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INOCULACAO DE BACTERIAS SOLUBILIZADORES DE FOSFATO NO MILHO: REDUZIR
OU NAO A ADUBACAO FOSFATADA? INSIGHT DOS PRIMEIROS ESTADIOS VEGETATIVOS

Cayo Divino Rodrigues da Silva', Jodo Henrique Silva da Luz?, Jakelline Gongalves de Andrade®, Hanrara
Pires de Oliveira?, Aloisio Freitas Chagas Junior®, Susana Cristine Siebenechler®

RESUMO:

O faésforo (P) fornecido pelos fertilizantes minerais soltveis é rapidamente fixado no solo, acumulando em
fracdes menos disponiveis (legacy P). As bactérias solubilizadoras de fosfato (BSP) podem acessar o legacy
P, fornecendo-o para as culturas agricolas. No entanto, existem muitas incertezas sobre a reducéo ou ndo da
adubacdo fosfatada associada a essa tecnologia. Assim, o objetivo foi avaliar a resposta do milho a doses de P
e inoculacédo de bactérias solubilizadoras de P. O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo, até o estadio V6
do milho. O delineamento foi blocos ao acaso em esquema fatorial 3x2, com seis repeticdes, com trés doses
de P (0, 11 e 22 kg ha') associado ou no a inoculagdo com Bacillus subtilis (cepa UFT-09). No estadio V6
do milho foi avaliado a biométrica, acimulo de biomassa da parte aérea e indice de clorofila. Os resultados
foram analisados por estatisticas univariadas e multivariadas. O uso de B. subtillis promoveu respostas
positivas no crescimento inicial do milho. A inoculagio com redugdo da dose (11 kg ha) proporcionou
incremento na morfologia, e consequentemente, resultou em maior producao de matéria seca. Na presenca do
inoculante e auséncia de adubagdo (0 kg ha™) o teor de clorofila foi semelhante a 22 kg ha*. As bactérias
solubilizadoras de fosfato contribuem para a redugéo de doses de adubos fosfatados e promovem agricultura
com maior sustentabilidade.

Palavras-chave: Legacy P, Inoculantes, Eficiéncia de P, Promotor de crescimento.

INOCULATION OF PHOSPHATE SOLUBILIZING BACTERIA IN CORN: REDUCE OR NOT
PHOSPHATE FERTILIZATION? INSIGHT INTO THE FIRST VEGETATIVE STAGES

ABSTRACT:

Phosphorus (P) supplied by soluble mineral fertilizers is quickly fixed in the soil, accumulating in less
available fractions (legacy P). Phosphate solubilizing bacteria (BSP) can access legacy P, providing it for
crops. However, there are many uncertainties about whether or not phosphate fertilization is reduced when
associated with this technology. Thus, this work aimed to evaluate corn response to P doses and phosphate-
solubilizing bacteria. The experiment was conducted in a greenhouse up to the V6 stage of corn. The design
used was randomized blocks in a 3x2 factorial scheme, with six replications, with three doses of P (0, 11, and
22 kg ha!) associated or not to inoculation with Bacillus subtilis (strain UFT-09). In the V6 stage of corn of
biometrics, shoot biomass accumulation and chlorophyll index were performed. The results were analyzed
with univariate and multivariate statistics. The use of B. subtillis promoted positive responses in the initial
growth of the corn. The inoculation with a dose reduction (11 kg ha) increased morphology, resulting in
higher dry matter production. In the presence of the inoculant and absence of fertilization (0 kg ha), the
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chlorophyll content was similar to 22 kg ha™*. Phosphate-solubilizing bacteria contribute to the reduction of
phosphate fertilizer doses, promoting more sustainable agriculture.

Keywords: Legacy P, Inoculant, P efficiency, Growth promoter.
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INTRODUCAO

O fosforo (P) é o segundo nutriente mais
requerido pelas plantas e também o segundo nutriente
que mais limita a producdo agricola (Weil & Brady,
2017). Este nutriente exerce papel importante no
metabolismo vegetal, por participar da fotossintese,
respiracdo, armazenamento e transferéncia de
energia, transcricdo de genes e reproducgéo (Buchanan
etal., 2015).

A disponibilidade de P no solo é limitada, com
a necessidade de aplicacdo deste nutriente via
fertilizantes solUveis para o adequado crescimento
das plantas (Viruel et al., 2014). Historicamente, 0s
fertilizantes minerais, como o fosfato sollvel,
desempenham papel significativo na reposicdo de P.
No entanto, esses fertilizantes s&o derivados de
fosfato de rocha mineral, um recurso finito (Gilbert et
al., 2009).

