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Impacto potencial desta pesquisa: Esta pesquisa apresenta um impacto potencial
relevante para a agricultura ao demonstrar que Bacillus subtilis pode reduzir a
necessidade de fertilizantes minerais nas culturas da soja e do milho, sem comprometer
a produtividade. Do ponto de vista técnico, o estudo comprova que a bactéria atua por
multiplos mecanismos como solubilizagédo de fésforo, fixagdo associativa de nitrogénio,
producao de fitormonios e formagao de biofilmes que otimizam o aproveitamento de
nutrientes e fortalecem a tolerancia das plantas a estresses ambientais. No campo
socioecondmico, a substituicdo parcial da adubagao quimica por inoculagéo bacteriana
representa redugao significativa nos custos de produgao e maior resiliéncia frente a
dependéncia de fertilizantes importados, fortalecendo a bioeconomia nacional. No
aspecto ambiental, os resultados indicam contribuigdo direta para a mitigacao de gases
de efeito estufa e para a preservacao da qualidade do solo e da agua. Assim, a pesquisa
reforga o potencial de Bacillus subtilis como ferramenta estratégica para a construgao
de sistemas agricolas mais sustentaveis e alinhados aos Objetivos de Desenvolvimento

Sustentavel.

Potential Impact of this Research: This research presents a relevant potential impact
for agriculture by demonstrating that Bacillus subtilis can reduce the need for mineral
fertilizers in soybean and maize cultivation without compromising productivity. From a
technical perspective, the study shows that the bacterium acts through multiple
mechanisms such as phosphorus solubilization, associative nitrogen fixation,
phytohormone production, and biofilm formation, which optimize nutrient use and
strengthen plant tolerance to environmental stresses. On the socioeconomic side, the
partial replacement of chemical fertilization with bacterial inoculation represents a
significant reduction in production costs and greater resilience against dependence on
imported fertilizers, thereby strengthening the national bioeconomy. In environmental
terms, the results indicate a direct contribution to mitigating greenhouse gas emissions
and preserving soil and water quality. Thus, this research reinforces the potential of
Bacillus subtilis as a strategic tool for building more sustainable agricultural systems
aligned with the United Nations Sustainable Development Goals.
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Bacillus subtilis PARA A REDUGCAO DA DOSE DO FERTILIZANTE MINERAL NAS
CULTURAS DA SOJA E DO MILHO

RESUMO - A soja (Glycine max) e o milho (Zea mays) séo culturas fundamentais para
0 agronegécio brasileiro, mas a elevada dependéncia de fertilizantes minerais gera
impactos econdmicos, sociais e ambientais, incluindo custos elevados de produgéo,
vulnerabilidade a crises geopoliticas, degradag¢ao do solo, contaminagdo de aguas e
emissdes de gases de efeito estufa. Nesse cenario, microrganismos promotores de
crescimento de plantas, como Bacillus subtilis, destacam-se por mecanismos
associados a solubilizagdo de fosforo, fixagdo biolégica de nitrogénio de forma
associativa, producao de fitormdnios e metabdlitos bioativos, além da formacao de
biofilmes que favorecem a colonizagao radicular e aumentam a tolerancia a estresses
ambientais. Esta tese teve como objetivo avaliar o uso de Bacillus subtilis como
bioinsumo capaz de reduzir a adubagdo mineral nas culturas da soja e milho,
realizando através de, prospecc¢ao microbiologica, ensaios experimentais em casa de
vegetagcdo e campo. No milho, a inoculagdo bacteriana associada a doses reduzidas
de fertilizante resultou em incremento significativo da biomassa aérea e radicular,
maior massa seca, aumento da eficiéncia de uso de nitrogénio e fésforo e elevacgao
da produtividade de graos por hectare, demonstrando que a bactéria compensou parte
da adubacgao quimica. Na soja, os resultados confirmaram os efeitos positivos, com
aumento da nodulag&o, maior acumulo de nitrogénio e fésforo nos tecidos vegetais,
incremento da massa seca, melhoria nos teores de clorofilas e carotenoides, além da
manutencao e, em alguns tratamentos, aumento da produtividade mesmo sob redugao
da adubacédo mineral. De forma integrada, os resultados evidenciam que Bacillus
subtilis representa uma alternativa eficaz para otimizar o aproveitamento de nutrientes,
reduzir custos de produgcao e minimizar impactos ambientais, configurando-se como
ferramenta estratégica para a construgdo de sistemas agricolas mais sustentaveis e

resilientes.

Palavras-chave: Bacillus subtilis. Fertilizante mineral. Bioinsumos. Soja. Milho.
Promocao de crescimento de plantas.



Bacillus subtilis for the reduction of mineral fertilizer doses in soybean and maize

crops

ABSTRACT - Soybean (Glycine max) and maize (Zea mays) are fundamental crops
for Brazilian agribusiness, but the heavy reliance on mineral fertilizers generates
economic, social, and environmental impacts, including high production costs,
vulnerability to geopolitical crises, soil degradation, water contamination, and
greenhouse gas emissions. In this context, plant growth-promoting microorganisms,
such as Bacillus subtilis, stand out due to mechanisms associated with phosphate
solubilization, associative biological nitrogen fixation, phytohormone and bioactive
metabolite production, as well as biofilm formation that favors root colonization and
enhances tolerance to environmental stresses. This thesis aimed to evaluate the use
of Bacillus subtilis as a bioinput capable of reducing mineral fertilization in soybean and
maize crops, through microbiological prospection and experimental trials conducted
under greenhouse and field conditions. In maize, bacterial inoculation combined with
reduced doses of fertilizer resulted in a significant increase in shoot and root biomass,
higher dry matter accumulation, improved nitrogen and phosphorus use efficiency, and
higher grain yield per hectare, demonstrating that the bacterium compensated for part
of the chemical fertilization. In soybean, the results confirmed the positive effects, with
increased nodulation, higher accumulation of nitrogen and phosphorus in plant tissues,
greater dry matter, improved chlorophyll and carotenoid contents, and the maintenance
or, in some treatments, even an increase in yield under reduced mineral fertilization.
Taken together, the results show that Bacillus subtilis is an effective alternative to
optimize nutrient use, reduce production costs, and mitigate environmental impacts,
establishing itself as a strategic tool for building more sustainable and resilient

agricultural systems.

Keywords: Bacillus subtilis. Mineral fertilizer. Bioinputs. Soybean. Maize. Plant growth

promotin



CAPITULO 1 — Consideragées gerais

1. INTRODUCAO

Fertilizantes minerais na agricultura moderna tém gerado preocupacoes
globais, especialmente no Brasil, onde a produ¢do agricola em larga escala
desempenha um papel crucial tanto para a economia quanto para a seguranga
alimentar (Souza et al., 2023). A crescente dependéncia desses insumos quimicos
provoca diversos impactos ambientais, incluindo a degradagao do solo, a lixiviagao
de nutrientes e a contaminagdo de corpos d'agua, comprometendo a saude dos
ecossistemas e a sustentabilidade das praticas agricolas (Allam et al., 2022).

Além disso, o uso intensivo de fertilizantes contribui significativamente para a
emissao de gases de efeito estufa, agravando ainda mais as mudangas climaticas
(Khalsa et al., 2020). Esses impactos afetam diretamente os sistemas produtivos,
elevando os custos, reduzindo a eficiéncia no uso de insumos e comprometendo a
rentabilidade dos agricultores, especialmente nas pequenas e médias propriedades
(Kumar et al., 2023).

Nesse cenario, é essencial adotar praticas agricolas mais sustentaveis, que
garantam alta produtividade com menor dependéncia de insumos sintéticos, ao
mesmo tempo preservando a saude do solo e a resiliéncia dos agroecossistemas. A
microbiota do solo desempenha um papel crucial na manutencao da fertilidade e na
promocao da produtividade agricola (Aguilar-Paredes et al., 2023). Microrganismos
benéficos, como bactérias rizosféricas, participam de processos fundamentais,
incluindo a ciclagem de nutrientes, a decomposi¢ao da matéria organica, a indugao de
resisténcia sistémica e a promocéo do crescimento das plantas (Liu et al., 2024).

Entre os MPCVs, Bacillus subtilis tem se destacado por sua versatilidade
metabdlica e multiplas fungdes benéficas ao solo e as plantas. Trata-se de uma
bactéria gram-positiva, amplamente distribuida na rizosfera, com capacidade de
esporulacao caracteristica que lhe confere alta resisténcia a condicbes ambientais
adversas, como estresse hidrico, altas temperaturas e solos de baixa fertilidade (Blake
et al., 2020). Além disso, B. subtilis possui habilidade para fixar nitrogénio, solubilizar



fosfatos insoluveis e produzir enzimas extracelulares e metabdlitos bioativos que
favorecem o crescimento vegetal e a sanidade das plantas (Jensen et al., 2024). Um
dos principais mecanismos pelos quais Bacillus subtilis promove o crescimento das
plantas € a producédo de fitormdnios, como auxinas, giberelinas e citocininas. Esses
compostos modulam o desenvolvimento radicular e da parte aérea, além de
potencializar a eficiéncia no uso da agua e dos nutrientes (Poveda & Gonzalez-
Andrés, 2021). Estudos indicam que, em culturas como soja e milho, essa bactéria
estimula o crescimento do sistema de raizes, promovendo uma maior absorgéo de
nutrientes e maior tolerancia a condi¢des adversas, como seca ou deficiéncia
nutricional (Dubey et al., 2021).

A adogao de solugdes biologicas, como inoculantes a base de Bacillus subtilis,
apresenta-se como uma estratégia promissora para reduzir a dependéncia de
fertilizantes quimicos, contribuindo para a sustentabilidade na agricultura. Pesquisas
demonstram que essa abordagem pode otimizar o aproveitamento de nutrientes,
melhorar a estrutura e a qualidade do solo, além de minimizar a poluigcado dos recursos
hidricos (Kour et al., 2020).

Diante desse cenario, este estudo tem como objetivo avaliar o potencial de
Bacillus subtilis na redugao do uso de fertilizantes quimicos nas culturas de soja e
milho. Por meio da analise dos mecanismos fisioldgicos e bioquimicos associados a
promogdo do crescimento vegetal, bem como da avaliagdo de parametros
agrondmicos e de qualidade do solo, espera-se gerar evidéncias cientificas que
fundamentem o uso estratégico desse microrganismo em programas de manejo

bioldgico e nutrigdo sustentavel de plantas.

2 Revisao de literatura

2.1 Importéncia da soja e do milhona agricultura brasileira

A soja (Glycine max) e o milho (Zea mays) figuram como os principais pilares
da agricultura brasileira, desempenhando um papel estratégico na balanga comercial,

no abastecimento interno e na sustentabilidade econémica de diversas regides



produtoras. Em 2023, essas duas culturas ocuparam, conjuntamente, mais de 45

milhdes de hectares de area cultivada no pais, com destaque para os estados do Mato

Grosso, Parana e Rio Grande do Sul, que lideram os rankings de produtividade

e extensao territorial destinada ao cultivo (CONAB, 2023).

O Brasil consolidou-se como o maior exportador mundial de soja e o segundo
maior produtor global de milho, resultado de uma combinagdo de avangos
tecnologicos e estruturais. O desenvolvimento e a adogdo de sementes
geneticamente modificadas, resistentes a pragas e herbicidas, aliados ao
aprimoramento de técnicas como o plantio direto, o manejo integrado de pragas e o
uso racional de insumos, permitiram ganhos significativos de produtividade ao longo
das ultimas décadas (EMBRAPA, 2022).

A produgdo de milho, em especial, tem apresentado um crescimento
expressivo na segunda safra, popularmente conhecida como “safrinha”, que
atualmente corresponde a mais de 70% da produgéo nacional desse cereal. Essa
dindmica é viabilizada, sobretudo, pela integragdo com a cultura da soja no sistema
de rotacao de culturas, o que contribui para o uso eficiente do solo, a interrupcao de
ciclos de patégenos e o aumento da resiliéncia dos sistemas produtivos (USDA,
2023).

Apesar desses avancos, o setor ainda enfrenta desafios significativos. A
logistica de escoamento da producgado, particularmente nas regides centro oeste e
norte, continua sendo um gargalo crénico. A precariedade e insuficiéncia de rodovias,
ferrovias e portos, associadas a dependéncia de transportes de longa distancia,
prejudicam a competitividade dos produtos brasileiros no mercado internacional. Além
disso, a sazonalidade climatica, intensificada pelas mudancgas climaticas globais, afeta
diretamente a produtividade, exigindo constante adaptacao dos calendarios agricolas

e do manejo das lavouras (IBGE, 2023).

Diante desse panorama, a expansao da fronteira agricola para a regiao do
Matopiba, que engloba os estados do Maranhdo, Tocantins, Piaui e Bahia, tem
ganhado destaque estratégico. Essa regiao, caracterizada por solos relativamente

planos e com boa aptiddo agricola, tem recebido investimentos em infraestrutura,



pesquisa e desenvolvimento, e se mostrado promissora para sustentar o crescimento
das culturas de soja e milho. Estudos indicam que essa expansao, quando conduzida

de forma planejada e sustentavel, pode contribuir para a interiorizacdo do

desenvolvimento e para a redu¢ao da pressao sobre areas ja intensamente

cultivadas (Gasques et al., 2020).

A soja e o milho desempenham um papel central na economia brasileira,
representando, em conjunto, aproximadamente 25% do valor bruto da produgao
agropecuaria nacional. Em 2022, as exportagbes desses graos somaram cerca de
US$ 70 bilhdes, consolidando-se como os principais itens da pauta exportadora do
agronegocio brasileiro (MAPA, 2023). Esse desempenho expressivo contribui ndo
apenas para o superavit da balangca comercial, mas também para o financiamento de
importagdes estratégicas, como insumos agroindustriais, defensivos, maquinas e

combustiveis.

A cadeia produtiva da soja e do milho tem impacto direto e indireto em diversos
segmentos da economia, incluindo a industria de fertilizantes, defensivos agricolas,
maquinas e implementos, armazenagem, transporte e comércio exterior. Além disso,
exerce influéncia significativa na geragdo de empregos e na arrecadacgao tributaria,
sobretudo nas regides Centro-Oeste, Sul e no crescente polo agricola do Matopiba.
Estima-se que a cadeia desses gréos seja responsavel por cerca de 8% do Produto
Interno Bruto (PIB) do Brasil, demonstrando sua importancia sistémica no

desenvolvimento econémico nacional (OECD-FAOQO, 2022).

A soja, em particular, tem uma relevancia estratégica significativa para a
balanga comercial brasileira, sendo a principal fonte de divisas do setor agricola. Sua
exportagdo em grande escala contribui para o equilibrio cambial e para a entrada de
recursos que viabilizam investimentos em tecnologias e infraestrutura no campo. Por
outro lado, o milho desempenha um papel essencial na sustentagdo da cadeia de
proteina animal, servindo como insumo basico para a avicultura, suinocultura e, em
menor escala, a bovinocultura confinada. O abastecimento interno de milho afeta
diretamente os custos de produgao dessas cadeias e, consequentemente, os precos
dos alimentos no mercado doméstico (Cepea, 2023).



No entanto, a elevada dependéncia de mercados especificos, como a China
principal compradora da soja brasileira, expde o0 pais a riscos geopoliticos e

econdmicos. Essa vulnerabilidade ficou particularmente evidente durante a pandemia

de COVID-19, quando houve instabilidade na demanda e atrasos logisticos, além de
periodos de tensdes comerciais entre China e Estados Unidos, que impactaram o

Brasil como fornecedor alternativo (World Bank, 2021).

Para mitigar essas vulnerabilidades, especialistas e 6rgdos governamentais
tém recomendado a implementagcdo de politicas voltadas a diversificacdo de
mercados importadores e a agregacao de valor a produgao nacional. Estratégias
como o estimulo a industrializagao interna envolvendo a producao de farelo, 6leo,
biodiesel, etanol de milho, entre outros derivados, o fortalecimento de acordos
comerciais com paises emergentes e a ampliagdo da rastreabilidade e
sustentabilidade da produgdo sao apontadas como caminhos para aumentar a

resiliéncia econdmica do setor (Brasil, 2023).

Além disso, a busca por certificagcbes ambientais e sociais, aliada ao
investimento em inovagao tecnoldgica, pode posicionar o Brasil como um fornecedor
premium no mercado internacional, reduzindo a vulnerabilidade as oscilacbes de
preco € a demanda sazonal. Tais medidas tém o potencial de transformar o
protagonismo atual da soja e do milho em um modelo de desenvolvimento sustentavel,

proporcionando maior retorno socioeconémico e ambiental ao pais.

2.2 Dependéncia de fertilizantes minerais nas culturas da soja e do milho

A produgado de soja e milho no Brasil é fortemente dependente do uso de
fertilizantes minerais, especialmente os nitrogenados, fosfatados e potassicos. Essa
dependéncia representa um dos principais gargalos da agricultura nacional, com
impactos significativos tanto nos custos de produgdo quanto na vulnerabilidade
externa. Em 2022, o pais importou cerca de 85% dos fertilizantes nitrogenados e
potassicos utilizados nessas culturas, resultando em um gasto superior a US$ 20
bilhdes com a aquisicdo desses insumos no mercado internacional (ANP, 2023).



A crise geopolitica deflagrada pela guerra entre Russia e Ucrania evidenciou

de forma contundente a fragilidade dessa dependéncia. A Russia, um dos principais

fornecedores globais de fertilizantes e matérias-primas, reduziu drasticamente suas
exportagdes em decorréncia de sang¢des econdmicas e instabilidade logistica. Como
consequéncia, o Brasil enfrentou elevagéo abrupta nos pregos, com destaque para
a ureia, cujo custo aumentou mais de 300% em determinados periodos de 2022
(FAO, 2022). Esse cenario expds o setor agropecuario nacional a riscos de
desabastecimento, flutuacbes cambiais e pressdes inflacionarias, afetando

diretamente a viabilidade econdmica das lavouras.

No plano interno, a limitada disponibilidade de reservas geoldgicas de potassio
e fosfato representa um obstaculo a autossuficiéncia nacional. Embora existam
jazidas identificadas, como aquelas localizadas na regido amazdnica, sua exploragéao
enfrenta desafios ambientais, sociais e logisticos significativos. Projetos de mineragao
de potassio em areas sensiveis, como em terras indigenas e regides de floresta
densa, tém gerado controvérsias e alimentado debates sobre a conciliagdo entre

seguranca alimentar e conservagdo ambiental (IBRAM, 2021).

Diante dessas limitagdes, pesquisadores e instituicbes cientificas tém
apontado alternativas biotecnoldgicas e agroecoldgicas como caminhos promissores
para reduzir a dependéncia de fertilizantes sintéticos. Um exemplo notavel é a
adocgao da fixagao biolégica de nitrogénio (FBN) na cultura da soja, por meio da
inoculagdo com bactérias do género Bradyrhizobium. Essa pratica, consolidada no
Brasil ha décadas, pode suprir até 80% da necessidade de nitrogénio da planta,
reduzindo em até 30% o uso de fertilizantes nitrogenados de origem industrial
(Hungria et al., 2020). Além disso, contribui para a sustentabilidade do sistema
produtivo ao diminuir as emissdes de gases de efeito estufa associadas a produgcao

e a aplicacao de fertilizantes.

Apesar dos avancgos, a transigdo para modelos agricolas menos dependentes
de insumos minerais ainda enfrenta desafios consideraveis. Entre os principais
entraves estdo questbes técnicas, como a variabilidade na eficiéncia dos
microrganismos utilizados, a adaptacéo a diferentes condi¢cdes edafoclimaticas e a

necessidade de protocolos especificos de manejo. Também se destacam barreiras de



natureza cultural e econdbmica, como a resisténcia por parte de produtores

acostumados a pacotes tecnoldgicos convencionais, a falta de politicas publicas de

incentivo e a caréncia de assisténcia técnica especializada em biocinsumos (Martinelli
et al., 2022).

Nesse contexto, torna-se essencial a articulagao entre pesquisa cientifica,
politicas publicas e capacitagao técnica para fomentar a adog¢ao de praticas que
promovam a reducado da dependéncia externa sem comprometer a produtividade e
a competitividade da agricultura brasileira. O fortalecimento de uma base produtiva
nacional de bioinsumos, a ampliagdo do crédito rural voltado a inovagdo e o
investimento em tecnologias adaptadas a realidade dos produtores sao estratégias

fundamentais para promover uma transi¢ao sustentavel e resiliente.

A expansao territorial das culturas de soja e milho no Brasil tem gerado
preocupagdes crescentes quanto aos seus impactos ambientais, especialmente no
que se refere a conversao de ecossistemas naturais em areas agricolas. Estima-se
que aproximadamente 40% do desmatamento registrado no bioma Cerrado esteja
associado direta ou indiretamente a expansdo dessas lavouras, que avangam
principalmente sobre areas de vegetagao nativa com elevado valor ecoldgico (INPE,
2023). Além da perda de biodiversidade, esse processo resulta em significativas
emissdes de gases de efeito estufa, com um volume anual estimado em mais de 200
milhdes de toneladas de CO, equivalente, agravando os efeitos das mudancgas
climaticas e comprometendo os compromissos ambientais internacionais assumidos

pelo pais.

Outro fator de destaque sado os impactos decorrentes do uso intensivo de
agroquimicos, como fertilizantes sintéticos e defensivos agricolas. A aplicagdo em
larga escala desses insumos tem causado a contaminacao de solos, rios e aquiferos,
sendo o Aquifero Guarani um dos maiores reservatorios subterraneos de agua doce
do mundo um exemplo emblematico das ameacas a qualidade hidrica oriundas da
agricultura convencional (ANA, 2022). A presenga de residuos quimicos em corpos
hidricos compromete n&o apenas o0s ecossistemas aquaticos, mas também o

abastecimento humano e a saude publica nas regides afetadas.

No que tange a economia da produgao, os custos operacionais das lavouras



de soja e milho apresentaram elevagao expressiva nos ultimos anos. Entre 2020 e

2023, houve um aumento médio de 25% no custo produtivo por hectare, impulsionado

principalmente pela alta nos pregos dos fertilizantes minerais e dos combustiveis
fosseis, em decorréncia de fatores como instabilidade geopolitica internacional,
cambio desfavoravel e restricbes logisticas (Cepea, 2023). Esse encarecimento
compromete as margens de lucro dos produtores e torna o setor mais suscetivel a
choques externos, reforcando a necessidade de alternativas mais sustentaveis e

economicamente viaveis.

Diante desse cenario, praticas de manejo integradas tém sido cada vez mais
recomendadas por especialistas e instituicbes de pesquisa como estratégias
promissoras para conciliar produtividade com conservagdo ambiental. A Integracao
Lavoura-Pecuaria-Floresta (ILPF) e a recuperacao de pastagens degradadas sao
exemplos de sistemas sustentaveis que promovem o uso mais eficiente da terra,
aumentam a resiliéncia dos sistemas produtivos e contribuem para o sequestro de
carbono e a melhoria da qualidade do solo (Strassburg et al., 2020). Essas praticas
também favorecem a diversificacdo das atividades agricolas, reduzindo a
dependéncia de monoculturas e promovendo maior estabilidade econdmica para os

produtores.

No entanto, a adogao dessas tecnologias em larga escala ainda enfrenta
diversos entraves. Entre os principais desafios estao a caréncia de politicas publicas
especificas, a insuficiéncia de linhas de crédito voltadas a agropecuaria sustentavel,
a falta de assisténcia técnica especializada e a resisténcia cultural por parte de
produtores que ja operam com modelos produtivos convencionais ha décadas. Além
disso, os investimentos iniciais requeridos para a implementagcao de sistemas como
a ILPF podem representar uma barreira significativa, especialmente para pequenos
e médios produtores que operam com margens mais estreitas e menor acesso a

financiamento.

