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RESUMO

A soja e o milho estdo difundidos no mundo inteiro, tendo grande importancia
econbmica no Brasil. As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas habitam o solo e
com frequéncia sdo isoladas da rizosfera de diversas plantas cultivadas. As bactérias do género
Bacillus possuem grande potencial para serem usadas como agentes de controle bioldgico,
mantendo assim a viabilidade das sementes. Portanto, O objetivo desta pesquisa foi avaliar a
inoculacdo de bactérias promotoras de crescimento (Bacillusspp.) no desenvolvimento da
cultura do milho e soja.As bactérias utilizadas nesse trabalho fazem parte da biblioteca de
microrganismos do Laboratorio do Solo da Universidade Estadual do Norte do Parana. Estas
foram isoladas de amostras de solo de trés anos de adubo biologico. Das cepas isoladas foram
selecionadas trés (3) bactérias do género Bacillus, que foram denominados no trabalho de
Isolados 1, 2 e 3. Os trabalhos foram realizados com as culturas da soja variedade BMX
POTENCIA e milho variedade KWS 9004.0s tratamentos utilizados no experimento de soja e
milho estdo expostos na (Tabela 1). A inoculacdo das bactérias foram realizadas antes do plantio
das culturas.As aplicacGes dos tratamentos foi realizada momentos antes do plantio das culturas,
ambas as sementes foram tratadas a sombra, num volume de calda de 800 mL/100 kg de
sementes. Em todos os tratamentos, inclusive a testemunha foi realizada a aplicacdo do
Fungicida/Inseticida Standak Top na dose de 2,0 mL/100 kg de sementes. Foram realizadas
avaliacGes quanto a analise quimica realizada na pods-colheita da soja e do milho, analise de
atributos microbiologicos do solo, parametros de crescimento da planta (parte aérea, raiz e
produtividade). O objetivo desta pesquisa foi avaliar a inoculagdo de bactérias promotoras de
crescimento (Bacillusspp.) no desenvolvimento da cultura do milho e soja.Pode se concluir que
na soja observou a interacdo no fator PH e na mineralizacdo de P e K, ocorreu um aumento na
populacdo microbiana no tratamento B3-2, porem dentre os tratamentos observa se uma queda de
rendimento no tratamento B1-2.No milho observou uma interacdo com o fator P e K que se
mostraram significante com relacdo a testemunha porem sem diferirem entre os tratamentos
inculados, ocorreu também um acrescimo na populacdo microbiana nos tratamentos B1-2 e B2-1,
com um aumento de produtividade no tratamento B2-1.A inoculacdo de Bacillus spp.
demonstrou resultados distintos nas cultura de soja e milho, ha necessidade de mais ensaios com
as bactérias (Bacillus spp.) tais como protetores de células que mantenham viaveis no periodo de
germinacdo da semente e outros variaveis ambientais que podem interferir na sobrevivéncia das
bactérias, no entanto, ha grande potencial para desenvolvimento de inoculante comercial.

Palavra-chave: Rizobactérias;Bactérias Promotores de crescimento de Plantas; Inoculantes
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ABSTRACT

Soybean and corn have spread worldwide, playing and important role in the economy of Brazil.
Plant growth-promoting rhizobacteria are present in the soil and are frequently isolated from the
rhizosphere of several crops. Bacteria of the genus Bacillus have great potential to be used as
biological control agents, keeping the seed viability. Therefore, the objective of this work was to
evaluate the agronomic efficacy of the application of plant growth-promoting bacteria Bacillus
spp. in the composition of the soil in fields of soy bean and corn crops and in crops previously
chemically protected. The bacteria used in this work are part of the collection of microorganisms
of Laboratorio do Solo of Universidade do Norte do Parana. They were isolated from samples of
soil which had undergone biological fertilization for three years.. From the isolated strains, three
bacteria of the genus Bacillus were here named isolates 1, 2, and 3. Treatments were performed
in soy bean cultivar BMX POTENCIA, and corn cultivar KWS 9004. Treatment sused in the
soybean experimentare exposed in (Table 1).Bacteriahad been inoculated before seeding.
Treatment applications were performed before seeding. Both seeds were treated in shadow, with
a mixture volume of 800 mi/100 kg of seed. All treatments, including control, received an
application of fungicide/insecticide Standak Top at 2,0 ml/100kg. Evaluations included chemical
analysis in post-harvest of soy bean and corn, soil microbiological attributes, plant-growth
parameters (aerial part, roots, and productivity). The objective of this research was to evaluate the
inoculation of growth promoting bacteria (Bacillus spp.) In corn and soybean development. It
can be concluded that in soybeans it was observed the interaction in the PH factor and the
mineralization of P and K, there was an increase in the microbial population in the B3-2
treatment, but among the treatments it was observed a drop in yield in the B1-2 treatment.In the
maize, it was observed an interaction with the factor P and K that were significant in relation to
the control, but did not differ among the inoculated treatments, there was also an increase in the
microbial population in the treatments B1-2 and B2-1, with an increase of productivity in the
treatment B2-1.The inoculation of Bacillus spp. demonstrated different results in soybean and
maize cultures, there is a need for further testing with bacteria such as cell protectors that
maintain viable in the period of seed germination and other environmental variables that may
interfere in the survival of the bacteria, however, there is great potential for commercial
inoculant development.

Key words: Rhizobacteria; Plant Growth Promotion Bacteria; Inoculants.
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1. INTRODUCAO

A cultura da soja e do milho séo atividades agricolas em crescente expansdo no Brasil.
Cultivadas em todo o pais essas culturas sdo usadas tanto diretamente como alimento, quando
para usos alternativos como, por exemplo, na fabricacdo de ragdo animal, 6leos e combustivel.
Atualmente as regides com maior producdo no Brasil sdo as regides Sul (28,4%) e Centro Oeste
(47,0%). No sul a lideranga é do Parand com producéo safra 2017/2018 de 19.170 mil toneladas
de milho (16,1%) e 12.023 mil toneladas de soja (14,2%) e no Centro Oeste, Mato Grosso, com
producdo de 32.306 mil toneladas de soja (27,1%) e 26.132 mil toneladas de milho (30,7%)
(EMBRAPA, 2018; CONAB, 2018).

Visando maior aumento na produtividade, e diminuicdo dos custos para o produtor,
tém-se buscado alternativas para a redugdo do uso de insumos e agrotdxicos. Uma alternativa
eficaz € o0 uso de inoculantes, de baixo custo, com rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas (COELHO et al., 2007). As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas séo
bactérias que habitam o solo e com frequéncia sdo isoladas da rizosfera de diversas plantas
cultivadas para promover crescimento nas plantas associadas. Entre os géneros mais estudados
destacam-se Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum, Rhizobium, SerratiaeAzotobacter (ZAADY et
al., 1993; RODRIGUES; FRANCA, 1999; ARAUJO, 2008).

Os efeitos desses microrganismos sobre o desenvolvimento das plantas sdo amplos,
incluindo os efeitos benéficos na germinacdo de sementes, emergéncia de plantulas e
crescimento das plantas, por disponibilizacdo de nutrientes e producdo de fitohorménio de
crescimento (LAZARETTI; BETTIOL, 1997).

A utilizacdo de espécies de Bacillus como promotoras de crescimento e agente de
controle bioldgico para diversas culturas agricolas proporciona um método atrativo, eficiente e
ambientalmente menos agressivo que defensivos e fertilizantes quimicos, o0 que torna a préatica da
utilizacdo de bioagentes uma alternativa mais sustentavel no ambito econémico e ambiental
(SHAFI et al., 2017).