Os fertilizantes soltveis, além do alto custo e
da grande quantidade requerida, ttm como problema
que boa parte do P adicionado reage rapidamente com
o solo e forma compostos de baixa disponibilidade as
plantas (Fernandez et al., 2012). E estimado que mais
de 80% do P aplicado via fertilizante pode ficar
indisponivel para absorcdo pela planta logo apos a
aplicacdo. Essa indisponibilidade é consequéncia da
precipitacéo (tipicamente por reacio com AI** e Fe®*
em solos &cidos, Ca?* em solos alcalinos) e adsorgéo
aos coloides do solo, sobretudo 6xidos de Fe e Al, e
isto promove o acimulo de P no solo (Gustafsson et
al., 2012). Assim, uma forma de promover 0 uso com
mais eficiéncia deste nutriente é explorar o P
acumulado no solo, conhecido como P residual, ou
legacy P - grande desafio para pesquisas atuais
(Pavinato et al., 2020).

Dentre as alternativas que possibilitam a
melhoria na eficiéncia das fontes de P, destaca-se a
acao dos microrganismos solubilizadores de fosfato
(Prabhu et al., 2019). Os microrganismos
desempenham papel primordial na ciclagem de P no
solo e conseguem transformar o P insolUvel em
disponivel as plantas (Owen et al., 2015). A
inoculagdo no solo com bacteérias solubilizadoras de
P resultou em aumento no crescimento das plantas,
rendimento e absorcdo de P em vérias culturas, tais
como o trigo e o milho (O’Callaghan et al., 2022).

Esta tecnologia esta se tornando promissora
para promover intensificacdo e sustentabilidade, de
forma simultanea, para a agricultura brasileira, em
especial no bioma Cerrado. Porém, muitas questdes
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permanecem sem respostas para Seu correto
posicionamento no campo. Por exemplo, as bactérias
solubilizadoras de fésforo (BSP) sdo mais eficientes
sobre supressdo de P, no entanto, existem muitas
incertezas sobre a reducdo ou ndo da adubacdo
fosfatada associada a essa tecnologia. Além disso,
poucos estudos quantificam o0s impactos sobre o
crescimento e desenvolvimento das culturas
comerciais, como é o caso do milho em condicdes que
explorem o legacy P (Doydora et al., 2020).

Visto que a disponibilidade de P é um dos
fatores limitantes na atividade agricola em solos do
Cerrado, a hipétese aqui testada foi que as BSP
acessam o legacy P do solo, atenuando os efeitos da
reducdo ou supressdo da adubagdo fosfatada.
Portanto, o objetivo foi verificar se as BSP alteram a
morfologia e o indice de clorofila em estadios iniciais
do milho em condicdes edafoclimaticas do Cerrado.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido ao ar livre, na
Estacdo Experimental da Universidade Federal do
Tocantins — UFT, campus de Gurupi (11°44°44,16”
S e 49°03°04,177 W), altitude 280 m. O clima
regional ¢ do tipo BIWA “a”, umido com moderada
deficiéncia hidrica. A temperatura média anual é de
29,5 °C e a precipitacdo média anual de 1.430 mm,
com verdo chuvoso, inverno seco e elevado déficit
hidrico entre os meses de maio a setembro (Alvares
etal., 2013).

Designer experimental

O delineamento experimental foi em blocos
casualizados, em esquema fatorial 2x3, com seis
repeticdes. O primeiro fator foi composto pela
inoculagdo ou ndo de bactérias solubilizadoras de P,
Bacillus subtilis CEPA UFT - 109. Ja o segundo fator
foi composto por doses de P, 0, 11 e 22 kg ha! via
fosfato monoaménico (MAP, 48% de P20s),
corresponde a 0, 50 e 100% da dose recomendada
para a cultura do milho, em médio nivel tecnoldgico
e com bom nivel de P no solo (20,1-30 mg dm?
Mehlich-1), segundo Ribeiro et al. (1999).

O solo utilizado como substrato para as
unidades experimentais (UE, 8 dm®) foi um Latossolo
Vermelho-amarelo (classe representativa de lavouras
comerciais da regido do Cerrado) coletado na camada
de 0-15 cm, na Fazenda Renascer, municipio de
Cariri do Tocantins — TO.
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O local da coleta possui histérico de sete
safras  (desde  2014/15) com cultivo de
soja/milho/braquiaria, com 27% de argila, teor de P
(Mehlich-1) de 13,8 mg dm?® e 300 mg dm?® de P total
no solo na safra 2020/21. O solo foi seco, destorroado
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e peneirado em peneira com malha de 2 mm (terra
final seca ao ar). Posteriormente, foi realizada a
caracterizacdo quimica e textural do solo, conforme
Teixeira et al. (2017) (Tabela 1).

