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RESUMO

A utilizacdo de inoculantes microbianos tem se destacado como alternativa
ecologicamente sustentavel a agricultura convencional baseada no uso intensivo
de fertilizantes quimicos. O BiomaPhos® é um inoculante composto por duas
estirpes bacterianas solubilizadoras de fosfato (CNPMS B119 e CNPMS B2084),
com potencial para aumentar a produtividade em diferentes culturas. Este trabalho
teve como objetivo avaliar os efeitos da inoculacdo com BiomaPhos® sobre a
cultura do milho e a microbiota rizosférica, sob diferentes doses de adubacao
fosfatada, em duas regides do Brasil — Mato Grosso do Sul (MS) e Tocantins (TO).
No MS, o experimento foi conduzido em duas &reas contrastantes: uma com
Sistema de Plantio Direto (SPD) consolidado e outra com SPD recém-implantado,
em delineamento fatorial 2 x 5 (com e sem inoculacéo x cinco doses de P,0s). No
TO, foi utilizado delineamento semelhante, também em SPD, com variacdo nas
doses de P,0s. As variaveis avaliadas incluiram produtividade, arquitetura do
sistema radicular (ASR), colonizacdo micorrizica, atividade das fosfatases e
diversidade genética da comunidade bacteriana, estimada por T-RFLP e
identificagbes com o software MICA3. Os resultados demonstraram que o SPD
consolidado no MS promoveu maior desenvolvimento radicular, maior coloniza¢ao
micorrizica e maior produtividade. A inoculagdo com bactérias solubilizadoras de
fosfato (BSFs) favoreceu raizes mais robustas em ambas as regifes, com efeito
sinérgico quando associada a doses intermediarias de adubacédo. Observou-se
modulacdo da composicdo da comunidade bacteriana, embora sem impacto

significativo sobre os indices de diversidade. No TO, os efeitos da inoculagéo foram
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mais evidentes na segunda safra, indicando maior estabilidade funcional das BSFs
ao longo do tempo. Os achados reforcam o papel da inoculagdo com BSFs como
ferramenta complementar para o0 manejo sustentavel da adubacgéo fosfatada, com
impactos agrondmicos e microbiolégicos promissores. Estudos de longa duracao
sao recomendados para compreender a persisténcia e eficacia desses inoculantes

em diferentes contextos edafoclimaticos

Palavras-Chave: Bioinoculante; diversidade genética; fésforo; T-RFLP; Zea mays.
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ABSTRACT

The use of microbial inoculants has emerged as an ecologically sustainable
alternative to conventional agriculture based on the intensive use of chemical
fertilizers. BiomaPhos® is an inoculant composed of two phosphate-solubilizing
bacterial strains (CNPMS B119 and CNPMS B2084), with the potential to increase
productivity in different crops. This study aimed to evaluate the effects of inoculation
with BiomaPhos® on maize and rhizosphere microbiota, under different doses of
phosphate fertilization, in two regions of Brazil — Mato Grosso do Sul (MS) and
Tocantins (TO). In MS, the experiment was conducted in two contrasting areas: one
with a consolidated No-Tillage System (NTS) and the other with a recently
implemented NTS, in a 2 x 5 factorial design (with and without inoculation x five
rates of P,0Os). In TO, a similar design was used, also in NTS, with varying doses of
P,0Os. The evaluated traits included grain yield, root system architecture (RSA),
mycorrhizal colonization, phosphatase activity and genetic diversity of the bacterial
community, estimated by T-RFLP and identified by MiCA3 software. The results
demonstrated that the NTS consolidated in MS promoted greater root development,
greater mycorrhizal colonization and higher productivity. Inoculation with phosphate
solubilizing bacteria (PSB) favored more robust roots in both regions, with a
synergistic effect when associated with intermediate fertilizer doses. Modulation of
the composition of the bacterial community was observed, although without a
significant impact on the diversity indices. In TO, the effects of inoculation were more
evident in the second harvest, indicating greater functional stability of PSB over
time. The findings reinforce the role of inoculation with PSB as a complementary

tool for the sustainable management of phosphate fertilization, with promising
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agronomic and microbiological impacts. Long-term studies are recommended to
understand the persistence and efficacy of these inoculants in different soil and

climate contexts

Keywords: Bioinoculant; genetic diversity; phosphorus; T-RFLP; Zea mays.
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1 INTRODUGAO

De acordo com estimativas, a populagdo mundial pode atingir cerca de 10
bilhdes de pessoas até 2050, exigindo um aumento de 70% na producdo de
alimentos para atender a demanda (Jaraweh et al.,, 2023). Por isso, torna-se
essencial buscar técnicas inovadoras que impulsionem a produtividade agricola de
maneira sustentavel. O milho tem grande relevancia econémica, sendo o terceiro
cereal mais cultivado no mundo e base alimentar essencial para diversas culturas.
Sua utilizacdo abrange desde o consumo humano direto e processado até a
alimentacao animal, influenciando diretamente a cadeia produtiva de carne mundial
(Shah et al.,, 2016). Além disso, o milho destaca-se na produgédo de
biocombustiveis, uma alternativa cada vez mais sustentavel aos combustiveis
fésseis (Martinez & Fernandez, 2019).

Apesar de ser um dos maiores produtores de milho, o Brasil enfrenta
desafios relacionados as caracteristicas dos seus solos, geralmente marcados por
alta saturagéo de aluminio (Al), acidez e baixa fertilidade natural. A baixa fertilidade
esta associada, sobretudo, a deficiéncia de nutrientes essenciais como fosforo (P),
crucial para o crescimento vegetal (Richardson et al., 2009). Cerca de 70% das
terras cultivadas no mundo sofrem com deficiéncia de P, cuja disponibilidade é
reduzida pela reatividade com cations como Ca?* e Mg®* em solos calcarios ou Al**
e Fe*" em solos acidos (Lépez-Arredondo et al., 2014). Uma solugdo comum para
aumentar a disponibilidade de P € o uso de fertilizantes fosfatados sintéticos
(Fageria, 1998). Contudo, o uso continuo e indiscriminado desses insumos pode
causar impactos negativos nos ecossistemas agricolas (Sharma & Singhvi, 2017).
Assim, sdo necessarias estratégias mais sustentaveis para reduzir a dependéncia

de fertilizantes e otimizar a produtividade agricola.

Os inoculantes microbianos representam uma alternativa viavel na
agricultura para melhorar a disponibilidade de nutrientes no solo e reduzir a
dependéncia de fertilizantes quimicos sintéticos (Zongzheng et al., 2009; Mendes
et al., 2014). Esses inoculantes podem ser produzidos com bactérias promotoras
de crescimento de plantas (BPCPs), que interagem com as plantas e auxiliam na
solubilizag&o de fésforo (P) e na absorgéo de nitrogénio (N) (Tabassum et al., 2017;

Glick, 2015; Rai, 2020). A inoculacdo microbiana impacta mais a diversidade
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microbiolégica do solo do que as interacdes entre microrganismos nativos de vida
livre (Zhang et al., 2010; Trabelsi et al., 2017). Contudo, introduzir microrganismos
em um novo ambiente é desafiador, jA que estudos mostram que comunidades
microbianas residentes possuem mecanismos de defesa contra bactérias
introduzidas (Bjorkl6f et al., 2003). Isso ocorre devido a vantagem evolutiva da
microbiota nativa, conhecida como efeito de prioridade, onde os microrganismos
residentes sdo mais adaptados ao nicho ecolégico e competem melhor por
recursos, também influenciados pela densidade populacional (De Meester et al.,
2016; Debray et al., 2022).

Ao compreender a microbiota nativa e seus mecanismos de defesa, como o
efeito de prioridade (De Meester et al., 2016; Debray et al., 2022), pode-se também
ajustar estratégias para maximizar os beneficios da inoculacdo como a escolha de
espécies com alto potencial competitivo ou complementares as func¢des da
microbiota nativa. Por meio de ajustes de dose e densidade das bactérias
inoculadas, associadas a praticas “prebioticas”, que sdo responsaveis pela
modulacdo do ambiente agricola para favorecer a microbiota benéfica para os
mecanismos funcionais daquele sistema (Arif & Batool & Schenk, 2020), € possivel
alcancar maior efetividade nos agroecossistemas promovendo maior
sustentabilidade. A inoculacdo bacteriana pode causar diferentes alteracfes nas
atividades ecologicas das comunidades microbianas ja residentes no solo, sendo

fundamental uma maior compreensao dos efeitos produzidos pela inoculagéo.

Em 2019, por meio de uma parceria entre Embrapa e a empresa Bioma, foi
desenvolvido o primeiro bioinoculante solubilizador de fésforo do Brasil, chamado
BiomaPhos® (https://www.bioma.ind.br/produto/bioma-phos). Este produto é
formulado pelo consodrcio de duas estirpes bacterianas Bacillus subtillis (CNPMS
B2084) e Priestia megaterium (=Bacillus megaterium) (CNPMS B119), essas
bactérias presentes no produto colonizam a rizosfera vegetal, sendo responsaveis
pela solubilizagdo de P fixado em Ca, Al e Fe presentes no solo. Ainoculagdo com
BiomaPhos® levou ao aumento significativo da produtividade de milho nos estados
do Parana, Bahia, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goias,
com um ganho médio de 8,9% (Oliveira-Paiva et al. 2020; Oliveira-Paiva et al.,

2024). O inoculante BiomaPhos® tem mostrado resultados positivos, sendo
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utilizado em cerca de milhares hectares desde seu lancamento. Ja avaliado em
diversas areas comerciais de milho, soja e cana-de-agucar seu uso esta em
expansao para outras culturas. Experimentos e relatos de produtores indicam
ganhos de produtividade variaveis conforme a regido. Contudo, é essencial avaliar
criteriosamente o acesso as reservas de P no solo, as alteragdes da arquitetura da
planta e a redugdo da adubacao fosfatada, ajustando seu uso de acordo com a
adubacao e o tipo de solo para otimizar o desempenho em diferentes regides do

Brasil.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo compreender o efeito da
inoculagdo com bactérias solubilizadoras de fosfato na cultura do milho,
considerando diferentes tipos de solo, doses de adubo fosfatado e sistemas de

producao ao longo de duas safras.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MILHO NO BRASIL

O milho, pertencente a familia Poaceae (gramineas), tem sua origem
debatida desde o século XIX. Trés teorias principais sobre a origem evolutiva do
milho foram postuladas. A primeira propds que o milho € o resultado do
cruzamento de teosinto com o género Tripsacum, pertencente a familia Poaceae.
A segunda € que ele vem do milho tunicata e que teosinto é o resultado do
cruzamento do género Zea com género Tripsacum. A terceira hipotese e mais
popular, € que o milho evoluiu do teosinto selvagem, encontrado no México,
Guatemala e Honduras (Garcia Lara & Serna Saldivar, 2019). Descobriu se que
teosinto e Tripsacum nao podiam cruzar na natureza, nem em condicdes de
laboratorio (Wilkes, 1972), posteriormente estudos genéticos confirmaram sua
ancestralidade ligada ao teosinto, influenciado pela selegéo de linhagens feita por
povos originarios da América Central (Beadle, 1980). O milho moderno tornou-se
um cereal altamente domesticado e dependente da intervengdo humana, pois sua
elevada produgdo de grdos demanda mecanismos eficientes de disperséo de
sementes (Beadle, 1980).

A cultura do milho no Brasil comegou com os povos indigenas, que tinham a
mandioca e o milho como base da alimentagdo, posteriormente os portugueses
introduziram o milho na alimentacdo e também passaram a utilizar o milho na
alimentagdo animal. Na década de 70 a produgado brasileira de milho era de
aproximadamente 20 milhdes de toneladas (MAPA, 2024). Estima-se que a
producao de milho na safra 2024/2025 no Brasil sera de 119.522,1 mil toneladas.
Na safra 2022/2023 foi observado um montante recorde de 131,89 milhdes de
toneladas. Houve um aumento médio de 5,2% na produgao nos ultimos 20 anos,
sendo o Centro Oeste do Brasil a regiao com maior cultivo, o que equivale a cerca
de 60% da produgao (CONAB, 2024).

Historicamente, o Brasil esteve entre os quatro maiores produtores de milho
do mundo, mas sua participacdo era modesta, cerca de 5% entre as décadas de

1970 e 1990. Nos ultimos anos, essa participagao cresceu, atingindo 11,7% na
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safra mundial de 2022/2023, que totalizou 1,15 bilhdes de toneladas, posicionando
o Brasil como o terceiro maior produtor global, atras apenas dos Estados Unidos e
da China (USDA, 2024). Esse avanco se deve, em grande parte, ao uso de técnicas
de melhoramento genético e avangos biotecnoldgicos, que aumentaram a

eficiéncia da producéao no pais (Da Silva et al., 2021).

2.2 FOSFORO E A FERTILIZAGAO FOSFATADA NO BRASIL

O fésforo (P) € um macronutriente fundamental para a vida, fazendo parte
de diversas moléculas biologicas, tais como os acidos nucléicos, coenzimas,
fosfoproteinas e fosfolipideos (Tamburini et al., 2012). O ciclo do fésforo ocorre de
forma isolada em cada ecossistema (Liu et al., 2020), diferentemente dos ciclos do
nitrogénio e carbono, que possuem formas gasosas estaveis em condigbes
atmosféricas normais (Falkowski et al., 2008). Apenas pequenas quantidades de
acido fosforico (HsPO,) estdo presentes na atmosfera, contribuindo para chuvas
acidas. O ciclo do fésforo esta ligado as rochas fosfaticas e sedimentares, principais
reservatérios terrestres e marinhos. Seu fluxo € unidirecional, indo dos
ecossistemas terrestres aos aquaticos por intemperismo e denudacao das rochas
(Liu et al., 2020). Enquanto os ciclos do carbono e nitrogénio sdo amplamente
estudados, o impacto das mudancgas climaticas e atividades bioldégicas no ciclo do

fésforo ainda é pouco explorado (Hou et al., 2018).

Os solos podem conter reservas de P muito superiores as necessidades das
plantas, mas apenas uma pequena fragdo soluvel esta disponivel para elas
(Bindraban et al., 2020). Isso se deve a distribuicdo irregular do P em solos
altamente intemperizados (Villar et al., 2010). Nestes solos, predominam minerais
como caulinitas, oxidos de ferro e 6xidos de aluminio, que possuem carga positiva,
conferindo alta capacidade de adsorver anions como o fosforo, reduzindo sua
disponibilidade para as plantas (Valladares et al., 2003). Essa limitagdo € comum
na agricultura, levando ao uso intensivo de adubacao fosfatada para corrigir
deficiéncias em grandes culturas (Villar & Villar, 2013; Novais & Smyth, 1999). O

uso global de fertilizantes fosfatados aumentou de 4,6 milhdes de toneladas na
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década de 1960 para cerca de 21 milhdes em 2015, com estimativas apontando

uma demanda de 27 milhdes de toneladas até 2050 (Mongollon et al., 2018).

O fosforo € um dos nutrientes mais utilizados na adubacéo no Brasil, mas é
o0 menos disponivel para as plantas, sendo que apenas 15% a 20% do P aplicado
€ aproveitado (Klein & Agne, 2012). Por isso, a recomendacédo de adubacgao
fosfatada costuma exceder a necessidade das culturas. O uso anual de fertilizantes
fosfatados no Brasil cresceu de 0,04 milhdes de toneladas em 1960 para cerca de
2,2 milhdes de toneladas em 2016, impulsionando a Revolugao Verde no pais. No
entanto, o insumo é aplicado em quantidade cerca de duas vezes maior que a
demanda das plantas (Withers et al., 2018). Além disso, o uso excessivo de P

contribui para a eutrofizagdo de aguas continentais (Onodera et al., 2020).

2.3 BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO

Com a nova dinamica mundial, e em particular com as estratégias “Do prado
ao prato” e “Biodiversidade”, no &mbito da Comissédo do Pacto Ecoloégico Europeu,
estdo sendo tomadas medidas para reduzir em 50% a utilizagdo e o risco
de pesticidas quimicos até 2030 (Fetting, 2020). O uso excessivo e prolongado de
insumos quimicos € prejudicial aos ecossistemas agricolas (Sharma & Singhvi,
2017), destacando a necessidade de tecnologias que aumentem a produtividade

sem comprometer o ambiente, promovendo uma agricultura mais sustentavel.

Dessa forma, a aplicagdo de microrganismos surge como uma alternativa
viavel para melhorar a disponibilidade de nutrientes no solo e reduzir a dependéncia
de fertilizantes (Zongzhen et al., 2009; Mendes et al., 2014). Algumas bactérias
associadas as plantas possuem mecanismos que promovem a solubilizagdo do
fésforo, melhorando sua absorgao. Isso ocorre por meio da exsudacéo de acidos
organicos, que dissolvem fosfato rochoso ou solubilizam fésforo fixado em ions de
Al e Fe no solo (Tabassum et al., 2017; Rai, 2020; Walia et al., 2017).

Diversos géneros bacterianos, como Rhizobium, Klebsiella, Mesorhizobium,
Acinetobacter, Erwinia, Achromobacter, Enterobacter, Micrococcus, Pseudomonas
e Bacillus, sado conhecidos por sua capacidade de solubilizar fdésforo,
desempenhando papel essencial no ciclo biogeoquimico desse nutriente ao torna-
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lo disponivel para as plantas (Villegas & Fortin, 2002). O fésforo no solo esta
presente em formas organicas e inorganicas, e as bactérias solubilizadoras de
fosforo (BSPs) empregam diversos mecanismos para sua solubilizacdo
(Richardson et al., 2009)

No caso do fésforo inorganico, BSPs produzem acidos organicos, como
acetato, latico, oxalico, tartarico, succinico e principalmente acido glucénico
(Ahmad & Shahab, 2011), que atuam dissolvendo diretamente os compostos
fosfatados e/ou quelando os cations associados ao anion fosfato (Gerke, 1992;
Richardson & Simpson, 2011). Em alguns solos, até 90% do fosforo total pode vir
da solubilizagédo de fosforo organico (Khan et al., 2009). Outro mecanismo envolve
0 bombeamento de prétons associado a assimilagcdo de NH,*, resultando na
liberacao de protons que favorecem a solubilizag&o do fosforo (Carrillo et al., 2002).
Além disso, sideroforos e exopolissacarideos também desempenham um papel
nesse processo (Walia et al., 2017). As BSPs também produzem enzimas, como
fosfatases e fitases, para promover a solubilizacdo do fésforo. As fosfatases
catalisam a clivagem de compostos orgénicos fosforados, sendo as
fosfomonoesterases a classe mais estudada (Nannipieri et al., 2011). Ja as fitases
degradam o fitato, uma forma de foésforo de baixa disponibilidade para as plantas,
liberando esse nutriente por meio da agdo de microrganismos solubilizadores de

fosforo (Richardson & Simpson, 2011).

O interesse por BSPs cresceu significativamente, com mais de 4.000
estudos publicados na ultima década. Essas pesquisas focam no papel dos
microrganismos na solubilizacdo de fésforo e no desenvolvimento de tecnologias
que aprimorem a eficiéncia da utilizagcdo de fosfato de rocha (Elhaissoufi et al.,
2022).

2.4 BIOINOCULANTES BACTERIANOS

O crescimento populacional tem impulsionado continuamente a busca por
solugdes para suprir a demanda por alimentos. Inicialmente, a expansao das areas
agricolas foi a principal abordagem, porém, com a limitagao de terras cultivaveis e

a crescente necessidade de praticas sustentaveis, os bioinoculantes emergiram
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como alternativas promissoras para aumentar a produtividade de forma

ecologicamente equilibrada (Godfray et al., 2010; Santos et al., 2019).

Bioinoculantes, produzidos com BPCPs, auxiliam na solubilizagdo de P e
absorcao de nitrogénio (N) pelas plantas, dentre outros beneficios (Tabassum et
al., 2017; Glick, 2020; Rai, 2020). Entre os primeiros microrganismos usados,
destacam-se os rizobios, bactérias diazotroficas que formam nédulos nas raizes
das plantas hospedeiras, e Azospirillum, amplamente utilizado na fixag&do biolégica

de nitrogénio (Santos et al., 2019).

O Brasil possui tradigdo no uso de microrganismos na agricultura, diferindo
da abordagem global focada na adubacéo nitrogenada. Desde 1964, com os
trabalhos da Dra. Johanna Ddbereiner, o pais investiu na fixagado biolégica de
nitrogénio, incluindo a descoberta da capacidade promotora de crescimento do
Azospirillum em gramineas. Apenas em 2009 as estirpes comerciais de
Azospirillum brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) foram liberadas para milho e trigo (Hungria,
2010). Atualmente, a soja lidera globalmente no uso de inoculantes, especialmente
com Bradyrhizobium, sendo o Brasil responsavel por 77% do consumo global. No
pais, o milho e a cana-de-agucar seguem com 16% e 2%, respectivamente (ANPII,
2024).

Inicialmente, os inoculantes eram comumente compostos por uma unica
espécie microbiana ou estirpe. Atualmente, a coinoculacio, que combina diferentes
microrganismos como Bradyrhizobium spp., Azospirillum spp., € Bacillus spp., vem
ganhando destaque por integrar mecanismos complementares, como fixacao de
nitrogénio, producdo de fitormdnios e solubilizacdo de fosfato, resultando em
melhores desempenhos agricolas (Santos et al., 2019). Li et al. (2023) também
descreveu efeito positivo do uso de inoculantes microbianos no aumento
significativamente de varios parametros microbianos do solo, incluindo biomassa

bacteriana e fungica.