Sendo assim, produtos a base de bactérias do género Bacillus, podem ser utilizadas
almejando o aumento da produtividade do milho e da soja, beneficiando assim o
desenvolvimento das mesmas.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar ainfluéncia da inoculacdo na semente de

(Bacillusspp.) no desenvolvimento da cultura do milho e soja.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Culturada Soja

A soja (Glycine max L) estd difundida no mundo inteiro, tendo grande importancia
econbmica. No Brasil € o carro chefe da produgdo e vem ganhando ainda mais espaco pelo alto
valor de mercado e diferente gama de produtos gerados a partir de seus grdos. No pais, foi
produzido o montante de 118,8 milhdes de toneladas da oleaginosa na safra 2017/2018
(CONAB, 2018). O complexo da soja possui grande poder de geracdo de renda e empregos, nos
mais variados setores da cadeia produtiva. Atualmente, o Brasil estd no posto de maior
exportador de soja no cenario mundial, ficando atrds dos EUA apenas no quesito produtividade
(FIESP, 2017 apud FERRER, 2017).

Na safra 2017/2018 a producdo mundial do gréo foi de 336,699 milhdes de toneladas
em uma area total de 124,580 milhGes de hectares (USDA, 2018). No Brasil a producéo da soja
alcancou a marca de 118,885 milhdes de toneladas, ficando com o posto de segundo maior
produtor mundial, atras apenas dos Estados Unidos que produziram dois milhGes de toneladas a
mais que o Brasil. O Parana foi o segundo maior produtor de soja do Brasil, com 19,170 milhdes
de toneladas (16,1%), ficando atras do Estado de Mato Grosso com 32,306 milhdes de
toneladas(27,1%)(CONAB, 2018).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) a industria
brasileira transforma anualmente cerca de 30,7 milhdes de toneladas de soja, produzindo 5,8
milhdes de toneladas de 6leo comestivel e 23,5 milhdes de toneladas de farelo protéico. Além
disso, a soja e o farelo de soja brasileira possuem altos teores de proteina, o que permite sua
entrada em mercados extremamente exigentes como os da Unido Européia e do Japdo (MAPA,
2018).

Como as demais culturas, a soja enfrenta problemas fitossanitarios que comprometem a
produtividade, bem como a qualidade final do produto. A Organizacdo Mundial para
Alimentacdo e Agricultura (FAO) considera que os fitopatdgenos (agentes causais de doengas)
sdo responsaveis por 13,3% das perdas na producdo agricola, o que fica claro que ha necessidade
urgente de aprimoramento do manejo de doencas na cultura da soja (FAO, 2017).

Com a expansdo do cultivo da soja surgiram no Brasil os problemas fitossanitarios com
cerca de 40 doencas causadas por nematoides, bactérias, virus e, principalmente, fungos
(HENNING, 2009).



2.2 Cultura do Milho

A populagdo mundial, atualmente, é de 7,6 bilhdes de pessoas, podendo alcangar a
marca de 8,6 bilhGes até 2030, e de 9,8 bilhdes em 2050, com esse ritmo o planeta deve chegar
em 2100 com 11,2 bilhdes de seres humanos, alcangando um crescimento de 47,3% em relagédo
ao presente, conforme a Organizacdo das Nacgdes Unidas (ONU, 2017) e, consequentemente a
demanda de alimentos devera ser duplicada até o final da primeira metade do século (DAGIQS,
2018).

O Brasil possui, atualmente, cerca de 61,2 milhGes de hectares cultivados, destinados a
producédo de cereais, leguminosas e oleaginosas, com uma estimativa de colheita para o ano de
2018, de aproximadamente 226,1 milhdes de toneladas. Onde o milho (Zea mays) que ocupa
cerca de 16,6 milhdes de hectares produzindo em torno de 85,8 milhdes de toneladas, reducéo de
7,3% na producdo em relacdo ao ano de 2017, conforme Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2018).

O sucesso no estabelecimento de uma cultura depende do solo e do ambiente, que deve
ser adequado a germinacdo da semente, emergéncia da plantula e seu desenvolvimento
(DELMOND, 2009). Além disso, Mialhe (2012) reforma que o sucesso da cultura a ser instalada
depende em grande parte, da qualidade do material de propagacdo, que este seja corretamente
selecionado, apresentando alto poder germinativo, excelente vigor e ndo esteja contaminado por

pragas e doencas.

2.3 Tratamento de sementes

O tratamento de sementes & usado principalmente com a finalidade de permitir a
germinacdo de sementes infectadas, controlar patégenos transmitidos pela semente e proteger as
sementes de fungos fitopatogenicos do solo (HENNING et al., 1991). Além de conferir protecdo
as sementes, o tratamento das mesmas oferece garantia adicional ao estabelecimento da lavoura a
custos reduzidos (HENNING, 2005).

Alguns fungos patogénicos transmitidos pelas sementes sdo economicamente
importantes, pois constituem fontes de inoculo para o desenvolvimento de doencas e podem
interferir na emergéncia e estabelecimento das culturas. A préatica recomendada para o controle
desses patogenos é a aplicacdo de fungicidas sintéticos no tratamento de sementes, que se tornou
indispensavel para garantir a sanidade das mesmas. Porém, estudos recentes alertam para 0 uso

excessivo de fungicidas, que podem ocasionar efeitos adversos na salde humana e na



diversidade de microrganismos. Assim, a conscientizagdo ecoldgica globalizada exige alimentos
mais naturais, o que tem levado ao aprimoramento de medidas de controle integrado, através do
uso de métodos alternativos para a utilizacdo de sementes livres de residuos toxicos (SOUZA et
al., 2003).

O processo de inoculacdo tradicional consiste em aplicar a bactéria nas sementes, desta
forma, logo ap6s a germinacdo a bactéria penetra na radicula, coloniza fixando nitrogénio
atmosférico. A utilizacdo da inoculacéo via sulco permite que o inoculante seja injetado por um
sistema de aplicacdo acoplado a semeadora, no mesmo momento e operacdo da semeadura. Os
tratamentos de sementes sdo distribuidos em camadas sobre a semente e o inoculante é
distribuido no solo, diretamente no sulco de semeadura (LOBO; NOGUEIRA, 2014).

O avanco da tecnologia no tratamento de sementes, além de agroquimicos, o uso de
bioprotetores tém crescido na agricultura nacional. Isso possibilita a utilizacdo de muitos outros
microrganismos como inoculantes, destacando os Trichodermas sp., Pseudomonas sp.,
Agrobacterium sp e Bacillus sp, que vem no intuito de reduzir a utilizagdo de pesticidas
sintéticos, 0s riscos aos operadores e 0S possiveis prejuizos a0 meio ambiente (MERTZ et al.,
2008).

2.4 Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (RPCP)

As rizobactérias sdo constituintes da microbiota rizosferica e podem ser classificadas
como deletérias, benéficas ou neutras, conforme seus efeitos sobre o desenvolvimento das
plantas. S&o capazes de estimular o desenvolvimento das plantas, com a producdo de substancias
promotoras de crescimento (BAREA et al., 1983); e outros mecanismos, 0s quais ainda ndo estao
totalmente esclarecidos

Existem relatos da promocédo de crescimento por rizobactérias em varias culturas, tais
como: soja (ARAUJO; HUNGRIA, 1999), milho (BABALOLA et al., 2003; GHOLAMI et al.,
2009), trigo (LUZ, 2001), feijdo (SILVEIRA et al., 1995), arroz (BENEDUZI et al., 2008;
RODRIGUES et al., 2008), tomate (FREITAS; PIZZINATTO, 1991; BERNABEU et al., 2015;)
e alface (GOMES et al., 2003; CHAMANGASHT et al., 2012). Nos casos citados, a promo¢ao
do crescimento esta ligada a fatores como a maior producéo de grdos, maior germinacdo em casa
de cultivo e no campo, melhor absorcdo dos nutrientes, aumento tanto no peso seco quanto na
altura dos cultivares dentre outros (RATZ, et al, 2017).

