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RESUMO

O uso intensivo de fertilizantes nitrogenados eleva custos de produgao e pressiona o
ambiente, o que motiva a busca por alternativas baseadas em bactérias promotoras
de crescimento de plantas (BPCP). Este trabalho teve como objetivo avaliar o
desempenho agrondémico de trés variedades de milho crioulo inoculadas com
diferentes estirpes bacterianas, com foco na promogao do crescimento vegetal e na
fixagdo biolégica de nitrogénio (FBN), sob condicbes controladas de casa de
vegetacdo. Neste trabalho, avaliou-se o crescimento inicial de trés variedades de
milho crioulo inoculadas com isolados bacterianos em dois ensaios complementares:
(i) substrato estéril (tiagem em ambiente controlado) e (ii) solo nao esterilizado com
microbiota nativa, no qual foram testadas apenas as estirpes selecionadas como mais
promissoras no primeiro ensaio (validagdo sob competigdo microbiana). Aos ~40 dias
apos a semeadura, foram mensurados altura da parte aérea e da raiz, didametro do
colmo, numero de folhas, volume radicular e massas secas da parte aérea e da raiz.
Os dados foram analisados por ANOVA fatorial (Variedade x Estirpe) e teste de
Tukey (a = 0,05), com verificacdo de normalidade dos residuos e homocedasticidade
antes da comparagcao de médias. Entre os isolados testados, Enterobacter sp. e
Bacillus subtilis apresentaram incrementos significativos nas variaveis de crescimento,
superando os tratamentos com 100% de adubagdo nitrogenada para alguns
parametros. A interagdo variedade x isolado foi significativa para o crescimento
radicular e massa seca da parte aérea, evidenciando a importancia da
compatibilidade entre gendtipos vegetais e microrganismos. Tais achados reforgam o
potencial dessas estirpes como bioinoculantes, podendo ser incorporadas a
estratégias de manejo sustentavel em sistemas de base familiar, especialmente em

regides de baixa fertilidade e com limitagdes no uso de insumos convencionais.

Palavras-chave: Zea mays, agricultura sustentavel, fixadores de N, interagao

plantasmicrorganismos.



ABSTRACT

The intensification of agriculture has demanded the increasing use of nitrogen
fertilizers, raising production costs and generating considerable environmental
impacts. In this context, the use of plant growth-promoting bacteria (PGPB) emerges
as a promising and sustainable alternative to optimize plant nutrition. This study aimed
to evaluate the agronomic performance of three varieties of creole maize inoculated
with different bacterial strains, focusing on plant growth promotion and biological
nitrogen fixation (BNF) under controlled greenhouse conditions. Two sequential trials
were conducted. In the first, nine bacterial isolates were tested in a completely
randomized design. The strains with the best performance in morphological variables
were selected for the second trial, which was conducted in non-sterilized soil to
assess the efficacy of the isolates in competition with the native microbiota. The
evaluations included shoot and root length, stem diameter, number of leaves, root
volume, and dry biomass. Data were subjected to analysis of variance, and means
were compared using Tukey’'s test (p < 0.05). The results demonstrated that
inoculation with Enterobacter sp. and Bacillus subtilis led to significant increases in
growth variables, surpassing the treatments with 100% nitrogen fertilization for some
parameters. The variety x isolate interaction was significant for root growth and shoot
dry mass, highlighting the importance of compatibility between plant genotypes and
microorganisms. These findings reinforce the potential of these strains as
bioinoculants, which can be incorporated into sustainable management strategies in
smallholder farming systems, especially in regions with low soil fertility and limited

access to conventional inputs.

Keywords: Zea mays, sustainable agriculture, N-fixers, plant-microorganism
interaction.
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1 INTRODUGAO

A crescente demanda global por alimentos, associada a necessidade de minimizar
os impactos ambientais da agricultura convencional, tem incentivado a busca por
estratégias mais sustentaveis na nutricdo de plantas. Dentre os insumos agricolas
mais empregados, os fertilizantes nitrogenados exercem papel central na
produtividade das culturas (Reetz, 2017).

No entanto, seu uso intensivo e, muitas vezes, indiscriminado acarreta sérios
impactos negativos, como acidificagdo do solo, contaminagédo de corpos hidricos por
nitrato e emissdo de gases de efeito estufa, contribuindo para a degradagao
ambiental e as mudancas climaticas (Sa et al., 2017; Galvao et al., 2017). Além disso,
o alto custo desses insumos representa um desafio econdmico expressivo, sobretudo
em sistemas de agricultura familiar, que carecem de acesso a tecnologias e recursos
financeiros adequados.

Nesse cenario, destacam-se as bactérias promotoras de crescimento em plantas
(BPCPs) como alternativa biolégica sustentavel para promover o crescimento das
plantas, reduzir o uso de fertilizantes sintéticos e restaurar a saude do solo. Esses
microrganismos interagem com as plantas na rizosfera, aderidos as raizes ou como
enddfitos, promovendo o desenvolvimento vegetal por meio de mecanismos como a
fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN), a producao de fitormonios e a solubilizacdo de
nutrientes (Niu et al., 2018; Numan et al., 2018; Zuluaga et al., 2020).

Diversas culturas agricolas tém demonstrado respostas positivas a inoculagédo com
BPCPs, como sorgo, soja, cana-de-agucar e, especialmente, o milho (Zea mays L.),
que exibe elevada capacidade de estabelecer associagbes benéficas com géneros
bacterianos como Burkholderia, Azospirillum e rizobios (Alves, 2007; Hungria et al.,
2010; Bécquer et al., 2011). Essas intera¢des favorecem a absorgéo de nutrientes, o
crescimento radicular e a tolerancia ao estresse, sendo promissoras para praticas
agricolas mais resilientes e menos dependentes de insumos externos. No entanto,
sua eficacia depende da compatibilidade entre os gendtipos vegetais e as estirpes
bacterianas, o que reforca a importancia de estudos especificos de selecdo e

validagéo (Oliveira et al., 2014).
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No Brasil, o milho € uma das principais culturas alimentares, ocupando cerca de 22
milhdées de hectares e alcangcando uma producgao superior a 125 milhdes de toneladas
(Conab, 2022). No estado do Piaui, embora parte significativa da produgéo esteja
concentrada em grandes monocultivos empresariais, destaca-se também o cultivo por
pequenos agricultores familiares, que utilizam variedades crioulas adaptadas as
condicdes locais e comercializam a producdo em mercados e feiras livres. Contudo,
esses agricultores enfrentam limitagdes técnicas e econémicas, com baixa adogao de
tecnologias e reduzido uso de adubagao nitrogenada, o que impacta negativamente a
produtividade (Marengo et al., 2022; Viana et al., 2022).

Nesse contexto, a utilizacdo de inoculantes microbianos baseados em BPCPs
surge como uma alternativa viavel, de baixo custo e ambientalmente adequada para
promover o crescimento das plantas em sistemas agricolas familiares. Além de
reduzir a dependéncia de fertilizantes industriais, essas tecnologias podem contribuir
para a regeneragao do solo e o aumento da resiliéncia produtiva. A selegcao de
estirpes adaptadas as condi¢des edafoclimaticas do semiarido piauiense representa
um passo estratégico para garantir o sucesso dessas praticas em campo.

A presente pesquisa justifica-se, portanto, pela necessidade de desenvolver
solugbes sustentaveis e acessiveis para a agricultura familiar no Nordeste,
aproveitando o potencial das BPCPs em culturas regionais de grande valor
socioeconémico, como o milho crioulo. A caréncia de produtos biolégicos especificos
para esses ambientes e variedades tradicionais reforca a relevancia cientifica e
pratica desta investigagao. Ao integrar conhecimentos da microbiologia agricola, da
fisiologia vegetal e da realidade produtiva regional, este estudo busca contribuir com
alternativas alinhadas a agroecologia, a seguranga alimentar e a valorizagdo da
agrobiodiversidade.

Diante do exposto, formula-se a hipotese de que a inoculagdo com estirpes
eficientes de bactérias promotoras de crescimento vegetal pode favorecer o
desempenho agronémico do milho crioulo, tradicionalmente cultivado por agricultores
familiares. Por meio de mecanismos como a fixacdo biolégica de nitrogénio, a
secrecado de reguladores de crescimento e a solubilizagdo de nutrientes, espera-se
promover melhorias na altura das plantas, no crescimento radicular e,
consequentemente na produtividade.

O presente estudo tem como objetivo avaliar o crescimento e a produtividade de

trés variedades de milho crioulo cultivadas no municipio de Pedro Il, estado do Piaui,
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em resposta a inoculacdo com diferentes isolados de BPCPs, com foco no
potencial da fixacdo biolégica de nitrogénio. Além de aprofundar o conhecimento
sobre as interagbes planta-microrganismo, a pesquisa visa fomentar praticas
agricolas sustentaveis que possam ser incorporadas por agricultores familiares da
regiao, promovendo o aumento da produgdo e a reducdo da dependéncia de

fertilizantes sintéticos.

2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 A CULTURA DO MILHO

O milho (Zea mays L.), pertencente a familia Poaceae, € uma das culturas
agricolas mais relevantes em escala mundial, tanto por sua importadncia econémica
quanto por sua contribuicdo alimentar. Originario do teosinto, em especial da
subespécie Zea mays ssp. mexicana (Schrader) lltis, o milho possui uma longa
historia de domesticacéo, estimando-se que tenha sido uma das primeiras plantas
cultivadas pela humanidade entre 7.000 e 10.000 anos atras. Evidéncias
arqueoldgicas encontradas no México revelam espigas primitivas datadas de mais de
5.000 anos, indicando seu uso ancestral como alimento basico (Tranker, 2023).

Essa trajetoria evolutiva, associada a sua ampla diversidade genética e a
notavel adaptabilidade ecoldégica, permitiu sua disseminagdo por diferentes
continentes, consolidando-o como uma cultura estratégica para a seguranga
alimentar global. Atualmente, o milho é responsavel pela alimentagdo de mais de 4,5
bilhdes de pessoas em cerca de 94 paises em desenvolvimento, sendo amplamente
utilizado na dieta humana, na nutricdo animal e como matéria-prima para diversos
segmentos industriais (Shiferaw et al., 2011).

No contexto brasileiro, o milho ocupa posi¢cao de destaque entre as principais
commodities agricolas, com cultivo em todas as regides do pais. A area cultivada gira
em torno de 22 milhdes de hectares, com destaque para a segunda safra —
conhecida como “safrinha” —, que responde por cerca de 70% da produgao nacional
(BRASIL, 2022). O avancgo tecnoldgico, o uso de cultivares adaptadas e o manejo
eficiente contribuiram para produtividades médias que alcangam 10 t ha™ (Conab,
2019).



A producado nacional atende a diferentes finalidades. Cerca de 60% da produgao
de milho é destinada a formulacdo de racdes, evidenciando seu papel central na
cadeia pecuaria (MAPA, 2019). No Nordeste brasileiro, a produgdo de milho-verde
apresenta destaque socioecondmico, principalmente entre agricultores familiares, por
seu baixo custo de producao e contribuicdo para o abastecimento alimentar regional
(Galvao et al., 2014). Além disso, o cereal € amplamente utilizado na industria
alimenticia, farmacéutica e na producdo de biocombustiveis, como o etanol
(Valadares et al., 2016).

Sob o ponto de vista agronbémico, o milho distingue-se por suas elevadas
exigéncias nutricionais e por sua sensibilidade as condigdes edafoclimaticas. Embora
seja adaptavel a diferentes tipos de solo, seu desenvolvimento ideal ocorre em solos
profundos, bem estruturados, com textura média, que favorecem a retencédo de agua
e a disponibilidade de nutrientes (Tranker, 2023).

A cultura acumula grandes quantidades de macronutrientes ao longo de seu
ciclo fenolégico, especialmente nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K) e calcio (Ca),
os quais desempenham funcdes essenciais na formagao de tecidos, na fotossintese,
na sintese de proteinas e na manutencao da integridade celular. A composigcao do
grao de milho, rica em carboidratos, proteinas e aminoacidos essenciais, refor¢ca seu
elevado valor nutricional e energético para a alimentagdo humana e animal (Ranum et
al., 2014; Tranker, 2023).

