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RESUMO

Frente aos altos custos com uso de fertilizantes nitrogenados e a crescente
preocupacdo com as questdes ambientais, a inoculacdo de bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV) tem sido uma alternativa promissora para reducédo na
utilizacao de nitrogénio mineral. Assim, objetivou-se com esse estudo avaliar o efeito
do uso de BPCV dos géneros Bacillus e Azospirillum inoculadas via sementes em
associacdo com doses de nitrogénio sobre os parametros de crescimento e de
producdo da cultura do milho. O experimento foi conduzido entre os meses de
dezembro de 2022 a abril de 2023, no municipio de Paulistana, PI. Foram utilizados
cinco tratamentos: ESA 674 (inoculacdo com a bactéria ESA 674 do género Bacillus
+ adubacédo nitrogenada com base em 10kg ha? de N); M163 (inoculacdo com a
bactéria M163 do género Bacillus + adubacéo nitrogenada com base em 10kg ha
de N); ABV5 (inoculacdo com a bactéria de referéncia do género Azospillium, estirpe
Ab-v5 + adubacdo nitrogenada com base em 10kg ha?' de N); TC (tratamento
controle, sem nenhum tipo de inoculacdo e sem suplementacdo com N) e TN
(testemunha nitrogenada, com base em uma adubacédo de 90 kg ha' de N e sem
nenhum tipo de inoculacdo). Foram avaliadas as varidveis: massa da parte aérea
seca (MPAS), massa da raiz seca (MRS), altura de planta (AP), teor de N nas folhas,
peso e comprimento das espigas de milho verde, massa de 100 grédos e
produtividade. As plantas inoculadas apresentaram parametros de crescimento:
altura, teor de N na folha, massa de 100 gréos e para produtividade, semelhantes ao
controle nitrogenado e a estirpe referéncia, e superiores ao TC. As estirpes testadas
neste estudo apresentam potencial para inoculacdo em plantas de milho,
proporcionando economia de fertilizantes nitrogenados sem prejuizos ao

crescimento e produtividade da cultura.

Palavras-chave: Azospirillum; Bacillus; inoculacéo; nitrogénio; sustentabilidade.



ABSTRACT

Faced with the high costs of using nitrogen fertilizers and the growing concern about
environmental issues, the inoculation of plant growth promoting bacteria (PGPB) has
been a promising alternative for reducing the use of mineral nitrogen. Thus, the
objective of this study was to evaluate the effect of using PGPB of the genera Bacillus
and Azospirillum inoculated via seeds in association with nitrogen doses on the
growth and production parameters of the corn crop. The experiment was conducted
between the months of December 2022 to April 2023, in the city of Paulistana, PI.
Five treatments were used: ESA 674 (inoculation with the bacterium ESA 674 of the
genus Bacillus + nitrogen fertilization based on 10kg ha* of N); M163 (inoculation with
the bacterium M163 of the genus Bacillus + nitrogen fertilization based on 10kg ha* of
N); ABV5 (inoculation with the reference bacterium of the genus Azospillium, strain
Ab-v5 + nitrogen fertilization based on 10kg ha* of N); TC (control treatment, without
any type of inoculation and without N supplementation) and TN (nitrogen control,
based on a fertilization of 90 kg ha! of N and without any type of inoculation). The
following variables were evaluated: dry shoot mass (MPAS), dry root mass (MRS),
plant height (AP), N content in leaves, weight and length of green corn ears, mass of
100 grains and yield . The inoculated plants presented growth parameters: height, leaf
N content, 100-grain mass and productivity, similar to the nitrogen control and the
reference strain, and superior to the TC. The strains tested in this study have potential
for inoculation in corn plants, providing savings in nitrogen fertilizers without harming

the growth and productivity of the crop.

Keywords: Azospirillum; Bacillus; inoculation; nitrogen; sustainability.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € uma planta pertencente a familia das gramineas,
originado na América Latina, foi incialmente cultivado pelos povos nativos da regiao
e, posteriormente, melhorado pelas sociedades agrarias (ALCANTARA, 2019).
Atualmente representa grande valor socioecondmico em todo o mundo, sendo
utilizado na alimentacdo humana e, também, como importante fonte energética para
alimentacdo animal. Estima-se que cerca de 70% do milho cultivado no mundo é
destinado a alimentacdo dos animais de producédo, podendo variar entre 60% a 80%
no Brasil (DUARTE; MATTOSO; GARCIA, 2021). Os maiores produtores de milho
sdo Estados Unidos (EUA), China e Brasil (CONAB, 2020). O Brasil além de ser o
terceiro maior produtor €, também, o segundo maior exportador da cultura
(COELHO, 2021).

A diversificagdo do uso do milho tem impulsionando o crescimento de sua
producdo, e € possivel perceber uma tendéncia de expansdo acompanhando o
crescimento da producdo de frangos e suinos (DUARTE; MATTOSO; GARCIA,
2021). Essa tendéncia pode ser explicada por o milho compor cerca de 60% das
racdes desses animais. Entre os anos de 2015 e 2020 houve um crescimento de
16,3% na producdo de ragbes no Brasil e o milho acompanhou o aumento,
apresentando uma taxa de expanséo de 14,3% na producao (NIDERA, 2021).

No Nordeste brasileiro o milho apresenta grande importancia econémica,
principalmente para pequenos e médios produtores, a producéo agricola na regiao é
caracterizada por estar concentrada nas propriedades com base na agricultura
familiar (AQUINO; ALVES; VIDAL, 2020). Dessa forma, a producdo na regiao
semiarida € caracterizada pela exploracdo em curtos periodos de chuva, sem o uso
de muitas tecnologias e, ainda, pela baixa produtividade (VALENTE JUNIOR; LIMA,
2018).

