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“A agricultura ndo é apenas uma ciéncia, mas também uma arte”.
(John Locke)



Dedico a Deus, por proporcionar-me dissernimento e capacidade para realizacao desta
pesquisa, e a minha familia, pelo apoio incondicional.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por sempre estar presente, me abencoando e guiando meus passos.

Ao0s meus pais, Joana e Nilton, por terem me incentivado e me proporcionarem a chance de
estudar, mesmo diante das dificuldades. Em especial, @ minha mae, por ter sido a primeira

pessoa a me alfabetizar, ensinando-me a ler e a escrever.

Ao0s meus irmaos, pelo apoio incondicional.

Ao meu primo, Vaudeci Geraldo de Oliveira, e a sua esposa, Maria Angelina da Silva Oliveira,
que sdo como meus pais, por me acolherem, dando-me a oportunidade de realizacdo do curso
de Mestrado; e também aos seus filhos, Jonas Ribeiro de Oliveira Neto e Gabriel Henrique

Silva Oliveira, que sd0 como meus irmaos.

Ao meu orientador, Prof. Dr. André Thomazini, pelo suporte concedido e pela orientacdo do

desenvolvimento a conclusdo desta pesquisa.

A Dr2 Christiane Abreu de Oliveira Paiva, minha coorientadora, pela contribuicdo para
realizacdo dessa pesquisa, por todas oportunidades incriveis de aprendizado, por todo carinho,

pela atencdo e pela paciéncia.

Ao Dr. Daniel Bini, meu coorientador, pelo auxilio durante todo percurso e execu¢do da

pesquisa.

Ao Dr. Ivanildo Evadio Marriel, por todo apoio e conhecimento fornecidos ao longo da minha

permanéncia no laboratdrio.

A Fabiane, analista do laboratdrio, pela assisténcia e pela dedicacio nas atividades

desenvolvidas.

A toda equipe do laboratorio, em especial & Fernanda de Céssia Batista, pela colaboragio, pelos

ensinamentos repassados, ao longo do desenvolvimento meu trabalho.



Ao pessoal de campo, Dénio e Reinaldo, por acompanharem todos 0s meus experimentos de

campo e também pelos ensinamentos técnicos e praticos.

A Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei (UFSJ) e ao Programa de P6s-graduacdo em

Ciéncias Agrérias (PPGCA), pela oportunidade de realizagao desse curso.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela concess3o da

bolsa de estudos.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (Embrapa) Milho e Sorgo, pela estrutura

fornecida.

A equipe do Laboratério de Microbiologia e Biogquimica do Solo, pela colaborag&o.

A todos (as) que contribuiram, de forma direta ou indireta, para que este trabalho se tornasse

possivel.



SUMARIO

RESUMO GERAL ......oovovieveereeeiesseseeesiessessassies s esaessessss s ssssssas s ssssssasssssanssessnssssssnnanes |
GENERAL SUMMARY .....ovviiriiiriseiisiesiosseesesssissses s sssessssssssssssssassssssssssssssessssassnsess s I
1. INTRODUGAO GERAL ..o e sees s sse s sss s sssesnse s 14
2. REFERENCIAS ..ottt 16

CAPITULO 1 - CARACTERIZACAO IN VITRO DE Bacillus NA PROMOCAO DO
CRESCIMENTO DE PLANTULAS DE MILHO: ANALISE DO DESENVOLVIMENTO

RADICULAR E PARTE AEREA.........oivvrvieecviessseesssess s ssssss s ssssssssssas oo 18
g ] U [ SRR 18
AN = S I ¥ TSRS 19
1. INTRODUGAD.......ooeieeeseteeeeeeeeeeesee e es st sn s asan st s 20
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA .......ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e eeee e eeee e een s enseeneneens 21
2.1 Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPS) .........ccoceveviereiinennieineens 21
2.2 Género Bacillus e os microrganismos solubilizadores de fosfato (MSP) ...........cc..c...... 22
2.3 Mecanismos de promogéo de crescimento de plantas (MPCPS) ........ccccocvviieiiicniennnn 24
2.4 MECANISIMOS AITBLOS ...ttt ettt bbbttt b e e b e b 24
2.5 MeCaNISMOS INAITETOS .......oiviiiiiiiitieieie ettt 26
2.6 Beneficios da inocula¢do das BPCPs aplicadas na agricultura ............cccceecevenincnennnnn. 26
3. MATERIAIS E METODOS........oouiiiiiiiieieie st ssssssssessessnes 28
3.1 Cepas de BaCHlUS. ..o 28
3.2 Teste de compatiDIIdAde ...........ooiiiie e 29
3.3 ProduGao de SIAEIOTOIOS ........cueiiieieiceieeeee e 30
3.4 Producéo de acido acetico iNAOI (ALA) ....oooviiiieeiieeee e 30
3.5 Producéo de exopolissacarideos (EPS..........ccocoorieiiieiniieese e 31
3.6 Produco de DIOTIIME ..o 31

3.7 Influéncia da inoculacdo de Bacillus sobre a morfologia radicular e a parte aérea de
PIANTUIAS A& MITNO ..ot 32

o8 ANALISE S ALISTICA. .. .eeeeeeee ettt et e e 32



4. RESULTADOS ...ttt b bbbt b e e 33

4.1 Teste de compatiDIlIdAde .........ccooiiiiiiii e 33
4.2 Producao de SIABIOTOIOS ........coiiiiiciiiieiieeee e e 33
4.3 Producéo de acido indol aCEtiCO (ALA) .....oiuv e 34
4.4 Producéo de exopolissacaride0s (EPS).......cccovviiiiiiii i 34
4.5 ProduGdo de DIOTIIME........ooiieiec e 34
4.6 Influéncia da inoculacdo de Bacillus sobre a morfologia de plantulas de milho ........... 34
5. DISCUSSAOQ .....ooiciaiiaeiseeiseeeseeesee e 37
8. CONCLUSAO .......ceouieeiiaiiseeseesesese st 40
7. REFERENCIAS ..ottt sttt ns st nen s 41
CAPITULOII - EFICIENCIA AGRONOMICA DA INOCULACAO SIMPLES E MISTA DE
Bacillus sp. SOBRE A PRODUTIVIDADE DE MILHO EM CAMPO.........ccoceviiiieniiiene 51
RESUMO ...ttt ettt ettt et e h e e bt e e R bt et e e rb e e sbe e e nbe e nbe e e nte e nnee e 51
AN = S I ¥ SRR 52
LANTRODUGAO .......coieeeeeeeeveeeee et s et ss s nasn s s s e s 53
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA .......oovieeeeeeeeeeetee et es sttt 55
2.1 Classificagdo botanica do milno (Zea Mays L.)....ccoveeiereieniiiiiseeeee e 55
2.2 IMPOItANCIA ECONOMICA. ....evivieiieiieiieie ettt sttt r e bbbt 55
2.3 A cultura do milho e a demanda por fertilizantes fosfatados ............cccccoeveieiciciennnn 56
2.4 FOSTOI0 N0 SOI0 ...t ettt 57
3. MATERIAIS E METODOS........oeiiieieieeeseeisieseeesees s et enes s s ses st enes s sssssnesensenensnes 58
3.1 Cepas de BaCHlUS. ..o 58
3.2 Descricao das areas eXPEriMENTaIS ..........coveiererieerereeee e 59
3.3 Delineamento experimental........ ..o 60
3.4 Preparo e aplicagao d0oS INOCUIANTES ..........cciiiiiiiiieiee e 61
3.5 Caracterisiticas agrondmicas avaliadas ...........ccoevurereiirineneise e 62

3.0 ANALISE S ALISTICA .. v veeeeee et e ettt ettt e ettt e e e e e e e e et eeeeeeeeeee e reeeeeeeeaaraaaes 62



4. RESULTADOS ...ttt b bbbt b e e 62

4.1 Produtividade de graos de MilN0 ..o 62
5. DISCUSSAQ ...ttt sttt s s sn s 64
B. CONCLUSAO . ......oeoeeeteeeeteeeeete ettt n s s sn s 66
7. REFRENCIAS ...ttt es s sn s 67

8. CONSIDERAGCOES FINALIS ..ottt ses et ses s 73



EFEITOS DA INOCULAGAO DE Bacillus SOLUBILIZADORES DE FOSFATO
SOBRE A MORFOLOGIA E PRODUTIVIDADE DE MILHO

RESUMO GERAL - O uso de inoculantes microbianos a base de Bacillus se destaca como
uma estratégia ecologicamente sustentavel, favorecendo a disponibiliza¢do de nutrientes nos
sistemas agricolas. Isso resulta em melhorias no crescimento das plantas e no aumento da
produtividade de diversas culturas, incluindo o milho (Zea mays L.). Este estudo teve como
objetivo avaliar novas cepas de Bacillus quanto aos mecanismos envolvidos na promogao de
crescimento de plantas, a compatibilidade entre si e a capacidade de estimular o
desenvolvimento de plantulas de milho em hidroponia, além de aumentar a produtividade de
milho em campo. Todas as cepas, testadas individualmente e provenientes do banco de
microrganismos multifuncionais da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas/MG, demonstraram
compatibilidade de crescimento em combinac¢des e produziram sideréforos, AIA, EPS e
biofilme, compostos fundamentais para a colonizagdo microbiana e para a promoc¢ao do
crescimento vegetal. Para avaliar a capacidade dessas cepas em promover o crescimento de
plantulas de milho, o experimento em hidroponia incluiu nove tratamentos com quatro
repetigdes: T1- (controle, ndo inoculado); T2- (BiomaPhos®); T3- (B. thuringiensis B116 + B.
megaterium B119); T4- (B. megaterium B119 + B. subtilis B2084 + B. thuringiensis B116); T5-
(B. thuringiensis B116); T6- (B. megaterium B2106), T7- (B. subtilis B1719); T8- (B. subtilis
B1716) e T9- (B. megaterium B1734). A inoculagdo com os tratamentos T3, T4 e TS5 resultou
em maior comprimento médio de raiz em comparagao aos controles T1 e T2. Os tratamentos
T3, TS5 e T9 apresentaram maior area superficial média de raiz, superando o controle T1. O
tratamento T4 apresentou um incremento na area superficial de raizes com didmetro entre 1 e
4,5 mm, em relagcdo ao controle e aos demais tratamentos, evidenciando que as cepas foram
capazes de remodelar e de favorecer o desenvolvimento do sistema radicular do milho. Os
experimentos com a inoculagdo dos microrganismos nas sementes de milho em condi¢des de
campo foram conduzidos em duas é4reas distintas: Sete Lagoas/MG e Santo Antonio de Goids/
GO. Foram avaliados 11 tratamentos com trés repeticdes cada, sendo T1- sem aplicag¢do de P20s
T2- dose de (50 kg ha!) e T3- dose de (100 kg ha!). Os demais tratamentos foram avaliados
com adi¢do de inoculantes mais 50 kg ha! P20s, sendo T4- BiomaPhos®, T5- B119 + B2084
+ B116, T6- B2106, T7- B1719, T8- B1716, T9- B1733, T10- B1734, T11- B116. Observou-se
diferencgas significativas para a produtividade em ambas as regides, destacando-se em Sete
Lagoas, os tratamentos T6 (8.129,26 kg h4 ), T11 (7.902,14 kg ha') e T10 (7.774,77 kg ha™),
que superaram o controle T2 (6.729,45 kg ha'!), promovendo incrementos de produtividade de
até 12% em relagio ao tratamento com 100 kg ha™! de P2Os. Em Santo Antdnio de Goias, os
tratamentos com inoculantes, exceto T7, apresentaram produtividade similar ao tratamento com
100 kg ha! de P2Os. Dessa forma, conclui-se que as cepas testadas demonstraram diversos
mecanismos de promocao de crescimento de plantas, com destaque para as cepas B2106, B116
e B1734, que se mostraram eficazes na promocao do crescimento do milho em campo.

Palavras Chaves: Zea mays L. Bioinsumos. Inoculantes. Milho.

Comité orientador: Prof. Dr. André Thomazini (orientador); Dr.2 Christiane Abreu de Oliveira
Paiva (coorientadora); Dr. Daniel Bini (coorientador).



EFFECTS OF INOCULATION OF Bacillus PHOSPHATE SOLUBILIZINGON ON
CORN MORPHOLOGY AND YIELD

GENERAL SUMMARY - The use of Bacillus-based microbial inoculants stands out as an
ecologically sustainable strategy, favoring the availability of nutrients in agricultural systems.
This results in improvements in plant growth and increased yields of several crops, including
maize (Zea mays L.). This study aimed to evaluate new strains of Bacillus regarding the
mechanisms involved in promoting plant growth, compatibility with each other and the ability
to stimulate the development of maize seedlings in hydroponics, in addition to increasing maize
yield in the field. All strains, tested individually and from the bank of multifunctional
microorganisms of Embrapa Maize and Sorghum, Sete Lagoas/MG, demonstrated growth
compatibility in combinations and produced siderophores, EIA, EPS and biofilm, fundamental
compounds for microbial colonization and for the promotion of plant growth. To evaluate the
ability of these strains to promote the growth of corn seedlings, the hydroponics experiment
included nine treatments with four replications: T1- (control, not inoculated); T2-
(BiomaPhos®); T3- (B. thuringiensis B116 + B. megaterium B119); T4- (B. megaterium B119
+ B. subtilis B2084 + B. thuringiensis B116); T5- (B. thuringiensis B116); T6- (B. megaterium
B2106); T7- (B. subtilis B1719); T8- (B. subtilis B1716) and T9- (B. megaterium B1734).
Inoculation with treatments T3, T4 and T5 resulted in higher average root length compared to
controls T1and T2. The treatments T3, T5 and T9 showed the highest average root surface area,
surpassing the T1 control. The T4 treatment showed an increase in the surface area of roots
with diameter between 1 and 4.5 mm, in relation to the control and the other treatments, showing
that the strains were able to remodel and favor the development of the maize root system. The
experiments with the inoculation of microorganisms in maize seeds under field conditions were
conducted in two different areas: Sete Lagoas/MG and Santo Anténio de Goids/GO. A total of
11 treatments were evaluated with three replications each, being T1- without application of
P20s, T2- dose of (50 kg ha?) and T3- dose of (100 kg ha'). The other treatments were
evaluated with the addition of inoculants plus 50 kg ha™ P2Os, being T4- BiomaPhos®, T5-
B119 + B2084 + B116, T6- B2106, T7- B1719, T8- B1716, T9- B1733, T10- B1734, T11-
B116. Significant differences were observed for productivity in both regions, with T6 (8,129.26
kg hal), T11 (7,902.14 kg ha') and T10 (7,774.77 kg ha™) treatments standing out in Sete
Lagoas, which exceeded the T2 control (6,729.45 kg ha*), promoting productivity increases of
up to 12% in relation to the treatment with 100 kg ha* of P,0s. In Santo Ant6nio de Goias, the
treatments with inoculants, except T7, showed productivity similar to the treatment with 100
kg ha of P»Os. Thus, it is concluded that the strains tested demonstrated several mechanisms
of plant growth promotion, with emphasis on the strains B2106, B116 and B1734, which proved
to be effective in promoting corn growth in the field.

Keywords: Zea mays L. Bioinputs. Inoculants. Corn.

Comité orientador: Prof. Dr. André Thomazini (orientador); Dr.2 Christiane Abreu de Oliveira
Paiva (coorientadora); Dr. Daniel Bini (coorientador).



