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Rizobactérias mitigam efeitos do
déficit hidrico em milho

Caroline de Oliveira Reis'

Paulo César Magalhaes?

Isabel Regina Prazeres de Souza?®
Ivanildo Evédio Marriel*

Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da inoculagcéo e
da coinoculacdo de Azospirillum brasilense e Bacillus spp. no desenvolvi-
mento radicular, nas respostas fisiolégicas e no desempenho produtivo de
dois hibridos de milho, sob diferentes regimes hidricos. O experimento foi
realizado em casa de vegetacao, onde estirpes de Azospirillum brasilense
(Azos) e mistura de estirpes de Bacillus spp. + Azospirillum brasilense fo-
ram inoculadas em dois hibridos de milho com caracteristicas contrastantes
a seca (DKB390 e P30F53), e expostas a dois regimes hidricos (Capacidade
de Campo e Déficit Hidrico). Ao atingirem o pré-florescimento as plantas fo-
ram mantidas em déficit hidrico por 14 dias, e apds este periodo foi analisada
a morfologia do sistema radicular e foram feitas as analises ecofisiolédgicas:
teor relativo de clorofila na folha, eficiéncia quantica maxima do FSII, e pa-
rametros de producdo. Ao final do ciclo procedeu-se a avaliagdo dos com-
ponentes de produgdo. Com relagéo as caracteristicas morfolégicas da raiz,
resultados opostos foram observados entre os hibridos sob déficit hidrico, em
que houve aumento em todas as caracteristicas avaliadas para o DKB390,
quando inoculado com Azos, diferentemente do que ocorreu com o P30F53.
Os inoculantes promoveram efeitos benéficos para ambos os gendtipos de
milho expostos a condigdo de déficit hidrico, com consequente aumento na
producéo de graos. A coinoculagdo com Azospirillum+Bacillus foi responsa-
vel por promover maiores médias em todos os parametros avaliados para o
hibrido sensivel a seca (P30F53). Para o teor relativo de clorofila, quando
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as plantas foram irrigadas durante todo seu ciclo, o inoculante Azospirillum
conferiu os maiores valores relativos de clorofila em ambos os gendétipos de
milho. Na relagao Fv/Fm houve inibi¢ao do fotossistema Il apenas em plantas
expostas ao déficit hidrico apds sete dias de estresse, contudo o inoculante
Azospirillum proporcionou maiores valores tanto para o DKB390 quanto para
o P30F53. Diferentes materiais genéticos, com comportamentos divergentes
a seca, se comportam também de forma diferente em relagao a associacao
planta/bactéria.

Termos para indexagao: Zea mays L., raiz, producdo, RPCPs, bactérias

Rhizobacteria mitigate effects of water déficit in
maize

Abstract — The aim of this study was to evaluate the effects of inoculation
and co-inoculation of Azospirillum brasilense and Bacillus spp. on root
development, physiological responses and yield performance of two maize
hybrids under different water regimes. The experiment was carried out in a
greenhouse, where strains of Azospirillum brasilense (Azos), and a mixture of
strains of Bacillus spp. + Azospirillum brasilense were inoculated in two maize
hybrids with contrasting to drought characteristics (DKB390 and P30F53),
exposed to two water regimes (Field Capacity and Water Déficit). When they
reached pre-flowering, the plants were kept in water déficit for 14 days, and
after this period the morphology of the root system and the ecophysiological
analyzes were performed: relative chlorophyll content in the leaf, the maximum
quantum efficiency of the PSII, and the parameters of production. At the end
of the cycle, the production components were evaluated. Regarding the
morphological characteristics of the root, opposite results were observed
among the hybrids under water déficit, in which there was an increase in all
the characteristics evaluated for DKB390, when inoculated with Azos, unlike
what happened with P30F53. The inoculants promoted beneficial effects for
both maize genotypes exposed to water déficit conditions, with a consequent
increase in grain yield. Co-inoculation with Azospirillum+Bacillus was
responsible for promoting higher averages in all parameters evaluated for the
drought sensitive hybrid (P30F53). For the relative chlorophyll content, when



Rizobactérias mitigam efeitos do déficit hidrico em milho 7

the plants were irrigated throughout their cycle, the inoculant Azospirillum
resulted in the highest relative chlorophyll values in both maize genotypes.
For Fv/Fm ratio there was inhibition of photosystem Il only in plants exposed
to water déficit after seven days of stress, however the inoculant Azospirillum
provided higher values for both DKB390 and P30F53. Different genetic
materials, with divergent characteristics to drought, behave differently in
relation to the plant/bacteria association.