Outras BPCPs, como Pseudomonas (produtoras de sideroforos) e Bacillus
(solubilizadores de fosfato), tém sido estudadas como inoculantes em milho,
ampliando as opg¢des para uma agricultura mais sustentavel. Em 2019, por meio de

uma parceria entre Embrapa e a empresa Bioma, foi desenvolvido o primeiro
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bioinoculante solubilizador de fésforo do Brasil, denominado BiomaPhos®. Este
produto é formulado pelo consércio de duas estirpes bacterianas Bacillus subtillis
(CNPMS 2084) e Priestia megaterium (CNPMS 119)

(https://www.bioma.ind.br/produto/bioma-phos).

Este inoculante liquido, recomendado tanto para o tratamento de sementes
quanto para pulverizacdo em sulcos de semeadura, comecga a se associar a planta
desde o inicio da formacdo das raizes. As bactérias presentes no produto se
multiplicam e colonizam a rizosfera vegetal, promovendo a mineralizagéo e
solubilizagao de P, por meio da produgao de acidos organicos que solubilizam o
fésforo fixado em cations como calcio (Ca), aluminio (Al) e ferro (Fe) na rizosfera,
tornando esse nutriente disponivel para absorgéo pela planta (Velloso et al., 2020;
de Sousa et al., 2021; Oliveira-Paiva et al., 2024). Estudos demonstraram que a
inoculagdo com BiomaPhos® resultou em um aumento significativo na
produtividade do milho em estados como Parana, Bahia, Rio Grande do Sul, Mato
Grosso do Sul, Mato Grosso e Goias, com um ganho médio de 8,9% (Oliveira-Paiva
et al., 2020; Oliveira-Paiva et al., 2024).

2.5 EFEITOS DA UTILIZACAO DE BIOINOCULATES ASSOCIADO A ADUBAGCAO
FOSFATADA NAS PLANTAS

Em condicbes de estresse as plantas tem suas funcbes fisioldgicas
comprometidas, principalmente devido ao estresse oxidativo, comprometendo por
consequéncia o crescimento e desenvolvimento, que sdo fundamentais para
produtividade agricola. Os bioinoculantes podem ser utilizados como estratégia
para promover maior tolerancia a estresses bidticos e abibticos, podendo ser
utilizados combinados ou separados, sendo inoculados em sementes, raiz ou solo,
esses microrganismos podem ser colonizadores da rizosfera ou endofiticos,

responsaveis pela estimulo do crescimento (Lopes et al., 2021).

O crescimento e desenvolvimento da planta é regulado pelas citocininas e
as auxinas que desempenham funcbes importantes, assim como no
desenvolvimento radicular tendo fungdes opostas (Shaikh et al., 2022). A produgéo

supra fisiologica desses dois fitormbnios, estimulada pela inoculacdo com
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microrganismos promotores de crescimento, tem forte importancia no
desenvolvimento da estrutura do sistema radicular, visto que o formato e
desenvolvimento da raiz tem forte relacdo com o equilibrio em citocininas e as
auxinas (Aloni et al., 2006). Além disso, melhoras na germinagdo de sementes
também sao observadas com a utilizagdo dos bioinoculantes devido ao aumento
da giberelina, assim como promog¢ao do crescimento de raiz devido a inducéo de

producao de citocinina (Gouda et al., 2018; Khan et al., 2020).

Outro efeito importante da inoculacado de microrganismos esta relacionado a
producdo de &acido indol-3-acético (AlA), um tipo de auxina que promove O
alongamento da raiz primaria (Perrig et al., 2007). No entanto, a producéo exégena
de fitormbnios, como giberelinas, citocininas, &cido abscisico, etileno,
brassinosteroides e outras auxinas, pode também causar a desaceleracdo do
crescimento da raiz primaria, ao mesmo tempo em que estimula a formacéo de

raizes laterais e de pelos radiculares (Sureshbabu et al., 2016).

Atualmente a utilizagdo de inoculantes microbianos vem sendo alvo de
muitos estudos, sendo uma alternativa viavel em detrimento do modelo de
agricultura convencional, baseado na adubagao quimica, que comprovadamente
se torna prejudicial para os agroecossistemas a longo prazo (Mendes et al., 2014;
Oliveira-Paiva et al., 2024).

Nesse contexto, a abordagem do efeito sinérgico entre a inoculagdo de
bactérias solubilizadoras de fésforo (BSPs) e a adubacado fosfatada tem sido
amplamente estudada. Em trigo, foram observados efeitos positivos da inoculagao
com BSPs, com maior absorcao de fésforo pelas plantas a medida que as doses
de P aumentaram de 60 para 120 kg de P,O5 ha™. De modo geral, isso resultou
em melhoria nos atributos de produtividade e na eficiéncia do uso do fésforo, em

comparagao com a aplicagao isolada da adubacgao fosfatada (Hussain et al., 2019).

Outro estudo, também com trigo, demonstrou que a aplicagdo de BSPs
associada a 100% da dose recomendada de fésforo aumentou significativamente
0 numero de graos e o rendimento biolégico. Houve ainda melhora expressiva no
peso de 100 graos e na taxa de fotossintese, confirmando a eficacia da associagao

entre BSPs e a adubacéo fosfatada (Alam et al., 2022).
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Para o milho, estudos observaram que a utilizagao da inoculacdo de BSPs
associada a inoculagcdo permitia a redugdo da adubacéao fosfatada. Adnan et al.
(2018) observou que a adubagéo poderia ser reduzida de 120 kg de P20s ha™! para
90 kg de P20s5 ha', mantendo rendimento da cultura, ja Beltran-Medina et al. (2023),
observou um aumento da produtividade com a utilizagdo de BSPs, associado a 50%
da adubacgao fosfatada recomenda em milho. Além disso outro estudo também
relata os efeitos da reducdo da adubacado fosfatada associada a inoculagao
microbiana, promovendo aumento na abundancia relativa de géneros benéficos

como Bacillus e Penicillium (Liu et al., 2022).

2.6 USO DO POLIMORFISMO DE COMPRIMENTO DE FRAGMENTOS DE
RESTRICAO TERMINAL (T-RFLP) PARA MONITORAMENTO DA MICROBIOTA
RIZOSFERICA

Arizosfera é a area compartilhada entre as raizes das plantas e o solo, onde
se encontra uma comunidade complexa de microrganismos, comumente chamada
de microbioma rizosférico. Esta comunidade inclui todos os dominios da vida
microbiana, como arqueias, bactérias, fungos e virus (White Ill et al., 2017). A
estrutura dessa comunidade ¢ influenciada por fatores como o fluxo de carbono
organico, nutrientes minerais e agua, que, por sua vez, impactam 0s processos
ecoloégicos do solo. Além disso, os exsudatos radiculares e os metabdlitos
secundarios das plantas também desempenham um papel importante, atraindo
microrganismos que contribuem para a fertilidade e a melhoria do ecossistema

radicular (Priya et al., 2021).

Embora o microbioma rizosférico seja fundamental para o funcionamento da
planta, a diversidade microbiana dessa regido ainda € amplamente desconhecida,
pois apenas cerca de 5% dos microrganismos foram cultivados utilizando técnicas
tradicionais. Nesse contexto, o microbioma rizosférico tem um papel crucial em
diversos processos biolégicos dentro do ecossistema, tornando essencial o
aprofundamento do entendimento sobre os processos funcionais que ocorrem

nesse ambiente (Hinsinger et al., 2009; Pantigoso, Newberger & Vivanco, 2022).
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O desenvolvimento das técnicas moleculares e das abordagens '6micas' tem
desempenhado um papel fundamental na ampliagdo do conhecimento sobre as
comunidades microbianas, particularmente na rizosfera. Essas técnicas, por serem
independentes do cultivo tradicional de microrganismos, permitem a analise direta
do material genético e funcional presente no ambiente, revelando uma diversidade
microbiana antes inacessivel. A década de 90 marcou uma revolug¢ao nos estudos
de microrganismos com o advento da técnica de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) e o uso de marcadores moleculares baseados nas subunidades ribossomais
rRNA 16S para procariotos e rRNA 18S para eucariotos, o que permitiu um grande
avanco na identificacao e caracterizagao de microrganismos. Esse avango também
levou a criacdo de varios bancos de dados baseados em acidos nucléicos e

proteinas, como o GenBank e UniProt (Sgrensen et al., 2009).

Diversas técnicas analiticas, como a analise de acidos graxos fosfolipidicos
(PLFA), a eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE), e ensaios de
hibridizacdo de DNA, tém sido empregadas para estudar as comunidades
rizosféricas. Além disso, a combinagao de varias dessas técnicas tem contribuido
significativamente para o entendimento da composi¢cao e funcionalidade desses

microbiomas (Soderberg et al., 2004).

O sequenciamento de nova geracao (SNG) é uma ferramenta poderosa que
vem sendo utilizada para estudar os efeitos sobre as comunidades microbianas na
rizosfera. Recentemente estudos utilizando a técnica de sequenciamento com a
tecnologia MiSeq (lllumina) foi utilizado para analisar como a inoculagdo de
Paenibacillus sp. B2 (PB2), influencia as comunidades bacterianas e fungicas na
rizosfera do trigo (Samain et al., 2023). Essa mesma técnica foi utilizada para
investigar a inoculagéo de milho com a bactéria Azospirillum brasilense (Ferrarezi
et al., 2023).

A amplificacdo de genes ribossomais associada a técnicas de impressao
digital molecular, como a analise de polimorfismo de comprimento de fragmento de
restricio (RFLP), analise de restricaio de rDNA amplificado (ARDRA) e
sequenciamento, possibilitou uma melhor compreensdo do perfil genético das
comunidades rizosféricas (Priya, Aneesh & Harikrishnan, 2021). O Polimorfismo de

Comprimento de Fragmento de Restrigdo Terminal (T-RFLP), desenvolvido por Liu
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et al. (1997), se destaca por sua simplicidade e baixo custo, sendo amplamente

utilizado em estudos de diversidade genética.

O T-RFLP é um método molecular (Liu et al.1997), aplicado ao estudo da
ecologia de microrganismos em sistemas complexos como o solo, que gera um
perfii da comunidade. E caracterizado como uma técnica que visa avaliar a
diversidade microbiana e comparar a estrutura comunitaria de bactérias em
diferentes ambientes permitindo estudar mudangas estruturais na rizosfera da

comunidade microbiana sob diferentes condigdes.

As etapas da analise T-RFLP incluem (1) a coleta da amostra e extragdo do
DNA da comunidade microbiana do solo, (2) amplificacdo do DNA por PCR
utilizando oligonucleotideos marcados com fluorescéncia, (3) limpeza de produtos
de PCR para remover sais e iniciadores, (4) digestdo com endonucleases de
restricdo capazes de reconhecer sequéncias especificas de bases na fita dupla de
DNA e que clivam em pontos especificos, produzindo diferentes fragmentos
terminais (T-RFs), e (5) analise comparativa com dados de analises in silico de
bancos de dados para inferir a composig¢ao potencial de espécies das amostras (Liu
et al., 1997; Tiedje et al., 1999).

Recentemente, a metodologia T-RFLP foi empregada para avaliar a
diversidade genética da comunidade bacteriana na rizosfera do milho,
demonstrando que a fonte de fésforo tem um impacto significativo na estrutura
dessa comunidade bacteriana (Campolino et al., 2022). Esses avangos técnicos
tém sido essenciais para aprofundar o entendimento sobre as dindmicas

microbianas na rizosfera e sua relacdo com a fertilidade do solo.

2.6 COMPOSICAO MICROBIANA E EFEITO DE PRIORIDADE: DESAFIOS PARA
A INOCULACAO EM SOLOS ARENOSOS E ARGILOSOS DO BRASIL

No Brasil, a agricultura se desenvolveu predominantemente em solos
argilosos. Contudo, nos ultimos anos, as fronteiras agricolas tém avangado para
areas de solos arenosos, especialmente nos estados de Tocantins, Piaui,

Maranhao, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Parana. Fatores como tipo de solo
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e disturbios, como percolagdo e remogao da cobertura vegetal, podem afetar a

eficacia da inoculagéo bacteriana (Bashan et al., 1995).

O Latossolo Vermelho é um tipo de solo que apresenta cores vermelhas
acentuadas devido aos altos teores de Oxidos de ferro presentes no material
originario. Esses solos sado profundos, bem drenados e possuem alta capacidade
de retencéo de agua, mas apresentam baixa fertilidade natural devido a alta acidez
e baixos niveis de nutrientes disponiveis, sdo os solos mais representativos do
Brasil, ocupando aproximadamente 39% da area total do pais e distribuidos
praticamente por todo o territério nacional, sao identificados em extensas areas na
regide Centro-Oeste, como é caso da regido de Chapadéo do Sul (EMBRAPA,
2024).

O Tocantins € uma das novas fronteiras agricolas, destacando-se pela
presenca de Plintossolos (Seplan, 2012). Esse tipo de solo, caracterizado pela
plintita, uma mistura de argila e 6xidos de ferro, apresenta baixa concentragao de
carbono e alta acidificagdao (EMBRAPA, 2024). Comparados aos Latossolos, os
Plintossolos, devido as concregdes ferruginosas, podem exigir maior alocagao de
fotoassimilados para o desenvolvimento radicular, j@3 que essas concrecdes

restringem o crescimento das raizes (Nikkel e De Oliveira Lima, 2019).

Nesse contexto, praticas de manejo como a sucessdao de culturas em
sistemas de plantio direto (SPD) surgem como alternativas eficientes para mitigar
as limitagdes impostas pelos Plintossolos, favorecendo o desenvolvimento radicular
e contribuindo para a melhoria das condi¢gdées do solo. A sucessao de culturas em
sistemas de plantio direto (SPD) traz beneficios expressivos a produtividade
agricola, pois a decomposi¢ao da palhada, a produg¢do de fitomassa e o ciclo de
nutrientes impactam positivamente o cultivo (Xavier et al., 2019). Além disso,
praticas conservacionistas geralmente melhoram a qualidade do solo, aumentando
o teor de matéria orgénica (Hobbs et al., 2008) e promovendo maior diversidade

microbioldgica.

Sistemas de cultivo influenciam a composicdo da microbiota do solo,
apresentando diferengas significativas entre comunidades (Mathew et al., 2012;

Feng et al., 2003; Smith et al., 2016). Estudos indicam que a sucessao de culturas
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aumenta a diversidade bacteriana. Uma revisao recente envolvendo 76 artigos
apontou ganhos significativos em sistemas de rotagao de culturas (Liu et al., 2023).
Técnicas de metagenémica também mostram maior biodiversidade rizosférica em

sucessodes de culturas, quando comparadas a monocultura (Fadiji et al., 2021).

Outro aspecto relevante € a resiliéncia das comunidades microbianas
nativas, que possuem mecanismos de defesa contra bactérias externas, como
inoculantes (Bjorklof et al., 2003). Esse fendbmeno, chamado efeito de prioridade,
confere vantagem a microbiota residente, que ja estd adaptada ao ambiente e
possui maior densidade populacional, otimizando a competigdo por recursos (De
Meester et al., 2016; Debray et al., 2022).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do uso de um inoculante a base de estirpes bacterianas

solubilizadoras de fosfato em diversos aspectos da cultura e da microbiota

rizosférica do milho cultivado sob diferentes tipos de manejo da adubacéo fosfatada

em diferentes regides brasileiras.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos da interagcédo de diferentes tipos de manejo da adubagéao
fosfatada com o uso do inoculante a base de estirpes bacterianas
solubilizadoras de fosfato na produtividade do milho em diferentes tipos de
solo.

Avaliar o efeito do uso do inoculante a base de estirpes
bacterianassolubilizadoras de fosfato na diversidade e atividade
microbiolégica rizosférica do milho sob diferentes tipos de manejo da
adubacao fosfatada.

Avaliar o efeito de diferentes tipos de manejo da adubacgéao fosfatada com o
uso do inoculante a base de estirpes bacterianas solubilizadoras de fosfato

na arquitetura radicular do milho.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESCRICAO DA AREA E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL NO MATO
GROSSO DO SUL

O experimento foi instalado nas safras 2020/2021, e 2021/2022 na Fazenda
Campus Escola da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Chapadao do Sul
- MS, nas coordenadas geograficas, 18°46'17,9" de latitude Sul; 52°37'25,0" de
longitude Oeste e altitude média de 810 m. O clima da regido é definido como
tropical com estagcdo seca (Aw), segundo a classificacdo de Kdoppen, com
temperatura média anual de 25 °C e precipitagdo média anual entre 1600 a 1800
mm. O solo da area experimental foi classificado como Latossolo Vermelho
distrofico tipico conforme o Sistema Brasileiro de Classificagdo do Solo (SANTOS
et al., 2018).

Foi avaliada a aplicagdo do BiomaPhos® em combinagdo com diferentes
doses de fésforo no cultivo de milho, em duas areas e ao longo de duas safras. A
primeira area corresponde a um Sistema de Plantio Direto (SPD) consolidado, com
alto teor de fésforo (Alto P), enquanto a segunda refere-se a um SPD recentemente
adotado, com baixo teor de fosforo (Baixo P), conforme a analise de fertilidade do

solo (Tabela 1).

Tabela 1. Analise de amostras de solo coletadas na area experimental de Latossolo
vermelho, na profundidade de 0-20 cm na area de Sistemas de Plantio Direto ndo
consolidado (SPDC) e consolidado (SPDNC) no MS.

Profundidade Cmolc dm= H.0
CatMg K Ca Mg H+Al Al CTC V% SB | PH
4,9 05 39 1 4,2 0 9,6 56,25 54 ] 45
SPDNC 0-20 mg dm-3 g kg-1
K P Cu Fe Mn Zn | M.O Argila Silte Areia
196 5 13 148 16,7 35 30 480 25 495

Profundidade Cmolc dm= H,O
CatMg K Ca Mg H+Al Al CTC V% SB | PH
3,8 04 339 043 4224 O 84 49,9578 4,2 | 598
SPDC 0-20 mg dm-3 g kg-1
K P Cu Fe Mn Zn | M.O Argila Silte Areia
156,4 10,9 0,85 69,99 13,45 134,5|26,87 480 25 495
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Ca+Mg cmolc dm™3; relacao de célcio mais magnésio por centimol de carga por decimetro cubico;
K cmolc dm3: potassio por centimol por decimetro cubico; Ca cmolc dm: célcio por centimol por
decimetro cubico; Mg cmolc dm3: magnésio por centimol por decimetro cubico; H+Al cmolc dm-3;
relagdo entre hidrogénio e aluminio por centimol por decimetro cubico; Al cmolc dm3: aluminio por
centimol por decimetro cubico; CTC mmolc dm™: capacidade de troca de cations por milimol de
carga por decimetro cubico; V%: percentagem de saturagéo por bases; SB cmolc dm™: soma de
bases trocaveis (Ca?*, Mg?*, K*) por centimol de carga por decimetro cubico; pH (H,O): medida da
acidez do solo em suspensdo aquosa; K mg dm™: potassio por miligrama por decimetro cubico; P
mg dm™ (resina): fosforo por miligrama por decimetro cubico, extraido pelo método da resina; Cu
mg dm-3: cobre por micrograma por decimetro cubico; Fe mg dm3: ferro por micrograma por
decimetro cubico; Mn mg dm-3: manganés por micrograma por decimetro cubico; Zn mg dm: zinco
por micrograma por decimetro cubico; MO dag x10g kg-': matéria organica por decagrama por quilo;
Areia g kg™: areia por grama por quilograma; Silte g kg™": silte por grama por quilograma; Argila g
kg™: argila por grama por quilograma.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados, com
trés repeticbes, em parcelas de 20 m2 Os tratamentos foram organizados em
esquema fatorial 5 x 2, sendo o primeiro fator composto por cinco doses de P,Os e
0 segundo pela presenga ou auséncia do bioinoculante BiomaPhos (100 mL ha™),
aplicado via tratamento de sementes, de acordo com Oliveira-Paiva et al (2024).

As doses de P,0; variaram conforme o histérico das areas experimentais.
No sistema de plantio direto consolidado, foram utilizadas doses de 0, 12,5, 25, 50
e 62,5 kg ha™ de P,0s, equivalentes a 0%, 25%, 50%, 100% e 125% da dose
recomendada (70 kg ha™), aplicadas via solo com o fertilizante Super Triplo (46%
de P,05). Ja no sistema de plantio direto recém-implantado, as doses foram de O,
25,50, 100 e 125 kg ha™, correspondendo também a 0%, 25%, 50%, 100% e 125%
da recomendacao.

A area experimental foi conduzida em sistema de sucessdo de culturas
envolvendo soja, milho e sorgo. Em 2021, na segunda safra, foi cultivado o sorgo
granifero da cultivar Brevante, seguido pela soja na safra 2021/2022, com a cultivar
N5909 RR. Na segunda safra de 2022, foi implantado o hibrido de milho
P3551PWU (Pioneer ®), semeado mecanicamente com espagamento de 0,45 m
entre linhas e densidade de 3,5 sementes por metro. Na segunda safra de 2023,
utilizou-se o hibrido de milho FS615PWU (Forseed®), mantendo-se as mesmas
condi¢des de semeadura.