O estimulo ao crescimento das plantas proporcionado pelas rizobactérias esta

relacionado também a outros fatores, como a diminuicdo na incidéncia e inibicdo de crescimento



de fitopatdgenos ou outros microrganismos deletérios (GUERREIRO, 2008). A promog¢do do
crescimento das plantas pela diminuigdo da incidéncia de doengas podem se dar pela inibigdo
direta do crescimento do patdégeno (FREITAS; PIZZINATTO, 1997; RAAIJMAKERS et al.,
1997; OWEN; ZDOR, 2001) e pela inducdo de resisténcia sistémica (FRIDLENDER et al.,
1993; NANDAKUMAR et al., 2001), entre outras maneiras.

Bactérias do solo, especificamente bactérias rizosféricas, podem ser eficientes no
controle de doengas causadas por fungos fitopatogénicos (OEDJIJONO; DRAGAR, 1993;
ANDRADE et al., 1998).

2.4.1 Bactérias promotoras de crescimento

As bactérias promotoras de crescimento podem ser utilizadas para tratamento de
sementes, explantes e mudas micropropagadas, incorporadas ao substrato de plantio, tratamento
de estacas, tubérculos e raizes, pulverizacdes na parte aérea incluindo folhagem e frutos, e em
pos-colheita (MARIANO et al, 2004).

Os primeiros trabalhos realizados com bactérias promotoras de crescimento no Brasil
(STEIN, 1988; FREITAS, 1989) testaram Pseudomonas fluorescents para aumentar o
crescimento de plantulas de tomateiro e cafeeiro em condicdes de casa de vegetacdo. Desde
entdo, varios estudos tém avaliado o efeito benéfico da utilizacdo dessas bactérias.

As bactérias promotoras de crescimento atuam promovendo diretamente o crescimento
pela producdo de &cido cianidrico, fitohorménios, enzimas como a ACC-deaminase,
mineralizacdo de nutrientes, solubilizacdo de fosfatos, fixacdo do nitrogénio e aumento da
absorcao pelas raizes, entre outros (CONNet al., 1997; LAZAROVITS; NOWAK, 1997).

A promocéo de crescimento € considerada indireta quando a planta esta sendo infectada
por um patégeno e as bactérias promotoras de crescimento atuam como agentes de controle
biologico através da producdo de acido cianidrico, bacteriocinas e antibioticos, competicdo por
espaco, Fe™ e outros nutrientes, parasitismo, inducdo de resisténcia e protecdo cruzada. As
principais bactérias promotoras de crescimento sdo encontradas entre as Pseudomonas spp. nao
fluorescentes e fluorescentes; espécies de Bacillus, Streptomyces, Rhizobium, Bradyrhizobium,
Acetobacter,Herbaspirilu, Agrobacterium radiobacter, Entero bactercloacae e Burkholderia
cepacia, entre outras (MARIANO et al., 2004).

O efeito de rizobactérias, dentre as quais podemos destacar as do género Bacillus sobre

o desenvolvimento de plantas sdo amplos, incluindo os efeitos benéficos na emergéncia e



promocdo de crescimento (SCHISLER, 2004), como também no antagonismo a fungos
fitopatogénicos (ARAUJO et al., 2005) e nematdides fitopatogénicos(NEIPP; BECKER, 1999).

O controle biolégico no Brasil iniciou na década de 40 mas o biocontrole com bactérias
€ mais recente. Existem varias revisdes sobre o assunto embora sem especificar agentes
bacterianos de biocontrole (BETTIOL, 1996, 1997, LUZ, 1993b; MARIANO, 1993;
MICHEREFF; MARIANO, 1993).

A auséncia de especificidade e 0s riscos para a saude humana e para 0 ambiente
apresentados pelos defensivos agricolas sintéticos acentuam a necessidade de ferramentas como
o controle biolégico na otimizaco dos sistemas de agricultura sustentavel (BATISTA JUNIOR,
et al. 2002).

2.4.2 Bacillus spp.

De acordo com o banco de dados “Listof Prokaryotic Nameswith Standing in
Nomenclature” existem atualmente 336 espécies e sete sub-espécies de microrganismos do
género Bacillus com descri¢ao valida de acordo com o manual de Bergey’s, que sistematiza a
classificacdo taxondmica de procariotos (EUZEBY, 2017). Este importante género de
microrganismo, pertencente ao reino Bactéria, filo Firmicutes, classe Bacilli e ordem Bacillales,
foi descrito primariamente por Cohn (1872), quem nomeou a espécie tipo como Bacillus subtilis.
A etimologia que nomeia o género provém do latim Bacillus, uma palavra masculina que designa
a morfologia da célula, remetendo a forma de bastdo ou bastonete, normalmente arranjado em
colénias (MADIGAN et al., 2016).

Bactérias do género Bacillus sdo Gram-positivas e podem ser aerdbias facultativas ou
anaerdbias. Sao resistentes ao calor e a outros agentes destrutivos (STANIER, 1969). Podem
oxidar uma ampla faixa de compostos organicos e em alguns casos sdo fermentativas. A maioria
delas tem exigéncias nutricionais simples, requerendo no maximo alguns aminoécidos ou
vitaminas B como fatores de crescimento (STANIER, 1969). Formam enddsporos -
caracteristica que as coloca entre os esporulados — e apresentam a habilidade de produzir
antibiotico (FREITAS; PIZZINATTO, 1997). A formacdo de enddsporos aumenta a resisténcia
aos fatores adversos. Dessa forma, podem ser armazenados, como inoculantes, por um periodo
mais longo, e possuem maior tempo de permanéncia no solo, além da facilidade de aplicacéo.

As bactérias do género Bacillus sdo habitantes naturais do solo. Essas bactérias formam
enddsporos e sobrevivem por longos periodos em nichos ecologicos especificos, além de

apresentarem diferentes mecanismos de acéo para contornar as defesas dos patdgenos, tornando-



se grandes aliadas no controle biolégico (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010). Bactérias do
género Bacillus possuem grande potencial para serem usadas como agentes de controle
bioldgico, pois mantém sua viabilidade quando estocadas por longos periodos (PETRAS;
CASIDA, 1985).

A promogdo de crescimento ocasionada por B. subtilisé consequéncia do aumento da
fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de nutrientes, sintese de fitormdnios e melhoria das
condicdes do solo. Além dos beneficios indiretos pela supressdo deste ambiente contra
microrganismos maléficos (MANJULA; PODILE, 2005). Adicionalmente, a associacdo benéfica
proporciona o aumento fisiolégico de metabolitos que desencadeiam a sensibilidade do sistema
radicular as condicbes externas, proporcionando a facilitagdo da percepcdo e absorcdo de
nutrientes (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010). Isolados de B. subtilis também tem a
capacidade de conduzir a regulacdo hormonal de plantas, como relatado por Tsavkelovaet al.
(2006) e Persello-Cartieauxet al. (2003), governando assim, o controle do crescimento radicular
pela sintese de auxina, giberelina e citocinina.

Os mecanismos de acdo das bactérias do género Bacillus ainda ndo foram totalmente
elucidados, mas deve-se dar atencdo aos componentes resultantes do metabolismo secundéario
para esclarecer se os beneficios da inoculagdo partem do microrganismo em si ou de seus
metabdlitos (ARAUJO; HENNING; HUNGRIA, 2005), esta, talvez, é a resposta de porque o
género Bacillus beneficia tantas culturas sob diferentes condi¢cdes ambientais (KILIAN et al.,
2000).

