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Recomendacao agronémica de cepas de
Bacillus subtilis (CNPMS B2084) e Bacillus
megaterium (CNPMS B119) na cultura do milho

Introducgao

O milho (Zea mays L.) € um dos principais cereais cultivados no mundo, sendo
os Estados Unidos, a China e o Brasil os trés maiores produtores. O Brasil
se destaca como o terceiro maior produtor, com producao de 100,04 milhdes
de toneladas, na safra 2018/2019 (Acompanhamento da Safra Brasileira
[de] Graos, 2019). Esse cereal tem grande importancia econémica e social
no cenario agropecuario do pais, sendo a maior parte da produgao (70% a
85%) destinada a fabricagéo de ragdo animal e cerca de 15% séo utilizados
como matéria-prima para alimentacdo humana. Destaca-se ainda o seu
emprego na industria de alta tecnologia para a producéo filmes, embalagens
biodegradaveis e biocombustiveis (Ranum et al., 2014).

A produgédo agropecuaria nacional se concentra na regido dos Cerrados,
onde os solos sdo predominantemente acidos, pobres em nutrientes, com
énfase no fésforo (P), e com baixa capacidade de retencao de agua (Novais;
Smyth, 1999). Para o manejo eficiente da fertilidade do solo e da nutricao
das plantas, o conhecimento das relagdes envolvidas no sistema solo-planta
é fundamental. Os microrganismos desempenham papel primordial na
ciclagem de fosforo no solo, sendo capazes de transformar o fésforo insoluvel
em formas solUveis e acessiveis as plantas (Owen et al., 2015). A adicao
de inoculantes contendo esses microrganismos pode acelerar a liberagéo na
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rizosfera do fésforo inorganico ou organico nao disponiveis e enriquecer o solo
biologicamente (Owen et al., 2015). Esses microrganismos ainda apresentam
outros mecanismos de promogao de crescimento, como a solubilizagao de K,
producéo de fitormdnios, enzimas, sideréforos, bioprotegdo contra patégenos,
e podem, por meio de mecanismos secundarios, aumentar a absorgédo de
outros nutrientes e agua pelo estimulo ao sistema de raizes (Gupta et al.,
2015; Ribeiro et al., 2018).

Pesquisas do grupo de Microbiologia do Solo da Embrapa Milho e Sorgo
indicaram que a adubagdo do milho com fertilizante organomineral
pulverizado com microrganismos solubilizadores de fosforo (MSP) no sulco
de semeadura resultou em produtividades similares ao milho adubado com
superfosfato triplo. Houve ainda aumento do teor de P na parte aérea das
plantas de milho e do P disponivel no solo quando se realizou a inoculagéo
com MSP (Oliveira et al., 2017). Amanullah e Khan (2015) observaram que
a adubacéo fosfatada, seja com fonte mineral ou organomineral, associada
a bactérias solubilizadoras de fosforo, aumentou a disponibilidade de P no
solo e a absorgao pela planta, o que resultou em aumento da produtividade
do milho. A aplicagéo do inoculante na semeadura foi mais favoravel quando
comparada a aplicacédo aos 15 e 30 dias depois da semeadura.

Entre os microrganismos promotores de crescimento de plantas, o género
Bacillus tem se destacado, compreendendo um grupo de bactérias
Gram-positivas amplamente distribuidas no ambiente, composto por,
aproximadamente, 360 espécies que apresentam caracteristicas fisiolégicas,
metabdlicas e fenotipicas distintas (http://www.bacterio.net/bacillus.html).
Diferentes espécies desse género tém sido relatadas como potenciais
promotoras de crescimento de plantas em razdo das caracteristicas
multifuncionais como a solubilizagc&o de fosfato (Wahyudi et al., 2011; Bahadir
et al., 2018), a producédo de acido indol-acético (AlA) e outros fitormbnios
(Wahyudi et al., 2011; Mohite, 2013), a produgéo de sideréforos-quelantes
especificos de ions ferro (Bjeli¢ et al., 2018) e a capacidade de biocontrole de
patdégenos de plantas (Shafi et al., 2017). Além disso, inoculantes contendo
cepas de Bacillus sao considerados mais estaveis no ambiente por causa da
capacidade de formacao de enddsporos, permitindo adaptagao a condicbes
abidticas extremas, como temperaturas, pH ou exposicdo a pesticidas
(Bahadir et al., 2018). Entretanto, nem todas as cepas de Bacillus possuem
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as mesmas caracteristicas. Com base em resultados de laboratério e de casa
de vegetagdo, foram selecionadas as cepas B119 (Bacillus megaterium) e
B2084 (Bacillus subtilis), eficientes na solubilizacdo e mineralizagéo de fos-
foro e promocéao de crescimento de plantas (Figura 1) (Oliveira et al., 2009,
2013; Ribeiro et al., 2018) para a recomendacao de producao de inoculantes
industriais.