A adubagéo nitrogenada foi realizada no estadio V6 da cultura do milho, com
aplicacao de 120 kg ha™ de N, utilizando ureia (45% de N) como fonte. A adubagéao

potassica também foi feita no estadio V6, com 120 kg ha™ de K,O, aplicados na
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forma de cloreto de potassio (KCI, 60% de K,O). Ambos os fertilizantes foram
distribuidos manualmente na superficie do solo nas parcelas experimentais.

Na maturacéo fisiolégica do milho, as espigas foram colhidas manualmente
na parcela util (2 m?) nas duas safras, seguidas pela debulha mecanica com uso de
debulhadora estacionaria. Apos a debulha, foram determinadas a massa de mil
graos (g) e a produtividade de graos (kg ha™), corrigida para 13% de umidade.
Também foram coletadas amostras de grdos para analise do teor de fosforo (P).

As amostras de solo foram coletadas no estadio de florescimento do milho,
durante a segunda safra de inverno de 2024. Em cada parcela, foram retiradas
quatro amostras simples, formando uma amostra composta. A analise de fosforo
disponivel foi realizada pelo método da resina, no Laboratério Brasileiro de Analises
Ambientais e Agricolas (LABRAS).

4.2 DESCRIGCAO DA AREA E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL NO TOCANTINS

O experimento foi instalado nas safras 2020/2021, e 2021/2022 na fazenda
Invernadinha do Tocantins localizada em Paraiso do Tocantins, com coordenadas
geograficas 10°11°16” de latitude sul e 48°40°57"” de longitude oeste. O clima da
regido € definido como tropical semiumido, com estagcdo seca e chuvosa bem
definida, com temperatura média anual de 25 °C. O solo da area experimental foi
classificado como Latossolo Vermelho-Amarelo distréfico petroplintico Sistema
Brasileiro de Classificagado do Solo (SANTOS et al., 2018). Foi avaliada a aplicagao
do BiomaPhos® em combinagdo com diferentes doses de fésforo no cultivo de

milho, em duas safras.

Tabela 2. Andlise de amostras de solo coletadas na area experimental de Latossolo
vermelho amarelo na profundidade de 0-20 cm, na fazenda Invernadinha do Tocantins em

Paraiso do Tocantins, TO.

Profundidade mmolc dm-3 g kgt

K Ca Mg H+AlI Al CTC V% | M.O. Areia Silte Argila

0,64 32 17 15 0 64 77 18 669 75 256

0-20 cm mg dm3 CaCl,
S P B Cu Fe Mn Zn pH
5 33 0,02 0,3 17 0,5 0,1 6
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K mmolc. dm-3: potassio por milimol por decimetro cubico; Ca mmolc dm-3: calcio por milimol por
decimetro cubico; Mg mmolc dm-3: magnésio por milimol por decimetro cubico; H+Al mmolc dm-3:
relacdo entre hidrogénio e aluminio por milimol por decimetro cubico; Al mmolc dm-3: aluminio por
milimol por decimetro cubico; CTC mmol. dm™: capacidade de troca de cations por milimol de carga
por decimetro cubico; V%: percentagem de saturagdo por bases; MO dag x10g kg': matéria
organica por decagrama por quilo; Areia g kg™': areia por grama por quilograma; Silte g kg™: silte
por grama por quilograma; Argila g kg™: argila por grama por quilograma; S mg dm-3: enxofre por
micrograma por decimetro cubico; P meh."' mg dm-3: solugdo extratora Mehlich por micrograma por
decimetro cubico; B mg dm-3: boro por micrograma por decimetro cubico; Cu mg dm-3: cobre por
micrograma por decimetro cubico; Fe mg dm3: ferro por micrograma por decimetro cubico; Mn mg
dm3; manganés por micrograma por decimetro cubico; Zn mg dm=3: zinco por micrograma por
decimetro cubico; pH (CaClz): pH cloreto de calcio.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados, com
quatro repeti¢cdes, em parcelas de 32,4 m?. Os tratamentos foram organizados em
esquema fatorial 5 x 2, sendo o primeiro fator composto por cinco doses de P,0O;
(0; 35; 52,5; 70 e 87,5 kg ha™), correspondendo a 0%, 50%, 75%, 100% e 125% da
dose recomendada (70 kg ha™), aplicadas via solo com o fertilizante Super Triplo
(46% de P,0s5). O segundo fator consistiu na presenga ou auséncia do
bioinoculante BiomaPhos (100 mL ha™), aplicado via tratamento de sementes.

O hibrido de milho P3707VYH foi plantado com densidade de 60.000 plantas
ha™' e a adubagao de plantio foi composta por 30 kg ha™ de N, 60 kg ha™ de K,O e
as doses de P,0; conforme os tratamentos. Além disso, foi realizada adubacéao de
cobertura com 60 kg ha™ de N no estadio de quatro folhas expandidas.

Durante o florescimento do milho, foram coletadas folhas diagndsticas e
parte aérea das plantas para analise quimica de macronutrientes. As folhas para
diagnose foliar foram retiradas da folha oposta e imediatamente abaixo da espiga
superior, enquanto a parte aérea foi coletada pela remog¢ao completa da planta
acima do nivel do solo.

Ap0s a colheita, foi determinada a produtividade de graos por hectare, com
os valores corrigidos para 13% de umidade. Amostras de graos foram coletadas
para analise de macronutrientes (N, P e K) que foram analisadas foi realizada pelo
método da resina, no Laboratorio Brasileiro de Analises Ambientais e Agricolas
(LABRAS).

4.3 AVALIACAO DE CARACTERISTICAS DA ARQUITETURA DO SISTEMA
RADICULAR (ASR)

Durante o periodo de florescimento, o sistema radicular de trés plantas de
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milho para cada uma das trés repeticoes de cada tratamento foi coletado ao acaso
nas fileiras mais externas do experimento em campo, conforme descrito pela
metodologia Shovelomics (Trachsel et al. 2011). As raizes foram lavadas e a parte
mais robusta dos sistemas radiculares foi fotografada (Bucksch et al. 2014), as
imagens obtidas foram introduzidas na plataforma online Digital Imaging of Root
Traits (DIRT) 5.2 (Das et al. 2015) com modificagées (Campolino et al., 2022) para

quantificar diversas caracteristicas da arquitetura radicular (Tabela 2).

Tabela 3. Caracteristicas da arquitetura do sistema radicular (ASR) conforme
Bucksch et al. 2014.

Caracteristica ASR Sigla

Area de raiz projetada AREA
Densidade média da raiz AVG_DENSITY
Largura média do sistema radicular WIDTH_MED
Largura acumulada em 10% profundidade D10
Profundidade de enraizamento do esqueleto SKL_DEPTH
Angulo superior da raiz ANG_TOP
Diametro médio das raizes laterais LT AVG_DIA

4.4 EXTRACAO DE DNA DO SOLO E AMPLIFICACAO DO GENE 16S rRNA DA
COMUNIDADE BACTERIANA E 28S rRNA DE FUNGO MICORRIZICO
ARBUSCULAR (FMA)

O solo rizosférico, coletado de trés raizes de plantas de milho para cada uma
das trés repeticdes de cada um dos tratamentos, e nao rizosférico foram pesados
(0,45 g), sendo o DNA extraido com o Kit DNAeasy® PowerSoil (Qiagen) e
quantificado no espectrofotdmetro Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific, EUA) e

diluido para concentragéo de 5,0 ng uL™".

Fragmentos do gene 16S rRNA foram amplificados utilizando os
oligonucleotideos 8F-FAM 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ (Liu et al. 1997;
LaMontagne et al. 2001) marcados com fluorescéncia na posigdo 5 e 1492R, 5’-
TACGGTACCTTGTTACGACTT-3’ (Turner et al. 1999). Para a reagcdo de PCR
foram utilizados 15 ng de DNA, 2 pL de cada oligonucleotideo (5 ng/pL), 1X do
tampao de reacao, 2,5 mM de MgClz, dNTPs 2,5 mM cada, 2,5 U de Taqg DNA
polimerase (Promega GoTag® G2 Flexi DNA Polymerase), em um volume final de
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50 uL. A amplificagao foi realizada no termociclador ProFlex PCR System (Applied
Biosystems) com desnaturacéo inicial a 95 °C por 2 min, seguida por 30 ciclos de
95 °C por 1 minuto, anelamento dos oligonucleotideos a 58 °C por 1 minuto,
extensdo a 72 °C por 1 minuto e extenséo final a 72 °C por 5 minutos. Uma aliquota
de 2 pL dos produtos de PCR foi corada com GelRed (Biotium, Hayward, Califérnia,
USA) e submetida a eletroforese em gel de agarose 1% (m/v), utilizando como
marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Life Technologies, USA). A
visualizagado do DNA amplificado foi realizada em transluminador sob luz ultravioleta
e fotografada no equipamento L-PIX Image EX (Loccus Biotecnologia - Loccus do
Brasil, Cotia, SP, Brasil) (Campolino et al. 2022).

Para a amplificagdo do gene 28S rRNA de FMA foi utilizado nested-PCR.
Para a primeira PCR foram utilizados 15 ng de DNA, 2 uL de LR1 (5 ng pyL™") (5'-
GCATAT CAATAAGCG GAG GA-3’) (Van Tuinen et al. 1998; Trouvelot et al. 1999),
2 uLde FLR2 (5 ng uL™") (5’-GTC GTT TAAAGC CAT TAC GTC-3’) (Trouvelot et al.
1999), 1X do tampéo de reacgao, 2,5 mM de MgClI2, dNTPs 2,5 mM cada, 2,5 U de
Taq DNA polimerase (Promega GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase), em um volume
final de 50 uL. A amplificagcao sera realizada no termociclador ProFlex PCR System
(Applied Biosystems) com desnaturacéo inicial a 95 °C por 2 min, seguida por 30
ciclos de 95 °C por 1 minuto, anelamento dos oligonucleotideos a 58 °C por 1
minuto, extensao a 72 °C por 1 minuto e extensao final a 72 °C por 5 minutos. Para
a segunda PCR foram utilizados 15 ng do produto da primeira PCR, 2 yL de FLR3
(5 ng uL") (5'-[6FAM] TTGAAAGGGAAACGATT-3’) (Gollotte et al. 2004), 2 uL de
FLR4 (5 ng uL") (5'[HEX]TACGTCAACATCCTTAACGAA-3) (Gollotte et al. 2004),
1X do tampao de reagao, 2,5 mM de MgCl2, dNTPs 2,5 mM cada, 2,5 U de Taq
DNA polimerase (Promega GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase), em um volume final
de 50 pL. A amplificagdo foi realizada no termociclador ProFlex PCR System
(Applied Biosystems) nas mesmas condigbes da primeira reagao. Uma aliquota de
2 uL dos produtos da PCR foi corada com GelRed (Biotium, Hayward, Califérnia,
USA) e submetida a eletroforese em gel de agarose 1% (m/v), seguindo 0 mesmo
procedimento posterior a amplificacédo do gene 16S rRNA. A visualizagédo do DNA
amplificado foi realizada em transluminador sob luz ultravioleta e fotografada no
equipamento L-PIX Image EX (Loccus Biotecnologia - Loccus do Brasil, Cotia, SP,
Brasil) (Campolino et al. 2022).
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4.5 GENOTIPAGEM POR T-RFLP (TERMINAL RESTRICTION FRAGMENT
LENGTH POLYMORFPHISM) E IDENTIFICACAO TAXONOMICA

Os fragmentos amplificados das regides 16S rDNA (bactérias) e 28S rDNA
(fungos) foram digeridos com as enzimas de restricdo Alul Haelll e Hhal. Para a
digestdo com as enzimas Alul, Haelll e Hhal foram utilizados 10 puL do produto de
PCR, 2 uL do tampéo da enzima 10 X e 1 yL da enzima 10 U yL™, incubados a 37
°C por 4 horas. Para avaliar os fragmentos de DNA gerados, 2 pL da digestao foram
adicionados a 9,8 L de formamida deionizada (Applied Biosystems, EUA) e 0,2 uL
de padrao ROX 500 (Applied Biosystems). Os perfis de digestdo foram avaliados
no equipamento Genetic Analyzer 3500XL (Applied Biosystems) com o software
GeneMapper 5.0 (Applied Biosystems). Os picos com tamanho entre 30 e 500 pb
e intensidades de fluorescéncia superiores a 40 unidades de fluorescéncia (altura
do pico) foram considerados para a analise do perfil. O programa T-REX (Culman
et al. 2009) foi aplicado para o alinhamento de diferentes amostras e perfis de
consenso de duas execugdes paralelas de cada amostra, para criar dados, matrizes
T-RFs com abundancia relativa 21% (area de pico individual dividida pela soma de
todas as areas de pico) foram aplicadas (Fredriksson et al. 2014). As abundéancias
relativas das espécies microbianas aplicadas foram determinadas pelos valores
medios de tamanho de T-RF de digestdes com as enzimas de restricéo.

A identificagdo taxonémica para bactérias foi feita por meio dos fragmentos
obtidos pela analise de T-RFLP, foi realizada a partir da ferramenta online Microbial
Community Analysis — MICA Il (http://mica.ibest.uidaho. edu/pat.php). A
classificagdo taxondmica foi realizada no National Center for Biotechnology
Information (NCBI) usando a ferramenta online Taxonomy disponivel em
http://www.ncbi.nim.nih.gov/Taxonomy/Taxldentifier/ tax_identifier.cgi (Campolino
et al. 2022).

Além disso, trés indices de diversidade, Shannon-Wiener - H' (Shannon &
Weaver 1963), Simpson - D (Simpsom 1949) e Chao (Chao & Bunge 2002), foram

calculados com base nas familias bacterianas identificadas em cada tratamento.
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4.6 AVALIACAO QUALITATIVA E QUANTITATIVA DA COLONIZAGAO
MICORRIZICAARBUSCULAR

As raizes de milho foram clarificadas em hidréxido de potassio (KOH),
coradas com azul de metileno e transferidas para tubos cénicos contendo solugao
de glicerol acidificada (1:1 glicerol e HCI 0,3 M). A colonizagao micorrizica foi
quantificada seguindo o método grid-line intersect descrito por Paszkowski et al.

(2006), com modificacgdes.

4.7 ATIVIDADE ENZIMATICA DAS FOSFATASES ACIDA E ALCALINA

A atividade das fosfatases acida e alcalina do solo rizosférico foi avaliada em
todos os tratamentos. Para isso, o solo foi peneirado com uma malha de 2 mm e,
em seguida, foram removidos, com auxilio de pincas, fragmentos de raizes, tecidos
vegetais e outros materiais organicos grosseiros que pudessem interferir na
analise. Em seguida, 1 g de solo rizosférico de cada tratamento foi pesado, e a
atividade enzimatica foi determinada conforme descrito por Tabatabai (1969). O
método consiste na extragcdo e quantificacdo do p-nitrofenol liberado apds a
incubacao do solo por uma hora a 37 °C com p-nitrofenil fosfato ou bis-p-nitrofenil
fosfato, utilizando tamp&o universal modificado, ajustado para pH 6,5 e 11, para as

fosfatases acida e alcalina, respectivamente.

4.8 ANALISE DE DADOS

A produtividade, os teores de fésforo nos graos e no solo foram avaliados
por meio de testes para verificar os pressupostos de normalidade e
homogeneidade. O efeito da inoculacéo e das doses de adubagao nos tratamentos
foi analisado por meio de analise de varidncia (ANOVA), seguida do teste de Tukey,

ambos com nivel de significancia de 5% de probabilidade.

A diversidade genética de bactérias e fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) foi analisada utilizando o escalonamento multidimensional ndo métrico
(NMDS), baseado na matriz de distancia de Bray-Curtis, e o teste ANOSIM a 10%

de probabilidade, por meio do software Past v.3.25. A abundancia relativa dos
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taxons bacterianos foi avaliada por ANOVA, seguida do teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Além disso, os indices de diversidade Shannon-Wiener - H'
(Shannon & Weaver, 1963), Simpson - D (Simpson, 1949) e Chao (Chao & Bunge,
2002) foram testados por ANOVA e pelo teste de Tukey, também a 5% de
probabilidade.

A atividade enzimatica das fosfatases foi avaliada por ANOVA, e as médias
foram comparadas utilizando o teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para a
analise qualitativa e quantitativa da colonizacdo micorrizica arbuscular, os
percentuais de micorrizagdo foram normalizados utilizando transformagao
arcoseno e submetidos a ANOVA, seguida do teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

As caracteristicas radiculares foram analisadas por ANOVA, seguida do teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Foram selecionadas as caracteristicas com
coeficiente de variagdo menor ou igual a 30%. A correlagao de Pearson foi realizada
para avaliar a relagdo entre caracteristicas radiculares, rendimento de graos e
indices de diversidade. Com base na analise de correlagao foram selecionadas
para a Analise de Componentes Principais (PCA) as caracteristicas de ASR: Angulo
superior da raiz (ANG_TOP), Area de raiz projetada (AREA), Densidade média da
raiz (AVG_DENSITY), Largura acumulada em 10% da profundidade (D10),
Diametro médio das raizes laterais (LT _AVG_DIA), Profundidade do enraizamento
do esqueleto (SKL_DEPTH) e Largura média do sistema radicular (WIDTH_MED).

Todas as analises foram realizadas no software R, versado 4 (R Core Team,
2024) foram utilizados os pacotes ExpDes.pt e agricolae para as analises
estatisticas. Para gerar os graficos de correlagédo de Pearson foram utilizados os
pacotes corrplot e rstatix, para os graficos de abundancia relativa foi utilizado
pacote ggplot2, ja para a analise de componentes principais (PCA) foi utilizado o
pacote factoextra.
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5.1 RESULTADOS

5.1.1 DADOS AGRONOMICOS - MILHO INOCULADO COM BACTERIAS
SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO EM DIFERENTES TIPOS DE MANEJO DA
ADUBAGCAQO FOSFATADA EM AREAS DE SISTEMA DE PLANTIO DIRETO (SPD)
CONSOLIDADA E NAO CONSOLIDADA NO MATO GROSSO DO SUL

A produtividade (kg ha') apresentou diferenca significativa em ambos os
anos considerando os dois sistemas de plantio. No entanto, a interacao entre SPD,
inoculagdo e adubacéo foi estatisticamente significativa apenas no segundo ano
(Tabela 4). Foi observada maior produtividade (kg ha?) na area com SPD
consolidado com aumento de 15% no primeiro ano e 18% no segundo em relagao
a area de SPD nao consolidada (Tabela 5). Para diferenga na interagao entre SPD,
inoculagao e adubacao fosfatada observada no segundo ano, os maiores valores
da produtividade (kg ha?') foram observados no tratamento em SPD nao

consolidado sem inoculagdo com 50% da dose de adubacéo (Tabela 5).

Para a anadlise de P resina (mg dm2) foi observado diferenca significativa
entre areas de SPD consolidado e SPD ndo consolidado nos dois anos, ja a
associagao dos efeitos das areas e da adubagao foram significativas no segundo
ano (Tabela 4). Foi observada maior P resina (mg dm™) na area com SPD
consolidado com aumento de 50% no primeiro ano e 37% no segundo em relagao
a area de SPD néo consolidado (Tabela 5). De forma geral forma observados

maiores valores para o P resina (mg dm™) no primeiro ano.
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Tabela 4. Analise de variancia (ANOVA) da produtividade (kg ha™') e P resina (mg

dm=) de milho inoculado e nado inoculado cultivado com diferentes doses da
adubacéo (0, 50 100 kg ha') em areas de SPD consolidada (SPDC) e nio
consolida (SPDNC) nas safras 2021/2022 e 2022/2023.

Quadrado Médio

Ano Fonte de variagcéo Produtividade (kg ha) P resina (mg dm)

Bloco 1166737,78 99,6
Solo 8325917,88 * 5439,06 *
Inoculacgéo 2919,6 226,5
Adubacéo 1667639,71 7,41

2021/2022 Solo*Inoculacao 534068,64 117
Solo*Adubacao 482817,02 272,44
Inoculacdo*Adubacéo 310171,07 94,84
Solo*inoculacdo*Adubacao 852442,36 146,04
Coeficiente de Variacéo (%) 20.72 46.7
Bloco 2667513,22 86,58
Solo 11194600,69 * 1794,93 *
Inoculagéo 2980572,05 134,56
Adubacéo 1596297 170,9

2022/2023 Solo*Inoculacdo 6136684,98 74,53
Solo*Adubagéo 564400,98 1234,31 *
Inoculacdo*Adubacédo 480850,57 169,89
Solo*inoculacdo*Adubacao 7251204,85 * 298,02
Coeficiente de Variacéo (%) 18.71 27.99

Tabela 5. Valores da produtividade (kg ha™') e P resina (mg dm-) de milho inoculado

e nao inoculado cultivado com diferentes doses da adubacgéo (0, 50 100 kg ha')

em areas de SPD consolidada (SPDC) e ndo consolida (SPDNC) nas safras

2021/2022 e 2022/2023.