Compreender essas exigéncias nutricionais é essencial para garantir o
desempenho agronémico da cultura em diferentes sistemas produtivos, seja voltado
para o milho-verde ou para o grao seco. Dentre os nutrientes, o nitrogénio destaca-se
como elemento-chave para o crescimento vegetativo e para a expressao do potencial
produtivo. Ele esta envolvido na biossintese de proteinas, acidos nucleicos e
clorofilas, além de atuar em processos relacionados ao metabolismo energético
(Reznick et al., 2019; Pereira et al., 2019).

Entretanto, o uso intensivo de fertilizantes nitrogenados acarreta custos
elevados e perdas significativas por volatilizagdo e lixiviagdo, sobretudo quando
aplicados em excesso ou sob manejo inadequado (Sa et al., 2017). Culturas como
milho, trigo e arroz sdo responsaveis por aproximadamente 60% do consumo global
de fertilizantes nitrogenados, sendo que menos da metade do nitrogénio aplicado é

efetivamente absorvida pelas plantas (Mota et al., 2015; Reznick et al., 2019). Esse
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dado revela a baixa eficiéncia da adubacado convencional e reforca a necessidade
urgente de alternativas mais sustentaveis.

Nesse cenario, as inovagdes tecnoldgicas na agricultura tém dado destaque a
utilizacdo de microrganismos benéficos, especialmente as bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCPs). Esses microrganismos sdo capazes de colonizar a
rizosfera ou os tecidos internos das raizes, estimulando o crescimento radicular,
aumentando a absorgao de nutrientes e agua e favorecendo respostas fisioldgicas em
condicdes de estresse abidtico.

Diversos estudos tém demonstrado o potencial das BPCPs em substituir
parcialmente os fertilizantes nitrogenados, contribuindo para a sustentabilidade dos
sistemas produtivos. Géneros como Azospirillum, Herbaspirillum, Bacillus e
Pseudomonas tém sido investigados com sucesso em culturas como o milho,
promovendo incrementos significativos em produtividade e eficiéncia no uso de
nutrientes (Dotto et al., 2010; Hungria et al., 2010; Bhattacharyya e Jha, 2012; Araujo
et al., 2016; Veronezi et al., 2018).

2.2 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO EM PLANTA (BPCP)

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs), também conhecidas
como Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR), representam um grupo
funcional extremamente diverso de microrganismos que interagem de maneira
benéfica com plantas, colonizando distintos compartimentos, como a rizosfera (regido
do solo préxima as raizes), a filosfera (superficie das folhas) e os tecidos internos
(associagdes endofiticas), sem causar danos ao hospedeiro (Pieterse et al., 2016;
Basu; Niu et al., 2018). Essas interagcbes sao fortemente influenciadas por fatores
bidticos e abidticos, sendo dependentes de uma compatibilidade especifica entre
microrganismo, espécie vegetal e ambiente (Glick, 2012).

Essas bactérias atuam por meio de dois mecanismos principais: 0s mecanismos
diretos e os indiretos. Os mecanismos diretos envolvem a facilitagcao da absorgéo de
nutrientes, como nitrogénio, fosforo e ferro, e a producéo de fitorménios, incluindo
auxinas (acido indolacético - AlA), citocininas e giberelinas, que atuam diretamente na
divisdo e elongacao celular, resultando em maior crescimento radicular, expansao

foliar e acumulo de biomassa (Saraf et al., 2014; Novo et al., 2018).
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Por outro lado, os mecanismos indiretos compreendem a supressao de
fitopatogenos, através da produgdo de antibidticos, sideroforos (moléculas quelantes
de ferro), enzimas liticas (como quitinases e proteases) e da indugao de resisténcia
sistémica adquirida (SAR) ou resisténcia sistémica induzida (ISR) nas plantas
(Somers et al., 2004; Pieterse et al., 2014).

Com base em suas fungdes, as BPCPs podem ser classificadas em quatro
categorias operacionais: (1) biofertilizantes, quando aumentam a disponibilidade de
nutrientes no solo ou na rizosfera por meio da fixagao biolégica de nitrogénio (FBN),
solubilizacdo de fosfatos ou producédo de siderdforos; (2) fitoestimuladoras, pela
producdo de horménios vegetais que estimulam diretamente o crescimento das
plantas; (3) rizorremediadoras, por sua atuagdo na degradagdo ou modulagdo da
biodisponibilidade de compostos toxicos e metais pesados no solo; e (4) biopesticidas,
por produzirem metabdlitos antifungicos e antibacterianos que suprimem o
desenvolvimento de patdégenos (Somers et al., 2004; Glick, 2012; Novo et al., 2018).

Diversos géneros bacterianos tém sido reconhecidos por suas propriedades
promotoras de crescimento, destacando-se aqueles pertencentes aos filos Firmicutes
e Proteobacteria (Chen et al., 2010; Batista et al., 2018). No grupo dos Firmicutes, o
género Bacillus € amplamente estudado devido a sua capacidade de produzir
esporos resistentes, o que confere viabilidade em formulagdes comerciais (Oliveira et
al., 2014; Girio et al., 2015).

Espécies desse género sdo conhecidas por estimular a nodulagdo de
leguminosas, favorecer a fixagdo biolégica de nitrogénio e aumentar a eficiéncia na
absor¢ao de nutrientes pelas plantas (Saharan e Nehra, 2011). Um exemplo historico
de aplicagao é o biofertilizante Alinit, desenvolvido a partir de cepas de Bacillus spp.,
que resultou em aumentos de produtividade de até 40% em diversas culturas (Kilian
et al., 2000).

Entre os Proteobacteria, o género Azospirillum, especialmente A. brasilense,
destaca-se pela capacidade de fixar nitrogénio de forma associativa em gramineas,
colonizando a rizosfera e os tecidos radiculares, além de produzir auxinas e
sideroforos que estimulam o crescimento vegetal e a absorgao de ferro (Kannan e
Ponmurugan, 2010; Bashan e de-Bashan, 2010). Além disso, essas bactérias
exercem efeito protetor ao inibir a acdo de fungos e bactérias fitopatogénicas
presentes na rizosfera, contribuindo para a saude das plantas (Kannan e

Ponmurugan, 2010). Estudos indicam que a coinoculagdo de Azospirillum com
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rizobios pode aumentar significativamente a produtividade de culturas como milho e
soja (Hungria et al., 2010). Nas ultimas décadas, pesquisas sugerem que a interagéo
entre essas bactérias e as plantas envolve mais de 20 mecanismos que
proporcionam beneficios ao desenvolvimento vegetal.

O género Pseudomonas destaca-se por sua elevada versatilidade ecologica e
pela capacidade de produzir uma ampla gama de metabdlitos secundarios com
propriedades bioativas. Dentre esses compostos, incluem-se antibioticos, sideroforos
e fitohormdnios, que atuam sinergicamente na promog¢ao do crescimento vegetal e na
supressao de fitopatégenos (Santos Dias e Santos, 2022).

Além dessas funcbes, diversas espécies do género apresentam notavel
atividade antifungica e bactericida, com destaque para metabdlitos como fenazinas,
pioverdina, pioceanina e 2,4-diacetilfluoroglucinol (DAPG), os quais contribuem para o
controle bioldgico de doencgas de solo (Weller, 2007). Pseudomonas fluorescens, em
particular, tem sido amplamente empregada em formulagdes comerciais devido a sua
eficacia na promogao da saude radicular e na supressao de agentes fitopatogénicos,
consolidandose como uma importante ferramenta biotecnolégica em sistemas
agricolas sustentaveis (Santos Dias e Santos, 2022).

Enterobacter spp. sao bactérias de ampla distribuicdo ambiental, reconhecidas
por sua capacidade de promover o crescimento vegetal por meio de multiplos
mecanismos. Entre suas principais funcionalidades, destacam-se a fixagao biologica
de nitrogénio, a producao de acido indolacético (AlA) e etileno, além da capacidade
de estimular a formacéao de raizes secundarias e pelos radiculares, ampliando a area
de absorgao de nutrientes e agua (Glick, 2012; Santos Dias e Santos, 2022).

Além disso, essas bactérias podem sintetizar sideréforos, contribuindo para a
aquisicao de ferro pelas plantas, e exercer efeitos benéficos indiretos por meio da
supressao de patdgenos do solo, via produgdo de compostos antimicrobianos. Essa
multifuncionalidade confere a Enterobacter spp. grande potencial como bioinoculante
em sistemas agricolas sustentaveis, especialmente em condi¢des de estresse ou
baixa fertilizagao nitrogenada (Saraf et al., 2014; Santos Dias e Santos, 2022).

Da mesma forma, representantes do género Streptomyces também possuem
multiplas funcionalidades benéficas a planta, podendo atuar como agentes de
biofertilizacdo, por meio da mineralizagao e disponibilizacdo de nutrientes; como
bioestimuladores, devido a produ¢cao de compostos reguladores de crescimento; ou

ainda como agentes de bioprotecdo, pela capacidade de produzir metabdlitos
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antimicrobianos que inibem a acédo de fitopatdbgenos (Saharan e Nehra, 2011;
Goudjal et al., 2013).

Por fim, Burkholderia spp. ttm sido amplamente investigadas por suas multiplas
funcionalidades associadas a promogédo do crescimento vegetal e a toleréncia a
estresses ambientais. Essas bactérias destacam-se por sua capacidade de solubilizar
fosfatos insoluveis, sintetizar acido indolacético (AIA), induzir resisténcia sistémica
nas plantas e exercer antibiose por meio da produgdo de compostos com acao
antimicrobiana contra patogenos do solo (Silva et al., 2017; Galdiano Junior et al.,
2011; Chowdhury e Bae, 2018).

Essas propriedades conferem a Burkholderia um papel estratégico na melhoria
da nutricdo e da sanidade vegetal, especialmente em contextos agricolas adversos.
Algumas espécies, como Burkholderia cepacia, tém se mostrado eficazes como
inoculantes multifuncionais em solos degradados e sob condi¢cbes de estresse salino,
demonstrando potencial significativo para aplicagdo em sistemas de producgéao
sustentaveis (Galdiano Junior et al., 2011; Chowdhury e Bae, 2018).

Assim, as BPCPs representam uma estratégia promissora dentro dos principios
da agricultura sustentavel, com potencial para reduzir a dependéncia de insumos
quimicos, melhorar a eficiéncia no uso de nutrientes e fortalecer a resiliéncia das
culturas frente aos estresses bidticos e abidticos, contribuindo significativamente para

sistemas agroecoldgicos de baixo impacto ambiental e elevada produtividade.

2.3 UTILIZAGAO DE BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE PLANTAS NA
AGRICULTURA

O uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) na
agricultura possui raizes histéricas que remontam as praticas tradicionais, muito antes
da compreensdo cientifica sobre os microrganismos. Desde os primérdios da
agricultura, observou-se empiricamente que o cultivo consorciado ou em sucessao de
leguminosas com gramineas favorecia a fertilidade do solo e melhorava o
desempenho das culturas subsequentes. Essas praticas, embora empiricas,
promoviam o enriquecimento do solo em nitrogénio e a estimulagdo da microbiota
benéfica, estabelecendo as bases para o uso indireto das BPCPs (Moreira e Siqueira,
2006).



O reconhecimento cientifico do papel das bactérias na fixagdo biolégica de
nitrogénio (FBN) teve inicio com os estudos de Martinus Beijerinck, em 1888, ao
identificar microrganismos do género Rhizobium associados a nddulos de
leguminosas. No Brasil, o avango da tecnologia de inoculagédo sé ganhou impulso a
partir de 1951, com a publicacédo do primeiro artigo cientifico sobre o tema, marcando
o inicio do desenvolvimento nacional de inoculantes agricolas adaptados e a
exploracéo do potencial das BPCPs no contexto tropical (Moreira e Siqueira, 2006).

