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RESUMO

A agricultura no Brasil importa a maioria dos fertilizantes quimicos, o que eleva os custos de
producdo, uma nova linha de pesquisa tem surgido como alternativa viavel a esse problema, o
uso de promotores de crescimento, que permitem otimizar a eficiéncia de uso desses insumos.
Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das bactérias promotoras de
crescimento sobre o desenvolvimento inicial do milho. O experimento foi desenvolvido no
municipio de Anépolis. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados,
sendo quatro blocos, quatro tratamentos, com 10 repeti¢des cada. As unidades experimentais
foram constituidas de copos plasticos de 400 ml, preenchidos com 1/3 de areia e 2/3 de solo.
Os tratamentos foram: T1 — inoculagdo com Azospirillum brasilense; T2 - inoculagdo com
Bacillus subtilis; T3 - inoculacdo com A. brasilense e B. subtilis; T4 — testemunha (sem
inoculagdo). Para a inoculagdo das sementes foram utilizados para 1.000 sementes 1,0 ml de
inoculante para o A. brasilense e 2 mL para o B. subtilis, sendo acondicionadas duas sementes
por copo. Foram coletados os dados de emergéncia até¢ o 15° dia, em que as plantas foram
colhidas e avaliadas. Em seguida, as plantulas foram conduzidas para secagem em ar livre. As
analises realizadas foram porcentagem de germinacdo, tempo médio de germinagdo, massa
fresca e seca das plantulas, massa fresca e seca da raiz, comprimento de raiz e planta, diametro
do caule e altura de insercao da primeira folha. A inoculagdo de bactérias ndo apresentou
diferenca estatistica da testemunha para as variaveis comprimento radicular, didmetro de caule
e altura de insercdo da primeira folha, bem como o tempo médio de germinagdo. A co-
inoculacdo com B. subtilis e A. brasilense promoveu maior crescimento aéreo € maiores teores
de massa seca e fresca para raiz e parte aérea. Em relagao a taxa de germinagao, o tratamento
com B. subtilis isolado apresentou a maior taxa.

Palavras-chave: Bacillus subtilis; Azospirillum brasilense; Zea mays.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) ¢ uma Poacea de alta produtividade pertencente ao género Zea,
anual e monocotiledonea, que possui capacidade de armazenar grandes quantidades de energia,
tem carater monoico, ¢ alégama, podendo ter fecundagdo cruzada ou ao acaso. Tem grande
valor econdmico caracterizado pelas diversas formas de utilizacdo e esta presente em todas as
regides brasileiras (DEMETRIO et al., 2008; MAGALHAES et al., 2002). Apos o trigo € o
arroz, o milho € o cereal mais cultivado no mundo (FAO, 2018).

Segundo CONAB (2020), a area plantada em ha de milho grao segunda safra no Brasil
em 2020 foi de 13.757,3 mil ha, gerando uma produtividade de 75.054,5 mil t, o que
corresponde a um acréscimo de 2,6% da produtividade obtida no ano de 2019. Na safra
2018/2019 o Brasil faturou cerca de R$ 28,7 bilhdes exclusivamente em comércio externo do
grao de milho, movimentando em mercado interno outros bilhdes de reais (FIESP, 2019). O
milho ¢ considerado um alimento energético para a dieta humana e animal, devido a sua
composi¢ao predominantemente de carboidratos (amido) e lipideos (PAES, 2006).

A agricultura no Brasil importa a maioria dos fertilizantes quimicos utilizados nos
cultivos, em virtude do alto grau de importagdo, a demanda por fertilizantes apresenta um
impacto consideravel sobre a balanga comercial brasileira (DIAS; FERNANDES, 2006). Uma
nova linha de pesquisa tem surgido como alternativa viavel a esse problema, o uso de
promotores de crescimento, que permitem otimizar a eficiéncia de uso desses insumos através
do aumento do sistema radicular, auxiliando na absorcao de nutrientes e fixacao bioldgica,
desde que a associacdo entre a bactéria e a planta seja eficiente (REIS, 2007).

Galeano et al. (2019) trabalhando a inoculagdo com a bactéria Azospirillum brasilense,
notou que a mesma proporcionou maior teor de massa seca da parte aérea e de raizes, resultados
da quantificacdo de proteina mostraram que sementes inoculadas com a bactéria possuem
maiores concentracdes de proteinas totais. Rocha et al. (2019) testou o uso de 4. brasilense sem
uso de cobertura nitrogenada no milho em testes realizados em Bom Progresso — RS, e obteve
produtividades semelhantes a encontrada no tratamento com adubacdo convencional
recomendada, indicando a eficiéncia do mesmo em suprir as necessidades de N da planta.

