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OLIVEIRA, RAQUEL GOMES (DS). Universidade Federal de Sédo Jodo del-Rei,
Setembro de 2024. Efeito da inoculacdo de bactérias solubilizadoras de fosfato
na produtividade, arquitetura radicular e microbioma de plantas de milho
cultivadas sob diferentes condi¢des de fertilizagcao fosfatada. Orientadora: Sylvia
Morais de Sousa Tin6co. Coorientadoras: Dra. Christiane Abreu de Oliveira Paiva e
Dra. Flavia Cristina dos Santos.

RESUMO

O uso de bioinoculantes esta alinhado com os principios de intensificacao
ecolégica da agricultura. No entanto, é fundamental entender como esses
bioinoculantes afetam as plantas e como influenciam a microbiota do solo em
diferentes condicfes de fertilizacdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
um bioinoculante composto por duas estirpes de bactérias solubilizadoras de fosfato
(Bacillus subtillis e Priestia megaterium) na produtividade, arquitetura radicular e
microbioma da rizosfera de milho em solo argiloso. Um genétipo de milho foi cultivado
no campo experimental da Embrapa Milho e Sorgo por duas safras, com e sem
inoculacédo, com superfosfato triplo (STP) ou fosfato de rocha reativo nas doses de 0,
60, 120 e 240 kg de P20s hal. Durante a fase de florescimento, foi avaliada a
arquitetura do sistema radicular e a diversidade genética por Polimorfismo de
Comprimento de Fragmento de Restricdo Terminal (T-RFLP). Ao final do ciclo, foram
avaliadas as carateristicas agrondmicas, a atividade enzimatica das fosfatases acida
e alcalina e macronutrientes. Os resultados mostraram que ndo houve diferenca
significativa na produtividade dos graos entre as duas safras e nem incremento para
os tratamentos com inoculagédo. Os valores de P resina, P total do solo, P foliar, N dos
graos e altura das plantas apresentaram valores significativamente maiores na
primeira safra enquanto P e K dos gréos e diametro da espiga apresentaram valores
significativamente maiores na segunda safra. As caracteristicas da arquitetura
radicular como area, largura e densidade de raizes a 90% de profundidade
apresentaram maiores valores na primeira safra e o angulo da raiz apresentou maior
valor na segunda safra. Os indices de diversidade da comunidade microbiana da
rizosfera de milho foram maiores na primeira safra. As familias bacterianas mais
abundantes nas duas safras foram Streptomycetaceae, Micrococcaceae,

Methylobacteriaceae e Bradyrhizobiaceae e as familias fungicas mais abundantes



foram Saccharomycetaceae e Tremellaceae. A atividade enzimatica da fosfatase
acida foi maior que fosfatase alcalina nas duas safras. Além disso, a maior atividade
enziméatica das fosfatases acida e alcalina na segunda safra coincidiu com os maiores
indices pluviométricos. A Analise de Componentes Principais indicou que o tratamento
ndo inoculado e com dose 0 kg ha* do fertilizante STP apresentou maior produtividade
na segunda safra. A alta concentracdo de P no solo do campo experimental pode ter
contribuido para que o potencial produtivo tenha sido alcancado, ndo permitindo que
a adubacao fosfatada e a inoculacdo tivessem efeitos na promog¢éo de crescimento
das plantas de milho e que as diferencas entre as carateristicas avaliadas tenham sido
melhor observadas entre safras do que entre os tratamentos. Portanto, a eficacia na
aplicacdo de fertilizantes e bioinoculantes esta relacionada ao genétipo da planta, a
estirpe bacteriana inoculada, ao histérico de préaticas de manejo do solo e aos fatores

ambientais.

Palavras-Chave: Bioinoculante; diversidade genética; fosforo; Zea mays, T-RFLP.
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September of 2024. Effect of inoculation of phosphate-solubilizing bacteria on
yield, root architecture and microbiome of maize plants grown under different
phosphate fertilization conditions. Advisor: Dra. Sylvia Morais de Sousa Tin6co.

Co-advisors: Dra. Christiane Abreu de Oliveira Paiva e Dra. Flavia Cristina dos Santos.

ABSTRACT

The use of bioinoculants aligns with the principles of ecological intensification in
agriculture. However, it is crucial to understand how these bioinoculants affect plants
and influence soil microbiota under different fertilization conditions. The aim of this
study was to evaluate the effect of a bioinoculant composed of two strains of
phosphate-solubilizing bacteria (Bacillus subtilis and Priestia megaterium) on the yield,
root architecture, and rhizosphere microbiome of maize in clay soil. A maize genotype
was cultivated at the Embrapa Maize and Sorghum experimental field for two seasons,
with and without inoculation, using triple superphosphate (TSP) or reactive rock
phosphate at doses of 0, 60, 120, and 240 kg of P2Os ha. During the flowering time,
the root system architecture and genetic diversity were assessed using Terminal
Restriction Fragment Length Polymorphism (T-RFLP). At the end of the cycle,
agronomic characteristics, phosphatases, and macronutrients were evaluated. The
results showed no significant difference in grain productivity between the two seasons
and no increase in the inoculation treatments. Values of P-resin, total soil P, foliar P,
grain N, and plant height were significantly higher in the first season, while grain P and
K and ear diameter were significantly higher in the second season. Root system
architecture traits such as area, width, and root density at 90% depth were higher in
the first season, and the root angle was higher in the second season. The diversity
indices of the maize rhizosphere microbial community were higher in the first season.
The most abundant bacterial families in both seasons were Streptomycetaceae,
Micrococcaceae, Methylobacteriaceae, and Bradyrhizobiaceae, and the most
abundant fungal families were Saccharomycetaceae and Tremellaceae. Acid
phosphatase enzyme activity was higher than alkaline phosphatase in both seasons.
Moreover, the higher enzyme activity of acid and alkaline phosphatases in the second
season coincided with higher rainfall indices. Principal Component Analysis indicated
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that the non-inoculated treatment with a dose of 0 kg ha* of TSP fertilizer had higher
productivity in the second season. The high concentration of P in the soil of the
experimental field may have contributed to achieving the productive potential,
preventing phosphate fertilization and inoculation from having responsive effects on
the promotion of maize plant growth. Thus, the differences between the evaluated
characteristics were more evident between seasons than between treatments.
Therefore, the success of fertilizer and bioinoculant application is related to the plant
genotype, the bacterial strain inoculated, the history of soil management practices, and

environmental factors.

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



Xii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Raizes de milho cultivado na safra 2019/2020 sob diferentes tratamentos

Figura 3. Perfil baseado no escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS)
utilizando a matriz de distancia de Bray-Curtis para todos tratamentos da safra de
2019/2020 para analise da diversidade genética da comunidade microbiana........... 54

Figura 4. Perfil baseado no escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS)
utilizando a matriz de distancia de Bray-Curtis para todos tratamentos da safra de

2020/2021 para andlise da diversidade genética da comunidade microbiana............. 55

Figura 5. Abundéancia relativa das familias da comunidade bacteriana na rizosfera de

milho nas safras 2019/2020 (A) e 2020/2021 (B) com uma abundancia relativa superior

Figura 6. Abundancia relativa das familias da comunidade fungica na rizosfera de
milho nas safras 2019/2020 (A) e 2020/2021 (B) com uma abundancia relativa superior

Figura 7. Temperatura minima (Tmin), temperatura maxima (Tmax) e precipitacéo (P)
(Figura 10A e 10B) e atividade enzimatica da fosfatase acida e alcalina (Figura 10C e
10D) nas safras 2019/2020 (A e C) e 2020/2021 (B € D). ....uuuvvrrvmmmiriiiiiiiiiiiiiiiiiiinens 70

Figura 8. Andlise de componentes principais (ACP) nas safras 2019/2020 (A) e

2020/2021 (B) para as caracteristicas de arquitetura radicular. ................cccceevvvnnnn. 72

Figura 9. Estimativas dos efeitos diretos e indiretos de variaveis da planta e do solo
sobre a variavel basica (produtividade de graos), na cultura do milho DKB390 avaliada
nas safras A: 2019/2020 € B: 2020/2021 ..........uuuuuummmmmmmnnninniinnnnennnnnnnnnnnnnnane————— 75



Xiii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Descricdo das caracteristicas das raizes de milho de acordo com Bucksch
2] A= |2 0 RSP 36

Tabela 2. Analise de variancia (ANOVA) dos dados agrondmicos de milho inoculado
() e néo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0 e 120 kg ha™) e tipos de
fertilizacdo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) nas safras
2019/2020 € 2020/2021. ...ovuiiiieeeeeeeeeeee et a e aaa s 44

Tabela 3. Dados agronémicos de milho inoculado (I) e ndo inoculado (NI) cultivado
com diferentes doses (0 e 120 kg ha) e tipos de fertilizacdo fosfatada (fosfato de
rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) na safra 2019/2020. ..........ccceeeeeeevvvvenvnnnnnn. 46

Tabela 4. Dados agronémicos de milho inoculado (1) e ndo inoculado (NI) cultivado
com diferentes doses (0 e 120 kg ha) e tipos de fertilizacdo fosfatada (fosfato de
rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) na safra 2020/2021. ........cccooevveeeveveeennnnnnnn. 47

Tabela 5. Caracteristicas da arquitetura sistema radicular do milho inoculado () e nédo
inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0 e 120 kg ha™) e tipos de fertilizacdo
fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) nas safras 2019/2020 e
2020/2021L. ...t e e e e s ——a e e e e e e e a b ——raaaaas 51

Tabela 6. Valores médios das caracteristicas agronémicas do milho nas safras
2019/2020 € 2020/2021L. ....vuiieeeeeeee ettt a e e e aaa s 52

Tabela 7. Valores médios das caracteristicas da arquitetura do sistema radicular
(ASR) do milho nas safras 2019/2020 € 2020/2021............uuuummmmmmmmmmmnnrnnnnnnnnnnnnnnnnnnn 53

Tabela 8. Familias bacterianas mais abundantes na rizosfera de milho inoculado (I) e
ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0 e 120 kg ha?) e tipos de
fertilizacdo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) na safra
2019/2020 ...t e e e e e e e e ——— e e e e e e e s a e —aaaaaaas 58

Tabela 9. Familias bacterianas mais abundantes na rizosfera de milho inoculado (I) e

ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0 e 120 kg ha?) e tipos de



Xiv

fertilizacdo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) na safra
2020/2021L... et a e e e e e e ——taa e e e e e e a e raaaaas 59

Tabela 10. Comparativo da abundéancia relativa (AR) das familias bacterianas da
rizosfera de milho inoculado (I) e ndo inoculado (NI) cultivado sob fertilizagdo com
fosfato de rocha (FNR) ou superfosfato triplo (STP) nas safras 2019/2020 e
2020/202L... ettt e e e e e ——taa e e e e e et reaaaas 60

Tabela 11. indices de diversidade de Shannon, Simpson e Chao das familias
bacterianas da rizosfera de milho inoculado () e ndo inoculado (NI) cultivado com
diferentes doses (0 e 120 kg ha) e tipos de fertilizacéo fosfatada (fosfato de rocha -
FNR e superfosfato triplo - STP) nas safras 2019/2020 e 2020/2021... .................... 61

Tabela 12. Valores médios dos indices de diversidade de Shannon, Simpson e Chao
das familias bacterianas da rizosfera de milho nas safras 2019/2020 e 2020/2021...

Tabela 13. Familias fungicas mais abundantes da rizosfera de milho inoculado (I) e
nado inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0 e 120 kg ha?) e tipos de
fertilizacéo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) nas safras
2019/2020 € 2020/2021.... «.eeeeeeeeee et aaas 65

Tabela 14. Comparativo da abundancia relativa (AR) das familias fangicas entre as
safras 2019/2020 € 2020/2021......cccceeeiiiiiiiiiieee et 66

Tabela 15. indices de diversidade de Shannon, Simpson e Chao das familias flingicas
da rizosfera de milho inoculado (I) e ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses
(0 e 120 kg ha™?) e tipos de fertilizacdo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato
triplo - STP) nas safras 2019/2020 e 2020/2021..........ccouuviiieiiiiiiiieeeeiie e 67

Tabela 16. Valores meédios dos indices de diversidade de Shannon, Simpson e Chao
das familias fungicas da rizosfera de milho nas safras 2019/2020 e 2020/2021....... 67

Tabela 17. Atividade enzimatica das fosfatases acida e alcalina no solo da rizosfera
de milho inoculado (I) e ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0 e 120 kg
ha') e tipos de fertilizacdo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo -
STP) nas safras 2019/2020 € 2020/2021.........ccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 68



XV

Tabela 18. Comparacao entre safras da atividade enzimatica das fosfatases acida e

alcalina para os diferentes tratamentos avaliados...........cccoeeeevviviiiiiiiiiie e, 69

Tabela 19. Contribuicdo das caracteristicas da arquitetura do sistema radicular (ASR),
diversidade genética de microrganismos e produtividade de milho nas safras
2019/2020 € 2020/2021 ....uvveieieeeeeee ettt a e e e aaa s 73

Tabela S1. Analise de variancia (ANOVA) das caracteristicas do sistema radicular de
milho inoculado (I) e ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0 e 120 kg ha
1) e tipos de fertilizacdo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP)
nas safras 2019/2020 € 2020/2021. .........uuuuummmmmmmmnnnnnnnnnnnnnnnnninnnneenrnenernea———- 101

Tabela S2. Valor médio das caracteristicas do sistema radicular de milho inoculado
() e ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0 e 120 kg ha) e tipos de
fertilizac&o fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) na safra de
2019/2020 ...ttt e — e e e e e e —rrraaea e e e s 102

Tabela S3. Valor médio das caracteristicas do sistema radicular de milho inoculado
() e ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0 e 120 kg ha) e tipos de
fertilizacéo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) na safra de
202072021 ...ttt — it e e e e e —rraaaaae e e 103

Tabela S4. Analise de variancia (ANOVA) das familias bacterianas mais abundantes
da rizosfera de milho inoculado (I) e ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses
(0 e 120 kg ha?) e tipos de fertilizacdo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato
triplo - STP) na safra 2019/2020. ........covviiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeee e 104

Tabela S5. Analise de variancia (ANOVA) das familias bacterianas mais abundantes
da rizosfera de milho inoculado (1) e n&o inoculado (NI) cultivado com diferentes doses
(0 e 120 kg ha?) e tipos de fertilizacdo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato
triplo - STP) na safra 2020/2021 ........oooeviiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeee et 105

Tabela S6. Analise de variancia (ANOVA) das familias fungicas mais abundantes da
rizosfera de milho inoculado (1) e ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0
e 120 kg ha) e tipos de fertilizacéo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato
triplo - STP) nas safras 2019/2020 € 2020/2021 .........ccevvveeeeeeieiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 106



XVi

Tabela S7. Estimativas dos efeitos diretos e indiretos de variaveis da planta e do solo
sobre a variavel basica (produtividade de graos), na cultura do milho DKB390 avaliada
nas safras 2019/2020 € 2020/2021. ......ccoeeeeiuuuiiieee e 107



~N o o b~ WD P

XVii

SUMARIO
AINTRODUGAO ...ttt en e, 18
. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 21
O] =3 ] = 1LY 1T 33
 METODOLOGIA ..ottt ettt en sttt 34
CRESULTADOS. ..ottt ettt ettt sttt n s 43
CDISCUSSAD ...ttt 76
CCONCLUSAOD ...ttt ettt et eae e eae e eee e 81



18

1. INTRODUCAO

O milho é um cereal de importancia econdmica mundial, utilizado como racao
animal, alimento humano e matéria-prima para uma variedade de produtos industriais
(Garcia-Lara; Serna-Saldivar, 2019). Na safra 2018/2019, o Brasil foi o terceiro maior
produtor mundial de milho, com producéo de 100,04 milhdes de toneladas e 104
milhdes de toneladas na safra 2019/2020. Para a safra 2020/2021 a producéo total foi
de 108,1 milhdes de toneladas, ou seja, aumento de 5,4% em relacéo a safra anterior.
Estima-se que a producdo de milho seja de 117,6 milhdes de toneladas na safra
2023/2024 (CONAB, 2024).

No entanto, apesar do Brasil apresentar uma crescente producéo deste cereal,
a maior parte dos solos brasileiros apresentam baixa fertilidade natural, baixo pH e
alta saturacao de aluminio (Al). O suprimento inadequado de nutrientes, incluindo o
fésforo (P), € um dos principais fatores limitantes da produtividade dos cereais. A baixa
concentracdo de P disponivel as plantas é frequentemente observada em solos
tropicais altamente intemperizados e acidos (Sanchez e Salinas 1981; Goedert, 1983).
Isso pode ser atribuido ao fato de o material de origem dos solos ser pobre neste
nutriente, somado a elevada adsorcao de fosfato por minerais, como 6xidos de ferro
(Fe) e Al, nos solos argilosos (Fontes e Weed, 1996; Lopez-Arredondo et al., 2014).
Assim, para sustentar a agricultura moderna, uma grande quantidade de fosfato é

utilizada na producéo de fertilizantes.

As principais fontes de P utilizadas na agricultura brasileira sdo os
superfosfatos e os fosfatos de amdnio (Muraoka et al., 2002). Os fertilizantes soluveis
sdo utilizados, normalmente, em elevadas quantidades e apresentam rapida
dissolucédo, favorecendo a absorcao pelas plantas, mas podendo também favorecer a
interacéo do elemento com o solo, o que, neste caso, pode reduzir a disponibilidade
de P as plantas. Por outro lado, a aplicacdo excessiva de fertilizantes sintéticos implica
em questdes importantes sobre sustentabilidade (Tabassum et al., 2017), uma vez
que pode contribuir para o acumulo de nutrientes nos corpos d'agua, acelerando o

processo de eutrofizacédo (Lopez-Arredondo et al., 2014).
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Além de gerar um impacto ambiental negativo quando utilizados em excesso,
os fertilizantes fosfatados sintéticos, apresentam um elevado custo, principalmente
para pequenos agricultores nos paises em desenvolvimento (Wardyn; Russell, 2004).
Uma alternativa ao uso de fertilizantes sintéticos é a utilizacdo de fosfatos naturais,
gue apresentam baixa reatividade, em especial no ano da aplicacdo. Entretanto, ao
longo dos cultivos, a disponibilidade de P pode ser aumentada pela contribuicdo da
microbiota do solo ou pelo uso dos inoculantes microbianos (Zongzheng et al., 2009;
Ekundayo et al., 2011; Mendes et al., 2014; Ribeiro et al., 2018).

Inoculante microbiano é todo produto que contém microrganismos favoraveis
ao crescimento das plantas. Uma categoria especifica desses microrganismos sao as
bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) que atuam liberando
reguladores de crescimento e apresentam mecanismos de fixacéo de nitrogénio (N) e
solubilizagéo de P garantindo a disponibilidade e a absorgéo desses nutrientes. Deste
modo, a interacdo benéfica planta-microrganismo representa uma solucdo sustentavel
promissora para a producdo agricola comparada ao uso de fertilizantes sintéticos
(Tabassum et al., 2017; Nazir et al., 2018). Os microrganismos capazes de aumentar
a disponibilidade de P para as plantas s&o denominados microrganismos
solubilizadores de fosfato (MSF) que incluem espécies de bactérias e alguns fungos

filamentosos (Tabassum et al., 2017; Etesami; Maheshwari, 2018).