Index terms: Zea mays L., root, production, RPCPs, bacteria.

Introducao

No cenario atual, as lavouras enfrentam varios tipos de estresse de na-
tureza bidtica e abidtica, sendo o déficit hidrico um dos principais estresses
abioticos e um importante fator limitante para a produgéo agricola por cau-
sar disturbios no desenvolvimento das plantas e quebra de produgao, levan-
do assim a perdas econdmicas e declinio da disponibilidade de alimentos.
Estudos anteriores mostram que a perda de graos induzida pela seca é res-
ponsavel por mais da metade das perdas totais acarretadas por desastres
naturais (Jaleel et al., 2009).

O milho é uma das culturas fundamentais no mundo todo (FAO, 2021), e
€ um importante alimento e de uso intenso como recurso industrial (Ribaut
et al., 2009), mas a producéo desse cereal pode ser limitada pela seca. Com
base em dados publicados entre os anos de 1980 e 2015, a produtividade
do milho sofreu reducéo de até 39% em escala global em razdo da falta
de agua (Daryanto et al., 2016). Portanto encontrar estratégias de mitigacao
para enfrentar o impacto da escassez de agua na produc¢do de milho é de
suma importancia.

A raiz é o principal érgao que ancora a planta no solo e € essencial para
a absorgdo de agua e nutrientes. O desenvolvimento da raiz é altamente
plastico e flexivel, agindo como um sistema sensorial em um ambiente em
constante mudancga, ao ajustar sua morfologia e reduzindo a exposicdo ao
estresse (Pierik; Testerink, 2014). A maioria dos estudos em selecéo genéti-
ca foca principalmente em melhorar as caracteristicas dos tecidos acima do
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solo para tolerar a esses estresses, enquanto as raizes (a ‘metade oculta’ da
arquitetura de uma planta) ainda sdo uma fonte subutilizada de melhoria de
cultivo (Koevoets et al., 2016).

Até o momento, o desenvolvimento de novos gendtipos (Atkinson; Urwin,
2012; Bakhsh; Hussain, 2015), assim como a aplicagdo de produtos quimicos
inorganicos e organicos, é a pratica mais utilizada para melhorar a toleran-
cia do milho a seca. No entanto, algumas desvantagens estdo associadas
a essas abordagens, uma vez que sao demoradas, onerosas e trabalhosas
(Atkinson; Urwin, 2012). A aplicagdo de microrganismos benéficos como bioi-
noculantes surge como uma das ferramentas biotecnolégicas ambientalmen-
te corretas e sustentaveis.

No solo rizosférico ha abundancia de comunidades microbianas, incluin-
do microrganismos benéficos que exibem tragos promotores de crescimento
em plantas. Esses microrganismos benéficos, ou seja, bactérias, fungos e
algas, proporcionam efeitos favoraveis em plantas sob diversos estresses
ambientais (Gouda et al., 2018; Tiwari; Lata, 2018). Rizobactérias promotoras
de crescimento em plantas (RPCPs) colonizam raizes e levam ao aumen-
to no seu comprimento, no nimero de raizes laterais, e, em determinadas
plantas, nos nédulos dessas raizes, dentre outras propriedades. As RPCPs
também modificam o funcionamento deste 6érgdo e melhoram a nutricdo da
planta através da melhoria na absorgédo de agua, da fixagao de nitrogénio e
de mecanismos de solubilizagdo de fosfato, que aumentam o crescimento e
o rendimento de varias culturas, resultando em maiores produgdes (Singh;
Seneviratne, 2017a, 2017b).

Os microrganismos do género Azospirillum colonizam o interior e a su-
perficie das raizes de gramineas (Baldani et al., 1997; Huergo et al., 2008).
Séo conhecidos pela sua capacidade de produzir fitorménios reguladores do
crescimento vegetal como o acido indol-acético (AlA), auxinas, giberelinas e
citocininas, seguida de liberagédo para o sistema radicular das plantas colo-
nizadas, alterando sua morfologia e fisiologia (Hartmann; Zimmer, 1994). As
RPCPs como as do género Bacillus, tal qual o Azospirillum, sao importantes
para o desenvolvimento de plantas, uma vez que liberam horménios (AlA)
que modificam a morfologia radicular, aumentando sua biomassa e conse-
guentemente oferecendo maior capacidade de exploragdo de agua e nutrien-
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tes do solo, produgéo de sideréforos e antagonismo contra microrganismos
fitopatogénicos (Khan, 2017; Gazola et al., 2015).