Um dos entraves para a consolidacdo do controle biologico a base de Bacillus é a
formulacéo para uso comercial (MERTZ; HENNING; ZIMMER, 2009), mas os beneficios desse
agente sdo evidentes, tanto na promocdo de crescimento quanto no controle de algumas
enfermidades (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010).

O emprego de Bacillus, ou seus metabdlitos, podera contribuir, ainda, com fitorménios
e sinais moleculares, incrementando o crescimento das raizes, a hodulacéo e as taxas de fixacédo
do N e reduzindo a suscetibilidade a estresses hidricos (CATTELAN et al., 1995).

O género possui grande potencial biotecnologico e apesar de algumas espécies
produzirem toxinas problematicas a saude humana e animal, muitas espécies de Bacillus podem
ser empregadas na producdo de antibioticos, enzimas e outros metabdlitos de interesse para
industria farmacéutica, de alimentos e agricola (BANAT et al., 2000; BALCAZAR; ROJAS-
LUNA, 2007; SOROKULOVA et al., 2008; YOU et al.; 2013).

Algumas espécies de Bacillus, como B. firmus (GENG et al., 2016), B. cereus
(ZHANG, 2016) e B. subtilis (RAO et al., 2017) foram reportadas como altamente efetivas no



controle de nematoides parasitas de plantas. De forma geral, as endotoxinas produzidas por estes
microrganismos interferem no ciclo reprodutivo dos nematoides, reduzindo a ovoposicédo e
eclosdo de juvenis. Assim, estas linhagens de Bacillus atuam como biocontroladores da
populacdo de nematoides e podem ser empregados no manejo de diversas culturas para reduzir
os efeitos deletérios causados pelo parasita (GENG et al., 2016; ZHANG et al., 2016; CIANCIO
et al., 2016; RAO et al., 2017).

Assim, a utilizacdo de espécies de Bacillus como promotoras de crescimento e agente
de controle bioldgico para diversas culturas agricolas, proporciona um método eficiente e
ambientalmente menos agressivo que defensivos e fertilizantes quimicos, o que torna a pratica da
utilizacdo de bioagentes uma alternativa mais sustentavel no ambito econémico e ambiental
(SHAFI et al., 2017).

2.5 Controle Bioldgico de Doencas

De acordo com Melo; Azevedo (1998) e Romeiro (2007), o controle bioldgico é uma
técnica aplicada a reducdo da populacdo de uma espécie-alvo que tem potencial de provocar
danos econdmicos, além de ser recomendado para reduzir as populacdes de insetos pragas, e
combater plantas daninhas, patdgenos de plantas, nematoides, entre outros.

A utilizacdo de microrganismos para fins de controle bioldgico de doencas em plantas
tem sido estudada no mundo inteiro, porém atualmente ainda estd sendo pouco utilizada nos
campos de producdo, por questdes como a falta de conhecimento, falta de informacdes e falta de
resultados disponiveis podem ser 0s principais motivos pelo qual o controle bioldgico ndo esta
difundido nos campos (SCHAFER, 2017).

O controle biolégico em plantas tem como objetivo principal manter em niveis de
equilibrio as populacdes de organismos vivos presentes no solo, com o uso de inimigos naturais
como forma de controle de moléstias ou doencas que trazem reducdo da produtividade das
plantas (SCHAFER, 2017).

O Bacillus subtilis tem mostrado grande importancia como agente de biocontrole
(LANNA FILHOet al., 2010) pois além de aumentar a biomassa da parte aérea, reduz a
reproducdo dos nematoides formadores de galhas em raiz de tomate, apresentando potencial para
uso em programas de manejo integrado (ARAUJO e MARCHESI, 2009).

O potencial de exploracdo comercial de isolados de B. subtilis para formulacdo de
bionematicidas é elevado, em razdo de a bactéria produzir substancias nematoxicas que alteram

0s exsudatos radiculares, aliada a habilidade de sobreviver no solo (VAZ; LOPES, 2011).



Segundo Souza; Debastiani (2015) hé viabilidade na utilizacdo de produtos bioldgicos a

base de Bacillus subtilis para o controle do nematoide das galhas.

2.6 Populagdo Microbiana do solo

O solo é constituido por cinco componentes principais: agua, ar, materiais inorganicos e
organicos e organismos Vvivos. As proporc¢des de cada componente sdo variaveis, dependendo da
origem do solo, das condi¢cdes ambientais, do tipo de vegetacdo e do uso e manejo do solo
(ALEXANDER, 1980).

O componente liquido e gasoso representam em média, cada um, 25% do volume total
do solo. Os materiais inorganicos contribuem com pouco menos do que a metade desse volume.
A representatividade dos materiais organicos varia de 3 a 6% do volume total do solo, enquanto
gque 0Ss organismos Vivos representados por pequenos animais (mesofauna) e pelos
microrganismos (microbiota) contribuem com menos de 1% desse volume (DROZDOWICZ,
1991, SIQUEIRA et al., 1994).

A biomassa microbiana sendo integrante do compartimento da matéria orgéanica do solo
diretamente influenciado por fatores bioticos e abioticos, de tal forma que respostas a mudancas
nos sistemas de uso e manejo do solo pode ser detectavel muito mais rapidamente pela biomassa
microbiana e seus metabdlitos, principalmente devido ao tempo de ciclagem da matéria organica
(GAMA-RODRIGUESet al., 2005).

A influéncia das plantas sobre a biomassa microbiana pode ser direta, como no caso do
efeito seletivo da rizosfera (NEAL et al., 1973), ou indireta, por meio das fontes de C
provenientes dos residuos culturais, que podem ser mais ou menos biodisponiveis a
decomposicdo enzimética pelos microrganismos (HERMAN et al, 1977; RAHN;
LILLYWHITE, 2001). Por outro lado, muitas vezes o crescimento microbiano pode ser limitado
pela escassez de nutrientes encontrados no solo, mas a adicdo de fontes de C ou N pode
aumentar a biomassa e, com isso, imobiliza-los na sua constituicdo celular (GRAHAMet al.,
2002).

A atividade da microbiota do solo pode ser avaliada de diversas formas, como pela
medicdo da sua biomassa, da atividade de certas enzimas no solo, medidas da respiracdo basal
(TOTOLA; CHAER, 2002), entre outras. Assim como outros processos metabdlicos, a
respiracdo € dependente do estado fisiologico da célula microbiana e é influenciada por diversos
fatores do solo como, a umidade, a temperatura, a estrutura, a disponibilidade de nutrientes, a

textura, a relacdo C/N, a presenca de residuos organicos, entre outros. Altas taxas de respiragdo
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podem indicar tanto um distdrbio ecolégico como um alto nivel de produtividade do

ecossistema.

3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Fazenda Escola da Universidade Estadual do Norte do
Parand (UENP), Campus Luiz Meneghel (CLM), no municipio de Bandeirantes/PR. Foi
conduzido ensaio na cultura de soja, na area com coordenadas geograficas S 23° 06" 24,77 e W
50° 21’ 37,36” com altitude de 439 metros e ensaio na cultura de milho, na area com
coordenadas geograficas S 23° 06" 40,77 e W 50° 21" 31,84"" altitude de 441 metros ao nivel
do mar. O solo de classificacdo LATOSSOLO VERMELHO Eutréfico.

As Dbactérias utilizadas nesse trabalho pertencem fazem parte da biblioteca
microrganismos do Laboratorio de Microbiologia do Solo da Universidade Estadual do Norte do
Parana. Estas foram isoladas de amostras de solo com aplicacéo de trés anos de adubo bioldgico.

Das cepas isoladas foram selecionadas trés (3) bactérias do género Bacillus, que foram
denominados no trabalho de Isolados 1, 2 e 3.

