermiculita, argila e particulas nédo identificadas.

A bactéria B. subtilis foi cultivada em meio Caldo Triptona Soja (TSB), agitado a 120
rpm a 28 °C por 3 dias. A semeadura foi realizada com adigéo de 3 sementes de milho (hibrido
BM970VIP3) por vaso a uma profundidade de 0,5 cm. As sementes foram desinfestadas
utilizando-se hipoclorito de sddio (2 %) por dois minutos e, em seguida, lavadas trés vezes em
agua destilada esterilizada (Catéo et al., 2013).

As inoculagdes foram realizadas no momento da semeadura. Nos vasos inoculados com
B. subtilis, foi aplicado 1,0 mL de inoculante (com uma concentragdo aproximada de 1 x 108
células bacterianas mL™1) por semente. Nos vasos inoculados com R. clarus e C. etunicatum
foram adicionados 5 g vaso™® da mistura abaixo das sementes, seguindo recomendacdes da
CICG. A inoculagio de Rootella BR ULTRA seguiu a recomendacéo do fabricante (16 g ha'l),
que ap6s adaptacdo para vaso, a quantidade foi de 0,052 mg vaso?, aplicado de forma
semelhante a aplicacdo das estirpes de FMAs.

O desbaste foi realizado aos 10 dias ap6s semeadura (DAS), mantendo uma planta por
vaso. Durante o experimento, a umidade do solo foi mantida na capacidade de vaso a 80%. Na
Figura 2, estdo registradas as variagdes de temperatura do ar e umidade do ar no interior da
estufa, observadas durante o periodo de condugdo do experimento.
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Figura 2 — Umidade relativa do ar (%) e temperatura média do ar (°C) dentro da estufa durante
o periodo experimental.
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3.4 Avaliacoes morfologicas da parte aérea e raizes e producio de biomassa

A coleta de dados foi realizada aos 55 DAS, quando aproximadamente 50 % das plantas
haviam iniciado o florescimento. Dados referentes a morfologia da planta, como comprimento,
didmetro basal do colmo e numero de folhas foram mensurados, além da obtencdo de imagens
comparativas com auxilio de cAmera fotografica, e posterior edigdo no programa CorelDraw.

Apos lavagem das raizes, realizou-se analise morfoldgica do sistema radicular com
auxilio de scanner (EPSON) acoplado ao computador. Posteriormente as imagens obtidas foram
avaliadas no programa RhizoVisionExplorer, onde os dados referentes a comprimento de raiz,
didmetro médio, nimero médio de ramificacGes e area de superficie de raiz foram analisados.
Separou-se 10 g de raizes de cada tratamento para a avalicdo da coloniza¢do micorrizica. Em
seguida, a parte aérea e o restante das raizes foram colocados para secar em estufa de circulacéo

forgcada de ar a 60 °C até obtengdo de massa constante.

3.5 Taxa de colonizacido micorrizica

Para verificacdo da taxa de colonizacdo micorrizica, amostras de aproximadamente 10
g de raizes frescas foram clarificadas com KOH (10%), acidificadas com HCL (1%), e coradas
com azul de Tripan (Phillips; Hayman, 1970). A quantificacdo da percentagem de colonizacéo
foi obtida pela identificacdo das estruturas fingicas atraves de contagem em laminas, utilizando
0 método de intersecGes ampliadas no microscépio (McGonigle et al., 1990). As estruturas
foram observadas em microscopio Optico planacromatico infinito e iluminacdo LED, com
ampliacdo de 40x. As imagens foram capturadas utilizando uma camera mdével de 12

megapixels acoplada a lente do microscopio.
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3.6 Extracdo e quantifica¢io da proteina do solo relacionada a glomalina facilmente

extraivel (PSRG-FE)

A PSRG-FE foi obtida a partir da extracdo em autoclave. Para isso, utilizou-se 1 g de
solo seco de cada tratamento, previamente peneirado em malha de 2 mm, com posterior adicdo
de 8 mL de solucéo de citrato de sodio a 0,02 mol L™ e pH 7,0, submetidos a uma temperatura
de 121 °C por 30 min. Apds autoclavagem, foi realizada centrifugacéo a 3.500 rpm por 10 min,
sendo coletado o sobrenadante. Apds processo de extracdo, a PSRG-FE foi quantificada pelo
método de Bradford (1976), utilizando corante Coomassie Brilliant Blue G-250 e leitura em
espectrofotdbmetro a 590 nm de densidade dptica. Conforme o método de Wright e Updahyaya
(1998), a leitura do espectrofotdmetro foi baseada em uma curva padrdo de concentracdo de
proteina conhecida, utilizando albumina bovina sérica (BSA). A concentragdo PSRG-FE foi
corrigida para mg de glomalina g de solo, considerando-se o volume total do sobrenadante e

0 peso seco do solo.

3.7 Acamulo de fosforo e outros nutrientes nas plantas

Em funcéo da pequena quantidade de massa seca das plantas, especialmente no controle
sem inoculacdo, foram selecionados quatro macro (P, K, Ca e Mg) e trés micronutrientes (Fe,
Zn e Mn) para avaliacdo de sua acumulacdo, tanto na raiz, como na parte aérea. O P, K, Zn, Mn
e Fe foram selecionados por representar os elementos com menor mobilidade no solo,
respectivamente (Prado, 2020). O Ca e o Mg foram selecionados devido a importante
contribuicdo do processo de interceptacdo radicular, como mecanismo de contato desses
nutrientes com raizes, para absorcao pelas plantas.

Amostras de 0,5 g de material vegetal da parte aérea/raiz seco e moido, foram
submetidos a digestdo nitroperclorica, seguindo metodologia descrita por Silva (2009). A
determinacéo do teor de P ocorreu por espectrofotometria com amarelo de vanadato (Silva,
2009). O teor de K foi determinado pelo método fotometria de chama. Os teores de Ca e 0 Mg
foram quantificados por espectrofotometria de absorcéo atdmica, bem como os micronutrientes

(Fe, Zn e Mn). O acumulo de macro e micronutrientes foram calculados multiplicando o valor
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da massa seca (g) pelo teor do elemento (%) na parte aérea e na raiz, dividindo o resultado por
100.

3.8 Taxa de resposta a inoculacio (IR)

Para verificacdo do indice de eficiéncia da inoculacdo no incremento de massa seca da
parte aérea e no acumulo total de fosforo, foi calculada a taxa de resposta a inoculacéo (IR)
utilizando as equagdes (1) e (2), respectivamente. Um valor de IR > 1 implica uma resposta
efetiva a inoculacdo (Lekberg; Koide, 2005).