Portanto, a promogdo de uma agricultura ambientalmente responsavel e
economicamente viavel depende da articulagdo entre Estado, setor produtivo e
instituicdes de pesquisa. E essencial que politicas publicas incentivem praticas

conservacionistas, fomentem o uso de tecnologias sustentaveis e promovam a



transicao agroecoldgica em areas de alta pressao produtiva. Ao mesmo tempo, a

educacdo ambiental e a capacitagdo técnica continua sdo fundamentais para

transformar a percepgao dos produtores sobre o valor de praticas
regenerativas, tornando-as parte integrante de um novo paradigma agricola

brasileiro.

2.3 Fertilizagado mineral e seus impactos no solo e no meio ambiente

O uso de fertilizantes minerais na agricultura tem suas origens ligadas as
transformagdes promovidas pela Revolugdo Industrial, no século XIX, quando a
crescente urbanizagdo e a maior demanda por alimentos exigiram inovagdes
tecnolégicas na produgdo agricola. Um marco importante nesse processo foi o
desenvolvimento do processo Haber-Bosch, no inicio do século XX, que permitiu a
sintese de amoénia a partir do nitrogénio atmosférico em escala industrial. Esse avanco
possibilitou a fabricagdo em massa de fertilizantes nitrogenados, revolucionando o
suprimento de nutrientes essenciais para as plantas e abrindo caminho para a

modernizag&o da agricultura (Erisman et al., 2008).

Ao longo do século XX, especialmente a partir da chamada Revolugao Verde
nas décadas de 1950 e 1960, o uso de fertilizantes minerais tornou-se ainda mais
intensivo. A introdugdo de cultivares de alto rendimento, aliada a mecanizagao
agricola, ao uso de defensivos quimicos e a irrigacado, elevou drasticamente a
produtividade das lavouras. Nesse contexto, os fertilizantes nitrogenados, fosfatados
e potassicos desempenharam um papel fundamental para garantir o aumento da
producdo de alimentos, especialmente em paises em desenvolvimento, onde a

insegurancga alimentar era uma preocupagao constante (Pingali, 2012).

Contudo, nas décadas subsequentes, a dependéncia crescente desses
insumos passou a revelar seus efeitos colaterais. O uso continuo e, muitas vezes,
excessivo de fertilizantes sintéticos levou a uma série de desequilibrios nos sistemas
agricolas, como a acidificacdo e compactagcao do solo, salinizacdo, reducédo da
matéria organica e da atividade biologica, além do desequilibrio entre macro e

micronutrientes. Esses efeitos negativos também impactam os recursos hidricos, com
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a lixiviagao de nitratos e fésforo contribuindo para a eutrofizagao de rios e lagos,
e afetam a atmosfera, com a emissao de 6xidos de nitrogénio, gases de efeito estufa
potentes (Zhang et al., 2021; Bindraban et al., 2020).

Embora os fertilizantes minerais tenham sido decisivos para o aumento da
produtividade agricola e para o combate a fome em escala global, o modelo baseado
no seu uso intensivo e pouco racional mostrou-se insustentavel a longo prazo.
Diversos estudos contemporaneos ressaltam a necessidade urgente de revisdo desse
paradigma, promovendo a transigédo para praticas mais equilibradas e ambientalmente
sustentaveis. Isso inclui a adogdo do manejo integrado da fertilidade do solo, a rotagao
de culturas, a utilizagao de bioinsumos, a adubagao organomineral, o uso de sensores
para aplicacao localizada de nutrientes e o incentivo a agricultura regenerativa (Lal,
2020).

Além disso, fatores geopoliticos e econdmicos, como a volatilidade dos precos
internacionais de fertilizantes, a concentragao da producéao global em poucos paises
e a instabilidade nas cadeias logisticas, tornam a dependéncia externa desses
insumos um risco estratégico para paises como o Brasil. Por essa razao, iniciativas
que promovam a producao nacional de fertilizantes, aliadas a pesquisa cientifica
voltada para fontes alternativas de nutrientes, como microrganismos solubilizadores
de fésforo e fixadores de nitrogénio, tém ganhado destaque como caminhos viaveis
para garantir a seguranga nutricional das lavouras sem comprometer 0s recursos

naturais.

Portanto, o histérico do uso de fertilizantes minerais ilustra ndo apenas o
avanco tecnoldgico que possibilitou a intensificacdo agricola, mas também os desafios
que surgem da manuteng¢ao de um modelo produtivo dependente de insumos de alto
impacto ambiental. A busca por solugdes sustentaveis passa necessariamente pelo
resgate do conhecimento técnico sobre 0 solo como um organismo vivo e complexo,
que exige equilibrio e manejo cuidadoso para sustentar a producgao de forma resiliente

e duradoura.

O uso intensivo e, por vezes, indiscriminado de fertilizantes minerais tem

provocado uma série de impactos ambientais adversos, comprometendo a qualidade
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dos solos, da agua e da atmosfera. A aplicagdo excessiva de nutrientes,

especialmente os nitrogenados e fosfatados, tem sido apontada como um dos

principais fatores de degradac¢ao dos ecossistemas agricolas e naturais.

No solo, o aporte continuo de fertilizantes quimicos altera suas propriedades
fisicas, quimicas e biolégicas, promovendo a acidificacdo, a salinizagdo e a
compactacao, além de reduzir os teores de matéria organica e a diversidade
microbiana. Esses efeitos comprometem a capacidade do solo de sustentar a
producao agricola de forma equilibrada e resiliente. Um dos principais problemas
associados ao uso excessivo de fertilizantes nitrogenados ¢ a lixiviagao de nitratos,
que atinge os lengdis freaticos e aquiferos, tornando a 4gua imprdpria para consumo
humano e contribuindo para disturbios metabdlicos, como a sindrome do bebé azul

(metemoglobinemia) (Uwizeye et al., 2020).

A eutrofizacdo de corpos d’agua € outro impacto relevante, resultante do
escoamento superficial de fésforo e nitrogénio em excesso para rios, lagos e
reservatorios. Esse fendbmeno leva a proliferacédo de algas e cianobactérias, a redugao
dos niveis de oxigénio dissolvido na agua e a consequente mortalidade de organismos
aquaticos, comprometendo a biodiversidade e a qualidade da agua para usos

multiplos.

Adicionalmente, fertilizantes minerais fosfatados muitas vezes contém
impurezas, como metais pesados, a exemplo do cadmio (Cd), cuja presencga no solo,
mesmo em baixas concentragdes, pode levar ao acumulo em tecidos vegetais e entrar
na cadeia alimentar, representando risco toxicoldgico a saude humana e animal (Gu
etal., 2023). O acumulo progressivo de metais pesados em areas cultivadas de forma
intensiva evidencia a necessidade de controle rigoroso da qualidade dos insumos
aplicados.

No ambito atmosférico, a agricultura intensiva com elevado uso de fertilizantes
€ uma das principais fontes de emissao de 6xido nitroso (N,O), um gas de efeito estufa
com potencial de aquecimento global aproximadamente 298 vezes maior que o
diéxido de carbono (CO,), além de ser um agente destruidor da camada de ozénio.
As emissdes de N,O resultam do processo de desnitrificagdo microbiana no solo,

amplificado por altas concentragcées de nitrogénio disponivel. A volatilizacdo da
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amoénia (NH3), especialmente apds a aplicagdo de ureia, também representa um

problema ambiental relevante, contribuindo para a acidificacdo de ecossistemas
terrestres e aquaticos e para a formacgao de particulas finas na atmosfera, com

impactos negativos sobre a saude humana e a qualidade do ar (Uwizeye et al., 2020).

Dessa forma, os impactos ambientais decorrentes do uso excessivo de
fertilizantes minerais sdo amplos e interconectados, exigindo abordagens integradas
de manejo, politicas publicas mais rigidas quanto ao uso e a qualidade dos insumos,
e a transigao para sistemas de produgao mais sustentaveis e regenerativos. A adogéo
de praticas como a adubagao racional baseada em analises de solo, o uso de
biofertilizantes e microrganismos benéficos, o plantio direto e o monitoramento remoto
da fertilidade sao estratégias promissoras para mitigar esses efeitos, conciliando

produtividade agricola com conservagao ambiental.
2.4 Potencial de substituicdo por Bioinsumos

A crescente demanda por praticas agricolas mais sustentaveis tem
impulsionado a busca por alternativas que reduzam a dependéncia de insumos
sintéticos, abrindo espaco para o avango dos bioinsumos na producgao de graos. Entre
esses, destacam-se o0s inoculantes microbianos, os biofertilizantes, os
biorreguladores e os agentes de controle bioldgico, que tém demonstrado grande
potencial para substituir, parcial ou totalmente, fertilizantes e defensivos de origem

industrial.

No caso da soja, estudos conduzidos pela EMBRAPA (2023) indicam que o uso
de bioinsumos pode reduzir em até 50% a necessidade de fertilizantes sintéticos,
gerando uma economia estimada em cerca de US$ 2 bilhdes por ano para o setor
agricola nacional. Essa economia nao se limita ao aspecto financeiro, mas também
representa um avango significativo em termos de sustentabilidade ambiental,
contribuindo para a reducdo das emissbes de gases de efeito estufa e da

contaminagao do solo e da agua.

Em resposta a esse cenario, o governo federal langou, em 2021, o Programa

Nacional de Bioinsumos, com o objetivo de fomentar a pesquisa, a produgao e a
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utilizacado desses insumos biolégicos no campo (MAPA, 2021). Apesar do potencial

promissor, 0s bioinsumos ainda ocupam uma participacdo modesta no mercado

nacional, representando cerca de 5% do total de insumos agricolas comercializados
(Koppert, 2022). Esse dado revela tanto as oportunidades de crescimento quanto os

desafios que precisam ser enfrentados para ampliar sua adogao em larga escala.

A eficiéncia dos bioinsumos ja esta bem documentada em diversas culturas. No
caso do milho, por exemplo, a aplicagdo do microrganismo *Azospirillum brasilense*®
tem demonstrado resultados expressivos, promovendo o crescimento radicular,
aumentando a absor¢ao de nutrientes e elevando a produtividade em até 15%,
segundo estudos recentes (Hungria et al., 2021). Esses ganhos se tornam ainda mais
relevantes em cenarios de alta nos pregos dos fertilizantes ou em regides com

restricoes edafoclimaticas.

Contudo, a transicdo para sistemas baseados em bioinsumos enfrenta
barreiras estruturais e culturais. A desconfiangca por parte de produtores rurais,
especialmente os de perfil mais tradicional, ainda € um entrave recorrente. Essa
resisténcia esta frequentemente associada a falta de conhecimento técnico sobre o
funcionamento dos produtos biolégicos, a auséncia de garantias de desempenho
padronizado no campo e a caréncia de profissionais capacitados para orientar o

manejo adequado desses insumos (Leite et al., 2022).

Nesse contexto, torna-se essencial investir em programas de capacitagao
técnica, assisténcia rural especializada e disseminacgao de informagdes cientificas de
forma acessivel e pratica. A integragao entre instituicbes de pesquisa, cooperativas,
empresas do setor e Orgdos governamentais pode acelerar a aceitagdo dos

bioinsumos, promovendo uma transi¢éo segura e eficaz.

A economia, nesse cenario, desponta como uma estratégia-chave para
conciliar a competitividade econémica com a sustentabilidade ambiental. Segundo o
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagao (MCTI, 2023), a valorizagao de ativos
biolégicos e a inovagado baseada em recursos renovaveis representam caminhos
promissores para reposicionar o Brasil como lider em agricultura sustentavel no

cenario global. Assim, os bioinsumos ndo sao apenas alternativas técnicas viaveis,
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mas componentes centrais de uma nova matriz produtiva voltada para a seguranga

alimentar, a resiliéncia climatica e a economia verde.

2.5 Microrganismos promotores de crescimento vegetal (MPCVs): mecanismos,

interacdes e aplicagbes agronémicas

Os Microrganismos Promotores de Crescimento Vegetal (MPCVs) constituem
um grupo funcional de bactérias, fungos e outros microrganismos que estabelecem
interacbes benéficas com as plantas, atuando predominantemente na rizosfera ou
como enddfitos. Esses microrganismos desempenham papéis fundamentais na
promoc¢ao do crescimento vegetal por meio de mecanismos diretos e indiretos, que
contribuem significativamente para o aumento da produtividade agricola,

especialmente em sistemas de manejo sustentavel (Smith et al., 2023).

Dentre os mecanismos diretos, destaca-se a fixagao biolégica de nitrogénio
(FBN), processo pelo qual bactérias fixadoras convertem o nitrogénio atmosférico em
formas assimilaveis pelas plantas, reduzindo a necessidade de adubacao
nitrogenada. Outro mecanismo amplamente relatado é a solubilizacdo de fosfatos
insoluveis, tornando o fosforo mais disponivel as raizes por meio da liberacdo de
acidos organicos e enzimas fosfatases (Kumar et al., 2023). Além disso, muitas
espécies de MPCVs sao produtoras de sideréforos, compostos quelantes que
aumentam a biodisponibilidade de ferro no solo, micronutriente essencial ao

metabolismo vegetal (Martinez-Viveros et al., 2023).

Os MPCVs também influenciam profundamente a fisiologia das plantas por
meio da produgéao de fitormdnios, como auxinas (principalmente acido indolacético —
AlA), giberelinas e citocininas, os quais estimulam o crescimento radicular e da parte
aérea, promovendo maior eficiéncia na absorcdo de agua e nutrientes. Além disso,
alguns microrganismos sao capazes de modular a sinalizagdo hormonal, atenuando
os efeitos negativos de estresses abidticos, como seca, salinidade, deficiéncia

nutricional e toxicidade por metais pesados (Vejan et al., 2023).

Esse tipo de atuacao € fundamental para o aumento da resiliéncia das plantas
em cenarios de instabilidade climatica e restricao hidrica. Do ponto de vista indireto,

os MPCVs podem exercer agao antagonista contra fitopatdégenos, seja por competi¢ao
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por nicho e nutrientes, seja pela produgdo de compostos antimicrobianos e enzimas

liticas. Além disso, podem induzir resisténcia sistémica nas plantas, ativando

respostas de defesa que conferem protegao contra uma ampla gama de estresses
bidticos (Santoyo et al., 2023).

Tais capacidades tornam esses microrganismos aliados promissores no
manejo integrado de doencgas e na reducao do uso de defensivos quimicos. O uso
agricola de MPCVs, isoladamente ou em consorcios, tem sido apontado como uma
estratégia ecoldgica e eficiente para reduzir a dependéncia de fertilizantes quimicos
e para promover a sustentabilidade da produgéo agricola. A aplicagao de inoculantes
microbianos representa, portanto, uma interface entre microbiologia agricola e manejo
sustentavel, contribuindo para a construcéo de sistemas produtivos mais resilientes,

econdmicos e ambientalmente responsaveis (Smith et al., 2023; Kumar et al., 2023)

As interacdes entre plantas e microrganismos promotores de crescimento
vegetal (MPCs) sdo dindmicas, altamente especificas e mediadas por trocas de sinais
bioquimicos na rizosfera. Um dos principais mecanismos de comunicagao € a
liberacdo de exsudatos radiculares compostos como aminoacidos, agucares, acidos
organicos, fendlicos e flavonoides que atuam como atrativos quimicos e moduladores
da comunidade microbiana do solo (Tao Wen et al, 2022). Esses compostos
funcionam como "mensageiros" que permitem a planta selecionar e recrutar
microrganismos benéficos, favorecendo a colonizagdo por bactérias e fungos

promotores de crescimento (Lugtenberg et al., 2023).

Uma vez estabelecida a associagao, os MPCVs contribuem diretamente para
a melhoria da estrutura do solo por meio da producdo de polissacarideos
extracelulares, que auxiliam na agregagao das particulas e aumentam a porosidade
e retencdo de agua. Além disso, esses microrganismos atuam na mobilizagcédo e
disponibilizagao de nutrientes, como nitrogénio, fosforo, ferro e potassio, otimizando
a absorgdo pelas raizes e promovendo o crescimento vegetal. Outro efeito
significativo é a supressdo de fitopatdbgenos, que ocorre via mecanismos
competitivos (por espago e nutrientes) e pela produgéo de compostos antimicrobianos
e enzimas liticas (Mendes et al., 2011).
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No contexto agronémico, essas interagdes tém sido amplamente exploradas
para elevar a produtividade de culturas agricolas, como soja (Glycine max), milho (Zea

mays), trigo ( Triticum aestivum), arroz e hortalicas. Estudos recentes demonstram que

a inoculagao com MPCVs pode promover aumentos significativos no rendimento das
lavouras, mesmo sob condi¢cdes de baixa fertilidade ou estresse ambiental, além de
reduzir a necessidade de insumos quimicos, como fertilizantes e defensivos agricolas
(Compant et al., 2023).

Tais resultados tornam os MPCVs ferramentas indispensaveis para a
intensificagcdo sustentavel da agricultura. Entre os principais géneros de MPCVs
utilizados comercialmente, destacam-se Bacillus e Trichoderma, ambos amplamente
empregados em biofertilizantes e biopesticidas (Yanwei Ma et al., 2025). Bacillus
subtilis, por exemplo, além de promover o crescimento vegetal, apresenta atividade
antibiética contra uma ampla gama de fitopatégenos. Trichoderma spp. € reconhecido
pelo seu potencial no controle bioldgico de doencgas radiculares e foliares, além de

induzir resisténcia sistémica nas plantas (Backer, et al., 2023).

Outro aspecto de destaque é o conceito emergente de “imunidade do solo”, em
gue a presenca de uma microbiota funcional e equilibrada atua como primeira linha de
defesa contra organismos patogénicos, reduzindo a incidéncia de doengas de solo e
promovendo maior estabilidade dos agroecossistemas (Raaijmakers et al., 2023).
Esse conceito fortalece a ideia de que o manejo da microbiota nao € apenas uma
estratégia auxiliar, mas parte fundamental do planejamento agricola sustentavel
(Elizabeth French et al, 2021).

Para que os beneficios agronbémicos dos MPCVs sejam plenamente
alcancados, é fundamental investir na selecéo de estirpes eficientes e adaptadas as
condi¢oes edafoclimaticas locais (E. Voronina et al., 2023). A performance de um
microrganismo inoculado depende de fatores como tipo de solo, pH, temperatura,
umidade, presencga de competidores nativos e manejo cultural. O desenvolvimento de
consoércios microbianos e inoculantes personalizados tem se mostrado uma
abordagem promissora para maximizar a eficacia dessas interagcdes em diferentes

sistemas produtivos (Compant et al., 2023).
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Dessa forma, as interagdes planta-microrganismo representam um eixo central
na construgdo de uma agricultura regenerativa, resiliente e menos dependente de

agroquimicos. A compreensao e o aproveitamento dessas relagdes simbidticas ndo

apenas ampliam os limites da produtividade, como também resgatam o

equilibrio bioldégico do solo e da paisagem agricola.

2.6 Potencial agronémico de Bacillus subtilis

Bacillus subtilis € uma bactéria Gram-positiva com morfologia bacilar,
amplamente distribuida em ambientes terrestres e aquaticos, especialmente na
rizosfera, onde encontra condi¢des favoraveis para colonizagao radicular e interagao
com a microbiota edafica (Chen et al., 2023). Sua parede celular espessa, composta
por peptidoglicano, aliada a capacidade de formar esporos e biofilmes multicelulares,
confere elevada resiliéncia frente a condicdes ambientais adversas, como variagoes

de pH, escassez de nutrientes, calor e estresse hidrico (Wang et al., 2023).

A formacgado de biofilmes favorece a aderéncia as raizes e a cooperagao
metabdlica entre células, contribuindo para sua eficacia como promotora do
crescimento vegetal. Essa caracteristica, aliada a habilidade de competir com outros
microrganismos e de se adaptar a diferentes condigbes edafoclimaticas, faz de B.
subtilis um microrganismo ecologicamente versatil, com alta aptidao para colonizagao

e persisténcia no solo (Liu et al., 2024).

Fisicamente robusto e metabolicamente flexivel, B. subtilis € capaz de utilizar
diversos substratos organicos e inorganicos, o que o torna eficiente em solos com
diferentes graus de fertilidade, salinidade ou pH (Zhang et al.,, 2023). Essa
versatilidade metabdlica inclui a producao de enzimas extracelulares como proteases,
amilases, celulases e xilanases, que promovem a decomposi¢cao da matéria organica
e aumentam a disponibilidade de nutrientes essenciais as plantas. Além disso,
estirpes associadas a vegetais carregam genes relacionados a solubilizagdo de
fosfatos, biossintese de siderdforos, resisténcia ao estresse oxidativo e modulagao

hormonal (Kim et al., 2023).

Uma das caracteristicas mais notaveis de B. subtilis € sua capacidade de
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formar enddsporos altamente resistentes. Esse processo, regulado e eficiente,

garante sua sobrevivéncia em condigdes extremas e favorece a estabilidade dos

bioinsumos produzidos com essa bactéria, permitindo armazenamento prolongado
e aplicacao em diferentes estagios da cultura (Patel et al., 2023; Tanaka et al.,
2023).

Além disso, B. subtilis demonstra elevada tolerancia a estresses ambientais,
como salinidade, seca e variagdes térmicas, por meio da expressao de chaperonas,
antioxidantes e proteinas reguladoras da resposta ao estresse (Rodriguez et al., 2023;
Oliveira et al., 2023). Em ambientes salinos, mantém a homeostase celular e continua
a produzir compostos como acido indolacético e sideroforos, que estimulam o

crescimento vegetal (Singh et al., 2023).

Portanto, suas caracteristicas estruturais, metabdlicas e ecoldgicas posicionam
B. subtilis entre os microrganismos mais promissores para a biotecnologia agricola
(Meena et al., 2023; J. Stulke et al.,, 2023). Sua aplicagdo em biofertilizantes e
inoculantes tem crescido continuamente, especialmente devido a sua adaptabilidade
a diferentes biomas e ao potencial de promover uma agricultura mais sustentavel e
eficiente (Xinpei Wei et al., 2024).

2.7 Solubilizacao de fésforo e fixagao bioldgica de nitrogénio

A capacidade do Bacillus subtilis em promover a nutricdo vegetal esta
fortemente associada a sua habilidade de solubilizar fésforo inorganico e, em menor
escala, fixar nitrogénio atmosférico de forma associativa. Essas funcgdes
desempenham um papel estratégico na substituicao parcial dos fertilizantes minerais
sintéticos, sobretudo em solos tropicais, onde a disponibilidade de fésforo (P) é
frequentemente limitada devido a fixagdo em formas insoluveis por 6xidos de ferro e

aluminio.

O mecanismo de solubilizacdo de fosfatos pelo Bacillus subtilis envolve
principalmente a excregéo de acidos organicos de baixo peso molecular, como acido
glucdnico, citrico, latico e oxalico. Esses compostos atuam promovendo a acidificagao

do meio e a complexagao de cations como Ca?*, Fe*" e AI**, liberando o fésforo
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anteriormente precipitado na forma de fosfato tricalcario ou fosfato férrico (Pérez et
al., 2023; Rodrigues et al., 2023).

Além disso, a solubilizagao de fosforo também é mediada por enzimas como
fosfatases e fitases, que degradam compostos organicos ricos em fosforo. Estudos
recentes demonstram que a eficiéncia na solubilizacdo de fésforo por estirpes de
Bacillus subtilis pode ser potencializada pela produgédo simultdnea de fitorménios,
como auxinas, que estimulam a ramificagcao radicular, aumentando a area de contato
das raizes com o solo e, consequentemente, a absorgéo de nutrientes (Hassan et al.,
2023).