Historicamente, a utilizacdo de inoculantes concentrou-se nas simbioses
estabelecidas entre Rhizobium e Bradyrhizobium com leguminosas, resultando na
formacgado de nddulos radiculares onde ocorre a conversao de nitrogénio atmosférico
(N2) em aménia (NHs), assimilavel pelas plantas. Esse modelo classico € amplamente
explorado em culturas como soja (Glycine max), ervilha (Pisum sativum), amendoim
(Arachis hypogaea) e alfafa (Medicago sativa), sendo crucial para a sustentabilidade
da producéao agricola moderna (Murray, 2011).

Contudo, nas ultimas décadas, pesquisas demonstraram que a FBN n&o se
restringe a interacbes nodulares. Diversas bactérias diazotroficas de vida livre,
associativa ou endofitica tém sido identificadas em plantas ndo leguminosas, como
milho, arroz e cana-de-agucar, com potencial de fixar nitrogénio em compartimentos
como a rizosfera e os tecidos internos das plantas, sem a formacdo de ndédulos
(Boddey et al., 1986; Bourassa et al., 2017).

Entre essas associagdes destaca-se a simbiose endofitica, na qual as bactérias
colonizam os tecidos vegetais e realizam a fixagao de N, diretamente no interior das
células hospedeiras. Essa interagdo complexa depende de fatores genéticos,
fisiologicos e ambientais, e tem se mostrado particularmente eficiente em ambientes
com baixa disponibilidade de nitrogénio mineral, representando uma alternativa
sustentavel a adubacao quimica (Bourassa et al., 2017).

No contexto brasileiro, a aplicacdo de inoculantes contendo estirpes especificas
de Bradyrhizobium em soja tem gerado impactos positivos expressivos, tanto em
termos agrondémicos quanto econdmicos. Estima-se que essa pratica proporcione
uma economia anual de centenas de milhdes de ddlares em fertilizantes nitrogenados,
ao mesmo tempo em que mantém elevadas produtividades, conferindo a soja
brasileira uma vantagem competitiva substancial no mercado internacional (Hungria
et al., 2005; Dobereiner, 1997). Tais resultados impulsionaram a expansao da

pesquisa sobre BPCPs para outras culturas de interesse estratégico.
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Atualmente, os esforgos cientificos buscam expandir essa tecnologia para além
das leguminosas. Em culturas como milho, arroz e trigo, a pesquisa tem priorizado a
selecao de isolados microbianos com elevada capacidade de colonizacido e produgao
de metabdlitos funcionais, visando aumentar o aporte biolégico de nutrientes e
melhorar a resiliéncia das plantas em sistemas agricolas intensivos (Hungria, 2006;
Bashan et al., 2014). Em paralelo, investigagbes com leguminosas tém explorado
estratégias de co-inoculagéo, visando sinergias entre diferentes estirpes e géneros
bacterianos, com potencial para otimizar a eficiéncia da simbiose e ampliar os
beneficios agronémicos.
Estudos de Sharma e Kumawat (2020), Tavanti et al. (2020) e Rondina et al.

(2020) demonstram esse avango, ao documentarem a interagdo funcional de
diferentes BPCPs com multiplas espécies vegetais, reforgando a versatilidade e o
potencial biotecnolégico dessas bactérias no contexto de uma agricultura mais

sustentavel e menos dependente de insumos sintéticos.

2.4 INOCULAGAO DE BPCP EM POACEAE

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) tém despertado
crescente interesse no manejo sustentavel de culturas agricolas de alta importancia
econdmica, como o milho (Zea mays L.), o trigo (Triticum aestivum L.), o arroz (Oryza
sativa L.) e a cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.). Diversos estudos tém
demonstrado a eficacia dessas bactérias em promover o crescimento vegetal por
meio de multiplos mecanismos, incluindo fixagcdo biolégica de nitrogénio (FBN),
solubilizagdo de fosfatos, produgcdo de fitormbnios e controle biolégico de
fitopatdogenos do solo (Montafez et al., 2009; Arruda et al., 2013; Chelius e Triplett,
2001; Bomfim et al., 2020; Piromyou et al., 2011).

Entre as BPCPs diazotréficas associativas que interagem com gramineas
(Poaceae), destacam-se géneros como Azofobacter, associado a grama-batatais
(Paspalum notatum), Herbaspirilum com arroz e cana-de-agucar, bem como
numerosas espécies de Azospirillum encontradas na rizosfera de capins tropicais,
como Brachiaria e capim-elefante, e também em cereais como milho, trigo e sorgo
(Dobereiner, 1992). Um marco importante para a agricultura brasileira foi a

identificacdo de Gluconacetobacter diazotrophicus como endofito dos colmos da
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cana-de-agucar, com papel relevante na nutricdo nitrogenada da planta (Boddey et al.,
1995).

No contexto da biotecnologia agricola nacional, destaca-se o desenvolvimento
do primeiro inoculante para gramineas seguindo a regulamentacéao brasileira, fruto de
uma parceria entre a Embrapa Soja e a Universidade Federal do Parana (UFPR).
Este inoculante, recomendado para milho e trigo, € composto pelas estirpes
Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6 (Hungria et al., 2010). Complementarmente,
pesquisadores da Embrapa Agrobiologia formularam um inoculante para a cana-de-
acgucar contendo cinco estirpes endofiticas: G. diazotrophicus PAL5T, A. amazonense
CBAmMC, Herbaspirillum seropedicae HRC54, H. rubrisubalbicans HCC103 e
Burkholderia tropica PPe8T.

Em arroz, a inoculagdo com Burkholderia vietnamiensis TVV75 em condi¢bes de
campo resultou em aumentos de produtividade de 13% a 22% (Tréan Van et al., 2000).
Em milho, a aplicacéo de A. brasilense associada a 50 kg ha™ de nitrogénio mineral
proporcionou produtividade equivalente ao uso de 130 kg ha™ de N sem inoculante,
com maiores teores de clorofila e acumulo de biomassa (Quadros et al., 2014).
Resultados semelhantes foram observados em trigo com o uso de metade da dose de
N combinada a inoculagéo, elevando o desempenho agronémico e a qualidade do
grao (Pereira et al., 2017).

Ensaios em casa de vegetacdo demonstraram que a inoculagdo com Bacillus
pumilus S1r1, Klebsiella pneumoniae Fr1, B. subtilis UPMB10 e Acinetobacter sp.
S3r2 aumentou a absorgéo de nitrogénio, a biomassa seca e o rendimento de espigas
de milho (Kuan et al, 2016). Em trigo, a aplicacdo de B. subtilis via sementes e
pulverizagao foliar resultou em ganhos de produtividade sem alterar caracteristicas
industriais dos graos, sendo também eficaz no controle de patdbgenos em sistemas
agroecologicos (Radons, 2017).

Além da promocgédo nutricional, BPCPs tém sido eficazes na atenuacdo de
estresses abidticos. A linhagem Az19 de Azospirillum, tolerante a estresse osmatico e
salino in vitro, aumentou a resiliéncia hidrica de mudas de milho (Garcia et al., 2017).
A inoculacdao com A. brasilense Ab-V6 e Rhizobium tropici CIAT 899 também se
mostrou eficaz na mitigacdo dos efeitos da salinidade (170 mM NaCl) sobre o milho.
Em arroz, Zhang et al. (2018) destacaram que a coinoculagdo de A. brasilense e P.

fluorescens melhorou a transformacao e a disponibilidade de nitrogénio no solo e



aumentou a biomassa da planta. Na cana-de-agucar, P. fluorescens promoveu
ganhos em diversas caracteristicas morfolégicas (Gonzalez et al., 2015).

A coinoculacao de B. subtilis e A. brasilense, combinada a reducédo de adubagao
fosfatada, tem se mostrado eficiente no aumento da produtividade do milho e na
melhoria do aproveitamento de fésforo (Pereira et al., 2020). A colonizagao eficaz da
rizosfera ou dos tecidos internos pelas BPCPs depende da sua capacidade de
sobrevivéncia no ambiente, da compatibilidade com a planta hospedeira e da
producdo de metabdlitos bioativos, como fitormdnios (AlA, giberelinas, citocininas),
enzimas hidroliticas e antibiéticos naturais (Antunes et al., 2017; Moreira et al., 2010;
Numan et al., 2018; Zuluaga et al., 2020).

As primeiras pesquisas com BPCPs em gramineas no Brasil datam da década
de 1970, com os trabalhos pioneiros de Day, Neves e Ddbereiner (1975). Apesar do
Brasil figurar entre os paises lideres em pesquisa sobre inoculagdo microbiana, a
adogao pratica dessa tecnologia ainda é limitada (Martins et al., 2018). A primeira
regulamentacgao oficial de estirpes comerciais para milho e trigo ocorreu apenas em
2009 (Hungria et al., 2010).

Mesmo com os avancos obtidos e os resultados promissores em diversos
cultivos (Ahmed et al., 2020; Aquino et al., 2019; Carlson et al., 2020), a oferta de
inoculantes comerciais para gramineas ainda é restrita, especialmente em areas
afastadas dos polos produtivos. De acordo com Cassan e Diaz-Zorita (2016), mais de
50 empresas produzem inoculantes na América do Sul, sendo a maioria na Argentina
(com 85 produtos), apenas duas no Uruguai, uma no Paraguai e 16 no Brasil.

Diante desse panorama, é imprescindivel intensificar os esforgos em pesquisa
aplicada e em politicas de fomento que favorecam a selegao de estirpes eficientes,
adaptadas as condi¢cbes edafoclimaticas locais e compativeis com os cultivares
regionais. O fortalecimento da coinoculagcdo e a ampliagdo da disponibilidade
comercial dessas tecnologias representam caminhos promissores para a

intensificacao sustentavel da agricultura tropical.

3 METODOLOGIA

A pesquisa foi desenvolvida em duas etapas complementares. A primeira etapa
consistiu em um ensaio preliminar conduzido em condi¢gdes controladas, com areia

estéril, para a selegao de estirpes bacterianas com maior potencial de promog¢éo do
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crescimento vegetal. A segunda etapa envolveu a validagdo dessas estirpes em solo
natural, n&o esterilizado, com o objetivo de observar sua atuagdo em competicdo com
a microbiota nativa. Ambas as fases foram conduzidas em ambiente de casa de
vegetacdo, utilizando delineamentos estatisticos adequados para garantir rigor
experimental.
ENSAIO | - SELEGCAO DE ESTIRPES BACTERIANAS PROMOTORAS DE
CRESCIMENTO A PARTIR DA INOCULAGAO EM MILHO CRIOULO

3.1 PREPARO DO INOCULANTE

As estirpes bacterianas utilizadas neste experimento foram previamente
isoladas e caracterizadas por Amorim et al. (2022), conforme especificado na Tabela
1, com base em critérios fenotipicos e genotipicos associados a promogédo de
crescimento vegetal. Para reativagao, as estirpes foram cultivadas em meio de cultura
YM (Yeast Extract Mannitol), conforme protocolo de Vincent (1970), composto por
extrato de levedura (0,4 g), manitol (5,0 g), MgS0O,-7H,0O (0,2 g), KH,PO, (0,5 g),
NaCl (0,1 g) e pH ajustado para 6,8. As culturas foram incubadas a 28 + 2 °C sob
agitacado constante (150 rpm) por 48 horas, sendo posteriormente avaliada a pureza

por repicagem em placas de Petri contendo o mesmo meio solido.

Tabela 1 - Identidade dos isolados de nddulos de feijao-caupi, com base na sequéncia
parcial do gene 9S rRNA realizada pelo programa Blastn no GenBank. Amorim et al.,(2022).

Isolado  Alinhamento mais significativ. N° Acesso (Cepa de Referé
identidade (%) pelo NCBI, Genbank do GenBank)

BSF 04  Enterobacter sp. NR_117679.1 99,71
SCS 05 Pseudomonas sp. NR_116904.1 99,12
AL 06 Enterobacter sp. NR_117679.1 99,85
SMI 05  Priestia megaterium NR_116873.1 99,86
SAA 02  Rhizobium sp. NR_102511.1 100,00
VSA 03  Brevibacillus agri NR_113767.1 99,71
AS 01 Enterobacter sp. NR_102794.2 99,70
AC 03 Pseudomonas sp. NR_156986.1 100,00
ZMI 01  Bacillus subtilis NR_102783.2 99,86

Fonte: prépria do autor, 2025.
A solugao contendo dois litros de meio de cultura foi distribuida em oito frascos

erlenmeyer de 250 ml, nos quais uma aliquota de cada estirpe bacteriana foi repicada



assepticamente. Os frascos foram entdo incubados em agitador orbital do tipo shaker,
a temperatura constante de 28 °c, com rotacado de 220 rpm, durante 72 horas, até que
se observasse a turvacdo do meio, indicativa do crescimento bacteriano. Apds o
periodo de incubacgdo, os cultivos bacterianos foram armazenados sob refrigeragao
em camara B.O.D. a 4°c, permanecendo em condicbes ideais para posterior

utilizagcdo nos ensaios experimentais.