Massa seca parte aérea inoculada

(1) IR biomassa parte aérea = ~ —
Massa seca parte aérea nio inoculada

Acimulo de P total inoculado

2) IR acimulo de P te aé =
(2) IR actimulo de P parte aérea Actmulo de P total ndo inoculado

3.9 Eficiéncia de utilizacdo de fosforo pelas plantas

A eficiéncia de utilizacdo do fosforo (EUF) foi determinada para avaliar a influéncia da
inoculacdo na utilizacdo da adubacdo fosfatada. A EUF foi avaliada pelo método de balango
descrito por Syers, Johnston e Curtin (2008), no qual a porcentagem de recuperacao de fosforo

adicionado é calculada como:

_ Remocdo de fosforo pela cultura

EUR 100

Fosforo aplicado

3.10 Pigmentos fotossintéticos e temperatura foliar

Para determinacdo dos pigmentos fotossintéticos, amostras de discos foliares foram

retiradas da folha localizada no tergo médio da planta, com o auxilio de um cilindro de metal
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vazado, aos 55 DAS. Os discos foram alocados em tubos de ensaio, envolvidos em papel
aluminio para prote¢do contra a radiacdo. Em sequéncia, seguiu-se a metodologia descrita por
Wellburn (1994) utilizando-se 3 mL do reagente CaCOs saturado com dimetilsulféxido
(DMSO) com incubacéo a 65 °C por 30 min, em banho-maria. O equipamento utilizado para as
leituras dos pigmentos foi o espectrofotometro Leitor de Microplacas, por meio dos
comprimentos de onda a 665, 649 e 480 nm.

A temperatura foliar foi avaliada utilizando cdmera termogréafica de imagem térmica
infravermelho. As leituras foram realizadas no periodo entre 10h:00 e 11h:00 da manh4, tendo
em vista que nesse intervalo a influéncia solar na temperatura das folhas esté equilibrada e as
taxas de transpiracdo sdo estaveis. A medicdo foi realizada na folha do ter¢co médio das plantas,

a fim de evitar extremos de folhas novas e velhas.

3.11 Analise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade
de variancias (Bartlett). Atendidos os pressupostos, realizou-se analise de variancia, seguida
pelo teste de médias Scott-Knott (a=0,05), utilizando o software Sisvar 5.6 (Ferreira, 2019). As
médias foram representadas graficamente utilizando o software SigmaPlot (versdo 14.0). Além
disso, foi realizada avaliacdo conjunta das relacdes entre variaveis analisadas, inoculacdo e
niveis de fosforo por meio da Anéalise de Componentes Principais (PCA) e dendrograma de

cluster.
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4 RESULTADOS

Foi observada interacéo significativa entre as inoculagdes e os niveis de P para todos 0s

parametros avaliados nesse estudo (Tabelas S1, S2 e S3).

4.1 Taxa de coloniza¢do micorrizica

A colonizacdo micorrizica foi constatada em todos os tratamentos que havia inoculacéo
com FMAs (Figura 3) e as plantas sem inoculagdo de FMAs ndo apresentaram estruturas
micorrizica. De modo geral, a taxa de colonizacdo foi mais expressiva nos tratamentos que ndo
receberam adubacdo fosfatada ou que receberam metade do nivel de P (50%) (Figura 3A).
Nesses tratamentos, as menores taxas de colonizacdo (p< 0,05) foram observadas para Rootella
BR ULTRA e B. subtilis + Rootella BR ULTRA (Figura 3A). No que se refere as estruturas
fangicas, a colonizagdo por hifas apresentou maior ocorréncia nas raizes em comparagdo com
as demais estruturas. Nas plantas sem aplicacdo de P (0%), R. clarus e B. subtilis + R. clarus
destacaram-se (p<0,05) dos demais tratamentos para colonizacdo por hifas (Figura 3B),
enguanto as taxas de colonizacdo arbuscular e vesicular foram mais elevadas com a inoculagéo
de C. etunicatum (Figura 3C, D).
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Nivel de fosforo (%) Nivel de fosforo (%)

Colonizacao micorrizica (A), colonizacao por hifas (B), colonizacdo por arbusculos
(C) e colonizagdo por vesiculas (D) observadas em raizes de plantas de milho com
diferentes inoculagdes (Rootella BR ULTRA, Rhizophagus clarus, Claroideoglomus
etunicatum, Bacillus subtilis + Rootella BR ULTRA, Bacillus subtilis + Rhizophagus
clarus, Bacillus subtilis + Claroideoglomus etunicatum) e niveis de fosforo (0, 50 e
100%). Letras maitisculas comparam inoculagdes dentro de cada nivel de fosforo, e
letras minusculas comparam niveis dentro de cada inoculagdo. Médias seguidas de
letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5%. Valores
de F da ANOVA: ** = significativo a 5%; ns = ndo significativo.

Nas imagens microscopicas das raizes de milho verifica-se a presenca de estruturas

fangicas como arbdsculos, hifas vesiculas e esporos em todos os tratamentos que continha

presenca de FMAs (Figura 4B, C, D, E, F. G), confirmando os resultados apresentados na

Figura 3.
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Figura 4 — Microscopia das raizes de milho com diferentes inoculag¢des (Bacillus subtilis,
Rootella BR ULTRA, Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum, Bacillus
subtilis + Rootella BR ULTRA, Bacillus subtilis + Rhizophagus clarus, Bacillus
subtilis + Claroideoglomus etunicatum e tratamento ndo inoculado) submetidas ao
tratamento sem aplicag&o de fosforo (0% de P).
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4.2 Concentracio da proteina do solo relacionada a glomalina facilmente extraivel

(PSRG-FE)

Para concentragdo da PSRG-FE foi observada reducdo (p<0,05) nas medias no nivel de
100% de P para maioria dos tratamentos (Figura 5). Sob 0 e 50% de P, todas as inocula¢des ou
coinoculagbes aumentaram (p<0,05) as médias de PSRG-FE em relacdo controle sem
inoculagdo, exceto para B. subtilis e B. subtilis + Rootella BR ULTRA no nivel de 50%. No
nivel de 100% de P, apenas R. clarus e B. subtilis + Rootella BR ULTRA apresentaram médias

superiores (p<0,05) ao controle sem inoculagéo.

[ B.subtilis B B.subtilis+Rootella BR ULTRA

= I Rootella BR ULTRA [ B.subtilis+R.clarus
= B R.clarus 1 B.subtilis+C.etunicatum
e I C.etunicatum [ Nio inoculado
g 2,8 1 F inoculagéo = 10.580**
E 26 - £ dose fosforo = 13.813**
N’ 1]
= pa F In x Df = 5.050**
g 241
® 22
E 1
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Figura 5§ — Concentragdo da proteina do solo relacionada a glomalina facilmente extraivel
(PSRG-FE) de plantas de milho com diferentes inoculacdes (Bacillus subtilis,
Rootella BR ULTRA, Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum, Bacillus
subtilis + Rootella BR ULTRA, Bacillus subtilis + Rhizophagus clarus, Bacillus
subtilis + Claroideoglomus etunicatum e tratamento ndo inoculado) e niveis de
fosforo (0, 50 e 100%). Letras maiusculas comparam inoculagdes dentro de cada
nivel de fosforo, e letras miniisculas comparam niveis dentro de cada inoculagao.
Médias seguidas de letras iguais nao diferem significativamente pelo teste de Scott-
Knott a 5%. Valores de F da ANOVA: ** = significativo a 5%; ns = ndo
significativo.
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4.3 Caracteristicas morfoldogicas e producio de biomassa da raiz

De modo geral, o namero médio de ramificacdes (NMR), &rea de superficie de raiz
(ASR) e massa seca da raiz (MSR) das plantas de milho foram reduzidos (p<0,05) nos
tratamentos sem aplicacdo de P, quando comparadas aos niveis de 50 e 100% de P (Figura 6A,
C, D, E). No entanto, para o0 comprimento da raiz (CR) e didmetro médio da raiz (DMR), as
médias foram semelhantes entre os tratamentos sem aplicagdo de fosforo e aqueles com 100%
de P (Figura 6B).

