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RESUMO

A utilizagdo de bioinsumos a base de Bacillus spp. combinados a fertilizantes minerais
€ uma alternativa sustentavel por aumentar a eficiéncia no uso de nutrientes e a saude
do solo, reduzir impactos ambientais e favorecer a produtividade agricola. Apesar dos
avangos, ainda ha lacunas quanto a compreenséo integrada dos efeitos do Ba BV03
associado a diferentes fontes de fésforo no sistema solo-planta. A nossa hipotese é
que a inoculagdo de Bacillus amyloliquefaciens BV03 (Ba BV03) promove a
solubilizacdo e mineralizagdo com consequente aproveitamento do P no solo,
potencializando a eficiéncia agronémica de fontes de fosforo de baixa solubilidade,
resultando em: (1) crescimento e desenvolvimento radicular, melhoria de indicadores
microbiolégicos e, fertilidade do solo; (2) respostas na biometria, trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila a, pigmentos fotossintéticos, biomassa vegetal, diagnose
nutricional, componentes de producido e produtividade do milho. Assim, o nosso
objetivo geral é avaliar os efeitos da interagdo de B. amyloliquefaciens BV03 com
fontes de diferentes solubilidades de fosforo sobre o crescimento e o desenvolvimento
radicular e da parte aérea, os indicadores microbiolégicos e a fertilidade do solo, a
fisiologia, a diagnose nutricional e a produtividade do milho. Em 2021/22 e 2022/23,
foram conduzidos dois experimentos com milho em casa de vegetacao localizada na
Faculdade de Ciéncias Agronémicas da UNESP, Botucatu, SP, Brasil. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 (sem e com B.
amyloliquefaciens BV03 (Ba) x 4 [controle (sem P), superfosfato triplo (SFT), fosfato
natural de Bayovar (FNB) e fosfato natural de Pratapolis (FNP)]. Os dados foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F, e as médias comparadas pelo teste
de Tukey (p<0,05). No capitulo um, a pergunta que orienta este estudo é: em que
medida a inoculagdo com Ba BV03, combinada a fontes de P com diferentes
dinamicas de liberagao, altera atributos quimicos e biolégicos do solo e se reflete em
mudangas no sistema radicular e no desempenho agronémico do milho? A hipétese é
que a inoculagdo com Ba BV03, quando combinada a fontes de P de liberacao
gradual, promove melhoria dos indicadores de saude do solo, aumento da atividade
enzimatica e estimulo ao crescimento e ramificagdo do sistema radicular e
componentes de produgéo. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar
atributos quimicos e biolégicos do solo, assim como o desenvolvimento radicular e
componentes de produgao de plantas de milho sob a atividade de Ba BV03 e fontes
de fosforo. Antes da instalagao dos experimentos e na maturidade fisiologica (R6), a
partir da coleta do solo foram avaliados: respiragao basal do solo, carbono e nitrogénio
da biomassa microbiana do solo, arilsulfatase, B-glicosidase e fosfatase acida, urease,
desidrogenase e diacetato de fluoresceina, comprimento radicular, didametro, area
projetada e superficial e volume de raizes e a partir da analise quimica de solo extraiu-
se os teores de matéria organica do solo (MOS), teores de fosforo (P) e de enxofre
(S). A inoculagao com B. amyloliquefaciens BV03, associada ao manejo de fontes
fosfatadas, promove alteragbes positivas e consistentes na dindmica biolégica de
solos tropicais. A principal contribuigdo deste estudo reside na demonstragcéo de que
0 uso do bioinsumo atua como um modulador da saude do solo, evidenciado pelo
aumento da atividade de enzimas-chave (B-glicosidase, desidrogenase e urease) e
pela melhoria na eficiéncia do uso do carbono pela biomassa microbiana. Embora as
respostas variem em magnitude entre os ciclos de cultivo devido as condigcdes
ambientais, a sinergia entre o Ba BV03 e fontes de fésforo de alta e média solubilidade
(SFT e FNB) resultou em um sistema radicular mais exploratério e em componentes
de produgéo superiores. No capitulo dois, hipotetizamos que B. amyloliquefaciens
BV03 melhora a solubilizacdo de P e a disponibilidade das plantas, embora seu efeito



