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Apresentagcao

Os resumos expandidos do XXI Seminario de Iniciagao Cientifica da Embrapa Milho e Sorgo
— PIBIC/CNPq, realizado nos dias 29 e 30 de agosto de 2023, sao registrados neste Documento.
O Seminario PIBIC/CNPq é um importante evento anual, realizado na Unidade de Pesquisa, e
tem como principal objetivo incentivar os jovens do ensino superior na realizagéo e divulgac&o dos
resultados das pesquisas vinculados ao Programa Institucional de Bolsas de Iniciagao Cientifica
(PIBIC), promovido pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQq)
em parceria com a Embrapa.

Estes trabalhos abordam uma diversidade de temas estratégicos para o desenvolvimento da
agricultura brasileira, como o melhoramento genético de plantas, o controle de pragas e doengas,
a integracao lavoura-pecuaria-floresta, o desenvolvimento e uso de bioinsumos e a producéo
de alimentos funcionais. A variedade e a qualidade dos estudos apresentados evidenciam o
engajamento dos bolsistas com a pesquisa cientifica e o compromisso das instituicdes envolvidas
com a inovacgao e o avango do conhecimento.

O PIBIC tem papel fundamental na formacdo de novos pesquisadores, ao oferecer aos
estudantes a oportunidade de vivenciar todas as etapas de um projeto cientifico, desde a
definicdo dos objetivos até a andlise e a divulgacao dos resultados. Essa vivéncia contribui para o
desenvolvimento de competéncias essenciais a atuacao profissional qualificada.

Por oportuno, reconhecemos e agradecemos o engajamento e a dedicacao de todos os
envolvidos - estudantes, orientadores, comissdes de avaliagdo, equipe técnica e organizadora. Sem
o trabalho coletivo e integrado, estes trabalhos e os eventos associados nao teriam sido possiveis.

Frederico Guimaraes Duraes
Chefe-Geral da Embrapa Gado de Leite
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Avaliacao de estirpes de actinomicetos com potencial
bioherbicida em sistemas agricolas sustentaveis’

Barbara Ventura Ferreira®, Alexandre Ferreira da Silva®

O Trabalho financiado pelo CNPg/Fapemig. © Estudante do Curso de Agronomia da Universidade Federal
de Sao Joao del-Rei, Bolsista PIBIC do Convénio CNPg/Embrapa. “Pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo

Resumo - O manejo de plantas daninhas é crucial para a produgéo agricola, mas métodos quimicos
tradicionais podem causar impactos negativos ao meio ambiente e a saide humana. O controle
biolégico com metabdlitos produzidos por Actinomycetona (bactérias) surge como alternativa
promissora e sustentavel. Este estudo visa avaliar o efeito de diferentes meios de cultura sobre o
crescimento de planta bioindicadora (pepino, Cucumber sativa) e avaliar o potencial de metabdlitos
secundarios produzidos sobre o crescimento da planta teste. Quatro meios de culturas foram
testados. Posteriormente, o meio selecionado (M21) foi utilizado para avaliar o efeito dos metabdlitos
secundarios de cinco estirpes de actinomicetos. O meio foi escolhido por promover o crescimento
da planta indicadora (pepino) sem afetar a germinagéo das sementes. O delineamento estatistico
utilizado foi o inteiramente casualizado, com seis repeticdes. Todos os meios de cultura contendo
metabdlitos produzidos pelas estirpes de Actinomicetes apresentaram atividade herbicida, inibindo
o crescimento do pepino em comparacdo com os controles. Os resultados indicam o potencial das
Actinomycetona como agentes de controle bioldgico de plantas daninhas. As estirpes selecionadas
de Actinomycetona apresentaram alta atividade herbicida, possibilitando pesquisas futuras em
campo e o desenvolvimento de produtos biopesticidas mais eficientes e ecoldgicos.

Termos para indexagao: controle biolégico, Actinomycetona, planta daninha, sustentabilidade,
agricultura.

Evaluation of actinomycetes strains with bioherbicidal potential
in sustainable agricultural systems

Abstract - Weed management is crucial for agricultural production, but traditional chemical methods
can cause negative impacts on the environment and human health. Biological control with metabolites
produced by Actinomycetone (bacteria) emerges as a promising and sustainable alternative. This
study aims to evaluate the effect of different culture media on the growth of a bioindicator plant
(cucumber, Cucumber sativa) and to evaluate the potential of secondary metabolites produced on the
growth of the test plant. Four culture media were tested. Subsequently, the selected medium (M21)
was used to evaluate the effect of secondary metabolites of five actinomycete strains. The medium
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was chosen because it promotes the growth of the indicator plant (cucumber) without affecting seed
germination. The statistical design used was completely randomized, with six replicates. All culture
media containing metabolites produced by the actinomycete strains showed herbicidal activity,
inhibiting the growth of cucumber compared to the controls. The results indicate the potential of
Actinomycetone as biological weed control agents. The selected Actinomycetone strains showed
high herbicidal activity, enabling future field research and the development of more efficient and
environmentally friendly biopesticide products.

Index terms: biological control, Actinomycetone, weeds, sustainability, agriculture.

Introducao

O manejo de plantas daninhas pode ser realizado pelos métodos de controle preventivo,
mecanico, fisico, quimico e biologico (Silva et al., 2011; Morais et al., 2021). O controle quimico
€ o0 mais utilizado. No entanto, o uso inadequado dessa estratégia de manejo vem ocasionando
impactos negativos no meio ambiente e na saude humana (Deuber; Novo, 2006). Diante desse
cenario, € muito importante a utilizacao de métodos de controle que ocasionam menor impacto ao
ambiente e a saude humana. Dentro desse contexto, o controle biolégico se destaca como uma
interessante alternativa de controle. Pesquisas sobre essa tematica comegam a se tornar mais
comuns na area de matologia (Poveda et al., 2020).

O controle de plantas daninhas com Actinomycetona (por exemplo, actinobactérias) (Oren;
Garrity, 2021) € uma abordagem promissora e sustentavel que tem atraido crescente interesse na
agricultura moderna (Malik et al., 2021). Esses microrganismos séo conhecidos por sua capacidade
de produzir grande diversidade de metabdlitos secundarios bioativos, incluindo compostos
antimicrobianos e substancias que inibem o crescimento de plantas (Wellington; Toth, 1992; Taguchi
et al., 1993). Essas bactérias sao encontradas naturalmente no solo e na regido da rizosfera das
plantas. S&o classificadas como gram-positivas e de ampla diversidade genética (Gottlieb; Siminoff,
1952). Por essas caracteristicas, esse grupo de microrganismos tem atraido interesse crescente
como agentes de controle bioldgico.

No entanto, para avaliar o potencial de acao dos metabdlitos secundarios, é fundamental
validar metodologia de sele¢cao para os microrganismos que propicie a adequada avaliacao do
potencial de ac&o herbicida dos metabdlitos produzidos por esses microrganismos.

O objetivo deste trabalho foi selecionar meio de cultura que permita o adequado crescimento
das estirpes de actinomicetos selecionadas, que nao afetem negativamente o crescimento das
plantas-testes.

Material e métodos

As atividades foram desenvolvidas no Laboratério de Microbiologia e Bioquimica do Solo,
na Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG. As cepas utilizadas foram selecionadas no Banco de
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Germoplasma Microbiano e reativadas em placas de Petri, com meio préprio para actinomiceto, de
acordo com Atlas (2010), composto por asparagina 1 g/L; Glicerol 10 mL/L; KH2PO4 1 g/L; Solugéo
de micronutrientes para actinomicetos 1 mL/L; Agar bacteriolégico 18 g/L. Em seguida, foi verificada
a pureza das estirpes e preservacdo em estoque para trabalhos posteriores. Apds a reativacao e
avaliagdo da pureza das estirpes, foi iniciado um bioensaio para avaliagdo de suscetibilidade de
pepino (Cucumber sativa) a acao dos metabdlitos secundarios produzidos pelas actinobactérias.
Para isso, foram estabelecidos dois ensaios.

O primeiro ensaio consistiu na selecdo de um meio de cultura que nao afetasse a germinacao
e o desenvolvimento da planta indicadora. Para isso, foram testados quatro meios de cultura liquidos:
MO1 (Glicerol 10 g/L; Caseina 0,3 g/L; KNO3 2 g/L; K2PO4 2 g/L; NaCl 2 g/L; MgS04.7H20 0,05 g/L;
CaC0s30,02 g/L; FeS04.7H20 0,01 g/L; e pH=7.8), M03 (Pepitona de soja 10 g/L; Glucose 10 g/L;
Amido soluvel 20 g/L; CaCO3 3 g/L), M20 (Glicerol 10 g/L; Caseina 0,3 g/L; KNO3 3 g/L; K2PO4 2
g/L; NaCl 2 g/L; MgS04.7H20 0,05 g/L; CaC030,02 g/L; FeS04.7H20 0,01 g/L; e pH=7_+ 1) e M21
(Amido 10 g/L; Caseina em p6 1 g/L; NaCl 5g; e pH=7.2_+ 0.2). Eles foram comparados com uma
testemunha (4gua). Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado com 40
repeticdes por tratamento.

Os pocos das microplacas estéreis e com tampa, da marca CORNING, com 24 pogos para
cultivo de células na cor transparente, com volume de 3,4 mL e de fundo plano, foram preenchidos
com algodao esterilizado e umedecidos com 1,3 mL dos diferentes sobrenadantes dos meios de
cultura, com duas sementes em cada pocgo. As placas foram tampadas e levadas para camara
de crescimento durante 5 dias em temperatura média de 28 °C e fotoperiodo de 12h/12h. O teste
foi realizado seguindo a metodologia proposta por Leal (2019). Apés esse periodo, foi avaliada a
diferenca do numero de sementes germinadas nos diferentes tratamentos com os meios de cultura,
utilizando o teste de Tukey a 5%.

Apos a definicdo do meio de cultura, foi realizado o teste para verificar o efeito de metabdlitos
secundarios produzidos por cinco actinomicetos (A115, A346, A363, A404 e A432). O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 16 repeti¢cdes por tratamento.

Em cada placa com actinobactéria, foi escolhida uma colénia isolada, raspada e
homogeneizada em solugao salinaem um eppendorf, agitado no vortex e transferido para erlenmeyers
de 125 mL, contendo 50 mL de meio liquido, que foram autoclavados e resfriados. Posteriormente,
foram colocados sob agitagdo por 10 dias a 100.2 rpm em incubadora com temperatura igual a
28 °C. As placas com pogos foram higienizadas por imersdo em solu¢do de agua + detergente +
hipoclorito de sédio, por 30 minutos, enxaguadas trés vezes em agua deionizada e levadas ao fluxo
para secarem na luz UV, mesmo processo da fase inicial. Os tratamentos testados foram agua
e meio de cultura M19 (Manitol 20 g/L; Peptona bac. 20 g/L e pH=7,5), como controles, e meio
inoculado com as bactérias. Cada pogo continha com duas sementes, sendo 16 repeticbes por
tratamento, totalizando 112 sementes nesse teste.

Os pogos foram preenchidos com algodao esterilizado e umedecidos com 1,3 mL de meio
M19 e do sobrenadante das fragbes dos meios inoculados com bactérias. O sobrenadante foi obtido
apos centrifugacao por 10 min a 8.000 rpm (centrifuga da marca HETTICH Zentrifugen Universal
320R 9000RPM), em tubos falcon de 50 mL, e filtragem com suporte de filtragao autoclavavel
(didmetro de 25 mm) para membrana millipore com poro de 22 mm de didmetro.

Apds montagem da placa, seguindo o mesmo processo citado anteriormente, realizou-se
avaliacédo qualitativa, comparacgao visual com a testemunha, segundo os critérios apresentados na
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Tabela 1. Nessa primeira qualificacao, foram levados em consideragao os niveis de desenvolvimento
das plantulas de pepino nos pogos.

Os estagios foram classificados de acordo com o desenvolvimento radicular e a emissao
de folhas. Com isso, notas foram aplicadas como peso para diferenciagdo. Essa analise foi feita
para selecionar o melhor meio de cultura de acordo com o desenvolvimento das plantulas de
pepino dentro das 96 repeticoes (entre testemunhas e meios), com duas sementes em cada poco,
totalizando 192 sementes.

Tabela 1. Critérios de avaliagdo qualitativa da germinagéo das sementes de pepino (Cucumber sativa), 5 dias apds a
incubacgao nas placas com pogos de cultivo.

Emissao de folha e sistema radicular 1,0
Apenas emissao de raizes grossas 0,7
Apenas emissao de raizes finas 0,5
N&o germinou 0,0

Os dados obtidos foram analisados conforme a sua normalidade e, em caso de significancia, foram submetidos ao teste de Tukey a 5%.

Resultados e discussao

Ao analisar o efeito qualitativo no nimero de sementes germinadas, total de 181, em funcao
do meio de cultura, pdde-se observar que o M21 foi o que apresentou o comportamento mais
préximo a testemunha (Tabela 2). Acredita-se que os demais meios de cultura podem ter afetado o
crescimento, uma vez que apresentam cloreto de s6dio em sua composicéo e acréscimo de solugao
salina com o macerado das bactérias. O efeito, principalmente da salinizacio, péde ser constatado
visualmente durante a avaliagao das sementes, o seu crescimento radicular foi prejudicado. Dessa
forma, optou-se pela utilizagao do M21 para avaliar o potencial fitotoxico dos compostos metabdlicos
produzidos pelas bactérias.

Tabela 2. Comparagéo qualitativa da germinagéo das sementes de pepino (Cucumber sativa) em fungédo dos meios de
cultura utilizados.

Meio M03 34 0,85a
Meio M0O1 38 1,03 ab
Meio M20 39 1,14b
Meio M21 38 1,49 c
Testemunha 32 1,89d

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%.
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Apos aselecdo do meio de cultura, foirealizado o ensaio para avaliar o efeito dos actinomicetos
sobre germinacao e desenvolvimentos das plantas. Nesse ensaio, foram utilizados dois controles
(dgua e o meio M21). Os demais tratamentos consistiram do M21 associado ao metabdlito produzido
pelas bactérias testadas. Nessa avaliacdo, foram estabelecidos outros pardmetros com notas
(Tabela 3).

Tabela 3. Critérios de avaliagdo qualitativa da germinagéo das sementes de pepino (Cucumber sativa), 5 dias apos a
incubagao com os meios inoculados.

Critério Peso

Germinag&o vegetativa (sem inibig&o)

Efeito leve de inibicdo da germinagao

Efeito leve a moderado de inibigdo da germinagao
Efeito moderado de inibicao da germinagéo

Efeito forte de inibigdo da germinagao

Morte e/ou necrose vegetativa

a b WOWDN -~ O

Os dados obtidos foram analisados conforme a sua normalidade e, em caso de significancia, foram submetidos ao teste de Tukey a 5%.

Foi possivel observar que os metabdlitos produzidos pelas estirpes selecionadas afetaram
o crescimento da planta indicadora (Figura 1).

A 346
A 365

MEIO MaL
AMNB

Adra,

Figura 1. Comparacao do desenvolvimento de sementes de pepino (Cucumber sativa) em resposta aos diferentes trata-
mentos com metabdlitos obtidos de diferentes estirpes de actinomicetos.

Algumas espécies de actinomicetos tém a capacidade de produzir compostos antimicrobianos,
como antibidticos e metabdlitos secundarios, que podem inibir o crescimento de plantas. Esses
compostos podem interferir com processos fisioldgicos essenciais das plantas, como a germinacgéo
de sementes, o crescimento radicular e a fotossintese.

Ao analisar o efeito dos metabdlitos, observou-se que todos apresentaram comportamento
similar entre si e diferiram dos controles (Tabela 4).
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Tabela 4. Inibicdo da germinacéo de sementes de pepino (Cucumber sativa) em fungao dos tratamentos com metabolitos
produzidos por cinco estirpes de Actinomycetes, conforme critério estabelecido, 5 dias apds incubagao

1) Agua 0,00a

2) Meio M21 6,25 a

3) MeioM21+ 346 82,63b
4) MeioM21+ 404 82,13b
5) MeioM21 + 363 84,38b
6) MeioM21 + 432 90,63 b
7) MeioM21 + A115 9581 b

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%

Até o momento, obtiveram-se resultados significativos, mas novos ajustes metodoldgicos
estdo sendo realizados, com o objetivo de se estabelecer uma metodologia que propicie
avaliar adequadamente o efeito dos metabdlitos secundarios produzidos pelos microrganismos
no crescimento das plantas. Apds essa adequagdo de metodologia em laboratério, ensaios
serdo programados para a realizacdo de screening dos actinomicetos presentes no Banco de
Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo.

Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que metabdlitos obtidos de actinomicetos
sao promissores para o controle de plantas daninhas. A selecdo do meio de cultura M21 foi crucial,
pois apresentou comportamento mais préximo ao da testemunha, minimizando os efeitos negativos
sobre a germinacao e o desenvolvimento das plantas indicadoras. Observou-se que os metabdlitos
produzidos pelas estirpes de actinomicetos testados exerceram um efeito inibitério significativo no
crescimento das sementes de pepino (Cucumber sativa), evidenciando seu potencial fitotoxico.

Embora os resultados sejam promissores, novos ajustes metodoldgicos sao necessarios
para aperfeicoar a avaliacdo do impacto dos metabdlitos secundarios no desenvolvimento dessas
e outras plantas, incluindo as daninhas. Este estudo contribui para o avanco das pesquisas na
area de controle bioldgico, indicando que os metabdlitos produzidos por actinomicetos podem ser
uma alternativa sustentavel e eficaz ao controle quimico, reduzindo os impactos negativos no meio
ambiente.
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Desempenho de cultivares de milho em sistema de transicao
para cultivo organico: potencial silageiro

Guilherme Rodrigues Martins®, Carine Gregério Machado Silva®, Maria Lucia Ferreira Simeone®, Walter
José Rodrigues Matrangolo® e Alexandre Martins Abddo dos Passos®

(MTrabalho financiado pelo CNPq e Embrapa. @Estudante do Curso de Agronomia da Universidade Federal de
Sao Jodo del-Rei, Bolsista PIBIC do Convénio CNPg/Embrapa. ®Pesquisadores da Embrapa Milho e Sorgo

Resumo - A producao sustentavel de milho tem se concentrado em sistemas agricolas que reduzem
insumos quimicos sintéticos, promovem a biodiversidade do solo, conservam recursos naturais e
diminuem o impacto ambiental. O trabalho visa contribuir para o posicionamento de cultivares mais
apropriadas e eficazes em sistemas de transicdo e organicos, identificando atributos agronémicos
que aprimorem a produgao sustentavel de milho com potencial para silagem. Cultivares, variedades
e hibridos foram avaliados quanto ao potencial forrageiro em um delineamento de blocos
casualizados. Foram avaliados no experimento os seguintes atributos agronémicos: rendimento da
massa da matéria verde por hectare, rendimento da massa da matéria seca por hectare, rendimento
de espigas com palha por hectare, rendimento de espigas sem palha por hectare, populagao final
de plantas, indice de espigas, dias para pendoamento, dias para florescimento feminino, altura
de plantas, altura de insergéo de espigas, matéria seca a 65 °C, matéria seca a 105 °C, proteina,
lignina, cinzas, fibra bruta, hemicelulose, celulose e conteudo celular. Como resultado, verificou-se
que a cultivar BRS 1060 apresentou um rendimento de massa da matéria verde de 38.699,96 kg
ha-1, superando a média das outras cultivares, que foi de 21.889,94 kg ha-1. A cultivar BRS 3046
se destacou com o maior teor de proteina entre as avaliadas, atingindo 7,12%, superando a média
geral de 6,4%. A correta escolha de cultivares de milho em sistemas de produgao organico, em seu
estabelecimento, é primordial para o alcance da sustentabilidade produtiva.

Termos para indexagéao: sistema alternativo de produgdo, agroecologia, agricultura regenerativa,
agricultura urbana, silagem.

Performance of maize cultivars in a transition system to organic
cultivation: silage potential

Abstract - Sustainable maize production has focused on agricultural systems that reduce synthetic
chemical inputs, promote soil biodiversity, conserve natural resources and reduce environmental
impact. The work aims to contribute to the positioning of more appropriate and effective cultivars
in transitional and organic systems, identifying agronomic attributes that improve the sustainable
production of maize with potential for silage. Cultivars, varieties and hybrids were evaluated for
forage potential in a randomized block design. The following agronomic attributes were evaluated in
the experiment: yield of green matter mass per hectare, yield of dry matter mass per hectare, yield
of ears with straw per hectare, yield of ears without straw per hectare, final plant population, index
of ears, days to bolting, days to female flowering, plant height, ear insertion height, dry matter at
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65 °C, dry matter at 105 °C, protein, lignin, ashes, crude fiber, hemicellulose, cellulose and cellular
content. As a result, it was found that the cultivar BRS 1060 presented a green matter mass yield
of 38,699.96 kg ha-1, surpassing the average of the other cultivars, which was 21,889.94 kg ha-1.
The cultivar BRS 3046 stood out with the highest protein content among those evaluated, reaching
7.12%, surpassing the general average of 6.4%. The correct choice of maize cultivars in organic
production systems is essential for achieving productive sustainability.

Index terms: alternative production system, agroecology, regenerative agriculture, urban agriculture,
silage.

Introducao

A producao de milho desempenha um papel crucial na segurancga alimentar global, sendo
uma das culturas mais extensamente cultivadas em todo o mundo (FAO, 2020). Nas ultimas
décadas, tem sido dada maior énfase ao desenvolvimento de sistemas agricolas sustentaveis e
ecologicos, como agroecologia, agricultura regenerativa e sistemas orgéanicos, nos quais 0 uso
de insumos quimicos sintéticos é racionalizado ou abolido (Altieri, 1999; Lynch, 2015). Essas
praticas favorecem o manejo racional, que impulsiona a biodiversidade do solo, conserva os
recursos naturais e reduz o impacto ambiental (Tilman et al., 2002; Skinner et al., 2019).

O estudo do desempenho de diferentes cultivares de milho em sistemas de producgao
mais sustentaveis é vital para garantir a efici€ncia na producao agricola, ao mesmo tempo que
minimiza os danos ao ambiente (Gliessman, 2007). A utilizagado de cultivares adaptadas, com
atributos e caracteristicas apropriadas para o ambiente de producao, é premissa agrondmica
visando a obtencdo da sustentabilidade ampla (ambiental, econdmica e social) da atividade
agricola (Horrigan et al., 2002). Por meio da escolha acertada de cultivares com alto potencial
produtivo, adaptadas as condi¢gbes edafoclimaticas locais sob técnicas de agricultura organica,
com resiliéncia genética convencional para pragas e doengas, o produtor tem, sem utilizagao de
mais insumos externos, a oportunidade de promover incrementos no rendimento e na eficiéncia
do uso da terra de maneira simples e sem custos adicionais (Hossard et al., 2016; Lori et al.,
2017).

A silagem de milho € um dos principais alimentos utilizados na pecuaria, seja na produgao
de leite ou de carne. E um produto da conservacao via fermentacdo anaerdbica da planta inteira
do milho, sendo um alimento bastante importante na nutricdo de ruminantes, devido seu alto
valor nutritivo, principalmente no que se refere ao teor de energia (Karnatam et al., 2023).
A silagem de milho organico, assim como outros produtos, tem demonstrado potencial para
proporcionar maior retorno econémico, financeiro, ambiental e social. Tem-se verificado, no
Brasil, que a adogao de praticas organicas, dentre elas a escolha de cultivares apropriadas,
pode resultar em beneficios econbmicos e ambientais, além de melhorar a qualidade do solo e
a biodiversidade (Paziani et al., 2009; Ferreira et al., 2022; Crevelari et al., 2023).

O trabalho visa fornecer uma contribuicdo para o posicionamento de cultivares que
sao mais apropriadas e eficazes em sistemas de transicao e organicos, identificando atributos
agronémicos para aprimorar a producao sustentavel de milho com potencial silageiro.
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Material e métodos

O estudo foi conduzido na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, em uma area de sequeiro,
nas coordenadas 19° 26’ 36.03" S; 44°10° 40.23, 710 metros de altitude, durante a safra 2022/2023
(Figura 1). As cultivares de milho foram avaliadas em um sistema de transigédo para cultivo organico
de producao.

Figura 1. Area de condugédo do ensaio. Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.

Os atributos quimicos da camada de 0-20 cm do solo foram determinados e estao
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados da analise quimica de solo (0—20 cm de profundidade) da area experimental.

6.7 57 31.7 170.0 4 0.43 5.35 0.83 0.00 2.10 286 0.20 2.0 8 52.5 144 6.6 87 7 76 0.00

1 2+ - 2+ - 3+ El - P ~
P (Mehlich 1)* K (Mehlich 1)* Ca (KCI-1molL )’ Mg (KCI-1molL )’ Al (KCI-1molL )’ H +Al (H por smp) € Mo (Na2 Cr2 07)" MO, materia Orgénica e V, saturagéo por bases.

Foram conduzidos dois ensaios, um para avaliagdo de materiais com aptidao para silagem
organica e outro para avaliagdo do potencial de produgédo de graos orgéanicos cujos dados nao
serao apresentados neste trabalho. Ambos os ensaios foram conduzidos com variedades e
hibridos comerciais da Embrapa (BRS) e cultivares testemunhas comerciais e convencionais (ndo
transgénicos) de empresas privadas. Os gendtipos avaliados nos ensaios de aptidao de producao
de silagem foram AG 1051 (hibrido semiprecoce), BRS 3046 (hibrido triplo GDU de 947), M 274
(hibrido), BRS 4104 (variedade GDU de 939), BRS 4105 (variedade), BRS 4107 (variedade), BRS
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2107 (hibrido top-cross), BRS Gorutuba (variedade super precoce), BRS 1060 (hibrido simples) e
BRS Caimbé (variedade precoce GDU de 894).

Previamente a semeadura foi realizado o preparo da area para transigéo do cultivo organico.
O solo foi preparado com uma gradagem pesada e duas gradagens niveladoras. Apds a gradagem
realizou-se a aplicagdo de gesso agricola, 1230 kg por ha, e FTE, 56 kg por hectare. Aplicou a dose
8,153 kg/ha do esterco bovino e 400 kg por ha de p6 de rocha fésforo.

As sementes foram previamente tratadas com BiomaPhos® (150 ml/60.000 sementes),
Azospirillum brasilense (10 ml/kg de sementes) e Bioma Fix® (1.500 ml/100g de sementes).

A semeadura ocorreu no dia 22/11/2022, utilizando semeadora de parcelas experimentais.
Utilizou-se delineamento experimental em blocos casualizados (Montgomery, 2017; Smith et al., 2019)
com quatro repeticdes, sendo cada parcela constituida de quatro linhas de 4,2 m de comprimento
e espacamento de 0,7 m entre linhas, semeando-se quatro sementes por metro. Como area Uutil,
consideraram-se as duas linhas centrais.

Na Figura 2 encontram-se os dados de precipitacdo, temperatura média e evapotranspiracao
potencial do periodo experimental.

60
50 ETO s Chuva (mm) s Temp. Ins. (C) F 20

40

Temperatura média (C2) e Precipiagdo (mm)
w
o
Evapotranspiragdo potencial (mm)
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V' “)’» \V
N N O T M G

Figura 2. Precipitagédo pluviométrica (barras), temperatura diaria média (linha) e evapotranspiragéo potencial referéncia
diaria (area) no periodo de novembro de 2022 a abril de 2023, em Sete Lagoas, MG. Fonte: Inmet (2023).

A éarea experimental foi sistematicamente monitorada por meio de visitas rotineiras
para a coleta de dados e verificacdo da necessidade de manejo de insetos e plantas daninhas.
Na medida em que foram necessarios, adotaram-se os tratos culturais e fitossanitarios
recomendados para a cultura como limpeza das entrelinhas e corredores por meio da capina
manual.

Foi realizada a instalacdo de uma armadilha “iscada” com feromdnio sexual sintético,
para levantamento de adultos de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)
e de armadilhas adesivas amarelas (Yellow Trap) para o monitoramento da cigarrinha-do-milho
(Dalbulus maidis), responsavel pela transmissao de doencas como os enfezamentos (palido e
vermelho) e a risca do milho. A partir do monitoramento foi realizada a liberagdo de inimigos
naturais (Trichogramma spp. para controle biolégico da lagarta-do-cartucho. Em 1°/12/2023 foi
realizada a pulverizagdo do BT e o Beauveria bassiana BV13 (1,2 x 109 UFC/mL).
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Realizou-se o corte das plantas inteiras a 15 cm de altura, nas duas linhas centrais,
quando se encontravam préximo ao estadio R5 (entre 100 dias e 110 dias com “metade
a trés quartos da linha do leite” aparente) para analise dos rendimentos de biomassa e
qualidade bromatoldgica. As plantas foram picadas, homogeneizadas e separadas uma
amostra de 300 gramas para enviar ao laboratério para analise bromatoldégica por meio do
NIR.

Foram avaliados no experimento os atributos agrondmicos: rendimento da massa
da matéria verde por hectare (RMMVH), rendimento da massa da matéria seca por hectare
(RMMSH), rendimento de espigas com palha por hectare (RECPH), rendimento de espigas
sem palha por hectare (RESPH), populacao final de plantas (PFP), indice de espigas (IE),
dias para pendoamento (DP), dias para florescimento feminino (FF), altura de plantas (AP),
altura de insercao de espigas (AIE), matéria seca a 65°C (%) (MS65), matéria seca a 105 °C
(MS105), proteina (%) (PROT%), lignina% (LIG%), cinzas% (CZ%), fibra bruta% (FB%),
hemicelulose% (HEMI%), celulose% (CEL%) e conteudo celular% (CC%).

Acaracterizagcdo da composicao fisico-quimica das plantasinteiras moidas dos diferentes
genotipos de milho foi realizada utilizando modelos de calibragcdo NIR em equipamento da
Buchi modelo NIRFlex 500 para os seguintes constituintes: matéria seca a 65 °C (%), matéria
seca a 105 °C, proteina (%), lignina (%), cinzas (%), fibra bruta (%). Os teores de hemicelulose
(%) foi calculado pela diferenca entre FDN e FDA. A celulose (%) pela diferenca entre FDA e
lignina. O conteudo celular (CC) (%) foi calculado como CC =100 - FDN.