Essa sinergia entre nutricdo e desenvolvimento radicular tem se mostrado
particularmente eficaz em culturas de alto valor econémico, como soja, milho e trigo.
Embora o Bacillus subtilis ndo seja um diazotrofico classico, como os rizobios,
algumas cepas possuem capacidade de fixar nitrogénio atmosférico de forma
associativa ou endofitica, especialmente em gramineas e culturas nao leguminosas.
Essa fixagdo ocorre por meio de genes nitrogenases presentes em linhagens
especificas e pode contribuir, ainda que em menor proporcéo, para o fornecimento de

nitrogénio as plantas (Wang et al., 2023).

Tal caracteristica € altamente desejavel em solos com baixa disponibilidade de
nitrogénio e em sistemas de produgdo que visam a redugéo do uso de fertilizantes
nitrogenados, os quais estdo entre os principais emissores de gases de efeito estufa
na agricultura. A aplicagcédo de inoculantes a base de Bacillus subtilis tem mostrado
resultados promissores em campo, com ganhos significativos na absor¢ao de fésforo
e no crescimento vegetativo de plantas de milho, especialmente quando combinados

com doses reduzidas de fertilizantes minerais.

Estudos realizados em diferentes regiées do Brasil e da Asia demonstram que
essa tecnologia pode otimizar o uso de insumos, melhorar a eficiéncia agronédmica e
reduzir os impactos ambientais da fertilizagdo quimica (Silva et al., 2023). Dessa
forma, a solubilizacdo de fosforo, aliada a promocéo do crescimento radicular e a
fixacdo biolégica de nitrogénio associativa, consolida o Bacillus subtilis como um

microrganismo-chave para o desenvolvimento de praticas agricolas mais sustentaveis
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e eficientes, especialmente em solos tropicais com limitagdes nutricionais.
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CAPITULO 2 - THE ROLE OF BACILLUS SP. IN REDUCING
CHEMICAL INPUTS FOR SUSTAINABLE CROP PRODUCTION

ABSTRACT: Bacillus species have emerged as promising agents for reducing
chemical input in sustainable crop production. These bacteria possess diverse
abilities, including nutrient cycling, phytohor- mone production, and stress tolerance
enhancement in plants. Recent advances in omics technologies have revolutionized
the understanding of Bacillus sp. biology and expanded their potential applica- tions.
Bacillus-based products have demonstrated effectiveness in reducing nitrogen and
phosphorus fertilizer requirements while maintaining or improving crop yields.
However, their field performance may be inconsistent, highlighting the need for further
research to optimize formulations and delivery methods. The compatibility with other
agricultural inputs varies depending on the specific chemicals and conditions
involved. The introduction of Bacillus sp. can significantly affect the soil microbiome,
potentially promoting plant growth and microbial diversity. Strain specificity and host
compatibility play crucial roles in determining the success of host—parasite
interactions. The regulatory and safety aspects require further investigation to ensure
the safe and sustainable use of Bacillus species in various applications. The
integration of Bacillus-based products into existing crop management systems,
following the principles of Integrated Pest Management and Integrated Crop
Management, is essential for their successful implementation. This review provides
a comprehensive overview of the current knowledge on Bacillus sp. for reducing
chemical inputs for sustainable crop production, highlighting the challenges and
opportunities for future research and application.

Keywords: Bacillus sp.; sustainable crop production; chemical inputs; nutrient
cycling; phytohormone production; omics technologies; integrated pest management
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1. Introduction

Agricultural inputs encompass a wide range of resources and materials that
are used in farming systems. Traditional inputs include labor, water, arable land,
and other resources such as energy and fertilizers [1]. Chemical fertilizers,
pesticides, genetically modified organisms, antibiotics, and growth hormones are
commonly used [2]. However, sustainable and organic farming practices emphasize e
use of alternative inputs. Organic farming systems avoid synthetic chemical inputs
and maximize the use of crop rotations, animal manure, organic waste, and
biological systems for nutrient mobilization and plant protection [2]. Conservation
agriculture (CA) integrates the management of available natural resources such as
soil, water, flora, and fauna, with minimal external inputs [3]. Similarly, low external
input sustainable agriculture (LEISA) focuses on farm-derived inputs and

productivity based on ecological processes and functions [4].

Chemical fertilizers are synthetic substances used in agriculture to provide
essential nutrients to plants, primarily nitrogen, phosphorus, and K, to enhance
crop productivity and yield [5]. Fertilizers play a pivotal role in modern agricultural
systems by maintaining the balance of nutrients in the soil and boosting plant
growth [5]. However, the use of chemical fertilizers has been a subject of debate.
Although they have contributed to increased food production, their excessive and

imbalanced use has led to significant

environmental and health concerns. The indiscriminate application of chemical
fertilizers, particularly urea, has resulted in reduced soil health and increased
cultivation costs [6]. Chemical fertilizers, which are designed to enhance crop
growth and productivity, have been associated with numerous problems that affect
human health, the environment, and agricultural sustainability. Excessive and
uncontrolled use of chemical fertilizers has led to significant environmental issues,

including water pollution, soil degradation, and climate change [7]. These fertilizers
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can contaminate groundwater, potentially causing health hazards, such as hormone

disruption, reproductive abnormalities, and cancer when consumed over extended

periods [8]. Additionally, nitrogenous fertilizers have been linked to human and animal

diseases through groundwater pollution [9].

Interestingly, while chemical fertilizers were initially considered a boon for
humankind, scientific advancements have revealed their detrimental effects on soil
health and ground- water quality [8]. The persistent nature of these agrochemicals
negatively affects soil microbial communities, which are crucial for sustaining various
nutrient cycles [8]. More- over, the inability to determine the appropriate amounts,
types, and application periods of fertilizers contributes to global warming and climate
change, further affecting agri- cultural productivity [10]. The problems caused by
chemical fertilizers extend beyond environmental concerns, including serious human
health risks and long-term agricultural sustainability issues. These findings highlight
the urgent need for alternative approaches, such as biofertilizers and sustainable
agricultural practices, to mitigate the negative effects of chemical fertilizers while

meeting global food demands [10].

The pesticides used in agriculture include herbicides, insecticides, fungicides,
nemati- cides, and rodenticides. Herbicides account for the largest market share
(around 40%), followed by insecticides (17%) and fungicides (10%) [11]. These
chemicals are used to control weeds, insects, diseases, and other pests that threaten
crop production. However, the widespread use of pesticides has resulted in significant
environmental and health prob- lems. They pose risks to human health and the natural
environment, affecting beneficial insect groups, aquatic species, and soll
microorganisms. Pesticides can accumulate in soil and water, causing harm to

ecosystems and loss.

They have been linked to genotoxicity, including mutagenicity, carcinogenicity,
and teratogenicity [12]. Acute pesticide poisoning is a significant cause of morbidity
and mortality worldwide, with an estimated three million severe cases and 220,000
deaths annually [13]. Although pesticides play a crucial role in increasing agricultural
productivity and feeding the growing human population, their use comes at a
considerable cost to ecosystems and human health [14]. The negative impacts of
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pesticides highlight the need for more sustainable agricultural practices, such as

integrated pest management and biopesticide development, to protect both the

environment and human well-being [15].

Bacillus is a diverse genus of rod-shaped spore-forming bacteria belonging to
the Firmicutes phylum [16]. These bacteria are ubiquitous in nature, predominantly
found in soil, and have been reported in various ecological niches [17]. This genus is
known for its remarkable genetic and metabolic diversity, which enables Bacillus
species to serve multiple ecological functions and adapt to a wide range of
environments [17]. Bacillus species possess humerous abilities that make them useful
in various fields. In agriculture, they play crucial roles in nutrient cycling, conferring
stress tolerance to plants and improving plant growth through phytohormone
production [17]. Some Bacillus species, particularly those in the B. cereus group, are
opportunistic pathogens that cause food poisoning [18]. Many Bacillus species are
beneficial and have been extensively exploited in the agro-biotechnology industry [17].
They produce antimicrobial substances, making them valuable for controlling microbial
infections [19]. Additionally, Bacillus spp. have industrial applications in enzyme

production, vitamin synthesis, and plant-growth-promoting formulations [20].

The Bacillus genus encompasses a wide range of species with diverse abilities,
rang- ing from beneficial soil bacteria to potential pathogens. Their capacity to form
resistant endospores, produce antimicrobial compounds, and adapt to various
environments makes them significant in ecological, agricultural, industrial, and medical
contexts [17]. The versatility of Bacillus species continues to drive research and
application in multiple fields, highlighting their importance in both natural ecosystems
and human activities. Bacillus sp. is a promising genus for food production owing to

its versatile characteristics and numerous beneficial applications.

Bacillus spp. are widely recognized for their ability to produce a variety of
useful substances and extracellular enzymes, making them valuable in the food,
pharmaceutical, agricultural, and environmental industries [21]. This genus is
particularly attractive for industrial use because of its short growth time, capacity
to secrete proteins, and safety in humans [22]. Bacillus species can grow efficiently

using inexpensive carbon sources, making them cost-effective for industrial
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production [21,23]

Interestingly, although Bacillus sp. offers numerous benefits in food production,
it also presents challenges. Some Bacillus species, particularly Bacillus cereus, have
been implicated in foodborne gastroenteritis [24]. However, certain Bacillus strains
exhibit antimicrobial properties against foodborne pathogens, potentially
contributing to food safety [25]. This dual nature highlights the importance of careful
strain selection and control measures for food applications. Bacillus sp. hold great
promise for food production because of its versatility, efficiency, and potential for
producing valuable enzymes and antimicrobial substances. Their ability to form
spores allows them to survive various food-processing operations, making them
both a challenge and an opportunity for food production [26]. The adaptability of
this genus to different environmental conditions and its potential as a probiotic

further enhance its value in the food industry [27].

Recent research has highlighted their benefits, including nitrogen fixation,
phosphate solubilization, siderophore production, and growth hormone production.
Bacillus species also act as biocontrol agents, mitigating phytopathogens, and
protecting plants. Advances in molecular biology have helped elucidate the genetic and
metabolic interactions between Bacillus species and plants. Additionally,

biotechnological innovations have led to the devel- opment of Bacillus-based

biofertilizers and biopesticides, offering sustainable alternatives to chemical inputs.
The integration of biochar and Bacillus species is crucial for improving soil fertility
and promoting sustainable agriculture through better nutrient retention and plant
growth [23,28]

1.1 The Change in Classification of Bacillus sp.

Recent advances in sequencing technology have led to significant changes in
the nomenclature of Bacillus species, particularly within the Bacillus subtilis group,
which includes many commercially important strains that are used as biocontrol agents
and plant growth promoters [29]. These changes have resulted in taxonomic revisions
and the identification of strains that were previously registered under different species

names. Interestingly, a study revealed that most of the 14 Bacillus strains registered
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as plant pathogen crop protection products in the United States were initially classified
under the species nomenclature, which is inconsistent with their current taxonomy [29].
This discrepancy highlights the importance of keeping the nomenclature up to date with
the latest scientific findings. To address this issue, researchers have developed
selective primers to identify Bacillus velezensis, which was found to be the most
commonly misidentified strain in the study. These changes in Bacillus nomenclature
over the past decade have significant implications for research, regulatory actions, and
product labeling. The findings of the study emphasize the need to establish a clear link
between research literature and product labels, which should lead to improved
knowledge and more accurate identification of Bacillus species [29]. This ongoing
refinement of bacterial nomenclature reflects the dynamic nature of microbial taxonomy
and the importance of adapting it to new scientific discoveries. One of the main issues
is the difficulty in interpreting molecular data from environmental sequencing projects
within a bacterial ecological framework. In particular, the genus Bacillus demonstrates
ecological diversity that extends beyond what was previously imaginable, complicating
our understanding of Bacillus ecology and evolution [30]. For instance, ecologically
distinct clusters of B. simplex have been identified in evolutionary canyons, and
species demarcation in the industrially and medically important B. cereus group

has proven to be challenging.

1.2 The Importance of Omics Technology to Bacillus sp.

Omics technology is a comprehensive analytical approach that enables the
study of biological systems at various molecular levels. These technologies include
genomics, tran- scriptomics, proteomics, metabolomics, epigenomics, and lipidomics
[31]. High-throughput techniques have been used to generate large-scale datasets
that provide insights into com- plex interactions and functions within living organisms
[32]. These technologies have revolutionized biomedical research by allowing
scientists to examine biological processes in their entirety, rather than focusing on
individual components. For instance, single-cell multi-omics technologies can
simultaneously analyze RNA expression, single-nucleotide polymorphisms,
epigenetic modifications, and protein abundance, thereby providing a more

comprehensive understanding of cellular mechanisms [33]. Additionally, omics
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technologies have found applications in diverse fields such as crop improvement,

human health, environmental studies, and industrial sectors [31,34]

Omics technologies represent a paradigm shift in life science research,
moving from reductionist approaches to global-integrative analytical methods. They
offer unprecedented opportunities to unravel the complexities of biological systems
and have the potential to advance precision medicine, drug discovery, and our
understanding of disease mecha- nisms [35]. However, the vast amount of data
generated by these technologies presents challenges in terms of data processing,
integration, and interpretation, necessitating the development of sophisticated

bioinformatics tools and computational approaches [36].

Omics technologies have significantly contributed to studies using Bacillus spp.,
pro- viding valuable insights into their genomic and proteomic characteristics. These
advance- ments have enhanced our understanding of Bacillus spp. and have

expanded their potential applications. Bioinformatic tools have been instrumental in

characterizing the genomic and proteomic sequences of Bacillus sp., enabling the
prediction of genes and proteins [37]. The integration of genomics and proteomics,
coupled with two-dimensional electrophoretic separation of proteins and mass
spectrometry, has become a high-throughput technique for analyzing gene and protein
expression, discovering new genes or protein products, and understanding gene and

protein functions in post-genomic studies [37].

Interestingly, the application of omics technologies to Bacillus sp. has led to
the development of numerous databases, facilitating rapid information retrieval for
both genomic and proteomic research. These databases have made it possible to
identify sites for post-translational modifications based on specific protein sequence
motifs, which play crucial roles in protein structure, activity, and
compartmentalization [37]. Moreover, the study of secreted proteins from Bacillus sp.
has gained attention because of their potential therapeutic value and applications in

biomedicine [37].

Omics technologies have revolutionized Bacillus sp. research by providing
comprehen- sive molecular profiling. These advancements have not only deepened
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our understanding of Bacillus sp. biology but have also opened up new avenues for
their application in various fields, particularly in biomedical research and therapeutic

development.
1.3 Mode of Action

Bacillus species, particularly B. subtilis, employ multiple mechanisms to promote
plant growth and enhance stress tolerance. These plant-growth-promoting bacteria
(PGPB) act through various direct and indirect modes of action. Bacillus strains
facilitate plant nu- trient acquisition by fixing nitrogen and solubilizing phosphorus,
making these essential nutrients more accessible to plants [38]. They also produce
phytohormones such as in- dole acetic acid (IAA), gibberellins, and polyamines, which
stimulate plant growth and development [39]. Additionally, Bacillus species secrete
stress-mitigating enzymes like 1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase, which
helps plants cope with various envi- ronmental stresses [40]. Bacillus strains act as

biocontrol agents by suppressing soil-borne

Diseases through the production of antifungal compounds and hydrolytic
enzymes [41]. They also induce systemic resistance in plants and enhance
defense mechanisms against pathogens [42]. Some Bacillus species can inhibit

quorum sensing in pathogenic bacteria, further contributing to plant protection [40].

Bacillus species promote plant growth through multiple mechanisms,
including nu- trient provision, phytohormone production, stress alleviation, and
pathogen suppression. These diverse modes of action make Bacillus an effective
PGPB for improving crop pro- ductivity and reducing the need for chemical inputs
in agriculture [40]. However, further research is needed to fully understand and
utilize the potential of Bacillus spp. in horticul- ture and sustainable agriculture [43].

1.4 Consistency in Field Performance

Laboratory experiments and field conditions often yield discrepancies in the
results for Bacillus-based products, as observed across various scientific disciplines.
This phenomenon is not unique to Bacillus studies but extends to multiple areas of
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research. In ecological studies, combining field observations with controlled laboratory

experiments can provide more robust insights [44].

While field observations may reveal correlations between plant species
composition and soil bacterial communities, laboratory microcosm experiments can
help establish causal relationships by isolating specific factors, such as plant
community composition. However, it is important to note that such controlled
experiments may not fully capture the complexity of real-world conditions. Interestingly,
similar discrepancies were observed in other studies. For instance, in hydraulic
fracturing experiments, signifi- cant differences were observed between the calculated
minimum stresses from the fracture closure pressure and the actual values obtained

under the experimental conditions [45].

In weathering studies of silicate minerals, laboratory rates can be up to five
orders of magnitude higher than those inferred from field studies [46]. These examples

highlight the challenges of extrapolating laboratory results to real-world scenarios.

Novel approaches have been developed to address these discrepancies. For
example, the use of Si isotope ratios to measure weathering rates under close-to-

natural condi- tions [46]

or conducting experiments that simulate both laboratory and actual field condi-
tions, as observed in friction and wear behavior studies of alloys [47]. These efforts aim
to bridge the gap between controlled experiments and real-world applications,
providing more accurate and relevant data for the practical use of Bacillus-based

products and other scientific applications.
1.5 Reduction in Nitrogen Fertilization

Several studies have demonstrated the effectiveness of Bacillus spp. in
reducing nitrogen fertilizer requirements while maintaining or improving crop yield.

In peanut cultivation, a combination of Bacillus spp. NTLG2-20 inoculant with a

50% reduction in nitrogen fertilizer (20 kg N ha_1) resulted in a 17.6% higher yield
compared with no nitrogen application and showed no significant difference from

the recommended 100% nitrogen application [48].
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Similarly, during potato cultivation, inoculation with Bacillus sp. OSU-142

increased tuber yield and yield components at all nitrogen fertilizer levels, with the

most beneficial effect observed at 120 kg ha~1 nitrogen [49]. Interestingly, the use
of Bacillus sp. not only reduces the need for nitrogen fertilizers but also mitigates
the environmental risks associated with excessive nitrogen use. For instance,

biofertilizers made from Bacillus sp. T28 combined with sea buckthorn pomace

reduced NOs™-N content by 33.1-43.8% and decreased N20 release rates by 8—26
times in paddy soil [50].

This demonstrates the potential of Bacillus spp. to improve soil health and

reduce environmental pollution. In potato cultivation, the beneficial effects of

Bacillus spp. OSU-142 on tuber yield was observed at 120 kg N ha=1, suggesting
a more effective inoculation in low-N input agriculture [49]. This indicates the

possibility of reducing nitrogen fertilizers while maintaining productivity.

Interestingly, in soybean production, organomineral fertilization using 50%
mineral and 50% organic fertilizer with bovine biofertilizer was the most efficient with

and without Bacillus sp. inoculation [51].

This suggests a potential 50% reduction in mineral nitrogen fertilizer use when
combined with organic sources. Research has consistently shown that Bacillus sp. can
effectively reduce nitrogen fertilizer requirements across various crops while
maintaining or improving yields. This approach not only benefits crop production but
also contributes to more sustainable agricultural practices by mitigating the
environmental risks associated with excessive nitrogen use. These studies highlight
the potential of Bacillus sp. as a promising biological agent for the development of

more efficient and environmentally friendly fertilization strategies in agriculture [50].
1.6 Reduction in Phosphorous Fertilization

Bacillus sp. has shown potential in reducing phosphorus fertilization
requirements, but its effectiveness varies across studies. In soybean cultivation, the
application of Bacillus subtilis and Bacillus megaterium, either alone or in combination

with phosphate fertilization, did not significantly influence the nutritional, biometric, and
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productive parameters of the crop in soil with naturally low P content. This suggests
that, in some cases, Bacillus sp. may not contribute to reducing the phosphorus
fertilization needs. In a study of sugarcane, co- inoculation with Bacillus sp. BACBRO04,
Bacillus sp. BACBRO06, and Rhizobium sp. RIZBR01, combined with compost as a P
source, increased the P content in shoots compared with uninoculated treatments with

compost or triple superphosphate [52].

This suggests that Bacillus sp. can enhance P uptake and potentially reduce
the need for chemical P fertilizers. Organic fertilizers, when combined with phosphorus-
solubilizing bacteria, such as Bacillus megaterium var. phosphaticum, can potentially
improve phosphorus availability and uptake in plants. However, its effectiveness may
vary depending on the specific conditions and application methods. In a study of a
natural meadow, the application of phosphorus- solubilizing bacteria. (Bacillus
megaterium var. phosphaticum) did not significantly affect dry matter yield or botanical

composition, whereas phosphorus fertilization alone affected these parameters [53].

Interestingly, some studies have shown that a combination of organic
fertilizers and phosphorus can have positive effects on crop yield and quality. For
instance, in medicinal pumpkin seeds, the combination of vermicompost and
phosphorus fertilizer application resulted in the highest seed number and oil
percentage [54]. Similarly, the combined application of organic, NPK, and
phosphorus fertilizers (OCPF) in a teak plantation improved soil quality and

optimized bacterial community structure [55].

While the specific combination of organic fertilizers and Bacillus spp. for
reducing phosphorus fertilization shows limited direct evidence of effectiveness, the
overall ap- proach of integrating organic and inorganic fertilizers appears promising for
improving soil fertility, crop yield, and microbial community structure. Further research
is required to determine the optimal combinations and application methods for different
crops and soil types. Several studies have demonstrated the positive effects of Bacillus
spp. on phosphorus availability and crop yield. For instance, inoculation with Bacillus
atrophaeus combined with mycorrhizal fungi enhanced maize yield by 4.2% compared
with standard fertilizer treat- ments [56].
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Similarly, Bacillus subtilis inoculation improved some plant parameters in maize,
although the effects were complex when combined with rock phosphate fertilization
[57]. However, the effectiveness of Bacillus-based products has not always been
consistent. In a study of natural meadows, phosphorus-solubilizing bacteria (Bacillus
megaterium var. phos- phaticum) did not show any significant effect on dry matter yield
or botanical composition, whereas phosphorus fertilization had an impact [58]. This
suggests that the effectiveness of Bacillus-based products may depend on specific
environmental conditions and plant species. Figure 1 shows the aspects related to the

effects of Bacillus sp. inoculation on plant production.

Induced Systemic Resistance

Shoot Growth Bacillus sp.

"/'» ’ﬁf =)

Fertilizer Reduction

Pesticide Reduction

Root Growth

Biocontrol

Figure 1. Aspects related to the effects of Bacillus sp. inoculation on plant

production.
1.7 Compatibility with Other Inputs

Mixing operations in agriculture and food processing are crucial for blending
in- gredients to create uniform mixtures that are essential for producing acceptable
food products [59]. This process can also be used to alter the properties of dough,
indicating its versatility in food production. Blending agricultural products can
enhance product attributes, increase product safety by replacing harmful chemicals
with safer alternatives, reduce the consumption of non-sustainable materials, and

decrease pollutant release into the atmosphere [60].
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This demonstrates the potential of mixing to improve both product quality and
environmental sustainability. In the context of sustainable agriculture, mixing or
blending can contribute to minimizing inputs, waste, and pollution [61]. This
approach can help address concerns related to the increasing world population,
human diet, and overexploitation of natural resources. Interestingly, while mixing
can offer benefits, it is important to note that existing cropping patterns may not

always align with comparative advantages in agriculture. For instance, a study in

llam Province showed that the current cropping pattern was not allocated
according to comparative advantage but was related to the effective protection
coefficient [62].

Mixing bacteria-based products with chemical products can be compatible in
certain cases but depends on the specific components and their intended use. Some
studies have demonstrated the successful combination of biologi- cal and chemical
approaches. For example, researchers have combined chemical catalysis with

bioconversion to valorize polyethylene deconstruction products [63].