A inoculacdo das bactérias foi realizada 10 minutos antes da semeadura, as sementes
foram tratadas a sombra, num volume de calda de 800 mL/100 kg de sementes volume
considerado suficiente para realizar uma boa cobertura das sementes. O tratamento foi realizado
em sacos plasticos, a quantidade tratada foi de2,00 quilogramas de sementes em cada tratamento,
apos as sementes terem sido tratadas, foram colocadas em sacos de papel e mantidos a sombra.

Em todos os tratamentos, inclusive a testemunha foi realizada a aplicacdo do
Fungicida/Inseticida Standak Top na dose de 2,0 mL/100 kg de sementes.

A cultura da soja foi instalada no sistema de plantio direto dia 20/10/2016, na densidade
de 13 sementes por metro, no espacamento de 45 cm entrelinhas, utilizou-se a variedade BMX
POTENCIA, com aracdo, gradagem onde as sementes foram semeadas com o auxilio de
plantadeira modelo bicicleta. Juntamente com a semeadura efetuou-se uma adubacdo de base
com 300 quilogramas por hectare do adubo formulado (NPK) 00-10-10.

A cultura de milho foi instalada no sistema de plantio direto no dia 22/01/2017, na
densidade de trés (3) sementes por metro linear, no espacamento de 50 cm entrelinhas, utilizou-
se a variedade KWS 9004, com aracdo, gradagem onde as sementes foram semeadas como o
auxilio de plantadeira modelo bicicleta. Juntamente com a semeadura efetuou-se uma adubacao

de base com 250 quilogramas por hectare do adubo formulado (NPK) 10-18-18.
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A colheita de soja foi realizada no dia 26/02/2017, colhendo-se a area quatro (4) metros
lineares por parcela e também foi obtido o peso de 200 grédos. No momento da colheita os gréos
estavam com 13% de umidade.

A colheita de milho foi realizada no dia 30/05/2017, colhendo-se a area 2m por parcela
e também foi obtido o peso de 200 grdos. No momento da colheita os grdos estavam com 13%
de umidade.

A coleta do solo para analises quimicas e microbioldgicas foi realizada logo ap6s a
colheitados ensaios sendo 7sub-amostras coletadas por parcela onde foram homogeneizadas e
acondicionadas em sacos plasticos e transportadas em caixa térmica ao Laboratério de
Microbiologia do Solo, da UENP/CLM. Nas avaliaces quimicas foram realizadas as analises de
rotina para macronutrientes, matéria organica e pH. Nas analises microbiologicas foram
avaliados Carbono da Biomassa Microbiana (CBM), Respiracdo basal (RBS), Quociente
metabolico (qCO;) e Quociente microbiano (qMIC). Todas as coletas consistiram de amostras
retiradas na profundidade de 0 — 10 cm, onde cada amostra foi constituida por 7sub-amostras
retiradas em pontos aleatorios dentro de cada parcela.

3.1. Delineamento Experimental

O delineamento experimental nas duas culturas (soja e milho)foi em bloco ao caso, com
sete (7) tratamentos e quatro (4) repeticdes parcelas medindo 3,0 metros de largura e 6,0 metros
de comprimento, perfazendo uma area de 18,0 m2.. Os tratamentos consistiram de testemunha,
trés espécies de bactérias do Bacillus spp. com duas doses diferentes de tratamento na semente
(Tabela 1).

Tabela 1.Tratamento de sementes com bactérias promotoras de crescimento de plantas na
cultura da soja e do milho e a concentracdo utilizada.

. Concentracéo Dose mL/100 kg de sementes
TRAT.  Descrigao UFC mL* Soja Milho
T Testemunha - - -
B1-1 Bacillusspplsolado 1 1x10° 10,0 80,0
B1-2 Bacillusspplsolado 1 1x10° 20,0 100,0
B2-1 Bacillusspplsolado 2 1x10° 10,0 80,0
B2-2 Bacillusspplsolado 2 1x10° 20,0 100,0
B3-1 Bacillusspplsolado 3 1x10° 10,0 80,0

B3-2 Bacillusspplsolado 3 1x10° 20,0 100,0
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3.2. Atributos Quimicos e Microbioldgicos do Solo

3.2.1. Determinacdo de pH e Nutrientes quimicos

Apds secar as amostras de solo ao ar, foram determinados o pH em CaCl, 0,01 M, P,
ca®*, Mg¥, K, e APF*. Os teores de Ca**, Mg®* e APF* foram extraidos com KCI 1 N e
determinados por absorcéo atdémica (Ca** e Mg?*) e titulagdo com NaOH 0,025 M (AI**); P e K*
foram extraidos com o extrator Mehlich-1 e determinados por espectrofotometria de ionizacéo de
chama (K*) e pelo método do azul de molibdénio (P), conforme Embrapa (2009).

3.2.2. Determinacéo de Matéria Organica

A matéria organica do solo pode ser definida, em sentido amplo, como organismos
Vivos, residuos de plantas e animais pouco ou bem decompostos, que variam consideravelmente
em estabilidade, susceptibilidade ou estagio de alteracdo. Nos solos tropicais, 0s atributos fisico-
quimicos da matéria organica sdo essenciais para a manutencdo da saude dos ecossistemas dos
quais fazem parte (QUIMICA, 2018).

A determinacgéo obedece a equacéo:

N Pm

%M0=( )xlOO

S
Onde:

%MO= matéria organica em porcentagem,

Pm= massa ap0és ser submetida a combustao,

Ps= massa total ou inicial.
3.2.3. Determinacado da Saturacéo por bases

Denomina-se saturacdo por bases (V%) a soma das bases trocaveis expressa em

porcentagem de capacidade de troca de céations:

. SB

Onde:

SB = soma de bases

CTC = capacidade de troca catidnica

&) na formula utiliza-se o valor da “CTC total” (EMBRAPA, 2010).
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A saturagdo por bases é um excelente indicativo das condicdes gerais de fertilidade do
solo, sendo utilizada até como complemento na nomenclatura dos solos. Os solos podem ser
divididos de acordo com a saturagdo por bases: solos eutroficos (férteis) = V%>50%; solos
distroficos (pouco férteis) = V% < 50%. Alguns solos distroficos podem ser muito pobres em
Ca®*, Mg* e K* e apresentar teor de aluminio trocavel muito elevado, chegando a apresentar
saturacdo em aluminio (m%) superior a 50% e nesse caso sao classificados como solos alicos
(muito pobres): Al trocavel > 3mmol; € Mm% > 50%.

A maioria das culturas apresenta boa produtividade quando no solo é obtido valor V%
entre 50 e 80% e valor de pH entre 6,0 e 6,5 (EMBRAPA, 2010).

3.2.4. Determinacao do Carbono Organico Total (COT)

O valor do COT foi calculado com base no volume de sulfato ferroso amoniacal gasto
na titulacdo dos brancos e da amostra. A partir da equacdo pode-se determinar a quantidade de
carbono organico total da amostra em dag kg™. (1) em que, A - Volume calculado (mL); MSF -
Molaridade do Sulfato Ferroso (mol L™), e Pa - Peso da amostra (mg) (MENDONCA &
MATQS, 2005).

A x MSF x 3 x 100
CoT =
Fa

Onde:
A - Volume calculado (mL);
MSF - Molaridade do Sulfato Ferroso (mol L™), e

P, - Peso da amostra (mg).

3.2.5. Determinacdo da Biomassa de Carbono Microbiano (C_BMS)

O carbono da biomassa microbiana do solo (C-BMS) foi determinado pelo método de
fumigacao-extracdo indireta (FEI) proposta por Silvaet al. (2007a). As amostras de solo de cada
um dos tratamentos foram separadas e pesadas (20 g) em duplicatas, sendo uma para fumigacao
e outra para ndo fumigacéo.

