\
= A

¢
W e
PPGAGRI - UFS

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRICULTURA E BIODIVERSIDADE

INTERATIVIDADE ENTRE BIOINSUMOS E GEN(’)TIPOS DE
MILHO: ADAPTACAO AO ESTRESSE HIDRICO

LUCAS ALEXANDRE DOS SANTOS ROCHA

2024



)
= A

e
T Y 1 e
PPGAGRI - UFS

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRICULTURA E BIODIVERSIDADE

LUCAS ALEXANDRE DOS SANTOS ROCHA

INTERATIVIDADE ENTRE BIOINSUMOS E GI*;N(’)TIPOS DE MILHO:
ADAPTACAO AO ESTRESSE HIDRICO

Dissertacdo  apresentada a  Universidade
Federal de Sergipe, como parte das exigéncias
do Curso de Mestrado em Agricultura e
Biodiversidade, area de concentracio em
Agricultura e Biodiversidade, para obtencdo
do titulo de “Mestre em Ciéncias”.

Orientadora
Profa. Dra. Renata Silva Mann

SAO CRISTOVAO
SERGIPE — BRASIL
2024



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

R672i

Rocha, Lucas Alexandre dos Santos.

Interatividade entre bioinsumos e gendtipos de milho:
adaptacdo ao estresse hidrico / Lucas Alexandre dos Santos
Rocha; orientadora Renata Silva-Mann. — S&o Cristévao, SE,
2024.

58 f.: il.

Dissertacdo (mestrado em Agricultura e Biodiversidade) —
Universidade Federal de Sergipe, 2024.

1. Milho. 2. Sustentabilidade. 3. Milhos — Solo. 4. Solos —
Salinidade. I. Silva-Mann, Renata, orient. Il. Titulo.

CDU 633.15




LUCAS ALEXANDRE DOS SANTOS ROCHA

INTERATIVIDADE ENTRE BIOINSUMOS E G]E,IN(’)TIPOS DE MILHO:
ADAPTACAO AO ESTRESSE HIDRICO

Dissertacdo  apresentada a  Universidade
Federal de Sergipe, como parte das exigéncias
do Curso de Mestrado em Agricultura e
Biodiversidade, area de concentragdo em
Agricultura e Biodiversidade, para obtencdo
do titulo de “Mestre em Ciéncias”.

APROVADA em 16 de julho de 2024.

Dra. Heloisa Oliveira dos Santos (UFLA)

Dra. Aline de Almeida Vasconcelos (UFS)

RENATA SILVA Assinado de forma digital por

RENATA SILVA

MANN:06891271 MANN:06891271894
Dados: 2025.01.20 17:48:00
894 -03'00"
Profa. Dra. Renata Silva Mann
(Orientadora)

SAO CRISTOVAO
SERGIPE — BRASIL



A minha mde, Maria José,

que me proporcionou o ambiente
necessario para minhas conquistas.
Dedico



AGRADECIMENTOS

Gostaria de expressar minha sincera gratidao a todos aqueles que contribuiram para a
realizagdo deste trabalho e para meu crescimento pessoal e profissional ao longo deste
mestrado.

Um agradecimento a minha orientadora, Profa. Dra. Renata Silva Mann, que me
apresentou o caminho da pesquisa e que me acompanhou nesse caminho desde a minha
graduacao.

Também sou grato a pdés-doutoranda Dra. Valdinete Vieira Nunes pelo apoio pratico e
técnico na execucdo deste trabalho e muitos outros ao longo da minha carreira académica. A
experiéncia compartilhada por ela foi fundamental para a qualidade dos experimentos
realizados.

Agradego profundamente a Isac Pereira Soares Martins, diretor da Biomulti, e a
Wallison Oliveira Vieira, engenheiro de pesquisa da mesma instituicdo, pelo fornecimento dos
bioinsumos essenciais para a realizagdo dos experimentos. Seu apoio ndo apenas facilitou o
desenvolvimento pratico deste trabalho, mas também enriqueceu a qualidade da pesquisa
realizada.

Meu reconhecimento também ao Prof. Paulo Roberto Gagliardi, do Departamento de
Engenharia Agrondmica da UFS, pela disponibilidade de infraestrutura laboratorial e apoio
técnico ao longo deste projeto.

A minha familia, meu eterno obrigado por todo amor, paciéncia e apoio incondicional.
Vocés foram minha fortaleza e motivagao diaria para seguir em frente e superar todos os
desafios.

Aos meus colegas do GENAPLANT agradeco o apoio e companheirismo, em especial,
mas ndo limitado, a Sara, Matheus, Jaqueline, Suzana, Natali e Crislaine, os quais ajudaram a
criar um ambiente produtivo e leve durante toda minha formacao.

Aos meus colegas do PPGAGRI, agradego pela camaradagem, pelo ambiente
colaborativo e por todos os momentos de aprendizado e troca de experiéncias que tanto
enriqueceram minha jornada académica.

A CAPES, expresso minha gratidio pela concessdo da bolsa de mestrado, que foi
essencial para a realizagdo deste projeto. Agradeco também a Universidade Federal de
Sergipe (UFS) pela infraestrutura e suporte continuos, que proporcionaram um ambiente
propicio para minha formacao e pesquisa.

Por fim, mas ndo menos importante, agradeco a todos aqueles que, mesmo
indiretamente, contribuiram para a conclusdo desta etapa da minha vida. Cada palavra de
incentivo e cada gesto de apoio tiveram um impacto significativo nesta caminhada.

Aos membros da banca Dra. Heloisa Oliveira dos Santos (UFLA) e Dra. Aline de
Almeida Vasconcelos (UFS) pela disponibilidade e contribuigdes.

Este trabalho ndo seria possivel sem a colabora¢do e o apoio de cada um de vocés.
Meu sincero muito obrigado!



BIOGRAFIA

Lucas Alexandre dos Santos Rocha ¢ um engenheiro agronomo, formado pela
Universidade Federal de Sergipe, com especializacdo em fitotecnia. Durante sua graduagao,
destacou-se como Bolsista de Iniciagdo Cientifica do CNPq, onde desenvolveu pesquisas
significativas na area de agronomia sobre o desenvolvimento do pinhdo-manso, conservacao
de sementes de mangaba e melhoramento de milho sob a orientacdo da Dra. Renata Silva
Mann.

Reconhecido por sua exceléncia académica, Lucas foi laureado com prémios por suas
contribui¢cdes inovadoras no campo, evidenciando seu compromisso com a pesquisa €
desenvolvimento agricola. Atualmente, ele ¢ um membro ativo do Grupo de Pesquisa
Genaplant, onde continua a explorar novas fronteiras em agronomia e contribuir para avangos
no setor, especialmente na busca por uma agricultura sustentavel.



SUMARIO

Pégina
LISTA DE FIGURAS 1
LISTA DE TABELAS ii
LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS i1
RESUMO v
ABSTRACT v
1. INTRODUCAO GERAL 1
2. REVISAO DE LITERATURA 3
2.1. Milho 3
2.2. Bioinsumos 3
2.3. Tratamentos pré-germinativos 4
2.4. Uso dos bioinsumos na cultura do milho 4
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 10
4. ARTIGO 1: INTERACAO ENTRE BIOINSUMOS E HIBRIDOS DE MILHONO 17
DESENVOLVIMENTO VEGETATIVO
Resumo 17
4.1. Introducao 18
4.2. Material e Métodos 18
4.3. Resultados e Discussdo 20
4.4. Conclusoes 29
4.5. Referéncias Bibliograficas 29
4.6. Anexo 31
5. ARTIGO 2: RESPOSTA DE GENOTIPOS DE MILHO A BIOINSUMOS SOB 33
CONDICOES DE RESTRICAO HIDRICA
Resumo 33
5.1. Introdugao 34
5.2. Material e Métodos 35
5.3. Resultados 36
5.4. Discussado 39
5.5. Conclusoes 40
5.6. Referéncias Bibliograficas 40

6. CONSIDERACOES FINAIS 45



LISTA DE FIGURAS
ARTIGO 1
Figura
1.1  Sementes de milho submetidas a tratamentos de Hidro e biopriming.

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

Box plots para germinagdo (GERM) por genotipo (GEN), para germinacao
por bioinsumos (BIO), e germinacdo (GERM) por tempo de tratamento
(TEM) em sementes de milho. P3707VY (HI), NS45 VIP3 (H2) e
AS1850PRO4 (H3).

Germinacdo de sementes de milho tratadas com diferentes bioinsumos
(Bacillus amyloliquefaciens (Ba), B. subtilis (Bs), B. pumilus (Bp) e agua
(Hidro)) em diferentes tempos de tratamento (h).

Tamanho do hipocoétilo (TH) de plantulas de milho tratadas com diferentes
bioinsumos (Bacillus amyloliquefaciens (Ba), B. subtilis (Bs), B. pumilus
(Bp) e 4gua (Hidro)) em diferentes tempos de tratamento (h).

Tamanho total (TT) de plantulas tratadas de milho tratadas com diferentes
bioinsumos (Bacillus amyloliquefaciens (Ba), B. subtilis (Bs), B. pumilus
(Bp) e agua (Hidro)) em diferentes tempos de tratamento (h).

Mapa de calor da matriz de correlacao das variaveis Germinacao (GERM),
Area (Area), Namero de Ramificacdes das Raizes (NR), Razdo
Raiz-Hipocotilo (RRH), Tamanho do Hipocétilo (TH), Tamanho da Raiz
Primaria (TRP) e Tamanho Total (TT), visualizando a for¢a e direcdo das
relagdes de plantulas tratadas de milho tratadas com diferentes bioinsumos
(Bacillus amyloliquefaciens (Ba), B. subtilis (Bs), B. pumilus (Bp) e adgua
(Hidro)) em diferentes tempos de tratamento (h).

ARTIGO 2

Figura

2.1

2.2

23

24

A. Germinag¢ao aos 10 dias em sementes de milho sem estresse e submetidas
a estresse hidrico. B. Germinagao aos 14 dias em sementes de milho sem
estresse e submetidas a estresse hidrico.

A. Germinacdo aos 10 dias em sementes de milho tratadas com bioinsumos e
submetidas a estresse hidrico. B. Germinacdo aos 14 dias em sementes de
milho tratadas com bioinsumos e submetidas a estresse hidrico.

A. Tamanho do hipocotilo das plantulas de milho dos tratamentos com
bioinsumos submetidos a estresse hidrico. B. Tamanho da raiz principal das
plantulas de milho dos tratamentos com bioinsumos submetidos a estresse
hidrico. C. Tamanho total das plantulas de milho dos tratamentos com
bioinsumos submetidos a estresse hidrico.