They used chemical catalysis to break down polyethylene into n-alkanes, which
were then utilized by the microbial consortia. This demonstrates that the carefully
selected bacterial strains are compatible with chemically processed materials.
However, the compatibility is not universal. Many chemical products, especially
those with antimicrobial properties, can inhibit or kill beneficial bacteria. For
instance, a study on Z-Mix, a zinc-oxide-based medicament containing antibiotics,

demonstrated its antimicrobial effects against various bacteria [64].

However, these products are not compatible with probiotic bacteria.
Although some innovative approaches successfully combine bacterial and chemical
products, compatibility must be assessed on a case-by-case basis. Factors such as
the specific bacterial strains, chemical components, and intended applications
need to be carefully considered to ensure that the mixture remains effective and

the bacteria are viable.

Bacillus sp. products are compatible with certain chemical products, but their

compatibility varies depending on the specific chemicals and conditions involved.
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Some studies have shown promising results for combining Bacillus spp. with
chemical products. For instance, a protease produced by the thermophilic Bacillus sp.

demonstrated good stability and compatibility with commercial laundry detergents,

retaining over 80% of its activity after 30 min of incubation at 60 °C with Tide®
detergent, USA Cheshire, CT [65].

Similarly, cutinase from Bacillus sp. KY0701 exhibits high stability and
compatibility with commercial detergents, making it a potential candidate for
application in the detergent industry [66]. However, compatibility is not universal.
Some chemical agents can inhibit or deacti- vate enzymes in Bacillus sp. For
example, while the protease from thermophilic Bacillus sp. was stable in the
presence of EDTA and some detergents, it was inhibited by Triton X-100 and

unstable in a 5% peroxide solution [65].

In addition, a study of cellulases from Bacillus sp. SMIA-2 showed that the

compatibility of the enzyme varied with different laundry detergents, being more

stable with Ultra Biz® and less stable with Ariel® USA, Cheshire, CT [67]. Although
Bacillus sp. products can be compatible with certain chemical products, especially
in detergent applications, their compatibility should be evaluated on a case-by-
case basis. Factors such as pH, temperature, and specific chemical agents can
significantly affect the stability and activity of Bacillus spp. Therefore, careful testing
and optimization are necessary when considering mixtures of Bacillus sp. products

and chemical agents for industrial or commercial applications.
1.8 Strain Specificity and Host Compatibility

Strain specificity and host compatibility play crucial roles in determining the
success of host—parasite interactions across various biological systems. Studies have
shown that the outcome of these interactions depends on both host and pathogen
genetic factors as well as their specific combinations [68]. This specificity can influence
infection rates, transcriptional responses, and the overall compatibility between hosts
and pathogens. In the case of Mycobacterium tuberculosis, research has revealed that

host—strain compatibility significantly affects infection outcomes. Compatible host—
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strain combinations exhibit higher infection rates and distinct transcriptional patterns

than low-compatibility infections [69].

Similarly, in the Citrus tristeza virus (CTV) system, strain-specific interactions
can overcome tissue tropism limitations in selective hosts, highlighting the importance
of compatibility between gene products of different strains and the host [70].
Interestingly, contradictions and variations in host specificity have been observed
in different systems. For instance, although bat flies have historically been viewed
as non-specific, recent biodiversity surveys have demonstrated high host specificity for

many species [71].

In contrast, studies on Frankia strains of Asian origin showed less diver- sity
in host specificity compared with North American and European strains [72]. These
findings underscore the complexity of host—parasite interactions and the need for
careful consideration of genetic and environmental factors. Strain specificity and
host compati- bility are critical determinants of host—parasite interactions, influencing
infection success, transcriptional responses, and evolutionary dynamics.
Understanding these mechanisms is essential for developing effective strategies to
manage diseases and predict the outcomes of host—parasite associations in

various biological systems.
1.9 Impact on Soil Microbiome

Plant microbiomes can be manipulated to promote plant growth through
various approaches. Microbiome engineering is an emerging biotechnological
strategy to improve crop yield and resilience. This can be achieved through indirect
methods, such as using soil amendments or selective substrates, and direct
methods, such as inoculation with specific probiotic microbes, artificial microbial
consortia, microbiome breeding, and transplanta- tion [73]. High-efficiency top-
down approaches based on high-throughput technology and synthetic
communities (SynCom) can be used to identify and apply plant-growth- promoting
rhizobacteria (PGPR) in the rhizosphere [74]. Interestingly, the composition of the

microbial community is influenced by various factors, including soil type, plant
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genotype, plant exudates, and cultivation practices [75]. This complexity
necessitates both reductionist and systems ecology approaches to identify biotic and

abiotic factors involved in microbiome assembly [76].

In conclusion, several strategies can be employed to harness the rhizosphere
microbiome and enhance crop productivity. These include the use of organic and
inorganic amendments, microbial inoculants, synthetic microbial consortia, host-
mediated microbiome engineering, prebiotics made from specific plant root exudates,
and crop breeding to promote beneficial plant-microbiome interactions [77].
Additionally, bioengineering of the endophyte microbiome through methods such as
host-mediated and multi-generation microbiome selection, inoculation into soil and
rhizosphere, seed or seedling inoculation, tissue atomization, and direct injection into

tissues or wounds can be effective [78].

The introduction of Bacillus sp. into plants can have a significant impact on
the soil microbiome. Bacillus spp. can induce changes in the overall soil microbial
community structure. For instance, it has been observed to alter the fungi/bacteria
ratio and is nega- tively correlated with the relative abundance of phagotrophic
protists [79]. This bacterial introduction can also increase the total number of

microorganisms, amino heterotrophs, and Azotobacter spp. in the soil [80].

Interestingly, the impact of Bacillus sp. on plants and the soil microbiome
can vary depending on environmental factors. For example, the effect of B. subtfilis
on plants decreases with increasing soil bulk density and fertilizer rate [81].
Additionally, Bacillus sp. can enhance the resistance of the plant—microbial system
to the adverse effects of high nitrogen fertilizer rates by rearranging bacteria in the

rhizosphere ecological niches [81].

The introduction of Bacillus sp. can lead to significant alterations in the soil
micro- biome, potentially promoting plant growth and enhancing the soil microbial
diversity. However, its effects can be modulated by various environmental factors,

highlighting complex interactions within the soil ecosystem. The ability of Bacillus
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sp. to influence the soil microbiome makes it a promising candidate for sustainable

agricultural practices and bioremediation strategies [82].
1.10 Formulation and Delivery Methods

Bacillus-based bioinoculants face challenges related to stability, shelf life, and
appli- cation methods, which require research in several key areas. Formulation
additives play a crucial role in enhancing the survival and stability of liquid bio-
inoculants. A previ- ous study found that 2% polyvinylpyrrolidone, 0.1%

carboxymethylcellulose, and 0.025% polysorbate 20 significantly improved the
long-term survival of Bacillus megaterium var. phosphaticum, maintaining 5.6 x 107
colony forming units (CFU) mL~1 after 480 days when stored at 30 °C [83].

This highlights the importance of optimizing formulation compo- nents to
extend the shelf life. Interestingly, although liquid formulations show promise, talc-
based formulations have also demonstrated effectiveness as carriers for
Streptomyces species, which are similar to Bacillus spp. as soil-dwelling bacteria
[84]. This suggests that exploring various carrier materials could lead to improved

stability and delivery methods of Bacillus-based bioinoculants.

To address these challenges, researchers should focus on novel
encapsulation tech- niques and formulation strategies. Bioencapsulation using
appropriate polymers and capsule sizes can enhance the survival, colonization
efficiency, and storage period of bioinoculants [85]. Additionally, investigating the
use of probiotics and their metabolites in edible packaging could provide
innovative delivery methods, potentially improving both the shelf life and efficacy
of Bacillus-based products in agricultural applications [86].

Root colonization by beneficial rhizobacteria is crucial for plant growth
promotion and biocontrol. Effective delivery systems are essential to ensure the
even distribution and sustained activity of Bacillus strains in the rhizosphere. In-
furrow spray application has been shown to be an effective method for inoculating
plants with rhizosphere-competent bacteria. Studies have demonstrated that
maximum root colonization can be achieved using cell suspensions of log 7—-8

colony-forming units (cfu)/mL applied at a rate of 10 mL/m for crops, such as canola,



44

soybean, and wheat [87]. This technique avoids interactions with formulation
components and may be valuable for commercial delivery when compatible with
agronomic practices. Interestingly, the efficacy of root colonization can be enhanced
through genetic modifications. For instance, disrupt- ing the global transcription
regulator AbrB in Bacillus amyloliquefaciens SQR9 significantly improved its
colonization and biocontrol activity [88]. Additionally, the type VIl secretion system
and its major secreted protein YukE were found to be critical for root colonization by
promoting iron leakage from plant roots during the early stages of inoculation [89].

Although in-furrow spray application provides a practical delivery method,
genetic modifications of Bacillus strains offer promising avenues to enhance their
root colonization abilities and extend their activity periods. Further research into
optimizing formulations and delivery systems, combined with genetic
improvements, could lead to more effective and sustained colonization of

beneficial Bacillus strains in agricultural applications.
1.11 Regulatory and Safety Aspects

Bacillus species are generally regarded as safe for use in various applications,
including food production and biocontrol. However, as their large-scale use increases,
the regulatory and safety aspects require further investigation. Further studies are
needed to evaluate the long-term effects of Bacillus-based products on human health
and the environment. Although B. subtilis and certain other species are classified as
Generally Recognized As Safe (GRAS) by the Food Drug Administration (FDA), the
safety of new strains or genetically modified Bacillus species used in industrial

applications must be thoroughly evaluated [90].

The safety of novel strains or genetically modified Bacillus species used in
industrial appli- cations needs to be thoroughly assessed. This is particularly important
when considering their use in food production or as biocontrol agents in agriculture

[91]. Although Bacillus species show promise in mitigating heavy metal

stress in plants and promoting plant growth [92], there are concerns regarding their
potential to produce toxins or cause allergic reactions in some individuals [93].

Additionally, the use of Bacillus spp. in animal feed as probiotics raises

questions about their colonization and dissemination in animal guts, necessitating the



establishment of testing and production standards [94]. To ensure the safe and
sustainable use of Bacillus species in various applications, more com- prehensive
studies are needed to address potential safety risks, establish clear regulatory
frameworks, and develop standardized testing protocols. This includes assessing
their environmental impact, potential allergenicity, and long-term effects on human
and animal health [92].

Collaboration among researchers, industry, and regulatory bodies is crucial for
developing science-based guidelines that balance technological progress with robust
safety standards. Figure 2 shows the mode of action of Bacillus sp., demonstrating

several abilities related to plant growth.
1.12 Integration into Crop Management Systems

Integrating Bacillus-based products into existing agricultural practices is crucial
for their successful implementation in crop management systems. These
biopesticides offer promising alternatives to conventional pest control methods
based on integrated pest Management (IPM) and crop management (ICM) [95].
Bacillus thuringiensis (Bt) has gained widespread use in the global biopesticide
market because of its effectiveness against target pests in economically important

crops [95].

The integration of Bt-based products complements physical and cultural
methods in pest and disease management, contributing to the reduction in pest
populations below economic injury levels while minimizing impacts on the agro-
ecosystem and environmental conditions [95]. Interestingly, the transition from
conventional to organic farming systems presents both challenges and opportunities
for the integration of Bacillus-based products. During this transition period, growers
may face pest control difficulties and lower yields when abandoning conventional
practices [96]. However, biopesticides, such as Bt, can

play a crucial role in supporting this transition by providing effective pest control

while aligning with organic farming principles.
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Figure 2. Mode of action of Bacillus sp., showing several abilities related to plant growth.

The successful integration of Bacillus-based products into crop management
systems requires a holistic approach that considers the principles of ICM and IPM.
By incorporating these biopesticides into existing practices, farmers can enhance
pest control efficacy, reduce environmental impact, and contribute to more
sustainable agricultural systems. This integration aligns with the growing focus on
crop quality, safety, and sustainability in modern agriculture [95]. Table 1 shows

the impact of Bacillus sp. inoculation on plant growth through various improvements.

Table 1. The impact of Bacillus sp. inoculation on plant growth through various

improvements.
Bacillus spp. Improvement References
sp. 50% reduction (20 kg N ha-1) [2]
17.6% higher yield
Sp Effective at 120 kg N ha-1 [5]
Increased tuber yield
Reduced NO3- -N by 33.1— [6]
43.8%, decreased N20 release
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rates by 8—26 times

B.subtilis 50% mineral and 50% organic [7]

B. megaterium fertilizer

Bacillus sp. Increased P content in shoots [8]

B. atrophaeus, Enhanced vyield by 4.2%, [9]

B. subtilis improvedplant Changed the
microbiome and improved crop [‘I O]

yield and resilience

Bacillus sp. Increased microorganism [29]
heterotrophs

Bacillus sp. Decreased nitrogen fertilization [30]

Bacillus sp. Promoted plant growth, enhance [31]
soil microbial
Changed the microbiome and [’I 3]

promoted plant growth because of [1 5]
these changes
Altered the relationships between
the microbes and facilitated plant

growth.

2. Conclusions

Although several studies have demonstrated the capacity of bacteria from
the genus Bacillus to reduce the quantity of mineral fertilizers because of their ability to
fix atmospheric nitrogen and decrease dependency on mineral phosphorus fertilizers

through phosphorus solubilization, their application in food production remains limited.

This limited usage can be attributed to several factors. Agricultural
enterprises often lack access to scientific studies, and there are significant
challenges in translating and applying the information contained in these studies to
practical food production. Furthermore, the results obtained from controlled studies
are not entirely replicable under farming conditions. In addition, in large-scale
agricultural operations, aerial application of inputs is typically employed to enhance

efficiency.

To minimize application costs, multiple chemical and biological products are

frequently combined. However, this practice does not ensure the viability of
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microorganisms present in the biological products. Substantial variations exist in
the soil composition, climatic conditions, and production management practices.
Consequently, the outcomes observed in scientific studies may not be precisely
replicated in agricultural settings. There is significant pressure on farms to utilize
mineral fertilizers, driven by numerous companies that market these products and

their ease of use.

Additionally, farms have more experience employing mineral fertilizers than
products based on microorgan- isms. In addition, it is challenging to adopt measures
to reduce the use of mineral fertilizers in food production and accept the risk of
decreased productivity. Such a decision is likely to incur high costs and result in
numerous problems. Numerous studies have demonstrated the efficacy of Bacillus sp.
in reducing various agricultural inputs, particularly nitrogen and phosphorus fertilizers.
As previously mentioned, this effect is a result of the combined ability of bacteria to fix
atmospheric nitrogen, solubilize unavailable phosphorus in the soil, and enhance the

efficiency of plants to explore the soil and uptake nutrients.

This practice has the potential to reduce production costs and environmental
impact without compromising productivity. However, the consumption of mineral
fertilizers continues to increase annually. This discrepancy represents the gap

between theoretical knowledge and practical applications.
Future and Perspectives

With a comprehensive understanding of how microorganism-based products
func- tion, as well as an in-depth knowledge of plant—microorganism interactions
in various environments, soil types, and conditions, the outcomes generated from
the utilization of microorganism-based products will demonstrate increased

consistency.

This technology has been widely recognized and disseminated. Consequently,

an increasing number of farms will adopt it and be incentivized to

reduce their reliance on mineral fertilizers. These farms are likely to benefit from
reduced production costs, decreased environmental impacts, and more sustainable

food production practices.
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CAPITULO 3 - Impacto da Dose de Fertilizante e da Concentragdo do

Inéculo de Bacillus subtilis no Crescimento do Milho

RESUMO: A demanda crescente por sistemas agricolas mais sustentaveis tem
impulsionado a busca por alternativas ao uso intensivo de fertilizantes minerais na
cultura do milho (Zea mays L.). Este estudo avaliou o potencial do Bacillus subtilis
como microrganismo promotor de crescimento de plantas (MPCP), aplicado em
diferentes concentragdes (10* e 10° UFC mL™), para reduzir a utilizacdo de
fertilizantes minerais sem comprometer o desempenho agronémico da cultura. Os
experimentos foram conduzidos em casa de vegetacéao e validados em condi¢des de
campo. No experimento inicial em vasos, foi adotado um delineamento experimental
fatorial 5x3 (cinco doses de fertilizante x trés niveis de inoculag&o), totalizando 15
tratamentos. As variaveis avaliadas incluiram massa seca da parte aérea e das raizes,
teores de nitrogénio e fosforo, pigmentos fotossintéticos e produtividade de graos. Os
resultados indicaram que a inoculagcdo com B. subtilis, especialmente na concentragao
de 10° UFC mL™", promoveu aumentos significativos na massa seca e no acumulo de
nutrientes, mesmo em condi¢cdes de adubacao reduzida. Em campo, o tratamento
utilizando 25% da dose de fertilizante associado a aplicagdo de B. subtilis (10° UFC
mL~") superou a adubagao integral isolada em produtividade de graos. Esses dados
demonstram que a associagao entre bioinoculante e a redugao na dose de fertilizante
pode manter ou até melhorar o desempenho da cultura do milho, representando um

avanco em dire¢cao a uma agricultura mais eficiente e ambientalmente responsavel.

Palavras-chave: fertilizagdo reduzida; bioinoculante; nutrigdo vegetal; produtividade

agricola; sustentabilidade.
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1 Introdugao

A cultura do milho (Zea mays L.) ocupa uma posigéo estratégica na agricultura
mundial e nacional devido a sua versatilidade e elevada produtividade. No Brasil, é

uma das principais culturas alimentares e industriais, servindo como base para ragoes

animais, consumo humano e produc¢ao de biocombustiveis, impulsionando diversas

cadeias produtivas do agronegocio (De Rossi et al., 2022).

Para alcancar altos niveis de produtividade, a cultura do milho requer solos
férteis e adubacgdes intensivas com fertilizantes minerais (Notununu et al., 2022;
Adeleke; Babalola; Glick, 2021). Embora esses insumos elevem significativamente o
rendimento das lavouras, apresentam baixa eficiéncia de uso pelas plantas,
resultando em perdas consideraveis para o ambiente. Esses impactos incluem custos
elevados e consequéncias ecologicas negativas, como salinizacdo do solo,
eutrofizagdo de corpos hidricos e emissdes gasosas (Raya-Hernandez et al., 2020;
Zhao et al., 2022).

Diante desses desafios, torna-se urgente adotar estratégias que aumentem a
eficiéncia na utilizacao dos nutrientes e reduzam a dependéncia de insumos quimicos.
O manejo adequado da adubacgdo, com atencédo a dose, ao momento e ao local de
aplicacao, pode mitigar parte dessas perdas (Omara et al., 2019; Salim; Raza, 2020;
Rawal et al., 2022). Porém, inovagdes biotecnolégicas, como o uso de microrganismos
promotores de crescimento de plantas (MPCPs), surgem como alternativas

promissoras para intensificar a sustentabilidade na agricultura.

Os MPCPs sao capazes de melhorar o desempenho das culturas por meio de
diversos mecanismos, como a solubilizagao de nutrientes, producao de fitormonios e
aumento da tolerancia a estresses biodticos e abidticos (Anjum et al., 2019; Gupta;
Saxena, 2023). Entre esses microrganismos, o Bacillus subtilis destaca-se pela sua
ampla aplicagdo agricola e capacidade de colonizar a rizosfera. Trata-se de uma
bactéria Gram-positiva, formadora de esporos, com reconhecida capacidade de
solubilizar fésforo, fixar nitrogénio, produzir sideréforos e fitorménios vegetais (De

Lima et al., 2022; Tahir et al., 2017; Milani et al., 2019). Essas caracteristicas
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favorecem o crescimento vegetal, até mesmo em condi¢cdes de estresse nutricional,
podendo substituir ou reduzir parcialmente a necessidade de adubagdo mineral

convencional.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial do
Bacillus subtilis em promover o crescimento de plantas de milho submetidas a
diferentes doses de fertilizante mineral, testando variadas concentragdes do inéculo
bacteriano. Busca-se, assim, verificar se é possivel manter ou aumentar o
desempenho agrondmico das plantas mesmo com a redug¢do da adubagao mineral,

contribuindo para a sustentabilidade da produgao agricola.

2. METODOLOGIA

2.1. Local de conducéo do experimento

O experimento foi inicialmente conduzido em casa de vegetagcdo na
Universidade Estadual Paulista (UNESP) — Campus de Jaboticabal, localizada na
regiao Noroeste do Estado de Sao Paulo (21° 15'22" S, 48° 18' 58" W, altitude de 605
m). O clima da regido € do tipo Aw, segundo a classificagdo de Koppen-Geiger,
caracterizado por verdes quentes e umidos e invernos secos. A casa de vegetacgao foi
mantida sob condi¢cbes controladas, com temperatura média de 24 + 2 °C, umidade
relativa de 50 + 2% e fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro. Utilizou-se
Latossolo Vermelho eutroférrico de textura argilosa. A cultivar utilizada foi o hibrido

top-cross BRS 2107 de Zea mays L., desenvolvido pela Embrapa.

O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados, em
esquema fatorial 5 x 3, totalizando 15 tratamentos. O fator A correspondeu a cinco
doses de fertilizante mineral (0, 25, 50, 75 e 100%), e o fator B a trés niveis de indculo
de Bacillus subtilis (sem inoculagao, 10* e 10° UFC mL™), com quatro repeti¢cdes. O

experimento teve duragao de 60 dias.

Para validacdo em condicbes de campo, foram selecionados os tratamentos

com melhor desempenho em acumulo de biomassa. O ensaio foi instalado na
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Fazenda de Ensino e Pesquisa da FCAV/UNESP, também em Jaboticabal
(20°10’46,817 S, 48°17°07,85” W, altitude de 550 m). A cultivar utilizada foi a variedade

AG8701 PRO 4 desenvolvida pela Agroceres e Bayer. Sistema de cultivo
convencional, com as praticas agricolas recomendadas para a cultura do milho. A

condugao no campo teve duragao de 120 dias, do plantio até a fase reprodutiva.
2.2. Preparo dos vasos casa de vegetagao

Foram utilizados vasos com capacidade de 5 dm? (20 cm de altura x 22 cm de
diametro), preenchidos com solo coletado na area experimental da propria instituigao.
O solo, previamente seco ao ar e peneirado (malha de 5 mm), apresentava as
seguintes caracteristicas quimicas: pH 6,5; matéria organica de 11 g dm™3; P

disponivel de 20 mg dm™3; K de 0,7 mmolc dm™3; e Mg de 5,0 mmolc dm™.

A adubacao foi realizada com base na analise quimica do solo, conforme
recomendacgdes para cultivo em vasos (HERENCIA et al., 2007), sendo aplicados:80
mg dm™ de nitrogénio (ureia), 200 mg dm™ de fésforo (superfosfato simples), 180 mg
dm™ de potassio (cloreto de potassio). Além dos macronutrientes, os seguintes
micronutrientes foram adicionados: 0,5 mg dm™ de boro (acido bérico), 1,5 mg dm™
de cobre (sulfato de cobre), 3,0 mg dm™ de manganés (sulfato de manganés), 3,0 mg
dm™ de ferro (sulfato de ferro). Os tratamentos de fertilizacdo foram realizados com
base em 100% da adubacgao de referéncia, sendo ajustados para 0, 25, 50, 75 e 100%

nas diferentes combinagdes experimentais.
2.3. Montagem do experimento em campo

Foram determinadas vinte oito parcelas de 58,5m? (6m x 5m),
correspondentes a sete tratamentos que foram selecionados com quatro repeticoes
cada tratamento, o espacamento entre as plantas foi de 0,9m x 0,1m. a profundidade
de semeadura do milho foi a mesma do experimento em vasos (5cm). Foram aplicados
0s mesmos nutrientes utilizados para casa de vegetagdo nas mesmas proporgoes,
assim como os macronutrientes primarios (N, P e K), fornecidos por adubag&o mineral

de acordo com a analise quimica do solo, com reducao de 75%, 50%, 25% e 0%.

