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RESUMO

NUNES, Ana Laura Topanott. Universidade Estadual do Oeste do Parand. BACTERIAS
PROSPECTADAS DA TIRIRICA (Cyperus rotundus L.) PROMOVEM O
DESENVOLVIMENTO DE PLANTAS DE SOJA E MILHO. Orientador: Prof. Dr.
Vandeir Francisco Guimaré&es.

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) formam um vasto grupo de
microrganismos, que, quando associados com plantas, apresentam grande potencial a ser
aproveitado, pois proporcionam beneficios ao crescimento e desenvolvimento de varias
espécies vegetais. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi estudar a interacao de
BPCV, bioprospectadas e isoladas da tiririca (Cyperus rotundus L.), na germinacdao e
desenvolvimento de plantas de soja e milho. Foram conduzidos trés ensaios para ambas as
culturas. Foi realizado ensaio em camara BOD (Biochemical Oxygen Demand) e em casa de
vegetacdo. Para o experimento em BOD e bandeja com areia, o delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com 10 tratamentos e cinco repetigdes, sendo: T1 - controle; T2 -
Azospirillum brasilense; T3 - Terribacillus sp. (SN17); T4 - Pantoea ananatis (S30N); TS5 - P,
eucrina (BiF); T6 — Bacillus sp. (E9E); T7 - B. licheniformes (SN33); T8 — B. licheniformes
(SC19 _1); T9 — B. subtillis (E3E) e T10 — B. zhangzhouensis (ESE). O delineamento utilizado
no ensaio em vasos foi em blocos ao acaso, com os seis tratamentos que mais se destacaram
nos experimentos de germinagdo e desenvolvimento inicial: T1 - controle; T2 — 4. brasilense;
TS - P. eucrina; T6 — Bacillus sp.; T9 — B. subtillis e T10 — B. zhangzhouensis € com seis
repeticdes. Para o ensaio em BOD foram avaliados a percentagem de germinagdo em primeira
e segunda contagem, percentagem de plantulas normais, anormais e de sementes mortas € o
indice de velocidade de germinagdo (IVG). No desenvolvimento inicial avaliou-se o indice de
velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de germinagdo, desenvolvimento inicial das
plantas, teor relativo de clorofila, area foliar, altura de planta, diametro de colmo, comprimento
da raiz e massa seca da parte aérea e raiz. No ensaio em vasos foram avaliadas caracteristicas
morfométricas, teor relativo de clorofila, trocas gasosas, numero de fileiras por espiga € nimero
de graos por espiga para a cultura de milho e para soja, o numero de vagens por planta e o
namero de graos por vagem. Em soja, no teste em BOD, T10, T4, T7, T6 e T3 apresentaram
maior desempenho na primeira contagem em relagdo ao controle (T1), sem diferencas
significativas nas demais variaveis. Em areia, T9 se destacou com maiores valores de primeira
contagem, segunda contagem e IVE, sendo superior a T1; T8, T7, T6 e T4 apresentaram maior
altura de planta; T9 teve maior comprimento de raiz e didmetro de caule; T7 apresentou maior
area foliar e massa seca da parte aérea; e T10 maior massa seca de raiz. Em vaso, T2 apresentou
maior massa de cem graos e T6 a maior taxa de assimilagdo liquida de CO-, sendo superior a
T2 e TS. Para milho, em BOD, o maior percentual de plantulas normais foi observado em T1,
com desempenho intermediario em T6 e T9, enquanto T7 e T4 apresentaram maiores
propor¢des de plantulas anormais. Em areia, T7 obteve maiores valores de altura e
comprimento de raiz; T8, maior area foliar e massa seca da parte aérea; T3, maior massa seca
de raiz; e T10, maior diametro de colmo. Em vaso, todos os tratamentos com inoculante
superaram o controle em altura de planta; T6 teve a maior area foliar, superior a T9 e T10; T9
apresentou o maior nimero de fileiras por espiga; e T2 obteve a maior fotossintese liquida,
superior apenas a T10. Conclui-se que B. subtilis foi promissora no desenvolvimento inicial
das sementes de soja; B. zhangzhouensis e B. licheniformes melhoraram caracteristicas
morfométricas da planta em substrato pobre; e A. brasilense elevou a producao de graos. Para
o milho, B. licheniformes promoveu o crescimento vegetal, com aumento na altura,
comprimento de raiz, area foliar e massa seca da parte aérea, enquanto Terribacillus sp.
favoreceu o acimulo de massa seca de raiz.



Palavras-chave: Glycine max L.; Zea mays L.; Bactérias promotoras de crescimento vegetal;

Bioprospeccao; Germinagao; primeira contagem.

ABSTRACT

NUNES, Ana Laura Topanott. Western Parand State University. BACTERIA ISOLATED
FROM PURPLE NUTSEDGE (Cyperus rotundus L.) PROMOTE GROWTH OF
SOYBEAN AND MAIZE PLANTS. Advisor: Prof. Dr. Vandeir Francisco Guimaraes.

Plant growth-promoting bacteria (PGPB) constitute a broad group of microorganisms which,
when associated with plants, exhibit significant potential due to the benefits they confer to the
growth and development of various plant species. This study aimed to evaluate the interaction
of PGPB, bioprospected and isolated from purple nutsedge (Cyperus rotundus L.), on the
germination and development of soybean and maize plants. Three trials were conducted for
both crops, including experiments in a BOD (Biochemical Oxygen Demand) chamber and a
greenhouse. The BOD and sand tray experiments followed a completely randomized design
with 10 treatments and five replicates: T1 - control; T2 - Azospirillum brasilense; T3 -
Terribacillus sp. (SN17); T4 - Pantoea ananatis (S30N); TS5 - P. eucrina (BiF); T6 — Bacillus sp.
(E9E); T7 - B. licheniformis (SN33); T8 — B. licheniformis (SC19 1); T9 — B. subtilis (E3E);
and T10 — B. zhangzhouensis (ESE). The pot experiment was set up in a randomized block
design with six treatments selected based on previous germination and early development
performance: T1 - control; T2 — A. brasilense; TS5 - P. eucrina; T6 — Bacillus sp.; T9 — B. subtilis;
and T10 — B. zhangzhouensis, with six replicates. In the BOD test, germination percentage
(first and second count), percentage of normal, abnormal, and dead seedlings, and germination
speed index (GSI) were assessed. In the early development phase, emergence speed index
(ESI), germination percentage, initial plant growth, relative chlorophyll content, leafarea, plant
height, stem diameter, root length, and shoot and root dry mass were evaluated. In the pot trial,
morphometric traits, relative chlorophyll content, gas exchange, number of rows per ear and
grains per ear (maize), and number of pods per plant and grains per pod (soybean) were
measured. In soybean, in the BOD test, T10, T4, T7, T6, and T3 showed superior performance
in the first count compared to the control (T 1), with no significant differences in other variables.
In sand, T9 showed higher values in first count, second count, and ESI, outperforming T1; TS,
T7, T6, and T4 promoted greater plant height; T9 had greater root length and stem diameter;

T7 showed higher leaf area and shoot dry mass; and T10 resulted in greater root dry mass. In
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pots, T2 showed the highest hundred-grain weight, and T6 the highest CO: net assimilation
rate, outperforming T2 and TS5. For maize, in BOD, the highest percentage of normal seedlings
was observed in T1, with intermediate performance from T6 and T9, while T7 and T4 showed
a higher proportion of abnormal seedlings. In sand, T7 showed greater plant height and root
length; T8, greater leaf area and shoot dry mass; T3, higher root dry mass; and T10, larger stem
diameter. In pots, all inoculated treatments outperformed the control in plant height; T6 had the
greatest leaf area, outperforming T9 and T10; T9 had the highest number of rows per ear; and
T2 showed the highest net photosynthetic rate, outperforming only T10. It is concluded that B.
subtilis was promising for early soybean seed development; B. zhangzhouensis and B.
licheniformis enhanced morphometric traits in nutrient-poor substrates; and A. brasilense
increased grain yield. In maize, B. licheniformis promoted plant growth by increasing plant
height, root length, leaf area, and shoot biomass, while Terribacillus sp. enhanced root biomass

accumulation.

Keywords: Glycine max L.; Zea mays L.; Plant growth-promoting bacteria; Bioprospecting;

Germination; First count.

RESUMEN

NUNES, Ana Laura Topanott. Universidad Estatal del Oeste de Parana. BACTERIAS
AISLADAS DE LA COQUILLOSA (Cyperus rotundus L.) PROMUEVEN EL
DESARROLLO DE PLANTAS DE SOJA'Y MAIZ. Director: Prof. Dr. Vandeir Francisco
Guimaraes.

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) constituyen un amplio grupo de
microorganismos que, al asociarse con plantas, presentan un gran potencial al proporcionar
beneficios al crecimiento y desarrollo de diversas especies vegetales. El objetivo de este estudio
fue evaluar la interaccion de BPCV, bioprospectadas y aisladas de la coquilosa (Cyperus
rotundus L.), sobre la germinacion y el desarrollo de plantas de soja y maiz. Se realizaron tres
ensayos para ambos cultivos, incluyendo experimentos en cdmara BOD (Demanda Bioquimica
de Oxigeno) y en invernadero. Los ensayos en BOD y bandejas con arena siguieron un disefio
completamente al azar con 10 tratamientos y cinco repeticiones: T1 - control; T2 - Azospirillum
brasilense; T3 - Terribacillus sp. (SN17); T4 - Pantoea ananatis (S30N); TS5 - P. eucrina (BiF);
T6 — Bacillus sp. (E9E); T7 - B. licheniformis (SN33); T8 — B. licheniformis (SC19_1); T9 —
B. subtilis (E3E); y T10 — B. zhangzhouensis (ESE). El experimento en macetas se llevé a cabo

en un disefio en bloques al azar con seis tratamientos seleccionados con base en los mejores
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resultados en germinacion y desarrollo inicial: T1 - control; T2 — A. brasilense; TS - P. eucrina;
T6 — Bacillus sp.; T9 — B. subtilis; y T10 — B. zhangzhouensis, con seis repeticiones. En el
ensayo BOD se evaluaron el porcentaje de germinacion en primera y segunda cuenta,
porcentaje de plantulas normales, anormales y semillas muertas, e indice de velocidad de
germinacion (IVG). En el desarrollo inicial se evaluaron el indice de velocidad de emergencia
(IVE), porcentaje de germinacion, crecimiento inicial de plantas, contenido relativo de
clorofila, area foliar, altura de planta, didametro de tallo, longitud de raiz y masa seca de la parte
aérea y de la raiz. En macetas se evaluaron caracteristicas morfométricas, contenido relativo
de clorofila, intercambio gaseoso, nimero de hileras por mazorca y nimero de granos por
mazorca (maiz), y nimero de vainas por planta y nimero de granos por vaina (soja). En soja,
en BOD, T10, T4, T7, T6 y T3 destacaron en la primera cuenta respecto al control (T1), sin
diferencias significativas en otras variables. En arena, T9 presentd mayores valores en primera
cuenta, segunda cuenta e IVE, superando a T1; T8, T7, T6 y T4 promovieron mayor altura de
planta; T9 tuvo mayor longitud de raiz y didmetro de tallo; T7 mostré mayor area foliar y masa
seca aérea; y T10 mayor masa seca de raiz. En macetas, T2 presentd mayor masa de cien granos
y T6 la mayor tasa de asimilacion neta de CO-, superando a T2 y TS. Para maiz, en BOD, el
mayor porcentaje de plantulas normales fue observado en T1, con desempeiio intermedio en
T6 y T9, mientras que T7 y T4 presentaron mayor proporcion de plantulas anormales. En arena,
T7 mostré mayor altura de planta y longitud de raiz; T8, mayor area foliar y masa seca aérea;
T3, mayor masa seca de raiz; y T10, mayor didmetro de tallo. En macetas, todos los
tratamientos con inoculantes superaron al control en altura de planta; T6 presenté mayor area
foliar, superando a T9 y T10; T9 tuvo mayor numero de hileras por mazorca; y T2 mostro la
mayor fotosintesis neta, superando solamente a T10. Se concluye que B. subtilis fue
prometedora en el desarrollo inicial de semillas de soja; B. zhangzhouensis y B. licheniformis
mejoraron las caracteristicas morfométricas en sustrato pobre; y A. brasilense aumentd la
produccion de granos. En maiz, B. licheniformis promovié el crecimiento vegetal aumentando
la altura, longitud de raiz, area foliar y biomasa aérea, mientras que Terribacillus sp. favorecio

el acimulo de biomasa radicular.