Ano Tratamento Produtividade (kg hal) P resina (mg dm=)

SPDC 7084,00 a 72,98 a

SPDNC 6122,18 b 48,40 b

Inoculado 6594,08 a 58,18 a

2021/2022 N&o Inoculado 6612,10 a 63,20 a

0% 6268,00 a 61,24 a

50% 7004,64 a 59,79 a

100% 6536,63 a 61,04 a

SPDC 7064,76 a 52,00 a

SPDNC 5949,48 b 37,88 b

Inoculado 6219,38 a 43,01 a

2022/2023 Nao Inoculado 6794,86 a 46,87 a

0% 6086,90 a 49,28 a

50% 6741,35 a 43,12 a

100% 6693,13 a 42,42 a
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5.1.2 ANALISE DA ARQUITETURA DO SISTEMA RADICULAR

No primeiro ano observamos que as areas de SPD consolidado e SPD néo
consolidado tiveram diferencga significativa, observamos impacto positiva da area
de SPD consolidado nas carateristicas AREA, WIDTH_MED, D10, SKI_DEPTH,
ANG_TOP e LT_AVG_DIA, e somente a caracteristica AVG_DENSITY nao foi
impactada pelos sistemas de plantio. Também observamos efeito significativo da
adubacao no D10 e também no ANG_TOP. A caracteristica D10 obteve diferencga

significativa para a associagao do efeito triplo dos fatores (Tabela 6).

Na area de SPD consolidado foi observado um aumento médio de 40% na
AREA, ja para ANG_TOP e WIDTH_MED ocorreu um aumento de 24,6% e 24,3%
respectivamente, seguido de SKL_DEPTH com aumento aproximado de 13%,
LT_AVG_DIA teve o menor aumento com 4,5%. A caracteristica D10 teve os
maiores valores médios na regido de SPD n&o consolidada, também observamos
os maiores valores de D10 para dose de Adubacgao de 50%, ja para ANG_TOP os
maiores valores foram observados na dosagem 100% da adubacao (Tabela 7)

(Figura 1).

Ja no segundo ano observamos que as areas de SPD consolidado e SPD
nao consolidado novamente tiveram diferenca significativa, com impacto positivo
nas carateristicas D10, SKI_DEPTH, ANG TOP e LT_AVG_DIA, também
observamos diferenca significativo do efeito simples da adubacéo e inoculagao na
caracteristica LT _AVG_DIA, o efeito triplo dos fatores teve diferenca para a
caracteristica AVG_DENSITY e LT_AVG _DIA. A caracteristica LT _AVG_DIA
também teve diferenca para os efeitos associados da inoculagao com as areas de
SPD, adubacdo com as areas de SPD e também para o feito associado da

inoculagado com a adubacéao (Tabela 6).

Na regiao de SPD consolidado foi observado um aumento médio de 40% no
ANG_TOP em relacao a area de SPD nao consolidado, para D10 e SKL_DEPTH
ocorreu um aumento 21,7% e 19,2% respectivamente, LT_AVG_DIA teve o menor

aumento com 7%. As plantas inoculadas apresentaram aumento de 3% para
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caracteristica LT_AVG_DIA, ja para adubacdo as dosagens de 50 e 100%

apresentaram os maiores valores médios para LT _AVG_DIA (Tabela 7) (Figura 2).
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Tabela 6. Analise de variancia (ANOVA) das caracteristicas radiculares de milho inoculado e ndo inoculado cultivado com diferentes
doses da adubagéo (0, 50 100 kg ha') em areas de SPD consolidada (SPDC) e ndo consolida (SPDNC) nas safras 2021/2022 e

2022/2023.
Quadrado Médio
Ano Fonte de variacédo AREA AVG_DENSITY WIDTH_MED D10 SKL_DEPTH ANG_TOP LT AVG_DIA

Bloco 3507047,05 0,13 18,49 0,005 * 421,80 206,97 0,00
Solo 360297396,34 * 0,02 7920,00 * 0,010 * 11252,96 * 1223,73 * 0,004 *
Inoculagdo 7280297,73 0,13 2439,43 0,00 111,70 0,76 0,00

2021/2022 Adubacao 5550670,61 0,04 1617,50 0,006 * 399,25 565,65 * 0,00
Solo*Inoculacao 7107,03 0,12 236,55 0,00 50,92 4,77 0,00
Solo*Adubacao 12254493,24 0,26 940,40 0,00 289,64 206,49 0,00
Inoculagdo*Adubacéo 1283626,17 0,19 1136,43 0,00 402,08 127,37 0,00
Solo*inoculacdo*Adubacéo 7884789,84 0,28 304,86 0,01 720,78 297,72 * 0,00
Coeficiente de Variacdo (%) 22.52 26.5 21.67 16.63 8.36 17.77 3.78

Quadrado Médio
Ano Fonte de variacéo AREA AVG DENSITY WIDTH MED D10 SKL DEPTH ANG TOP LT AVG DIA

Bloco 4517168,95 0,21 112,67 0,00 1928,62 * 250,69 0,00
Solo 533507,14 0,20 480,19 0,02 * 6332,16 * 2564,16 * 0,004 *
Inoculagéo 5740264,53 0,10 960,60 0,02 1070,70 844,98 0,0005 *

2022/2023 Adubacéo 4818366,97 0,35 34,36 0,02 1113,27 519,79 0,002 *
Solo*Inoculagédo 1425057,60 0,01 685,39 0,00 1374,24 17,43 0,001 *
Solo*Adubacéo 457513,69 0,44 1035,63 0,01 1834,56 * 1011,22 0,0003 *
Inoculagdo*Adubacéo 136957,95 0,41 39,96 0,00 1359,57 96,00 0,001 *
Solo*inoculacdo*Adubacéo 1130634,34 0,55 * 201,31 0,00 118,03 49,15 0,0005 *
Coeficiente de Variacdo (%) 25,54 28,88 25,27 28,37 15,16 37,61 4,18

AREA: Area de raiz projetada, AVG_DENSITY: Densidade média da raiz, WIDTH_MED: Largura média do sistemg radicular, D10: Largura
acumulada em 10% da profundidade, SKL_DEPTH: Profundidade do enraizamento do esqueleto, ANG_TOP: Angulo superior da raiz,
LT_AVG_DIA: Diametro médio das raizes laterais.
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Tabela 7. Caracteristicas radiculares de milho inoculado e nao inoculado cultivado com diferentes doses da adubacéo (0, 50 100 kg

ha') em areas de SPD consolidada (SPDC) e ndo consolida (SPDNC) nas safras 2021/2022 e 2022/2023.

Ano Tratamento AREA AVG DENSITY WIDTH_MED D10 SKL_DEPTH ANG TOP LT AVG DIA
SPDC 21366,68 a 1,64 a 151,57 a 0,23 b 299,47 a 58,97 a 0,46 a
SPDNC 15039,52 b 1,69 a 121,90 b 0,26 a 264,11 b 4731 Db 0,44 b
Inoculado 18652,8 a 1,72 a 144,97 a 0,25 a 280,03 a 53,28 a 0,45 a
2021/2022 N&o inoculado 17753,4 a 161la 128,51 a 0,24 a 283,55 a 52,99 a 0,45 a
0% 17977,92 a 1,72 a 142,34 a 0,24 ab 280,66 a 53,41 ab 0,45 a
50% 17664,13 a 1,66 a 123,39 a 0,27 a 288,04 a 46,14 b 0,44 a
100% 18967,25 a 161la 144,48 a 0,22 b 276,68 a 59,86 a 0,45 a
Ano Tratamento AREA AVG DENSITY WIDTH MED D10 SKL DEPTH ANG TOP LT AVG DIA
SPDC 5215,25 a 1,25a 78,30 a 0,28 a 164,51 a 59,06 a 0,28 a
SPDNC 4971,78 a 1,40 a 85,61 a 0,23 b 137,98 b 42,18 b 0,26 b
Inoculado 5492,83 a 1,38 a 87,12 a 0,28 a 156,70 a 45,78 a 0,27 a
2022/2023 Nao inoculado 4694,20 a 1,28 a 76,79 a 0,23 a 145,79 a 55,46 a 0,26 b
0% 4405,58 a 1,19a 83,89 a 0,23 a 140,52 a 56,26 a 0,25 b
50% 5221,62 a 1,28 a 81,23 a 0,24 a 154,07 a 52,21 a 0,28 a
100% 5653,33 a 1,52 a 80,74 a 0,29 a 159,15 a 43,39 a 0,28 a

AREA: Area de raiz projetada, AVG_DENSITY: Densidade média da raiz, WIDTH_MED: Largura média do sistema radicular, D10: Largura
acumulada em 10% da profundidade, SKL_DEPTH: Profundidade do enraizamento do esqueleto, ANG_TOP: Angulo superior da raiz,

LT_AVG_DIA: Diametro médio das raizes laterais.
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Figura 1. Raizes de milho inoculado e n&o inoculado cultivado com diferentes doses da adubacgdo (0, 50 100 kg ha') em areas de SPD
consolidada (SPDC) e ndo consolida (SPDNC) nas safras 2021/2022. A: Dose 0% P»Os ha™, sem bioinoculante. B: Dose 50% P.Os ha™', sem
bioinoculante. C: Dose 100% P20s ha™', sem bioinoculante. D: Dose 0% P.Os ha™', com bioinoculante. E: Dose 50 % P.Os ha™', com bioinoculante.
F: Dose 100 kg P2Os ha™, com bioinoculante. G: Dose 0% P20s ha™, sem bioinoculante. H: Dose 50% P,Os ha™, sem bioinoculante. I: Dose
100% P20s ha™', sem bioinoculante. J: Dose 0% P2Os ha™', com bioinoculante. K: Dose 50 % P2Os ha™', com bioinoculante. L: Dose 100 kg P2Os
ha', com bioinoculante.
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Figura 2. Raizes de milho inoculado e ndo inoculado cultivado com diferentes doses da adubagdo (0, 50 100 kg ha') em areas de SPD
consolidada (SPDC) e ndo consolida (SPDNC) nas safras 2022/2023. A: Dose 0% P.0Os ha™', sem bioinoculante. B: Dose 50% P,Os ha™, sem
bioinoculante. C: Dose 100% P20s ha™', sem bioinoculante. D: Dose 0% P20s ha™', com bioinoculante. E: Dose 50 % P.Os ha™', com bioinoculante.
F: Dose 100 kg P2Os ha™, com bioinoculante. G: Dose 0% P,Os ha™, sem bioinoculante. H: Dose 50% P,Os ha™', sem bioinoculante. I: Dose
100% P05 ha™', sem bioinoculante. J: Dose 0% P2Os ha™, com bioinoculante. K: Dose 50 % P.Os ha™', com bioinoculante. L: Dose 100 kg P2Os
ha™', com bioinoculante.
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5.1.3 DIVERSIDADE GENETICA E ABUNDANCIA RELATIVA DA COMUNIDADE
BACTERIANA RIZOSFERICA

A diversidade genética entre as comunidades bacterianas rizosférica e n&o-
rizosférica avaliada pelo escalonamento multidimensional nado métrico (NMDS)
mostrou diferencga significativa (p = 0,006) no primeiro ano, ja no segundo ano nao
foi observada diferencga significativa (p = 0,89). Foi observada diferenga significativa
entre a comunidade bacteriana nas areas de SPD consolidada e SPD n&o
consolidada, nos dois anos avaliados (p = 0,004 — 2021, p = 0,001 — 2022). Para
as doses de adubacgao fosfatada n&o foi observada diferencga significativa nos dois
anos (p =0,83: 2021, p = 0,84: 2022). A utilizacado do bioinoculante ndo teve impacto
significativo na comunidade bacteriana nos dois anos (p = 0,20: 2021, p = 0,11:
2022) (Figura 3).

O efeito da associagdo do bioinoculante com a adubacgéo foi significativo
para a area de SPD n&o consolida nos dois anos (ANOSIM Adubacéo p = 0,0002,
ANOSIM Inoculagéao p = 0,0002: 2021, ANOSIM Adubacgado p = 0,002, ANOSIM
Inoculagcado p = 0,083: 2022). Ja para a area de SPD consolidada, somente no
primeiro ano foi observada impacto significativo da associagdo do bioinoculante
com adubacéo fosfatada (ANOSIM Adubacgao p = 0,0008, ANOSIM Inoculagéo p =
0,045), no segundo ano nao foi observada diferenga significativa para interagao
associagao dos 2 fatores (ANOSIM Adubacéo p = 0,170, ANOSIM Inoculagao p =
0,120) (Figura 4).
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Figura 3. Perfil baseado em escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) utilizando a matriz de distancia de Bray-Curtis
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H — Safra 2022.
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Figura 4. Perfil baseado em escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS)
utilizando a matriz de distancia de Bray-Curtis da 3 diversidade genética bacteriana
do solo rizosférico de milho inoculado e nao inoculado cultivado com diferentes
doses da adubacao (0, 50 100 kg ha') em areas de SPD consolidada (SPDC) e
nao consolida (SPDNC) nas safras 2021/2022 e 2022/2023. e Presenca da
inoculacdo do produto a base de estirpes bacterinas solubilizadoras de fosfato, m
Auséncia da inoculagdo do produto a base de estiper bacterinas solubilizadoras de
fosfato e as dosagens e 0% de P20s, ® 50% de P20s, ¢ 100% de P20s. A e C: SPD
nao consolidado, B e D: SPD consolidado. A e B — Safra 2021, C e D — Safra 2022.

Para abundancia relativa da comunidade bacteriana rizosférica observamos
na identificacdo taxondmica bacteriana a presenca de trés filos predominantes nos
dois anos em todos os tratamentos, Actinomycetota, Bacillota, Pseudomonadota e

um grupo de individuos nao classificados nomeado como Others (Figura 5).
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Figura 5. Abundancia relativa dos filos da comunidade bacteriana na rizosfera do
milho inoculado e ndo inoculado cultivado com diferentes doses da adubacéo (0,
50 100 kg ha') em areas de SPD consolidada (SPDC) e nao consolida (SPDNC)
nas safras 2021/2022 e 2022/2023. SPD_NC_0OP_-B: SPD néo consolidado, dose
0% kg P20s ha', sem Bioinoculante, SPD_NC_50P_-B: SPD nao consolidado,
dose 50% kg P20s5 ha', sem Bioinoculante, SPD_NC 100P_-B: SPD nao
consolidado, dose 100% kg P20s ha™!, sem Bioinoculante, SPD_NC_OP_+B: SPD
ndo consolidado, dose 0% kg P20s ha”', com Bioinoculante, SPD_NC_50P_+B:
SPD n&o consolidado, dose 50% kg P20s ha', com Bioinoculante,
SPD_NC_100P_+B: SPD nado consolidado, dose 100% kg P20s ha", com
Bioinoculante, SPD_C_OP_-B: SPD consolidado, dose 0% kg P20s ha”', sem
Bioinoculante, SPD_C_50P_-B: SPD consolidado, dose 50% kg P20s ha™!, sem
Bioinoculante, SPD_C_100P_-B: SPD consolidado, dose 100% kg P20s ha™!, sem
Bioinoculante, SPD_C _OP_+B: SPD consolidado, dose 0% kg P20s ha”, com
Bioinoculante, SPD_C_50P_+B: SPD consolidado, dose 50% kg P20s ha', com
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Bioinoculante, SPD_C_100P_+B: SPD consolidado, dose 100% kg P20s ha™!, com
Bioinoculante. A — Safra 2021, B — Safra 2022.

Observamos que o bioinoculante teve impacto significativo na abundéancia
relativa dos filos Actinomycetota e Pseudomonadota no primeiro ano. No segundo
ano as areas de SPD consolidado e n&o consolidado associadas as dosagens de
adubacgao impactaram significativamente no filo Bacillota. Foi observado aumento
de 5% na abundancia relativa do Filo Actinomycetota nos tratamentos inoculados,
ja para Pseudomonadota observamos aumento de 47% na abundéncia relativa nos

tratamentos ndo inoculados (Tabela 8).

Tabela 8. Abundancia relativa (%) dos Filos da comunidade bacteriana na rizosfera
do milho inoculado e nao inoculado cultivado com diferentes doses da adubagéao
(0, 50 100 kg ha™') em areas de SPD consolidada (SPDC) e nao consolida (SPDNC)
nas safras 2021/2022 e 2022/2023.

Ano Inoculacéo Actinomycetota Bacillota Pseudomonadota Others
SPDC 74,00 a 10,01 a 7,89 a 8,07 a

SPDNC 76,66 a 7,80 a 7,13 a 8,39 a

Inoculado 77,31 a 8,15 a 6,06 b 8,46 a

2021/2022  Né&o Inoculado 73,36 b 9,66 a 8,96 a 8,00 a
0% 74,90 a 8,17 a 8,11a 8,80 a

50% 75,71 a 9,72 a 6,68 a 7,86 a

100% 75,39 a 8,82 a 7,74 a 8,03 a

SPDC 42,56 a 24,07 a 30,60 a 2,75a

SPDNC 36,72 a 24,10 a 37,29 a 1,86 a

Inoculado 43,12 a 21,69 a 32,98 a 2,19 a

2022/2023 N&o Inoculado 36,16 a 26,49 a 34,91 a 2,42 a
0% 36,83 a 23,66 a 37,57 a 1,92 ab

50% 40,14 a 22,79 a 33,63 a 341a

100% 41,94 a 25,81 a 30,63 a 159b

No primeiro ano, apenas a interagao tripla dos fatores sistema de plantio,
adubacao e inoculacdo apresentou diferenga significativa para o indice de
diversidade Chao. Ja no segundo ano, observamos impacto significativo do SPD
para os indices de diversidade de Shannon-Wiener - H' e Simpson — D, enquanto
a adubacdo fosfatada apresentou diferenca significativa para os indices de

Shannon-Wiener - H' e Chao, foram observados maior valores para diversidade nas
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areas de SPD consolidada, assim como maior diversidade para a dose de 50% da

adubacao fosfatada (Tabela 9).

Tabela 9. indices de diversidade de Shannon, Simpson e Chao dos filos da
comunidade bacteriana na rizosfera do milho inoculado e ndo inoculado cultivado
com diferentes doses da adubagdo (0, 50 100 kg ha') em areas de SPD
consolidada (SPDC) e n&o consolida (SPDNC) nas safras 2021/2022 e 2022/2023.

Ano Tratamento Shannon  Simpson  Chao
SPDC 1,19 a 0,64 a 3,83 a

SPDNC 1,16 a 0,63 a 3,83 a

Inoculado 1,15a 0,63 a 3,77 a

2021/2022 nao inoculado 1,20 a 0,65 a 3,88 a
0% 1,16 a 0,63 a 3,75a

50% 1,16 a 0,63 a 3,83 a

100% 1,20 a 0,65 a 3,91 a

SPDC 1,21a 0,68 a 3,72 a

SPDNC 1,06 b 0,61b 3,33 a

Inoculado 1,14 a 0,65 a 3,50 a

2022/2023 nao inoculado 1,13 a 0,64 a 3,65a
0% 1,14 ab 0,65a 3,50ab

50% 1,25a 0,69 a 39la

100% 1,02 b 0,60 a 3,16 b

5.1.4 DIVERSIDADE GENETICA E AVALIACAO DA COLONIZACAO DE FMA

O escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS), para a diversidade
genética da comunidade FMA mostrou diferencga significativa na comparacgéao entre
as comunidades rizosférica e nao-rizosférica no primeiro ano (p = 0,0001). No
entanto, no segundo ano n&o observamos a mesma diferenca significativa (p =
0,69). Para as areas de SPD consolidada e SPD nao consolidada, observamos
impacto significativo na comunidade FMA (p = 0,01: 2021, p = 0,0004: 2022). Nao
observamos impacto significativo na comunidade FMA quando avaliamos entre as
doses de adubacéo fosfatada (p = 0,84: 2021, p = 0,59: 2022), assim como nao foi
observada diferenca significativa entre a comunidade FMA nos tratamentos
inoculados e nao inoculados com bioinoculante nos dois anos (p = 0,22: 2021, p =
0,65: 2022) (Figura 6).

Quando analisamos o efeito do bioinoculante associado a adubagao na area
de SPD nao consolidada, observamos que no primeiro ano a adubacao demonstrou
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impacto significativo (ANOSIM Adubacéao p = 0,08, ANOSIM Inoculagao p = 0,11),
ja para o segundo ano nao foi observada diferenca significativa para ambos fatores
na diversidade genética da comunidade FMA (ANOSIM Adubacdo p = 0,82,
ANOSIM Inoculagéao p = 0,66). Ja para a area de SPD consolidada ao analisar o
efeito do bioinoculante associado adubacgao fosfatada, somente o bioinoculante no
primeiro ano teve impacto significativo na comunidade FMA (ANOSIM Adubacéo p
= 0,14, ANOSIM Inoculagdo p = 0,04), no segundo ano nenhum dos dois fatores
tiveram impacto significativo (ANOSIM Adubacéo p = 0,76, ANOSIM Inoculagao p
=0,44) (Figura 7).
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Figura 6. Perfil baseado em escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) utilizando a matriz de distancia de Bray-Curtis
da B diversidade genética de FMA do solo de milho inoculado e ndo inoculado cultivado com diferentes doses da adubagao (0, 50
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Auséncia da inoculagdo do produto a base de estirpes bacterianas

solubilizadoras de fosfato. D e H: e 0% de P20s5, @ 50% de P20s5, ¢ 100% de P20s. A, B, C, D — Safra 2021, E, F, G, H — Safra

2022.
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Figura 7. Perfil baseado em escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS)
utilizando a matriz de distancia de Bray-Curtis da B diversidade genética de FMA
do solo de milho inoculado e ndo inoculado cultivado com diferentes doses da
adubacgdo (0, 50 100 kg ha') em éareas de SPD consolidada (SPDC) e nao
consolida (SPDNC) nas safras 2021/2022 e 2022/2023. e Presenga da inoculagao
do produto a base de estirpes bacterinas solubilizadoras de fosfato, m Auséncia da
inoculagao do produto a base de estiper bacterinas solubilizadoras de fosfato e as
dosagens e 0% de P20s5, e 50% de P20s5, ® 100% de P20s5. A e C: SPD néo
consolidado, B e D: SPD consolidado. A e B — Safra 2021, B e C — Safra 2022.