2.4. Microrganismo e preparo do inéculo



O microrganismo utilizado foi uma cepa de Bacillus subtilis, isolada de plantas
de milho, pertencente a colegcdo do Laboratério de Microbiologia do Solo do
Departamento de Producédo Vegetal da UNESP - FCAV, Jaboticabal. A cepa foi
previamente caracterizada e teve sua sequéncia depositada no GenBank sob o
numero MZ133755. Para o preparo do indculo, a cepa foi cultivada em caldo nutriente
(60 mL por frasco Erlenmeyer de 125 mL) e incubada a 30 °C por 24 horas em cultura
estatica. Apos esse periodo, a densidade celular foi padronizada por leitura
espectrofotométrica a 630 nm. A contagem de unidades formadoras de colénia (UFC)
foi realizada por plagueamento em meio solido, permitindo ajustar a concentragéo para
10*e 10° UFC mL™.

2.5. Plantio e inoculagdes, casa de vegetacao

As sementes utilizadas foram da cultivar hibrida top-cross BRS 2107,
desenvolvida pela Embrapa. Trés sementes foram semeadas por vaso contendo o
solo previamente adubado. Apds a emergéncia, realizou-se o desbaste, mantendo
duas plantas por vaso. A inoculacdo com B. subtilis foi realizada em quatro aplicagdes
consecutivas, com intervalo de sete dias, totalizando 10 mL por aplicagdo. Os
tratamentos com inoculagao receberam as concentracées de 10 ou 10° UFC mL™",
enquanto o grupo controle ndo recebeu inéculo bacteriano. em campo foram 4

aplicagoes realizadas uma na emergéncia da planta e as outras a cada 10 dias.
2.6. Delineamento experimental

Em casa de vegetacéo, os vasos foram dispostos em blocos casualizados, com
quinze tratamentos e quatro repeticées. Os tratamentos resultaram da combinagao de
cinco doses de fertilizante mineral (0, 25, 50, 75 e 100%) e trés condigbes de
inoculagao bacteriana (sem inoculagéao, 10* UFC mL™ e 10° UFC mL™), conforme

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Descrigao dos tratamentos utilizados no experimento conduzido em casa de

vegetacéo.

62



63

Tratamento Dose de Inoculagao com

fertilizante mineral (%) Bacillus subtilis (UFC
mL™)

FOBO 0 0

FoB4 0 10

FOB9 0 10°

F25B0 25 0

F25B4 25 10¢

F25B9 25 10°

F50B0 50 0

F50B4 50 10¢

F50B9 50 10°

F75B0 75 0

F75B4 75 10¢

F75B9 75 10°

F100B0 100 0

F100B4 100 10¢

F100B9 100 10°

Ao todo quinze tratamentos, com 4 repeticbes cada. O experimento em casa
de vegetacgéao foi concluido e o grupo controle e outros 5 tratamentos avaliados foram
selecionados para serem testados em campo. Os resultados considerados para o
processo de selecdo foi a matéria seca encontrados em parte aérea e raizes das
plantas. As parcelas foram divididas em blocos casualizados, com 4 repeticdes. A lista

de tratamentos selecionados pode ser observada na tabela 2.

Tabela 2. Descrigao dos tratamentos utilizados no experimento conduzido em campo.

Tratamento Dose de Inoculagdao com

fertilizante mineral (%) Bacillus subtilis (UFC
mL™)

1 0 0

2 100 0

3 25 10*

4 25 10°

5 50 10°

6 75 10°

7 100 10*

Ao todo sete tratamentos, com quatro repeticées cada, totalizando 28 parcelas.

2.7. Variaveis avaliadas



2.7.1. Massa seca da parte aérea e das raizes

Parte aérea e raizes foram coletadas ao final dos experimentos conduzidos em
casa de vegetacdo e em campo, utilizando-se trés plantas por parcela, selecionadas
aleatoriamente. As amostras foram lavadas em agua corrente, secas com papel
toalha, acondicionadas em sacos de papel e transferidas para estufa com circulagéo
forcada de ar, mantida a 65 °C por 72 horas. Apds a secagem, o material foi pesado
em balanga semianalitica para determinagdo da massa seca da parte aérea (MSPA)

e da massa seca das raizes (MSR).

2.7.2. Teores de nitrogénio e fosforo

ApOs a secagem, as amostras de parte aérea e raizes provenientes dos
experimentos conduzidos em casa de vegetagdo e em campo foram moidas em
moinho tipo Wiley. A quantificagdo do nitrogénio total foi realizada por digestao
sulfurica, seguida de titulagdo. Para o fésforo, utilizou-se digestao nitrico-perclorica,
com leitura em espectrofotdmetro. As analises seguiram os procedimentos descritos
no Manual de Analises Quimicas de Solos, Plantas e Fertilizantes (PONS; GUTHRIE,
1946).

2.7.3. Teores de clorofilas e carotenoides

A quantificagdo dos pigmentos foi realizada com 0,025 g de massa fresca de
folhas, coletadas a partir do penultimo trifélio. As amostras foram transferidas para
tubos contendo acetona a 80%, protegidos da luz com papel aluminio e mantidos em
camara fria (8 °C) até completa descoloracao. As extragdes foram conduzidas em
triplicata. As leituras espectrofotométricas foram realizadas nos comprimentos de
onda de 663 nm (clorofila a), 647 nm (clorofila b) e 470 nm (carotenoides). As
concentracdes foram calculadas conforme as equacdes descritas por Lichtenthaler
(1987), sendo os resultados expressos em microgramas de pigmento por grama de
massa fresca (ug/g).

2.7.4. Reisolamento dos isolados transformados

O reisolamento dos isolados de Bacillus subtilis foi realizado 60 dias apds a

semeadura, com o objetivo de verificar a colonizagdo endofitica. Foram amostrados
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raizes, caules e folhas, que foram separados e lavados em agua corrente para
remocgao de solo aderido e impurezas superficiais. A desinfecgdo dos tecidos seguiu
o protocolo descrito por Araujo et al. (2002b). Em condigbes assépticas, 0,5 g de tecido
de cada 6rgao foram seccionados e macerados em 4,5 mL de solugéo salina estéril
(NaCl a 0,1%).

As amostras foram submetidas a diluicbes seriadas, transferindo-se 1 mL da
suspensao inicial para tubos contendo 9 mL de solugao salina, totalizando 107" a 107®.
Em seguida, os tubos foram submetidos a choque térmico em banho-maria a 80 °C
por 10 minutos, seguido de resfriamento imediato em banho de gelo por 5 minutos,
conforme metodologia proposta por Rothfuss, Bender e Conrad (1997), visando a

selecao de esporos termorresistentes caracteristicos do género Bacillus.

Posteriormente, 100 uL de cada diluigdo foram plaqueados em meio BHI
suplementado com ampicilina (100 pg/mL). As placas foram incubadas a 28 °C, e a

contagem das unidades formadoras de colénia (UFC) foi realizada apds 24 e 48 horas.

2.7.5. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F,
utilizando o software AgroEstat (Barbosa; Maldonado, 2015). Quando observada
significancia estatistica (p < 0,05), as médias foram comparadas pelo teste de Scott—
Knott a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS

3.1 Resultado casa de vegetacgao

3.1.1. Teor de Nitrogénio nas Raizes

O teor de nitrogénio nas raizes diferiu apenas no tratamento FOB9,

correspondente a dose 0 de fertilizante associada a bactéria Bacillus subtilis (10° UFC



mL™"). Os demais tratamentos ndo apresentaram diferencgas significativas entre si (p
> 0,05) (Figura 1).
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GRAFICO 1. Teor médio de nitrogénio em plantas de milho tratadas com diferentes
doses de fertilizante mineral e com inoculagao de Bacillus subtilis nas concentragdes
de 10 e 10° UFC mL™. As letras distintas indicam diferengas significativas entre os
tratamentos pelo teste de Scott—Knott a 5% de probabilidade (p < 0,05).

3.1.2 Teor de nitrogénio na parte aérea

O teor de nitrogénio na massa seca da parte aérea (N-SDM) das plantas de
soja cultivadas em casa de vegetagdo apresentou variacbes estatisticamente
significativas entre os tratamentos, conforme demonstrado na Figura 2. O menor valor
foi registrado no tratamento FOBO, caracterizado pela auséncia de fertilizacdo mineral
e de inoculagéo bacteriana, o qual se destacou negativamente dos demais, compondo

um grupo estatistico isolado (letra “c”).
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Grafico 2. Teor médio de nitrogénio na parte aérea de plantas de milho tratadas com
diferentes doses de fertilizante mineral e com inoculagdo de Bacillus subtilis nas
concentragbes de 10* e 10° UFC mL™. As letras distintas indicam diferengas
significativas entre os tratamentos pelo teste de Scott—Knott a 5% de probabilidade (p
<0,05).

A inoculacado com Bacillus subtilis, mesmo sem a presenca de fertilizante (FOB4
e FOB9), promoveu aumentos discretos no acumulo de nitrogénio, embora esses
tratamentos ainda tenham permanecido em patamares significativamente inferiores
em comparagao aos demais, sendo agrupados no grupo “bc”. A aplicagdo de 25% da
dose recomendada de fertilizante mineral (F25B0 e F25B4) resultou em incremento
nos teores de nitrogénio, com ambos os tratamentos pertencentes ao grupo

intermediario “ab”.

Os maiores valores de N-SDM foram observados nos tratamentos que
associaram a inoculagao de B. subtilis na concentragao de 10° UFC mL™ a aplicacéo
de fertilizante mineral a partir de 25% da dose recomendada, especialmente no
tratamento F25B9, além de todos os demais tratamentos com fertilizacdo mineral igual
ou superior a 50%, independentemente da presenca ou auséncia do inoculante. Esses
resultados, agrupados na letra “a@”, indicam que a combinagdo de B. subtilis com
fertiizagdo mineral parcial ou total proporciona um incremento significativo na
assimilacao de nitrogénio pela parte aérea da soja. Teor de fésforo em plantas da

parte de raiz do milho

Os resultados obtidos para o teor médio de fésforo na massa seca das raizes

(P-RDM) de plantas de milho revelaram variagao significativa entre os tratamentos
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estados em casa de vegetacgao (Figura 3). Os menores teores foram observados nos
tratamentos FOBO e FOB4, ambos sem aplicagdo de fertilizante mineral (0%) e com
auséncia ou baixa concentragdo do inoculante bacteriano (B. subtilis a 10* UFC mL™),
sendo estatisticamente agrupados na letra “c”’. O tratamento FOB9, embora tenha
recebido a maior concentragc&o de inoculante (10° UFC mL™), também foi incluido no

grupo “c’, indicando que a auséncia de fertilizacdo mineral limitou a absorgcéo de

fésforo pelas plantas.
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GRAFICO 3. Boxplot do teor médio de fésforo em plantas de milho submetidas a
diferentes doses de fertilizante e a inoculagao com Bacillus subtilis nas concentracoes
de 10* e 10° UFC mL™.As letras distintas sobre as barras indicam diferenca
significativa entre os tratamentos, conforme o teste de Scott—Knott a 5% de
probabilidade (p < 0,05).

A adicao de 25% de fertilizante (F25B0, F25B4 e F25B9) promoveu aumento
modesto no teor de fosforo, porém os trés tratamentos ainda permaneceram no grupo

estatistico “c”, o que demonstra que a baixa dose isolada ou associada a inoculacéo

nao foi suficiente para promover diferengas significativas em relagao ao controle. Com

a aplicacdo de 50% de fertilizante, observou-se um padrao distinto: o tratamento
F50B4 apresentou incremento expressivo no P-RDM, sendo agrupado na letra “b”, o
que evidencia o efeito positivo da inoculagao com B. subtilis a 10* UFC mL™" nessa
dose. O tratamento F50B9, por sua vez, alcangcou o maior valor de P-RDM dentro
dessa faixa de fertilizagdo e também foi incluido no grupo “b”. O tratamento F50B0

(sem inoculagao) manteve-se no grupo “c’.

Tratamentos com 75% da dose de fertilizante (F75B0, F75B4 e F75B9) nao
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apresentaram acréscimos relevantes no teor de foésforo, permanecendo todos no
grupo “c”. Isso sugere que, nesta condi¢ao, a inoculagao bacteriana nao foi suficiente
para aumentar a disponibilidade de fésforo. Os maiores teores de fésforo foram
verificados nos tratamentos F100B4 e F100B9, que receberam 100% da dose
recomendada de fertilizante combinada com B. subtilis a 10* e 10° UFC mL™,

respectivamente.

Ambos os tratamentos foram estatisticamente superiores aos demais,

compondo o grupo “a”, o que demonstra o efeito sinérgico entre a fertilizacéo plena e
a inoculacao bacteriana na promocgao da absorcao de fésforo pelas plantas de milho.
O tratamento F100B0, mesmo com fertilizante em dose maxima, foi incluido no grupo
“c”, indicando que a presenga do inoculante foi determinante para o aumento da

eficiéncia nutricional.

3.1.3 Teor de fésforo na parte aérea

A avaliagao do teor médio de fosforo na parte aérea das plantas de milho
revelou variagao significativa entre os tratamentos, conforme demonstrado pelo teste
de Scott—Knott a 5% de probabilidade (Figura 4). Os menores teores foram
observados nos tratamentos FOBO (sem fertilizante e sem inoculagdo) e FOB4 (sem
fertilizante e com inoculagédo a 10* UFC mL™), agrupados estatisticamente nas letras
"c" e "bc", respectivamente, indicando limitacdo severa na absorcao de fésforo na

auséncia de adubacio mineral.

P-SDM
gkg''
N
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submetidas a diferentes doses de fertilizagcéo e a inoculagdo com Bacillus subtilis nas
concentracdes de 10* e 10° UFC mL™. As letras distintas sobre as barras indicam
diferenca significativa entre os tratamentos, conforme o teste de Scott—Knott a 5% de
probabilidade (p < 0,05).

A inoculagdo com B. subtilis a 10° UFC mL™", mesmo sem fertilizante (FOB9),
resultou em aumento significativo do fosforo na parte aérea, sendo agrupado com os
tratamentos F25B0 (25% de fertilizante, sem inoculagdo), ambos pertencentes ao
grupo "ab". Esse resultado destaca o potencial do inoculante em melhorar a absorgao

de fésforo mesmo em condi¢des de baixa disponibilidade mineral.

Todos os demais tratamentos incluindo os com 25%, 50%, 75% e 100% da
dose de fertilizante mineral, com ou sem inoculagdo bacteriana apresentaram os
maiores valores médios de P-SDM e foram agrupados estatisticamente na letra "a".
Isso sugere que, a partir de 25% da dose de fertilizante, a absorgéo de fosforo pelas
plantas se estabiliza em patamares superiores, com ou sem o uso do inoculante. E
importante ressaltar que, embora os tratamentos F50B9 e F75B0 tenham apresentado
maior variabilidade nos dados, seus valores meédios permaneceram dentro do grupo
"a", demonstrando consisténcia no desempenho dos tratamentos com fertilizacéo

mineral. Teor de massa seca da parte aérea

A massa seca da parte aérea das plantas de milho apresentou variacio
significativa entre os tratamentos (Figura 5), conforme identificado pelo teste de Scott—
Knott a 5% de probabilidade. Os tratamentos FOBO e FOB4, ambos sem aplicacédo de
fertilizante e sem inoculagéo (ou com inoculagdo a 10* UFC mL™"), apresentaram os
menores valores de SDM, formando um grupo estatistico isolado ("d"). O tratamento
FOB9, com inoculacéo de B. subtilis a 10° UFC mL™" mas sem fertilizagao, apresentou

incremento discreto na biomassa, sendo incluido no grupo "c".

a
a a
a a
6<
b b
] ; =
i

SDM
9
IN

d d

70



FOBO FOB4 FOB9 F25B0 F25B4 F25B9 F50BO F50B4 F50B9 F75B0 F75B4 F75B9 F100BO F100B4 F100B9

GRAFICO 5. Boxplot das médias da massa seca da parte aérea de plantas de milho
submetidas a diferentes doses de fertilizagao e a inoculagdo com Bacillus subtilis nas
concentracdes de 10* e 10° UFC mL™".As letras distintas sobre as barras indicam
diferenca significativa entre os tratamentos, conforme o teste de Scott—Knott a 5% de
probabilidade (p < 0,05).

Com o fornecimento de 25% de fertilizante mineral (F25B0, F25B4 e F25B9),
houve aumento significativo da biomassa aérea, especialmente nos tratamentos com
inoculagdo, os quais foram agrupados no grupo estatistico "a", indicando elevada
eficiéncia na promog¢ao de crescimento vegetal. O tratamento F25B0 (sem inoculagao)

manteve-se no grupo "b", evidenciando a contribuicdo do inoculante para esse ganho.

Nas doses de 50% e 75% de fertilizante, os tratamentos inoculados (F50B9,
F75B0, F75B4 e F75B9) também apresentaram elevada SDM, todos pertencentes ao
grupo "a", indicando que tanto a fertilizacdo parcial quanto a inoculagéo
saoestratégias eficazes para o aumento da biomassa aérea. Ja os tratamentos F50B0

e F50B4 apresentaram valores medianos e foram incluidos no grupo "b".

Por fim, os tratamentos com 100% da dose de fertilizante apresentaram, em
geral, os maiores valores de SDM. Tanto F100B4 quanto F100B9 foram agrupados
em "a", enquanto F100BO0 ficou estatisticamente semelhante (também grupo "a"),
demonstrando que, na fertilizagao plena, a inoculagdo nao promoveu ganho adicional

significativo na massa seca da parte aérea.
3.1.4 Massa seca de raizes de plantas de milho

A massa seca de raizes de plantas de milho variou significativamente entre os
tratamentos, conforme indicado pelo teste de Scott—Knott a 5% de probabilidade
(Figura 6). Os menores valores foram registrados nos tratamentos FOBO e FOB4,
ambos sem aplicagéo de fertilizante mineral e com ou sem inoculagéo de B. subtilis,

compondo o grupo estatistico “d”.
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GRAFICO 6. Boxplot das médias da massa seca de raizes de plantas de milho
submetidas a diferentes doses de fertilizagao e a inoculagdo com Bacillus subtilis nas
concentracdes de 10 e 10° UFC mL™. As letras distintas sobre as barras indicam
diferenca significativa entre os tratamentos, conforme o teste de Scott—Knott a 5% de
probabilidade (p < 0,05).

O tratamento FOB9, que recebeu inoculagcdo com a maior concentragcdo do

inoculante (10° UFC mL™") mas ainda sem fertilizante, apresentou leve incremento na

[{P )

biomassa radicular, situando-se no grupo “c”. O inicio da resposta positiva ao
fertilizante foi observado nos tratamentos com 25% da dose (F25B0 e F25B4), ambos
agrupados em “b”. O tratamento F25B9, com a mesma dose de fertilizante e

inoculacao a 10° UFC mL™", mostrou resposta inferior e permaneceu no grupo “c”.

Os tratamentos com 50% de fertilizante (F50B0, F50B4 e F50B9) resultaram
em variagdes relevantes: F50B0 manteve-se no grupo “c”, enquanto F50B4 alcangou

0 grupo “a”, com o maior valor observado até entdo. O F50B9 ficou no grupo “ab”,

refletindo desempenho intermediario.

Entre os tratamentos com 75% da dose de fertilizante, todos (F75B0, F75B4 e
F75B9) mostraram massas secas de raiz elevadas, com F75B0 e F75B4 no grupo “ab”
e F75B9 no grupo “bc”, o que evidencia que a inoculagdo nem sempre proporcionou
ganho adicional dentro dessa faixa.

Os maiores valores médios de RDM foram verificados no tratamento F100B4
(100% de fertilizante + inoculagao a 10* UFC mL™"), que foi estatisticamente superior a
todos os demais, formando o grupo “a”. Em contraste, F100B0 e F100B9 foram

agrupados no grupo “bc”, sugerindo que a presenga do inoculante em concentragéo
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intermediaria teve efeito positivo mais expressivo que a inoculagdo em 10° UFC mL™

Oou mesmo a auséncia de inoculante.

3.1.5 Carotenoide Clorofila Ae B

Os teores de clorofila total, clorofila a e clorofila b nas folhas de milho variaram
significativamente em funcdo dos tratamentos combinando diferentes doses de
fertilizante mineral (0%, 25%, 50%, 75% e 100% da dose recomendada) e
concentragbes de Bacillus subtilis (ausente, 10* e 10° UFC mL™"), conforme

apresentado na Figura 7.

Para a clorofila total, os menores valores foram observados no tratamento FOBO
(sem fertilizacdo e sem inoculagdo bacteriana), indicando a limitagdo fisiologica
imposta pela auséncia de insumos. A medida que se aumentaram os niveis de

fertilizante ou se adicionou o inoculante bacteriano, os teores de clorofila total

aumentaram progressivamente. O tratamento F100B9 (100% de fertilizante + 10° UFC
mL~" de Bacillus subtilis) apresentou os maiores valores, seguido por F75B9 e F50B9,

sugerindo uma atuagao sinérgica entre nutricdo mineral e estimulo microbiano.

A clorofila a pigmento predominante na fotossintese, seguiu padrao
semelhante, com destaque para os tratamentos F75B9 e F100B9, que
proporcionaram maiores acumulos. O tratamento F25B0, por outro lado, apresentou
resposta intermediaria, sugerindo que a fertilizagdo parcial sem inoculante ndo é

suficiente para maximizar a sintese de pigmentos fotossintéticos.

No caso da clorofila b, os teores também foram superiores nos tratamentos
combinados, especialmente em F75B9 e F100B9. Como esse pigmento atua na
ampliagdo do espectro de luz absorvivel, seu aumento reflete uma adaptagdo do

sistema fotossintético a condigdes mais favoraveis de desenvolvimento.
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GRAFICO 7. Conteudo de clorofila total (a), clorofila a (b) e clorofila b (c) nas folhas de milho
(Zea mays L.) sob diferentes tratamentos com fertilizante e inoculacdo bacteriana. Os dados
representam a média + desvio padrao de replicatas independentes. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa entre os tratamentos (p < 0,05).
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3.1.6 Reisolamento de Bacillus subtilis

A analise da colonizag&o bacteriana nos tecidos das plantas de soja revelou
variagao expressiva entre os tratamentos e 6rgaos avaliados (Figura X). As raizes
apresentaram os maiores niveis de recuperagdo de células viaveis, com valores
maximos de 6,40, 6,28 e 5,99 log,o(CFU + 1) g™ nos tratamentos 2, 3 e 9,
respectivamente. Esses resultados indicam que os tratamentos que associaram altas
doses de inoculante bacteriano a adubagao mineral parcial favoreceram a persisténcia

e multiplicagao de Bacillus subtilis na rizosfera.
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GRAFICO 8. Colonizacao tecidual por Bacillus subtilis em plantas de soja submetidas
a diferentes tratamentos, expressa como média de log,,(CFU + 1) por grama de tecido
fresco. A coloragdo indica a intensidade da colonizacdo nos diferentes
compartimentos da planta (raiz, folha e caule). As variagbes observadas entre os
tratamentos refletem a eficiéncia de colonizagao do microrganismo em funcao da dose
de inoculante e da adubagao mineral aplicada.