Em 2019, a Embrapa e a empresa Bioma lancaram um inoculante solubilizador
de  fosfato para a cultura do milho, chamado BiomaPhos®
(https://www.bioma.ind.br/product/bioma-phos). Este produto é formulado com
estirpes de Bacillus subtilis (CNPMS B2084) e Bacillus megaterium (CNPMS B119),
sendo esta ultima recentemente nomeada como Priestia megaterium (Gupta et al.,
2020). As bactérias do bioinoculante fazem parte da Cole¢do de Microrganismos
Multifuncionais e Fitopatogenos (CMMF) da Embrapa Milho e Sorgo sendo que a
estirpe B119 foi isolada da rizosfera e a estirpe B2084 da endosfera foliar de genotipos
de milho tropical (Oliveira et al., 2009; Abreu et al., 2017). Essas bactérias se associam
a planta desde o inicio da formag&o das raizes e produzem acidos organicos que
atuam na porgdo do solo que se encontra em contato com as raizes das plantas,
iniciando assim o processo de solubilizagdo do P que esta retido ao Al e ao Fe

presentes no solo, deixando-o disponivel para a absorcéo e a assimilacao pela planta


https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2024.1426166/full#ref23
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2024.1426166/full#ref23
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(Bioma, 2020; Paiva et al., 2020; Sousa et al., 2020). Essa tecnologia é capaz de
aumentar a absorcao de P pelas plantas, o que resulta em aumento de produtividade
do milho de até 24% (Oliveira-Paiva et al., 2024), contribuindo na mudanca do quadro
de alta dependéncia brasileira do mercado internacional de fertilizantes (Oliveira-Paiva
et al., 2020).

No entanto é necessario conhecer o efeito do bioinoculante na planta e na
microbiota do solo em diferentes condi¢cdes de fertilizacdo fosfatada. Para isso,
algumas técnicas moleculares para a avaliagdo de comunidades microbianas
complexas, como as comunidades da rizosfera das plantas, podem ser utilizadas. A
técnica polimorfismo do comprimento do fragmento de restricdo terminal (T-RFLP)
pode ser usada para avaliar a diversidade de microrganismos e os efeitos da variacéao
espacial e temporal na estrutura das comunidades microbianas (Liu et al., 1997). O T-
RFLP continua a ser amplamente utilizado por sua simplicidade, baixo custo e
independéncia do cultivo de microrganismos, permitindo o monitoramento do efeito de

inoculantes bacterianos nas comunidades da rizosfera do milho (Kari et al., 2019).

Dentro deste contexto, esse trabalho visou avaliar o impacto da inoculagédo com
bactérias solubilizadores de fosfato na microbiota da rizosfera e na arquitetura
radicular de milho cultivado em diferentes condi¢des de fertilizagéo fosfatada em solo

argiloso.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CULTURA DO MILHO NO BRASIL

Em termos de tamanho da area cultivada e da producgéo, os cereais apresentam
elevada importancia mundial, sendo consumidos como alimento humano e animal e
nas industrias de papel e energia (Silva et al., 2017; Olanrewaju e Olubukola, 2019).
O milho € um dos cereais mais nutritivos e versateis e um dos principais graos
produzidos pelo Brasil, que se destaca como seu terceiro maior produtor e seu
segundo maior exportador. Dessa forma, a cadeia produtiva do milho é de suma
importancia para o pais uma vez que traz desenvolvimento social e econémico
(CONAB, 2024).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), houve uma
producao recorde de 131,9 milhdes de toneladas de milho para a safra 2022/2023. Na
safra 2023/2024, as adversidades climaticas, como ondas de calor e a mé distribuicédo
das chuvas provocadas pelo “El Nifio” resultaram em uma redugéo na produgédo. Ainda
assim, os dados da demanda doméstica de milho apontam que 84,5 milhdes de
toneladas de milho deverdo ser consumidos internamente ao longo de 2024, ou seja,

um aumento de 6,1% comparado a safra anterior (CONAB, 2024).

A agricultura brasileira é responsavel pela producédo de graos de milho para
milhGes de pessoas e para uso na fabricacdo de racdo animal. Para atender a
crescente demanda por milho, é preciso aumentar a producdo agricola. No entanto,
uma gquestdo econbmica e ambiental associada a expansao e intensificacdo da
agricultura brasileira € o aumento substancial no uso de fertilizantes sintéticos para
sustentar o rendimento das culturas, pois apesar dos avancos recentes na
biotecnologia, o principal fator limitante para o aumento da producdo agricola é a

disponibilidade de nutrientes no solo (Muraoka et al., 2002; Pavinato et al., 2020).

2.2. FERTILIZACAO FOSFATADA NA AGRICULTURA BRASILEIRA

O fosforo (P) € um dos nutrientes mais importantes para 0 crescimento e 0
metabolismo das plantas desempenhando um papel importante na sintese de DNA,

componentes da membrana celular (fosfolipidios), trifosfato de adenosina (ATP),



22

respiracao e fotossintese. O P esta presente no solo em duas formas, P inorganico e
P organico. O P inorganico geralmente existe como fosfatos soltveis e insoltveis. O
P insoltvel inclui principalmente os fosfatos de aluminio (Al-P), ferro (Fe-P), magnésio
(Mg-P) e fosfato de calcio (Ca-P), enquanto o P solluvel existe principalmente como
ions hidrogenofosfato e dihidrogenofosfato (HPO4?~ e H2PO4™). O P organico inclui
principalmente compostos organicos contendo P, como monoésteres de ortofosfato,
diésteres de ortofosfato e polifosfatos organicos. O suprimento de P para as plantas
se da essencialmente via sistema radicular e depende da capacidade de fornecimento
do solo. Assim, embora o solo contenha uma grande quantidade de P, ele geralmente
existe em uma forma que ndo pode ser utilizada diretamente pelas plantas (Novais e
Smyth, 1999; Lopez-Arredondo et al., 2014).

A baixa disponibilidade de P € uma grande restricdo para a producao agricola
em diversas regiées do mundo. Em alguns solos nas regifes tropicais o conteudo total
de P pode ser alto (200-800 mg kg'), porém apenas uma pequena quantidade de P
em solucdo esta prontamente disponivel para as plantas e sua concentracdo é
geralmente inferior ao necessario para crescimento vegetal, em torno 0,1 mg L. Isso
ocorre devido a predominancia de solos altamente intemperizados, a baixa
solubilidade dos compostos fosfatados e alta capacidade de adsorcéo de fosfato. Uma
fracdo substancial do P total do solo (30-65%) esta presente em compostos organicos,
gue podem variar de prontamente disponivel (labil) a ndo disponivel (ndo labil) para
plantas. Além disso, a disponibilidade de P sofre influéncia dos teores de argila, de

oxidos (Fe e Al) e matéria organica nos solos (Pavinato et al., 2021).

A producdo em larga escala de milho e outros graos no Cerrado brasileiro
tornou-se viavel apés o desenvolvimento de tecnologias de melhoria da fertilidade dos
solos na regido, que visavam a suplementacdo mineral de P e outros nutrientes.
Assim, o uso de fertilizantes fosfatados aumentou expressivamente uma vez que a
taxa de recuperacéo do nutriente pelas plantas € baixa, resultando em uma eficiéncia
de utlizagdo do fertilizante fosfatado de apenas 10-25%. Portanto, grandes
quantidades do nutriente devem ser fornecidas nas adubacbes para atender aos
requerimentos nutricionais das culturas (Pang et al., 2024; Resende et al., 2006). A
baixa taxa de recuperacao do P se deve ao fato de que depois de aplicado nos solos,

o P pode ser fixado por adsorcao as particulas de argila do solo ou precipitado por
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aluminio livre (AlI*3) e ferro (Fe*3) em condicdes de pH mais baixo, ou célcio (Ca*?) em
condicbes de pH mais elevados, reduzindo a disponibilidade do nutriente para o
vegetal (Bedin et al., 2003; Vance et al., 2003; Pavinato et al., 2021).

O crescimento da demanda por fertilizantes fosfatados tem levado ao aumento
na diversidade dos fertilizantes produzidos a partir das rochas fosfatadas, que apés o
processo de fabricacdo apresentam rotas de producéo diferenciadas (Mccauley et al.,
2009). Na agricultura brasileira predomina o uso dos fertilizantes fosfatados sollveis
em agua, obtidos pelo tratamento de rochas fosfatadas com &cidos, como o0s
superfosfatos e os fosfatos de amonio. Para obtencao dos superfosfatos, o tratamento
das rochas fosfatadas € realizado com o &cido sulfdrico (H2SOa4) e o acido fosférico
(HsPOa4). O fosfato de amoénio é obtido a partir da reacdo do acido fosforico com
amonia (Prochnow et al., 2001; Muraoka et al., 2002; Resende et al., 2006; Benedito
et al., 2010). Por possuirem maior solubilidade, quando aplicados ao solo, esses
fertilizantes liberam prontamente o P, favorecendo a absorcao e o aproveitamento do
nutriente pelas culturas de ciclo curto (rapido crescimento). Por outro lado, a rapida
dissolucéo favorece a adsorcédo e precipitacdo do P pelos componentes do solo,
originando compostos fosfatados de baixa solubilidade e reduzindo a disponibilidade
para as plantas (Bedin et al., 2003; Resende et al., 2006; Benedito et al., 2010).

Nos sistemas agricolas, a escolha dos fertilizantes fosfatados baseia-se na
eficiéncia em suprir o nutriente para as plantas e também na relacao custo/beneficio
da adubacao. Assim, o elevado custo de producéo dos fosfatos sollUveis incentivou a
utilizacao de fontes alternativas de P, como dos fosfatos naturais que sao obtidos por
meio da moagem da rocha fosfatada e apresentam custos por unidade de P mais
baixos que os fosfatos soluveis. Por outro lado, esses fertilizantes apresentam baixa
disponibilidade de P para as plantas que possuem alta demanda pelo nutriente em um
curto espaco de tempo e, além disso, apresentam graus distintos de reatividade no
solo de acordo com as caracteristicas intrinsecas das rochas nas quais séo obtidos,
influenciando a eficiéncia agronémica da fertilizagdo (Resende et al., 2006; Foloni et
al., 2008; Benedito et al., 2010).

Existe uma preocupacao global em relacdo aos custos envolvidos na

mineragdo do fosfato rochoso e seu transporte dos locais de fabricagdo para os
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campos agricolas. Para o milho, em sistemas mais tecnificados, os gastos com a
fertilizacao fosfatada representam parte consideravel do custo das lavouras na regido
do Cerrado e variam de acordo com a fonte de P utilizada e com prazo considerado
para o retorno do investimento. Além disso, os fertilizantes sdo derivados de fosfato
de rocha que possui um suprimento finito, 0 que significa que com o aumento da
demanda mundial de fertilizantes fosfatos de alta qualidade, estes se tornardo mais
restritos e as reservas restantes de P ter&o qualidade cada vez menor e custos cada
vez mais altos para o processo de extragao (Qarni et al., 2021; Tonini et al., 2019).

Além do custo associado a fertilizacdo fosfatada, o uso indevido de P na
agricultura tem importantes consequéncias ambientais. A aplicagcdo excessiva do
nutriente aumenta o risco de perda do P por escoamento superficial no solo, atingindo
os corpos d’agua e, consequentemente, acelerando o processo de eutrofizacéo
(George et al., 2016; Zhu et al., 2018). Como alternativa sustentavel para a agricultura,
os bioinoculantes e fertilizantes bioldgicos, incluindo microrganismos solubilizadores
de fosfato (MSF) podem atuar nos fosfatos insolliveis do solo e liberar o P na forma

absorvivel pelas raizes das plantas (Sharma et al., 2013; Ribeiro et al., 2018).

2.3. INOCULANTES MICROBIANOS OU BIOINOCULANTES

A rizosfera é definida como a regido do solo e sua biota residente, juntamente
com suas interacdes, que sao influenciadas pelas raizes das plantas (Orozco-
Mosqueda et al., 2022). E um ambiente com elevada concentracéo de nutrientes, o
gue favorece o crescimento de microrganismos. A rizosfera suporta altas taxas de
crescimento microbiano devido ao aumento da disponibilidade de compostos
organicos soltuveis (monémeros de carboidratos, aclcares e aminoacidos) secretados
pela exsudacdo das raizes das plantas. Os microrganismos rizosféricos sao
geralmente dotados de um amplo espectro de caracteristicas promotoras do
crescimento das plantas podendo ser utilizados na formulacdo de inoculantes
microbianos (Vessey, 2003; Calvo et al., 2014; Tabassum et al., 2017; Nazir et al.,
2018; Hassan et al., 2019).

Um inoculante microbiano € um produto que contém microrganismos isolados
do solo ou também de plantas, residuos vegetais e agua, e que sdo aplicados a

sementes ou no solo com intuito de estimular os processos naturais de
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desenvolvimento das plantas. A maioria dos inoculantes sdo formulados com
bactérias promotoras de crescimento de planta (BPCPs), o que oferece uma solucéo
alternativa ao uso excessivo de fertilizantes sintéticos para aumentar a produtividade
das culturas de maneira sustentavel (Bashan et al., 2014; Calvo et al., 2014;
Maheshwari et al., 2014; Kari et al., 2019).

As BPCPs promovem o crescimento das plantas por meio de mecanismos
diretos e indiretos. Nos mecanismos diretos, as bactérias liberam reguladores de
crescimento e outras substancias que afetam diretamente o metabolismo das plantas,
como os fitohormonios auxina, giberelina e citocinina. A capacidade de fornecer
nutrientes ou favorecer sua absorcdo também fazem parte da promocao direta de
crescimento, como a fixacdo de N, solubilizacdo de fosfato e sequestro de Fe por
sideroforos. Nos mecanismos indiretos as bactérias previnem ou reduzem os efeitos
deletérios dos patdgenos vegetais (Piromyou et al., 2011; Nazir et al., 2018; Kari et
al., 2019).

Dentre os exemplos de mecanismos diretos de promoc¢éo de crescimento de
plantas, as trés estirpes solubilizantes de fosfato, B. endophyticus, B. sphaericus e
Enterobacter aerogenes isoladas da rizosfera da cana e duas estirpes, B. safensis e
P. megaterium isoladas da rizosfera do trigo apresentaram capacidade de
solubilizacdo do fosfato e contribuiram para 0 aumento do crescimento do trigo
(Mukhtar et al., 2017). As rizobactérias Aneurinibacillus aneurinilyticus, Aeromonas sp.
e Pseudomonas sp. apresentaram os dois tipos de mecanismos sendo capazes de
produzir sideroforos e também forte inibicao do fitopatégeno Fusarium solani (Kumar
et al., 2018). Dentre os mecanismos indiretos, por exemplo, Bacillus subtilis possui
efeito inibitdrio sobre Rhizoctonia solani e outros seis patdégenos fungicos de plantas
(Tan et al., 2019). Paenibacillus sp. em coinoculacdo com Arthrobacter agilis
apresentaram eficiéncia na protecdo contra Mycosphaerella graminicola, o agente
causal da mancha foliar no trigo (Samain et al., 2023).

Outros microrganismos do solo foram relatados como BPCPs e benéficos ao
crescimento de plantas como, Pseudomonas, Azospirilium, Agrobacterium,
Azotobacter, Arthrobacter, Rhizobium, Enterobacter, Burkholderia, Beijerinckia,

Klebsiella, Clostridium, Variovovax, Xanthomonas e Phyllobacterium (Bashan et al.,
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2014; Nazir et al., 2018). Dentro dessas comunidades microbianas existem estirpes
essenciais para a ciclagem do P, nutriente vital necessario para o crescimento das
plantas. Esses microrganismos atuam especialmente no processo de solubilizagéo de

P insolavel para absorcéo do nutriente pelas plantas (Bi et al., 2022).
2.3.1. Microrganismos solubilizadores de fosfato

Os microrganismos conhecidos por aumentarem a disponibilidade de P para as
plantas, devido a atividade solubilizadora, s&o frequentemente denominados
microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) que incluem bactérias das espécies
Pseudomonas, Azotobacter, Burkholderia e Bacillus além de fungos filamentosos dos
géneros Aspergillus e Penicillium. Os MSF promovem a conversao das formas
inorganicas insoltveis de P em P sollvel por meio da producéo de acidos organicos
e a dissolucéo das formas organicas de P ocorrem por meio da secrecdo de enzimas
como fosfatase, fosfohidrolase e fitase. Os MSF também auxiliam as plantas na
absorcao de P fora da rizosfera, desempenhando um papel importante no processo
de aquisicéo de P pelas plantas (Etesami e Maheshwari, 2018; Pang et al., 2024; Qarni
et al., 2021; Tian et al., 2021).

Os MSF produzem &cidos organicos como os acidos glucénico, latico, citrico e
oxalico por secrecao fisioldgica e/ou decomposicdo da matéria organica. Os acidos
produzidos possuem a capacidade de aumentar a disponibilidade de P para a planta
transformando o P inorgénico insollivel em uma forma assimilavel. O mecanismo de
solubilizacédo do P se baseia na competicdo dos anions dos acidos organicos com 0s
ions fosfato pelos locais de ligacéo nas particulas do solo, reduzindo assim a adsorcao

de ions fosfato no solo e aumentando o teor efetivo de P no solo (Rawat et al., 2021).

Os fosfatos organicos constituem 20-30% do P total do solo e, para que o P
organico possa ser utilizado pelas plantas ele precisa ser mineralizado em P
inorganico. A hidrolise enziméatica é a principal forma de mineralizar o P organico sob
condicdes de baixo teor de P disponivel. As fosfatases constituem um vasto grupo de
enzimas responsaveis pela catalisacdo da hidrélise de ésteres e anidridos do acido
fosforico (HsPOas). Essas enzimas sao categorizadas em fosfomonoesterases,
fosfodiesterases e fosfotriesterases. Dentro da categoria das fosfomonoesterases, ha

uma subdivisdo baseada no pH 6timo de atuacdo das enzimas, sendo classificadas
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em fosfatase acida (com pH 6timo de 6,5) e fosfatase alcalina (com pH 6timo de 11).
A fosfatase acida é produzida tanto por plantas quanto por microrganismos, enquanto
a fosfatase alcalina € principalmente de origem microbiana. Estas enzimas
desempenham um papel crucial na hidrolise das ligagdes éster-fosfato presentes no
fosfato organico insolavel, facilitando a liberacdo de fosfato e sua subsequente
absorcdo pelas plantas. As fitases, um tipo especifico de fosfomonoesterase, sao
especializadas na hidrolise de ligacdes fosfomonoéster do fitato, um composto
organico abundante no solo que € uma importante fonte de inositol e fosfato
armazenados nas sementes (Sharma et al. 2013, Pang et al. 2024, Rawat et al. 2021,
Tian et al. 2021, Zhu et al. 2018).

Além da solubilizacdo de P, muitos MSF também sao capazes de aumentar a
tolerancia das plantas a varios estresses abioticos, incluindo a seca, frio, metais
pesados e sal (Pang et al., 2024). Neste contexto, sabe-se que existe um interesse
crescente a exploracdo de recursos biolégicos, nomeadamente, microrganismos da
rizosfera, uma vez que representam uma biotecnologia aliada a sustentabilidade para
otimizar a absorcéo de nutrientes e consequentemente o crescimento e produtividade
das plantas (Benmrid et al., 2023). Por outro lado, € necessaria uma melhor
investigagdo a respeito do impacto da inoculagdo na comunidade microbiana nativa

da rizosfera e nas plantas.

2.4. IMPACTO DA INOCULACAO NO RIZOBIOMA E NA ARQUITETURA
RADICULAR DAS CULTURAS

Embora inoculantes contendo bactérias promotoras de crescimento de plantas
(BPCPs) tenham sido utilizados nas culturas por mais de 120 anos, a eficacia
inconsistente desses produtos, especialmente em condi¢cdes de campo, impede a
adocao de inoculantes microbianos como pratica agricola padrdo em todo o mundo.
O funcionamento de inoculantes microbianos em condi¢Ges de campo é afetado pelo
tipo de solo e gendtipo da planta, bem como pelas estirpes de BPCPs utilizadas na
formulacéo dos produtos além dos varios fatores bioticos e abidticos ndo controlados
gue podem trabalhar contra a sobrevivéncia dos microrganismos introduzidos. Além

disso, os inoculantes podem ser incompativeis com outros produtos aplicados nas
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lavouras. Deste modo, para utilizar inoculantes microbianos em condi¢cdes de campo
é crucial identificar as funcdes benéficas dos microrganismos para as plantas, analisar
sua compatibilidade com outros produtos utilizados nas lavouras, avaliar seus efeitos
na microbiota vegetal nativa, entender sua persisténcia e realizar a selecdo de
agentes de bioinoculacdo bem-sucedidos no futuro (Ferrarezi et al., 2022; Orozco-
Mosqueda et al., 2022; Renoud et al., 2022).