No Brasil durante a safra 2021/2022, a produtividade média da cultura foi de
5.248kg ha' (CONAB, 2022a), enquanto no Nordeste a produtividade, no mesmo
periodo, foi de 3.384kg ha' (CONAB, 2022b).A baixa produtividade da cultura pode
ser explicada por sua alta exigéncia nutricional, variando de 60 a 100kg ha? de
nitrogéniopara que a cultura expresse o seu real potencial produtivo (Coelho 2006).

Para alcancar rendimentos maximos no cultivo, no Brasil, culturalmente se faz

a aplicacao frequente de fertilizantes sintéticos, principalmente os nitrogenados. A
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aplicacao de fertilizantes quimicos impulsiona o aumento da area plantada e da
producdo agricola mundial, porém traz dois sérios problemas, 0 aumento no custo
de producdo e os riscos ambientais. Considerado o quarto maior consumidor de
adubos quimicos, o Brasil consome cerca de 83% dos seus fertilizantes importados,
0 que onera a producdo agricola (ZONTA; STAFANATO; PEREIRA, 2021).

Além da elevacdo dos custos de producdo, a utlizacdo excessiva dos
fertilizantes minerais gera preocupacdes, como o risco de uma escassez futura de
recursos ndo renovaveis, como o petréleo e o carvao, ja que alguns nutrientes
utilizados nos adubos sdo extraidos desses recursos. Além disso, os riscos de
contaminac¢des do solo e da agua, salinizacdo dos solos e eutrofizacdo tém levado a
recorrentes debates sobre a sustentabilidade dos modelos atuais de producédo
(CIRINO et al., 2021; KLEIN; AGNE, 2012).

Dessa forma verifica-se a necessidade da busca por alternativas que sejam
ecologicamente sustentaveis, menos custosas e que possam atingir niveis
satisfatorios de produtividade para a cultura (HUNGRIA et al., 2010; REPKE et al.,
2013).

Estratégias como a utilizacdo dos bioinsumos tém mostrado potencial na
agropecuéria, reduzindo a aplicacdo de fertilizantes quimicos, garantindo boa
produtividade e conservacdo dos recursos naturais. (COSTA et al.,, 2014). Em
especial, tem crescido as pesquisas a respeito de bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV). A inoculacdo de BPCV pode proporcionar resultados
positivos no crescimento vegetal, possibilitando a substituicdo parcial ou total da
fertilizacdo nitrogenada, se tornando uma forma sustentavel de aumentar a
produtividade de muitas culturas (DARTORA et al., 2013; GIRIO et al., 2015;
MUNBACH et al., 2017; SOUSA; NASCENTE; FILIPPI, 2019; VOGEL et al., 2013).

Atualmente as BPCV sdo mais comumente conhecidas pelo seu sucesso nas
plantas da familia Fabacea (leguminosas), sdo conhecidas como rizébios, sendo o
género Bradyrhizobium um dos mais utilizados, a principal funcdo das bactérias
nesse caso € a captacdo do N atmosférico e sua transformacdo em N disponivel
para absorcéo pelas plantas (FRANCHI, 2020). No entanto, o sucesso da interacao
plantas x bactérias tem-se demonstrado de grande eficiéncia no desempeho de
outros génerosbhacterianos também em gramineas. As bactérias do género
Azospirillum, sdo reconhecidas na eficiéncia agronémica em gramineas. As duas

principais estirpes utilizadas atualmente sdo a A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6



15

(HUNGRIA, 2016). A inoculagdo com Azospirillum no milho permite a reducdo na
dose de adubo nitrogenado aplicada, sem efeitos negativos sobre a producédo da
cultura (CUNHA et al., 2014). Aléem desse, outro grupo de bactérias que vem tendo
sua eficiéncia na cultura do milho avaliada é o género Bacillus (BOMFIM, 2020).

A fixacdo bioldgica do nitrogénio atmosférico (FBN) € uma das principais
qualidades das BCPV (JANTALIA et al., 2021), porém estudos relevam que existem
outros mecanismos que séo utilizados por esses microrganismos para a promogao
de crescimento: producdo de fitormbnios reguladores do crescimento vegetal
(FURLAN et al., 2013); solubilizacdo de compostos minerais como fésforo (SILVA,
2022); producédo de sideréforos (BORTOLOTTI, 2014). A partir disso, as plantas
podem obter resultados positivos de crescimento radicular, auxiliando na absorcao
de agua e nutrientes e como consequéncia, aumento de produtividade
(DOMINGUES NETO et al., 2013; GUIMARAES et al., 2013).

Assim, objetivou-se avaliar o efeito do uso de bactérias promotoras de
crescimento vegetal inoculadas via sementes em associagdo com doses de
nitrogénio sobre o crescimento e produtividade do milho cultivado no semiarido

Nordestino.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aculturado milho

O milho (Zea mays L.) é originario da América e pertence a familia Poaceae
(ALVARENGA, 2022). Cultivado em varias partes do mundo, € uma cultura de
grande adaptabilidade e que permite o seu cultivo em climas tropicais, subtropicais e
temperados, o que facilta sua expansdo (BARROS; CALADO, 2014). Essa
caracteristica contribui para sua liderangano ranking da produgcdo mundial de
cereais, correspondendo a 40% do volume de graos produzido (AGRO, 2022).