3.2 PREPARO DO SOLO E DESINFESTACAO DAS SEMENTES

Como substrato foi utilizada areia grossa, lavada com agua corrente, peneirada
em malha de 3 mm e submetida a autoclavagem (1 h a 121 °c) por trés dias
consecutivos com intervalo de 24 horas entre as autoclavagens, a fim de garantir
esterilizacdo eficiente. As sementes de milho foram selecionadas quanto a
uniformidade e auséncia de danos mecanicos. Em seguida, foram desinfestadas com
alcool 70% (5 minutos), imersas em hipoclorito de sédio a 2% (3 minutos),
enxaguadas sete vezes com agua destilada autoclavada e deixadas para secagem a

temperatura ambiente, conforme protocolo de Vincent (1970).

Figura 1 - Preenchimento dos copos com solo estéril.
- [ . | »

Fonte: Prépria do Autor, 2024.
Figura 2 - Desinfestacao das sementes com Hipoclorito de sédio a 2% e alcool 70%.

Fonte: Prépria do Autor, 2024.
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3.3 TRATAMENTOS E DELINEAMENTO ESTATISTICO

O delineamento experimental foi do tipo inteiramente casualizado (DIC), adotando-
se um esquema fatorial triplo (3 x 9 x 3 + 3), totalizando 108 unidades experimentais. Os
fatores considerados foram: trés cultivares crioulas de milho cultivadas na regidao de
Pedro II-PI (Tabela 2), nove isolados bacterianos promotores de crescimento, e trés
repeticdes. Foram incluidas trés testemunhas: uma testemunha absoluta (TA) sem adi¢cao
de nitrogénio e sem inoculagdo bacteriana; e duas testemunhas nitrogenadas, que
receberam 50% (50 kg ha™ ") e 100% (100 kg ha™ ') da dose recomendada de nitrogénio,
respectivamente, na forma de ureia. Cada unidade experimental foi representada por um
copo plastico com capacidade para 750 mL contendo areia autoclavada e inoculado ou

adubado conforme o tratamento.

Tabela 2 - Composigéo dos tratamentos do esquema fatorial do experimento em casa de
vegetagao localizado no Instituto Federal de Educagao, Ciéncia e Tecnologia do Piaui.

Cultura Tratamento Cultura  Tratamento Cultura Tratamento
M1 Iso 1° M2 Iso 1° M3 Iso 1°
M1 Iso 2° M2 Iso 2° M3 Iso 2°
M1 Iso 3° M2 Iso 3° M3 Iso 3°
M1 Iso 4° M2 Iso 4° M3 Iso 4°
M1 Iso 5° M2 Iso 5° M3 Iso 5°
M1 Iso 6° M2 Iso 6° M3 Iso 6°
M1 Iso 7° M2 Iso 7° M3 Iso 7°
M1 Iso 8° M2 Iso 8° M3 Iso 8°
M1 Iso 9° M2 Iso 9° M3 Iso 9°
M1 TN M2 TN M3 TN

M1 TN 50% M2 TN 50% M3 TN 50%
M1 TA M2 TA M3 TA

Fonte: Prépria do Autor.

3.4 CULTIVO DAS PLANTAS

O cultivo das plantas foi conduzido em copos plasticos com capacidade de 750 mL,
preenchidos com 0,7 dm® de areia previamente esterilizada em autoclave e com pH
ajustado para 6,5, garantindo condigdes adequadas de cultivo. Para o estabelecimento

inicial, foram semeadas trés sementes de milho por unidade experimental. Para o
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estabelecimento inicial, foram semeadas trés sementes de milho crioulo por unidade
experimental e adicionado 2 mL do inoculante bacteriano em cada semente (figura 3).
Aos 15 dias apds a emergéncia (DAE), realizou-se o desbaste, mantendo-se uma unica

planta vigorosa por copo, a fim de padronizar o estande por tratamento.

Durante todo o periodo experimental, as plantas foram irrigadas diariamente com
solucao nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), modificada para atender as exigéncias de
leguminosas e formulada sem a adi¢ao de nitrogénio. A solugéo foi aplicada na proporgéo
de 1 mL por kg de substrato, sete vezes por semana, visando garantir o suprimento
equilibrado dos demais nutrientes (figura 5). O experimento foi conduzido sob condi¢des
controladas em ambiente de crescimento, com temperatura média de 28 + 2 °C,
fotoperiodo de 12 horas de luz e umidade relativa variando entre 60% e 70%. As plantas
permaneceram em cultivo por 40 dias apos a semeadura (DAS), periodo durante o qual
foram realizadas as avaliagdes morfofisiolégicas, conforme descrito nos parametros
indicadores de crescimento.

Figura 3 - Inoculagéo. Figura 4 - Plantas de milho.

- ]
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Fonte:Prépria do Autor, 2024. Fonte: Prépria do Autor, 2024

3.5 AVALIACOES

3.5.1 parametros indicadores de crescimento

As variaveis morfologicas da parte aérea analisadas neste experimento incluiram:
altura das plantas, didmetro do colmo e numero de folhas. A altura das plantas foi
determinada com o auxilio de uma régua graduada, medindo-se a distancia do colo até a
insercdo da folha +1, conforme metodologia padronizada para a espécie avaliada. O
diametro do colmo foi aferido na base, proxima ao colo da planta, utilizando-se um

paquimetro digital de alta precisdo. Ja o numero de folhas foi obtido por contagem visual
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direta, considerando-se apenas as folhas completamente expandidas e fisiologicamente
ativas.

Complementarmente, ao final do ciclo experimental, foram avaliadas variaveis
relacionadas ao sistema radicular e a biomassa. O comprimento da raiz foi mensurado
com régua milimetrada, do colo até a extremidade da raiz principal. Para a estimativa do
volume radicular, o sistema radicular previamente lavado foi imerso em uma proveta com
volume conhecido de agua; a diferenga entre o volume final e o inicial indicou o volume
deslocado, correspondente ao volume da raiz.

A biomassa seca foi obtida apds a separagao dos componentes da planta (raizes,
colmos e folhas), os quais foram acondicionados em sacos de papel e submetidos a
secagem em estufa com circulagdo de ar forgada a 65 °C até atingirem massa constante.
A pesagem foi realizada em balancga analitica de precisao, permitindo a quantificagdo da

massa seca de cada orgao vegetal individualmente.

Figura 5 - Avaliagdo de CPA e CPR Figura 6 - Avaliagao dos paradmetros de crescimento.

Fonte: Prépria do Autor, 2024. Fonte: Prépria do Autor, 2024.

ENSAIO Il - VALIDAGAO E SELEGAO DE ISOLADOS BACTERIANOS PROMOTORES
DE CRESCIMENTO E FIXADORES DE NITROGENIO EM MILHO CRIOULO EM
CONDIGOES DE CASA DE VEGETAGAO EM COMPETICAO COM OS
MICROORGANISMOS NATIVOS



3.5.2 conducéao do experimento

O segundo experimento teve como objetivo avaliar a eficacia de estirpes
bacterianas previamente selecionadas no Ensaio | quanto a promocg¢ao do
crescimento do milho crioulo, sob condigdes de solo néo esterilizado, contendo
microbiota nativa. Essa abordagem permitiu verificar a capacidade competitiva das
bactérias inoculadas em relagdo aos microrganismos do solo, bem como avaliar seu
potencial de atuagdo complementar a adubagao nitrogenada mineral.

Para a condugdao do ensaio, amostras de solo foram coletadas em cinco
transectos distribuidos em uma area com histérico de cultivo de milho, no municipio
de Pedro Il, Piaui. As amostras foram homogeneizadas para formar um composto
representativo, o qual foi utilizado como substrato sem esterilizagdo, a fim de
preservar a comunidade microbiana nativa. O experimento foi conduzido em casa
de vegetacgao, situada na area experimental do Instituto Federal do Piaui (IFPI),
campus Pedro |Il, localizado nas coordenadas geograficas 4°26'56.1"S e
41°27'28.7"W.

3.5.3 tratamentos e delineamento estatistico

Os tratamentos do segundo experimento consistiram na inoculagdo das cinco
estirpes bacterianas mais promissoras identificadas no Ensaio |, aplicadas a trés
cultivares de milho crioulo provenientes do municipio de Pedro II-Pl. A selecao
dessas estirpes foi baseada na performance anterior em promover o crescimento
vegetal, com énfase na sua capacidade de interagdo simbidtica, estimulacdo

morfofisioldgica e compatibilidade genotipica com os cultivares testados.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
estruturado em esquema fatorial 3 x 8 (Tabela 3), sendo o primeiro fator
representado pelas trés cultivares de milho crioulo e o segundo fator composto
pelas cinco estirpes bacterianas selecionadas, além de trés tratamentos controle
(incluindo testemunhas absolutas e nitrogenadas). Cada combinagao experimental

foi repetida trés vezes, totalizando 72 unidades experimentais.



Tabela 3 - Composig¢ao dos tratamentos do esquema fatorial do experimento em casa de vegetagéo.

Cultura Tratamento  Cultura Tratamento Cultura Tratament
o)

M1 Iso 1° M2 Iso 1° M3 Iso 1°

M1 Iso 2° M2 Iso 2° M3 Iso 2°

M1 Iso 3° M2 Iso 3° M3 Iso 3°

M1 Iso 4° M2 Iso 4° M3 Iso 4°

M1 Iso 5° M2 Iso 5° M3 Iso 5°

M1 TN M2 TN M3 TN

M1 TN 50% M2 TN50% M3 TN 50%

M1 TA M2 TA M3 TA

Fonte: Prépria do Autor.

3.5.4 preparo do inoculante, adubagao, plantio, cultivo e avaliagdes

Para o preparo dos inoculantes, cada estirpe bacteriana previamente
selecionada foi cultivada individualmente em meio liquido YM, conforme o protocolo
descrito no ensaio |I. Apds atingir a fase de turvagdo adequada, as culturas foram
mantidas sob refrigeragao até o momento da inoculagao.

O experimento foi conduzido em vasos plasticos com capacidade de 3,5 litros,
preenchidos com 15 dm?® de solo coletado em areas cultivadas com milho no
municipio de Pedro II-Pl. O solo ndo foi esterilizado, de modo a preservar sua
microbiota natural, permitindo a avaliagdo da competitividade das estirpes
inoculadas frente aos microrganismos nativos.

As sementes utilizadas foram submetidas a desinfestagao superficial com alcool
etilico a 70% por 5 minuto, seguidas de imersdo em solugdo de hipoclorito de sédio
a 2-2,5% por 3 minutos, e enxaguadas em agua destilada estéril por sete vezes
consecutivas. Apos o preparo, trés sementes foram semeadas por vaso, para o
estabelecimento inicial, foram semeadas trés sementes e adicionado 2 mL do
inoculante bacteriano em cada semente, sendo realizado desbaste aos 15 dias apos
a emergéncia (DAE), mantendo-se apenas uma planta por vaso. Todas as unidades
experimentais foram irrigadas diariamente com solugdo nutritiva de Hoagland
modificada, isenta de nitrogénio, na propor¢cado de 1 ml por kg de solo, durante sete
dias por semana. As testemunhas seguiram 0 mesmo manejo nutricional, mas nao
receberam inoculagao bacteriana. As plantas permaneceram sob cultivo em casa de

vegetacdo por um periodo minimo de 40 dias, sob condigcbes controladas de
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temperatura, fotoperiodo e umidade relativa. Durante esse periodo e ao final do
experimento, foram realizadas avaliagdes dos parametros de crescimento conforme
descrito no item 3.5.