Um dos géneros mais comumente usados em inoculos microbianos € o
Bacillus. Este é um dos géneros de BPCP mais versateis, pois além de promover o
crescimento das plantas e aumentar a produtividade das culturas, € capaz de
solubilizar potassio e fosfato e de proteger as plantas contra patdégenos. Estirpes de
Bacillus possuem também a capacidade de formar esporos resistentes ao estresse
causado por calor ou dessecacao, aumentando assim sua adaptacéo a aplicacdo em
campo e otimizando a formulag&do comercial de bioinoculantes. No entanto, os efeitos
dos bioinoculantes contendo Bacillus sobre a comunidade no solo da rizosfera ou
sobre a arquitetura radicular de plantas como o milho ndo séo totalmente esclarecidos
(Sousa et al., 2020; Jensen et al., 2024; Zhao et al., 2023).

Uma melhor compreensdao das consequéncias da adicdo de inoculantes
formulados com Bacillus nas culturas € necessaria. O efeito da inoculacdo de seis
estirpes de Bacillus, sendo elas B. subtilis (B2084, B1920 e B70), B. megaterium
(B119), B. pumilus (B32) e B. thuringiensis (B116), foi analisado por Sousa et al.
(2020) no crescimento e morfologia da raiz de milho cultivado em hidroponia visando
selecionar as estirpes potenciais para experimentos em campo. OS resultados
indicaram que plantas de milho inoculadas com estirpes de Bacillus capazes de
produzir moléculas semelhantes ao acido indolacético (AIA) e solubilizar fosfato
apresentaram sistema radicular aumentado. As plantas inoculadas com as estirpes
B2084 e B119 apresentaram maior area de superficie radicular em relacdo as néao

inoculadas.

Diferentes biofertilizantes contendo Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus licheniformis ou uma combinacao das trés estirpes foram utilizados por Wang
et al. (2021) visando avaliar o impacto da inoculacdo nas propriedades fisicas e

quimicas do solo e na composic¢ao bacteriana da rizosfera do milho. A aplicagéo de B.
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licheniformis ou B. amyloliquefaciens aumentou os teores de matéria organica do solo
(MOS), nitrogénio total, fosforo total, fosforo disponivel e potassio disponivel do solo
da rizosfera de milho indicando que as rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas estimularam a producdo de exsudados de raizes, 0 que aumentou o
recrutamento de comunidades benéficas devido aos acucares, aminoacidos, acidos
organicos, vitaminas e polimeros disponiveis. A rizosfera do milho
tratado com B. subtilis apresentou a maior diversidade e riqueza da comunidade
bacteriana comparado ao tratamento com as estirpes bacterianas combinadas. Esses
resultados sugerem que diferentes tratamentos com bioinoculantes podem impactar
de maneiras variadas a diversidade da comunidade bacteriana na rizosfera das

plantas.

O impacto da inoculacao individual e mista das bactérias B. cereus, B. subtilis
e B. amyloliquefaciens foi avaliada em raizes de brocolis (Brassica oleracea L.)
mostrando alteragdes nas comunidades bacterianas endofiticas de acordo com cada
espécie inoculada (Gadhave et al., 2018). A inoculacdo com Bacillus subtilis NCD-2
em tomate, berinjela, pimenta, algoddo e milho mostrou que a estruturas das
comunidades microbianas na rizosfera das diferentes culturas foram
significativamente diferentes, indicando que o microbioma da rizosfera é dependente
da espécie vegetal. Além disso, a abundancia relativa de genes funcionais para
transporte e metabolismo de aminoacidos, coenzimas, lipidios, ions inorganicos e os
mecanismos de defesa foi enriquecida principalmente nas rizosferas de pimenta e
berinjela (Zhao et al., 2023).

O efeito induzido de Bacillus pumilus em plantas de milho em solo contaminado
com cadmio (Cd) foi avaliado por Shahzad et al. (2021) e as sementes inoculadas
aumentaram significativamente a porcentagem de germinacao, altura das plantas,
comprimento das folhas e numero de folhas. Bacillus pumilus também aumentou o
peso fresco do milho ao produzir fitohorménios como o acido indolacético (AlA)

resultando também no maior comprimento da raiz da planta.

Ainda néo esta claro como as BPCPs influenciam a comunidade bacteriana do
solo e as fungbes ecoldgicas relacionadas. Assim, para melhor compreensdo dos

efeitos diferenciados que os inoculantes tém no microbioma da rizosfera de plantas,
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técnicas moleculares podem ser utilizadas para monitoramento destas comunidades
e para avaliar o efeito de diferentes tratamentos como fertilizacéo e inoculacao (Cunha
et al., 2024; Lahlali et al., 2021)

2.4.1. Uso do Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restricao
Terminal (T-RFLP) para monitoramento das comunidades microbianas na

rizosfera de plantas

As abordagens metagendmicas podem explorar a diversidade funcional e
estrutural das comunidades microbianas do solo (Dubey et al., 2020). O efeito da
inoculagcdo com microrganismos pode ser mensurado por diferentes técnicas, como
sequenciamento de alto rendimento (SAR), que reflete a diversidade taxonémica e
identifica espécies dentro de uma comunidade microbiana (Karczewski et al., 2017) e
pelo Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restricdo Terminal (Terminal
Restriction Fragment Length Polymorphism - T-RFLP) (Liu et al., 1997). O
sequenciamento de nova geracao (SNG) € uma técnica que vem sendo utilizada para
avaliar os efeitos nas comunidades microbianas da rizosfera (Samain et al., 2023,
Ferrarezi et al., 2023). O SNG possui um grande potencial para revelar a diversidade
das comunidades microbianas do solo uma vez que permite investigacfes sobre um
habitat especifico, com alta precisdo e gerando uma enorme quantidade de dados
(Lahlali et al., 2021).

Embora varias técnicas de sequenciamento como SNG tenham surgido nos
altimos anos, o T-RFLP ainda é amplamente utilizado devido a sua simplicidade, custo
reduzido e independéncia de cultivo dos microrganismos. A comparacao dos dados
do resultado do T-RFLP com os dados do sequenciamento de alto rendimento para
avaliar a diversidade e composicdo de comunidades microbianas em ecossistemas
de a&guas subterrdneas mostrou que a analise do T-RFLP produziu resultados com
resolucdo semelhante, indicando ser util para triagem de amostras antes do uso de

técnicas mais sensiveis e mais caras (Karczewski et al., 2017; Campolino et al., 2022).

O T-RFLP é um método molecular desenvolvido por Liu et al. (1997), aplicado
ao estudo da ecologia de microrganismos em sistemas complexos, como o solo. Além
disso, € um método reproduzivel, robusto e produz um perfil da comunidade,

fingerprinting (ou “impressodes digitais”) que reflete a composicdo das populagdes
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numericamente dominantes em uma amostra (Liu et al., 1997; Osborn et al., 2000;
Caffaro-Filho et al., 2007; Shyu et al., 2007). E caracterizado como uma técnica que
visa avaliar a diversidade microbiana e comparar a estrutura comunitaria de bactérias
em diferentes ambientes permitindo estudar mudancas estruturais na rizosfera da
comunidade microbiana sob diferentes condi¢cfes, incluindo fertilizacdo fosfatada
(Campolino et al., 2021), monitorar membros de inoculantes bacterianos tolerantes ao
estresse e determinar os efeitos de inoculantes biol6gicos no microbioma do solo (Kari
et al., 2019).

As etapas da andlise T-RFLP incluem (1) a coleta da amostra e extracdo 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), apropriados
para o dimensionamento em sistemas de (5) eletroforese automatizados, e (6) andlise
comparativa com dados de analises in silico de bancos de dados para inferir a
composicao potencial de espécies das amostras (Liu et al., 1997; Tiedje et al., 1999;
Osborn et al., 2000).

O método baseia-se na variacdo da posicao dos locais de restricdo entre as
sequéncias de DNA e na determinacdo do comprimento dos T-RFs marcados com
fluorescéncia por eletroforese em gel. Assumindo que cada espécie presente na
amostra possua diferencas na sequéncia génica amplificada, o T-RF tera um
comprimento diferente e pode, portanto, ser separado por eletroforese em gel. Assim,
cada banda fluorescente corresponde a uma Unica populacéo e a intensidade de cada
banda é diretamente proporcional a quantidade do produto de PCR, o que fornece
uma indicacao aproximada da abundancia da populacéo na comunidade (Junior et al.,
2002; Forney et al., 2004).

Os perfis gerados podem variar de duas maneiras. Primeiro, pode haver
variacdo no numero e tamanho (em pares de bases) de T-RFs presentes no perfil e
em segundo lugar, a variagdo pode ser encontrada na altura (e consequentemente na

area) de qualquer pico especifico. A observacdo de diferentes picos € indicativa da
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presenca de fragmentos de diferentes comprimentos, e a abundancia relativa de cada
fragmento é refletida pela area sob os picos no eletroferograma. E importante ressaltar
que os dados sdo passiveis de andlise usando varios métodos estatisticos, como
indices de similaridade, algoritmos de agrupamento hierarquico, analises de
componentes principais e mapas auto-organizados (Osborn et al., 2000; Forney et al.,
2004; Caffaro-Filho et al., 2007).

A técnica de T-RFLP foi utilizada em diferentes estudos sobre a comunidade
microbiana. Campolino et al. (2022) avaliaram a diversidade a e  da microbiota da
rizosfera de gendtipos de milho e sorgo cultivados sob diferentes fontes e doses de
fertilizantes fosfatados e seus resultados sugerem que a reatividade da fonte de
fésforo € o fator predominante nas estruturas da comunidade bacteriana na rizosfera

de milho e sorgo dos gendtipos avaliados.

Um sistema de monitoramento de T-RFLP baseado no gene 16S rRNA foi
desenvolvido por Kari et al. (2019) a fim de estimar especificamente as mudancgas de
abundancia relativa de membros de inoculantes bacterianos comercializados
adaptados ao estresse em ensaios de campo aberto. A partir dessa analise os autores
conseguiram distinguir os membros de inoculantes bacterianos comercializados,
monitorar as mudangas de abundancia relativa do inoculante aplicado e detectar o
efeito do inoculante na estrutura da comunidade bacteriana da rizosfera.

O T-RFLP também foi usado por Chen et al. (2018) para compreender as
consequéncias de diferentes niveis de nitrogénio na estrutura da comunidade
microbiana das culturas sob consoércio milho/amendoim. Assim, o T-RFLP pode ser
utilizado para fornecer dados quantitativos sobre mudancas na abundancia relativa de
diferentes taxons bacterianos e grupos funcionais para biomonitoramento de

comunidade bacteriana altamente diversa.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito de um bioinoculante formulado com bactérias solubilizadoras
de fosfato na produtividade, arquitetura radicular e na microbiota da rizosfera de

plantas de milho em diferentes condi¢des de fertilizacdo fosfatada em solo argiloso.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o impacto de um bioinoculante com bactérias solubilizadoras de fosfato
na produtividade do milho.

Analisar a arquitetura radicular do milho cultivado em campo com um
bioinoculante com bactérias solubilizadoras de fosfato sob diferentes fontes e doses
de fosfato.

Avaliar o efeito de um bioinoculante com bactérias solubilizadoras de fosfato na

diversidade genética da comunidade bacteriana e fungica da rizosfera de milho.
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4. METODOLOGIA

4.1. CONDICOES DE CULTIVO E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram realizados na Estacdo Experimental da Embrapa Milho
e Sorgo em Sete Lagoas, Minas Gerais, Brasil (latitude 19°28'S, longitude 44°15'W e
altitude de 732 metros). O solo é classificado como Latossolo Vermelho Distroférrico
(Latossolo Vermelho), com textura argilosa (66% de argila, 11% de areia e 23% de
silte), sob vegetacdo de Cerrado. Antes da instalacdo do experimento com a cultura
do milho em 2019, a area estava em pousio, no entanto, a area possui alta fertilidade
devido aos efeitos residuais de adubacdo em experimentos anteriores, sendo

considerada uma area de fertilidade construida.

A amostragem do solo foi feita antes do plantio em dezembro de 2019 na
profundidade de 0-20 cm e avaliada pelo Laboratério de Analise de Solo, Tecido
Vegetal e Fertilizante do Departamento de Solos da Universidade Federal de Vicosa.
A acidez potencial (H+Al) foi extraida com solu¢do de acetato de calcio 0,5 mol L
L tamponado a pH 7,0. A avaliacdo do pH foi feita em agua, KCIl e CaCl (Relacédo
1:2,5). Ferro (Fe), Fésforo (P) e Potassio (K) foram avaliados por extrator Mehlich™.
Célcio (Ca) e Magnésio (Mg) foram avaliados por extrator KCI (1 mol/L) e o método
Walkley-Black foi utilizado na determinacéo da matéria organica (MO). Os parametros
do solo medidos de 0-20 cm, foram: pH = 6,02, H+Al = 5,8 cmol. dm3, calcio (Ca) =
5,51 cmolec dm2, Fe = 33 cmolc dm=3, Mg = 1,24 cmolc dm=, P = 21,7 mgdm™3, K =177
mg dm=3e MO = 44,8 g dm™=,

Os experimentos de campo foram conduzidos em duas safras (2019/2020 e
2020/2021) com o gendtipo de milho DKB390 (Dekalb). Os fertilizantes utilizados
foram o superfosfato triplo (STP) contendo 41% de P20s total (granulado) e o fosfato
natural de rocha reativo em po (FNR) proveniente do “Office Chérifien des
Phosphates” (OCP) contendo 32% de P20s total dos quais 3,7% sollveis em &cido
citrico. Os tratamentos foram dispostos em fatorial 2x2x4, sendo com e sem
inoculacdo na semente com BiomaPhos® (fornecido pela empresa Simbiose
Company, Inc.) na dose de 100 mL ha e com as fontes STP ou FNR nas doses de

0, 60, 120 ou 240 kg ha* de P20s. O experimento foi realizado em blocos casualizados
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(DBC) com 4 repeticdes. Cada parcela foi constituida de quatro linhas de 5 metros de
comprimento e espacamento de 0,50 metros. A irrigacdo experimental foi realizada
sempre que necessario. Nao foi aplicado FNR na segunda safra, considerando-se
apenas o seu efeito residual.

A produtividade de graos, P resina, P total do solo, P foliar, N, P e K dos gréos,
altura das plantas e diametro da espiga foram avaliados para todos tratamentos. Para
avaliacdo da produtividade de grdos (kg ha™), primeiramente foram coletadas todas
as espigas das 4 linhas centrais para avaliacdo do peso de espigas com palha (peso
espiga com palha). Depois foi retirada a palha da espiga, que foi pesada novamente
sem a palha (peso espiga sem palha) e realizada a debulha para avaliagdo do peso
de gréos (umidade corrigida para 13%). Para altura das plantas, foi medida a altura
de cinco plantas por parcela, do solo até a insercdo do pendao e realizada a média.
Para medir o diametro da espiga, foram coletadas 10 espigas por parcela e medido o

didmetro da espiga com um paquimetro.

Os nutrientes do solo e da planta, P resina, P total do solo, P foliar, N, P e K
dos grédos foram avaliados pelo Laboratorio Brasileiro de Analises Ambientais e
Agricolas (LABRAS). Os graos foram utilizados, posteriormente, para avaliacdo de
nutrientes de acordo com Malavolta et al. (1997), sendo realizada digestéo sulfdrica
para 0 N com o limite de quantificacdo (LQ) do N igual a 0,6 g/Kg, e digestao nitro
perclérica para P (LQ = 0,01g/Kg) e K (LQ = 0,3 g/Kg) com determinacédo por
espectrometria de emissao atbmica com plasma de acoplamento indutivo (ICP-AES).
A avaliacao P resina foi realizada coletando 4 amostras de solo nas linhas de plantio,
por parcela, para formar uma amostra composta, na profundidade de 0-20 cm.

4.2. AVALIACAO DE CARACTERISTICAS DA ARQUITETURA DO SISTEMA
RADICULAR (ASR)

As coroas das raizes de trés plantas de milho de cada parcela foram coletadas
ao acaso nas fileiras mais externas durante o florescimento, conforme a metodologia
Shovelomics descrita por Trachsel et al. (2011). As raizes foram escavadas com pa
padrao a cerca de 20 cm ao redor do caule e a uma profundidade de 20 cm, tomando
cuidado para ndo romper o solo aglutinado e o sistema radicular foi ensacado para

processamento em laboratério. As raizes foram lavadas, fotografadas e os parametros
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de arquitetura do sistema radicular (ASR) foram mensurados na plataforma online
Digital Imaging of Root Traits- DIRT 5.2 (Bucksch et al. 2014, Das et al., 2015) com

modificacdes propostas por Campolino et al. (2023).

Para as analises da ASR foram selecionados os tratamentos com as doses 0
kg ha! de P20s, como controle, e 120 kg ha' de P.Os de STP e FNR que é a dose
recomendada agronomicamente. As caracteristicas ASR obtidas pelo DIRT foram
submetidas a uma analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p <0,05) que foram
utilizadas para a realizacdo da filtragem dos dados e selecdo de caracteristicas
radiculares sendo que, as caracteristicas que apresentaram um coeficiente de

variacao < 20% (Tabela 1), foram selecionadas para as demais analises.

Tabela 1. Descricdo das caracteristicas das raizes de milho de acordo com Bucksch et al.,

2014.

Caracteristicas

Descricao

AREA Area de raiz projetada
TD_AVG Diametro médio da ponta estimado a partir do circulo medial
sobre todas as pontas detectadas
WIDTH_MED Largura mediana do sistema radicular medida
horizontalmente
WIDTH_MAX Largura maxima do sistema radicular medida
horizontalmente
D90 Porcentagem de acumulo de largura a 90% de profundidade
SKL_WIDTH Largura do esqueleto calculada a partir do eixo medial
ANG_TOP Root Top Angle medido entre a linha de ajuste Random

NODAL_AVG_DIA

Sample Consensus na profundidade do valor D10 e a linha
horizontal do solo
Comprimento do caminho central ao longo da raiz excisada

RTA_MAX Angulo maximo do tecido radicular medido sobre todos os
RTPs - Niamero de Caminhos de Ponta Raiz

STA MAX Angulo méaximo do tecido do solo medido sobre todos os
RTPs

HYP_DIA Diametro do hipocatilo estimado sobre a regido do hipocoétilo

detectada como a média dos diametros dos circulos mediais
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4.3. EXTRACAO DE DNA DO SOLO E AMPLIFICACAO DO GENE 16S rRNA DA
COMUNIDADE BACTERIANA E 28S rRNA DE FMA

As raizes de trés plantas de milho dos tratamentos 0 kg ha* de P20Os, (controle)
e 120 kg hat de P20s, de STP e FNR para cada uma das trés repeticdes (blocos 1, 2
e 3) foram coletadas durante o florescimento. Apés remocdo do solo fracamente
aderido por agitacdo manual foram pesados cinco gramas de raizes finas com solo
rizosférico aderido. As amostras foram transferidas para tubos coénicos contendo 35
mL de solucdo de pirofosfato de sédio 0,1% (m/v) e agitadas por 30 minutos em
homogeneizador horizontal na velocidade de 130 rpm. As raizes foram removidas, as
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 30 minutos e o sobrenadante
descartado. Foram pesados 0,45 gramas de solo, as amostras foram congeladas em
N liguido e armazenadas a -80 °C até a extracdo do DNA. Uma amostra de solo ndo
rizosférico também foi coletada em regido préxima a cada um dos trés blocos
selecionados. Foram pesados 0,45 gramas de solo, as amostras foram congeladas

em N liquido e armazenadas a -80 °C até a extracdo do DNA.