Por ser uma cultura altamente versatil, pode ser utilizada in-natura ou como
matéria-prima na fabricacdo de subprodutos nas industrias alimenticias,
farmacéuticas, e de combustivel (SAQUETTO, 2021).0 alto teor nutricional dos
graos, aproximadamente 72% de amido, 7 a 14% de proteinas e 9% de fibra,torna-
0s bastante consumidosna alimentacdo humana e animal (SANTOS et al., 2018).
Além disso, ha uma promissora utilizacdo do grao como matéria-prima na producao
de energia. Com o0 aumento da producéo da cultura a fabricacédo de etanol de milho

no Brasil tem tido uma &gil expansdo (NASTARI, 2018).
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Apesar de sua utilizacdo em outros setores, a maior parte da producédo dessa
Poacea, cerca de 70%, é destinado a alimentacdo animal. Nesse caso, a planta
pode ser associada a producdo de silagem, devido ao seu teor de carboidratos
soluveis que favorecerem a fermentagdo lacticaou para a producdo de gréo
(DUARTE; MATTOSO; GARCIA, 2021; STELLA et al., 2016).

O Brasil se destaca pela elevada producéo de carnes, sendo o segundo maior
exportador de carne bovina (GUARALDO, 2021), o maior exportador de carne de
frango e o quarto maior produtor mundial de carne suina (ABPA, 2022). O milho € a
principal fonte energética que compde as ra¢des desses animais, com isso, cerca de
60 a 80% do cereal produzido no pais € destinado a nutricdo animal (AGRO, 2022).
De acordo com Sindiragcbes (2021) a producéo brasileira anual de racbes em 2021
ultrapassou 80 milhdes de toneladas, sendo o milho um dos principais ingredientes,
aumentando, assim, sua procura.

Além de apresentar alta demanda de consumo do milho, pincipalmente como
fonte alimentar, o Brasil vem se consolidando como um dos maiores produtores
desse cereal (CONAB, 2020). Na safra 2021/2022 o pais produziu 113.272,1 mil
toneladas (t) e obteve um consumo interno de 76.500,0 mil t (CONAB, 2022a). O
milho € um produto fundamental para a agricultura brasileira, cultivado em todas as
regibes do Pais, a maior producdo esta concentrada nos estados de Mato Grosso,
Parana e Mato Grosso do Sul (COELHO, 2021). Além de ser uma das principais
fontes de subsisténcia nas regibes mais pobres do Pais, o cereal apresenta
participacdo importante no PIB brasileiro, em Janeiro de 2023 foi responsavel por
17,3% das mercadorias exportadas pelo agronegdcio do pais (BRASIL, 2023).

Uma reflexdo necessaria sobre os sistemas de producédo é de que, apesar de
aparecer como um dos maiores produtores de milho, a produtividade da cultura no
Brasil, guando comparada ao primeiro e segundo lugar no ranking, ainda € baixa. Na
safra 2019/2020 os EUA tiveram uma produtividade média do milho de cerca de
10.509kg ha?, na China o valor ficou em 6.318 kg ha?, enquanto no Brasil a
produtividade ficou em torno de 5.540kg ha' (FORMIGONI, 2020). Quando se avalia
a regido Nordeste do pais, percebe-se que a situacdo é ainda mais preocupante, em
2021 a média de produtividade da regido foi 36% menor do que a meédia nacional
(CONAB, 2022b). O fato pode ser explicado pois nesse territorio a producdo de
milho é caracterizada por se apresentar em pequenas e médias propriedades de

base familiar, onde ha a baixa implantacdo de tecnologias e consequente baixa
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eficiéncia produtiva. Na regido a cultura tem grande impacto socioecondémico,
podendo ser utilizado para subsisténcia (DUARTE; MATTOSO; GARCIA, 2021) ou
como fonte alimentar na pecuaria.

A baixa produtividade observada na producéo brasileira de milho pode ser
explicada pelo manejo que é realizado com a cultura. O milho € uma cultura com alta
exigéncia nutricional, com énfase em nitrogénio (N) e fosforo (P). A recomendacéao
de adubacdo para a cultura é de 60 a 100kg ha' de N (COELHO, 2006) e 60 a
120kg ha'de P (SOARES, 2020). O uso frequente sem reposi¢cdo dos nutrientes do
solo provoca um empobrecimento, resultando em produtividades cada vez menores.
Segundo o IBGE (2017) cerca de 58% dos estabelecimentos agropecuarios
brasileiros cultivam sem o uso de adubacéao alguma, seja por uma questéao cultural
ou pelo alto custo dos fertilizantes minerais(ZONTA; STAFANATO; PEREIRA, 2021),
no Nordeste esse numero sobe para 67%.

Sendo assim, € necessaria a busca por alternativas que possam auxiliar no
aumento da produtividade da cultura e que tenham um menor custo associado do
gue os fertilizantes agricolas. A inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento
vegetal se apresenta como técnica promissora para alcancar esses objetivos.
Mazzuchelli, Sossai e Araujo (2014) observaram que a inoculagdo de sementes de
milho com bactérias Azospirillum brasilense aumentou em 21,9% a produtividade do

milho.
2.2. Bactérias promotoras de crescimento vegetal

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) sdo microrganismos que
vivem em associacao simbibtica com a planta, podendo habitar qualquer parte do
vegetal sem causar prejuizos, além de possibilitar incremento no crescimento das
plantas e atuar como agentes controladores de microrganismos fitopatogénicos
(POLLI et al., 2012; SILVA, 2022).

Ao se estudar as BPCV observou-se logo a sua capacidade de fixacao biologica
de nitrogénio (FBN). Porém ao longo dos anos, foi analisado que a FBN é somente
um entre varios mecanismos de promoc¢ao de crescimento. As BPCV podem utilizar
diversos mecanismos para estimular o crescimento vegetal: controle biologico
(VERMA; WHITE, 2017); facilitar a absorcdo de nutrientes (ROTARU;
RISNOVEANU, 2019); producéo de fitohorménios (SHEN et al., 2019); producéo de

sider6foros (BORTOLOTTI, 2014), tendo como resultado o aumento na
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produtividade da cultura.