Figura 8 - Plantas de milho em ensaio com bactérias

Figura 7 - Inoculagéo da bactéria nas sementes. aos 28 dias de experimento.

Fonte: Pr()pria-do Autor, 2024. Fonte: Prépria do Autor, 2024.

Figura 9 - Avaliagdo de CPR

Fonte: Prépria do Autor, 2025.

3.5.5 analise estatistica

Os dados obtidos em cada etapa experimental foram inicialmente submetidos
ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, com o objetivo de verificar a distribuicdo dos
residuos. Para as variaveis que atenderam ao critério de normalidade (p > 0,05),
procedeu-se a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F, adotando-se um nivel de

significancia de 5%.



As analises estatisticas foram realizadas no ambiente Rstudio (versao 4.5.1), com
posterior comparagao entre as médias por meio do teste de Tukey, também ao nivel de
5% de probabilidade, a fim de identificar diferengas estatisticamente significativas entre os

tratamentos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A inoculagdo com isolados bacterianos influenciou significativamente o
crescimento do milho, com efeitos variando entre parametros morfologicos e em
comparacgao as testemunhas com e sem adubacgao nitrogenada. A analise de variancia
(ANOVA) do comprimento da parte aérea (CPA) com base nas Tabelas 4 e 5 (Anexo 1),
evidenciou, de forma consistente nos dois ensaios, efeitos estatisticamente significativos

dos fatores variedade e bactéria, bem como da interacido variedade*bactéria, confirmando

que o crescimento do milho depende simultaneamente do gendtipo e da estirpe inoculada.

No Ensaio Il, variedade (FC = 134,822; p < 0,00001), bactéria (FC =47,178; p < 0,00001)
e interagdo (FC = 3,127; p = 0,00178) foram significativas, indicando que, mesmo sob
competicdo da microbiota nativa, a resposta depende da combinacdo planta—
microrganismo.

Em termos de desempenho bioldgico, a estirpe B9 (Bacillus subtilis) foi a que
exibiu maiores valores médios de CPA em todas as variedades no Ensaio Il (grafico 1). A
superioridade de B. subtilis € coerente com seu conjunto multifuncional de mecanismos:
sintese de fitormbnios (p.ex., AlA), siderdforos, enzimas hidroliticas, antibidticos e
formagao de biofilmes que favorecem colonizagao estavel da rizosfera e protegao contra
fitopatogenos, desde a germinagdo até estadios vegetativos avangados (Lazaretti e
Bettiol, 1997; Araujo et al., 2005; Araujo, 2008; Calvo et al., 2010; Chowdhry et al., 2018;
Chowdhry et al., 2023; Vasques et al., 2024).

B7 (Enterobacter sp.) destacou-se no Ensaio Il, com ganhos de CPA comparaveis
ou superiores a TN, sustentados por colonizagao rizosférica/endofitica, FBN, solubilizagao
de P e produgao de fitorménios (Jha et al., 2011; Montafiez et al., 2012; Otieno et al.,
2015; Santos e Santos, 2022; Fonseca et al., 2022). Outras estirpes mostraram efeito
contexto-dependente: B5 (Rhizobium sp.) e B6 (Brevibacillus agri) apresentaram ganhos
de CPA sob substrato esterilizado (Ensaio 1), coerentes com FBN associativa,

solubilizagdo de P/K e produgdo de reguladores de crescimento, mas perderam
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competitividade no solo com microbiota ativa (Ensaio Il), o que é consistente com a maior
especificidade simbidtica em leguminosas (Rhizobium) e com limitacbes de
colonizagao/competicdo em Brevibacillus (Hossain e Martensson, 2008; Osério Filho et
al., 2016; Dartora et al., 2016; Edwards e Seddon, 2001; Mehta et al., 2010; Almeida et al.,
2022; Santos et al., 2023). Em menor desempenho B1 (Enterobacter sp.) seguiu padrao
semelhante ao de B6 no Ensaio Il.

A magnitude dos ganhos variou entre as variedades e mantiveram respostas com
B. subtilis e Enterobacter no Ensaio Il, ao passo que a variedade 3 foi menos responsiva,
destacando a compatibilidade planta—microrganismo e interagdes bioquimicas/genéticas
como determinantes da eficacia (Bécquer et al., 2011; Hahn et al., 2013; Araujo, 2008).
Esses achados reforgcam a selecédo dirigida do par gendtipo— estirpe como estratégia para

maximizar efeitos agronémicos.

Fisiologicamente, o aumento do CPA reflete sinalizagdo hormonal
(AlA/citocininas), melhor mobilizagdo/absorcdo de nutrientes e colonizagao rizosférica
eficiente, processos que ampliam a area fotossintética e a capacidade de assimilagao.
Agronomicamente, maiores CPA se traduzem em vigor vegetativo, potencial produtivo e
maior aproveitamento de recursos. Do ponto de vista ambiental e econdémico, os
resultados com B9 e B7 indicam potencial de redugao da dose de N mineral sem perda
de desempenho, mitigando lixivagdo de nitratos e emissdes, e favorecendo a viabilidade
de bioinsumos em sistemas convencionais e agroecologicos (Aquino, 2019; Backer et al.,
2018; Verma et al., 2019; Adesemoye et al., 2009; Hungria et al., 2022).

Grafico 1 - Comprimento da parte aérea de plantas de milho crioulo inoculadas com isolados de bactéri
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promotoras de crescimento vegetal. As médias foram submetidas a analise de varidncia e comparadas por

meio do teste de Tukey (p < 0,05).
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Fonte: Prépria do Autor, 2025.



No Ensaio Il, a ANOVA apontou efeito significativo de variedade (p < 0,0001) e da
interacdo variedade*bactéria (p < 0,05), enquanto o efeito de bactéria variou entre
gendtipos, resultado coerente com respostas dependentes de combinagdo planta—
microrganismo. A precisdo experimental e a normalidade dos residuos foram adequadas
em ambos (Tabela 6 e 7/Anexo 1). Em sintese, nos dois ensaios a inoculagéo elevou o
CPR, mas a magnitude do ganho foi gendtipo-dependente, como também sustentam
estudos prévios (Fukami et al., 2018; Mendes et al., 2013; Mahapatra et al., 2024).

A estirpe B9 (Bacillus subtilis) apresentou os maiores CPR nos dois ambientes,
chegando a ~90 cm na variedade 3 (grafico 2). A robustez de B. subtilis é atribuida a
formagao de enddsporos e a sintese de AlA, sideroforos e enzimas extracelulares, além
da indugao de resisténcia sistémica, o que sustenta colonizacido efetiva e resiliéncia a
estresses tanto em substrato esterilizado quanto em solo com microbiota ativa (Lopes et
al., 2021; Calvo et al., 2017; Chowdhry et al., 2023; Liu et al., 2023).

B7 teve desempenho gendtipo-dependente (var. 3 mais responsiva), 0 que
coaduna com a modulagdo da colonizagao pela exsudagao radicular (Kavamura et al.,
2013; Rajkumar et al., 2017; Santos et al., 2022; Souza et al., 2023). B6 e B5 também
geraram ganhos, ancorados em enzimas extracelulares, sideroforos e FBN (Fukami et al.,
2018; Medeiros et al., 2020; Shahid et al., 2021; Rajkumar et al., 2018). Os incrementos,
entretanto, foram de menor magnitude quando comparados aos de B9 e aos picos

observados com B7 em gendtipos mais responsivos.

No Ensaio Il, a competicAo com a microbiota nativa tornou a resposta mais
seletiva, favorecendo estirpes ecologicamente mais plasticas (e.g., B9) e combinacbes

especificas planta— microrganismo (e.g., B7 x variedade 3).

Fisiologicamente, o aumento do CPR expande a prospecgédo de agua e nutrientes,
incrementa a area de absorgao e melhora a resiliéncia hidrica, efeitos ligados a regulagéo
por auxinas, a FBN e a solubilizagao de fosforo, além da melhoria estrutural do solo por
EPS e do efeito de sideroforos sobre a disponibilidade de micronutrientes (Fukami et al.,
2018; Mendes et al., 2013; Mahapatra et al., 2024; Medeiros et al., 2020; Shahid et al.,
2021; Rajkumar et al., 2018).

Agronomicamente, maior CPR eleva a eficiéncia de uso de insumos, estabiliza a
producado perante variacdes edafoclimaticas e reduz a dependéncia de fertilizantes, com

ganhos diretos em vigor e produtividade. De modo amplo, tais efeitos alinhados a

36



37

sustentabilidade permitem mitigar lixivagdo de nitratos e emissdes associadas ao uso
intensivo de N mineral, favorecendo a adog¢ao de bioinsumos como parte de um manejo
nutricional mais eficiente (Backer et al., 2018; Verma et al., 2019).

Grafico 2 - Comprimento da raiz de plantas de milho crioulo inoculadas com isolados de bactérias promotoras

de crescimento vegetal. As médias foram submetidas a analise de varidncia e comparadas por meio do teste
de Tukey (p < 0,05).
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Fonte: Prépria do Autor, 2025.

No Ensaio Il, com base na Tabela 9 (Anexo 1), a ANOVA identificou que o padrao
se intensificou: variedade (FC = 167,581; p < 0,00001), bactéria (FC = 277,115; p <
0,00001) e interagdo (FC = 4,831; p = 0,00002) foram significativas, com alta precisdo
(CV = 7,67%). Novamente B9 se destacou (grafico 3), atingindo ~100 mL de VR na
variedade Ill, desempenho superior a todas as testemunhas, inclusive a adubacgao
nitrogenada. Esse resultado reforca a plasticidade funcional de B. subtilis frente a
microbiota residente (Hungria et al., 2010; Compant et al., 2021). B7 (Enterobacter sp.)
também promoveu aumentos expressivos de VR, embora de forma gendétipo-dependente,
sobretudo em gendtipos mais responsivos, efeito associado a mecanismos promotores de
crescimento (Verma et al., 2019; Santos et al., 2022). Em contraste, estirpes como B3 e
B4 nao diferiram das testemunhas, sugerindo menor afinidade com os gendtipos
avaliados e/ou limitagdes de colonizagao (Mahapatra et al., 2024).

Grafico 3 - Volume radicular de plantas de milho crioulo inoculadas com isolados de bactérias promotoras de

crescimento vegetal. As médias foram submetidas a analise de varidncia e comparadas por meio do teste de
Tukey (p < 0,05).
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A leitura integrada dos dois ambientes indica que B9 apresenta consisténcia e
magnitude de efeito superiores, enquanto B7 exibe alta eficacia em gendtipos
responsivos. A superioridade frente as testemunhas (TA, TN 50% e TN) confirma que a
bioinoculacdo pode superar ou complementar a adubagédo nitrogenada, elevando a
eficiéncia de uso de nutrientes e a resiliéncia hidrica (Hungria et al., 2010; Lugtenberg e
Kamilova, 2009).

Os ganhos de VR derivam de AlA, EPS, sideréforos e ISR em B. subtilis (Backer
et al.,, 2018; Egamberdieva et al.,, 2017; Kumar et al., 2021) e de FBN, fitormonios e
solubilizagdo de P em Enterobacter (Verma et al., 2019; Santos et al., 2022), resultando
em maior emissdo de raizes laterais e engrossamento radicular. Do ponto de vista
agrondmico, maior VR melhora a captacado de agua e nutrientes, confere estabilidade sob
déficit hidrico e sustenta ganhos de biomassa; sob a 6tica ambiental, viabiliza reducéo do
uso de fertilizantes, mitigando lixiviacdo de nitratos e emissdes (Glick, 2012; Souza et al.,
2023).

A analise de variancia (ANOVA) confirmou que o acumulo de massa seca da parte
aérea foi influenciado simultaneamente pelo gendtipo, pelos isolados bacterianos e pela
interacdo planta—microrganismo em ambos os experimentos. No Ensaio Il (solo com
microbiota ativa), os efeitos também foram significativos para variedade (FC = 72,769; p <
0,00001), bactéria (FC = 5,298; p = 0,00850) e interagao (FC = 2,166; p = 0,02498), com
CV = 14,52% e residuos normais (p = 0,2298). Esses resultados reforcam que tanto os
fatores isolados quanto suas interagbes modulam de forma decisiva o desempenho da

cultura.