dependa da solubilidade da fonte de P, que pode influenciar o desenvolvimento do
milho. Portanto, nesse experimento, o objetivo foi avaliar os efeitos do B.
amyloliquefaciens BV03 aplicado na semeadura, em associagdo com fontes de fosforo
de solubilidade variavel, no desenvolvimento do milho, fisiologia, bioquimica,
biomassa, nutricao e produtividade. A inoculagado de sementes de milho com Ba BV03,
isoladamente ou combinada com fontes de fésforo (P), apresentou respostas variaveis
de acordo com a fonte utilizada e com a safra. Ba BV03, Ba BV03+SFT e Ba
BV03+FNB promoveram ganhos na biometria (altura, didmetro e area foliar), fisiologia
(FV/Fr', ¢PSII, ETR, E, gs, EUA), bioquimica (Chl a, b e carotenoides), biomassa
(MSPA e MSR), nutricdo (N, P, K, Ca e Mg) e produtivos. Os resultados demonstram
que B. amyloliquefaciens BV03 modula o desempenho fisiolégico, nutricional e
produtivo do milho, sendo que as combinag¢des com SFT e FNB apresentaram a maior
sinergia entre o inoculante e a fonte de P. Portanto, a inoculagcdo com Bacillus
amyloliquefaciens BV03 configura-se como uma estratégia promissora e sustentavel
para aumentar a eficiéncia de uso do fésforo e promover o crescimento equilibrado da
cultura do milho. Esses achados confirmam que a integracdo de microrganismos
promotores de crescimento vegetal com fertilizantes minerais € uma estratégia eficaz
para mitigar as limitagdes de P em solos tropicais, favorecendo a diversidade funcional
e a sustentabilidade do sistema solo-planta.

Palavras-chave: Zea mays L.; adubacéo fosfatada; bioinsumos; Bacillus spp.; saude
do solo; produtividade; sustentabilidade.



ABSTRACT

The use of bioinputs based on Bacillus spp. combined with mineral fertilizers is a
sustainable alternative, as it increases nutrient use efficiency and soil health, reduces
environmental impacts, and enhances agricultural productivity. Despite advances,
there are still gaps in the integrated understanding of the effects of Bacillus
amyloliquefaciens BV03 (Ba BV03) associated with different phosphorus sources in
the soil-plant system. Our hypothesis is that inoculation with Bacillus
amyloliquefaciens BV03 (Ba BV03) promotes solubilization and mineralization,
resulting in improved phosphorus (P) uptake from the soil and enhancing the
agronomic efficiency of low-solubility phosphorus sources. This leads to: (1) improved
root growth and development, enhanced microbiological indicators, and soil fertility;
and (2) responses in plant biometry, gas exchange, chlorophyll a fluorescence,
photosynthetic pigments, plant biomass, nutritional status, yield components, and
maize productivity. Thus, our overall objective is to evaluate the effects of the
interaction between B. amyloliquefaciens BV03 and phosphorus sources with different
solubility levels on root and shoot growth and development, soil microbiological
indicators and fertility, plant physiology, nutritional diagnosis, and maize productivity.
In the 2021/22 and 2022/23 growing seasons, two maize experiments were conducted
in a greenhouse at the School of Agronomic Sciences, Sdo Paulo State University
(UNESP), Botucatu, SP, Brazil. The experimental design was completely randomized
in a 2 x 4 factorial scheme: 2 (without and with B. amyloliquefaciens BV03 (Ba)) x 4
[control (no P), triple superphosphate (TSP), Bayovar reactive phosphate rock (BRP),
and Pratapolis phosphate rock (PRP)]. Data were subjected to analysis of variance
using the F-test, and means were compared using Tukey’s test (p < 0.05). In Chapter
One, the guiding research question is: to what extent does inoculation with Ba BV03,
combined with phosphorus sources exhibiting different release dynamics, alter soil
chemical and biological attributes and reflect changes in the root system and
agronomic performance of maize? The hypothesis is that inoculation with Ba BV03,
when combined with gradually released P sources, improves soil health indicators,
increases enzymatic activity, and stimulates root system growth, branching, and yield
components. Accordingly, this study aimed to evaluate soil chemical and biological
attributes, as well as root development and yield components of maize plants under
the influence of Ba BV03 and phosphorus sources. Before experiment establishment
and at physiological maturity (R6), soil samples were collected to evaluate: basal soil
respiration; microbial biomass carbon and nitrogen; arylsulfatase, B-glucosidase, and
acid phosphatase activities; urease, dehydrogenase, and fluorescein diacetate activity;
root length, diameter, projected and surface area, and root volume. Soil chemical
analysis determined soil organic matter (SOM), phosphorus (P), and sulfur (S)
contents. Inoculation with B. amyloliquefaciens BV03, combined with the management
of phosphate sources, promoted positive and consistent changes in the biological
dynamics of tropical soils. The main contribution of this study lies in demonstrating that
the bioinput acts as a soil health modulator, evidenced by increased activity of key
enzymes (B-glucosidase, dehydrogenase, and urease) and improved carbon use
efficiency by microbial biomass. Although responses varied in magnitude between
growing seasons due to environmental conditions, the synergy between Ba BV03 and
phosphorus sources of high and medium solubility (TSP and BRP) resulted in a more
exploratory root system and superior yield components. In Chapter Two, we
hypothesized that B. amyloliquefaciens BV03 enhances P solubilization and plant
availability, although its effect depends on the solubility of the phosphorus source,
which may influence maize development. Therefore, the objective of this experiment