Na auséncia de adubacdo fosfatada, R. clarus, C. etunicatum, B. subtilis + R. clarus e B.
subtilis + C. etunicatum promoveram CR, DMR e MSR superiores (p<0,05) aos demais
tratamentos, com excecdo da B. subtilis + C. etunicatum para MSR (Figura 6A, B, E). Além
disso, todos os tratamentos de inoculacdo, com excecdo de B. subtilis + Rootella BR ULTRA,
aumentaram (p<0,05) o NMR e ASR, com destaque para B. subtilis + R. clarus (Figura 6C e
D).

Quando as plantas foram tratadas com 50% de P, as maiores médias (p<0,05) de CR
foram obtidas com B. subtilis, Rootella BR ULTRA, R. clarus e B. subtilis + C. etunicatum,
enguanto para 0 DMR, a inoculacdo com B. subtilis destacou-se das demais (Figura 6A e B).
R. clarus e B. subtilis + R. clarus aumentaram (p<0,05) o NMR (Figura 6C) e a maioria dos
tratamentos de inoculacdo aumentaram (p<0,05) a ASR (Figura 6D). Para MSR foi observada
resposta semelhante ao tratamento sem aplicacdo de P, com excecdo de B. subtilis + C.
etunicatum (Figura 6E).

Para o nivel de 100% de P, ndo foram observadas respostas positivas as inoculacfes
para CR, DMR e ASR (Figura 6A, B, D). Contudo, a maioria dos tratamentos aumentaram
(p<0,05) 0 NMR, com destaque para B. subtilis e B. subtilis + C. etunicatum (Figura 6C) e todos
o0s tratamentos destacaram-se (p<0,05) do controle para MSR , com as maiores médias obtidas
com Rootella BR ULTRA e B. subtilis + R. clarus (Figura 6E).
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Figura 6 — Comprimento da raiz (A), didmetro médio da raiz (B), nimero médio de
ramificagdes (C), area de superficie de raiz (D) e massa de matéria seca da raiz (E)
de plantas de milho com diferentes inoculagdes (Bacillus subtilis, Rootella BR
ULTRA, Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum, Bacillus subtilis +
Rootella BR ULTRA, Bacillus subtilis + Rhizophagus clarus, Bacillus subtilis +
Claroideoglomus etunicatum e tratamento ndo inoculado) e niveis de fésforo (0, 50
e 100%). Letras maitsculas comparam inoculagdes dentro de cada nivel de fosforo,
e letras mintisculas comparam niveis dentro de cada inoculagdo. Médias seguidas
de letras iguais nao diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5%.
Valores de F da ANOVA: ** = significativo a 5%; ns = ndo significativo.

Com base na analise morfoldgica, observou-se dréastica redugdo no desenvolvimento

radicular das plantas que nédo receberam adubacdo fosfatada em comparagdo com aquelas que

receberam (50 e 100% de P) (Figura 7). Esse efeito foi menos drastico nas plantas inoculadas

com R. clarus, C. etunicatum e suas respectivas coinoculacbes com B. subtilis, que
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apresentaram raizes mais desenvolvidas, especialmente sob condi¢fes de auséncia e nivel

moderado de P.

B. subtilis Rootella BR Ultra R. clarus C. etunicatum

50%

100%

B. subtilis + Rootella B. subtilis + B. subtilis +
BR Ultra R. clarus C. etunicatum

100%

Figura 7 — Morfologia das raizes de plantas de milho com diferentes inoculagdes (Bacillus
subtilis, Rootella BR ULTRA, Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum,
Bacillus subtilis + Rootella BR ULTRA, Bacillus subtilis + Rhizophagus clarus,
Bacillus subtilis + Claroideoglomus etunicatum e tratamento ndo inoculado) e
niveis de fosforo (0, 50 e 100%).
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4.4 Pigmentos fotossintéticos e temperatura foliar

Plantas inoculadas com B. subtilis + R. clarus e B. subtilis + C. etunicatum apresentaram

maiores teores (p<0,05) de clorofila a, b e total no tratamento sem aplicacdo de P em

comparacdo aos demais niveis de P, enquanto o controle ndo inoculado apresentou teores de

clorofila a e total semelhante entre os niveis de P (Figura 8A, B, C). Para os teores de

carotenoides, a maioria dos tratamentos promoveram médias superiores (p<0,05) no nivel de

100% de P, exceto as inoculagdes com Rootella BR ULTRA e C. etunicatum (Figura 8D).
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3 B.subtilis I R.clarus B B subtilis + Rootella BR ULTRA 3 B.subtilis + C.etunicatum
B Rootella BR ULTRA @ C.etunicatum 3 B.subtilis + R.clarus [ Nio inoculado
3,0 1F inoculagéo = 8.577* F inoculaggo = 23.385** F 0,6
 dose fosforo = 1.991™ F dose fosforo = 28.419% 5 @]
E In x Df = 4.019* & F In x Df = 7.382* ]
25 1 ros 3
ho B2 =
\§) 1]
2,0 1 Baa R WA re llo F04 =
| pa 2
. pe % ) B
15 e o 103 3
c = De & ) e
J a L ~
1,0 o 0,2
co
0,5 1 r01
A- B-
0,0 0,0
35 E inoculagéo = 8.645** na F inoculagdo = 11.796™* 07
£ dose fésforo = 4.183* F dose fésforo = 16.346**
3,0 {FINxDf=5.048" pa. FlnxDf=7.006" B a r06
a B O
2 { \Y BaA E 5
251 ° a7 \¢] pa A2 ?b Boep i a 2 aaa [ 0° %
20 i 2 i e {g i 04 S
E ) F o
' cag Mopad L eF colio g T2
Co == B2 co =
15 4 co L03 3
3
1,0 r 0,2 \'/I_‘
0,5 A ro1
C- D-
0,0 0,0
0 50 100 0 50 100
Nivel de fosforo (%) Nivel de fosforo (%)