Plantas inoculadas com A. brasilense apresentaram capacidade diferenciada de
transporte de elétrons e eficiéncia de assimilacao liquida de CO», em relagdo ao controle, em

todos os estadios analisados, além de influenciarem positivamente em parametros fisiologicos,



morfométricos e nutricionais do desenvolvimento do milho, contudo, ndo influenciaram na
produtividade final em trabalho desenvolvido por Brito (2019).

Ferreira (2018) concluiu que com uma dose 10,0 ml kg semente! de Bacillus spp.
obteve-se maior diametro de espiga e uma maior produtividade, evidenciando que o produto
nessa dosagem pode incrementar a produtividade da cultura. Os resultados referentes a matéria
seca da parte aérea, matéria seca da raiz e massa seca total para a cultura do milho com
inoculagdo de Bacillus subtilis foram superiores a testemunha em experimento conduzido em
casa de vegetagao por Chagas et al. (2017).

Balbinot (2018) utilizou isolados do género Bacillus spp. em inoculagdo nas sementes
do milho. Para altura de planta e diametro de colmo constatou que o isolado EB16 se
assemelhou a dose de 100% de nitrogénio; o isolado EB02 e EB16 obtiveram as melhores
respostas para didmetro de espiga e produtividade, sendo tao eficiente quanto a dose de 50% de
nitrogénio, indicando sua capacidade de promogao de crescimento.

Dada a importancia economica do milho e a intensa busca pelo seu aumento de
produtividade, sem aumentos elevados nos custos de produgdo, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito das bactérias promotoras de crescimento sobre o desenvolvimento inicial do

milho.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. IMPORTANCIA ECONOMICA

O milho ¢ uma cultura presente em todas as regides brasileiras e em todos os tipos de
propriedade, sendo bastante cultivado na pequena propriedade (SILVA; SOUZA, 2007). De
acordo com o Censo Agropecudrio Familiar de 2006 o mesmo representa uma importante
cultura para agricultura familiar, da producdo brasileira deste cereal no Brasil 48% tem como
origem estabelecimentos de agricultura familiar, assim classificado segundo aos critérios
estabelecidos na Lei 11.326/2006 (IBGE, 2006).

Nos tltimos 70 anos o Brasil obteve posi¢do de destaque com significativo avanco
tecnologico na produgdo de cultivares de milho, como exemplo, na safra 2010/2011 esteve a
disposi¢cao dos produtores de milho cerca de 400 cultivares indicadas para as mais diversas
regides do pais. O aumento da produtividade em areas ja tradicionalmente produtoras do grao,
vem como fruto de um intenso trabalho de pesquisa e investimento em tecnologia na cultura, e
um dos maiores desafios ¢ a adaptacdo das cultivares ao ambiente, de forma que possam
expressar todo o potencial produtivo (CRUZ, 2013).

O Brasil exportou na safra 2018/2019 41 milhdes t de milho, em uma média de R$
42,00 a saca de 60 kg, faturando cerca de R$ 28,7 bilhdes em comercio externo (FIESP, 2019).
As éreas de produgdo de milho segunda safra no pais aumentaram em 1,1 milhdo ha na safra
2018/2019, resultando em uma produtividade no Brasil de 73,8 milhdes t de graos, um
crescimento de 36,9% em comparacgdo a safra anterior. Este crescimento foi favorecido pelas
condi¢des ambientais favoraveis presentes, que possibilitaram o adiantamento do plantio da
soja e consequentemente do milho, entre eles o inicio do ciclo de chuvas antes do normal para
a época (CONAB, 2019).

Em funcao do potencial produtivo, composicao quimica e valor nutritivo, o milho ¢
um dos mais importantes cereais cultivados e consumidos no mundo. Devido a sua
multiplicidade de aplicagdes, na alimentagdo humana ou na alimentacdo animal, assume
relevante papel socioecondmico, além de se caracterizar como indispensavel matéria-prima de
diversificados complexos agroindustriais (FANCELLI; DOURADO NETO, 2000).

O crescimento e a produtividade do milho decorrem de muitos fatores, mas sdo
resultados do potencial genético do mesmo em reagir as condi¢cdes ambientais as quais estd
submetido e, por isso, conhecer as necessidades fisioldgicas e as caracteristicas morfologicas

do mesmo ¢ fundamental (RITCHIE et al., 2003).
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2.2. ORIGEM, MORFOLOGIA E FISIOLOGIA DO MILHO

O milho pertencente ao género Zea, espécie Zea mays L, familia Poaceae, ¢ uma planta
produtora de graos com ciclo anual e porte ereto, classificada como monocotiledonea
(MAGALHAES; SOUZA, 2015). Segundo Doebley (1990) o género Zea ¢ constituido por um
grupo de monocotiledoneas, algumas perenes e outras anuais, nativas da América Central e do
México, sem localidade exata definida.