was to evaluate the effects of B. amyloliquefaciens BV03 applied at sowing, in
association with phosphorus sources of varying solubility, on maize development,
physiology, biochemistry, biomass, nutrition, and productivity. Maize seed inoculation
with Ba BV03, either alone or combined with phosphorus (P) sources, showed variable
responses depending on the source used and the growing season. Ba BV03, Ba BV03
+ TSP, and Ba BV03 + BRP promoted improvements in biometry (height, stem
diameter, and leaf area), physiology (FV/Fm’, ¢PSll, ETR, transpiration rate (E),
stomatal conductance (gs), and water use efficiency (WUE)), biochemistry (chlorophyll
a, b, and carotenoids), biomass (shoot and root dry matter), nutrition (N, P, K, Ca, and
Mg), and yield. The results demonstrate that B. amyloliquefaciens BVO3 modulates the
physiological, nutritional, and productive performance of maize, with combinations
involving TSP and BRP showing the greatest synergy between the inoculant and
phosphorus source. Therefore, inoculation with B. amyloliquefaciens BV03 represents
a promising and sustainable strategy to increase phosphorus use efficiency and
promote balanced maize growth. These findings confirm that integrating plant growth-
promoting microorganisms with mineral fertilizers is an effective strategy to mitigate
phosphorus limitations in tropical soils, enhancing functional diversity and the
sustainability of the soil-plant system.

Keywords: Zea mays L.; phosphorus fertilization; bioinputs; Bacillus spp.; soil health;
productivity; sustainability.
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INTRODUGAO GERAL

O milho (Zea mays L.) € uma das culturas mais cultivadas globalmente, por ser
essencial para a seguranga alimentar, a economia e a produgédo de ragdo animal e
biocombustiveis. Estados Unidos (384,6 milhdes de toneladas), China (292,0 milhdes
de toneladas) e Brasil (114,5 milhdes de toneladas) lideram a produgcdo mundial de
milho na safra 2024/25 (FAO, 2024). No Brasil, a cultura ocupa 21,2 milhdes de
hectares, com rendimento médio de 5.426 kg ha'!, tendo o Estado de Mato Grosso
como maior produtor (IBGE, 2024). Para atingir elevadas produtividades, a cultura &
submetida a praticas de manejo altamente tecnificadas que buscam, principalmente,
melhorias do ambiente produtivo, entre elas, o aprimoramento das condi¢gdes do solo
visando o aumento da fertilidade, em suas propriedades quimicas, fisicas e biolégicas
(Conde-Barajas et al., 2025).