Na avaliagao qualitativa e quantitativa da colonizagdo micorrizica arbuscular
observamos que as areas de SPD consolidada e SPD n&o consolidada tiveram
impacto significativo na colonizagdo micorrizica arbuscular nos dois anos,
observamos maior colonizagdo na area de SPD nao consolidado com aumento de

27% da colonizagao micorrizica no primeiro ano e 38% no segundo ano, em relagao
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ao SPD consolidado (Figura 8). também observamos impacto significativo da
adubagao no primeiro ano. Ja no segundo ano observamos que o Bioinoculante
teve impacto significativo, com aumento de 11% da colonizagdo nos tratamentos
nao inoculados. Também observamos diferenga significativa como a associagao

dos dois fatores areas de SPD e inoculagéo no segundo ano.
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Figura 8. Colonizag&o micorrizica (%) de milho inoculado e ndo inoculado cultivado
com diferentes doses da adubagido (0, 50 100 kg ha') em areas de SPD

consolidada (SPDC) e n&o consolida (SPDNC) nas safras 2021/2022 e 2022/2023.
A: safra — 2021, B: safra — 2022.

5.1.5 ATIVIDADE DAS FOSFATASES ACIDA E ALCALINA

Foi observado que o bioinoculante impactou significativamente nas
fosfatases acida e alcalina nos dois anos, sendo observada maior atividade
enzimatica nas plantas sem inoculagdo, observamos um aumento de 11% na
atividade enzimatica da fosfatases acida nos tratamentos sem inoculagcdo no
primeiro ano e 18% no segundo ano, ja para fosfatase alcalina observamos

aumento de 25% no primeiro ano e 22% no segundo ano (Figura 9).
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Figura 9. Atividade enzimatica das fosfatases acida e alcalina do solo rizosférico
de milho inoculado (B+) e nao inoculado (B-) cultivado com diferentes doses da
adubacgdo (0, 50 100 kg ha') em éareas de SPD consolidada (SPDC) e nao
consolida (SPDNC) nas safras 2021/2022 e 2022/2023. A e C: Fosfatase Acida, B
e D: Fosfatase Alcalina. A e B: safra — 2021, C e D: safra — 2022.



70

5.1.6 EFEITO DA INOCULACAO E DA DUBACAO FOFATADA NAARQUITETURA
RADICULAR DO MILHO, ASSOCIADO A PRDUTIVIDADE, DIVERSIDADE DA
COMUNIDADE BACTERIANA, COLONIZACAO MICORRIZICA E ATIVIDADE
ENZIMATICA EM SPD CONSOLIDADO E NAO CONSOLIDADO

No primeiro ano foi observado correlagdo positiva entre a produtividade,
AREA, SKL_DEPTH e P resina. Ja a AREA apresentou correlagéo significativa
positiva com WIDTH_MED, SKL_DEPTH, ANG_TOP, LT_AVG_DIA. Observamos
que a colonizagdo micorrizica apresentou correlacdo negativa com a AREA,
SKL_DEPTH e o P resina. Ja a caracteristica D10 apresentou correlagado negativa
com ANG_TOP e WIDTH_MED (Figura 10).

No segundo ano foi observada uma correlagao significativa positiva entre a
produtividade e a colonizacdo micorrizica. A AREA apresentou alta correlagao
positiva com D10, SKL_DEPTH, LT _AVG_DIA. Observamos que a colonizagao
micorrizica apresentou correlacdo positiva com ANG_TOP e Fosfatase Acida,
também observamos forte correlagao positiva entre o P resina e Fosfatase Alcalina.
ANG_TOP apresentou correlagdo negativa com a AREA, D10 e SKL_DEPTH,
observamos também correlagdo negativa entre SKL_DEPTH e colonizagao

micorrizica (Figura 10).
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Figura 10. Correlagéo linear de Pearson das caracteristicas da arquitetura do
sistema radicular (ASR) de milho inoculado e ndo inoculado cultivado com
diferentes doses da adubacao (0, 50 100 kg ha') em areas de SPD consolidada
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(SPDC) e n&o consolida (SPDNC) nas safras 2021/2022 e 2022/2023. AREA: Area
de raiz projetada, AVG_DENSITY: Densidade média da raiz, WIDTH_MED: Largura
média do sistema radicular, D10: Largura acumulada em 10% da profundidade,
SKL_DEPTH: Profundidade do enraizamento do esqueleto, ANG_TOP: Angulo
superior da raiz, LT _AVG_DIA: Diametro médio das raizes laterais, Produtividade,
F.Acida, F.Alcalina, MYC: Colonizacdo micorrizica Arbuscular, P resina e Shannon:
indice de diversidade de Shannon-Wiener - H'. A — Safra 2021, B — Safra 2022.

Na analise dos componentes principais do primeiro ano o componente
principal 1 (PC1) e componente principal 2 (PC2) explicaram 64,3% da variagéo
fenotipica (Figura 16), Area de raiz projetada (AREA) foi a caracteristica com maior
contribuigao (18,4%) (Tabela 10).

Tabela 10. Contribuicdo das caracteristicas da arquitetura do sistema radicular
(ASR), Produtividade, colonizagdo micorrizica, indice de diversidade de Shannon-
Wiener - H', P resina, fosfatase acida, fosfatase alcalina nas safras de 2021/2022 e
2022/2023.

2021/2022 2022/2023
Contribuicao Contribuicéo

Caracteristica ASR Caracteristica ASR

PC1 PC2 PC1 PC2

AREA 18,48 0,08 AREA 9,99 13,02
AVG_DENSITY 0,74 1,20 AVG_DENSITY 0,32 19,75
WIDTH_MED 9,95 8,75 WIDTH_MED 0,37 2,09
D10 4,70 13,89 D10 14,71 5,35
SKL_DEPTH 14,22 2,37 SKL_DEPTH 15,60 0,01
ANG_TOP 7,52 12,79 ANG_TOP 16,14 1,31
LT _AVG_DIA 9,25 1,63 LT _AVG _DIA 11,79 0,39
Produtividade 8,49 5,45 Produtividade 3,54 8,42
Fosfatase Acida 0,04 12,15 Fosfatase Acida 7,48 0,57
Fosfatase Alcalina 0,19 20,70 Fosfatase Alcalina 0,07 21,63
MYC 11,00 0,41 MYC 11,58 4,53

P resina 15,32 4,52 P resina 6,26 8,96
Shannon 0,09 16,07 Shannon 2,15 13,96

Foi observado por meio do PCA uma distribuicao dos tratamentos de acordo
com o sistema de plantio, os tratamentos em SPD consolidado se agruparam nos
quadrantes a esquerda ja os tratamentos em SPD nao consolidado se agruparam
a direita, também podemos observar a proximidade dos tratamentos em SPD
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consolidado, ao contrario dos tratamentos em SPD nao consolidado que apresenta

distribuicdo espacgada (Figura 11).
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Figura 11. Analise de componentes principais (PCA) de milho inoculado e nao
inoculado cultivado com diferentes doses da adubacgao (0, 50 100 kg ha™') em areas
de SPD consolidada (SPDC) e nao consolida (SPDNC) nas safras 2021/2022.
AREA: Area de raiz projetada, AVG_DENSITY: Densidade média da raiz,
WIDTH_MED: Largura média do sistema radicular, D10: Largura acumulada em
10% da profundidade, SKL_DEPTH: Profundidade do enraizamento do esqueleto,
ANG_TOP: Angulo superior da raiz, LT_AVG_DIA: Diametro médio das raizes
laterais, produtividade, colonizagao micorrizica, indice de diversidade de Shannon-
Wiener - H', P resina, fosfatase acida, fosfatase alcalina. SPDNC_0%P-B: SPD nao
consolidado, dose 0% kg P20s ha™', sem Bioinoculante, SPDNC_50%P-B: SPD nao
consolidado, dose 50% kg P20s ha', sem Bioinoculante, SPDNC_100%P-B: SPD
nao consolidado, dose 100% kg P20s ha', sem Bioinoculante, SPDNC_0%P+B:
SPD nao consolidado, dose 0% kg P20s ha', com Bioinoculante,
SPDNC _50%P+B: SPD n&o consolidado, dose 50% kg P20s ha', com
Bioinoculante, SPDNC_100%P+B: SPD n&o consolidado, dose 100% kg P20s ha-
', com Bioinoculante, SPDC_0%P-B: SPD consolidado, dose 0% kg P20s ha™', sem
Bioinoculante, SPDC_50%P-B: SPD consolidado, dose 50% kg P20s ha', sem



73

Bioinoculante, SPDC_100%P-B: SPD consolidado, dose 100% kg P20s ha™!, sem
Bioinoculante, SPDC_0%P+B: SPD consolidado, dose 0% kg P20s ha”', com
Bioinoculante, SPDC_50%P+B: SPD consolidado, dose 50% kg P20s ha™', com
Bioinoculante, SPDC_100%P+B: SPD consolidado, dose 100% kg P20s ha™!, com
Bioinoculante. e SDP consolidado (SPDC), A SPD né&o consolidado (SPDNC).

Os tratamentos em SPD nao consolidado tiveram maior contribuicdo da
colonizagdo micorrizica e D10, ja os tratamentos em SPD consolidado tiveram
maior contribuicdo das caracteristicas da arquitetura do sistema radicular,
produtividade e indices de diversidade. O tratamento em baixo P com dose 100%
de adubacéao fosfatada com inoculagdo apresentaram os maiores valores para
colonizagdo micorrizica. Os tratamentos em Baixo P com dose 0% de adubagao
sem inoculacdo e dose 50% de adubagao sem inoculagdo apresentaram maior

valor para D10 (Figura 11).

O tratamento em SPD consolidado com inoculagdo nas trés doses de
adubacao 0, 50 e 100% tiveram maiores valores para ANG_TOP, WIDTH_MED e
AREA. Ja os tratamentos em SPD consolidado sem inoculagdo nas doses 100 e
50% da adubacéo tiveram maiores valores para SKL_DEPTH e LT_AVG_DIA. Os
tratamentos em SPD consolidado com 50% da adubagéo e sem inoculagdo e SPD
nao consolidado com 50% da adubacao e inoculagao ficaram préximos com valores
maiores para indices de diversidade e para as atividades enzimaticas das
Fosfatases Acidas e Alcalinas. O tratamento em SPD n&o consolidado com 50% da
adubacao fosfatada com inoculagdo se agrupou com os tratamentos em SPD
consolidado o que pode indicar que doses intermediarias de adubacgao associadas

a inoculacé&o podem obter efeitos positivos (Figura 11).

Para as areas separadas observamos na analise dos componentes
principais (PCA) da area de SPD consolidado no primeiro ano, que o componente
principal 1 (PC1) e componente principal 2 (PC2) explicaram 56,9% da variagao
fenotipica (Figura 12), WIDTH_MED foi a caracteristica com maior contribuigéo
(18,6%) (Tabela 11).

Os tratamentos na area de SPD consolidado apresentaram uma separagéao

de acordo com a inoculagdo. Os tratamentos inoculados apresentaram maior
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contribuicdo das caracteristicas da arquitetura do sistema radicular, produtividade,
ja os tratamentos nao inoculados apresentaram maior contribuigdo da colonizagao
micorrizica, atividade enzimatica das fosfatases acida e alcalina e indice de
diversidade. Observamos correlacao positiva da produtividade com a AREA, assim
como correlagédo positiva da atividade enzimatica das fosfatases acida e alcalina

com indice de diversidade (Figura 12).

Tabela 11. Contribuicdo das caracteristicas da arquitetura do sistema radicular
(ASR), produtividade, colonizagdo micorrizica, indice de diversidade de Shannon-
Wiener - H', P resina, fosfatase acida, fosfatase alcalina nas areas de SPD

consolidado e ndo consolidado na safra de 2021/2022.

SPD consolidado SPD néao consolidado
Contribuicéao Contribuicéao

Caracteristica ASR Caracteristica ASR

PC1 pPC2 PC1 PC2

AREA 8,67 4,97 AREA 1,13 31,22
AVG_DENSITY 9,00 13,74 AVG_DENSITY 0,08 0,17
WIDTH_MED 18,69 3,14 WIDTH_MED 3,76 16,18
D10 0,92 3,13 D10 9,91 7,51
SKL_DEPTH 2,00 5,37 SKL_DEPTH 10,14 3,39
ANG_TOP 7,66 6,85 ANG_TOP 7,68 15,89
LT _AVG_DIA 14,75 3,00 LT _AVG_DIA 0,67 13,61
Produtividade 0,31 3,65 Produtividade 10,76 8,55
Fosfatase Acida 9,75 1,69 Fosfatase Acida 9,06 0,08
Fosfatase Alcalina 10,08 7,98 Fosfatase Alcalina 15,10 0,02
MYC 3,27 0,59 MYC 11,38 0,07

P resina 6,62 22,52 P resina 15,35 1,49

Shannon 8,28 12,62 Shannon 4,98 1,83
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Figura 12. Andlise de componentes principais (PCA) de milho inoculado e nao
inoculado cultivado com diferentes doses da adubacgao (0, 50 100 kg ha™') em areas
de SPD consolida (SPDC) nas safras 2021/2022. AREA: Area de raiz projetada,
AVG_DENSITY: Densidade média da raiz, WIDTH_MED: Largura média do sistema
radicular, D10: Largura acumulada em 10% da profundidade, SKL_DEPTH:
Profundidade do enraizamento do esqueleto, ANG_TOP: Angulo superior da raiz,
LT_AVG_DIA: Diametro médio das raizes laterais, produtividade, colonizagao
micorrizica, indice de diversidade de Shannon-Wiener - H', P resina, fosfatase
acida, fosfatase alcalina. 0%P_-B: Dose 0% kg P20s ha™', sem Bioinoculante,
50%P_-B: Dose 50% kg P20s ha', sem Bioinoculante, 100%P_-B: Dose 100% kg
P20s ha™', sem Bioinoculante, 0%P_+B: Dose 0% kg P20s ha™', com Bioinoculante,
50%P_+B: Dose 50% kg P20s ha!, com Bioinoculante, 100%P_+B: Dose 100% kg
P20s ha™', com Bioinoculante. A Com inoculagdo « Sem inoculagao.

Na analise dos componentes principais (PCA) da area de SPD nao
consolidado no primeiro ano, que o componente principal 1 (PC1) e componente
principal 2 (PC2) explicaram 69% da variagao fenotipica (Figura 13), P resina foi a

caracteristica com maior contribuicédo (15,3%) (Tabela 11).

Os tratamentos inoculados apresentaram maior contribuicdo das

caracteristicas da arquitetura do sistema radicular principalmente AREA,
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WIDTH_MED, ANG _TOP e LT_AVG_DIA, essas caracteristicas tiveram correlacao
positiva com a produtividade. Os tratamentos nao inoculados tiveram maior
contribuicdo da diversidade, o tratamento 100% da adubag¢ao sem inoculacéao teve
maiores valores para micorrizagdo. Observamos correlagdo positiva entre a
produtividade e as caracteristicas da ASR e a atividade enzimatica da fosfatase

acida e alcalina (Figura 13).

PC2 (21.8%)

Inoculagao

A Com
Sem

WIDTH_MED

AREA

0
PC1 (47.2%)

Figura 13. Andlise de componentes principais (PCA) de milho inoculado e nao
inoculado cultivado com diferentes doses da adubagao (0, 50 100 kg ha'') em areas
de SPD ndo consolida (SPDNC) nas safras 2021/2022. AREA: Area de raiz
projetada, AVG_DENSITY: Densidade média da raiz, WIDTH_MED: Largura média
do sistema radicular, D10: Largura acumulada em 10% da profundidade,
SKL_DEPTH: Profundidade do enraizamento do esqueleto, ANG_TOP: Angulo
superior da raiz, LT_AVG_DIA: Didametro médio das raizes laterais, produtividade,
colonizacdo micorrizica, indice de diversidade de Shannon-Wiener - H', P resina,
fosfatase acida, fosfatase alcalina. 0%P_-B: Dose 0% kg P20s ha', sem
Bioinoculante, 50%P_-B: Dose 50% kg P20s ha™', sem Bioinoculante, 100%P_-B:
Dose 100% kg P20s ha', sem Bioinoculante, 0%P_+B: Dose 0% kg P20s ha™', com
Bioinoculante, 50%P_+B: Dose 50% kg P20s ha', com Bioinoculante, 100%P_+B:
Dose 100% kg P20s ha™', com Bioinoculante. A Com inoculagdo » Sem inoculagio.
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Na analise dos componentes principais do segundo ano, o componente
principal 1 (PC1) e componente principal 2 (PC2) explicaram 59,9% da variagao
fenotipica (Figura 14), Angulo superior da raiz (ANG_TOP) foi a caracteristica com
maior contribuicdo (16,1%) para explicagdo dos tratamentos (Tabela 10). Foi
observado por meio do PCA uma distribuicdo dos tratamentos de acordo com o
Sistema de Plantio, os tratamentos em SPD consolidado se agruparam nos
quadrantes a esquerda ja os tratamentos em SPD n&o consolidado se agruparam
a direita, também podemos observar a proximidade dos tratamentos em SPD
consolidado sugerindo a auséncia de diferengas tdo marcantes ao contrario dos
tratamentos em SPD nao consolidado que apresenta distribuicido espacada (Figura

14).

*SPDC_50%P_+B
SKL_DEPTH
LTI_AVG DIA

________________________________

PC2(19.7%)

Plantio Direto
A N3o consolidado
@ cConsolidado

$PDC_0%P_-B

Falcalind

PC1(40.2%)

Figura 14. Andlise de componentes principais (PCA) de milho inoculado e nao
inoculado cultivado com diferentes doses da adubagao (0, 50 100 kg ha™') em areas
de SPD consolidada (SPDC) e nao consolida (SPDNC) nas safras 2022/2023.
AREA: Area de raiz projetada, AVG_DENSITY: Densidade média da raiz,
WIDTH_MED: Largura média do sistema radicular, D10: Largura acumulada em
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10% da profundidade, SKL_DEPTH: Profundidade do enraizamento do esqueleto,
ANG_TOP: Angulo superior da raiz, LT_AVG_DIA: Diadmetro médio das raizes
laterais, produtividade, colonizagdo micorrizica, indice de diversidade de Shannon-
Wiener - H', P resina, fosfatase acida, fosfatase alcalina. SPDNC_0%P-B: SPD nao
consolidado, dose 0% kg P20s ha™!, sem Bioinoculante, SPDNC_50%P-B: SPD n&o
consolidado, dose 50% kg P20s ha', sem Bioinoculante, SPDNC_100%P-B: SPD
nao consolidado, dose 100% kg P20s ha', sem Bioinoculante, SPDNC_0%P+B:
SPD nao consolidado, dose 0% kg P20s ha', com Bioinoculante,
SPDNC_50%P+B: SPD ndo consolidado, dose 50% kg P20s ha', com
Bioinoculante, SPDNC_100%P+B: SPD n&o consolidado, dose 100% kg P20s5 ha
', com Bioinoculante, SPDC_0%P-B: SPD consolidado, dose 0% kg P20s ha', sem
Bioinoculante, SPDC_50%P-B: SPD consolidado, dose 50% kg P20s ha', sem
Bioinoculante, SPDC_100%P-B: SPD consolidado, dose 100% kg P20s ha™', sem
Bioinoculante, SPDC_0%P+B: SPD consolidado, dose 0% kg P20s ha™, com
Bioinoculante, SPDC_50%P+B: SPD consolidado, dose 50% kg P20s ha', com
Bioinoculante, SPDC_100%P+B: SPD consolidado, dose 100% kg P20s ha', com
Bioinoculante. e SDP consolidado (SPDC), A SPD néo consolidado (SPDNC).

Os tratamentos em SPD nao consolidado (Baixo P) de modo geral tiveram
maior contribuicdo da colonizagdo micorrizica e ANG_TOP, ja os tratamentos em

SPD consolidado tiveram maior contribuicido das caracteristicas da arquitetura do

sistema radicular, produtividade e indices de diversidade (Figura 14).

O tratamento em SPD nao consolidado com dose 0 e 50% de adubacao
fosfatada sem inoculagdo apresentaram os maiores valores para o ANG_TOP e
atividade enzimatica da Fosfatase Acida. Os tratamentos em SPD nao consolidado
com dose 0 e 50% de adubagdo com inoculagéao tiveram forte relagdo com a
colonizagdo micorrizica assim como o tratamento em SPD n&o consolidado com
dose 100% da adubagao sem inoculagado. O tratamento em SPD nao consolidado
com dose 100% da adubagédo com inoculagéo ficou distribuido no quadrante
superior esquerdo proximo os tratamentos em SPD consolidado e teve o maior
valor para o AVG_DENSITY (Figura 14).