Sua raiz ¢ classificada como fasciculada, e possui caracteristica de superficialidade, a
maior concentragdo se encontra 30 cm abaixo da superficie, as folhas sdo alternadas, opostas e
paralelinérveas, e o caule ¢ denso, apresentando fun¢do de sustentacdo, transporte de nutriente
e armazenamento. Classificado como uma espécie monoica e alégama, sua inflorescéncia se
divide em parte feminina (espiga) e parte masculina (penddo) que amadurecem em tempos
diferentes por meio de um processo chamado protandria (MAGALHAES et al., 1994).

Os estadios fenoldgicos da planta de milho, conforme seu desenvolvimento, sdo
divididos em vegetativo e reprodutivo. Em relagdo ao estagio vegetativo, o desenvolvimento ¢
acompanhado através da contagem de folhas, sendo V1 para uma folha plenamente expandida
e assim consequentemente até Vn, onde n ¢ a tltima folha plenamente expandida. O fim da fase
vegetativa ocorre com Vt, onde t ¢ a emissdo do penddo. A fase reprodutiva € representada pela
letra R, onde R1 representa o embonecamento e segue até R6, maturidade fisioldgica do grao
(MAGALHAES; DUROES, 2006).

Planta C4 que nao atinge saturacdo luminosa, o milho garante maior eficiéncia na
absorcao de radiacdo solar e producao de fotoassimilados para transformacgao em carboidratos,
quando comparado a plantas C3 (BLACKMAN; BLACK citado por CUNHA NETO, 2017).
Usualmente as cultivares deste cereal sdo classificadas quanto a duragao do seu ciclo produtivo
em super-precoce, precoce e tardios, essa classificacdo foi definida com base na exigéncia
térmica para que a planta complete seu ciclo (SANGOI et al., 2002).

De acordo com Fancelli e Dourado Neto (2000), a exigéncia em unidades térmicas ¢
de 780 a 830 UC (Unidades Graus Dias) para cultivares super-precoce, 831 a 890 UC para
cultivares precoce e, 891 a 1200 UC para cultivares com ciclos tardios. Conforme o mesmo
estudo, o milho tem varia¢des de exigéncias nutricionais e hidricas que dependem do estadio
fenoldgico da planta; a espécie Zea mays L possui uma demanda hidrica entre 450 a 600 mm
de 4gua ha! durante todo o ciclo da cultura para um pleno desenvolvimento, as fases que mais

necessitam de umidade para perfeito desempenho sdo a germinagdo, florescimento e

11



enchimento de grdos, déficit nessas épocas podem causar diminuicdo de estande e
produtividade.

Malavolta et al. (2002) e Borges (2006) observaram os seguintes valores de
macronutrientes exportados para os graos de milhos: 22,3 a 27,7 kg de nitrogénio (N); 21,3 a
23,2 kg de potassio (K), € 5,3 a 5,8 kg de fosforo (P), para a produgdo de 1,0 t de graos. Sendo
assim, o N representa o nutriente mais exigido pela cultura do milho. No estddio V3, onde a
planta determina seu potencial produtivo, com a definicdo de quantas fileiras e graos terdo a
espiga, a deficiéncia de N e P pode ocasionar perdas irreparaveis na produtividade da cultura
(MAGALHAES; DUROES, 2006).

O N ¢ o nutriente de manejo e recomendacdo mais complexos, em virtude da
multiplicidade de reagdes quimicas e bioldgicas a que esté sujeito e de sua grande dependéncia
das condi¢des edafoclimaticas para absor¢ao pela planta (CANTARELLA; DUARTE, citado
por MOTA et. al., 2015). Apenas uma parte do N mineral aplicado ¢ absorvido pelas plantas, o
restante ¢ perdido no sistema solo-planta-atmosfera por processos de lixiviagao, volatilizacao,
erosao e desnitrificacdo, tendo ainda uma fracdo que permanece no solo na forma organica
(VARGAS, 2010).

Assim, uma das principais ferramentas no manejo da lavoura para obter altas
produtividades € o uso assertivo de materiais com compostos nitrogenados ou que facilitem a
absor¢ao dos mesmos, sendo fundamental a utilizagdo de técnicas que proporcionem economia,
sem perda de produtividade agricola, incentivando o cultivo que ¢ de grande importancia no
pais para pequenos e grandes produtores (MOTA et al., 2015). Embora fundamentais a
produtividade, os fertilizantes quimicos apresentam valor elevado dentro do custo de producao,
sendo a maioria importados e de baixa eficiéncia de utiliza¢do pelas plantas (SOUSA et al.,
2016).