As RPCPs do solo podem atuar de forma isolada ou em associagdes com
outras RPCPs e fungos micorrizicos arbusculares vesiculares. A interagao
ou a combinagdo com diferentes organismos no solo é capaz de produzir
inumeros efeitos benéficos nas plantas (Dartora et al., 2016) por sinergia.
Existem varios exemplos de coinoculagdo com Azospirillum, em diversas cul-
turas, como a realizada com Bradyrhizobium em soja (Hungria et al., 2013,
2015; Chibeba et al., 2015), com Glomus intraradices em tomate-cereja (Lira-
Saldivar et al., 2014), com Rhizobium tropici no feijao (Rodrigues et al., 2016;
Hungria et al., 2013), e com Paenibacillus polymyxa em trigo (Yegorenkova et
al., 2016), entre outros.

Mesmo diante dos diversos estudos abordando a coinoculagao de diferen-
tes microrganismos em plantas, poucos exploram os efeitos da inoculagéo
contendo duas ou mais cepas de RPCPs combinadas, e a relagao da intera-
cao planta-bactéria, um fator-chave por causa da influéncia do ambiente da
rizosfera na sobrevivéncia e na agao das bactérias promotoras de crescimen-
to (Zeffa et al., 2019; Marini et al., 2015). A identificacéo e a selegao de geno-
tipos responsivos a inoculagéo sédo essenciais para garantir a repetibilidade
e 0 aumento do rendimento das plantas (Martins et al., 2012). O objetivo do
estudo foi avaliar os efeitos da inoculagdo de Azospirillum brasilense e da sua
coinoculagao com Bacillus spp., no desenvolvimento radicular, nos aspectos
fisiologicos e no desempenho produtivo de dois hibridos de milho contrastan-
tes quanto a tolerancia a seca, sob diferentes regimes hidricos.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa Milho e
Sorgo, em Sete Lagoas-MG, Brasil, no ano de 2020 com coordenadas geo-
graficas: 19°28’ S, 44°15°08” W, e altitude média de 732 m. O delineamen-
to experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial
3x2x2, consistindo em: dois inoculantes (Azospirillum brasilense, e mistura
de estirpes de Bacillus + Azospirillum brasilense) e um controle (sem ino-
culante); dois hibridos de milho (DKB390 PRO 3 e P30F53 VYHR); e dois
regimes hidricos (Capacidade de Campo e Déficit Hidrico). Cada tratamento
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foi composto por quatro repeti¢cdes, sendo a unidade experimental constituida
por duas plantas por vaso.

Os inoculantes utilizados foram obtidos a partir da mistura de duas estirpes
de Azospirillum brasilense homélogas (CMS11 e CMS1626), na proporgao
1:1, e da mistura, também na proporcéo de 1:1, de estirpes de Azospirillum
brasilense com estirpes de Bacillus spp pré-selecionadas como eficientes
na produgédo de exopolissacarideos in vitro, todos pertencentes a Colegao
de Microrganismos Multifuncionais e Fitopatogénicos (CMMF) da Embrapa
Milho e Sorgo.

As estirpes selecionadas foram cultivadas em caldo de soja tripcaseina,
durante 72 horas, na temperatura de 29 °C sob agitagdo constante. Apos
esse periodo, as culturas de cada estirpe foram centrifugadas, ressuspendi-
das em solugéo salina (0,85% NaCl) e ajustadas para densidade 6tica igual a
1,0 em absorbancia a 500 nm, que equivale a aproximadamente 108 células
viaveis por mL (Reis, 2015). A inoculagdo nas sementes foi realizada utili-
zando-se como veiculo carvao vegetal moido e goma de fécula de mandioca
como aderente.

Sementes de hibridos de milho DKB390 PRO3 e P30F53 VYHR, con-
trastantes em relagcao ao déficit hidrico, sendo respectivamente tolerante e
sensivel, foram plantadas em vasos de 20 kg, contendo Latossolo Vermelho
distréfico previamente corrigido e adubado. O teor de agua foi monitorado
diariamente por meio de sensor de umidade (GB Leitor N1535) instalado
na profundidade de 20 cm no centro dos vasos. A reposicdo hidrica até a
Capacidade de Campo (CC) foi realizada através da irrigagéo, em fungéo da
curva de retengao de agua do solo.