Os valores dos resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (Fisher,
2016; Wu et al., 2021), e as médias dos tratamentos, quando significativas, comparadas
pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade (Scott; Knott, 1974). Adicionalmente foi
realizada uma analise de correlacao de Pearson (Taylor, 2017). Com o objetivo de agrupar
as cultivares com base em sua similaridade em relacao a multiplas variaveis, foi realizada
uma analise de agrupamento utilizando o método K Means (MacQueen, 1967; Jain, 2010).
O numero 6timo de clusters foi determinado usando o método do cotovelo e o método da
silhueta (Rousseeuw, 1987).

Resultados e discussao

O comportamento das cultivares de milho testadas no sistema orgéanico foi diferenciado
entre elas para as variaveis analisadas, exceto para o indice de espigas, altura de plantas,
massa da matéria seca a 65 °C, e teores de lignina, fibra bruta, hemicelulose e conteudo
celular (Tabela 2). Os rendimentos de biomassa na avaliagdo de silagem emergem como
métricas primordiais para a avaliacdo da produtividade de cada cultivar. Um rendimento
mais elevado nessas métricas é desejavel. Todavia, enfatiza-se a necessidade de nao se
ater unicamente ao rendimento, mas de também considerar a qualidade bromatoldgica das
plantas.
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Tabela 2. Médias para rendimento da massa da matéria verde por hectare (RMMVH), rendimento da massa da matéria
seca por hectare (RMMSH), rendimento de espigas com palha por hectare (RECPH), rendimento de espigas sem pa-
Iha por hectare (RESPH), populagéo final de plantas (PFP), indice de espigas (IE), dias para pendoamento (DP), dias
para florescimento feminino (FF), altura de plantas (AP), altura de insergdo de espigas (AIE), matéria seca a 65 °C (%)
(MS65), proteina (%) (PROT%), lignina% (LIG%), cinzas% (CZ%), fibra bruta% (FB%), hemicelulose% (HEMI%), celulo-
se% (CEL%) e conteudo celular% (CC%).

BRS 1060 38699.7 a 123408 a 86451 a 75491 a 615079 a 106 a 658 a 675 b 1875 a
BRS 2107 283863 b 93408 b 69688 a 62478 a 615079a 1 a 645 a 67 b 1975 a
BRS 3046 27642 b 85193 b 6683 a 57054 a 531746 b 088 a 66 a 688 b 1813 a
AG1051 250345 b 76916 c 52656 b 4654 b 595238 a 091a 66 a 71 a 1963 a
BRS Caimbe 254869 b 76545 c 47031 b 41696 b 551587 b 085 a 653 a 68 b 2113 a
M274 210331 ¢ 67886 c 48246 b 41004 b 599206 a 089 a 66 a 678 b 180 a
BRS 4104 200473 ¢ 62502 c 39174 b 31674 b 587302 a 082a 65 a 71 a 1638 a
BRS 4105 175298 ¢ 55874 c¢ 37679 b 32612 b 539683 b 092 a 665 a 698 a 1813 a
BRS 4107 156147 ¢ 48854 c¢ 4692 b 40089 b 468254 c 082 a 66 a 705 a 1763 a
BRS Gorutuba 153349 ¢ 45362 c 26496 b 22723 b 579365a 093 a 5 b 58 c 1588 a

Média 23570.9 7359.5 5211.7 4513.6 568254  0.91 64.7 679 1834

BRS 1060 913 b 318 a 6.1b 33a 96a 178a 349a 271b 347a
BRS 2107 1025 a 329 a 6.3 b 33a 101a 193a 352a 282a 333a
BRS 3046 90 b 30.1 a 71 a 34 a 97a 179a 367a 267b 331a
AG1051 1125 a 296 a 6 b 36a 10a 19a 359a 283a 322a
BRS Caimbé 115 a 30.8 a 59 b 33a 10a 20a 347a 285a 335a
M274 788 b 323 a 6.1b 36a 96a 192a 366a 27.7a 322a
BRS 4104 788 b 312 a 6.2 b 37a 99a 192a 351a 284a 327a
BRS 4105 875 b 319 a 6.8 a 32a 96a 179a %a 264b 344a
BRS 4107 875 b 313 a 71 a 35a 104 a 193 a %a 281a 324a
BRS Gorutuba 688 b 29.7 a 6.5b 35a 96a 194a 344a 275b 346a
Média 91.25 31.16 6.4 34 98 189 35.6 27.7 333

As médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (5%).

Verifica-se superioridade da BRS 1060, um hibrido simples, sobre o desempenho agronédmico
de biomassa. Esta cultivar apresenta o maior RMMVH e de RMMSH entre as cultivares avaliadas.
A BRS 1060 apresenta um rendimento da massa da matéria verde de 38.699,96 kg/ha, o que é
notavelmente maior que a média das outras cultivares, que foi de 21.889,94 kg/ha. Além disso,
quando comparado a segunda melhor cultivar, que apresentou um rendimento de 28.386,31 kg/
ha, a BRS 1060 ainda supera por uma margem de 10.313,65 kg/ha. A superioridade do hibrido foi
também refletida no rendimento da massa da matéria seca, em que a BRS 1060 supera a média
das demais cultivares em 5.534,77 kg/ha e suplanta a segunda melhor cultivar em 2.999,94 kg/
ha. A BRS 1060 apresenta um rendimento de 12.340,77 kg/ha, o que é significativamente superior
a média das demais cultivares, que foi de 6.806,00 kg/ha. Comparando com a segunda melhor
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cultivar, que tem um rendimento de 9.340,83 kg/ha, a BRS 1060 supera por 2.999,94 kg/
ha. Estes resultados demonstram que a cultivar BRS1060 tem um desempenho superior em
termos de rendimento da silagem em comparagdo com a média das demais cultivares e em
comparagao com a segunda melhor cultivar.

Observa-se ainda que o rendimento de espigas, tanto com palha quanto sem palha,
também é o mais alto entre as cultivares. O rendimento de espigas ganha relevancia na analise,
destacando a importancia das espigas como componentes cruciais do milho na producéao
de silagem. Essa medida nado apenas reflete a produtividade, mas também a qualidade
da forragem e desempenho animal alimentado por esse conservado. Espigas saudaveis e
produtivas desempenham um papel desejavel em todo sistema de produgdo de milho.

A cultivar Gorutuba, caracterizada por seu ciclo precoce, demonstrou uma maturagao
mais acelerada, atingindo os estagios de pendoamento e florescimento, em média, 9,8 e
9,5 dias antes da BRS 1060, respectivamente. Em contraste, cultivares de ciclo mais longo,
como a BRS 1060, beneficiam-se de um periodo vegetativo estendido. Este tempo adicional
antes do florescimento potencializa a fotoassimilacdao, culminando em uma maior producao
de biomassa. Este acumulo energético, proveniente da fotossintese, pode ser canalizado
para a producdo de biomassa, o que, sob condi¢cdes ideais, pode resultar em rendimentos
superiores.

Por outro lado, uma rapida progressao para o pendoamento e o florescimento pode
ser vantajosa em regides onde a estacado de crescimento é curta, permitindo que as plantas
completem seu ciclo de vida antes de condi¢des adversas, como estresse hidrico ou baixas
temperaturas. Além disso, em sistemas agricolas onde a sucessao de culturas é praticada,
uma maturagcao mais rapida pode permitir uma transicdo mais suave entre culturas sucessivas
viabilizando a segunda safra ou diminuindo o risco dessa.

A cultivar BRS 1060 se destaca em termos de quantidade de silagem, superando
a meédia das demais cultivares e a segunda melhor cultivar em rendimento. No entanto,
em termos de qualidade da silagem, a BRS 1060 nao ¢é a lider em todas as métricas. Em
particular, seu conteudo de proteina € inferior a média e a segunda cultivar com maior teor de
proteina. A BRS 1060 contém 6,07% de proteina, o que é ligeiramente inferior a média das
outras cultivares, que esta em 6,47%. Mais notavelmente, a segunda cultivar com maior teor
de proteina tem 7,12%, mostrando que a BRS 1060 fica atras em termos de teor proteico.
Isso destaca um trade-off comum na agricultura entre rendimento e qualidade. Enquanto a
BRS 1060 pode produzir grandes quantidades de silagem, os produtores podem precisar
considerar outras cultivares se a qualidade da silagem for uma prioridade, especialmente em
termos de conteudo de proteina.

Verificaram-se, na média, altos valores de cinza na biomassa avaliada (9,8%)
(Tabelas...2023).

A partir dos dados apresentados e das correlagdes observadas entre as variaveis de
rendimento de massa, é possivel inferir que essas métricas frequentemente estao interligadas,
algo que é esperado devido a natureza conjunta de seus determinantes. Verificou-se a
correlagao positiva entre o rendimento de espigas e os rendimentos de massa.
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Matriz de Correlacao com Valores e Significancia
PMVh -

PMSh

POP -0.30 032 016 017
|E-040 043 048 048 031 0.75
* * * *
DPP-020 021 026 026 -013 -0.14
-0.50

DPF --0.03 -0.03 007 0.05 -0.10 -0.24 [kt

AP 2y 044 (046 002 012 026 008
* -0.25
AIE Hﬂ 044 (047 005 008 020 009 KN

MS65 -0.13 0.14 008 -0.00 0.00 -0.00

PB --011 -013 -0.18 -0. .01 -0.07 011 004 -0.06

FDN --0.18 017 -0.04 -0.04 -0.01 005 015 026 000 0.04 003 -0.05 —0.25
FDA --0.14 -0.20 -0.27 -0.27 0.16 -0.15 -0.03 014 -0.12 -0.08 -0.22 -0.20 0.17

- —-0.50
Lig-019 024 033 034 003 012 0.03 010 -0.17 018 -034 020 050

EE -006 010 014 015 -024 013 -0.17 -0.28 014 019 032 024 -037 -0.73
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Figura 3. Matriz de correlagédo simples para as variaveis respostas analisadas.

Dentre as variaveis analisadas, identificamos um total de 58 correlagées significativas. Desse
total, 39 correlagbes sao positivas e 19 sao negativas. As correlagdes positivas mais pronunciadas
foram observadas entre Rendimento de Espigas Sem Palha (RSP) e Rendimento de Espigas Com
Palha (REP) (r=0.9964), Rendimento da Massa da Matéria Seca por Hectare (PMSh) e Rendimento
da Massa da Matéria Verde por Hectare (PMVh) (r=0.9884). Estas correlagbes indicam, por
exemplo, que um aumento no Rendimento de Espigas Sem Palha (RSP) esta fortemente associado
a um aumento no Rendimento de Espigas Com Palha (REP). Em contrapartida, as correlacdes
negativas mais fortes foram identificadas entre Conteudo Celular (CC) e Hemicelulose (HEMI)
(r=—0,7658), e Extrato Etéreo (EE) e Lignina (LIG) (r=—0,7348). Verifica-se correla¢des positivas,
mas nao muito forte para a altura das plantas (AP) e as medidas de rendimento de biomassa dos
materiais (Figura 3). A Altura das Plantas (AP) emerge como um atributo multifacetado, impactando
tanto a produtividade quanto o manejo agricola. Plantas mais altas podem gerar maior biomassa,
mas também demandam mais recursos e podem ser mais suscetiveis a danos causados por ventos
por exemplo e exigir maquinarios mais apropriados com barras mais elevadas para pulverizagdes
de bioinsumos, ou aplicacbes aéreas

Foi verificado por meio do método do cotovelo um numero étimo de trés clusters na avaliacao
dos dados. Foi possivel gerar os grupos, compreendendo o cluster 0: com as cultivares AG1051,
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BRS 2107, BRS 3046, BRS 4104, Caimbé, M274; o Cluster 1: BRS 4105, BRS 4107, BRS Gorutuba
e o Cluster 2: somente com o BRS 1060 (Figura 4).

Clusters de cultivares
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Figura 4. Analise de cluster para cultivares de milho sob sistema orgéanico de produgao.

O Cluster 0 é composto pelas variedades BRS 4107, BRS 4105 e BRS Gorutuba. Estas
variedades, em conjunto, tendem a apresentar um rendimento de massa abaixo da média,
conforme indicado pelas variaveis PMVh, PMSh, PMVhc e PMSc. O Cluster 1 é singularmente
representado pela BRS1060. Esta cultivar demonstra um perfil de alto rendimento, como evidenciado
pelas variaveis relacionadas ao rendimento, todas apresentando desvios positivos. Além do alto
rendimento, caracteristicas como um maior indice de espigas (IE) e uma populacgao final de plantas
(POP) reforgam sua produtividade em termos de densidade e numero de espigas. No entanto, um
teor mais elevado de fibra sugere que, embora produtiva, essa cultivar pode apresentar desafios em
termos de digestibilidade. O Cluster 2 compreende as demais cultivares, formando um grupo mais
diverso. Essas cultivares exibem uma mistura de desvios em relagcdo a média. O prolongado tempo
para pendoamento (DPP) e florescimento feminino (DPF) sugere que essas cultivares podem ser
mais adaptadas a regides ou sistemas de cultivo onde se beneficiam de um periodo vegetativo mais
extenso. O destaque no indice de espigas (IE) aponta para uma boa produtividade em termos de
formacao de espigas, enquanto o conteudo celular (CC) mais baixo pode influenciar a qualidade da
forragem ou o rendimento global.

Conclusao

A correta escolha de cultivares de milho em sistemas de produgdo organico, em seu
estabelecimento, é primordial para o alcance da sustentabilidade produtiva. Assim, mediante os
resultados deste trabalho, a cultivar BRS 1060 se destacou apresentando os maiores valores de
rendimento de biomassa e de espigas. Contudo, deve-se ressaltar que o hibrido top-cross BRS
2107 e o hibrido triplo BRS 3046 apresentaram valores préximos no rendimento de biomassa e de
espigas (um importante fator determinante para obtencédo de volumoso em qualidade).



XXI Seminario de Iniciagao Cientifica da Embrapa Milho e Sorgo PIBIC/CNPq 23

Referéncias

ALTIERI, M. A. The ecological role of biodiversity in agroecosystems. Agriculture, Ecosystems &
Environment, v. 74, n. 1/3, p. 19-31, 1999. DOI: https://doi.org/10.1016/S0167-8809(99)00028-6.

CREVELARI, J. A.; SOUZA, Y. P.; SANTOS, J. S.; AMBROSIO, M.; GONCALVES, V. M. L.; PEREIRA, M.
G. Adaptability and stability of corn hybrids for silage via genotype and genotype x environment interaction
biplot. Agronomy Journal, v. 115, n. 2, p. 687-697, 2023. DOI: https://doi.org/10.1002/agj2.21240.

FAO. FAOSTAT Food and agriculture data: crops. Rome, 2020. Disponivel em: https://www.fao.org/faostat/
en/#home. Acesso em: 13 ago. 2023.

FERREIRA, A. P. A. L.; OLIVEIRA, L. de; TALAMINI, E. Land use returns in organic and
conventional farming systems: financial and beyond. Organic Agricuture, v. 12, p. 353-371, 2022.
DOI: https://doi.org/10.1007/s13165-022-00392-4.

FISHER, R. A. The design of experiments. In; KOTZ, S.; JOHNSON, N. L. (ed.). Breakthroughs in
statistics. New York: Springer, 2016. p. 66-70.

GLIESSMAN, S. R. Agroecology: the ecology of sustainable food systems. Boca Raton: CRC Press, 2007.

HORRIGAN, L.; LAWRENCE, R. S.; WALKER, P. How sustainable agriculture can address the
environmental and human health harms of industrial agriculture. Environmental Health Perspectives, v.
110, n. 5, p. 445-456, 2002. DOI: https://doi.org/10.1289%2Fehp.02110445.

HOSSARD, L.; ARCHER, D. W.; BERTRAND, M.; COLNENNE-DAVID, C.; DEBAEKE, P;
ERNFORS, M.; JEUFFROY, M. H.; MUNIER-JOLAIN, N.; NILSSON, C.; SANFORD, G. R;;
SNAPP, S. S.; JENSEN, E. S.; MAKOWSKI, D. A meta-analysis of maize and wheat yields in low-
input vs. conventional and organic systems. Agronomy Journal, v. 108, n. 3, p. 1155-1167, 2016.
DOI: https://doi.org/10.2134/agronj2015.0512.

INMET. Estacao Meteoroldgica de Sete Lagoas. Disponivel em: https://mapas.inmet.gov.br/. Acesso: 2
out. 2023.

JAIN, A. K. Data clustering: 50 years beyond K-means. Pattern Recognition Letters, v. 31, n. 8, p. 651-666,
2010. DOI: https://doi.org/10.1016/j.patrec.2009.09.011.

KARNATAM, K. S.; MYTHRI, B.; NISA, W. U.; SHARMA, H.; MEENA, T. K.; RANA, P.; VIKAL, Y.; GOWDA,
M.; DHILLON, B. S.; SANDHU, S. Silage maize as a potent candidate for sustainable animal husbandry
development-perspectives and strategies for genetic enhancement. Frontiers in Genetics, v. 14, 1150132,
2023. DOI: https://doi.org/10.3389/fgene.2023.1150132.

LORI, M.; SYMNACZIK, S.; MADER, P.; DE DEYN, G.; GATTINGER, A. Organic farming enhances soil
microbial abundance and activity: a meta-analysis and meta-Regression. PLoS ONE, v. 12, n. 7, e0180442,
2017. DOI: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0180442.

LYNCH, D. Sustainable agriculture: definitions and terms. Beltsville: National Agricultural Library, 2015.
(Special Reference Briefs Series, 99-02).

MACQUEEN, J. Some methods for classification and analysis of multivariate observations. In: BERKELEY
SYMPOSIUM ON MATHEMATICAL STATISTICS AND PROBABILITY, 5., 1967, Berkeley. Proceedings...
Berkeley: University of California, 1967. p. 281-297.

MONTGOMERY, D. C. Design and analysis of experiments. New York: John Wiley & Sons, 2017.

PAZIANI, S. de F.; DUARTE, A. P.; NUSSIO, L. G.; GALLO, P. B.; BITTAR, C. M. M.;
ZOPOLLATTO, M.; RECO, P. C. Caracteristicas agronémicas e bromatolégicas de hibridos de
milho para producéo de silagem. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 38, n. 3, p. 411-417, 2009.
DOI: https://doi.org/10.1590/S1516-35982009000300002.



24 Eventos Técnicos & Cientificos, 1

ROUSSEEUW, P. J. Silhouettes: a graphical aid to the interpretation and validation of cluster
analysis. Journal of Computational and Applied Mathematics, v. 20, p. 53-65, 1987.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/0377-0427(87)90125-7.

SCOTT, A. J.; KNOTT, M. A cluster analysis method for grouping means in the analysis of variance.
Biometrics, v. 30, n. 3, p. 507-512, 1974. DOI: https://doi.org/10.2307/2529204.

SKINNER, C.; GATTINGER, A.; KRAUSS, M.; KRAUSE, H. M.; MAYER, J.; HEIJDEN, M. G. A. van der;
MADER, P. The impact of long-term organic farming on soil-derived greenhouse gas emissions. Science
Reports, v. 9, article 1702, 2019. DOI: https://doi.org/10.1038/s41598-018-38207-w.

SMITH, J. R.; JOHNSON, A.; JONES, D. Modern experimental designs in agricultural research. Journal of
Agricultural Science, v. 157, n. 8, p. 657-669, 2019.

TABELAS brasileiras de composigado de alimentos para ruminantes. Disponivel em: https://www.cgbal.com.
br/#!/. Acesso em: 13 mar. 2023.

TAYLOR, S. J. Introduction to correlation and regression analysis. In: AGRESTI, A. Statistical methods for
the social sciences. 5. ed. Sao Paulo: Pearson, 2017. p. 136-169.

TILMAN, D.; CASSMAN, K. G.; MATSON, P. A.; NAYLOR, R.; POLASKY, S. Agricultural sustainability and
intensive production practices. Nature, v. 418, p, 671-677, 2002. DOI: https://doi.org/10.1038/nature01014.

WU, J.; CAl, Z.; ZHOU, B. One-way ANOVA based on interval-valued symbolic data. Computational
Statistics & Data Analysis, v. 154, 107115, 2021.



XXI Seminario de Iniciagao Cientifica da Embrapa Milho e Sorgo PIBIC/CNPq 25

Efeito do complexo dos enfezamentos na sanidade de graos de
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Resumo - O complexo dos enfezamentos, composto principalmente por duas bactérias da classe
Mollicutes: Spiroplasma kunkelii e Candidatus Phytoplasma asteris e pelo virus-da-risca do-milho
(Maize rayado fino virus - MRFV), é atualmente o principal problema fitossanitario para a cultura
do milho, com perdas de produtividade podendo chegar a mais de 80%. Os patdgenos colonizam
o floema das plantas, causando alteragdes fisioldgicas e nutricionais nelas, que podem resultar em
efeitos secundarios, como isoporizacdo de colmos (nutrientes exauridos) e podriddao de colmos,
levando ao tombamento de plantas. Outros efeitos sdo a ma formagao de espigas e graos chochos.
A relacdo desse complexo de doengas com a sanidade de graos de milho foi pouco pesquisada e
ha necessidade de informacdes sobre este problema, ja que o enfraquecimento das plantas pode
aumentar a predisposi¢cao delas a infec¢des fungicas. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito do complexo dos enfezamentos na incidéncia de podridao de graos em 35 hibridos comerciais
de milho. O complexo dos enfezamentos apresentou correlagao direta com as podriddes de colmo/
tombamento, com consequente efeito na produtividade.

Termos para Indexagao: Mollicutes, Maize rayado fino virus, graos ardidos

Effect of the stunting complex on the health of corn grains(")

Abstract - The maize stunt complex, composed mainly of two bacteria of the Mollicutes class:
Spiroplasma kunkelii and Candidatus Phytoplasma asteris and the Maize rayado fino virus (MRFV), is
currently the main phytosanitary problem for maize crops, with yield losses that can reach more than
80%. The pathogens colonize the phloem of plants, causing physiological and nutritional changes in
them, which can result in secondary effects such as stalk isoporization (depleted nutrients) and stalk
rot, leading to plant toppling. Other effects include malformation of ears and ear rot incidence. The
relationship between this complex of diseases and the health of corn kernels has been little studied
and there is a need for information on this problem, since the weakening of plants can increase
their predisposition to fungal infections. The aim of this study was to evaluate the effect of the blight
complex on the incidence of grain rot in 35 commercial maize hybrids. The head blight complex
showed a direct correlation with stalk rot, with a consequent effect on productivity.

Index terms: Mollicutes, Maize rayado fino virus, ear rot.
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Introducao

O milho é o segundo grao mais produzido e exportado pelo Brasil, sendo componente base
para a alimentacdo humana e animal. A produgdo e a produtividade estimadas de milho para a
safra 2022/2023 no Pais sdo de 127,767 milhdes toneladas e 5.767 kg/ha, respectivamente
(Acompanhamento da Safra Brasileira de Gréos, 2023). Dentre os fatores que podem afetar a
produtividade do milho, estdo as doencgas, que tém grande impacto na cadeia produtiva. Atualmente,
o complexo dos enfezamentos € o problema fitossanitario mais importante para o milho brasileiro.
O complexo dos enfezamentos é composto por trés patdégenos, o virus Maize rayado fino virus
(MRFV) e duas bactérias da classe Mollicutes: Spiroplasma kunkelii (Whitcomb et al., 1986)
(Mycoplasmatales: Mycoplasmataceae) e Candidatus Phytoplasma asteris (Nault, 1980), causadoras
dos enfezamentos palido e vermelho, respectivamente. Os trés patdgenos séo transmitidos pela
cigarrinha-do-milho Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae). Os efeitos
do complexo sdo multiespigamento, redugdo da altura de plantas, encurtamento de internodios,
aumento no tombamento de plantas e podriddo de colmos e perdas na produtividade (Silva et al.,
2019; Costa et al., 2023).

A associagao do complexo dos enfezamentos com as podriddes de grdos também é
uma possibilidade que deve ser pesquisada, uma vez que o enfraquecimento das plantas pela
doencga pode resultar em predisposigao a infec¢des fungicas. Os principais fungos que colonizam
0s graos sao Stenocarpella maydis, Stenocarpella macrospora, Fusarium verticillioides, Fusarium
graminearum (Gibberella zeae), Fusarium subglutinans, Penicillium spp. e Aspergillus spp. A
colonizagao dos graos pode resultar em apodrecimento, resultando em graos ardidos e podriddes
de espigas. A associagao entre a severidade do complexo dos enfezamentos com a sanidade de
graos de milho ainda necessita de pesquisas. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito dos enfezamentos na incidéncia de podridao de graos em 35 hibridos comerciais de milho.

Material e métodos

O experimento foi conduzido na Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, na safrinha de
2022. A semeadura foi realizada em 18/3/2022. Foram semeados 35 hibridos comerciais de milho
em parcelas com quatro linhas com cinco metros de comprimento. O delineamento experimental
foi em blocos casualizados, com trés repeticbes. A transmissao dos patdégenos do complexo dos
enfezamentos ocorreu de forma natural através da cigarrinha Dalbulus maidis, presente na area
experimental.

Foram realizadas contagens semanais do nimero de cigarrinhas a partir do estagio V2 (duas
folhas expandidas) até o estagio V7-V8 (sete-oito folhas expandidas). A contagem foi realizada em
cinco plantas das duas linhas uteis, totalizando dez plantas/parcela. Aos 49 dias apds a semeadura
(DAS), foi realizada a quantificacdo do numero de plantas com sintomas de raiado-fino para calculo
da incidéncia da doencga. Utilizaram-se as duas linhas Uteis, e a incidéncia foi dada pela férmula:
Incidéncia % = (n° de plantas com sintomas/total de plantas na parcela util) x 100.

A severidade do complexo dos enfezamentos foi avaliada aos 101 DAS utilizando-se escala
de notas de 1 a 6, considerando a média dos sintomas das plantas na parcela, em que 1: auséncia
de sintomas; 2: plantas com menos de 25% das folhas com sintomas, ou seja, folha avermelhada ou
amarelada, ou apresentando faixas cloréticas em sua insergao; 3: plantas com 25% a 50% das folhas
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com sintomas; 4: plantas com 50% a 75% das folhas com sintomas; 5: plantas com mais de 75% das
folhas com sintomas e 6: plantas com morte precoce causada por enfezamentos (Silva et al., 2003).

A quantificagdo de podriddo/tombamento de plantas foi realizada aos 147 DAS, seguindo
a mesma férmula usada para calculo da incidéncia de raiado-fino. As plantas foram consideradas
apodrecidas ao nao suportar a pressao dos dedos.

Aos 178 DAS, as espigas foram colhidas e os graos foram pesados para avaliar a produtividade
a 13% de umidade. A seguir, os graos foram enviados para o Laboratério de Fitopatologia onde
foram avaliados o peso total da amostra, o peso de 100 graos sadios, o peso de graos ardidos e
0 numero de graos ardidos na amostra. O peso total da amostra (g) e o peso de graos ardidos (g)
foram utilizados para célculo do peso percentual de graos ardidos na amostra pela féormula: Peso
percentual de gréos ardidos (%) = (peso de graos ardidos/peso total da amostra) *100.

Para avaliagdo da sanidade, 100 graos sadios (assintomaticos) e os graos ardidos na amostra,
até 100 no total por parcela, foram desinfestados superficialmente por imersdo em hipoclorito de
sodio a 2% por 5 minutos e, em seguida, distribuidos em caixas tipo gerbox, contendo no maximo
25 graos cada.

Foram considerados ardidos os grdos com escurecimento total ou parcial, grdos mofados e
fermentados, conforme a Instrucdo Normativa n® 60 de 23 de dezembro de 2011 (Brasil, 2011). As
caixas gerbox foram mantidas 24 horas em temperatura ambiente para o inicio da germinagao dos
graos e mantidas por mais 24 horas em freezer para que a germinagao fosse inviabilizada.

Apbs esse periodo, as caixas foram mantidas por 10 dias em camara de crescimento de
fungos, com temperatura de 25 + 2 °C sob regime de luz de 12 horas. A incidéncia de fungos nos
graos ardidos e sadios foi avaliada separadamente pela contagem e identificacdo das colbnias,
utilizando estereomicroscopio binocular e microscopio.

Por causa do andamento das analises de sanidade, ainda em execugao, os dados analisados
foram aqueles gerados na primeira repeticdo do experimento. Foi calculado o intervalo de confianga
para peso de graos ardidos (%), complexo de enfezamentos (nota), incidéncia de podridao/
tombamento de colmos (%), de raiado-fino (%), de Fusarium sp. em graos ardidos, sadios e graos
ardidos + sadios. Analise de regressao e de correlacao foi feita entre o complexo de enfezamentos
com o peso de graos ardidos, tombamento de colmos, raiado fino, incidéncia de Fusarium sp. nos
graos e a produtividade e entre os demais fatores.

Resultados e discussao

Houve variacdo na severidade do complexo de enfezamentos, peso de graos ardidos,
podridao de colmo/tombamento de plantas, incidéncia de Fusarium sp. e produtividade dos hibridos
(Tabela 1). As notas para o complexo dos enfezamentos variaram de 2 a 5,67, ndo sendo observado
nenhum hibrido com auséncia de sintomas (Tabela 1). A variagao entre hibridos para o complexo
dos enfezamentos tem sido mostrada em varias pesquisas (Moro et al., 2007; Costa et al., 2019;
Oleszczuk et al., 2020; Faria et al., 2022; Pozebon et al., 2022).

O peso percentual médio de graos ardidos foi de 1,1%, variando, entre hibridos, de 0,09
a 2,40%. A incidéncia média de Fusarium sp. foi de 86,88 e 98,2% em graos sadios e ardidos,
respectivamente. Nos graos sadios, houve uma maior variacdo entre os hibridos, com valores
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entre 50 e 100% de incidéncia de Fusarium sp. Para os graos ardidos, a média variou entre 70 e
100%, sendo que a grande maioria dos hibridos tiveram 100% dos graos colonizados por Fusarium
(Tabela 1). Outros géneros de fungos, como Penicillium sp., Aspergillus sp. e Bipolaris sp., foram
identificados nas amostras, porém em baixa frequéncia entre os hibridos.

A incidéncia média de podriddo/tombamento de colmos foi de 34,6% com grande variacao
entre hibridos, de 0,95 e 90%. Em relacao ao raiado-fino, a média foi de 11,53%, com valores entre
0 e 24% de incidéncia (Tabela 1).