Dentre os nutrientes essenciais para o funcionamento do matabolismo vegetal,
o fésforo (P) é fundamental para processos bioquimicos como ativacao de proteinas,
fotossintese e transferéncia de energia (Lan et al., 2015; Yue et al., 2023). Apesar de
sua relevancia no contexto agricola, o P na camada superficial do solo geralmente
representa 50 a 3000 mg kg~ do solo, mas apenas 0,1% do P total esta disponivel
para absorcao pelas plantas (Zou et al., 1992; Zhu et al., 2018), devido a precipitagcao
com cations no solo, imobilizacédo, adsorgao e interconversao para a forma organica
(Kishore et al., 2015). O P ocorre no solo nas formas organica e inorganica por meio
de varios processos do solo (Rawat et al., 2021). O fésforo organico constitui mais de
20% do fosforo total no solo, derivado de processos metabdlicos biolégicos como
assimilagao de ortofosfato e residuos microbianos, vegetais categorizados com base
na ligagdo de fosforo em trés classes: ésteres de fosfato (fosfatos de acucar,
fosfolipidios, acidos nucléicos, fosfatos de inositol), fosfonatas (ligagbes C-P) e
anidridos de acido fosforico (trifosfatos de adenosina e difosfatos de adenosina)
(Huang et al., 2017). Enquanto o inorganico séo fosfatos ligados a minerais como
fosfato de calcio, fosfato de aluminio e fosfato de ferro (Boitt et al., 2018).

A maioria dos solos é deficiente em P disponivel para as plantas, e o uso de
fertilizantes quimicos para satisfazer a demanda e melhorar o rendimento das culturas
levou a deterioragdo do ecossistema e da saude do solo (Amarasinghe et al., 2022) e
a interrupgéo do equilibrio da microbiota nos solos. Além disso, o uso excessivo de

fertilizantes, embora essencial na agricultura moderna, compromete a biodiversidade
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e a saude do solo, reduz a qualidade dos alimentos, gera impactos ambientais e
intensifica o esgotamento das reservas de P (Nedelciu et al., 2020; Igbal et al., 2024;
Garske; Ekardt, 2025).

O processo de adsorcao de P inicia-se com a atragao dos ions fosfato pelas
cargas positivas das particulas de argila, produzindo troca de ligantes, na qual
hidroxilas ou moléculas de agua sao deslocadas por grupos fosfato. As ligacoes
coordenadas aos grupos funcionais da superficie reduzem a labilidade do P, afetando
consequentemente a utilizagdo do P pelas plantas (Brignoli et al., 2024). Cerca de
75% do P aplicado por fertilizantes se torna indisponivel para as plantas devido a
processos abidticos, como adsorgao e precipitagdo, o que limita o crescimento das
plantas (Mei et al., 2021). O P se combina com ions metdlicos, como Ca?*, Fe3*, AP*
e Mg?*, no solo para formar compostos insoltveis, que ndo podem ser assimilados
diretamente pelas plantas (Alewell et al., 2020). O P nos solos esta presente nas
formas organica e inorganica, mas apenas os ions ortofosfato inorganicos de HPO4%
(ortofosfato monoacido) e H2PO4~ (ortofosfato biacido) na membrana plasmatica da
superficie celular da raiz sdo eficazes como nutrientes minerais para as plantas
(Schneider et al., 2019; Amarasinghe et al., 2022).

As fontes de P mineral sao classificadas pela solubilidade em agua ou em acido
citrico, o que define sua disponibilidade para as plantas, as fontes mais soluveis como
superfosfato simples (SS) e superfosfato triplo (ST) liberam P rapidamente, enquanto
fosfatos naturais reativos (FNR) apresentam liberac&o gradual (Oliveira et al., 2021).
Fontes soluveis em agua, como o monoaménio fosfato, diaménio fosfato e o
superfosfato triplo, oferecem rapida disponibilidade, sendo ideais para culturas com
alto retorno econémico como o milho (Sutardi et al., 2025). Ja as soluveis em acido
citrico, como os fosfatos naturais, tém liberagdo mais lenta e sdo mais adequadas
para solos com pH mais acido ou onde se busca um efeito residual mais duradouro
(Ribeiro; Carmo, 2019).