No pré-florescimento, os tratamentos hidricos foram impostos. No trata-
mento Capacidade de Campo (CC), o solo recebeu reposigao hidrica diaria-
mente na quantidade necessaria para atingir sua CC. No Déficit Hidrico, a
inducao do estresse foi realizada com a aplicagdo diaria de apenas 50% da
agua total necessaria para atingir a CC, isto é, até que o potencial matricial no
solo atingisse um valor aproximado de -100 KPa, sendo esse déficit mantido
por 14 dias.

No primeiro e no sétimo dia apds a imposi¢cao dos tratamentos hidricos,
foram realizadas anadlises das caracteristicas ecofisiologicas: teor relativo
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de clorofila na folha (Minolta SPAD-502) e eficiéncia quantica maxima do
Fotossistema Il (Pocket Pea Chlorophyll Fluorimeter).

Apo6s 14 dias de déficit hidrico, a irrigacéo de todas as plantas foi reesta-
belecida e mantida em nivel adequado (Capacidade de Campo) até o fim do
ciclo. As espigas foram colhidas e os seguintes parametros foram analisados:
comprimento de espigas, didmetro de espigas, numero de grdos na fileira,
massa da espiga € massa de graos.

Para a analise da morfologia do sistema radicular foi utilizado o sistema de
analise de imagens WinRhizo Pro 2007 acoplado a um scanner profissional
(Epson Expression 10000XL) equipado com unidade de luz adicional (TPU).
Os procedimentos para a obtencao das imagens foram realizados conforme
descrito por Souza et al. (2012). Foram determinadas as seguintes caracte-
risticas da raiz: comprimento total, area superficial, diametro médio, volume
e comprimento e volume de raiz por classe de didmetro. As raizes foram
classificadas segundo trés classes de diametro: raizes muito finas (& inferior
a 0,5 mm), raizes finas (> 0,5 & < 2,0 mm) e raizes grossas (d > 2,0 mm).
A definicdo destas classes foi baseada no critério de classificagdo de raizes
proposto por Bohm (1979). Em seguida, a massa seca foi determinada com a
secagem das raizes em estufa de circulagao forgada de ar a 65 °C até essas
atingirem massa constante, e posteriormente foi realizada sua pesagem.

Para analise estatistica dos resultados, foi utilizada a andlise de variancia
(ANAVA) e o teste de comparacao de médias Scott-Knott, a 0,05% de signifi-
cancia (P<0.05), no programa estatistico Sisvar versao 4.3.

Resultados e Discussao

Na analise das caracteristicas morfoldgicas de raiz, sob condigdo de
déficit hidrico, para o hibrido tolerante a seca DKB390, a inoculagdo com
Azospirillum (Azos) proporcionou um acréscimo na média dos pardmetros
avaliados, exceto para Didmetro Médio de Raiz (DMR). A inoculagdo com
Azospirillum + Bacillus (Az+Bc) proporcionou aumento apenas em Volume
de Raiz (VR). Entretanto, nessa condicdo de estresse, o oposto foi verifi-
cado com o hibrido suscetivel P30F53, em que apenas no tratamento sem
inoculacao (Controle) as médias foram estatisticamente superiores aos trata-
mentos com inoculantes. Quando cultivado sob condigdo 6tima de irrigagao
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(Capacidade de Campo), o hibrido DKB390 nao apresentou diferengas na
morfologia de suas raizes entre controle e uso de inoculantes, exceto para
a caracteristica Massa Seca de Raiz (MSR), que na presencga dos inoculan-
tes apresentou valores maiores. Ja para o hibrido P30F53, a inoculagéo de
Az+Bc promoveu aumento nas caracteristicas Comprimento Total de Raiz
(CTR), Area Superficial de Raiz (ASR) e VR quando comparado aos demais
tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Comprimento Total de Raiz (CTR), Area Superficial de Raiz (ASR), Diametro
Médio de Raiz (DMR), Volume de Raiz (VR) e Massa Seca de Raiz (MSR), dos hibri-
dos de milho DKB390 e P30F53 submetidos a dois regimes hidricos (Déficit Hidrico e
Capacidade de Campo) e tratados com diferentes inoculantes (Cont = Controle, Azos
= Azospirillum brasilense, Az + Bc = Combinagéo entre Azospirillum brasilense e Ba-
cillus spp.). Sete Lagoas-MG, 2020.