O tratamento em SPD consolidado com inoculagao nas doses de adubagao
50 e 100% tiveram maior relagdo com AREA, D10 e SKL_DEPTH, ja o tratamento
em SPD consolidado com inoculagao na dose 0% da adubacgao fosfatada teve o
maior valor para o P resina. O tratamento em SPD consolidado sem inoculagao

com 100% da adubacao fosfatada teve maior relagdo com LT _AVG DIA, ja o



79

tratamento em SPD consolidado sem inoculagdo com dose 50% da adubagao teve
forte relacdo com a Produtividade e Indice de diversidade. O tratamento em SPD
consolidado com dose 0% da adubacéao fosfatada em inoculacéo ficou distribuido
no quadrante inferir direito mais proximo dos tratamentos em SPD nao consolidado

e teve maiores valores para atividade enzimatica da Fosfatase Alcalina (Figura 14).

Para as areas separadas observamos na analise dos componentes
principais (PCA) da area de SPD consolidado no segundo ano, que o componente
principal 1 (PC1) e componente principal 2 (PC2) explicaram 68,5% da variagéo
fenotipica (Figura 15), AREA foi a caracteristica com maior contribui¢cao (15,46%)
(Tabela 12).

Os tratamentos na area de SPD consolidado ndo apresentaram uma
separagao bem definida, mas os tratamentos inoculados apresentaram maior
contribuicdo das caracteristicas da arquitetura do sistema radicular, produtividade
e indice de diversidade, ja os tratamentos n&o inoculados apresentaram maior
contribuigcdo da atividade enzimatica das fosfatases acida e alcalina e ANG_TOP.
Observamos correlacao positiva da produtividade com as caracteristicas da ASR.
(Figura 15).

Tabela 12. Contribuicdo das caracteristicas da arquitetura do sistema radicular
(ASR), Produtividade, colonizagdo micorrizica, indice de diversidade de Shannon-
Wiener - H', P resina, fosfatase acida, fosfatase alcalina na area de SPD

consolidado e ndo consolidado na safra de 2022/2023.

SPD consolidado SPD nao consolidado

. Contribuicdo  Caracteristica  Contribuicéo
Caracteristica ASR PC1  PC2 ASR PC1  PC2

AREA 15,46 2,24 AREA 16,26 0,12
AVG_DENSITY 13,18 6,72 AVG_DENSITY 390 6,48
WIDTH_MED 1,42 1,89 WIDTH_MED 1,91 15,63
D10 15,23 2,14 D10 15,56 2,97
SKL_DEPTH 9,42 1,56 SKL_DEPTH 15,06 0,00
ANG_TOP 1492 1,16 ANG_TOP 15,10 4,53
LT _AVG_DIA 575 2,04 LT _AVG _DIA 568 2,51
Produtividade 456 6,19 Produtividade 1,88 5,68
Fosfatase Acida 4,28 213 Fosfatase Acida 4,38 11,00
Fosfatase Alcalina 10,30 7,37 Fosfatase Alcalina 5,08 9,62
MYC 0,02 2,89 MYC 709 7,71
P resina 0,28 6,86 P resina 1,41 19,74

Shannon 519 451 Shannon 6,68 14,00
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Figura 15. Andlise de componentes principais (PCA) de milho inoculado e nao
inoculado cultivado com diferentes doses da adubacgao (0, 50 100 kg ha™') em areas
de SPD consolidada (SPDC) nas safras 2022/2023. AREA: Area de raiz projetada,
AVG_DENSITY: Densidade média da raiz, WIDTH_MED: Largura média do sistema
radicular, D10: Largura acumulada em 10% da profundidade, SKL_DEPTH:
Profundidade do enraizamento do esqueleto, ANG_TOP: Angulo superior da raiz,
LT_AVG_DIA: Diametro médio das raizes laterais, produtividade, colonizagdo
micorrizica, indice de diversidade de Shannon-Wiener - H', P resina, fosfatase
acida, fosfatase alcalina. 0%P_-B: Dose 0% kg P20s ha™', sem Bioinoculante,
50%P_-B: Dose 50% kg P20s ha', sem Bioinoculante, 100%P_-B: Dose 100% kg
P20s ha™', sem Bioinoculante, 0%P_+B: Dose 0% kg P20s ha™', com Bioinoculante,
50%P_+B: Dose 50% kg P20s ha!, com Bioinoculante, 100%P_+B: Dose 100% kg
P20s ha™', com Bioinoculante. A Com inoculagdo « Sem inoculagao.

Na analise dos componentes principais (PCA) da area de SPD nao
consolidado no segundo ano, que o componente principal 1 (PC1) e componente
principal 2 (PC2) explicaram 70,5% da variagao fenotipica (Figura 16), AREA foi a

caracteristica com maior contribuicéo (16,26%) (Tabela 12).
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Os tratamentos na area de SPD nao consolidado apresentaram uma
separagdao bem definida. Os tratamentos inoculados apresentaram maior
contribuicdo das caracteristicas ASR, ja os tratamentos ndo inoculados
apresentaram maior contribuicdo da atividade enzimatica das fosfatases acida e
alcalina, colonizagado micorrizica e produtividade. Observamos correlagao positiva
da atividade enzimatica das fosfatases acida e alcalina, colonizacdo micorrizica e

rodutividade (Figura 16).

PC2 (30.7%)

Inoculagao

A Com
Sem

PC1 (39,8%)

Figura 16. Analise de componentes principais (PCA) de milho inoculado e nao
inoculado cultivado com diferentes doses da adubagao (0, 50 100 kg ha'') em areas
de SPD n3o consolidada (SPDNC) nas safras 2022/2023. AREA: Area de raiz
projetada, AVG_DENSITY: Densidade média da raiz, WIDTH_MED: Largura média
do sistema radicular, D10: Largura acumulada em 10% da profundidade,
SKL_DEPTH: Profundidade do enraizamento do esqueleto, ANG_TOP: Angulo
superior da raiz, LT_AVG_DIA: Didametro médio das raizes laterais, produtividade,
colonizacao micorrizica, indice de diversidade de Shannon-Wiener - H', P resina,
fosfatase acida, fosfatase alcalina. 0%P_-B: Dose 0% kg P20s ha', sem
Bioinoculante, 50%P_-B: Dose 50% kg P20s ha™', sem Bioinoculante, 100%P_-B:
Dose 100% kg P20s ha', sem Bioinoculante, 0%P_+B: Dose 0% kg P20s ha™', com
Bioinoculante, 50%P_+B: Dose 50% kg P20s ha', com Bioinoculante, 100%P_+B:
Dose 100% kg P20Os ha™!, com Bioinoculante. A Com inoculagdo » Sem inoculagao.
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6.1 DISCUSSAO

A area com Sistema de Plantio Direto (SPD) consolidado apresentou maiores
valores de produtividade e teor de fésforo no solo em comparagao a area de SPD
recém-implantado (Tabelas 4 e 5). Esse tipo de manejo favorece o acumulo de
matéria organica, resultante da decomposicdo da palhada e da ciclagem de
nutrientes (Xavier et al., 2019; Hobbs et al., 2008). A adocdo de sistemas
conservacionistas como o SPD pode promover um aumento médio de 12% no
rendimento das culturas, devido a maior disponibilidade de fésforo, incremento de
matéria organica, reducdo da compactagao do solo e melhoria da ciclagem de
nutrientes (Ren, 2023).

O maior valor de P resina observado na auséncia de inoculagao pode estar
associado a maior ciclagem e absorgéo do fésforo promovidas pelas BSFs, o que
reduz os niveis residuais do nutriente no solo (Billah et al., 2019), como observado
nas Tabelas 5. A inoculacéo teve efeito positivo sobre a produtividade nas areas
com SPD consolidado, resultando em maiores rendimentos sob essa condigao. Por
outro lado, nas areas de SPD recém-implantado, os maiores valores de
produtividade foram observados nos tratamentos sem inoculagao. Esses resultados
indicam que a resposta das plantas a inoculagdo e a adubacao fosfatada pode
variar conforme o grau de consolidagdo do sistema de plantio direto. A diferenca
significativa observada no tratamento com 50% da adubag¢ao sem inoculagdo em
SPD néo consolidado sugere que, em sistemas ainda em transigdo ou com manejo
mais perturbado, doses reduzidas de adubagdo podem apresentar melhor

desempenho.

Em relagcdo a arquitetura do sistema radicular (ASR), foram observadas
diferengcas marcantes entre o SPD consolidado e o recém-implantado (Tabela 6).
Na area com SPD consolidado, as plantas apresentaram raizes maiores € mais
robustas nas duas safras (Tabela 7), com maior area radicular, angulo superior,
diametro médio das raizes laterais e maior profundidade de enraizamento. Esses
atributos radiculares estiveram associados ao aumento da produtividade nas
condicées de SPD consolidado, evidenciando a importancia do tempo de adogao
do sistema conservacionista para a estruturacdo do solo e o desenvolvimento

radicular. O maior desenvolvimento do sistema radicular pode estar associado ao



83

aumento no teor de matéria organica, a melhoria na ciclagem de nutrientes e,
sobretudo, a redugcdo da compactagao do solo. Esses fatores favorecem a
formagao de raizes laterais mais robustas e com angulos mais amplos, indicando
uma maior distribuicdo horizontal nas camadas superficiais do solo, regides
caracterizadas por maior acumulo de matéria organica e disponibilidade de
nutrientes. Resultados semelhantes foram reportados por Mehra et al. (2020) e
Wang et al. (2024), os quais observaram um incremento no desenvolvimento

radicular com a adog¢ao do SPD.

A utilizacdo de dois hibridos de milho diferentes, P3551PWU na primeira
safra e FS615PWU na segunda, pode explicar a diferenga de estrutura e tamanho
das raizes nos 2 anos. Caracterizado por um desenvolvimento
intermediario/precoce, o hibrido P3551PWU possui desenvolvimento de raizes
mais profundas tipicas de hibridos de ciclo mais longo (Pioneer, 2025), ao contrario
do hibrido FS615PWU, que possui raizes mais superficiais porém de
desenvolvimento rapido, caracteristica comum de hibridos de ciclo super precoce
(Forseed, 2025), como esperado observamos essa diferenca na profundidade do
enraizamento do esqueleto das raizes, em que no primeiro ano o hibrido
P3551PWU atingiu maiores profundidades das raizes em relacdo ao hibrido
FS615PWU utilizado no segundo ano.

Além disso na segunda safra ndo observamos diferenca significativa no
tamanho da area e largura das raizes sendo impactada pelo SPD como foi
observado na primeira safra, o que também pode ter relacdo com a diferenca dos
hibridos, ja que os gendtipos de ciclo precoce como o hibrido FS615PWU tendem
a lidar melhor com a compactagcao do solo, sendo assim as diferengas de
desenvolvimento radicular evidenciadas pelo SPD consolidado e ndo consolidado

podem ter sido minimizadas.

Embora a inoculagdo ndo tenha promovido diferengas estatisticamente
significativas na ASR em ambos os anos (Tabela 6), observou-se um efeito positivo,
evidenciado pela presenga de raizes mais longas, espessas e densas (Figura 1 e
2) Esse resultado pode estar associado a atividade fitoestimuladora das BSFs, que

sdo capazes de sintetizar fitorménios como auxinas e giberelinas, os quais
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desempenham papel fundamental na promog¢ao do crescimento e desenvolvimento

do sistema radicular (Richardson et al., 2009).

A composigdo da comunidade genética bacteriana e de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) também diferiu significativamente entre SPD consolidado e
recém-implantado (Figura 3), refletindo os efeitos do manejo conservacionista na
melhoria da qualidade do solo (Kassam, 2014). O acumulo de matéria organica na
superficie do solo, comum em SPD, favorece a diversidade microbiana (Yadav et
al., 2017). Uma meta-analise (Li et al. 2020) mostrou esse mesmo efeito positivo
do SPD sobre a diversidade bacteriana (Tabela 9). A composi¢do da comunidade
bacteriana foi significativamente modulada pela interagdo entre inoculagdo e
adubacao fosfatada (Figuras 4), enquanto os efeitos isolados de cada fator n&o
foram significativos (Figuras 3). Isso indica um efeito sinérgico na estrutura da

comunidade, embora nem sempre esse efeito reflita em maior diversidade.

A analise de abundancia relativa revelou maior presenca de filos adaptados
a solubilizagao de fésforo, como Bacillota e Pseudomonadota (Figura 5), os quais
produzem fosfatases eficientes (Rodrigues e Fraga, 1999). A maior abundancia de
Pseudomonadota na auséncia da inoculagdo sugere um possivel efeito de
competicdo com microrganismos introduzidos, como relatado por Shade et al.
(2012).

Na primeira safra, observou-se efeito significativo da interagdo entre SPD,
inoculagao e adubacgao sobre a diversidade da comunidade bacteriana (indice de
Chao; Tabela 9). A maior riqueza foi observada no SPD recém-implantado com
inoculacdo e sem adubacao. A auséncia de adubacao pode evitar o favorecimento
de espécies dominantes, enquanto a inoculacdo com BSFs solubiliza o fosforo
nativo do solo, promovendo maior diversidade. Na segunda safra, os indices de
Shannon e Simpson foram superiores no SPD consolidado (Tabela 9),
possivelmente a menor disponibilidade de fosforo no SPD recém-implantado pode
ter gerado um efeito de “especializagao funcional” (Dai et al., 2020), selecionando

poucos individuos adaptados a essa condicao.

A adubacgédo também influenciou a diversidade bacteriana, observou-se

maior diversidade com 50% da dose recomendada de fésforo (Tabela 9), similar ao
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efeito da auséncia de adubagdo na primeira safra. Isso indica que dosagens
reduzidas, associadas a inoculagao, podem favorecer a diversidade microbiana (Liu
et al., 2022; Haokip et al., 2019; Yue et al.,, 2022; Chhabra et al., 2013). Os
diferentes padrées de diversidade ao longo das safras sugerem que o
agroecossistema microbiano apresenta resiliéncia e capacidade de adaptagao as
interacdes entre SPD, inoculagdo e adubagao. No primeiro ano, os efeitos foram
mais complexos, enquanto no segundo, predominaram os efeitos simples. Como
proposto por Allison (2004) e Downing e Leibold (2010), a diversidade esta
diretamente associada a resiliéncia das comunidades microbianas, o que pode
explicar a maior estabilidade da comunidade bacteriana nas areas de SPD

consolidado.

A colonizagdo por FMA foi maior no SPD recém-implantado (Figura 8),
provavelmente devido a menor disponibilidade de fésforo. Wang et al. (2017)
demonstraram que altas concentracdes de fdsforo reduzem a colonizacéo
micorrizica. A menor matéria organica e o menor desenvolvimento radicular nas
areas de SPD nao consolidado podem ter estimulado maior emissao de exsudatos,
favorecendo a colonizagdo por FMA como estratégia de adaptacédo a estresses

nutricionais.

A atividade enzimatica das fosfatases acida e alcalina foi influenciada pelo
pH acido do solo e apresentou maior intensidade no SPD consolidado na primeira
safra. Segundo Zheng et al. (2021), essa atividade é regulada pela disponibilidade
de fésforo, biomassa e composigao microbiana. No segundo ano, a atividade da
fosfatase acida foi maior no SPD recém-implantado, refletindo o estresse por
deficiéncia de fésforo e a atuagcado da colonizagao micorrizica na solubilizagcao de
nutrientes. A inoculacdo influenciou significativamente a atividade das fosfatases
(Figura 9), porém, ao contrario do esperado, os maiores valores foram observados
na auséncia da inoculacido. Esse resultado pode estar relacionado ao efeito de
prioridade, em que a comunidade nativa, por ser mais bem adaptada, inibe o
estabelecimento e a funcionalidade dos microrganismos introduzidos (Debray et al.,
2022).

As analises de PCA revelaram forte associagdo entre os tratamentos

inoculados e os maiores valores de caracteristicas da ASR (Figuras 12, 13, 15 e
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16), também evidenciada nas médias da Tabela 7. A ASR influencia diretamente a
diversidade microbiana rizosférica por meio dos exsudatos radiculares, que servem
como fonte de carbono e sinalizag&o para os microrganismos (Dennis et al., 2010).
Uma maior distribuicdo horizontal das raizes permite maior interacdo com a camada
superficial do solo, onde ha maior abundancia de matéria organica e micro-

organismos, favorecendo o estabelecimento de comunidades mais diversas.

Dessa forma, a inoculagdo pode atuar como um modulador indireto da
diversidade, por meio de seus efeitos sobre a ASR. Isso pode justificar a maior
diversidade observada nas areas de SPD consolidado, que apresentaram raizes
mais desenvolvidas. As PCAs mostraram que os indices de diversidade e as
caracteristicas da ASR estavam mais proximos dos tratamentos em SPD

consolidado (Figuras 11 e 14).

A maior produtividade nas areas de SPD consolidado com inoculacéo
também pode estar associada ao melhor desenvolvimento radicular e a maior
disponibilidade de fésforo (P resina), a qual teve correlacdo positiva com a
produtividade em ambas as safras (Figuras 11 e 14).0 sistema de plantio direto
(SPD) consolidado demonstrou maior eficiéncia agrondmica e biolégica em
comparacdo ao SPD recém-implantado, resultando em maiores indices de
produtividade, teores de fésforo no solo, desenvolvimento radicular e diversidade
microbiana. A inoculacao com bioinoculantes fosfato-solubilizadores teve um efeito
positivo tanto na produtividade quanto na arquitetura do sistema radicular (ASR),
com destaque para as areas de SPD consolidado.

Areducgao da adubacao fosfatada, quando associada a inoculacéo, mostrou-
se eficaz ao promover maior diversidade microbiana e manter niveis adequados de
produtividade, sugerindo um uso mais racional e sustentavel dos fertilizantes. Os
resultados indicam que a combinacdo de doses reduzidas de fdsforo com
microrganismos solubilizadores favorece a formacdo de uma comunidade
microbiana mais diversa e funcional, capaz de atender parte das necessidades

nutricionais das plantas de maneira eficiente.

Os resultados obtidos evidenciam que o grau de consolidagdo do Sistema

de Plantio Direto (SPD) exerce influéncia determinante sobre a resposta das
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plantas a inoculacdo com bactérias solubilizadoras de fosfato e a adubacgao
fosfatada. Em SPD consolidado, observou-se maior produtividade, melhor
desenvolvimento radicular, maior diversidade microbiana e menor variabilidade nas
respostas, refletindo um ambiente mais estavel e favoravel a acdo dos

bioinoculantes.

Por outro lado, o SPD recém-implantado apresentou maior colonizagao
micorrizica e respostas mais heterogéneas, indicando que, nesses ambientes, o
sucesso da inoculagao depende de uma melhor adaptagao das cepas utilizadas e

do manejo de fertilizantes.

Em conjunto, os achados reforcam a importancia de considerar o estado
fisico-biolégico do solo na tomada de decisdao quanto ao uso de bioinsumos e
indicam que doses intermediarias de fésforo, quando associadas a inoculantes,

podem representar uma estratégia eficaz e sustentavel para a agricultura tropical.



88

5.2 RESULTADOS

5.2.1 DADOS AGRONOMICOS - MILHO INOCULADO COM BACTERIAS
SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO EM DIFERENTES TIPOS DE MANEJO DA
ADUBAGCAO FOSFATADA NO TOCANTINS.

Nos dois anos de avaliagao, ndo foram observadas diferengas significativas
na produtividade em fungcdo da adubacéao fosfatada isoladamente, da inoculagao
com bioinoculantes, ou da interacdo entre ambos os fatores. Os valores de

produtividade foram superiores na segunda safra (Tabelas 13 e 14).

Na analise do fésforo disponivel (P resina), ndo foram observadas diferencas
significativas em funcdo da adubagdo fosfatada ou da inoculagdo com
bioinoculantes no primeiro ano. No entanto, no segundo ano, a adubacgao fosfatada
apresentou efeito significativo, com os maiores teores de P resina registrados nos

tratamentos com 125% da dose recomendada (Tabelas 13 e 14).

Tabela 13. Andlise de varidncia (ANOVA) da produtividade (kg ha™') e P resina (mg
dm=) de milho inoculado e nao inoculado cultivado com diferentes doses da
adubagcao (0, 50, 75 100 e 125 kg ha™') nas safras 2021/2022 e 2022/2023.

Quadrado Médio

Ano Fonte de variacéo Produtividade (kg ha') P resina (mg dm?)
Bloco 4 2
Inoculacdo 6 3
2021/2022 Adubacao 5 4
Inoculacdo*Adubacéo 2 6
Coeficiente de Variacdo (%) 9,82 61.06
Bloco 5 5*
Inoculacdo 6 2
2022/2023 Adubacio 4 n
Inoculacdo*Adubacéo 3 3

Coeficiente de Variacdo (%) 18,63 25.15
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Tabela 14. Produtividade (kg ha™') e P resina (mg dm) de milho inoculado e ndo
inoculado cultivado com diferentes doses da adubacéo (0, 50, 75 100 e 125 kg ha-
") nas safras 2021/2022 e 2022/2023.