A fim de possibilitar o rompimento da membrana biolégica dos microrganismos e a
liberacdo do conteudo celular ao meio, as amostras foram fumigadas em dessecador contendo

béquers com 50 mL de cloroférmio livre de etanol (CHCI3). O dessecador foi internamente
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recoberto com papel toalha umedecido e tampado, sendo posteriormente submetido a vacuo por
4 minutos e incubado por 24 horas em ambiente escuro (VANCE et. al., 1987).

Apos esse periodo de incubacdo, o dessecador foi aberto para possibilitar aeracdo e, em
seguida, novamente submetido a vacuo por 4 minutos, sendo esse procedimento repetido de 5 a 6
vezes para a eliminac&o do cloroférmio.

A extracdo do CBMS foi efetuada com 50mL de solucdo de sulfato de potassio (K;SO,)
0,5 M sob agitacdo a 175 rpm por periodo de 50 minutos e filtrado em papel quantitativo para
obtencdo do extrato.

A determinag&o do teor de CBMS foi realizado por titulometria (WALKLEY; BLACK,
1934, modificado por TEDESCO et. al., 1995) foram transferidos 8 mL dos extratos filtrados
para erlenmeyers de 250 mL, adicionando 2 mL de solucdo de dicromato de potassio (K,Cr,0y7)
0,066 M e 10 mL de &cido sulfurico concentrado (H,SO,) P.A.

Apos resfriamento foram acrescentados 70mL de agua deionizada, 5 mL de acido
fosférico concentrado (H,PO,4) P.A. e 4 gotas de difenilamina ((C¢Hs)2NH) 1% (m/v) em H,SO4
P.A., sequido de titulacdo com sulfato ferroso amoniacal [(NH4).Fe(SO,)..6H,0] 0,033 M.

Por este método, ocorre a oxidacdo do C orgénico a CO; e H,O por ion de dicromato de
potassio (K,Cr,07) 0,066 M em meio forte acido. Com a reacdo descrita, é considerado que o
dicromato consumido € equivalente ao C presente na amostra e o excedente titulado com solugéo
padronizada de sulfato ferroso amoniacal.

Onde a determinacao do carbono dos extratos fumigados e ndao fumigados foi calculado
de acordo com a equacéo abaixo:

Equacéo:

V, — V,.M.0,003.V;. 106
C(mgC Kg~lsolo) =
K.V,

onde:

C = carbono extraido do solo;

Vp (mL) = volume de sulfato ferroso amoniacal gasto na titulacdo da solucéo controle (branco);
V. (ML) = volume de sulfato ferroso amoniacal gasto na titulacdo da amostra;

M = molaridade exata do (NH,), Fe(SO4),.6H-0;

V1 (mL) = volume do extrator (K,SQO,) utilizado;

0.003 = miliequivante do cabono

Ps (g) = massa de solo seco.

Por meio da subtragdo entre os teores de carbono do solo fumigado e ndo fumigado, pode-se

obter o carbono da biomassa microbiana, sendo calculado conforme a equacao 2:
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Equacdo 2:
BMS mg kg—) = Z_C
c
onde:
BMS = biomassa de carbono microbiano do solo em mg de C por kg de terra (ou pg.g™);
FC = fluxo obtido da diferenca entre a quantidade de C (mgkg™) recuperada no extrato da
amostra fumigada e a recuperada na amostra nao fumigada;
kc = fator de correcéo.
O fator de correcdo (kc) em situacBes que exijam maior exatiddo devera ser calculado
para cada tipo de solo. Como para os solos do Brasil o fator ainda ndo foi determinado, pode-se
utilizar o valor 0,33 preconizado por Sparling; West (1988), a fim de expressar a fracdo do C da

BMS recuperada apds o processo de fumigacao-extragdo.

3.2.6. Determinacdo da Respiracdo Basal do Solo (RBS)

Segundo a Embrapa (2007), o célculo da respiragdo basal do solo é dado pela Equacao

abaixo:
(Vp— Vg).M.6.1000)
P
RBS(mg de C—CO,Kg~1soloh™1) = r;
Onde:

RBS — Carbono oriundo da respiracdo basal do solo;

Vp (mL) — Volume de acido cloridrico gasto na titulacdo da solucdo controle (branco);
V. (ML) — Volume gasto na titulacdo da amostra;

M — Molaridade exata do HCI;

Ps (g) — Massa de solo seco e

T — Tempo de incubacdo da amostra em horas.

3.2.7. Determinacdo do Quociente Metabolico do solo (qCO5)

0O gCO;, ¢ a razdo entre a respiracdo basal do solo por unidade de carbono da biomassa
microbiana do solo conforme descrito por SILVA et al., (2007), e tem sido usado para estimar
eficiéncia do uso de substrato pelos microrganismos do solo, podendo ser utilizado como
sensivel indicador de estresse quando a C_BMS ¢ afetada. O célculo qCO.da respiracdo basal do

solo € dado pela equacdo abaixo:
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‘o RBS(mg C-CO0,Kg~1solo h™1)
-1 -1y —
q 2(mg C—CO,g~"BMS—-Ch™") BMS — C(mg(;[{g—lsolo) x 10_3

Onde:

gqCO, — Quociente metabolico do solo;

RBS — Respiracéo basal do solo e

BMS-C — Carbono da biomassa microbiana do solo.

O quociente metabolico (qCO,) é a razdo entre a respiracdo basal e a biomassa
microbiana do solo por unidade de tempo (ANDERSON; DOMSCH, 1993). Ele expressa quanto
de CO, é liberado pela biomassa microbiana em funcdo do tempo, representando a taxa de
respiracdo especifica da biomassa microbiana (ALVESet al., 2011).

3.2.8. Determinacao do Quociente Microbiano (qMIC)

O quociente microbiano (qMIC) representa a relacdo entre o carbono da biomassa
microbiana (BMS-C) e o carbono organico total (COT). Essa relagdo tem sido utilizada como
indicador da qualidade da matéria orgénica do solo, indicando a quantidade de carbono organico
que estd imobilizado na biomassa e demonstrando, ainda, a eficiéncia dos microrganismos na
utilizacdo dos compostos organicos (SILVA et al., 2010).

O gMIC reflete o percentual de reserva do carbono orgéanico total no solo, e pode-se
perceber que areas com baixa atividade microbiana apresentam baixos valores de quociente
microbiano, indicando menor reserva de compostos organicos nessas areas (CARNEIRO et al.,
2009). Altos indices de gqMIC indicam que a matéria organica do solo € ativa e esta sujeita a ser

decomposta pela microbiota.

3.2.9. Avaliacdo agronémica

Foram realizadas avaliaces agrondmicas, como, altura de 10 plantas escolhidas
aleatoriamente medido da base da planta até o meristema apical, comprimento de raiz sendo
medido da base da planta até o meristema radicular, peso fresco da parte aérea e raiz sendo

amostradas 5 plantas por parcela, peso de grdos e produtividade em kg/ha.

3.3. Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e aplicado o Teste de

Tukey, para a comparacdo das médias ao nivel de 5,0% de probabilidade, utilizando-se o
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software SASM-Agri: Sistema para analise e separacdo de médias em experimentos agricolas
(CANTERI et al., 2001).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaio 1 - Soja (Glycinemax L)

Nos parametros analisados na tabela 2 o pH reduziu significativamente para B2-1, B3-1
e B3-2 tal fato pode estar relacionado a degradacdo da matéria organica pelas bactérias
quepodem oxidar uma ampla faixa de compostos organicos e que em alguns casos sao
fermentativas
(STANIER, 1969). Para o P os tratamentos B1-2 e B2-1 obtiveram resultado significativo, para o
K os tratamentos B3-1 e B3-2 apresentou um valor significativamente menor, onde as bactérias
promotoras de crescimento podem ajudar a acelerar 0s processos de decomposicdo da matéria
organica como no processo de mineralizagdo. Onde também relatado por (PERCELLO -
CARTINEAUX et al.,2003). Para os demais parametros avaliados ndo obteve significancia.