A. Numero de ramificagdes das raizes entre os tratamentos. B. Numero de
ramificagdes das raizes entre os genotipos.

Pégina
19

20

21

23

26

27

Pégina

36

37

38

39



LISTA DE TABELAS

REVISAO DE LITERATURA
Tabela Pégina
1 Microrganismos, origem, efeitos e referéncias das publica¢des analisadas 7
para o tema uso de microrganismos em sementes de milho.
ARTIGO 1
Tabela Pagina
Capacidade Geral de Combinacdo (CGC) e Capacidade Especifica de
Combinag¢ao (CEC) dos gendtipos com os bioinsumos para area da plantula 78
(Area), tamanho do hipocoétilo (TH), desenvolvimento da raiz primaria
(DRP) e germinagdao (GERM).
ANEXO 1
Tabela Pagina

1 Germinacao dos tratamentos nos 3 gendtipos avaliados. 31



TH
TRP
TRS
TT
EA

ER
NR

Area
RRH

LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS

Tamanho do hipocotilo
Tamanho da raiz primaria
Tamanho da raiz secundaria
Tamanho total da plantula
Emissao da parte aérea
Rompimento do hipocétilo
Emissdo de radicula
Numero de ramifica¢des das raizes
Sementes germinadas

Area de plantulas

Razao Raiz Hipocétilo



RESUMO

ROCHA, Lucas Alexandre dos Santos. Interatividade entre bioinsumos e genotipos de
milho: adaptacdo ao estresse hidrico. Sdo Cristovao: UFS, 2024. 46p. (Dissertagao —
Mestrado). *

A intensificagdo da agricultura tem causado pressdes significativas sobre o uso da terra,
resultando em salinizacdo do solo, desertificagdo, eutrofizagdo de corpos hidricos e perda da
diversidade microbiana do solo. Esses processos comprometem a sustentabilidade dos
sistemas de producdo agricola, exigindo inovagdes que aumentem a produtividade sem
prejudicar os recursos naturais. Essa busca por alternativas sustentaveis é
especialmente importante para as grandes culturas de significativa importancia
econdmica e social, como é o caso do milho. Entre as diversas alternativas possiveis para
atender essa necessidade, o uso de microrganismos tem ganhado espago no setor agricola. No
primeiro artigo se investigou a eficacia de diferentes métodos de condicionamento fisiologico
sem e com bioinsumos na promocao do crescimento inicial de trés cultivares hibridas de
milho recomendadas para Sergipe (AS1850PRO4, P3707VY e NS45 VIP3). Na utilizag¢do do
bioinsumo foram empregados indculos a base de Bacillus amyloliquefaciens, B. subtilis, B.
pumilus, nos tempos de 0, 2, 4 e 6h. Houve variagdes significativas entre os tratamentos e os
genotipos. As varidveis analisadas incluiram germinacdo, area da plantula, nimero de
ramificagdes da raiz, razdo raiz-hipocétilo, tamanho do hipocétilo, tamanho da raiz, tamanho
total da plantula e Capacidade Geral de Combinagdao (CGC) e a Capacidade Especifica de
Combinacao (CEC). No gen6tipo AS1850PRO4, nenhum dos tratamentos superou o controle
no que se refere ao tamanho do hipocétilo, indicando que os bioinsumos nao ofereceram
vantagens para este parametro. Entretanto, o tratamento com B. pumilus mostrou-se superior
no desenvolvimento da raiz primaria em todos os tempos testados, sugerindo um potencial
especifico para a melhoria do sistema radicular. Embora os bioinsumos possam ndo
influenciar significativamente o crescimento total das plantulas, eles t€ém o potencial de
melhorar aspectos especificos do desenvolvimento inicial das plantas, como o sistema
radicular. Com os resultados da CGC observou-se que o genotipo NS45 VIP3 apresentou a
maior CGC para o desenvolvimento da raiz primdria, indicando que este gendtipo tem um
forte impacto genético positivo sobre esta caracteristica. No segundo artigo foram avaliados 4
gendtipos compostos por 3 cultivares hibridas (P3707VYH, NS45 VIP3, AS1850 PRO4) e a
variedade crioula “Pé-de-boi”. Avaliaram-se as interagdes com os tratamentos dos bioinsumos
com B. aryabhattai, B. pumilus, B. amyloliquefaciens, B. subtilis e o controle. O tratamento
com B. amyloliquefaciens foi efetivo na promog¢ao de crescimento das plantulas do genotipo
AS1850PRO4, com performance superior ao estresse, proporcionando um incremento de 87%
no comprimento da parte aérea da plantula. Para AS1850PRO4 houve ganhos de 32,62% no
tamanho total da plantula, esse efeito, entretanto, ndo foi observado em nenhum dos demais
gendtipos. Para o genotipo NS45VIP3 obteve-se performance inferior ao estresse, com o
tratamento com B. aryabhattai 23% menor que o tratamento com o estresse no tamanho da
raiz principal. O tratamento com B. amyloliquefaciens foi o inico a apresentar melhorias
significativas no desenvolvimento das plantulas quando comparado aos tratamentos com
estresse. Somente o gendtipo AS1850PRO4 apresentou interagdes significativas positivas
com os bioinsumos.

Palavras-chave: Bibliometrix, Zea mays, Rizosfera, Bacillus, Genotipo, Anélise de imagem.

* Comité Orientador: Renata Silva Mann — UFS (Orientadora), Paulo Roberto Gagliardi —
UFS (Coorientador), Valdinete Vieira Nunes — UFS (Coorientadora).



ABSTRACT
ROCHA, Lucas Alexandre dos Santos. Interactions between bioinputs and maize
genotypes: adaptation to water stress. Sao Cristovao: UFS, 2024. 46p. (Master's degree
dissertation).

Agricultural  intensification is causing significant pressure on land use, resulting in soil
salinization, desertification, eutrophication of water bodies and the loss of soil microbial
diversity. These processes affect the sustainability of agricultural production systems, and
require innovations to increase productivity without harming natural resources. This search
for sustainable alternatives is particularly necessary for large economically and socially
important crops, such as maize. Among the various possible alternatives to meet this need, the
use of microorganisms in the agricultural sector is on the rise. Our first article investigated the
effectiveness of different physiological conditioning methods, with and without bioinputs, in
promoting early growth of three hybrid maize cultivars recommended for Sergipe
(AS1850PRO4, P3707VY and NS45 VIP3). Inocula based on Bacillus amyloliquefaciens, B.
subtilis and B. pumilus were used as bioinputs, during inoculation periods of 0, 2, 4 and 6h.
The variations between treatments and genotypes were significant. The studied variables were
germination, seedling area, number of root branches, root-hypocotyl ratio, hypocotyl size,
root size, total seedling size, and general (GCA) and specific combining ability (SCA). None
of the treatments with genotype AS1850PRO4 outperformed the control group in hypocotyl
size, indicating that the bioinputs were not beneficial for this parameter. However, in the B.
pumilus treatment, primary root development was better at all times tested, suggesting a
specific potential to improve the root system. Although bioinputs may not significantly
influence overall seedling growth, they can improve specific aspects of early plant
development, e.g., of the root system. For GCA for primary root development, genotype
NS45 VIP3 achieved the best results, indicating a strong positive genetic impact of this
genotype on the trait. In the second article, four genotypes (three hybrid cultivars,
P3707VYH, NS45 VIP3, AS1850 PRO4, and the landrace variety “Pé-de-boi”) were
evaluated. The interactions of these genotypes with the bioinputs containing B. aryabhattai,
B. pumilus, B. amyloliquefaciens, B. subtilis and the control treatment were evaluated. The B.
amyloliquefaciens treatment was effective in promoting seedling growth of genotype
AS1850PROA4. The treatment resulted in better performance under stress, with an increase of
87% in seedling shoot length. For AS1850PRO4, gains of 32.62% in total seedling size were
reported, although this effect was not observed in any of the other genotypes. For genotype
NS45VIP3, performance under stress was poorer, and the main root size in the B. aryabhattai
treatment was 23% shorter than in the stress treatment. Significant improvements in seedling
development were only observed in the B. amyloliquefaciens treatment, compared to the
stress treatments. Significant and positive interactions with the bioinputs were only observed
for genotype AS1850PRO4.

Keywords: Bibliometrix, Zea mays, Rhizosphere, Bacillus, Genotype, Image analysis.

* Advisory Committee: Renata Silva Mann - UFS (Advisor), Paulo Roberto Gagliardi - UFS
(Co-Advisor), Valdinete Vieira Nunes - UFS (Co-Advisor).



1. INTRODUCAO GERAL

A agricultura intensiva tem levado a uma alta pressdo no uso da terra, podendo
ocasionar a saliniza¢do dos solos, desertificacdo em areas sujeitas ao processo, eutrofizacao
de corpos hidricos e perda da diversidade microbiana do solo. Tais processos ndo possibilitam
a garantia de sustentabilidade desse sistema de producdo agricola, necessitando da utilizagao
de inovagdes que permitam o crescimento da produtividade sem o comprometimento dos
recursos naturais (FAO, 2018; Villarreal et al., 2020).

Um dos recursos naturais incluidos na sustentabilidade ¢ a dgua, esse recurso basico
para vida e atividade agricola muitas vezes tem seu custo esquecido na agropecuaria. E
estimado que entre as quatro culturas basicas que representam 57% das calorias consumidas
no mundo, o milho possui o segundo maior custo de irrigagdo na América do Sul, ficando
somente atrds do arroz (D’Odorico et al., 2020).

Esse dado ¢ preocupante, especialmente para o Brasil, pois o pais possui 22,03% de
suas terras agricolas em zonas com déficit hidrico, podendo chegar a 32,80% das areas
agricolas em 2050, configurando o segundo maior aumento no mundo (Rosa et al., 2020). As
culturas nessas areas podem sofrer estresse hidrico, o que pode ocasionar altera¢des
significativas no crescimento, na atividade fotossintética, na taxa de transpiragdo, na producao
e na atividade das enzimas catalase, peroxidase, superoxido dismutase e ascorbato peroxidase
(Azeem et al., 2022; Balbaa ef al., 2022; Laskari et al., 2022).

A expansdo das areas irrigaveis pode ser uma das alternativas para viabilizar o cultivo
de milho em regides que poderiam se tornar invidveis ou ndo recomendadas para o cultivo ao
longo do tempo (Kro6l-Badziak; Kozyra; Rozakis, 2024). Contudo, essa alternativa apresenta
dificuldades relacionadas ao custo, a disponibilidade e a qualidade da agua na regido. Devido
a isso, alternativas t€m sido estudadas para atender essa demanda, entre elas, o uso de
bioinsumos tem se mostrado promissor.

Entre as estratégias de manejo agricola sustentavel disponiveis, os insumos de origem
biologica, também conhecidos como bioinsumos, estdo entre os mais interessantes,
especialmente para as grandes culturas como o milho. No milho a capacidade desses produtos
de promover tolerancia ao estresse hidrico tem sido descrita para os mais diversos
microrganismos (Kukreti et al., 2020; Mubeen et al., 2021; Pereira et al., 2020; Siddique et
al., 2022; Singh; Sharma; Giri, 2023).