1. INTRODUCAO GERAL

O milho (Zea mays L.) é um dos cereais mais importantes para agricultura global. Os
Estados Unidos, a China e o Brasil s&o os principais produtores desse grdo (COELHO, 2023),
responsaveis por aproximadamente 65% da producdo global na safra atual (2023/24), que
totaliza 1,22 bilhGes de toneladas (USDA, 2024).

No Brasil, a cultura do milho é caracterizada por sua presenca abrangente em todo o
territério nacional, adaptando-se a diversas condicGes geogréaficas e climaticas. Essa ampla
distribuicéo destaca a capacidade de adaptacdo do milho, tornando-o uma peca fundamental nas
atividades agricolas do pais (EMBRAPA, 2021). Porém, para atender a demanda crescente na
producdo de graos, é fundamental adotar boas praticas de manejo, com especial atencdo ao
manejo da adubacdo, particularmente no que diz respeito ao fésforo (P). Visto que, os solos
brasileiros, como os do cerrado, possuem capacidade em fixar P e torna-lo indisponivel as
plantas, onerando ainda mais o custo de produgéo, devido ao aumento das quantidades de
fertilizantes fosfatados que devem ser aplicados. A indisponibilidade desse nutriente para as
plantas ocasiona alteracfes metabdlicas, prejudicando o fluxo energético e consequentemente,
a produtividade (RIBEIRO et al., 2018).

A importancia desse nutriente é crucial para otimizar a produtividade agricola. Contudo,
a dependéncia de cerca de 50% dos fertilizantes fosfatados do mercado externo, expde 0
agronegocio brasileiro a vulnerabilidades, comprometendo sua sustentabilidade e sua
competitividade global (GLOBALFERT, 2022).

Por consequéncia, vem-se adotando novos estudos com alternativas sustentaveis que
possam contribuir na eficiéncia de uso dos fertilizantes pelas plantas (de OLIVEIRA-PAIVA
et al., 2020b). Dentre eles, as bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCPs) tém
sido considerada uma estratégia relevante em termos ambientais e econdmicos, apresentando
resultados de ganhos de produtividade e de massa vegetal em varias culturas como milho e soja
(de OLIVEIRA-PAIVA et al., 2020a).

As Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCPs) promovem o crescimento
das plantas por meio de uma variedade de mecanismos indiretos e diretos, incluindo
fornecimento de compostos, 4gua, aumento na aquisi¢do de nutrientes especificos as plantas,
protecdo contra patdgenos, estresses hidricos e estimulo ao crescimento radicular
(O’CALLAGHAN et al., 2022).
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Entre as BPCPs, existem varios géneros com a capacidade de promocao de crescimento
de plantas, tais como Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus, Bradyrhizobium, Rhizobium,
Gluconacetobacter, Herbaspirillum e Azospirillum (ELHAISSOUFI et al., 2022; SILVA et al.,
2023). Dentre estes, 0 género Bacillus tem se destacado, como um grupo de bactérias Gram-
positivas amplamente distribuidas no ambiente, sendo uma espécie que apresenta caracteristicas
fisiolgicas, metabolicas e fenotipicas distintas, de grande impacto para agricultura (SHARF et
al., 2021).

Esse género também expbe a capacidade de colonizar a rizosfera de gramineas,
solubilizacéo de fosfato por liberagdo de acidos orgénico e inorganico e por extrusao de protons,
por mineralizacdo de fosfato pela producdo de enzimas (fosfatase) e por producdo de
fitohormonios e sideréforos (VELLOSO et al., 2020; SILVA et al., 2023). Além disso, esse
grupo é caracterizado por células em forma de bastonetes, por formacao de enddsporos, por
atividades anaerobica, aerébica ou facultativa (SETIAWATI et al., 2022). A formacgdo de
enddsporos aumenta sua adaptacdo a varias condi¢des abioticas, como temperaturas extremas,
niveis de pH ou exposicéo a radiacdo (BIEDENDIECK et al., 2021). Isso confere eficiéncia de
uso, baixo custo na elaboracéo de inoculantes e menor impacto ambiental (KALAYU, 2019; de
OLIVEIRA et al., 2020a; de OLIVEIRA-PAIVA et al., 2024).

A busca por cepas eficientes sdo alvo de pesquisas constantes do laboratério de
Microbiologia da Embrapa Milho e Sorgo/Sete Lagoas/MG, sendo que avancos foram
conquistados com os estudos das cepas B119 (Bacillus megaterium) e B2084 (Bacillus subtilis),
que compdem o primeiro inoculante comercial do pais para solubilizacéo de fosfato (RIBEIRO
et.al., 2018; de OLIVEIRA-PAIVA et al., 2020a; de OLIVEIRA-PAIVA et al., 2020b; de
OLIVEIRA-PAIVA et al., 2024). Agora, novas buscas e estudos por outras bactérias, com
potencial equivalente as cepas B119 e B2084, estdo sendo realizados com o intuito de aumentar
as possiblidades de forma a trazer melhorias as diversas culturas agricolas.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar novas cepas de Bacillus quanto aos
mecanismos envolvidos na promocéo de crescimento de plantas, de capacidade de estimular o

desenvolvimento de plantulas, bem como de aumentar a produtividade de milho.
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CAPITULO I

CARACTERIZACAO IN VITRO DE Bacillus NA PROMOCAO DO CRESCIMENTO
DE PLANTULAS DE MILHO: ANALISE DO DESENVOLVIMENTO RADICULAR
E PARTE AEREA

Resumo- O uso de Bacillus, como inoculante, consiste numa estratégia para aumentar o
crescimento das plantas e o rendimento das culturas nos sistemas agricolas de forma mais
sustentavel. O objetivo desse estudo foi avaliar a compatibilidade entre cepas de Bacillus e a
capacidade de produzir sideréforos, acido indolacético (AlA), exopolissacarideos (EPS),
biofilme e seus efeitos na promocao do crescimento do milho em hidroponia. Os experimentos
foram conduzidos com cepas pertencentes a Cole¢do de Microrganismos Multifuncionais e
Fitopatogénicos da Embrapa Milho e Sorgo - Sete Lagoas/MG. Os tratamentos foram
compostos por um controle negativo T1- (ndo inoculado); T2- inoculante comercial composto
BiomaPhos®, composto por duas cepas Bacillus megaterium (B119) + B. subtilis (B2084); T3-
B. thuringiensis (B116) + B. megaterium (B119); T4- B. megaterium (B119) + B. subtilis
(B2084) + B. thuringiensis (B116); T5- B. thuringiensis (B116); T6- B. megaterium (B2106);
T7- B. subitilis (B1719); T8- B. subtilis (B1716); T9- B. megaterium (B1734). Todas as cepas
apresentaram sinergia entre si, producdo de sideréforos do tipo carboxilato e producéo
significativa de AlA, de EPS e biofilme. Houve diferengas significativas entre os parametros
de morfologia radicular, destacando-se o comprimento radicular total (CRT) e area superficial
da raiz (AST) nos tratamentos T3, T4 e T5, que alcancaram o maior desenvolvimento e area
radicular em comparacdo ao T1 (controle negativo sem inoculacdo) e T2 (controle positivo).
Os tratamentos T3, T4, T5 e T9 apresentaram maior area superficial de raiz em relagcdo ao
controle ndo inoculado, semelhante ao inoculante comercial. Em relacdo ao peso seco da parte
aérea, os tratamentos T3, T4, T5 e T8 foram significativamente superiores ao controle ndo
inoculado. Assim, a utilizacdo de cepas de Bacillus, como inoculantes, promove o crescimento
das plantulas de milho em sistemas hidroponicos de maneira significativa. Todas as cepas
demonstraram sinergia e capacidade de produzir compostos benéficos, como sideroforos, AlA,
EPS e biofilme, que tém sido associadas com o0s principais mecanismos de promocao de
crescimento de plantas. Os tratamentos com inocula¢do com as cepas B116 e dupla (B116 e
B119) e tripla (B119, B2084 e B116) destacaram-se pelos aumentos significativos na area e
comprimento radicular, além de melhorias na massa seca da parte aérea em comparacdo ao
controle. Esses resultados reforcam o potencial dos Bacillus como bioinoculantes eficientes,
oferecendo uma alternativa sustentavel para aumentar a produtividade agricola.

Palavras-chave: Zea mays L. Promogé&o de crescimento. Biofertilizantes.
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IN VITRO CHARACTERIZATION OF Bacillus IN THE PROMOTION OF CORN
SEEDLING GROWTH: ANALYSIS OF ROOT DEVELOPMENT AND SHOOT

Abstract- The use of Bacillus as an inoculant is a strategy to increase plant growth and crop
yields in agricultural systems in a more sustainable way. The objective of this study was to
evaluate the compatibility between Bacillus strains and the ability to produce siderophores,
indoleacetic acid (IAA), exopolysaccharides (EPS), biofilm and their effects on promoting corn
growth in hydroponics. The experiments were conducted with strains belonging to the
Collection of Multifunctional and Phytopathogenic Microorganisms of Embrapa Maize and
Sorghum - Sete Lagoas/MG. The treatments were composed of a negative control T1- (not
inoculated); T2- BiomaPhos® commercial inoculant compound, composed of two strains
Bacillus megaterium (B119) + B. subtilis (B2084); T3- B. thuringiensis (B116) + B.
megaterium (B119); T4- B. megaterium (B119) + B. subtilis (B2084) + B. thuringiensis (B116);
T5- B. thuringiensis (B116); T6- B. megaterium (B2106); T7- B. subitilis (B1719); T8- B.
subtilis (B1716); T9- B. megaterium (B1734). All strains showed synergy with each other,
production of carboxylate-type siderophores and significant production of IAA, EPS and
biofilm. There were significant differences between the root morphology parameters, especially
total root length (CRT) and root surface area (AST) in treatments T3, T4 and T5, which
achieved the highest development and root area compared to T1 (negative control without
inoculation) and T2 (positive control). The treatments T3, T4, T5 and T9 showed higher root
surface area compared to the non-inoculated control, similar to the commercial inoculant.
Regarding shoot dry weight, the T3, T4, T5 and T8 treatments were significantly superior to
the non-inoculated control. Thus, the use of Bacillus strains, as inoculants, promotes the growth
of corn seedlings in hydroponic systems significantly. All strains have demonstrated synergy
and the ability to produce beneficial compounds, such as siderophores, IAA, EPS, and biofilm,
which have been associated with key plant growth promotion mechanisms. Treatments with
inoculation with B116 and double (B116 and B119) and triple (B119, B2084 and B116) strains
stood out for significant increases in root area and length, as well as improvements in shoot dry
mass compared to control. These results reinforce the potential of Bacillus as efficient
bioinoculants, offering a sustainable alternative to increase agricultural productivity.

Keywords: Zea mays L. Promotion of growth. Biofertilizers.
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1. INTRODUGCAO

O milho é um dos cereais mais produzidos, consumidos e exportados no mundo devido a sua
aplicabilidade em alimentos, em racGes e em indUstrias de alta tecnologia (FAOSTAT, 2019). Além
disso possui uma ampla variabilidade genética, o que possibilita seu cultivo em climas tropicais,
subtropicais e temperados (SANTOS et al., 2019).

Os fertilizantes sintéticos estdo entre os principios basicos do manejo nutricional das grandes
culturas agricolas, e tém sido usados h décadas em todo o mundo para suprir a demanda de produg&o.
Contudo, a sua utilizacéo sistematica e descontrolada pode causar impactos ambientais negativos que
vao desde efeito estufa, poluicdo das aguas subterraneas e superficiais, problemas de qualidade da agua,
desequilibrio na microbiota do solo até impactos diretos a saide humana (SCHINDLER e HECKY,
2009; RANA et al., 2020).

Os inoculantes microbianos sdo predominantemente, compostos por bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCPs), as quais sdo isoladas da endosfera e/ou rizosfera das plantas. Esses
microrganismos podem ter a capacidade de disponibilizar nutrientes e reguladores de crescimento
vegetal, como auxinas, giberelinas e citocininas. Tal estimulo pode resultar em um aumento no
crescimento vegetativo e radicular (FUKAMI et al., 2017; SANTOS et al., 2019).

Entre as cepas bacterianas, particularmente conhecidas como BPCPs, estdo 0s
microrganismos solubilizadores de fosfato (MSP), do género Bacillus, que apresentam grande
versatilidade por promover o crescimento das plantas, por aumentar a produtividade, por
solubilizar fosfato e potassio e por proteger as plantas contra patégenos e insetos-praga (WU et
al., 2015; FERREIRA et al., 2019; PEREIRA et al., 2020). Esse género também pode produzir
auxinas (AlA), fitormbnios que desempenham um papel importante na regulacdo do
desenvolvimento de raizes e promovem mudancas no crescimento vegetativo das plantas
(WAGI & AHMED, 2019). De maneira geral, as BPCPs podem induzir ou inibir fatores
primarios de crescimento radicular, aumentar o nimero e/ou 0 comprimento das raizes laterais
e alongar os pelos radiculares, 0 que aumenta a capacidade das plantulas de se sustentarem ao
solo, melhora a aquisicdo de agua e de nutrientes e, consequentemente, o0 crescimento das
plantas (COMBES-MEYNET et al., 2011; CHAMAN et al., 2013; VACHERON et al., 2013).

Na literatura ha pouca informacéo sobre a influéncia da inocula¢do de Bacillus, na
arquitetura radicular do milho na fase de plantula (de SOUSA et al., 2021), incluindo 0 aumento
do volume radicular e da ramificacdo, o que beneficia a planta um maior acesso aos nutrientes
do solo e a da agua, principalmente em estagios iniciais de desenvolvimento, como ja

demonstrado para outros géneros de bactérias, como Azospirillum (CASSAN & DIAZ-
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ZORITA, 2016). No milho, o sistema radicular é compreendido de raizes nodais e laterais,
sendo que a maior parte do seu desenvolvimento é controlado por sinais ambientais e
intrinsecos, nos quais os fitormonios sdo elementos-chave para sua regulacdo (DEPUYDT &
HARDTKE, 2011; GARAY-ARROYO et al., 2012; VANSTRAELEN & BENKOVA, 2012).

A andlise detalhada das possiveis modificacdes na morfologia radicular em plantas de
milho inoculadas, pode ser realizada por meio de sistemas de fenotipagem por imagem. Isso é
especialmente relevante, uma vez que o crescimento radicular € um dos principais beneficios
das BPCPs. Compreender como as caracteristicas morfologicas das raizes mudam apés a
inoculagdo é crucial para entender o modo de acéo e facilitar o monitoramento das linhagens
que colonizam as raizes e verificar, nos estagios iniciais do crescimento do milho, se as
linhagens sdo benéficas as plantas (de SOUSA et al., 2021).

Nesse estudo o objetivo foi caracterizar os mecanismos envolvidos na promogéo de
crescimento vegetal relacionados com a producéo de sideréforos, de &cido indo acético (AlA),
de exopolissacarideos (EPS), de biofilme e com teste de compatibilidade entre as cepas, além
disso, avaliou-se a morfologia radicular, o crescimento de plantulas e a massa seca de milho

inoculado com diferentes cepas de Bacillus.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs)

As Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) desempenham um papel
crucial na agricultura sustentavel, oferecendo uma alternativa ecoldgica aos fertilizantes e
pesticidas quimicos. Elas atuam em varias frentes, melhorando o crescimento e a salde das
plantas (AFZAL et al., 2019).