Ano Tratamento Produtividade (kg ha') P resina (mg dm™)
Inoculado 140,47 a 25.31a
Nao Inoculado 142,35 a 26.76 a
0% 131,59 a 21,57 a
2021/2022 50% 143,10 a 18,63 a
75% 148,92 a 29,47 a
100% 143,71 a 31,13 a
125% 139,72 a 29,36 a
Inoculado 191,56 a 28.37 a
N&o Inoculado 174,02 a 32.29 a
0% 174,03 a 25,68 b
2022/2023 50% 177,32 a 23,48 b
75% 169,20 a 31,17 ab
100% 186,13 a 31,53 ab
125% 207,25 a 39,77 a

5.2.2 ANALISE DA ARQUITETURA DO SISTEMA RADICULAR

No primeiro ano, foi observado efeito significativo da adubacao fosfatada
sobre a caracteristica ANG_TOP, com os maiores valores médios registrados na
auséncia de adubacéo (0%) e os menores valores nas doses de 100%. Além disso,
a interacdo entre o bioinoculante e a adubagdo também influenciou
significativamente essa variavel. Observou-se ainda efeito significativo do bloco

experimental sobre a caracteristica WIDTH_MED (Tabelas 15 e 16).

No segundo ano, a inoculagao teve efeito significativo sobre a profundidade
do sistema radicular (SKL_DEPTH), sendo que os maiores valores médios foram
registrados nos tratamentos sem inoculacdo, com uma diferenga de
aproximadamente 6%. A adubacdo também influenciou significativamente as
caracteristicas SKL _DEPTH e LT _AVG_DIA, assim como a interacdo entre
inoculacdo e adubacdo. A dose de 75% da adubacdo apresentou os menores

valores médios para ambas as caracteristicas (Tabelas 15 e 16).
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Tabela 15. Anadlise de variancia (ANOVA) das caracteristicas radiculares de milho inoculado e n&o

inoculado cultivado com
diferentes doses da adubacao (0, 50, 75,100 e 125 kg ha') nas safras 2021/2022 e 2022/2023.

Quadrado Médio
Ano Fonte de variacao AREA AVG DENSITY WIDTH_MED D10 SKL _DEPTH ANG_TOP LT AVG DIA
Bloco 6 5 5* 2 5 6 3
Inoculacéo 3 6 6 3 4 3 2
2021/2022 Adubacéo 2 2 2 5 2 5* 6
Inoculacdo*Adubacédo 5 3 4 6 6 4* 5
Coeficiente de Variacdo (%) 24,79 18,57 19,37 15,96 17,12 25,17 9,37
Quadrado Médio
Ano Fonte de variacéo AREA AVG DENSITY WIDTH MED D10 SKL DEPTH ANG TOP LT AVG DIA
Bloco 2 3 6 4 6 4 6
Inoculagéo 6 6 2 5 3* 3 3
2022/2023 Adubacéo 5 2 3 3 2* 2 4*
Inoculacdo*Adubacédo 4 4 5 2 5* 6 5*
Coeficiente de Variacdo (%) 14,38 18,72 23,73 10,09 6,08 29,79 5,54

AREA: Area de raiz projetada, AVG_DENSITY: Densidade média da raiz, WIDTH_MED: Largura média do sistema radicular, D10: Largura

acumulada em 10% da profundidade, SKL_DEPTH: Profundidade do enraizamento do esqueleto, ANG_TOP: Angulo superior da raiz,
LT_AVG_DIA: Didmetro médio das raizes laterais.
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Tabela 16. Caracteristicas radiculares de milho inoculado e n&o inoculado cultivado com diferentes doses da adubacéo (0, 50,
75,100 e 125 kg ha™') nas safras 2021/2022 e 2022/2023.

Ano Tratamento AREA AVG DENSITY WIDTH_MED D10 SKL_DEPTH ANG TOP LT AVG DIA
Inoculado 7742,47 a 151a 80,21 a 0,26 a 200,28 a 42,49 a 0,29 a
N&ao inoculado 7652,06 a 1,65 a 76,79 a 0,27 a 195,23 a 38,53 a 0,29 a
0% 7410,48 a 1,59 a 74,91 a 0,24 a 194,98 a 46,90 a 0,29 a
2021/2022 50% 7420,11 a 1,56 a 80,69 a 0,25 a 193,98 a 43,16 ab 0,29 a
75% 7378,93 a 1,62 a 82,17 a 0,25 a 186,20 a 45,17 ab 0,27 a
100% 8260,17 a 1,62 a 71,66 a 0,29 a 217,99 a 30,79 b 0,30 a
125% 8005,35 a 1,51 a 82,65 a 0,29 a 194,98 a 36,04 ab 0,30 a
Ano Tratamento AREA AVG DENSITY WIDTH_MED D10 SKL_DEPTH ANG TOP LT AVG DIA
Inoculado 12916,14 a 1,64 a 87,84 a 0,31 a 274,79 b 28,50 a 0,39 a
Nao inoculado 12599,96 a 1,48 a 88,28 a 0,32 a 292,03 a 25,09 a 0,40 a
0% 12815,91 a 1,62 a 84,16 a 0,33 a 296,42 a 20,67 a 0,40 a
2022/2023 50% 12645,48 a 1,61a 86,14 a 0,31 a 288,73 a 26,53 a 0,40 ab
75% 11363,44 a 1,51a 82,82 a 0,32 a 254,20 b 29,38 a 0,37 b
100% 13232,45 a 1,55a 87,62 a 0,30 a 288,17 a 28,69 a 0,41 a
125% 13693,44 a 1,49 a 99,61 a 0,31 a 291,66 a 28,28 a 0,39 ab

AREA: Area de raiz projetada, AVG_DENSITY: Densidade média da raiz, WIDTH_MED: Largura média do sistema radicular, D10: Largura
acumulada em 10% da profundidade, SKL_DEPTH: Profundidade do enraizamento do esqueleto, ANG_TOP: Angulo superior da raiz,
LT_AVG_DIA: Didmetro médio das raizes laterais
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5.2.3 DIVERSIDADE GENETICA E ABUNDANCIA RELATIVA DA COMUNIDADE
BACTERIANA RIZOSFERICA

Foi observada diferencga significativa entre a comunidade bacteriana do solo
rizosférico e nao rizosférico (p = 0,0007) no primeiro ano, ja no segundo ano nao
foi observada diferenga significativa (p = 0,11). Ja o bioinoculante impactou
significativamente na comunidade bacteriana nos dois anos avaliados (p = 0,0002:
2021, p = 0,09: 2022), assim como observamos diferenga significativa entre os
tratamentos quando comparadas as doses adubacao fosfatada nos dois anos (p =
0,011: 2021, p = 0,001: 2022) (Figura 17).

Foi observada diferenca significativa no efeito da associacdo do
bioinoculante com a adubacao fosfatada nos dois anos de experimento (ANOSIM
Adubacao p = 0,0001, ANOSIM Inoculagao p = 0,0003: 2021, ANOSIM Adubagao
p =0,0001, ANOSIM Inoculacao p = 0,0002: 2022) (Figura 18).
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Figura 17. Perfil baseado em escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) utilizando a matriz de distancia de Bray-Curtis da 3
diversidade genética bacteriana do solo rizosferico de milho inoculado e nao inoculado cultivado com diferentes doses da adubagéo (0, 50,
75, 100 e 125 kg ha') nas safras 2021/2022 e 2022/2023. A e D: e solo rizosférico, B e E: e Presencga da inoculagéo do produto a base de
estirpes bacterinas solubilizadoras de fosfato, ¢ Auséncia da inoculagao do produto a base de estirpes bacterianas solubilizadoras de fosfato,

C e F: e 0% de P20Os, ® 50%

de P205,

75% de P205, e 100% de P,0s5 s

125% de P20s, A, B, C — Safra 2021, D, E, F — Safra 2022.
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Figura 18. Perfil baseado em escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS)
utilizando a matriz de distancia de Bray-Curtis da 3 diversidade genética bacteriana do solo
rizosferico de milho inoculado e nao inoculado cultivado com diferentes doses da adubagao
(0, 50, 75, 100 e 125 kg ha™') nas safras 2021/2022 e 2022/2023. e Presenca da inoculagdo
do produto a base de estirpes bacterinas solubilizadoras de fosfato, m Auséncia da
inoculacdo do produto a base de estirpes bacterinas solubilizadoras de fosfato e as
dosagens e 0% de P.0s, ® 50% de P,0s, © 75% de P20s, ® 100% de P2Os, « 125% de
P.Os. A — safra 2021 B — safra 2022.

Na abundancia relativa da comunidade bacteriana rizosférica foram
considerados somente os filos com abundancia maior ou igual a 5%. Foi observada
a presenca de trés filos predominantes nos dois anos em todos os tratamentos,
Actinomycetota, Bacillota, Pseudomonadota e um grupo de individuos né&o
classificados (Figura 19).
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Figura 19. Abundancia relativa dos Filos da comunidade bacteriana na rizosfera do
milho inoculado e ndo inoculado cultivado com diferentes doses da adubacéo (0,
50, 75,100, 125 kg ha™) nas safras 2021/2022 e 2022/2023. OP_-B: Dose 0% kg
P20s5 ha™', sem Bioinoculante, 50P_-B: Dose 50% kg P20s ha', sem Bioinoculante,
75P_-B: Dose 75% kg P20s ha™', sem Bioinoculante, 100P_-B: Dose 100% kg P20s
ha”!, sem Bioinoculante, 125P_-B: Dose 125% kg P20s ha™1, sem Bioinoculante,
OP_+B: Dose 0% kg P20s ha', com Bioinoculante, 50P_+B: Dose 50% kg P20s ha-
', com Bioinoculante, 75P_+B: Dose 75% kg P20s ha', com Bioinoculante,
100P_+B: Dose 100% kg P20s ha™', com Bioinoculante, 125P_+B: Dose 125% kg
P20s ha', com Bioinoculante. A — safra 2021, B — safra 2022
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Foi observado que a adubacao fosfatada e o bioinoculante ndo tiveram
impacto significativo na abundancia relativa dos filos observados, assim como a
interacdo entre a adubacéo fosfatada e inoculacéo, nas duas safras (Tabela 17).
Nao foram observadas diferengas estatisticas significativa para os indices de
diversidade Shannon-Wiener - H', Simpson - D e Chao para os dois anos (Tabela
18).

Tabela 17. Abundancia relativa (%) dos Filos da comunidade bacteriana na
rizosfera do milho inoculado e nao inoculado cultivado com diferentes doses da
adubagcao (0, 50, 75,100, 125 kg ha') nas safras 2021/2022 e 2022/2023.

Ano Inoculacéo Actinomycetota  Bacillota Pseudomonadota Others
Inoculado 28,74 a 25,72 a 42,10 a 341 a

Nao Inoculado 28,36 a 26,99 a 40,94 a 3,69 a

0% 28,11 a 25,54 a 42,84 a 3,49 a

2021/2022 50% 30,31 a 25,81 a 39,99 a 3,87 a
75% 28,93 a 27,78 a 39,92 a 3,34 a

100% 27,99 a 26,82 a 41,50 a 3,67 a

125% 27,38 a 25,98 a 43,22 a 3,41 a

Inoculado 26,48 a 35,33 a 35,00 a 3,16 a

N&o Inoculado 23,54 a 32,84 a 37,22 a 6,38 a

0% 26,26 a 35,61 a 35,00 a 3,11 a

2022/2023 50% 20,86 a 34,96 a 32,18 a 11,98 a
75% 27,62 a 34,26 a 34,98 a 3,12 a

100% 25,69 a 30,44 a 40,86 a 2,99 a

125% 24,27 a 34,84 a 37,81 a 3,06 a

Tabela 18. indices de diversidade de Shannon, Simpson e Chao dos Filos da
comunidade bacteriana na rizosfera do milho inoculado e ndo inoculado cultivado
com diferentes doses da adubacio (0, 50, 75,100, 125 kg ha™) nas safras
2021/2022 e 2022/2023.

Ano Inoculacdo Shannon Simpson Chao
Inoculado 1,30 a 0,71 a 4,00 a

Nao Inoculado 1,30 a 0,71 a 4,00 a

0% 1,30 a 0,71 a 4,00 a

2021/2022 50% 1,31a 0,71a 4,00 a
75% 1,30 a 0,71 a 4,00 a

100% 1,30 a 0,71 a 4,00 a

125% 1,30 a 0,71 a 4,00 a

Inoculado 1,30 a 0,71 a 4.0a

Nao Inoculado 1,26 a 0,69 a 39a

0% 1,30 a 0,71 a 4,00 a

2022/2023 50% 1,21a 0,67 a 3,75a
75% 1,30 a 0,71 a 4,00 a

100% 1,29 a 0,71 a 4,00 a

125% 1,29 a 0,71 a 4,00 a
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5.2.4 DIVERSIDADE GENETICA E AVALICAO DA COLONIZACAO MICORRIZICA
ARBUSCULAR

Para comunidade FMA foi observada diferenga significativa quando
comparados solos rizosférico e nao rizosférico nos dois anos (p = 0,0004: 2021, p
= 0,0014: 2022). Observamos que o bioinoculante impactou significativamente a
comunidade FMA primeiro ano (p = 0,0001), no entanto no segundo ano nao foi
observada a mesma diferenca (p = 0,21), ja para as doses de adubacéao fosfatada
quando comparadas no primeiro ano (p = 0,0104) observamos diferencga

significativa entre os tratamentos, mas ndo no segundo ano (p = 0,52) (Figura 20).

O efeito observado da associacdo do bioinoculante com a adubacao foi
significativa no primeiro ano de avalicdo (ANOSIM Adubacéo p = 0,0001, ANOSIM
Inoculagdo p = 0,0001: 2021), ja para o segundo ano nao foi observada diferenga
significativa (ANOSIM Adubagao p = 0,19, ANOSIM Inoculagdo p = 0,22: 2022)
(Figura 21).
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Figura 20. Perfil baseado em escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) utilizando a matriz de distancia de Bray-Curtis
da B diversidade genética de FMA do solo rizosférico de milho inoculado e ndo inoculado cultivado com diferentes doses da
adubacéo (0, 50, 75, 100 e 125 kg ha™') nas safras 2021/2022 e 2022/2023. A e D: e solo rizosférico, B e E: e Presencga da
inoculagao do produto a base de estirpes bacterinas solubilizadoras de fosfato,
estirpes bacterianas solubilizadoras de fosfato, C e F: @ 0% de P20s5, ¢ 50% de P20s,
de P20s, A, B, C — Safra 2021, D, E, F — Safra 2022.

Auséncia da inoculacédo do produto a base de

75% de P20s, ® 100% de P20s, « 125%
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Figura 21. Perfil baseado em escalonamento multidimensional ndo métrico
(NMDS) utilizando a matriz de distancia de Bray-Curtis da B diversidade genética
de FMA do solo rizosférico de milho inoculado e nao inoculado cultivado com
diferentes doses da adubagao (0, 50, 75, 100 e 125 kg ha') nas safras 2021/2022
e 2022/2023. e Presenca da inoculagao do produto a base de estirpes bacterinas
solubilizadoras de fosfato, m Auséncia da inoculagdo do produto a base de estirpes
bacterinas solubilizadoras de fosfato e as dosagens e 0% de P20s, @ 50% de P20s,

75% de P20s, @ 100% de P20s, « 125% de P20s. A — safra 2021 B — safra 2022.

Na avaliagcado qualitativa e quantitativa da colonizagao micorrizica arbuscular
foi observado que as dosagens de adubacdo fosfatada tiveram diferencga
significativa, ja a presencga e auséncia da inoculagdo n&o teve impacto significativo
na micorrizagao, assim como a interagcao entre a adubacéao fosfatada e inoculagao

com produto a base de bactérias solubilizadoras (Tabela 19 e 20).

Tabela 19. Analise de variancia (ANOVA) da colonizagao micorrizica arbuscular (%)
da rizosfera de milho inoculado e n&o inoculado cultivado com diferentes doses da
adubacao (0, 50, 75, 100 e 125 kg ha™') nas safras 2021/2022.

Quadrado Médio

Ano Fonte de variacdo Micorrizacdo (%)
Bloco 5
Inoculacdo 2
2021/2022 Adubacéo 6+
Inoculacdo*Adubacéo 3

Coeficiente de Variagdo (%) 18,41
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Tabela 20. Colonizag&o micorrizica arbuscular (%) da rizosfera de milho inoculado
e nao inoculado cultivado com diferentes doses da adubacao (0, 50, 75, 100 e 125
kg ha'') nas safras 2021/2022.

Ano Tratamento Micorrizacdo (%)
Inoculado 0,42 a
N&o Inoculado 0,43 a
0% 0,37 a
2021/2022 50% 0.47 a
75% 0,49 a
100% 0,38 a
125% 0,43 a

5.2.5 ATIVIDADE ENZIMATICA DAS FOSFATASES ACIDA E ALCALINA

Foi observado com a andlise enzimatica das fosfatases acidas e alcalinas
que as dosagens de adubacéo fosfatada, e presenca e auséncia da inoculagédo nao
tiveram impacto significativo nas fosfatases no primeiro ano, assim como a
interacédo entre a adubacéao fosfatada e inoculagédo. Ja no segundo ano, somente
as dosagens de adubacédo fosfatada apresentaram diferenca significativa na
atividade da fosfatase alcalina (Figura 22).

400
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Mg p-nitrofenol h™ g * de solo

o

Figura 22. Atividade enzimatica das fosfatases acida e alcalina do solo rizosférico
de milho inoculado e nao inoculado cultivado com diferentes doses da adubagao
(0, 50, 75, 100, 125 kg ha') nas safras 2021/2022 e 2022/2023. A e C: Fosfatase
Acida, B e D: Fosfatase Alcalina. A e B: safra — 2021, C e D: safra — 2022.

5.2.6 EFEITO DOS TRATAMENTOS NAARQUITETURA RADICULAR DO MILHO,
ASSOCIADO A PRODUTIVIDADE, DIVERSIDADE DA COMUNIDADE
BACTERIANA, COLONIZACAO MICORRIZICA E ATIVIDADE ENZIMATICA
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No primeiro ano foi observado uma alta correlacédo positiva entre a AREA e
LT_AVG_DIA, também observamos correlagdo entre ANG_TOP e WIDTH_MED. O
indice de diversidade de Shannon apresentou correlacédo positiva com a fosfatase
alcalina. Observamos correlagdo negativa entre o D10 e ANG_TOP assim como

correlagao negativa da colonizagao micorrizica com a fosfatase acida (Figura 23).

No segundo ano foi observada uma alta correlagdo positiva entre a
produtividade, AREA e WIDTH_MED. A AREA apresentou alta correlagao positiva
com WIDTH_MED e SKL_DEPTH. Ja LT_AVG_DIA apresentou correlagao positiva
com SKL_DEPTH. Observamos ANG_TOP apresentou correlagdo negativa com
D10 (Figura 23).
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Figura 23. Correlacdo linear de Pearson das caracteristicas da arquitetura do sistema
radicular (ASR) de milho inoculado e nao inoculado cultivado com diferentes doses da
adubagao (0, 50, 75, 100, 125 kg ha™") nas safras 2021/2022 e 2022/2023. AREA: Area de
raiz projetada, AVG_DENSITY: Densidade média da raiz, WIDTH_MED: Largura média do
sistema radicular, D10: Largura acumulada em 10% da profundidade, SKL_DEPTH:
Profundidade do enraizamento do esqueleto, ANG_TOP: Angulo superior da raiz,
LT_AVG_DIA: Diametro médio das raizes laterais, Produtividade, F. Acida, F. Alcalina,
MYC: Colonizacdo micorrizica Arbuscular, P resina e Shannon: indice de diversidade de
Shannon-Wiener - H'. A — Safra 2021, B — Safra 2022.

A PCA do primeiro ano o componente principal 1 (PC1) e componente

principal 2 (PC2) obtiveram juntos uma explicagdo de 46,3% para as variaveis,
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sendo Angulo superior da raiz (ANG_TOP) com 16 % a caracteristica com maior

contribuigdo para explicagao das variaveis (Tabela 21).

Tabela 21. Contribuicdo das caracteristicas da arquitetura do sistema radicular
(ASR), Produtividade, colonizagdo micorrizica, indice de diversidade de Shannon-
Wiener - H', P resina, fosfatase acida, fosfatase alcalina nas safras de 2021/2022 e
2022/2023.