Figura 1. Efeito da inoculagéo (A, C) ou ndo (B, D) de sementes de milho com a cepa
B119 de Bacillus megaterium (A) e a cepa B2084 de B. subtilis (C) no desenvolvimen-
to de raizes de milho cultivado em casa de vegetagdo. Fotos A e B: Sylvia Morais de
Sousa. Fotos C e D: Vitoria Palhares Ribeiro.
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O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da inoculagcdo com as cepas
Bacillus subtilis B2084 e B. megaterium B119, aplicadas isoladamente ou em
mistura (BiomaPhos®), na produtividade de graos de milho em condi¢des de
campo.

O BiomaPhos é um produto que contém a tecnologia Embrapa de aumentar
a eficiéncia de uso do fosforo por microrganismos para as plantas, o que
pode resultar em menores doses de fertilizante e, consequentemente, menos
dispéndio de energia na produgéo e no transporte. Além disso, aumentando
a produtividade das culturas, diminui a pressao sobre novas areas e aumenta
a sustentabilidade dos atuais sistemas de produgdo. Assim, representa
uma contribuicdo para atingir a meta ODS 12, que visa garantir sistemas
sustentaveis de producdo de alimentos e implementar praticas agricolas
resilientes, que aumentem a produtividade e a produgao, que ajudem a manter
os ecossistemas, que fortalegam a capacidade de adaptagdo as mudangas
climaticas, as condicdes meteoroldgicas extremas, secas, inundagdes e
outros desastres, e que melhorem progressivamente a qualidade da terra e
do solo.

Material e Métodos

Efeito das cepas B119 (Bacillus megaterium) e B2084
(Bacillus subtilis) inoculadas isoladamente

Os experimentos de campo foram conduzidos em area da Embrapa Milho e
Sorgo, localizada em Sete Lagoas-MG, Brasil (19° 28'S, 44° 15'W; 761 m de
altitude) e na Embrapa Arroz e Feijao, em Santo Antonio de Goias-GO, Brasil
(16° 28°S, 49°17'W; 766 m de altitude), em trés safras, nos anos agricolas de
2014/2015, 2015/2016 e 2016/2017.

Em Sete Lagoas, os experimentos foram conduzidos em solo classificado
como Latossolo Vermelho distréfico tipico, fase cerrado, com baixo teor de
fésforo. O clima em Sete Lagoas é o Cwa, segundo Koéppen e Geiger, tropical
de altitude, com indice pluviométrico anual de 1.382,7 mm (Guimaraes et al.,
2010) e temperatura média anual de 21,6 °C. Em Santo Ant6nio de Goias-GO,
o solo é classificado como Latossolo Vermelho-Escuro, textura argilosa, fase
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cerradao subperenifélio e de fertilidade construida. O clima local é Aw, tipo
tropical de savana, megatérmico. A temperatura média anual é de 23,1 °C, e
a precipitagao pluvial média anual é de 1.472,8 mm. A adubacgéo foi realizada

Tabela 1. Analise quimica de amostras de solos dos locais onde foram
conduzidos os experimentos de campo em Sete Lagoas e Santo Antdnio de
Goias.

Local pH P (oF- T ' [ ] Al  H+Al SB® V-

H20 Mehlich-1

Sete
Lagoas 5,80 394 20,0 211 0,57 0,02 9,07 2,74 233 3.91
Sto..’Ant. 6,0 15,9 257,3 3,89 1,67 0,01 9,68 0,86 64,3 342
Goias

‘SB: soma de bases; “V: saturagao de bases; MO: matéria organica (Silva,1999).

com base nos resultados da analise quimica (Tabela 1) e recomendagéao para
a cultura do milho.

Para cada cepa (Bacillus subtilis B2084 ou Bacillus megaterium B119) foram
conduzidos trés experimentos sob delineamento em blocos ao acaso, com 3
tratamentos: controle sem adubagéo com P (P0), superfosfato triplo (ST) e
fosfato triplo mais o inoculante de cada cepa, em quatro repeticées. O hibrido
utilizado foi 30F53 (Pioneer Sementes).