Palabras clave: Glycine max L.; Zea mays L.; Bacterias promotoras del crecimiento vegetal;

Bioprospeccion; Germinacion; Primera cuenta.



1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max L.) e o milho (Zea mays L.) sdo as comodities mais importantes
produzidas no Brasil e sio amplamente utilizadas na alimentagdo humana e animal. O Brasil é
o maior produtor mundial de soja e consolidado como terceiro maior produtor mundial de
milho (FAO, 2025; USDA, 2025).

A produgdo dessas commodities estd fortemente associada ao uso intensivo de
fertilizantes quimicos. Nesse contexto, diversos estudos tém investigado a inoculagdo de
microrganismos benéficos em diferentes culturas, com o objetivo de avaliar seus efeitos sobre
o desempenho agrondmico e a efici€éncia produtiva. Entre os microrganismos estudados
destacam-se as bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), cuja aplicagdo na forma
de inoculantes tem se consolidado como uma estratégia promissora para reduzir parcial ou
totalmente a dependéncia de fertilizantes minerais (SANTOS et al., 2019).

A utilizagdo de inoculantes formulados com bactérias promotoras de crescimento
vegetal € uma alternativa economicamente benéfica e sustentdvel para a amenizacao dos efeitos
deletérios causados por diferentes estresses (POUDEL et al., 2021; ARMANHI et al., 2021).
Sao capazes de estimular o desenvolvimento radicular, proporcionando a exploragao de maior
volume de solo (AKINRINLOLA et al., 2018; BARROS et al., 2020; CHAGAS et al., 2021) e
permitindo maior absor¢do de dgua e nutrientes pelas raizes (RONDINA et al., 2020). Sua
atuacdo se da pelo estimulo e pela produgdo de fito hormdnios, como auxinas, especialmente
o acido indolacético (AIA), um dos principais hormonios vegetais envolvidos no crescimento
e desenvolvimento radicular e pela produgdo de citocinina e giberelina (FUKAMI et al., 2017).
As citocininas promovem a divisdo celular e retardam o envelhecimento, enquanto as
giberelinas estimulam o crescimento vegetativo, incluindo o alongamento de caules e folhas, e
a germinacdo de sementes (TAIZ, 2017). Além disso, podem atuar no biocontrole, criando um
ambiente antagdnico e atuando no controle bioldgico de patdogenos e podem auxiliar na
resisténcia a estresses bidticos e abidticos das plantas inoculadas (HUNGRIA et al., 2016;
GIROLKAR et al., 2021).

Dentre os géneros de BPCV que sdo estudados estdo Azospirillum, Pseudomonas,
Bradyrhizobium, Bacillus, Terribacillus e Pantoea que possuem a capacidade de estimular o
crescimento vegetal por meio de diversos mecanismos (MISHRA et al., 2011; LIM et al., 2014;
BULEGON et al,, 2016; SALOMON et al, 2016). Algumas de suas espécies quando
inoculadas na cultura da soja, estimulam o aumento da nodulagdo das raizes, permitindo que a

planta fixe o nitrogénio do ar, sendo vantajoso tanto para a planta quanto para o ambiente,
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reduzindo a necessidade de fertilizantes nitrogenados sintéticos € o aumentando o rendimento
dos graos da cultura (MORETTI et al, 2018; SANTACHIARA et al, 2019; ORTIZ-
BARBOSA et al., 2023).

Quando inoculadas em milho, as BPCV tém demonstrado capacidade de gerar aumento
médio no rendimento de graos (BARBOSA et al., 2022), além de potencializar o crescimento
da parte aérea e das raizes, resultando em aumento da exploragao de volume do solo (JU et al,,
2020; ZHANG et al., 2021), além disso, podem aumentar a porcentagem de germinagdo, o
indice de vigor de plantulas e o indice de emergéncia (AGBODJATO et al., 2016). Desta forma,
a hipotese dessa pesquisa € que sementes de soja e milho, quando inoculadas com as BPCVs
isoladas da tiririca (C. rotundus L.) apresentam incremento na velocidade de germinagdo, no
crescimento de plantulas e na produgdo de graos. Objetivou-se verificar quais os efeitos da
interagdo entre as bactérias isoladas da Tiririca quando inoculadas em sementes de soja € milho
e verificar se ha efeito no desenvolvimento inicial, nas caracteristicas morfométricas,

fisiologicas e produtivas.

2 REVISAO DE BIBLIOGRAFICA
2.1 CULTURA DA SOJA

A soja (Glycine max (L.) Merrill) ¢ uma das culturas agricolas mais importantes do
mundo, devido ao seu elevado teor de proteina (cerca de 40%) e dleo (cerca de 20%) em seus
graos, o que a torna essencial na alimentacao humana e animal, além de ser matéria-prima para
diversos produtos industriais. No Brasil, a soja representa o principal produto do agronegocio,
representando quase metade da producao nacional de graos e com previsdo de 173 milhdes de
toneladas para a safra 2025/26 (USDA, 2025).

Os ciclos fenologicos da soja sdo descritos com base no sistema proposto por Fehr e
Caviness (1977), que divide o desenvolvimento da planta em duas fases principais: vegetativa
(V) e reprodutiva (R). A fase vegetativa inicia-se na emergéncia (VE), seguida pelo estagio de
cotilédone (VC), e continua com estadgios numerados (V1, V2, V3...), representando o niimero
de nds com folhas trifoliadas completamente expandidas no caule principal. A fase reprodutiva
comeca com o inicio da floracdo (R1), seguido pela plena floragcdo (R2), formacao inicial de
vagens (R3), vagens desenvolvidas (R4), inicio da formacao de graos (RS), graos totalmente
formados (R6), inicio da maturidade fisiologica (R7) e, por fim, a maturidade completa (RS),

quando 95% das vagens apresentam coloracdo de maturagdo. Esse sistema ¢ amplamente
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utilizado por pesquisadores e produtores para monitorar ¢ manejar a lavoura de forma precisa
ao longo do ciclo da cultura (FEHR; CAVINESS, 1977).

Seu ciclo fenologico bem definido, aliado a alta resposta ao manejo tecnolédgico,
permite que seja cultivada em rotacdo com outras culturas, como o milho e o trigo,
maximizando o uso da terra e dos recursos naturais (MICHTA et al., 2023). Além disso, sua
capacidade de estabelecer simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio permite um
suprimento eficiente de nutrientes, reduzindo a necessidade de adubacdo nitrogenada e
promovendo maior sustentabilidade. No entanto, seu crescimento pode ser sensivel a estresses
abioticos, como deficiéncia hidrica, salinidade e temperaturas extremas, os quais afetam
diretamente a fotossintese, a nodulacdo e o enchimento dos graos (MIRANSARI, 2016). Por
1sso, praticas de manejo adequadas e estratégias de melhoramento sao essenciais para garantir

sua produtividade em diferentes condigdes edafoclimaticas.

2.2 CULTURA DO MILHO

O milho (Zea mays L.), graminea pertencente a familia Poaceae, ¢ um cereal oriundo
da América Central e ¢ consolidado como terceiro maior produtor mundial de milho (FAO,
2025; USDA, 2025), com mais de 150 espécies sao destinadas ao consumo humano e ragao
animal (ABIMILHO, 2021). Trata-se de uma importante fonte de nutricdo humana
(KUMAWAT et al., 2020) e animal, além disso, serve de matéria prima para a produgao de
produtos como polimeros e biocombustiveis (MIRANDA, 2018).

De acordo com a Organizacao das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo, a
produc¢do mundial de milho ultrapassou 1,2 bilhdo de toneladas em 2023, cultivada em mais de
205 milhdes de hectares (FAOSTAT, 2024). Segundo o 10° Levantamento realizado pela
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2025) em julho de 2025, a expectativa ¢ de
132 milhdes de toneladas de milho, representando um crescimento de 14,3% em relacao ao
ciclo anterior.

O ciclo fenologico do milho ¢ classificado em duas fases principais: vegetativa (V) e
reprodutiva (R), conforme amplamente adotado na literatura técnica e agrondmica. A fase
vegetativa comega na emergéncia (VE), seguida pelos estagios numerados de desenvolvimento
das folhas (V1, V2, V3...), com cada estdgio representando a emissdo de uma nova folha visivel
com a lamina completamente desenvolvida. O tltimo estagio vegetativo € o VT, quando ocorre
a emissao total da inflorescéncia masculina (penddo). A fase reprodutiva inicia-se com a

polinizacdo (R1), caracterizada pela emissdo de estigmas (cabelos) nas espigas, seguida pela
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formagdo dos graos (R2 — grao leitoso), acimulo de matéria seca (R3 — grao pastoso), inicio
da desidratacdo (R4 — farinidceo), grao dentado (R5) e maturidade fisiologica (R6), quando a
planta atinge o maximo acimulo de matéria seca e o ponto ideal para colheita. O
acompanhamento desses estagios permite decisdes de manejo mais precisas ¢ maior eficiéncia
no uso de insumos ao longo do ciclo da cultura (RITCHIE et al., 1993).

Estudos apontam para a necessidade de aumento da producao agricola em 70% entre os
anos de 2010 € 2050 (GAZZONI, 2017). No entanto, o aumento de periodos de estresse hidrico,
tem acarretado diminuigdo da producio agricola (GUIMARAES et al., 2019). Por outro lado,
além do déficit hidrico, o baixo teor de N presente nos solos de cultivo brasileiros € outro fator
limitante para o alcance de altas produtividades da cultura (PANDOLFO et al., 2015). ON éo
nutriente mais requerido pelas plantas e sua importancia esta ligada a sintese das moléculas de
clorofila, aminoacidos, acidos nucleicos, proteinas e enzimas importantes nas vias metabolicas

(TAIZ et al., 2017).

2.3 TIRIRICA (Cyperus rotundus L.)

A Cyperus rotundus L., conhecida popularmente como tiririca, ¢ uma planta herbacea
perene, de habito rizomatoso e alta capacidade de propagagao vegetativa. Pertencente a familia
Cyperaceae, a tiririca ¢ considerada uma das plantas daninhas mais persistentes e agressivas do
mundo agricola, além de apresentar usos tradicionais e propriedades medicinais relevantes
(PIRZADA et al., 2015). Possui um complexo sistema subterraneo de rizomas, tubérculos e
bulbos, que favorece sua reprodugdo vegetativa. Mesmo apds a remog¢ao manual ou o uso de

herbicidas, novas plantas podem rebrotar a partir desses 6rgaos (AZANIA et al., 2006).

A planta ¢ rica em compostos bioativos como flavonoides, alcaloides, taninos,
sesquiterpenos e fenois, especialmente presentes nos rizomas e tubérculos (NGOC & MINH,
2021). Esses compostos sdao os responsaveis por diversas atividades farmacologicas.
Tradicionalmente, ¢ usada para tratar distirbios gastrointestinais, inflamagdes, dismenorreia,
febre, infecgdes cutineas, diabetes e doencas do figado (PIRZADA et al., 2015; ULLAH &
HASSAN, 2022). A literatura confirma propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anti-
inflamatorias, hepatoprotetoras, antidiarreicas e anticancerigenas (SRIVASTAVA et al., 2013;

BABIAKA et al., 2021).

A planta compete de forma intensa com culturas como feijao, soja, milho, hortalicas e

café, por luz, dgua e nutrientes. Estudos mostram que infestagdes ndo controladas podem
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comprometer significativamente a produtividade agricola (PE, 2001; CAPRONI JUNIOR et
al., 2020). Fatores como profundidade de plantio e sombreamento afetam diretamente o
desenvolvimento da tiririca. O plantio em profundidades maiores favorece o vigor das plantas,
enquanto o sombreamento leve (30%) pode reduzir sua densidade (NEMOTO et al., 1995). O
controle quimico com herbicidas como imazapyr apresenta bons resultados, porém com efeitos
residuais negativos sobre culturas sensiveis como o feijao, especialmente em altas doses (Pe,
2001). Técnicas alternativas, como o uso de extratos vegetais alelopaticos de Lippia gracilis e
Ficus benjamina, mostraram resultados promissores na redu¢do da germinacdo e

desenvolvimento da tiririca (OLIVEIRA et al., 2020; FERREIRA, 2015).