Atualmente as BPCV do género Azospirillum sdo bastante utilizadas para a
inoculacdo em gramineas, obtendo-se resultados satisfatérios com seu uso
(NOZAKI; LORENZATTO; MANCINI, 2013; NAKAO et al.,, 2014). O Azospirillum
brasilense é a espécie promotora de crescimento vegetal mais estudada do género
Azospirillum (MENDONCA et al., 2020). Bactérias dessa espécie podem colonizar
tanto a parte interna quanto externa das plantas, possuindo elevado poder de
estimular o crescimento e producgéo vegetal (SILVA, 2022).

Além disso, vem crescendo o numero de estudos com a inoculacdo de
bactérias do género Bacillus na cultura do milho. Os microrganismos pertencentes a
esse género podem ser encontrados tanto na planta quanto no solo e tém
apresentado resultados positivos na promocgao de crescimento das plantas e,
também, na melhoria da nutricdo fosfatada, jA que conseguem liberar compostos
que tornam o fosforo disponivel para a absorcdo pelos vegetais (ARAUJO, 2008;
TAVANTI et al., 2020).

Milléo et al. (2023) ao avaliar a inoculacdo de Bacillus amyloliquefaciens nas
culturas do milho e soja, verificaram que a bactéria contribui para a producdo da
biomassa vegetal, rendimento de grdos e melhor absorcédo de fosforo. Ribeiro et al.
(2018) estudando a inoculacdo de diferentes estirpes de bactérias do género
Bacillus no milho, encontraram resultados positivos para o desenvolvimento da
planta, a estirpe B1923 foi capaz de produzir AlA e solubilizar fosfato, resultando em
maior massa da parte aérea seca e da raiz seca, e as estirpes B2084 e B2088
promoveram um maior acumulo de nitrogénio, fésforo e potéassio na planta.

Estudos com inoculacdo de BPCV no milho relatam que as plantas inoculadas
apresentam maiores teores de nitrogénio e fésforo na parte aérea (ARRUDA et al.,
2013; SOUZA, 2014). Também possuem maior teor relativo de clorofila (KAPPES et
al., 2013), maior teor de massa seca da planta e das raizes (DOMINGUES NETO et
al., 2013; QUADROS et al., 2013), incremento nas caracteristicas de producao
(ARAUJO et al., 2014) e produtividade da cultura (ANDRADE et al., 2016;
DARTORA et al., 2013;0LIVEIRA et al., 2014).

Dessa forma, a inoculagdo com BPCV pode ser uma Otima alternativa a
diminuicdo do uso de fertilizantes quimicos, diminuindo o custo de producdo e o0s
riscos ao meio ambiente. Porém, apesar de existir indicios sobre o efeito benéfico

dessas bactérias para a cultura do milho, os estudos séo incipientes, sendo
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necessario o desenvolvimento de novas pesquisas na area. A selecdo e validacao
de estirpes de bactérias que promovam eficiéncia para uso como inoculantes, além
de melhorar a produtividade dessa cultura, também ampliard o uso dessa tecnologia

de baixo impacto ambiental na regido Nordeste.

2.3.  Mecanismos de promocéao de crescimento

O nitrogénio (N) é um macronutriente essencial no desenvolvimento das
plantas. Por compor a molécula de clorofila, aminoacidos, enzimas e proteinas,
interfere diretamente na formacdo das raizes, fotossintese, producdo de
fotoassimilados e taxa de crescimento da planta (MORAES et al., 2017).

A atmosfera € abundante em N, cerca de 80% do ar é composto pelo
nitrogénio, porém o elemento se encontra na forma de gas (N?), as plantas néo
conseguem absorvé-lo nessa forma, geralmente as formas disponiveis de N para os
vegetais sdo os nitratos (NO3-) e amoénia (NH3), que podem ser absorvidas pelas
raizes (PAULA, 2018).

Atualmente a forma mais utilizada de fornecimento de nitrogénio para as
plantas é por meio da adubacao com fertilizantes sintéticos. Porém o uso macico de
fertilizantes nitrogenados pode causar diversos impactos ambientais, como a
acidificacao dos solos e a poluicdo de lencadis freaticos, lagos e rios (MENDES et al.,
2010), além de seu alto custo (CARMO et al., 2020).

Nesse cenéario, a FBN apresenta-se como uma Otima alternativa para o
fornecimento de N as plantas. A FBN é realizada por microrganismos chamados de
diazotréficos, que por meio da enzima Nitrogenase conseguem assimiliar o
nitrogénio atmosférico (N2) e converté-lo em amoénia (NH3), o tornando disponivel
para o vegetal (CARMO et al., 2020; RASPE, 2021).

Paula (2018), isolou bactérias de raizes do sorgo, buscando identificar e
caracterizar esses microrganismos quanto sua eficiéncia em produzir mecanismos
de crescimento vegetal. Dos 24 isolados obtidos 6 apresentaram eficiéncia na
fixacdo de nitrogénio, sendo eles pertencentes aos géneros Burkholderia, Rhizobium
e Sphingomona.

Outra forma de promogé&o de crescimento utilizado pelas BPCV é a producao
de sideréforos. O ferro € um elemento essencial para quase todas as formas de

vida, porém néo pode ser facilmente assimilado pelas plantas porque se encontra no
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meio na forma de ion férrico (Fe®*), a forma é pouco sollvel e a disponibilidade de
ferro para os organismos se torna baixa. Para ser absorvido o ferro precisa estar na
forma de ion ferroso (Fe?*). Alguns microrganismos produzem os sideréforos, que
tém a funcdo de sequestrar o Fe3* e transforma-lo em Fe?* tornando-o disponivel
para as plantas (BRAGA et al., 2022).