A substitui¢ao de pelo menos parte destes insumos quimicos consumidos na produgao
agricola por nutrientes supridos via fontes biologicas, torna-se altamente desejavel dentro dos
preceitos de uma agricultura sustentavel nas dimensdes econdmica, social e ecologica, que
minimizem a dependéncia dos insumos importados. Neste cenario, microrganismos promotores
do crescimento de plantas sdo indispensaveis para o planejamento de sistemas de manejo que

visem a otimizacao da produtividade agricola (SOUSA et al., 2016).
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2.3. O USO DE PROMOTORES DE CRESCIMENTO

Os bioestimulantes sao concebidos pela juncdo de diversas substancias e/ou
microrganismos, que podem ser aplicados nas plantas ou na rizosfera para estimular os
processos naturais de crescimento e desenvolvimento ou, aumentar a aquisi¢do de nutrientes,
tolerancia a estresses abidticos ou a produtividade das plantas (CALVO et al., 2014).

Devem ser considerados os beneficios dos mesmos por menor poluicdo ambiental que
resulta da producao e utilizacdo de fertilizantes nitrogenados, bem como pela reducao na
emissdo de gases de efeito estufa. Desse modo, além da economia para os agricultores, o uso
de inoculantes contribui para o ambiente e pode ser objeto de negociacdes futuras no comércio
de créditos de carbono (CORREA et al., citado por CUNHA et al., 2014).

Existe uma ampla gama de bactérias que operam na promog¢ao de crescimento, de
maneira direta ou indireta. As bactérias promotoras do crescimento em plantas (BPCP) podem
ser classificadas como rizosféricas, endofiticas ou de vida livre e, apesar dos diferentes nichos
ecologicos, podem utilizar os mesmos mecanismos para promover o crescimento das plantas,
as mesmas sao encontradas na rizosfera, nos tecidos das plantas ou no solo (LOBO, 2018).

As BPCP atuam no desenvolvimento e crescimento da planta de varias maneiras,
sendo as mais relevantes sdo fixacdo bioldgica de nutrientes; producdo ou degradagdo de
hormdnios (citocininas, giberilinas, auxinas e etileno); solubilizagdo do fosfato, além de
atuarem como agente biologico controlador de patogenos e pragas. Acredita-se que a promogao
de crescimento ¢ resultado de todos esses recursos trabalhando agrupados alterando a
arquitetura radicular e foliar (HUNGRIA, 2011).

Entre os géneros existentes, alguns se destacam por ter uma grande importincia na
escala de produgao de graos, como por exemplo, varias espécies de Azospirillum, que produzem
diferentes giberelinas e auxinas que sao responsaveis pelo aumento do crescimento vegetal apds
a inoculagdo e, diversas bactérias do género Acetobacter diazotrophicus, e Bacillus spp. que
produzem substancias do tipo giberelina (GUTIERREZ-MANERO et al. citado por SOUSA et
al.,, 2016). Em resumo, as bactérias estdo sempre associadas com agricultura atuando nao
somente na promoc¢ao de crescimento e fixagdo de N atmosférico como também no biocontrole

de doencas em milho (MARIANO et al., 2013).
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2.3.1. Azospirillum spp.

Hall; Krieg (1984) descreveram as bactérias do género Azospirillum como gram-
negativas, aerobicas, no formato de bastonetes uniflagelados, com movimento de caracteristica
vibratdria e padrao flagelar misto. Essas bactérias quebram a tripla ligacdo que existe entre os
dois atomos de N, transformando-o em amonia, forma utilizavel de nitrogénio (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Atualmente, vinte espécies ja foram descritas, entre as quais A. brasilense
¢ uma das mais estudadas, detendo um grande numero de pesquisas desenvolvidas com milho
(FUKAMI et al., 2018). O A. brasiliense, tem a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico e
produzir hormdnios vegetais, sendo bactérias endofitica facultativa, colonizando tanto o interior
quanto a superficie das raizes (NOVAKOWISKI et al., 2011).

Segundo Dartora et al. (2013), quando em quantidades necessarias associados com as
plantas, o A. brasiliense estimula o crescimento radicular, assim como a densidade e o
surgimento de raizes laterais, aumentando a area de absor¢do de nutrientes e agua, e a
permeabilidade da raiz. O mesmo eleva a resisténcia a condi¢des adversas e atua na producao
de hormonios de plantas, como a auxina, giberelina e citocinina, aumentando a biomassa da
parte aérea e da raiz, assim como a area de substrato para microrganismos simbioticos benéficos
(PERES, 2014).

Apesar das diferentes condigdes experimentais, diversos trabalhos relatam
incrementos de produtividade de graos de milho sob inoculag¢do de 4. brasilense (GALINDO
et al., 2019; CAPRIO, 2017; OLIVEIRA et al., 2017; MULLER et al. 2016). Aratjo et al.
(2014b) montaram um experimento no Estado do Piaui, e relataram que o niimero de espigas
foi maior com o uso de inoculante e a aplicagdo de 150 kg ha! de N. Hungria et al. (2010)
realizaram trabalhos em duas localidades no Estado do Parana, um em Londrina e outra em
Ponta Grossa, e registraram que o aumento na produg¢io de grios variou entre 443-823 kg ha!
com o uso de A. brasilense, em comparacdo com o tratamento ndo-inoculado.