A produtividade variou de 2.453,64 kg/ha a 9.057,63 kg/ha, com os hibridos com as maiores
severidades do complexo dos enfezamentos apresentando as maiores perdas (Tabela 1). Hibridos
com notas abaixo de 3 apresentaram média de produtividade de 7.2496,78 kg/ha; notas entre 3 e
4, médias de 6.618,13 kg/ha; para notas acima de 4 e menores que 5, a média foi de 4.503,87 kg/
ha; e notas acima de 5, a média foi de 3.279,87 kg/ha. Vale ressaltar que a produtividade média no
Brasil é estimada pela Conab, na safra 2022/2023, em 5.767 kg/ha. Entre os 35 hibridos avaliados,
dezoito deles (51,43%), apresentaram produtividade abaixo da média nacional, sendo todos eles
com notas de complexo de enfezamentos acima de 4 (Tabela 1).

Tabela 1. Peso de amostras, de grdos sadios e ardidos, numero e porcentagem de graos ardidos, severidade do
complexo dos enfezamentos, porcentagens de tombamento de plantas, de raiado fino e de Fusarium e produtividade
de trinta e cinco hibridos de milho semeados na safrinha de 2022. Sete Lagoas, MG. 2023.

1 260,46 21,68 517 100 1,98 517 49,75 23,05 100 77 2597,1
2 284,17 18,1 3,87 65 1,36 4,67 56,87 24,55 100 97,45 2903,06
3 297,22 28,19 714 100 24 5,33 15,63 17,68 100 89 2453,64
4 317,07 16,61 597 100 1,88 5 77,09 0 100 9% 271591
5 318,78 19,8 4,6 85 1.44 45 90,91 11,5 70,24 99 3262,93
6 365,45 20,55 5,69 78 1,56 4,33 74,67 16,26 94 9 3945,37
7 377,19 15,54 6,41 100 1,7 5,67 34,04 11,07 9% 84,5 2429,81
8 380,58 233 2,98 55 0,78 4,33 79,04 14,25 98,18 99 4225,47
9 384,25 27,86 4,99 100 1.3 4,67 24,28 16,24 100 100 4786,79
10 387,61 26,66 712 80 1,84 5 72,58 12,83 100 92,5 3591,17
11 405,74 20,23 4,62 68 1,14 45 22,84 13,62 100 82 4692,14
12 410,36 21,43 348 52 0,85 4 37,91 12,49 100 85,53 4697,63
13 417,34 26,28 4,31 58 1,03 4,17 10,34 13,38 100 100 5059,25
14 418,71 19,55 7,25 100 1,73 5 80,48 543 96 100 4529,02
15 4252 334 10,1 100 2,38 5,33 49,02 4,17 99 97 4642,42
16 442,6 19,4 6,61 100 1,49 3,83 49,06 10,71 99 9 5973,45
17 503,5 31,9 9,1 100 1,81 3,83 32,23 13,21 100 96,5 6451,88
18 537,67 25,84 6,2 100 1,15 4,33 27,93 0 99 95 5648,95
19 564,95 25,08 6,5 100 1,15 3 15,63 15,05 100 82,5 6173,5
20 567,1 235 7,77 100 1,37 2,67 34,54 3,92 100 100 8037,39
21 575,62 18,62 223 42 0,39 4,67 36,74 1,96 9 97 5593,74
22 582,17 27,05 141 19 0,24 2 12,16 12,47 100 75 9179,87
23 584,94 33,32 59 67 1,01 3,67 9,17 9,8 100 80 5720,9
24 585,45 31,37 5,54 50 0,95 2,83 0,95 19,98 100 94,67 6211,43
25 586,9 28,85 5,85 100 1 3,33 15,16 20,12 100 98 7634,97
26 597,81 21,5 0,79 12 0,13 3,33 12,88 10,87 100 85,5 7370,66
27 606,95 26,83 1,35 14 0,22 2,33 6,7 15 93,33 92 7195,87
28 609,52 30,95 1,67 21 0,27 317 19,36 22,58 100 81,5 8541,57
29 610,3 18,6 4,48 75 0,73 4,5 63,46 5,21 100 100 4725,87
30 613,36 26,87 4,52 55 0,74 3,33 7,6 16,74 100 94,5 6554
31 620,18 31,73 21 20 0,34 2,33 19,42 12,04 100 97,5 8331,59
32 628,6 26,32 243 20 0,39 2 15,48 8,08 100 99,09 6932,41
33 638,68 25,08 5,84 72 0,91 2,83 23,62 0 93,06 83,62 7619,28
34 656 259 8,23 100 1,25 217 29,95 3,81 100 92 6228,84
35 664,05 22,94 0,59 11 0,09 217 3.41 5,57 100 99,5 9057,63

Médias 492,19 24,6 4,94 69,11 1,11 3,83 34,6 11,53 98,19 92,54 5591,87



XXI Seminario de Iniciagao Cientifica da Embrapa Milho e Sorgo PIBIC/CNPq 29

A analise de regressao foi significativa para a relagao entre o complexo dos enfezamentos
e 0 peso de graos ardidos, as podriddes/tombamento de colmos e a produtividade. Também houve
significancia na relacao de podridées/tombamento de plantas e a produtividade e entre o peso de
graos ardidos e a produtividade (Figura 1, de A-E). Nao houve significancia entre o complexo dos
enfezamentos e a incidéncia de Fusarium sp. em graos do milho. Nenhuma relacao foi significativa
quando se analisou a incidéncia de raiado-fino.
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Figura 1. Relagdo entre complexo dos enfezamentos, tombamento de plantas, peso de graos ardidos, incidéncia de
Fusarium sp. e produtividade de 35 hibridos de milho, Sete Lagoas, MG.
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Houve alta correlagdo positiva entre o complexo dos enfezamentos e o peso de graos
ardidos (0,71), alta e inversa com a produtividade (-0,88) e intermediaria positiva com a podridao/
tombamento de plantas. O peso percentual de graos ardidos e a podriddo/tombamento de plantas
também apresentaram alta correlacao inversa com a produtividade (-0,73) e (-0,63), respetivamente.
Os demais fatores apresentam correlagao intermediaria ou baixa entre si (Tabela 2).

Tabela 2. Correlagdo de Pearson entre complexo dos enfezamentos, peso de graos ardidos (%), podriddo/tombamento de
plantas (%), incidéncia de Fusarium sp. (%), de raiado fino (%) e produtividade de milho (kg/ha). Sete Lagoas, MG. 2022.

Peso gréos ardidos (%) 0,71 - - -
Tombamento (%) 0,59 0,49 - —
Raiado fino (%) 0,05 0,02 -0,16 -
Fusarium assintomaticos 0,12 0,17 0,13 0,1
Fusarium ardidos -0,11 -0,09 -0,42 0,07
Fusarium sadios+ardidos 0,08 0,13 -0,02 0,13
Produtividade (kg/ha) -0,88 -0,73 -0,63 -0,13

Os resultados deste trabalho mostram que ha um forte efeito no aumento do peso de
graos ardidos e podridao/tombamento de colmos causados pelo complexo dos enfezamentos e de
reducao da produtividade pela interacao entre estes fatores. Outros trabalhos também observaram
resultados similares quanto a perda de produtividade (Costa et al., 2019; Souza et al., 2003).

A associacao entre a severidade de complexo dos enfezamentos e o aumento das podriddes
de colmo e tombamento de plantas tem sido observada (Silva et al., 2019; Costa et al., 2023). Vale
ressaltar que o tombamento de plantas devido aos enfezamentos pode ser pela infecgéo por fungos
ou pela exaustao de nutrientes nos colmos, que passam a fornecer nutrientes para as espigas,
tornando-se isoporizadas e frageis. Segundo Costa et al. (2023), a interagédo entre as podriddes de
colmo e o complexo dos enfezamentos € uma grande fonte de preocupac¢ao, uma vez que ambos
sdo altamente agressivos e prejudiciais ao milho, limitam a absorgéo de nutrientes, vias de produgéo
e absorcao, e limitam severamente a absorgao e translocacédo de agua e nutrientes para disparar
orgaos (Costa et al., 2019). Segundo esses autores, esses efeitos combinados afetam seriamente
o desenvolvimento da planta e reduzem substancialmente a produtividade.

Neste trabalho, foi identificado um forte efeito do complexo dos enfezamentos no peso de
graos ardidos. A alta incidéncia de Fusarium mostra que este é o principal fungo em grdos de milho
sujeitos ao complexo dos enfezamentos. A prevaléncia de Fusarium em milho, acima de 90% e
valores altos de incidéncia em graos ardidos e sadios, foi confirmada em trabalhos anteriores (Costa
et al., 2019; Lanza et al., 2014). Costa et al. (2019) identificaram variacao entre hibridos, porém
abaixo do nivel maximo tolerado pela legislagdo brasileira na época, 6%, que obedecia as normas
estabelecidas pela Portaria n® 845/1976. Pelo resultado deste trabalho, de acordo com a legislagéo
atual da Anvisa para o peso de graos ardidos, 21 hibridos ficaram classificados como tipo 2 (peso de
graos ardidos 2%) e 14 com notas abaixo de 1 (peso de graos ardidos até 1%), sendo, portanto, tipo
1. Este resultado acarreta, para os produtores, descontos na hora da comercializacdo dos graos,
dado que nas classificagbes comerciais o0 milho mais comercializado entre os produtores rurais e as
empresas compradoras de graos € o chamado de “argentino” (tipo 2), cuja classificacdo de limite
maximo € 1, mas a negociagao pode sofrer alteracdes (Servigo Nacional de Aprendizagem Rural,
2017).
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Conclusao

Alta incidéncia de Fusarium sp. foi identificada em graos de milho sadios e ardidos.

O complexo dos enfezamentos afetou a qualidade de graos de milho, favorecendo o aumento
do peso de graos ardidos e reduzindo a produtividade.

O complexo dos enfezamentos se correlacionou as podriddes de colmo/tombamento com
efeito na produtividade.
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Efeitos de tratamentos térmicos aplicados em farinhas integrais
de sorgo sobre propriedades antioxidantes de bolos isentos de
gluten

Alexandre Gongalves Teles!", Valéria Aparecida Vieira Queiroz®, e Cicero Beserra de Menezes®

OEstudante de Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei, Bolsista PIBIC do
Convénio CNPg/Embrapa. ®Pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo

Resumo - O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes tratamentos térmicos
empregados na farinha integral de sorgo, antes de sua utilizacdo, sobre as propriedades
antioxidantes de bolos isentos de gluten. Utilizou-se uma receita padrao com modificagdo apenas
nos tratamentos aplicados a farinha de sorgo: (FC) farinha crua; (FT) farinha tostada por torrefacao;
(FCT) farinha crua/tostada (50% de FC+ 50% de FT); (FCo) farinha cozida e seca; (FE) farinha de
sorgo extrudada. Uma formulagao com farinha de arroz foi usada como controle. Foram avaliados
capacidade antioxidante e os teores de antocianinas totais, 3-desoxiantocianinas, compostos
fendlicos totais e taninos. O bolo feito com farinha crua obteve os melhores resultados quanto as
propriedades antioxidantes, com niveis elevados de capacidade antioxidante, compostos fendlicos
e taninos. Os bolos produzidos com as farinhas de sorgo tostada, tostada/crua e extrudada,
embora tenham registrado perdas, ainda retiveram mais de 79% das caracteristicas antioxidantes
daquele feito com farinha crua. A estabilidade de 3-DXAs foi mais afetada pelos tratamentos
térmicos, com perda por volta de 85% . Os bolos contendo farinha de sorgo superaram os de
farinha de arroz em todos os compostos analisados, destacando-se a farinha de sorgo como
ingrediente para a industria de alimentos sem gluten e com potencial funcional.

Termos paraindexagao: Sorghum bicolor (L.) Moench, produtos gluten-free, compostos fendlicos,
alimentos funcionais.

Effects of heat treatments applied to whole sorghun flours on
the antioxidant properties of gluten-free cakes

Abstract - The objective of this work was to evaluate the influence of different heat treatments
used on whole sorghum flour, before its use, on the antioxidant properties of gluten-free cakes.
A standard recipe was used with modifications only in the treatments applied to sorghum flour:
(FC) raw flour; (FT) flour toasted by roasting; (FCT) raw/toasted flour (50% FC+ 50% FT); (FCo)
cooked and dry flour; (FE) extruded sorghum flour. A formulation with rice flour was used as a
control. Antioxidant capacity and levels of total anthocyanins, 3-deoxyanthocyanins, total phenolic
compounds and tannins were evaluated. The cake made with raw flour obtained the best results in
terms of antioxidant properties, with high levels of antioxidant capacity, phenolic compounds and
tannins. Cakes produced with toasted, toasted/raw and extruded sorghum flour, although recorded
losses, still retained more than 79% of the antioxidant characteristics of those made with raw flour.
The stability of 3-DXAs was most affected by heat treatments, with a loss of around 85%. Cakes



34 Eventos Técnicos & Cientificos, 1

containing sorghum flour outperformed those made with rice flour in all compounds analyzed,
highlighting sorghum flour as an ingredient for the gluten-free food industry with functional potential.

Index terms: Sorghum bicolor (L.) Moench, gluten-free products, phenolic compounds, functional
food.

Introducao

O sorgo possui elevada tolerancia a seca e custos de produgdo menores quando
comparados a outros cereais, 0 que o torna uma cultura importante para uso futuro, haja vista a
diminuigéo da disponibilidade de agua no planeta e o aumento da demanda populacional (Schober;
Bean, 2008).

Seus graos integrais se destacam pelas suas propriedades nutricionais e funcionais
altamente benéficas para a saude. Além de serem ricas fontes de fibras, alguns gendtipos podem,
também, fornecer minerais, vitaminas e compostos bioativos. Desse ultimo, destacam-se as
antocianinas, os acidos fendlicos, os taninos e o amido resistente (Awika; Rooney, 2004). Embora
nos paises ocidentais o sorgo seja cultivado quase exclusivamente para alimentagdao animal
(Anunciagao et al., 2017), seu uso para consumo humano tem aumentado, resultado da procura
por alternativas dietéticas livres de gluten, e também de uma clara necessidade de incorporacéo
de cereais integrais na alimentagdo humana (Schober; Bean, 2008).

Uma ampla diversidade de produtos a base de sorgo, por exemplo, cookies, bolos,
paes, massas, cereais matinais, churros, entre outros, ja foi desenvolvida no Brasil e apresenta
aceitagao sensorial positiva (Queiroz et al., 2021). Entretanto, caracteristicas como textura ainda
sdo motivos para otimizagdo da formulagao de alguns produtos feitos com esse cereal. Visando
melhorar essa caracteristica, foram aplicados diferentes tratamentos térmicos na farinha de sorgo
antes de sua utilizagao. Porém, como o calor pode afetar o teor dos compostos bioativos (Queiroz
et al., 2020), o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito desses tratamentos térmicos sobre as
propriedades antioxidantes de bolos sem gluten.

Material e métodos

A farinha do hibrido de sorgo BRS 305, que possui altos teores de compostos fendlicos
totais, taninos (Martinez et al., 2020) e alta capacidade antioxidante, foi obtida na Embrapa Milho
e Sorgo (Sete Lagoas, MG). Os demais ingredientes foram obtidos em comércio local.

As formulagbes dos bolos foram desenvolvidas a partir de uma receita padrao com
modificacdo apenas nos tratamentos aplicados a farinha de sorgo: (FC) farinha crua; (FT)
farinha tostada por torrefacao da farinha crua em forno elétrico (Fischer) a 180 °C por 40 min;
(FCT) farinha crua/tostada (50% de FC+ 50% de FT); (FCo) farinha cozida e seca: obtida pelo



XXI Seminario de Iniciagao Cientifica da Embrapa Milho e Sorgo PIBIC/CNPq 35

cozimento de 124 g de farinha de sorgo crua em 1 litro de agua, em fogo baixo por 40 min
e, posteriormente, submetida a secagem, em estufa (DeolLeo), a 80 °C por 24 horas e moida
em moinho de laboratério (Hawos HM-1); (FE) farinha de sorgo extrudada: obtida na Embrapa
Agroindustria de Alimentos (Rio de Janeiro, RJ), conforme descrito por Vargas-Solérzano et al.
(2014). Para a formulacao controle, foi utilizada a farinha de arroz (FA), por ser a mais usada
em produtos sem gluten. As formulagdes continham os seguintes ingredientes e percentagens:
farinha de sorgo ou de arroz (16%), agucar (21,5%), amido de milho (13%), ovo em pé (3%),
manteiga (9%), goma xantana (0,5%), fermento quimico em p6 (1,5%), agua (35,5%). A proporgéo
foi expressa em base de massa obtida pela soma de todos os ingredientes (394 g). Foram feitas
trés repeticoes de cada formulagdo. Para o preparo dos bolos, os ingredientes secos foram
previamente misturados manualmente, em seguida, foram adicionadas a manteiga e a agua,
sendo, entdo, homogeneizados em batedeira da Oster power 750W por 3 min. Ap6s a massa ficar
homogénea, acrescentou-se o fermento. As misturas foram colocadas em formas de aluminio,
com furo no meio, previamente untadas. O forno elétrico (Fischer) foi pré-aquecido a 180 °C por
15 min, e os bolos foram assados nessa mesma temperatura por 30 min. Depois de esfriados em
temperatura ambiente, os bolos foram desenformados e acondicionados a -18 °C até serem feitas
as analises quimicas.

Para as analises quimicas, as amostras foram previamente liofilizadas em Liofilizador
SL—404 (Solab). A extragéo foi realizada com 1 g da amostra em 25 mL de metanol acidificado
(1% HCI) com agitagdo em mesa agitadora (Nova Etica, modelo 109) a 200 rpm/120 min,
posteriormente, centrifugada a 3.000 rpm/ 10 min e filtrada. A capacidade antioxidante (CA) foi
avaliada utilizando o reagente 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS+) e Trolox
como padrao de referéncia (Awika et al., 2003). Para quantificar os compostos fendlicos totais
(CFT), foi empregado o método de Folin-Ciocalteu (Kaluza et al.,, 1980), com modificagdes. A
absorbancia das amostras foi medida em um espectrofotdmetro (Hitachi U-1100 UV-Visivel) a
600 nm. As 3-DXAs luteolinidina, apigeninidina e seus derivados metoxilados foram analisadas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Yang et al., 2012), com modificagbes. Os
taninos foram quantificados pelo método vanilina-HCI (Price et al., 1978), com absorbancia lida
em espectrofotdmetro a 500 nm.

O delineamento estatistico foi em blocos casualizados (DBC), com seis tratamentos,
em trés repeticbes. Os resultados foram analisados por Anova, e as médias dos tratamentos
foram comparadas por teste de Tukey em nivel de 5% de significancia, utilizando-se o programa
estatistico SISVAR.

Resultados e discussao

A CA dos bolos de sorgo variou de 8,88 (FCo) a 30,61 ymol TE.g-1 (FC). Ja o controle
feito com FA foi de 3,48 ymol TE.g-1. A CA do bolo feito com FT e a do feito com FCT foram
estatisticamente iguais (P<0,05), apresentando retencées da CAde 94,6 e 93,4%, respectivamente,
em relacao a FC (Tabela 1). Assim, o calor umido (FCo) proporcionou maiores perdas que o calor
seco (FT e FCT). Esse resultado corrobora o de Cardoso et al. (2014), que também observaram
maiores perdas em farinha de sorgo tratada com calor imido em comparagéo com o calor seco
(Tabela 1).
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Tabela 1. Capacidade antioxidante (CA, pmol TE g-1)* e teores de compostos fendlicos totais (CFT, mg GAE g-1)* e ta-
ninos (TAN, mg CE g-1)* das formulagbes a base de farinha de sorgo BRS 305 pré-tratada e farinha de arroz (controle).

Farinha crua (FC) 30,61 a - 3,38a - 0,8a
Farinha tostada (FT) 29,02b 94,6 331a 98 Ob
Farinha crua/tostada (FCT) 28,61b 93,4 2,86 b 84,6 Ob
Farinha extrudada (FE) 23,95¢ 79,8 257b 77,2 Ob
Farinha cozida (FCo) 8,88 d 29,2 1,73 ¢ 51,6 O0b
Farinha de arroz (FA) 348e N/A 1,20d N/A Ob

* Médias seguidas de letras diferentes dentro da mesma coluna séao significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05).

Os maiores teores de CFT foram detectados nos bolos contendo FC e FT, seguidos por
aqueles contendo FCT e FE. O menor valor foi encontrado no boloc com FCo. Anunciagao et al.
(2017), comparando o conteudo de compostos bioativos de cereais matinais de sorgo integral e
de trigo, encontraram teores de fendlicos totais de 1,11 mgGAE g-1, menor que os dos bolos
produzidos com farinhas de sorgo deste estudo (entre 1,73 mg GAE g-1 e 3,38 mg GAE g-1), mas
proximo do conteudo do bolo com farinha de arroz (1,20 mg GAE g-1).

Os taninos foram detectados apenas nos bolos contendo FC (0,8 mg CE g-1). Vale ressaltar
que os processamentos aplicados na farinha podem ter provocado mudancgas na estrutura quimica
ou complexacao dos taninos com outros componentes das formulacdes, influenciando em sua
extracdo/quantificacao e nos resultados obtidos.

Em geral, a FC se destacou, apresentando maiores valores de CA, CFT e TAN, sugerindo
uma opg¢ao potencialmente mais saudavel e com menor consumo energético, portanto mais
sustentavel. Por outro lado, na formulacao feita a partir da FCo, as perdas de CFT e da CA foram
mais significativas (50% e 71%, respectivamente), evidenciando que o pré-tratamento da farinha
com calor umido (cozimento) € uma desvantagem, pois afeta suas propriedades funcionais. Esses
resultados corroboram os estudos de Hithamani e Srinivasan (2014), os quais relataram perda média
de 50,9% e 42,9% dos compostos fendlicos no sorgo apos submeter o cereal, respectivamente, ao
cozimento umido sob pressao (103.421 pascals, 15 min) e a fervura em panela aberta (10 min).

No entanto, é importante salientar que as formulagdes produzidas com FT, FCT e FE, embora
tenham sofrido perdas em suas propriedades antioxidantes, ainda apresentaram retengdes entre
79,8 € 94,6% na CA e de 77,2 a 98,9% nos CFT, em relacdo a FC. Esses resultados mostram que,
mesmo sofrendo dois tipos de tratamentos térmicos, os produtos feitos com essas farinhas (FT,
FCT e FE) continuam sendo uma boa alternativa para uso em produtos sem gluten com potencial
funcional.

O total de 3-DXAs variou de 2,12 (FCo) a 13,87 ug g-1 (FC) (Tabela 2). Nao foram
detectadas 3-DXAs na formulagao controle (FA). Lut e 5-Lut foram as principais 3-DXAs encontradas
nas formulagcdes com as farinhas de sorgo. Cardoso et al. (2014) também relataram maiores
quantidades de Lut e 5-Lut (32,1% e 30,7% do total de 3- DXAs) nas farinhas de sorgo processadas
domesticamente.
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Os teores de Api e 7-Api foram relativamente baixos em todas as formulagdes. A farinha crua
apresentou maior teor de Api e de 7-Api. Cardoso et al. (2014) relataram que o processamento pode
reduzir a concentragdo desses compostos por mecanismos ainda desconhecidos.

Tabela 2. Teores de 3-desoxiantocianinas (3-DXAs, ug g-1)* das formulagdes feitas com farinha de sorgo BRS 305 pré-
-tratadas e com farinha de arroz (controle).

Farinha crua (FC) 4,04 a 815a 0,10a 1,58a 13,87a -

Farinha tostada (FT) 0,65c¢c 2,74 c Ob Oc 3,39¢c 24,6
Farinha crua/tostada (FCT) 2,03b 6,78 b 0b 054 b 9,36 b 67,5
Farinha extrudada (FE) 0,69c 3,03¢c Ob Oc 3,71c 26,8
Farinha cozida (FCo) 0,08d 2,03¢c Ob Oc 212d 15,3
Farinha de arroz (FA) od 0od Ob Oc Oe N/A

*Lut: Luteolinidina; 5-Lut: 5-metoxiluteolinidina; Api: Apigeninidina; 7-Api: 7-metoxiapigeninidina. Médias seguidas de letras diferentes dentro da
mesma coluna sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P<0,05).

Em relagcdo ao bolo feito com FC, a maior retencdo de 3-DXAs foi obtida naquele feito
com FCT (67,5%). Os demais pré-processamentos sofreram com perdas superiores. Cardoso et
al. (2014) observaram estabilidade das 3-DXAs em todos os processamentos  com calor seco,
reduzindo somente no processamento com calor umido. Essas perdas de 3-DXAs do sorgo podem
ser atribuidas a combinacao do excesso de temperatura e de tempo de processamento, visto que,
exceto pela FC, as demais formula¢des sofreram dois tratamentos térmicos. O grau de instabilidade
e os produtos de degradacdo dependem da intensidade (temperatura e tempo) e da natureza do
aquecimento (Patras et al., 2010).

Conclusao

O bolo feito com farinha de sorgo crua apresentou melhores resultados em capacidade
antioxidante, compostos fendlicos e taninos. Na formulagdo com farinha cozida, o pré-processamento
por calor umido (cozimento) prejudicou suas propriedades antioxidantes. As farinhas de sorgo
tostada, tostada/crua e extrusada também tiveram perdas, mas retiveram mais de 79% das
caracteristicas em comparacao com a farinha crua. A estabilidade de 3-DXAs foi mais afetada pelos
tratamentos térmicos, com cerca de 85% de perda. Os bolos contendo farinha de sorgo superaram
os de farinha de arroz em todos os compostos analisados, destacando-se a farinha de sorgo com
um potencial antioxidante superior. Embora o bolo de farinha de sorgo crua tenha preservado melhor
as propriedades antioxidantes, com menor dispéndio energético, ha necessidade de uma avaliagédo
sensorial para confirmar sua superioridade em relagao aos demais tratamentos.
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Estoque de carbono em solo arenoso sob sistema Integracao
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Resumo - Com os efeitos das mudancgas climaticas globais, ha demanda para o desenvolvimento
de sistema agropecuarios de produgdo mais sustentaveis. Assim, os sistemas integrados, como
a Integracao Lavoura-Pecuaria-Floresta (ILPF), surgem como alternativas pelos beneficios ja
comprovados em pesquisa, por exemplo, o maior estoque de carbono (C) no solo. Neste sentido,
em dezembro de 2018, foi instalado experimento com o sistema ILPF na Fazenda Trijuncéo,
BA, sobre solo arenoso (110 g kg-1 de argila), com o cultivo de culturas por dois anos, e depois
braquiaria Piata, com o eucalipto. Para avaliagdo do estoque de C no solo, foi realizada amostragem
em abril de 2022 (3,5 anos apés a implantagdo do ILPF). As amostras de solo foram coletadas
em minitrincheiras préximas aos renques do eucalipto na posicéo linha e no centro, entre dois
renques, em trés das 15 parcelas da area experimental de 15 hectares. Foram coletadas amostras
indeformadas em cada uma das trés paredes da minitrincheira, nas profundidades de 0 cm — 10
cm; 10 cm — 20 cm; e 20 cm — 30 cm para analise da densidade do solo e teor de C total. No
geral, houve maior estoque de C no solo arenoso sob sistema ILPF, na posi¢gdo mais proxima das
arvores de eucalipto (linha), em comparagdo com o estoque sob Cerrado nativo. Ja dentro do
sistema ILPF, ndo houve diferenga no estoque de C no solo considerando as posi¢des no centro
ou na linha. Concluiu-se que a implantagéo do sistema ILPF favorece o estoque de carbono em
solo arenoso em comparagao com area de Cerrado nativo, pelos multiplos beneficios advindos
deste sistema, principalmente na posig¢ao préxima aos renques do eucalipto.

Termos para indexacgao: sistemas integrados, agricultura baixo carbono

Carbon stock in sandy soil under an Integrated Crop-
Livestock-Forestry system in Western Bahia™

Abstract - Because of global climate change, there is a demand for the development of more
sustainable agricultural systems. As a result, integrated systems like Integrated Crop-Livestock-
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Forestry (ICLF) are emerging as alternatives, offering proven benefits, such as increased
carbon (C) stock in the soil. In December 2018, an ICLF system experiment was established
at Fazenda Trijungao, BA, on sandy soil (110 g kg-1 clay).The system included crops for two
years followed by Urochloa brizantha cv. Piata and eucalyptus. To evaluate the carbon stock in
the soil, sampling was conducted in April 2022 (3.5 years after the ICLF implementation). Soil
samples were collected in two mini-trenches: one near the eucalyptus trees and another one in
the center between two groves. The experiment consisted of 15 plots, one hectare each one,
in a total of 15-hectare experimental area. Undisturbed samples were taken from each of the
three mini-trench walls at depths of 0—10 10-20, and 20-30 cm for analysis of bulk density and
total C content. The results showed a higher C stock in the sandy soil under the ICLF system,
particularly in the row position closest to the eucalyptus trees, when compared to the native
Cerrado soil. Within the ICLF system, there was no significant difference in C stock between
the positions in the center and the row. The study concluded that implementing the ICLF system
enhances C storage in sandy soils compared to native Cerrado, largely due to the multiple
benefits of this integrated system, especially near the eucalyptus trees.

Index terms: integrated systems, low carbon agriculture.

Introducao

O modo com que o ser humano realiza diferentes atividades interfere no ambiente que o
cerca. Um exemplo disso é a intensificagado do potencial de aquecimento global da atmosfera,
a qual tem sido causada pelas emissdes de gases de efeitos estufa advindos de agdes como o
aumento do consumo de combustiveis fosseis e 0 mau uso da terra (Oliveira et al., 2018). No
processo denominado “efeito estufa”, alguns gases possuem papel de destaque, como diéxido
de carbono (CO2) e 6xido nitroso (N20), sendo o CO2 responsavel por mais da metade do
aquecimento global (Oliveira et al., 2018).

No cenario da agricultura, observa-se que o preparo convencional do solo, com o
revolvimento dele, estimula a perda de matéria orgénica (MO) e, consequentemente, sua
acentuada oxidagao (Troian et al., 2020). Isso ocasiona baixo estoque de carbono(C) no solo,
0 que se agrava nos solos arenosos, que apresentam baixa capacidade de prote¢cdo da MO
pelo seu baixo teor de argila.