Na adubacao de semeadura foram aplicados 300 kg/ha do formulado 20-00-
20 mais 100 kg/ha de P,O, como superfosfato triplo (ST), exceto no controle
sem P. Na adubagéao de cobertura foram empregados 140 kg/ha de N (ureia),
aos 27 e aos 50 dias apos a semeadura (70 kg/ha por aplicacédo). O milho
foi cultivado com espagamento de 0,7 m entre linhas e populagéo de 75.000
plantas/ha. As parcelas foram compostas por quatro linhas de cinco metros,
considerando-se um metro de bordadura de cada lado.

Para o preparo do inoculante, os microrganismos foram crescidos em caldo
nutritivo TSB, por trés dias, a 28+ 2 °C, sob agitagdo constante de 120 rpm.
Apés esse periodo, as culturas foram centrifugadas por 10 minutos, a 6.000
rpm e ressuspendidas em solugéo salina [0,85% (m/v) NaCl]. As suspensbes
bacterianas foram ajustadas a absorbancia igual a 1, em comprimento de
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onda de 540 nm, correspondente a uma densidade de aproximadamente 108
células/mL. Em seguida, elas foram adicionadas ao veiculo (carvao ativado
vegetal moido), na proporg¢ao de 30% (m/v) do total de inoculante liquido (100
mL/ha). O inoculante (bactéria + veiculo) foi peletizado as sementes de milho
com goma de fécula de mandioca a 4% (m/v) em agua.

O controle de pragas e doencas, a adubacdo e os demais tratos culturais
foram realizados conforme recomendacao para a cultura (Cruz, 2010).

Ao final do ciclo da cultura, foi avaliada a produtividade de grdos de milho
(kg/ha). Para a determinacao de P nos gréos foi utilizada a metodologia de
Nogueira e Souza (2005). Multiplicaram-se os dados de matéria seca dos
gréos pelos teores de P, obtendo-se o acumulo de P nos gréos.

Efeito das cepas B119 (Bacillus megaterium) e B2084
(Bacillus subtilis) inoculadas em mistura (BiomaPhos)

Para avaliar o efeito da aplicagdo conjunta das duas cepas no tratamento
de sementes de milho do hibrido 30F53, foram realizados experimentos em
Santa Maria-RS e Palotina-PR, em delineamento em blocos ao acaso, com 3
repetigdes, com os seguintes tratamentos: controle (sem adubagéo fosfatada),
aplicagcéo de 50% da dose recomendada de P, 100% da dose recomendada
de P e 50% da dose recomendada de P mais inoculagao conjunta com as
cepas B119 e B2084. A recomendacéo de adubagéo foi realizada conforme
analise quimica do solo. A produgéo do inoculante e demais avaliagbes e
tratos culturais foram realizados conforme descrito anteriormente.

Os resultados dos ensaios com as cepas, isoladas ou em mistura,
foram submetidos inicialmente ao teste de normalidade das variaveis e
homogeneidade das variancias. Em seguida, foi realizada analise de variancia
(ANOVA) e o teste de Scott-Knott foi aplicado para os casos em que houve
significancia estatistica pelo teste F da ANOVA, considerando-se o nivel de
5% (Ferreira, 2011).

Além dos experimentos, o efeito da inoculagdo conjunta das duas cepas
foi avaliado em lavouras em areas comerciais, com auxilio da Empresa
Simbiose®, nos estados da Bahia, do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e
de Goias. Em todos os locais foram selecionadas areas homogéneas de 20
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ha, onde a metade (10 ha) recebeu sementes inoculadas e a outra metade
recebeu sementes nao inoculadas. O hibrido empregado foi 30F53 (Pioneer
Sementes). O controle de pragas e doengas, a adubagédo e os demais
tratos culturais foram realizados conforme recomendagdo para a cultura
em cada regido (Cruz, 2010). Ao final do ciclo da cultura, foi determinada a
produtividade de graos (kg/ha) colhendo-se separadamente 3 faixas com 3
ha nas areas com e sem inoculante. As médias de produtividade provenientes
de areas inoculadas e nao inoculadas, para cada estado, foram comparadas
com auxilio do teste t (P < 0,05).