2021/2022 2022/2023
Contribuicéo Contribuicéo

Caracteristica ASR Caracteristica ASR

PC1 PC2 PC1 PC2

AREA 8,96 1,58 AREA 19,44 5,41
AVG_DENSITY 0,24 13,91 AVG_DENSITY 3,67 8,89
WIDTH_MED 11,30 0,09 WIDTH_MED 8,67 1,45
D10 12,59 5,62 D10 8,01 11,21
SKL_DEPTH 14,57 3,18 SKL_DEPTH 6,65 14,89
ANG_TOP 16,04 2,97 ANG_TOP 2,62 16,81
LT _AVG_DIA 10,19 0,24 LT _AVG_DIA 10,66 3,15
Produtividade 0,62 3,85 Produtividade 15,11 0,68
Fosfatase Acida 7,17 12,68 Fosfatase Acida 14,42 2,26
Fosfatase Alcalina 4,88 15,78 Fosfatase Alcalina 7,86 9,82
P resina 12,70 3,66 P resina 2,31 10,57
Shannon 0,52 25,09 Shannon 0,57 14,85

MYC 0,21 11,35
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Figura 24. Analise de componentes principais (PCA) de milho inoculado e nao
inoculado cultivado com diferentes doses da adubacéo (0, 50, 75, 100, 125 kg ha-
1) nas safras 2021/2022. AREA: Area de raiz projetada, AVG_DENSITY: Densidade
média da raiz, WIDTH_MED: Largura média do sistema radicular, D10: Largura
acumulada em 10% da profundidade, SKL_DEPTH: Profundidade do enraizamento
do esqueleto, ANG_TOP: Angulo superior da raiz, LT_AVG_DIA: Diametro médio
das raizes laterais, produtividade, colonizagao micorrizica, indice de diversidade de
Shannon-Wiener - H', P resina, fosfatase acida, fosfatase alcalina. 0%P-B: Dose
0% kg P20s ha', sem Bioinoculante, 50%P-B: Dose 50% kg P20s ha”', sem
Bioinoculante, 75%P-B: Dose 75% kg P20s ha', sem Bioinoculante, 100%P-B:
Dose 100% kg P20s ha', sem Bioinoculante, 125%P-B: Dose 125% kg P20s ha1,
sem Bioinoculante, 0%P+B: Dose 0% kg P20s ha™', com Bioinoculante, 50%P+B:
Dose 50% kg P20s ha', com Bioinoculante, 75%P+B: Dose 75% kg P20s ha™', com
Bioinoculante, 100%P+B: Dose 100% kg P20s ha-!, com Bioinoculante, 125%P+B:
Dose 125% kg P20s ha™!, com Bioinoculante.

Observamos que os tratamentos os tratamentos com as dosagens menores

da adubacgao 0 e 50% se agruparam nos quadrantes inferiores, ja os tratamentos
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com dosagens mais altas de 100 e 125% se distribuiram nos quadrantes
superiores. A proximidade dos tratamentos com as dosagens de adubagéo 0 e 50%
sugerindo a auséncia de diferengas tdo marcantes entre os tratamentos ao
contrario dos tratamentos com maiores doses que apresenta distribuicdo mais

espacada (Figura 24).

Os tratamentos com doses 0 e 50% da adubacgao fosfatada com inoculagéo
tiveram forte relagdo com ANG_TOP, AVG_DENSITY e indice de diversidade, assim
como os tratamentos com 50 e 75% da adubac¢do sem inoculagao. Ja o tratamento
com 0% da adubacdo sem inoculagdo teve forte associagdo com a atividade
enzimatica das fosfatase acida e alcalina. O tratamento com dose 125% da
adubacdo com inoculacdo teve forte associacdo com SKL DEPTH, AREA,
LT_AVG_DIA, além de apresentar os maiores valores de D10, ja o tratamento com
dose 125% da adubacgéo sem inoculagao teve forte associagdo com P resina. Os
maiores valores para produtividade foram observados na dose 75% da adubacgao

com inoculagéo (Figura 24).

Na PCA do segundo ano o componente principal 1 (PC1) e componente
principal 2 (PC2) obtiveram juntos uma explicagdo de 57,5,3% para as variaveis,
sendo Area de raiz projetada (AREA) com 19,4 % a caracteristica com maior

contribuigao para explicagcao das variaveis (Tabela 21).
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Figura 25. Andlise de componentes principais (PCA) de milho inoculado e nao
inoculado cultivado com diferentes doses da adubacéo (0, 50, 75, 100, 125 kg ha-
1) nas safras 2022/2023. AREA: Area de raiz projetada, AVG_DENSITY: Densidade
média da raiz, WIDTH_MED: Largura média do sistema radicular, D10: Largura
acumulada em 10% da profundidade, SKL_DEPTH: Profundidade do enraizamento
do esqueleto, ANG_TOP: Angulo superior da raiz, LT_AVG_DIA: Diametro médio
das raizes laterais, produtividade, colonizagao micorrizica, indice de diversidade de
Shannon-Wiener - H', P resina, fosfatase acida, fosfatase alcalina. 0%P-B: Dose
0% kg P20s ha', sem Bioinoculante, 50%P-B: Dose 50% kg P20s ha”', sem
Bioinoculante, 75%P-B: Dose 75% kg P20s ha', sem Bioinoculante, 100%P-B:
Dose 100% kg P20s ha', sem Bioinoculante, 125%P-B: Dose 125% kg P20s ha1,
sem Bioinoculante, 0%P+B: Dose 0% kg P20s ha™', com Bioinoculante, 50%P+B:
Dose 50% kg P20s ha', com Bioinoculante, 75%P+B: Dose 75% kg P20s ha™', com
Bioinoculante, 100%P+B: Dose 100% kg P20s ha-!, com Bioinoculante, 125%P+B:
Dose 125% kg P20s ha™!, com Bioinoculante.

Os tratamentos com 75, 100 e 125% da adubacéo fosfatada sem inoculacao

ficam agrupados nos quadrantes inferiores proximos ao tratamento com 50% da
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adubacao fosfatada com inoculacao, estes tratamentos tiveram forte relacdo com
indices de diversidade, ANG_TOP e a atividade enzimatica da fosfatases alcalina.
A proximidade entre esses tratamentos sugere que ndo houve diferencas téao
expressivas, indicando que a dose de 50% da adubac&o associada a inoculacéo
apresentou efeitos semelhantes aos das doses mais altas de adubagdao sem a
inoculagao. O tratamento com 100% da adubacgao fosfatada com inoculagéo teve
forte associagdo com a atividade da fosfatase acida, ja os tratamentos com 0 e
125% da adubacio fosfatada com inoculagdo tiveram forte associagdo com a
AREA, WIDTH_MED, LT_ANG_AVG, AVG_DENSITY e SKL_DEPTH, tendo o
tratamento com 125% da adubacéo fosfatada com inoculagédo os maiores valores
para a AREA e produtividade. Os tratamentos com 0 e 50 % da adubacao fosfatada

tiveram os maiores valores para D10 (Figura 25).
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6.2 DISCUSSAO

Embora a inoculagdo e a adubacdo nao tenham apresentado efeitos
estatisticamente significativos sobre a produtividade de gréos (Tabelas 13 e 14), foi
observado um incremento nos valores médios de produtividade nas plantas
inoculadas durante a segunda safra, além de um aumento geral na produtividade
nesta mesma safra. Paralelamente, observou-se uma elevacdo nos teores de
fésforo disponivel (Tabela 14), o que pode sugerir um efeito cumulativo da
inoculagdo com bactérias solubilizadoras de fosfato (BSFs) ao longo do tempo. A
analise quimica do solo na area experimental revelou elevados teores de fosforo,

um fator importante a ser considerado na interpretacdo dos resultados.

A disponibilidade de fésforo no solo € um fator determinante para a
produtividade, e os maiores teores de P resina foram registrados nos tratamentos
sem inoculagcdo em ambas as safras (Tabela 14). Este resultado pode indicar uma
maior eficiéncia de absorcdo de fésforo pelas plantas nos tratamentos com
inoculagao, possivelmente devido a intensificacdo da ciclagem e mineralizagao
promovidas pelas BSFs, o que poderia reduzir a fracdo disponivel de fésforo no
solo. Esse comportamento estaria em consonancia com os maiores indices de
produtividade observados na segunda safra, sugerindo que a maior disponibilidade
e absorgao de fosforo contribuiram diretamente para o desempenho produtivo. Em
culturas de cereais, parte significativa do fésforo absorvido é direcionada as
sementes, influenciando diretamente o numero, a massa seca e o rendimento das

mesmas (Malhotra et al., 2018).

Adicionalmente, esse efeito pode refletir uma maior eficiéncia e estabilidade
funcional das BSFs ao longo do tempo. A atuagdo dessas bactérias ndo apenas
favorece a ciclagem do fésforo, mas também pode melhorar a disponibilidade de
outros nutrientes essenciais. Segundo a Lei do Minimo de Liebig (1841), a
produtividade vegetal € limitada pelo nutriente em menor disponibilidade,
independentemente da abundéncia dos demais. Dessa forma, a melhoria na
ciclagem de multiplos nutrientes pode ter contribuido para o incremento da
produtividade observado na segunda safra. Mesmo em condi¢des de alta saturagao
de fésforo, a inoculacdo com BSFs pode ter promovido ganhos produtivos nao
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apenas pela solubilizacao de fosfato, mas também por efeitos indiretos sobre o

desenvolvimento radicular, como evidenciado pelas caracteristicas da ASR.

As plantas inoculadas apresentaram maior &rea e angulo superior de raizes
em ambas as safras (Tabela 16), indicando maior robustez e desenvolvimento do
sistema radicular. Este efeito pode ser atribuido a capacidade fitoestimuladora das
bactérias solubilizadoras de fosfato (BSFs), que produzem fitorménios como
auxinas e giberelinas, promotores reconhecidos do crescimento radicular (Velloso
et al.,, 2020; Sousa et al., 2021). No segundo ano, observou-se um impacto
significativo da inoculacdo na profundidade das raizes (Tabela 16), com maiores
valores registrados nas plantas nao inoculadas. Este resultado pode refletir uma
resposta adaptativa das plantas a menor disponibilidade de nutrientes e agua,
exigindo maior exploracdo do solo em profundidade. Em contraste, as plantas
inoculadas, beneficiadas por uma melhor ciclagem e disponibilidade de fésforo e
outros nutrientes, ndo demandaram 0 mesmo investimento em crescimento

radicular.

Além disso, os maiores valores medios das caracteristicas da area
superficial de raizes (ASR) na segunda safra (Tabela 16) indicam ndo apenas maior
tamanho e robustez radicular, mas também uma possivel influéncia sobre a
diversidade da comunidade bacteriana rizosférica. As raizes, por meio da producao
de exsudatos, estabelecem um ambiente propicio a colonizacdo microbiana,
atuando como fonte de carbono e sinais quimicos (Dennis et al., 2010). Assim,
raizes mais desenvolvidas aumentam a superficie de contato com o solo e ampliam
a disponibilidade de exsudatos, favorecendo a atracdo e a diversidade de
microrganismos. As varia¢des na arquitetura do sistema radicular e na resposta a
inoculagéo também podem refletir a plasticidade fenotipica da cultura, influenciada
por fatores como gendtipo, status nutricional e intensidade da colonizacdo

microbiana residente.

As BSFs podem ter se estabelecido de forma mais eficaz no solo ao longo
do tempo, aumentando sua eficiéncia funcional. Tal comportamento pode estar
relacionado ao potencial de resiliéncia da comunidade microbiana, isto €, sua
capacidade de retornar ao estado de equilibrio apds perturbagées (Ambrosine et
al., 2016). Esse potencial esta associado a plasticidade funcional e fisiologica, que
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confere adaptabilidade a variagdes ambientais (Shade et al., 2012). A estabilizagao
funcional das BSFs inoculadas ao longo do tempo pode ter contribuido para o
aumento da diversidade microbiana. Embora ndo tenham sido observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos quanto a diversidade
nas duas safras (Tabelas 18), com valores similares para os indices de Shannon,
Simpson e Chao, a segunda safra apresentou maior diversidade nos tratamentos
com inoculacdo. Esse aumento pode estar relacionado a adaptagéo e a eficiéncia
crescente das BSFs no ambiente rizosférico, promovendo condigbes mais

favoraveis ao estabelecimento de uma microbiota diversificada.

A literatura relata efeitos diversos da inoculacdo de microrganismos
exdgenos sobre a diversidade microbiana do solo. Trabelsi et al. (2011) observaram
aumento na riqueza bacteriana total apds a inoculagao de Sinorhizobium meliloti
4H41 e Rhizobium gallicum 8a3 em feijao, enquanto Zhang et al. (2010) relataram
reducdo da diversidade bacteriana em favas (Vicia faba L.) apos a introducéo de
Rhizobium leguminosarum bv. viciae CCBAU01253, ao mesmo tempo em estudo
recente Li et al. (2023) descreveu efeito positivo do uso de inoculantes microbianos
no aumento significativamente de varios parametros microbianos do solo, incluindo

biomassa bacteriana e fungica.

Tais discrepancias podem ser atribuidas a resisténcia das comunidades
microbianas residentes a introducao de cepas exdégenas (Bjorklof et al., 2003), um
fendbmeno relacionado a diversidade e a capacidade de resposta funcional do
microbioma (Allison, 2004; Downing & Leibold, 2010; Ambrosine et al., 2016). Essa
resisténcia e resiliéncia ecoldgica estdo intimamente ligadas a plasticidade
funcional, essencial para a adaptacgao frente a perturbagdes ambientais (Shade et
al., 2012).

Embora nao tenham sido observadas diferencas significativas nos indices
de diversidade da comunidade bacteriana rizosférica em resposta a inoculacao e a
adubacdo fosfatada (Tabela 18), verificaram-se alteragcbes significativas na
composi¢cao da comunidade bacteriana em ambas as safras, atribuidas aos efeitos
isolados da inoculacdo, da adubacao, e especialmente a interagao entre ambos
(Figuras 17 e 18). Esses resultados indicam que tanto a inoculagdo com bactérias

solubilizadoras de fosfato (BSFs) quanto a adubacgédo fosfatada desempenham
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papéis relevantes na modulagado da composi¢cao da comunidade bacteriana, ainda
que essas mudangas composicionais nao se traduzam necessariamente em

variagdes nos indices de diversidade.

De modo semelhante, observou-se modulagdo na composi¢cao genética da
comunidade de FMA devido aos efeitos principais da inoculagado e da adubacgao,
bem como a interagédo entre ambos, porém apenas na primeira safra (Figuras 20 e
21). Tal resposta sugere um efeito sinérgico inicial da inoculacdo de BSFs com a
adubagao sobre a comunidade de FMA, seguido de uma possivel estabilizagao
ecoldgica no segundo ano, potencialmente resultante de uma reorganizagao
funcional da microbiota rizosférica frente a introdu¢do de microrganismos

exdgenos.

A colonizagao micorrizica foi significativamente influenciada pela adubacgéo,
com destaque para a dose de 75% da adubacao recomendada, que promoveu
maior colonizagdo (Tabela 19 e 20) e esteve associada aos maiores valores de
produtividade. Esses achados sugerem que doses intermediarias de adubacgao
equilibram de forma mais eficiente o fornecimento de nutrientes com a promocéao

da simbiose micorrizica.

A maior atividade enzimatica foi inicialmente observada nas plantas nao
inoculadas o que pode ser explicado pelo principio de prioridade competitiva da
comunidade microbiana nativa frente a introdugcéo de microrganismos exégenos
(Debray et al., 2022). Isso sugere que, num primeiro momento, a comunidade nativa
possui maior plasticidade funcional e competitiva. Contudo, no segundo ano, houve
aumento significativo da atividade enzimatica nas plantas inoculadas, indicando
que as BSFs conseguiram se estabelecer de forma mais eficiente ao longo do
tempo, favorecendo a ciclagem e mineralizagao do fosforo no solo. Esse efeito foi
corroborado pela correlagao positiva observada entre a atividade das fosfatases
(acida e alcalina) e o indice de diversidade de Shannon. Destaca-se que, enquanto
a fosfatase acida pode ser produzida por plantas e microrganismos, a fosfatase
alcalina é produzida majoritariamente por microrganismos (Carneiro et al., 2004).
Assim, os efeitos significativos observados no segundo ano, especialmente
associados a adubacéo, refletem uma maior estabilidade funcional da comunidade

microbiana, reforgando o papel das BSFs na melhoria da funcionalidade do solo.
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No primeiro ano, a diversidade bacteriana correlacionou-se fortemente com
a densidade radicular (Figura 24), indicando que raizes mais densas favorecem
maior interagdo com a microbiota por meio da exsudagdo. No segundo ano, a
diversidade correlacionou-se ao angulo radicular (Figura 25), sugerindo que raizes
com maior exploracgao vertical aumentam a diversidade ao acessar camadas mais
profundas do solo, onde ha menor competicdo e maior variedade de nichos

ecologicos.

Apesar do alto teor inicial de fésforo no solo, a inoculagdo com BSFs mostrou
efeitos cumulativos positivos ao longo do tempo, com reflexos no desenvolvimento
radicular, atividade enzimatica e produtividade, particularmente na segunda safra.
Isso reforga a hipdétese de que a inoculagéo contribui para a eficiéncia na ciclagem

de nutrientes, mesmo em solos com boa disponibilidade inicial.

Os maiores valores médios para as caracteristicas da ASR no segundo ano
(Tabela 15), juntamente com a forte correlagéo positiva entre produtividade, area e
largura do sistema radicular (Figuras 24 e 25), sugerem que o melhor
estabelecimento das BSFs promoveu maior robustez radicular, otimizando a
absorcao de agua e nutrientes, fatores essenciais para o aumento da biomassa e
do rendimento de gréos (Fageria, 2012). Adicionalmente, foi observada correlacéo
positiva entre colonizagdo micorrizica e produtividade na primeira safra (Figuras
24), destacando o papel das FMA como promotores de produtividade em sistemas
agricolas, como também reportado em meta-analise por Zhang et al. (2019), que
encontrou aumento médio de 16% na produtividade em experimentos de campo
com FMA.

Os resultados deste estudo evidenciam o potencial agronémico e ecoldgico
da inoculacdo com bactérias solubilizadoras de fosfato (BSFs), especialmente
quando associada a doses intermediarias de adubacao fosfatada. Ainda que efeitos
estatisticamente significativos sobre a produtividade nem sempre tenham sido
observados, destaca-se a ocorréncia de ganhos cumulativos ao longo das safras,
refletidos em melhorias na arquitetura do sistema radicular (ASR), na atividade
enzimatica e na modulagdo da composicdo das comunidades microbianas e

micorrizicas.
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A atuacao das BSFs foi evidenciada tanto por seus efeitos diretos, como o
aumento na area e robustez das raizes, quanto por seus efeitos indiretos sobre a
diversidade microbiana e a eficiéncia da ciclagem de fésforo, mesmo em solos com
elevados teores iniciais do nutriente. Adicionalmente, os dados indicam que
estratégias que integram inoculacdo microbiana com adubacdo racional
(particularmente a 50% ou 75% da dose recomendada) promovem sistemas mais
equilibrados, sustentaveis e responsivos, com incremento funcional sem

necessidade de insumos excessivos.

Por fim, os resultados sustentam a recomendacdo de praticas agricolas
baseadas em bioinsumos e manejo conservacionista, que considerem o tempo de
estabilizagao ecoldgica dos microrganismos introduzidos e priorizem a resiliéncia e
diversidade das comunidades edaficas como pilares para o sucesso agronémico

de longo prazo.
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CONCLUSAO GERAL

Com base nos experimentos conduzidos nos estados de Mato Grosso do Sul
(MS) e Tocantins (TO), conclui-se que a escolha do sistema de manejo do solo é
um fator determinante para a produtividade e a funcionalidade edafica. Sistemas
conservacionistas, como o Sistema Plantio Direto (SPD), demonstraram promover
beneficios agrondmicos e bioldgicos significativos, refletidos na arquitetura do
sistema radicular, na colonizacdo micorrizica, na composicdo da comunidade

microbiana rizosférica e no rendimento das culturas.

A inoculacdo com bactérias solubilizadoras de fosfato (BSFs) apresentou
efeitos consistentes sobre o desenvolvimento radicular em ambos os locais,
favorecendo a formagé&o de sistemas radiculares mais robustos e bem estruturados.
Observou-se ainda um efeito sinérgico entre a inoculacao e a adubacao fosfatada,
modulando a composicdo da microbiota do solo. No entanto, essa modulacéo
composicional ndo se traduziu, necessariamente, em aumentos nos indices

classicos de diversidade microbiana.

No Tocantins, os resultados sugerem uma maior estabilidade funcional das
BSFs ao longo do tempo, com respostas mais evidentes na segunda safra. Esse
comportamento destaca a importancia da adaptacdo ecolégica gradual dos
microrganismos exdgenos ao ambiente rizosférico e sua contribuicdo para o
funcionamento do solo em médio prazo. Embora os efeitos mais evidentes tenham
surgido na segunda safra, seria relevante destacar que o tempo necessario para
que as bactérias solubilizadoras de fosfato (BSFs) se estabelecam e exercam
influéncia funcional pode variar. Esse periodo de adaptacdo é influenciado pela
microbiota residente, pelas caracteristicas fisico-quimicas do solo e pelas
condigbes climaticas, e merece ser considerado em futuras estratégias de
inoculacédo. Estudos de metagendmica temporal poderiam elucidar esse processo

dinamico.

Os achados deste estudo ampliam o entendimento das complexas
interacdes entre solo, planta e microbiota, e evidenciam o potencial da inoculagéo
com BSFs como ferramenta biotecnoldégica complementar para o0 manejo

sustentavel da fertilidade. No entanto, recomenda-se a realizacdo de estudos de
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longa duracéo, com enfoque na persisténcia e funcionalidade dos inoculantes, para
subsidiar estratégias mais precisas e eficazes para diferentes contextos

edafoclimaticos e gendtipos de milho.

Na pratica, os resultados sugerem que a inoculacdo com BSFs,
especialmente quando associada a doses intermediarias de foésforo, pode reduzir a
dependéncia de fertilizantes minerais e melhorar o aproveitamento dos nutrientes
ja presentes no solo. Essa estratégia ndo apenas potencializa o rendimento das
lavouras de milho, como também contribui para um manejo mais racional,

econdmico e ambientalmente sustentavel.
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