Outro processo que aumenta a emissao de gases de efeito estufa e prejudica o estoque
de carbono no solo é a degradacao das pastagens, ocasionada pelo baixo nivel tecnolégico
implementado. Uma alternativa para reverter esse quadro ¢é a intensificagao agropecuaria, por
meio dos sistemas integrados de producgao. Ha diversos arranjos envolvendo as plantas, como
a Integracao Lavoura-Pecuaria-Floresta (ILPF), que integra os componentes vegetal, animal e
arboreo na mesma area (Balbino et al., 2011).

Os beneficios advindos desse sistema ocorrem pela complementaridade, diversificacao
e sinergia entre seus componentes e envolvem a melhoria dos atributos fisicos, quimicos e
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biolégicos do solo. Além disso, o sistema aumenta a produtividade; o bem-estar animal; a
eficiéncia na utilizacao dos insumos; o efeito “poupa terra”; a neutralizagcdo da emissao de
gases de efeito estufa; o sequestro de carbono; entre outros (Balbino et al., 2011; Costa et al.,
2012; Reis et al., 2020).

Nesse contexto, este trabalho teve o objetivo de avaliar o estoque de carbono em solo
arenoso sob sistema ILPF, em diferentes posi¢cbes em relagdo aos renques de eucalipto, em
comparacao com o Cerrado nativo.

Material e métodos

A area em estudo esta localizada na Fazenda Trijungdo, municipio de Jaborandi, BA.
O solo é classificado como Latossolo Amarelo Distrofico tipico, textura arenosa (110 g kg-1 de
argila), e estava coberto com pastagem degradada de U. brizantha cv. Marandu. A vegetacao
original do local é de Cerrado “strictu sensu”. O clima da regi&do é do tipo Aw, pela classificacéo
de Kdéppen e Geiger, caracterizando-se como quente e seco, com chuvas concentradas no
verao e temperatura média de 24 °C1. A altitude local é de 933 m, e a precipitacdo média anual
varia de 700 mm a 1.400 mm, com déficit hidrico pronunciado do final de abril a outubro.

O eucalipto foi plantado em 15 renques com 400 m de comprimento, em espagamento
de 2 m entre plantas e de 25 m entre renques, totalizando uma area de 15 ha. As culturas
anuais foram cultivadas no meio dos renques de eucalipto, nas safras 2018/2019 (girassol,
soja, feijao caupi, sorgo forrageiro (SS 318 e Volumax)) e 2019/2020 (sorgo forrageiro - BRS
658, BRS Ponta Negra, Capim sudao BRS Estribo e Volumax e milhetos - ADR 300 e ADR 6010)
em consorcio com a U. Brizantha cv. Piata. Entretanto, devido ao precario estabelecimento da
pastagem de Piata, houve necessidade de novo semeio da pastagem em novembro de 2020.
As amostras de solo foram coletas em mini trincheiras

Para avaliacao do estoque de carbono no solo, foram realizadas amostragens a partir
abril de 2019, sendo apresentada neste trabalho a amostragem realizada em abril de 2022,
ou seja, cerca de 3,5 anos apos a implantacao do sistema ILPF. Para as amostragens de solo,
foram realizadas minitrincheiras proximas aos renques do eucalipto (Linha — ILPF-L) e no
centro entre dois renques (Centro — ILPF-C), em trés das 15 parcelas da area experimental. Foi
coletada uma amostra indeformada de solo, em cada uma das trés paredes da minitrincheira,
com anel volumétrico (anel com 7 cm de altura) nas profundidades de 0 cm—10 cm; 10 cm-20
cm; e 20 cm-30 cm. Nessas amostras indeformadas, foram analisados a densidade do solo e
o teor de carbono total (C por calcinacdo a 1.200 °C), necessarios para calculo de estoque de
C no solo, sendo coletado um total de trés amostras simples para cada profundidade em um
hectare de area, para formar uma composta para cada 5 ha (area de 15 ha foi dividida em trés
blocos) (Teixeira et al., 2017). O estoque de carbono foi calculado conforme Urquiaga et al.
(2016), tendo sido realizada a correcdo na camada subsuperficial (20 cm—-30 cm).

Os resultados foram submetidos ao teste de médias ao nivel de 5% de probabilidade,
utilizando o programa SISVAR (Ferreira, 2011).

" Disponivel em: https://pt.climate-data.org/america-do-sul/brasil/bahia/jaborandi-312741/
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Resultados e discussao

De maneira geral, houve maior estoque de carbono no solo arenoso sob sistema ILPF,
na posicdo mais proxima as arvores de eucalipto (Linha — L), em comparagéo com o estoque
sob Cerrado nativo (Figura 1). Apenas na profundidade de 20 cm—30 cm nao houve diferenca
entre os tratamentos (Figura 1). Ja dentro do sistema ILPF, ndo houve diferenca no estoque de
C no solo considerando as posi¢cdes no centro ou na linha (Figura 1).

O maior estoque de C proximo ao renque do eucalipto pode ser explicado pela
contribuicao das arvores, com relagao as suas raizes, formacao de microclima que favorece a
ciclagem de nutrientes, atividade biolégica, aporte de material vegetal, etc.

O estoque de C no ILPF na camada de 0 cm-20 cm foi de 9,4 Mg ha-1 (média das duas
posicoes) e, segundo Almeida e Alves (2020), é classificado como baixo para a classe dos
solos arenosos. Entretanto, cabe ressaltar que a avaliagao foi realizada com apenas cerca
de 3,5 anos de implantacdo do sistema ILPF, e o acumulo de C no solo demanda tempo,
principalmente considerando-se os solos arenosos.

Trabalho de Ferreira et al. (2022) conduzido em Luis Eduardo Magalhaes, BA, em solo
arenoso, bastante semelhante ao deste trabalho, mas com avaliagcédo do estoque de C no solo
com diferentes manejos de culturas anuais, algodao, soja e milho, por cinco anos, mostrou
valores de 9,3 Mg ha-1 e 20,1 Mg ha-1 de C acumulado na area de Cerrado, nas camadas de 0
cm-20 e 0 cm—40 cm de solo, respectivamente, e uma variacéo de 16,2 Mg ha-1 a 18,7 Mg ha-1
na camada de 0 cm—20 cm, envolvendo as culturas anuais em sistema plantio direto, e uma
variagcao de 31,7 Mg ha-1 a 37,5 Mg ha-1 considerando a camada de 0 cm—40 cm. Observa-se
gue o valor do estoque de C do Cerrado na camada de 0 cm—20 cm em Ferreira et al. (2022)
esta préximo ao obtido neste trabalho (6,99 Mg ha-1, camada de 0 cm—20 cm), enquanto os
valores das culturas anuais estdo acima em relagao ao sistema ILPF deste trabalho (média das
duas posic¢oes de 9,4 Mg ha-1, 0 cm—20 cm).

Quanto as posi¢des em relagdo aos renques de eucalipto, Assis et al. (2015) em trabalho com
avaliacao dos atributos fisicos em sistemas de ILPF encontraram variacado da qualidade fisica
do solo em relacéo a posicdo de amostragem em referéncia a linha de arvores de eucalipto. Ja
em Viana et al. (2016) nao foram observadas diferencas entre os arranjos de eucalipto e o local
de amostragem para os teores de carbono e para as quantidades de carbono orgéanico total.
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Figura 1. Estoque de carbono no sistema ILPF (centro-C e linha-L) e no Cerrado nativo, nas profundidades de 0 cm-10
cm, 10 cm—20 cm, 20 cm-30 cm e 0 cm-30 cm (total).

Observagdo: médias seguidas pela mesma letra no diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

Conclusao

A implantacdo do sistema ILPF favorece o estoque de carbono em solo arenoso em
comparagcdo com a area de Cerrado nativo, pelos multiplos beneficios advindos deste sistema,
principalmente na posigao proxima aos renques do eucalipto. Considerando apenas o sistema ILPF,
o estoque de carbono independe da posi¢ao avaliada em relacdo aos renques de eucalipto.
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Impacto dainoculacao e coinoculacao de Azospirillum e Bacillus
na taxa de colonizacao de fungos micorrizos em plantas de
milho sob diferentes doses de féosforo

Carolina Ramos Campos!, Victor Alef Rodrigues(?) e Christiane Abreu de Oliveira Paiva®

(Estudante do Curso de Agronomia da Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei, Bolsista PIBIC do
Convénio CNPg/Embrapa. @ Estudante do Curso de Agronomia da Universidade Federal de Sao Joao del-
Rei. ©) Pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo

Resumo - O milho (Zea mays L.) é uma cultura muito importante na agricultura mundial,
sendo o segundo cereal mais cultivado. O objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto
da inoculagao e coinoculagdo de cepas dos géneros Azospirillum e Bacillus na taxa de
colonizagao inicial de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), em plantas de milho
associadas a diferentes doses de fésforo (P). O ensaio foi realizado em casa de vegetacao
da Embrapa Milho e Sorgo. O delineamento experimental foi em blocos casualizados, em
esquema fatorial (7 x 3) x 4 repetigdes, sendo os tratamentos BO (sem inoculantes); A1
(Azospirillum 1); A2 (Azospirillum 2); B119+B2084 (Bacillus megaterium + B. subtilis); A1
x B119+B2084 (A1 x B. megaterium+ B. subtilis); A2 x B119+B2084 (A2 x B. megaterium+
B. subtilis) e A1 x A2 x B119+B2084 (A1 x A2 x B. megaterium +B. subtilis), em trés niveis
de adubacéo fosfatada: supertriplo (TSP), sendo PO (sem P), 50% TSP (50 kg P205 ha-
1) e 100% TSP (100 kg P205 ha-1). O plantio foi realizado com cinco sementes por vaso,
sendo que apods 20 dias de germinagao foram retiradas duas plantas de cada vaso, e foram
coletadas as raizes finas, para avaliacido da taxa de colonizacdo micorrizica nativa. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e comparados por meio do teste de Scott-
Knott 5%. Os resultados indicaram que houve diferenga estatisticamente significativa. Os
tratamentos sem aplicacao de fésforo apresentaram as maiores médias de colonizacao por
FMA, enquanto as doses de P reduziram essa colonizagcao. A coinoculacdo das cepas de
Azospirillum e Bacillus favoreceu a colonizagao das raizes pelos FMAs, indicando beneficios
para o desenvolvimento vegetal e a absorgao de nutrientes.

Termos para indexagao: inoculante, micorriza, adubacéao fosfatada.

Impact of inoculation and co-inoculation of Azospirillum and
Bacillus on the colonization rate of mycorrhizal fungi in maize
plants under different doses of phosphorus

Abstract - Maize (Zea mays L.) is a very important crop, being the second most cultivated
cereal in the world. The objective of this work was to evaluate the impact of inoculation and
co-inoculation of strains of the genera Azospirillum and Bacillus on the initial colonization
rate of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) in maize plants associated with different doses of
phosphorus (P). The test was carried out in a greenhouse at Embrapa Milho e Sorgo. The
experimental design was in randomized blocks, in a factorial scheme (7 x 3) x 4 replications.
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The treatments were BO (without inoculants); A1 (Azospirillum 1); A2 (Azospirillum 2);
B119+B2084 (Bacillus megaterium + B. subtilis); A1 x B119+B2084 (A1 x B. megaterium+
B. subtilis); A2 x B119+B2084 (A2 x B. megaterium+ B. subtilis) and A1 x A2 x B119+B2084
(A1 x A2 x B. megaterium +B. subtilis), in three levels of phosphate fertilizer: super triple
(TSP), being PO (without P), 50% TSP (50 kg P205 ha-1) and 100% TSP (100 kg P205
ha-1). Planting was carried out with five seeds per pot; after 20 days of germination, two
plants were removed from each pot, and the fine roots were collected to evaluate the rate
of native mycorrhizal colonization. The data were subjected to analysis of variance and
compared using the 5% Scott-Knott test. The results indicated that there was a statistically
significant difference. Treatments without application of phosphorus showed the highest
averages of AMF colonization, while P doses reduced this colonization. Co-inoculation of
Azospirillum and Bacillus strains favored root colonization by AMF, indicating benefits for
plant development and nutrient absorption.

Index terms: inoculant, mycorrhiza, phosphate fertilizer.

Introducao

O milho (Zea mays L.) € uma cultura muito importante na agricultura mundial, sendo
o segundo cereal mais cultivado para consumo humano. Sua relevancia é inegavel, ja que
desempenha um papel fundamental na seguranca alimentar de muitas populagcbdes ao
redor do mundo (Monje, 2011). O notavel sucesso dessa graminea vem da capacidade de
adaptacao a diversas condi¢des climaticas, aliada a sua alta produtividade e ao seu valor
nutricional, além de ser uma matéria-prima essencial para multiplos usos na industria e
na esfera socioeconédmica (Schons, 2006).

O fosforo (P) € o segundo nutriente mais requerido pelas plantas e também o que
mais limita a produgéo agricola (Weil; Brady, 2017). Esse nutriente exerce papel importante
no metabolismo vegetal, por participar de fotossintese, respiragdo, armazenamento e
transferéncia de energia (Buchanan et al., 2015). No desenvolvimento da cultura do
milho, o P desempenha um papel de extrema importancia, especialmente no periodo de
florescimento, atingindo sua demanda maxima quando os grdos comeg¢am o enchimento
(Vasconcellos et al., 2000).

Porém a disponibilidade de P no solo & limitada e, consequentemente, ha
necessidade de aplicacdo de altas doses desse nutriente via fertilizantes fosfatados
(Coelho; Alves, 2003; Viruel et al., 2014). No entanto, esses fertilizantes sdo derivados
de fosfato de rocha mineral, um recurso finito, além de ser de alto custo para o produtor
(Gilbert et al., 2009; Fernandez et al., 2012).

Entretanto, com o manejo inadequado dos solos e a utilizagdo da adubagao
impropria, torna-se necessario o desenvolvimento de novas tecnologias, como o0s
inoculantes bioldgicos, contribuindo para o aumento de produtividade, complementando
parte da adubacéo quimica e consequentemente reduzindo custos das lavouras. Esses
inoculantes a base de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) fornecem
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melhorias que vao desde as caracteristicas para promover o crescimento da parte aérea e
das raizes das plantas até a melhora da protecdo enzimatica e de condi¢cdes de estresses
bidticos e abidticos inerentes a atividade agricola (Hungria et al., 2010; Florio et al., 2019;
Aydinoglu et al., 2020; Porto et al., 2020).

Outromicrorganismo de sumaimportancia paraas plantas sdo os fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs). As plantas, na tentativa de contornar barreiras buscando superar as
limitagdes de fosforo no solo, estabelecem mecanismos capazes de aumentar a eficiéncia
na absorcao de P, por meio da produgao de estruturas, como as hifas, longas e finas, que
interagem com as raizes, aumentando assim a area de contato com o solo explorado
(Moreira; Siqueira, 2006).

Nesse contexto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o impacto da inoculagéo e
coinoculacao de cepas dos géneros Azospirillum e Bacillus na taxa de colonizagao inicial
de FMAs, em plantas de milho associadas a diferentes doses de P.

Material e métodos

O experimento foi conduzido em vasos na casa de vegetacdo da Embrapa Milho
e Sorgo, utilizando solo caracterizado como Latossolo Vermelho Distrofico tipico, com
as seguintes caracteristicas quimicas e fisicas: pH H20 = 5,2; Al = 0,4 cmolc dm-3;
Ca = 2,5 cmolc dm-3 Mg = 0,24 cmolc dm-3; SB (soma de bases) = 11,84 cmolc dm-3;
P=2,2 mg dm-3; K = 30,3 mg dm-3; V (saturacédo de bases) = 23,2% e teor de argila
= 74,0 dag kg1.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, em esquema fatorial
(7 x 3) x 4 repeticdes , sendo os tratamentos BO (sem inoculantes); A1 (Azospirillum
1); A2 (Azospirillum 2); B119+B2084 (Bacillus megaterium + Bacillus subtilis); A1 x
B119+B2084 (Azospirillum 1 x Bacillus megaterium+Bacillus subtilis); A2 x B119+B2084
(Azospirillum 2 x Bacillus megaterium+Bacillus subtilis) e A1 x A2 x B119+B2084
(Azospirillum 1 x Azospirillum 2 x Bacillus megaterium+Bacillus subtilis), em 3 niveis
de adubacéo fosfatada: supertriplo (TSP), sendo PO (sem P), 50% TSP(50 kg P205
ha-1) e 100% TSP (100 kg P205 ha-1).

O plantio foi realizado com cinco sementes/vaso, sendo que apoés 20 dias
de germinagao foram retiradas duas plantas/vaso e coletadas as raizes finas, para
avaliacao da taxa de colonizagdo micorrizica nativa.

Duas cepas de Azospirillum (A1 e A2) foram selecionadas da Colecéao
Multifuncional de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo, classificadas
anteriormente como bactérias fixadoras de nitrogénio e capazes de promoveram o
crescimento do milho em condi¢gdes hidropdnicas e/ou campo (Sousa et al., 2018).

As duas cepas de Bacillus, B119 (Bacillus megaterium) e B2084 (B. Subitilis),
sao bases de um inoculante liquido (produto comercial [registro comercial n® PR
000497-9.000045 no Ministério da Agricultura e Pecuaria (Mapa)]).

Os tratamentos contendo essas cepas (B119 e B2084) foram aplicados na
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concentracao de 4 x 109 UFC mL-1 na dose de 100 mL ha-1 (recomendacao do
fabricante). Para o preparo do inoculante das cepas de Azospirillum, os microrganismos
foram crescidos em caldo nutritivo TSB, por trés dias, a 28+ 2 °C, sob agitagao
constante de 120 rpm. Apds o periodo de incubacéo, as culturas foram centrifugadas
por 10 minutos, a 6.000 rpm e ressuspendidas em solugéo salina [0,85% (m/v) NaCl].
As suspensdes bacterianas foram ajustadas a absorbéancia igual a 1, em comprimento
de onda de 540 nm, e foram aplicados na concentragédo de 4 x 109 UFC mL-1 na dose
de 150 mL ha-1. Em seguida, foram adicionadas ao veiculo (produto comercial Bioma
Fix® em po), na proporgao de 30% (m/v) do total de inoculante liquido. O inoculante
(bactéria + veiculo) foi peletizado as sementes de milho.

Para a avaliacao da colonizagao micorrizica nativa, as raizes finas foram lavadas
em agua corrente e emergidas em 45 mL de solugdo de KOH 10% e autoclavadas por
5 minutos. Em seguidas, foram lavadas novamente e incubadas em uma solugao de
45 mL de HCI a 1% por 60 minutos, sendo entdo adicionados 10 mL do corante azul
de trypan a 0,05%. Elas foram depois levadas a banho-maria a 90 °C por 45 minutos.
Apds finalizar esse processo, retirou-se o excesso de corante, lavando-se as raizes
em agua deionizada. Em seguida, o material foi avaliado em lupa estereoscopica. A
porcentagem de colonizagdo micorrizica foi determinada em segmentos de raizes
de aproximadamente 5 cm de comprimento colocados em placa quadriculada, sendo
consideradas positivas raizes que apresentavam estruturas de fungos micorrizicos,
sejam arbusculos, hifas ou vesiculas, e negativas aquelas com auséncia dessas
estruturas (Gionvannetti; Mosse, 1980; Gongalves et al., 2016).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, e, quando ocorreram
diferencas significativas (p<0,05), as médias foram comparadas pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade no software Sisvar 5.3 (Ferreira, 2011).

Resultados

Os resultados indicaram que houve diferenga estatisticamente significativa.
Ao analisar o efeito da inoculagcdo e da coinoculagdo dentro de cada fonte de P,
observou-se que nao ocorreu diferenga significativa entre os tratamentos inoculados
e o controle ndo inoculado dentro do nivel 0% de P (sem adubacao fosfatada) (Figura
2 A). Entretanto, houve diferencas significativas em relagdo ao controle (BO) nos
tratamentos em que o milho foi inoculado somente com as duas estirpes de Bacillus
(B119+B2084), e inoculado com o Azospirillum (A2), ambos com adubac&o de 50%
(Figura 2 B).

Na adubacédo com 100%P, ocorreu colonizagao superior significativa em relagéo
ao controle nao inoculado (B0), para os tratamentos inoculado com as duas cepas de
Bacillus (B119+B2084), Azospirillum (A1), Azospirillum (A2), e para a combinagao
(coinoculagao) do Azospirillum 2 com as duas cepas de Bacillus (Azospirillum 2 x
Bacillus megaterium+Bacillus subtilis) (Figura 2C)
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Figura 1: Taxa média da colonizagdo micorrizica em plantas de milho inoculadas e coinoculadas com Bacillus e
Azospirillum, sob diferentes niveis de fosforo, aos 20 dias apds germinagéo (A); sem adubagao (P0); (B) 50% TSP; (C)
100% TSP. Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas indicam que os tratamentos néo diferem significativamente
pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

Conclusao

O trabalho mostrou que a dose de P afeta a colonizagcao das raizes por FMAs. De
modo geral, os tratamentos sem aplicagado de fésforo alcangaram as maiores médias de
colonizagao por FMA, enquanto as doses (50% P e 100% P) reduziram essa colonizagéo,
como esperado.

A coinoculacao das cepas de Azospirillum e Bacillus demonstrou um efeito favoravel
na colonizacido das raizes de milho pelos FMA, indicando um potencial beneficio para o
desenvolvimento vegetal, promovendo, assim, uma melhor absorgdo de nutrientes pelas
plantas.

Esses resultados s&o relevantes para melhorar praticas agricolas, especialmente na
aplicacao de fosforo e no uso de inoculantes microbianos, otimizando o desenvolvimento
das culturas de forma sustentavel, com beneficios para a produtividade agricola.
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Resumo - O estresse hidrico causa perdas significativas no rendimento da produgao agricola em
todo o mundo. As consequéncias climaticas imprevisiveis e 6bvias do aguecimento global aumentam
ainda mais a preocupagao crescente com a disponibilidade limitada de agua para a agricultura.
O uso de bactérias promotoras de crescimento vegetal apresenta-se como uma alternativa
promissora para aumentar a producao agricola em condicbes desfavoraveis, principalmente pelo
baixo custo e reduzido impacto ambiental. Este trabalho teve como objetivo isolar, caracterizar,
avaliar a diversidade genética e identificar molecularmente microrganismos isolados de solos de
diferentes ecossistemas brasileiros, com énfase na resposta desses microrganismos aos estresses
hidrico e salino. Um total de 718 cepas bacterianas termotolerantes foi isolado de amostras de
solo e selecionado com base em caracteristicas morfolégicas e capacidade de crescimento em
concentracdes elevadas de sorbitol e NaCl, indicando sua capacidade de sobreviver e se adaptar
as condi¢oes de estresses hidrico e salino. Entre essas amostras, 27 cepas do género Priestia ou
Bacillus, identificadas pelo sequenciamento do gene 16S rRNA, apresentaram maior potencial de
tolerancia a seca. Além disso, pela amplificacdo das sequéncias de DNA, utilizando os primers
ERIC, foi possivel observar padrées distintos de fragmentos amplificados, fornecendo uma viséo
abrangente sobre a variabilidade genética entre as bactérias isoladas. Os resultados deste estudo
revelaram um potencial biotecnoldgico significativo dos microrganismos isolados a partir de amostras
de solos de diferentes ecossistemas brasileiros.

Termos para Indexagao: Bacillus, Priestia, seca, bactérias promotoras do crescimento de plantas

Isolation, characterization and molecular identification of
tolerant microorganisms water and saline stress

Abstract - Water stress causes significant losses in agricultural production yields throughout the
world. The unpredictable and obvious climate consequences of global warming increase growing
concern about the limited availability of water for agriculture. The use of plant-growing promoting
bacteria presents as an alternative to increase agricultural production under unfavorable conditions,
mainly due to its low cost and reduced environmental impact. This work aimed to isolate, characterize,
evaluate genetic diversity and molecularly identify microorganisms isolated from soils of different
Brazilian ecosystems, with an emphasis on the response to these microorganisms to water and
saline stress. A total of 718 bacterial strains thermotolerants were isolated from the soil samples
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and selected based on morphological characteristics and growth capacity in high concentrations of
sorbitol and NaCl, showing their ability to survive and adapt to water and saline stress conditions.
Among these samples, 27 strains of the genus Priestia or Bacillus, identified by sequencing of the
16S rRNA gene, showed greater potential for drought tolerance. Furthermore, by amplification
of DNA sequences using ERIC primers, it was possible observe distinct patterns of the amplified
fragments, providing comprehensive insight into the genetic variability between the isolated bacteria.
The results of this study revealed a significant biotechnological potential of microorganisms isolated
from samples of soils from different Brazilian ecosystems.

Index terms: Bacillus, Priestia, drought, plant growth-promoting bacteria

Introducao

O estresse hidrico € um desafio significativo enfrentado pela agricultura, ndo apenas
no Brasil, mas também em varias regides do mundo. No contexto nacional, esse desafio é
particularmente acentuado nas regides nordeste e norte de Minas Gerais, onde as condigbes
climaticas sdo mais aridas e as precipitagdes pluviométricas sdo escassas (Silva; Andrade, 2003).
Essas regides apresentam altas temperaturas, chuvas escassas e mal distribuidas, com longos
periodos de estiagem, o que causa impacto negativo nas plantas, diminuindo sua produtividade por
desequilibrios fisioldgicos, nutricionais e hormonais, limitando o seu potencial produtivo (Santos;
Carlesso, 1998).

Diante desse quadro, torna-se necessaria a busca por solugdes que possam minimizar
os efeitos da seca nas culturas. Dentre as alternativas, o uso de insumos bioldgicos a base de
microrganismos benéficos, como bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP),
promovem melhorias no desenvolvimento das culturas sem danificar o meio ambiente (Andrade et
al., 2019; Silva et al., 2020).

Uma das principais vantagens das BPCP é a reducdo do uso de produtos quimicos
e fertilizantes sintéticos. Esses microrganismos tém a capacidade de liberar substancias,
como hormodnios de crescimento, enzimas e metabdlitos, que estimulam o crescimento e o
desenvolvimento das plantas. Dessa forma, eles podem aumentar a absor¢do de nutrientes
presentes no solo pelas plantas, promovendo uma maior eficiéncia na utilizacdo dos recursos
disponiveis (Miransari, 2013). Essa interacao satisfatéria entre o BPCP e as plantas ocorre por
meio de processos complexos, como a colonizagdo das raizes pelas bactérias e a ativacédo de
rotas metabdlicas especificas. As BPCP podem secretar enzimas que auxiliam na solubilizagao de
nutrientes insoluveis, como o fésforo (P), tornando-os mais disponiveis para as plantas (Fracasso
et al., 2020). Esses microrganismos também podem auxiliar no controle de patégenos do solo,
estimular a formagéo de agregados e melhorar a estrutura do solo, favorecendo a infiltragdo de
agua e a aeragao das raizes. Dessa forma, as BPCP podem ajudar a reduzir a compactacao
do solo, garantindo a conservagdo dos recursos naturais e a preservacao do meio ambiente
(Scarsanella, 2022).

Além dos beneficios para as plantas e o solo, o uso das BPCP também pode resultar
em ganhos tecnolégicos para os agricultores. A reducdo do uso de fertilizantes sintéticos e
pesticidas quimicos reduz os custos de produgédo e melhora a qualidade das culturas, o que gera
consequentemente maiores rendimentos e valorizagéo dos produtos agricolas.

Seguindo o principio de que a microbiota do solo desempenha um papel fundamental na
promocao do crescimento das plantas e na resisténcia ao estresse, a identificacdo e a selecao
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de microrganismos com essas caracteristicas tornam-se fonte promissora de insumos bioldgicos,
despertando interesse na busca por solugdes na agricultura.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo isolar, caracterizar e avaliar a
diversidade genética e identificar molecularmente microrganismos isolados de solos de diferentes
ecossistemas brasileiros, com énfase na resposta desses microrganismos aos estresses hidrico e
salino.

Material e métodos

As amostras de solos utilizadas pertencem a colecdo de Microrganismos Multifuncionais
e Fitopatégenos da Embrapa Milho e Sorgo e foram coletadas em diferentes regibes geograficas
brasileiras, incluindo os biomas Amazénia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal.

O processo de isolamento dos microrganismos iniciou-se com a pesagem de 0,5 g de solo,

seguida da adicao de 2,5 mL de solugéo salina (NaCl 0,85% m/v) e agitagdo constante por 24
horas, promovendo a suspensao dos microrganismos presentes no solo.
Para a realizagado do choque térmico, as amostras foram deixadas em repouso por 30 minutos para
a decantagao de residuos solidos. Em seguida, uma aliquota de 0,5 mL da amostra foi retirada,
evitando a coleta da parte sedimentada, e transferida para microtubos estéreis. Essas amostras
foram mantidas em banho-maria a 65 °C por 30 minutos. Apds esse processo, foram resfriadas em
gelo por 5 minutos.

Apés o choque térmico, uma aliquota de 50 pyL de cada amostra foi cuidadosamente
depositada e espalhada, com o auxilio de uma alga de Drigalsk, em placas de Petri contendo meio
LB (Luria Bertani) sélido. As placas foram incubadas a 45 °C por 24 horas. Ao final desse periodo,
as coldnias formadas foram avaliadas em relagéo as suas caracteristicas morfolégicas, incluindo
tamanho, forma, cor e elevagao.

Em seguida, as colbnias selecionadas foram repicadas em tubos de 15 mL contendo 4 mL
de meio LB liquido e incubadas a 28 °C por 24 horas sob agitagéo constante. Posteriormente, as
bactérias foram cultivadas em meios LB sélido contendo NaCl 10% (m/v) ou sorbitol 405 g/L ou
sorbitol 520 g/L, que simulam condi¢gbes de alta salinidade e estresse hidrico, respectivamente.
As bactérias selecionadas foram entao criopreservadas em glicerol 25% (v/v) e armazenadas a -80
°C.

Diante da grande variabilidade encontrada, um grupo de 27 bactérias com diferentes
origens, morfologias e diversidade genética foi selecionado para a extragédo de DNA, utilizando-se
o kit “Wizard Genomic DNA Purification” (Promega, EUA), de acordo com as recomendagdes do
fabricante. A analise da diversidade genética das bactérias isoladas foi realizada por meio da
metodologia ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) utilizando os primers ERIC
1R 5 -ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC3 e ERIC F- 5- AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3".
As amostras foram amplificadas em um volume de 20 pL contendo 1 x tampao de reagao (500
mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8,4), 1,5 mM de MgCI2, 0,5mM de dNTP, 50 ng de DNA, 0,2 uM
de cada primer e 1 U de enzima Taqg DNA polimerase (Invitrogen, EUA). As amplificagdes foram
realizadas nas seguintes condi¢des: desnaturagéo inicial 94 °C por 5 min, 30 ciclos de 94 °C por
1 min, 48 °C por 1 min, 65 °C por 5 min, seguidos pela extensao final de 65 °C por 16 min. Os
produtos da reacao foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) corado com
gel red (Biotium Inx., EUA). Para o sequenciamento de DNA, a reacédo em cadeia da polimerase
(PCR) e os ciclos de amplificacédo foram preparados de acordo com Abreu et al. (2017) utilizando-
se os primers 8F (5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) (Turner etal.,, 1999) e 1492R (%
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TACGYTACCTTGTTACGACT-3)) (Lane, 1991).