Tabela 1. Anélise quimica e textural do solo utilizado no experimento.

Ca?" Mg?* AlF* H+Al CTC CTCe Vv
-------------------------------------------- LT T T — %
2,6 1,1 0,0 2,20 6,09 3,89 64
P K S MO pH Textura (g kgb)
---------------- mg dm3 -----=---eeee- CaCl, Areia Silte Argila
13,8 0,19 5 1,8 4.9 650 75 275

CTC: capacidade de troca catidnica; CTCe: capacidade de troca catiénica efetiva; V: saturacdo por bases; MO: matéria organica.

A recomendacdo de calagem, gessagem e
adubacdo de base foi baseada na interpretacdo dos
resultados da analise quimica do solo e extracdo pela
cultura do milho para médio nivel tecnoldgico,
segundo Ribeiro et al. (1999). A adubacdo de
cobertura foi realizada com cloreto de potassio (fonte
com 58% de K>0) e ureia (fonte com 44% de N).

O Bacillus subtillis (cepa UFT-09, com 1,2
x10° UFC) foi inoculado no tratamento de sementes,
cultivar de milho BRS 3046 (com aptiddo para
silagem/grdos) na dose de 100 mL 100 kg de
sementes. O MAP foi macerado e diluido em agua
destilada (50 ml) e aplicado na superficie do solo. Em
seguida, foi realizada a semeadura do milho com oito
sementes por UE. Dez dias ap6s a emergéncia (DAE)
foi realizado o desbaste para duas plantulas por vaso.
Os tratos culturais foram realizados conforme
recomendado para a cultura. A capacidade de campo
foi mantida a ~80% durante todo o periodo
experimental com agua destilada. As plantas foram
conduzidas até os 40 DAE. Apols esse periodo a
velocidade do crescimento vegetativo nos vasos
diminui.

Variaveis analisadas

Aos 40 DAE foram determinados: altura de plantas
(ALT, cm): com o auxilio de uma régua, mediu-se do
colo até o apice; diametro do colo com auxilio de um
paquimetro (DC, mm). A massa seca (g planta™) das
folhas (MSF) e do colmo (MSC) foi com auxilio de
balanca analitica (0,0001 g), apds acondicionamento
das amostras em sacos de papel, com posterior
secagem em estufa com circulacdo forcada de ar, a 65

°C por 72 horas (ou até obter peso constante). A
massa seca da parte aérea (MSPA) foi obtida pela
somatdria das caracteristicas supracitadas.

A area foliar foi determinada pelo “método de
disco foliar”, conforme estudos realizados por Silva
et al. (2000). A éarea foliar (AF, cm2) foi calculada
com a equacdo: AF = ((MSF*2,85)/MSD). Onde,
MSF é a massa seca das folhas (g), 2,85 é a area dos
discos (cm?) e MSD é a massa seca dos discos (g). A
MSD foi obtida com o auxilio de perfurador. Foram
retirados 20 discos da parte central das folhas, os
quais foram acondicionados em sacos de papel e
secos a 65 °C por 72 h. ApGs esse periodo foram
pesados em balanca analitica (0,0001 g).

Os indices de clorofila foram quantificados
com leituras na parte central do limbo foliar, em
folhas completamente expandidas, com o auxilio de
um clorofilémetro ClorofiLOG® modelo CFL 1030.
O equipamento fornece resultados em unidades
adimensionais, valores ICF (indice de Clorofila
Falker) da clorofila a (Clo_A), b (Clo_B) (Falker,
2022).

Andlise estatistica

A normalidade (Shapiro-Wilks) e
homoscedasticidade da variancia (Bartlett) foram
verificadas para cada variavel, quando ndo atendidos
esses pressupostos foi aplicado a transformacao Box-
Cox. Em seguida, os resultados foram analisados por
analise de varidncia (ANOVA, p < 0,05) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05),
desdobrando os fatores quando verificado interacdo
significativa.
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Em seguida foi aplicado a andlise dos
componentes  principais para determinar a
dissimilaridades das variaveis e os tratamentos (Hair
et al., 2009). Todas as andlises e graficos foram
realizados com auxilio do programa R verséo 4.1.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacdo para massa seca da parte
aérea (MSPA), area foliar (AF) e indice de clorofila a
e b. Ocorreu apenas efeito simples para alocacéo de
biomassa e altura de plantas (ALT).
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Para altura de plantas n&o foi verificado
interacdo significativa entre os fatores (p = 0,56)
(Figura 1-A), apenas efeitos simples para inoculagéo
(p = 0,00004) e doses de P (p = 0,0007). Com
inoculagdo, a média foi 34,7 cm, 9% superior
comparado as plantas sem inoculacdo (31,6 cm). No
efeito da adubagio fosfatada, 0 kg ha' de P
apresentou menor média (30,9 cm), para as doses de
P 11 e 22 kg ha! ndo apresentaram diferenca entre si
com 34,75 cm e 33,85 cm de altura, respectivamente.
Os tratamentos n&o influenciaram o didmetro do colo
aos 40 DAE (Figura 1-B) e a média geral foi de 7,12
mm.
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Figura 1. Altura de plantas (A) e didmetro do colo (B) do milho 40 dias apds a emergéncia com doses de
fosforo, associados ou ndo com bactéria potencialmente solubilizadoras de fosfato. Médias seguidas das
mesmas letras mailsculas para os efeitos da adubacgdo fosfatada e mindsculas para os efeitos da inoculagéo,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns: ndo significativo pelo teste F a 5% de