Embora C. rotundus seja considerada uma planta daninha, ela demonstra grande
capacidade de adaptagdo e resisténcia em ambientes adversos, caracteristicas que podem estar
relacionadas a sua associagdo com BPCVs. Isso sugere que ela pode ser uma planta modelo
para isolar novas cepas bacterianas uteis para agricultura sustentavel. Seu micro bioma pode

ser explorado para uso em solos contaminados ou pobres em nutrientes.

Um estudo realizado em solo contaminado por petrdleo no nordeste do Brasil
identificou uma comunidade complexa de bactérias associadas as raizes e a rizosfera de C.
rotundus. Foram encontrados microorganismos com genes alkB (degradagdo de
hidrocarbonetos) e nifH (fixagdo bioldgica de nitrogénio), indicando o potencial da planta
como hospedeira de bactérias com atividades ecologicas benéficas (JURELEVICIUS et al.,
2010). Entre os isolados cultivaveis, foram identificadas bactérias dos géneros: Rhizobium e
Cupriavidus — fixadores de nitrogénio, Pseudomonas ¢ Rhodococcus — degradadores de
contaminantes organicos e com atividade promotora de crescimento vegetal. Enterobacter ¢
Gordonia — potenciais produtores de fito hormonios e agentes de defesa vegetal. Esses
microrganismos tém aplicacdes potenciais como inoculantes biofertilizantes, biorremediadores

e agentes de promocao de crescimento vegetal.

2.4 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) incluem microrganismos de
vida livre que formam relagdes simbidticas especificas com plantas e endofitos bacterianos que
podem colonizar diversas partes dos tecidos de uma planta (GLICK, 2012). Algumas
estratégias baseadas nesses microrganismos vém sendo estudadas como alternativas ecoldgicas

para a mitiga¢do de adversidades que a agricultura pode enfrentar. Entre as alternativas, estao
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sendo desenvolvidas estratégias para a estimular a conservagao ecologica, melhorar as praticas
agronOmicas, bem como aumentar a produtividade e reduzir seu custo (ASHRAF et al. 2012).

As BPCV possuem ampla contribuicio para o desenvolvimento das plantas,
configurando-se como uma estratégia biotecnoldgica eficiente e economicamente viavel para
o aumento da produtividade agricola (LANDA et al., 2013; ROSA et al., 2020). Esses
microrganismos atuam por diversos mecanismos fisiologicos e bioquimicos (OLANREWAIJU,
2017), entre os quais se destaca a producdo de fitohormonios reguladores do crescimento
vegetal, como auxinas, citocininas (DE GARCIA SALAMONE, 2006; AHMED, 2010). Esses
compostos modificam a arquitetura radicular das plantas, promovendo maior emissao de raizes
e, consequentemente, aumento da capacidade e da area de absor¢ao de nutrientes (CIPRIANO
et al., 2021). Além disso, essas bactérias contribuem para a inducao de tolerancia a diversos
estresses abidticos, como seca, salinidade, presenga de metais pesados e inundagdes (MAYAK
et al., 2004; SANDHYA et al., 2010; KHAN et al., 2012; ASGHARI, 2020). Outro mecanismo
relevante ¢ a capacidade de algumas BPCVs em criar um ambiente antagénico ao
desenvolvimento de fitopatdgenos, por meio da producdo de metabolitos com agao supressiva,
atuando como agentes de controle biologico (CUI et al., 2019; BABALOLA, 2010; HAYAT et
al., 2010). Além disso, essas bactérias sao capazes de solubilizar o fésforo imobilizado no solo,
aumentando sua disponibilidade para as plantas (SHARMA et al., 2013; KHAN et al.,, 2014;
ALORI, 2017), bem como realizar a fixacdo biologica do nitrogénio atmosférico
(SIVASAKTHI et al., 2014; GUPTA et al.,, 2015; ROMERO-PERDOMO et al., 2017),
reduzindo a necessidade de fertilizantes nitrogenados e contribuindo para a sustentabilidade
dos sistemas agricolas.

Dentre alguns géneros estudados estdo Azospirillum, Bacillus, Terribacillus e Pantoea.
O género Azospirillum, quando utilizado em conjunto com a cultura do milho, estimula a
fixacdo de nitrogénio atmosférico, estimula a sintese de hormdnios de crescimento, que
promove o aumento do sistema radicular e auxilia na captacdo de 4gua e no aumento do
comprimento das espigas (ABBASI; MIR-MAHMOODI; JALILNEZHAD, 2015). Aplicado a
soja, o género demonstrou aumento da porcentagem de sementes germinadas, além de ter
impulsionado os estagios iniciais de desenvolvimento da cultura (CASSAN et al., 2009).

O género Bacillus sp., demonstrou elevado potencial no aumento da biomassa e do teor
de fosforo (P) na parte aérea do milho. O género possui mecanismos relacionados ao
desenvolvimento do sistema radicular e mecanismos de solubilizagdo e mineralizacdo de P, que

quando combinados favoreceram o aumento na absorcdo e eficiéncia de uso de P no milho e
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na soja, refletindo no aumento da produtividade (MOSELA et al,, 2022). Quanto ao género
Terribacillus sp., um estudo conduzido por Salomon et al. (2016) demonstrou que sua
inoculagdo ¢ capaz de induzir a biossintese de metabdlitos secundarios, como terpenos,
auxiliando na resisténcia a patdgenos e na atragao de polinizadores. Por fim, Viruel et al. (2014)
concluiram que a inocula¢ao da Pantoea sp. demonstrou efeitos positivos na biomassa aérea
de plantas de milho, além disso, De Gregorio et al., (2017), observaram que o revestimento das
sementes de soja com Pantoea sp. aumentou a germinagdo, o comprimento € a massa seca da

raiz.
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CAPITULO 1

RESUMO
NUNES, Ana Laura Topanott. Universidade Estadual do Oeste do Parand. PROMOCAO DE
CRESCIMENTO EM PLANTAS DE SOJA PROMOVIDA POR BACTERIAS
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BIOPROSPECTADAS DA TIRIRICA (Cyperus rotundus L.). Orientador: Prof. Dr.

Vandeir Francisco Guimaraes.

A soja ¢ uma das principais culturas agricolas do mundo, sendo base para a produgdo de 6leo
vegetal e ragdo animal, além de ter grande importincia econdomica no Brasil. Buscando
alternativas sustentaveis para aumentar a produtividade, destaca-se o uso de bactérias
promotoras de crescimento vegetal (BPCV), que associadas as plantas, favorecem seu
crescimento e desenvolvimento. Este trabalho teve como objetivo avaliar a interagdo de
BPCVs, isoladas da tiririca, na germinacdo e no desenvolvimento de plantas de soja. Foram
conduzidos experimentos em BOD (Biochemical Oxygen Demand) e bandejas com areia
(desenvolvimento inicial), em delineamento inteiramente casualizado com 10 tratamentos e
cinco repetigoes, sendo: T1 - controle; T2 - Azospirillum brasilense; T3 - Terribacillus sp.
(SN17); T4 - Pantoea ananatis (S30N); TS - P. eucrina (BiF); T6 — Bacillus sp. (E9E); T7 - B.
licheniformes (SN33); T8 — B. licheniformes (SC19 _1); T9 — B. subtillis (E3E) e T10 — B.
zhangzhouensis (ESE). Em vasos, utilizando delineamento em blocos ao acaso, com o0s seis
tratamentos que mais se destacaram nos experimentos em BOD e areia: T1 - controle; T2 — A.
brasilense; T5 - P. eucrina; T6 — Bacillus sp.; T9 — B. subtillis € T10 — B. zhangzhouensis ¢
com seis repeticdes. Em BOD, avaliou-se a germinacao (1* e 2* contagem), plantulas normais
e anormais, sementes mortas e indice de velocidade de germinag¢do. No desenvolvimento
inicial, mediram-se o indice de velocidade de emergéncia, porcentagem de germinacao,
crescimento inicial, teor relativo de clorofila, area foliar, altura, nimero de folhas, diametro do
caule, comprimento da raiz e massa seca de raiz e parte aérea. No ensaio em vasos foram
avaliadas caracteristicas morfométricas, teor relativo de clorofila, trocas gasosas, numero de
vagens por planta, nimero de graos por vagem. Em BOD, na primeira contagem, T10, T4, T7,
T6 e T3 apresentaram desempenho superior a T1. Por outro lado, ndo foram observadas
diferencas estatisticas significativas nas demais varidveis. Em areia, T9 destacou-se com
maiores valores de primeira contagem, segunda contagem e¢ IVE, sendo significativamente
superior a T1. Na altura de plantas, os tratamentos T8, T7, T6 e T4 formaram o grupo com as
maiores médias. O comprimento de raiz foi superior em T9, em comparacao a T1. O didmetro
do caule apresentou maior média em T9, que diferiu significativamente de T4 e a maior area
foliar foi observada em T7. A massa seca de raiz foi maior em T10, enquanto a massa seca da
parte aérea destacou-se em T7. Em vaso, a massa de cem graos apresentou maior valor em T2,
que diferiu estatisticamente de T1. A maior taxa de assimila¢do liquida de CO: foi observada
em T6, significativamente superior a T2 e TS5, demonstrando maior eficiéncia fotossintética sob
inoculagdo. Concluiu-se que B. subtilis foi promissora no desenvolvimento inicial das
sementes. B. zhangzhouensis e B. licheniformes apresentaram incremento nas caracteristicas
morfométricas das plantas de soja em substrato pobre e 4. brasilense aumentou a produgdo de
graos da cultura.

Palavras-chave: Glycine max L.; Bactérias promotoras de crescimento vegetal;

Bioprospeccdo; Germinagdo; primeira contagem.

ABSTRACT
NUNES, Ana Laura Topanott. State University of Western Parand. GROWTH
PROMOTION IN SOYBEAN PLANTS BY BACTERIA BIOPROSPECTED FROM
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PURPLE NUTSEDGE (Cyperus rotundus L.) Advisor: Prof. Dr. Vandeir Francisco

Guimaries.

Soybean (Glycine max L.) is one of the main agricultural crops globally, serving as a primary
source for vegetable oil and animal feed, and holds significant economic importance in Brazil.
In the search for sustainable alternatives to enhance productivity, the use of plant growth-
promoting bacteria (PGPB) stands out, as these microorganisms, when associated with plants,
promote growth and development. This study aimed to evaluate the interaction of PGPB,
isolated from C. rotundus (nutgrass), on the germination and development of soybean plants.
Experiments were conducted in a BOD (Biochemical Oxygen Demand) chamber and in sand-
filled trays (initial development), following a completely randomized design with 10 treatments
and five replications: T1 — control; T2 — Azospirillum brasilense; T3 — Terribacillus sp. (SN17);
T4 — Pantoea ananatis (S30N); TS — P. eucrina (BiF); T6 — Bacillus sp. (E9E); T7 — B.
licheniformes (SN33); T8 — B. licheniformes (SC19_1); T9 — B. subtilis (E3E); and T10 — B.
zhangzhouensis (ESE). A pot experiment was also conducted using a randomized block design
with the six most promising treatments from the BOD and sand assays: T1 — control; T2 — 4.
brasilense; T5 — P. eucrina; T6 — Bacillus sp.; T9 — B. subtilis; and T10 — B. zhangzhouensis,
with six replications. In the BOD assay, the following variables were evaluated: germination
percentage (first and second counts), normal and abnormal seedlings, dead seeds, and
germination speed index (GSI). During initial development, the following parameters were
measured: emergence speed index (ESI), germination percentage, early plant growth, relative
chlorophyll content (SPAD), leaf area, plant height, number of leaves, stem diameter, root
length, and shoot and root dry mass. In the pot experiment, morphometric traits, SPAD, gas
exchange, number of pods per plant, and number of seeds per pod were assessed. In the BOD
test, during the first germination count, treatments T10, T4, T7, T6, and T3 outperformed the
T1. However, no significant differences were observed for the other germination-related
variables. In sand-filled trays, T9 presented the highest values for first count, second count, and
ESI, significantly surpassing T1. Regarding plant height, treatments T8, T7, T6, and T4 showed
the highest mean values, while T9 exhibited the greatest root length, surpassing the control.
The stem diameter was highest in T9 and significantly different from T4, and the largest leaf
area was observed in T7. The highest root dry mass was found in T10, while the greatest shoot
dry mass was observed in T7. In pots, the 100-seed weight was highest in T2, which
significantly differed from the control. The highest net photosynthetic rate was recorded in T6,
significantly higher than T2 and TS5, indicating improved photosynthetic efficiency under
bacterial inoculation. It was concluded that B. subtilis showed promising effects on early
seedling development. B. zhangzhouensis and B. licheniformes contributed to enhanced
morphometric traits in soybean grown in nutrient-poor substrate, while A. brasilense increased
grain yield in the crop.