Diante desse cenario, 0 aumento sustentavel da produgdo agricola requer
tecnologias que otimizem o uso de fertilizantes (Ribeiro; Carmo, 2019; Amorim et al.,
2025). No Brasil, a demanda por fertilizantes fosfatados, combinada com a
dependéncia de fontes externas, destaca a necessidade de explorar fontes
alternativas de P pouco soluveis, como depdsitos sedimentares nacionais e fontes
sedimentares importadas (Ramos et al., 2025). Nesse contexto, o uso de rochas

fosfaticas como fertilizantes de baixa solubilidade tem sido incentivado para reduzir
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incluindo solubilizagdo e mineralizagdo de fosfato, produgcdo de moléculas
semelhantes ao acido indol-3-acético (IAA), siderdforos, exopolissacarideos (EPS),
biofiimes e fosfatases. Os resultados de Zhou et al. (2025) mostraram que a adi¢ao
de C e PSB aumentou a imobilizagdo de C microbiano, P e as formas reduzidas de P
labil além de que as PSB e o P exdégeno promoveram o crescimento das plantas,
aumentando a absorgao de nutrientes. Lopez-Montafiez et al. (2024) evidenciaram
sinergia entre inoculantes microbianos (Bacillus subtilis, Trichoderma viride e
Pseudomonas putida) e adubagao mineral (niveis de fertilizagado de 0%, 50%, 75% e
100%) para aumentar a produtividade e a qualidade nutricional do milho. Luo et al.
(2024) identificaram que o consoércio de bactérias solubilizadoras de fésforo (Pantoea
sp. J-1, Burkholderia cepacia Z-7 e Acinetobacter baumannii B-6) promove o
crescimento do milho e altera a composicdo da comunidade microbiana do solo da
rizosfera onde a cepa Z-7 apresentou as maiores capacidades de solubilizacdo de
fésforo, fixacdo de nitrogénio, solubilizagdo de potassio e produgao de sideréforos,
enquanto a cepa J-1 exibiu o maior rendimento de AlA.

Entre as espécies deste género, Bacillus amyloliquefaciens tem se destacado
como rizobactéria amplamente utilizada para estimular o crescimento vegetal e na
supressao de patégenos de plantas, isolada do solo rizosférico de uma planta de
algodao (Sevugapperumal et al., 2021; Luo et al., 2022; Li et al., 2024; Yang et al.,
2024). Seu potencial abrange o biocontrole, a produ¢cdo de enzimas e a protegao
ambiental (Ngalimat et al., 2021), além de contribuir para a eficiéncia na absorcao de
nutrientes e influenciar as comunidades microbianas (Yang et al., 2024). Mas, ainda
sao limitados os estudos que exploram a interacdo de B. amyloliquefaciens com
diferentes fontes de P na cultura do milho, especialmente em solos tropicais, onde a
dindmica do fésforo € complexa e a previsdo aponta que o fornecimento global de
fosfato ficara abaixo da demanda em 2040 (Nedelciu et al., 2020).

Estudos tém demostrado o potencial de bactérias do género Bacillus spp. no
crescimento e desenvolvimento de milho por meio de mecanismos que podem
aumentar a eficiéncia de uso de P e reduzir a dependéncia de fertilizantes soluveis.
Bactérias do género Bacillus apresentam capacidade de solubilizar formas nao
disponiveis de P por meio da producdo de acidos organicos e enzimas fosfatases,
além de atuarem na sintese de fitormdnios como o acido indolacético (AlA), que
estimula o crescimento radicular (Poveda et al., 2021; Tsotetsi et al., 2022; Azeem et
al., 2023; Cabrera et al., 2024).
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Os mecanismos de solubilizacdo de fosfato inorganico ocorrem através da
producao de acidos organicos (Wei et al., 2018) e a mineralizagao de fontes organicas
de fosfato devido a agao de fosfatases e fitases (Singh et al., 2020), além da produgéo
de horménios vegetais como o acido indolacético (Kumar; Prasad, 2025), o qual
promove o0 aumento da biomassa radicular. Os acidos organicos exsudados
solubilizam o fosfato inorganico por meio da quelagédo de cations ligados ao fosfato,
reducao do pH, complexagdo com ions metalicos ligados ao fosfato e o P para locais
de adsorcéo (Kishore et al., 2015; Rawat et al., 2021).