Figura 8 — Clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C) e carotenoides (D) de plantas de

milho com diferentes inoculacdes (Bacillus subtilis, Rootella BR ULTRA,
Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum, Bacillus subtilis + Rootella BR
ULTRA, Bacillus subtilis + Rhizophagus clarus, Bacillus subtilis +
Claroideoglomus etunicatum e tratamento nao inoculado) e niveis de fésforo (0, 50
e 100%). Letras maitsculas comparam inoculagdes dentro de cada nivel de fosforo,
e letras mintisculas comparam niveis dentro de cada inoculagdo. Médias seguidas
de letras iguais nao diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5%.
Valores de F da ANOVA: ** = significativo a 5%; ns = ndo significativo.
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Na auséncia da adubacdo de P, plantas B. subtilis + R. clarus e B. subtilis + C.
etunicatum aumentaram (p<0,05) os teores de clorofila a, b e total (Figura 8A, B, C). Com
excecdo de B. subtilis e R. clarus, todos os tratamentos de inoculagdo aumentaram (p<0,05) os
teores de carotenoides, destacando-se B. subtilis + C. etunicatum (Figura 8D). No nivel de 50%,
ndo houve respostas positivas as inoculagcdes em relacdo aos teores de clorofila a e total e
carotenoides (Figura 8A, C, D), mas as inoculagdes de Rootella BR ULTRA, C. etunicatum,
B. subtilis + R. clarus e B. subtilis + C. etunicatum) aumentaram (p<0,05) os teores de clorofila
b (Figura 7B). Para o nivel de 100% de P, a maioria dos tratamentos aumentou (p<0,05) os
teores de clorofila a, b e total (Figura 8A, B, C) e apenas B. subtilis + C. etunicatum e B. subtilis
+ Rootella BR ULTRA aumentaram (p<0,05) os teores de carotenoides (Figura 8D) .

Para a temperatura foliar, B. subtilis, Rootella BR ULTRA, B. subtilis + Rootella BR
ULTRA e controle sem inoculagdo promoveram médias mais elevadas (p<0,05) na auséncia de
adubag¢do de P em comparagdo com os demais niveis (Figura 9). Na auséncia de P, as
inoculagdes com R. clarus, B. subtilis + R. clarus, C. etunicatum e B. subtilis + C. etunicatum,
resultaram em médias mais baixas (p<0,05). Nos niveis de 50 e 100% de P, ndo foram

observadas diferencas significativas entre as inoculagdes e o tratamento controle
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Figura 9 — Temperatura foliar de plantas de milho com diferentes inoculacdes (Bacillus
subtilis, Rootella BR ULTRA, Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum,
Bacillus subtilis + Rootella BR ULTRA, Bacillus subtilis + Rhizophagus clarus,
Bacillus subtilis + Claroideoglomus etunicatum e tratamento nio inoculado) e
niveis de fosforo (0, 50 e 100%). Letras maiusculas comparam inoculagdes dentro
de cada nivel de fosforo, e letras mintisculas comparam niveis dentro de cada
inoculagdo. Médias seguidas de letras iguais nao diferem significativamente pelo
teste de Scott-Knott a 5%. Valores de F da ANOVA: ** = significativo a 5%; ns
= ndo significativo.
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4.5 Acumulo de P e outros nutrientes e eficiéncia de utilizacdo do P pelas plantas

Para o0 acimulo de P na parte aérea e total e eficiéncia de utilizacdo do P, o nivel de
100%, independentemente da inoculagdo, apresentou maiores médias (p<0,05), seguidas do
nivel de 50% de P (Figura 10A, C, D), exceto para B. subtilis + R. clarus (Figura 10A, D). Para
0 acumulo de P nas raizes, metade dos tratamentos apresentaram meédias semelhantes entre os
niveis de 50 e 100% (Figura 10B).

Na auséncia da adubacédo de P, R. clarus, C. etunicatum, B. subtilis + R. clarus e B.
subtilis + C. etunicatum aumentaram (p<0,05) o acumulo de P na parte aérea e total e R. clarus
foi o Unico tratamento que aumentou (p<0,05) o acimulo de P na raiz (Figura 10A, B, C). No
nivel de 50%, B. subtilis, R. clarus, B. subtilis + R. clarus destacou-se (p<0,05) dos demais no
acumulo de P na parte aérea e eficiéncia de uso do P (Figura 10A, D). Para o acimulo de P nas
raizes, nesse mesmo nivel, houve destaque para R. clarus e C. etunicatum e suas coinoculacfes
com B. subtilis (Figura 10B).

Para o nivel de 100% de P, houve resposta positiva para acimulo de P na parte aérea
apenas para C. etunicatum (Figura 10A), enquanto todas as inocula¢des aumentaram (p<0,05)
0 acumulo de P nas raizes e total, a excecdo de R. clarus e B. subtilis (Figura 10B, C). Ja para
a eficiéncia de utilizacdo de P, apenas os trés FMAs aplicados individualmente aumentaram
(p<0,05) essa eficiéncia, com destaque para C. etunicatum (Figura 10D).

Quanto aos demais nutrientes avaliados, os maiores (p<0,05) acumulos de K, Ca, Mg,
Fe, Zn e Mn foram observadas nos niveis de 100 e 50% de P, tanto na parte aérea quanto na
raiz, havendo variaces em funcéo da inoculacdo aplicada em ambos os niveis (Figuras S1 e
S2). Dentro de cada nivel de P, houve respostas diferenciadas aos tratamentos de inoculacao.
Na auséncia de adubacdo fosfatada, R. clarus, C. etunicatum, B. subtilis + R. clarus e B. subtilis
+ C. etunicatum contribuiram para o0 aumento do acimulo de K e Mg na parte aérea (Figura S1
A e E). Esses mesmos tratamentos, exceto B. subtilis + R. clarus, também aumentaram (p<0,05)
o0s acumulos de Fe e Zn na parte aérea em relagdo aos demais tratamentos (Figura S2 A e C).

No nivel de 50% de P, B. subtilis + R. clarus aumentou (p<0,05) o acimulo de K e Mg
na parte aérea, e o acumulo de K, Ca, Mg (FiguraS1 A, B,C,EeF), Fee Mn (FiguraS1Be
F) nas raizes. Outro tratamento com destaque foi C. etunicatum, o qual aumentou o acimulo de
K, Ca e Mg, Fe e Mn nas raizes, além do acumulo de Zn na parte aérea (Figura S2 C). Para o
nivel de 100% de P, houve muita varia¢do de respostas, mas todos os tratamentos de inoculagédo

contribuiram para o aumento do acimulo de Zn e Mn na parte aérea, com destaque para B.
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subtilis + Rootella BR ULTRA e B. subtilis, respectivamente (Figura S2 C e E). Ainda nesse
nivel, todas as inoculacdes, exceto B. subtilis + Rootella BR ULTRA (Figura S2 B),

aumentaram também o acumulo de K e Fe nas raizes, com destaque para B. subtilis + R. clarus.
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Figura 10 — Acimulo de fosforo na parte aérea (A), na raiz (B), e total (C) e eficiéncia de
utilizagao de fosforo (D) de plantas de milho com diferentes inoculacdes (Bacillus
subtilis, Rootella BR ULTRA, Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum,
Bacillus subtilis + Rootella BR ULTRA, Bacillus subtilis + Rhizophagus clarus,
Bacillus subtilis + Claroideoglomus etunicatum e tratamento nao inoculado) e
niveis de fosforo (0, 50 e 100%). Letras maitusculas comparam inoculacdes dentro
de cada nivel de fésforo, e letras minusculas comparam niveis dentro de cada
inoculagdo. Médias seguidas de letras iguais nao diferem significativamente pelo
teste de Scott-Knott a 5%. Valores de F da ANOVA: ** = significativo a 5%; ns
= ndo significativo.
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4.6 Parametros morfologicos e producio de biomassa da parte aérea