Tabela 2. Andlise quimica realizada pos-colheita de soja, das areas com inoculacéo de bactérias
Bacillus spp.

g Kg* CaCl, mg dm® mol.dm™ %

T 33,24° 515 451° 0,64® 4,908 2,108 0,00° 4,66° 14,55 68,03
B1-1 30,89 508" 6,15° 0,70° 6,68 2,90° 0,00° 4,65° 14,93* 68,82°
B1-2 28,87% 4,98 830* 0,56 6,38% 248 0,03* 510* 1451* 64,82
B2-1 2854% 488 978 041" 6,00° 3,18 0,18 528" 14,86® 64,50°
B2-2 27,53% 5,03 464° 0,32 580° 2,85 0,03* 4,65 13,61° 6576
B3-1 26,86 4,90 6,01° 0,20° 593 343 0,18 4,95® 1450* 65,85"
B3-2 28,200 4,80° 512° 0,21° 4,200 250® 0,15* 560° 14,75* 61,98

CV (%) 1221 206 1125 17,71 1051 14,01 7855 7,72 3,90 4,00

Dados: M.O (Matéria Organica); P (Fésforo); K (Potéassio); Ca (Célcio); Mg (Magnésio); Al (Aluminio); H+AIl (Acidez
potencial); CTC (Capacidade de Troca Catidnica); V% (Saturacdo de Base); T = Testemunha; B1-1 = Bacillusspp.1 dose 1; B1-2
= Bacillusspp.1 dose 2; B2-1 = Bacillusspp.2 dose 1; B2-2 = Bacillusspp.2 dose 2; B3-1 = Bacillusspp.3 dose 1; B3-2 =
Bacillusspp.3 dose 2. Médias seguidas de mesma letras minGscula na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Nos parametros avaliados na Tabela 3, com relacdo ao C_BMS os tratamentos B1-1 e
B2-1 ndo diferirdo da testemunha, porém os demais tratamentos diferiram estatisticamente sendo
destacado o tratamento B3-2 com o maior valor de mg C Kg™. Para o gMIC os tratamentos B1-1
e B2-1 ndo diferem da testemunha fato este pode estar relacionado a populacdo microbiana e sua
especificidade, ja para a os tratamentos B2-1 e B2-2 observa uma diferenca significativa, fato
que pode estar relacionado ao aumento da populacdo microbiana no aumento da dose, que

também ocorre nos tratamentos B3-1 e B3-2. Para a respiracdo basal do solo RBS o tratamento
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que apresentou valor significativamente menor o B3-1, coincidindo com menores indices de
quociente metabdlico do solo (qCO;) o que indica equilibrio na populacdo microbiana ou seja
um menor estresse fator esse que contribui para a nodulagdo, e maior rendimento da soja no
campo (ARAUJO; HENNING; HUNGRIA, 2005). Estimativas da biomassa microbiana tém
sido usadas em estudos do fluxo de C e N, ciclagem de nutrientes e produtividade das plantas em
diferentes ecossistemas terrestres, possibilitando ainda a associacdo da quantidade de nutrientes
imobilizados e a atividade da biomassa microbiana com a fertilidade e o potencial de
produtividade do solo (GAMA-RODRIGUES; GAMA RODRIGUES, 2008).

Tabela 3.Andlise dos atributos microbiolégicos do solo na cultura da soja inoculadas com
bactérias do género Bacillus spp.em duas doses.

TRAT COoT C_BMS gMIC RBS qCO;
gKg! mg C kg™ (%) mgC-CO, Kg*h? RBS C_BMS™
T 19,28 a 73,62¢ 0,38¢ 0,46 abc 6,33 ab
B1-1 17,92 a 86,89 cde 0,49 de 0,71a 8,23 a
B1-2 16,75a 117,85 bcd 0,70 cd 0,53 ab 4,62 bc
B2-1 16,55a 83,83 de 0,51 de 0,71a 8,53 a
B2-2 15,97 a 154,66 ab 0,97 ab 0,36 bc 2,29 cd
B3-1 15,58 a 125,96 bc 0,81 bc 0,26 ¢ 2,14 d
B3-2 16,36 a 170,98 a 1,08 a 0,37 bc 2,23 cd
C.V. (%) 11,75 14,73 15,32 23,69 21,22

Dados: (COT) = Carbono Organico total; (C_BMS) = Biomassa de Carbono Microbiano; (gMIC) = Quociente Microbiono;
(RBS) = Respiragédo Basal do Solo; (qCO,)= Quociente Metabélico do Solo. T = Testemunha; B1-1 = Bacillus spp.1 dose 1; B1-2
= Bacillus spp.1 dose 2; B2-1 = Bacillus spp.2 dose 1; B2-2 = Bacillus spp.2 dose 2; B3-1 = Bacillus spp.3 dose 1; B3-2 =
Bacillus spp.3 dose 2. Médias seguidas de mesma letras mintscula na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Nos parametros avaliados na Tabela 4, somente o fator produtividade obteve resultado
significante e observou que tratamento B1-2 obteve uma queda de rendimento em comparacao
com os demais, fator que pode estar relacionado ao fato de que bactérias em habitats naturais
colonizam o interior e exterior de Orgdos de plantas e podem ser benéficas, neutras ou

prejudiciais ao seu crescimento (MARIANO, et al, 2004).

Tabela 4. Parametros de desenvolvimento da soja (parte aérea, raiz e produtividade), com
inoculacdo de bactérias Bacillus spp. em duas doses.

TRAT Altura(cli)n)arte AerMeasasa Seca(g) Comprimento(cm:?aIZ MassaSeca(g) Peso 100032005((1;)1“\/'(1&?(5 ha

T 28,10 a 422 a 20,15 ab 5,18 ab 127,50a  3.665,4 ab
B1-1 27,88 a 3,57 a 19,15b 4,88 b 132,14a 3.955,8 a
B1-2 28,45 a 435a 21,66 ab 4,89 b 128,57a 2.490,0c
B2-1 28,13 a 3,96 a 20,70 ab 5,31 ab 128,57a  3.096,0 abc
B2-2 29,00 a 442 a 23,60 ab 5,30 ab 134,28a  2.780,4 bc
B3-1 28,80 a 4,30 a 25,15a 5,49 a 127,14a  3.522,6 ab
B3-2 28,23 a 412 a 25,05 a 5,23 ab 13193a 4.1136a

CV (%) 4,07 4,79 8,90 6,95 4,23 12,08
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Dados: T = Testemunha; B1-1 = Bacillusspp.1 dose 1; B1-2 = Bacillusspp.1 dose 2; B2-1 = Bacillusspp.2 dose 1; B2-2 =
Bacillusspp.2 dose 2; B3-1 = Bacillusspp.3 dose 1; B3-2 = Bacillusspp.3 dose 2. Médias seguidas de mesma letras minuscula na
coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Entre os mais variados meios de a¢do para promover o crescimento de plantas estdo a
producéo de fitormdnios de crescimento, como auxinas e citoninas (ASGHAR et al., 2002).

4.2 Ensaio 2 — Milho (Zea mays)

Nos pardmetros avaliados na Tabela 5 referentes a analise quimica do solo onde foi
cultivado o ensaio de milho, apenas para as analises de P e K os resultados se mostraram
significativos para todos os tratamentos comparando com a testemunha, porém nao se diferem
entre si quando existe a inoculacdo das bactérias, esse fato pode estar relacionado ao fato de que
as bactérias podem estar auxiliando na mineralizacdo desses elementos. (LAZAROVITS;
NOWAK, 1997) relata que as bactérias promotoras de crescimento promovem a mineralizacdo

de nutrientes, solubilizacdo de fosfatos, fixagdo do nitrogénio e aumenta absorgéo pelas raizes.