Os bioinsumos também podem gerar outros beneficios para as culturas, entre eles a
maior eficiéncia da fixagdo de nitrogénio, promogao do crescimento de plantas, resisténcia a
doencgas e possivel menor frequéncia de pragas (Aguado ef al., 2019; MEYER et al., 2022;
Mishra; Mishra; Arora, 2022; Mukherjee et al., 2020; Omomowo ef al., 2020).

O uso de bioinsumos no Brasil ¢ incentivado através do Programa Nacional de
Bioinsumos, Decreto n® 10.375, instituido no dia 26 de maio de 2020, que possui como
objetivo ampliar e fortalecer a utilizagdo de bioinsumos para promog¢do do desenvolvimento
sustentavel na agropecudria brasileira (Brasil, 2020). Essa promocdo ¢ importante
principalmente para culturas com grande importancia para o setor agropecudrio como o
algodao, soja e o milho, buscando atender tanto os presentes desafios quanto os futuros da
atividade.

Os beneficios do uso desses agentes microbianos, entretanto, dependem da sua
interagdo com diferentes genotipos e com a forma de sua aplicagdo. Compreender essas
interagdes € crucial para otimizar o uso de bioinsumos, pois 0s microrganismos podem ter
efeitos variados dependendo do gendtipo do milho e do microrganismo inoculado (Nishanth
et al., 2021; Oliveira et al., 2022; Peralta et al., 2021; Prasanna et al., 2021). Devido a isso,
estudos sobre a compatibilidade e eficacia dos bioinsumos com diferentes genotipos de milho
sdo necessarios para melhorar a eficiéncia dos sistemas produtivos. A investigagdo dessas
interacdes pode revelar novas oportunidades para maximizar a produtividade e a
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sustentabilidade da agricultura e ajustar as praticas de manejo de acordo com as caracteristicas
especificas das cultivares utilizadas.

Logo, o objetivo deste trabalho foi determinar a interacdo entre gendtipos de milho
com bioinsumos, e seus efeitos no desenvolvimento inicial das plantulas de milho.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Milho

O milho (Zea mays L.) ¢ uma das principais culturas agricolas, isso se deve a sua
expressiva importancia social, econdmica e na alimentagdo humana e animal (Ramos et al.,
2020). Em 2021, foi a segunda cultura mais produzida no mundo, perdendo somente para a
cana-de-agucar, possuindo como maiores produtores de milho os Estados Unidos, China e
Brasil, com respectivamente 383.943, 272.552 e 88.462 mil toneladas (FAO, 2023). O Brasil
em 2021 também se apresentou como um dos maiores exportadores da cultura, em 4° lugar,
perdendo somente para os Estados Unidos, Argentina e Ucrania, que mantiveram o 1°, 2° e 3°
lugar, respectivamente (FAO, 2023).

Grande parte da producdo brasileira se deve a utilizacdo de cultivares hibridas, em
especial hibridos simples e triplos com grande potencial produtivo. Entretanto, esses materiais
possuem uma grande dependéncia da populagdo ideal para maximizar o rendimento, o que
reduz a estabilidade da produ¢do quando fatores adversos reduzem o estande da lavoura
(Tokatlidis; Koutroubas, 2004). As cultivares hibridas sdo exigentes nas tecnologias aplicadas
para expressdo de todo o seu potencial, onde o custo das sementes e dos fertilizantes
necessarios para seu desenvolvimento chegam a representar 70,84% dos custos totais de
producdo (Andrade ef al., 2024; Emygdio et al., 2008). Devido a essas caracteristicas, 0 uso
de hibridos necessita de outras agdes que garantam as condigdes ideais para a cultura se
desenvolver e produzir, e uma dessas a¢des pode se dar com o uso dos bioinsumos.

2.2 Bioinsumos

O termo bioinsumo € definido no Decreto n° 10.375/2020 de forma abrangente como o
produto, processo ou a tecnologia de origem vegetal, animal ou microbiana, que interfira de
maneira positiva no crescimento, desenvolvimento € mecanismo de resposta em animais,
plantas, microrganismos e substincias derivadas que interajam com produtos, processos
fisico-quimicos e bioldgicos (Brasil, 2020).

O uso de bioinsumos pode trazer diversos beneficios para agricultura, entre esses
algumas funcdes se destacam, como o controle de doengas e pragas, solubilizacdo de
nutrientes, reducdo de estresse, promoc¢do de crescimento, melhoria do desenvolvimento
radicular e da produgdo (Duarte et al., 2022; Mishra; Mishra; Arora, 2022; Omomowo et al.,
2020; Pereira et al., 2020; Ramos-Garza et al., 2023).

Dentre esses diversos usos alguns deles se tornam de especial interesse para o atual
momento da agricultura, pois eles auxiliam na resolugdo de problemas-chaves, entre eles a
reducdo da quantidade de fertilizantes quimicos, através da solubilizagdo de nutrientes;
controle bioldgico de doengas, pelo antagonismo; melhoria no desenvolvimento e
produtividade das plantas através de interagcdes promotoras de crescimento (Mishra et al.,
2023; Mubeen et al., 2021; Santoyo; Urtis-Flores; Orozco-Mosqueda, 2024; Xie ef al., 2024).

Na busca de microrganismos com potencial para uso como promotor de crescimento,
as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) se apresentam como candidatas
promissoras. Elas atuam ao colonizar as raizes das plantas e induzem o crescimento vegetal
através de uma diversidade de mecanismos, entre eles a absor¢do de nutrientes, especialmente
o fosforo através da solubilizacdo de fosfatos, fixagdo simbidtica do nitrogénio e a sintese de
fitormdnios como o 4cido indol acético (AIA) (Contreras-Cornejo et al., 2016; Zeilinger et
al.,2016).

Diversos estudos foram realizados na busca desses microrganismos com potencial
aplicagdo como bioinsumos ¢ resultados promissores tém sido encontrados e observados.
Exemplos desses microrganismos benéficos sdo Pseudomonas fluorescens S3X e Cupriavidus
necator 1C2, que tém capacidade de promover eficiéncia no uso de nitrogénio e fosforo,
permitindo assim reduzir os efeitos do estresse hidrico e manutengdo da produtividade
(Pereira et al., 2020). Em outro estudo se identificou a capacidade de produ¢do de auxina e
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solubilizacdo de fosforo em Bacillus megaterium, B. subtilis e Bacillus sp. Cph60 quando
inoculadas no milho, tanto em vaso quanto em campo (Baig et al., 2014). Também foi
identificado que cepas mutantes de Aspergillus flavus sdo solubilizadoras eficientes de
fosfato, que quando inoculadas em plantas de milho levam a maior quantidade de fosforo nas
folhas e na planta como um todo (Omomowo et al., 2020).

Esses microrganismos com potencial para utilizagdo como bioinsumos podem ser
prospectados nos mais diversos locais, como o solo, rizosfera, corpos d’dgua e seus
sedimentos (Aini et al., 2022; Barten; Wijffels; Barbosa, 2020; Ogaki et al., 2020; Uesugi et
al., 2021). Trabalhos de bioprospeccao t€ém especialmente investigado os microrganismos
presentes na rizosfera das mais diversas espécies, entre elas se encontram culturas como o
pinhdo-manso, bambu, banana e milho, onde resultados favoraveis tém sido obtidos (Farooq;
Bano, 2013; Naureen ef al., 2005; Suleman et al., 2022; Wang et al., 2022; Wong-Villarreal et
al.,2019).

Com esses resultados o uso de bioinsumos se tornou uma das principais ferramentas na
conducdo das culturas, logo a forma de como serdo adicionados ao sistema de producdo se
tornou um ponto de interesse, onde uma das maneiras mais praticas identificadas foi a
utilizag¢@o por meio de tratamentos pré-germinativos nas sementes.

2.3 Tratamentos pré-germinativos

Um dos processos mais usados como tratamento pré-germinativo em sementes € o
controle da embebicdo ou, como ¢ conhecido na lingua inglesa, o priming ou
condicionamento fisiologico. Esta técnica consiste na exposicao prévia de um individuo a um
estimulo como forma de estimular uma resposta a um estimulo subsequente (Bargh, 2006).

O condicionamento fisiologico de sementes pode ser realizado de diversas formas,
entre elas estdo o osmocondicionamento, que envolve a submersio das sementes em
substancia com baixo potencial osmdtico com aeracdo, o hidrocondicionamento, que ¢ a
submersdo em 4gua com ou sem aera¢ao e o biocondicionamento, que € a utilizagao integrada
da hidratacao e adicao da inoculagdo com organismos benéficos para a semente (Farooq ef al.,
2019).

Os efeitos benéficos do condicionamento fisiologico de sementes sdo evidenciados
pela melhoria no sistema de defesa antioxidante, com regulacdo nos niveis de atividade de
enzimas como peroxidases, catalases e acido ascorbico. Dessa forma, promove-se a regulagao
do estresse em condi¢des adversas, como seca, frio ¢ salinidade. Esse efeito benéfico foi
observado tanto devido aos gendtipos utilizados como também podem ser ocasionados pelo
condicionamento com microrganismos, 0 que comprovou a capacidade desses
microrganismos de influenciar na atividade antioxidante das plantas (Luo et al., 2024; Peralta
et al., 2021; Poldasari et al., 2022).

Os efeitos benéficos do condicionamento, entretanto, ndo se limitam somente a
atividade antioxidante, outros efeitos como a promocgao de resisténcia a doengas, melhoria do
vigor, germina¢do, metabolismo e desenvolvimento também foram identificados (Aguado et
al., 2019; Imran; Boelt; Miihling, 2018; Kawatra; Kaur; Kaur, 2019; Olorunmaiye; Olatunji,
2018). Devido a esse enorme potencial, diversas pesquisas tém sido direcionadas a sua
aplicabilidade em culturas de grande interesse social e economico, sendo uma delas o uso na
cultura do milho.

2.4 Uso dos bioinsumos na cultura do milho

A agricultura na altima década tem se intensificado e esse aumento em parte se deve
ao aumento do uso irracional de fertilizantes que aumentam a polui¢do, erosdo e degradacao
do solo (Man et al., 2021).

A deterioracdo do solo ¢ um dos maiores desafios com o uso dos fertilizantes
quimicos, devido ao incremento de condi¢des adversas que dificultam o crescimento dos
vegetais, especialmente devido ao aumento da acidez do solo (Bishnoi, 2018). Além desse



efeito mais visivel, outras alteragdes ocorrem devido ao uso desses produtos em larga escala.
Uma dessas alteracdes ¢ na matéria organica no solo e na atividade dos microrganismos
presentes nele (Man et al., 2021).

No cenario atual, com a reducédo e esgotamento dos recursos terrestres e da
riqueza biologica (Basu et al., 2021), tornam-se necessarias alternativas para a
manutencdo da atividade agricola. Entretanto, ndo existe uma unica solugao que
resolva diretamente esse problema, que € tanto ecolégico quanto técnico e
sociocultural (Kesavan; Swaminathan, 2018), especialmente para culturas de grande
importancia econémica, como o milho.