Houve uma drastica reducdo (p<0,05) no comprimento de planta (CP), nimero de folhas
(NF), diametro basal do colmo (DBC) e massa seca da parte aérea (MSPA) das plantas no
tratamento sem aplicag@o de P (0% de P) em comparagdo aos niveis de 50 e 100% de P (Figura
11), conforme constatado também na Figura 12. Além disso, a deficiéncia de P nas folhas de
milho foi identificada pela coloracdo roxa observada nos tratamentos que nao receberam
adubagdo fosfatada e naqueles que receberam metade da dose recomendada (50% de P). (Figura
13).

Dentro do tratamento sem aplicacdo de P, R. clarus e B. subtilis + R. clarus, C.
etunicatum ¢ B. subtilis + C. etunicatum aumentaram o CP, NF, DBC e MSPA em relacdo aos
demais tratamentos (Figura 11A, B, C, D). No nivel de 50% de P, todas as inoculagdes
individuais e coinoculagdes aumentaram (p<0,05) o CP, NF, DBC, com excecdo de C.
etunicatum para CP (Figura 11A, B, C). Contudo, para MSPA, apenas quatro tratamentos (B.
subtilis, R. clarus, B. subtilis + R. clarus e Rootella BR ULTRA) foram superiores (p<0,05) ao
controle sem inoculagdo, destacando-se dos demais B. subtilis + R. clarus (Figura 11D). Para o
nivel de 100% de P, nota-se que ndo houve nenhuma resposta positiva as inoculagdes para
variaveis morfoldgicas, enquanto para MSPA, todas as inoculagdes individuais de FMAs e

BPCP promoveram aumentos (p<0,05) das médias.
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Figura 11 — Comprimento da planta (A), nimero de folhas (B), diametro basal do colmo (C) e
massa de matéria seca parte aérea (D) de plantas de milho com diferentes
inoculacdes (Bacillus subtilis, Rootella BR ULTRA, Rhizophagus clarus,
Claroideoglomus etunicatum, Bacillus subtilis + Rootella BR ULTRA, Bacillus
subtilis + Rhizophagus clarus, Bacillus subtilis + Claroideoglomus etunicatum e
tratamento ndo inoculado) e niveis de fosforo (0, 50 e 100%). Letras maitsculas
comparam inoculagdes dentro de cada nivel de fosforo, e letras minusculas
comparam niveis dentro de cada inoculagdo. Médias seguidas de letras iguais ndo
diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5%. Valores de F da
ANOVA: ** = significativo a 5%; ns = ndo significativo.
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Figura 12 — Plantas de milho com diferentes inocula¢des (Bacillus subtilis, Rootella BR
ULTRA, Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum, Bacillus subtilis +
Rootella BR ULTRA, Bacillus subtilis + Rhizophagus clarus, Bacillus subtilis +
Claroideoglomus etunicatum e tratamento ndo inoculado) e niveis de fésforo (0, 50

e 100%).
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100% P

50% P

Figura 13 — Folhas representativas de cada nivel de P avaliado, evidenciado a deficiéncia de P
apresentado nos tratamentos com 0 e 50% da adubagao fosfatada.

4.7 Indice de resposta a inoculacio (IR)

Para o indice de resposta a inoculacdo (IR), tanto em termos de massa seca da parte
aérea quanto de acimulo total de P em condicdes de P moderado (50% de P) e completo (100%
de P), as inoculacdes apresentaram resultados semelhantes em ambas as variaveis analisadas
(Figura 14A, B). No entanto, quando submetida a deficiéncia de P (0% de P), torna-se evidente
a eficicia dos microrganismos, especialmente as inoculagdes de R. clarus e C. etunicatum, e

suas combinagdes com B. subtilis, com destaque para inoculagdo com R. clarus.
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Figura 14 — Indice de resposta a inoculagdo (IR) para massa seca parte aérea (A) e no acamulo
total de fosforo (B) de plantas de milho com diferentes inoculagdes (Bacillus
subtilis, Rootella BR ULTRA, Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum,
Bacillus subtilis + Rootella BR ULTRA, Bacillus subtilis + Rhizophagus clarus,
Bacillus subtilis + Claroideoglomus etunicatum e niveis de foésforo (0, 50 e 100%).
Letras maitsculas comparam inoculagdes dentro de cada nivel de fosforo, e letras
minusculas comparam niveis dentro de cada inoculacdo. Médias seguidas de letras
iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5%. Valores de F
da ANOVA: ** = significativo a 5%; ns = ndo significativo.

4.8 Dendrograma dos grupos e PCA

O primeiro e segundo componentes principais identificaram uma proporcao substancial
da variabilidade dos dados de 57,06 e 21,19%, respectivamente, explicando 78,25% da
variancia total dos dados (Figura 15A). De maneira geral, a PCA revela a influéncia dos niveis
de fésforo e diferentes inoculagdes, indicando que a separacgdo clara entre 0s grupos demonstra
que tanto a concentracdo de P quanto o tipo de inoculagédo apresentam efeito significativo nas
variaveis analisadas.