As reagbes de PCR foram purificadas com o kit ExoSap IT (Affymetrix, EUA) e
sequenciadas utilizando-se o kit “Big Dye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing” (Thermofisher,
EUA) com os primers 8F, 1492R, 515F (5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) (Turner et al., 1999)
e 902R (5°-GTCAATTCITTTGAGTTTYARYC-3') (Hodkinson; Lutzoni, 2009), de acordo com as
recomendacbes dos fabricantes. As amostras foram purificadas e injetadas no sequenciador
de DNA 3500XL Genetic Analyzer (Hitachi, Japao). Para andlise das sequéncias, foi utilizado o
software Sequencher 5.4 (Gene Codes Corporation, EUA). As sequéncias foram submetidas a
analise de similaridade de nucleotideos com o banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov) por meio da ferramenta BLASTN (Basic Local Alignment Search Tools) (Altschul et al., 1997).

Resultados e discussao

Foram isoladas e preservadas 718 bactérias para analises subsequentes. Ao se avaliar
as colbnias bacterianas formadas apos o cultivo em meio sélido, observou-se uma variedade de
caracteristicas morfologicas entre as diferentes colbnias. As colbnias apresentaram uma ampla
gama de tamanhos, formas e cores. Foram observadas col6nias pequenas, grandes e difusas,
circulares, irregulares e filamentosas. Além disso, a cor das colbénias variou consideravelmente,
com tonalidades desde branco, creme e amarelo até tons mais escuros (Figura 1).

Figura 1. Caracterizagcdo morfoldgica de cepas bacterianas isoladas de amostras de solo.

Dentre essas bactérias, foram identificadas 89 colbnias que cresceram em concentracoes
elevadas de NaCl e sorbitol, indicando sua capacidade de sobreviver e se adaptar as condi¢des
de estresses hidrico e salino.

Ao analisar a amplificacdo das sequéncias utilizando o primers ERIC, foi possivel observar
padrées distintos de fragmentos amplificados, fornecendo uma visdo abrangente sobre a
variabilidade genética entre as bactérias isoladas (Figura 2).
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Reacdo Primers ERIC

= 311 313 341 44.2 46.1 52,1 53.1 55.2 56.1 57.2 60.1 60.2 6.1 7.1 112

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificagdo por ERIC-PCR para analise da diversidade
genética bacteriana. Os numeros indicam a identificagdo dos isolados. A partir dos resultados obtidos por ERIC-PCR,
bem como da andlise da diversidade morfologica e de origem das bactérias selecionadas, um grupo de 27 estirpes
foi escolhido para o sequenciamento do gene 16S rRNA. Esses primers foram selecionados estrategicamente para
amplificar regides especificas do gene 16S rRNA, que sdo altamente conservados em todas as células bacterianas,
mas também contém regides variaveis que permitem a diferenciagao entre géneros ou espécies. Os resultados dessas
analises foram compilados e estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Identificagdo molecular baseada no sequenciamento do gene 16S rDNA de isolados bacterianos capazes de

3.2 Caatinga, CE Priestia megaterium ou P. aryabhattai
6.1 Mombaga, CE Priestia megaterium ou P. aryabhattai
7.1 Sédo Miguel, CE Priestia megaterium ou P. aryabhattai
9.1 Quiterianopolis, CE  Priestia megaterium ou P. aryabhattai
9.2 Quiterianopolis, CE  Priestia megaterium ou P. aryabhattai
9.4 Quiterianopolis, CE  Priestia megaterium ou P. aryabhattai
10.2 Piquet Carneiro, CE  Priestia megaterium ou P. aryabhattai
11.1 Arneiroz, CE Priestia megaterium ou P. aryabhattai
11.2 Arneiroz, CE Priestia megaterium ou P. aryabhattai
17.1 Piranji, CE Priestia megaterium ou P. aryabhattai
17.2 Piranji, CE Priestia megaterium ou P. aryabhattai
19.2 Acegua, RS Priestia megaterium ou P. aryabhattai
23.1 Rio Verde, GO Priestia megaterium ou P. aryabhattai
23.2 Rio Verde, GO Priestia megaterium ou P. aryabhattai
24.1 Rio Verde, GO Priestia megaterium ou P. aryabhattai
31.1 Ipiacu, MG Priestia megaterium ou P. aryabhattai
31.3 Ipiagu, MG Priestia megaterium ou P. aryabhattai
34.1 Ipiacu, MG Priestia megaterium ou P. aryabhattai
44.2  Antonina de Norte, CE Priestia megaterium

46.1 Sertao, CE Priestia megaterium

52.1 Amazonia Bacillus safensis

53.1 Amazonia Bacillus sp.

55.2 Caatinga, CE Bacillus licheniformis

56.1 Caatinga, CE Priestia megaterium

57.2 Caatinga, CE Priestia aryabhattai

60.1 Caatinga, CE Priestia megaterium

60.2 Caatinga, CE Priestia megaterium
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crescer em meio de cultura LB soélido contendo NaCl 10% (m/v)e sorbitol 520 g/L.

A capacidade dessas bactérias de crescer em concentragdes elevadas de NaCl e sorbitol
sugere que elas possuem mecanismos adaptativos para enfrentar condigbes adversas. Esses
mecanismos podem incluir a produgcdo de compostos compativeis com a tolerancia ao estresse,
a regulacdo do balango osmético e a ativagdo de rotas metabdlicas especificas que permitem
a sobrevivéncia e o crescimento nessas condi¢cdes desfavoraveis (Embrapa, 2017). Esses
microrganismos podem ter implicagdes significativas para a agricultura, especialmente quando
utilizados em regides propensas a escassez de agua e a elevada salinidade do solo.

A utilizagdo desses microrganismos promissores como agentes promotores de crescimento
em culturas agricolas pode ser uma estratégia viavel para aumentar a tolerancia das plantas ao
estresse hidrico e salino (Espinola, 2020). As BPCP tém sido estudadas pela capacidade de
estimular o crescimento das plantas, aumentar a absorgao de nutrientes, melhorar a tolerancia ao
estresse e proteger as plantas contra patégenos (Rezende et al., 2021). Nesse contexto, as cepas
selecionadas neste estudo podem ser candidatas potenciais para futuros testes de inoculagéo de
sementes, visando melhorar o rendimento das culturas em condicdes de estresses hidrico e salino.
No entanto, é necessario destacar que os resultados obtidos neste estudo representam uma etapa
inicial de investigacdo. Ainda sdo necessarias pesquisas adicionais para melhor entendimento dos
mecanismos associados & promogado de crescimento de plantas dessas estirpes. E fundamental
compreender como elas interagem com as plantas hospedeiras, como afetam o equilibrio do solo
e como podem ser aplicadas de maneira eficiente na agricultura.

Conclusao

Todos os isolados obtidos foram do género Priestia ou Bacillus, indicando que a metodologia
utilizada no isolamento foi eficiente na selecao de microrganismos que produzem esporos. Os
resultados deste estudo revelaram um potencial significativo biotecnolégico dos microrganismos
isolados a partir de amostras de solos de diferentes ecossistemas brasileiros. A capacidade dessas
bactérias de tolerar os estresses hidrico e salino indica que podem auxiliar no desenvolvimento
de estratégias de manejo na agricultura. A aplicacdo desses microrganismos como agentes
promotores de crescimento pode oferecer solugdes inovadoras para aumentar a produtividade
das culturas e enfrentar os desafios impostos pelas condi¢cées adversas do ambiente agricola.

Agradecimentos
A Embrapa e ao CNPq.

Referéncias

ABREU, C. S.; FIGUEIREDO, J. E.; OLIVEIRA, C. A.; SANTOS, V. L. dos; GOMES, E. A.; RIBEIRO,
V. P.; BARROS, B. A_; LANA, U. G. P.; MARRIEL, I. E. Maize endophytic bacteria as mineral
phosphate solubilizers. Genetics and Molecular Research, v. 16, n. 1, gmr16019294, 2017.

DOI: http://dx.doi.org/10.4238/gmr16019294.

ALTSCHUL, S. F.; MADDEN, T. L.; SCHAFFER, A. A.; ZHANG, J.; ZHANG, Z.; MILLER, W.; LIPMAN, D.



XXI Seminario de Iniciagao Cientifica da Embrapa Milho e Sorgo PIBIC/CNPq 59

J. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs. Nucleic Acids
Research, v. 25, n. 17, p. 3389-3402, 1997. DOI: https://doi.org/10.1093/nar/25.17.3389.

ANDRADE, F. M. de; PEREIRAT. de A.; SOUZA, T. P.; GUIMARAES, P. H. S.; MARTINS, A. D.; SCHWAN,
R. F.; PASQUAL, M.; DORIA, J. Beneficial effects of inoculation of growth- promoting bacteria in strawberry.
Microbiological Research, v. 223/225, p. 120-128, 2019. DOI: https://doi.org/10.1016/j.micres.2019.04.005.

EMBRAPA. Scientists use bacteria to help plants resist droughts. Brasilia, DF, 23 maio 2017. Noticia.
Disponivel em: https://www.embrapa.br/en/busca-de-noticias/-/noticia/22885691/cientistas-usam-bacterias-
para-ajudar-plantas-a-resistir-a-seca. Acesso em: 31 jul. 2023.

ESPINOLA, M. V. P. C. Identificagédo e caracterizagio regulatéria de bactérias termofilicas e
termotolerantes isoladas do solo da caatinga do cariri paraibano. 2020. 93 f. Monografia (Bacharelado
em Ciéncias Biolégicas) - Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2020. Disponivel em: https://
repositorio.ufpb.br/jspui/handle/123456789/17549. Acesso em: 13 jul. 2023.

FRACASSO, A.; TELO, L.; LANFRANCO, L.; BONFANTE, P.; AMADUCCI, S. Physiological beneficial effect
of Rhizophagus intraradices inoculation on tomato plant yield under water deficit conditions. Agronomy, v.
10, n. 1, article 71, 2020. DOI: https://doi.org/10.3390/agronomy10010071.

HODKINSON, B. P.; LUTZONI, F. A microbiotic survey of lichen-associated bacteria
reveals a new lineage from the Rhizobiales. Symbiosis, v. 49, n. 3, p. 163-180, 2009.
DOI: https://doi.org/10.1007/s13199-009-0049-3.

LANE, D. J. 16S/23S rRNA sequencing. In: STACKEBRANDT, E.; GOODFELLOW, M. (ed.). Nucleic acids
techniques in bacterial systematics. Chichester: John Wiley, 1991. p. 115- 148.

MIRANSARI, M. Soil microbes and the availability of soil nutrients. Acta Physiologiae Plantarum, v. 35, p.
3075-3084, 2013. DOI: https://doi.org/10.1007/s11738-013-1338-2.

NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE. GenBank. Disponivel em: https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/.
Acesso em: 13 jul. 2023.

REZENDE, C. C.; SILVA, M. A.; FRASCA, L. L. de M.; FARIA, D. R.; FILIPPI, M. C. C. de; LANNA, A.
C.; NASCENTE, A. S. Microrganismos multifuncionais: utilizagéo na agricultura. Research, Society and
Development, v. 10, n. 2, €50810212725, 2021. DOI: https://doi.org/10.33448/rsd-v10i2.12725.

SANTOS, R. F.; CARLESSO, R. Déficit hidrico e os processos morfoldgico e fisiolégico das
plantas. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, v. 2, n. 3, p. 287-294, 1998.
DOI: https://doi.org/10.1590/1807-1929/agriambi.v2n3p287-294.

SCARSANELLA, J. D. A. Microrganismos promotores do crescimento vegetal em Paspalum notatum
Fliigge cultivado em solo construido para reabilitagao de areas degradadas pela mineragao de
carvao. 2022. 66 f. Dissertacao (Mestrado em Recursos Genéticos Vegetais) - Universidade Federal de
Santa Catarina, Floriandpolis, 2022. Disponivel em: https://repositorio.ufsc.br/handle/123456789/234713.
Acesso em: 14 jul. 2023.

SILVA, H. P.; ANDRADE, S. M. Brasil um pais de terras secas: problematica, dimensao e alternativas
de tecnologias apropriadas para o semiarido. In: CIRELLI, A. F.; ABRAHAM, E. (ed.). El agua en
Iberoamérica: aspectos de la problematica de las tierras secas. Buenos Aires: CYTED, 2003. p. 55-64.

SILVA, M. A.; NASCENTE, A. S;; FILIPPI, M. C. C. D.; LANNA, A. C_; SILVA, G. B. D.; SILVA, J. F.
A. E. Individual and combined growth-promoting microorganisms affect biomass production, gas
exchange and nutrient content in soybean plants. Revista Caatinga, v. 33, n. 3, p. 619-632, 2020.
DOI: https://doi.org/10.1590/1983-21252020v33n305rc.



60 Eventos Técnicos & Cientificos, 1

Isolamento, identificacao e avaliagao do potencial biotecnolégico
de fungos associados a esporos de fungos micorrizicos
arbusculares!)

Jéssica Campelo Martins de Moura®, Mario Sergius de Sousa e Silva®, Ana Carolina Binder
D’Amato Horta® e Francisco Adriano de Souza®

O Trabalho financiado pelo CNPg/Embrapa SEG. © Estudante do Curso de Agronomia da Universidade
Federal de Sdo Joao del-Rei, Bolsista PIBIC do Convénio CNPg/Embrapa. ©) Estudante do Curso de Ciéncias
Bioldgicas do Centro Universitario de Sete Lagoas, Bolsista PIBIC (ou BIC JR) do Convénio Fapemig/CNPq/
Embrapa/ FAPED. @ Bacharela em Ciéncias Biolégicas pelo Centro Universitario de Sete Lagoas, Bolsista do
Convénio CNPg/Embrapa. ® Pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo.

Resumo - Fungos micorrizicos arbusculares (MA) estabelecem simbiose com plantas atuado como extensdes
do seus sistemas radiculares. O micélio e os esporos dos fungos MA sao nicho para diversos microrganismos,
porém pouco se sabe sobre esses microrganismos, em especial, fungos que ocorrem em esporos de fungos
MA. Neste sentido, este estudo teve por objetivo isolar, identificar e avaliar o potencial biotecnolégico de fungos
associados a esporos de fungos MA. Fungos filamentosos foram isolados de esporos desinfestados de
fungos MA. Foram obtidas 44 estirpes, 16 foram identificadas por homologia com sequéncias depositadas no
GenBank. O género mais frequente foi Fusarium (5), seguido de Talaromyces (4), Aspergillus (2), Serendipita
(2), Trichoderma (2) Clonostachys (1). Serendipita, foram os Unicos Basidiomycota, Agaricomycetes associados
aos esporos de fungos MA avaliados. Dentre os géneros encontrados temos fungos simbiontes de plantas
(Serendipita), micofagos (Trichoderma), entomopatogénicos (Clonostachys) dentre outros com potecial agao
fitopatogénica como Fusarium e Aspergillus. Nosso estudo demonstrou que esporos de fungos MA apresentam
um micota associada diversa em termos de riqueza bioldgica e funcional. Pesquisas futuras s&o necessarias
para avaliar o efeito sinérgico ou antagonista desses fungos em relagéo aos fungos MA.

Termos para indexagdo: Glomeromycota, esporos, Fusarium, Talaromyces, Aspergillus, Serendipita,
Trichoderma, Clonostachys, diversidade, micorrizas.

Isolation, identification and evaluation of the biotechnological potential
of fungi associated with spores of arbuscular mycorrhizal fungi®

Abstract - Arbuscular mycorrhizal (AM) fungi establish symbiosis with plants acting as extensions of their root
systems. The mycelium and spores of AM fungi are a niche for several microorganisms, but little is known about
these microorganisms, especially fungi that occur in AM fungal spores. In this sense, this study aimed to isolate,
identify and evaluate the biotechnological potential of fungi associated with AM fungal spores. Filamentous fungi
were isolated from disinfected spores of AM fungi. A total of 44 strains were obtained, 16 of which were identified
by homology with sequences deposited in GenBank. The most frequent genus was Fusarnum (5), followed
by Talaromyces (4), Aspergillus (2), Serendipita (2), Trichoderma (2) and Clonostachys (1). Serendipita were
the only Basidiomycota - Agaricomycetes associated with AM fungal spores evaluated. Among the genera
found, we have plant symbiotic fungi (Serendipita), mycophagous (Trichoderma) and, entomopathogenic fungi
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(Clonostachys) among others with potential phytopathogenic action such as Fusarium and Aspergillus. Our
study demonstrated that spores of AM fungi present a diverse associated mycota in terms of biological and
functional richness. Future research is needed to evaluate the synergistic or antagonistic effect of these fungi in
relation to AM fungi.

Index terms: Glomeromycota, spores, Fusarium, Talaromyces, Aspergillus, Serendipita, Trichoderma,
Clonostachys, diversity, mycorrhiza.

Introducao

Fungos micorrizicos arbusculares (MA), pertencentes ao filo Glomeromycota, sdo conhecidos por
promover o crescimento de plantas (Azcon-Aguilar; Barea 1997; Baum et al., 2015; Khan et al., 2022). O micélio
micorrizico estabelece simbiose com as raizes de plantas e é capaz de explorar os recursos do solo (agua e
nutrientes), com grande eficiéncia, e entrega-os as plantas em troca de acgucares e lipidios (Ferrol et al., 2019).

No solo os fungos MA interconectam diferentes plantas e interagem com diversos microrganismos
(Turrini et al., 2018; Abdellatif et al., 2019). Identificar e avaliar o papel da microbiota associada a esses fungos
€ fundamental para entender sua ecologia e desenvolver tecnologias capazes de amplificar os beneficios da
simbiose micorrizica.

Este estudo teve por objetivo isolar, identificar e avaliar o potencial biotecnoldgico de fungos associados a
esporos de fungos MA.

Material e métodos

Culturas monoespecificas de fungos MA mantidas em sistema de vasos de cultivo e vasos
armadilha, foram utilizadas neste estudo. Os esporos foram extraidos de 50 mL de amostras do
substrato dos vasos por peneiramento umido (Gerdemann; Nicolson, 1963) e centrifugagbes em
agua e em solugéo agucar a 50% (Jenkins, 1964). Posteriormente os esporos foram limpos em
banho de ultrason por 4 vezes de 20 segundos cada ciclo. Seguido de desinfestacao superficial
conforme descrito por de Souza e Berbara (1999). Apds desinfestagao, os esporos foram distribuidos
assepticamente em placas de Petri contendo meio MSR (Strullu; Romand, 1987) e incubados a 25
a 29 oC no escuro.

O crescimento de fungos filamentosos foi monitorado e quando presentes o micélio desses
fungos foi transferido para novas placas de Petri contendo meio batata glucose agar comercial
(Sigma-Aldrich 70139). Apds isolamento em cultura pura, monoexpecifica, os fungos foram crescidos
em meio MSR liquido suplementado com extrato de levedura. A biomassa obtida apds 10 dias de
cultivo foi colhida e utilizada para extragao de acidos dexoxirribonucleicos segundo de Souza et al.
(2018).

O gene ribossomal nuclear (rRNA) foi amplificado e sequenciado com os primers ITS1F
(Gardes; Bruns, 1993) e NDL22 (Van Tuinen et al., 1998) que amplificam a regido ITS e as regides
D1 e D2 do 25S. Em seguida foram obtidas sequencias consenso e realizada analise BLASTN
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&PAGE _
TYPE=BlastSearch). A avaliagado do potencial biotecnolégico/fungao do fungo foi obtido por revisao
bibliografica com buscas na Web of Science (https://www.webofscience.com/wos/woscc/basic-
search) utilizando-se o género ou espécie do fungo indentificado pela ferramenta BLASTN.
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Resultados e discussao

Das 44 estirpes isoladas, 16 foram identificadas por homologia com sequencias depositadas no GenBank
através por analise BLASTN (Tabela 2). O género mais frequente foi Fusarium (5), seguido de Talaromyces (4),
Aspergillus (2), Serendipita (2), Trichoderma (2) Clonostachys (1). Serendipita, foram os Unicos Basidiomycota,
Agaricomycetes associados aos esporos de fungos MA avaliados. Todas as demais espécies encontradas
pertencia ao Filo Ascomycota. Sendo a maioria pertencentes a ordem Hypocreales exceto Aspergillus — ordem
Eurotiales.

Dentre os géneros encontrados Serendipita sdo considerados fungos micorrizicos da ordem Sebacinales
(Weil et al., 2016) e utilizados como biocinsumos para diversas espécies de plantas (Franken, 2012). Espécies
de Trichoderma sao utilizadas comercialmente como agentes de controle biolégico de doengas fungicas e como
promotores do crescimento de plantas dentre outras aplicagdes biotecnologicas (Tyskiewicz et al., 2022). O
género Clonostachys apresenta fungos com agao endofitica, micofago e entomopatogénica (Kaewchai et al.,
2009; Anwar et al., 2018; Mascarin et al., 2022). Talaromyces tem potencial para producdo de antibidticos e
pigmentos (Santos et al., 2015; Parul et al., 2020). Diversas espécies de Aspergillus tem potencial biotecnoldgico
principalmente para a produgdo de enzimas e acidos organicos (acido citrico, glucdnico e galico) (Li et al., 2009;
Nascimento et al., 2021; Bhunjun et al., 2024), porém algumas espécies causam doengas em seres humanos
(https://pt.wikipedia.org/wiki/Aspergillus). Fusarium s&o frequentemente associados a donegas em plantas e
produzem micotoxinas (https://pt.wikipedia.org/wiki/Fusarium).

Tabela 1. Estirpes de fungos isoladas de esporos de fungos micorrizicos arbsuculares e sua identificagdo ao nivel de
género por BlastN e seu potencial biotecnoldgico.

2 Fusarium F. solani 97,04 KF918581 Patdégeno de plantas (Arie 2019)
3 Talaromyces  T. purpureogenus 98,31 MH877076 ng;g;Jgao e g METES (Pa] GiE.
Controle Biolégico ; (Anwar et al.
4 Clonostachys C. rosea 100 KX958035 2018, Kaewchai et al. 2009; Mascarin
et al. 2022)
5 Talaromyces  T. purpureogenus 96,7 MH877076 ;’ggg;@ao IR UELE (et G
. Produgéo de acidos organicos, fitase
7 Aspergillus  A. pseudodefiectus 97,6 OL711759 (L et al. 2009; Nascimento et al. 2021)
9 Talaromyces  T. purpureogenus 97,6 0Q550089 2P(r)c2>g;19ao TS ((RIMICEL
10 Fusarium F. solani 97,6 MHO055400 Patbégeno de plantas
11 Serendipita Serendipita sp. 99,51 KC176327 Micorrizas (Franken 2012)
12 Trichoderma T.asperullum 99,06 KR856222 (23002”;;0'6 Biologico (Tyskiewicz et al.
13 Fusarium F. verticillioides 97,14 Pat6égeno de plantas
32 Serendipita Serendipita sp. 99,51 KC176327 Micorrizas (Franken 2012)
34 Trichoderma T. harzianum 97,27 KR856210 g(;’znzt;de Ll ER(INELIETIEZCIE
35 Fusarium Fusarium sp. 95,38 GU170637 Patdgeno de plantas (Arie 2019)
37 A il A " 213 OP237480 Produgao de acidos organicos, fitase
Spergiius Spergriius sp. ' (Li et al. 2009; Nascimento et al. 2021)
38 Talaromyces  T. purpureogenus 92,5 LT558946 Piet e SIS (et Ce)

2020)
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Conclusao

Esporos de fungos MA apresentam um micota associada diversa em termos de riqueza
bioldgica e funcional. No entanto, pesquisas futuras sdo necessarias para avaliar o efeito sinérgico
ou antagonista desses fungos em relagéo aos fungos MA e sua contribui¢ao para o desenvolvimento
de plantas.
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Resumo - Uma informagao importante para a analise funcional de proteinas é a sua
localizacdo subcelular, e uma das técnicas mais utilizadas para esse fim é a expressao
de uma proteina cuja localizagcdo deseja-se estabelecer, simultaneamente a uma ou mais
proteinas de localizacdo conhecida fusionadas a proteinas fluorescentes marcadoras. A
expressao deste tipo de fusao traducional, em uma célula vegetal, pode ser observada por
microscopia de fluorescéncia. O objetivo do presente trabalho € implementar a utilizagao de
proteinas conhecidas como marcadoras de organelas para estudos de localizagao subcelular
na Embrapa Milho e Sorgo. Para isso, células da epiderme de Nicotiana bentanthamiana
foram infiltradas com culturas de Agrobacterium tumefaciens GV3101 contendo um vetor
binario que continha, individualmente, cada proteina marcadora fusionada a uma proteina
fluorescente. A transformacao transiente de Nicotiana bentanthamiana usando a estirpe
da bactéria GV3101 mostrou-se eficiente para estudos de localizacdo subcelular das
proteinas. Pelos perfis de localizacdo obtidos, considera-se que o conjunto de marcadores
de organelas utilizado neste estudo é adequado para estudos de localizagao subcelular de
proteinas de plantas.

Termos para Indexagao: Nicotiana benthamiana, marcadores moleculares, transformagao
de plantas, genes reporteres, transformagéao transiente

Subcellular localization of proteins based on co-localization
with cellular markers

Abstract - An important piece of information for the functional analysis of proteins is their
subcellular localization. One of the most commonly used techniques for this purpose is the
expression of a protein whose localization is to be established, simultaneously with one or
more proteins of known localization fused to fluorescent marker proteins. The expression of
this type of translational fusion in a plant cell can be observed by fluorescence microscopy.
The objective of the present work is to implement the use of proteins known as organelle
markers for subcellular localization studies at Embrapa Milho e Sorgo. For this purpose,
epidermal cells of Nicotiana benthamiana were infiltrated with cultures of Agrobacterium
tumefaciens GV3101 harboring a binary vector that contained, individually, each marker
protein fused to a fluorescent protein. The transient transformation of Nicotiana benthamiana
using the GV3101 bacterial strain proved to be efficient for subcellular localization studies of
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proteins. Based on the localization profiles obtained, it is considered that the set of organelle
markers used in this study is suitable for subcellular localization studies of plant proteins.

Index terms: Nicotiana benthamiana, molecular markers, plant transformation, reporter
gene, transient transformation

Introducao

Nicotiana benthamiana € uma das espécies de plantas modelo mais comumente
usadas para pesquisas de interagdes planta-microrganismo, bem como em outras areas da
ciéncia vegetal (Goodin et al., 2008). As folhas grandes do tabaco e sua suscetibilidade a
patégenos foram exploradas como uma forma de expressar proteinas de forma transiente,
usando virus manipulados ou por meio de infiltracdo de culturas da bactéria Agrobacterium
tumefaciens (Chapman et al., 1992; Tang et al., 1996; Van Der Hoorn et al., 2000; Wagner
et al.,, 2004; Ma et al., 2012). As células vegetais sdo sistemas altamente complexos,
que realizam numerosas fungdes bioquimicas. Para permitir a execu¢ao coordenada e
eficiente dessas funcdes, as células dos organismos eucarioticos sao organizadas em
subcompartimentos ou organelas, que sao delimitadas por membranas biolégicas. Sao
eles: 0 nucleo celular, as mitocdndrias, o reticulo endoplasmatico, o complexo de Golgi,
o lisossomo, o peroxissomo, os plastidios (como os cloroplastos) e o vacuolo. Nestas
organelas, ocorrem diferentes processos bioquimicos. Por exemplo, a fotossintese, que
ocorre nos cloroplastos; a sintese de lipidios e proteinas no reticulo endoplasmatico; a
modificagdo, armazenamento e transporte de proteinas e lipidios no complexo de Golgi e
a respiracaéo mitocondrial. A capacidade bioquimica ou fungdo de uma organela é definida
pelas proteinas e ou enzimas que estao presentes nos diferentes compartimentos celulares
(Lunn, 2007). Portanto, uma informagao muito importante para inferéncias sobre fungao das
proteinas é exatamente a sua localizagao subcelular. Uma das técnicas mais usadas para
este fim é a expressao de uma dada proteina de interesse fusionada com uma proteina
fluorescente, utilizando um sistema de transformacgéao genética transiente.

A infiltracdo de culturas de A. tumefaciens em folhas de tabaco (Xu et al., 2011)
permite uma sintese proteica consideravel em poucos dias, sendo essa uma estratégia
eficiente para estudos de localizacdo subcelular de proteinas em plantas. Esta técnica,
também denominada de Agrobacterium tumefaciens transient expression (ATTE), baseia-se
na capacidade natural destas bactérias de transferirem uma parte do seu material genético
para a planta hospedeira (Circelli et al., 2010; Wang et al., 2017).

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi catalogar o perfil de localizagao
de marcadores de organelas ja conhecidos, bem como da proteina SbMATE, que confere
tolerancia ao aluminio em sorgo (Magalhdes et al., 2004).

Material e métodos

A linhagem Agrobacterium tumefaciens GV3101 foi transformada com o vetor
pSoup (Hellens et al., 2005) por eletroporagdo (Ward et al., 1988), plaqueada em
agar com meio YEP (peptona 1%, extrato de levedura 0,5%, cloreto de sédio 0,5%)
suplementado com tetraciclina (12,5 mg. mL-1) e rifampicina (50 mg. mL-1), seguindo-
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se cultivo a 28°C por 48 horas.

Foi realizado um pré-indculo a partir de colbnias isoladas de bactérias, que
foram transferidas individualmente para erlenmeyers de 250 ml contendo 50 ml do
meio YEP suplementado com antibiéticos como descrito acima. Esses erlenmeyers
foram mantidos sob agitacdo a 150 rom/overnight a 28 °C, até que a cultura atingisse
uma densidade o6tica (optical density) OD600 de 0,5-1,0. Posteriormente, as culturas
foram transferidas para tubos de 50 mL e centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos
a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas por quatro vezes
em 40 mL de agua estéril gelada. Logo apds essa lavagem foi feita a ressuspensao
das células em 2 mL de meio GYT (glicerol 10%, triptona 0,25%, extrato de levedura
0,125%), seguindo-se distribuicdo em aliquotas de 50 pL, que foram congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C.