As rizobactérias, um grupo importante dentro das (BPCPs), sdo microorganismos que
vivem na rizosfera, a regido do solo diretamente influenciada pelas raizes das plantas. Elas
agenciam uma variedade de efeitos benéficos no crescimento de espécies vegetais, por meio de
mecanismos diretos ou indiretamente, como secretar horménios e enzimas, ou promover a
absorcdo e o acimulo de N e de P (AHEMAD e KIBRET, 2014).

As BPCPs tém sido encontradas em associagdo com grande numero de espécies de
cereais e de gramineas forrageiras, tendo uma vasta gama do género descritos (HUNGRIA et

al., 2010; VIDEIRA et al., 2012). Na literatura, entre as principais destacam-se: Bacillus,
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Pseudomonas, Azospirullum, Herbaspirillum, Burkholderia, Streptomyces e Enterobacter (de
OLIVEIRA et al., 2024; GIRIO et al., 2015).

2.2 Género Bacillus e os microrganismos solubilizadores de fosfato

Bactérias do género Bacillus desempenham um papel importante no ciclo do P, no solo e
na liberacdo e na imobilizacdo de nutrientes (CARDOSO; ESTRADA-BONILLA, GERMAN
ANDRES, 2019). Entre elas estdo os microrganismos solubilizadores de fosfato (MSP), que
sdo organismos benéficos que hidrolisam o P orgénico, quando solubilizam o P inorgéanico,
insoltvel do solo. Podem incluir bactérias pertencentes aos géneros Bacillus, Pseudomonas e
Rhizobium ou fungos pertencentes aos géneros Penicillium, Aspergillus e Actinobactérias
(KALAYU, 2019).

Nesse contexto, diversos estudos estdo avancando em busca de cepas com potencial de
solubilizacdo de fosfato, ao serem inoculados nas sementes em larga escala, em diversas
culturas, visando concentrar a presenca desses organismos no solo para obter um incremento
significativo na disponibilidade do P retido no solo, e do P acrescentado pela adubagéo. Entre
0s principais géneros ha destaque para os Bacillus, com espécies reconhecidas na capacidade
de solubilizacdo, de mineralizacdo de fosfato e de promocdo de crescimento vegetal
(KALAYU, 2019).

O género Bacillus compreende ao grupo de bactérias Gram-positivas, aerobios ou
aerobios facultativos, com formato de bastonetes retos, mdveis por flagelos peritriquios, além
disso, possuem enddsporos que 0s permitem a resistir as condi¢cdes adversas, como altas
temperaturas, radiagdo, e ambientes secos (BHANDARI et al., 2013). Para tanto, sdo as
rizobactérias que apresentam o maior potencial para solubilizacdo de fosfato inorganico
(AHMAD et al., 2008). E importante ressaltar que o género Bacillus, em especial, representa
um grupo de rizobactérias endofiticas ou de vida livre, que habitam o rizoplano ou espagos
entre as células do cortex radicular, e se mostram altamente habeis na colonizagao das raizes
(AHEMAD e KIBRET, 2014). Alguns dos beneficios da utilizacdo de Bacillus sdo o aumento
da biomassa de plantas e a producdo de AIA e de amdnia. Além disso, também apresenta
atividade enzimaética e producdo de compostos ativos importantes para o desenvolvimento
vegetal e para a ciclagem de nutrientes (MENG et al., 2018). Diversos trabalhos corroboram
que o género Bacillus se destacam na promogéo de crescimento em diversas culturas (RIBEIRO
et al., 2018; VELLOSO et al., 2020; de SOUSA et al., 2021; de OLIVEIRA-PAIVA et al.,
2024).
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O trabalho de Szilagyi-Zecchin et al. (2015), mostra o desempenho da estirpe FZB42 de
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum em produzir compostos indélicos (auxinas) e
siderdforos, e em aumentar os teores totais de clorofila a e b no tomateiro. De maneira similar,
Babu et al. (2015) verificaram a promocao do crescimento do tomateiro quando inoculado com
tratamentos usando bactérias, dentre estas as estirpes de B. subtilis e B. cereus, com capacidade
de producdo de AIA, de solubilizacdo de fosfato e de atividade antag6nica a Alternaria solani
devido a producéo de acido cianidrico HCN, de quitinase e de glucanase, além de ser observada
a presenca de enzimas antioxidantes de peroxidase e de polifenol oxidase. De fato, a utilizacio
do género Bacillus se destaca na promocao crescimento pela sua capacidade de multiplicacédo
rapida e facil, e de manter-se viavel em bioformulados devido a producdo de enddsporos,
facilitando o manuseio junto a outros produtos (LANNA FILHO et al., 2010). E ainda, por
apresentar capacidade de producdo de antibidticos (YASEEN et al., 2016).

Essa capacidade vem sendo elucidada com as cepas de B. megaterium e de B. subtilis,
revelando efeitos benéficos para a inoculacdo de milho, tanto em trabalhos in vitro como em
pesquisas a campo (RIBEIRO et al., 2018; de OLIVEIRA et al., 2020; VELLOSO et al., 2020,
de SOUSA et al., 2021; RIBEIRO et al., 2022; de OLIVEIRA-PAIVA et al., 2024). Efeitos
promissores de diferentes cepas de bactérias em milho vem sendo testadas em condigfes
hidropdnicas e a campo, trazendo como respostas 0 aumento da matéria seca da parte aérea, da
area superficial de raizes e a concentracdo de P no grdo (de SOUSA et al., 2021). Resultados
de pesquisas in vitro mostram a possibilidade da inoculacéo destas bactérias devido a inimeros
mecanismos de promocdo de crescimento vegetal (VELLOSO et al., 2020; RIBEIRO et al.,
2022).

A cepas de B. megaterium CNPMS B119 e de B. subtilis CNPMS B2084 sdo pioneiras
no mercado brasileiro, compondo os primeiros inoculantes solubilizadores de P. Em varios
trabalhos de campo foram confirmadas a viabilidade da inoculagdo de sementes de milho com
essas cepas (de OLIVEIRA et al., 2020; de OLIVEIRA-PAIVA et al., 2024). Essas cepas
aumentaram significativamente, a produtividade de milho em diferentes anos de cultivo e em
duas condigdes de solo, sendo um incremento de 13,7% na produtividade média do solo, com
baixo teor de P e de 6,5% em solo com alto teor de P. Nesse mesmo estudo, foram avaliadas a
inoculacdo de B. megaterium com o B. subtilis em mistura com diferentes doses de P em Santa
Maria RS e em Palotina-PR, e o tratamento com 50% da dose recomendada de P mais a

inoculagdo das bactérias, aumentaram 27,7% a produtividade do milho em Santa Maria ,e
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28,7% em Palotina, em comparacdo com a mesma dose de P, superando até mesmo o tratamento
com a dose de P total recomendada.

O uso da mistura das cepas de B. megaterium B119 e de B. subtilis B2084 é um exemplo
de sucesso para o incremento produtivo de milho e de soja no Brasil. Estima-se que na safra
2020/2021, 1,49 milhdes de hectares de milho e de soja foram inoculados com B. megaterium
e com B. subtilis, e as projecOes para as proximas safras € que mais de 3 milhdes de hectares
sejam inoculadas (VIANA, 2021). Circunstancia que reforca a relevancia de novas pesquisas
com cepas inéditas, afim de avaliar quais os seus efeitos sob as diferentes culturas e condicdes

do solo, podendo selecionar novas estipes com potencial e que sejam viaveis para inoculagao.
2.3 Mecanismos de promocao de crescimento de plantas (MPCPs)

Os MPCPs sdo uma categoria peculiar de cada microrganismo que estabelecem relacfes
benéficas com o0s vegetais, procedendo em avancos significativas no crescimento e no
desenvolvimento plantas. As bactérias apresentam diferentes mecanismos de agdo, podendo
atuar de diversas formas (LOPES et al., 2021).

Em linhas gerais, 0s microrganismos demonstram a habilidade de aumentar
consideravelmente a germinagdo de sementes e o vigor das plantulas (BABU et al., 2015), de
facilitar o estabelecimento de plantas em condi¢Ges adversas (PEREIRA et al., 2016), de
potencializar o crescimento das plantas (SUWANNARACH et al., 2015) e de favorecer o
incremento na producdo (GOPALAKRISHNAN et al., 2014).

A aplicacdo de BPCPs é uma alternativa promissora para a pratica da agricultura
sustentavel. Isso se deve a crescente demanda por insumos quimicos, impulsionada pela
necessidade de aumentar a producédo de alimentos diante do crescimento populacional. O que
as torna como agentes importantes a serem integradas as praticas agricolas, desempenhando
papéis tanto na fertilizacdo quanto no controle quimico de fitopatogenos (GLICK, 2012).

Elas podem agir de forma direta ou indiretamente, promovendo o crescimento em
plantas por meio de diferentes mecanismos, aos quais podem agir individualmente ou em
sinergia (PIl et al., 2015).

2.4 Mecanismos diretos

Dentre 0s mecanismos diretos, as BPCPs podem aumentar a disponibilidade de

nutrientes ao converter formas insolUveis em formas acessiveis para as plantas. Essas a¢des
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incluem a solubilizacdo ou a mineralizacdo de fosfatos, a solubilizacdo de potassio, além da
fixacdo de nitrogénio pelas bactérias diazotroficas e do aumento da solubilidade de
micronutrientes, como a producdo de sideroforos para a quelacdo de ferro. Elementos
considerados limitantes para o desenvolvimento e a produtividade das culturas sédo destacados
nesse contexto (GLICK, 2014; SCAGLIOLA et al., 2016).

A maior parte do P no solo encontra-se em formas insolGveis, o que limita sua
disponibilidade para as plantas. Além disso, até 75% do fésforo aplicado como fertilizante pode
se ligar ao solo e tornar-se indisponivel para as plantas. As bactérias promotoras de crescimento
de plantas podem aumentar a sua disponibilidade para as plantas por meio da solubilizacdo de
fosfatos precipitados. Elas utilizam mecanismos como, acidificacdo (producdo de acidos que
reduzem o pH do solo, aumentando a solubilidade do P), quelacdo (liberam compostos que se
ligam a cétions, facilitando a liberacdo de P, como a quelacéo de ferro), troca idnica (substituem
ions de fdsforo ligados a particulas do solo por outros ions), e, producéo de &cidos organicos
(excretam &cidos que solubilizam o foésforo mineral). Elas também secretam enzimas como
fosfatase acida, que mineralizam o fosforo organico, e podem prevenir a fixacéo do fosfato no
solo (AFZAL, I. etal., 2019).

Ademais, as BPCPs apresentam habilidade de producdo de hormdnios vegetais, como
auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e acido abscisico (RYBEL et al., 2010; SPAEPEN,
2015). Esses compostos estimulam o desenvolvimento vegetal, ajustam todas as funcdes
fisiologicas, morfoldgicas e reprodutivas dos vegetais e também podem ter a funcdo de
regulacdo fisioldgica, em meio a situacBes de estresse ambiental (MARIANO et al., 2004;
CASTIGLIONI et al., 2008; KUNDAN et al., 2015; XU et al., 2016).

Dentre os fitormdnios, o &cido indol-3-acético (AlA) é a auxina mais simples de ser
encontrado como produto da associagdo no metabolismo microbiano, e participa dos processos
de divisdo celular, de diferenciagdo dos tecidos e de respostas ao estimulo luminoso e a
gravidade. A sua producdo pode ocorrer por isolados de Bacillus spp., sendo realizada
inicialmente, pelo estimulo no vegetal pela presenca de molécula chamada de triptofano,
efetuada tanto pelos microrganismos ou pelas plantas quando estimuladas ou ndo (SPAEPEN,
2015). Zihalirwa Kulimushi et al. (2017), relatam que isolados de Bacillus spp. podem ser Uteis
a plantas de milho pela producgéo de auxinas. Por outro lado, o etileno € uma molécula gasosa,
produzido em células em divisdo, com efeitos no amadurecimento de frutos, na germinacao e

no alongamento de estruturas, sintetizado em momentos de stress, tendo como principal rota de
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producdo a molécula 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC), produzida também pelos
microrganismos (RANA et al., 2020).

Existem relatos de isolados de diversos microrganismos, inclusive espécies de Bacillus,
gue produzem esse composto e que permitem que as plantas sejam mais eficientes na absorcao
de nutrientes, por conta do aumento do numero de radicelas provocado pela acdo deste
fitohorménio. Ha ainda, as citocininas e as giberelinas, que sdo horménios vegetais que
promovem a divisdo celular em raizes e na parte aérea; as citocininas tém efeito regulador da
senescéncia e auxilia no crescimento e na expansao foliar, controlam também a dominancia
apical proposta pelas auxinas, ja as giberelinas estdo envolvidas nos processos de germinagao,
de respiracdo celular, de crescimento e de controle da senescéncia (WOODWARD e BARTE,
2005; CHANG et al., 2013).

2.5 Mecanismos indiretos

Os mecanismos indiretos podem envolver a competicdo com os fitopatdgenos por
nutriente e por producdo de metabolitos antifangicos (VALIDOV et al., 2009). Mecanismo de
liberacdo de substancias com potencial quelantes, acidificacdo do microambiente influéncia nas
mudangas no potencial redox, afetam a biodisponibilidade de metais nos solos, que séo
requeridos muitas das vezes como micronutrientes essenciais para a maioria das reacoes redox
e para a funcdo celulares primordiais desses organismos, como producdo de sideroforos, e,
protegem a auxina microbiana de danos oxidativos (LASAT, 2002; TRIPATHI et al., 2005;
AHEMAD, 2012; AHEMAD, 2014).

Os siderdforos sdo compostos com funcgdo quelante do Fe®*, disponiveis na solugdo do
solo, caracterizados por apresentarem baixo peso molecular e por permitirem que haja uma
competicdo entre os microrganismos, desfavorecendo os fitopatogenos e as condicdes
limitantes de ferro (XU et al., 2016). Esses microrganismos tém a capacidade de solubilizar as
formas ndo disponiveis de P fixados nas moléculas de ferro por meio da quelagdo dos cétions
(SHARMA et al., 2013; SANTOS et al., 2014; Ll etal., 2023; LIU et al., 2023).

2.6 Beneficios da inoculagdo das BPCPs aplicadas na agricultura

Em sistemas agricolas, os microrganismos benéficos desempenham um papel crucial na

promocdo do crescimento vegetal e na melhoria da qualidade do solo, com destaque para
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bactérias e para fungos que estabelecem relagbes simbidticas com as plantas (JAEN-
CONTRERAS et al., 2022).

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs), inicialmente descritas por
Kloepper e Schroth (1980), tém sido amplamente estudadas devido aos seus mecanismos
multifacetados de ac¢éo, que incluem a producéo de fitormonios, a solubilizacdo de nutrientes e
a inducdo de resisténcia sisttmica. Desde entdo, o interesse cientifico tem crescido
exponencialmente, resultando em avancos significativos na compreensao de sua fisiologia e de
sua bioquimica. Essas descobertas tém contribuido para o desenvolvimento de préaticas
agricolas mais sustentaveis, que visam reduzir o uso de insumos quimicos e maximizar a
produtividade das culturas, por meio de interagdes benéficas entre microrganismos e plantas.

As BPCPs atuam de varias maneiras para favorecer o crescimento das plantas, incluindo
a fixacdo de nitrogénio, a solubilizacdo de fosfatos, a producédo de fitohormdnios, e a protecdo
contra patégenos. Esse conhecimento tem impulsionado o uso dessas bactérias como uma
alternativa promissora aos fertilizantes quimicos, ajudando a reduzir a dependéncia de insumos
externos e a melhorar a saude do solo e das plantas (GOSWAMI et al., 2016; PATERSON et
al., 2017).