Foi observada a formacdo de quatro grupos distintos em funcdo dos parametros
avaliados nos diferentes tratamentos (Figura 15B). Os grupos 1 e 2 foram formados por
tratamentos que ndo receberam adubacéo de P. O grupo 1, composto pelas inoculagdes R. clarus
e C. etunicatum, além de suas combinacdes B. subtilis, esses tratamentos tiveram associagdo
com pigmentos fotossintéticos e PSRG-FE (Figura 15A, B). Ja& o grupo 2, formado pelas
inoculagdes com B. subtilis, Rootella BR ULTRA, B. subtilis + Rootella BR ULTRA e 0

controle sem inoculacéo, teve maior relagdo com a temperatura foliar.
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Figura 15 — Analise de componentes principais (A) e dendrograma de grupos (B) para variaveis
fosforo total (P total), fosforo na parte aérea (P na parte aérea), fosforo na raiz (P
na raiz), massa seca da parte aérea (MSPA), comprimento de planta (CP),
comprimento da raiz (CR), massa seca da raiz (MSR), didmetro médio da raiz
(DMR), nimero médio de ramificagdes (NMR), area de superficie especifica da
raiz (ASR), diametro basal do colmo (DBC), clorofila a, clorofila b, clorofila total,
carotenoides, temperatura foliar (Tf) e proteina do solo relacionada a glomalina
facilmente extraivel (PSRG-FE) de plantas de milho com diferentes inoculagdes
(Bacillus subtilis, Rootella BR ULTRA, Rhizophagus clarus, Claroideoglomus
etunicatum, Bacillus subtilis + Rootella BR ULTRA, Bacillus subtilis +
Rhizophagus clarus, Bacillus subtilis + Claroideoglomus etunicatum e niveis de
fosforo (0, 50 e 100%).
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O grupo 3 foi formado por todos os tratamentos do nivel de 50% de P e mais trés
tratamentos do nivel de 100% (C. etunicatum, Rootella BR ULTRA e o tratamento néo
inoculado) (Figura 15A, B). Esse grupo se associou com variaveis relacionadas ao crescimento,
producdo de biomassa e acumulacdo de P nas plantas. O grupo 4, formado apenas por
tratamentos 100% de P, associou-se, principalmente com o comprimento da raiz e nimero
médio de ramificacfes de raizes. Em especial, B. subtilis + R. clarus e B. subtilis + C.
etunicatum apresentam efeitos positivos para maioria dos parametros avaliados quando

submetidas a condi¢6es de nivel moderado de P (50%) ou completo (100%).
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5 DISCUSSAO

A disponibilidade de P exerce influéncia significativa no crescimento das plantas, pois
esse nutriente € requerido em processos fundamentais como a divisdo celular, absorcdo de
nutrientes, além de atuar como catalisador em reacdes bioldgicas, a exemplo da fotossintese
(Sun et al., 2023). No presente estudo, a auséncia de adubacédo fosfatada no cultivo do milho
(nivel 0%) resultou em impactos adversos nos parametros morfoldgicos tanto da parte aérea
quanto radicular, além de reduzir o acimulo dos nutrientes avaliados (Figuras 6, 7, 10, 11 e 12;
Figuras S1 e S2).

No entanto, quando cultivado com metade do nivel recomendado (nivel 50%), e
submetido a inoculacdo com FMASs ou combinada com B. subtilis, a maioria dos parametros
supracitados apresentaram médias quase equivalentes aos das plantas que receberam adubacéo
completa (nivel 100%). Em uma abordagem similar, Stoffel et al. (2020) ao investigarem o
potencial do inoculante micorrizico a base de Rhizophagus intraradices em diferentes
condicBes edafocliméaticas no Brasil, identificaram aumento da producdo de biomassa e
absorcdo de P pelo milho, especialmente em solos que originalmente apresentavam niveis
baixos ou médios de P disponivel.

Song et al. (2021) também demonstraram beneficios semelhantes ao avaliarem a
eficiéncia de plantas de milho consorciado com leguminosa e monocultivo em vasos inoculado
com Rhizophagus irregularis ou em combinacdo com duas estirpes de BPCP cultivado sob trés
doses de P (20, 50 e 100% da dose recomendada). Esses autores observaram que plantas
inoculadas sob sistema de consércio apresentaram superioridade aos demais tratamentos,
havendo melhor crescimento das plantas e maior absor¢cdo de P no solo nos tratamentos de
coinoculacdo com aplicacdo de 50% da dose recomendada. Além disso, Fall et al. (2023)
demonstram que a inoculacdo com FMAs combinada com 50% de NPK da dose recomendada,
aumenta significativamente o crescimento das plantas, a colonizacao das raizes, o contetdo de
clorofila nas folhas e os teores de N, P e K nos tecidos de milho cultivado em condicdes de
estufa.

Segundo Grzebisz et al. (2024), o estresse causado pela deficiéncia de P nas plantas
pode ser mitigado através da infeccdo progressiva e simbidtica com FMAs. Nesse contexto, ao
analisar isoladamente os tratamentos de inoculagdo submetidos a auséncia de adubacdo de P
para maioria dos parametros avaliados (Tabelas S1 e S2), os resultados corroboram com a nossa

hipdtese, uma vez que plantas inoculadas com FMAs apresentaram desempenho superior ao
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tratamento controle ndo inoculado, este efeito foi especialmente notavel nas inoculagdes com
R. clarus, C. etunicatum, B. subtilis + R. clarus e B. subtilis + C. etunicatum.

A maior taxa de colonizacdo observada nos tratamentos que ndo receberam adubacao
fosfatada, ou que receberam metade do nivel recomendado (Figura 3), evidéncia ndo apenas a
eficiéncia isolada dos FMAs, mas também a efic&cia da coinoculagdo com B. subtilis, refletindo
na melhoria da arquitetura radicular das plantas de milho (Figuras 6 e 7), confirmando a
hipdtese proposta neste estudo. Ambos os parametros podem estar interligados, especialmente
nos tratamentos submetidos a inocula¢des com R. clarus, C. etunicatum, B. subtilis + R. clarus
e B. subtilis + C. etunicatum na auséncia de adubacao.

A adubacéo fosfatada completa (nivel 100%) reduziu a taxa de colonizacdo micorrizica,
0 que pode ter resultado na reducdo da influéncia dos FMAs no desenvolvimento radicular
nesse nivel de P em comparacdo ao demais niveis (Figuras 3, 6 e 7). O mesmo padrao foi
observado por Song et al. (2021), ao avaliarem a eficiéncia de FMAs e bactérias no milho,
constatando uma reducgéo na colonizacao sob condic¢Ges de adubacdo completa. Esses resultados
contrariam a hipdtese de Gosling et al. (2013), que sugeriram que a concentracdo adequada de
P no solo néo teria impacto negativo na eficiéncia de FMAs.

Foi observada reducgdo na concentracdo de glomalina a medida que aumentava o nivel
de P no solo (Figura 5). A glomalina pode ser encontrada na parede celular das hifas e esporos
e sua presenca no solo indica a decomposicdo dessas estruturas (Wright; Upadhyaya, 1998;
Rillig et al., 2003; Driver; Holben; Rillig, 2005). Neste estudo, a fracdo de glomalina
quantificada refere-se a glomalina facilmente extraivel no solo (GFE), que esta relacionada a
atividades recentes dos FMAs. Os resultados mostraram que PSRG-FE apresenta relagdo com
a taxa de colonizacdo micorrizica, sendo ambas mais expressivas nos menores niveis de P (0 e
50%) (Figuras 3 e 5). A presenca de PSRG-FE no tratamento controle nédo inoculado pode ser
resultado de glomalina remanescente do solo de origem, conforme destaca Rillig et al. (2003)
ao relatarem que a glomalina é mais persistente em areas de vegetacao nativa, em comparacao
com éareas agricolas e reflorestadas. Essa maior persisténcia pode ser atribuida a condicGes de
solo mais estaveis, que favorecem a preservagdo da glomalina ao longo do tempo.