Antunes (2016) isolando bactérias de plantas forrageiras (capim-buffel, capim-
tifton 85, sorgo, palma forrageira e manicoba), avaliou a capacidade de producédo de
sideroforos por esse microrganismos. Dos 61 isolados obtidos, 3 foram capazes de
produzir o composto. Batista et al. (2018) avaliando o potencial de microrganismos
rizosféricos e endofiticos de milho em produzir sideréforos, perceberam que houve
uma maior producdo de sideréforos quando o tempo de cultivo foi de 72h e houve
um destaque para as bactérias B1928 (Burkholderia gladioli), B2081 (Bacillus
cereus), B2106 (Bacillus megaterium) e B2103 (Pantoea ananatis).

A solubilizacdo de fésforo € considerado outro mecanismo de promocéo de
crescimento desenvolvido pelas BPCV. O fosforo desempenha um papel
fundamental nas plantas, na formacédo de ATP (Adenosina trifosfato), esse composto
€ a principal fonte de energia para os processos fisioldégicos da planta (fotossintese,
divisao celular, entre outros) (SANTOS, 2020).

A intemperizacdo dos solos resulta em uma elevada presenca de Oxido de
ferro e aluminio, o fosforo se liga a esses ions ficando indisponivel para as plantas.
Alguns microrganismos produzem enzimas que quebram as ligacbes e tornam o
fésforo disponivel para absorcdo pelas plantas. Silva (2022), avaliou a eficiéncia da
inoculacdo de BPCV no milho utilizando 12 tratamentos, sendo um controle (sem a
inoculagdo) e os outros 11 tratamentos utilizando bactérias dos géneros
Azospirillum, Bacillus e Pseudomona, isoladas ou combinadas e concluiu que as
plantas dos tratamentos que receberam inoculante com as BPCV tiveram um
incremente de até 17% no teor foliar de fésforo.

As BPCV também podem aumentar o nivel de producdo de substancias
produzidas pelas plantas e que atuam na regulacdo do seu desenvolvimento e
crescimento, os fitohorménios (MENDONCA et al., 2020). Dos hormdnios, os mais
produzidos sdo as auxinas (PUENTE et al.,, 2018) e citocininas e gliberina em
menores quantidade (CASSA'N; VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2014; FUKAMI et
al., 2017).

O &cido indol acético (AIA) é a auxina produzida mais abundantemente nas
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plantas, existem estudos que confirmam que a inoculacdo com BPCV é capaz de
aumentar a producdo do acido. Ribeiro et al. (2015) avaliando o potencial de
microrganismos rizosféricos e endofiticos do milho quanto a producdo de
fitormbniosverificaram que 18,7% das bactérias endofiticas foram eficientes na
produgéo de AIA, dentre elas se destacaram as estirpes 1931 e 1913, ambas do
género Pantoea. Dias, Rezende e Florentino (2014) analisando a producao de AlA
por bactérias isoladas de solos cultivados com Brachiaria sp. observaram que dos
332 isolados avaliados, 78 foram capazes de produzir compostos inddlicos, sendo
46 isolados provenientes da planta e 32 diretamente do solo.

Por meio da utilizagdo desses mecanismos, as BPCV conseguem auxiliar no
desenvolvimento das caracteristicas morfoldgicas, de producdo e produtividade das
plantas inoculadas. Quadros et al. (2013) observaram que inoculagdo com
Azospirillum em milho aumentou o teor de clorofila, o rendimento da matéria seca da
parte aérea e o peso de 1000 graos da cultura. Libdrio et al. (2016) estudando os
parametros agrondmicos da inoculagdo de milho com Azospirillum brasilense
associada a adubacéo nitrogenada, perceberam que devido a inoculacdo com essas
bactérias, a dose de N pode ser reduzida pela metade, mantendo-se a mesma
produtividade do uso da dose total.

Lima et al. (2011) avaliando a inoculacédo de sementes de milho com Bacillus
subtilis, observaram que as bactérias associadas a adubacao nitrogenada auxiliaram
no desenvolvimento e no aumento da produtividade da cultura. Além disso,
Guimardes et al. (2021) ao testarem a inoculacdo com as bactérias Bacillus
megaterium (B119) e Bacillus subitilis (B2084), em associacdo com doses de
fésforo, para a cultura do milho, perceberam que as estirpes promoveram uma maior
produtividade em relacdo ao tratamento controle. Dessa forma, o desenvolvimento
de pesquisas em relacéo a inoculacdo com BPCV € uma promissora alternativa para
resolver os problemas causados pela alta demanda de fertilizantes minerais
existente.

3. METODOLOGIA

3.1. Local

O experimento foi conduzido entre os meses de dezembro de 2022 a abril de
2023, no Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Piaui (IFPI),

localizado no municipio de Paulistana, PIl. O clima da regido segundo classificacao
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de Koppen, é semiarido quente, com baixo nivel de precipitacdo durante, do tipo
fundamental BSh. A precipitagdo acumulada no local durante o experimento foi de
71,6 mm (INMET — Instituto Nacional de Meteorologia).

O trabalho foi desenvolvido em parceria com a Embrapa Semiarido, em
continuidade ao estudo de diversidade de bactérias com potencial para inoculacao
em plantas de milho da colecdo Laboratorio de microbiologia do Solo (LMS). As
estirpes bacterianas compdem a Colecdo de Cultura de Micro-organismos de
Interesse Agricola da Embrapa Semiarido (CMISA) e foram cedidas pela Embrapa.