Resultados

Efeito das cepas B119 (Bacillus megaterium) e B2084
(Bacillus subtilis) inoculadas isoladamente

Em geral, houve efeito significativo dos tratamentos nas safras 2015, 2016
e 2017, em Sete Lagoas e Santo Antonio de Goias (Figura 2). A inoculagao
da cepa B119 de B. megaterium resultou em aumentos significativos de
produtividade, exceto em Santo Antonio de Goias em 2016 (Figura 2A).
Considerando os seis experimentos, a produtividade média aumentou em
16% em Sete Lagoas e 7% em Santo Antdnio de Goias com a combinagao
da inoculagdo da cepa B119 e adubacgéo fosfatada em relagdo a apenas
adubacao fosfatada. Houve ainda, nas duas areas, maior exportacdo de
fésforo pelos graos das plantas inoculadas com B. megaterium (cepa B119)
em relacao ao controle com fésforo e sem inoculagao e em relagdo ao controle
absoluto sem adubacao e sem inoculagao (Figura 3A).

A inoculacdo da cepa B2084 de B. subtilis aumentou significativamente a
produtividade de graos de milho em quatro de seis experimentos em relagao
ao tratamento com fésforo e sem inoculagdo (Figura 2B). Considerando os
seis experimentos, a produtividade aumentou 11,4% em Sete Lagoas e 5%
em Santo Anténio de Goias com a inoculacdo de B2084. Houve aumento
significativo na exportacao de fosforo pelos graos das plantas que receberam
adubacao fosfatada e foram inoculadas com a cepa B2084 em relacao
aquelas que receberam somente adubagéao fosfatada (Figura 3B).
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Efeito das cepas B119 (Bacillus megaterium) e B2084
(Bacillus subtilis) inoculadas em mistura (BiomaPhos®)

A mistura das duas cepas (inoculante BiomaPhos®) no tratamento de
sementes resultou em ganhos significativos de produtividade nos dois locais
avaliados (Figura 4). Tanto em Santa Maria quanto em Palotina a produtividade
de gréos foi maior nas plantas que receberam 50% da adubacédo fosfata
associada a inoculagdo com as duas estirpes. Em Santa Maria, a inoculacao
aumentou a produtividade em 27,7%, enquanto em Palotina o ganho foi de
28,7% para a mesma dose de P (Figura 4).

Nas avaliagcbes realizadas em areas de produtor, onde as adubagdes com
fosforo foram aplicadas conforme recomendacao local, houve aumento de
produtividade por causa da inoculagéo: Bahia 7,8%, Mato Grosso do Sul
10,7%, Mato Grosso 17,6% e Goias 8,3% (Figura 5). Considerando todos os
locais, o ganho médio de produtividade com a inoculagao foi de 8,9%.
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Figura 2. Produtividade de gréos de milho em trés safras agricolas (kg/ha), nas re-
gides de Sete Lagoas-MG e Santo Anténio de Goias-GO, em resposta a fertilizagéo
com fertilizante fosfatado e inoculagdo com Bacillus megaterium B119 (A) ou Bacillus
subtilis B2084 (B). No tratamento controle nao foi realizada adubagéo fosfatada e nem
inoculagdo. Para cada local e ano, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Scott Knott (P < 0,05).
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Figura 3. Exportacdo de P (kg ha™') em grdos de milho, na média de trés safras em
Santo Antonio de Goias e Sete Lagoas, em resposta a adubagao fosfatada (100 kg
de P,0,/ha), associada ou n&o a inoculagdo com Bacillus megaterium (A) (Adubag&o
fosfatada + inoculante B119) ou Bacillus subtilis (Adubacgao fosfatada + inoculante
B2084), em relagdo ao controle sem inoculagdo e sem fésforo (Controle). Os dados
representam as médias de 3 safras e, quando seguidos pela mesma letra, ndo diferem
entre si pelo teste LSD (P < 0,05).
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Figura 4. Efeito da adubacgédo fosfatada na dose recomendada, 50% da dose reco-
mendada ou 50% da dose recomendada e inoculada com a mistura (BiomaPhos)
das cepas B119 (Bacillus megaterium) e B2084 (Bacillus subtilis) na produtividade de
gréos de milho em Santa Maria-RS e Palotina-PR. Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott (P < 0,05).
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Figura 5. Efeito da inoculagdo de sementes de milho (30F53) com a mistura
(BiomaPhos) das cepas B119 (Bacillus megaterium) e B2084 (Bacillus subtilis) na
produtividade de grdos de milho em lavouras comerciais cultivadas na Bahia, no
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e em Goias. Pares de médias, para cada estado,
seguidos pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste ¢ (P < 0,05).
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Discussao