A partir do estoque de células competentes de A. tumefaciens GV3101 contendo
o plasmideo helper (pSOUP) foram feitas as transformacdes por eletroporagao da
seguinte construgao:

Marcador de reticulo endoplasmatico (RE), criado combinando o peptideo

sinal de AtWAK2 a sequéncia de retengao no RE, HDEL, fusionados a

proteina ciano fluorescente (Cyan Fluorescent Protein, CFP) (Nelson et

al., 2007);

Apartirdo estoque de células competentes de Atumefaciens GV3101 foram

feitas as transformacgdes por eletroporacao das seguintes construgoes:

Proteina WWP1 (WW domain-containing protein) de Arabidopsis thaliana,

AtWWP1, fusionada com mCherry, usada como marcador de nucleo.

Proteina FLS2 (FLAGELIN-SENSITVEZ2), fusionada a mCherry, usada

como marcador de membrana.

Proteina SbMATE fusionada com GFP (green fluorescent protein).

A partir das colbénias de GV3101 transformadas com os plasmideos de
interesse, foram feitos inéculos das mesmas em 10 mL de meio YEP acrescido
dos antibidticos rifampicina (50 mg.mL-1) e canamicina (50 mg.mL-1), seguindo-se
o cultivo overnight a 28-30°C com agitacao a 180 rpm. As colbnias de GV3101 que
continham o plasmideo helper pSOUP foram crescidas como descrito anteriormente
acrescentando-se tetraciclina (12,5 mg.mL-1) ao meio. Apds o crescimento, as culturas
foram centrifugadas por 3 minutos a 5000 rpom e cada pellet foi ressuspendido em 1
mL de tampéo de infiltracao (acetosseringona 100 uM, MES 10 mM, MgCI2 10 mM) e
centrifugado a 5.000 rpom por 3 min. Esse passo foi repetido por duas vezes. Apos a
ultima centrifugacao, os pellets foram novamente ressuspendidos em 1 mL do tampéo
de infiltragcdo e a OD600 foi ajustada para 0,5-0,6. Logo em seguida foi feita a infiltragao
no lado abaxial das folhas de N. benthamiana com tempo de crescimento entre 4 a 5
semanas, utilizando uma seringa descartavel de 1 ml (sem agulha).

Apos trés dias a 22 °C sob fotoperiodo 16 horas/8 horas (claro/escuro), amostras
de tecido vegetal proximas aos sitios de infiltragdo foram cortadas com auxilio de um
bisturi e visualizadas utilizando um microscépio Zeiss AxioObserver ZI Apoptome 2.0.
Os comprimentos de onda utilizados para capturar as imagens fluorescentes estéo
descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Comprimentos de onda utilizados para obtengao de imagens

GFP 498 500-550
mCherry 543 608-680
CFP 433-445 475-503

Resultados e discussao

Localizagao subcelular

A Figura 1 mostra o perfil de fluorescéncia do marcador de membrana plasmatica,
FLS2::mCherry, destacando-se a cor vermelha no contorno da células, onde encontram-
se, em proximidade, a parede celular e a membrana plasmatica. Nesse caso, a plasmdlise
celular poderia ser utilizada para retracdo da membrana plasmatica da parede celular,
individualizando o sinal proveniente de membrana plasmatica e/ou da parede celular.

Uma das moléculas excretoras derivadas de bactérias mais ativas em células
vegetais é a flagelina (Felix et al., 1999), que induz respostas de defesa rapidas (Gomez-
Godmez; Boller, 2000) e desencadeia a ativagao de uma cascata de fosforilagdo em plantas.
Aproteina FLS2 possui trés dominios: um extracelular, um transmembrana e um intracelular,
sendo que o dominio transmembrana é responsavel pela associacdo da proteina com a
membrana plasmatica. Portanto, estudos prévios indicam a localizagao primaria da proteina
FLS2 na membrana plasmatica, consistente com os nossos resultados.

mCherry Campo Claro Sobreposi¢ao

Figura 1: Localizacéo da proteina FLS2 fusionada a mCherry em folhas de Nicotiana benthamiana. As imagens no espectro
de fluorescéncia do tecido vegetal proximas aos sitios de infiltragcdo foram visualizadas com 3 dias de transformacéo
transiente.

Na Figura 2, a proteina transportadora SbMATE fusionada a proteina fluorescente
GFP, produziu perfil de fluorescéncia no contorno celular, de forma semelhante ao perfil
obtido com a proteina marcadora, FLS2. Esses resultados estdo de acordo com a localizagao
conhecida da proteina SOMATE na membrana plasmatica das células radiculares, onde
ela medeia a exsudacao de citrato ativada pelo aluminio, conferindo tolerancia ao metal
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(Magalhaes et al., 2007). Do ponto de vista formal, haveria necessidade de transformagao
simultanea (i.e. cotransformacao) de FLS2:mCherry e SbMATE::GFP, onde a sobreposicéo
das fluorescéncias vermelha e verde confirmaria a localizagdo na membrana plasmatica.
Entretanto, essa etapa nao foi aqui apresentada, uma vez que ja foi feita em outros estudos.
Mediante a fusao tradicional da proteina SOMATE com GFP e transformacdo em células
epidérmicas de cebola plasmolizadas, Magalhaes et al. (2007), descartaram uma possivel
localizagao da proteina SbMATE na parede celular, confirmando a localizagao na membrana
plasmatica.

mCherry Campo Claro Sobreposicao

Figura 2. Localizagdo subcelular da proteina SbMATE fusionada com GFP em folhas de Nicotiana benthamiana. As
imagens no espectro de fluorescéncia do tecido vegetal préximas aos sitios de infiltracdo foram visualizadas com 3 dias
de transformacgéo transiente.

No caso da proteina AtWWP1, a fluorescéncia vermelha proveniente da fusdo com
mCherry foi observada em uma organela delimitada, de forma circular, no interior da célula
(Figura 3). Esse perfil € claramente proveniente do nucleo celular, de forma consistente
com a localizagao conhecida de AtWWP1. AtWWP1 é uma proteina de 463 aminoacidos
que contém dominios WW, que formam corpos nucleares imunes (NBs). Esses corpos
sao estruturas celulares importantes que atuam como mediadores chave da resisténcia
intrinseca contra muitos virus em espécies que vao desde humanos até plantas (Calil et al.,
2018).

mCherry Campo Claro Sobreposi¢ao

Figura 3. Localizagdo da proteina AtWWP1 fusionada a mCherry em folhas de Nicotiana benthamiana. As imagens
de fluorescéncia do tecido vegetal proximas aos sitios de infiltracdo foram visualizadas com 3 dias de transformacéo
transiente, confirmando a localizagdo do nucleo.

A fluorescéncia azul proveniente da proteina fluorescente CFP fusionada ao marcador
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de Reticulo Endoplasmatico (RE) foi observada no citoplasma, definindo uma estruturareticular,
inclusive circundando uma estrutura intracelular circular, que € provavelmente o nucleo celular
(Figura 4). Uma confirmacgao formal disso pode ser feita mediante a cotransformacao dos
marcadores de nucleo e de RE, ou mesmo pela coloragcdo com o marcador DAPI.

CFP Campo Claro Sobreposicao

Figura 4. Localizagdo do marcador de Reticulo Endoplasmatico (RE) fusionado com a proteina CFP em folhas de
Nicotiana benthamiana. As imagens no espectro de fluorescéncia do tecido vegetal proximas aos sitios de infiltragéo
foram visualizadas com 3 dias de transformacao transiente, confirmando a localizagdo do emaranhado de células no
reticulo endoplasmatico. Setas brancas indicam a delimitagdo do nucleo.

Quando células totalmente expandidas sao visualizadas em um plano medial, o RE
€ visto apenas na fina camada de citoplasma abaixo da membrana plasmatica e ao redor
do nucleo. O RE cortical geralmente assume uma aparéncia pontilhada resultante de seu
carater de rede, como observado acima na Figura 4. A marcagao perinuclear, no entanto,
€ mais uniforme porque o RE é continuo com o envelope nuclear. O marcador RE pode
também, portanto, revelar a morfologia dindmica do nucleo (Collings et al., 2000).

Conclusao

Foi possivel estabelecer a localizacdo dos marcadores de organelas, de forma
consistente com a literatura, na Embrapa Milho e Sorgo. Ainda é preciso estabelecer a
metodologia para marcadores de mitocéndrias, plastidios e complexo de Golgi, de forma
a expandir esse catalogo para outras proteinas em investigagdo nos projetos de pesquisa
da unidade. Esse catalogo sera fundamental para a caracterizagdo funcional de outras
proteinas de interesse agronémico.
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Resumo - A cigarrinha-do-milho Dalbulus maidis € uma praga de importancia econémica
para a cultura, em razao de sua capacidade de transmitir patégenos como o fitoplasma e
o espiroplasma, causadores do enfezamento do milho. O manejo eficaz dessa praga e do
complexo dos enfezamentos tem sido desafiador, sobretudo em fungéo da dificuldade de
detectar a proporg¢ao de insetos infectivos em campo. Neste estudo, conduzido em area
experimental da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, foi avaliado o efeito do numero
de aplicagdes de inseticidas na reducao da infestagcao de cigarrinhas e das doengas por
ela transmitidas em campo. Foi realizado tratamento de sementes com os inseticidas
imidacloprido e tiodicarbe em todos os tratamentos, sendo T1: uma pulverizagdo com
acefato; T2: uma aplicacdo de acefato e sete dias depois uma aplicacado de metomil; T3:
uma aplicacao de acefato, duas de metomil com sete dias de intervalo; T4: uma aplicagao
de acefato, trés de metomil com sete dias de intervalo entre elas; e T5: uma aplicacao de
acefato, quatro de metomil com sete dias de intervalo entre elas. Os resultados indicam
que o aumento no numero de aplicagcbes de inseticidas n&do resultou em uma redugao
significativa na infestagdo de cigarrinhas nem na incidéncia das doengas associadas a
elas. Observou-se que o estadio de desenvolvimento da planta de milho influenciou na
presenca de cigarrinhas, com um pico observado no estadio V5. Além disso, ndo houve
diferencas significativas na severidade dos sintomas de raiado-fino e dos enfezamentos
entre os diferentes tratamentos. O aumento no numero de aplicagdes com inseticidas nao
gera efeito além do esperado na redugdo de cigarrinhas e na reducao da doenga. Esses
achados sugerem que estratégias complementares de manejo, além do controle quimico,
podem ser necessarias para mitigar os danos causados pela cigarrinha-do-milho e as
doencas por ela transmitidas.

Termos para indexacgao: Dalbulus maidis, cigarrinha-do-milho, milho, controle quimico.

Management of the stunt complex with intensive use of
insecticides

Abstract - The maize leafhopper Dalbulus maidis is a pest of economic importance for the
crop, due to its ability to transmit pathogens such as phytoplasma and spiroplasma, which
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cause maize stunting. Effective management of this pest and the stunt complex has been
challenging, especially due to the difficulty in detecting the proportion of infective insects in
the field. In this study, conducted in an experimental area at Embrapa Milho e Sorgo, Sete
Lagoas, MG, the effect of the number of insecticide applications on reducing leafhopper
infestation and the diseases transmitted by it in the field was evaluated. Seed treatment
was carried out with the insecticides imidacloprid and thiodicarb in all treatments: T1: an
application of acephate; T2: an application of acephate and seven days later an application
of methomyl; T3: one application of acephate, two of methomyl, seven days apart; T4: one
application of acephate, three of methomyl with a seven-day interval between them; and T5:
one application of acephate, four of methomyl with a seven-day interval between them. The
results indicate that the increase in the number of insecticide applications did not result in
a significant reduction in leafhopper infestation nor in the incidence of diseases associated
with them. It was observed that the development stage of the maize plant influenced the
presence of leafhoppers, with a peak observed at the V5 stage. Furthermore, there were
no significant differences in the severity of fine streak symptoms and stunting between
the different treatments. The increase in the number of insecticide applications does not
have an effect beyond that expected in reducing leafhoppers and reducing the disease.
These findings suggest that complementary management strategies, in addition to chemical
control, may be necessary to mitigate the damage caused by the maize leafthopper and the
diseases it transmits.

Index terms: Dalbulus maidis, maize leafhopper, maize, chemical control.

Introducao

A cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis (Delong & Wolcott, 1923) (Hemiptera:
Cicadellidae), € uma praga de importancia econdmica para o milho, por ser vetor de trés
patdgenos importantes da cultura: o fitoplasma causador do enfezamento-vermelho (Maize
bushy stunt phytoplasma), o espiroplasma causador do enfezamento-palido (Spiroplasma
kunkelii) e o virus-da-risca-do-milho (Maize rayado fino virus) (Gongalves et al., 2000;
Wagquil et al., 2000; Sabato et al., 2014). O complexo dos enfezamentos esta relacionado
a incidéncia na mesma planta dos dois enfezamentos, palido e vermelho, e a ocorréncia
da cigarrinha, que causam perdas na produgao e, em alguns casos, podem até devastar
uma lavoura (Querino et al., 2017; Coll-Araoz et al., 2020).

Aidentificacdo do enfezamento em campo tem se baseado principalmente em sintomas
caracteristicos observados nas plantas, como estrias nas folhas, nanismo, enrugamento e
deformagdes das espigas. Além deles, sdo usados testes moleculares, como a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), para confirmar a presenca dos patégenos causadores das
doencas, o fitoplasma do enfezamento-vermelho e o espiroplasma do enfezamento-palido,
em amostras de plantas infectadas (Shepherd et al., 2010; Carloni et al., 2011).

O manejo dessa praga tem sido dificil e oneroso, em virtude de o problema ser
ocasionado pela transmissdao dos patégenos (Contini et al.,, 2019), e pela dificuldade
de deteccao da proporcao de insetos infectivos em campo. Diante da dificuldade em se
manejar a cigarrinha, medidas conjuntas devem ser adotadas a fim de minimizar o efeito
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das doencas na produtividade da lavoura. Tais medidas fazem parte do manejo integrado
de pragas (MIP), em que medidas culturais, preventivas e de controle sdo indicadas, tais
como aplicagao dos inseticidas, eliminagdo do milho voluntario da area e sincronizagéo da
época de plantio, entre outras (Cota et al., 2021).

Nao existe nivel de controle para a cigarrinha no campo, uma vez que nao se
consegue detectar a proporgéo de insetos infectivos. Sendo assim, € indicado o uso de
inseticidas com a detecgao da presenca do inseto na lavoura até o estadio vegetativo de
oito folhas completamente formadas (em torno de 40 dias apds germinagao (Cota et al.,
2021)). Contudo, a eficacia dessa recomendacao € questionada. Assim, para subsidiar
as estratégias de manejo da cigarrinha e do complexo dos enfezamentos em campo, o
objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do niumero de aplicagcdes de inseticidas na redugao
de infestagao de cigarrinhas e das doencas por ela transmitidas em campo.

Material e métodos

O experimento foi conduzido em area experimental da Embrapa Milho e Sorgo, em
Sete Lagoas, (19°28’ latitude sul e longitude 44°15'08” W GrW), no periodo de margo a
julho de 2023. Foi feito o plantio em 31 de margo de 2023, com o hibrido AS 1844 PRO
3, em delineamento em blocos casualizados. Cada parcela foi composta por 10 linhas
com 11 metros de comprimento, com populagdo de 60.000 plantas/ha, e espagamento
entre linhas de 0,5 metro. Os tratamentos foram o numero de aplicagdes de inseticidas,
totalizando cinco formas de manejo e quatro repeti¢cdes, totalizando 20 parcelas. Foi
realizado tratamento de sementes com os inseticidas imidacloprido e tiodicarbe em todos
os tratamentos sendo: 1 (T1): uma pulverizagdo com acefato. 2 (T2): uma aplicagdo de
acefato e sete dias depois aplicagdo de metomil. 3 (T3): uma aplicagao de acefato, duas
de metomil com sete dias de intervalo. 4 (T4): uma aplicagado de acefato, trés de metomil
com sete dias de intervalo entre elas. 5 (T5): uma aplicagao de acefato, quatro de metomil
com sete dias de intervalo entre elas. As pulveriza¢des foram realizadas com pulverizador
pressurizado a CO2, com seis bicos espagados a 0,5 metro. O tipo de bico utilizado foi
leque com volume de calda de 100 litros por hectare.

As avaliagbes foram feitas visualmente, contabilizando o niumero de cigarrinha no
cartucho do milho em 20 plantas em cada parcela, semanalmente, do estadio V4 ao V7,
sendo contada a presencga de ninfas e adultos. As avaliagdes foram feitas 48 horas apéds a
aplicagao dos tratamentos iniciais.

Foram feitas também avaliagbes de raiado-fino e enfezamento. Em 20 plantas por
parcela, anotou-se a presencga de plantas com sintoma de raiado-fino. Foram observados
também sintomas iniciais de ferrugem e mancha-de-turcicum. Embora os sintomas nas
parcelas tenham sido baixos, as plantas ao lado apresentavam muitos sintomas de
enfezamento e raiado-fino. A avaliagao foi feita 48 dias apds o plantio (24/5).

Foram feitas duas avaliagcbes de severidade de enfezamentos, 109 e 116 dias apds
o plantio. Foi utilizada uma escala de notas variando de 1 a 6, referentes a média dos
sintomas das plantas na parcela, em que 1:auséncia de sintomas; 2: plantas com menos de
25% das folhas com sintomas, ou seja, folha avermelhada ou amarelada, ou apresentando
faixas clordticas em sua inserc¢ao; 3: plantas com 25% a 50% das folhas com sintomas; 4
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plantas com 50% a 75% das folhas com sintomas; 5: plantas com mais de 75% das folhas
com sintomas; e 6: plantas com morte precoce causada por enfezamentos (Silva et al.,
2003).

Os resultados das avaliacdes foram submetidos a analise estatistica utilizando o
programa Sisvar. As médias foram comparadas pelo do teste de Tukey (5% de significancia).

Resultados e discussao

A interagcdo do numero de aplicagbes realizadas semanalmente para o
controle de cigarrinhas e o estadio de desenvolvimento do milho nao foi significativa
(F=0,931 e p=0,5208). Também nao houve significAncia para o numero de
aplicagoes realizadas para o controle de cigarrinhas no numero médio de cigarrinhas
observadas/cartucho do milho semanalmente (F=0,0465 e P= 0,7612).

Contudo, verificou-se significAncia para o numero médio de cigarrinhas
encontradas no cartucho do milho, nos diferentes estadios de desenvolvimento da
planta avaliados (F=14,040 e P=0,00) (Figura 1). O ajuste da curva mostrou que
no estadio de desenvolvimento V5 foi coletado um maior numero de cigarrinhas,
independentemente do tratamento, com redugdo do numero de cigarrinhas nos
estadios V6 e V7. Esses dados divergem dos de Carvalho et al. (2022), que
encontraram o pico populacional no estadio V7. Muito provavelmente, o maior
numero de insetos em estadio fenoldgico anterior deve-se a area experimental onde
o ensaio foi plantado, pois nessa area havia outros plantios de milho com estadios
fenoldgicos avangados, o que pode ter feito com que esses insetos migrassem para
o presente ensaio mais rapidamente. Segundo Cota et al. (2021), essa migragéao
de cigarrinhas entre lavouras é tao frequente que se costuma recomendar evitar,
em lavoura comerciais, o plantio de lavouras novas perto de lavouras mais velhas,
onde a presenca do inseto ja foi constatada.

Contudo, de maneira geral, sdo registrados picos populacionais de cigarrinhas

em lavouras de milho V4 e V6, como verificado por Santos et al. (2022), indicando
gue o manejo da area pode alterar a infestacdo do inseto, mas que permanece
dentro de um periodo ja relatado na literatura.
Na avaliagdo dos sintomas de raiado-fino e enfezamentos, cujos patdégenos
sao transmitidos pela cigarrinha, também n&o se verificou efeito significativo da
aplicacao de inseticidas, sendo a nota média de raiado de 0,143, e de 2,6 a nota
média de enfezamentos.
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Figura 1. Numero médio de cigarrinha Dalbulus maidis por cartucho de milho AS 1844 PRO3 em diferentes estadios de
desenvolvimento, variando do V3 ao V8. Sete Lagoas, MG.

Esses resultados sugerem que nao existe a necessidade de aumentar o numero de
aplicagdes para o controle de cigarrinhas em lavouras de milho, pois ndo houve eficiéncia
do aumento do numero de aplicagdes nem para a reducdo do numero de insetos no
campo nem para a incidéncia das doencgas de raiado-fino e enfezamentos. Vale ressaltar
a necessidade de avaliacdo em areas maiores com menor interferéncia de plantios de
milho em areas adjacentes ao ensaio. Contudo, por se tratar de insetos transmissores de
patégenos, a presencga de poucos insetos pode ser suficiente para transmissao a planta.

Conclusao

O aumento no numero de aplicagdes com inseticidas ndo gera efeito além do esperado
na reducgao de cigarrinhas e dos patdégenos transmitidos. Estratégias complementares de
manejo devem ser necessarias para mitigar os danos causados pela cigarrinha-do-milho e
as doengas por ela transmitidas.
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Produtividade da cultura do sorgo granifero e de Urochloa
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Resumo - O trabalho objetivou avaliar as culturas da soja, do sorgo granifero e da
braquiaria semeadas antecipadamente nas entrelinhas da soja considerando o cultivo
intercalar antecipado realizado por meio do Sistema Antecipe. O experimento foi instalado
na area experimental da Embrapa Milho e Sorgo, no municipio de Sete Lagoas, MG, no
ano agricola 2022/2023. Os tratamentos foram compostos pelos seguintes sistemas de
cultivo: 1: soja no verao — sorgo pos-colheita da soja. 2: soja no verao — sorgo antecipado.
3: soja no verao — sorgo + braquiaria antecipada. 4: soja no verao — braquiaria antecipada.
5: soja no verao — braquiaria pds-colheita da soja. Para os tratamentos antecipados, foi
utilizada semeadora-adubadora especifica desenvolvida para o Sistema Antecipe, com
quatro linhas espagadas em 50 cm cada, equipada com terceira caixa para semeadura da
braquiaria. A colheita da soja foi realizada de forma mecanizada, em todos os tratamentos.
Foram analisadas as produtividades de graos da soja, de matéria seca de braquiaria e de
graos do sorgo. A produtividade de gréos de soja foi influenciada pelos tratamentos, com
maiores valores para o tratamento em que a oleaginosa foi semeada sobre palha de sorgo
pos-colheita da soja, e menores valores na soja semeada sobre a braquiaria antecipada. A
presencga da braquiaria em consércio, mesmo com 20 dias de antecipagdo na semeadura
em relagéo ao tratamento sorgo pos-colheita da soja, diminuiu a produtividade de graos em
50% em relagdo aos demais tratamentos. A antecipacdo da semeadura do sorgo granifero
em 20 dias nado reflete em maior produtividade de gréos. A semeadura da braquiaria 20
dias antes da colheita da soja proporciona maior produtividade de forragem, possibilitando
sua utilizagao no periodo de outono-primavera ou como opg¢ao de cobertura vegetal para o
sistema plantio direto na regido de Sete Lagoas.

Termos para indexagao: consorcio, sistema de plantio direto, semeadura antecipada.

Grain sorghum and Urochloa ruziziensis productivity in
intercropping in soybean rows using the Sistema Antecipe!"

Abstract - The work aimed to evaluate soybean, grain sorghum and brachiaria crops sown in
advance between the soybean rows considering the early intercropping carried out through
the Sistema Antecipem. The experiment was installed in the experimental area of Embrapa
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Milho e Sorgo, in the municipality of Sete Lagoas, MG, in the 2022/2023 agricultural year. The
treatments were composed of the following cultivation systems: 1: soybeans in summer —
sorghum post-soybean harvest. 2: soybeans in summer — sorghum in advance. 3: soybeans
in summer — sorghum + early brachiaria. 4: soybeans in summer — early brachiaria. 5:
soybeans in summer — brachiaria after soybean harvest. For early treatments, a specific
seeder-fertilizer developed for the Sistema Antecipe was used, with four rows spaced 50 cm
each, equipped with a third box for sowing brachiaria. Soybean harvesting was carried out
mechanized in all treatments. The productivity of soybean grains, brachiaria dry matter and
sorghum grains were analyzed. Soybean grain productivity was influenced by treatments,
with higher values for the treatment in which the oilseed was sown on sorghum straw post-
soybean harvest, and lower values for soybean sown on early brachiaria. The presence
of brachiaria in a consortium, even 20 days earlier in sowing in relation to the soybean
post-harvest sorghum treatment, reduced grain productivity by 50% in relation to the other
treatments. Bringing grain sorghum sowing forward by 20 days does not result in greater
grain productivity. Sowing brachiaria 20 days before harvesting soybeans provides greater
forage productivity, enabling its use in the autumn-spring period or as a cover crop option for
the direct planting system in the region of Sete Lagoas.

Index terms: consortium, direct planting system, early sowing.

Introducao

O sorgo cultivado em segunda safra vem aumentando de proporgéo anualmente, sendo
a principal época de cultivo desse cereal no Brasil. Um dos fatores limitantes a produtividade na
safrinha depende principalmente da época de semeadura, por causa, sobretudo, da reducao
da disponibilidade de agua no solo e das temperaturas do ar no inverno. Quanto mais tarde
for semeado, menor sera o potencial produtivo e maior o risco de perdas por geadas e/ou
seca.

Desenvolvido ao longo de 16 anos de pesquisas, o Sistema Antecipe—cultivo intercalar
antecipado de milho nas entrelinhas de soja, € um sistema de cultivo inovador e disruptivo,
pois, segundo Karam et al. (2020), é possivel realizar o cultivo de milho safrinha antes da
colheita da soja. Para que o sistema possa ser implementado, os autores consideram dois
critérios basicos: a) até o estadio de desenvolvimento V5, o ponto de crescimento do milho
encontra-se abaixo da superficie do solo. Mesmo com a reducao da area foliar provocado
pela colheita mecanica da soja, o milho é capaz de continuar seu crescimento, sem prejuizo a
producgéao de graos; e b) foi desenvolvida pela Embrapa uma semeadora-adubadora especifica
para este sistema de cultivo, com patente requerida ao Instituto Nacional de Propriedade
Intelectual (INPI) em 2020, (BR 10 2020 009566 8).

A inovacdo permite a antecipacdo da implantagdo do milho em até 20 dias, em
determinadas regides do Pais. O Antecipe possibilita o cultivo de milho na sequéncia da soja,
mesmo para cultivares de soja de ciclo mais longo, com ganhos consideraveis no sistema de
sucessao e/ou rotacao soja/milho. Em regides limitadas pelo Zoneamento de Risco Climatico
(Zarc), com maior estabilidade na safrinha, esse sistema reduz os riscos de frustragéo perante
condig¢des climaticas mais adversas no final do periodo de verao e inicio de outono. Para a
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regidao Central de Minas Gerais, com condigbes climaticas restritivas no final do periodo de
verao, o Antecipe podera desenvolver novos modelos de cultivos consorciados como o sorgo
granifero, além da possibilidade do cultivo de gramineas forrageiras dos géneros Urochloa
(Syn Brachiaria).

Assim, para comprovar a eficiéncia dessa técnica e difundir esta tecnologia visando
aumentar a producao de graos em sistema plantio direto (SPD) e Integragdo Lavoura-Pecuaria
(ILP) na regido Central de Minas Gerais, este trabalho teve como objetivo avaliar as culturas
da soja, do sorgo granifero e da braquiaria semeadas antecipadamente nas entrelinhas da
soja por meio do cultivo intercalar antecipado realizado por meio do sistema Antecipe em Sete
Lagoas, MG.

Material e métodos

O experimento foi instalado na area experimental pertencente a Embrapa Milho e Sorgo, no
municipio de Sete Lagoas, MG (19° 28'S; 44° 15'W e altitude de 732 m). A pesquisa foi conduzida durante
0 ano agricola 2022/2023. O clima da regiao € classificado, segundo Koppen (1948), tipo Cwa (com
inverno seco e verao quente), com temperatura média anual de 21,8 °C e precipitagdo média anual de
1.345 mm. O solo é classificado como Latossolo Vermelho Distroférrico muito argiloso (660 g kg-1 de argila).

Os tratamentos foram compostos pelos seguintes sistemas de cultivo: Tratamento 1:
soja no verao — sorgo pos-colheita da soja. Tratamento 2: soja no verao — sorgo antecipado.
Tratamento 3: soja no verao — sorgo + braquiaria antecipada. Tratamento 4: soja no veréao
— braquiaria antecipada. Tratamento 5: soja no verao — braquiaria pos-colheita da soja.

A area total do experimento possui cerca de trés hectares, com declive uniforme, e foi
dividida em faixas para acomodar os tratamentos. Todos os tratamentos foram semeados
mecanicamente, inclusive o cultivo antecipado. Neste, foi utilizada semeadora-adubadora
especifica desenvolvida para o sistema Antecipe, conforme descrito em Karam et al. (2020),
com quatro linhas espacadas em 50 cm cada. Além da semeadura, na colheita da soja e
das culturas em safrinha foi utilizada colhedora automotriz New Holland modelo TC 57,
cortando toda a massa vegetal presente nos tratamentos simultaneamente a colheita da
soja.

Em 13/10/2022, a cobertura vegetal foi dessecada para semeadura da soja. Foi
utilizada a cultivar de soja RK 7518 IPRO, de ciclo precoce e GMR de 7.5, recomendada
para a regido macrossojicola 3, com populagao inicial de 16 sementes por metro (320.000
plantas por hectare). A cultivar foi inoculada com Bradyrhizobium japonicum. A adubagao
de semeadura constou da aplicagéo na linha de 16 kg ha-1 de N, 56 kg ha-1 de P205
e 32 kg ha-1 de K20, correspondendo a 200 kg ha-1 do fertilizante formulado 08- 28-
16. Durante todo o desenvolvimento da cultura da soja, todos os tratos culturais foram
realizados conforme os principios das boas praticas agricolas.