3.2. Tratamentos

O experimento foi realizado em um delineamento em blocos casualizados (DBC)
com quatro repeticdes. Cada parcela tinha tamanho de 8 m?, tendo como area util 4
m?2,

Foram utilizados cinco tratamentos: ESA 674 (inoculagdo com a bactéria ESA
674 do género Bacillus + adubacéo nitrogenada com base em 10kg ha'de N); M163
(inoculacdo com a bactéria M163 do género Bacillus + adubacao nitrogenada com
base em 10kg halde N); ABV5 (inoculagdo com a bactéria de referéncia do género
Azospillium, estirpe Ab-v5 + adubacédo nitrogenada com base em 10kg ha? de N);
TC (tratamento controle, sem nenhum tipo de inoculacdo e sem suplementacdo com
N) e TN (testemunha nitrogenada, com base em uma adubacéo de 90 kg halde N e

sem nenhum tipo de inoculag&o).
3.3. Preparo daéarea

A cultivar de milho utilizada foi o hibrido duplo BRS 2022, caracterizada pela
precocidade e alto potencial produtivo, € indicado para agricultura de baixo
investimento e para a producao de graos.

Antes da implantacédo do experimento, foi realizada a coleta de amostras de
solo para analise de fertilidade. Os resultados estdo representados na Tabela 1.
Para o preparo do solo foi realizada uma gradagem, e posteriormente, abertura dos
sulcos para plantio. A adubacéo foi realizada com base nos resultados obtidos da

analise do solo e recomendacao para cultura.

Tabela 1 - Resultados da analise quimica do solo da area do experimento,
Paulistana — PI, 2022.

pH CE MO Pdisp. K Na Ca Mg H+Al ARF SB CIC

V


https://pt.wikipedia.org/wiki/Clima_semi%C3%A1rido#Clima_semi%C3%A1rido_quente
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dS/m g/kg mg/kg  ---m-memememememeeeee- Cmolc/kg-------------------- %

592 032 954 734 033 004 114 102 33 00 12,8 16,1 79,51

Fonte: producéo do autor

pH: potencial hidrogenibnico; CE: condutividade elétrica; MO: matéria organica; Pdisp.: fosforo
disponivel; K: potassio; Na: sédio; Ca: célcio; Mg: magnésio; AlR: aluminio; H+Al: acidez potencial; SB:
saturacéo de bases; CTC: capacidade troca de cations; V: saturacéo por bases.

Todos os tratamentos receberam uma adubacdo de implantagdo com base
em 20kg ha' de K e 60kg ha'! de P (Figura 1). O TN recebeu uma adubagéo
equivalente a 90kg ha'de N, dividida em trés doses: uma no plantio e duas de
cobertura, sendo a primeira 10 dias apos a DAE e a segunda 24 dias DAE. Os
tratamentos com inoculagcdo receberam adubacdo nitrogenada de cobertura com
base em 10kg ha?, dividida em duas doses (Figuras 2 e 3). A fertilizacdo foi

realizada com a aplicagéo dos adubos diretamente nos sulcos.
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Figura 1: Adubacéo de implantacao;
Figura 2 - Primeira adubacéo nitrogenada nas plantas inoculadas;
Figura 3 - Segunda adubacao nitrogenada nas plantas inoculadas.

Sy

1
t: prduéo do autor.
3.4. Instalagdo do experimento

Para o preparo dos inoculantes, as bactérias foram crescidas em meio YM
(Yeast Malt Agar — meio de cultura a base de leveduras e manitol), submetidas a
agitacdo orbital de 100 rotacdes por minuto (rpm) por cinco dias a temperatura
ambiente. Todas as sementes receberam o inéculo, aplicado diretamente antes da
semeadura. O plantio foi realizado manualmente, onde foram dispostas na linha de
semeadura trés sementes a cada 0,20m em linhas espacadas 0,5m entre si (Figura
4). Quinze dias apds a emergéncia das plantulas (DAE), foi realizado o desbaste,
permanecendo apenas uma planta a cada 0,20m (Figuras 5 e 6). Para a conducao
do experimento foi realizada irrigagdo complementar utilizando sistema de irrigagéo

por gotejamento.
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Figura 4 - Semeadura da cultura;
Figura 5- Desbaste das plantas de milho (15 DAE);
Figura 6 - Area do experimento apds o desbaste.

Fonte: producéo do autor.

3.5. Variaveis analisadas

Aos 60 DAE foram coletadas 3 plantas por parcela, de forma aleatéria, para
avaliacdo da massa da parte aérea seca (MPAS) e massa da raiz seca (MRS)
(Figuras 7 e 8). Na determinacdo da massa da matéria seca, as plantas de milho
foram retiradas completamente. A seguir, 0 material vegetal foi picado, armazenado
em sacos de papel e seco em estufa com aeracao forcada a 55 °C até atingir massa
constante. Apos a secagem, foi avaliado o teor de nitrogénio da parte aérea, pelo
método Kjeldahl. Foi avaliada, ainda, a altura de plantas (AP) nesse mesmo periodo,
para essa determinacgéo foi retirada a medida do solo ao apice da inflorescéncia da
planta, com o auxilio de régua graduada em centimetros (Figura 9).
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Figura 7 - Retirada de 3 plantas por parcela para avaliagdo da MPAS e MRS;
Figura 8 - Raizes secas do milho aos 60 DAE;
Figura 9 - Avaliacao da altura de plantas de milho aos 60 DAE.

N 4l /) i’

Fonte: producao do autor.

Na ocasido da colheita do milho verde, com os grdos no estado leitoso, aos
75 DAE,10 espigas por parcela foram aleatoriamente selecionadas da area util nas
linhas centrais de cada parcela e analisadas quanto ao tamanho e peso sem casca
(Figura 10). O comprimento médio em centimetros de espiga foi determinado através
de medidas da base até o apice da espiga, com auxilio de régua.
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Figura 10 - Espigas do milho verde aos 75 DAE.
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Fonte: producao do autor.