Nas folhas, a presenca de bactérias viaveis foi mais restrita, sendo detectada
em niveis moderados apenas nos tratamentos 1, 3 e 11, com valores entre 2,68 € 4,16
log10(CFU + 1). A baixa recuperagao nos demais tratamentos podem estar relacionada
a menor capacidade de translocagado do microrganismo para os tecidos aéreos ou a

competicdo com a microbiota epifitica nativa.

No caule, a colonizagao foi observada principalmente nos tratamentos 2, 9 e 8,
com valores de até 5,97 log;o(CFU + 1), sugerindo um possivel deslocamento
sistémico do microrganismo em condi¢des favoraveis. A auséncia total de colonizagao
em alguns tratamentos (ex: 4, 5, 6 e 12) refor¢a o papel da dose de inoculante e da

adubacao na viabilidade e movimentagao do microrganismo na planta.

3.2 Resultado campo

3.2.1 Massa seca da parte aérea por planta
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A anadlise da massa seca da parte aérea por planta (SDM) revelou diferengas
significativas entre os tratamentos avaliados (Figura 7). O tratamento 4,
correspondente a aplicacao de 25% da dose de fertilizante mineral associada a
inoculacdo com Bacillus subtilis na concentragéo de 10° UFC mL™ (25% A + B109),
apresentou o maior acumulo de biomassa, superando estatisticamente todos os
demais tratamentos, inclusive o tratamento 2 (100% A + 0% B), que representa a

adubacao mineral plena sem inoculagéao.
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GRAFICO 9. Massa seca da parte aérea (g/planta) de plantas de milho cultivadas em
campo, tratadas com diferentes doses de fertilizante mineral e inoculagdao com Bacillus
subtilisT1=0% adubo + 0% B. subtilis (controle); T2 = 100% adubo + 0% B. subtilis; T3
= 25% adubo + B. subtilis (104 UFC mL™"); T4 = 256% adubo + B. subtilis (10° UFC
mL™"); T5 = 50% adubo + B. subtilis (10° UFC mL™"); T6 = 75% adubo + B. subtilis (10°
UFC mL™"); T7 = 100% adubo + B. subtilis (10* UFC mL™").

Embora o tratamento 2 também tenha alcancado elevado valor médio de SDM,
observou-se maior variabilidade entre as repeticdes, o que pode indicar menor
estabilidade da resposta fisiolégica a adubagéao isolada. Os tratamentos 5 (50% A +
B109) e 3 (25% A + B104) apresentaram valores intermediarios de biomassa,
sugerindo que concentragdes mais baixas do inoculante ou da adubacgéo sao capazes
de sustentar um crescimento razoavel das plantas, porém com menor eficiéncia em

comparacgao ao tratamento 4.

Em contrapartida, os tratamentos 6 e 7, que receberam 75% e 100% da dose

76



de fertilizante mineral combinada a inoculagdo com B. subtilis (B109 e B104,
respectivamente), ndo demonstraram desempenho superior ao tratamento 4,
destacando-se como opgdes menos eficientes dentro das combinagdes testadas. O
menor valor de biomassa foi observado no tratamento 1 (0% A + 0% B), evidenciando
a limitagédo fisioldgica imposta pela auséncia total de fertilizagdo e inoculagéo, e
reforcando o papel sinérgico entre o fertilizante e o bioinoculante para o

desenvolvimento da parte aérea da soja.

3.2.2 Concentragao de fésforo na massa seca

A maior concentragdo de fosforo na massa seca (P-SDM) foi observada no
tratamento 2 (100% A + 0% B),como pode ser observado na (figura 8) indicando a
eficacia da adubagao mineral na absorgao de fésforo pelas plantas. Os tratamentos 1
(0% A +0% B), 3 (25% A + B104) e 4 (25% A + B109) também apresentaram valores
elevados e proximos entre si, sugerindo que os inoculantes podem auxiliar na

absorcao de fésforo mesmo com menor dose de fertilizante. Ja os tratamentos 5, 6 e

B) P-SDM (g kg -1)
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7 apresentaram menores valores de P-SDM, com destaque negativo para o

tratamento 7 (100% A + B104), que apresentou o menor valor de fésforo acumulado

biomassa.

GRAFICO 10. Teor de fésforo na massa seca da parte aérea (g/kg) de plantas de
milho cultivadas em campo, sob diferentes doses de fertilizante mineral e inoculagéao
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com Bacillus subtilis. Bacillus subtilisT1=0% adubo + 0% B. subtilis (controle); T2 =

100% adubo + 0% B. subtilis; T3 = 25% adubo + B. subtilis (10 UFC mL™"); T4 = 25%
adubo + B. subtilis (10° UFC mL™"); TS = 60% adubo + B. subtilis (10° UFC mL™"); T6
= 75% adubo + B. subtilis (10° UFC mL™"); T7 = 100% adubo + B. subtilis (10* UFC
mL™").

3.2.4. Concentragao de nitrogénio na massa seca

No experimento conduzido em campo, o teor de nitrogénio acumulado na
massa seca da parte aérea (N-SDM) apresentou variagdes expressivas entre os
tratamentos, conforme ilustrado na Figura 9. O maior acumulo de nitrogénio foi

observado no tratamento 2 (100% de adubag¢ao mineral sem inoculagédo — 100% A +

0% B), seguido pelo tratamento 1 (sem fertilizante e sem inoculante — 0% A + 0% B).

C) N-SDM (g Kg-1)

N-SDM (g Kg-1)

Treatments

GRAFICO 11. Teor de nitrogénio na massa seca da parte aérea (g/kg) de plantas de
milho submetidas a diferentes combinac¢des de adubacédo mineral e inoculacdo com
Bacillus subtilis. . Bacillus subtilisT1=0% adubo + 0% B. subtilis (controle); T2 = 100%
adubo + 0% B. subtilis; T3 = 25% adubo + B. subtilis (10* UFC mL™"); T4 = 25% adubo
+ B. subtilis (10° UFC mL™"); T5 = 50% adubo + B. subtilis (10° UFC mL™"); T6 = 75%
adubo + B. subtilis (10° UFC mL™"); T7 = 100% adubo + B. subtilis (10* UFC mL™").

O maior acumulo de nitrogénio na massa seca (N-SDM) foi verificado no
tratamento 2 (100% A + 0% B), seguido pelo tratamento 1 (0% A + 0% B). Em
contrapartida, todos os tratamentos que receberam inoculantes (3 a 7) apresentaram
menor acumulo de nitrogénio, com os menores valores registrados nos tratamentos 5,

6 e 7. Isso sugere que, neste experimento de campo, o uso de B. subtilis, nas
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condigdes testadas, nao favoreceu o acumulo de nitrogénio na parte aérea do milho,

sendo a adubagao mineral isolada mais eficaz nesse parametro.

3.2.5. Teor de nitrogénio nos graos

A avaliacédo do teor de nutrientes acumulados nos grdaos (NG) evidenciou
diferengas significativas entre os tratamentos aplicados, conforme demonstrado na
Figura 10. O tratamento 4, que combinou 25% da dose recomendada de fertilizante
mineral com a inoculagao de Bacillus subtilis na concentragéo de 10° UFC mL™ (25% A
+ B109), apresentou o maior teor de nutrientes nos graos, destacando-se dos demais
e indicando o potencial da interagao entre adubacéao reduzida e bioinoculagado para a

timizac&do da qualidade nutricional dos graos.
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GRAFICO 12. Teor de nitrogénio nos grdos (g/kg) de milho cultivado em campo,
tratado com diferentes doses de fertilizante mineral e Bacillus subtilis.. Bacillus
subtilisT1=0% adubo + 0% B. subtilis (controle); T2 = 100% adubo + 0% B. subtilis; T3
= 256% adubo + B. subtilis (10* UFC mL™"); T4 = 25% adubo + B. subtilis (10° UFC
mL™"); T5 = 50% adubo + B. subtilis (10° UFC mL™"); T6 = 75% adubo + B. subtilis (10°
UFC mL™"); T7 = 100% adubo + B. subtilis (10* UFC mL™").

Tratamentos como o 3 (25% A + B104) e o 5 (50% A + B109) também

apresentaram teores expressivos, sugerindo que combinagdes equilibradas entre

doses intermediarias de fertilizante e concentragdes adequadas do inoculante podem

ser eficazes na manutengao da qualidade nutricional da produgao.

Por outro lado, os menores valores de acumulo de nutrientes nos graos foram



observados nos tratamentos 6 (75% A + B109) e 1 (0% A + 0% B), representando,
respectivamente, uma combinagao de alta adubacédo com inoculante e auséncia total
de insumos. Esses resultados indicam que tanto a auséncia de fertilizacdo quanto o
excesso de nutrientes combinados a inoculagao podem limitar o acumulo eficiente de
nutrientes nos graos, possivelmente devido a desequilibrios fisiolégicos ou a
supressao de respostas benéficas promovidas pelo inoculante.

3.2.6 Peso de 100 gréaos

O maior peso de 100 gréaos (WTG) foi observado no tratamento 7 (100% A +
B104), indicando que a combinacdo de adubagédo completa com B. subtilis 10* UFC
mL~" favoreceu a formagao de grdos mais pesados. O tratamento 4 (25% A + B109)
também apresentou excelente desempenho, reforcando a eficiéncia dessa
combinagao. Os menores pesos foram registrados nos tratamentos 1 (0% A + 0% B)
e 2 (100% A + 0% B), demonstrando que a inoculagdo com Bacillus subtilis foi

determinante para o aumento do peso dos graos.
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GRAFICO 13. Massa de mil gréos (g) de milho cultivado em campo, sob diferentes
combinacdes de fertilizante mineral e inoculagdo com Bacillus subtilis. Bacillus
subtilisT1=0% adubo + 0% B. subtilis (controle); T2 = 100% adubo + 0% B. subtilis; T3
= 26% adubo + B. subtilis (10* UFC mL™"); T4 = 25% adubo + B. subtilis (10° UFC
mL™"); T5 = 50% adubo + B. subtilis (10° UFC mL™"); T6 = 756% adubo + B. subtilis (10°
UFC mL™"); T7 = 100% adubo + B. subtilis (10 UFC mL™").
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3.2.7. Produtividade total por hectare

A produtividade de gréaos por hectare (PROD.) variou entre os tratamentos,
conforme apresentado na Figura 12. Os maiores valores de produtividade foram
observados nos tratamentos 4 (25% de adubagao mineral + Bacillus subtilis 10° UFC
mL™") e 7 (100% de adubacgéo mineral + B. subtilis 10* UFC mL™"), ambos superando
significativamente o controle e os tratamentos que utilizaram exclusivamente a
adubacao mineral sem inoculagéo bacteriana.

F) PROD. (kg/ha)
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7
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GRAFICO 14. Produtividade de graos (kg/ha) de milho cultivado em campo, tratado
com diferentesdoses de fertilizante mineral e inoculagdo com Bacillus subtilis.. Bacillus
subtilisT1=0% adubo + 0% B. subtilis (controle); T2 = 100% adubo + 0% B. subtilis; T3
= 26% adubo + B. subtilis (10* UFC mL™"); T4 = 25% adubo + B. subtilis (10° UFC
mL™"); T5 = 50% adubo + B. subtilis (10° UFC mL™"); T6 = 756% adubo + B. subtilis (10°
UFC mL™"); T7 = 100% adubo + B. subtilis (10* UFC mL™").

O tratamento 6 (75% A + B109) também apresentou desempenho produtivo

satisfatério, demonstrando que a inoculagao bacteriana, mesmo associada a doses

intermediarias de fertilizante, pode contribuir positivamente para o rendimento da
cultura. Em contraste, o menor valor de produtividade foi registrado no tratamento 3
(25% A + B104), sugerindo que a combinagao de baixa adubagédo com inoculagédo em
concentragao reduzida nao foi suficiente para sustentar a produtividade em condi¢des

de campo.
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Esses dados reforcam a eficacia de estratégias integradas que associam
bioinoculantes a redugao parcial ou ao uso pleno de fertilizantes minerais, indicando
que B. subtilis pode atuar como agente promotor de produtividade em diferentes

regimes nutricionais.

4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no experimento conduzido em casa de vegetagéo
demonstram que a inoculagdo com Bacillus subtilis exerceu efeitos diferenciados
sobre a absorgcdo e acumulo de nutrientes, particularmente nitrogénio e fosforo, nas
plantas de milho. A variagao observada no teor de nitrogénio nas raizes, destacando-
se o tratamento com auséncia total de fertilizagdo associada a inoculagéo bacteriana
em alta concentragao (10° UFC mL™), confirma o potencial do microrganismo em
melhorar a eficiéncia de absor¢do de nitrogénio mesmo sob condi¢des limitantes de

disponibilidade nutricional.

Esses resultados sao corroborados por estudos recentes como os de Zhang et
al. (2025) e Rahman et al. (2024), que atribuem tais efeitos a capacidade das cepas
de Bacillus em aumentar a atividade enzimatica relacionada a fixagdo bioldgica de

nitrogénio e ao estimulo ao crescimento radicular.

Na parte aérea, o incremento significativo do teor de nitrogénio em plantas que
receberam doses parciais de fertilizagdo (=225%) combinadas a inoculagdo com B.
subtilis (10° UFC mL™) sugere um efeito sinérgico entre fertilizantes minerais e
inoculantes microbianos. Estudos recentes reforcam esses achados, indicando que a

inoculagao bacteriana otimiza a utilizagao de nitrogénio disponivel, maximizando seu

aproveitamento pela planta e, consequentemente, aumentando a biomassa aérea
(Deng et al., 2024; Guo et al., 2025).

Esses efeitos sao frequentemente relacionados a producgao de fitormonios por
bactérias do género Bacillus, especialmente auxinas e citocininas, que influenciam

positivamente a morfogénese e desenvolvimento das plantas (Moraes et al., 2023).

Quanto ao fésforo, resultados semelhantes foram observados, particularmente
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na absorcgao pelas raizes. Os tratamentos que combinaram altas doses de fertilizante
com a inoculagéo bacteriana foram mais eficientes em aumentar o teor de fésforo nas
raizes. Oliveira et al. (2023) explicam esse fenbmeno pela capacidade dessas
bactérias em secretar acidos organicos e fosfatases, que promovem a solubilizagao

do fésforo imobilizado no solo, aumentando sua disponibilidade.

Esse efeito positivo sobre a solubilizagao e absorcao de fésforo € amplamente
relatado na literatura recente, destacando sua importancia para a agricultura
sustentavel (Ferreira et al., 2024; Santos et al., 2024). A analise dos resultados do
experimento em campo revela que a inoculagdo com Bacillus subtilis associada a
doses reduzidas de fertilizantes minerais constitui uma estratégia eficaz para
incrementar parametros como massa seca aérea e produtividade. Destaca-se o
tratamento com 25% da dose recomendada de fertilizante mineral combinado a alta
concentracdo do inoculante bacteriano (10° UFC mL™"), que superou inclusive a
fertilizacdo completa sem inoculagdo quanto a biomassa aérea. Isso esta alinhado aos
achados recentes de Deng et al, (2025), que também observaram melhor
desempenho agronémico do milho sob inoculagdo bacteriana combinada a baixas
doses de fertilizantes, atribuindo os ganhos observados a promog¢ao do crescimento

radicular e ao aumento na eficiéncia nutricional das plantas.

Contudo, observou-se um efeito contrastante no teor de nitrogénio na biomassa
aeérea sob condigcbes de campo, onde tratamentos inoculados nao superaram os
tratamentos exclusivamente fertilizados. Silva et al. (2024) relatam que a eficacia de
Bacillus subtilis em condicbes de campo pode ser limitada por fatores ambientais,

como temperatura, umidade e interagdes com a microbiota nativa do solo, resultando

em menor persisténcia e eficacia desses inoculantes comparativamente aos
ambientes controlados. Portanto, ajustes nos métodos de aplicagdo e na
concentracdo dos inoculantes sdo necessarios para maximizar seu potencial

agrondmico em campo.

Em relagdo ao acumulo de nitrogénio nos graos, o tratamento com fertilizagao
reduzida e inoculagao bacteriana resultou em alta eficiéncia, ressaltando a capacidade

dos inoculantes em melhorar a translocacédo e assimilagdo desse nutriente para os
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orgaos reprodutivos. Song et al. (2023) destacam que a inoculagdo com Bacillus spp.
pode aumentar a assimilagcdo de nitrogénio em grédos de milho mesmo sob doses
reduzidas de fertilizantes minerais, devido a otimizagdo do metabolismo vegetal

proporcionada pelas interagdes planta-bactéria.

Por fim, os resultados sobre produtividade total reforcam a viabilidade
agronbmica e econOmica do uso de Bacillus subtilis em sistemas agricolas
sustentaveis. Os ganhos produtivos observados em tratamentos com inoculagéao
combinada a redugdo da fertilizagcdo mineral sustentam a importancia dessa
abordagem como uma alternativa viavel para mitigar impactos ambientais associados
ao uso excessivo de fertilizantes minerais, alinhando-se aos principios de manejo

regenerativo do solo (Rahman et al., 2023).

Esses achados evidenciam que o uso integrado de inoculantes microbianos e
fertilizantes minerais reduzidos nao apenas maximiza o desempenho agrondmico do
milho, mas também contribui positivamente para a sustentabilidade agricola.
Recomenda-se que estudos futuros continuem explorando essas interacbes em
diferentes condi¢cbes edafoclimaticas para validar a eficacia dessa estratégia em larga

escala.
4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a inoculagao com Bacillus
subtilis, especialmente na concentracido de 10° UFC mL™, exerce efeitos positivos no

crescimento e nutricado do milho, sendo capaz de compensar, parcial ou totalmente, a

reducdo na dose de fertilizante mineral. Em casa de vegetacdo, observou-se
incremento significativo nos teores de nitrogénio e fésforo, bem como na biomassa
aérea e radicular, principalmente quando a inoculagao foi associada a 25% ou mais
da dose de adubacéo.

No experimento de campo, a associagao entre doses reduzidas de fertilizante
(25%) e a inoculagdo com B. subtilis também promoveu ganhos significativos na
massa seca da parte aérea, no teor de nutrientes nos grédos e na produtividade,
igualando ou superando os valores obtidos com a adubag&o mineral total. Esses
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resultados indicam um efeito sinérgico entre o uso racional de fertilizantes e a
aplicacdo de microrganismos promotores de crescimento, contribuindo tanto para o

desempenho agrondmico quanto para a sustentabilidade do sistema de produgéo.
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CAPITULO - 4 Aplicagao de Bacillus subtilis na cultura da soja:

avaliacao em casa de vegetacao e campo

RESUMO: A elevada dependéncia de fertilizantes minerais na cultura da soja (Glycine
max) tem despertado preocupagdes quanto a sustentabilidade ambiental e econdmica
dos sistemas produtivos. Este estudo avaliou o potencial de Bacillus subtilis, como
microrganismo promotor de crescimento vegetal (MPCV), para reduzir a necessidade
de fertilizacdo quimica sem comprometer o desempenho agronémico da soja. Foram
conduzidos experimentos em casa de vegetacdao e em campo, testando cinco doses
de fertilizante mineral (0, 25, 50, 75 e 100%) e trés niveis de indculo de B. subtilis
(ausente, 10*e 10° UFC mL™), em delineamento fatorial. Os resultados demonstraram que
a inoculagao com B. subtilis, especialmente na concentracdo de 10° UFC mL™,
promoveu incrementos significativos na massa seca da parte aérea e radicular, além
de aumentar os teores de nitrogénio e fésforo, mesmo em condigbes de adubacgéo
reduzida. No campo, o tratamento com 25% da dose de fertilizante associado a
bactéria na maior concentragdo superou a adubagao plena isolada em diversos
parametros, incluindo produtividade. Esses achados indicam que a inoculagao com B.
subtilis pode ser uma alternativa viavel para reduzir o uso de insumos quimicos na

cultura da soja, contribuindo para sistemas agricolas mais eficientes e sustentaveis.

Palavras-chave: fertilizagdo mineral reduzida; bioinoculante; produtividade;

sustentabilidade agricola; nutricdo de plantas.
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1. INTRODUGCAO

A agricultura brasileira ocupa posi¢cao de destaque no cenario mundial, com a
cultura da soja (Glycine max) como uma de suas principais culturas. O Brasil € o maior
exportador global do complexo soja graos, farelo e 6leo e o segundo maior produtor
mundial (Souza; Bittencourt, 2020). Segundo a Companhia Nacional de

Abastecimento, as exportagdes brasileiras de soja totalizaram 96,8 milhdes de

toneladas, mantendo o pais como principal fornecedor global, mesmo diante de

oscilagdes sazonais(Conab, 2024),.

Apesar da expressiva produtividade, a sustentabilidade do sistema produtivo
tem sido questionada devido ao uso intensivo de fertilizantes minerais e defensivos
quimicos, os quais tém contribuido para a degradagdo ambiental e riscos a saude
humana (Adelek et al., 2021; Wang et al., 2023). Os impactos incluem contaminagéo
do solo e da agua, desenvolvimento de resisténcia em patégenos, toxicidade residual

e efeitos adversos sobre organismos nao-alvo (Meena et al., 2020).

Nesse cenario, praticas agricolas sustentaveis, como a utilizagdo de Bacterias
promotoras de crescimento de plantas (BPCPs), tém ganhado destaque por
oferecerem solugdes ecologicamente seguras e economicamente viaveis (Dhayalan
et al.,, 2021). Dentre as PBCPs, espécies do género Bacillus se destacam,
especialmente Bacillus subtilis, amplamente estudado por sua atuagdo como

biofertilizante e agente de biocontrole (Ramirez-Pool et al., 2024).

Bacillus subtilis atua por multiplos mecanismos, como solubilizagdo de
nutrientes, produgdo de fitormbnios, antagonismo a fitopatdgenos, indugdo de
resisténcia sistémica e modulacado do microbioma rizosférico. Esses atributos tém sido
associados ao aumento da eficiéncia de uso de nitrogénio, prevencao de doencas e
incremento do crescimento vegetal em diferentes culturas (Blake et al., 2022; Wang et
al., 2023).

Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar, em condicbes de casa de

vegetacao e de campo, a eficacia da inoculagdo com Bacillus subtilis na promogao do
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crescimento da soja, verificando sua capacidade de reduzir a dose de fertilizante

mineral sem prejuizo a produtividade.

2 METODOLOGIA

2.1. Local de conducédo do experimento
O experimento foi inicialmente conduzido em casa de vegetagcdo na

Universidade Estadual Paulista (UNESP) — Campus de Jaboticabal, localizada na
regiao Noroeste do Estado de Sdo Paulo (21° 15' 22" S, 48° 18' 58" W, altitude de 605
m). O clima da regido € do tipo Aw, segundo a classificagdo de Koppen-Geiger,
caracterizado por verdes quentes e umidos e invernos secos. A casa de vegetacgao foi
mantida sob condigbes controladas, com temperatura média de 24 + 2 °C, umidade
relativa de 50 + 2% e fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro. Utilizou-se
Latossolo Vermelho eutroférrico de textura argilosa. A cultivar utilizada foi ADV 4317

IPRO soja, desenvolvido pela empresa Advanta Seeds..

O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados, em
esquema fatorial 5 x 3, totalizando 15 tratamentos. O fator A correspondeu a cinco
doses de fertilizante mineral (0, 25, 50, 75 e 100%), e o fator B a trés niveis de indculo
de Bacillus subtilis (sem inoculagao, 10* e 10° UFC mL™), com quatro repeti¢cdes. O
experimento teve duracdo de 60 dias, com colheita das plantas no estadio vegetativo
V6.