Em 17/2/2023, para os tratamentos em que foi realizado o cultivo intercalar
antecipado, a semeadura ocorreu quando a soja encontrava-se em estadio R7, segundo a
escala descrita em Farias et al. (2007), correspondendo a 113 dias apds a semeadura da
soja e 20 dias antes da colheita da oleaginosa. Nos cultivos que envolveram a semeadura
da braquiaria antecipada, as sementes da forrageira foram acondicionadas na terceira
caixa acoplada a semeadora-adubadora, e a deposi¢cao das sementes ocorreu no sulco de
deposigao do fertilizante, posicionando o tubo de descarga da semente apos a abertura do
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sulco.

A Tabela 1 mostra as datas de realizacdo das semeaduras em cada um dos
tratamentos analisados.

O hibrido de sorgo granifero selecionado foi o BRS 3318, oriundo do Programa de
Melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo. Independentemente da época de semeadura,
utilizaram-se as densidades de 10 sementes por metro para o sorgo granifero, objetivando
200.000 plantas ha-1. Para a braquiaria Urochloa ruziziensis (Syn Brachiaria), a densidade de
semeadura foi de 10 kg de sementes por hectare.

A adubacgdo de semeadura para o sorgo, inclusive no tratamento consorciado com
a braquiaria, constou da aplicagao de 200 kg ha-1 de 08-28-16, correspondendo a 54 kg
ha-1 de N, 78,4 kg ha-1 de P205 e 44,8 kg ha-1 de K20. Nos tratamentos referentes a
semeadura somente da braquiaria, nao foi feita adubacéo.

Tabela 1. Tratamentos e respectivas datas de semeadura das culturas de milho, sorgo e Urochloa ruziziensis (braquiaria)
nos sistemas de cultivo avaliados. Sete Lagoas, MG, safra 2022/2023.

1. Soja no verao — sorgo antecipado 17/02/2023 -
2. Soja no verdo — sorgo pés-colheita da soja - 14/03/2023
3. Soja no verdo — sorgo + braquidria antecipada 17/02/2023 -
4. Soja no verao — braquiaria antecipado 16/02/2023 -
5. Soja no verao — braquiaria pés-colheita da soja - 14/03/2023

Datas de semeadura

A colheita da soja para quantificagdo da produtividade em cada tratamento foi efetuada
manualmente nos dias 7 e 8/3/2023 e, apds essa coleta, procedeu-se a colheita mecanica
da soja em 9/3/2023, em todos os tratamentos, correspondendo a 133 apds a semeadura da
soja, utilizando-se colhedora automotriz New Holland modelo TC 57. Toda a massa vegetal foi
cortada, inclusive nos tratamentos em que a semeadura ocorreu antecipadamente. Para essa
operacao, a altura da plataforma de corte da colhedora foi regulada para operar na altura de
insercéo da primeira vagem da soja, diminuindo os danos por perda de area foliar nas culturas
do sorgo e da braquiaria.

No dia 14/3/2023, correspondendo ao dia seguinte a colheita da soja, no tratamento com
semeadura antecipada de sorgo, foi realizada adubagéo de cobertura por meio da aplicagéo
de 200 kg de ureia ha-1, correspondendo a 90 kg ha-1 de N, utilizando-se adubador de discos
para plantio direto. Para o tratamento do sorgo semeado ap6s a colheita da soja, a cobertura foi
realizada em 10/4/2023, utilizando-se a mesma quantidade de ureia.

Foram realizadas as seguintes avaliagdes: produtividade de graos da soja na maturidade
fisioldgica (avaliagao de duas linhas de cinco metros de comprimento), produtividade de matéria
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seca de braquiaria (corte da parte aérea utilizando quadro de 0,5 m2) e produtividade de graos
do sorgo (avaliagédo de duas linhas de cinco metros de comprimento). Para todas as avaliages,
foram efetuadas cinco repeticdes por tratamento. Os dados foram submetidos a analise de
variancia pelo teste LSD (DMS) a 5% utilizando-se o programa Sisvar® (Ferreira, 2011).

Resultados e discussao

Nao foi constatada perda de graos, vagens ou ramos durante a passagem da
semeadora-adubadora. A produtividade de graos de soja foi influenciada pelos tratamentos
(Tabela 2), com maiores valores para o tratamento em que a oleaginosa foi semeada sobre
palha de sorgo pés-colheita da soja, e menores valores na soja semeada sobre a braquiaria
antecipada. Esses resultados sao decorrentes das condigdes do ano agricola anterior (safra
2021/2022). A produtividade de graos de sorgo também foi influenciada pelos tratamentos
(Tabela 2). A presencga da braquiaria em consoércio, mesmo com 20 dias de antecipagao na
semeadura em relagdo ao tratamento sorgo pos-colheita da soja, diminuiu a produtividade
de grdos em relagdo aos demais tratamentos em 50%. E importante salientar que a
competigdo entre o sorgo e a braquiaria ocorreu pois ndo houve controle de crescimento da
forrageira. Essa afirmacao é respaldada pela analise dos dados de produtividade de matéria
seca de braquiaria (Tabela 2), em que a semeadura da forrageira antecipada, mesmo no
consorcio com o sorgo, foi semelhante entre os dois tratamentos e maior que a semeadura
pos-colheita da soja.

Tabela 2. Produtividade de gréos de soja, sorgo granifero e matéria seca de U. Ruziziensis (braquiaria) em diferentes
sistemas de cultivo. Sete Lagoas, MG, Embrapa Milho e Sorgo, ano agricola 2022/2023.

Sorgo antecipado 3.310ab 2.681a -
Sorgo pos-colheita da soja 35%4a 2845a -
Sorgo + braquiaria antecipada 3414ab 1.345b 8.768a
Braquiaria antecipada 3.120 b - 8.744 a
Braquiéria pds-colheita da soja 3.302 ab 3.817b

Médias seguidas de letras minusculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste LSD (DMS) a 5% de probabilidade.

Conclusoes

A antecipagao da semeadura do sorgo granifero em 20 dias nao reflete em maior
produtividade de grdos. Além disso, a competicdo dessa cultura com a braquiaria em
consorcio simultdneo e antecipado reduz a produtividade de graos em 50%.

A semeadura da braquiaria 20 dias antes da colheita da soja proporciona maior
produtividade de forragem, o que possibilita sua utilizagdo no periodo de outono- primavera
ou como opgao de cobertura vegetal para o sistema plantio direto na regido de Sete Lagoas.
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Resumo - Os molicutes sao os patdgenos responsaveis pelos enfezamentos do milho. Dois tipos de
enfezamento sdo conhecidos: o enfezamento-palido e o enfezamento-vermelho. Ambos séao
transmitidos de forma persistente propagativa pela cigarrinha-do-milho Dalbulus maidis. A incidéncia
de enfezamentos pode resultar em grandes perdas na produtividade do milho, podendo chegar a
100%, em funcdo da época de infecgdo e da suscetibilidade da cultivar. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a resisténcia genética de hibridos experimentais de milho aos enfezamentos.
O experimento foi conduzido na area experimental da Embrapa Milho e Sorgo, localizada em Sete
Lagoas, MG. O experimento foi conduzido com 94 hibridos experimentais e seis testemunhas (hibridos
comerciais). Aos 90 dias apds o plantio, avaliou-se a severidade dos enfezamentos, utilizando-se
escala de notas variando de 1 a 6, referentes a média dos sintomas das plantas na parcela, em que
1: auséncia de sintomas e 6: plantas com morte precoce causada por enfezamentos. Os gendtipos
de milho avaliados variam quanto ao nivel de resisténcia aos enfezamentos. As notas médias de
severidade da doenca variam de 1,75 (plantas com poucos sintomas) a 6 (mais de 75% das plantas
com sintomas e plantas mortas). Baseado nos resultados obtidos, os hibridos experimentais com
bons niveis de resisténcia aos enfezamentos maior resisténcia aos enfezamentos (nota inferior
a dois) e com alto potencial produtivo (acima de 7.500 Kg/ha) foram 1T2794, 1T2790 e 1T2789.
Esses hibridos deverao ser avaliados em outros locais e regides para avaliagdo da estabilidade da
resisténcia e potencial produtividade.

Termos para indexagao: enfezamentos, resisténcia, cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis, manejo

Resistance of experimental hybrids to corn stunting in Sete
Lagoas, MG

Abstract - Mollicutes are the pathogens responsible for corn stunting. Two types of there are
known stunting plants: pale stunting and maize bushy stunt. Both are transmitted in a persistent
propagative manner by the corn leafhopper Dalbulus maidis. The incidence of stunting can result in
major losses in corn productivity, which can reach 100%, depending on the season of infection and
the susceptibility of the hybrid. Thus, the objective of this work was to evaluate the genetic resistance
of experimental hybrids of corn to stunting. The experiment was conducted in the experimental area
of Embrapa Milho e Sorgo, located in Sete Lagoas, MG. The experiment was conducted with 94
experimental hybrids and six controls (commercial hybrids). At 90 days after planting, the severity
of stunting was evaluated, using a rating scale varying from 1 to 6, referring to the average of plant
symptoms in the plot, where 1: absence of symptoms and 6: plants with early death caused by
stunting. Corn genotypes evaluated vary in terms of the level of resistance to stunting. The average
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grades of disease severity ranges from 1.75 (plants with few symptoms) to 6 (more than 75% of
plants with symptoms and dead plants). Based on the results obtained, the hybrids experimental
studies with good levels of resistance to stunting, greater resistance to stunting (grade less than two)
and with high productive potential (above 7,500 kg/ha) they were 1Q2794, 1Q2790 and 1Q2789.
These hybrids should be evaluated in other locations and regions to evaluate resistance stability and
potential productivity.

Index terms: corn stunting, resistance, corn leafhoppers, Dalbulus maidis, manegement.

Introducao

Os molicutes sdo os patdgenos responsaveis pelos enfezamentos do milho, doenca
sistémica ocasionada pelainfecg¢ao dos tecidos do floema das plantas. Dois tipos de enfezamento
sao conhecidos: o enfezamento-palido e o vermelho, o primeiro causado pelo procarionte
Spiroplasma kunkelli Whitcomb (Corn Stunt Spyroplasma) e o segundo por Phytoplasma (Maize
bushy stunt phytoplasma). Ambos sao transmitidos de forma persistente propagativa pela
cigarrinha-do-milho Dalbulus maidis DeLong & Wolcott) (Homoptera: Cicadellidae) (Waquil,
1997). A incidéncia de enfezamentos pode resultar em grandes perdas na produtividade do
milho, podendo chegar a 100%, em funcao da época de infecgéo e da suscetibilidade da cultivar
(Nault, 1990).

Entre os efeitos nas plantas devidos aos enfezamentos estdo redugao de crescimento
e desenvolvimento das plantas, proliferagcdo e malformagao de espigas, espigas improdutivas,
enfraquecimento dos colmos das plantas, favorecimento de infecgbes dos colmos que resulta
em tombamento, entre outros que irdo afetar a produtividade (Oliveira; Frizzas, 2022). Segundo
Waquil (1997), plantulas de milho infestadas com até 10 cigarrinhas adultas/planta sofrem
reducao de 40 e 62% de peso seco da parte aérea e sistema radicular, respectivamente. Assim,
nas fases iniciais da lavoura, quanto maior a populagdo de cigarrinha estiver, maior sera a
necessidade de protegao das plantas. De acordo com Massola Junior et al. (1999), quanto mais
cedo os sintomas se manifestarem, maiores serao os prejuizos, sendo que, para cada 1% de
aumento na incidéncia de enfezamentos, ocorre 0,8% de redugdo em produgao.

Em relagcdo ao manejo, existe ainda muita dificuldade em razao da baixa eficiéncia de
controle da cigarrinha com inseticidas, o que pode estar relacionado ao carater migrador do
inseto. Nao ha nenhum produto registrado para controle dos molicutes e e ainda existem poucas
informagdes sobre a reagéo das cultivares as doencgas (Silva et al., 2017). Diante desses fatos,
ha que se considerar que a resisténcia genética ainda é a estratégia mais indicada para os
enfezamentos.

Porém, embora existam relatos de variabilidade genética entre cultivares e trabalhos
que mostram a heranca da resisténcia, ainda faltam informacdes sobre a reagao a doenca para
a grande maioria das cultivares disponiveis no mercado (Costa et al., 2019; Cota et al., 2018).
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a resisténcia genética de hibridos experimentais de
milho aos enfezamentos em Sete Lagoas, Minas Gerais.
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Material e métodos

O experimento foi conduzido na area experimental da Embrapa Milho e Sorgo,
localizada em Sete Lagoas, MG. O experimento foi conduzido em uma area com historico de
elevada severidade na ocorréncia de enfezamentos. O plantio foi realizado em abril de 2022.
A adubacao de plantio consistiu da aplicagao de 300 kg de adubo NPK (4-30-16). Aplicou-se
Carbofuran (Furadan 50 GR®) nas linhas de plantio. Aos 31 e 38 dias do plantio (DAP) foi
realizada uma aplicacdo de Deltrametrina (Decis Ultra 100EC®) e Espinosade (Tracer ®),
respectivamente, para o controle da lagarta-do-cartucho. Aos 27 e 50 DAP foram realizadas
duas aplicagdes de ureia (100 kg/ha por aplicagéo).

Cada parcela experimental foi constituida de quatro linhas de 5 m, com o espagamento
de 0,8 m entre linhas e 0,2 m entre plantas. O experimento foi conduzido com 94 hibridos
experimentais e seis testemunhas (hibridos comerciais) (Tabela 1). O delineamento utilizado
foi o de blocos ao acaso com duas repetigcdes para cada genotipo.

Aos 90 dias apds o plantio, avaliou-se a severidade dos enfezamentos conforme
recomendacao Silva et al. (2021), utilizando- se escala de notas variando de 1 a 6, referentes
a média dos sintomas das plantas na parcela, em que 1: auséncia de sintomas; 2: plantas
com menos de 25% das folhas com sintomas, ou seja, folha avermelhada ou amarelada, ou
apresentando faixas cloréticas em sua insercao; 3: plantas com 25% a 50% das folhas com
sintomas; 4: plantas com 50% a 75% das folhas com sintomas; 5: plantas com mais de 75%
das folhas com sintomas e 6: plantas com morte precoce causada por enfezamentos (Silva
et al., 2003). Os valores de notas de severidade foram submetidos a analise de varidncia e
as médias dos tratamentos, quando necessario, foram comparadas utilizando-se o método de
agrupamento com teste de Scott & Knott (P<0,05).

Resultados e discussao

Os gendtipos de milho avaliados variam quanto ao nivel de resisténcia aos enfezamentos.
As notas médias de severidade da doenga variam de 1,75 (plantas com poucos sintomas) a 6
(mais de 75% das plantas com sintomas e plantas mortas) (Tabela 1). Os hibridos experimentais
com menores valores de severidade dos enfezamentos, nota menor que 2 (plantas com menos
de 25% das folhas com sintomas, ou seja, folha avermelhada ou amarelada, ou apresentando
faixas clordticas em sua insergao), foram 172788, 1T2789, 172804, 172803, 1T2790, 1T2794,
1T2793, 1T2791 e 1T2792 (Tabela 1).

Quanto a producao, 58 hibridos experimentais obtiveram médias de produgao maior
do que a média das testemunhas utilizadas no experimento. As maiores producgdes (acima
de 7500 Kg/ha) foram registradas nos hibridos 1T2813, 172851, 172852, 172794, 1T2790,
1T2824, 1T2802, 3T2807, 172789 (Tabela 2)



XXI Seminario de Iniciagao Cientifica da Embrapa Milho e Sorgo PIBIC/CNPq 89

Tabela 1. Notas de severidade do enfezamento em hibridos de milho plantados em Sete Lago

GENOTIPOS Nota  Grupos*
1T2788, 1T2789, 1172804, 1T2803, 1T2790, 1T2794,1T2793, 1,75-1,75 A
1T2791, 1T2792
1T2796, 172802, 1QPF790 1QPF825, 112807, 112805, 2,25-2,75 B

172813, 1QPF844, 172854, 172851, 172850

172824, 172845, 112823, 1QPF820, 172826, 1QPF823,
172849, 172814, 1QPF835, AG8061 PRO2

1T2832, 172828, 1T2827, 172825, 1T2841,1T2863,

1T2859, 1T2866, 1T2864, BRS 1055, 172846, BM270 PRO2,
1QPF819, 172815, 1T2798, 172812, 172810, 172811, 172817,
172800, 172799,

1QPF880, 172819, 1T2821, 1T2852, 172853, BRS 3042 4-4,25 E
PRO2, 1T2806, 1T2833, 172830, 172862, 1T2831

SHS7930 PRO2, 172843, 172860, 1QPF871, 1T2861, 1T2797, 112816, 1QPF854, 3T2808,

1T2822, 172795, 4,5-4,75 F
172840, 172809, 1T2865, 172837

1QPF891, 172839, 1T2820, 1T2857, 1T2856, 1T2836,

2,25-31 C

3,75-3,75 D

1T2842, 172834, 1T2818, 172829, 1T2844, 172801, 5-5,25 G
1QPF799, 1QPF874, 1T2848
Status VipTera, 172835, 1QPF856, 1QPF793, 172838, 5,75-6,0 H

1T2858, 1T2855, 1T2847

*Grupos de médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, pelo método de agrupamento de Scott & Knott P<0,05.
Tabela 2. Produtividade de gréos (Kg/ha) em hibridos de milho plantados em Sete Lagoas, MG.

GENOTIPOS Prod. (Kg/ha)  Grupos

1QPF793, BRS 1055, 172838, 172858, 172835, 1T2806,

1QPF790, 1QPF799, 172843, 1T2801, 1QPF891, Status VipTera,
1QPF835, 172840, 1T2847, 172844, 1T2797, 172845, 1QPF856,
1T2812, 1T2814, 172841, 1QPF880,

172800, 1T2809, 1QPF854,

172855, 1T2854, 172816, 1QPF820, 1QPF819, 1T2831, 3.929,0-5.338,9 B
172834, 1T2842, 172818, 1QPF823, BRS 3042 PRO2,

1QPF825, 172837, 1QPF871, 1T2864, 172839, SHS7930

PRO2, 172788, 172822, 1T2811, 1T2829, 372808, 172866,

1QPF874, 1T2862, 1T2795, 1QPF844, 172856, 1T2827,

172828, 172820, 1T2861, 1T2798, 1T2799, 172859, 1T2823,

172836, 1T2860

172804, 1T2865, 172853, 172848, 172826, 172825, 1T2863, 5.622,4-7249,0 C
172832, 172830, 172803, 172810, 172821, 172817, 172849,

172815, 172805, AG8061 PRO2, 1T2833, 1T2796, 172846,

172819, 1T2792, 1T2857, 1T2791, 1T2793, 172850, BM270

1.120,0-3.869,5 A

PRO2

172813, 1T2851, 1T2852, 1T2794, 1T2790, 1T2824, 1T2802, 7.511,7-9.930,0 D
312807, 1T2789

Média testemunhas (BRS 1055, Status VipTera, BRS 3042 4.559,06

PRO2, SHS7930 PRO2, AG8061 PRO2, BM270 PRO2

*Grupos de médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, pelo método de agrupamento de Scott & Knott P<0,05.

Os enfezamentos, atualmente, estao entre as principais doencas da cultura do milho.
A resisténcia genética é a principal estratégia para o manejo dos enfezamentos, porém as
avaliacdes para resisténcia genética de milho aos enfezamentos precisam ser baseadas em
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alguns fatores especificos de epidemia, como o indculo natural proporcionado por cigarrinhas
infectantes que migram de outras lavouras. O semeio deve ser preferencialmente na segunda
safra ou na fase reprodutiva da safra de milho antecedente. E importante também incluir cultivar
suscetivel em parcelas intercaladas como indicadora e referéncia da doenca (Oliveira et al.,
2013; Sabato, 2017). Na condicao onde o experimento foi conduzido tinhamos todas estas
condicdes disponiveis, uma vez que a doencga se expressou em alta intensidade nas cultivares
suscetiveis.

Resultados obtidos neste trabalho corroboram com aqueles descritos na literatura
quando a existéncia de cultivares com niveis de resisténcia/tolerancia aos enfezamentos,
caracterizando uma resisténcia horizontal ou poligénica (Cota et al., 2018; Costa et al., 2019).
No entanto, entre as cultivares avaliadas, nenhuma foi completamente imune a doencga, o
que reforgca a necessidade de adogao de medidas de manejo integrado para reduzir os danos
provocados pelos enfezamentos na cultura do milho (Alves et al., 2020; Cota et al., 2021).

Conclusao

Baseado nos resultados obtidos, conclui-se que existe variabilidade genética quanto a
resisténcia aos enfezamentos nas cultivares avaliadas. Os hibridos experimentais com bons
niveis de resisténcia aos enfezamentos e com alto potencial produtivo foram: 172788, 1T2789,
172804, 172803, 1T2790, 1T2794,1T2793, 1T2791, 1T2792. Os hibridos com maior potencial
produtivo (acima de 7.500 Kg/ha) e maior resisténcia aos enfezamentos (nota inferior a dois)
foram 1T2794, 1T2790 e 1T2789. Estes hibridos deverédo ser avaliados em outros locais e
regides para avaliacao da estabilidade da resisténcia e potencial produtividade.
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Resumo - No Brasil, o sorgo é usado quase que em sua totalidade para alimentacéao
animal, mas o mercado para alimentacdo humana possui grande potencial de
crescimento. Os graos de sorgo sao isentos de gluten e possuem sabor suave e uma
variedade de compostos bioativos, como antocianinas, acidos fendlicos, antioxidante,
entre outros, os quais podem contribuir para promo¢do da saude humana. Nesse
sentido, a Embrapa Milho e Sorgo vem desenvolvendo uma linha de pesquisa visando
avaliar e identificar gendétipos de sorgo superiores nessas caracteristicas, para uso na
alimentagdo humana, sendo esse o objetivo desse trabalho. Foram avaliados 50 hibridos
de sorgo granifero, 46 em fase experimental e quatro testemunhas (BRS 305, SC 319,
SC 105 e A9104). Observou-se efeito significativo para a fonte de variagdo genétipos
para todas as caracteristicas avaliadas, demonstrando suficiente variabilidade entre
eles. Quanto as estimativas da herdabilidade, que mostra o quanto da variagao total se
deve a efeitos genotipicos, observaram-se valores de alta magnitude (>97%) para todas
as caracteristicas. Os hibridos de sorgo 1831053, 1831061 e 1831019 possuem altos
teores de tanino, fendis totais e atividade antioxidante, podendo ser utilizados para
producao de alimentos funcionais para alimentagdo humana.

Termos para indexagao: compostos fendlicos, capacidade antioxidante, alimentos sem
gluten, alimentos funcionais.

Selection of grain sorghum cultivars for traits that promote
human health®

Abstract - In Brazil, sorghum is used almost entirely for animal feed, but the human
food market has great potential for growth. Sorghum grains are gluten-free and have a
mild flavor and a variety of bioactive compounds, such as anthocyanins, phenolic acids,
antioxidants, among others, which can contribute to promoting human health. In this
sense, Embrapa Maize and Sorghum has been developing a line of research aimed at
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evaluating and identifying sorghum genotypes superior in these characteristics, for use
in human food, which is the objective of this study. Fifty grain sorghum hybrids were
evaluated, 46 in the experimental phase and four controls (BRS 305, SC 319, SC 105
and A9104). A significant effect was observed for the source of variation genotypes
for all the evaluated characteristics, demonstrating sufficient variability among them.
Regarding heritability estimates, which show how much of the total variation is due to
genotypic effects, high magnitude values (>97%) were observed for all characteristics.
Sorghum hybrids 1831053, 1831061 and 1831019 have high levels of tannin, total
phenols and antioxidant activity, and can be used for the production of functional foods
for human consumption.

Index terms: phenolic compounds, antioxidant capacity, gluten-free foods, functional
foods.

Introducao

O sorgo (Sorghum bicolor L.) é o quinto cereal mais importante do mundo,
superado apenas por trigo, arroz, milho e cevada. O sorgo grao como alimento humano
tem crescido, por ndo possuir gluten. Por isso, é totalmente seguro para pessoas
celiacas, possui sabor neutro, uma grande vantagem na industria de alimentos, e
apresenta uma variedade de compostos bioativos, como antocianinas, acidos fendlicos,
antioxidante, entre outros (Awika et al., 2009).

Muitos desses compostos sdo capazes de eliminar radicais livres e modular
varias vias de sinalizagao relevantes para a prevengao de doencgas crdnicas nao
transmissiveis, como obesidade e inflamacéo, cancer, doencgas cardiovasculares e
diabetes (Yang et al., 2012; Girard; Awika, 2018).

Resultados de pesquisas realizadas no Brasil mostraram elevada aceitacao
de produtos elaborados com farinha de sorgo, comprovando, dessa forma, grande
potencial do cereal para uso na alimentagdo humana no Pais. O sorgo possui grande
potencial ndo so6 para ser utilizado como ingrediente na producao de alimentos sem
gluten, mas também na producéo de alimentos funcionais.

No Brasil, 0 sorgo € usado quase que em sua totalidade para alimentag&o animal,
mas o mercado de alimentagdo humana possui grande potencial de crescimento,
podendo o grao substituir o trigo em varias receitas. A Embrapa Milho e Sorgo
desenvolveu uma linha de pesquisa com o objetivo de identificar e avaliar gendétipos
de sorgo que pudessem atender a esse mercado. Dentre as caracteristicas avaliadas
estdo a atividade antioxidante e os fendis totais. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar hibridos de sorgo quanto a essas caracteristicas, buscando selecionar hibridos
potenciais para o mercado nacional.
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Material e métodos

Foram avaliados 50 hibridos de sorgo granifero, 46 em fase experimental da
Embrapa e quatro testemunhas (BRS 305, SC 319, SC 105 e A9104). BRS 305 e
A9104 sao hibridos e possuem tanino. Ja SC 319 e SC 105 sdo linhagens que se
destacaram em analises anteriores com altos teores de fendis totais. Os gendtipos
foram plantados na area experimental da Embrapa Milho e Sorgo, onde foram avaliados
para rendimento de graos.

Apos colhidos, os graos inteiros de sorgo foram encaminhados ao laboratério,
para obtencéo da farinha de sorgo integral, com particulas de 0,5 mm. Posteriormente,
a farinha foi armazenada em sacos plasticos de polietileno sob refrigeracédo (1 £+ 4 °C)
até o uso.

O extrato fendlico utilizado na analise de antocianinas totais, os compostos
fendlicos totais e a capacidade antioxidante foram obtidos conforme metodologia
descrita por Singleton et al. (1999), com modificagdes: 0,25 g das amostras foi extraido
em 25 mL de 1% HCI /metanol (v/v) por duas horas em um shaker (Nova Ethics, 109).

Os compostos fendlicos totais foram determinados pelo método de Folin-
Ciocalteu (Kaluza et al., 1980), e os resultados foram expressos em mg de equivalentes
de acido galico/g de amostra (EAG eq/g).

Os teores totais de antocianinas foram obtidos de acordo com a metodologia de
Fuleki e Francis (1968), com modificagdes (Barbosa et al., 2021). A absorbancia das
amostras foi lida a 480 nm em um espectrofotometro (Instrutherm ® Modelo UV-2000
A), e as concentragdes de antocianina foram calculadas com base na absorbancia da
luteolinidina (480 nm) utilizando a equagao C (mol /L) =Al/e , em que C é a concentragao
da amostra, A é a absorbancia e € é o coeficiente de extingdo molar da luteolinidina, que
€ 29,157 (Njongmeta , 2009). Os resultados foram expressos em mg de equivalentes
de luteolinidina (EL)/g de amostra.

A capacidade antioxidante foi determinada de acordo com Awika et al. (2003)
utilizando o reagente 2,2’ — azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS+) e
os resultados foram expressos em g mol de Trolox /g de amostra. Avaliou-se os taninos
condensados pelo método vanilina- HCI descrito por Price et al. (1978) e os resultados
demonstrados em mg de equivalentes de catequina (EC)/g de amostra.

Resultados e discussao

Observou-se efeito significativo (p<0,05) para a fonte de variagao genétipos para
todas as caracteristicas avaliadas (Tabela 1), denotando existir suficiente variabilidade
entre os gendtipos de sorgo.

O coeficiente de variagcdao ficou abaixo de 20%, ressaltando a qualidade
experimental satisfatoria para o teste. Quanto as estimativas da herdabilidade, que
mostra o quanto da variacao total se deve a efeitos genotipicos, observaram-se valores
de alta magnitude (>97%) para todas as caracteristicas.
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Tabela 1. Resumo da analise de taninos (TAN), fendlicos totais (FEN), atividade antioxidante (AA), antocianinas totais
(ANT) de 50 gendtipos, em Sete Lagoas, MG

Blocos 2 261,91 55,98 11.114,53 512,87

Gendtipos 49 1.042,35*  125,15** 31.414,06 ** 5.313,14*

Erro 98 21,62 2,87 758,84 97,56
Média 52,58 19,27 321,10 59,25
CV (%) 8,84 8,80 8,58 16,67
h2 (%) 97,93 97,70 97,58 98,16

* Taninos (TAN); fendlicos totais (FEN); atividade antioxidante (AA); antocianinas totais (ANT). CV: coeficiente de variagdo. ** Significativo pelo teste F a
5% de probabilidade.

Dentre os materiais avaliados, seis hibridos (1831019, 1831027, 1831037,
1831053, 1831061 e 1920010) apresentaram teores de taninos superiores a BRS 305
e SC319 (testemunhas para tanino), e todos apresentaram compostos fendlicos totais
superiores ao BRS 305. A linhagem SC319 comprovou seus altos teores de tanino e
fenodis totais, devendo ser inserida no programa de melhoramento para cruzamentos
com linhagens-elites.

Considerando os materiais avaliados, taninos (TAN) e fendlicos totais (TP), os
genaotipos 1831061, 1831019 e 1831053 tiveram comportamento semelhante e foram os
gue mais se aproximaram da testemunha SC319.

Os gendtipos CMSXS 180R, BRS 330, BRS 373, BRS 3318, BRS 310 foram
classificados como de baixo teor de taninos, fendlicos totais e atividade antioxidante.

Para a caracteristica atividade antioxidante (AA), atestemunha SC 319, apresentou
0s maiores valores (518,2 y Mol TE/Q), ja entre os hibridos, o 1831053 obteve valor
superior entre os materiais experimentais, com 448,0 y Mol TE /g. Este hibrido esta no
grupo de maiores teores de taninos e fendis totais. Os outros dois hibridos com altos
teores de taninos e fendis totais (1831061 e 1831019) obtiveram atividade antioxidante
menores que o 1831053, mas similares ao BRS 305.