A intensificacdo das pesquisas em biotecnologia de inoculantes tem se mostrado uma
estratégia fundamental para aumentar o uso de insumos bioldgicos na agricultura. Essa
abordagem possibilitou a aplicacdo pratica de BPCPs, em forma de produtos formulados, que
sdo cada vez mais utilizados no manejo agricola sustentavel (ANDRADE et al., 2023;
LOPES, 2023; SINGH et al., 2023).

O Brasil tem se destacado significativamente nos estudos sobre Azospirillum, uma
bactéria importante para a agricultura devido a sua capacidade de promover o crescimento das
plantas. Os estudos comegaram com a Dr.2 Johanna Doébereiner, que focou na capacidade de
fixac&o bioldgica de nitrogénio (FBN) dessa bactéria, enquanto o Dr. Yakov Okon, de Israel,
evidenciou sua habilidade em sintetizar auxinas. A eficiéncia das primeiras estirpes comerciais
de Azospirillum foi comprovada pela Embrapa Soja, em 2004, e o primeiro inoculante
comercial foi langado em 2009 (HUNGRIA, 2016).

Diante desses avancos, os produtos biolégicos vém ganhando espacos na agricultura
brasileira. Nos ultimos anos, cerca de 130 milhdes de doses de inoculantes foram utilizadas.
Além disso, o nimero de produtos registrados, apontou 531 produtos disponiveis no mercado
nacional (ANPII, 2023; MAPA, 2023). Os fixadores de nitrogénio representam cerca de 80%
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desse mercado, seguido pelos solubilizadores de P (15%), enquanto os outros inoculantes
promotores de crescimento representam cerca de 5% (SOUMARE, 2020).

Entre as BPCP, os géneros Rhizobium, Bradyrhizobium e Azospirillum sdo amplamente
utilizados para a fixacdo de nitrogénio atmosférico, especialmente em culturas como soja e
milho. No Brasil, cerca de 78% da &rea plantada (aproximadamente 36,5 milhGes de hectares)
utiliza inoculantes microbianos para a fixacdo de nitrogénio, o que substitui a necessidade de
aplicacdo de ureia. Essa pratica ndo so reduz os custos com fertilizantes quimicos, mas também
diminui o impacto ambiental associado a sua producdo e ao seu uso. A utilizacdo desses
inoculantes é um exemplo significativo de como a biotecnologia agricola pode contribuir para
a sustentabilidade e para a eficiéncia das praticas agricolas (HUNGRIA et al., 2013; SANTOS
etal., 2019).

No entanto, com avancos das pesquisas nessas linhas em 2019, a Embrapa Milho e Sorgo -
Sete Lagoas/MG langou o primeiro inoculante brasileiro para a solubilizagdo de P. Nesse
inoculante foram utilizadas as cepas de Bacillus subtilis e B. megaterium, que auxiliam na
liberacdo do fosforo retido nos coloides do solo (de OLIVEIRA-PAIVA et al., 2024).

Essas cepas passaram por validacdo em diversos testes por avaliagdes em casa de vegetacdo
e de campo, para inoculagdo na cultura do milho, demostrando mecanismos de promocdo de
crescimento, de solubilizacdo de fosfato, de incremento de produtividade. Como por exemplo, o
aumento significativamente a produtividade de milho em duas condi¢des de solo, sendo um
incremento de 13,7%, na produtividade média do solo, com baixo teor de P, e de 6,5, em solo
com alto teor de P. No mesmo estudo, foram avaliados a inoculagéo de B. megaterium com o B.
subtilis com diferentes doses de P, em Santa Maria RS e em Palotina-PR, e o tratamento com
50% da dose recomendada de P, mais a inoculacéo das bactérias aumentou 27,7% a produtividade
do milho em Santa Maria e 28,7% em Palotina, em comparagdo com a mesma dose de P,
superando até mesmo o tratamento com a dose de P total recomendada (RIBEIRO et al., 2018,
VELLOSO et al., 2020; de SOUSA et al., 2021; de OLIVEIRA-PAIVA et al., 2024).

3. MATERIAS E METODOS
3.1 Cepas de Bacillus

Todas as oitos cepas usadas pertencem a Colecdo de Microrganismos Multifuncionais

e Fitopatdgenos da Embrapa Milho e Sorgo - Sete Lagoas /MG. As cepas B116 e B119 foram

isoladas da rizosfera, e a cepa B2084 da endosfera foliar de genotipos de milho. Essas cepas
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sdo bem caracterizadas quanto aos mecanismos relacionados a solubilizacdo de P e a promocéo
de crescimento de plantas, e foram identificadas como Bacillus thuringiensis, B. megaterium,
B. subtillis, respectivamente (OLIVEIRA et al., 2009; de ABREU et al., 2017; VELLOSO et
al., 2020; de OLIVEIRA-PAIVA et al., 2024).

As cepas B1719, B1716, B1733 e B1734 foram isoladas da compostagem organica, de
uma area de producdo de hortalicas monitorada pela Empresa de Assisténcia Técnica e
Extensdo Rural do estado de Minas Gerais, EMATER/MG, caracterizadas como termofilicos e
termotolerantes. Foram identificadas como B. subitilis (B1719, B1716 e 1733) e B. megaterium
(B1734) (COTTA et al., 2023). O isolado endofitico B2106 foi isolado do milho e identificado
como B. megaterium (de ABREU et al., 2017).

3.2 Teste de compatibilidade

Para testar a compatibilidade das cepas de Bacillus foi empregado o método Cross-
Streak, com riscos verticais e horizontais das cepas em meio de cultura sélida (Agar Nutriente),
por 48 horas. Ap6s o crescimento, cada cepa foi reinoculada com um risco horizontal e uma
segunda cepa foi riscada perpendicularmente a primeira linha, formando um angulo de 90°
(Figura 1). Em seguida, foram incubadas a 28+ 2°C, por 3 dias, e a presenca de antagonismo
foi verificada pela zona de inibigdo nas interse¢des, sendo que as cepas que ndo apresentarem
zonas de inibigdo foram consideradas compativeis (MT MADIGAN e MARTIKO, 1997).

Figura 1 - Representacdo esquematica do método Cross-Streak, Cepa A estriada horizontalmente e Cepa B
estriada verticalmente.

Ny N
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3.3 Producao de sideréforos

Para avaliar a producdo de siderdforos, as cepas foram inoculadas em placas de Petri
contendo meio agar nutriente e incubadas a 30+2°C, por 16h, em triplicata. Posteriormente, foi
aplicado sobre as placas o meio overlay CAS (SCHWYN e NEILANDS, 1987), modificado,
conforme a metodologia proposta por PEREZ-MIRANDA et al. (2007), como descrito a seguir:
60,5 mgL™* de cromoazurol S; 72,9 mgL™ de brometo de cetil trimetil aménio (CTAB); 30,24
gL de piperazina-1,4-bis (acido 2-etanosulfénico) (PIPES); e 1 mM de FeCls.6H20 diluido
em 10 mL de HCI 10 mM. Como agente gelificante, foi utilizada agarose 0,9% (m/v). As placas
foram mantidas no escuro a 25 °C.

A presenca de sideréforos foi revelada apés um periodo de quatro dias. Foram
considerados produtores de sider6foros, as cepas capazes de promover mudanca de coloragao
no meio de cultura, classificadas em: catecol (azul para rosa); hidroxamato (azul para laranja);

carboxilato (azul para amarelo claro).
3.4 Producao de &cido indol acético (AlA)

A quantificagdo AIA produzida pelas bactérias foi realizada utilizando a metodologia
proposta por BRIC et al. (1991). Cada cepa foi cultivada em 50 mL de meio de cultura liquido
de TSB suplementado com 1,0 mg mL* de triptofano e incubada a 30+2°C, por 5 dias, a 100
rpm no escuro (PATTEN & GLICK, 1996). Apo6s incubacdo, o meio de cultura foi centrifugado,
por 10 minutos, a 6000 rpm, e o sobrenadante obtido foi utilizado para a quantificacdo da
producdo de AIA. Para isso, a mistura de reacdo de cada cepa, constituida de 100 pL de
sobrenadante da cultura, e 100 pL da solugéo de Salkoviski (LOPER & SCHROTH, 1986) (500
uL, da solucdo aquosa de FeCl36H20, na concentragdo de 0,136 g mL™?, e 24,5 mL de solucéo
aquosa, de &cido perclérico 35% v/v) foi adicionada as microplacas de 96 pocos, e mantidas a
temperatura de 28+2°C, no escuro. Para o controle negativo utilizou-se meio liquido estéril,
sem inoculacdo. Ap6s 20 minutos de incubacdo, a absorbancia foi determinada a 530 nm. A
producdo de AlA foi estimada a partir de curva padrdo de AlIA, com as concentragdes 0, 10, 20,
40, 80 e 100, e os resultados, expressos em pg mL™* (GORDON & WEBER, 1951).

3.5 Producao de exopolissacarideos (EPS)

A determinacéo da producédo de EPS foi realizada seguindo a metodologia preconizada

por Paulo et al. (2012). Utilizou-se meio de cultura sélido, composto por 50 g L™* de sacarose;
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20 g L de extrato de levedura; 20 g L de MgSOs4; 0.01 g L de NaCl; 0.01 g L™ de FeSOxq;
0.01 g Lt de Mn SO4; 0.02 g L de CaCl2 e 20 g L™t de K2HPO4; 15g de agar, e o pH do meio,
foi ajustado para 7,5 e, autoclavado, por 20 minutos, a 121°C (GUIMARAES et al., 1999).
Discos de 5 mm de diametro de papel filtro (Whatman 42) esterilizados foram transferidos para
a superficie do meio, ¢ tratados com 5 ulL da cultura bacteriana, enriquecida em TSB na
concentracéo de 108 UFC mL™. Ap6s incubagéo (30+ 2°C/24 h), a producio de EPS foi avaliada
pela auséncia ou pela presenca de coldnia mucosa (material translicido ou mucoso), ao redor
dos discos. Por fim, avaliou-se a presenca de precipitado, formado pela adicdo de coldnia em
etanol absoluto (resultado positivo), ou em presenca de turbidez (resultado negativo), para a

confirmacéo da producéo de EPS.
3.6 Producéo de biofilme

A producdo de biofilme foi determinada usando o método espectrofotométrico proposto
por Stepanovi¢ et al. (2007), com modifica¢des. Inicialmente, 2 pL de cultura bacteriana (108
UFC mL%; OD540nm = 1,0) foram inoculadas em 200 pL em meio de cultura liquido Tryptic
Soy Broth (TSB) com 1% (m/v) de glicose em microplaca de poliestireno em triplicata, com
inclusdo de um controle (branco) contendo apenas 0 meio de cultura. As amostras foram
incubadas a 30+2°C, por 48 h. Apds o periodo de incubacdo, o liquido foi removido por
inversdo, cada poco foi lavado trés vezes com 200 pL de agua deionizada e, posteriormente, a
placa foi vertida sobre papel absorvente. Em seguida, foram adicionados 200 puL de metanol
em cada amostra para fixacdo do biofilme, seguido de incubacdo a temperatura ambiente, por
20 min. Posteriormente, o metanol foi descartado e a placa seca a temperatura ambiente. Em
sequida, foram adicionados 200 pL de solucédo de cristal violeta 0,5% (m/v) e as amostras
incubadas por 15 min. Apds remocédo da solucdo por inversdo, a placa foi lavada com agua
deionizada corrente, e incubada a temperatura ambiente até secagem. Por fim, foram
adicionados 200 pL de etanol absoluto as amostras incubadas, por 30 min., sendo realizada a
leitura em espectrofotdmetro UV/VIS (FLUOstar Omega, BMG LABTECH, Alemanha) a 570
nm. As bactérias foram categorizadas em quatro classes em relacao a producéo de biofilme, em
funcdo da capacidade de retencdo da coloragdo violeta, com base nos valores de densidade
optica (STEPANOVIC et al., 2007): (i) ndo formadoras (Doa < Docn); (ii) fracamente
formadoras(Docn < doa < 2x Docn); (iii) moderadamente formadoras (2x Docn < Doa < 4x
Docn); e (iv) fortemente formadoras (4x Docn < Doa). Sendo, Doa = densidade optica da
absorbéncia e Docn = densidade 6ptica do controle negativo).
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3.7 Influéncia da inoculacédo de Bacillus sobre a morfologia radicular e parte aérea de
plantulas de milho

Para a preparacdo dos inoculantes, as cepas foram reativadas previamente em meio
solido agar nutriente, em seguida foram inoculadas e cultivadas em meio de cultura liquido
Tryptic Soy Broth (TSB), por trés dias a 30+2°C, sob agitacao de 100 rpm. Apds o periodo de
incubacédo, as culturas foram centrifugadas por 10 minutos, a 6000 rpm, e ressuspendidas em
solucdo salina [0,85% (m/v) NaCl]. As suspensdes bacterianas foram ajustadas a absorbancia
igual a 1, em comprimento de onda de 540 nm, correspondente a uma densidade aproximada
de 4x10° células mL™. As duas cepas de Bacillus (B119 e B2084) integram o inoculante
comercial BiomaPhos® que contém a tecnologia Embrapa, e que foram inoculadas seguindo as
recomendagdes do fabricante, na concentracéo de 4x10° UFC mL™, na dose de 100 mL ha™.

O experimento foi conduzido na cdmara de crescimento da Embrapa Milho e Sorgo -
Sete Lagoas/MG. Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado, com nove tratamentos
(Tabela 1) e quatro repeticbes, e o genotipo de milho utilizado foi 0 KWSRB9006VTPRO?2,
Para o plantio, as sementes de milho foram desinfestadas com hipoclorito de sédio 0,5% (v/v),
por cinco minutos sob agitacdo constante, em seguida, lavadas em dgua deionizadas, inoculadas
todos com as mesmas concentragdes de 4x10° UFC mL?, e transferidas para papel de
germinacdo. ApoOs a germinacdo das sementes por trés dias, as plantulas uniformes foram
selecionadas e transplantadas para um sistema composto de bandejas plasticas e opacas com
oito litros de solucéo nutritiva Hoagland meia forgca pH 5,65 (LIU et al., 1998).

Tabela 1 - Tratamentos utilizados para avaliar a eficiéncia da inocula¢do de Bacillus sobre o crescimento das
plantulas de milho em condicGes de hidroponia.

Tratamentos Descricdo
Tl Controle sem inoculagéo
T2 Produto comercial BiomaPhos: Bacillus megaterium (B119) + B. subtilis
(B2084)
T3 B. thuringiensis (B116) + B. megaterium (B119)
T4 B119 + B2084 + B116
T5 B. thuringiensis (B116)
T6 B. megaterium (B2106)
T7 B. subitilis (B1719)
T8 B. subitilis (B1716)
T9 B. megaterium (B1734)

Apds quinze dias de crescimento, o sistema radicular foi separado da parte aérea e 0

sistema radicular fotografado com uma camera digital (Nikon D300S SLR). As imagens obtidas
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foram analisadas com o auxilio dos softwares RootReader2D e WinRhizo v.4.0 (Regent
Systems, Quebec, Canada), sendo quantificadas as caracteristicas relacionadas a morfologia
radicular: comprimento total (cm) (CRT); superficie total (cm?) (AST) érea de superficie de
raizes, com diametro entre 0,0e 1,0 mm, 1,0e 2,0 mme 2,0 e 4,5 mm (de SOUSA et al., 2012).
Além das caracteristicas do sistema radicular, foi determinado o peso seco da parte aérea e da
raiz. A raiz e a parte aérea foram colocadas separadamente em sacos de papel, e secos em estufa
com circulacdo forcada a 65 °C, e pesados em balanca de precisdo ap0s a obtencdo do peso
constante. O peso seco total (PST) foi calculado somando-se 0 peso seco da parte aérea e da

raiz.