Déficit Hidrico
CTR (cm) ASR (cm?) DMR (mm) VR (em’) MSR (g)
DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53
Cont 18069580  9857.05Aa  639.12Bb  2389.17Aa 1.36Ab 215ha 123.778b 333620 10.748b 21.66A8
Azos 3409.20Aa  3386.A78a  1167.30Aa  112472Ba 1.21Aa 1.22Ba 159.27Aa 170.378a 1297Aa 12.77Ca
AztBe 2452080  397995Ba  824528b  1358.10Ba 1.21Aa 1.258a 146.82Aa 198.728a 11.21Bb 17.26Ba
V% 1224 2092 1363 1937 145
Capacidade de Campo
CTR (cm) ASR (cm?) DMR (mm) VR (em’) MSR (g)
DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53
Cont 28818242  308621Ba  95270Ab  1136.84Ba 1.25Ab 1.58Aa 180.22Aa 189.29Ba 12.09Bb 13.56Aa
Azos 237887A0  351938Ba  993.48Aa 1103.08Ba 14282 1.30Ba 183.54Aa 205528a 13.83Aa 13.12Aa
AztBc 252085A0  404289Aa  1031.12Ab  1541.52Aa 1.34Aa 1.21Ba 186.16Ab 311.13Aa 1345ha 13.73A
V% 13.07 928 10.35 805 7.19

Médias seguidas por mesma letra maitscula na vertical, ou minuscula na horizontal, nao diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia (P>0,05).

Ao separar as raizes dos genoétipos de milho em classes de diametro, foi
possivel observar como que se caracterizaram, detalhadamente, os siste-
mas radiculares de ambos os hibridos. O hibrido P30F53 apresentou maiores
médias para todos os parametros radiculares avaliados, quando as plantas
foram expostas a seca (Déficit Hidrico) e ndo inoculadas com nenhum micror-
ganismo (Controle). Com relacdo ao DKB390, a inoculagdo com cepas de
Azospirillum resultou em maior Comprimento de Raizes Muito Finas (CRMF)
e de Raizes Finas (CRF), sob restricdo hidrica (Fig. 1 A, C e E). Plantas des-
te mesmo gendtipo cultivadas sob irrigagéo 6tima (Capacidade de Campo)
apresentaram menor desenvolvimento do Comprimento de Raizes Muito
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Finas e Finas (CRMF e CRF), investindo assim em Comprimento de Raizes
Grossas (CRG) (Fig. 1 B, D e F). Imagens dos sistemas radiculares podem

ser observadas na Figura 2.
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Figura 1. Comprimento de raizes de acordo com a classe de diametro. CRMF - Com-
primento de Raizes Muito Finas, CRF - Comprimento de Raizes Finas e CRG - Com-
primento de Raizes grossas, dos hibridos de milho DKB390 e P30F53, tratados com
inoculantes (Cont = Controle, Azos = Azospirillum brasilense, Az+Bc = Azospirillum
brasilense e Bacillus spp.) e submetidos a dois regimes hidricos: Déficit hidrico (A, C
e E) e Capacidade de campo (B, D e F). Médias seguidas por mesma letra mailscula
nao diferem entre si na comparagao entre os tratamentos inoculados. Médias segui-
das por mesma letra mindscula nado diferem entre si para os hibridos, pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia (P>0,05). Sete Lagoas-MG, 2020.
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Figura 2. Sistema radicular de hibridos de milho (DKB390 e P30F53), tratados com
diferentes inoculantes (Cont = Controle, Azos = Azospirillum brasilense, Az+Bc =
Azospirillum brasilense e Bacillus spp.) e mantidos sob dois regimes hidricos (Déficit
hidrico e Capacidade de campo). (A) DKB390/Controle/Déficit hidrico. (B) DKB390/
Azos/Déficit hidrico. (C) DKB390/Az+Bc/Déficit hidrico. (D) P30F53/Controle/Déficit
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hidrico. (E) P30F53/Azos/Déficit Hidrico. (F) P30F53/Az+Bc/Déficit hidrico. (G) DKB
390/Controle/Capacidade de Campo. (H) DKB390/Azos/Capacidade de Campo. (l)
DKB390/Az+Bc/Capacidade de Campo. (J) P30F53/Controle/Capacidade de Campo.
(K) P30F53/Azos/Capacidade de Campo. (L) P30F53/Az+Bc/Capacidade de Cam-
po. Imagens digitalizadas em escaner de mesa, usando o programa Winrhizo. Sete
Lagoas-MG, 2020.