Os valores médios apresentados nos graficos dos dois ensaios corroboraram

esses achados, revelando diferencas expressivas entre os tratamentos com distintas
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estirpes bacterianas (B1 a B9). Em ambos os ambientes, destacaram-se as estirpes B9
(Bacillus subtilis) e B7 (Enterobacter sp.), que promoveram incrementos consistentes de

MSPA em praticamente todas as variedades avaliadas (grafico 4).

A superioridade desses tratamentos em relacdo as testemunhas, incluindo o
manejo tradicional com fertilizagdo nitrogenada parcial (TN 50%), evidencia o potencial
das inoculagdes bacterianas para substituir parcial ou complementar o uso de fertilizantes
minerais. Tal efeito € agronomicamente relevante, pois pode reduzir custos de producéo e
mitigar impactos ambientais associados a lixiviagdo de nitratos e a emissao de gases de

efeito estufa (Adesemoye et al., 2009; Hungria et al., 2022).

O género Enterobacter € amplamente descrito como promotor de crescimento
vegetal, onde a partir de seus processos promotores estimulam a expansdo foliar,
aumentam a area fotossintética e favorecem o acumulo de biomassa aérea (Ahemad e
Kibret, 2014; Majeed et al., 2018). Tais atributos explicam o vigor observado nas plantas
inoculadas com B7, refletido em maior acumulo de matéria seca e em ganhos
consistentes de MSPA, especialmente em variedades mais responsivas (Souza et al.,
2023; Bashan et al., 2020).

De forma semelhante, Bacillus subtilis (B9) reafirmou seu papel de destaque como
rizobactéria promotora de crescimento (grafico 4). No presente estudo, o isolado B9
alcangou os maiores valores de MSPA em todas as variedades avaliadas, desempenho
que confirma relatos anteriores de Guimaréaes et al. (2020), EMBRAPA Milho e Sorgo
(2021) e Ferreira et al. (2021), que associam B. subtilis ao estimulo da biossintese de AlA,
a maior absorcao de fosforo e ao consequente incremento de biomassa aérea. Estudos
recentes corroboram esse papel, indicando que B. subtilis favorece tanto o crescimento

vegetativo quanto a resiliéncia fisioldgica da planta (Liu et al., 2023).

A consisténcia dos resultados em diferentes gendtipos e condigbes experimentais
sugere que os efeitos benéficos de B9 e B7 ndo estéo restritos a ambientes simplificados,
mas também se expressam em solos com microbiota nativa, condi¢ao indispensavel para
0 sucesso de bioinoculantes comerciais. Além disso, a interacao significativa
variedade*bactéria reforga que a escolha dos gendtipos mais responsivos € determinante
para maximizar os efeitos da inoculagao, corroborando observacées de Mahapatra et al.
(2024). Esse padrao também foi reportado por Santos et al. (2018), Alimeida et al. (2020),

39



Souza et al. (2023) e Bashan et al. (2020), que destacam a importancia da

compatibilidade genético-microbiana na eficacia de PGPB.

Grafico 4 - Massa seca da parte aérea de plantas de milho crioulo inoculadas com isolados de bactérias
promotoras de crescimento vegetal. As médias foram submetidas a analise de variancia e comparadas por
meio do teste de Tukey (p < 0,05).
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Fonte: Prépria do Autor, 2025.
A analise de variancia (ANOVA) referente a massa seca da raiz (MSR) evidenciou

que o desenvolvimento radicular do milho foi influenciado de maneira significativa pelo
genotipo, pelos isolados bacterianos e pela interagdo entre ambos, embora com
variagdes entre os ensaios. No ensaio Il, houve efeito forte para variedade (FC = 109,177;
p < 0,00001) e para a interagao variedadexbactéria (FC = 3,300; p = 0,00112), enquanto
o efeito isolado de bactéria ndo foi significativo (FC = 1,920; p = 0,15824). O CV foi de
15,86% e a normalidade dos residuos validada (p = 0,1240). Esses resultados
demonstram que, em condigdes controladas, multiplas estirpes expressaram seu
potencial, mas em solo com microbiota nativa, a resposta depende fortemente da

compatibilidade entre gendtipo e microrganismo.

Nos dois ensaios, a estirpe B9 (Bacillus subtilis) destacou-se de maneira
consistente em todas as variedades avaliadas, alcangando os maiores valores de MSR
(grafico 5). Seu desempenho superior pode ser explicado pela ampla plasticidade
funcional, incluindo a capacidade de formar enddsporos, o que confere elevada
resisténcia ambiental, e a produgao de metabdlitos bioativos como o acido indolacético
(AIA), que estimula o alongamento celular e a expanséao radicular (Calvo et al., 2014;
Lopes et al., 2021).



Adicionalmente, a sintese de exopolissacarideos e a solubilizagdo de fésforo
favorecem a estruturagao da rizosfera e a absorgcédo de nutrientes essenciais (Lugtenberg
e Kamilova, 2009; Hungria et al., 2010). Essa versatilidade funcional explica a
consisténcia dos resultados, inclusive em solos com microbiota nativa, confirmando seu

potencial como bioinoculante de uso amplo e robusto (Carvalho et al., 2019).

A estirpe B6 (Brevibacillus agri) também apresentou efeitos positivos relevantes,
sobretudo nas variedades | e Il. Seus mecanismos incluem a produgao de sideréforos e
enzimas extracelulares que contribuem para a solubilizagdo de nutrientes e para a
protecdo contra patégenos radiculares (Medeiros et al., 2020; Shahid et al., 2021). Essa
atuacao multifuncional torna a B6 uma estirpe promissora para sistemas agricolas que
buscam maior eficiéncia nutricional e redugcdo do uso de insumos quimicos, confirmando

seu potencial de aplicagdo em bioinoculantes sustentaveis.

A estirpe B7 (Enterobacter sp.) mostrou comportamento mais variavel: em alguns
gendtipos (especialmente os mais responsivos) exibiu resultados comparaveis a B9,
enquanto em outros teve desempenho mais limitado. Essa oscilagao reflete a influéncia
do perfil de exsudagao radicular sobre a colonizagdo microbiana e a expressao funcional
(Kavamura et al., 2013; Rajkumar et al., 2017; Santos et al., 2022; Souza et al., 2023).
Ainda assim, B7 superou os controles em diversas combinagdes, confirmando potencial

agrondmico quando ha compatibilidade planta—microrganismo.

Do ponto de vista fisioldégico, os incrementos de MSR estdo associados a
mecanismos-chave descritos na literatura: producdo de auxinas e citocininas, que
estimulam alongamento e ramificacdo radicular; fixagdo bioldgica de nitrogénio;
solubilizacado de fésforo; secregao de exopolissacarideos, que melhoram a estrutura fisica
do solo; e producdo de sideréforos, que aumentam a absorcdo de nutrientes
(Egamberdieva et al., 2017; Shahzad et al., 2021; Yadav et al., 2023). A combinag¢ao de
estirpes com diferentes mecanismos, como B9 e B7, pode potencializar os efeitos
benéficos sobre o acumulo de biomassa radicular e total, ampliando o desempenho

agrondémico.

Do ponto de vista agronémico, maior MSR significa um sistema radicular mais
extenso e profundo, capaz de explorar maior volume de solo, aumentando a estabilidade
hidrica e a absor¢gdo mineral. Isso se traduz em maior eficiéncia de uso de nutrientes e

maior resiliéncia das plantas frente a estresses ambientais, com reflexos positivos sobre a
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produtividade (Hungria et al., 2010; Carvalho et al., 2019). Do ponto de vista sustentavel,
os resultados reforcam que bioinoculantes como B9, B6 e B7 ndo apenas complementam,
mas podem até substituir parcialmente a adubagdo nitrogenada, reduzindo custos de
producdo e mitigando impactos ambientais associados ao uso intensivo de fertilizantes

quimicos (Egamberdieva et al., 2022).

Grafico 5 - Massa seca da raiz de plantas de milho crioulo inoculadas com isolados de bactérias promotoras
de crescimento vegetal. As médias foram submetidas a analise de variancia e comparadas por meio do teste
de Tukey (p < 0,05).
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Fonte:Prépria do Autor,2025.

A analise de variancia (ANOVA) referente ao comprimento do colmo (CC) do milho
revelou comportamentos distintos nos dois ensaios conduzidos, evidenciando a influéncia
tanto do gendtipo das plantas quanto das condigbes ambientais e da presenca da

microbiota do solo sobre a resposta aos isolados bacterianos.

No Ensaio Il efeito significativo para variedade (FC = 125,590; p < 0,00001),
bactéria (FC = 10,697; p = 0,00015) e interacado variedade*bactéria (FC = 2,072; p =
0,03237). O teste de Shapiro-Wilk confirmou a adequacao do modelo (p = 0,1411), e 0

CV foi compativel com a precisao experimental.

Nesse cenario mais complexo, o efeito da inoculagéo bacteriana se manifestou de
forma clara, com os isolados B9 (B. subtilis) e B7 (Enterobacter sp.) promovendo 0s
maiores valores médios de CC, com médias proximas a 18 cm (Grafico 6). Esses
incrementos foram particularmente expressivos na Variedade 3, sugerindo maior
plasticidade genética e melhor arquitetura radicular que favoreceram a colonizacéo
bacteriana (Compant et al., 2021). As variedades 1 e 2 também responderam
positivamente, embora em menor magnitude, ainda assim superando os controles

absolutos.



Grafico 6 - Comprimento do colmo de plantas de milho crioulo inoculadas com isolados de bactérias
promotoras de crescimento vegetal. As médias foram submetidas a analise de variancia e
comparadas por meio do teste de Tukey (p < 0,05).
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Fonte: Prépria do Autor, 2025.

A superioridade de B9 e B7 pode ser explicada por seus mecanismos fisiolégicos e
ecologicos ja descritos na literatura. Em Bacillus subtilis esses atributos asseguram
colonizagao estavel da rizosfera e favorecem o crescimento celular e o alongamento do
colmo, o que se refletiu em colmos mais longos e robustos neste estudo (Souza et al.,

2020). Na Enterobacter sp. os mecanismos estimulam a expansao dos tecidos caulinares

e melhoram a absor¢ao de nutrientes (Bhattacharyya e Jha, 2012; Lugtenberg e Kamilova,

2009; Souza et al., 2019). Em contraste, outras estirpes avaliadas, como Pseudomonas
sp., Rhizobium sp., Priestia megaterium e Brevibacillus agri, apresentaram meédias
inferiores para CC, sugerindo menor capacidade competitiva frente a microbiota nativa ou

menor adaptagéo as condigdes edafoclimaticas do ensaio (Compant et al., 2010).

As testemunhas confirmaram o papel central da inoculagdo. A testemunha absoluta
(TA) apresentou os menores valores médios de comprimento e diametro de colmo,
evidenciando a limitagcdo de crescimento sem aporte nutricional. A testemunha com
adubacdo mineral completa (TN), embora superior a TA, apresentou valores
intermediarios e inferiores ao desempenho de B9, sugerindo que, em determinadas
condicdes, o uso de inoculantes microbianos pode potencializar ou até superar o efeito do
fertilizante quimico convencional sobre parametros morfologicos especificos (Hungria et
al., 2010).

Do ponto de vista agronbmico, esses resultados possuem grande relevancia

pratica. Colmos mais longos e espessos, como os promovidos por B9 e B7, aumentam a
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resisténcia ao acamamento, favorecem o transporte de agua e fotoassimilados e
conferem maior estabilidade as plantas frente a estresses mecanicos, reduzindo perdas
produtivas e facilitando a colheita mecanizada (Backer et al., 2018). Em termos de
sustentabilidade, o desempenho dessas estirpes evidencia o potencial de reduzir a
dependéncia de fertilizantes quimicos e o0s impactos ambientais associados,
consolidando-as como bioinoculantes de relevancia pratica e ambiental (Bhattacharyya e
Jha, 2012; Kumar et al., 2012; Souza et al., 2019, 2020; Backer et al., 2018; Hungria et al.,
2010).