probabilidade.

Para MSPA houve interacdo significativa
entre inoculagdo e dose de P (p = 0,044) (Figura 2-B).
O efeito do inoculante foi apenas significativo na
dose 11 kg ha' de P (p = 0,00006), onde com
inoculagdo produziu 2,4 g de MSPA, superior em
15% a sem inoculacdo (2,0 g). Quanto a adubacéo
fosfatada na presenca do inoculante, a dose de 11 kg
ha de P foi superior as doses 0 e 22 kg ha™* de P. Em
11 kg ha' de P o acimulo de MSPA foi de 23% e
27% a mais do que nas doses de 0 e 22 kg ha®,
respectivamente na presenga do inoculante. Na
auséncia do inoculante, 11 kg ha de P n&o diferiu da
dose 0 kg ha?l. Estes achados também foram

observados por Sanchez et al. (2016) e Gomez et al.
(2018). De acordo com Raymond et al. (2020),
quando o P é um fator limitante ocorre aumento da
interacdo das plantas com os microrganismos, uma
vez que ha necessidade de atender a demanda das
plantas por esse nutriente.

N&o houve interagéo entre BSP e as doses de
P para alocacao de biomassa da parte aérea (p = 0,19
para folha e p = 0,19 para colmo) (Figura 2-A). Os
efeitos simples mostraram que a alocacdo da
biomassa no colmo foi maior com inoculagéo (p =
0,005). Na auséncia de inoculacdo, a alocagédo foi
maior nas folhas (p = 0,004).

AGRIES, v. 8, Ed. Especial, e022013, 2022
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De acordo com Blum et al. (2003), na
disponibilidade adequada de P, a biomassa é alocada
no colmo, pois € um Orgdo importante no
armazenamento de carboidratos e translocacdo de
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fotoassimilados. Portanto, o inoculante favoreceu um
maior acumulo de biomassa no colmo, que
futuramente poderiam ser translocados para 0s 6rgaos
reprodutivos.
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Figura 2. Alocacdo da biomassa (A) e massa seca da parte aérea (MSPA) (B) do milho 40 dias apds a
emergéncia com diferentes doses de fosforo associados ou ndo com bactéria potencialmente solubilizadoras
de fosfato. Médias seguidas de mesmas letras maiusculas para os efeitos das doses de P e minusculas para os
efeitos do inoculante néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Quando o P ¢ limitante ou excede a
guantidade adequada, a maior alocacdo de biomassa
tende a ser nas folhas conforme possivel nas doses 0
e 22 kg ha de P. Estas alteracdes sugerem que em
relacdo a parte aérea, em ambientes com baixa
disponibilidade de P, as plantas de milho tendem a
alocar maior biomassa nas folhas. Quando este
nutriente ndo é ofertado em quantidade ideal os
fotoassimilados sdo depositados no colmo.

Houve interacdo significativa dos fatores para
area foliar (AF, p = 0,0062) (Figura 3-A). A AF
apresentou resposta semelhante a MSPA. O uso do
inoculante foi efetivo apenas com aplicacéo de 11 kg
ha! de P, com média de 94,44 cm?, acréscimo de 17%
em relacdo ao sem inoculante. Na auséncia do
inoculante, AF foi estatisticamente igual para 0 e 22
kg ha? de P do inoculante. O excesso de adubagéo
fosfatada ocasionou decréscimo (26%) nos valores de
AF, que a 22 kg ha de P apontou para uma possivel
superacdo na assimilacdo de P, resultando em
desequilibrio entre os nutrientes nas folhas, e
consequentemente reduzindo a AF das plantas.