A extracao de DNA total do solo rizosférico e nao rizosférico foi realizada com
o Kit PowerSoil® DNA Isolation (MoBio Laboratories, Inc. EUA). Em seguida, o DNA
foi quantificado em espectrofotdmetro Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific, EUA) e
diluido para concentracdo de 5,0 ng pLt. Fragmentos do gene 16S rRNA foram
amplificados utilizando 0s oligonucleotideos 8F-FAM
5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 (Liu et al., 1997, LAMONTAGNE et al., 2001)
marcados com fluorescéncia na posicao 5 e 1492R 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-
3(TURNER et al., 1999). Para a reacdo de PCR foram utilizados 3 uL de DNA (5
ng/uL), 2 uL de cada oligonucleotideo (5 ng/pL), 10 uL do tampéao de reacéo, 5 pL de
MgClz2 (2,5 mM), 2 pL de dNTPs (2,5 mM cada), 2,5 U de Tag DNA polimerase
(Promega GoTag® G2 Flexi DNA Polymerase), em um volume final de 50 pL. A
amplificagéo foi realizada no termociclador ProFlex PCR System (Applied Biosystems)
na seguinte condi¢do, 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.
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Para a amplificacdo do gene 28S rRNA de FMA foi utilizado nested-PCR e o0s
primers LR1 (Tuinen et al., 1998, Trouvelot et al., 1999), FLR2 (Trouvelot et al., 1999),
FLR3 (Gollotte et al., 2004) e FLR4 (Gollotte et al., 2004). Para a primeira PCR foram
utilizados 15 ng de DNA, 2 puyL de primer LR1 (5 ng/uL) (5-
GCATATCAATAAGCGGAGGA-3’, 2 pupL de primer FLR2 (5 ng/yL) (5-
GTCGTTTAAAGCCATTACGTC-3’), 10 uL do tampéao de reacédo, 5 uL de MgCl2 (2,5
mM), 2 uL de 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 amplificacao foi realizada
no termociclador ProFlex PCR System (Applied Biosystems) na seguinte condicao,
desnaturacao 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.

Para a segunda PCR foram utilizados 15 ng do produto da primeira PCR, 2 pL
do primer FLR3 (5 ng/uL) (5’-[6FAM]TTGAAAGGGAAACGATTGAAGT-3"), 2 pL do
primer FLR4 (5 ng/pL) (8 [HEX]JTACGTCAACATCCTTAACGAA-3’), 10 pL do tampéao
de reacéo, 5 pL de MgCl2 (2,5 mM), 2 uL de dNTPs (2,5 mM cada), 2,5 U de Taq DNA
polimerase (Promega GoTag® G2 Flexi DNA Polymerase), em um volume final de 50
ML. A amplificacdo foi realizada no termociclador ProFlex PCR System (Applied

Biosystems) nas mesmas condicdes da primeira reagao.

Uma aliquota de 1 pL dos produtos de cada PCR foi corada com GelRed
(Biotium, Hayward, Califérnia, USA) e submetida a eletroforese em gel de agarose 1%
e tampdo Tris-Acetato-EDTA (TAE 1X) utilizando-se como marcador de peso
molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Life Technologies, USA). A visualizacdo 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).
4.3.1. Genotipagem por T-RFLP

Os fragmentos amplificados das regides 16S rDNA (bactérias) e 28S rDNA
(fungos micorrizicos arbusculares) foram digeridos com as enzimas de restricao Alul,
Haelll e Hhal. Para a digestdo com as enzimas de restricao foram utilizados 10 pL do

produto de PCR, 2 pL do tampéo da enzima 10 X e 1 yL da enzima 10 U puL7,
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incubados a 37 °C por 4 horas. Para a preparacao da reacao para genotipagem, 2 uL
do produto da digestdo foram adicionados a 9,8 uL de formamida deionizada HiDi
(Applied Biosystems, EUA) e 0,2 uL de padrédo 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)
e os picos do Fragmento de Restricdo Terminal (T-RF) com fragmento entre 30 e 500
bp e intensidades de fluorescéncia superiores a 40 unidades de fluorescéncia (altura
do pico) foram considerados para analise do perfil. O processo de filtragem dos dados,
aremocao de picos falsos e a validacéo dos fragmentos terminais (T-RFs) foi realizado
no software T-REX (Culman et al., 2009). O software Past v.3.25 (Hammer et al. 2001)
foi utilizado para calcular a similaridade entre os tamanhos dos fragmentos, utilizando

a matriz de distancia de Bray-Curtis.

4.3.2. Classificacéo taxonémica

A diversidade filogenética bacteriana e fungica da rizosfera do genétipo de
milho DKB390 foi analisada. A B-diversidade da comunidade bacteriana foi avaliada
com base nos resultados do T-RFLP. Para avaliacdo da diversidade da comunidade
fungica foi realizada a amplificacdo do gene 18S rRNA utilizando o par de primers Euk
1a 5THEX]JCTGGTTGATCCT GCCAG-3' e Euk516r: 5" ACCAG- ACTTGCCCTCC 3

e as enzimas de restricao utilizadas para digestao foram Hhal, Mspl, BsuRI.

Os fragmentos obtidos (T-RFs) na analise T-RFLP foram comparados com o
comprimento previsto do fragmento de acordo com os perfis de digestdo ja
classificados e depositados em bancos de dados usando o software Microbial
Community Analysis IlI- MiCA 3 (http://mica.ibest.uidaho.edu/) e o banco de dados de
referéncia de solo baseado em RDP r12ulO (Shyu et al., 2007) para bactérias e
PHYMYCO-DB Fungi phylogenetic sequences database para fungos. A classificagéo
taxondmica foi realizada no NCBI usando a ferramenta de status de taxonomia
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Taxldentifier/tax_identifier.cgi) e 0S

resultados obtidos pela digestdo das trés enzimas foram confrontados.

Aléem disso, trés indices de diversidade alfa, Shannon-Wiener - H' (Shannon e
Weaver, 1949), Simpson - D (Simpson, 1949) e Chao (Chao e bunge, 2002) foram
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calculados com base nas familias bacterianas identificadas em cada tratamento,

utilizando o software Past v.3.25 (Hammer; Harper, 2001).

4.4. ATIVIDADE ENZIMATICA DA FOSFATASE

Para realizag&o da atividade enzimatica, o solo rizosférico foi peneirado usando
peneira de 2 mm e retirou-se com auxilio de pin¢as todos os pedacgos de raizes,
tecidos de plantas e outros materiais organicos grosseiros que pudessem interferir na
determinacao da analise. Pesou-se 0,150 g de solo rizosférico da amostra de cada

tratamento e iniciou-se a analise.

Os métodos usados para testar as atividades das enzimas fosfatase foram
descritos por Tabatabai (1994). O método envolve extracdo e determinacao
guantitativa de p-nitrofenol liberado quando o solo € incubado por uma hora a 37°C
com p-nitrofenil fosfato ou bis-p-nitrofenil fosfato em tamp&o universal modificado
ajustado para pH 6,5 e 11 para fosfatase acida e alcalina, respectivamente. As
reacoes foram interrompidas pela adicdo de CaCl2 e NaOH. As solucdes foram
centrifugadas a 8000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi usado para medicdes
colorimétricas a 400 nm no espectrofotdbmetro. A concentracdo de p-nitrofenol
presente em cada amostra foi determinada com base na curva padréo (0, 2,5, 7,5 e
10 g de pnitrofenol/ml). Os resultados obtidos da atividade das enzimas foram

expressos em pg pnitrofenol h't g de solo.

Os valores da atividade enzimatica foram plotados em conjunto com os dados
de temperatura minima (Tmin), temperatura maxima (Tmax) e precipitacdo (P) ao
longo do tempo de cultivo do milho nas duas safras (2019/2020 e 2020/2021),
utilizando o pacote ggplot2 (Wickham, 2016) no software R.

4.5. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados agrondmicos do milho e as caracteristicas da arquitetura do sistema
radicular foram submetidas a uma analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de
Tukey com nivel de confianca de 95% (p<0,05) utilizando os pacotes "ExpDes.pt"
(Ferreira et al. 2021) e “agricolae” (Mendiburu e Yaseen, 2020) no software R. As
caracteristicas da arquitetura do sistema radicular AREA, WIDTH_MAX, D90,
SKL_WIDTH e ANG_TOP, juntamente com a produtividade de gréos (GY) foram
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utilizados na analise de componentes principais (ACP) para avaliacdo do efeito de
cada tratamento em tais caracteristicas nas duas safras. Os componentes principais
foram extraidos via matriz de correlacdo de Pearson usando o pacote “factoextra”

(Kassambara e Mundt, 2020) do software R.

O efeito dos tratamentos no perfil de B-diversidade genética de bactérias e FMA
foi avaliado por escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) baseado na
matriz de distancia de Bray-Curtis e teste ANOSIM (Analise de similaridade)
unidirecional (one-way) utilizando o software Past v.3.25 (Hammer et al. 2001). A
andlise Simper da matriz de distancia de Bray-Curtis, apos a transformacdo de
Hellinger (Legendre e Gallagher, 2001), foi utilizada para avaliar a contribuigéo
porcentual de cada familia identificada para as dissimilaridades entre os tratamentos

utilizando o software Past v.3.25 (Hammer et al. 2001).

Apos confronto dos resultados obtidos nas digestBes com as trés enzimas de
restricdo que sdo correspondentes a lista de possiveis taxons obtidos em cada
amostra gerada no software Mica 3, a abundancia relativa (AR) das familias
identificadas em cada tratamento foi calculada de acordo com a razdo da quantidade
de microrganismos de uma familia especifica em uma amostra e a quantidade total
de microrganismos de todas familias na mesma amostra. Os valores de AR maiores
gue 3% foram plotados em um gréfico utilizando os pacotes ggplot2 (Wickham, 2016)

e reshape2 (Wickham, 2007) no software R.

O efeito dos tratamentos com diferentes fertilizantes, doses e inoculagéo sobre
a abundéancia das familias bacterianas e fungicas bem como os indices de
diversidades de Simpson, Shannon e Chao e os resultados da analise de atividade
enzimatica foram verificados por andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de
Tukey com nivel de confianca de 95% (p<0,05) utilizando os pacotes "ExpDes.pt"
(Ferreira et al. 2021) e “agricolae” (Mendiburu e Yaseen, 2020) no software R.

Os desdobramentos das correlacfes dos dados em efeitos diretos e indiretos
foram realizados por meio da analise de trilha utilizando o pacote metan (Multi
Environment Trials Analysis) (Olivoto e Lucio, 2020) no software R. Caracteristicas da
planta, dados do solo e indice de diversidade de microrganismos na rizosfera foram

utilizados como variaveis explicativas e a produtividade dos grdos como variavel
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dependente. Para selecao destas variaveis, a funcao select() foi utilizada. As variaveis
explicativas utilizadas foram a altura da planta, diametro, potassio dos graos (KG),
nitrogénio dos graos (NG), fésforo dos gréos (PG), fésforo foliar (PFOL), as atividades
enzimaticas da fosfatase acida e alcalina, fésforo total no solo, fésforo resina e indice
de Simpson. As matrizes de coeficientes de correlagcdo foram obtidas utilizando a
funcao cor(), rownames() e colnames(). A funcéo colindiag() foi utilizada para realizar
o diagnostico da multicolinearidade das matrizes de correlacdo. Um diagndéstico
completo de colinearidade das matrizes de correlacéo foi realizado utilizando varios
indicadores, como fator de inflacdo de variagcdo, numero de condicdo (CN) e

determinante de matriz.


https://dplyr.tidyverse.org/reference/select.html
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5. RESULTADOS

5.1. AVALIACAO AGRONOMICA DO EFEITO DA INOCULACAO E ADUBACAO EM
SOLO ARGILOSO COM ALTO TEOR DE FOSFORO

A analise de variancia (ANOVA) mostrou efeito do bloco para produtividade, N
e P graos, P foliar, P resina e P total na primeira safra e P grdo e P resina na segunda
safra. A fertilizacdo ndo apresentou efeito significativo para nenhuma das safras. A
inoculacao apresentou efeito significativo para N graos na primeira safra e para N
gréos e produtividade na segunda safra. Para dose houve efeito significativo para P
resina e total na primeira safra e P resina na segunda safra. Na interacao fertilizacao
e dose houve efeito significativo para P grdos e P resina na segunda safra. Na
interacéo fertilizacdo, dose e inoculagéo houve efeito significativo na altura da planta.
As demais interagOes nao foram significativas. O coeficiente de variacao foi de baixo

a meédio/alto (Tabela 2).
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Tabela 2. Andlise de variancia (ANOVA) dos dados agronémicos de milho inoculado (1) e ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0

e 120 kg ha) e tipos de fertilizacéo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) nas safras 2019/2020 e 2020/2021.

Quadrado Médio

o K N P Altura a . . P resina P total
Produtividade = = = Diametro espiga P foliar
Safra GL (kg ha') graos graos grédos plantas (mm) (g kg solo solo
(gkgh) (gkg?h) (gkg?h)  (m) (mgdm=) (mgdm?)
Bloco 3 2835577** 20,28 1584,65** 53,14** 0,0050 1,8249 0,00306042*** 4351,2* 1290583***
Fertilizacdo 1 93420 25,73 3,98 10,82 0,0019 0,4761 0,0004 6,20 135341
Dose 3 173965 13,66 210,96 10,82 0,0025 1,3462 0,0001 24238,3***  645478***
N Inoculacéo 1 1459465 3,57 1583,84* 0,63 0,0070 1,1772 0,0006 5249,0 20331
8 Fertilizacdo*Dose 3 310018 22,61 229,42 11,71 0,0065 3,0527 0,0002 637,0 110747
o Fertilizacdo*Inoculagao 1 13706 2,89 223,28 0,00 0,0006 4,9173 0,0001 228,8 174338
I Dose*Inoculagdo 3 444445 22,90 450,31 7,66 0,0041 1,8169 0,0002 544,6 99978
Fertilizacdo*Dose*Inoculagdo 3 134888 0,91 51,04 2,06 0,0025 3,1216 0,0001 1567,0 25472
Total 45
Coeficiente de variacao (%) 7,64 19,24 12,89 20,62 2,55 2,51 5,65 41,54 26,64
Produtividade K N P Altura Diametro espiga P foliar Presina P total
GL (kg had) grdos grdos grdos plantas (mm) (9 kg) solo solo
(kg™ (gkg?h) (gkg?l)  (m) (mgdm=) (mgdm?)
Bloco 3 4095023,31 37,15 1455,00 43,15* 0,03 2,46 0,01 2070,03*  618839,33
Fertilizacéo 1 174828,52 8,34 88,45 0,03 0,03 2,76 0,00 6648,36 181774,32
Dose 3 224353,52 4,97 42,83 8,78 0,00 0,78 0,00 1664,24**  69631,55
N Inoculagéo 1 3278362,90* 18,92 918,99* 11,61 0,00 0,04 0,00 544,64 8276,45
8 Fertilizacdo*Dose 3 541381,64 26,06 320,08 22,31* 0,02 0,54 0,00 3201,49**  117341,12
I Fertilizacdo*Inoculag&o 1 143925,39 6,73 0,01 7,91 0,01 0,03 0,00 28,22 285,61
I Dose*Inoculagdo 3 738566,02 10,72 233,91 6,22 0,01 0,18 0,00 177,10 7420,01
Fertilizacdo*Dose*Inoculagdo 3 106018,10 1,16 108,68 2,83 0,02* 1,61 0,00 583,36 100680,54
Total 45
Coeficiente de variacéo (%) 8,17 10,49 11,1 12,3 3,93 2,54 7,92 45,22 35,39

=™ * Significativo a 10%, 5% e 1%
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Nas duas safras ndo houve diferenca significativa na produtividade entre as
diferentes doses de P20s (Tabela 3 e 4). A produtividade do milho inoculado foi
significativamente diferente na segunda safra para os tratamentos com STP, sendo
que para as doses 0, 120 e 240 kg ha o tratamento n&o inoculado apresentou maior
produtividade, enquanto para a dose 60 kg ha* o milho inoculado apresentou maior
produtividade (Tabela 4). Para a concentracao de N, P e K gréos ndo houve diferenca
entre milho inoculado e n&o inoculado, e entre as doses de P20s para FNR tanto na
primeira quanto na segunda safra. Para o milho fertilizado com STP nao houve
diferenca na concentracdo de N, P e K grdos na primeira safra, no entanto para a
segunda safra, os valores de N grdos foram maiores para amostras sem inoculante
para todas as doses, e para P graos, com excecdo da dose 0 kg ha, os tratamentos
nao inoculados apresentaram maior concentracao do que os inoculados (Tabela 3 e
4). A concentracdo de K gréos foi maior na dose 0 kg hat de fertilizante STP do que
nas demais doses na segunda safra, no entanto, ndo houve diferenca entre

tratamentos inoculado e ndo inoculado (Tabela 4).

A altura das plantas e diametro da espiga foram estatisticamente iguais para 0s
tratamentos na primeira (Tabela 3) e segunda (Tabela 4) safras, com excecao, na
primeira safra, em que altura das plantas foi maior na dose 0 kg ha! de FNR quando
comparada a dose 60 kg ha' e o diametro das espigas foi maior para os tratamentos
sem inoculacdo nas doses 60, 120 e 240 kg ha! de FNR (Tabela 3). O valor de P foliar
foi maior para os tratamentos n&o inoculados e com fertilizante STP na primeira safra
(Tabela 3) e ndo houve diferenca significativa nos valores de P foliar entre os demais
tratamentos na primeira e segunda safras (Tabela 4). O valor de P resina foi maior na
dose 240 kg ha' do fertilizante STP na primeira safra (Tabela 3). Além disso, o valor
de P resina foi maior nas amostras ndo inoculadas considerando todas as doses de
STP na primeira safra (Tabela 3). O valor de P total do solo, na primeira safra, foi
maior para os tratamentos com 240 kg ha' de FNR e STP quando comparado a dose
0 kg ha! (Tabela 3) e ndo houve diferenca entre os tratamentos na segunda safra
(Tabela 4).
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Tabela 3. Dados agrondmicos de milho inoculado (1) e ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0 e 120 kg ha?) e tipos de fertilizagéo

fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) na safra 2019/2020.

Dose P20s (kg ha?) do Fertilizante FNR Dose P20s (kg hat) do Fertilizante STP
0 60 120 240 0 60 120 240
Produtividade NI 9378,5 Aa 9298,0 Aa 9663,0 Aa 9740,8 Aa Produtividade NI 9340,0 Aa 93875 Aa 9452,5 Aa 9477,3 Aa
(kg ha't) I 9299,8 Aa 9163,5 Aa 9065,3 Aa 9226,3 Aa (kg ha't) | 8966,3 Aa  9726,0 Aa 8652,8 Aa 9221,5 Aa
N dos gréos NI 144,5 Aa 143,5 Aa 159,0 Aa 146,8 Aa N dos gréos NI 1449 Aa 141,6 Aa 160,1 Aa 164,1 Aa
(g kg'?) | 152,7 Aa 138,3 Aa 141,4 Aa 136,5 Aa (g kgt | 1399Aa  138,9Aa 135,4 Aa 141,8 Aa
P dos gréos NI 15,2 Aa 13,7 Aa 15,0 Aa 15,9 Aa P dos gréos NI 12,6 Aa 12,7 Aa 16,5 Aa 14,8 Aa
(g kg?) | 15,8 Aa 13,9 Aa 12,9 Aa 16,5 Aa (g kgt | 14,8 Aa 12,8 Aa 14,7 Aa 13,4 Aa
K dos gréos NI 21,6 Aa 22,1 Aa 21,8 Aa 25,2 Aa K dos graos NI 20,5 Aa 19,0 Aa 24,6 Aa 23,2 Aa
(g kg'?) | 24,7 Aa 22,2 Aa 20,3 Aa 23,3 Aa (g kgt | 22,5 Aa 19,6 Aa 21,8 Aa 19,8 Aa
Altura das NI 2,4 Aa 2,3 Ba 2,4 ABa 2,4 ABa Altura das NI 2,3 Aa 2,4 Aa 2,4 Aa 2,4 Aa
plantas (m) | 2,4 Aa 2,3 Ba 2,4 ABa 2,3 ABa plantas (m) | 2,3 Aa 2,3 Aa 2,3 Aa 2,3 Aa
Diametro da NI 46,8 ABb 46,8 Ba 47,7 ABa 49,2 Aa Diametro da NI 46,7 Aa 46,8 Aa 47,9 Aa 46,1 Aa
espiga (mm) | 47,1 ABa 46,0 Bb 47,2 ABb 46,8 Ab espiga (mm) | 47,7 Aa 47,3 Aa 46,5 Aa 47,1 Aa
P foliar NI 0,33 Aa 0,33 Aa 0,34 Aa 0,32 Aa P foliar NI 0,33 Aa 0,33 Aa 0,34 Aa 0,34 Aa
(g kg'?) | 0,32 Aa 0,33 Aa 0,31 Aa 0,32 Aa (g kgt | 0,32 Ab 0,32 Ab 0,33 Ab 0,33 Ab
P resina NI 53,3 Ba 101,0 Ba 111,6 ABa 132,3 Aa P resina NI 65,2 Ba 65,5 Ba 111,7 Ba 173,4 Aa
(mg dm3) I 51,9 Ba 61,5 Ba 79,4 ABa 148,1 Aa (mg dm3) | 56,1 Bb 63,5 Bb 78,3 Bb 130,3 Ab
P total solo NI 816,8 Ba 1393,0 ABa 1176,6 ABa 1623,9 Aa P total solo (mg NI 867,7 Ba 895,9 Ba 1109,1 ABa 1352,0 Aa
(mg dm3) I 950,1 Ba 1041,1 ABa 1130,8 ABa 1328,0 Aa dm3) | 1020,9 Ba 953,7 Ba 1253,9 ABa 1271,1 Aa

(*) Médias seguidas por letras iguais ndo diferem para teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras minUsculas séo referentes a comparagao
estatistica entre inoculado e ndo inoculado e letras mailsculas entre as doses de P.Os.
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Tabela 4. Dados agrondmicos de milho inoculado (1) e ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0 e 120 kg ha?) e tipos de fertilizagéo
fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) na safra 2020/2021.