De forma integrada, os resultados dos dois ensaios demonstram que o efeito da
inoculacdo bacteriana no comprimento do colmo depende fortemente do contexto
experimental. Em substrato esterilizado, o efeito foi limitado e nao significativo, mas em
solo n&o esterilizado com microbiota ativa, B9 e B7 expressaram todo seu potencial,
superando inclusive a adubacao mineral em determinados parametros. Esses achados
reforcam a importancia de avaliar bioinoculantes em condi¢cdes que representem a
realidade agricola, considerando tanto o gendtipo da planta quanto a interagdo com a

microbiota nativa.

A analise de variancia (ANOVA) referente ao didametro do colmo (DC) do milho
revelou padroes distintos entre os dois ensaios conduzidos, reforcando a importancia de
avaliar os efeitos da inoculagao bacteriana tanto em condigdes controladas quanto em
ambientes com microbiota ativa. No Ensaio Il, o efeito foi significativo apenas para
variedade (FC = 85,769; p < 0,00001). Os fatores bactéria (FC = 1,321; p = 0,2769) e
interacao (FC = 0,859; p = 0,6047) ndo apresentaram significAncia estatistica. O CV foi de
9,65% e a normalidade confirmada (p = 0,3686). Apesar disso, os isolados B7 e B9
agruparam-se no estrato superior do teste de Tukey, com médias proximas de 0,8 cm,
enquanto a testemunha absoluta (TA) permaneceu no grupo inferior, em torno de 0,4 cm
(grafico 7). Esses resultados, mesmo sem efeito global do fator bactéria, demonstram
consisténcia de desempenho dessas estirpes em diferentes condicbes experimentais,
explicada por sua plasticidade ecoldogica e multifuncionalidade (Egamberdieva et al., 2017,
Egamberdieva et al., 2019; Souza et al., 2021; Compant et al., 2021).

Do ponto de vista agronémico, o incremento no didmetro do colmo possui
implicagdes diretas sobre a produtividade do milho, uma vez que colmos mais espessos
estdo associados a maior capacidade de condugdo de agua e fotoassimilados para os

orgaos reprodutivos, além de oferecerem maior resisténcia ao acamamento e maior
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estabilidade frente a ventos e chuvas, (Sangoi et al., 2010; Souza et al., 2015). Tais
caracteristicas estruturais conferem nao apenas estabilidade as plantas, mas também
aumentam a eficiéncia no enchimento de graos, refletindo em ganhos de produtividade.
Grafico 7 - Diametro o do colmo de plantas de milho crioulo inoculadas com isolados de bactérias promotoras

de crescimento vegetal. As médias foram submetidas a andlise de varidncia e comparadas por meio do teste
de Tukey (p < 0,05).
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Fonte: Prépria do Autor, 2025.

A auséncia de interagao variedade*bactéria nos dois ensaios indica que os efeitos
observados para B7 e B9 foram consistentes entre diferentes gendtipos, o que amplia a
aplicabilidade desses inoculantes a uma diversidade de cultivares comerciais, sem
necessidade de ajustes especificos por hibrido. Essa generalidade € particularmente
vantajosa do ponto de vista pratico, pois permite maior flexibilidade ao agricultor na
escolha da variedade a ser cultivada, assegurando beneficios da inoculagao

independentemente do material genético utilizado.

A analise de variancia (ANOVA) referente a massa seca do colmo (MSC) revelou
contrastes entre os dois ensaios, evidenciando a importancia tanto do gendtipo quanto

das condi¢cdes ambientais na resposta as estirpes bacterianas.

No Ensaio Il houve significancia para variedade (FC = 95,359; p < 0,0001), bactéria
8,769; p = 0,00059) e interacao variedade*bactéria (FC = 3,293; p = 0,00113), com

12,58%. Nesse contexto, B9 (B. subtilis) e B7 (Enterobacter sp.) promoveram

(FC
Ccv

incrementos consistentes de MSC em todas as variedades, superando ndo apenas 0s

demais isolados, mas também as testemunhas adubadas com nitrogénio (TN e TN 50%)
(grafico 8). Esses resultados confirmam a capacidade dessas estirpes de manter
desempenho elevado mesmo em ambientes competitivos, reforcando sua adaptabilidade

ecoldgica.
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A estirpe B. subtilis (B9) reafirmou seu papel como rizobactéria de alto
desempenho, associada aos seus mecanismos promotores de crescimento (Hashem et
al.,, 2019; Shaikh et al., 2022; Egamberdieva et al., 2019; Souza et al., 2021). A
capacidade de formar enddsporos garante maior resiliéncia em condi¢gdes edafoclimaticas
diversas, explicando sua consisténcia entre os dois ensaios e seu desempenho superior
até mesmo em relagdo a adubacéao nitrogenada plena (Chowdhury et al., 2018; Gond et
al., 2023).

De forma complementar, Enterobacter sp. (B7) apresentou ganhos expressivos
sobretudo no Ensaio Il, com efeitos positivos em todas as variedades avaliadas. Seus
mecanismos de promogdo de crescimento favorecem a expansado celular, o
engrossamento dos tecidos caulinares e a absorgdo de nutrientes (Majeed et al., 2018;
Mahanty et al., 2017; Santos et al., 2021). Esses atributos explicam a superioridade de B7
frente as testemunhas, inclusive sob competicdo com a microbiota nativa, confirmando

sua robustez rizosférica (Compant et al., 2021; Mendes et al., 2013).

Grafico 8 - Massa seca do colmo de plantas de milho crioulo inoculadas com isolados de bactérias promotoras
de crescimento vegetal. As médias foram submetidas a analise de varidncia e comparadas por meio do teste
de Tukey (p < 0,05).
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Fonte: Prépria do Autor, 2025.

Do ponto de vista fisioldgico, os ganhos de MSC estdo associados a maior reserva
de fotoassimilados, ao transporte eficiente de nutrientes e a maior robustez estrutural das
plantas (Hashem et al., 2019; Souza et al., 2021). Em termos agrondmicos, colmos mais
espessos e pesados reduzem a suscetibilidade ao acamamento, favorecem o enchimento

de gréos e aumentam a estabilidade da lavoura, aspectos fundamentais para garantir



produtividade em diferentes ambientes (Sangoi et al., 2010; Zhang et al., 2020; Souza et
al., 2022).

Estudos prévios ja evidenciaram que Bacillus e Enterobacter contribuem para
maior acumulo de biomassa caulinar e incremento de produtividade mesmo em condigdes
de redugédo do uso de fertilizantes minerais (Hungria et al., 2010; Fukami et al., 2018;
Hafeez et al., 2022; Zhang et al., 2020; Souza et al., 2022).

A analise de variancia (ANOVA) para o numero de folhas (QF) do milho revelou
contrastes importantes entre os dois ensaios, destacando o papel do gendétipo e das

estirpes bacterianas como moduladores do desenvolvimento foliar.

No Ensaio Il houve significancia tanto para variedade (FC = 42,873; p < 0,00001)
quanto para bactéria (FC = 3,760; p = 0,03072), embora a interagao variedade*bactéria
nao tenha sido significativa (FC = 1,595; p = 0,11695). O CV de 11,12% confirmou
elevada precisdo experimental. Nesse cenario, os efeitos das estirpes bacterianas foram
consistentes entre gendtipos, indicando que B9, B7 e B6 exerceram influéncia positiva e
independente do material genético cultivado (grafico 9).

Entre as estirpes, B. subtilis (B9) destacou-se em ambos os ensaios, reforcando
sua robustez ecoldgica e funcional (Backer et al., 2018; Guimaraes et al., 2020). A estirpe
B7 (Enterobacter sp.) também apresentou desempenho expressivo, sobretudo em
gendtipos mais responsivos (Majeed et al., 2018; Mahanty et al., 2017; Verma et al., 2019;
Santos et al., 2022; Fonseca et al., 2022). Ja B6 (Brevibacillus agri) demonstrou efeitos
consistentes na promocado de QF, ancorados na producdo de enzimas extracelulares e
sideroforos que ampliam a absor¢cdo de nutrientes e favorecem a sanidade radicular
(Medeiros et al., 2020).

Por outro lado, estirpes com desempenho inferior apresentaram valores de QF
semelhantes aos das testemunhas, possivelmente devido a limitada sintese de
fitormbnios, menor capacidade de solubilizacdo de nutrientes ou baixa competitividade
frente a microbiota residente. Essa limitacdo é coerente com analises de Glick (2012),
Bashan et al. (2013) e Compant et al. (2010), que enfatizam a necessidade de selecionar

estirpes multifuncionais e competitivas para formulagdes comerciais de inoculantes.

Grafico 9 - Quantidade de folhas de plantas de milho crioulo inoculadas com isolados de bactérias
promotoras de crescimento vegetal. As médias foram submetidas a analise de variancia e comparadas por

meio do teste de Tukey (p < 0,05).
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Do ponto de vista fisiologico, o incremento no numero de folhas resulta de

mecanismos como a sintese de AlA e citocininas, que promovem divisdo e expansao
celular; a FBN, que amplia a nutricdo nitrogenada; e a solubilizacdo de fosforo, que
favorece a sintese de compostos energéticos e metabdlitos associados ao crescimento
foliar (Backer et al., 2018; Egamberdieva et al., 2017; Hungria et al., 2010; Khan et al.,
2022). Agronomicamente, o aumento de folhas expande a area fotossintética, amplia a
interceptacao luminosa e potencializa a producédo de biomassa, refletindo diretamente na

produtividade de graos.

Os dois ensaios evidenciaram que o desempenho do milho é simultaneamente
controlado pelo gendtipo e pela estirpe bacteriana. Em ambiente esterilizado, multiplas
estirpes expressaram potencial, mas em solo com microbiota ativa, apenas B. subtilis (B9)

mostrou robustez plena, e Enterobacter sp. (B7) se destacou em genotipos responsivos.

B9 apresentou superioridade absoluta em CPA, CPR, VR, MSPA, MSR, CC, DC,
MSC e QF, com efeitos consistentes e muitas vezes superiores a adubacgao nitrogenada.
B7 apresentou desempenho variavel, mas competitivo em parametros estruturais e
foliares. B6 destacou-se em atributos radiculares, configurando papel complementar em

consorcios.

Fisiologicamente, os efeitos convergem para raizes mais extensas e funcionais
(CPR, VR, MSR) e parte aérea mais vigorosa (CPA, QF, MSPA), refletindo em maior
MSC e robustez estrutural (CC e DC). Agronomicamente, tais caracteristicas implicam
maior eficiéncia no uso de nutrientes, menor risco de acamamento e maior produtividade
potencial. Ambientalmente, a substituicdo parcial da adubac&o nitrogenada por
inoculantes bacterianos reduz custos e mitiga impactos como lixiviagdo de nitratos e

emissdes de gases de efeito estufa (Adesemoye et al., 2009; Hungria et al., 2010, 2022).



5 CONCLUSAO

O estudo evidenciou o elevado potencial das bactérias promotoras de crescimento
de plantas (BPCP) na melhoria de atributos morfolégicos do milho crioulo, especialmente
quando inoculado com os isolados Enterobacter sp. (B7) e Bacillus subtilis (B9). Os
resultados confirmam que a eficacia da inoculacdo esta diretamente associada a
interagcdo planta—microrganismo, sendo as Vvariedades crioulas particularmente
responsivas em condigcdes de baixa disponibilidade de nutrientes. Esses achados
reforcam o papel das BPCP como ferramentas biotecnoldgicas promissoras para a
agricultura sustentavel, sobretudo em sistemas de base familiar e em ambientes onde ha
limitagdes no uso de insumos quimicos.

A anadlise estatistica corroborou que a resposta a inoculacdo é fortemente
dependente do gendtipo, indicando que a selecdo adequada de combinacbes planta—
microrganismo € essencial para o desenvolvimento de bioinoculantes de alto
desempenho. Dessa forma, o uso de inoculantes a base de Enterobacter sp. e Bacillus
subtilis surge como alternativa eficiente para reduzir a dependéncia de fertilizantes
nitrogenados sintéticos, contribuindo simultaneamente para a sustentabilidade da
producdo, a redugdo de custos e a disseminagao de tecnologias mais acessiveis aos
agricultores familiares, como aqueles da regidao de Pedro Il — Pl. Estudos em condigbes
de campo sado recomendados para validar e ampliar as evidéncias obtidas em ambiente

controlado.
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ANEXO 1

Tabela 4 - Quadro da analise de varidncia para o comprimento da parte aérea (CPA) do milho,
considerando os fatores variedade, bactéria e sua interagdo (ENSAIO ).