Os hibridos 1831057, 1831035, 1831023, 1831039 e 1831041 apresentaram as
maiores concentragdes de antocianinas totais, com teores bem superiores a BRS 305 e
SC 319 (Tabela 2).

Os genotipos que se destacaram para altos teores de tanino, fendis totais e
atividade antioxidantes apresentaram baixa antocianina, devendo a selecéo ser distinta
para essa caracteristica. Os trabalhos realizados com antocianina buscam diferenciar
0 gréo de sorgo para alimentagcdo humana (gréao mais escuro) do grao de sorgo para
alimentagao animal (grédo vermelho), mas os resultados de pesquisa mostram que nem
sempre 0 grao mais escuro vai possuir mais antocianina. A selecdo de sorgo com altos
teores de antocianina devera continuar, mas com objetivo de atender ao mercado de
corantes naturais.
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Tabela 2. Médias para as caracteristicas taninos (TAN, mg EC/g), fendlicos totais (FEN, mg EAG/g), atividade antioxidante
(AA, u Mol TE /g), antocianinas totais (ANT, ug LE/g), em Sete Lagoas, MG.

1831001 532 ¢ 2108 d 3097 d 679 e
1831003 551 c 1859 e 3307 d 58 e
1920007 61 b 2497 b 3516 ¢ 815 d
1831007 526 ¢ 1791 e 2958 d 1023 c
1831009 512 ¢ 2029 d 3653 ¢ 938 c
1831011 627 b 2216 ¢ 3491 ¢ 208 g
1831013 609 b 2181 ¢ 3511 ¢ 372 f
1831015 626 b 18h37 e 3188 d 646 e
1920008 641 b 2449 b 3681 ¢ 71,1 d
1831019 688 a 2461 b 3485 c 545 e
1831021 601 b 2066 d 3622 c 279 g
1831023 49 d 1887 e 3183 d 1394 b
1831025 60,3 b 2169 ¢ 3508 c 378 f
1831027 66 a 2282 c 3684 c 767 d
1831029 60,1 b 2209 c 3481 ¢ 242 g
1831031 567 ¢ 2292 ¢ 3609 ¢ 11,1 g
BRS 310 15 f 269 g 467 e 752 d
1831035 485 d 1631 f 277 d 1815 a
1831037 744 a 229 c¢ 3659 c 1076 c
1831039 54 ¢ 1995 d 3251 d 1281 b
1831041 518 ¢ 1915 d 2837 d 1273 b
BRS 330 07 f 166 g 42 e 468 f
1831045 536 c 1807 e 354 c 228 g
1831047 55 ¢ 1952 d 374 c 524 e
1831049 614 b 223 c 3655 c 156 g
1831051 481 d 1975 d 3009 d 944 c
1831053 729 a 2696 b 448 b 422 f
1831055 583 b 2026 d 3765 c 116 g
1831057 581 b 1828 e 3408 c 1661 a
1831059 51,8 ¢ 2054 d 3597 ¢ 423 f
1831061 661 a 2509 b 3378 c 402 f
1831063 582 b 2375 c 3765 c 129 g
1831065 635 b 2192 ¢ 3802 c 443 f
1920010 681 a 21,69 ¢ 3797 ¢ 545 e
1920011 622 b 2166 ¢ 3631 c 96 c
1831071 51,8 ¢ 2164 c 3624 ¢ 209 g
1831073 566 ¢ 2091 d 353 ¢ 17 g
1831075 581 b 2075 d 336 c¢ 201 g
1831077 561 ¢ 2033 d 3444 ¢ 365 f
1831079 641 b 216 c 4073 ¢ 194 g
1831081 588 b 2395 c 3608 c 416 f
1831083 623 b 2265 ¢ 4031 c 754 d

CMSXS180R 06 f 101 g 389 e 93 g

| BRS305 646 b 194 d 3466 c 654 el
BRS3318 14 f 106 g 41 e 755 d
BRS 373 14 f 215 g 432 e 265 g
1167048 50 ¢ 1849 e 3531 c 97 g
SC 319 662 a 2982 a 5182 a 728 d
SC 105 463 d 1895 e 2937 d 204 g
A 1904 381 e 1507 f 2592 d 1209 b

Médias seguidas pelas mesmas letras constituem um grupo estatisticamente homogéneo pelo agrupamento de Scott & Knott, a 5% de probabilidade.
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Conclusao

Os hibridos de sorgo 1831053, 1831061 e 1831019 possuem altos teores de tanino,
fendis totais e atividade antioxidante, podendo ser trabalhos para confeccédo de produtos
funcionais para alimentagao humana.
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Resumo - O milho é um dos cereais mais importantes globalmente. No entanto, a maioria dos
solos brasileiros possui baixa fertilidade natural, representando um desafio para a agricultura. Para
aumentar a produtividade e reduzir o impacto ambiental, novas tecnologias, como os inoculantes
microbianos, tém sido desenvolvidas. Esses inoculantes contém microrganismos que promovem
o crescimento das plantas, oferecendo uma alternativa mais sustentavel em comparagao aos
fertilizantes quimicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar hibridos de milho em pré-lancamento
e comerciais quanto a responsividade a inoculacdo por bactérias promotoras de crescimento
de plantas em condigao controlada. Foram avaliados 42 hibridos de milho quanto a resposta a
inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento de plantas em condi¢cdes controladas. Apds o
periodo de crescimento, foram analisadas caracteristicas do sistema radicular e do peso seco das
plantas. Os resultados mostraram que houve variagdo na resposta a inoculagao entre os genétipos
de milho, com alguns hibridos apresentando respostas positivas, negativas ou neutras. Essa
variagao também foi observada quando as cepas bacterianas foram avaliadas separadamente. A
interacao entre as plantas e as bactérias promotoras de crescimento é influenciada por diversos
fatores, incluindo o gendtipo da planta e das bactérias. Embora as BPCPs possam estimular o
crescimento radicular e aumentar a absorg¢ao de nutrientes, o sucesso dessa associagao depende
de mecanismos complexos, destacando a importancia do background genético das plantas e das
bactérias na regulacao dessa interagao.

Palavras-chave: Bioinoculante, fenotipagem, hibrido, raiz, Zea mays.

Response of corn genotypes to inoculation with plant growth-
promoting bacteria

Abstract - Corn is one of the most important cereals globally. However, most Brazilian soils
have low natural fertility, posing a challenge for agriculture. To increase productivity and reduce
environmental impact, new technologies, such as microbial inoculants, have been developed. These
inoculants contain microorganisms that promote plant growth, offering a more sustainable alternative
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to chemical fertilizers. The objective of this study was to evaluate pre-release and commercial corn
hybrids for their responsiveness to inoculation with plant growth-promoting bacteria under controlled
conditions. Forty-two corn hybrids were evaluated for their response to inoculation with plant growth-
promoting bacteria under controlled conditions. After the growth period, root system characteristics
and plant dry weight were analyzed. The results showed variation in response to inoculation among
corn genotypes, with some hybrids exhibiting positive, negative, or neutral responses. This variation
was also observed when the bacterial strains were evaluated separately. The interaction between
plants and growth-promoting bacteria is influenced by several factors, including the genotype of both
the plant and the bacteria. Although BPCPs can stimulate root growth and increase nutrient uptake,
the success of this association depends on complex mechanisms, highlighting the importance of the
genetic background of both plants and bacteria in regulating this interaction.

Index terms: Bioinoculant, phenotyping, hybrid, root, Zea mays.

Introducao

O milho esta entre os cereais mais produzidos, consumidos e exportados no mundo por
causa da sua ampla utilizagdo na alimentagdo humana e animal, e em industrias de alta tecnologia
(FAO, 2019). Na safra 2021/2022, o Brasil obteve um aumento de 32,8% na produgdo de milho,
chegando a 115,66 milhdes de toneladas cultivadas numa area de 21,665 milhées hectares (Conab,
2022). Apesar de o Brasil apresentar uma crescente producao deste cereal, a maior parte dos solos
brasileiros apresenta baixa fertilidade natural. Além disso, cerca de 30% dos solos agricultaveis
brasileiros estdo na regido do Cerrado, que, apesar das vantagens agronémicas relacionadas a
topografia e as condigdes fisicas do solo, apresentam sérias limitagdes quimicas.

O milho possui alta variabilidade genética, o que permite seu cultivo em climas tropicais,
subtropicais e temperados. No entanto, os sistemas de produgao atuais sao altamente dependentes
de insumos quimicos, que aumentam o custo de produgao e tém impacto ecoldgico, quando usados
em excesso. Novas tecnologias tém sido desenvolvidas a cada ano com o objetivo de aumentar a
produtividade, reduzir o impacto ambiental e promover a sustentabilidade com maior rentabilidade
para os agricultores. Os microrganismos promotores de crescimento de plantas sdo alternativas
atraentes e viaveis para aumentar a produgao agricola e fazem parte de uma nova revolugao verde.
Dentre os insumos biol6égicos mais utilizados estdo os inoculantes microbianos. Um inoculante
microbiano é caracterizado como um produto que contém uma ou mais cepas de microrganismos
que atuam no desenvolvimento das plantas, incluindo bactérias promotoras do crescimento de
plantas (BPCPs) (Calvo et al. 2014). Existem diversos inoculantes comerciais disponiveis no
mercado, formulados a partir de estirpes bacterianas capazes de promover aumento da producgéo
de biomassa, do conteudo de nutrientes e da area de superficie radicular em milho e da produgao
de graos (de Sousa et al, 2020; Oliveira-Paiva et al., 2020). Os inoculantes microbianos tém sido
cada vez mais utilizados na cultura do milho, por serem uma alternativa de baixo impacto ambiental
que leva a maior produtividade com melhor custo-beneficio do que o uso isolado de fertilizantes
quimicos.

Apesar do grande éxito dos bioinoculantes, ha diversos parametros que podem influenciar
a interacdo planta-microrganismo. As caracteristicas moduladas pelas bactérias promotoras de
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crescimento de plantas (BPCPs) diferem de acordo com a interacdo com diferentes espécies e
gendtiposinoculados (Vidottietal.,2019; Velloso etal., 2020). Dessaforma, € importante compreender
as caracteristicas das estirpes e a resposta a inoculagdo com BPCPs em diferentes gendtipos
de milho. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar hibridos de milho em pré-lancamento e
comerciais quanto a responsividade a inoculagdo por bactérias promotoras de crescimento de
plantas em condi¢ao controlada.

Material e métodos

Sementes de 44 hibridos de milho (Tabela 1) foram inoculadas com duas cepas de Bacillus,
previamente selecionadas como eficientes na solubilizacdo de fosfatos. Apds a inoculagao, as
sementes foram secas em temperatura ambiente e colocadas a seguir em papel de germinagéo
em camara de crescimento por sete dias. Dois hibridos foram descartados das avaliagdes por
apresentarem desuniformidades na germinacgao, sendo, portanto, avaliados 42 gendtipos. Apds
a germinacao, plantulas uniformes foram transplantadas para um sistema floating, formado por
bandejas contendo oito litros de solugéo nutritiva Hoagland meia for¢ca pH 5,65 (Liu et al., 1998),
com copos de polietileno, dispostos em placas plasticas. A cada trés dias, a solugao nutritiva foi
substituida. As bandejas foram mantidas em cadmara de crescimento sob condigbes controladas,
com temperatura diurna de 27 °C e noturna de 20 °C, fotoperiodo de 12 horas e aeracgao continua,
onde permaneceram por quatorze dias. O delineamento foi inteiramente casualizado, com trés
repeticdes, com trés plantas em cada repeticdo. Foram montados quatro experimentos com 14
hibridos de milho, sendo quatro hibridos comerciais usados como testemunhas (Tabela 1), com
inoculacédo e sem inoculagdo em cada experimento.

Tabela 1. Gendtipos de milho avaliados quanto a resposta a inoculagdo sob condigdes controladas. T: testemunhas
comuns.

1 1Q2366 11 3R2575 21 1R2539 31 1R2530

2 1Q2403 12 1R2628 22 1N1958 32 2R2642

3 1P2215 13 1Q2423 23 1R2622 33 1F640PRO2

4 3P2200 14 1Q2359 24 1R2521 34 1P2181

5 1Q2370 15 1R2629 25 1Q2427 35 1Q2400

6 1Q2473 16 1Q2425 26 1R2529 36 2R2643

7 1P2206 17 1Q2363 27 3R2593 37 BM709Pro2

8 1Q2461 18 BRS 1055 28 1R2526 38 P30F53

9 1R2536 19 1R2540 29 1R2546 39 AG8061VTPro2
10 AG8088PRO2 20 1R2620 30 1R2631 40 DKB310VTPro2

T1 DKB390VTPro2 T1 DKB390VTPro2  T1 DKB390VTPro2  T1 DKB390VTPro2
T2 BRS3042VTPro2 T2 BRS3042VTPro2 T2 BRS3042VTPro2 T2 BRS3042VTPro2
T3 SHS7930Pro2 T3 SHS7930Pro2 T3 SHS7930Pro2 T3 SHS7930Pro2
T4 AG8088VTPro2 T4 AG8088VTPro2 T4 AG8088VTPro2 T4 AGB8088VTPro2
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Apos o término do experimento, o sistema radicular foi separado da parte aérea e foi avaliado
com o software Winrhizo v. 4.0 (Regent Systems, Quebec, Canada), acoplado ao escaner Epson
XL 10000 equipado com unidade de luz adicional (TPU), a fim de analisar parametros da morfologia
radicular, de acordo com de Sousa et al. (2012). Foram avaliados o volume radicular total, o didmetro
médio das raizes, a area total superficial das raizes, o volume e a area superficial das raizes com
didmetros entre 0 mm e 1 mm (superfinas), entre 1 mm e 2 mm (finas) e maior que 2 mm (grossas).
Posteriormente, as raizes foram secas em estufa com circulagcédo de ar a 65 °C durante 72 horas, e
em seguida o peso seco foi aferido com uma balang¢a de preciséo.

Todas as diferengas entre as médias ajustadas dos tratamentos foram comparadas para
cada caracteristica utilizando o teste de Tukey com nivel de significancia 5% do programa R (verséo
3.6.1), utilizando o pacote Agricolae (Mendiburu, 2015).

Resultados e discussao

Neste trabalho, diversos genotipos de milho foram avaliados com e sem inoculagédo com
duas estirpes de Bacillus previamente identificadas como promotoras de crescimento de plantas
e solubilizadoras de fosfatos, em condigdes de hidroponia, para screening precoce. O sistema
hidropdnico € um método rapido e eficaz para a analise da morfologia radicular e para a triagem de
BPCPs no estagio de plantulas antes de experimentos em campo, os quais sdo mais trabalhosos
e demandam maior tempo (de Sousa et al.,, 2021). A analise de varidncia das caracteristicas
morfologicas do sistema radicular e do peso seco para os 42 hibridos de milho avaliados com e sem
inoculacéo com duas estirpes de BPCPs mostrou que ha variabilidade entre genétipos, inoculagao e
experimentos (Tabela 1). Os gendtipos 1R2629 e 1Q2425 ndo apresentaram germinacao, portanto
nao foram considerados nas analises. Foi observado coeficiente de variagdo médio para a maioria
das caracteristicas (Tabela 2).

Tabela 2. Resumo da analise de variancia para as médias das caracteristicas radiculares e de peso seco para 42 genotipos
de milho inoculados com duas cepas de BPCPs.

Genétipo 41 637396™* 15213,7*** 59950 746,11*** 0,0310*** 0,0043*** 0,0401***

Inoculante 1 1897389*** 19655,3"* 14083,7*** 4,73ns 0,00996ns 0,0068** 0,0339**

Experimento 3  445805* 10347,7*** 3539,4* 739,36™* 0,08840*** 0,3335* 0,1221***
Erro 259 163781 24591 1198,1 100,81 0,0035 0,0008 0,004

Total 304
CV (%) 29,69 24,54 28,38 28,65 23,54 27,18 17,96
Média Geral 1362,98 202,08 121,96 35,04 0,25 0,1 0,35

Comprimento total de raiz (C); area de superficie total de raiz (AS); areas de superficie de raizes de 0 cm?a 1 cm? (AS1) e 1 cm? a 2 cm? (AS2); peso seco
da raiz (PSR), da parte aérea (PSPA) e peso seco total (PSTI); ns=n&o significativo; *=significativo a 5%; **= significativo a 1%; ***= significativo a 0,1% de
probabilidade pelo teste Tukey.

Houve resposta positiva, negativa e neutra para a inoculagdo com as duas cepas de BPCPs,
dependendo dos gendtipos de milho e das caracteristicas. O hibrido 1P2215 apresentou resposta
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positiva para todas as caracteristicas avaliadas, enquanto os hibridos 1R2622, AG8088VTPro2,
1Q2427, 1R2530, 3R2593, P30F53, SHS7930Pro2, 1R2521, 1R2629, 2R2642, 1P2181,
DKB310VTPro2, AG8061VTPro2,1R2536, 1R2540, 1R2546 apresentaram resposta negativa a
inoculagao para todas as caracteristicas avaliadas (Figura 1). Os demais gendtipos apresentaram
respostas tanto positivas quanto negativas, dependendo da caracteristica avaliada. Esta variagao foi
também observada quando avaliados gendtipos de milho inoculados com duas cepas bacterianas
separadamente (Velloso et al., 2020). As BPCPs podem estimular o crescimento radicular nos
estagios iniciais do desenvolvimento das plantas, promovendo uma maior absor¢édo de nutrientes e
o crescimento das plantas, compensando o custo inicial da associacao planta-bactéria. No entanto,
o estabelecimento da associacao planta-BPCPs envolve mecanismos complexos, sendo que
o background genético da planta hospedeira e das bactérias desempenha um papel crucial na
regulacéo dessa associagao (Vidotti et al., 2019.

|
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Figura 1. Mapa de calor de genétipos de milho inoculados com duas cepas de BPCPs comparados com controle ndo
inoculado. C: comprimento total de raiz (cm); AS: area de superficie total de raiz (cm?); AS1 e AS2 (cm?): areas de
superficie de raizes de 0 a 1 cm? e 1 a 2 cm?, respectivamente; PSR: peso seco de raiz (g); PSPA: peso seco de parte
aérea (g); PST: peso seco total (g).

Conclusao

A magnitude da resposta a inoculagcdo com bactérias promotoras de crescimento é
dependente do gendtipo da planta. O gendtipo 1P2215 apresentou resposta positiva para todas
as caracteristicas radiculares e de peso seco em ensaios conduzidos em solug¢ao nutritiva. Para
melhor entendimento de respostas genéticas, fisiolégicas e morfolégicas de cultivares de milho a
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inoculacao, e das possiveis interagdes entre plantas e cepas de BPCPs, sao necessarios ensaios
complementares, inclusive de resposta em campo.
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Resumo - O cultivo de sorgo granifero esta em expansao continua, em razao das
caracteristicas agronémicas da cultura, que permitem uma alta adaptagdo aos diferentes
ambientes. Porém, apesar do crescimento, o desempenho produtivo apresenta-se
abaixo do real potencial, como consequéncia dos ataques do pulgdo-da-cana-de-agucar,
uma das principais pragas do sorgo. O objetivo do trabalho foi selecionar linhagens que
apresentassem melhor resisténcia ao pulgéo, observando-se os dados de infestagdo e
correlacionando com os danos causados, e ratificar a metodologia empregada. Utilizou-se
o delineamento inteiramente casualizado, com 78 linhagens, incluindo duas testemunhas,
consideradas fonte de resisténcia a praga, em Sete Lagoas, MG. Os caracteres avaliados
foram infestagdo e injuria, baseados em uma escala de notas de 1 a 6. A maioria das
linhagens apresentou notas baixas para injuria, expressando um bom nivel de tolerancia
ao patégeno. Dentre as linhagens, destacaram-se 14 plantas, que, apesar de obterem alta
infestacao, apresentaram poucos danos. A resisténcia dessas linhagens necessita de mais
pesquisas para comprovagao da tolerancia ao pulgao. Foi possivel autenticar a metodologia
empregada por permitir a distingao das linhagens de sorgo como suscetiveis e resistentes
ao pulgéo.

Termos para indexagao: Melanaphis sorghi, metodologia, resisténcia.

Selection of sorghum lines resistant to sugarcane aphid

Abstract- The cultivation of grain sorghum is continually expanding, due to the agronomic
characteristics of the crop, which allow it to adapt to different environments. However,
despite the growth, production performance is below the real potential, because of attacks
by the sugarcane aphid, one of the main pests of sorghum. The objective of the work was to
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select strains that presented better resistance to the aphid, observing infestation data and
correlating it with the damage caused, and ratifying the methodology used. A completely
randomized design was used, with 78 lines, including two controls, considered a source of
resistance to the pest, in Sete Lagoas, Minas Gerais, Brazil. The characters evaluated were
infestation and injury, based on a rating scale from 1 to 6. The maijority of lines presented
low scores for injury, expressing a good level of tolerance to the pathogen. Among the
lineages, 14 plants stood out, which, despite having high infestation, showed little damage.
The resistance of these strains requires further research to prove tolerance to the aphid. It
was possible to authenticate the methodology used by allowing the distinction of sorghum
lines as susceptible and resistant to the aphid.

Index terms: Melanaphis sorghi, methodology, resistance.

Introducao

A area cultivada de sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] vem apresentando um
crescimento significativo nos ultimos anos, em razdo do maior conhecimento de manejo
da cultura, da valorizagdo dos graos no mercado, dos hibridos com maior rendimento e da
intensificagdo das pesquisas, tornando-se um dos cinco principais cereais cultivados no
mundo (FAQO, 2019).

O sorgo é de origem africana e possui alta adaptabilidade as condi¢des edafoclimaticas
do Brasil. Associado a isso, as inumeras fungdes, como alimentagdo humana e animal,
fazem o sorgo obter destaque na produgéo de graos nacional, principalmente na segunda
safra, em cultivos de sequeiro (Menezes et al., 2021). Por outro lado, ha uma dificuldade no
alcance do maximo potencial de rendimento do sorgo em razdo de manejos inadequados,
principalmente com relagéo a pragas, ressaltando-se o0s prejuizos agrondmicos provenientes
do pulgdo-da-cana-de-agucar (Avellar et al., 2022).

O pulgéo-da-cana-de-agucar (Melanaphis sorghi) é a principal praga do sorgo no
Brasil, causando perdas econdmicas significativas para a cultura. Sua alta taxa reprodutiva
aliada a sucgao da seiva, ao instalar seus estiletes no interior dos vasos do xilema e do
floema, causam o enfraquecimento ou mesmo a morte da planta, e como consequéncia
grandes prejuizos aos produtores. Por causa do seu habito alimentar, ha uma redug¢ao da taxa
fotossintética da planta e na capacidade de absorcdo nutricional, impedindo o enchimento
dos grados ou a ndo emissao da panicula, além de ser vetor de virus responsaveis por
doengas de importancia agronémica (Fernandes et al., 2021). Ademais, o pulgéo proporciona
o aparecimento da fumagina (mofo-preto) mediante a produgédo da substéncia agucarada
e pegajosa (honeydew), cobrindo toda a face da planta, o que prejudica a fotossintese e a
transpiracao.

Tendoisso emvista, os programas de melhoramento vegetal visam o desenvolvimento
de novos gendtipos com resisténcia ao pulgéo, auxiliando no manejo mais eficaz para essa
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praga (Menezes, 2021).

O presente trabalho teve como objetivo validar a metodologia de selegao de cultivares
de sorgo resistentes ao pulgdo em tubetes, e selecionar as linhagens mais resistentes para
uso no programa de melhoramento de sorgo granifero da Embrapa.

Material e métodos

O experimento foi realizado em casa de vegetagao, na estagdo da Embrapa Milho
e Sorgo, situada em Sete Lagoas, MG. Foram avaliadas 78 linhagens de sorgo, incluindo
duas testemunhas (Tx2783R e SC110), consideradas fontes de resisténcia ao pulgao-da-
cana-de-agucar. Os tratamentos foram conduzidos em tubetes (7 x 27 cm), com substrato
tipo tropstrato, em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticées. Cada tubete
foi considerado uma parcela.

Ao se atingir o estadio de quatro folhas completas, realizou-se a infestagao.
Efetuaram-se trés infestagdes, com intervalo de trés dias. Na sequéncia, foram feitas as
avaliagdes de injurias, com periodicidade de sete dias.

As avaliagdes de infestacdo (INF) e de injurias (INJ) foram baseadas em uma
escala de notas de 1 a 6, na qual a nota 1 designa plantas com uma porcentagem de
danos de 10% a 20%, consideradas com menor infestacéo e/ou menos injuria. O aumento
progressivo de notas, até 5, significa um nivel de dano de até 100%, até atingir a nota 6, que
significa a morte da planta (Fernandes et al., 2021). Salienta-se que a alta porcentagem de
infestacdo nao significa um maior dano na planta, uma vez que dependera do gendtipo, se
sera expressa maior suscetibilidade aos ataques dessa praga agricola.

Durante o ensaio, executou-se o monitoramento diario, além dos cuidados com
relagéo a irrigagcéao e a obtencéo de dados.

Para a analise dos resultados, adotou-se o software R (R Core Team, 2023), e as
médias de INJ1, INJ2 e INJ3 foram transformadas para Vx+0,5. Posteriormente, as médias
de todas as caracteristicas foram comparadas utilizando o teste de Scott & Knott ao nivel
de 5% de probabilidade, de acordo com o modelo:

Yij: u + Gi + eij,
em que:
Yij = valor observado do gendtipo i na repeticao j.
U = média geral; Gi = efeito do gendtipo, comi=1a 78.

elj = erro experimental associado aos valores observados (Yi)).

Resultados e discussao

Os resultados da analise de variancia para as caracteristicas de infestagdo e
injuria estdo apresentados na Tabela 1. As linhagens apresentaram significancia a 5% de
probabilidade (p<0,05) para ambas as caracteristicas, nas trés avaliagbes, confirmando que
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existe variabilidade entre os gendtipos para resisténcia a pulgao. O coeficiente de variagao
(CV) para as avaliagdes de injuria foi menor que 30%, sendo 25,94 o menor e 28,26 o
maior coeficiente, que pode ser considerado um indice de média precisao experimental,
considerando a natureza dos dados obtidos no presente estudo (Pimentel-Gomes, 2009).

Tabela 1. Resumo da analise de variancia para infestagao (INF) e injuria (INJ) de pulgdo, em trés avaliagdes, em linhagens
de sorgo. Sete Lagoas, MG, 2023.

Gendtipos 77 1,82* 0,18 2,18 0,20* 206* 0,24*
Residuo 156 081 012 081 0,13 086 0,12

Total 233
Média 4,64 3,3 474 3,46 495 3,89
CV (%) 19,47 28,08 19 2826 1871 25%4

Médias transformadas para \x+0,5); * = significativo a 5% de probabilidade e ns = n&o significatio pelo teste F.

Nas trés avaliagbes de injurias (Tabela 2), as testemunhas TX2783R e SC110
apresentaram as notas baixas para infestacao e injurias, mostrando a resisténcia dessas
linhagens e validando a metodologia de avaliagdo. Esses resultados corroboram com os
encontrados por Fernandes et al. (2021), que constataram a resisténcia genética dessas
linhagens ao pulgéo.

Tabela 2. Notas para infestacéo e injuria de linhagens de sorgo, quando infestadas com pulgédo-da-cana-de-agucar, em
trés avaliacbes, em Sete Lagoas, MG, 2023.

G13 4a 20 4a 1 5a 1b
G28 5a 1 5a 1 5a 2b
G29 3 2 2 2 2 2b
G33 4da 2o 4a 2 4a 2b
G40 52 3 5a 2 4a b
G43 4a 2 4a 2 5a 3
G44 5a 2 5a 2b 5a 3
G438 4a 2o 4a 4a 5a 2b
G53 52 3a 5 2 4a b
G55 4a 20 52 2 5a 2b
G56 4a 3 5a 3 5Ba 2b
G58 5a 2 5a 3 5Ba 2b
G62 2 1 2o 2o 2b 2b
G70 4a 1 4a 1 4a 2b
G71 4a 20 4a 2 4a 3
G75 4a 2 5a 3 4a 2b
Tx2783 3 1 2b 2b 2b 1b
SC110 1b 1b 2b 2b 2b 3b

Médias seguidas de mesma letra minusculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott & Knott.
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Na Tabela 2, estao representados os materiais com melhores notas nas caracteristicas
de injuria. Os outros materiais foram descartados por efeito de maior suscetibilidade, por
mostrarem maiores danos ou por alcangarem 100% no percentual da caracteristica avaliada.
Sendo assim, ao se analisar a primeira injuria (INJ1), observou-se que a maioria dos
tratamentos mencionados natabela apresentaram menores notas de injurias, assemelhando-
se as testemunhas, apesar de algumas apresentarem alta infestacdo. Ressalta-se que o
material G53 obteve uma maior taxa de injuria nesse primeiro momento.

Ao se analisar a segunda injuria (INJ2), todos os tratamentos, exceto o G48,
apresentaram uma taxa de injuria semelhante as testemunhas. Esse mecanismo de defesa
da planta, que confere um maior bloqueio aos danos ocasionados pelo pulgéao, é de extrema
relevancia para selecao de cultivares, uma vez que essa praga desencadeia uma série de
prejuizos para a produgéo da panicula.

Ao se analisar a ultima injuria (INJ3), todos os tratamentos conferiram menores
danos, pelos valores de injurias serem iguais aos das testemunhas. Por consequéncia,
esse resultado qualifica esses tratamentos como fontes de alta capacidade defensiva ao
pulgdo-da-cana-de-agucar (Fernandes et al., 2021).

Pode-se observar na Tabela 2 que quase todos os materiais, excecdes feitas para as
testemunhas e os materiais G29 e G62, apresentaram alta infestagcao e baixa injuria, o que
significa bom nivel de tolerancia ao pulgdo. Novas avaliagdes com plantas adultas serdo
realizadas para confirmacgao dessa tolerancia em planta adulta, na fase de produgao de
graos.

Conclusao

A metodologia de avaliagdo para pulgdo-da-cana-de-agucar realizada em tubetes e
em fase de plantulas permitiu a separacao de linhagens de sorgo quanto a resisténcia ou
suscetibilidade.

Quatorze linhagens com alta infestagdo apresentaram baixa nota para injuria, mostrando
bom nivel de tolerancia ao inseto.
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