Dose P20s (kg hat) do Fertilizante FNR Dose P20s (kg hat) do Fertilizante STP
0 60 120 240 0 60 120 240

Produtividade NI 9387,5 Aa 9332,5 Aa 9716,3 Aa 9665,0 Aa Produtividade NI 9656,3 Aa 8817,5 Ab 9435,0 Aa 9395,0 Aa
(kg ha't) I 8881,3 Aa 9152,5 Aa 9117,5 Aa 8760,0 Aa (kg ha'l) | 9490,0 Ab 9191,3 Aa 8645,0 Ab 8546,3 Ab
N gréos NI 136,5 Aa 133,9 Aa 134,5 Aa 129,3 Aa N dos gréos NI 137,8 Aa 124,6 Aa 134,2 Aa 128,2 Aa
(g kgh) | 113,2 Aa 139,2 Aa 1294 Aa 122,1 Aa (g kg'}) | 127,2 Ab 121,7 Ab 120,2 Ab 125,4 Ab

P gréos NI 21,4 Aa 21,0 Aa 21,9 Aa 22,9 Aa P dos gréaos NI 26,3 Aa 21,9 Ba 20,7 Ba 21,2 Ba

(g kg'?) | 21,0 Aa 21,5 Aa 23,3 Aa 20,8 Aa (g kg'?) | 22,6 Ab 21,3Bb 20,3 Bb 19,7 Bb

K gréos NI 30,3 Aa 30,5 Aa 31,7 Aa 33,3 Aa K dos grédos NI 34,1 Aa 30,5 ABa 30,4 ABa 30,6 Ba

(g kg'h) | 30,0 Aa 31,7 Aa 32,5 Aa 29,8 Aa (g kg?) | 32,1 Aa 30,1 ABa 29,1 ABa 27,4 Ba

Altura das NI 2,1 Aa 2,1 Aa 2,1 Aa 2,1 Aa Altura das NI 2,1 Aa 2,1 Aa 2,1 Aa 2,0 Aa

plantas (m) | 2,1 Aa 2,2 Aa 2,2 Aa 2,1 Aa plantas (m) | 2,2 Aa 2,0 Aa 2,0 Aa 2,1 Aa

Diametro da NI 51,0 Aa 51,3 Aa 50,7 Aa 50,2 Aa Diametro da NI 51,1 Aa 49,8 Aa 50,1 Aa 50,7 Aa

espiga (mm) | 51,0 Aa 50,3 Aa 50,9 Aa 50,9 Aa espiga (mm) | 50,5 Aa 50,6 Aa 49,8 Aa 50,4 Aa

P foliar NI 0,25 Aa 0,23 Aa 0,24 Aa 0,22 Aa P foliar NI 0,25 Aa 0,24 Aa 0,24 Aa 0,23 Aa

(g kg?) | 0,25 Aa 0,25 Aa 0,23 Aa 0,25 Aa (g kg?) | 0,24 Aa 0,24 Aa 0,24 Aa 0,25 Aa

P resina NI 53,8 ABa 39,0 ABa 54,5 Aa 38,9 Ba P resina NI 35,0 Ba 61,4 ABa 66,9 ABa 99,2 Aa

(mg dm3) I 38,5 ABa 57,1 ABa 73,4 Aa 35,4 Ba (mg dm) | 56,5 Ba 66,2 ABa 70,3 ABa 98,2 Aa
P total solo NI 754,9 Aa 577,4 Aa 827,9 Aa 530,7 Aa P total solo NI 518,8 Aa 835,6 Aa 843,2 Aa 936,6 Aa
(mg dm3) I 594,7 Aa 738,3 Aa 878,4 Aa 587,4 Aa (mg dm) | 821,1 Aa 768,6 Aa 772,0 Aa 846,5 Aa

(*) Médias seguidas por letras iguais ndo diferem para teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras minusculas séo referentes a comparacéo
estatistica entre inoculado e n&do inoculado e letras mailsculas entre as doses de P20s.
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5.2. A ARQUITETURA DO SISTEMA RADICULAR DEMONSTROU CONSISTENCIA
ENTRE OS DIFERENTES TRATAMENTOS E SAFRAS

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos para a maior parte das
caracteristicas de arquitetura radicular avaliadas, o que pode ser observado na
exemplificacdo das figuras 1 e 2. Na primeira safra, comparando os niveis de cada
fator (inoculacdo, dose e fertilizacdo), observou-se que o didmetro do hipocétilo
(HYP_DIA) foi maior para os tratamentos com dose 0 kg ha* de fertilizante e o angulo
maximo do tecido do solo (STA_MAX) foi maior para tratamentos com dose 120 kg
hat de fertilizante (Tabela 5). Na segunda safra, a densidade de raizes a 90% de
profundidade (D90) foi maior para o tratamento com fertilizante STP (Tabela 5).
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Figura 1. Raizes de milho cultivado na safra 2019/2020 sob diferentes tratamentos: A: Fertilizante FNR, dose 0 kg P.Os ha*, com bioinoculante.

B: Fertilizante FNR, dose 120 kg P.Os ha, com bioinoculante C: Fertilizante STP, dose 0 kg P.Os ha, com bioinoculante. D: Fertilizante STP,
dose 120 kg P.Os ha, com bioinoculante. E: Fertilizante FNR, dose 0 kg P.Os ha*, sem bioinoculante. F: Fertilizante FNR, dose 120 kg P2Os
ha!, sem bioinoculante. G: Fertilizante STP, dose 0 kg P.Os ha?, sem bioinoculante. H: Fertilizante STP, dose 120 kg P.Os ha?, sem
bioinoculante.
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TRATAMENTO 3
R3
FR120.3B

TRATAMENTO 13
R2

sT0.2

Figura 2. Raizes de milho cultivado na safra 2020/2021 sob diferentes tratamentos: A: Fertilizante FNR, dose 0 kg P.Os ha, com bioinoculante.
B: Fertilizante FNR, dose 120 kg P.Os ha, com bioinoculante C: Fertilizante STP, dose 0 kg P.Os ha, com bioinoculante. D: Fertilizante STP,
dose 120 kg P.Os hal, com bioinoculante. E: Fertilizante FNR, dose 0 kg P.Os ha*, sem bioinoculante. F: Fertilizante FNR, dose 120 kg P2Os
hal, sem bioinoculante. G: Fertilizante STP, dose 0 kg P.Os ha?, sem bioinoculante. H: Fertilizante STP, dose 120 kg P.Os ha?, sem

bioinoculante.
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Tabela 5. Caracteristicas da arquitetura do sistema radicular do milho inoculado (I) e ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0 e 120

kg ha?) e tipos de fertilizacdo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) nas safras 2019/2020 e 2020/2021.

Safra 2019/2020 2020/2021
o Inoculacéo Fertilizagdo Dose Inoculagéo Fertilizagao Dose
Caracteristica
I NI FNR STP 0 120 I NI FNR STP 0 120
AREA
( 2) 22585,27a 22491,09a | 21742,04a 23334,32a | 22981,51a 22094,85a | 17600,28a 16676,28 a | 17393,34a 16889,14a | 17104,53a 17186,20 a
cm
TD_AVG
(cm) 0,410 a 0,414 a 0,412 a 0,412 a 0,412 a 0,412 a 0,401 a 0,400 a 0,403 a 0,398 a 0,400 a 0,400 a
WIDTH_MED
(cm) 138,58 a 143,77 a 136,16 a 146,19 a 142,82 a 139,53 a 118,15 a 113,17 a 115,39 a 116,01 a 113,06 a 118,41 a
WIDTH_MAX
(cm) 197,55 a 198,74 a 194,81 a 201,48 a 197,51 a 198,78 a 169,45 a 157,69 a 164,67 a 162,58 a 163,39 a 163,87 a
SKL_WIDTH
(cm) 208,78 a 212,14 a 204,29 a 216,63 a 209,85 a 211,06 a 181,26 a 174,40 a 176,91 a 178,87 a 176,20 a 179,60 a
ANG_TOP
(E) 52.98 a 5431 a 52.69 a 54.60 a 53.58 a 53.70 a 56,90 a 61,05 a 59,31 a 58,56 a 56,90 a 61,05 a
STA_MAX
(cm) 89,59 a 89,55 a 89,59 a 89,55 a 89,43D 89,71a 89,72 a 89,61 a 89,60 a 89,73 a 89,60 a 89,73 a
RTA_MAX
(cm) 82,44 a 82,76 a 82,65 a 82,56 a 81,80 a 834la 82,34 a 83,51a 83,15a 82,69 a 82,86 a 82,99 a
HYP_DIA
(cﬁ) 23la 2,24 a 222a 233a 2,40 a 2,15b 1,72 a 1,75a 1,75a 1,72 a 1,75 a 1,72 a
NOSI'AAL(E?n\;G 0,890 a 0,910 a 0,902 a 0,890 a 0,884 a 0,917 a 0,765 a 0,806 a 0,790 a 0,781 a 0,790 a 0,781 a
(E?no) 0,871 a 0,883 a 0,870 a 0,884 a 0,879 a 0,875a 0,867 a 0,865 a 0,850 b 0,882 a 0,866 a 0,866 a

AREA: Area de raiz projetada, TD_AVG: Diametro médio da ponta estimado a partir do circulo medial sobre todas as pontas detectadas,
WIDTH_MED: Largura mediana do sistema radicular medida horizontalmente, WIDTH_MAX: Largura maxima do sistema radicular medida
horizontalmente, D90: Porcentagem de acumulo de largura a 90% de profundidade, SKL_WIDTH: Largura do esqueleto calculada a partir do
eixo medial, ANG_TOP: Root Top Angle medido entre a linha de ajuste Random Sample Consensus na profundidade do valor D10 e a linha
horizontal do solo, NODAL_AVG_DIA: Comprimento do caminho central ao longo da raiz excisada, RTA_MAX: Angulo méaximo do tecido radicular
medido sobre todos 0os RTPs - Nimero de Caminhos de Ponta Raiz, STA MAX: Angulo maximo do tecido do solo medido sobre todos os RTPs,
HYP_DIA: Diametro do hipocotilo estimado sobre a regido do hipocaétilo detectada como a média dos diametros dos circulos mediais.
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5.3. COMPARACAO DOS DADOS AGRONOMICOS E DA ARQUITETURA
RADICULAR ENTRE AS SAFRAS 2019/2020 E 2020/2021

A produtividade média ndo apresentou diferenca entre as duas safras. Por outro
lado, P resina, P total do solo, P foliar, N grdos e altura das plantas apresentaram
maiores valores médios na primeira safra. A média dos valores de P e K gréos e o

diametro da espiga foram maiores na segunda safra (Tabela 6).

Tabela 6. Valores médios das caracteristicas agronémicas do milho nas safras 2019/2020 e
2020/2021.

Dado agrondémico Safra Valor

2019/2020

Produtividade 9316,19 a

(kg ha't) 2020/2021 019931 a
2019/2020

P resina 92,68 a

(mg dm3) 2020/2021 59,00 b
2019/2020

P total solo 1136,52 a

(mg dm3) 2020/2021 739,50 b
2019/2020

P foliar 0,33 a

(9 kg?) 2020/2021 0,24 b
2019/2020

N grdos 145,6 a

(9 kg™ 2020/2021 128.6 b
2019/2020

P grédos 14,45 b

(g kg?) 2020/2021 2174 a
2019/2020

K graos 22,01 b

(g kg?) 2020/2021 30,89 a
2019/2020

Altura plantas 2,34 a

(m) 2020/2021 210 b

2019/2020 4711 b

Diametro espiga
(mm) 2020/2021 50,60

Com relagdo as caracteristicas da ASR, os valores da area da raiz, diametro e
densidade de raizes representados por AREA, TD _AVG, WIDTH _MED,
WIDTH_MAX, SKL_WIDTH, HYP_DIA, NODAL_AVG_DIA e D90 foram maiores na
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primeira safra, enquanto o angulo da raiz (ANG_TOP) apresentou maior valor na
segunda safra. Ndo houve diferenca significativa nos valores do angulo maximo do
tecido radicular e do solo (RTA_MAX e STA_MAX) entre as safras (Tabela 7).

Tabela 7. Valores médios das caracteristicas da arquitetura do sistema radicular (ASR) do
milho nas safras 2019/2020 e 2020/2021.

Caracteristica da raiz Safra Valor
2019/2020 22538,18 a
AREA (cm’) 202012021 1713897 b
2019/2020 041 a
TD_AVG (cm) 2020/2021 0,40 b
2019/2020 141,17 a
WIDTH_MED (cm) 0545021 115,70 b
2019/2020 198,14 a
WIDTH_MAX (cm) 2020/2021 163,68 b
2019/2020 210,46 a
SKL_WIDTH (cm) 2020/2021 177,88 b
2019/2020 5364 b
ANG_TOP () 2020/2021 59,00 a
2019/2020 89,57 a
STA_MAX (cm) 2020/2021 89,67 a
2019/2020 82,60 a
RTA_MAX (cm) 2020/2021 8291 a
2019/2020 227 a
HYP_DIA (cm) 2020/2021 1,74 b
NODAL AV DA 2019/2020 09 a
(cm) 2020/2021 0,79 b
2019/2020 088 a

D90 (cm) 2020/2021 0.87 b
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5.4. A INOCULACAO ALTEROU A COMPOSICAO DAS COMUNIDADES
BACTERIANAS E FUNGICAS NA SEGUNDA SAFRA

Apo6s analise da diversidade genética da comunidade microbiana da rizosfera
do milho por T-RFLP nado foi encontrada nenhuma diferenca significativa na
comunidade bacteriana ou fingica na primeira safra (2019/2020) (Figura 3).
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Figura 3. Perfil baseado no escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) utilizando
a matriz de distancia de Bray-Curtis para todos tratamentos da safra de 2019/2020 para
andlise da diversidade genética da comunidade (A) bacteriana e (B) fungica de solo rizosférico
de milho em diferentes condi¢bes de adubacéo fosfatada e inoculacdo. Os pontos coloridos
nos perfis NMDS séo referentes aos diferentes tratamentos: mSTP, dose 120 kg ha?, com
oSTP, dose 0 kg hal, sem
oSTP, dose 120 kg ha', sem bioinoculante. mFNR, dose 120 kg ha?, com
oFNR, dose 0 kg ha?l, sem
bioinoculante. oFNR, dose 120 kg ha?, sem bioinoculante. A Solo néo rizosférico. Stress:
0,009.

bioinoculante. eSTP, dose 0 kg ha?, com bioinoculante.

bioinoculante.

bioinoculante. eFNR, dose 0 kg ha?, com bioinoculante.

Na segunda safra (Figura 4A), houve diferenca na comunidade bacteriana entre
as amostras inoculadas e ndo inoculadas para os tratamentos sem fertilizante
(p=0,0032 e R=0,5056) (Figura 4B) e para os tratamentos com 120 kg ha? do
fertilizante STP (p=0,098 e R=0,5926) (Figura 4C) a 10% de significancia. A

comunidade fungica (Figura 4D) se diferenciou entre as amostras inoculadas e néo
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inoculadas com BiomaPhos para os tratamentos com dose 120 kg ha! de fertilizante
(p=0,04 e R=0,1704) (Figura 4E).
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Figura 4. Perfil baseado no escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) utilizando
a matriz de distancia de Bray-Curtis para todos tratamentos da safra de 2020/2021 para
andlise da diversidade genética da comunidade (A) bacteriana e (D) fungica de solo rizosférico
de milho em diferentes condigbes de adubacéo fosfatada e inoculacdo. (B) Amostras dos
tratamentos sem fertilizante (0 kg ha?') da comunidade bacteriana. (C) Amostras dos
tratamentos com 120 kg ha' do fertilizante STP da comunidade bacteriana. (E) Amostras dos
tratamentos com 120 kg ha™ de fertilizante da comunidade flngica. Os pontos coloridos nos
perfis NMDS sé&o referentes aos diferentes tratamentos: mSTP, dose 120 kg ha?, com
bioinoculante. eSTP, dose 0 kg ha?, com bioinoculante. oSTP, dose 0 kg ha?, sem
bioinoculante. oSTP, dose 120 kg ha?, sem bioinoculante. mFNR, dose 120 kg ha?, com
bioinoculante. eFNR, dose 0 kg ha?, com bioinoculante. oFNR, dose 0 kg ha?, sem

bioinoculante. oFNR, dose 120 kg ha, sem bioinoculante. A Solo néo rizosférico.
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5.5. COMPOSICAO DAS COMUNIDADES BACTERIANAS E FUNGICAS DA
RIZOSFERA DE MILHO

A avaliacdo da composicao bacteriana do solo rizosférico nos tratamentos de
milho mostrou que os trés filos mais abundantes nas duas safras avaliadas foram
Actinobacteria, Proteobacteria e Firmicutes. Desses filos, as familias mais abundantes
foram Streptomycetaceae, Micrococcaceae, Methylobacteriaceae e

Bradyrhizobiaceae (Figura 5A e 5B).
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Figura 5. Abundancia relativa das familias da comunidade bacteriana na rizosfera de milho
nas safras (A) 2019/2020 e (B) 2020/2021 com uma abundéncia relativa superior a 3%.
FNRO_NI: Fertilizante FNR, dose 0 kg P.Os ha*, sem bioinoculante, FNR120_NI: Fertilizante
FNR, dose 120 kg P.Os ha?, sem bioinoculante. FNRO _I: Fertilizante FNR, dose 0 kg P.Os
ha!, com bioinoculante. FNR120 I: Fertilizante FNR, dose 120 kg P.Os ha?, com
bioinoculante. STPO_NI: Fertilizante STP, dose 0 kg P.Os ha?, sem bioinoculante.
STP120_NI: Fertilizante STP, dose 120 kg P,Os ha, sem bioinoculante. STPO_I: Fertilizante
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STP, dose 0 kg P»Os ha, com bioinoculante. STP120 _I: Fertilizante STP, dose 120 kg P.0s

ha, com bioinoculante.

Analisando os efeitos da inoculacdo, dose e fertilizacdo, a familia
Pseudomonadaceae apresentou maior abundancia quando se utilizou o fertilizante
STP, na primeira safra (Tabela 8). Para a safra 2020/2021, Rhizobiaceae foi mais
abundante nos tratamentos com fertilizante STP. A abundancia relativa da familia
Methylobacteriaceae foi maior para as amostras inoculadas (Tabela 9). A inoculacéo
nao resultou em incrementos na abundancia relativa das demais familias bacterianas

na primeira e segunda safras.