Entre essas diversas possiveis solucdes, o uso de bioinsumos ¢ uma das mais
promissoras, sendo um exemplo delas as rizobactérias promotoras de crescimento. O uso
eficiente de rizobactérias como biofertilizantes e agentes de controle bioldgico pode ser um
substituto completamente adequado para reducdo de agroquimicos sintéticos (Atieno et al.,
2020; Vessey, 2003).

Esses microrganismos sdo diversos e podem gerar os mais variados efeitos benéficos
para a agricultura, por exemplo, resisténcia ao estresse salino e hidrico, promoc¢ao de
crescimento e controle de doengas (Karthika; Midhun; Jisha, 2020; Santana et al., 2023; Yang
et al., 2023; Zahra et al., 2023). Esses microrganismos e seus diversos usos vem sendo
estudados constantemente, desde a descoberta de novos organismos, novas interagdes
positivas e melhores maneiras de utiliza-los (Mubeen et al., 2021; Santos et al., 2024; Zainab
etal.,2021).

Assim, visando identificar o estado da arte sobre o tema realizou-se levantamento
bibliografico feito em maio de 2024, nas plataformas indexadoras Scopus (Www.scopu.com) e
Web of Science (www.webofknowledge.com), por meio do booleano (bioinoculantes OR
bioinsumos OR bioinput OR bioinoculant OR bioinsum*) AND (milho OR maize OR corn
OR "Zea mays"). A busca foi realizada no titulo, resumo e palavras-chaves de artigos. Foram
prospectados artigos publicados em portugués e inglés, foi definido uma janela temporal de
cinco anos (2019-2024). Os metadados encontrados foram exportados em formato BibTeX,
sendo posteriormente unidos em um arquivo com remog¢ao das duplicatas e exportagdo em
formato Excel utilizando o software R (R Core Team, 2021).

Apo6s compilacdo dos artigos foram aplicados 2 critérios de elegibilidade, eles foram a
cultura trabalhada, o milho, € o tema estudado, o uso de bioinsumos na cultura. A analise dos
metadados foi realizada utilizando o pacote Bibliometrix disponivel no software R (R Core
Team, 2020).

Na pesquisa identificou-se 38 e 33 publica¢des, nas plataformas Web of Science e
Scopus, respectivamente. Dessas publicagdes, 21 no Web of Science e 12 da Scopus foram
excluidas devido aos critérios de elegibilidade. As publicacdes tiveram 16 duplicatas
removidas, restando 22 publicacdes para analise.

Somente trés publicagdes realizaram a identificagdo dos microrganismos até género, o
que limitou maiores observagdes uma vez que alguns como o Bacillus possuem muitos
representantes.

Outra falta de informagdo preocupante ¢ a identificagdo do material vegetal, onde
22,73% dos trabalhos avaliados ndo informaram quais genétipos foram utilizados. Este
resultado € preocupante, pois os microrganismos interagem de forma diferente com os
genotipos. Alguns estudos avaliaram esse comportamento, onde efeito de microrganismos
aplicados em diferentes gendtipos, da mesma espécie, apresentam resultados diferentes
(Prasanna et al., 2021; Singh et al., 2020).

A origem dos materiais para o teste, em sua maioria (59,09%), foi obtida através do
isolamento desses microrganismos pelos autores ou em publicagdes anteriores, ou seguido por
requisi¢oes desses materiais a universidades, institutos e empresas (18,18%), colecdes
estabelecidas (9,09%) e produtos comerciais (4,55%). Esses isolamentos foram realizados
quase na sua totalidade na regido da rizosfera das plantas, como em Z. mays, Cocos nucifera
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L., Spinacia oleracea L., Ephedra pachyclada e Paris polyphylla (Indhuja et al., 2021; Khalil
et al.,2021; Kumar et al., 2020; Mishra; Mishra; Arora, 2022; Wang et al., 2022).

Esses dados evidenciam a necessidade de que os pesquisadores envolvidos na
bioprospec¢do criem colecdes de microrganismos. Isso ndo sé ajudard a conservar esses
materiais, mas também facilitard o acesso para que tanto os proprios pesquisadores quanto
outros possam realizar novos testes em diferentes espécies, promovendo assim a
internacionalizacdo das pesquisas.

Essa internacionalizacdo ¢ observada em algumas publicagdes, com uma coautoria
internacional presente em 31,82% dos artigos avaliados. A producdo, entretanto, esta
concentrada em alguns paises, com a India, que lidera, seguida por China, Brasil, Argentina e
Paquistdo. Isso indica que a maioria das pesquisas esta concentrada no continente asiatico.

Os trabalhos apresentaram uma diversidade de microrganismos avaliados, dentre eles
os que mais tiveram publica¢cdes foram os pertencentes aos géneros Bacillus (25,93%),
Azospirillum (18,52%) e Pseudomonas (18,52%) (TABELA 1).
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TABELA 1. Microrganismos, origem, efeitos e referéncias das publica¢des analisadas para o
tema uso de microrganismos em sementes de milho.

Microrganismo Origem

Efeitos

Referéncia

Asperqgillus flavus Folha (Ephedra

pachyclada)
Alternaria tenuissima Folha (Ephedra
pachyclada)
Azospirillum Instituto de
P! Microbiologia Agricola
argentinense .
e Zoologia
Azospirillum . =
brasilense Embrapa; Colegéo
PA; Rizosfera (P.
Bacillus sp. polyphylla var.
yunnanensis)
Bgc:llus . Produto Comercial
amyloliquefaciens

Rizosfera (espinafre);
Colegéo; Uttar
Pradesh

Bacillus cereus

Bacillus subtilis Produto Comercial

Bacillus velezensis PA

Dietzia cinnamea PA
Microbactertum Rizosfera (milho)

Ochrobactrum sp. PA

Sustainable Organic

Paraburkholderia sp. Solutions
Pty. Ltd.
Penicillium crustosum Folha (Ephedra
pachyclada)
Penicillium commune Folha
(Ephedra pachyclada)
Penicillium Folha
caseifulvum (Ephedra pachyclada)

Pseudomonas
fluorescens

Rizosfera (milho),
solo; Colecéo

Rhizobium radiobacter Rizosfera (milho)

Jeotgalicoccus huakuii PA

Promotor de crescimento; Absorg¢édo de
nutrientes

Promotor de crescimento; Absorc¢édo de
nutrientes

Promotor de crescimento; Resisténcia a
estresse hidrico

Promotor de crescimento; Absorc¢édo de
nutrientes; Formagéo da comunidade
microbiana; Melhoria do sistema
antioxidante

Promotor de crescimento; Melhoria da
diversidade microbiana; facilitador de

absorgao de ferro; inibidor de crescimento

da Candida albicans

Promotor de crescimento*

Promotor de crescimento; inibe o

Khalil et al. (2021)

Khalil et al. (2021)

Iparraguirre et al. (2024)

Fernandez et al. (2022);
Guidinelle et al. (2024);
Pedrinho et al. (2024); Peralta
et al. (2021)

Chaudhary et al. (2021); Wang
et al. (2022)

Silva da et al. (2024)

Gupta et al. (2023); Kumar et

crescimento de Macrophomina phaseolina al. (2020); Mubeen et al. (2021)

Promotor de crescimento*

Promotor de crescimento*; solubilizador
de P*

Promotor de crescimento; possui genes
que confere resisténcia a estresse;

Promotor de crescimento; solubilizador de

P; Resisténcia a estresse salino

Promotor de crescimento; Redugéo de
estresse alcalino; Melhoria da qualidade
quimica do solo

Promotor de crescimento

Promotor de crescimento; Absorg¢édo de
nutrientes

Promotor de crescimento; Absorgéo de
nutrientes

Promotor de crescimento; Absorc¢éo de
nutrientes

Estimula a abundancia de Rhizobacterium;

Promotor de crescimento; Controle do
Fusarium moniliforme.

Promotor de crescimento; Solubilizador de

Zinco;

Promotor de crescimento; Resisténcia a

estresse hidrico e alcalino

Silva da et al. (2024)

Xie et al. (2024)

Khan et al. (2020)

Luo et al. (2024)

Mishra et al. (2023)

Petersen et al. (2021)

Khalil et al. (2021)

Khalil et al. (2021)

Khalil et al. (2021)
Fernandez et al. (2022);
Mishra; Mishra; Arora (2022);
Santoyo; Urtis-Flores;
Orozco-Mosqueda (2024)

Singh et al. (2020)

Misra et al. (2019)

*Efeito quando associado a outro tratamento.

PA — Obtencao em publicagéo anterior

No documento mais citado (81), foi realizada a prospeccao de 15 microrganismos com
potencial para utilizacdo como bioinsumo em milho (Khalil ef al., 2021). Esse niimero de
citagdes pode ser atribuido a natureza do trabalho que, ao identificar esses microrganismos e



testd-los no milho, permite que outros estudos utilizem os mesmos microrganismos em
diferentes espécies ou para investigar outros efeitos benéficos, como a tolerancia ao estresse.

A busca por microrganismos que conferem tolerancia aos estresses presentes na
conducdo da cultura também estd presente nos trabalhos avaliados. Uma das condi¢des
adversas analisadas foi a tolerancia ao estresse salino, onde M. azadirachtae e J. huakuii
demonstraram a capacidade de reduzir os impactos negativos causados por esse tipo de
estresse (Luo et al., 2024; Misra et al., 2019).

O uso de M. azadirachtae apresentou aumento na quantidade de clorofila A, B e total,
no comprimento das raizes, na altura da planta e na massa fresca, assim como melhoria na
atividade de enzimas como catalase, superoxido dismutase e peroxidase, quando comparado a
plantas somente submetidas ao estresse (Luo et al., 2024).

A aplicacao de J. huakuii, por sua vez, aumentou o comprimento da parte aérea e da
raiz, a massa fresca e seca, assim como a atividade das enzimas catalase, superdxido
dismutase, ascorbato peroxidase e polifenol oxidase, quando comparado a plantas somente
submetidas ao estresse (Misra et al., 2019). Esse efeito de aumento da tolerancia também ¢ de
interesse para outros fatores adversos, como o estresse em solos alcalinos.

Solos alcalinos sdo aqueles com pH superior a 7. Esse elevado pH ocasiona estresse
nas culturas. Entre as ferramentas para reducdo desses efeitos prejudiciais, alguns
microrganismos podem ser utilizados. A utilizac¢do de J. huakuii, em combina¢d@o com 50% da
adubacdo recomendada, foi capaz de proporcionar maior tamanho da planta, matéria fresca e
seca, nimero de sementes por espiga e peso de sementes, quando comparado ao tratamento
com 100% da adubagdo recomendada (Misra ef al., 2019).