Para validagdo em condi¢cées de campo, foram selecionados os tratamentos
com melhor desempenho em acumulo de biomassa seca. O ensaio foi instalado na
Fazenda de Ensino e Pesquisa da FCAV/UNESP, também em Jaboticabal
(20°10'46,81” S, 48°17°07,85” W, altitude de 550 m). A cultivar utilizada foi ADV 4317
IPRO soja, desenvolvido pela empresa Advanta Seeds com as praticas agricolas
recomendadas para a cultura da soja. A condugdo no campo teve duragao de 130
dias, do plantio até a fase reprodutiva.

2.2 Preparo dos vasos casa de vegetacao

Foram utilizados vasos com capacidade de 5 dm® (20 cm de altura x 22 cm de

90



didmetro), preenchidos com solo coletado na area experimental da propria instituigao.
O solo, previamente seco ao ar e peneirado (malha de 5 mm), apresentava as
seguintes caracteristicas quimicas: pH 6,5; matéria organica de 11 g dm™3; P

disponivel de 20 mg dm™3; K de 0,7 mmolc dm~3; e Mg de 5,0 mmolc dm™,.

A adubacao foi realizada com base na analise quimica do solo, conforme
recomendacgdes para cultivo em vasos (HERENCIA et al., 2007), sendo aplicados:80
mg dm™ de nitrogénio (ureia), 200 mg dm™ de fésforo (superfosfato simples), 180 mg
dm™ de potassio (cloreto de potassio). Além dos macronutrientes, os seguintes
micronutrientes foram adicionados: 0,5 mg dm™ de boro (acido bérico), 1,5 mg dm™
de cobre (sulfato de cobre), 3,0 mg dm™ de manganés (sulfato de manganés), 3,0 mg
dm™ de ferro (sulfato de ferro). Os tratamentos de fertilizagdo foram realizados com
base em 100% da adubagao de referéncia, sendo ajustados para 0, 25, 50, 75 e 100%

nas diferentes combinacdes experimentais.

2.3 Montagem do experimento em campo

Foram determinadas vinte oito parcelas de 30m? (6m x 5m),
correspondentes a sete tratamentos que foram selecionados com quatro repeti¢coes
cada tratamento, o espacamento entre as plantas foi de 0,5m x 0,1m. a profundidade
de semeadura do milho foi a mesma do experimento em vasos (5cm). Foram aplicados
os mesmo nutrientes utilizados para casa de vegetagdo nas mesmas proporgdes,
assim como os macronutrientes primarios (N, P e K), fornecidos por adubacéo mineral

de acordo com a analise quimica do solo, com redugao de 75%, 50%, 25% e 0%.

2.4 Microrganismo e preparo do inéculo

O microrganismo utilizado foi uma cepa de Bacillus subtilis, isolada de plantas
de milho, pertencente a colegdo do Laboratério de Microbiologia do Solo do
Departamento de Produgédo Vegetal da UNESP - FCAV, Jaboticabal. A cepa foi
previamente caracterizada e teve sua sequéncia depositada no GenBank sob o
numero MZ133755. Para o preparo do indculo, a cepa foi cultivada em caldo nutriente
(60 mL por frasco Erlenmeyer de 125 mL) e incubada a 30 °C por 24 horas em cultura

estatica. Apos esse periodo, a densidade celular foi padronizada por leitura
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espectrofotométrica a 630 nm. A contagem de unidades formadoras de colénia (UFC)
foi realizada por plagueamento em meio solido, permitindo ajustar a concentragdo para
10*e 10° UFC mL™.

2.5 Plantio e inoculagdes, casa de vegetacao

As sementes utilizadas foram da cultivar utilizada a variedade AG8701 PRO 4
desenvolvida pela Agroceres e Bayer. Trés sementes foram semeadas por vaso
contendo o solo previamente adubado. Apds a emergéncia, realizou-se o desbaste,
mantendo duas plantas por vaso. A inoculagdo com B. subtilis foi realizada em quatro
aplicagdes consecutivas, com intervalo de sete dias, totalizando 10 mL por aplicagao.
Os tratamentos com inoculagcédo receberam as concentragdes de 10* ou 10° UFC mL™,
enquanto o grupo controle ndo recebeu inéculo bacteriano. em campo foram 4

aplicagdes realizadas uma na emergéncia da planta e as outras a cada 10 dias.

2.6 Delineamento experimental

Em casa de vegetacéo, os vasos foram dispostos em blocos casualizados, com
quinze tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos resultaram da combinagao de
cinco doses de fertilizante mineral (0, 25, 50, 75 e 100%) e trés condi¢cdes de
inoculagdo bacteriana (sem inoculagao, 10* UFC mL™" e 10° UFC mL™), conforme

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Descrigao dos tratamentos utilizados no experimento conduzido em

casa de vegetagao.

Tratamento Dose de Inoculagdo com

fertilizante mineral (%) Bacillus subtilis (UFC
mL™)

FOBO 0 0

FoB4 0 10

FOB9 0 10°

F25B0 25 0

F25B4 25 10

F25B9 25 10°

F50B0 50 0

F50B4 50 10

F50B9 50 10°

F75B0 75 0
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F75B4 75 104
F75B9 75 10°
F100B0 100 0

F100B4 100 104
F100B9 100 10°

Ao todo quinze tratamentos, com 4 repeticbes cada. O experimento em casa
de vegetacéao foi concluido e o grupo controle e outros 5 tratamentos avaliados foram
selecionados para serem testados em campo. Os resultados considerados para o
processo de selegdo foi a matéria seca encontrados em parte aérea e raizes das
plantas. As parcelas foram divididas em blocos casualizados, com 4 repeticoes. A lista

de tratamentos selecionados pode ser observada na tabela 2.

Tabela 2. Descrigdo dos tratamentos utilizados no experimento conduzido em

campo.

Tratamento Dose de Inoculagdao com

fertilizante mineral (%) Bacillus subtilis (UFC
mL™)

1 0 0

2 100 0

3 50 104

4 75 0

5 75 104

6 100 104

7 25 10°

Ao todo sete tratamentos, com quatro repeticdes cada, totalizando 28 parcelas.

2.7 Variaveis avaliadas

2.7.1 Massa seca da parte aérea e das raizes

Parte aérea e raizes foram coletadas ao final dos experimentos conduzidos em
casa de vegetagdo e em campo, utilizando-se trés plantas por parcela, selecionadas
aleatoriamente. As amostras foram lavadas em agua corrente, secas com papel
toalha, acondicionadas em sacos de papel e transferidas para estufa com circulagao
forgcada de ar, mantida a 65 °C por 72 horas. Apds a secagem, o material foi pesado
em balanga semianalitica para determinagdo da massa seca da parte aérea (MSPA)
e da massa seca das raizes (MSR).
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2.7.2 Teores de nitrogénio e fosforo

Apos a secagem, as amostras de parte aérea e raizes provenientes dos
experimentos conduzidos em casa de vegetagcdo e em campo foram moidas em
moinho tipo Wiley. A quantificacdo do nitrogénio total foi realizada por digestao
sulfurica, seguida de titulagdo. Para o fésforo, utilizou-se digestédo nitrico-perclérica,
com leitura em espectrofotdbmetro. As analises seguiram os procedimentos descritos
no Manual de Andlises Quimicas de Solos, Plantas e Fertilizantes (Pons; Guthrie,
1946).

2.7.3 Teores de clorofilas e carotenoides

A quantificagdo dos pigmentos foi realizada com 0,025 g de massa fresca de
folhas, coletadas a partir do penultimo trifélio. As amostras foram transferidas para
tubos contendo acetona a 80%, protegidos da luz com papel aluminio e mantidos em
camara fria (8 °C) até completa descoloragao. As extragdes foram conduzidas em
triplicata. As leituras espectrofotométricas foram realizadas nos comprimentos de
onda de 663 nm (clorofila a), 647 nm (clorofila b) e 470 nm (carotenoides). As
concentracdes foram calculadas conforme as equacgdes descritas por Lichtenthaler
(1987), sendo os resultados expressos em microgramas de pigmento por grama de

massa fresca (ug/Q).

2.7.4 Reisolamento dos isolados transformados

O reisolamento dos isolados de Bacillus subtilis foi realizado 60 dias apds a
semeadura, com o objetivo de verificar a colonizagdo endofitica. Foram amostrados
raizes, caules e folhas, que foram separados e lavados em agua corrente para
remogao de solo aderido e impurezas superficiais. A desinfecgdo dos tecidos seguiu
o protocolo descrito por Araujo et al. (2002b). Em condigbes assépticas, 0,5 g de tecido
de cada 6rgao foram seccionados e macerados em 4,5 mL de solugao salina estéril
(NaCl a 0,1%).

As amostras foram submetidas a diluigdes seriadas, transferindo-se 1 mL da
suspensao inicial para tubos contendo 9 mL de solugao salina, totalizando 107" a 107,

Em seguida, os tubos foram submetidos a choque térmico em banho-maria a 80 °C
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por 10 minutos, seguido de resfriamento imediato em banho de gelo por 5 minutos,
conforme metodologia proposta por Rothfuss, Bender e Conrad (1997), visando a

selecao de esporos termorresistentes caracteristicos do género Bacillus.

Posteriormente, 100 uL de cada diluicdo foram plaqueados em meio BHI
suplementado com ampicilina (100 pg/mL). As placas foram incubadas a 28 °C, e a

contagem das unidades formadoras de colénia (UFC) foi realizada ap6s 24 e 48 horas.

2.7.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F,
utilizando o software AgroEstat (Barbosa; Maldonado, 2015). Quando observada
significancia estatistica (p < 0,05), as médias foram comparadas pelo teste de Scott—
Knott a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS

3.1 Resultado casa de vegetacao

3.1.1 Nitrogénio parte aérea

O teor de nitrogénio na parte aérea (NPA) das plantas de soja variou
significativamente entre os tratamentos, conforme apresentado na Figura 13. O
tratamento FOBO (sem adubagéo e sem inoculagdo) apresentou os menores valores,
evidenciando a limitagao nutricional decorrente da auséncia do fertilizante. A
inoculagado com Bacillus subtilis a 10* UFC mL™ (FOB4) promoveu aumento discreto

no NPA, enquanto FOB9 (com 10° UFC mL™) apresentou incremento expressivo,

mesmo na auséncia de fertilizante, sugerindo atuagcdo do microrganismo como

promotor de crescimento, possivelmente via producao de fitohormonios.

A aplicagao de 25% da dose de fertilizante (F25B0) elevou o NPA em relagao

aos tratamentos sem adubacgédo, e a combinagdo com inoculagéo (F25B4 e F25B9)
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resultou em incrementos graduais, sendo F25B9 significativamente superior aos
demais desse grupo. Isso evidencia a sinergia entre inoculagao e fertilizagdo parcial,

favorecendo a absorg¢ao de nitrogénio.

Com 50% de adubacédo (F50B0), observou-se novo aumento no NPA, o qual
foi ampliado pela inoculagdo com B. subtilis (F50B4 e F50B9), com destaque para
F50B9, que se igualou aos niveis dos tratamentos com 100% de fertilizante. Entre os
tratamentos com 75% de adubacgao, a resposta foi semelhante: F75B9 apresentou
teores de nitrogénio comparaveis ao tratamento F100B9, reforcando a eficacia do

inoculante em condicgdes de fertilizagao intermediaria.

NPA (g kg-?)
55}

S

20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Treatment

Nos tratamentos com 100% de adubagao mineral, F100B9 se destacou como
o de maior eficiéncia nutricional de todo o experimento, superando inclusive o F100B0
(adubacéo plena sem inoculagéo). Esses resultados demonstram que a inoculagao
com B. subtilis, especialmente na concentracao de 10° UFC mL™, potencializa a
assimilagao de nitrogénio na parte aérea da soja, sendo capaz de compensar, parcial
ou totalmente, a reducdo nas doses de fertilizante mineral. GRAFICO 1. Teor de
Nitrogénio na Parte Aérea de Plantas de Soja sob Diferentes Doses de Fertilizante e
Inoculagdo com Bacillus subtilis.Figura 1. Teor médio de nitrogénio na parte aérea de
plantas de soja cultivadas em casa de vegetagao, submetidas a diferentes doses de
fertilizante mineral (0%, 25%, 50%, 75% e 100%) e a inoculagcdo com Bacillus subtilis
nas concentragbes de 10* e 10° UFC mL™. Letras distintas indicam diferengas

significativas entre os tratamentos pelo teste de Scott- Knott a 5% de probabilidade (p
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<0,05)
3.2 Nitrogénio raiz

O teor de nitrogénio nas raizes (NR) das plantas de soja apresentou um padrao
distinto daquele observado na parte aérea, conforme demonstrado na Figura 14. O
tratamento FOBO (sem adubagéo e sem inoculag&o) exibiu os menores valores de NR,
refletindo severa limitagcdo na absorgdo de nitrogénio radicular. A inoculagdo com
Bacillus subtilis nas concentragdes de 10* UFC mL™" (FOB4) e 10° UFC mL™ (FOB9)
resultou em incrementos modesto e expressivo, respectivamente, indicando que o
microrganismo também influencia positivamente a nutricdo radicular, embora com

menor intensidade em comparagao a parte aérea.

Nos tratamentos com 25% de fertilizante (F25B0, F25B4 e F25B9), verificou-se
aumento progressivo no NR com o uso do inoculante, sendo F25B9 significativamente
superior aos demais, 0 que evidencia o efeito benéfico da alta concentracéo
bacteriana sobre a eficiéncia da absorgao radicular de nitrogénio. Esse padrao foi
mantido nas doses de 50% e 75%, com destaque para F50B9 e F75B9, que
superaram seus pares nao inoculados, reforgcando o efeito sinérgico entre a inoculagéo

microbiana e a fertilizacdo mineral.

O tratamento F100BO (fertilizante pleno sem inoculante) apresentou os maiores
valores absolutos de NR, sugerindo que a elevada disponibilidade de nitrogénio no
solo favorece seu acumulo radicular, possivelmente por limitacdo na translocacéo para
a parte aérea. No entanto, nos tratamentos F100B4 e F100B9, observou-se leve
reducado no teor de NR, o que pode indicar uma redistribuicido mais eficiente do
nitrogénio absorvido, promovida pela atividade bacteriana que estimula mecanismos

fisiolégicos relacionados ao transporte e assimilagao interna do nutriente.
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GRAFICO 2. Teor de Nitrogénio nas Raizes de Plantas de Soja sob Diferentes
Tratamentos com Fertilizante e Bactéria. Letras distintas indicam diferencas
significativas entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

3.2. Fosforo raiz

O teor de fosforo nas raizes (PR) variou significativamente entre os
tratamentos, conforme ilustrado na Figura 15, evidenciando a influéncia direta da
adubacao mineral e da inoculagdo com Bacillus subtilis na absor¢ao deste nutriente.
O tratamento FOBO (sem adubacgao e sem inoculante) apresentou os menores valores
de PR, refletindo caréncia nutricional acentuada e limitada capacidade da planta em
mobilizar fésforo do solo sem intervengao externa. A inoculagdo com B. subtilis nas
concentragdes de 10* (FOB4) e 10° UFC mL™" (FOB9) promoveu incrementos graduais no
PR, com maior efeito observado em FOB9, sugerindo a atuagdo do microrganismo na

solubilizacao de fésforo.
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GRAFICO 3. Teor de Fésforo nas Raizes de Soja Tratadas com Diferentes Niveis de
Fertilizante e Inoculagao Microbiana.Teor médio de fésforo nas raizes de plantas de
soja cultivadas em casa de vegetacdo, em funcdo das doses de fertilizante e da
inoculagao com Bacillus subtilis em diferentes concentragdes. Letras distintas indicam
diferencas significativas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Nos tratamentos com 25% de fertilizante (F25B0, F25B4 e F25B9), verificou-se
aumento progressivo nos teores de PR conforme se elevou a concentracdo do
inoculante, sendo F25B9 o mais eficiente desse grupo. Este tratamento superou
inclusive alguns com maior dose de adubacéo, indicando que a inoculagédo em alta
densidade pode compensar parcialmente a limitacdo de fésforo mineral. Padrao
semelhante foi identificado nos grupos com 50% e 75% de fertilizante, em que os

tratamentos F50B9 e F75B9 destacaram-se em relacao as versées nao inoculadas.

3.3. Fosforo parte aérea

O teor de fosforo na parte aérea (PPA) variou significativamente entre os
tratamentos, refletindo a influéncia da adubagéo mineral e da inoculagado com Bacillus
subtilis, como apresentado na (Figura 16). O tratamento FOBO (sem fertilizante e sem
inoculante) apresentou os menores valores, demonstrando que a auséncia de

fertilizantes compromete a absorg¢ao, do fosforo para a planta.
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A inoculacdo com B. subtilis nas concentracdes de 10* (FOB4) e 10° UFC mL™
(FOB9) promoveu incrementos no PPA, com destaque para FOB9, o que sugere que o
microrganismo favorece a mobilizacdo e o transporte do fosforo absorvido pelas

plantas apresentando maior atividade metabdlica.

Nos tratamentos com 25% da dose de fertilizante (F25B0, F25B4 e F25B9),
observou-se que a presenca da bactéria elevou os teores de PPA, especialmente em
F25B9, que superou significativamente o tratamento sem inoculagéo, indicando
melhor aproveitamento do nutriente sob baixa adubagdo. Esse padrao se manteve
nas doses de 50% e 75%, com destaque para os tratamentos F50B9 e F75B9, que
apresentaram elevados teores de fésforo na parte aérea, superiores aos respectivos

controles ndo inoculados.

Na fertilizagao total, o tratamento F100B0 atingiu altos niveis de PPA, como
esperado. No entanto, o F100B9 que combinou 100% de fertilizante com 10° de B.
subtilis apresentou os maiores valores entre todos os tratamentos, evidenciando uma
interagdo sinérgica entre adubagdo mineral e inoculagdo. Essa resposta pode estar
relacionada a agdo microbiana na estimulagao do crescimento radicular, na produgao
de compostos solubilizadores e na ativacdo de enzimas envolvidas na absorgédo de

fésforo, além da possivel indugcdo no desenvolvimento da planta.
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GRAFICO 4. Teor de Fosforo na Parte Aérea de Soja sob Fertilizagdo Gradual e
Inoculagao com Bacillus subtilis. Teor médio de fosforo na parte aérea de plantas de
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soja cultivadas em casa de vegetacdo, submetidas a diferentes niveis de adubacgéo
mineral e a presenca de Bacillus subtilis. As letras diferentes indicam diferenca
estatistica pelo teste de Scott-Knott a 5% (p < 0,05).

3.4. Massa seca da parte aérea

A massa seca da parte aérea (MSPA) das plantas de soja apresentou respostas
bastante sensiveis aos diferentes niveis de adubagao e inoculacdo com Bacillus
subtilis. O tratamento FOBO, sem fertilizante e sem bactéria, exibiu os menores valores
de MSPA, refletindo a severa limitacdo de nutrientes e a consequente reducao do
crescimento vegetativo. A inoculagdo com a bactéria em baixa concentracao (FOB4)
resultou em leve incremento, enquanto a alta concentragao (FOB9) proporcionou
ganho mais expressivo, ainda que insuficiente para alcangar niveis observados em
tratamentos com fertilizante. Isso evidencia que a bactéria, por si s6, pode promover
crescimento vegetal, mas sua eficiéncia é potencializada quando combinada com

fertilizantes minerais.

A adubacédo a 25% da dose recomendada, sem inoculagédo (F25B0), resultou

em valores moderados de MSPA, indicando um avango no desenvolvimento das

plantas em relacido ao controle, mas ainda aquém do ideal. A associagao com Bacillus
subtilis em F25B4 e, principalmente, F25B9, levou a aumentos progressivos na massa
seca, com F25B9 se aproximando de valores de tratamentos com maiores doses de
fertilizante. Isso demonstra que a bactéria melhora a eficiéncia de uso dos nutrientes

aplicados, permitindo um melhor desenvolvimento mesmo sob adubacgao limitada.

Com 50% e 75% de fertilizante (F50 e F75), o padrao se manteve: a inoculagao
bacteriana contribuiu para ganhos significativos de biomassa aérea, sendo os
tratamentos F50B9 e F75B9 os mais expressivos dentro de seus respectivos grupos.
Esses resultados confirmam que a aplicacao conjunta de fertilizante e bactéria cria um
ambiente favoravel para o crescimento da planta, ampliando a capacidade de

absor¢ao de nutrientes e promovendo o acumulo de massa vegetal.

Nos tratamentos com 100% de fertilizante (F100BO, F100B4 e F100B9),

observou-se uma saturacio nos valores de MSPA, com pequenas variagdes entre si.
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Embora todos tenham apresentado alta massa seca, F100B9 ainda se destacou
levemente, sugerindo que mesmo em condi¢cdes de adubacgao plena, a presenga de
Bacillus subtilis pode exercer efeitos positivos adicionais, provavelmente relacionados

a regulagao hormonal e ao estimulo do metabolismo vegetal.

Portanto, os dados do grafico de MSPA demonstram que a inoculagdo com
Bacillus subtilis € uma estratégia promissora para aumentar a produtividade da soja,
especialmente quando combinada com doses intermediarias de fertilizante. Essa
pratica pode reduzir a necessidade de insumos quimicos, contribuir para a
sustentabilidade do sistema produtivo e manter elevados niveis de biomassa aérea,

essenciais para o rendimento final da cultura.
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GRAFICO 5. Massa Seca da Parte Aérea de Plantas de Soja em Resposta a
Fertilizacdo e Inoculagao com Bacillus subtilis. Massa seca da parte aérea de plantas
de soja sob diferentes doses de fertilizante e com ou sem inoculagdo de Bacillus
subtilis (10* e 10° UFC mL™), em casa de vegetacdo. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticas significativas pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

3.5. Massa seca raiz

A massa seca das raizes (MSR) das plantas de soja apresentou variagbes
significativas de acordo com os tratamentos aplicados, refletindo a influéncia tanto da
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disponibilidade de nutrientes quanto da agado de Bacillus subtilis no desenvolvimento
radicular. O tratamento FOBO, sem adubacgao e sem inoculagao, resultou nos menores
valores de MSR, indicando que a auséncia completa de insumos limita severamente
o crescimento do sistema radicular. A inoculagdo com a bactéria, especialmente em
alta concentracgéo (FOB9), promoveu aumento notavel na massa radicular mesmo sem
adubo, sugerindo um efeito direto da bactéria na indugédo do crescimento de raizes,
possivelmente por meio da produgao de auxinas ou da melhoria da estrutura do solo

ao redor da rizosfera.

Nos tratamentos com 25% de fertilizante, observou-se incremento progressivo
na MSR com a adi¢ao da bactéria, sendo o tratamento F25B9 o mais destacado. Isso
reforca que a bactéria atua de forma sinérgica com a adubacgado, estimulando o
crescimento radicular mesmo com menor aporte nutricional. O mesmo padrao se
manteve para os niveis de 50% e 75% de adubagdo, com os tratamentos F50B9 e
F75B9 apresentando massas secas radiculares superiores aos respectivos controles
sem inoculagdo. Essa maior massa radicular esta diretamente associada a maior
capacidade de exploragao do solo, o que pode contribuir para maior eficiéncia de

absorcao de agua e nutrientes.

No tratamento com fertilizagcdo plena (F100B0), os valores de MSR foram
elevados, como esperado, mas novamente superados pelo tratamento F100B9. Isso
evidencia que a presenca de Bacillus subtilis, mesmo em condi¢cbes nutricionais
otimas, potencializa o desenvolvimento radicular. Tal efeito pode estar relacionado a
inducao de respostas fisiolégicas e bioquimicas nas raizes, como o aumento da
ramificacdo e da densidade de pelos radiculares, além da modulacdo de genes

envolvidos no crescimento e na resisténcia a estresses abiodticos.