Existem divergéncias entre os resultados da proposta de combinagdo de inoculagio de
A. brasilense com aplicagdo de N. Para Coelho et al. (2017), ndo da para assegurar bons
resultados da inoculagdo de A. brasilense com total remog¢do da adubacdo nitrogenada.
Resultados positivos para os componentes de produg¢do foram observados ao combinar doses
parciais de N com o inoculante (GARCIA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017). J& Zeffa et al.

(2018), relatam nao so6 a falta de beneficios ao conciliar as praticas de inoculacdo e aplicagao
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de fertilizante nitrogenado, como também a influéncia negativa deste no desempenho das
bactérias.

Um trabalho a campo na Estacdo Experimental da EPAGRI de Campos Novos,
realizado por Parizotto; Pandolfo (2013) demonstrou nao haver diferenca significativa entre os
tratamentos inoculados e a testemunha no rendimento e no peso de mil graos da cultura do
milho. Silva (2013) observou que a inoculagdo a base de A. brasilense associada a aplicacao de
nitrogénio mineral ndo propiciaram incrementos nos rendimentos de graos, em um trabalho a
campo no municipio de Lages - SC.

Essa inconsisténcia dos resultados ¢ uma das principais limitagdes a utilizacdo do
Azospirillum na cultura do milho, e surge devido a variagdo na metodologia de condug¢ao dos
ensaios e a complexidade da associagdo, a qual depende de fatores como material genético das
plantas, interagdo com a bactéria, condi¢cdes edafoclimaticas e a combinagao de demais técnicas
de manejo em campo. Diante destas varidveis, a performance das plantas pode ser bastante

afetada (REVOLTI et al., 2018; BARTCHECHEN et al., 2010).

2.3.2. Bacillus spp.

As bactérias desse género sdo variaveis quanto ao tamanho e formas, entretanto as
principais caracteristicas sdo a estrutura em bacilos gram-positivos, aos pares ou em cadeias
com extremidades arredondadas ou angulos retos, que formam endosporos e portanto sao mais
resistentes aos fatores adversos (MELLO, 1998); sua notoriedade se da pela tolerancia a baixas
temperaturas, sua habilidade de conservar-se no solo por longos periodos até ocorrer condigdes
ambientais favoraveis para sua germinacdo e perdurar em condi¢cdes adversas de pH
(KLOEPPER, citado por BALBINOT, 2018).

Um dos géneros mais diversos pertencente a microbiota do solo, o Bacillus possui
capacidade de interagir com diferentes plantas, podendo multiplicar-se em diferentes rizosferas
por se alojar no filoplano, rizoplano e tecidos internos (SILVA et al., 2008). O desenvolvimento
de plantas mediado por Bacillus ¢ realizada por meio de varios mecanismos, como a produgao
de fitohormonios estimuladores do crescimento, a inibi¢do da sintese de etileno, a producao de
siderdforos e antibiodticos, a mobilizagdo do fosfato, a indugao de resisténcia das plantas, além
da fixacao bioldgica de nitrogénio (LIMA et al., 2011).

Por apresentar tantas caracteristicas benéficas, o género Bacillus ostenta o maior niimero de

produtos microbianos disponiveis para comercializacao (BATISTA, 2017). A capacidade do género
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Bacillus em promover o crescimento vegetal foi demostrado em diversos trabalhos. Braga Junior
(2015) verificou que isolados de B. subtilis foram capazes de propiciar o desenvolvimento de soja e
feijdo caupi, produzindo maiores valores de biomassa. Quando testados em plantas de alface, por
Freitas et al. (2003), isolados de rizobactérias dos géneros Bacillus, também demonstraram poder
favorecer melhor desenvolvimento vegetal.

O crescimento do sistema radicular por B. subtilis pode ser induzido, devido a sua
capacidade de regulacdo hormonal das plantas através da sintese de auxina, giberilina e citocinina,
além de terem demonstrado agdo contra nematoides (TSAVKELOVA et al., 2006; PERSELLO-
CARTIEAUX et al., 2003). Os principais mecanismos associados a a¢do de B. subtilis no controle
desses patdgenos envolvem a reducdo da eclosdo de larvas juvenis e da atratividade das raizes, em
razao da producao de toxinas e alteracao dos exsudatos radiculares, além da indugao de resisténcia
sistémica na planta hospedeira (FERNANDES et al., 2014).

Entre as espécies pertencentes a esse género de bactérias, B. subtilis, B. amyloliquefaciens e
B. cereus s3o as espécies mais eficazes no controle de doengas de plantas, através de varios
mecanismos (FRANCIS et al., 2010). Houve aumento significativo para o acimulo de N na parte
aérea e na leitura de clorofila com a inoculagdo de B. subtilis em estudo desenvolvido por Lima et al
(2011), as maiores produtividades de graos foram encontradas com a utilizagdo de doses iguais ou
superiores a 120 kg ha™ de N com o uso da inoculagio; a inoculacio das sementes com B. subtilis,
associada a adubagdo nitrogenada, melhorou o desenvolvimento e aumentou a produtividade de graos
do milho.