3.8 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos ao teste de varidncia ANOVA e, quando detectada a
significancia, foi realizado o teste de comparacgdo de médias (SCOTT-KNOTT, 1974) (p<0,05)
pelo programa computacional SISVAR versdo 5.8 (FERREIRA, 2019).

4. RESULTADOS
4.1 Teste de compatibilidade

Pelo método utilizado de confrontacdo direta foi possivel identificar a predominancia
de interagdes sinérgicas, entre todos as cepas testadas, pois ndo houve formacdo da zona de
inibicdo, indicando a possibilidade de uso dessas estirpes de forma conjunta em um inoculante
(Tabela 2).

4.2 Producao de sideréforos

Neste trabalho as oito cepas de Bacillus avaliadas quanto a producéo de sideroforos
foram positivas. As amostras apresentaram alteracdo de cor do meio de azul para amarelo claro,

indicando a producdo sideroforos do tipo carboxilato.
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4.3 Producdo de &cido indol acético (AlA)

Os resultados da producdo de AIA, apresentados na (Tabela 2), indicaram que houve
uma variacéo 4,52 a 63,18 pug mL, sendo a cepa B1734 com a maior producio, seguida das
cepas B1719 e B116.

4.4 Producéo de exopolissacarideos (EPS)

Quanto a quantificacdo de EPS, todas as cepas testadas apresentaram respostas positivas
para a producdo de exopolissacarideos (EPS) (Tabela 2).

4.5 Producao de biofilme

Verificou-se que todas das cepas bacterianas avaliadas produziram biofilme, onde 28%
foram moderadamente produtoras, e 72% fortemente formadoras. As cepas B2106, B1734,
B1719, B119 e B2084 foram as que aprestaram a maior formacdo de biofilme, sendo
classificadas com fortemente formadoras, seguidas das cepas B116, B1716, classificadas como
moderadamente formadoras (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristica in vitro de promocéo do crescimento de plantas das cepas de Bacillus.

Caracteristicas “In vitro”* B119 B2084 B116 B1719 B1716 B1734 B2106

Teste de compatibilidade + + + + + + +
Producdo EPS + + + + + + +
Producéo biofilme** +++  +++ ++ +++ ++ +++ +++

Acido indol acético (ugmL?) 6,85 1163 22,03 33,25 9,44 63,18 4,52

*Qs sinais positivos (+) e negativo (-) significam resultado positivo e negativo para a caracteristica avaliada.
**Classificacdo para producéo de biofilme: moderadamente formadoras (++) e fortemente formadoras (+++).

4.6 Influéncia da inoculagao de Bacillus sobre a morfologia de plantulas de milho

A andlise estatistica detectou que houve diferencas significativas entre os tratamentos e
0s parametros quantificados, destacando: Comprimentos médio de raiz (cm) (CMR) e aérea
superficial média de raiz (cm?) (ASMR) (Figura 2A), nos tratamentos T3, T4 e T5, que
alcancaram o maior desenvolvimento e &rea radicular, em comparacdo ao T1 (controle negativo
sem inoculacéo) e ao T2 (controle positivo). Os tratamentos T3, T4, T5 e T9 evidenciaram

maior area superficial de raiz, igualando-se aos valores de T2 e T1 (Figura 2B).
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Figura 2 - Comprimentos médio de raiz (cm) (CMR) e aérea superficial média de raiz (cm?) (ASMR). T1 - Sem

inoculagdo; T2 - BiomaPhos (controle positivo B. megaterium B119 + B. subtilis B2084); T3- B. thuringiensis

(B116) + B. megaterium (B119); T4- B. megaterium (B119) + B. subtilis (B2084), + B. thuringiensis (B116), T5-

B. thuringiensis (B116); T6- B. megaterium (B2106); T7- B. subitilis (B1719); T8- B. subitilis (B1716); T9- B.

megaterium (B1734). Média seguida pela mesma letra minUscula, ndo diferem entre-se pelo teste de Scott-Knott
2000 g

(p<0,05).
da
a3 T oa a §
[ T ) b E b a
1500 b b b b 00y | 7
: T :
150
1000
100
300
50
0 0
m T2 T3 ™ T3 T8 T7 M T2 T3 T4 T35 T6 T7 T8 T9

Os tratamentos T3, T5 e T9 apresentaram maior area superficial de raizes com diametro
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entre 1,0 e 2,0 mm. Por outro lado, o tratamento T4 obteve incremento superior em area
superficial de raizes com diametro entre 1 e 4,5 mm. Para a massa seca da parte aérea, 0S
tratamentos T3, T4, T5 e T8 obtiveram o0 maior incremento comparando com os controles sem
inoculagéo e ao produto comercial (Tabela 3).

O tratamento T4 apresentou o maior incremento na area superficial de raizes com
diametro entre 1 e 4,5 mm, quando comparado ao controle ndo inoculado e aos demais
tratamentos. Em relacdo a massa seca da parte aérea, os tratamentos T3, T4, T5 e T8 foram
significativamente superiores, com destaque para o tratamento T4, que demonstrou um aumento
de 0,8 g em comparacdo ao controle (T1- 0,16 g). Entretanto, para a massa seca das raizes, ndo
foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos. E importante
ressaltar que os tratamentos de inoculagdo dupla (T3- B. thuringiensis B116 + B. megaterium
B119) e tripla (T4- B. megaterium B119 + B. subtilis B2084 + B. thuringiensis B116) se
destacaram por seus efeitos positivos no crescimento das raizes, comprimento médio de raiz
(cm) e aérea superficial média de raiz (cm?), (Figura 3), além de promoverem um aumento

consideravel na massa seca da parte aérea (Tabela 3).
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Tabela 3 - Caracteristicas de area e massa seca de raiz e de parte aérea de plantulas de milho cultivadas em
condigdes hidroponicas 15 dias apds a inoculagdo com as estirpes bacterianas T1- Sem inoculacdo; T2- BiomaPhos
(controle positivo B. megaterium B119 + B. subtilis B2084); T3- B.thuringiensis (B116) + B. megaterium (B119);
T4- B.megaterium (B119) + B. subtilis (B2084), + B. thuringiensis (B116); T5- B. thuringiensis (B116); T6- B.
megaterium (B2106) megaterium (B2106); T7- B. subitilis (B1719); T8- B. subitilis (B1716); T9- B. megaterium
(B1734).

Tratamentos AS1 (cm?) AS2(cm?)  AS3(cm?) PSPA(Q) PSPR(Q)
T1-BO 94,22 b* 2593b 28,47 b 0,16 b 0,09 a
T2-BiomaPhos 152,36 a 29,75 b 30,76 b 0,19b 0,10 a
T3-B116+B119 144,31 a 3291b 13,93 d 0,21a 0,10a
T4-B119+B2084+B116 133,70 a 34,98 a 45,43 a 0,24 a 0,09 a
T5-B116 138,84 a 35,96 a 17,08 ¢ 0,23 a 0,09 a
T6-B2106 113,35b 36,97 a 16,62 ¢ 0,17 b 0,08 a
T7-B1719 118,83 b 39,03 a 16,89 ¢ 0,17 b 0,09 a
T8-B1716 127,20 a 41,42 a 11,38 d 0,22 a 0,09 a
T9-B1734 133,48 a 41,97 a 18,17 ¢ 0,19b 0,08 a
Media Geral 128,47 35,43 22,13 0,2 0,09
CV (%) 11,63 14,11 13,89 14,92 14,06

Pardmetros: AS1 — area de superficie das raizes com didmetro entre 0-1 mm; AS2 — &rea de superficie das raizes
com didmetro entre 1-2 mm; AS3 — area de superficie das raizes com diametro > 2 mm, PSPA (g) — peso seco da
parte aérea, PSR(g).

*As médias seguidas pelas mesmas letras indicam que os tratamentos néo diferem significativamente pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).

Figura 3 - Plantulas de milho submetidas a tratamento com inoculantes microbianos cultivadas por 15 dias em
condigBes hidropdnicas. T1- Sem inoculagdo; T2- BiomaPhos; T3- B. thuringiensis (B116) + B. megaterium
(B119); T4- B. megaterium (B119) + B. subtilis (B2084), + B. thuringiensis (B116); T5- B. thuringiensis (B116);
T6- B. megaterium (B2106); T7- B. subitilis (B1719); T8- B. subitilis (B1716); T9- B. megaterium (B1734).
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5. DISCUSSAO

Os resultados indicaram que as inoculacdes em sementes de milho, com cepas
individuais de Bacillus, foram eficientes em aumentar a area superficial radicular e a massa
seca, resultando em maior desenvolvimento e arquitetura radicular devido ao estimulo para a
producdo de raizes finas e laterais. Isso pode estar relacionado com a alta capacidade de
producdo de fitormonios e de biofilmes, o que pode ser verificado no cultivo de milho e na
triagem in vitro com as respostas obtidas nessa pesquisa. Diversos estudos na literatura
corroboram com essa observacdo, demonstrando alteracdes morfoldgicas nas raizes de
diferentes plantas apds a inoculagcdo. Um exemplo notavel é o trabalho de Lépez-Bucio et al.
(2007), onde a inoculacdo com B. megaterium em Arabidopsis resultou em um aumento no
crescimento das raizes laterais e alongamento da raiz principal; e outra cepa de B.
siamensis endofitica, isolada de raizes de arroz (HOSSAIN et al., 2019). Neste caso, as
bactérias produziram um composto organico volatil que promove o desenvolvimento radicular
independente da via da auxina ou do etileno/acido jasmonico. Outros exemplos incluem a
inoculacédo de Bacillus em mudas de algodoeiro (IRIZARRY & WHITE, 2017) e em plantas de
ervilha (SCHWARTZ et al., 2013). Além do trabalho de Sousa et al. (2021), que mostrou que
o sistema hidropdnico é uma estratégia eficiente para analisar cepas de Bacillus promotoras de
crescimento vegetal, em estadios iniciais de desenvolvimento do milho.

O aumento superficial radicular esta diretamente ligado a eficiéncia das plantas em
adquirir nutrientes e agua do solo. Raizes finas (< 2 mm) desempenham um papel fundamental
na ciclagem de agua, de nutrientes e de carbono, e um importante investimento de fotossintese
e de recursos vegetais. Essas raizes também sdo capazes de interagir e de modificarem o
ambiente do solo circundante através da exsudagdo de carbono, que estimulam a atividade
microbiana e medeiam a dinamica de nutrientes do solo, a curto e longo prazo, e a simbiose,
com fungos micorrizicos (MCCORMACK et al., 2015).

A avaliacdo de novas cepas no sistema hidropénico mostrou-se uma estratégia eficiente
para avaliar a promocédo de crescimento vegetal, em estadios iniciais de desenvolvimento do
milho. Para tanto, foi possivel testar as inocula¢fes simples e combinadas das cepas devido a
compatibilidade entre elas. Dentre os resultados, a inoculacéo tripla com B. megaterium (B119),
B. subtilis (B2084) e B. thuringiensis (B116) (T4) resultou no maior AST de raizes com
diametro entre (1 e 4,5 mm). A presenca de multiplas cepas pode ter um efeito sinérgico,
melhorando a colonizacdo das raizes e a interagdo com o sistema radicular da planta,

possivelmente devido a producdo de uma gama mais ampla de compostos bioativos e a
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interacdo com diferentes nichos ecoldgicos na rizosfera (PANDEY et al., 2017; GOMES et al.,
2019). Por outro lado, a inoculagdo simples com a cepa de B116 (T5) aumentou o CRT, a AST,
AS1, AS) e PSPA, enquanto com a cepa B1734 (T9) aumentou a AST, a AS1 e a AS2. O
aumento significativo do CRT e da AST em plantulas de milho inoculadas com Bacillus
corrobora com os resultados de diversos estudos anteriores (SILVA et al., 2018; SOUSA et al.,
2018; GOMES et al., 2019; de SOUSA et al., 2021). Esses efeitos positivos ao papel dos
Bacillus podem estar relacionados na promoc¢do da absorcdo de nutrientes e da agua pelas
raizes, na producdo de fitorménios que estimulam o crescimento radicular e na inducdo de
resisténcia a patégenos (YAHIAQOUI et al., 2014; SANTOYO et al., 2016; RAJKUMAR et al.,
2017).

Resultados semelhantes foram obtidos por de Sousa et al. (2021), que observaram que
plantas inoculadas com as linhagens de Bacillus B2084, B32 e B119 apresentaram maior
sistema radicular e aumento na biomassa total e nos teores de nutrientes. Entretanto, as plantas
inoculadas com B2084 e B32 apresentaram sistema radicular mais fino, enquanto as plantas
inoculadas com B119 apresentaram raizes mais espessas quando comparadas ao controle néo
inoculado. Os aumentos significativos na massa seca da parte aérea notados nos T4, T3, T5 e
T8 indicam que a inoculagdo com Bacillus pode também favorecer o crescimento vegetativo.
Estudos demonstram que pode melhorar a resisténcia a estresses abioticos, como seca e
salinidade, o que resulta em maior producdo de biomassa (WANG et al., 2003). A maior
biomassa aérea estd associada a um maior rendimento de grdos, o que € particularmente
relevante para a produtividade agricola (ADESEMOYE et al., 2009).

Nesse contexto, as novas estirpes testadas, sobretudo as cepas B. megaterium B2106 e
B. megaterium B1734, foram grandes produtoras de biofilme sendo similares as cepas B119 e
B2084. Além do que, a formacdo de biofilme desempenha papéis importantes na fixacéo e
colonizacdo das superficies das plantas por bactérias benéficas, como as rizobactérias
promotoras de crescimento vegetal (RPCV), e também por bactérias fitopatogénicas (PRIMO
etal., 2015; de OLIVEIRA-PAIVA et al.; 2024; LI et al., 2024).

A alta producdo de AlA pela cepa B1734, pode ter relacdo com os resultados obtidos
para o aumento da area superficial radicular do experimento hidropdnico. Por outro lado, as
inoculagbes mistas apresentaram maior crescimento radicular, porém as cepas envolvidas
apresentaram baixa producdo de moléculas do tipo AlA. Nesse caso, é importante destacar que
as cepas de Bacillus possuem diferentes genomas, o que pode levar a variacdo na expressdo de
genes relacionados & producdo desse horménio (LOPER et al., 2010). Além disso, outros
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fitorménios tém efeito sobre o sistema radicular, que pode aumentar o comprimento e 0
crescimento radicular, como o 4cido giberélico, as citocininas e a producdo de
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase, que reduz os niveis de etileno
(RUZICKA et al., 2007; BINENBAUM et al., 2018; WAIDMANN et al., 2019). A ampla
variagdo na producédo de AlA observada entre as cepas de Bacillus, neste estudo, se assemelham
com os resultados de outras pesquisas (GIRI etal., 2011, EL-KOMY et al., 2019). Essa variagédo
pode ser explicada por diversos fatores, como por exemplo meio de cultura, temperatura, pH e
disponibilidade de precursores do AlA e podem influenciar a producdo dessa auxina pelos
Bacillus (GLICK, 2012b).