Fonte de variagdo GL SQ Qm Fc p-valor
Bloco 2 2,45 1,23 1,256 0,2932

Variedade 11 965,96 87,82 89,888 < 0,0001
Bactéria 2 154,93 77,47 79,296 < 0,0001
Variedade *22 47,10 2,14 2,191 0,0105

Bactéria

Residuo 52 50,80 0,98

Total 89 1221,24

Coeficiente de variagao (CV): 5,51%

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk): p = 0,0023
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e: Prépria do autor.

Tabela 5 - Quadro da analise de variancia para o CPA do milho (ENSAIO II), considerando os fatores

variedade, bactéria e sua interagao.

Fonte de GL SQ Qm Fc Pr> Fc
variagao
Bloco 2 10.8 4.000 0.307 0.73711
Variedade 7 16520.9 9.000 134.822 0.00000
Bactéria 2 1651.8 6.000 47.178 0.00000
Variedade * 14 766.2 5.000 3.127 0.00178
Bactéria
Residuo 46 805.3 2.000 - -
Total 71 19754.9 - - -

CV=742%

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk): valor-p = 0,106559

Fonte: Propria do autor.



Tabela 6 - Quadro da analise de variancia para o comprimento do sistema radicular (CPR) do milho,

considerando os fatores variedade, bactéria e sua interagao (ENSAIO ).

Fonte de G SQ Qm Fc p-valor
variagao L

Bloco 2 180 090 0,077 0,9263
Variedade 11 86054 782,11 67,22 <0,0001
Bactéria 2 699 3495 3,006 0,0582
Variedade * 22 4879 22,18 1,907 0,0289
Bactéria

Residuo 52 6046 11,62

Total 89 97696

Coeficiente de variagao (CV): 10,56%

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk): p = 0,0073

Fonte: Prépria do autor.
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Tabela 7 - Quadro da analise de variancia para o CPR do milho (ENSAIO IlI), considerando os fatores

variedade, bactéria e sua interagao.

Fonte de GL SQ Qm Fc Pr> Fc
variagao
Bloco 2 17.5 6.000 0.476 0.62441
Variedade 7 20172.3 4.000 156.269 0.00000
Bactéria 2 256.7 2.000 6.960 0.00229
Variedade * 14 815.8 5.000 3.160 0.00162
Bactéria
Residuo 46 848.3 3.000 - -
Total 71 22110.7 - - -

CV=1752%

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk): valor-p = 0,1827486

Fonte: Propria do autor.
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Tabela 8 - Quadro da analise de varidncia para o volume radicular (VR) do milho, considerando os fatores
variedade, bactéria e sua interacdo(ENSAIO I).

Fontede GL SQ QM Fc Pr>Fc variagao
Bloco 2 6.67 4 3.982 0.0246030
Variedade 11 88269 6 95.857 0.0000000
Bactéria 2 83.40 5  49.813 0.0000000
Variedade x22  43.71 3 2373 0.0054698
Bactéria
Residuo 52 43.53 2 — —

Total 89 1060.00 1 — —

CV=11,44%

Teste de normalidade (Shapiro-Wilk) Valor-p = 0.5052002

Fonte: Propria do autor.

Tabela 9 - Quadro da analise de variancia para o volume radicular (VR) do milho, considerando os fatores

variedade, bactéria e sua interacao(ENSAIO II).

Fonte de GL SQ QM Fc Pr>Fc
variagao

Bloco 2 M 3.000 1.097 0.34256
Variedade 7 2189 167.51 167.51 0.00000
Bactéria 2 1034 27715 277.15 0.00000
Variedade * 14 1257 6.000 4.831  0.00002
Bactéria

Residuo 46 855 2.000 - -

Total 71 3427 - - -

CV=7,67%

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk): valor-p = 0,2639364

propria do autor

Fonte:
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Tabela 10 - Quadro da analise de variancia para a massa seca da parte aérea (MSPA) do milho,

considerando os fatores variedade, bactéria e sua interagao(ENSAIO 1).

Fonte de G SQ Qm Fc p-valor

variagao L

Bloco 2 0,0164 0,0084 4,295 0,01877
7

Variedade 11 0,7322 0,0661 33,71 <0,0001

Bactéria 2 0,0474 10,0232 12,11 <0,0001

Variedade * 22 0,0926 0,0042 2,141 0,01262

Bactéria

Residuo 52 0,1024 0,0017

Total 89 10,9929

Coeficiente de variagao (CV): 16,39%

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk): p = 0,3686
Fonte:

Propria do autor

Tabela 11 - Quadro da analise de variancia para MSPA do milho, considerando os fatores variedade, bactéria
e sua interacdo (ENSAIO II).

Fonte de GL SQ Qm Fc Pr> Fc
variagao
Bloco 2 0.975 3.000 1.766 0.18239
Variedade 7 140.566 6.000 72.769 0.00000
Bactéria 2 2.924 5.000 5.298 0.00850
Variedade * 14 8.367 4.000 2.166 0.02499
Bactéria
Residuo 46 12.694 2.000 - -
Total 71 165.525 - - -

CV=1452%

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk): valor-p = 0,2297822

Fonte: Propria do autor
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Tabela 12 - Quadro da andlise de variancia para a massa seca da raiz (MSR) do milho, considerando os

fatores variedade, bactéria e sua interacdo (ENSAIO ).

Fontedevariaga G SQ Qm Fc Pr> Fc
L
Bloco 2 0,204 0,102 0,755 0,47505
Variedade 11 117,46 10,69 79,09 0,00000
Bactéria 2 8,787 4,394 32,52 0,00000
7

Variedade x 22 10,428 0,474 3,509 0,00010
Bactéria

Residuo 52 7,024 0,135 - -

Total 89 143,99 - - -

Coeficiente de variacao (CV) = 16,14 %

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk): p-valor = 0,0030

Fonte: Propria do autor.

Tabela 13 - Quadro da andlise de varidncia para MSR do milho, considerando os fatores variedade, bactéria e

sua interagcao (ENSAIO II).

For_|te ) de GL sSQ QM Fc Pr> Fc
varlagao
Bloco 2 161787 6 0.057 0.94447
Variedade 7 1080804659 5 109.177 0.00000
Bactéria 2 5429345 4 1.920 0.15824
Variedade * 14 65329303 5 3.300 0.00112
Bactéria
Residuo 46 65054104 2 - -
Total 1 1216779199 - -

CV = 15,86 %

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk): valor-p = 0,1240846

Fonte: Propria do autor.
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Tabela 14 - Quadro da analise de varidncia para o comprimento do colmo (altura)do milho, considerando os

fatores variedade, bactéria e sua interacdo (ENSAIO ).

Fonte de GL SQ Qv Fc Pr>Fc
variagao
Bloco 2 0,341 0,170 0,373 0,69072
Variedade 11 159,858 14,532 31,795 0,00000
Bactéria 2 1,406 0,703 1,538 0,22441
Variedade x 22 10,447 0,475 1,039 0,43859
Bactéria
Residuo 52 23,768 0,457 - -
Total 89 195,820 - - -

CV =13,34 %

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk): p-valor = 0,2100

Fonte: Propria do autor.

Tabela 15 - Quadro da andlise de variancia para o CC do milho (ENSAIO Il), considerando os fatores

variedade, bactéria e sua interagao.

Fonte de GL SQ Qm Fc Pr> Fc
variagao
Bloco 2 3.55 3.000 1.099 0.34188
Variedade 7 1419.69 65.000 25.590 0.00000
Bactéria 2 34.55 45.000 10.697 0.00015
Variedade * 14 46.84 3.000 2.072 0.03237
Bactéria
Residuo 46 74.28 2.000 - -
Total 71 1578.91 - - -

CV=1121%

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk): valor-p = 0,1419088

Fonte: Propria do autor.
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Tabela 16 - Quadro da andlise de variancia para o didmetro do colmo (DC) do milho, considerando os fatores

variedade, bactéria e sua interagao.

Fonte de variagado G SQ QM Fc Pr> Fc
L

Bloco 2 0,0047 0,02 0,621 0,54122
Variedade 11 0,9576 0,07 23,12 0,00000
Bactéria 2 00180 0,09 2,396 0,10105
Variedade x 22 0,0887 0,04 1,073 0,40349
Bactéria

Residuo 52 0,1951 0,04 - -

Total 89 1,2640 - - -

CV=12,77%

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk): p-valor = 0,0247

Fonte: Propria do autor.

Tabela 17 - Quadro da andlise de variancia para o DC do milho (ENSAIO Il), considerando os fatores

variedade, bactéria e sua interagao.

Fonte de GL SQ Qm Fc Pr> Fc
variagao
Bloco 2 0.00583 2.000 0.770 0.46874
Variedade 7 2.27319 6.000 85.769 0.00000
Bactéria 2 0.01000 5.000 1.321 0.27691
Variedade * 14 0.04556 3.000 0.859 0.60474
Bactéria
Residuo 46 0.17417 4.000 - -
Total 71 2.50857 - - -

CV =9,65%

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk): valor-p = 0,3685953

Fonte: Propria do autor.
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Tabela 18 - Quadro da analise de variancia para a massa seca do colmo (MSC) do milho, considerando os

fatores variedade, bactéria e sua interacdo (ENSAIO ).

Fonte de GL sSQ Qv Fc Pr>Fc
variagao
Bloco 2 0,000138 0,000069 0,211 0,8106
Variedade 11 0,169265 0,015388 47,021 <0,0001*
Bactéria 2 0,008882 0,004441 1,348 0,2687
Variedade x 22 0,021712 0,000987 0,988 0,4940
Bactéria
Residuo 52 0,051017 0,000981
Total 89 0,194414

CV=11,81%

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk): 0,000926

Fonte: Propria do autor.

Tabela 19 - Quadro da analise de variancia para MSC do milho, considerando os fatores variedade, bactéria e

sua interagcdo (ENSAIO II).

Fonte de GL sSQ Qv Fc Pr>Fc
variagao
Bloco 2 27.139 13.569,5 0,385 0,6826
Variedade 7 26.269.495  3.752.785 106,479 <0,0001*
Bactéria 2 550.033 275.016,5 7,803 0,0012*
Variedade x 14 1.692.196 120.871,1 3,430 0,0008*
Bactéria
Residuo 46 1.621.240 35.244.3
Total 71 30.160.102

CV =12,89 %

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk): valor-p = 9,503833 x 10~ ~

Fonte: Propria do autor.
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Tabela 20 - Quadro da analise de variancia para a quantidade de folhas (QF) milho, considerando os fatores

variedade, bactéria e sua interagao.

Fontedevariaga G SQ QM Fc Pr> Fc

L

Bloco 2 0622 0,31 0,846 0,43473
Variedade 11 43,48 3,93 10,75 0,00000
Bactéria 2 0422 021 0,574 0,56656
Variedade x 22 6,689 0,34 0,827 0,67997
Bactéria

Residuo 52 19,11 0,38 - -

Total 89 7032 - - -

CV =13,95%

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk): p-valor = 0,0067

Fonte:Prdpria do autor.

Tabela 21 - Quadro da andlise de varidncia para o QF do milho (ENSAIO Il), considerando os fatores

variedade, bactéria e sua interagao.

Fonte de GL SQ Qm Fc Pr>Fc
variagao
Bloco 2 0.750 2.000 0.787 0.46121
Variedade 7 142.986 6.000 42.873 0.00000
Bactéria 2 3.583 5.000 3.760 0.03072
Variedade * 14 10.639 4.000 1.595 0.11695
Bactéria
Residuo 46 21.917 3.000 - -
Total 71 179.875 - - -

CV=1112%

Teste de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk): valor-p = 0,2634112

Fonte:Propria do autor
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