Na ocasido da colheita do milho seco, quando os graos atingiram a maturacao
fisiol6égica (110 dias apOs a emergéncia),foi realizada a segunda coleta de espigas
(Figura 11), retirou-se dez espigas da area util nas linhas centrais de cada parcela
dispensando-se 1 m no inicio e final da parcela. Apés a coleta, o milho foi debulhado
e avaliado o rendimento de grdos e a massa de 100 gréos (g) em cada parcela. O
rendimento foi padronizado para Kg ha*.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo software SISVAR e as
médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knot (p < 0,05).
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Figura 11 - Espigas de milho aos 110 DAE.

Fonte: producéo do autor.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A inoculacdo com as bactérias Bacillus ESA 674 e Azospirillum Ab-v5
promoveu maior altura de planta aos 60 DAE (dias apds emergéncia) em relacdo as
demais (Tabela 2). Os resultados mostram que a inoculacdo com a bactéria testada
pela primeira vez em estudo de campo ESA 674, do género Bacillus, promoveu
incremento nesta variavel semelhante a estirpe referéncia e superior ao controle
nitrogenado. Resultados semelhantes foram observados por Silva Janior et al.
(2021),que verificaram que a AP de milho aos 60 DAE foi consideralvemente maior
quando houve a inoculacdo com bactérias do género Azospirillum brasiliense,
mesmo com uma reducgdo de 15% na dose N utilizada. O incremento detectado para
essa variavel pode estar relacionado a producéo de fitohorménios pelas BPCV, que
manifesta a eficiéncia desses microrganismos na promoc¢do de crescimento das
plantas (PICAZEVICCZ et al., 2017).

Tabela 2 - Valores médios verificados para altura de plantas (AP) aos 60 DAE;
massa seca da parte aérea (MPAS); massa seca da raiz (MRS) e teor de nitrogénio
nas folhas.

TN FOLHA
TRAT AP (M) MPAS (g) MRS (g) (g.kg-1)

ESA674 2.66 A 114.09 A 24.64 A 17.63 A
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M163 2518 133.12 A 21.98 A 1941 A

ABV5 271 A 125.24 A 30.14 A 18.16 A
TN 2458 122.25 A 33.90 A 18.97 A
TC 2348 120.55 A 26.95 A 14.79 B

CV (%) 5,32 12,26 6,30 8,68

ESA 674 - inoculacdo com a bactéria ESA 674 do género Bacillus + adubacéo nitrogenada com base
em 10kg hal de N; M163 - inoculagcdo com a bactéria M163 do género Bacillus + adubacéo
nitrogenada com base em 10kg halde N; ABV5 - inoculacdo com a bactéria de referéncia do género
Azospillium, estirpe Ab-v5 + adubacéo nitrogenada com base em 10kg halde N ; TN - testemunha
nitrogenada, com base em uma adubagédo de 90 kg ha'* de N e sem nenhum tipo de inoculacéo; TC —
tratamento controle, sem nenhum tipo de inoculacdo e sem suplementacdo com N. Médias seguidas
da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knot (p>0,05).

As estirpes inoculadas, bem como adubacdo com N mineral ndo interferiram
significativamente nas varidveis MPAS e MRS, demonstrando que as plantas se
desenvolveram em condices homogéneas, independende dos tratamentos. Estes
resultados, no entanto divergentemdos obtidos por Bomfim et al. (2020) que, em um
experimento em vaso, verificou que a inoculagdo de Bacillus ESA 674 melhorou a
massa seca da parte aérea em 57%. Milléo e Cristéfoli (2017), em um estudo sobre
o desempenho agronémico de milho inoculado com Azospirillum sp., notaram que a
massa seca das folhas e MRS foram maiores quando as plantas receberam o
inoculante, demonstrando a eficiéncias dessas bactérias no desenvolvimento
vegetativo da cultura.Peculiaridades como altas temperatura, bem como a
precipitacdo pluviométrica no perido experimental, caracteristicas da regido, podem
influenciar na competitividade com estirpes nativas e limitar a eficiéncia da estirpe e
consequentemente o desempenho das bactérias (LEITE et al., 2013).

Menor teor de N foliar foi obtido no TC. O resultado mostra que a inoculacéo
com as estirpes testadas neste estudo mostrou-se eficiente no aproveitamento do N
pelas folhas, com desempenho no teor de N foliar semelhante a estirpe referéncia e
a adubacdo com dose de 90 kg.ha. Assim como neste estudo, Bonfim et al. (2020)
também verificaram que a inoculagdo de Bacillus ESA 674 se destacou no aumento
do acumulo de N e outros nutrientes em um experimento em vaso. Mostrando que
as plantas inoculadas com Bacillus assimilaram eficientemente a baixa quantidade
de N aplicada como fertilizante, com desempenho significativamente superior ao
tratamento controle.

Os resultados deste estudo reforcam o potencial dessa estirpe, bem como da
M163 para o acumulo de N foliar. A inoculacdo de Bacillus em estudos anteriores
apontam para a capacidade de algumas desses microrganismos para aumentar a

absorcao de nutrientes pela planta (LUO et al., 2012). Aradjo et al. (2015) mostraram
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que a inoculacdo com BPCV pode resultar em absorcdo de N mais eficiente em
milho. Coelho (2018),analisando o efeito da inoculacdo com Azospirillum brasilense
na cultura do milho em sistema de plantio direto convencional, observou um maior
teor de N foliar nas plantas que receberam inoculacdo. Segundo a autora, o solo
onde o experimento foi instalado apresentava baixa fertilidade, assim a atividade da
bactéria pode ser favorecida em casos como esse. Souza (2014) também encontrou
resultados positivos em teores de N foliar para plantas de milho inoculadas com
Azospirillum brasilense em relacdo as plantas que nado foram inoculadas. Os
resultados apresentados indicam a eficiéncia das bactérias utilizadas no
aproveitamento do nitrogénio. Segundo Tagliari (2014) folhas com alto teor de N
apresentam uma maior capacidade de capturar o gas carbénico da atmosfera,
sintetizando-o em carboidratos durante a fotossintese.