Keywords: Glycine max L.; Plant growth-promoting bacteria; Bioprospecting; Germination;

First count.

1 INTRODUCAO
A soja (Glycine max L.) destaca-se como uma das principais culturas agricolas do

mundo, sendo amplamente cultivada devido ao seu elevado valor econdmico e potencial
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produtivo. A produtividade da soja, contudo, pode ser limitada por diversos fatores abidticos e
bidticos, como estresse hidrico, baixa fertilidade do solo e ataque de fitopatdgenos. Nesse
contexto, o uso de microrganismos benéficos a planta, especialmente as bactérias promotoras
de crescimento vegetal (BPCV), tem emergido como uma estratégia promissora para mitigar
tais estresses e potencializar a produtividade de culturas agricolas (MAYAK et al., 2004;
SANDHYA et al., 2010; KHAN et al., 2012; ASGHARI, 2020; HUNGRIA et al., 2016;
GIROLKAR et al., 2021).

A bioprospeccdo de BPCVs consiste na busca e selecdo de microrganismos com
potencial agrondmico a partir de diferentes ambientes e hospedeiros, como plantas daninhas,
que muitas vezes abrigam comunidades microbianas adaptadas a condi¢des adversas. Cyperus
rotundus L., conhecida popularmente como tiririca, ¢ uma planta daninha amplamente
distribuida e caracterizada por sua alta rusticidade e vigor competitivo, caracteristicas que
podem estar associadas a presenga de microrganismos benéficos em sua rizosfera (LIU et al.,
2022). Estudos como o de Jurelevicius et al. (2010) revelam que a rizosfera de C. rotundus
abriga uma comunidade diversa de bactérias com genes associados a fixagdao biologica de
nitrogénio e degradagao de hidrocarbonetos, incluindo géneros reconhecidos como promotores
de crescimento, como Rhizobium, Enterobacter, Pseudomonas.

Além disso, outros géneros ja estudados, como Azospirillum, Bradyrhizobium, Bacillus,
Terribacillus e Pantoea possuem a capacidade de estimular o crescimento vegetal por meio de
diversos mecanismos (MISHRA et al., 2011; LIM et al.,, 2014; BULEGON et al., 2016;
SALOMON et al., 2016). Algumas de suas espécies quando inoculadas na cultura da soja,
estimulam o aumento da nodulagdo das raizes, permitindo que a planta fixe o nitrogénio do ar,
sendo vantajoso tanto para a planta quanto para o ambiente, reduzindo a necessidade de
fertilizantes nitrogenados sintéticos e aumentam o rendimento dos graos da cultura (MORETTI
et al.,, 2018; SANTACHIARA et al., 2019; ORTIZ-BARBOSA et al., 2023; BARBOSA et al.,
2022). Potencializam o crescimento da parte aérea e das raizes, resultando em aumento da
exploracdo de volume do solo (JU et al., 2020; ZHANG et al., 2021), podem aumentar a
porcentagem de germinagdo, o indice de vigor de plantulas e o indice de emergéncia
(AGBODIJATO et al., 2016).

Considerando os multiplos beneficios que as bactérias promotoras de crescimento
vegetal (BPCV) podem conferir as plantas, a hipotese dessa pesquisa € que sementes de soja,
quando inoculadas com as BPCVs isoladas da tiririca (Cyperus rotundus L.) apresentam

incremento na velocidade de germinacdo, no crescimento de plantulas e na producio de graos.
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Objetivou-se verificar quais os efeitos da interacdo entre as bactérias isoladas da Tiririca
quando inoculadas em sementes de soja e verificar se ha efeito no desenvolvimento inicial, nas

caracteristicas morfométricas, fisiologicas e produtivas.

2 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos trés experimentos com a cultura da soja, todos vinculados a
Universidade Estadual do Oeste do Parand (UNIOESTE), campus de Marechal Candido
Rondon. Os ensaios foram realizados nas seguintes condi¢des: em cadmara de crescimento tipo
BOD (Biochemical Oxygen Demand) no Laboratério de Tecnologia de Sementes; em bandejas
com areia autoclavada, em ambiente protegido da Estacdo de Horticultura e em vasos, na
Estacao de Horticultura Professor Mario César Lopes.

No Laboratorio de Biotecnologia de Microrganismos da Faculdade Biopark, as
linhagens bacterianas alvo do presente estudo foram previamente isoladas da rizosfera e do
interior de plantas de Cyperus rotundus L., popularmente conhecida como tiririca. As plantas
de tiririca foram coletadas no ponto -24,37669, -53,758217 e caracterizadas quanto ao potencial
de promogao de crescimento vegetal por meio de testes in vitro (OLIVEIRA et al., 2023). As
linhagens que mais se destacaram na producao de auxina e solubilizagdo de fosfato foram
identificadas a nivel de espécie/género por meio do sequenciamento da regiao 16S.

A cultivar de soja utilizada foi M 5947® IPRO (Monsoy), pertencente ao grupo de
maturacao 5.9, porte médio e hdbito de crescimento indeterminado. A inoculagdo das sementes
foi realizada com 6 mL por kg de semente, homogeneizadas em sacos plasticos por 1 minuto e

mantidas por 30 minutos antes da semeadura.

Experimentos em B.O.D. e bandejas com areia autoclavada

Os testes de germinagdo e emergéncia foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado, com 10 tratamentos e cinco repeticdes. Os tratamentos consistiram em: T1 -
controle; T2 - Azospirillum brasilense; T3 - Terribacillus sp. (SN17); T4 - Pantoea ananatis
(S30N); TS - P. eucrina (BiF); T6 — Bacillus sp. (E9E); T7 - B. licheniformes (SN33); T8 — B.
licheniformes (SC19_1); T9 — B. subtillis (E3E) e T10 — B. zhangzhouensis (ESE). As
suspensdes bacterianas apresentavam concentragdo de 1 x 10° UFC/mL. As linhagens T7 e T8
foram identificadas como pertencentes a mesma espécie, mas oriundas de locais distintos.

O teste de germinagdo foi conduzido em rolos de papel “germitest”, com cinco

repeticdes de 50 sementes. O substrato foi umedecido com agua destilada na proporcao de 2,5
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vezes sua massa seca ¢ mantido a 30 °C, com fotoperiodo de 12 horas, em germinador tipo
B.0O.D., conforme os critérios estabelecidos pelas Regras para Andlise de Sementes — RAS
(BRASIL, 2009). Foram avaliadas as porcentagens de germinagdo em primeira ¢ segunda
contagem, aos cinco ¢ oito dias ap6s a semeadura. Foram consideradas germinadas as sementes
que originaram plantulas normais, apresentando todas as estruturas essenciais. Além disso, foi
realizado o indice de velocidade de germinagdo (IVG), calculado a partir da soma do nimero
de sementes germinadas a cada dia, dividido pelo respectivo nimero de dias transcorridos a
partir da semeadura, correspondendo ao nimero de sementes germinadas ao longo do tempo,

sendo expresso em semente/dia (Maguire, 1962).

N1 N, Ny
E1 " E2 " E3

O teste de emergéncia foi conduzido em bandejas com areia autoclavada a 140 °C por

1IVG:

60 minutos, utilizando cinco repetigdes de 50 sementes, distribuidas em sulcos de 2 cm de
profundidade e espacamento de 2 cm entre si. O substrato foi mantido com umidade adequada
até a estabilizagdo da emergéncia. O indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi determinado

com base na formula de Maguire (1962).

wp 2L N N
F1 2 B

Onde, IVE = Indice de Velocidade de Emergéncia, E1, E2, En = nimero de plantas
normais emergidas na primeira, segunda, terceira, quarta, quinta, sexta e na tltima contagem e
N1, N2, Nn = nimero de dias da semeadura a primeira, segunda, terceira, quarta, quinta, sexta
e na ultima contagem. Aos 15 DAS, foi avaliado o teor relativo de clorofila (indice SPAD) e
coletadas 20 plantas por tratamento para mensuragdo da area foliar (Area Meter Li-3100),
altura de planta, nimero de folhas, diametro do caule, comprimento da raiz e massa seca da

parte aérea e da raiz, apos secagem a 65 °C em estufa com circulacio de ar.

Experimento em vasos

O experimento em vasos foi conduzido em delineamento em blocos ao acaso, com seis
repeticdes, utilizando os tratamentos que apresentaram maior desempenho nos testes
anteriores: T1 - controle; T2 — A. brasilense; T5 - P. eucrina; T6 — Bacillus sp; T9 — B. subtillis
e T10 — B. zhangzhouensis. Os vasos (8 dm?) foram preenchidos com solo da camada A de um

LATOSSOLO Vermelho Eutroférrico (SANTOS, 2018). A semeadura foi realizada com oito
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sementes por vaso a 3 cm de profundidade, e ap6s a emergéncia, o desbaste foi realizado,
mantendo-se duas plantas por vaso.

No estadio R2 (floragdo), foram realizadas leituras do indice SPAD em cinco folhas
expandidas por planta, bem como medigdes de trocas gasosas em folhas sadias e expostas a luz
solar. Também no estadio R2, foram coletadas quatro folhas por vaso para célculo da area foliar
especifica, obtida pela razdo entre a area foliar (cm?) e a massa seca apds secagem a 65 °C por
72 horas (GOBBI et al., 2011). Foram ainda avaliados: altura de planta, nimero de folhas,
didametro do caule, comprimento da raiz, massa seca da parte aérea e da raiz.

Ao final do ciclo da cultura, foram coletadas duas plantas por vaso para avaliagdo dos
componentes de produtividade: nimero de vagens por planta, nimero de graos por vagem,
numero total de graos por planta e massa de 100 graos. A trilha foi realizada mecanicamente,
com base nas RAS (BRASIL, 2009). A produtividade (kg ha™) foi calculada ap6s corregao da

umidade dos graos para 13%, conforme metodologia proposta por Marcos Filho (2015).

3 ANALISE ESTATISTICA
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia a 5% de probabilidade de
erro e, quando significativo, foi realizado o teste Tukey a 5% de probabilidade de erro,

utilizando o programa Sisvar (FERREIRA, 2011).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao da germinacao e desenvolvimento inicial de plantulas de soja em B.O.D

As respostas fisiologicas das sementes de soja a inoculagdo com as diferentes BPCV,
em camara BOD sdo apresentadas a seguir na Tabela 1. As varidveis analisadas foram: primeira
contagem e segunda contagem da germina¢do, indice de velocidade de germinagao,
porcentagem de plantulas normais e anormais, e sementes mortas. As médias foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (Tabela 1).

Tabela 1. Comparagdo de médias da primeira e segunda contagem da germinacao, indice de velocidade de
germinacdo, porcentagem de sementes normais, anormais e sementes mortas.