Conforme esperado, de modo geral, plantas que receberam 100% da concentracdo
recomendada culminaram no maior acimulo de P e outros nutrientes na parte aérea e raiz
(Figuras 10, S1 e S2). No entanto, como o principal fator limitante neste estudo foi o P, 0
acumulo superior de nutrientes das plantas submetidas aos niveis de 0 e 50% de P, em
comparacdo ao tratamento controle ndo inoculado, indica que as inoculagbes utilizadas

melhoraram o estado nutricional das plantas. Vale ressaltar que mesmo no nivel de 100% de P,
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houve contribuicdo das inoculagdes no aumento da absorcdo e acumulacdo de todos os
nutrientes avaliados nas raizes, e de alguns na parte aérea, com respostas variadas, dependendo
do tratamento e do nutriente (Figuras 10, S1 e S2). Esses resultados estdo em conformidade a
hipdtese deste trabalho, e de acordo com Chiu e Paszkowski (2019), que relatam que uma
unidade de raiz colonizada por FMA consegue absorver maior quantidade de P e outros
nutrientes do que uma unidade de raiz ndo colonizada.

Os efeitos positivos proporcionados pela estirpe IPACC26 (B. subtilis), isoladamente
ou co-inoculados com FMAs, podem estar relacionados a producdo de AIA por essa bactéria
(Aquino et al., 2021), que resultou na alteracdo da arquitetura radicular, aumento crescimento
e biomassa de plantas refletindo na maior absorcéo e acimulo dos nutrientes e eficiéncia de uso
do P (Figuras 7, 10 e 11). A variabilidade de respostas observadas entre os tratamentos no
acumulo dos nutrientes bem como em outras variaveis pode ter sido influenciada por uma
interacdo complexa de fatores, incluindo o sinergismo microbiano com os diferentes FMAs,
fenologia da planta hospedeira, exsudacéo radicular e disponibilidade de P no solo (Silva et al.,
2023).

Para o Zn, normalmente é esperada uma interacdo antagénica com o P, devido aos
efeitos de diluicdo ou precipitacdo desse nutriente na planta. A precipitacdo de P e Zn pode
ocorrer nos vasos condutores, reduzindo o transporte de Zn para parte aérea (Prado, 2020;
Zhang et al., 2021). Neste estudo foi confirmada essa interacdo negativa na acumulacao desses
nutrientes para maioria dos tratamentos nos niveis de 50 e 100% de P, onde aplicacdo de P
diminuiu a concentracdo de Zn na raiz devido ao aumento da massa seca da raiz e pela alteracdo
das propriedades da raiz e da rizosfera, incluindo a colonizag&o da raiz por FMAS.

Plantas submetidas a ambientes estressantes podem reduzir a produgdo de pigmentos
fotossintéticos (Ashraf; Harris, 2013), contrariando os resultados obtidos neste estudo, no qual
plantas inoculadas com FMAS submetidas ao estresse nutricional de P (nivel 0%) produziram
teores de clorofila a, b e total e carotenoides superior ao tratamento controle ndo inoculado
(Figuras 8). Esses resultados indicam que a inoculacdo pode compensar a auséncia de P,
permitindo que plantas mantenham atividade fotossintética mesmo sob condic¢des de estresse
nutricional. Nos niveis de 50 e 100% de P, foi observado o mesmo padréo, reforcando a
correlacdo entre FMAs e atividade fotossintética da planta. Zhu et al. (2014) reforcam que o
aumento dos contetdos de clorofila em plantas micorrizadas podem estar associados a maior
absorcdo de P e Mg, estando em consondncia com resultados descritos na maioria dos

tratamentos de inoculagdo para acimulo desses nutrientes, conforme observado neste trabalho.
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Dentre 0s pigmentos, 0s carotenoides atuam como moléculas antioxidantes, protegendo
as células ao neutralizar radicais livres, impedindo o processo de peroxidacdo lipidica
(Sandmann, 2022). De modo geral, os maiores teores de carotenoides foram observados em
plantas que nao receberam adubacéo de P e foram inoculadas com FMASs, especialmente com
B. subtilis + C. etunicatum. Baslam e Goicoechea (2012) destacam que plantas inoculadas com
FMAs possuem sistemas de defesa antioxidante mais eficiente em comparagdo com plantas ndo
inoculadas sob condicbes de estresse, o que resulta em um aumento na concentracdo de
carotenoides nas plantas.

A temperatura foliar também demostrou ser um importante indicador de estresse nessa
pesquisa, onde ficou evidente o papel mitigador dos FMAs (R. clarus e C. etunicatum) na
reducdo da temperatura foliar das plantas (Figura 9). Os resultados estdo de acordo com 0s
estudos realizados por Mathur, Sharma e Jajoo (2018) e Mathur e Jajoo (2020), que verificaram
que FMAs reduzem a temperatura foliar e protegem plantas de milho por meio da regulagéo da
heterogeneidade do fotossistema 1.

De modo geral, as inoculagGes com R. clarus, C. etunicatum, B. subtilis + R. clarus e B.
subtilis + C. etunicatum influenciaram positivamente varios parametros (Figura 14),
mostrando-se eficientes para melhorar o crescimento e nutri¢cdo de plantas de milho em solos
com diferentes niveis de P. O potencial dessas espécies de FMAs também foi demonstrado por
Santana et al. (2023) em plantas de milho submetidas a periodos de restri¢ao hidrica, onde os
FMAs ajudaram a manter o funcionamento do aparato fotossintético das plantas.

Esta pesquisa é pioneira ao utilizar especificamente esses FMAs, isolados ou
coinoculados com B. subtilis, em combinacdo com trés niveis de fésforo no cultivo do milho,
para avaliar o potencial de redugdo do uso de fertilizantes fosfatados. Diante dos resultados
promissores, mais estudos sdo necessarios para validar a eficiéncia desses microrganismos, bem
como sua capacidade de atenuar diferentes condicdes de estresse no milho, visando o manejo

sustentavel dessa cultura.
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6 CONCLUSAO

A presente pesquisa demonstra que a colonizagdo micorrizica isolada ou coinoculada
com Bacillus subtilis aumenta o teor de glomalina no solo, melhora a arquitetura radicular e o
crescimento, e beneficia a nutricdo de milho, especialmente na absorcdo de fdésforo, em
condicdes de estufa. Entre as inoculagdes testadas, Rhizophagus clarus e Claroideoglomus
etunicatum, isolados ou coinoculados com Bacillus subtilis, demostram potencial para uso
como biofertilizantes no milho em solos com diferentes niveis de fosforo, especialmente sob
nivel moderado de fosforo (50% de P).