As avaliagOes de peso e comprimento de espiga mostraram que ndo houve
diferenca significativa entre tratamentos (Tabela 3). Uma vez que essas duas
variaveis sao diretamente ligadas a nutricdo e distribuicdo dos nutrientes pela planta,
esse comportamento indica que as plantas inoculadas e adubadas com TN
mostraram uma maior eficiéncia em destinar nutrientes para o enchimento de gréaos.
Essa hipotese é reforcada pelo resultado alcancado na produtividade da cultura,
uma vez que para esses tratamentos foi significativamente maior, assim como nos

resultados registrados para a cultura, por Dotto et al. (2010).

Tabela 3- Valores médios observados para as variaveis peso de espiga,
comprimento de espiga, massa de cem gréos e produtividade da cultura do milho.

PESO ESPIGA COMP. ESPIGA MASSA CEM PRODUTIVIDADE

TRAT (9) (9) GRAOS (g) (kg/ha)
ESA 674 185.89 A 18.57 A 40.68 A 6.913.03A
M163 205.63 A 20.52 A 38.50 A 6. 544,98 A
ABV5 210.55 A 20.15 A 38.55 A 6.938,33 A
TN 196.42 A 20.30 A 38.18 A 6.582,75 A
TC 152.42 A 18.07 A 35.07 B 5.938, 90 B
CV (%) 17,57 6,02 6,02 7,38

ESA 674 - inoculagdo com a bactéria ESA 674 do género Bacillus + adubacéo nitrogenada com base
em 10kg hat' de N; M163 - inoculagdo com a bactéria M163 do género Bacillus + adubacao
nitrogenada com base em 10kg ha'de N; ABV5 - inoculagdo com a bactéria de referéncia do género
Azospillium, estirpe Ab-v5 + adubacédo nitrogenada com base em 10kg halde N ; TN - testemunha
nitrogenada, com base em uma adubacédo de 90 kg ha'*de N e sem nenhum tipo de inoculacédo; TC —
tratamento controle, sem nenhum tipo de inoculagdo e sem suplementacdo com N. Médias seguidas
da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knot (p>0,05).
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A avaliacdo da massa de cem grdos mostrou que o0s tratamentos com
inoculacdo de BPCV e o TN foram superiores ao TC. O resultado obtido reforca a
eficiéncias das bactérias ESA 674 e M163, do género Bacillus, em auxiliar nas
caracteristicas produtivas da planta de milho. E possivel observar que o
desempenho das bactérias nessa varidvel acompanhou os resultados obtidos para o
teor de N foliar, demonstrando a capacidade das estirpes no aproveitamento do
nitrogénio, favorecendo o ganho de peso nos grdos, assemelhando-se ao
desempenho da adubacgao nitrogenada total recomendada para a cultura. Gaspareto
(2018) encontrou resultados semelhantes aos desse estudo, observando que
plantas inoculadas com Pseudomonas fluorescens, Bacillus licheniformis e Bacillus
amyloliquefaciens apresentaram valores superiores da massa de cem graos em
relacdo ao tratamento com 100% da dose de N e sem inoculagdo. A massa de 100
grdos é uma caracteristica importante para a cultura do milho, pois grdos mais
pesados implicam em uma maior produtividade.

Em relacdo produtividade, os tratamentos inoculados e adubacdo completa
com N mineral foram semelhantes e superiores estatisticamente ao tratamento
controle. Os tratametos com as estirpes testadas nesse estudo e a bactéria de
referéncia apresentaram um incremento préximo a uma tonelada por hectare, em
relacdo ao TC. Resultados semelhantes foram observados por Mazzuchelli et al.,
(2014) e Machado et al. (2020), que estudando os efeitos da inoculacdo com
bactérias do género Bacillus e Azospirillum na cultura do milho, perceberam que as
estirpes de Bacillus promoveram uma maior produtividade em relacdo ao tratamento
controle.

Os parametros morfélogicos e produtivos mostraram que as bactérias
testadas no presente estudo, Bacillus ESA 674 e Bacillus M163 apresentam
potencial para promover o crescimento do milho e ser usado como inoculantes para
a planta nas condicdes estudadas. Estima-se que a utlizacdo de bactérias
promotoras do crescimento de plantas, com o objetivo deincrementar a producao
agricola, serd provavelmente uma das taticas mais importantes para a producdo de
alimentos no mundo (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006). Este trabalho contribui para os
estudos sobre essa tecnologia, mostrando que estes micro-rganismos podem ser
uma alternativa & demanda emergente de reducdo da dependéncia de fertilizantes

guimicos e a necessidade de desenvolvimento da agricultura sustentavel.
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5. CONCLUSAO

As plantas inoculadas com as BPCV testadas neste estudo mostram-se
promissoras para 0s paramentros produtivos.

As estirpes testadas neste estudo, Bacillus ESA 674 e M163 apresentam
potencial para continuidade nos testes como inoculantes para em plantas de milho.

As BPCV podem promover economia de fertilizantes nitrogenados sem

prejuizos ao crescimento e produtividade da cultura do milho.
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