A inoculacdo com Bacillus subtilis (B2084), ou Bacillus megaterium (B119),
resultou em ganhos médios de produtividade de 13,7% em Sete Lagoas e
6,5% em Santo Antonio de Goias. Um inoculante a base de fungo solubilizador
de fosfato, Penicillium bilaii, promoveu o aumento médio de produtividade
do milho em solos mais férteis em 6% (Leggett et al., 2007). Breedt et al.
(2017) encontraram aumentos de 24 a 34% na produtividade de milho ao
inocularem microrganismos solubilizadores de fosfato, incluindo Bacillus. Em
experimentos em campo, a inoculagdo de sementes de milho com Penicilium
oxalicum, em associagdo com poé de rocha fosfatica, proporcionou aumento
significativo do crescimento, produtividade e teor de P das plantas (Singh;
Reddy, 2011). Breedt et al. (2017), inoculando cepas de microrganismos
solubilizadores de fosfato em milho, incluindo Bacillus, encontraram aumentos
de 24% a 34% na produtividade de gréos.

Em relagdo ao controle sem adubacéo fosfatada e sem inoculagao, os resul-
tados de ganhos de produtividade considerando-se o efeito isolado das duas
cepas, sem a adubacao fosfatada, chegaram a 50%. Esses dados corrobo-
ram Patil et al. (2012), em que a inoculagédo com fungos solubilizadores de
fosfato proporcionou ganhos de 20-23% de produtividade de milho em relagéo
ao controle. O efeito da inoculagdo em milho, em condigdes controladas e no
campo, também foi evidenciado com estirpes bacterianas solubilizadoras de
fosfato dos géneros Serratia e Pseudomonas, que promoveram aumento do
acumulo de P, do crescimento de até 66% e de produtividade de até 85% em
comparagao com o controle ndo inoculado (Hameeda et al., 2008). Em condi-
¢bes controladas, a inoculagado do milho com MSP e a adubacgao com fosfato
de rocha proporcionaram aumento do comprimento das raizes em 11% e da
massa seca em 35% (Manzoor et al., 2017), e em trabalhos da nossa equipe
ocorreu aumento do conteudo de P em plantas de milheto proporcional ao
ganho de massa seca (Oliveira et al., 2013).

O uso combinado das cepas B119, isolada da rizosfera de milho, e B2084,
endofitica, foi eficiente no aumento da produtividade do milho. A principal
razdo para o interesse na bactéria endofitica é a constatacdo de que, se
esta puder ser reintroduzida na fase endofitica, pode estabelecer uma
relacdo mais estavel com a planta em comparagdo com os microrganismos
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rizosféricos (Szilagyi-Zecchin et al., 2014). Confirmando que microrganismos
endofiticos s&o importantes para a solubilizagdo de fosfato, Chen et al. (2014)
observaram que Pantoea dispersa, isolada das raizes de mandioca, dissolveu
efetivamente Ca,(PO,),, FePO, e AIPO,, pela produgdo de salicilato, acido
benzenoacético e outros acidos orgéanicos. Além disso, a inoculagdo de P.
dispersa resultou em aumento da concentracdo de P soluvel e da diversidade
microbiana do solo, o que sugere que um endofito poderia se adaptar ao
ambiente do solo e promover a liberagao de P.

Conclusao

As cepas de Bacillus subtilis CNPMS B2084 e Bacillus megaterium CNPMS
B119 foram eficientes em aumentar a produtividade de gréos de milho em
relacdo aos tratamentos sem inoculacdo e com adubacido fosfatada. Em
razdo de propriedades distintas que levam ao maior acumulo de fésforo nos
graos, maximizagao da adubagéao fosfatada e aumento da produtividade com
a inoculagéo de B119, rizosférica, e B2084, endofitica, recomenda-se o uso
combinado das duas cepas para a producédo de inoculante para a cultura
do milho. Os resultados realizados com a combinagdo das duas cepas no
inoculante BiomaPhos®, no Parana, Bahia, Rio Grande do Sul, em Mato
Grosso do Sul, Mato Grosso e em Goias apresentaram produtividade superior
significativa em relacéo ao controle sem o inoculante. Considerando todos os
locais, 0 ganho médio de produtividade com a inoculagéo foi de 8,9%.

Onde obter mais informagdes:

BiomaPhos — https://bit.ly/34GagLa - Embrapa e Bioma langam primeiro
inoculante nacional para fésforo — https://bit.ly/2R0eB0o

Conexao Ciéncia — BiomaPhos: https://bit.ly/2QQ2anG

Nova tecnologia ajuda agriculiores na adubacdo das lavouras: https:/
globoplay.globo.com/v/8421357/
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