Todas as cepas avaliadas apresentaram capacidade de produzir sideréforos, compostos
que se ligam ao ferro. O ferro, por sua vez, € um micronutriente essencial para as plantas, obtido
do solo, e compde enzimas envolvidas em reacdes de transporte de elétrons, na constitui¢do dos
citocromos e ferroproteinas, além de participar da fixacéo bioldgica de nitrogénio, da respiracdo
e da fotossintese. O ferro também integra alguns complexos clorofila-proteina. No entanto, no
solo, ele esta predominantemente na forma Fe**, que ¢ indisponivel para as plantas (TAIZ &
ZEIGER, 2013; GROBELAK & HILLER, 2017; GARZON-POSSE et al., 2019).

A producdo de siderdforos é fundamental, de acordo KULIMUSHI et al. (2017), uma
vez que diante restricdo de Fe os microrganismos sdo capazes de sintetizar esse nutriente através
da producéo de sidero6foros. Além disso, pode ter efeitos sobre a disponibilidade de P, uma vez
que as bactérias dissolvidas em fosfato produzem sideréforos que quelam Fe*Al** e Ca?* no
solo, liberando ions fosfato para dissolucdo de fosfato (FENG et al., 2021; RIBEIRO et al.,
2023). Em consequéncia desse mecanismo, as plantas aumentam seu desenvolvimento, seu
crescimento vegetal, e outro destaque é atuacdo no controle de microrganismo patogénicos
presentes no solo, privando-os de Fe (AHMED & KIBRET, 2014; SAHA et al., 2016).

Os tratamentos submetidos a inoculagcdo mista, mostraram efeitos positivos superiores,
0 que pode ser atribuido a agdo sinérgica entre as diferentes espécies de Bacillus. Essa
abordagem pode otimizar a colonizacdo da rizosfera e a promocgéo de crescimento de plantas
através de mecanismos complementares, como a producéao de antibiéticos, de sideréforos e de
enzimas liticas (COMPANT et al., 2010). Também a presenca de mdltiplas cepas pode
proporcionar uma maior resiliéncia contra patogenos do solo, melhorando a salde geral da
planta (GLICK, 2012a).
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6. CONCLUSAO

Os resultados desse estudo, confirmam o potencial de diferentes cepas de Bacillus em
promover o crescimento de plantulas de milho, com destaque para as inocula¢fes simples e
multiplas, especialmente os tratamentos T3 (B. thuringiensis B116 + B. megaterium B119), T4
(B. megaterium B119 + B. subtilis B2084 + B. thuringiensis B116), T5 (B. thuringiensis B116),
T6 (B. megaterium B2106) e T9 (B. megaterium B1734), que promoveram melhorias
significativas no desenvolvimento radicular e na biomassa da parte aérea. Mecanismos como a
producdo de AIA, de sideroforos, de EPS e de biofilme foram fundamentais nesse processo,
reforcando a viabilidade do uso de Bacillus como bioinoculante para uma agricultura
sustentavel. Essas cepas apresentam grande potencial para futuras pesquisas e para o

desenvolvimento de inoculantes comerciais eficazes.
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CAPITULO I

EFICIENCIA AGRONOMICA DA INOCULACAO SIMPLES E MISTA DE Bacillus
sp. SOBRE A PRODUTIVIDADE DE MILHO EM CAMPO

Resumo - Os solos brasileiros possuem limitagdes em disponibilizar fésforo (P) para as plantas,
afetando a competitividade, a sustentabilidade e a produtividade agricola. Isso onera a
producdo, uma vez que agricultura brasileira depende da importacéo de fertilizantes fosfatados.
Os microrganismos solubilizadores de fosfato (MSP) sdo uma alternativa promissora para
melhorar a utilizacdo desse nutriente no solo. O objetivo desta pesquisa consistiu em avaliar o
efeito das inoculagcGes simples e mista de cepas de Bacillus sp. e doses de adubacdo fosfatada
sobre a produtividade do milho, em dois ambientes distintos. Todas as cepas testadas pertencem
a Colecdo de Microrganismos Multifuncionais e Fitopatogénicos da Embrapa Milho e Sorgo,
Sete Lagoas/MG. Os experimentos foram conduzidos na Embrapa Milho e Sorgo, Sete
Lagoas/MG e na Embrapa Arroz e Feijdo, Santo Antobnio de Goias/GO. Foi utilizado
delineamento em blocos casualizados, com onze tratamentos e trés repeticdes, sendo T1- sem
aplicacdo de fosforo; T2- dose de 50 kg ha™* P20Os e T3- dose de 100 kg ha P20s); e os demais
com adigdo de inoculantes e 50 kg ha?® P20s, sendo: T4- produto comercial BiomaPhos®
composto pelas cepas Bacillus megaterium (B119) + B. subtilis (B2084); T5- B. megaterium
(B119) + B. subtilis (B2084) + B. thuringiensis (B116); T6- B. megaterium (B2106); T7- B.
subitilis (B1719); T8- B. subitilis (B1716); T9- B. subtilis (1733); T10- B. megaterium (B1734);
T11- B. thuringiensis (B116). Foram avaliadas a produtividade, kg ha e a produtividade
relativa (%) em funcgdo do tratamento T3 (sem inoculagdo com dose de 100 kg ha* P2Os). Os
dados foram submetidos ao teste de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott
(P<0,05). Houve diferencas significativas entre os tratamentos, em ambas as regifes. A
produtividade dos tratamentos com inoculagdo mista T4 e T5 foi semelhante aos valores
observados no tratamento com 100 kg ha de P20s (T3), em Sete Lagoas. Considerando 0s
tratamentos com inoculagdo simples, a produtividade dos tratamentos T6, T11 e T10 foi
significativamente superior aos dos tratamentos T2 e T3, em Sete Lagoas, com incremento
médio de produtividade em torno de 12%, 9%, 7%, respectivamente, em comparacao a dose
usada de adubacéo fosfatada para a cultura do milho (100 kg ha* de P-Os). Em Santo Antdnio
de Goiés, a produtividade de todos os tratamentos inoculados, com exceg¢do do tratamento T7,
foi estatisticamente semelhante a adubagio com 100 kg ha™* P2Os e superior a dose de 50 kg ha”
1 P20s. Os resultados indicaram que a inoculagdo com Bacillus com adigéo de 50 kg ha™* P20s
promoveu um efeito positivo significativo na produtividade do milho. Os resultados
demonstraram que mesmo com a aplicacdo reduzida da adubacéo fosfatada, as cepas de Bacillus
foram capazes de aumentar a produtividade do milho de maneira equivalente ou superior as
praticas de convencionais.

Palavras-chave: Inoculante. Bactéria. Adubacdo fosfatada. Zea mays L.
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AGRONOMIC EFFICIENCY OF SINGLE AND MIXED INOCULATION OF Bacillus
sp. ABOUT CORN PRODUCTIVITY IN THE FIELD

Abstract- Brazilian soils have limitations in making phosphorus (P) available to plants,
affecting competitiveness, sustainability and agricultural productivity. This burdens production,
since Brazilian agriculture depends on the import of phosphate fertilizers. Phosphate-
solubilizing microorganisms (PHM) are a promising alternative to improve the use of this
nutrient in the soil. The objective of this research was to evaluate the effect of single and mixed
inoculations of Bacillus sp. strains. and phosphate fertilization doses on corn yield, in two
different environments. All the strains tested belong to the Collection of Multifunctional and
Phytopathogenic Microorganisms of Embrapa Maize and Sorghum, Sete Lagoas/MG. The
experiments were conducted at Embrapa Maize and Sorghum, Sete Lagoas/MG and at Embrapa
Rice and Beans, Santo Antonio de Goias/GO. A randomized block design was used, with eleven
treatments and three replications, with T1- no phosphorus application; T2- dose of 50 kg ha*
P-0Os and T3- dose of 100 kg ha* P2Os); and the others with the addition of inoculants and 50
kg ha P20s, being: T4- commercial product BiomaPhos® composed of the strains Bacillus
megaterium (B119) + B. subtilis (B2084); T5- B. megaterium (B119) + B. subtilis (B2084) +
B. thuringiensis (B116); T6- B. megaterium (B2106); T7- B. subitilis (B1719); T8- B. subitilis
(B1716); T9- B. subtilis (1733); T10- B. megaterium (B1734); T11- B. thuringiensis (B116).
Yield, kg hal, and relative yield (%) were evaluated as a function of treatment T3 (without
inoculation with a dose of 100 kg ha P20s). The data were submitted to the test of variance
and the means were compared by the Scott-Knott test (P<0.05). There were significant
differences between treatments in both regions. The yield of the treatments with mixed
inoculation T4 and T5 was similar to the values observed in the treatment with 100 kg ha* of
P20s (T3), in Sete Lagoas. Considering the treatments with simple inoculation, the productivity
of the T6, T11 and T10 treatments was significantly higher than those of the T2 and T3
treatments, in Sete Lagoas, with an average yield increase of around 12%, 9%, 7%, respectively,
compared to the dose of phosphate fertilization used for the corn crop (100 kg ha of P20s). In
Santo Antbnio de Goias, the yield of all inoculated treatments, except for the T7 treatment, was
statistically similar to fertilization with 100 kg ha™* P20s and higher than the dose of 50 kg ha'
P20s. In Santo Antonio de Goias, the yield of all inoculated treatments, except for the T7
treatment, was statistically similar to fertilization with 100 kg ha™* P20s and higher than the dose
of 50 kg ha* P20s. The results indicated that inoculation with Bacillus with the addition of 50
kg ha™t P20s promoted a significant positive effect on corn yield. The results showed that even
with the reduced application of phosphate fertilization, the Bacillus strains were able to increase
corn yield in an equivalent or superior way to conventional practices.

Keywords: Inoculant. Bacterium. Phosphate fertilization. Zea mays L.
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1. INTRODUCAO

O milho é um dos cereais essenciais para a nutri¢cdo global, sendo amplamente utilizado
na alimentacdo humana e animal, devido ao seu elevado valor nutricional (NOGUEIRA, 2021).
O Brasil destaca-se como o terceiro maior produtor e o quarto maior consumidor mundial de
milho (FIESP, 2023). Na safra 2022/2023, o pais alcancou uma producdo recorde de 125,71
milhdes de toneladas, cultivadas em 22,152 milhdes de hectares, com uma produtividade média
de 5.675 kg ha™' (CONAB, 2023).

No entanto, a producéo global de alimentos enfrenta diversos desafios, como variagdes
climaticas, altos custos de producdo, tensbes geopoliticas entre grandes fornecedores de
fertilizantes e o crescimento populacional, que pode alcancar 9,7 bilhdes de pessoas até 2050,
com um pico estimado de 11 bilhdes em 2100 (ONU, 2019). Diante da previsédo de um aumento
de 20% na demanda por alimentos, nos proximos 10 anos, a cultura do milho torna-se ainda
mais estratégica, sendo o Brasil considerado o "celeiro do mundo”, com potencial para suprir
40% dessa demanda (FAO, 2022).

Contudo, para manter altos niveis de producdo, o Brasil depende da importacdo de
fertilizantes, sendo responsavel por 80% do nitrogénio, 60% do fésforo e mais de 90% do
potassio utilizados, posicionando-se como o maior importador global de fertilizantes,
consumindo 8,3% da produgdo mundial, ficando atrds apenas da China (24%) e dos Estados
Unidos (10,3%) (OGINO et al., 2023). Ademais, a guerra entre RUssia e Ucrania, iniciada em
fevereiro de 2022, intensificou a elevacdo dos precos de fertilizantes, uma vez que a Russia €
um dos maiores produtores e exportadores de fertilizantes nitrogenados e potassicos (OGINO
et al., 2023).

Os solos agricultaveis brasileiros sdo predominantes tropicais, onde um limitante para o
cultivo esta diretamente ligado com a fertilidade do solo. Esses solos apresentam alto grau de
intemperizacao, os quais sdo identificados pelo baixo teor de nutrientes, pela alta fixacdo de
fosforo (P), pela alta acidez e pela toxicidade por aluminio (CARDOSO & KUYPER, 2006).
Diante dessas limitagdes é essencial o investimento em adubacdo, para que haja aumento de
produtividade agricola (ZONTA et al., 2021). De fato, sem uso de fertilizantes ndo ha como
aumentar a producdo em uma mesma area, visto que nao tera nutrientes para o desenvolvimento
das culturas (BECKMAN & RICHE, 2015).

Perante o exposto, diversas empresas e grupos de pesquisa tém buscado desenvolver
novas tecnologias, com o propdsito de minimizar o uso de insumos quimicos, para uso de forma

mais eficiente, buscando aumentar a produtividade e amenizar os custos com a producdo. Nesse
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sentido, praticas de manejo da nutri¢do e da adubacdo com énfase no P e novas tecnologias sdo
bem vindas. O P € um macronutriente primario e se destaca por ser exigido em maior quantidade
nos sistemas agricolas, por ser quimicamente reativo e facilmente convertido em outras formas
menos soluveis, dependendo da acidez do solo, da temperatura, da umidade e outros fatores. A
maior parte do P no solo é imovel e pouco sollvel, tornando-o inacessivel para as plantas.
(OLIVEIRA & COLE, 1999).

Assim, novas tecnologias voltadas para o aproveitamento do P do solo vém surgindo
como alternativas sustentaveis e eficientes para a agricultura moderna, incluindo o estudo e
aplicacdo de microrganismos benéficos em formulagdo de inoculantes, como as bactérias do
género Bacillus. Diversas pesquisas comprovam os beneficios das inoculages simples e mistas
com esse género na producdo agricola, especialmente no cultivo do milho (RIBEIRO et al.,
2018; OLIVEIRA-PAIVA et al., 2020b; de SOUSA et al., 2021; de OLIVEIRA-PAIVA et al.,
2024). Essa pratica, que consiste na introducao de cepas selecionadas de Bacillus nas sementes,
tem demonstrado potencial para aumentar significativamente a produtividade do milho e da
soja, além de promover beneficios adicionais para o solo e para a planta (OLIVEIRA-PAIVA
et al., 2020a; de OLIVEIRA-PAIVA et al., 2024).

As bactérias dos géneros Azospirillum (Gram-negativo) e Bacillus (Gram-positivo) séo
amplamente utilizadas em inoculantes devido a sua capacidade de promover o crescimento
vegetal. Esses microrganismos contribuem para o desenvolvimento da parte aérea e das raizes
das plantas, além de desempenharem um papel relevante na mitigacdo dos efeitos de estresses
bioticos e abidticos, favorecendo a resiliéncia das culturas agricolas (HUNGRIA et al., 2016;
SANTOS etal., 2019; AYDINOGLU etal., 2020; GUIDINELLE et al., 2024). Adicionalmente,
os inoculantes que utilizam essas bactérias sdo caracterizados pelo baixo custo de producédo e
pelos reduzidos impactos ambientais, tornando-se uma alternativa sustentavel para a agricultura
moderna (KALAYU, 2019; OLIVEIRA et al., 2020a).

A busca por cepas eficientes na solubilizacdo do P no solo s&o alvo de investigacfes
persistentes do laboratorio de Microbiologia da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas/MG.
Avancos significativos vém sendo conquistados com os estudos das cepas B119 (Bacillus
megaterium) e B2084 (Bacillus subtilis). Com inimeros trabalhos publicados (RIBEIRO et al.,
2018, OLIVEIRA-PAIVA etal., 2020b), essas cepas compdem o primeiro inoculante comercial
do pais para solubilizacdo de fosfato. Agora, novas investigacBes por novas cepas, com
potencial equivalente ou superior as cepas B119 e B2084, estdo sendo realizadas com o intuito
de aumentar as possiblidades de forma a trazer melhorias as diferentes culturas agricolas.
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Nessa conjuntura, o objetivo desta pesquisa consistiu em avaliar o efeito das inoculagdes
simples e mista de cepas de Bacillus sp. e doses de adubacéo fosfatada sobre a produtividade

do milho em dois ambientes distintos.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Classificacédo boténica do milho (Zea mays L.)