Tratamento Primeira Segunda IVG Plantulanormais Plantulas  Sementes mortas
contagem contagem anormais
% % % % % %
1 44,20b 49,80 a 37,87a 51,60 a 48,00 a 0,40 a
2 47,40 ab 50,00 a 41,17 a 55,60 a 44,40 a 0,00 a

3 47,80 a 49,60 a 42,07 a 58,80 a 40,40 a 0,80 a
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4 48,80 a 49,80 a 40,40 a 52,80 a 46,80 a 0,40 a
5 47,40 ab 49,80 a 38,59 a 53,60 a 46,00 a 0,40a
6 48,00 a 50,00 a 40,49 a 60,80 a 39,20 a 0,00a
7 48,20 a 49,60 a 40,55 a 50,00 a 49,20 a 0,80a
8 46,40 ab 50,00 a 38,05 a 55,60 a 43,20 a 1,20 a
9 45,80 ab 49,60 a 41,95a 61,60 a 37,60 a 0,80 a
10 48,80 a 49,80 a 39,88 a 56,00 a 43,60 a 0,40a
CV (%) = 3,36 0,90 5,98 13,75 17,28 172,01

"ndo significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade; médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey(p<0,05). T1 - controle; T2 - Azospirillum brasilense; T3 - Terribacillus sp.
(SN17); T4 - Pantoea ananatis (S30N); T5 - P. eucrina (BiF); T6 — Bacillus sp. (E9E); T7 - B. licheniformes
(SN33); T8 — B. licheniformes (SC19_1); T9 — B. subtillis (E3E) e T10 — B. zhangzhouensis (ESE).

Na primeira contagem, os tratamentos T10 (B. zhangzhouensis), T4 (P.a ananatis), T7
(B. licheniformis), T6 (Bacillus sp.) e T3 (Terribacillus sp.) apresentaram as maiores médias e
apresentaram diferenca significativa em relagdo ao tratamento controle (T1), mas ndo foram
observadas diferencgas estatisticas significativas nas demais variaveis avaliadas - segunda

contagem, IVG, plantulas normais, plantulas anormais e sementes mortas.

A escassez de estudos com B. zhangzhouensis e Terribacillus sp. limita comparagdes
diretas com a literatura, mas os resultados obtidos neste estudo sugerem que essas espécies
também apresentam potencial para uso como bioinoculantes no tratamento de sementes,
especialmente pela melhora do vigor inicial. A atuacdo de P. ananatis (T4), ainda pouco
explorada nesse contexto, merece atengao, considerando seu desempenho positivo na primeira
contagem, embora seja tradicionalmente estudada como patégeno ou microrganismo de

interacdo negativa com culturas como arroz (JIN et al., 2020).

No entanto, ha evidéncia de outras espécies de Bacillus que promovem a germinagao e
o crescimento de plantulas de soja, como o trabalho de Miljakovi¢ et al. (2022), que relata que
B. subtilis e B. amyloliquefaciens melhoraram a germinacdo, o comprimento da raiz e o peso
seco das plantulas de soja. Além disso, cepas de Bacillus, endofiticas de soja, aumentaram a
taxa de germinagdo mesmo apods infeccdo com Phytophthora sojae (WU, 2012). De forma
semelhante, Naamala et al (2022) demonstraram que fragdes celulares de Bacillus sp.
aumentaram o comprimento radicular e a porcentagem de germinacdo sob condi¢des de
estresse salino. Esses resultados sugerem que essas bactérias, especialmente as do género
Bacillus, podem atuar positivamente na indu¢do de mecanismos que favorecem a emergéncia

precoce das plantulas.
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Portanto, os resultados indicam que os tratamentos T10 (B. zhangzhouensis), T4 (P
ananatis), T7 (B. licheniformis), T6 (Bacillus sp.) e T3 (Terribacillus sp.) influenciam
positivamente a fase inicial da germinagao de sementes de soja, promovendo maior vigor. Esse
resultado se da, provavelmente, pela agdo dos hormonios promotores de crescimento vegetal,

como a auxina, que as BPCV sdo capazes de sintetizar.

A auséncia de efeito nas demais varidveis pode estar relacionada a uma resposta
transitoria das plantas a inoculagdo, com maior impacto nas fases iniciais da germinagao, mas
sem reflexos consistentes no desenvolvimento posterior das plantulas. Além disso, na
promogao da germinag¢do tem-se como o principal fito hormdnio o acido giberélico (giberelina)
que atua, principalmente, no fim da dorméncia e alongamento celular inicial (TAIZ, 2017).
Porém, as linhagens bacterianas utilizadas nesse experimento foram escolhidas entre as que
mais se destacavam somente na produ¢ao de auxina e na solubilizagdo de fosfato. Sendo assim,
a auséncia de efeito também pode estar relacionada a auséncia do 4cido giberélico por parte

das bactérias.

4.2 Avaliacao da emergéncia de plantulas de soja em bandejas com areia

As respostas fisiologicas das sementes de soja a inoculagdo com as diferentes BPCV
em condi¢do de bandejas com areia autoclavada sdo apresentadas abaixo na Tabela 2. As
variaveis analisadas foram primeira e segunda contagem da germinacao, indice de velocidade
de emergéncia, altura, comprimento de raiz, didmetro de caule, area foliar, massa seca de raiz
e massa seca da parte aérea. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade (Tabela 2).

Tabela 2: Comparacdo de médias da primeira e segunda contagem da germinacao, indice de velocidade de
emergéncia (I'VE), altura de planta (ALT), didmetro de caule (DC), area foliar (AF), massa seca da parte aérea
(MSPA) e massa seca de raiz (MSR) de soja.

Tratament Primeira  Segunda IVE ALT RAIZ DC AF MSR MSPA

0 contagem contagem
% % % cm cm mm cm? g g

1 12,50bc 21,00 ab 8,69 bc 11,55d 1397c 1,80ab 130,62b 0,52b 1,02b
2 14,75bc 18,50 ab 10,06 bc 13,50 cd 13,85¢ 1,82ab 159,62 ab 0,55b 1,20 ab
3 1850bc  17,50b 11,51abc 12,12 bcd 14, 77c 1,80ab 142,90b 0,47b 1,15ab
4 13,00bc 20,75ab 12,41abc 13,12 abc 21,85ab 1,70b  140,30b 0,90 ab 1,05 ab
5 9,00¢c 11,75b 5,80 ¢ 12,37 abcd 17,75abc 1,80ab 152,45ab 0,55b 1,10 ab
6 19,00ab 21,50ab 11,93abc  13,40ab 15,42bc 1,75ab 158,82 ab 0,45b 1,17 ab
7 16,50 abc 20,25 ab 11,22 be 13,42 ab 17,12abc 1,77ab 184,07 a 0,55b 1,27 a
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8 18,75ab  20,50ab 13,64 ab 13,73 a 15,87abc 1,77ab 144,20 ab 0,55b 1,20 ab

9 26,00 a 30,75 a 18,45a 11,70d 22,32 a 1,87a 13580b 0,52b 1,10 ab

10 22,50ab 23,00ab  14,84ab  11,72cd 21,52ab 1,82ab 145,80ab 1,07 a 1,17 ab
CV (%)= 2811 25,92 24.47 4,59 8,17 3,64 11,26 31,65 8,59

"ndo significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade; médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey(p<0,05). T1 - controle; T2 - Azospirillum brasilense; T3 - Terribacillus sp.
(SN17); T4 - Pantoea ananatis (S30N); TS5 - P. eucrina (BiF); T6 — Bacillus sp. (E9E); T7 - B. licheniformes
(SN33); T8 — B. licheniformes (SC19_1); T9 — B. subtillis (E3E) e T10 — B. zhangzhouensis (ESE).

A primeira contagem apresentou ampla variacdo entre os tratamentos, com destaque
para B. subtilis (T9), que obteve média de 26,0%, seguido de B. zhangzhouensis (T10) com
22,5%. O tratamento T9 (B. subtilis - 26,0%) foi significativamente superior ao tratamento T1
(controle — 12,50%), T2 (A. brasilense — 14,75%), T3 (Terribacillus sp. — 18,50%), T4 (P.
ananatis — 13,00%) e TS (P. eucrina — 9,00%). A segunda contagem corroborou com os
resultados da primeira contagem, com T9 e T10 obtendo 30,75% e 23,0%, respectivamente.
Esses resultados estdo de acordo com Tavanti et al. (2020), que observaram aumento da
emergéncia e vigor de sementes de soja tratadas com diferentes cepas de B. subtilis, atribuidos

a atuacgao fito hormonal.

A variavel IVE demonstrou novamente o destaque de B. subtilis (T9), com 18,45%,
seguido de T10 (B. zhangzhouensis) com 14,84% e T8 (B. licheniformis) com 13,64%. Estudos
com substrato estéril confirmam esse efeito, como relatado por Kondo et al. (2024), que
observaram aumento da biomassa e crescimento radicular em mudas tratadas com Bacillus spp.

em experimento com araucaria.

Em relacdo a ALT, as médias variaram entre 11,55 cm (T1) e 13,73 cm (T8). Os
tratamentos T8 (B. licheniformes — 13,73), T7 (B. licheniformis — 13,73), T6 (Bacillus sp. —
13,40) e T4 (P. ananatis — 13,13) formaram o grupo de maiores médias, sugerindo um efeito
promotor de crescimento, possivelmente relacionado a sintese de auxinas, conforme descrito

por Ribeiro et al. (2021).

O tratamento com B. subtilis (T9) apresentou destaque na variavel comprimento de raiz
(22.32 cm), superando o tratamento controle (T1 — 13,97), A. brasilense (T2 — 13,85) e
Terribacillus sp. (T3 — 14,77). Esses resultados sdo consistentes com o trabalho de Araujo et
al. (2021), que observaram que B. subtilis promove alteragdes positivas na arquitetura radicular
e no conteudo de clorofila de plantas de soja cultivadas em substrato pobre, favorecendo a

absorcao de agua e nutrientes.
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As varidveis, como didmetro do caule e area foliar, apresentaram variagdes mais
discretas, mas com diferengas significativas entre os tratamentos. O didmetro de caule
apresentou maior média em T9 (B. subtilis — 1,87) que diferiu significativamente de T4 (P,
ananatis — 1,70). Um ensaio realizado com melancia demonstrou que a utilizacao de B. subtilis
promoveu aumento significativo no diametro de caule da planta (SILVA et al., 2022). O maior
valor de AF foi observado em T7 (184,07 cm?), reforcando a tendéncia de que Bacillus sp.
contribui para o desenvolvimento foliar, como também descrito por Almeida et al. (2021).
Apesar de B. licheniformis (T7) ser reconhecido como uma BPCV, os estudos que relacionam
sua aplicacdo a expansao foliar da soja ainda sdo escassos na literatura cientifica. Nao foram
localizados trabalhos que abordem diretamente o efeito dessa espécie bacteriana sobre a area
foliar da cultura da soja. Entretanto, resultados promissores ja foram relatados em outras
espécies vegetais. Por exemplo, em Camellia oleifera, B. licheniformis MH48 promoveu o
crescimento de mudas, aumentando a biomassa e a absor¢do de nitrogénio e fosforo, fatores
que podem favorecer o desenvolvimento foliar da planta (WON et al., 2019). Esses dados
sugerem um potencial ainda inexplorado de B. licheniformis para melhorar atributos

morfoldgicos da soja, como a area foliar.

A variavel MSR apresentou diferenga significativa entre T10 (B. zhangzhouensis —
1,07) e todos os tratamentos, com excecdo de T4 (P. ananatis — 0,90). A MSPA variou
significativamente entre o tratamento T7 (B. licheniformis — 1,27) e o tratamento T1 (controle
—1,02). Esses resultados confirmam os valores obtidos no comprimento de raiz, em que T10
também obteve uma das maiores médias. Além disso, confirmam os valores obtidos na variavel

area foliar, com maior média encontrada em T7 (B. licheniformis)

4.3 Avaliacdo de variaveis morfométricas das plantas de soja em vaso

Os resultados analise dos dados obtidos do experimento em vaso. A analise demonstrou
que para a maioria das variaveis analisadas, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre os tratamentos, conforme indicado pelos valores de p superiores a 0,05 nas andlises de
variancia. Com excecao para algumas variaveis fisiologicas e produtivas, as quais apresentaram
resultados significativos que indicam variagdes entre os tratamentos. As varidveis analisadas
foram altura, indice de clorofila, area foliar, didmetro de caule, massa seca de raiz, massa seca

da parte aérea, massa de cem graos e taxa de assimilag@o liquida de CO? (Tabela 3).
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Tabela 3 Comparacéo de médias das varidveis morfométricas altura de planta (ALT), indice de colorofila
(SPAD), volume de raiz (VOL RAIZ), massa seca de folhas (MSF), area foliar (AF), diametro de caule (DC),
massa seca de raiz (MSR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa de cem grdos (MCG) e taxa de assimila¢do
liquida de CO? (A) de plantas de soja em vaso.