De maneira geral, o grafico de MSR confirma que Bacillus subtilis exerce papel
fundamental no desenvolvimento do sistema radicular da soja, com efeitos
significativos tanto em condigdes de restricdo quanto de abundancia nutricional. A
utilizagdo conjunta de fertilizante e bactéria resulta em um sistema radicular mais
robusto e eficiente, capaz de sustentar maior desenvolvimento da parte aérea e,
potencialmente, maior produtividade. Essa resposta é particularmente importante em

solos tropicais com baixa fertilidade natural, reforcando o papel dos bioinsumos como
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aliados na construgao de sistemas agricolas mais resilientes e produtivos.
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GRAFICO 6. Massa Seca das Raizes de Plantas de Soja sob Diferentes Tratamentos
Nutricionais e Biologicos. Massa seca radicular de plantas de soja cultivadas com
diferentes doses de fertilizante mineral e inoculadas ou ndo com Bacillus subtilis, nas
concentragbes de 10* e 10° UFC mL™. As letras distintas indicam diferengas
significativas conforme o teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

3.6. Carotenoide, Clorofila Ae B

Os teores de clorofila a, clorofila b e carotenoides nas folhas de soja variaram
em fungéo dos tratamentos aplicados (grafico 6 ). Para a clorofila a (Grafico 6A), os
valores oscilaram entre 0,13 mg mg™" e 0,24 mg mg™" de tecido fresco, com destaque
para os tratamentos 2 e 7, que apresentaram os maiores valores médios. Em
contrapartida, o tratamento 6 apresentou o menor teor observado. Apesar dessas
variagcdes, nao foram detectadas diferencas estatisticamente significativas entre os

tratamentos (p > 0,05).

No caso da clorofila b (Grafico 6B), os teores médios situaram-se entre 0,18 mg
mg~' e 0,32 mg mg™, com tendéncia semelhante a observada para a clorofila a. O
tratamento 2 destacou-se com o maior valor médio, enquanto o tratamento 1
apresentou o menor. A analise estatistica indicou que, embora existam flutuagdes nos

valores, essas diferengas nao foram significativas (p > 0,05).
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GRAFICO 7. Teores médios de pigmentos fotossintéticos nas folhas de plantas de
soja submetidas a diferentes tratamentos com fertilizante mineral e Bacillus subtilis.
(A) Clorofila a; (B) Clorofila b; (C) Carotenoides. Os dados sao expressos em mg de
pigmento por mg de tecido fresco. Barras representam o desvio padrao (n = X).Nao
houve diferencga estatistica significativa entre os tratamentos (p > 0,05) pelo teste de
Tukey.

Quanto aos carotenoides (grafico 8C), os valores oscilaram de 0,26 mgmg™ a
0,52 mg mg™. O tratamento 1 obteve o maior teor médio, seguido pelos tratamentos
2 e 3. Ja o tratamento 11 apresentou o menor valor. Assim como observado para os
demais pigmentos, nao foram verificadas diferengas significativas entre os
tratamentos (p > 0,05), indicando que a inoculagao com Bacillus subtilis e as diferentes
doses de fertilizante nao influenciaram substancialmente a concentragao desses

pigmentos fotossintéticos sob as condigdes avaliadas.
3.7. Reisolamento de Bacillus subtilis

A recuperacgao de células viaveis de Bacillus subtilis variou entre os tratamentos

e tecidos avaliados, como demonstrado no (grafico 9). Os valores foram expressos
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como log;o(CFU + 1) por grama de tecido fresco, evidenciando a distribuicdo

diferencial da bactéria nas raizes, folhas e caules das plantas de milho.

As raizes foram o principal local de colonizagdo, com destaque para o
tratamento 11, que apresentou o maior valor médio (6,10 log CFU g™), seguido pelos
tratamentos 4 (4,81) e 2 (4,52). Os tratamentos 5 e 6 também apresentaram
colonizagdo moderada nas raizes (valores proximos de 3,2), indicando a efetiva

persisténcia do microrganismo mesmo sob diferentes condigdes experimentais.
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GRAFICO 8. Padrdo de colonizagdo tecidual por Bacillus subtilis em diferentes
tratamentos, representado em escala logaritmica (log,o(CFU + 1) g™). A coloragao
representa a intensidade média de unidades formadoras de coloénia (UFC)
recuperadas de raizes, folhas e caules de plantas de milho.
Os dados indicam a presencga e distribuicdo do microrganismo nos diferentes 6rgaos
vegetais, evidenciando tratamentos com maior persisténcia e capacidade de
colonizacéao sistémica.

Nas folhas, a colonizacgao foi detectada principalmente nos tratamentos 6 e 7,
com valores de 3,03 e 1,25 log CFU g™', respectivamente. De maneira geral, os niveis
de colonizagao foliar foram mais baixos e menos frequentes, o que é consistente com
a menor densidade bacteriana esperada em tecidos aéreos. Em relagao ao caule, a

colonizagao foi mais expressiva nos tratamentos 1 (3,83) e 2 (1,25), com valores
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decrescendo nos demais. A baixa frequéncia de recuperacido de bactérias no caule
nos demais tratamentos sugere uma limitagdo na translocagdo ou na adaptagao do

microrganismo a esse compartimento
3.2 Resultado campo

3.2.1 Massa Seca da Parte Aérea

A massa seca da parte aérea variou entre os tratamentos. O tratamento 1, que
nao recebeu fertilizante nem inoculagdo bacteriana, apresentou uma das menores
médias de SDM, evidenciando as limitacbes de crescimento sem insumos externos.
O tratamento 2, com 100% de fertilizante e sem Bacillus subtilis, obteve um valor
elevado, confirmando a eficiéncia da adubagao mineral. Por outro lado, o tratamento
3 (50% fertilizante + Bacillus a 10* UFC/mL) apresentou uma redugao expressiva da

SDM, sugerindo que essa combinagao néao foi eficaz.

Os tratamentos 4 e 5, ambos com 75% de fertilizante, mostraram valores
intermediarios, com leve melhora no tratamento 5 pela presenga do inoculante. O
tratamento 6, que uniu 100% de fertilizante com Bacillus a 10* UFC/mL, teve
desempenho semelhante ao tratamento 2, sem ganho adicional. O destaque foi o
tratamento 7, que mesmo com apenas 25% de fertilizante e Bacillus a 10° UFC/mL,

apresentou a maior SDM, indicando forte efeito promotor do crescimento vegetal.

A) SDM (g/pl)
400 -

350 -+
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GRAFICO 9. Massa seca da parte aérea de plantas de soja cultivadas sob diferentes
doses de fertilizante mineral e inoculacdo com Bacillus subtilis. Valores médios da
massa seca da parte aérea (SDM, g planta™) de soja em campo, sob sete tratamentos
combinando diferentes doses de fertilizante mineral (0, 25, 50, 75 e 100%) e a
presenca ou auséncia de Bacillus subtilis (10* ou 10° UFC mL™"). Barras representam o
desvio-padréo.

3.2.2 Fosforo na Parte Aérea

Os teores de fosforo na parte aérea também diferiram entre os tratamentos. Os
tratamentos 1 e 2 apresentaram bons resultados, com o tratamento 2 ligeiramente
superior, refletindo o aporte de fosforo pelo fertilizante mineral. O tratamento 3 teve a
menor média de P-SDM, indicando possivel limitacdo de absor¢ao de fésforo nessa
condigdo. Os tratamentos 4, 5 e 6 mostraram teores elevados e estaveis,
especialmente o tratamento 5, sugerindo que a associagao de fertilizante com Bacillus
favoreceu a absorcgao de fésforo. O tratamento 7 novamente se destacou com alto teor
de fésforo, comparavel aos tratamentos com 100% de fertilizante, reforgcando seu

potencial.
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GRAFICO 10. Teor de fésforo na massa seca da parte aérea de plantas de soja
submetidas aos tratamentos experimentais.Teores médios de fosforo na parte aérea
(P-SDM, g kg™') de soja cultivada em campo com diferentes combinagbes de
fertilizagdo mineral e inoculagdo com Bacillus subtilis. Barras indicam o desvio-padrao
dos tratamentos.

3.2.3 Nitrogénio na Parte Aérea

Os tratamentos de 1 a 6 apresentaram teores semelhantes de nitrogénio na
parte aérea, variando entre 50 e 60 g/kg, sem diferengas marcantes. No entanto, o
tratamento 7 teve um salto significativo, ultrapassando os 70 g/kg, sendo o mais
eficiente na acumulagdo de nitrogénio. Esse resultado sugere uma possivel agao
indireta do Bacillus subtilis na promogdo da absor¢do ou fixagdo biolégica de

nitrogénio.
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GRAFICO 11. Teor de nitrogénio na parte aérea de plantas de soja submetidas a
diferentes tratamentos. Conteudo médio de nitrogénio na massa seca da parte aérea
(N-SDM, g kg™) de plantas de soja cultivadas em campo sob sete tratamentos
experimentais. Barras indicam o desvio-padrao.

3.2.4 Nitrogénio nos Graos

O teor de nitrogénio nos graos foi mais baixo no tratamento 1, o controle sem
insumos. Houve aumento progressivo nos tratamentos 2 a 5, indicando que tanto o
fertilizante quanto o B. subtilis contribuiram para a nutrigdo nitrogenada dos graos. O
tratamento 6 teve desempenho levemente inferior ao tratamento 5, sugerindo que a
inoculagdo nao gerou ganho adicional nesse caso. Ja o tratamento 7 apresentou
valores elevados, embora nao tenha sido o maior, reforcando sua eficiéncia mesmo

com baixa adubacéo.
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GRAFICO 12. Acumulo de nitrogénio nos grdos de soja sob diferentes doses de
fertilizante e inoculagdo bacteriana. Teores médios de nitrogénio nos graos (NG, g
kg™) de soja cultivada em campo sob diferentes combinagdes de adubacéo e
inoculagdo com Bacillus subtilis. indica tendéncia a diferencga significativa (p < 0,10).
Barras indicam o desvio-padréo.

3.2.5 Massa de 100 Graos

A massa de 100 graos foi relativamente constante entre os tratamentos,
variando pouco. O tratamento 4 apresentou o maior valor, mas nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos, indicando que essa variavel nao

foi sensivel as alteracdes de fertilizacado e inoculagao com Bacillus.
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GRAFICO 13. Massa de 100 graos de soja em funcao dos tratamentos com fertilizante
e Bacillus subtilis. Massa média de 100 graos (WDS) de soja cultivada em campo,
considerando diferentes doses de fertilizante e a presenca ou auséncia de inoculagao
bacteriana. 1 indica tendéncia a diferenca significativa (p < 0,10). Barras representam
o desvio-padrio.

3.2.6 Produtividade

A produtividade variou consideravelmente. O tratamento 1 apresentou uma das
menores produtividades, sendo similar ao tratamento 2, o que indica que apenas o
fertilizante, sem Bacillus, nao foi suficiente para maximizar a produgao. O tratamento
3 teve a menor produtividade de todas, sugerindo que 50% de fertilizante com Bacillus
a 10* UFC/mL foi insuficiente.

Os tratamentos 4 e 5 demonstraram melhora, com o tratamento 5 superando o
4, indicando sinergia entre o fertilizante e a bactéria. O tratamento 6 teve boa
produtividade, mas foi o tratamento 7 que se destacou, atingindo a maior produgao

mesmo com apenas 25% de fertilizante, gracas a alta concentragéo do inoculante (10°

UFC/mL). Esse resultado evidencia o grande potencial do Bacillus subtilis como

substituto parcial da adubag&o mineral.
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GRAFICO 14. Produtividade de grdos de soja cultivada em campo com diferentes
manejos nutricionais e bioldgicos. Produtividade média (PROD., kg ha™) de soja em
campo, considerando sete tratamentos envolvendo diferentes porcentagens de
fertilizante mineral e concentragbes de Bacillus subtilis. Barras indicam o desvio-
padrao entre repeticoes.

4 DISCUSSAO

A inoculagdo com Bacillus subtilis demonstrou efeitos altamente positivos na
nutricdo e no crescimento de plantas de soja cultivadas em casa de vegetagao,
mesmo sob diferentes niveis de fertilizagdo mineral. Os dados obtidos revelam que a

bactéria ndo apenas contribui para o aumento do teor de nutrientes nas plantas, mas

também potencializa a eficiéncia de uso dos insumos aplicados, reforcando seu papel

como bioinsumo promissor em sistemas agricolas sustentaveis.

O teor de nitrogénio na parte aérea (NPA) aumentou significativamente nos
tratamentos com inoculagao bacteriana, especialmente com a concentragdo de 10°

UFC mL™", mesmo em auséncia total de fertilizante (FOB9). Esse resultado sugere que
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B. subtilis pode atuar por multiplos mecanismos, como estimulo a absorgcdo de
nitrogénio, mineralizagdo de compostos organicos, producdo de auxinas e citocininas,
e modulagao de genes relacionados a assimilagao de nutrientes (Marchao et al., 2025;
Khan et al., 2024). De acordo com Lima et al. (2024), a aplicacdo de B. subtilis em
soja sob fertilizagdo reduzida proporcionou aumentos expressivos no teor de
nitrogénio foliar e na produtividade de graos, o que estd de acordo com os dados
observados no tratamento F25B9. Além disso, Carvalho et al. (2025) relataram que a
co-inoculacdo com PGPRs, incluindo B. subtilis, aumentou a eficiéncia do uso de

nitrogénio e a redistribuigdo para tecidos com alta demanda metabdlica.

No caso do teor de nitrogénio nas raizes (NR), observou-se um aumento com
a inoculagao bacteriana, embora em menor intensidade do que na parte aérea. A
redugdo dos teores de NR nos tratamentos com 100% de fertilizante e bactéria
(F100B9), em comparacéo ao F100B0, pode indicar maior translocagdo do nutriente
para os orgaos aéreos, favorecida pela modulagdo metabdlica induzida pela bactéria
(Silva et al., 2024; Wang et al., 2025). Zhang et al. (2024) reforgam que B. subtilis
estimula a eficiéncia fisiolégica do transporte de nutrientes, reduzindo seu acumulo

desnecessario nas raizes e otimizando a alocacéo para folhas e caules.

Quanto ao teor de fosforo nas raizes (PR), os dados evidenciam aumento
progressivo com a inoculagdo, mesmo em solos nao fertilizados. Essa resposta esta
relacionada a capacidade de B. subtilis em solubilizar formas insoluveis de fosforo,
como fosfatos de calcio e ferro, por meio da producdo de acidos organicos e enzimas
como a fosfatase acida (Li et al., 2024; Jensen et al., 2024). Marchao et al. (2025)
demonstraram que esse mecanismo permite que a bactéria aumente a absorg¢ao de
fésforo em solos tropicais pobres, melhorando o desempenho da soja mesmo em

condigdes adversas. Araujo et al. (2021) também apontaram que a atuacdo de B.

subtilis na zona da rizosfera pode alterar o pH local e disponibilizar nutrientes retidos

em complexos inorganicos.

O comportamento do fésforo na parte aérea (PPA) seguiu tendéncia
semelhante a observada nas raizes. A inoculagdo com B. subtilis, especialmente no

tratamento F100B9, resultou nos maiores teores de fosforo na parte aérea, o que
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reforga a hipétese de que o microrganismo favorece ndo apenas a absor¢gédo, mas
também a redistribuigdo interna do nutriente (Carvalho et al., 2025; Silva et al., 2024).
Essa redistribuigdo pode estar associada a ativacéo de transportadores de membrana
e ao desenvolvimento de tecidos vasculares mais eficientes, como relatado por Wang
et al. (2025) e Guimarées et al. (2024).

A producédo de biomassa também foi influenciada de forma significativa pela
inoculagdo bacteriana. A massa seca da parte aérea (MSPA) aumentou
progressivamente com a aplicagdo de B. subtilis, mesmo sob doses reduzidas de
fertilizante. Isso evidencia que a bactéria exerce acao bioestimulante, ampliando a
capacidade da planta em utilizar os nutrientes disponiveis (Lima et al., 2024; Khan et
al., 2024). Zhang et al. (2024) destacam que a acao de B. subtilis sobre o metabolismo
do nitrogénio e a producdo de hormdnios promove o acumulo de matéria seca e o
aumento da eficiéncia fotossintética. Nos tratamentos com 50% e 75% de fertilizante
combinados com alta concentracao bacteriana (F50B9 e F75B9), os valores de MSPA
foram semelhantes aos observados com 100% de adubacgao, o que aponta para uma

possivel reducido da necessidade de fertilizante mineral.

Por fim, a massa seca das raizes (MSR) também foi beneficiada pela presenca
de B. subtilis, com destaque para os tratamentos FOB9 e F100B9. Esse resultado
sugere que a bactéria atua diretamente sobre o desenvolvimento radicular,
possivelmente por meio da producao de auxinas e da indugao da ramificagao lateral
e formacéo de pelos radiculares (Araujo et al., 2021). Li et al. (2024) demonstraram
que B. subtilis altera o sistema radicular, aumentando sua densidade e volume, o que
amplia a capacidade de exploracao do solo e favorece a absorg¢ao de nutrientes. Essa
resposta é particularmente vantajosa em solos tropicais com baixa fertilidade natural,

pois permite maior adaptagdo das plantas a ambientes com disponibilidade restrita de

recursos.

A variagao significativa na massa seca da parte aérea (SDM) entre os
tratamentos reflete diretamente a eficacia da combinagédo de fertilizagdo mineral e
inoculacdo com Bacillus subtilis, especialmente em condi¢gdes de restricao nutricional.

A baixa SDM observada no tratamento controle, ressalta a dependéncia critica da soja
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por fertilizacdo adequada para seu crescimento (Chagas Junior et al., 2022). Por outro
lado, a alta eficiéncia do tratamento com apenas 25% de fertilizante combinado a uma
alta concentragdo bacteriana (10° UFC/mL) reforca o potencial dos inoculantes
microbianos em substituir parcialmente insumos quimicos, alinhando-se com

tendéncias atuais de agricultura sustentavel (Leite et al., 2022; Colonia et al., 2021).

A reducdo observada no tratamento com 50% de fertilizante e baixa
concentracao bacteriana (10* UFC/mL) sugere uma interagcao desfavoravel entre a
dose de fertilizante e a concentragdo de inoculante, possivelmente decorrente de
competicdo ou desequilibrio nutricional promovido por concentragdes bacterianas

insuficientes para promover beneficios tangiveis (Moretti et al., 2024).

Quanto ao foésforo na parte aérea, os resultados destacam que a inoculagéo
bacteriana pode potencializar a absor¢ao desse nutriente essencial, especialmente
em tratamentos com niveis intermediarios de fertilizagdo (75%). Esses dados
corroboram estudos anteriores que demonstram a capacidade de B. subtilis de
solubilizar fosfatos insoluveis, tornando-os biodisponiveis para as plantas (Rosa et al.,
2024; Escolar et al.,, 2021). A similaridade do tratamento com apenas 25% de
fertilizante ao tratamento com 100% sugere forte atividade solubilizadora, apontando
o inoculante como agente fundamental para reducéo de insumos (Rodrigues et al.,
2024).

A elevagéao notavel dos teores de nitrogénio na parte aérea no tratamento com
alta concentracao de Bacillus subtilis (10° UFC/mL) sugere que esta bactéria atua nao
apenas diretamente, mas também pode estimular processos associados a fixacao
biolégica de nitrogénio (FBN), possivelmente ao estimular populagbes naturais de

rizobios (Hungria et al., 2023; Leite et al., 2022). Tal fenbmeno tem grande relevancia
para reduzir a dependéncia de fertilizantes nitrogenados, que apresentam altos custos
econdmicos e ambientais (Ferreira et al., 2024).

A distribuicdo do nitrogénio nos graos evidenciou que mesmo sob condigbes
reduzidas de fertilizacdo mineral, a inoculagdo com B. subtilis pode contribuir
efetivamente para a nutricdo nitrogenada final dos gréos. Estudos recentes sugerem

que o Bacilos, além de promover o crescimento radicular e a absorgéo de nutrientes,
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induz alteragdes fisioldgicas que aumentam a eficiéncia do uso de nitrogénio (Silva et
al., 2024, Escolar et al., 2021).

A estabilidade observada na massa de 100 graos entre tratamentos sugere que
este parametro é menos influenciado por variagdes na disponibilidade de nutrientes
ou pela presenca de microrganismos especificos, corroborando achados anteriores
que indicam outros fatores, como genética e condigdes ambientais gerais, como

predominantes nesta variavel (Teixeira et al., 2024; Moraes et al., 2023).

Quanto a produtividade, a superioridade do tratamento com alta concentracéo
bacteriana (10° UFC/mL) associada a baixa dose de fertilizante (25%) é altamente
promissora. Estes resultados reforcam a tese de que inoculantes bacterianos podem
representar uma alternativa sustentavel e economicamente vantajosa para sistemas

agricolas intensivos (Chagas Junior et al., 2022; Martins et al., 2024; Leite et al., 2022).

O conjunto dos resultados obtidos confirma amplamente a capacidade do
Bacillus subtilis de contribuir para sistemas agricolas sustentaveis, aumentando a
eficiéncia da absorcéao e utilizagdo de nutrientes, especialmente fésforo e nitrogénio.
Além disso, sugere-se que a dose bacteriana utilizada é critica para maximizar o
desempenho, destacando a importancia de estudos detalhados sobre concentracao
ideal e compatibilidade com diferentes niveis de fertilizagdo mineral (Moretti et al.,
2024; Rodrigues et al., 2024).

Portanto, a estratégia de redugao do uso de fertilizantes minerais por meio do
uso de inoculantes bacterianos como Bacillus subtilis apresenta grande potencial

técnico e econémico, oferecendo uma solucao robusta para os desafios atuais de

sustentabilidade na agricultura (Martins et al., 2024; Teixeira et al., 2024; Colonia et
al., 2021).

5. Conclusao
Os resultados obtidos neste capitulo confirmam de forma clara a eficacia da

inoculagado com Bacillus subtilis como estratégia de manejo bioldgico para a cultura

da soja, tanto em condi¢des controladas de casa de vegetagao quanto em campo. O
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microrganismo apresentou agdo promotora de crescimento vegetal, refletida no
aumento significativo dos teores de nitrogénio e fosforo na parte aérea e nas raizes,

bem como no acumulo de biomassa, mesmo sob condi¢cbes de adubacio reduzida.

A aplicagao de B. subtilis, especialmente na concentragdo de 10° UFC mL™,
demonstrou potencial para substituir parcialmente a adubagao mineral convencional,
promovendo respostas agrondémicas similares ou superiores as obtidas com a
fertilizacdo total. Este efeito foi evidenciado nos parametros nutricionais (N e P),
morfolégicos (massa seca da parte aérea e das raizes), e produtivos (teor de N nos
graos e produtividade final), destacando a atuacao sinérgica entre o inoculante e os

fertilizantes em doses intermediarias (25 a 75%).

Adicionalmente, a modulagao positiva do metabolismo vegetal, o estimulo a
eficiéncia no uso de nutrientes e a redistribuigdo interna de N e P sugerem que o uso
de B. subtilis pode contribuir ndo apenas para a sustentabilidade do sistema produtivo,
mas também para a melhoria da eficiéncia fisioldgica da planta, o que é altamente
desejavel em contextos de agricultura de baixa emissdao e menor dependéncia de

insumos quimicos.

Dessa forma, os objetivos foram atendidos foi demonstrada a eficacia da
inoculagao com Bacillus subtilis na promogéo do crescimento da soja observou-se que
a combinacdo do microrganismo com doses reduzidas de fertilizante mineral é
eficiente para manter ou até melhorar os parametros nutricionais e produtivos e

validou-se, em campo, a viabilidade da aplicacido do inoculante como alternativa

tecnoldgica para sistemas de cultivo mais sustentaveis, produtivos e economicamente

viaveis.
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