O milho é uma monocotiledbnea, classificado botanicamente como: Familia: Poaceae;
Subfamilia: Panicoideae; Tribo: Andropogoneae; Subtribo: Tripsacinae; Género: Zea; Espécie:
Zea mays. E uma planta herbacea, com ciclo que se completa entre quatro e cinco meses, sendo
caracterizada como anual, monoica, do grupo das plantas C-4, ou seja, tem uma alta taxa de
fotossintese liquida e elevada afinidade com o CO2 (SOUZA et al., 2013; LOBO, 2018). O
centro de origem é no México e apresenta grande variabilidade, uma vez que atualmente
existem em torno de 250 ragas distintas descritas.

A alta demanda por este grdo para multiplos usos, como racdo animal, alimentos,
combustiveis, bebidas e processamento de subprodutos, faz com que ele seja bastante utilizado
em industrias quimicas e de fermentacdo. O cultivo amplamente difundido dessa cultura se deve
a sua capacidade de adaptacdo a diversas condicbes adversas, como estresses bioticos e
abioticos, climas desfavoraveis e solos de baixa fertilidade. (OLIVEIRA et al., 2011; RANUM
etal., 2014; TESTA et al., 2016; JIAO et al., 2022).

2.2 Importéancia econémica

Atualmente, o milho é a segunda maior cultura do Brasil (GLOBALFERT, 2021) e tem
grande relevancia no cenario mundial devido ao amplo consumo e a versatilidade de nutrientes
(VELLOSO, 2019; SANTOS et al., 2021). Na classificacdo global, o Brasil aparece como
terceiro produtor desse cereal e segundo exportador depois dos Estados Unidos e da China, com
uma producdo total de milho de aproximadamente 102 milhGes de toneladas em 2020/2021
(CONAB, 2021). A producdo brasileira de milho € dividida em trés safras, sendo 22%
produzido na primeira safra, 75,9% na segunda safra e 1,7% na terceira safra.

O maior consumidor desse grdo € o Estados Unidos, seguidos pela China, pela Unido
Europeia e pelo Brasil. Esses quatro representam em conjunto 65,15% da demanda mundial.
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Em relacdo a producdo brasileira, na primeira safra de 2022/2023, foram colhidas 26,46 milhdes
de toneladas, um aumento de 5,7% em comparacao ao ano anterior (CONAB, 2023).

O agronegacio é o setor que vem mantendo a economia do pais, sendo fundamental para
a balanca comercial, gerando emprego e renda. Impulsionado pela demanda global, o pais vem
investindo em tecnologia, desde a producdo agricola até o consumidor final. Diante de tal
procura, e visando manter a producdo agricola sustentavel, as instituicGes de pesquisa vém
estudando diversas linhas como, desenvolvimentos de novos pesticidas, resisténcias a doencas,
maquinas, técnicas de plantio, colheita, irrigacdo e aumento da eficiéncia de absorcdo de
nutrientes pelas plantas (de SOUSA et al., 2021; CONAB, 2021; GLOBALFERT, 2021).

2.3 A cultura do milho e a demanda por fertilizantes fosfatados

A agricultura brasileira € um pilar fundamental para garantia da seguranga alimentar
mundial, contribuindo para a criacdo de industrias, e para a geracdo de empregos e de renda
(LAMAS, 2023). Hoje, o Brasil esta classificado como o quarto maior consumidor de
fertilizantes em nivel global (FARIAS et al.,, 2021). Com a trajetdria ascendente da
produtividade agricola nas ultimas décadas, a producédo interna de fertilizantes minerais para
atender a crescente demanda ndo € o suficiente, ocasionando na importacéo significativa desses
insumos (ANDA, 2021).

Essa dependéncia crescente de fertilizantes importados representa um desafio
significativo para o setor agricola brasileiro, afetando tanto a seguranca alimentar quanto a
economia do pais (SEIXAS, 2022). A necessidade de adquirir a maior parte dos nutrientes
essenciais para as culturas agricolas no mercado internacional, expde o Brasil as flutuacGes de
precos e de volatilidades que podem impactar tanto os produtores quanto os consumidores
(OGINO et al., 2021).

Assim, para atender a demanda crescente na producéo de gréos, é fundamental adotar
boas préaticas de manejo, com especial aten¢do ao manejo da adubacao, particularmente no que
diz respeito ao fosforo (P). A importancia desse nutriente é crucial para otimizar a produtividade
agricola. Contudo, a dependéncia de cerca de 50% dos fertilizantes fosfatados do mercado
externo deixa o agronegdcio brasileiro vulneravel, comprometendo sua sustentabilidade e sua
competitividade global. Essa preocupacao se intensifica diante de eventos recentes, como a
crise econdémica mundial desencadeada pela pandemia e o atual cenario de conflito entre Russia
e Ucrania. A Russia, principal exportadora de fertilizantes, torna-se um elo critico na cadeia de
suprimentos desse consumo. Essa interdependéncia expde o agronegdcio brasileiro a riscos
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econdmicos e logisticos, ressaltando a necessidade de estratégias para garantir a seguranca no
abastecimento de fertilizantes (GLOBALFERT, 2021; COELHO, 2023).

Além de questdes geopoliticas, a capacidade dos solos brasileiros, como os do Cerrado,
em fixar P pode torna-lo indisponivel as plantas, onerando ainda mais o custo de producéo,
devido ao aumento das quantidades de fertilizantes fosfatados que devem ser aplicados. Dessa
forma, a indisponibilidade de P as plantas ocasiona alteracdes metabdlicas, prejudicando o fluxo

energético e, consequentemente, a produtividade (RIBEIRO et al., 2018).
2.4 Fosforo no solo

O fosforo (P) é o segundo elemento mineral de maior importancia para um bom
desenvolvimento vegetal, sendo fundamental para chegar a niveis adequados de produtividade,
principalmente para cultura do milho. Embora seja abundante na natureza, é pouco mével no
solo, tornando-o inacessivel, principalmente devido a fixacdo ou a adsor¢édo de P nos solos com
alto grau de intemperismo e com elevados teores de Oxidos de ferro e aluminio, presentes nos
minerais de argila que sdo capazes de reter o fosforo, na fracdo sélida do solo, por meio dos
seus sitios de adsorcdo (PELEJA et al., 2020; VIEIRA, 2021; YAHYA et al., 2021). Em suma,
os solos brasileiros agricultaveis tém alto grau de intemperismo e sdo acidos, tornando as
formas de P no solo indisponiveis para as plantas (OLIVEIRA et al., 2009; ABREU, 2014).

O P e um nutriente primordial, pois faz parte de diversos compostos nos vegetais, como,
na constituicdo de acidos nucléicos (DNA e RNA), de fosfolipidios das membranas celulares e
dos componentes de ADP e de ATP, que sdo moléculas relacionadas aos fendmenos de
armazenamento e de transferéncia de energia nas células, da maior parte dos seres vivos (TAIZ
etal., 2017).

As plantas bem supridas de P apresentam uma resisténcia aprimorada contra doencas,
baixas temperaturas e déficit hidrico (PENATTI, 2013). Em geral, 0s niveis adequados de
fosforo nas plantas variam de 0,5 a 3,0 g kg™ de matéria seca, com uma faixa considerada ideal
para o crescimento normal, situando-se entre 1,0 e 1,5 g kg (DECHEN e NACHTIGALL,
2006). A deficiéncia de fosforo nas plantas se manifesta através de um leve arroxeado nas
extremidades e na nervura central das folhas, resultando em um porte limitado das plantas. Essa
condig&o ocorre devido ao papel crucial nas funcdes estruturais, nos processos de transferéncia
e no armazenamento de energia. Essa escassez afeta principalmente plantas com caules finos,

com folhas pequenas e com crescimento lateral reduzidos(SICHOCKI et al., 2014). Como se
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desloca rapidamente dos tecidos mais antigos para 0s mais jovens, a falta de P se manifesta
inicialmente nas partes mais baixas da planta, ou seja, nas folhas mais antigas.

No caso do milho, embora a necessidade de P seja menor em comparacdo com 0
nitrogénio (N) e o potassio (K), as doses recomendadas sdo elevadas devido a eficiéncia
reduzida. Cerca de 20 a 30% do P, aplicado como forma de adubagdo em solos considerados
argilosos, é realmente utilizado pela cultura. Essa ocorréncia € por causa da alta capacidade de
adsorcdo do P adicionado ao solo, o que reduz sua disponibilidade para as plantas (CORREA
etal., 2004; FANCELLLI, 2004; CORREA et al., 2008).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cepas de Bacillus

Seis cepas de microrganismos do género Bacillus sp. foram reativadas e avaliadas
guanto a sua pureza. Entre elas, a cepa B116, que foi isolada da rizosfera de genétipos de milho.
Essa cepa é amplamente caracterizada por seus mecanismos de solubilizagdo de fdésforo (P) e
pela promogéo do crescimento vegetal, sendo identificada como Bacillus thuringiensis. Estudos
anteriores demonstraram sua eficacia na melhoria do desenvolvimento de plantas,
principalmente em relagdo a disponibilidade de nutrientes e ao aumento da produtividade
agricola (OLIVEIRA et al., 2009; de ABREU et al., 2017; VELLOSO et al., 2020).

As cepas B1719, B1716, B1733 e B1734 foram isoladas de compostagem organica,
proveniente de uma area de producdo de hortalicas monitorada pela Empresa de Assisténcia
Técnica e Extensdo Rural de Minas Gerais (EMATER/MG). Essas cepas foram caracterizadas
como termofilicas e termotolerantes, sendo identificadas como Bacillus subtilis (B1719, B1716
e B1733) e Bacillus megaterium (B1734) (COTTA et al., 2023). O isolado endofitico B2106,
proveniente de milho, foi identificado como Bacillus megaterium (de ABREU et al., 2017).
Além disso, o produto comercial BiomaPhos®, registrado sob o nimero PR 000497-9.000045,
composto por duas cepas, Bacillus megaterium B119 e Bacillus subtilis B2084, foi utilizado
como controle positivo (de OLIVEIRA-PAIVA et al., 2024).

Todas as bactérias testadas pertencente a Colecdo Microbiana Multifuncional e
Fitopatogénicos da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas/MG. As cepas foram reativadas e
incubadas a 28+2°C, durante 3 dias, em placas de petri contendo meio de cultura Agar
Nutriente: Extrato de Carne (1,0 g L), extrato de levedura (2,0 g L™?), peptona (5,0 g L),
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cloreto de sddio (5,0 g L) e agar (15,0 g L), utilizando-se o método de estrias para obtencéo
de col6nia pura dos isolados.

3.2 Descrigdo das areas experimentais

Os experimentos foram conduzidos durante as safras de 2023/2024 no campo
experimental da Embrapa Milho e Sorgo, localizado em Sete Lagoas/MG, nas coordenadas
geograficas 19° 27' 14.65" de latitude sul, 44° 10' 39.61" de longitude oeste e altitude de 739
metros. O solo da regido é classificado como Latossolo Vermelho tipico, fase cerrado, com
baixo teor de fosforo. De acordo com Kdppen e Geiger o clima é classificado como Aw,
caracterizado por ser tropical semiimido, com verdes chuvosos e com invernos secos
(ALVARES et al., 2013). A segunda regido experimental foi a Embrapa Arroz e Feijdo, em
Santo Antonio de Goias/GO (latitude 16°28' S, longitude 49°17" W e altitude de 766 metros),
onde o clima também € classificado como Aw, tipico do cerrado tropical. A precipitacdo na
regido ocorre principalmente entre outubro e abril, com temperaturas medias de 24°C e
precipitacdo de 194 mm, enquanto o periodo seco se estende de maio a setembro, com
temperaturas médias de 22°C e precipitacdo de 21 mm (CARDOSO et al., 2014).

Em Sete Lagoas, os experimentos foram conduzidos em solo agricola de baixo fosforo,
do tipo Latossolo Vermelho distréfico tipico, fase cerrado. Em Santo Anténio de Goias, 0s
experimentos foram realizados em solo agricola de fertilidade construida, classificado como
Latossolo Vermelho-Escuro, textura argilosa, fase cerradao subperenifolio (EMBRAPA, 2013).

A correcdo do solo foi recomendada de acordo com a analise quimica do solo, de cada
regido (Tabela 1). A adubacdo de plantio efetuou-se uma adubacao basica aplicada via sulco de
plantio, constituida de 300 kg ha* do formulado 20-00-20 (NPK), sendo que a adubac&o de
cobertura foi aplicada parcelada com o N (ureia), aos 15 e aos 30 dias apds a semeadura (150
kg ha por aplicacdo). Ja a adubagcéo fosfatada foi dividida em 3 niveis: sem aplicagdo adicional
de P20s ha!; 50 kg P20s hat) e 100 kg P20s ha*. A fonte empregada foi super fosfato triplo
com teores de 41% de P20s e 7 a 12% de Ca. As caracteristicas quimicas dos solos estdo

representadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Anélise quimica do solo dos locais onde foram conduzidos 0s experimentos.

Local Sete Lagoas/MG Santo Antdnio de Goias/GO
pPH 120 5,63 6,0
Pmehlich-1 (Mg dm™) 10,03 15,9
K (mg dm3) 107,08 257,3
Ca (cmolc dm) 3,85 3,89
Mg (cmolc dm'3) 0,77 1,67
Al (cmolc dm?) 0,13 0,01
H+Al (cmolc dm?3) 3,0 9,68
SB (cmolc dm) 4,89 6,22
V (%) 62,07 64,3
MO (dag kg™) 2,03 3,42

pH: potencial hidrogenidnico; P: fosforo; K: potassio; Ca: calcio; Mg: manganés; Al: aluminio; H+AL:
acidez potencial; SB: soma de bases; V: saturacéo de bases; M.O.: matéria organica. (Embrapa,2013).

3.3 Delineamento experimental

Os experimentos foram organizados em delineamento experimental, em blocos
casualizados (DBC), composto por 11 tratamentos, sendo oito cepas bacterianas, trés doses de
fertilizacdo fosfatada e trés repeticGes. Os tratamentos indicados como B0 ndo receberam
inoculacdo, conforme indicado na Tabela 2. Cada parcela foi composta por seis linhas de
plantio, com espagamento de 0,7 m entre linhas e 0,20 m entre plantas. A semeadura foi
realizada com as sementes de Milho o hibrido KWS, RB9006 VT PRO. O controle de pragas e

de doencas e 0s demais tratos culturais foram realizados conforme recomendacéo para a cultura

(ALVARENGA et al., 2010).
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Tabela 2 - Descricao dos tratamentos usados nos experimentos em campo.