Um comportamento benéfico nessas condicdes também foi encontrado com
Ochrobactrum sp. quando conduzido em solos com pH de 10,2, houve aumento do
comprimento, massa seca da raiz e da parte aérea, e clorofila total, além de melhoria na
atividade das enzimas catalase, ascorbato peroxidase, superoxido dismutase e guaiacol
peroxidase (Mishra et al., 2023). Houve também melhoria nas caracteristicas quimicas do
solo, gerando redu¢do no pH e na condutividade elétrica do solo (Mishra ef al., 2023). Essa
alteracdo nas caracteristicas do solo ¢ uma das preocupagdes no uso de bioinsumos,
principalmente devido ao efeito que a adigdo pode ocasionar na microbiota do solo.

Os efeitos do uso de bioinsumos na microbiota do solo tém sido estudados, e alguns
trabalhos apontam resultados interessantes. Um dos estudos identificou que a inoculacao de 4.
brasilense possui uma presenga limitada a longo prazo. Apesar de causar uma disfun¢do
inicial, a comunidade bacteriana foi capaz de retornar ao estado inicial (Pedrinho et al., 2024).
Um efeito semelhante foi encontrado com P. fluorescens, onde a inoculagdo gerou um
estimulo para a abundancia relativa de bactérias, favorecendo a atividade de géneros com
atividade de promog¢do de crescimento em plantas, como as Rhizobacterium (Santoyo;
Urtis-Flores; Orozco-Mosqueda, 2024).

Esse efeito foi estudado ndo s6 com os microrganismos, mas também com 0s meios
utilizados para sua adi¢gdo. Um exemplo ¢ o uso de nanocompostos, no qual a aplicagdo de
nanoquitosana com Bacillus sp. melhorou a saude do solo € a populagdo microbiana
(Chaudhary et al., 2021). Esse efeito aponta que a adi¢do de outros materiais pode beneficiar
a atividade dos microrganismos.

A adi¢do de outros materiais na inoculagdo de microrganismos benéficos tem
mostrado que alguns materiais beneficiam tanto a cultura quanto o solo. Um exemplo € o uso
de inoculantes bacterianos a base de argila, como no caso do B. velezensis, onde esse material
melhorou a quantidade de fosforo disponivel, influenciou a formacdo de agregados e a
estabilidade do solo (Xie et al., 2024). O uso de outras particulas também foi avaliado, porém
com resultados diferentes. Um exemplo desses resultados divergentes ¢ o obtido com o uso de
nanoparticulas de prata com B. cereus, que ndo foi tdo eficiente quanto o uso individual de
cada um deles (Kumar et al., 2020).
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Uma dessas interacdes com bioinsumos mais buscadas ¢ o aumento da viabilidade
desses produtos microbianos, que foi alcangcada com o uso de quitosana em conjunto com os
microrganismos, mantendo a viabilidade por até 21 dias nas raizes e preservando a
caracteristica de promocgao de crescimento (Fernandez et al., 2022).

E fundamental destacar que as aplicagdes praticas decorrentes desses resultados
podem beneficiar praticas agricolas sustentdveis e contribuir para a resiliéncia ambiental. A
utilizagdo de bioinsumos especificos nos gendtipos de milho sob condi¢des de estresse hidrico
demonstrou potencial para reduzir a dependéncia de fertilizantes quimicos, promovendo uma
agricultura mais ecoldgica e economicamente viavel. Este aspecto ndo so6 alivia a pressdo
sobre os recursos naturais, mas também oferece uma alternativa mais sustentdvel para os
agricultores, potencialmente reduzindo custos e aumentando a produtividade agricola em
condicdes adversas.

Além disso, o impacto ambiental positivo inclui a melhoria da satde do solo e a
promocao da biodiversidade microbiana, essencial para ecossistemas agricolas saudaveis e
resilientes. Socialmente, a adog¢do de praticas agricolas mais sustentaveis pode fortalecer as
comunidades rurais, garantindo maior seguranga alimentar e melhor qualidade de vida para os
agricultores. Economicamente, a redu¢do dos custos de insumos e a potencial melhora na
produtividade das culturas podem aumentar a rentabilidade para os produtores, incentivando
uma mudanga mais ampla para métodos de cultivo sustentdveis. Essas consideracdes
ressaltam a importancia de integrar os resultados da pesquisa nas politicas agricolas e praticas
de manejo, visando um futuro mais sustentavel e regenerativo para a agricultura global.
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4. ARTIGO 1
INTERACAO ENTRE BIOINSUMOS E HIBRIDOS DE MILHO NO
DESENVOLVIMENTO VEGETATIVO

RESUMO

A agricultura intensiva tem gerado impactos significativos no meio ambiente, incluindo
salinizagdo do solo, desertificacdo e perda da diversidade microbiana, desafiando a
sustentabilidade dos sistemas de producdo agricola. Nesse contexto, os bioinsumos aplicados
através do condicionamento fisioldgico emergem como alternativas promissoras para
melhorar a produtividade de forma sustentavel. Este estudo avaliou a eficacia de diferentes
métodos de condicionamento fisiolégico com e sem microrganismos na promog¢ao do
crescimento inicial de trés genotipos de milho (AS1850PRO4, P3707VY e NS45 VIP3). Para
o biocondicionamento foram utilizados os bioinsumos Bacillus amyloliquefaciens, B. subtilis
e B. pumilus nos tempos de 0, 2, 4 e 6 horas. As variaveis analisadas incluiram germinagao,
area da plantula, nimero de ramificacdes da raiz, razdo raiz-hipocotilo, tamanho do
hipocétilo, tamanho da raiz primdria, tamanho total da plantula, Capacidade Geral de
Combinagdo (CGC) e Capacidade Especifica de Combinagdo (CEC). No genotipo
AS1850PRO4, nenhum dos tratamentos superou o hidrocondicionamento no que se refere ao
tamanho do hipocoétilo, indicando que os bioinsumos ndo ofereceram vantagens para este
parametro. Entretanto, o tratamento com B. pumilus mostrou-se superior no desenvolvimento
da raiz primaria em todos os tempos, sugerindo um potencial especifico para a melhoria do
sistema radicular. Os resultados da CGC indicaram que o gendtipo NS45 VIP3 apresentou a
maior CGC para o desenvolvimento da raiz primaria, sugerindo que este genotipo tem um
forte impacto genético positivo sobre essa caracteristica. A CEC variou significativamente
entre as combinagdes especificas de hibridos e tratamentos, especialmente aqueles
envolvendo o gen6tipo NS45 VIP3 com o bioinsumo B. pumilus.

Palavras-chave: Bibliometrix, Zea mays, Rizosfera, Bacillus, Genotipo.

ABSTRACT

Intensive agriculture has generated significant impacts on the environment, including soil
salinization, desertification and loss of microbial diversity, challenging the sustainability of
agricultural production systems. In this context, bioinputs for physiological conditioning
appear as promising alternatives to improve productivity sustainably. This study evaluated the
effectiveness of different physiological conditioning methods with and without
microorganisms to promote early growth of three maize genotypes (AS1850PRO4, P3707VY
and NS45 VIP3). The bioinputs Bacillus amyloliquefaciens, B. subtilis and B. pumilus were
used for bioconditioning during inoculation periods of 0, 2, 4 and 6 hours. The variables
germination, seedling area, number of root branches, root-to-hypocotyl ratio, hypocotyl size,
primary root size, total seedling size, and general (GCA) and specific combining ability
(SCA) were analyzed. For genotype AS1850PRO4, none of the treatments outperformed
hydropriming in terms of hypocotyl size, indicating that the bioinputs were not advantageous
for this parameter. However, in the treatment with B. pumilus, primary root development was
better in response to all incoculation periods, suggesting a specific potential to improve the
root system. The GCA was highest for genotype NS45 VIP3 for primary root development,
suggesting a strong positive genetic impact of this genotype on this trait. For SCA, results
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varied significantly among specific combinations of hybrids and treatments, especially those
involving genotype NS45 VIP3 and bioinput B. pumilus.

Keywords: Bibliometrix, Zea mays, Rhizosphere, Bacillus, Genotype.

4.1. Introducao

A agricultura intensiva, predominante em muitas regides do mundo, tem imposto uma
crescente pressdo sobre os recursos naturais, frequentemente resultando em consequéncias
ambientais adversas, como salinizacdo do solo, desertificagdo, eutrofiza¢dao de corpos hidricos
e perda da biodiversidade microbiana do solo. Esses impactos desafiam a sustentabilidade de
tais sistemas de produ¢do agricola, tornando imperativa a busca por inovagdes que ndo apenas
elevem a produtividade, mas também preservem os recursos naturais (Barrios, 2019). Nesse
contexto, os bioinsumos emergem como uma solu¢do promissora, oferecendo uma alternativa
sustentavel que alia produtividade e respeito ao meio ambiente.

Os bioinsumos, caracterizados por sua origem biologica, permitem uma agricultura
mais sustentavel através da redugdo de custos de aplicacdo, diminuigdo da frequéncia de
pragas, aumento da eficiéncia na fixa¢do de nitrogénio e promoc¢ao do crescimento das plantas
(Bueno et al., 2022). Esses insumos a base de microrganismos, como os contendo Bacillus
subtilis, B. methylotrophicus, Azospirillum brasilense, Trichoderma harzianum, ou a
combinagdo desses microrganismos em um unico tratamento, tém apresentado beneficios na
cultura, gerando ganhos no tamanho de plantas, comprimento das raizes, tamanho de espigas
e produtividade de graos quando aplicados (Barros et al., 2023; Guerra et al., 2024; Machado
et al., 2020; Oliveira; Costa; Zucareli, 2024).

Outros microrganismos também tém sido avaliados pelo potencial de uso na cultura do
milho, como ¢ o caso do B. aryabhattai, B. pumilus e B. amyloliquefaciens, que
proporcionaram melhoria na absor¢do de fosforo, na tolerncia ao estresse, no crescimento
vegetativo e na produtividade da cultura (Milléo et al., 2023; Shahzad et al., 2021; Steiner et
al., 2024). Sendo assim, o uso desses bioinsumos tem sido cada vez mais indicado e, entre as
formas de aplicagdo mais comuns, esta o condicionamento fisiologico.

Existem diversos métodos de condicionamento fisioldgico, incluindo o
condicionamento fisioldégico que envolve a submersdo das sementes em solugdes com baixo
potencial osmdtico sob aeragdo; o hidrocondicionamento, que utiliza 4gua pura para a
hidratacdo; e o biocondicionamento, que combina a hidratacdo com a inoculacdo de
microrganismos benéficos. Cada um desses métodos tem potencial especifico para melhorar a
resisténcia e o vigor das sementes, representando uma aplicacdo pratica e eficiente de
bioinsumos na agricultura moderna (Farooq et al., 2019).

Essa maior eficiéncia tem sido buscada ndo s6 para atender as areas existentes, mas
também para as zonas de expansdo da agricultura, que atualmente tém tido um crescente
interesse. Algumas dessas dreas, antes ndo exploradas devido a condigdes ambientais
desfavoraveis, tém ganhado importancia com o desenvolvimento de cultivares mais
resistentes e produtivas, assim como a utilizacdo de outras técnicas que melhorem o
desenvolvimento das culturas, como ¢ o caso dos bioinsumos. Um exemplo dessas areas ¢ a
regido do SEALBA, composta por municipios pertencentes aos estados de Sergipe, Alagoas e
Babhia (Procopio et al., 2019).

O objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas no desenvolvimento inicial de
gendtipos de milho submetidos ao biocondicionamento com diferentes bioinsumos em
diferentes tempos.

4.2. Material e Métodos
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4.2.1 Perfil dos lotes de sementes

Os gendtipos utilizados foram compostos pelas cultivares que sao hibridos simples das
empresas PIONEER (P3707VYH), BAYER (AS1850 PRO4) e NIDERA (NS45 VIP3), sendo
recomendados para plantio no estado de Sergipe. As sementes das cultivares utilizadas foram
adquiridas no comércio local.

Todos os gendtipos utilizados atendem os parametros minimos da normativa 45/2013
do MAPA sobre os padrdes de produgdo e comercializagdo de sementes de milho (Brasil,
2013), onde a germinagdo dos materiais utilizados € superior a 85%.

4.2.2 Condicionamento das Sementes

As sementes foram condicionadas em quatro diferentes condi¢des: Bacillus
amyloliquefaciens (Ba), B. subtilis (Bs), B. pumilus (Bp) e uma com somente agua destilada
(Hidro).

As sementes condicionadas com bioinsumos tiveram a solug¢ao formada por 1 parte de
solugdo de bioinsumo para 4 partes de dgua destilada. As solugdes liquidas dos bioinsumos
utilizadas possuiam concentragdo minima de 5x10® unidades formadoras de colonia por
mililitro (UFC/ml). Os bioinsumos utilizados foram disponibilizados pela empresa Biofarm®.
Os tratamentos variaram em duragdo: 0 (imersdo de 10 segundos), 2, 4 ¢ 6h. Tendo um
tratamento adicional sem nenhum tratamento (controle).

As sementes foram colocadas em sachés de filo de poliéster 100% e submersas em
aquarios equipados com um sistema de aeracdo, utilizando um minicompressor Boyu S-510 4
L para garantir a oxigenagdo adequada durante o processo de biocondicionamento (Figura
1.1).

FIGURA 1.1. Sementes de milho submetidas a tratamentos de Hidro e biopriming.

4.2.3 Germinacio e avaliacido das plantulas

As sementes tratadas foram submetidas a germinagdo em papel germitest, umedecido
com agua destilada em quantidade correspondente a 2,5 vezes o peso do papel. As condigdes
de germinagdo foram mantidas em um germinador tipo BOD a 25 °C, com um fotoperiodo de
12 horas. As avaliagdes foram realizadas aos 4 ¢ 7 dias apods o inicio da germinagdo. As
variaveis analisadas foram: nUmero de ramificacdes das raizes, sementes germinadas,
sementes duras, deterioradas e plantulas anormais. Foram consideradas germinadas as
plantulas que apresentavam todas as estruturas necessarias bem desenvolvidas.

4.2.4 Analise de crescimento das plantulas
O crescimento das plantulas foi quantificado medindo-se a area das plantulas (cm?),
nimero de ramificagdes, razdo raiz-hipocoétilo, tamanho do hipocétilo, da raiz primaria, da
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raiz secundaria e o tamanho total da plantula. Essas medi¢des foram realizadas utilizando o
equipamento de analise de imagem Groundeye®.

4.2.5 Delineamento Experimental

O experimento foi organizado em trés etapas, cada uma dedicada a um genoétipo de
milho diferente: AS1850PRO4 (G1), P3707VY (G2) e NS45 VIP3 (G3). Cada genotipo foi
submetido a tratamentos com 4 tipos de condicionamento de sementes, 4 periodos de
condicionamento e uma testemunha, gerando 17 (4 x 4 + 1) tratamentos por genotipo.

4.2.6 Analise Estatistica

Os dados foram organizados em um delineamento inteiramente casualizado (DIC) e
testados quanto a normalidade usando o teste de Shapiro-Wilk. A andlise de variancia
(ANOVA) foi realizada utilizando o teste F, e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o software estatistico SISVAR (Ferreira, 2011).

A estimativa da Capacidade Geral de Combinacdo (CGC) e da Capacidade Especifica
de Combinagdo (CEC) foi conduzida através de uma abordagem de analise dialélica. Este
método envolveu avaliar o desempenho de hibridos (AS1850PRO4 (H3), P3707VY (H1) e
NS45 VIP3 (H2)) sob varios tratamentos com bioinsumos (B. amyloliquefaciens, B. subtilis e
B. pumilus) em diferentes intervalos de tempo (0, 2, 4 e 6 horas).

4.3. Resultados e Discussao

Na analise de varidncia (ANAVA) foram avaliados os efeitos dos fatores Genotipo
(GEN), Tratamento pré-germinativo com e sem bioinsumo (BIO) e Tempo (TEM). Os
resultados foram significativos para varias varidveis. GEN, BIO e TEM impactaram
significativamente a germinagdo. Ao se considerar a variavel Area, GEN e TEM foram
significativos. O genoétipo e o uso de tratamento pré-germinativo influenciaram o numero de
ramificacdes de plantulas. A razdo raiz/hipocétilo ndo foi afetada por nenhum fator. Os efeitos
dos tratamentos na germina¢ao podem ser observados no Anexo 1.

O tamanho do hipocotilo ¢ dependente do gendtipo e do tempo de tratamento, assim
como o tamanho da raiz primdria. No entanto, o tamanho total da plantula foi diretamente
afetado pelo gendtipo. A determinagdo do controle genético da arquitetura do sistema
radicular em plantas ¢ controlada por 62 genes em milho, identificados via GWAS (Zheng et
al., 2020). Apesar do controle dessa caracteristica ser conhecido, a forma como esses genes
serdo ativados e quais apresentam maior ou menor expressao em um determinado genotipo
pode variar, o que reforca os achados e indica a necessidade de se estudar a interagdo do
genotipo, tempo e tipo de microrganismos em plantas de milho.

Com os testes post-hoc de Tukey, foi possivel identificar diferencas significativas entre
combinagdes de gendtipos e tratamentos para a germina¢do, demonstrando que os diferentes
gendtipos, bioinsumos e tempos de tratamento influenciam na taxa de germinagao.

Na Figura 1.2 sdo exibidos box plots para a varidvel germinag¢do por genotipo,
tratamento e tempo, destacando a variabilidade e as tendéncias observadas nos dados.
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FIGURA 1.2. Box plots para germinagdo (GERM) por genétipo (GEN), para germinagao por
bioinsumos (BIO), e germinagdo (GERM) por tempo de tratamento (TEM) em sementes de
milho. P3707VY (H1), NS45 VIP3 (H2) e AS1850PRO4 (H3).

Observaram-se diferencas estatisticas ao se comparar os gendtipos (HI vs H2, H1 vs
H3, H2 vs H3) na germinagao.

Para HI se obteve uma média de germinacdo de cerca de 65%, H2 de 85%, e H3, o
mais alto, com cerca de 95%, com diferencgas estatisticamente significativas entre eles.
Especificamente, H2 e H3 mostram taxas de germinacdo significativamente superiores a H1.
Além disso, as raizes aumentaram a tolerancia a seca, o desempenho fisiologico e o
rendimento do hibrido de milho HI1 sob condi¢cdes de estresse hidrico. Esses fatores
combinados sugerem que o hibrido H1 possui caracteristicas fisiolégicas e moleculares que o
tornam particularmente responsivo a inoculagdo, resultando em uma melhor tolerancia ao
estresse hidrico e maior rendimento sob condigdes adversas (Armanhi ef al., 2021).

O hibrido H2 ¢ um hibrido simples superprecoce, tem 6tima qualidade de colmo e raiz,
planta com sistema radicular agressivo, portanto, tem tolerancia a seca e possui alto potencial
produtivo; e ainda contém a tecnologia Viptera 3 (Pereira et al., 2020). No entanto, a
associa¢cdo com bioinsumos nao apresentou tal superioridade para caracteristicas de plantulas.

Para a testemunha (sem bioinsumos) observou-se maior média de germinacdo (95%),
com um intervalo de confianga amplo, sugerindo variabilidade dentro deste grupo. O
tratamento com B. pumilus (90%) para a germinag@o nao diferiu da testemunha.

Para B. amiloliquefaciens se obteve uma média de germinagdo em torno de 85% com
desempenho semelhante a de B. pumilus.

No tratamento com B. subtilis se registrou uma média de germinacdo de 80% que
diferiu da testemunha e B. amiloliquefaciens, com desempenho inferior. No tratamento de
Hidro sem bioinsumos se obteve germinagdo de 75% (significativo em relacdo a testemunha),
com desempenho inferior (Figura 1.3).

100 G3_GERM
G2_GERM

; 100
ro
*7 Jr
80 |

60

| Juls] |
T mmm
E00®
soom
Tomm
Feoe

60

40

Germinagéo (%)
Germinagao (%)

40

20 20 -

Periodo (h) Periodo (h)



22

FIGURA 1.3. Germinagao de sementes de milho tratadas com diferentes bioinsumos (Bacillus
amyloliquefaciens (Ba), B. subtilis (Bs), B. pumilus (Bp) e 4gua (Hidro)) em diferentes
tempos de tratamento (h).

Para otimizar a germinacdo, o uso de certos bioinsumos, como B. pumilus, pode ser
eficaz, enquanto outros tratamentos, como o Hidro sem bioinsumos, podem ser menos
benéficos. O uso de B. pumilus para solubilizar fésforo (15.601 pg/cm?®) e em associagdo com
outros microrganismos em sementes tem sido relatado em milho, com incrementos no
rendimento de graos (6,278 t/ha) em comparagdo com o controle (5,468 t/ha) (Kalman et al.,
2024).

Na analise dos tempos de tratamento de exposi¢do ao Hidro com e sem bioinsumos, a
germinagdo foi de 82% para 2 horas e 80% para 4 horas, sem diferencas significativas entre
esses periodos. O uso da exposicdo por 6 horas de tratamento, com germinagdo de 78%, foi
similar ao tempo de 2 horas, mas inferior ao tempo inicial de 0 hora. Portanto, para maximizar
a germinagdo, o tempo de 0 hora ¢ o mais eficaz, seguido por 2 e 4 horas, enquanto 6 horas
mostrou ser o menos efetivo.

O condicionamento de sementes aumenta uniformemente a taxa de germinagdo em
espécies cultivadas e selvagens, além de encurtar o tempo de germinagdo e emergéncia. Para
algumas espécies, o Hidro teve desempenho semelhante ao do controle (Sari ef al., 2021). No
entanto, a resposta pode ser diferenciada para cada gendtipo.

A andlise detalhada das interacdes entre gendtipos (GEN), bioinsumos (BIO) e tempos
de tratamento (TEM) revelou padrdes complexos que influenciam significativamente as taxas
de germinacdo das plantulas. A cultivar HI mostrou variabilidade nas taxas de germinacao
com diferentes bioinsumos, com uma diminui¢ao notavel no tratamento de Hidro (sem o uso
de microrganismos).