Tabela 5. Analise quimica realizada pos-colheita de milho, das areas com inoculacdo de
bactérias Bacillus spp.

gKg* CaCl, mg dm’® mol.dm™ %

T 21,828 5,03 31,35 0,74° 570° 3,33 0,05 7,208 16,97% 58,222
B1-1 24518 493 16,02° 048" 6,48 2,78 0,05% 6,98 16,71® 58,322
B1-2 23,500 5,00*° 16,42° 0,47° 6,05 3558 0,08 6,38 16,45° 61,36
B2-1 24518 503 2244° 040° 6,40° 3,28 0,03 6,30* 16,37° 61,52
B2-2 24170 495 16,11° 041° 6,55 2,33* 0,08 569° 14,97° 61,88
B3-1 21,498 483 999° 0,38 515 338 0,13* 6,50° 1540° 58,20
B3-2 23,17¢0 500*° 2391° 0,39° 563 318 0,08 595 1514® 60,28

CV(%) 18,73 520 1435 16,41 2201 21,20 1429 2167 582 1249

Dados: M.O (Matéria Organica); P (Fésforo); K (Potéassio); Ca (Célcio); Mg (Magnésio); Al (Aluminio); H+AIl (Acidez
potencial); CTC (Capacidade de Troca Catidnica); V% (Saturacdo de Base); T = Testemunha; B1-1 = Bacillusspp.1 dose 1; B1-2
= Bacillusspp.1 dose 2; B2-1 = Bacillusspp.2 dose 1; B2-2 = Bacillusspp.2 dose 2; B3-1 = Bacillusspp.3 dose 1; B3-2 =
Bacillusspp.3 dose 2. Médias seguidas de mesma letras minUscula na coluna, néo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Nos atributos microbioldgicos do solo, parametros avaliados na Tabela 6, para COT o0s
resultados ndo foram significativos, porém para o0 C_BMS os tratamentos B1-2 e B2-1 foram
significativos com relacdo a testemunha e com os demais tratamentos, dando destaque para o
tratamento B1-2 que obteve um valor maior sendo de 231,86 mg C kg*, o que revela um
aumento na populacdo microbiana e consequentemente foi o tratamento que obteve melhor
indice no quociente microbiano ocasionando uma melhor degradacdo da matéria organica. A
quantidade e composicdo da biomassa microbiana podem ser influenciadas por diversos fatores,
entre 0s quais o sistema de cultivo, a rotacdo de culturas e a textura do solo (VENZKE FILHOet
al., 2008).
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Tabela 6.Analise dos atributos microbiolégicos do solo na cultura do milho, sementes
inoculadas com bactérias do género Bacillus spp na dose 1 (comercial) e 2 (dobro da dose).

TRAT COoT C BMS gMIC RBS gCO;,
gKg! mg C kg™ (%) mgC-CO, Kg*h RBS C_BMS™
T 12,66 a 98,32 ¢ 0,78 ¢c 0,26 bc 2,66 b
B1-1 14,22 a 93,35¢ 0,66 c 0,14c 1,49b
B1-2 13,63 a 231,86 a 1,76 a 0,34 ab 148D
B2-1 14,22 a 175,87 b 1,25b 0,40 ab 2,26 b
B2-2 14,02 a 91,77 c 0,67c 0,47 a 517 a
B3-1 12,46 a 72,07 c 0,61c 0,44 ab 6,02 a
B3-2 13,44 a 94,24 ¢ 0,70 ¢ 0,26 bc 2,72 b
C.V. (%) 14,16 11,04 17,46 4,93 27,19

Dados: (COT) = Carbono Orgéanico total; (C_BMS) = Biomassa de Carbono Microbiano; (qMIC) = Quociente
Microbiono; (RBS) = Respiracdo Basal do Solo; (qCO,)= Quaciente Metabdlico do Solo.

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Nos parametros avaliados na Tabela 7, para altura de plantas somente o tratamento B2-1
ndo difere da testemunha, porém todos os demais tratamentos diferem, obtendo assim uma altura
maior das plantas nos tratamentos, Moreira (2014), destaca a especificidade da associagéo entre
a bactéria Bacillus spp. e a planta, sendo consenso que o gendétipo da planta € ator determinante
para a obtencdo dos beneficios oriundos da inoculacdo.No fator massa fresca todos os
tratamentos obtiveram resultado significativo com relacdo a testemunha, no comprimento de raiz
e peso de 200 graos, ndo obteve resposta significativa, nos dados referentes a massa fresca
somente o tratamento B1-1 ndo diferiu da testemunha e dando destaque para o tratamento B3-1
que obteve o melhor resultado sobre os demais e para a produtividade somente o tratamento B2-
1 obteve uma diferenca significativa sobre os demais. Dotto et al. (2010) e Alves (2007)
relataram resultados contrastantes de produtividade de diferentes hibridos de milho com

aplicacdo bacteriana.

Tabela 7.Parametros de desenvolvimento do milho (parte aérea, raiz e produtividade), com
inoculacdo de bactérias Bacillus spp. em duas doses.

TRAT Altura(cli)n)arte Ael\:aessaa Fresca(g) Comprimento(cm:?aIZMassa Fresca(g) Peso Zoogéz?g;lltl\/ldagceas/ ha
T 69,25 b 85,29 b 25,55 a 28,50 C 68,44 a 83,74bc
B1-1 81,00 a 97,53 a 27,30 a 32,11 be 70,02 a 80,92 c
B1-2 85,85 a 103,66 a 20,10 a 33,74 ab 67,04 a 84,03bc
B2-1 78,75 ab 103,11 a 23,55 a 35,27 ab 69,42 a 100,43 a
B2-2 81,35a 102,36 a 22,55 a 34,17 ab 67,27 a 81,41 c
B3-1 83,05a 101,09 a 23,10 a 35,96 a 68,40 a 78,45 ¢
B3-2 82,10 a 105,24 a 26,35 a 35,37 ab 68,89 a 85,27 b

CV (%) 6,35 4,09 26,95 4,50 3,50 3,76

Dados: T = Testemunha; B1-1 = Bacillusspp.1 dose 1; B1-2 = Bacillusspp.1 dose 2; B2-1 = Bacillusspp.2 dose 1; B2-2 =
Bacillusspp.2 dose 2; B3-1 = Bacillusspp.3 dose 1; B3-2 = Bacillusspp.3 dose 2. Médias seguidas de mesma letras minuscula na
coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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5. CONCLUSOES

A inoculacdo de Bacillus spp. demonstrou resultados distintos nas cultura de soja e
milho. Na soja a aplicacdo de Bacillus spp. dos trés isolados apresentou melhor resultado nos
atributos microbiolégicos na dose maior, ou seja, no dobro da dose comercial. Nos demais
atributos ndo houve grandes alteragOes, fato importante, pois demonstra que a inoculacdo de
bactérias ndo demonstrou prejuizo na produc¢éo da cultura.

No milho, a inoculacdo de Bacillus spp. resultou em aumento da parte aérea e raiz, no
entanto tal aumento ndo se concretizou em produtividade. No entanto o Bacillus isolado 2 na
dose comercial, pode ter grande importancia no aumento da populacdo microbiana do solo, e
consequentemente influenciando diretamente na produtividade do milho.

Ha necessidade de mais ensaios com as bactérias (Bacillus spp.) tais como protetores de
células que mantenham viaveis no periodo de germinacdo da semente e outros variaveis
ambientais que podem interferir na sobrevivéncia das bactérias, no entanto, ha grande potencial

para desenvolvimento de inoculante comercial.
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