Tabela 8. Familias bacterianas mais abundantes na rizosfera de milho inoculado (l) e ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0 e
120 kg ha?) e tipos de fertilizagao fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) na safra 2019/2020.

Tratamento Sphingnomonadaceae Pseudomonadaceae Bacilaceae Geobacteraceae
Inoculagio NI 6,77 a 8,01 a 5,76 a 4,86 a
I 6,88 a 7,45 a 570 a 4,66 a
Fertilizacdo STP 7,04 a 8,84 a 5,05 a 513 a
FNR 6,60 a 4,62b 6,42 a 4,40 a
Dose 0 6,95 a 8,05a 4,69 a 4,85 a
(kg hat) 120 6,70 a 542 a 6,77 a 4,68 a
Streptomycetaceae Micrococcaceae Methylobacteriaceae Bradyrhizobiaceae
Inoculagéo NI 36,16 a 16,16 a 11,11 a 8,32 a
I 33,05a 14,12 a 10,67 a 9,54 a
Fertilizagdo STP 33,01 a 15,24 a 11,39 a 8,32 a
FNR 36,21 a 15,03 a 10,38 a 9,52 a
Dose 0 34,30 a 15,42 a 10,48 a 8,08 a
(kg hat) 120 3491 a 14,85 a 11,20 a 8,88 a
Rhizobiaceae Clostridiaceae
Inoculago NI 4,85 a 0,00 a
I 4,54 a 3,37 a
Fertilizacéo STP 451a 1,08a
FNR 4,88 a 2,29 a
Dose 0 4,36 a 1,93 a

(kg hat) 120 5,04 a 144 a




Tabela 9. Familias bacterianas mais abundantes na rizosfera de milho inoculado (I) e ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0 e
120 kg ha) e tipos de fertilizacéo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) na safra 2020/2021.

Tratamento Sphingnomonadaceae Rhizobiaceae Bacilaceae Brucellaceae

Inoculacéo NI 9,72 a 8,41 a 7,02 a 5,16 a
I 8,87 a 5,85a 6,74 a 4,01 a
Fertilizacéo STP 10,01 a 8,85 a 6,26 a 4,47 a
FNR 8,57 a 541b 7,50 a 4,62 a
Dose 0 951a 8,36 a 7,63 a 4,93 a
(kg hat) 120 9,07 a 5,90 a 6,12 a 4,24 a

Streptomycetaceae Micrococcaceae Methylobacteriaceae Bradyrhizobiaceae
Inoculacéo NI 33,46 a 12,63 a 05,16 b 10,47 a
I 40,36 a 1201 a 13,70 a 08,46 a
Fertilizacéo STP 34,10 a 14,34 a 09,10 a 10,30 a
FNR 39,72 a 12,21 a 09,78 a 08,63 a
Dose 0 36,31a 14,00 a 09,59 a 08,21 a

(kg hat) 120 37,52 a 12,83 a 09,27 a 10,72 a
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Apos realizar uma comparacéo da composicao bacteriana entre as duas safras,
observou-se que a familia Micrococcaceae apresentou maior abundancia relativa na
primeira safra. Rhizobiaceae e Sphingomonadaceae apresentaram maior abundéancia
relativa na segunda safra. As familias Clostridiaceae, Geobacteraceae e
Pseudomonadaceae foram identificadas apenas na safra 2019/2020 e Brucellaceae
foi identificada apenas na safra 2020/2021 (Tabela 10).

Tabela 10. Comparativo da abundancia relativa (AR) das familias bacterianas da rizosfera de
milho inoculado (I) e ndo inoculado (NI) cultivado sob fertilizagdo com fosfato de rocha (FNR)
ou superfosfato triplo (STP) nas safras 2019/2020 e 2020/2021.

Familia Safra AR (%) Familia Safra AR (%)
Bacilaceac 2019/2020 573 4 2019/2020 6,73 a
Pseudomonadaceae
2020/2021 ggg 4 2020/2021 0,00 b
o 2019/2020  gog3 4 2019/2020 4,69 b
Bradyrhizobiaceae Rhizobiaceae
202012021 g 47 4 2020/2021 7,13
Clostridiaceae 201902020 168 a cO19[2020 6,82 b
Sphingomonadaceae
2020/2021 0,00 b 2020/2021 9,29 a
Geobacteraceae 20192020 476 a Strept t 201912020 3580 @
reptomycetaceae
202012021 oo b 2020/2021 36,91 a
. 2019/2020 1589 4 2019/2020 1513 a
Methylobacteriaceae Micrococcaceae
2020/2021 g 43 4 2020/2021 12,32 b
2019/2020 49

Brucellaceae
2020/2021 857 a

Como o NMDS indicou que a comunidade bacteriana diferenciou
significativamente entre as amostras inoculadas e néo inoculadas dos tratamentos
sem fertilizante e dos tratamentos com 120 kg ha do fertilizante STP na segunda
safra, uma analise de Simper foi realizada para esses tratamentos para identificar as
familias que mais contribuiram para essas dissimilaridades. De acordo com essa
analise Streptomycetaceae foi responsavel por 40% da dissimilaridade entre as
comunidades bacterianas do milho das amostras com 0 kg ha* do fertilizante STP.
Bradyrhizobiaceae e Streptomycetaceae foram responsaveis por 19,79% e 16,15%,
respectivamente, da dissimilaridade entre as comunidades bacterianas do milho das

amostras com 0 kg ha! do fertilizante FNR e Streptomycetaceae foi responséavel por
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48,23% da dissimilaridade entre as comunidades bacterianas do milho das amostras
com 120 kg ha* do fertilizante STP.

Com base nas familias bacterianas identificadas, o indice de Shannon,
Simpson e Chao foram calculados para avaliar a diversidade das comunidades
rizosféricas do milho. Na safra 2019/2020 as amostras ndo inoculadas apresentaram
maiores indices de diversidade e os indices de Shannon e Chao foram maiores para
os tratamentos com fertilizante FNR (Tabela 11). Na safra 2020/2021, os indices de
diversidade foram maiores para os tratamentos com dose 0 kg ha*e com o fertilizante
STP. Nenhuma diferenca significativa nos indices de diversidade foi observada
comparando os tratamentos com e sem inoculante (Tabela 11).

Tabela 11. indices de diversidade de Shannon, Simpson e Chao das familias bacterianas da
rizosfera de milho inoculado (I) e ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0 e 120
kg ha?) e tipos de fertilizacédo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP)
nas safras 2019/2020 e 2020/2021.

indice de Diversidade

Safra Tratamento Shannon Simpson Chao

~ NI 2,82 a 0,93 a 20,75 a

Q Inoculagdo | 272 b 092 b 1858 b
I Fertilizacso STP 2,74 b 0,92 a 19,17 b
§ & FNR 2,79 a 0,93 a 2017 a
< Dose 0 2,76 a 0,92 a 19,67 a
(kg ha!) 120 2,77 a 0,93 a 19,67 a

. NI 1,95 a 081 a 12,35 a

Inoculacéo

N I 2,01 a 0,80 a 13,13 a
I Fertilizacio STP 2,05 a 08 a 1406 a
S ¢ FNR 1,900 b 079 b 1142 b
N Dose 0 2,03 a 0,82 a 13,43 a
(kg ha) 120 192 b 079 b 12,05 b

Os valores médios dos indices de diversidade das familias bacterianas
apontam que os indices de Simpson e Chao foram maiores na primeira safra (Tabela
12).
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Tabela 12. Valores médios dos indices de diversidade de Shannon, Simpson e Chao das

familias bacterianas da rizosfera de milho nas safras 2019/2020 e 2020/2021.

indice de diversidade Safra Valor
2019/2020 277 a

Shannon 2020/2021 1,98 a
2019/2020 092 a

Simpson 2020/2021 081 b
2019/2020 1967 a

Chao 2020/2021 1274 b

A composicao fungica do solo rizosférico mostrou que os dois filos mais
abundantes nas duas safras avaliadas foram Basidiomycota e Ascomycota. Desses
filos, as familias mais abundantes nas duas safras foram Saccharomycetaceae e

Tremellaceae (Figura 6A e 6B).
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Figura 6. Abundéancia relativa das familias da comunidade fungica na rizosfera de milho nas
safras (A) 2019/2020 e (B) 2020/2021 com uma abundéncia relativa superior a 3%. FNRO_NI:
Fertilizante FNR, dose 0 kg P.Os hat, sem bioinoculante, FNR120_NI: Fertilizante FNR, dose
120 kg P20s hal, sem bioinoculante. FNRO_I: Fertilizante FNR, dose 0 kg P.Os ha?, com
bioinoculante. FNR120_I: Fertilizante FNR, dose 120 kg P.Os ha?, com bioinoculante.
STPO_NI: Fertilizante STP, dose 0 kg P,Os ha!, sem bioinoculante. STP120_NI: Fertilizante
STP, dose 120 kg P,Os hat, sem bioinoculante. STPO_I: Fertilizante STP, dose 0 kg P.Os ha’

1, com bioinoculante. STP120_1I: Fertilizante STP, dose 120 kg P.Os ha, com bioinoculante.
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Observou-se que a familia Pezizaceae foi mais abundante nas amostras com
dose 0 kg ha de fertilizante na safra 2019/2020. Para a safra 2020/2021 a familia
Tremellaceae foi mais abundante nas amostras tratadas com fertilizante STP (Tabela
13). Comparando a composi¢ao fungica das familias entre as duas safras, observou-
se que as familias Saccharomycetaceae e Tremellaceae foram mais abundantes na
segunda safra. As familias Phaeosphaeriaceae, Trichocomaceae e Davidiellaceae

foram mais abundantes na primeira safra (Tabela 14).
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Tabela 13. Familias fangicas mais abundantes da rizosfera de milho inoculado (I) e n&o inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0 e 120

kg hal) e tipos de fertilizacdo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) nas safras 2019/2020 e 2020/2021.

Safra Tratamento Saccharomycetaceae Tremellaceae Trichocomaceae Pezizaceae
Inoculagéo NI 38,12 a 22,02 a 12,52 a 11,59 a
| 38,32 a 24,23 a 14,11 a 11,24 a
Fertilizagao STP 37,24 a 22,66 a 13,17 a 11,23 a
FNR 39,30 a 23,59 a 13,45 a 11,59 a
o Dose 0 39,02 a 24,36 a 12,87 a 12,33 a
S (kg ha?) 120 37,42 a 21,89 a 13,75 a 10,50 b
g Phaeosphaeriaceaeceae Davidiellaceae
b Inoculacao NI 11,59 a 8,93 a
Q! ¢ | 11,24 a 6,70 a
Fertilizaco STP 11,23 a 8,89 a
FNR 11,60 a 6,73 a
Dose 0 12,33 a 6,56 a
(kg ha?) 120 10,50 a 9,07 a
Safra Tratamento Saccharomycetaceae Tremellaceae Pezizaceae
. Inoculagdo NI 48,78 a 42,97 a 08,25 a
N I 50,81 a 38,38 a 10,81 a
& Fertilizaco STP 49,02 a 43,70 a 07,28 a
= ¢ FNR 60,57 a 37,66 b 11,77 a
I Dose 0 47,30 a 42,38 a 10,31 a
(kg hat) 120 52,28 a 38,98 a 08,74 a
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Tabela 14. Comparativo da abundancia relativa (AR) das familias fungicas entre as safras
2019/2020 e 2020/2021.

Familia Safra AR (%) Familia Safra AR (%)

~ 2019/2020 ;g1 g4 2019/2020 11,41 a
Davidiellaceae Pezizaceae

202012021 9o b 2020/2021 9,53 a

2019/2020 ¢ 14

Ph haeri 2019/2020 38,22 b
aeosphaeriaceae Saccharomycetaceae

a
2020/2021 59 2020/2021 49,79 a
2019/2020 23’12 b

2019/2020 13,31 a

Tremellaceae Trichocomaceae

2020/2021 4068 a 2020/2021 0,00 b

Como o NMDS indicou algumas diferencas na composicdo da comunidade
fungica entre as amostras inoculadas e ndo inoculadas dos tratamentos com dose 120
kg ha! de fertilizante FNR ou STP na segunda safra, realizou-se a andlise de Simper
para estes tratamentos visando identificar as familias fungicas que mais contribuiram
para as dissimilaridades. De acordo com essa analise, Saccharomycetaceae foi
responsavel por 62,48 % da dissimilaridade entre as comunidades fungicas entre as
amostras inoculadas e néo inoculadas dos tratamentos com 120 kg P-Os ha'de FNR.
Pezizaceae foi responsavel por 55,62% e Saccharomycetaceae foi responséavel por
40,71% da dissimilaridade nas comunidades flngicas entre as amostras inoculadas e

ndo inoculadas dos tratamentos com 120 kg P20s hatde STP.

Com base nas familias fungicas identificadas, o indice de Shannon, Simpson e
Chao foram calculados para avaliar a diversidade das comunidades rizosféricas do
milho. Na safra de 2019/2020 (Tabela 15) os indices de Shannon e Simpson foram
maiores para os tratamentos com 120 kg ha? de fertilizante. Na safra 2020/2021
(Tabela 15) nenhuma diferenca significativa foi observada nos indices de diversidade

em relacdo aos niveis de cada tratamento.
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Tabela 15. indices de diversidade de Shannon, Simpson e Chao das familias fangicas da

rizosfera de milho inoculado (I) e ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0 e 120

kg hal) e tipos de fertilizacéo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP)

nas safras 2019/2020 e 2020/2021.

indice de Diversidade

Safra Tratamento Shannon  Simpson Chao
5 Inoculacio NI 2,65 a 088 a 37,46 a
S STF 765 & 085 a 4055 a
S Fertilizagao FNR 263 a 087 a 3569 a
I Dose 0 252 b 086 b 3603 a

(kg ha!) 120 279 a 089 a 4022 a

Inoculacéo NI 1,43 a 068 a 11,25 a
< | 1,50 a 069 a 11,79 a
8 Fertilizacao STP 143 a 068 a 11,37 a
Q FNR 150 a 069 a 11,67 a
Q Dose 0 148 a 069 a 1160 a

(kg ha't) 120 1,45 a 068 a 1144 a

Os valores médios dos indices de diversidade das familias fangicas apontam

gue os indices de diversidade foram maiores na primeira safra (Tabela 16).

Tabela 16. Valores médios dos indices de diversidade de Shannon, Simpson e Chao das

familias fungicas da rizosfera de milho nas safras 2019/2020 e 2020/2021.

indice de diversidade

Safra

Valor

201972020 303

a

Shannon 2020/2021 183 p
2019/2020 g4 g

Simpson 202012021 g1 b
2019/2020 7508 3

Chao b

2020/2021 779
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5.6. AS ATIVIDADES ENZIMATICAS DAS FOSFATASES ACIDA E ALCALINA
FORAM DIFERENTES ENTRE AS DUAS SAFRAS

A atividade da fosfatase alcalina foi maior nos tratamentos com FNR na safra
2019/2020 (Tabela 17).

Tabela 17. Atividade enzimatica das fosfatases acida e alcalina no solo da rizosfera de milho
inoculado (1) e ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses (0 e 120 kg ha?) e tipos de
fertilizacdo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) nas safras 2019/2020
e 2020/2021.

Atividade Enzimatica
(ug pnitrofenol h't g - de

Safra Tratamento solo)
Fosfatase Fosfatase
acida alcalina
Inoculacéo NI 376,3 a 260,8 a
S | 3923 a 2724 a
Q Fertilizacdo STP 390,3 a 2382 b
S FNR 378,3 a 2952 a
8 Dose 0 3912 a 2753 a
(kg ha) 120 3772 a 2579 a
Inoculacao NI 7119 a 4034 a
< | 690,2 a 406,0 a
8 Fertilizacs STP 691,9 a 4065 a
S ertiiizacao FNR 7103 a 4029 a
& Dose 0 698,8 a 429,2 a
(kg ha') 120 7034 a 380,3 a

Observou-se que, para a todos os tratamentos avaliados, os valores das
atividades enzimaticas da fosfatase acida e fosfatase alcalina foram maiores na
segunda safra (Tabela 18).
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Tabela 18. Comparacao entre safras da atividade enzimatica das fosfatases acida e alcalina

para os diferentes tratamentos avaliados.

Atividade Enzimatica (ug pnitrofenol h't g 1 de solo)

Fosfatase Acida Fosfatase Alcalina

Tratamento 2019/2020 2020/2021 2019/2020  2020/2021
FNRO_I 3146 b 737,2 a 2849 b 3956 a
FNR120 | 4443 b 671,5 a 3049 a 401,8 a
STPO_ 4436 a 667,9 a 2613 b 4465 a
STP120 | 302,7 b 684,3 a 2385 b 380,1 a
FNRO_NI 3596 b 710,6 a 308,2 a 4454 a
FNR120_NI 3939 b 722,4 a 2823 b 3689 a
STPO_NI 4469 a 680,1 a 246,8 b 4292 a

STP120_NI 367,9 b 735,3 a 206,1 b 3704 a
FNRO_NI: Fertilizante FNR, dose 0 kg P2Os hat, sem bioinoculante, FNR120_NI: Fertilizante FNR, dose
120 kg P20s ha't, sem bioinoculante., FNRO _I: Fertilizante FNR, dose 0 kg P20s hat, com bioinoculante,
FNR120_I: Fertilizante FNR, dose 120 kg P2Os ha, com bioinoculante, STPO_NI: Fertilizante STP,
dose 0 kg P20s ha'l, sem bioinoculante, STP120 NI: Fertilizante STP, dose 120 kg P20s hal, sem
bioinoculante, STPO_I: Fertilizante STP, dose 0 kg P20s hal, com bioinoculante, STP120_I: Fertilizante

STP, dose 120 kg P20s hal, com bioinoculante,

O indice pluviométrico médio da segunda safra (13,2 mm) foi maior que na
primeira safra (9,3 mm), o que pode ter influenciado nos maiores valores de atividade
enzimatica na safra 2020/2021 (Figura 7). A temperatura minima apresentou maior

valor médio na primeira safra.
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Figura 7. Temperatura minima (Tmin), temperatura maxima (Tmax) e precipitacéo (P) (Figura
10A e 10B) e atividade enzimatica da fosfatase acida e alcalina (Figura 10C e 10D) nas safras
(A e C) 2019/2020 e (B e D) 2020/2021. FNRO_NI: Fertilizante FNR, dose 0 kg P,Os ha?, sem
bioinoculante, FNR120_NI: Fertilizante FNR, dose 120 kg P.Os ha?, sem bioinoculante.
FNRO_I: Fertilizante FNR, dose 0 kg P,Os ha*, com bioinoculante. FNR120_I: Fertilizante
FNR, dose 120 kg P»Os ha, com bioinoculante. STPO_NI: Fertilizante STP, dose 0 kg P.0s
ha?l, sem bioinoculante. STP120 NI: Fertilizante STP, dose 120 kg P.Os ha?, sem
bioinoculante. STPO_I: Fertilizante STP, dose 0 kg P»Os ha, com bioinoculante. STP120 I:
Fertilizante STP, dose 120 kg P.Os ha, com bioinoculante.
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5.7. EFEITO DOS TRATAMENTOS NA ARQUITETURA RADICULAR DO MILHO,
NOS INDICES DE DIVERSIDADE E PRODUTIVIDADE DE GRAOS

A analise de componentes principais (ACP) revelou que, na primeira safra
(Figura 8A), o primeiro componente principal (CP1) e segundo componente principal
(CP2) juntos corresponderam a 77,1% das variagOes observadas (Tabela 19), sendo
que a area da raiz (AREA) e a largura da raiz derivada de uma transformacao do eixo
medial (SKL_WIDTH) foram as variaveis que mais contribuiram para explicacdo dos
dados com contribuicdes iguais a 13% e 14,1%, respectivamente. Na segunda safra
(Figura 8B), o primeiro componente principal (CP1) e segundo componente principal
(CP2) juntos responderam por 77,8% das variacdes (Tabela 19). A largura maxima da
raiz (WIDTH_MAX) e SKL_WIDTH foram as variaveis que mais contribuiram para
explicacdo dos dados com contribuicbes iguais a 13,6 e 12,2%, respectivamente
(Tabela 19).
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Figura 8. Analise de componentes principais (ACP) nas safras (A) 2019/2020 e (B) 2020/2021 para as caracteristicas: Largura maxima do
sistema radicular medida horizontalmente (WIDTH_MAX), Largura do esqueleto calculada a partir do eixo medial (SKL_WIDTH), Root Top Angle
medido entre a linha de ajuste Random Sample Consensus na profundidade do valor D10 e a linha horizontal do solo (ANG_TOP), Area Raiz
Projetada (AREA), Porcentagem de actimulo de largura a 90% de profundidade (D90), indice de diversidade (Shannon), indice de dominancia
(Simpson) Estimativa de riqueza (Chao), produtividade da safra (GY). FNRO_NI: Fertilizante FNR, dose 0 kg P.Os ha?, sem bioinoculante,
FNR120_NI: Fertilizante FNR, dose 120 kg P.Os ha, sem bioinoculante. FNRO_I: Fertilizante FNR, dose 0 kg P,Os ha, com bioinoculante.
FNR120 _I: Fertilizante FNR, dose 120 kg P,Os ha?, com bioinoculante. STPO_NI: Fertilizante STP, dose 0 kg P.Os ha, sem bioinoculante.
STP120_NI: Fertilizante STP, dose 120 kg P.Os ha, sem bioinoculante. STPO_I: Fertilizante STP, dose 0 kg P.Os ha, com bioinoculante.
STP120 _I: Fertilizante STP, dose 120 kg P.Os ha, com bioinoculante.
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Tabela 19 Contribuicdo das caracteristicas da arquitetura do sistema radicular (ASR),
diversidade genética de microrganismos e produtividade de milho nas safras 2019/2020 e
2020/2021.