Os inoculantes de uma maneira geral promoveram efeitos benéficos para
ambos os genotipos de milho expostos a condigdo de déficit hidrico, aumen-
tando a producgao (Tabela 2). A coinoculagdo com Az+Bc é responsavel por
promover maiores médias em todos os parametros avaliados para o hibrido
sensivel a seca e para o tolerante, com excecdo do CE. Quando as plantas
foram mantidas sob irrigagéo 6tima durante todo o ciclo da cultura, a inocu-
lagdo com Azospirillum isolado (Azos) resultou em acréscimo nas médias
de todos os parametros para o DKB390. A combinagado de Az+Bc resultou
em maiores Massa de Espigas (ME) e Massa de Graos (MG) para o hibrido
P30F53 (Tabela 2).
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Tabela 2. Comprimento de espigas (CE), Diametro de espigas (DE), Numero de gréos
na fileira (NFG), Massa de espigas (ME), Massa de graos (MG), de dois milhos hibrido
(DKB390 e P30F53) submetidos a dois regimes hidricos (Déficit Hidrico e Capacidade
de campo) e tratados com diferentes inoculantes (Cont = Controle, Azos = Azospi-
rillum brasilense, Azos + Bac = Combinacao entre Azospirillum. brasilense e Bacillus
safensis e Bacillus pumilus). Sete Lagoas, MG. 2020.

Déficit Hidrico
CE (cm) DE (cm) NGF ME (g) MG (g)
DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53
Cont 10.758a 10.378a 45.54ha 37.048b 27508 142580 135.66Aa 1254382 125.17Aa 96.408b
Azos 1287Aa 12.50Aa 4251ha 41.38Aa 2650 2.75ha 128.94Aa 126.858a 113.35Ba 104.19Ba
Az+Be 11.12Ba 11.75Aa 42912 45.07ha 29.00Aa 26.00Aa 143.55Aa 154.04Aa 129.95Aa 1394%Aa
CV% 78 6.99 884 6.36 681
Capacidade de Campo
CE (cm) DE (cm) NGF ME (g) MG (g)
DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53 DKB390 P30F53
Cont 11.12Bb 13.87Aa 46.29Ba 47.26Ra 24.25Ba 26.00Ba 115.95Ca 92.30Ch 102.20Ca 69.76Ch
Azos 13.25Aa 13.62Aa 49.10Aa 46.21Ab 21.00Aa 21.25Ch 178.92Aa 12491Bb 155.62Aa 110468b
Az+Bc 11628 12.50Ba 47.19Ba 46.31ha 29.50Aa 30.25A 134.94Bb 156.64Aa 1184380 136.66Aa
CV% 574 3.06 976 588 78

Médias seguidas por mesma letra maiuscula na vertical, ou minuscula na horizontal, nao diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia (P>0,05).

Em relagdo ao teor relativo de clorofila na folha, ndo houve diferenga
estatistica para o DKB390, quando submetido ao déficit hidrico. Ja para o
P30F53, plantas inoculadas com Azos apresentaram maior indice SPAD no
inicio do periodo de déficit hidrico (1DTH), porém esse resultado ndo se man-
teve com o avanco do estresse (Figura 3A). Quando as plantas foram cultiva-
das durante todo seu ciclo com irrigagéo, o inoculante Azos conferiu maiores
valores relativos de clorofila para ambos os gendtipos nos dois periodos de
avaliagéo (Figura 3B).
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Figura 3. Teor relativo de clorofila na folha (Unidades SPAD) de dois hibridos de milho
(DKB390 e P30F53), tratados com diferentes inoculantes (Cont = Controle, Azos =
Azospirillum brasilense, Az+Bc = Azospirillum brasilense e Bacillus spp.) e mantidos
sob dois regimes hidricos (Déficit Hidrico e Capacidade de Campo). Avaliagdo com
um (1DTH) e sete dias (7DTH) de tratamento hidrico. Médias seguidas por mesma
letra maiuscula para inoculante, ou minuscula para hibridos, ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de significancia (P>0,05). Sete Lagoas-MG, 2020.
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Figura 4. Eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) de dois hibridos de
milho (DKB390 e P30F53) tratados com diferentes inoculantes (Cont = Controle, Azos
= Azospirillum brasilense, Az+Bc = Azospirillum brasilense e Bacillus spp.) e mantidos
sob dois regimes hidricos (Déficit Hidrico e Capacidade de Campo). Avaliagdo com
um (1DTH) e sete dias (7DTH) de tratamento hidrico. Médias seguidas por mesma
letra maiuscula para inoculante, ou minuscula para hibridos, ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de significancia (P>0,05). Sete Lagoas-MG, 2020.
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De maneira geral, considerando que valores menores que 0,75 para a
relacdo FV/FM seriam indicativos de condigdes inibitérias do FSII, essa inibi-
¢ao ocorreu apenas em plantas expostas ao déficit hidrico apds sete dias de
estresse (7DTH), contudo, o inoculante Azos proporcionou maiores valores
tanto para o DKB390 quanto para o P30F53 (Figura 4A). Para tratamentos
cultivados sob Capacidade de Campo, ndo houve diferengas estatisticas en-
tre eles (Figura 4B).