O gendtipo H2 manteve taxas de germinacdo consistentemente altas com diferentes
bioinsumos, indicando robustez a influéncia variavel dos bioinsumos. O H3 apresentou taxas
de germinagdo mais altas com B. subtilis e Hidro, sugerindo que certos bioinsumos otimizam
a germinagdo deste genotipo.

Para a interpretagdo das interagdes entre gendtipo (GEN) e tempo de tratamento
(TEM), a cultivar H1 mostrou sensibilidade ao tempo de tratamento, com queda nas taxas de
germinagdo em tempos mais longos, destacando a necessidade de otimizar a duracdo da
exposi¢do para maximizar a germinagdo. Os genotipos H2 e H3 mostraram aumento na taxa
de germinagdo com tempos de tratamento mais prolongados, sugerindo que se beneficiam de
exposicdes mais longas.

Na interpretagdo das interagdes entre bioinsumos (BIO) e tempo de tratamento (TEM),
a testemunha apresentou melhores taxas de germinacdo em tempos mais curtos, enquanto o
Hidro ¢ mais eficaz nos tempos iniciais, mas apresenta queda significativa em 4 horas de
tratamento. B. amyloliquefaciens e B. pumilus apresentaram desempenho mais estavel ao
longo dos diferentes tempos de tratamento, com variagdes menos pronunciadas em relacdo a
testemunha e Hidro.

A interacdo do gendtipo com o microrganismo ¢ de fundamental importancia, e
pesquisas que elucidem essas relagcdes podem explicar os dados produtivos, bem como a
selecdo de bioinsumos adequados. Além disso, essas pesquisas podem contribuir para a
biofortificagdo, uma fun¢ao ainda pouco estudada que abre oportunidades para a continuidade
deste estudo. Em um estudo realizado visando melhorar a mobilizagdo de ferro e zinco do
solo para os graos de milho usando formulag¢des a base de cianobactérias, a combinagdo do
biofilme An-Tr com um hibrido mostrou ser um sistema modelo para analises aprofundadas
dos efeitos benéficos da biofortificagdo mediada por microrganismos no milho, levando a uma
melhoria na qualidade dos graos e uma economia de 25% de nitrogénio (Nishanth et al.,
2021).
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Para a cultivar H1, ndo ¢ recomendado usar Hidro e tempos de tratamento prolongados
para maximizar a germinacdo. Para a cultivar H2, pode-se ter mais flexibilidade em relacdo a
bioinsumos e tempos de tratamento, devido a sua robustez nessas condi¢des. A cultivar H3 se
beneficiou significativamente em associacdo com B. subtilis e Hidro, especialmente em
tempos de tratamento mais longos.

Pela analise dos dados, destaca-se a influéncia significativa de fatores como gendtipo e
tempo de tratamento em varias variaveis biométricas. Para a drea de plantulas, gendtipo e
tempo de tratamento foram significativos. O nimero de ramificacoes das raizes foi
influenciado significativamente pelo gendtipo e pelos tratamentos com bioinsumos.

Para a variavel Area em fungdo dos gendtipos, as médias para cada genotipo e os
intervalos de confianca para as diferencas médias fornecem uma visualizagdo clara das
variacoes entre os genoOtipos. Para otimizar a area das plantulas, a cultivar H1 ¢ a mais
indicada, enquanto a H3 apresenta um desempenho inferior para esta variavel.

As areas das plantulas em diferentes tempos de tratamento apresentaram-se com uma
média de 8.0 no tempo inicial de Oh. As areas para os tratamentos de 2h e 4h foram
ligeiramente superiores, ambos em torno de 8.5, sem diferengas estatisticas significativas.
Notavelmente, para o tempo de 6h, houve uma média maior, 8.75, com diferencas
significativas em relagdo ao tempo 0. A partir destes resultados, apesar do tempo 0 apresentar
o menor desempenho, o tratamento prolongado de 6h resulta em um aumento na area das
plantulas, com os tratamentos de 2 e 4h proporcionando beneficios intermediarios sem
diferencas significativas entre eles.

Quanto ao Tamanho do Hipocoétilo (TH) em fungdo dos genotipos (GEN), as médias
para cada gendtipo e os intervalos de confianga para as diferencas médias proporcionam uma
visdo clara das variagdes entre os geno6tipos (Figura 1.4).
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FIGURA 1.4. Tamanho do hipocétilo (TH) de plantulas de milho tratadas com diferentes
bioinsumos (Bacillus amyloliquefaciens (Ba), B. subtilis (Bs), B. pumilus (Bp) e 4gua (Hidro))
em diferentes tempos de tratamento (h).

O estudo do tamanho do hipocétilo em diferentes gendtipos revelou que HI
apresentou a maior média (10.5), com variabilidade. H2 teve uma média um pouco menor
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(9.5), quando comparada a HI1, portanto, ndo significativa. H3 mostrou uma média de 7.5,
com diferenca significativa em relacdo aos outros dois genotipos. Consequentemente, a
cultivar HI tem um desempenho superior em termos de tamanho do hipocoétilo comparado a
cultivar H3, que, apesar de ter um desempenho melhor que H2, ainda ¢ inferior.

No H3 todos os tratamentos com bioinsumos foram superiores ao Hidro nos tempos 4
e 6h, onde somente o tratamento com B. subtilis foi igual ou superior ao Hidro em todos os
tempos avaliados. Os tratamentos com bioinsumos geram o maior ganho com 6h quando
comparado ao tempo Oh, tendo em média um ganho de 32,47% no tamanho da parte aérea,
sendo o tratamento com Ba o que teve o maior ganho com 38,74%.

O tamanho do hipocotilo foi afetado pelo genoétipo e pelo tempo, enquanto o tamanho
da raiz primaria foi influenciado por ambos esses fatores. Portanto, existem diferencas
significativas entre os genotipos e tratamentos para todas as variaveis estudadas, ilustrando a
complexidade das interagdes que afetam o crescimento das plantas. A selecdo de genotipos €
crucial, com a cultivar HI sendo preferencial para maximizar a area de plantulas, mesmo com
germinacgdo inferior as demais.

A interagdo para o tamanho do hipocoétilo (TH) mostrou como os genotipos (GEN),
bioinsumos (BIO) e tempos de tratamento (TEM) interagem de maneiras complexas,
influenciando significativamente o desenvolvimento das plantulas. O gendtipo H1 apresentou
alta resposta para o tratamento controle, atingindo crescimento maximo (~11.5), enquanto o
uso de outros bioinsumos resultou em uma diminui¢do gradual no crescimento, com Hidro
registrando os menores valores (~8-9). O genotipo H2 apresentou taxas de crescimento
consistentemente mais baixas em todos os bioinsumos, sugerindo menor sensibilidade as
variagdes bioquimicas.

O gendtipo H3 mostrou uma tendéncia de diminuigdo no crescimento do hipocotilo,
especialmente com Hidro, indicando uma possivel interagdo adversa quando ndo se associa o
uso de microrganismos.

Nas interacdes entre genotipo e tempo de tratamento, o H1 teve maior registro de
crescimento do hipocotilo em 6 horas de embebicao (~12), destacando uma resposta positiva
a tratamentos prolongados, enquanto H2 e H3 mantiveram um crescimento uniforme. Ainda
para o gendtipo H1, observou-se a menor taxa para a embebigao por 6 horas.

Nas interacdes entre tratamentos com bioinsumos € o tempo de tratamento, a
testemunha apresentou pouca variagdo no crescimento do hipocotilo entre diferentes tempos
de tratamento. B. pumilus e B. amyloliquefaciens exibiram variagdes significativas, com picos
em tempos especificos, sugerindo reacdes dindmicas as alteragdes temporais. Para o
tratamento com Hidro, houve um aumento notdvel no crescimento do hipocoétilo com
embebicao por 6 horas, indicando eficacia tardia ou efeito cumulativo ao longo do tempo. Tal
resultado pode ser discutido com base nos achados de Wang ef al. (2020), que demonstraram
que a ponta da raiz € a parte mais sensivel a um tratamento hidroestimulante, com alguns
processos-chave ocorrendo durante os estagios iniciais da resposta hidrotrdopica.

A importancia relativa do tamanho do hipocotilo versus o tamanho da raiz em
plantulas de milho pode depender do contexto especifico da pesquisa ou das condi¢des de
cultivo. No entanto, de maneira geral, o tamanho da raiz promove absor¢do de nutrientes e
agua, ou seja, raizes maiores e mais desenvolvidas sdo fundamentais para a absorc¢ao eficiente
de agua e nutrientes do solo, o que € crucial para o crescimento ¢ desenvolvimento saudavel
da planta (Sdenz Rodrigues; Cassab, 2021).

O tamanho do hipocétilo esta diretamente relacionado a emergéncia da plantula. Um
hipocoétilo mais longo pode facilitar a emergéncia da plantula do solo, especialmente em solos
compactados ou com cobertura vegetal densa. Em algumas condigdes, um hipocoétilo mais
longo pode ajudar a plantula a alcancar a luz solar mais rapidamente, o que ¢ essencial para a
fotossintese e o crescimento inicial.

O tamanho da raiz principal do H3 apresentou diferenga significativa principalmente
nos tempos 4 ¢ 6h, onde todos os bioinsumos foram superiores ao tratamento Hidro. O tempo
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Oh foi o tUnico que ndo apresentou diferenga entre os tratamentos. Os tratamentos com
bioinsumos geram o maior ganho com o tratamento de 4h quando comparado ao de Oh, tendo
em média um ganho de 36,37% no tamanho da raiz, sendo o tratamento com Ba o que teve o
maior ganho com 41,02%.

Um sistema radicular robusto, por sua vez, fornece uma ancoragem solida para a
planta, ajudando a prevenir o tombamento e estabilizando a planta contra ventos fortes e
outras forcas mecdnicas. Raizes mais extensas permitem que a planta explore um volume
maior de solo, aumentando a capacidade de encontrar recursos essenciais, especialmente em
condi¢cdes de seca ou solos pobres em nutrientes.

Os fendtipos radiculares regulam a aquisicao de recursos do solo; no entanto, seu
controle genético e plasticidade fenotipica sdo pouco compreendidos, e as respostas dos
fenotipos da arquitetura radicular variam para diferentes ambientes (plasticidade ambiental),
apresentando controle genético e locos distintos (Schneider ef al., 2020).

Dito isso, muitos estudos e praticas agricolas tendem a enfatizar a importancia do
tamanho e desenvolvimento do sistema radicular, pois raizes saudaveis e extensas sdo criticas
para a sobrevivéncia e produtividade a longo prazo da planta. No entanto, um equilibrio entre
o desenvolvimento do hipocotilo e das raizes ¢ ideal para garantir que a plantula possa
emergir com sucesso €, a0 mesmo tempo, estabelecer um sistema radicular forte.