Tratament ALT SPAD VOL RAIZ MSF AF DC MSR MSPA MCG A

0 cm cm3 g cm2 mm g g g umol CO?
m?2s’!

1 50,75 a 34,23 a 391,66 a 11,62 a 2225,81a 8,03a 8,86 a 1,12a 112,04b 27,78 ab

2 59,75 a 36,26 a 275,00 a 9,52a 1890,38a 7,66a 7,18 a 1,20a 135,14a 25,14b

5 56,33 a 37,05a 291,66 a 11,87 a 2331,77a 8,05a 8,08 a 1,10a 119,45ab 25,11b

6 60,83 a 35,76 a 396,66 a 11,08 a 2104,17a 7,92a 7,73 a 1,17a 113,40ab 33,18a

9 50,50 a 36,43 a 396,66 a 11,49 a 2520,22a 7,29 a 7,76 a 1,10a 128,11ab 30,08 ab

10 51,83 a 36,13 a 396,66 a 11,75a 2370,74a 8,23a 7,70a 1,17a 120,88ab 27,23 ab

CV (%)= 13,67 5,09 36,97 16,30 21,32 9,39 19,23 8,59 10,37 15,68

"n3o significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade; médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05). T1 - controle; T2 - Azospirillum brasilense; TS - P. eucrina (BiF);
T6 — Bacillus sp. (E9E); T9 — B. subtillis (E3E) e T10 — B. zhangzhouensis (ESE).

Para as variaveis altura, indice de clorofila, volume de raiz, massa seca de folhas, area
foliar, diametro de caule, massa seca de raiz e massa seca da parte aérea ndo houve diferenca

estatisticamente significativa entre os tratamentos, conforme indicado pelos valores de p

superiores a 0,05 nas analises de variancia.

A massa de cem graos apresentou maior média para o tratamento T2 (4. brasilense) que
diferiu significativamente do tratamento controle (T1). Esse resultado ¢ corroborado pelos
estudos de Chibeba et al., (2015) e Hungria et al., (2013), que demonstram que as plantas de
soja coinoculadas com Bradyrhizobium e Azospirillum apresentam nodulacdo mais abundante
e precoce e ganho médio de produtividade, o dobro do proporcionado pela inoculacao apenas

com Bradyrhizobium.

O tratamento T6 (Bacillus sp.) destacou-se como o de maior taxa de assimilagdo liquida
de CO? (33,18 umol m™2 s™') diferindo significativamente de T2 (Azospirillum brasilense) e TS
(P. eucrina). Achados como mostrado por Aijaz et al. (2024), que relataram aumento na
fotossintese de plantas sob estresse salino quando inoculadas com Bacillus em vasos,
corroboram com os resultados encontrados nessa pesquisa. Embora ndo haja abundante
literatura sobre P. eucrina em soja, estudos com espécies correlatas como P agglomerans
sugerem seu potencial promotor de crescimento vegetal sob condigdes adversas (BHISE,

2019).
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5 CONCLUSAO
B. subtilis foi promissora no desenvolvimento inicial das sementes. B. zhangzhouensis
e B. licheniformes apresentaram efeitos positivos nas caracteristicas morfométricas das plantas

de soja em substrato pobre e A. brasilense aumentou a producgdo de graos da cultura.
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CAPITULO 11

RESUMO
NUNES, Ana Laura Topanott. Universidade Estadual do Oeste do Parans. PROMOCAO DE
CRESCIMENTO EM PLANTAS DE MILHO PROMOVIDA POR BACTERIAS
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BIOPROSPECTADAS DA TIRIRICA (Cyperus rotundus L.). Orientador: Prof. Dr.

Vandeir Francisco Guimaraes.

O milho (Zea mays L.) é uma das culturas mais importantes do mundo, com ampla importancia
economica, sendo utilizado na alimentagdo humana ¢ animal. Em busca de alternativas
sustentaveis para aumentar a produtividade, destaca-se o uso de bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV), que associadas as plantas favorecem seu crescimento e
desenvolvimento. Este trabalho teve como objetivo avaliar a interagdo de BPCVs, isoladas da
tiririca, na germinacdo € no desenvolvimento de plantas de milho. Foram conduzidos
experimentos em BOD (Biochemical Oxygen Demand) e bandejas com areia (desenvolvimento
inicial), em delineamento inteiramente casualizado com 10 tratamentos e cinco repeticoes,
sendo: T1 - controle; T2 - Azospirillum brasilense; T3 - Terribacillus sp. (SN17); T4 - Pantoea
ananatis (S30N); TS - P. eucrina (BiF); T6 — Bacillus sp. (E9E); T7 - B. licheniformes (SN33);
T8 — B. licheniformes (SC19 _1); T9 — B. subtillis (E3E) e T10 — B. zhangzhouensis (ESE). Em
vasos, utilizando delineamento em blocos ao acaso, com os seis tratamentos que mais se
destacaram nos experimentos em BOD e areia: T1 - controle; T2 — 4. brasilense; TS5 - P.
eucrina; T6 — Bacillus sp.; T9 — B. subtillis e T10 — B. zhangzhouensis € com seis repeti¢des.
Em BOD, avaliou-se a germinagao (1% e 2* contagem), plantulas normais € anormais, sementes
mortas e indice de velocidade de germinacao (IVG). No desenvolvimento inicial, mediram-se
o indice de velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de germinacao, teor relativo de
clorofila, area foliar, altura, nimero de folhas, didmetro do colmo, comprimento da raiz € massa
seca de raiz e parte aérea. No ensaio em vasos foram avaliadas caracteristicas morfométricas,
teor relativo de clorofila, trocas gasosas, nimero de fileiras por espiga, nimero de graos por
fileira e massa de 100 graos. As variaveis primeira e segunda contagem, IVG, sementes mortas,
massa seca da parte aérea, massa seca de raiz, indice de clorofila, nimero de graos por fileira
e massa de cem graos nao apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos. Em
BOD, a variavel plantulas normais apresentou maior média em T1, com desempenho
intermedidrio em T6 e T9. Por outro lado, a propor¢ao de plantulas anormais, foi maior em T7
e T4, indicando um possivel desequilibrio fisiologico. Em areia, a altura de planta e
comprimento de raiz foram significativamente maiores em T7 (B. licheniformes - SN33), a area
foliar e massa seca da parte aérea foram superiores em T8 (B. licheniformes - SC19 1),
sugerindo forte efeito promotor de crescimento em substrato pobre, a massa seca de raiz
apresentou maior acimulo em T3 e diametro de colmo foi maior em T10. Em vaso, a altura de
planta, foi maior em todos os tratamentos com inoculante, que nao diferiram entre si, mas foram
superiores ao controle. A maior area foliar foi observado em T6, estatisticamente superior a T9
e T10. O nimero de fileiras por espiga foi mais alto em T9, superando T6. A fotossintese liquida
foi superior em T2, diferindo significativamente apenas de T10. Conclui-se que B.
licheniformes (T7) foi efetivo no crescimento das plantas de milho, aumentando a altura, o
comprimento de raiz, a area foliar e a massa seca da parte aérea e Terribacillus sp. (T3)
promoveu o aumento da massa seca de raiz das plantas de milho.

Palavras-chave: Zea mays L.; Bactérias promotoras de crescimento vegetal; Bioprospeccao;

Germinacdo; primeira contagem.

ABSTRACT
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NUNES, Ana Laura Topanott. State University of Western Parand. GROWTH
PROMOTION IN MAIZE PLANTS MEDIATED BY BACTERIA BIOPROSPECTED
FROM PURPLE NUTSEDGE (Cyperus rotundus L.) Advisor: Prof. Dr. Vandeir Francisco
Guimaraes.

Maize is one of the most important crops worldwide, with broad economic relevance, widely
used for both human and animal consumption. In the pursuit of sustainable alternatives to
enhance productivity, the use of plant growth-promoting bacteria (PGPB) stands out, as these
microorganisms, when associated with plants, stimulate growth and development. This study
aimed to evaluate the interaction of PGPB, isolated from C. rotundus, on the germination and
development of maize plants. Experiments were conducted in a BOD (Biochemical Oxygen
Demand) chamber (standard germination test) and in sand-filled trays (initial development),
using a completely randomized design with 10 treatments and five replicates: T1 — control; T2
— Azospirillum brasilense; T3 — Terribacillus sp. (SN17); T4 — Pantoea ananatis (S30N); TS5 —
P. eucrina (BiF); T6 — Bacillus sp. (E9E); T7 — B. licheniformes (SN33); T8 — B. licheniformes
(SC19 _1); T9 — B. subtilis (E3E); and T10 — B. zhangzhouensis (ESE). In the pot experiment,
a randomized block design was used, including the six most promising treatments from the
BOD and sand assays: T1 — control; T2 — 4. brasilense; TS — P. eucrina; T6 — Bacillus sp.; T9
— B. subtilis; and T10 — B. zhangzhouensis, with six replicates. In the BOD test, the following
variables were evaluated: germination percentage (first and second counts), percentage of
normal and abnormal seedlings, dead seeds, and germination speed index (GSI). In the initial
development stage, the emergence speed index (ESI), germination percentage, relative
chlorophyll content, leaf area, plant height, number of leaves, stem diameter, root length, and
shoot and root dry mass were measured. In the pot assay, morphometric parameters, relative
chlorophyll content, gas exchange, number of kernel rows per ear, number of kernels per row,
and 100-kernel weight were evaluated. No significant differences were observed among
treatments for the variables: first and second germination counts, GSI, dead seeds, shoot dry
mass, root dry mass, chlorophyll index, number of kernels per row, and 100-kernel weight. The
highest percentage of normal seedlings was found in the T1, with intermediate values in T6
and T9. In contrast, abnormal seedlings were more frequent in T7 and T4, indicating a possible
physiological imbalance. In the sand assay, T7 (B. licheniformes SN33) resulted in significantly
greater plant height and root length; T8 (B. licheniformes SC19 1) promoted higher leaf area
and shoot dry mass, suggesting strong growth-promoting effects under low-fertility substrate
conditions. The highest root dry mass was observed in T3, and the largest stem diameter in
T10. In pots, plant height was greater in all inoculated treatments, which did not differ
statistically from one another but were superior to the control. T6 presented the largest leaf
area, significantly higher than T9 and T10. T9 showed the highest number of kernel rows per
ear, exceeding T6. The net photosynthetic rate was highest in T2, differing significantly only
from T10. It was concluded that B. licheniformes (T7) was effective in promoting maize plant
growth by increasing height, root length, leaf area, and shoot dry mass, while Terribacillus sp.
(T3) contributed to greater root dry mass accumulation.

Keywords: Zea mays L.; Plant growth-promoting bacteria; Bioprospecting; Germination; First

count.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda mundial por alimentos tem impulsionado a busca por praticas
agricolas mais sustentaveis e eficientes, especialmente na produgdo de graos como o milho,
uma das culturas mais relevantes no cenario agricola global. De acordo com a Organizagdo das
Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo, a produ¢ao mundial de milho ultrapassou 1,2
bilhao de toneladas em 2023, cultivada em mais de 205 milhdes de hectares (FAOSTAT, 2024).
Segundo o 10° Levantamento realizado pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB,
2025) em julho de 2025, a expectativa ¢ de 132 milhdes de toneladas de milho, representando
um crescimento de 14,3% em relagdo ao ciclo anterior.

A producdo dessa comoditie no Brasil depende significativamente do uso de
fertilizantes para atingir o maximo potencial de produtividade. Por isso, muitos estudos tém
analisado os efeitos da inoculacio de microrganismos em diversas culturas vegetais,
investigando se essa pratica pode trazer beneficios a produtividade e a producdo dessas
culturas. Dentre os microrganismos estudados, encontram-se as bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV). Inoculantes a base de BPCV tém sido cada vez mais usados para
substituir total ou parcialmente fertilizantes quimicos (SANTOS et al., 2019). Algumas BPCV,
quando inoculadas em milho, tém demonstrado capacidade de gerar aumento médio no
rendimento de graos, além de potencializar algumas caracteristicas de crescimento
(BARBOSA et al., 2022).