Araujo (2008) observou que a inoculagdo de B. subtilis em milho aumentou o teor de N nas
folhas em aproximadamente 150% quando comparado com a testemunha, segundo 0 mesmo autor,
o incremento no acimulo de N no tecido foliar demonstra que existe alguma influéncia microbiana
na disponibilizacdo deste nutriente para a planta. O uso de B. subtilis apresentou resultados
significativos no acimulo de biomassa na cultura do milho, em estadio inicial de crescimento vegetal,
segundo experimento em casa de vegetacdo realizado por Braga Junior (2015). O uso desse
microrganismo no cultivo do milho ainda perpassa pela avaliagdo mais profunda de fatores que
podem interferir em sua completa desenvoltura, para que os produtores tenham maior seguranca de

investir nessa tecnologia.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no municipio de Andpolis, entre as coordenadas
geograficas, Latitude 16°20'47.25"S e Longitude 48°56'35.05"0, com altitude 1.062 m. O clima
da regido ¢ classificado de acordo com Kdppen, como Aw (tropical com estacdo seca) com
minima de 18 °C e méxima de 32 °C, com chuvas de outubro a abril, precipitacao pluviométrica
média anual de 1.450 mm e temperatura média anual de 22 °C. O solo utilizado ¢ classificado
como Latossolo Vermelho distréfico, com textura média (30% argila).

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, sendo quatro
blocos constituidos de quatro tratamentos e 10 repeti¢des, todos com a variedade de milho
hibrido KWS 8774 PRO3. Os tratamentos foram assim delimitados: T1 — inocula¢ao com A.
brasilense; T2 - inoculagdo com B. subtilis; T3 - inoculagdo com A. brasilense e B. subtilis; e
T4 — testemunha (sem inocula¢do). Durante a realizag¢ao do trabalho, as unidades experimentais
foram constituidas de copos plasticos de 400 ml (Figura 1).

O solo da camada superficial (primeiros 10 cm de profundidade) passou por peneiragao
para o uso. Para o preenchimento dos copos utilizou-se mistura de duas partes de solo e uma
parte de areia, posteriormente foi realizada a adubagio equivalente a 40 Kg ha! de N, 100 Kg
ha!de P>Os e 60 Kg ha! de K»O. A inoculagio das sementes ocorreu cerca de 30 minutos antes
da semeadura, sendo utilizado 1,0 ml de inoculante para 1.000 sementes para o A. brasilense e
2 ml inoculante para 1.000 sementes para o B. subtilis, conforme adaptacao da recomendagao
por ha.

As sementes tratadas ficaram acondicionadas em sacos plésticos vedados para ndo
ocorrer contamina¢do com microrganismos presente na atmosfera. Os inoculantes aplicados
foram NodusGreenAZ® com A. brasilense estirpe AbV5 e AbV6 e o Biobaci Premium®,
composto de B. subtilis BV-09.

Realizou-se a semeadura a 2,0 cm de profundidade, sendo acondicionadas duas
sementes por copo totalizando 20 sementes por parcela. Apos a semeadura aplicou-se irrigagao,
a qual se procedeu diariamente, mantendo na condicdo de campo a umidade das parcelas
experimentais.

Coletou-se os dados de emergéncia até o 15° dia (Figura 1), em que as plantas foram
coletas e lavadas em agua corrente para a realizacdo das demais analises. Efetivou-se as
avaliacdes biométricas das plantulas sendo comprimento de raiz e plantula (cm) com o auxilio

de uma régua, didmetro do caule (mm) com o uso do paquimetro e altura de insercao da 1° folha
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(cm) a partir de régua. Com os dados de emergéncia realizou-se o célculo da porcentagem de
germinagdo pela formula proposta nas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 1992), e o
tempo médio de germinacao. Com auxilio de balanca aferiu-se a massa fresca da parte aérea e
raiz (g), em seguida, as plantulas foram acondicionadas em sacos de papel e conduzidas para
secagem em ar livre, sendo determinada a massa seca de parte aérea (MSPA) e raiz (MSR) em
gramas.

Os dados coletados foram tabulados e submetidos a andlise de variancia ANOVA e a
comparacdo das médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade realizada com o uso do

software SISVAR® (FERREIRA, 2014).