A distribuigdo, o comprimento e o didametro, bem como as propriedades do
sistema radicular, determinam o acesso das plantas a agua e, assim, esta-
belecem limites na tolerancia a condi¢ao de restri¢cdo hidrica. O sistema radi-
cular das plantas de milho € composto por raizes de diferentes diametros, ou
seja, grossas e finas. As raizes grossas apresentam fun¢des de ancoragem e
tipicamente estabelecem a arquitetura geral do sistema radicular, controlando
a profundidade e capacidade das plantas em crescer em diregdo as camadas
mais profundas do solo. As raizes finas sdo a parte mais ativa do sistema ra-
dicular na absorgédo de agua e compreendem a maior parte do comprimento
e area de superficie desses sistemas radiculares (Comas et al., 2013).

O hibrido P30F53 desenvolveu um sistema radicular mais longo, com
maior area superficial e volume, quando exposto ao déficit hidrico, sem ne-
nhuma inoculacdo (Tabela 1). Esses resultados provavelmente estao rela-
cionados as suas caracteristicas genéticas, as quais permitem que esses
sejam caracterizados como sensiveis ou tolerantes a condicao de restricao
hidrica, ja que ao provocar a secagem superficial do solo ha o estimulo para
expansao das raizes, as quais se aprofundam no solo em busca de umidade
(Gongalves, 2013). Nessas condigdes, as plantas mais sensiveis investem
no desenvolvimento do sistema radicular, aumentando o comprimento das
raizes.

Situagéo interessante foi observada no cultivo do P30F53 sob irrigacao
6tima. Nao havendo restrigao hidrica, o sistema radicular tendeu a se desen-
volver menos e apenas superficialmente, no entanto, a coinoculagdo com
Azos+Bac aumentou o CTR, ASR e o VR deste gendtipo (Tabela 1). Estudos
tém demonstrado que os efeitos benéficos do A. brasilense nas plantas podem
ser potencializados por coinoculagdo com outros microrganismos. Em estudo
com sementes de milho coinoculadas com cianobactérias e Azospirillum bra-
silense, Gavilanes et al. (2019) determinaram que a coinoculagdo promove
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maior desenvolvimento dos gendtipos testados, principalmente em razao do
seu efeito no crescimento do sistema radicular, com grande potencial para
seu uso na cultura do milho.

Segundo Magalhdes et al. (2014), diferente do P30F53, o gendtipo
DKB390 investe principalmente em mecanismos fisioldgicos em nivel de par-
te aérea para manutengao da produtividade, por minimizar a perda de agua, o
que diminui a dependéncia de investimentos na raiz para aumentar a captura
de agua. Neste contexto, a inoculagdo com cepas de Azospirillum brasilen-
se melhorou CRMF e CRF deste gendtipo quando exposto ao déficit hidrico
(Figs. 1A, C e E). O volume de solo explorado pelas raizes e o contato intimo
entre a superficie radicular e o solo sdo necessarios para a absorgéo efetiva
da 4gua pelas raizes, sendo esse contato maximizado quando a planta emite
raizes de menor didmetro, aumentando a area superficial e a capacidade de
absorcao de agua. De acordo com Pedreira et al. (2017), o crescimento das
raizes em gramineas inoculadas com A. brasilense esta relacionado a pro-
ducéo e liberagao as plantas de fitormdnios como auxinas, que estimulam a
diferenciagédo nos tecidos meristematicos.