Futuros estudos devem investigar a validacdo da eficiéncia dessas inoculacbes em
condigdes de campo para confirmar os resultados observados em estufa, uma vez que, a
aplicacdo préatica dessas inocula¢fes pode contribuir para reducdo do uso de fertilizantes

fosfatados, promovendo uma agricultura mais sustentavel e economicamente viavel.
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ANEXOS

Tabela S1 - Resumo da analise de variancia para as variaveis comprimento da planta (CP), numero de folhas (NF), diametro basal do colmo (DBC),
massa de matéria seca parte aérea (MSPA), comprimento da raiz (CR), didmetro médio da raiz (DMR), nimero médio de ramificagdes
(NMR), area de superficie de raiz (ASR), massa de matéria seca da raiz (MSR), proteina do solo relacionada a glomalina facilmente
extraivel (PSRG-FE), clorofila a (Clof a), clorofila b (Clof b), clorofila total (Clof.t), carotenoides (Carot) e temperatura foliar (Tf) de
plantas de milho com inoculacéo isolada (Bacillus subtilis, Rhizophagus clarus e Claroideoglomus etunicatum e inoculante comercial
Rootella BR ULTRA), coinoculagdes ( combinada com cada um dos fungos) e ndo inoculado, submetidos a diferentes doses de fosforo
(0, 50 e 100% da dose recomendada).

FV GL CP NF DBC MSPA CR DMR NMR ASR MSR PSRG-FE Clof a Clof b Clof.t Carot Tf
Inoculagéo (IN) 7 12.487" 5.333" 19.922"  19.905" 1.033"™  35.606"  120.53 100.752" 17.802"  10.580* 8.577* 23.385*  8.645* 11.796*  7.46*
Dose fosforo 2 3458.180  175.609  924.73 9044.533  28.063"  380.57 ;75.86 2830.663  982.51 13.813* 1.991" 28.419*  4.183* 16.346*  59.646*
(DF) " " 3 " 6" 2 " 5

IN x DF 14 13.370" 2.813" 21.156"  9.421" 2.929" 128.29 86.241"  57.748" 5.900" 5.050* 4.019* 7.382* 5.048* 7.006* 4.743*
Bloco 3 0.232" 0.542" 4.070™  0.996™ 0.602" 2.424”S 1.903™  1.782" 0.322"  3.852"™ 0.500™ 0.116™ 0.394" 0.600™  24.281*
Residuo 69

Total 95

CV (%) 6.15 12.15 8.29 4.71 12.92 241 7.20 5.92 14.52 15.57 17.39 22.87 17.12 11.25 3.70

*= significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; ns = ndo significativo.
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Tabela S2 - Resumo da andlise de variancia para as varidveis de P parte aérea, P raiz, P total, K parte aérea, K raiz, Ca parte aérea, Ca raiz, Mg
parte aérea e Mg raiz de plantas de milho com inoculacéo isolada (Bacillus subtilis, Rhizophagus clarus e Claroideoglomus etunicatum
e inoculante comercial Rootella BR ULTRA), coinoculagdes (B. subtilis combinada com cada um dos fungos) e ndo inoculado,
submetidos a diferentes doses de fosforo (0, 50 e 100% da dose recomendada).

FV GL P parte aérea P raiz P total K parte K raiz C/a parte Ca raiz Mg parte Mg raiz
aérea aérea aérea

Inoculagao (IN) 7 5.613" 19.595" 18.249" 29.869" 123.769"  5.294" 36.987" 6.914" 36.847"

Dose fosforo (DF) 2 1596.304" 1408.794"  2914.883"  3300.151" 1356.258"  775.271" 948.615" 2263.526" 1303.016"

IN x DF 14 8.487" 16.090" 9.349" 52.248" 30.816" 3.824" 25.273" 7.048" 31.794"

Bloco 3 3.770. 2.050.™ 5.094™ 0.572" 3.533™ 2.129™ 1.466™ 1.771™ 0.507"

Residuo 69

Total 95

CV (%) 11.07 11.97 7.88 7.41 11.49 15.87 15.10 9.32 13.25

*= significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; ns = ndo significativo.

Tabela S3 - Resumo da analise de variancia para as variaveis de Fe parte aérea, Fe raiz, Zn parte aérea, Zn raiz, Mn parte aérea e Mn raiz de plantas
de milho com inoculagao isolada (Bacillus subtilis, Rhizophagus clarus e Claroideoglomus etunicatum e inoculante comercial Rootella
BR ULTRA), coinoculagdes (B. subtilis combinada com cada um dos fungos) e ndo inoculado, submetidos a diferentes doses de fosforo
(0, 50 e 100% da dose recomendada).
FV

GL Fe parte aérea Fe raiz Zn parte aérea Zn raiz Mn parte Mn raiz
aérea

Inoculagéo (IN) 7 19.366" 13.295" 60.193" 29.131" 21.265" 3.760"
Dose fosforo (DF) 2 1257.181" 414.904" 1473.169" 487.728" 954.877" 293.255"
IN x DF 14 18.942" 3.504" 27.470" 52.271" 81.937" 3.232"
Bloco 2 0.5841"™ 0.008™ 1.2681" 1.072"™ 1.068"™ 2.129™
Residuo 46
Total 71
CV (%) 11.49 19.88 10.32 18.16 14.20 24.02

*= significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; ns = ndo significativo.
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Figura S1 - Acimulo de potassio na parte aérea (A) e raiz (B), acaimulo de calcio na parte aérea
(C) e raiz (D) e acimulo de magnésio na parte aérea (E) e raiz (F) de plantas de
milho com diferentes inocula¢des (Bacillus subtilis, Rootella BR ULTRA,
Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum, Bacillus subtilis + Rootella BR

ULTRA, Bacillus subtilis

+

Rhizophagus clarus,

Bacillus subtilis

+

Claroideoglomus etunicatum e tratamento nao inoculado) e niveis de fésforo (0, 50
e 100%). Letras maitsculas comparam inoculagdes dentro de cada nivel de fosforo,
e letras mintisculas comparam niveis dentro de cada inoculagdo. Médias seguidas
de letras iguais nao diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5%.
Valores de F da ANOVA: ** = significativo a 5%; ns = ndo significativo.
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Figura S2 - Acimulo de ferro na parte aérea (A) e raiz (B), acimulo de zinco na parte aérea

(C) e raiz (D) e acaimulo de manganés na parte aérea (E) e raiz (F) de plantas de
milho com diferentes inocula¢des (Bacillus subtilis, Rootella BR ULTRA,
Rhizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum, Bacillus subtilis + Rootella BR
ULTRA, Bacillus subtilis + Rhizophagus clarus, Bacillus subtilis +
Claroideoglomus etunicatum e tratamento nao inoculado) e niveis de fésforo (0, 50
e 100%). Letras maitisculas comparam inoculagdes dentro de cada nivel de fosforo,
e letras minusculas comparam niveis dentro de cada inoculagdo. Médias seguidas
de letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5%.
Valores de F da ANOVA: ** = significativo a 5%; ns = ndo significativo.
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