FIGURA 1 — Detalhe das unidades experimentais e visdo panoramica do experimento de

inoculagdo de bactérias promotoras de crescimento em sementes de milho, Anapolis, GO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para variavel comprimento de parte aérea, o tratamento com uso conjunto das bactérias
A. brasilense e B. subtilis apresentou o melhor desempenho, indicando o potencial da
combina¢do em promover o crescimento. Os tratamentos com uso isolado de A. brasilens e B.
subtilis, ndo apresentaram diferenca estatistica para a combina¢do das duas bactérias e para a

testemunha, sendo este 0 menor desempenho observado (Tabela 1).

TABELA 1 — Comprimento de parte aérea e radicular, didmetro do caule e altura de inser¢ao

da primeira folha em plantulas de milho, Anépolis, GO.

Bactérias Comprimento (cm) Diametro de Altura da 1°

Parte Aérea Raiz Caule (mm) Folha (cm)
Azospirillum brasilense 8,7440 ab~ 12,2880 a 4,052 a 2,0810 a
Bacillus subtilis 10,1402 ab 14,2712 a 4,432 a 2,2725 a
A. brasilense + B. subtilis 11,0710 a 15,3237 a 4,667 a 2,3350 a
Testemunha 7,5442 b 11,7277 a 3916 a 2,0725 a

*Letras iguais na coluna ndo apresentam diferenga significancia no teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O maior valor apresentado pela co-inoculagdo tem correlagdo com a concentragao de
hormonios vegetais, que ¢ favorecida com a presenca das bactérias e tem a funcdo de acelerar
o desenvolvimento dos tecidos, como descrito em trabalho conduzido por Tien et al. citado por
Kleinschmitt (2018) que encontraram o acido indol-acético, giberelinas e citocininas como
resultado da presenca de bactérias via inoculagdo. Avaliando o crescimento de parte aérea do
milho com inoculacdo de BPCP, Muzzuchelli et al. (2014) também encontrou diferencga
significativa para tratamento composto pela co-inoculacdo de 4. brasilense e B. subtilis em
relagdo aos demais que ndo diferiram entre si. No mesmo trabalho ainda ¢ relatado o efeito
positivo da inoculagdo isolada de A. brasilense na produtividade do milho, aumentando 21%
em relagdo ao controle sem inoculagao.

Resultado semelhante foi observado por Buchelt et al. (2019), que ao inocular
sementes de milho com os bioestimulantes ProGibb 400®, Stimulate® e com a bactéria B.
subtilis em diferentes dosagens encontrou diferenca para crescimento aéreo entre o tratamento
inoculado com o produto comercial ProGibb 400® e os demais, aumentando o crescimento da
plantula e massa seca no inicio do desenvolvimento.

A andlise biométrica para comprimento de raiz demostrou que a inoculagdo com

bactérias isoladas ou em conjunto nio apresenta diferenga em comparagdo a testemunha sem
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inoculacdo (Tabela 1), assim como para didmetro do caule. A inexisténcia de efeito da
inoculacdo no desenvolvimento do milho também ¢ relatada por Lima (2018), que testando o
rendimento da cultura do milho em resposta a inoculagdo com A. brasilense associado a
diferentes plantas de cobertura e doses de N, aferiu que a inoculagdo ndo apresentou beneficios
ao desenvolvimento, corroborando com os resultados encontrados no presente experimento.

De acordo com Martins et al. (2016), apesar da ativagdo de rotas metabodlicas do
processo de divisdo celular, o aumento no volume e diferenciagcdo celular para a cultura do
milho promovidos pelos inoculantes, ndo foi possivel identificar diferenca entre os tratamentos
para diametro do caule, em experimento com o inoculante comercial Feriactyl®. J& o
experimento desenvolvido por Dartora et al. (2013b) evidenciou efeito na inocula¢do por 4.
brasilense sobre o diametro basal do colmo do milho nas fases vegetativa e reprodutiva,
proporcionando maior didmetro basal para combinagao de estirpes de A. brasilense em relagao
a testemunha de 15% na fase vegetativa.

Quanto a altura de inser¢@o da primeira folha ndo houve efeito da inoculacao, em geral
esta ¢ uma caracteristica ligada ao hibrido selecionado para o plantio e, ndo aos manejos
empregados, sendo portanto, esperado ndo haver diferenga com a inoculagdo para esta variavel.

O tempo médio de germinagdo em dias ndo apresentou diferenca com a presenga das
bactérias conforme elucidado na Tabela 2. O tempo demandado pelas sementes foi considerado
alto para o hibrido utilizado, fator que pode estar relacionado as condi¢des climaticas
encontradas na época de plantio (inicio do més de agosto de 2020), cujo as médias de
temperatura foram baixas para normal da regido Centro Oeste (Figura 2). Baixas temperaturas
no plantio, geralmente, restringem absor¢do de nutrientes do solo e causam lentiddo no
crescimento da plantula (SANGOI et al. citado por MAGALHAES; SOUZA, 2015), o que vai
de acordo com os resultados nao significativos encontrados para crescimento de raiz e diametro

do caule.