Tratamentos Inoculantes Doses de P
BO Sem adigéo de P20s
BO 50 kg ha P2Os
BO 100 kg hal P20s
BiomaPhos®
B119+B2084+B116
B2106
B1719
B1716 50 kg ha P20s
B1733
B1734

11 B116
Descricéo dos tratamentos utilizados: T1- Sem inoculagdo e P,Os, T2- Sem inoculagédo + 50 kg ha! P,Os. T3- Sem
inoculagdo + 100 kg ha P,Os; T4- Controle positivo produto comercial BiomaPhos® composto pelas cepas B.
megaterium (B119) + B. subtilis (B2084); T5- B. megaterium (B119) + B. subtilis (B2084), + B. thuringiensis
(B116); T6- B. megaterium (B2106); T7- B. subitilis (B1719); T8- B. subitilis (B1716); T9- B. subtilis (1733);
T10- B. megaterium (B1734); T11- B. thuringiensis (B116).
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3.4 Preparo e aplicacdo dos inoculantes

Foi utilizado o inoculante comercial BiomaPhos®, cedido pela empresa Bioma. Esse
inoculante € composto por duas cepas de Bacillus (B. subtilis CNPMS B2084 e B. megaterium
CNPMS B119) que integram a Colecdo de Microrganismos Multifuncionais e Fitopatogenos
(CMMF), da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas/MG.

Para o preparo dos inoculantes, os microrganismos foram crescidos em caldo nutritivo
Trypticase Soy Broth (TSB) por trés dias, a 28+2°C, sob agitacdo constante de 120 rpm. Apds
o periodo de desenvolvimento, as culturas foram centrifugadas por 10 minutos, a 8000 rpm e
ressuspendidas em solugdo salina [0,85% (m/v) NaCl]. As suspensfes bacterianas foram
ajustadas em espectrofotdmetro, padronizando a absorbancia igual a 1, em comprimento de
onda de 540 nm, ajustando para a mesma concentracdo do inoculante comercial de 4x10°
células mL™. Os inoculantes foram aplicados na semente de milho antes do plantio e, para
melhor aderéncia dos microrganismos nas sementes, foi usado o adesivo comercial no momento
da inoculacdo, na dosagem de 100 g para 1,5 L de inoculante, de acordo com a dose

recomendada pelo fabricante.
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3.5 Caracteristicas agronémicas avaliadas

Para avaliar a produtividade de gréos, as espigas foram colhidas nas quatro linhas
centrais de cada parcelas e tratamento, no final do ciclo da cultura (150 dias apds o plantio).
Retirou-se toda a palha das espigas, e procedeu-se a debulha dos grdos de cada parcela.
Posteriormente foi determinado o peso de graos, o qual foi corrigido para umidade 13% e sendo
a produtividade expressa em kg hat. O rendimento relativo para cada tratamento foi calculado
como base no rendimento médio do tratamento dividido pelo rendimento médio do tratamento
com 100 kg P20s hat. Os resultados foram convertidos em porcentagem (%) multiplicando-se
o decimal por 100, variando de 0 a 100%. Valores acima de 100% indicaram rendimentos
superiores aos controles (de OLIVEIRA-PAIVA et al., 2024).

3.6. Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste de andlise variancia (ANOVA), em caso de
significancia as médias foram comparadas pelo teste de (SCOTT-KNOTT, 1974) (p<0,05), no
software computacional Sisvar versdo 5.8 (FERREIRA, 2019).

4. RESULTADOS

4.1 Produtividade de gréaos de milho

Os resultados obtidos para produtividade de grdos na regido de Sete Lagoas/MG foram
significativos, destacando os tratamentos com as cepas com inoculagdes simples T6- 8129,26
kg ha'l; T11- 7902,14 kg ha; T10- 7774,77 kg ha, que superaram o controle T2- 6729,45 50
kg ha P20s (50 kg ha* P2Os, sem inoculagdo). Em comparagdo com a dose recomendada de
adubacdo com 100 kg ha* de P-Os, houve um incremento médio de produtividade relativa em

torno de 12%, 9%, 7%, respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3 - Producéo de gréos de milho (kg ha) em funcéo da inoculacéo simples ou mista de Bacillus na regido
de Sete Lagoas/MG. Valores médios de trés repetigdes.

Tratamentos * Rro_dutividade Proo!utividade
média (kg ha') relativa (%) **

T1- BO Sem adicéo de P20s 5157,39 ¢ -

T2- B0 50 kg ha P2Os 6729,45 b -

T3- B0 100 kg ha* P20s 7245,00 b -

T4- BiomaPhos® 7244,18 b -

T5- B119+B2084+B116 7140,08 b -

T6- B2106 B. megaterium 8129,26 a 112

T7- B1719 B. subtilis 7167,06 b -

T8- B1716 B. subtilis 7258,18 b -

T9- B1733 B. subtilis 7300,68 b 101

T10- B1734 B. megaterium 1774,77 a 107

T11- B116 B. thuringiensis 7902,14 a 109

*As médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas ndo diferiram significativamente pelo teste Scott- Knott
(p<0,05). ** Produtividade relativa (%) em relag&o ao controle com 100% de P.

A produtividade alcancada em Santo Anténio de Goias/GO foi positiva entre 0s
tratamentos T6; T8; T9; T10; e T11, destacando a inoculagdo simples, que ndo diferiu
estatisticamente da dose 100 kg ha* P.Os, exceto o T7 que foi inferior. Entretanto, vale destacar
0 tratamento T10- B1734 como a maior produtividade entre as inoculagdes simples. Outro
resultado evidente, foi a inoculacdo tripla do tratamento T5, que obteve um incremento de
produtividade de 1175,20 kg ha™!, em relagdo ao controle T2, que apresentou produtividade de
8608,75 kg ha™!. Além disso, ao comparar o T4- (Controle positivo) com o tratamento T5, houve

um acréscimo de produtividade de 183,24 kg ha™', correspondente a 3 sc ha™' (Tabela 4).
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Tabela 4 - Produtividade de grdos de milho (kg ha') em funcdo da inoculagdo simples ou mista de Bacillus na
regido de Santo Antdnio de Goias/GO. Valores médios de trés repetigdes.

Tratamentos * qudutividade Proc!utividade
média (kg ha') relativa (%) **

T1- BO Sem adicéo de P20s 7538,83 ¢ -

T2- B0 50 kg ha P2Os 8608,75 b -

T3- B0 100 kg ha P2Os 10343,85 a -

T4- BiomaPhos® 9600,71 a -

T5- B119+B2084+B116 9783,95 a -

T6- B2106 B. megaterium 9311,93a -

T7- B1719 B. subtilis 8902,14 b -

T8- B1716 B. subtilis 9517,60 a -

T9- B1733 B. subtilis 9484,81 a -

T10- B1734 B. megaterium 954479 a -

T11- B116 B. thuringiensis 9510,20 a -

*As meédias seguidas pelas mesmas letras mindsculas ndo diferiram significativamente pelo teste Scott- Knott
(p=0,05). ** Produtividade relativa (%) em relagdo ao controle com 100% de P.

5. DISCUSSAO

A produtividade do milho inoculada com as cepas de Bacillus, na regido de Sete Lagoas/
MG, demonstram potencial significativo sobre o acréscimo na producdo, uma vez gque mesmo
usando a dosagem reduzida de P20s, a produtividade foi equivalente a 100 kg ha™. A analise
dos dados revela que essa abordagem ndo s6 aumenta a produtividade, mas também pode
contribuir para uma possivel reducdo do uso de fertilizantes fosfatados, resultando em menor
custo de producdo e impacto ambiental. Além disso, as cepas de B. thuringiensis B116; B.
megaterium B2106; e B. megaterium B1734, quando inoculadas individualmente, alcangaram
produtividades superiores as obtidas com a inoculagdo mista (Tabela 4). Esses achados séo
consistentes com estudos anteriores que destacam a eficiéncia das cepas de Bacillus como
promotoras de crescimento de plantas, capazes de aumentar a disponibilidade de nutrientes no
solo e de melhorar a absorcdo pelas plantas por distintos mecanismos (VESSEY, 2003; IDRIS
et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2021; de OLIVEIRA-PAIVA et al.,
2024).

Em Santo Antbnio de Goids/GO, a inoculacdo das cepas de Bacillus com metade da
dose recomendada de P para milho (50kg ha™ de P-Os) obteve efeito positivo na producao,
alcancando maiores rendimentos e sendo igual estatisticamente a dosagem recomendada (100
kg ha! de P20s). O uso de inoculantes compostos pelas cepas de Bacillus, como relatado no

trabalho de Oliveira-Paiva et al. (2024), demonstraram que a inoculacdo e a coinoculagédo
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aumentaram a solubilizacdo do P, melhorando o aproveitamento do mesmo pela cultura do
milho, resultando em elevado teor de P nos grdos. Em contrapartida, solos com a fertilidade
construida, como é caso dessa regido, apresentaram efeitos residuais cumulativos de
fertilizantes que potencializam determinados atributos quimicos de fertilidade.

Para a regido de Sete Lagoas/MG, o solo apresentou baixo teor de P. Entretanto é
possivel notar que a eficiéncia das cepas nessa area foi maior. Essa observacdo esta alinhada
com a literatura, que relata uma maior resposta das plantas a inoculacdo em condicdes de baixa
fertilidade do solo (RICHARDSON, 2001; RICHARDSON et al., 2009; LEGGETETT et al.,
2015; de OLIVEIRA-PAIVA et al., 2024). Outro fator relevante nessa area, € a dosagem
recomendada de 100 kg ha' de P20s, tradicionalmente utilizada para assegurar alta
produtividade, ndo foi estatisticamente superior a dose de 50 kg ha* de P.Os combinada com a
inoculacéo das cepas de Bacillus.

Os resultados indicam que o uso das inoculagOes simples e mista, em sementes de milho,
tem potencial de incrementar a produtividade dessa cultura, e possivelmente, maximizar a
disponibilidade e a eficiéncia de uso de P que encontra indisponivel no solo, possibilitando até
mesmo, com avancos nessa linha de pesquisa, pensar na reducdo da quantidade de fertilizante
aplicados, sem comprometer a produtividade. Estudos similares apontam a capacidade das
bactérias solubilizadoras de fésforo em aumentar a disponibilidade desse nutriente para as
plantas, promovendo o crescimento e o rendimento das culturas como por exemplo, milho e
soja (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999; KHAN et al., 2009; de OLIVEIRA-PAIVA et al., 2024).

Os mecanismos de promocdo do crescimento vegetal, expressos pelas cepas de Bacillus
utilizadas nos experimentos de campo, corroboram para compreensdo dos resultados no
aumento da produtividade. A producdo de acido indol-3-acético (AlA) pelas cepas B1734 e
B116, desempenha um papel crucial no estimulo ao crescimento radicular, promove a
elongacdo celular e a formacdo de raizes laterais, resultando em um sistema radicular mais
denso e extenso, 0 que aumenta a capacidade da planta de explorar o solo e de absorver dgua e
nutrientes. (EGAMBERDIEVA et al., 2017). Essa resposta pode estar relacionada com a
aumento médio de 8,8 e 10,9 sc ha’, em comparagio ao T3-100kg ha* de P2Os, na regido de
Sete Lagoas/MG.

Além disso, a formacdo de biofilme, observada de forma destacada na cepa B2106, esta
associada a um aumento médio expressivo de 14,7 sc ha™!, seguido pela cepa B116 com 10,9
sc ha™!, em comparagdo ao tratamento T3- 100 kg ha™' de P.Os. Esse fendbmeno pode estar

relacionado a maior ades&o das bactérias as raizes, o que intensifica a interagdo microbio-planta
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e seus mecanismos de promogao do crescimento, como a solubilizacdo de fosfatos e a producéo
de fitohormonios. A producdo de sider6foros e de exopolissacarideos (EPS) por todas as cepas
analisadas, desempenha um papel fundamental, facilitando a formacdo de biofilmes e
oferecendo beneficios adicionais, como a criacdo de barreiras fisicas contra patdgenos, a
retencdo de agua, e a mitigacdo da toxicidade de metais pesados no solo. Essas caracteristicas
tornam essas cepas superiores ao inoculante comercial, cuja formulacgéo confere eficiéncia, mas
ainda fica aquém dos resultados obtidos com as cepas testadas, que demonstraram maior
eficacia nos mecanismos de promocao de crescimento (KNIGHTS et al., 2021; TIA etal., 2021,
de OLIVEIRA-PAIVA et al., 2024).

6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que a adoc¢do da inoculagdo com cepas
especificas de Bacillus, aliada a reducdo da adubacdo fosfatada, apresenta-se como uma
estratégia eficaz para aumentar a produtividade do milho, ao melhorar a eficiéncia no uso de
fertilizantes, reduzir custos de producdo e minimizar o impacto ambiental. Os resultados
demonstraram que, mesmo com a aplicagdo reduzida de P:0s, as cepas analisadas, como
Bacillus thuringiensis B116, Bacillus megaterium B2106 e Bacillus megaterium B1734, foram
capazes de aumentar a produtividade do milho de forma equivalente ou superior as praticas
convencionais, especialmente em solos de baixa fertilidade. Na regido de Santo Anténio de
Goias, a mistura das trés cepas B119+B2084+B116 apresentou desempenho superior ao
inoculante comercial, embora a diferenca nao tenha sido estatisticamente significativa.

Os mecanismos de promocao do crescimento, como a producéo de acido indolacético
(AlA), formacdo de biofilmes, produgdo de siderdforos e exopolissacarideos (EPS),
contribuiram para a melhoria da absor¢do de nutrientes, especialmente em condic6es de baixa
disponibilidade de fésforo no solo. Esses resultados sugerem que o uso de inoculantes a base
de Bacillus pode ndo apenas aumentar a produtividade agricola, mas também reduzir a
necessidade de fertilizantes quimicos, promovendo uma agricultura mais sustentavel e
econbmica. Assim, essas cepas apresentam grande potencial como inoculantes promissores,

contribuindo para préticas agricolas mais sustentaveis.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesta pesquisa sdo altamente promissores, indicando que as cepas
bacterianas testadas possuem grande potencial como solubilizadoras de fésforo e como
promotoras de crescimento vegetal. Os mecanismos de promocgao de crescimento observados,
como a producdo de biofilme, &cido indolacético (AlA), sideroforos e exopolissacarideos
(EPS), sustentam o desempenho positivo dessas cepas tanto em condigdes controladas na
camara de crescimento, quanto em experimentos de campo. As cepas Bacillus megaterium
B2106 e B. megaterium B1734, em particular, se destacaram pela robusta producéo de biofilme,
sendo que a B1734 também apresentou uma notavel capacidade de producdo de AlA.

Em termos de produtividade de grdos de milho, as cepas B2106, B116 e B1734 se
sobressairam, na regido de Sete Lagoas/MG, apresentando as maiores produtividades. Na
regido de Santo Antdnio de Goias/GO, a mistura de trés cepas (B119 + B2084 + B116) foi
superior ao inoculante comercial, embora a diferenca ndo tenha sido estatisticamente
significativa. Mesmo assim, essas cepas mostraram resultados comparaveis a aplicacdo de 100
kg ha™' de P:Os. Entretanto, a alta fertilidade do solo na cidade de Goids, especialmente os
niveis elevados de fésforo disponivel, pode ter influenciado a eficiéncia dos microrganismos, o
que justifica a auséncia de diferencas significativas. Por outro lado, a eficiéncia dos
microrganismos foi notavel em solos de baixa fertilidade, como na cidade de Minas Gerais, 0

que destaca seu potencial aplicagdo em regides similares.

Assim, a inoculacdo com Bacillus, associada a reducdo da adubacdo fosfatada, surge
como uma estratégia prospera para aumentar a produtividade do milho, para reduzir custos com
fertilizantes e para promover uma agricultura mais sustentavel, especialmente em solos pobres

em fésforo.
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