2019/2020 2020/2021
Caracteristica Contribuicdo  Caracteristica Contribuicao
ASR CP1 cP2 o ASR CP1  CP2 o
AREA -0,94 -0,003 13,0 AREA -0,75 0,50 11,8
WIDTH_MAX -0,89 -0,16 12,0 WIDTH_MAX -0,76 0,60 13,6
D90 -0,44 -0,77 11,6 D90 -042 -0,77 11,1
SKL_WIDTH -0,94 -0,29 14,1 SKL_WIDTH -0,78 0,50 12,3
ANG_TOP -0,68 -0,62 12,5 ANG_TOP 0,46 0,40 5,4
Shannon 0,64 -0,66 12,3 Shannon -0,67 -0,60 11,7
Simpson 0,46 -0,46 6,2 Simpson -0,62 -0,62 111
Chao 0,37 -0,67 8,1 Chao -0,48 -0,71 10,8
Produtividade 0,45 -0,71 10,4 Produtividade 0,66 -0,64 12,2
Autovalor 4,24 2,70 Autovalor 3,7 3,3
Variancia Variancia
acumulada (%) and 2998 acumulada (%) Al 3673

Na primeira safra os tratamentos nédo inoculados e com dose 120 kg P20s ha!
do fertilizante FNR ficaram no quadrante inferior direito e mostraram maiores indices
de diversidade (Figura 8A). A produtividade também ficou localizada nesse quadrante,
mas resultados anteriores indicaram que néo houve diferenca significativa nos valores
da produtividade entre os diferentes tratamentos (Tabela 3). O tratamento STPO_NI
(Fertilizante STP, dose 0 kg P20s ha* e sem bioinoculante) ficou no quadrante inferior
esquerdo juntamente com as caracteristicas ASR, porém estas caracteristicas nao se
diferenciaram entre os tratamentos na safra 2019/2020 (Tabela 5). As caracteristicas
da ASR apresentaram correlacdo positiva entre si e as caracteristicas AREA,
WIDTH_MAX e SKL_WIDTH apresentaram correlacdo negativa com a produtividade

e com os indices de diversidade (Figura 8A).

Na segunda safra o tratamento com dose 120 kg P20s ha' do fertilizante STP
e com inoculante (STP120_I) ficou no quadrante superior esquerdo juntamente com a
area e largura da raiz representadas por (AREA, WIDTH_MAX e SKL_WIDTH) (Figura
8B). A maioria dos tratamentos com fertilizante FNR ficaram no quadrante superior
direito (FNRO_NI, FNR120_NI e FNR2120_l) juntamente com o angulo da raiz
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(ANG_TOP). O tratamento STP120_NI ficou no quadrante inferior esquerdo e mostrou
maiores indices de diversidade (maiores nos tratamentos com fertilizante STP e com
dose 120 kg P20Os ha1) e maior densidade de raizes (D90 maior nos tratamentos com
fertilizante STP). O tratamento ndo inoculado e com dose 0 do fertilizante STP ficou
no quadrante inferior direito apresentando maior produtividade (Figura 8B). Assim
como na primeira safra, as caracteristicas da ASR AREA, WIDTH_MAX e
SKL_WIDTH apresentaram correlagdo negativa com a produtividade e com os indices
de diversidade (Figura 8B). No entanto houve um remodelamento na segunda safra
de forma que a area e largura das raizes apresentaram correlacdo negativa com as
outras caracteristicas da ASR, a densidade de raizes a 90 cm de profundidade e o

angulo da raiz.

5.8. O NITROGENIO DOS GRAOS APRESENTOU O MAIOR EFEITO POSITIVO
DIRETO NA PRODUTIVIDADE NAS DUAS SAFRAS

As estimativas dos efeitos diretos e indiretos de variaveis priméarias da planta e
do solo sobre a variavel basica (produtividade de grédos) na cultura do milho DKB390
na primeira (2019/2020) e segunda (2020/2021) safras (Figura 9) indicaram que a area
da raiz (AREA) e o N gréos (NG) foram as variaveis que apresentaram maior efeito
positivo direto na produtividade na primeira safra (Figura 9A). Assim, quanto maiores
a area da raiz e as concentracfes de nitrogénio nos graos, maior a produtividade.
Outros efeitos diretos positivos na produtividade foram observados para as fosfatases,
K graos (KG) e indice de diversidade de Simpson (SIMPSON_DI). A largura da raiz
(WIDTH_MAX), o angulo da raiz (ANG_TOP) e P gréaos (PG) apresentaram um efeito

direto negativo na produtividade na primeira safra.

Na segunda safra (Figura 9B), N gréos (NG) apresentou efeito positivo direto
na produtividade. Outros efeitos diretos positivos na produtividade foram observados
para as variaveis diametro da espiga (DIAM), AREA e ANG_TOP, SIMPSON_DI, PG
e fosfatase alcalina (ALP). A largura da raiz (WIDTH_MAX), fosfatase acida (AP) e
potassio dos gréos (KG) apresentaram um efeito direto negativo na produtividade na
segunda safra. Tanto na primeira quanto na segunda safras, a maioria das variaveis
analisadas apresentaram efeito positivo indiretamente sobre a produtividade através

do nitrogénio dos gréos (Tabela S7).
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Figura 9. Estimativas dos efeitos diretos e indiretos de variaveis da planta e do solo sobre a
variavel basica (produtividade de gréos), na cultura do milho DKB390 avaliada nas safras A:
2019/2020 e B: 2020/2021. ALP: Atividade enzimética da fosfatase alcalina, AP: Atividade
enzimatica da fosfatase &cida, DIAM: Diametro da espiga, KP: Potassio nos graos, NG:
Nitrogénio nos graos, PG: Fosforo nos graos, WIDTH_MAX: Largura maxima do sistema
radicular medida horizontalmente, ANG_TOP: Root Top Angle medido entre a linha de ajuste
Random Sample Consensus na profundidade do valor D10 e a linha horizontal do solo, AREA:

Area Raiz Projetada, Simpson_DI: indice de dominancia, GY: produtividade da safra.
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6. DISCUSSAO

O solo do campo experimental utilizado possui histérico de sucessivas
aplicacdes de fertilizantes. Assim, a andlise inicial do solo indicou que a area do campo
experimental apresentou alta concentracdo de fosforo no solo, provavelmente pelo
efeito residual cumulativo de experimentos anteriores, que contribuiram para a sua
alta fertilidade. Diante disso, a produtividade meédia de grdos de milho foi
estatisticamente igual entre a maioria dos tratamentos analisados (Tabelas 3 e 4). Por
outro lado, a produtividade foi proxima a observada em outros estudos (Cardoso et
al., 2011; Carvalho et al., 2011; Campolino, 2021), indicando que o hibrido pode ter

atingido o seu potencial produtivo para a regiao.

Ha evidéncias de que as plantas respondem melhor a inoculacdo em condi¢ces
de baixa fertilidade ou estresse. Leggett et al. (2015) observaram que a inoculacéo
com Penicillium bilaiae foi mais eficaz no aumento da produtividade do milho em solos
com niveis baixos ou muito baixos de fosforo. Em solos com baixa fertilidade de
fésforo, a inoculacdo com as bactérias Bacillus subtilis (CNPMS B2084) e Priestia
megaterium (CNPMS B119) levou a um aumento significativo na produtividade de
graos. Em solos com altos niveis de fosforo, a estirpe B119 exibiu maior capacidade
de aumentar a produtividade de grdos em comparacdo com a estirpe B2084,
especialmente quando adubadas com TSP (Oliveira-Paiva et al., 2024). A inoculacéo
com as bactérias P. fluorescens S3X e C. necator 1C2 melhoraram o crescimento do
milho e a eficiéncia no uso de nitrogénio e fosforo em condi¢cbes de déficit hidrico
(Pereira et al., 2020) e as estirpes Sinorhizobium sp. A15, Bacillus sp.
A28, Sphingomonas sp. A55 e Enterobacter sp. P24 aumentaram o rendimento de
graos de milho em solos com baixo teor de nitrogénio e deficientes em fosforo (Chen
et al., 2021).

Os resultados indicaram que apesar de haver algumas diferencas fenotipicas
nas plantas de milho entre as safras, elas ndo impactaram na produgéao. O fertilizante
fosfato de rocha (FNR) apresentou eficiéncia agrondmica similar a obtida com o STP
na primeira safra, sendo superior quando considerados os efeitos residuais na
segunda safra. Cabe ressaltar, que o fertilizante FNR nao foi reaplicado em

2020/2021, ndo sendo reposto o P retirado pelas plantas na primeira safra para este
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tratamento, visando a avaliacéo do seu efeito residual. O uso de FNR pode contribuir
para fertilizacdo das culturas, sendo a sua disponibilizacdo aumentada com o uso de
bioinoculantes, como os que contém bactérias solubilizadoras de fosfato ou com a
acao da microbiota endémica. Portanto, fontes menos reativas de fertilizante fosfatado
e inoculantes biolégicos combinados ao uso de genotipos de plantas mais eficientes
e responsivos a inoculagédo, podem permitir a reducdo da quantidade de fertilizantes

fosfatados aplicados anualmente nas areas agricolas.

Os tratamentos com inoculante biolégico e com diferentes doses de adubacédo
fosfatada ndo apresentaram diferenca nas caracteristicas da arquitetura radicular
(Tabela 5). Em um estudo em condi¢des controladas, a inoculacdo com as mesmas
estirpes de Bacillus levou ao aumento na area total da superficie da raiz de plantulas
de milho (Sousa et al., 2021). A arquitetura radicular pode variar com a concentracéo
de P disponivel, tipo de solo, tempo de amostragem, espécie da planta e gendtipo
(Liu, 2021). O crescimento das raizes € vital para as plantas, no entanto a expansao
radicular demanda gasto energético (Herrmann e Colombi, 2019). Assim, o alto teor
de fésforo no solo pode ter sido fator importante para que ndo tenha ocorrido resposta

positiva a inoculacao e/ou a adubacéo fosfatada.

Os tratamentos de fertilizacdo e inoculagdo aplicados nao influenciaram de
maneira relevante os valores das abundancias relativas das familias bacterianas
(Tabelas 8 e 9) e fungicas (Tabelas 13), indicando uma estabilidade na composicao
microbiana em resposta as condicOes experimentais. Esses achados corroboram com
os resultados de Ferrarezi et al. 2022, em que o0s tratamentos com inoculante
bacteriano néo tiveram efeito significativo sobre a abundancia bacteriana associada

as raizes do mesmo genatipo de milho utilizado neste estudo (DKB390).

A familia bacteriana Streptomycetaceae foi a mais abundante nas duas safras
(Figura 5) e Saccharomycetaceae foi a familia fungica mais abundante (Figura 6).
Essas duas familias apresentam diferentes espécies que possuem genes que
codificam para as enzimas fosfatases (Tabassum et al., 2017, Nahas et al., 2018,
Bousselham et al., 2022). Recentemente, pesquisas mostraram que Streptomyces sp.
sdo produtoras de metabdlitos bioativos que ajudam a melhorar a fertilidade do solo,

promovem o0 crescimento e desenvolvimento das plantas, fornecem defesa contra
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fitopatdgenos e tém a capacidade de resistir a varios estresses ambientais
(Bousselham et al., 2022). Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, é considerado
um fungo leveduriforme promissor para promover o crescimento de plantas de
diferentes culturas. Devido ao seu contetdo de citocinina e triptofano (um precursor
do acido indolacético), a levedura desempenha um papel benéfico na divisdo e
crescimento celular e no crescimento vegetativo da planta. A levedura também é
considerada um microrganismo promotor de crescimento por melhorar a absorcéao de
P e manganés pelas raizes das plantas e devido ao seu uso potencial como agente

de biocontrole de patdgenos de plantas (Karajeh, 2013).

Observou-se que a abundancia relativa das familias fangicas
Saccharomycetaceae e Tremellaceae foram significativamente maiores em
2020/2021 em comparacdo com a safra 2019/2020 (Tabela 14). Além disso,
Saccharomycetaceae, Pezizaceae e Tremellaceae foram as Unicas familias fungicas
gue prevaleceram na segunda safra. Essas trés familias pertencem a filos diferentes:
Saccharomycetaceae e Pezizaceae pertencem ao filo Ascomycota e Tremellaceae
pertence ao filo Basidiomycota. No entanto, esses fungos se reproduzem através da
producado de esporos, 0 que pode ter contribuido para disperséo e sobrevivéncia dos

mesmos, resultando em maior abundancia na segunda safra.

As maiores abundancias relativas das familias Streptomycetaceae e
Saccharomycetaceae na safra 2020/2021 condisseram com o aumento das atividades
enzimaticas da fosfatase acida e alcalina da primeira para a segunda safra (Tabela
18). As enzimas fosfatase sao produzidas por bactérias, fungos e raizes de plantas e
servem para separar o grupamento fosfato de seus substratos, transformando formas
complexas e as vezes indisponiveis de P organico em fosfato inorganico assimilavel.
Assim, a producdao de fosfatase depende de uma combinacéo de demanda de P pelas
plantas e microrganismos, do substrato de P organico disponivel e limitacdo de P do
solo, do pH do solo e da disponibilidade de agua, sendo que a falta de agua pode ser
responsavel pelos niveis extremamente baixos de biomassa microbiana e atividade

da fosfatase (Daunoras et al., 2024; Margalef et al., 2017).

Observou-se também que os valores de atividade enzimatica da fosfatase acida

foram maiores que fosfatase alcalina nas duas safras (Figura 7) uma vez que o solo
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do campo experimental € um solo acido (Rojo et al., 1990). A fosfatase acida é
produzida tanto por plantas quanto microrganismos e a fosfatase alcalina € produzida
exclusivamente pela atividade microbiana (Oberson et al., 1996). Além disso, a maior
atividade enzimética das fosfatases acida e alcalina na segunda safra coincidiu com
0s maiores indices pluviométricos na segunda safra (Figura 7). Mudancas climaticas
alteram a composicdo das comunidades microbianas e afetam as atividades
enzimaticas pois as enzimas sdo muito sensiveis as mudancas de temperatura,
umidade e as suas interag6es com seus substratos. A disponibilidade de agua no solo,
por exemplo, influencia tanto a atividade microbiana quanto a difusdo de nutrientes
sollveis e razdes baixas de agua no solo podem limitar o processo de difusédo e a
disponibilidade de substrato para as enzimas (Siddique et al., 2023). Assim, N0SsS0S
resultados corroboraram com os resultados de Huang et al., 2011 em que a atividade
das fosfatases foram impulsionadas pela sazonalidade da precipitacdo, com valores
de atividade da fosfatase acida significativamente maiores em condicdo de maior
precipitacdo. Margalef et al., 2017 também verificaram que temperaturas e
precipitacdes mais altas estdo positivamente associadas a atividade da fosfatase.

A diversidade alfa, avaliada com base nas familias bactérias e fangicas,
mostrou indices de diversidade mais baixos na segunda safra. Esse fenbmeno pode
estar relacionado aos maiores indices de pluviométricos. A precipitacdo é um fator
ambiental importante que afeta as comunidades microbianas da rizosfera, pois 0s
microrganismos do solo sdo sensiveis a alteracdes no ambiente. Mudancas na
precipitacdo impactam diretamente a umidade do solo, podendo alterar, assim, a
abundéancia e composicdo dos microrganismos presentes. No entanto, ainda nédo
existe um consenso sobre a resposta da diversidade microbiana do solo em relacéo
as alterac6es da precipitacdo (Yang et al., 2021; Dong et al., 2024). Além disso, 0s
indices de Simpson calculados para comunidade bacteriana e fungica apresentaram
valores proximos de 1 e os indices de Shannon foram moderados, indicando uma
comunidade menos diversa e com maior dominancia em ambas as safras (He e Hu,
2005). Provavelmente a dominéncia das familias mais abundantes esta relacionada a
uma maior adaptac¢do as mudancas climaticas observadas do que aos tratamentos de

fertilizac&o e inoculagao avaliados.
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Indmeros fatores afetam o desenvolvimento das plantas e o0 sucesso da
associacao de plantas com microrganismos depende do genotipo da planta utilizada,
da estirpe bacteriana inoculada, manejo do solo e dos fatores ambientais. Os
resultados indicaram que uma planta ja adaptada ao clima da regiéo e crescendo em
um solo que possui nutrientes disponiveis, ndo precisa investir no aumento do sistema
radicular. Portanto, uma vez atingido o potencial produtivo do cultivar na regido, nem
a aplicacéo de fertilizantes e nem a inoculag&o resultam no aumento da produtividade,
indicando que é necessario o monitoramento de fertilidade das areas com preciséo

visando uma maior sustentabilidade ambiental e econdémica
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7. CONCLUSAO

N&o foram encontradas diferencas significativas na produtividade dos gréos de
milho entre as duas safras nem beneficios adicionais com o uso de fertilizantes e
bioinoculante. A comunidade microbiana da rizosfera e as caracteristicas da
arquitetura do sistema radicular ndo apresentaram variacdes entre os tratamentos
com e sem bioinoculante, nem entre os diferentes tipos de fertilizantes utilizados,
muito provavelmente devido as caracteristicas intrinsecas do genoétipo DKB390, ja
adaptado a regido do Cerrado e néo responsivo a inoculacéo, e a alta fertilidade do

solo cultivado.