Os microrganismos solubilizadores de P,
como o Bacillus subtilis, podem excretar

fitohorménios, como o acido indol-3-acético (AlA) e
estimular algumas respostas como: aumento dos
sitios mitdticos das raizes, favorecendo o
alongamento do sistema radicular (Fagan et al.,
2015). Isso explica a resposta das plantas quando
utilizado 11 kg ha* de P, onde as plantas acumulam
maior MSPA (Figura 2-B) e consequentemente
tiveram maior AF (Figura 3-A).

Em relagéo ao teor de clorofilaa (p = 0,039) e
b (p =0,02) ocorreu interacdo dos fatores. Na dose de
0 kg ha' de P, as plantas inoculadas apresentaram um
incremento de 18% no indice de clorofila a e 10% na
b, quando comparado as ndo inoculadas. Da mesma
forma, com aplicacdo da dose 22 kg ha de P, as
plantas inoculadas apresentaram maior indice de
clorofila a e b, essa diferenca foi de 14% e 9%,
respectivamente. Isto evidéncia a acdo das BSP, em
indiretamente promover aumento no conteudo de
pigmentos fotossintéticos nas folhas. De acordo com
Buchanan et al. (2015), as clorofilas estdo
relacionadas com a eficiéncia fotossintética das
plantas, e consequentemente com o seu crescimento e
adaptabilidade aos diferentes ambientes. Logo pode-
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se inferir que a presenca de BSP intensificou a
atividade fotossintética das plantas.

E importante salientar o papel do P na nutri¢io
das plantas, pois € um componente do ATP, que
fornece energia ao processo ativo de absorcdo do N,
elemento importante na sintese de clorofila e de
aminoacidos e  consequentemente  proteinas
(Buchanan et al., 2015). A dose de 22 kg ha de P

120
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resulta diretamente em uma maior oferta deste
nutriente, e a interagdo com o inoculante,
proporcionando um aumento na exploracao de raizes.
De acordo com Masciarelli et al. (2013), os BSP, por
meio da excrecdo de fitohormoénios, aumentam 0s
sitios mitdticos das raizes, o qual favorece um
alongamento do sistema radicular e maior exploracéo
do solo.
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indice de clorofila Falker (ICF)

Figura 3. Area foliar (AF, A) e indice de clorofila Falker (ICF) a e b (B) do milho 40 dias apds a emergéncia
diferentes doses de fésforo associados ou ndo com bactéria potencialmente solubilizadoras de fosfato. Médias
seguidas de mesmas letras mailsculas para os efeitos da adubacdo fosfatada e minusculas para os efeitos do
inoculante ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade. Linhas tracejadas indicam a média.

Os resultados multivariados das componentes
principais (PCA) indicaram que os dois primeiros
componentes explicaram 68% da variagdo total
(Figure 4-A). APCA revelou que as doses de 11 (com
e sem inoculagdo) e 22 kg ha* de P (com inoculagio)
apresentaram os melhores desempenhos devido as
maiores  dissimilaridades pela distancia de
Mahalanobis (8,84, 2,56 e 2,18, respectivamente)
com o controle (0 kg ha de P sem inoculagio). Estes
foram fortemente associados com MSPA, MSC, AF
e ALT. Também é possivel afirmar que globalmente,
independente da dose de P, a inoculagdo de bactérias

com potencial de solubilizacdo de fosfato beneficiou
0 crescimento e desenvolvimento inicial do milho
(Figura 4-B).

As respostas positivas obtidas com a presenca
das BSP na MSPA nos indices de clorofila mostraram
que a tecnologia BSP contribui com reducgéo de doses
de fertilizantes fosfatados e promove uma agricultura
sustentavel. Porém, mais estudos devem ser
conduzidos para determinar a viabilidade desta
pratica em condi¢des de campo e incluindo avaliacéo
econémica.
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Figura 4. Biplot da analise de componentes principais dos efeitos da inoculacdo x doses de P (a) e simples da
inoculacdo (b) nas caracteristicas agronémicas e pigmentos fotossintéticos do milho apds 40 dias de
emergéncia. PC1 e PC2: primeiro e segundo componentes principais; ALT: altura das plantas; DC: diametro
do colo; %MSC e %MSF: porcentagem de alocacdo de biomassa para os colmos e folhas; MSPA: massa seca
da parte aérea; AF: area foliar; CLO_A e CLO_B: clorofilaae b.

CONCLUSAO

O wuso de Bacillus subtillis promove respostas
positivas no crescimento inicial do milho. A
inoculacdo com reducdo da dose recomendada para o
milho aumenta o contetdo de clorofilas e a sua
morfologia, consequentemente aumenta a producéo
de massa seca.
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