Dentre os géneros de BPCV que sdo estudadas estdo Azospirillum, Bacillus,
Terribacillus e Pantoea que possuem a capacidade de estimular o crescimento vegetal por meio
de diversos mecanismos (Mishra et al., 2011; Lim et al., 2014; Bulegon et al., 2016; Salomon
et al., 2016). Além disso, podem atuar no controle bioldgico de patdogenos e auxiliar na
resisténcia a estresses bidticos e abidticos das plantas inoculadas (HUNGRIA et al., 2016;
GIROLKAR et al., 2021). Algumas plantas inoculadas podem apresentar aumento da parte
aérea e do sistema radicular, resultando em aumento da exploragdo de volume do solo (JU
et al., 2020; ZHANG et al., 2021), além disso, podem aumentar a porcentagem de germinagao,
o indice de vigor de plantulas e o indice de emergéncia (AGBODJATO et al., 2016; ZAHOOR
et al., 2022).

Desta forma, a hipdtese dessa pesquisa consiste em: sementes de milho, quando
inoculadas com as BPCVs isoladas da tiririca (C. rotundus L.) apresentam incremento na

velocidade de germinagdo, no crescimento de plantulas e na produgdo de graos. Portanto, o
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objetivo deste trabalho consistiu em verificar quais os efeitos da interacdo entre as bactérias
promotoras de crescimento vegetal, isoladas da Tiririca (C. rotundus L.), inoculadas em
sementes de milho e verificar se houve efeito no desenvolvimento inicial, nas caracteristicas

morfométricas, fisiolégicas e produtivas.

2 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos trés experimentos com a cultura do milho, todos vinculados a
Universidade Estadual do Oeste do Parand (UNIOESTE), campus de Marechal Candido
Rondon. Os ensaios foram realizados nas seguintes condi¢des: em cadmara de crescimento tipo
BOD (Biochemical Oxygen Demand) no Laboratério de Tecnologia de Sementes; em bandejas
com areia autoclavada, em ambiente protegido da Estacdo de Horticultura e em vasos, na
Estacao de Horticultura Professor Mario César Lopes.

No Laboratorio de Biotecnologia de Microrganismos da Faculdade Biopark, as
linhagens bacterianas alvo do presente estudo foram previamente isoladas da rizosfera e do
interior de plantas de C. rotundus L., popularmente conhecida como tiririca. As plantas de
tiririca foram coletadas no ponto -24,37669, -53,758217 e caracterizadas quanto ao potencial
de promogao de crescimento vegetal por meio de testes in vitro (OLIVEIRA et al., 2023). As
linhagens que mais se destacaram na producdo de auxina e solubilizagdo de fosfato foram
identificadas a nivel de espécie/género por meio do sequenciamento da regidao 16S.

A cultivar de milho utilizada foi a AS 1677 tecnologia VTPRO3, hiper precoce da
empresa Agroeste®, denominada como hibrido simples e hiper precoce. A inoculagdo das
sementes foi realizada com 6 mL por um kg de semente, homogeneizadas em sacos plasticos

por 1 minuto e mantidas por 30 minutos antes da semeadura.

Experimentos em B.O.D. e bandejas com areia autoclavada

Os testes de germinagdo e emergéncia foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado, com 10 tratamentos e cinco repeticdes. Os tratamentos consistiram em: T1 -
controle; T2 - Azospirillum brasilense; T3 - Terribacillus sp. (SN17); T4 - Pantoea ananatis
(S30N); TS - P. eucrina (BiF); T6 — Bacillus sp. (E9E); T7 - B. licheniformes (SN33); T8 — B.
licheniformes (SC19_1); T9 — B. subtillis (E3E) e T10 — B. zhangzhouensis (ESE). As
suspensdes bacterianas apresentavam concentragdo de 1 x 10° UFC/mL. As linhagens T7 e T8

foram identificadas como pertencentes a mesma espécie, mas oriundas de locais distintos.
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O teste de germinagdo foi conduzido em rolos de papel “germitest”, com cinco
repeticdes de 50 sementes. O substrato foi umedecido com 4gua destilada na proporg¢ao de 2,5
vezes sua massa seca ¢ mantido a 30 °C, com fotoperiodo de 12 horas, em germinador tipo
B.O.D., conforme os critérios estabelecidos pelas Regras para Analise de Sementes — RAS
(BRASIL, 2009). Foram avaliadas as porcentagens de germinagdo em primeira ¢ segunda
contagem, aos cinco ¢ oito dias ap6s a semeadura. Foram consideradas germinadas as sementes
que originaram plantulas normais, apresentando todas as estruturas essenciais. Além disso, foi
realizado o indice de velocidade de germinacao (IVG), calculado a partir da soma do nimero
de sementes germinadas a cada dia, dividido pelo respectivo nimero de dias transcorridos a
partir da semeadura, correspondendo ao numero de sementes germinadas ao longo do tempo,

sendo expresso em semente/dia (Maguire, 1962).

w2 Mo N
"E1 " E2 " E3"

O teste de emergéncia foi conduzido em bandejas com areia autoclavada a 140 °C por
60 minutos, utilizando cinco repeticoes de 50 sementes, distribuidas em sulcos de 2 cm de
profundidade e espagamento de 2 cm entre si. O substrato foi mantido com umidade adequada
até a estabilizagdo da emergéncia. O indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi determinado

com base na formula de Maguire (1962).

e 2L N Ns
"E1 " E2 E3”

Onde, IVE = Indice de Velocidade de Emergéncia, E1, E2, En = niumero de plantas
normais emergidas na primeira, segunda, terceira, quarta, quinta, sexta ¢ na ultima contagem e
N1, N2, Nn = nimero de dias da semeadura a primeira, segunda, terceira, quarta, quinta, sexta
e na ultima contagem. Aos 15 DAS, foi avaliado o teor relativo de clorofila (indice SPAD) e
coletadas 20 plantas por tratamento para mensuragao da area foliar (Area Meter Li-3100),
altura de planta, nimero de folhas, didmetro do colmo, comprimento da raiz ¢ massa seca da

parte aérea e da raiz, apos secagem a 65 °C em estufa com circulagdo de ar.

Experimento em vasos

O experimento em vasos foi conduzido em delineamento em blocos ao acaso, com seis
repeticdes, utilizando os tratamentos que apresentaram maior desempenho nos testes
anteriores: T1 - controle; T2 — A. brasilense; T5 - P. eucrina; T6 — Bacillus sp; T9 — B. subtillis

e T10 — B. zhangzhouensis. Os vasos (8 dm?) foram preenchidos com solo da camada A de um
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LATOSSOLO Vermelho Eutroférrico (SANTOS, 2018). A semeadura foi realizada com oito
sementes por vaso a 3 cm de profundidade, e ap6s a emergéncia, o desbaste foi realizado,
mantendo-se duas plantas por vaso.

No estadio R2 (floragdo), foram realizadas leituras do indice SPAD em cinco folhas
expandidas por planta, bem como medigdes de trocas gasosas em folhas sadias e expostas a luz
solar. Também no estadio R2, foram coletadas quatro folhas por vaso para calculo da area foliar
especifica, obtida pela razao entre a area foliar (cm?) e a massa seca apds secagem a 65 °C por
72 horas (GOBBI et al., 2011). Foram ainda avaliados: altura de planta, nimero de folhas,
didametro do colmo, comprimento da raiz, massa seca da parte aérea e da raiz.

Ao final do ciclo da cultura, foram coletadas duas plantas por vaso para avaliagdo dos
componentes de produtividade: nimero de fileiras por espiga, numero de graos por fileira e
massa de 100 graos. A trilha foi realizada mecanicamente, com base nas RAS (BRASIL, 2009).

Para a determinacio da massa de 100 grios e produtividade em kg ha™!, as espigas foram
submetidas a trilha mecanica, utilizando-se a metodologia das Regra para Analise de Sementes
(BRASIL, 2009). Para produtividade, foi feito a pesagem do total de graos e posteriormente a
correcdo da umidade da produgdo a 13%, para isso foi coletada uma amostra do produto bruto
de cada parcela e pesada em balanga analitica de precisdo, levadas a estufa de circulagao
forcada de ar a 105°C até massa constante. Depois deste periodo as amostras foram pesadas

novamente e aplicadas a corre¢ao (MARCOS FILHO, 2015).

3 ANALISE ESTATISTICA
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia a 5% de probabilidade de
erro e, quando significativo, foi realizado o teste Tukey a 5% de probabilidade de erro,

utilizando o programa Sisvar (FERREIRA, 2011).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Avaliacdo da germinagdo e desenvolvimento inicial de plantulas de milho em B.O.D.

As respostas fisiologicas das sementes de milho a inoculacdo com as diferentes
bactérias promotoras de crescimento, em cdmara BOD sdo apresentadas a seguir na Tabela 1.
As variaveis analisadas foram: primeira contagem e segunda contagem da germinacdo, indice
de velocidade de germinagdo (IVG), porcentagem de plantulas normais e anormais, e sementes

mortas. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (Tabela 1)
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Tabela 4. Comparagdo de médias da primeira e segunda contagem da germinagdo, altura de planta (ALT),
indice de velocidade de germinacdo (IBG), plantulas normais, anormais e sementes mortas.

Tratamento Primeira Segunda IVG Plantulas normais  Plantulas ~ Sementes mortas
contagem contagem anormais
% % % % % %
1 42,00 a 4520 a 4176 a 76,40 a 14,00 b 9,60 a
2 39,60 a 41,60 a 3891a 55,60 b 27,60 ab 16,80 a
3 41,00 a 42,80 a 39,47 a 58,00 b 27,60 ab 14,40 a
4 43,80 a 44,80 a 43,47 a 52,80b 37,20 a 10,00 a
5 43,40 a 45,00 a 43,02a 53,60 b 36,40 a 10,00 a
6 44,40 a 46,40 a 4412 a 60,80 ab 33,20 ab 6,00 a
7 42,20 a 44,80 a 42,28 a 50,00 b 40,00 a 10,00 a
8 43,00 a 44,40 a 42,70 a 55,60 b 33,60 ab 10,80 a
9 40,80 a 42,80a 40,57 a 61,60 ab 24,00 ab 14,40 a
10 40,80 a 42,20 a 39,61a 56,00 b 29,20 ab 14,80 a
CV (%) = 6,23 6,25 6,49 12,99 34,65 47,98

"n3o significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade; médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey(p<0,05). T1 - controle; T2 - Azospirillum brasilense; T3 - Terribacillus sp.
(SN17); T4 - Pantoea ananatis (S30N); T5 - P. eucrina (BiF); T6 — Bacillus sp. (E9E); T7 - B. licheniformes
(SN33); T8 — B. licheniformes (SC19_1); T9 — B. subtillis (E3E) e T10 — B. zhangzhouensis (ESE).

As variaveis primeira ¢ segunda contagem e IVG ndo apresentaram diferencas

estatisticas significativas entre os tratamentos, conforme indicado pelo teste F (p > 0,05).

Houve diferenca estatistica significativa para a variavel plantulas normais, com o
tratamento controle (T1) apresentando a maior média (76,40%), superior estatisticamente aos
demais. Os tratamentos T6 (Bacillus sp.) e T9 (B. subtilis) apresentaram desempenho
intermediario (60,80% e 61,60%, respectivamente), sem diferenca significativa em relagdo ao
controle (T1). Em plantulas anormais, observou-se aumento na presenga de sementes anormais
em todos os tratamentos com inoculantes, sendo os maiores valores registrados em T7 (B.
licheniformes, 40,00%) e T4 (P. ananatis, 37,20%), que diferiram significativamente do
controle T1 (14,00%). Essas respostas indicam que algumas cepas utilizadas podem ter causado

desequilibrios fisiologicos no desenvolvimento das plantulas.