Os resultados evidenciaram a importancia de investigar o efeito de diferentes
tipos de fertilizantes e bioinoculantes em varias espécies de plantas, bem como em

diferentes tipos de solo e regifes edafoclimaticas.
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Tabela S1. Andlise de variancia (ANOVA) das caracteristicas do sistema radicular de milho inoculado (I) e ndo inoculado (NI) cultivado com

diferentes doses (0 e 120 kg ha) e tipos de fertilizacédo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) nas safras 2019/2020 e

2020/2021.
Quadrado médio
AREA TD_AVG WIDTH_ WIDTH_ SKL_WIDTH ANG_ STA_MAX RTA_MAX HYP_DIA NODAL_AVG_DIA D90
Safra GL (cm?) (cm) MED MAX (cm) TOP (cm) (om) (cm) (cm) (cm)
(cm) (cm) )
Bloco 2 19790645,6** 4e-05 790,0%** 598,1 690,0 7,9 0,12 6,39 0,009 0,001 0,0007
Fertilizacao 1 15212123,2 0 604,4 266,8 914,7 21,8 0,007 0,05 0,065 0,0019 0,001
° Dose 1 4717015,9 0 64,9 9,6 8,8 0,08 0,48** 15,71 0,37** 0,0064 0,0001
N Inoculagéo 1 53217,5 6e-05 161,1 8,5 67,5 10,5 0,008 0,61 0,03 0,0019 0,0009
g Fertilizacdo*Dose 1 877072,2 0 0,7 222,3 148,3 55 0,025 0,25 0,0005 0,0004 0,0003
§ Fertilizacdo*Inoculagdo 1 3704619,7 4e-05 20,5 46,3 100,9 2,2 0,026 11,55 0,056 0,015** 0,0004
Dose*Inoculagéo 1 1524640,5 0,0001 20,5 33,9 0,3 3,6 0,028 2,54 0,012 0,0007 0,0022
Fertilizacdo*Dose*Inoculacédo 1 8113911,7 4e-05 133,0 805,8 627,3 12,6 0,030 13,58 0,1138 le-04 0,0005
Coeficiente de variacéo (%) 10,2 3,62 10,95 9,82 9,67 7,2 0,33 2,83 10,9 6,28 2,56
AREA TD_AVG WIDTH_ WIDTH_ SKL_WIDTH ANG_ STA_MAX RTA_MAX HYP_DIA NODAL_AVG_DIA D90
GL (cm?) (cm) MED MAX (cm) ToP (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
(cm) _ (cm) ©)
Bloco 2 17465084,24 0,00013 185,45 167,32 124,69 60,58 0,088 3,8590 0,1465 0,01267 0,00055
Fertilizacao 1 1552861,78  0,00018 2,39 23,86 21,87 2,20 0,105 1,3664 0,1630** 0,01145 0,00647*
Dose 1 28471,80 0 168,47 2,02 66,90 107,03 0,095 0,0587 0,0039 0,00035 le-05
by Inoculacéo 1 5107313,15 2e-05 143,81  798,58*** 275,40 106,89  0,06243 7,5895%** 0,01 0,01066 le-05
8 Fertilizacdo*Dose 1 6739093,71  0,00011 97,13 1109,11*  1091,38***  0,8025 0,0352 0,00015 0,07162 0,00111 4e-05
I Fertilizacdo*Inoculagdo 1 31313,71 0 18,54 0,2251 125,39 93,15 0,0254 0,2494 0,3352* 0,00575 0,0017
& Dose*Inoculacéo 1 2623802,98 0 48,16 12,88 6,01 124,12 0,0656 1,8240 0,0034 0,03544*** 0,0010
Fertilizacdo*Dose*Inoculagao 1 2715829,23 7e-05 59,64 22,93 126,27 93,29 0,1260 0,2697 0,00092 0,07054 2e-05
Coeficiente de variagao (%) 12,76 2,04 8,25 9,45 10,35 14,7 0,4 1,87 9,81 12,66 2,98

" Significativo a 10%, 5% e 1%
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Tabela S2. Valor médio das caracteristicas do sistema radicular de milho inoculado (I) e ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses
(0 e 120 kg ha?) e tipos de fertilizacdo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) na safra 2019/2020.

Tratamento AREA TD_AVG WIDTH_MED WIDTH_MAX D90 SKL_WIDTH STA_MAX RTA_MAX HYP_DIA NODAL_AVG_DIA ANG_TOP

FNRO_| 22360,14 a 0,41 a 137,74 a 199,84 a 0,87 a 207,67 a 89,46 a 81,19 a 2,43 a 0,87 a 53,86 a
FNR120_| 20432,34 a 0,41 a 127,55 a 185,81 a 0,85 a 193,45 a 89,82 a 85,17 a 1,99a 0,88 a 50,80 a
STPO_| 23425,08 a 0,41 a 147,62 a 195,83 a 0,89 a 214,66 a 89,39 a 81,99 a 2,47 a 0,89 a 53,79 a
STP120_| 24355,62 a 0,41 a 144,48 a 212,93 a 0,87 a 225,09 a 89,71 a 81,99 a 234 a 0,92 a 54,51 a
FNRO_NI 22392,93 a 0,42 a 138,21 a 194,60 a 0,86 a 204,67 a 89,50 a 82,28 a 2,27 a 0,92 a 52,35 a
FNR120_NI 21782,74 a 0,41 a 141,14 a 198,99 a 0,90 a 211,36 a 89,57 a 81,95a 2,20 a 0,96 a 53,75 a
STPO_NI 23980,00 a 0,41 a 150,76 a 203,99 a 0,89 a 218,16 a 89,39 a 82,28 a 241 a 0,85 a 55,37 a
STP120_NI 21808,69 a 0,41 a 144,96 a 197,38 a 0,89 a 214,35 a 89,74 a 84,55 a 2,07 a 0,90 a 55,76 a

FNRO_NI: Fertilizante FNR, dose 0 kg P20Os hal, sem bioinoculante, FNR120_NI: Fertilizante FNR, dose 120 kg P20s ha?, sem bioinoculante. FNRO_lI:
Fertilizante FNR, dose 0 kg P20Os hal, com bioinoculante. FNR120_I: Fertilizante FNR, dose 120 kg P20s ha't, com bioinoculante. STPO_NI: Fertilizante STP,
dose 0 kg P20s ha't, sem bioinoculante. STP120_NI: Fertilizante STP, dose 120 kg P20s hat, sem bioinoculante. STPO_I: Fertilizante STP, dose 0 kg P20s ha-
1, com bioinoculante. STP120 _I: Fertilizante STP, dose 120 kg P20s hal, com bioinoculante.
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Tabela S3. Valor médio das caracteristicas do sistema radicular de milho inoculado (I) e ndo inoculado (NI) cultivado com diferentes doses
(0 e 120 kg ha?) e tipos de fertilizacdo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) na safra 2020/2021.

Tratamento AREA TD_AVG WIDTH_MED WIDTH_MAX D90  SKL_WIDTH STA_MAX RTA_MAX HYP_DIA NODAL_AVG_DIA ANG_TOP

FNRO_I 18981,02a 04la 116,48 a 177,30 a 0,86 a 185,88 a 89,64 a 82,82 a 1,98 a 0,86 a 52,63 a
FNR120_| 16656,03 a 0,40 a 117,44 a 163,79 a 0,85a 170,15 a 89,60 a 82,15a 1,86 a 0,66 a 57,83 a
STPO_I 16811,94a 0,39a 111,69 a 159,56 a 0,88 a 174,29 a 89,77 a 82,33 a 146 a 0,75 a 52,39 a
STP120_| 17952,13a 0,40 a 127,00 a 177,15 a 0,87 a 194,70 a 89,86 a 82,09 a 1,58 a 0,79 a 64,74 a
FNRO_NI 16796,58a 0,40 a 113,02 a 165,08 a 0,83 a 178,09 a 89,36 a 83,38 a 1,80 a 0,69 a 61,40 a
FNR120_NI  17139,73 a 0,40 a 114,62 a 152,55 a 0,85a 173,53 a 89,81 a 84,24 a 1,65a 0,85a 65,39 a
STPO_NI 15828,58a 0,40 a 111,03 a 151,63 a 0,89 a 166,53 a 89,65 a 82,91 a 1,77 a 0,86 a 61,16 a
STP120 NI 16973,24a 0,40a 114,12 a 162,01 a 0,90 a 180,09 a 89,65 a 83,53 a 1,80 a 0,83 a 55,63 a

FNRO_NI: Fertilizante FNR, dose 0 kg P20s hal, sem bioinoculante, FNR120_NI: Fertilizante FNR, dose 120 kg P20s ha?, sem bioinoculante. FNRO_lI:
Fertilizante FNR, dose 0 kg P2Os hal, com bioinoculante. FNR120_I: Fertilizante FNR, dose 120 kg P20s ha't, com bioinoculante. STPO_NI: Fertilizante STP,
dose 0 kg P20s hat, sem bioinoculante. STP120_NI: Fertilizante STP, dose 120 kg P20s hat, sem bioinoculante. STPO_I: Fertilizante STP, dose 0 kg P20s ha-
1, com bioinoculante. STP120 _I: Fertilizante STP, dose 120 kg P20s hal, com bioinoculante.
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ANEXO IV

Tabela S4. Andlise de variancia (ANOVA) das familias bacterianas mais abundantes da rizosfera de milho inoculado (I) e n&o inoculado (NI)
cultivado com diferentes doses (0 e 120 kg ha?) e tipos de fertilizacdo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) na safra

2019/2020.
Safra Fonte de variacao GL Bacillaceae Bradyrhizobiaceae Methylobacteriaceae Micrococcaceae  Rhizobiaceae

Bloco 2 15,47 2,45 0,60 4,03 1,06

o Dose 1 26,09 0,06 4,10 1,97 2,80+
& Inoculagéo 1 0,0 8,90 1,17 24,97 0,56
g Fertilizante 1 11,28 8,62 6,09 0,27 0,83
= Inoculacao*Dose 1 2,51 95,61 0,20 81,83 0,60
N Fertilizante*Dose 1 29,97 6,83 6,72 29,56 0,73
Fertilizante*Inoculacao 1 0,54 3,94** 0,01 2,52* 0,004
Fertilizante*Dose*Inoculacdo 1 25,20 22,03 0,002 16,72 0,89
Coef'c'e”ti’o/f)e Variagao 79,88 33,25 21,65 22,41 17,04

Safra Fonte de variacao GL Sphingomonadaceae Streptomycetaceae Pseudomonadaceae Clostridiaceae  Geobacteraceae

Bloco 2 5,41 50,45 26,71 0,21 0,32
o Dose 1 0,37 2,25 41,34*** 1,49 0,16
- Inoculacéo 1 0,07 57,68 12,47 68,12*** 0,23
g Fertilizante 1 1,14 61,44 106,65 8,69* 3,19
= Inoculacao*Dose 1 20,29* 7,70 17,73 1,49* 5,49
N Fertilizante*Dose 1 4,93 5,43 19,19 16,66*** 1,75
Fertilizante*Inoculacao 1 3,21 73,27 49,41 8,69* 0,55
Fertilizante*Dose*Inoculacdo 1 0,47 4,84 8,52 16,66* 0,51
Coeficiente de Variagao 20,55 28,83 81,85 39,13 29,53

(%0)

™" Significativo a 10%, 5% e 1%
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ANEXO V

Tabela S5. Andlise de variancia (ANOVA) das familias bacterianas mais abundantes da rizosfera de milho inoculado (l) e ndo inoculado (NI)
cultivado com diferentes doses (0 e 120 kg ha?) e tipos de fertilizacdo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) na safra

2020/2021.
Safra Fonte de variacao GL Bacillaceae Bradyrhizobiaceae Methylobacteriaceae Micrococcaceae Brucellaceae
Bloco 2 19,28 25,36 4,69 4,68 38,16
o Dose 1 13,63 37,77 0,62 38,96 14,27***
& Inoculagéo 1 0,45 24,30 437,16* 2,29 498,95*
g Fertilizante 1 9,29 16,68 3,04 10,37 32,83*
N Inoculacdo*Dose 1 8,38 3,77 1,35 0,25 5,59
N Fertilizante*Dose 1 26,10 39,14 1,25 10,35 9,69
Fertilizante*Inoculacao 1 27,11 17,02 4,07 52,21 50,89*
Fertilizante*Dose*Inoculacdo 1 31,85 42,48 3,15 0,21 2,50
Coef'c'e”t‘(eo/‘:)e Variagao 61,35 42,02 23,69 33,35 2232
Safra Fonte de variacao GL Sphingomonadaceae Streptomycetaceae Rhizobiaceae
Bloco 2 4,85 200,01 28,99
- Dose 1 1,13 8,82 36,38***
N Inoculagéo 1 4,33 285,18 39,14%**
g Fertilizante 1 12,44 189,11 70,89*
N Inoculacédo*Dose 1 0,36 4,55 33,82%**
N Fertilizante*Dose 1 0,08 33,82 4,14
Fertilizante*Inoculacéo 1 8,93 360,76 2,08
Fertilizante*Dose*Inoculacdo 1 1,31 33,68 24,30
Coeficiente de Variacao 26.16 20 44 43,15

(%0)

™" Significativo a 10%, 5% e 1%
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ANEXO VI

Tabela S6. Andlise de variancia (ANOVA) das familias fungicas mais abundantes da rizosfera de milho inoculado (1) e ndo inoculado (NI) cultivado
com diferentes doses (0 e 120 kg ha?) e tipos de fertilizacéo fosfatada (fosfato de rocha - FNR e superfosfato triplo - STP) nas safras 2019/2020
e 2020/2021.

Safra Fonte de variagao GL Saccharomycetaceae Tremellaceae Trichocomaceae Pezizaceae
Bloco 2 71,80 0,38 47,55 3,00
o Dose 1 15,36 36,67 4,65 20,19
S Inoculagéo 1 0,24 29,31 15,15 0,74
S Fertilizante 1 22,82 5,13 0,43 0,80
< Inoculagcéo*Dose 1 48,18 19,48 4,20 3,21
N Fertilizante*Dose 1 0,61 19,88** 69,31 3,28
Fertilizante*Inoculacao 1 0,46 78,21 0,04 0,95
Fertilizante*Dose*Inoculacdo 1 0,13 122,10 14,07 7,22
Coeﬂuentt(ao/g)e Variagcéao 15.49 16.25 51,75 12.75
Fonte de variacao Pezizaceae Saccharomycetaceae  Tremellaceae
Bloco 2 4,76 11,23 3,36
Dose 1 14,98 148,70* 69,29
— Inoculagéo 1 39,47 24,69 126,60
S Fertilizante 1 121,05 14,32 218,65*
g Inoculagéo*Dose 1 120,34 7,96 66,38
S Fertilizante*Dose 1 6,24 0,13 4,57
N Fertilizante*Inoculacao 1 0,41 4,84 8,08
Fertilizante*Dose*Inoculacdo 1 130,31 75,24 7,51
Coeficiente de Variagao 72.07 716 16.1

(%)
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ANEXO VII

Tabela S7. Estimativas dos efeitos diretos e indiretos de variaveis da planta e do solo sobre
a variavel basica (produtividade de gréos), na cultura do milho DKB390 avaliada nas safras
2019/2020 e 2020/2021.

. . Estimativa Estimativa
Carater Efeito 2of3;2r820 Safra 2020/2021
Direto 0,134 -0,032
Indireto via Angulo da raiz 0,009 0,003
Indireto via largura da raiz 0,094 -0,033
Indireto via didmetro da espiga 0,004 -0,058
Fosfatase _Indiret_o via area da raiz_ -0,196 0,070
acida Indl_reto via Fosfatase alcalina 0,016 0,049
Indireto via fésforo dos gréos 0,099 0,024
Indireto via nitrogénio dos

grios 0,139 0,137
Indireto via potassio dos gréos -0,037 -0,014
Indireto via indice de Simpson 0,046 0,011
Direto 0,065 0,104
Indireto via &ngulo da raiz 0,002 -0,026
Indireto via largura da raiz 0,063 -0,027
Indireto via didmetro da espiga 0,004 0,027
Fosfatase Indirgto via_Fo§fatase éqida 0,033 -0,015
alcalina I_ndlretc_) VI?. area da raiz -0,105 0,020
Indireto via fésforo dos gréos 0,074 0,043
Indireto via n~|trogen|o dos 0,133 0,200

gréos
Indireto via potassio dos gréos -0,037 -0,033
Indireto via indice de Simpson 0,023 -0,024
Direto -0,221 0,175
Indireto via angulo da raiz -0,001 -0,048
Indireto via largura da raiz -0,194 -0,014
Indireto via didmetro da espiga -0,003 0,074
Fosforo dos Inqlireto yia fosfatase éciQa -0,060 -0,004
graos Indlret_o via f_osfatase alcqllna -0,021 0,025
Indireto via area da raiz 0,251 0,023
Indireto via n~|trogen|o dos 0,075 0.509

graos
Indireto via potassio dos graos 0,119 -0,128
Indireto via indice de Simpson -0,025 0,014
Direto 0,679 0,693
Indireto via dngulo da raiz -0,011 0,033
Indireto via largura da raiz -0,179 -0,045
Indireto via didmetro da espiga 0,010 0,079
Nitrogénio Indireto via area da raiz 0,103 0,026
dos graos Indireto via fosfatase alcalina 0,013 0,030
Indireto via fésforo dos gréos 0,024 0,128
Indireto via fosfatase acida 0,027 -0,006
Indireto via potassio dos graos 0,023 -0,099
Indireto via indice de Simpson 0,042 -0,012
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Carater Efeito Estimativa Estimativa
Safra 2019/2020 | Safra 2020/2021
Direto -0,054 0,237
Indireto via Area da raiz 0,195 -0,018
Indireto via largura da raiz -0,227 -0,073
Indireto via didmetro da espiga 0,000 -0,029
Angulo da raiz Indireto yia Fosfatase écid_a -0,023 -0,000
Indireto via Fosfatase alcalina -0,002 -0,011
Indireto via fésforo dos gréos -0,005 -0,036
Indireto via nitrogénio dos graos 0,135 0,097
Indireto via potassio dos gréos 0,025 0,016
Indireto via indice de Simpson -0,000 -0,036
Direto 0,685 0,237
Indireto via &ngulo da raiz -0,015 -0,018
Indireto via largura da raiz -0,536 -0,103
Indireto via didmetro da espiga 0,001 -0,067
Area da raiz In_direto yia Fosfatase écio_la -0,038 -0,009
Indireto via Fosfatase alcalina -0,010 0,009
Indireto via fésforo dos gréos -0,081 0,017
Indireto via nitrogénio dos graos 0,102 0,076
Indireto via potassio dos gréos 0,023 -0,005
Indireto via indice de Simpson -0,044 -0,004
Direto -0,624 -0,184
Indireto via Area da raiz 0,589 0,133
Indireto via &ngulo da raiz -0,020 0,095
Indireto via didmetro da espiga 0,002 -0,047
Largura da raiz In_direto yia Fosfatase éciqla -0,020 -0,006
Indireto via Fosfatase alcalina -0,007 0,015
Indireto via fosforo dos grdos -0,069 0,013
Indireto via nitrogénio dos graos 0,195 0,168
Indireto via potassio dos graos 0,018 -0,003
Indireto via indice de Simpson -0,031 -0,022
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Estimativa Estimativa
Caréater Efeito Safra Safra
2019/2020 2020/2021
Direto 0,180 -0,136
Indireto via &ngulo da raiz -0,008 -0,027
Indireto via largura da raiz -0,064 -0,003
Indireto via (_jlametro da -0,001 0,088
espiga
Potéssio dos grios Indirgto via_ fo§fatase éc.ida -0,028 -0,003
Indireto via area da raiz 0,089 0,009
Indireto via fésforo dos graos -0,147 0,165
Indireto via n~|trogen|o dos 0,087 0,504
gréos
Indireto via fosfatase alcalina -0,013 0,025
Indireto via indice de Simpson 0,009 0,015
Direto 0,204 0,114
Indireto via &ngulo da raiz 0,000 -0,070
Indireto via largura da raiz 0,094 0,035
Indireto via diametro da 0,002 0,028
espiga
indice de Simpson Indireto yia fosfatase écid_a 0,030 -0,003
Indireto via fosfatase alcalina 0,007 -0,022
Indireto via area da raiz -0,147 -0,008
Indireto via nitrogénio dos 0.142 0,075
graos
Indireto via potassio dos graos 0,008 -0,018
Indireto via fésforo dos gréos 0,027 0,022
Direto 0,015 0,240
Indireto via Area da raiz 0,051 -0,067
Indireto via largura da raiz -0,085 0,036
Indireto via &ngulo da raiz -0,002 -0,028
Indireto via Fosfatase acida 0,039 0,008
Diametro da espiga | Indireto via Fosfatase alcalina 0,018 0,012
Indireto via fésforo dos graos 0,050 0,054
Indireto via n~|trogen|o dos 0.449 0.228
graos
Indireto via potassio dos graos -0,015 -0,050
Indireto via indice de Simpson 0,025 -0,013