Assim como observado no presente estudo, em que a coinoculagao de
Azospirillum + Bacillus resultou no aumento do Comprimento de Espiga (CE),
Diametro de Espiga (DE), Numero de Fileiras de Graos (NFG), ME e MG,
Brum et al. (2016) relataram um efeito positivo de RPCPs nas caracteristi-
cas de rendimento e produtividade do milho, independentemente do estadio
de crescimento e hibrido usado. Conforme relatado por Naseri et al. (2013),
a coinoculagao de duas bactérias diazotréficas (Azotobacter e Azospirillum)
resultou no aumento do numero de gréos de milho por fileira de espiga, pos-
sivelmente por causa da produgéo de compostos promotores como os fitor-
mobnios auxinas e giberelinas, da mesma forma que pode ter ocorrido, no
presente estudo, com a coinoculagdo de Azos+Bac para ambos os hibridos
(Tabela 2). Diaz-Zorita et al. (2015) evidenciaram, em diversos ensaios de
campo, principalmente na América Latina e na Asia, um aumento no rendi-
mento de gréos em cereais em resposta a inoculagédo com Azospirillum sp.
com aumento de 10,0% no rendimento de gréos.

Os resultados obtidos para o teor relativo de clorofila estdo relacionados
ao fato de que sob condigbes de restricao hidrica a diminuicdo dessa caracte-
ristica € um fendbmeno comumente observado (Pirbalouti et al., 2017). A dimi-
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nuicdo no conteudo desse pigmento € uma consequéncia negativa do déficit
hidrico, no entanto, tem sido considerada como uma caracteristica adaptativa
em plantas cultivadas em condigdes de seca. A inoculagdo da semente de mi-
Iho com Azospirillum em plantas sob déficit hidrico afetou o indice de clorofila
foliar, apresentando valores superiores aos encontrados no milho nao inocu-
lado (Figura 4A). Plantas cultivadas sob irrigagéo durante todo seu ciclo, tam-
bém apresentaram maior teor relativo de clorofila na folha com a inoculagéo
desta bactéria promotora de crescimento em plantas (BPCPs) (Figura 4B).
Este resultado corrobora com aqueles descritos por (Longhini et al., 2016)
que avaliaram a inter-relacéo planta/Azospirillum, e encontraram um aumen-
to em varios pigmentos fotossintéticos. Barassi et al. (2006) relataram melho-
rias nos parametros fotossintéticos das folhas, incluindo contetdo de clorofila
e condutancia estomatica, com maior produ¢cado de biomassa e aumento da
altura da planta em milho inoculado com Azospirillum.

Os efeitos do estresse hidrico e dos RPCPs na fotossintese das plantas
foram determinados avaliando-se as mudangas nos valores da relagao Fv/
Fm. A razdo Fv/Fm é a eficiéncia maxima na qual a luz é absorvida pelo
PSII e é usada como um indicador sensivel do desempenho fotossintético da
planta. Assim, uma redugédo nos valores deste parametro (menor que 0,75)
indica os efeitos destrutivos do estresse no PSIl e declinio na fotossinte-
se da planta (Yaghoubian et al., 2016). No presente estudo, o comprometi-
mento da atividade do PSII foi induzido por estresse hidrico de longo prazo,
contudo, a inoculacéo de Azospirillum brasilense melhorou a relagao Fv/Fm.
Esse aumento pode estar relacionado a redugao do estresse foto-oxidativo.
Resultados semelhantes foram relatados anteriormente em trigo (Singh; Jha,
2016), grao-de-bico (Kumar et al., 2016), milho (Rojas-Tapias et al., 2012) e
milheto (Chandra et al., 2018).

Ainoculagao de Azospirillum em milho pode estimular o desenvolvimento
do sistema radicular, aumentando a toleréncia ao estresse hidrico, promoven-
do maior teor de clorofila nas folhas, maior fotossintese e, em consequéncia,
resultando em maior producdo. Neste trabalho, assim como observado por
Quadros et al. (2014), os hibridos estudados responderam de forma diferente
a inoculagao de Azospirillum, sugerindo que o gendtipo da planta desempe-
nha papel importante na colonizagao pelas bactérias, o que deve estar rela-
cionado com a relagao rizosfera/bactéria e, por isso, faz-se necessario o es-
tudo de hibridos de milho que tenham boa resposta agronémica a inoculagao.
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Conclusao

A inoculagéo e a coinoculacao de estirpes de Azospirillum brasilense e a
mistura de estirpes de Bacillus spp. + Azospirillum brasilense contribuem para
o desenvolvimento e o desempenho produtivo do milho. Alguns dos mecanis-
mos de superacgao do déficit hidrico propostos incluem alteragdes na arquite-
tura da raiz que resultam em melhoria da absor¢c&o de agua e nutrientes, com
efeitos positivos no crescimento da planta em geral. Para algumas caracteris-
ticas avaliadas, a resposta do milho a inoculagdo depende do hibrido testado.
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