Entretanto, ha lacunas quanto a interacdo entre B. amyloliquefaciens cepa
BVO03 e diferentes fontes de fésforo na cultura do milho, especialmente em condi¢oes
tropicais. A literatura carece de estudos que comparem de forma integrada no sistema
solo-planta o desempenho agrondmico dessa cultura, os efeitos na disponibilidade de
fésforo do solo e as alteragbes morfofisiolégicas na planta quando o inoculante é
associado a fontes fosfatadas de diferentes solubilidades, como os fosfatos naturais
Bayévar e de Pratapolis.

A associagcdo entre B. amyloliquefaciens e fontes alternativas de P pode
representar uma alternativa viavel para reduzir custos de producédo, aumentar a
disponibilidade de P para as plantas e minimizar/mitigar impactos ambientais adversos
(perdas de nutrientes por lixiviagdo e escoamento superficial, poluigdo ambiental e
comprometimento da saude do solo, e emissdes de gases de efeito estufa)
decorrentes do uso excessivo de fertilizantes minerais.

A nossa hipétese é que a inoculagcado de B. amyloliquefaciens BV03 promove
a solubilizacdo e mineralizagdo e aproveitamento do P no solo, potencializando a
eficiéncia agronémica de fontes de fosforo de baixa solubilidade, resultando em:

1. crescimento e desenvolvimento radicular, indicadores microbioldgicos,
fertilidade do solo;

2. biometria, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, pigmentos
fotossintéticos, biomassa vegetal, diagnose nutricional, componentes de
producao e produtividade do milho.

Assim, o0 nosso objetivo €& avaliar os efeitos da interacdo de B.
amyloliquefaciens BV03 com fontes de diferentes solubilidades de fosforo sobre o
crescimento e o desenvolvimento radicular e da parte aérea, os indicadores
microbiolégicos e a fertilidade do solo, a fisiologia, a diagnose nutricional e a

produtividade do milho.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos nos dois experimentos evidenciam que a integragao
entre Bacillus amyloliquefaciens BV03 (Ba) e fontes minerais de fosforo representa
uma estratégia relevante para aprimorar a eficiéncia do manejo agricola da cultura do
milho.

A inoculagao com Bacillus amyloliquefaciens BV03, associada ao manejo de
fontes fosfatadas, atua como um modulador da saude do solo, evidenciado pelo
aumento da atividade de enzimas-chave (3-glicosidase, desidrogenase e urease) e
pela melhoria na eficiéncia do uso do carbono pela biomassa microbiana. Embora as
respostas variem em magnitude entre os ciclos de cultivo, a sinergia entre o Ba BV03
e fontes de fosforo de alta e média solubilidade (SFT e FNB) resultou em um sistema
radicular mais exploratério e em componentes de producéo superiores.

No desenvolvimento das plantas de milho, a inoculagdo de sementes com B.
amyloliquefaciens BV03, isoladamente ou combinada com diferentes fontes de
fésforo, resultou em respostas positivas de biometria, fisiologia, bioquimica, nutricdo
e produtividade do milho. A magnitude dessas respostas variou de acordo com a
solubilidade das fontes de P e as condi¢des de cada ano agricola, demonstrando que
a interacao € dinamica e sensivel ao ambiente. Ainda assim, os ganhos observados
com Ba, Ba + SFT e Ba + FNB indicam que a combinagao entre bactérias promotoras
de crescimento e fontes de P, tanto soluveis quanto naturais, pode otimizar o
metabolismo vegetal e melhorar a eficiéncia de uso de nutrientes.

De forma geral, os achados reforcam o potencial de B. amyloliquefaciens BV03
como componente estratégico em programas de manejo sustentavel da fertilizagao
fosfatada. A inoculagéo, isolada ou associada a fosfato natural de Bayovar (FNB) pode
contribuir para sistemas produtivos mais eficientes, reduzindo dependéncias externas
e promovendo maior resiliéncia dos cultivos. Estudos de longa duragdo e em
condigdes de campo sao recomendados para fortalecer as evidéncias encontradas e
ampliar a compreensao sobre a estabilidade dos efeitos observados em diferentes

ambientes e sistemas de manejo.
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