TABELA 2 — Tempo médio de germinacdo e porcentagem de germinacdo de sementes de

milho sobre auséncia e presenca de diferentes bactérias, Anapolis, GO

Bactérias Tempo 1\/I~ed10.de Germinacao %
Germinacao (dias)
Azospirillum brasilense 9,6500 a* 70,0000 ¢
Bacillus subtilis 8,9250 a 73,7500 a
A. brasilense + B. subtilis 8,6750 a 68,7500 d
Testemunha 9,3000 a 72,5000 b

*Letras mintsculas iguais na coluna ndo apresentam diferenga 5% de significancia no teste de Tukey.
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FIGURA 2 — Temperaturas didrias, maximas ¢ minimas, no més de agosto de 2020 em

Anépolis — GO

O B. subtilis inoculado isoladamente apresentou o melhor percentual da germinacao
de sementes em comparagdo aos demais tratamentos. Os tratamentos com a presenca de 4.
brasilense obtiveram desempenho abaixo do observado pela testemunha, indicando um possivel
efeito ocasionado pela temperatura da época na germinagao de sementes. De acordo com Eckert
et al. (2001), dependendo da espécie, a temperatura 6tima de crescimento pode variar de 28 a
41°C, para estirpes de 4. brasilense, sendo assim, as condigdes de temperatura no inicio da
instalacdo do experimento com médias abaixo de 28°C podem ter inativado o efeito da bactéria
sobre as sementes. Em contra partida ao testar combinagdes de doses de N com bactérias
diazotroficas, o trabalho efetuado por Araujo et al. (2014a), contestou a influéncia sob a
germinacdo e ndo encontraram diferenca entre o controle e os demais tratamentos.

Em relagdo ao acumulo de matéria fresca e seca da parte area e raiz (Tabela 3), o
tratamento com a co-inoculacao das bactérias A. brasilense e B. subtilis apresentou os maiores
valores para média (g), seguido pelo tratamento com B. subtilis. O acimulo de biomassa sob
efeito de inoculagdo de B. subitilis, composto por trés cepas (UFTBs 01, UFTBs 02, UFTBs
03) em milho, foi maior quando comparado a testemunha em trabalho desenvolvido em casa de

vegetacao por Braga Junior (2015), em estadio inicial de crescimento.
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TABELA 3 — Massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca radicular (MFR), massa seca

da parte aérea (MSPA) e massa seca radicular (MSR) em gramas para plantulas de milho,

Anépolis — GO

Tratamentos MFPA MFR MSPA MSR

Azospirillum brasilense 13,3471 ¢ 54,1758 ¢ 49720 ¢ 15,9120 ¢
Bacillus subtilis 18,5810 b 57,6912 b 6,1123 b 16,4580 b
A. brasilense + B. subtilis 20,1112 a 61,8109 a 6,7721 a 16,9840 a
Testemunha 10,1856 d 50,1237d 4,1230d 14,5380 d

*Letras mintsculas iguais na coluna nao apresentam diferenca 5% de significancia no teste de Tukey.

Galeano et al. (2019) observou massa seca da parte aérea e de raizes maior com
inoculagdo da estirpe de A4. brasilense MAY12 e inoculante comercial, em experimento
realizado em laboratério, corroborando com os resultados encontrados no presente trabalho.
Carvalho et al. (2019) em trabalho desenvolvido em laboratorio, testou o desenvolvimento das
plantulas de milho inoculadas com duas cepas de B. subtilis sobre estresse hidrico induzido por
polietilenoglicol, e observou que o ambas as cepas produziram aumento de matéria seca de raiz
em compara¢ao a testemunha, assim como aumento no volume de raizes mais grossas.

O experimento desenvolvido, demostra a habilidade promissora das bactérias
promotoras de crescimento B. subtilis e A. brasilense. Ha necessidade de novas pesquisas para
aprimorar o processo de inoculacdo e compatibilidade entre diferentes cultivares com as
bactérias em questdo, visando a permanéncia dos mecanismos bacterianos de promocao do
crescimento de plantas a nivel de campo, que ndo foram aferidos nesse trabalho. Ademais, ¢
necessario um estudo mais aprofundado sobre as possiveis interferéncias das condigdes

climaticas sobre os efeitos das BPCP.
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5. CONCLUSAO

A inoculagdo com bactérias promotoras de crescimento das espécies 4. brasilense ¢ B.
subtilis, isoladas ou em conjunto, ndo influenciaram o comprimento radicular, diametro de
caule e altura de insercdo da primeira folha, bem como o tempo médio de germinagdo. A co-
inoculacdo com A. brasilense e B. subtilis promoveu maior crescimento aéreo das plantulas
germinadas, maior teor de massa seca e fresca para raiz e parte aérea. O tratamento com B.

subtilis isolado apresentou maior porcentagem de germinagao.
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