Atualmente, ndo ha estudos amplamente documentados que demonstrem desequilibrios
fisiologicos causados por B. licheniformis ou P. ananatis em milho. No entanto, alguns artigos
fornecem pistas sobre potenciais riscos ou efeitos adversos em situagdes especificas. Como
exemplo, no estudo de Shanmugam e Narayanasamy (2008), demonstra a producdo de

salicilato por B. licheniformis em condig¢des otimizadas, o que pode desencadear resisténcia
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sistémica em plantas. Embora benéfico, o excesso de 4cido salicilico pode interferir no
crescimento vegetal em algumas culturas e concentragdes. Ademais, a bactéria P. ananatis é
conhecida por ser fitopatogénica, principalmente em arroz, cebola e outras culturas. Sendo
assim, sua utiliza¢do como inoculante pode promover sintomatologia de murcha, lesdes foliares
e necroses, dependendo da cepa e das condigdes do hospedeiro (JIN et al., 2020). Em alguns
casos, cepas de Pantoea spp. sdo conhecidas por seus efeitos variaveis, podendo atuar como
promotoras ou patdogenas, dependendo da linhagem e das condi¢cdes ambientais (COSTA et al.,

2015).

A variavel sementes mortas nao apresentou diferenca estatistica conforme indicado pelo
teste F (p > 0,05). A alta variabilidade (CV =47,98%) pode ter mascarado diferencas reais, mas

os dados indicam que Bacillus sp. pode ter efeito protetor sobre as sementes.

4.2 Avaliacao da emergéncia de plantulas de milho em bandejas com areia

As respostas fisiologicas das sementes de milho a inoculagao com as diferentes BPCV
em condicdo de bandejas com areia autoclavada sdo apresentadas a seguir na Tabela 2. As
variaveis analisadas foram primeira e segunda contagem da germinacao, indice de velocidade
de emergéncia (IVE), altura, comprimento de raiz, didmetro de colmo, area foliar, massa seca
de raiz e massa seca da parte aérea. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade (Tabela 2)

Tabela 5 Comparacdo de médias da primeira e segunda contagem da germinacdo, indice de velocidade de
emergéncia (I\VE), altura de planta (ALT), comprimento de raiz (raiz), didametro de colmo (DC), area foliar
(AF), massa seca de raiz (MSR) e massa seca da parte aérea (MSPA) de milho.

Tratament Primeira  Segunda IVE ALT RAIZ DC AF MSR
0 contagem contagem
% % % cm cm dm2 cm? g

1 29,25 a 35,00 a 28,53 a 63,83 b 26,77¢c 2,69ab 166,44 bed 151c 1,81 ab
2 16,50 a 24,25 a 16,85 ab 67,54 ab 31,07abc 3,00ab 157,68 dcd 2,47 bc 1,87 ab
3 19,25a 29,75 a 18,46 ab 73,24 ab 38,48ab 2,73ab 167,78 bcd 5,37 a 1,94 ab
4 19,50 a 27,75 a 19,92 ab 66,67 b 30,02abc  2,94ab 219,25 abc 3,75ab 1,97 ab
5 22,75a 32,25a 23,22 ab 70,67 ab 33,59abc 2,92ab 122,91d 2,62 bc 1,83 ab
6 25,75 a 33,25a 21,23 ab 69,37 ab 35,11abc 2,28¢c  130,78d 1,80 bc 1,67b
7 22,75a 32,00a 21,17 ab 79,72 a 39,45a 2,61bc 197,53 abcd 2,31 bc 1,80 ab
8 13,25 a 17,75 a 10,41 b 75,97 ab 36,43abc 2,75ab 270,44 a 1,77 bc 211a
9 19,50 a 25,25 a 19,09 ab 69,25 ab 29,90abc 2,71ab 247,39 ab 1,65 bc 2,07 ab
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10 21,00 a 25,25a 17,84ab 67,47 ab 28,54bc  3,03a 245,7%b 1,65 bc 1,95 ab

CV (%)= 3197 28,10 33,73 7,33 13,34 5,97 18,11 36,25 9,43

"ndo significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade; médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey(p<0,05). T1 - controle; T2 - Azospirillum brasilense; T3 - Terribacillus sp.
(SN17); T4 - Pantoea ananatis (S30N); TS5 - P. eucrina (BiF); T6 — Bacillus sp. (E9E); T7 - B. licheniformes
(SN33); T8 — B. licheniformes (SC19_1); T9 — B. subtillis (E3E) e T10 — B. zhangzhouensis (ESE).

As variaveis primeira e segunda contagem ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos conforme indicado pelo teste F (p > 0,05). Apesar disso,
alguns tratamentos apresentaram valores numéricos superiores em variaveis especificas. O
tratamento com B. licheniformes (T7) destacou-se na altura de plantas (79,72 cm) e no
comprimento radicular (39,45 cm) sendo significativamente superior ao controle (T1) com
63,83 cm e 26,77 cm, respectivamente. Esse aumento do comprimento radicular contribui para
melhor absor¢do de nutrientes e tolerancia a estresses (MARQUES et al., 2020). Ainda, o
tratamento T8 (B. licheniformes), mesma espécie bacteriana de T7, mas coletada de local
diferente, apresentou maior area foliar (270,44 cm?) superando estatisticamente o controle (T1
— 166,44 cm?) e apresentou média significativamente maior para a variavel massa seca da parte
adrea, esses resultados sugerem um efeito positivo na morfologia radicular e auxilio na
sobrevivéncia de substrato pobre em nutrientes. Segundo Akhtar et al. (2020), a inoculagdo
com B. licheniformis promove o crescimento de plantas de milho, estimulando o crescimento
radicular e aumentando a eficiéncia no uso da 4gua em condigdes normais e de estresse hidrico.
Além disso, o estudo realizado Khazaal (2011) conclui que B. licheniformes além de aumentar
o crescimento radicular, aumenta a altura e a area foliar de plantas de milho, corroborando com

os resultados dessa pesquisa.

Em relagdo a massa seca de raiz, o tratamento com Terribacillus sp. (T3) promoveu o
maior acumulo (5,37 g), sendo estatisticamente superior a todos os tratamentos, além de T4 (P,
ananatis). Quanto ao género Terribacillus, até o momento ndo foram encontrados estudos
cientificos especificos que testaram o género em milho em termos de crescimento, biomassa
de raizes ou promocdo vegetal. Embora tenha sido relatado que 7. saccharophilus possui
atividade promotora do crescimento vegetal, ndo esté claro quais pardmetros foram estudados
(NITHYA; BABU 2017). Por outro lado, no estudo realizado por Orhan e Demirci (2020) foi
demonstrado que Terribacillus saccharophilus possui atividade desaminase ACC, enzima

crucial para a mitigagao de estresses em trigo.
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Embora nao tenham ocorrido diferengas estatisticas em todas as variaveis, os resultados
numéricos sugerem que estirpes de B. licheniformes e Terribacillus sp. apresentaram maior
potencial para promover o desenvolvimento inicial de plantas de milho em substrato pobre em

nutriente, especialmente em altura, biomassa radicular e expansao foliar.

O diametro do colmo apresentou maior média no tratamento T10 (B. zhangzhouensis)
e a menor média em T6 (Bacillus sp.). Normalmente, observa-se uma tendéncia de aumento do
didametro de colmo com o uso de Bacillus. Como o estudo de Araujo (2008) que observou

aumento do didmetro do colmo em milho apds inoculagdo com B. subtilis.

4.3 Avaliacao de varidveis morfométricas das plantas de milho em vaso

O resultado das varidveis morfométricas das plantas de milho em reposta a inoculagao
com as BPCV que mais se destacaram nos ensaios de germinacdo e emergéncia sao
apresentados a seguir na Tabela 3. As variaveis analisadas foram altura, indice de clorofila, area
foliar, diametro de caule, massa seca de raiz, massa seca da parte aérea, massa de cem graos,
namero de fileiras por espiga, nimero de graos por fileira, taxa de assimilagdo liquida de CO?.

As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (Tabela 3).

Tabela 6 Comparacdo de médias das varidveis morfométricas altura de planta (ALT), indice de clorofila
(SPAD), area foliar (AF), diametro de caule (DC), massa seca de raiz (MSR), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa de cem grdos (MCG) , numero de fileiras por espiga (NFE), nimero de graos por fileira (NGF),
taxa de assimilacédo liquida de CO? (A) de plantas de milho em vaso.

Tratament ALT SPAD AF DC MSR MSPA MCG NFE NGF A
0 cm cm? mm g g g pmol CO?
m?2s’!

1 158,00b 49,30a 4496,38ab 24,74a 13354ab 74,03a 130,99a 15,83 ab 31,06a 33,39ab

2 179,50a 47,37a 392396ab 23,27a 103,44b 70,64a 12512a  15,67ab 30,31a 41,01a
5 182,25a 46,72a 459523ab 2537a 161,02a 72,09a  140,70a 15,33 ab 28/47a 32,90ab
6 183,08a 42,96a 5015, 77a 2346a 129,28ab 66,4la 118,39a 15,00 b 26,22a  3254ab
9 193,42a 43,66a 331899b 2562a 13156ab 69,28a  140,39a 16,33 a 2519a 28,38ab
10 185,08a 41,63a 3606,01b 2453a 12892ab 66,16a 128,33a  15,83ab 28,97 a 24,50 b

CV (%)= 5,68 13,10 17,28 8,18 24,22 8,41 21,65 24,22 14,35 25,06

"ndo significativo pelo teste F a 5 % de probabilidade; médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey(p<0,05). T1. Controle - sem inoculacdo; T2 - Azospirillum brasilense; TS5 -
P eucrina; T6 — Bacillus sp.; T9 — B. subtillis e T10 — B. zhangzhouensis.
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Para a varidvel altura, os tratamentos T2 (4. brasilense), TS5 (P. eucrina), T6 (Bacillus
sp.), T9 (B. subtillis) e T10 (B. zhangzhouensis) ndo diferiram entre si, mas diferiram do
controle (T1). De acordo, Almeida et al. (2021) observou as rizobactérias do género Bacillus
aumentaram a altura e o desenvolvimento de plantas de milho. Esse aumento da altura pode
estar associado a producao de fitohormonios como o acido indolacético (AIA), que promovem
o alongamento celular de plantas, tipico de bactérias do género Bacillus. Resultados
semelhantes foram descritos por Marques et al. (2020), que observaram aumento expressivo
na altura de plantas de milho inoculadas com 4. brasilense. Além disso, o estudo de Araujo e
Guerreiro (2010) mostrou que seis isolados de Bacillus (BRG-2, CAS-2, NGR-1, PNP-2, PRP-

2 e TAC-2) aumentaram significativamente a altura das plantas de milho em condi¢@o de vaso.

Para a area foliar, o tratamento T6 (Bacillus sp.) apresentou o maior valor (5015,77 cm?) e
foi estatisticamente superior aos tratamentos T10 (B. zhangzhouensis) e T9 (B. subtilis), que
apresentaram as menores médias. O numero de fileiras por espiga teve destaque para o
tratamento T9 (B. subtilis -16,33) e diferiu significativamente de T6 (Bacillus sp. - 15,00). Os
demais tratamentos (1, 2, 5, 10) ndo diferiram estatisticamente entre si € ndao diferiram de T9 e
T6. Porém, segundo Araujo et al., (2008), a inoculacdo de milho com B. subtilis resultou em

maior area foliar e massa seca da parte aérea, indicando promogao clara de crescimento vegetal.

A taxa de assimilacdo liquida de CO? (A) apresentou maior valor para o tratamento T2 (4.
brasilense) e diferiu significativamente apenas de T10 que apresentou a menor média (24,50).
Esse resultado ¢ corroborado por um estudo realizado na regido amazonica, em que a
inoculacdo de sementes de milho com A. brasilense aumentou a taxa fotossintética em 31%
mesmo na auséncia de adubacao nitrogenada (CARVALHO-ZONTA et al., 2024). Outro estudo
realizado por Swedrzynska e Sawickaa (2000) observou que a inoculagdo com A. brasilense
aumentou de maneira significativa a atividade da nitrogenase e o teor de clorofila nas folhas de

milho, mostrando clara melhora na capacidade fotossintética.

Nenhum dos tratamentos diferiu significativamente em relagdo ao didmetro do colmo,
indice de clorofila, massa seca da raiz, massa seca da parte aérea, massa de cem graos, nimero

de graos por fileira.

5 CONCLUSAO
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B. licheniformes promoveu o crescimento das plantas de milho, aumentando a altura, o
comprimento de raiz, a area foliar e a massa seca da parte aérea. Terribacillus sp. promoveu o

aumento da massa seca de raiz das plantas de milho.
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