A analise fornece uma base solida para futuras investigacdes na area de biotecnologia
agricola e manejo de culturas. Entender melhor as interagdes entre genotipos, bioinsumos e
tempos de tratamento pode levar ao desenvolvimento de novas estratégias e produtos que
otimizem a germinacgao e o crescimento das plantulas.

Quanto ao Numero de Ramificacdes de Raizes (NR) em fun¢do dos genoétipos, as
médias para cada gendtipo apresentaram diferencas significativas. O hibrido H1 se destacou
com uma média elevada de cerca de 80 ramificagdes. A cultivar H2 apresentou uma média
inferior, de 55 ramificagdes, sugerindo uma diferenca estatisticamente significativa em
relagdo a H1. A cultivar H3 apresentou uma média intermediaria de 70 ramificagdes, mas com
diferencas significativas tanto em relacdo a H1 quanto a H2.

Dentre os gendtipos, H1 mostrou-se superior tanto em relagdo a H2 quanto a H3,
posicionando-se como o mais responsivo aos tratamentos para se ter maior nimero de
ramificagdes em raizes. Enquanto isso, H3 teve um desempenho melhor que H2, reforgando
sua posicao intermedidria. Assim, Hl ¢ a melhor escolha para otimizar o numero de
ramificagdes de raizes, enquanto H2 ¢ a menos eficiente. O nimero de ramifica¢do de raizes ¢é
uma caracteristica relevante quando se busca remediacao de solos.

As raizes laterais sdo cruciais para a plasticidade das respostas das raizes as condi¢des
ambientais no solo. A microfauna bacterivora tem mostrado aumentar a ramificacao das raizes
e promover bactérias do solo produtoras de auxina. Provavelmente, o aumento das
concentragdes de nitrato na rizosfera leva ao acimulo de citocinina e interagdes com auxina
livre nas plantas, resultando finalmente em maior crescimento radicular. No geral, pode-se
inferir que existem mecanismos de controle mituo entre o metabolismo hormonal das plantas
e a sinalizagdo microbiana (Krome et al., 2010).

B. pumilus segue com média de 70 ramificacdes; que ndo diferiu da testemunha. B.
amiloliquefaciens, com média de 65, e B. subtilis, também com 70. Para o Hidro, ou seja, a
embebicdo sem microrganismos obteve-se 60 ramificagdes, com diferengas significativas em
relagdo aos outros tratamentos. Portanto, a testemunha e B. pumilus sdao preferiveis para
otimizar o numero de ramificagdes, enquanto Hidro mostra um desempenho inferior.
Produtores podem optar por B. pumilus para maximizar a eficacia das ramificacdes em
plantulas, considerando que os microrganismos podem contribuir também para ganhos como
a disponibilidade de micronutrientes.

Nas interagdes entre gendtipo e tempo de tratamento, H1 alcangou alta taxa de
ramificacdo no inicio do tratamento (Oh), diminuindo nas horas subsequentes. H2 manteve-se
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com taxas baixas em todos os tempos; e H3 apresentou aumento notavel no tempo final do
tratamento.

Para as interagdes entre bioinsumos e tempo de tratamento, a testemunha manteve-se
com taxa constante ao longo do tempo, com leve diminui¢dao no final. Para o tratamento com
B. pumilus e B. amiloliquefaciens observou-se queda nas taxas com o aumento do tempo de
tratamento, enquanto para os tratamentos com B. subtilis e Hidro houve observagdo de taxas
mais altas em tempos especificos.

A producgdo de milho ¢ limitada pela infertilidade do solo e pela baixa qualidade das
sementes. Tecnologias microbianas, como o tratamento de sementes com bactérias Bacillus,
melhoram a produtividade do milho em solos inférteis. No entanto, devido as variagdes nos
ambientes de crescimento do milho e nas espécies de Bacillus, testes sdo necessarios para
identificacao das melhores combinagdes. B. subtilis, B. pumilus € B. amyloliquefaciens sao as
espécies dominantes usadas para o tratamento de sementes (Ocwa; Ssemugenze; Harsanyi,
2024).

Na Figura 1.5 estdo apresentados os efeitos dos tratamentos com bionsumos no
tamanho total da plantula.
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FIGURA 1.5. Tamanho total (TT) de plantulas tratadas de milho tratadas com diferentes
bioinsumos (Bacillus amyloliquefaciens (Ba), B. subtilis (Bs), B. pumilus (Bp) e d4gua (Hidro))
em diferentes tempos de tratamento (h).

O tamanho das plantulas nao foi influenciado pelos tratamentos nos tempos 0 € 2 no
H3, porém teve diferenca nos tempos 4 ¢ 6h no H3, onde os tratamentos com bioinsumos
foram superiores ao tratamento Hidro, sendo aproximadamente o dobro do tamanho no tempo
4h. Os tratamentos com bioinsumos foram capazes de gerar ganhos no tamanho das plantulas,
sendo o maior ganho obtido no tempo de 4h quando comparado ao de Oh, tendo em média um
aumento de 32% no tamanho total das plantulas. O tratamento com o maior ganho foi o
obtido pelo tratamento Bs 4h quando comparado a testemunha, com um ganho de 34,12%.

Esses resultados indicam que longos periodos de tempo de acondicionamento com
agua podem ser prejudiciais tanto para germinagdo quanto para o desenvolvimento das
plantulas, sendo os bioinsumos capazes manter o vigor das plantulas ao melhorar seu
desenvolvimento em até 41%.

Na Figura 1.6 estdo apresentados os efeitos dos tratamentos com bioinsumos no
desenvolvimento das plantulas de milho, por meio da anélise de correlagdes. Para a andlise de
correlagdes observou-se que a germinagdo (GERM) apresenta correlagdes fracas com todas as
varidveis, indicando pouca relagdo direta com o crescimento ou caracteristicas fisicas das
plantulas. Para a area de plantulas (Area) houve correlagdes altas com o tamanho do
hipocoétilo (TH), o tamanho da raiz priméria (TRP) e o tamanho total (TT). O ntimero de
ramificagdes das raizes (NR) apresenta correlagdes moderadas a altas com Area, TH, TRP e
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TT, indicando que mais ramificagdes tendem a acompanhar um maior crescimento geral
(Figura 1.6).
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FIGURA 1.6. Mapa de calor da matriz de correlagdo das variaveis Germinacao (GERM),
Area (Area), Numero de Ramificacdes das Raizes (NR), Razdo Raiz-Hipocétilo (RRH),
Tamanho do Hipocétilo (TH), Tamanho da Raiz Priméria (TRP) e Tamanho Total (TT),
visualizando a forca e direcdo das relagdes de plantulas tratadas de milho tratadas com
diferentes bioinsumos (Bacillus amyloliquefaciens (Ba), B. subtilis (Bs), B. pumilus (Bp) e
agua (Hidro)) em diferentes tempos de tratamento (h).

Para a razdo raiz-hipocétilo (RRH), houve correlagdes fracas com outras variaveis,
refletindo um menor impacto nos aspectos gerais de crescimento das plantulas. Tanto o
tamanho do hipocoétilo (TH) quanto o tamanho da raiz primaria (TRP) foram fortemente
relacionados com o tamanho total (TT), demonstrando que maiores hipocdtilos e raizes
primarias contribuem significativamente para o tamanho total das plantulas.

As andlises de correlagdo revelam importantes interagdes entre as varidveis, essenciais
para entender as dinamicas de crescimento das plantulas e otimizar condigdes de cultivo.
Relagdes fortes entre determinadas varidveis podem orientar praticas agricolas mais eficazes,
focando nas caracteristicas que impactam significativamente o crescimento total das plantulas.

Ao se considerar as interacdes entre gendtipos e os bioinsumos, deve-se avaliar como
se da esta combinagdo. Com a analise de dialelo, obteve-se informagdes sobre as Capacidades
Geral e Especifica de Combinacdo (CGC e CEC, respectivamente) dos trés gendtipos de
milho quando combinados com diferentes bioinsumos. As caracteristicas analisadas incluiram
a area da plantula, o tamanho do hipocétilo e o desenvolvimento da raiz primaria.

A CGC e a CEC sao fundamentais para entender como diferentes genotipos
respondem a bioinsumos especificos, proporcionando insights valiosos para a selecdo de
combinagdes mais eficientes. Essas informagdes podem guiar o desenvolvimento de praticas
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agricolas que maximizem o crescimento e a produtividade das plantas, considerando as
interagdes genotipo-bioinsumo e suas influéncias no desenvolvimento das plantulas.

Para a CGC observou-se a influéncia aditiva dos gendtipos sobre as caracteristicas
avaliadas. Os valores de CGC para cada genotipo sdo detalhados abaixo, ilustrando a
contribuicdo de cada um para as caracteristicas fenotipicas observadas (Tabela 1).

TABELA 1. Capacidade Geral de Combinacdo (CGC) e Capacidade Especifica de
Combinacao (CEC) dos genotipos com os bioinsumos para area da plantula (Area), tamanho
do hipocotilo (TH), desenvolvimento da raiz primaria (DRP) e germinacdo (GERM).

CGC
Genotipo Area TH DRP GERM
AS1850PRO4 (H3) 1.2 -0.3 0.8 0.9
P3707VY (H1) 2.1 0.5 1.5 1.3
NS45 VIP3 (H2) 0.8 1.1 2.0 1.1
CEC
AS1850PRO4 (H3) x B. pumilus 1.5 -0.2 2.3 1.4
P3707VY (H1) x B. amyloliquefaciens 2.4 0.8 1.8 1.6
NS45 VIP3 (H2) x B. subtilis 0.7 1.4 3.1 2.0

O genotipo H1 apresentou a maior CGC para a area da plantula, indicando uma forte
capacidade genética para influenciar essa caracteristica. O genotipo NS45 VIP3 destacou-se
no desenvolvimento da raiz primdria, mostrando seu potencial para melhorar essa
caracteristica vital para a absor¢ao de nutrientes.

Para a CEC, houve combinagdes especificas entre gendtipos e tratamentos que
exibiram eficdcia, destacando as sinergias potenciais para os tratamentos dos hibridos.
Especificamente a combinacdo de H2 com B. subtilis foi a mais significativa, apresentando a
maior CEC para o desenvolvimento da raiz primaria, indicando uma interagao particularmente
eficaz que potencializa o crescimento radicular.

Enquanto a CGC reflete o potencial genético geral dos genétipos para influenciar
determinadas caracteristicas, a CEC identifica interagdes especificas entre genotipos e
bioinsumos que podem ser exploradas para otimizar o desempenho agronomico. Isso
evidencia a importancia de estratégias de selecdo que integrem tanto as contribui¢des
genéticas (CGC) quanto as interagdes especificas (CEC) para desenvolver culturas mais
produtivas e resistentes.

A compreensdo das CEC ¢ crucial para direcionar a aplicagdo de bioinsumos de
maneira a maximizar os beneficios em condi¢cdes de campo especificas, alavancando o
potencial genético das variedades de plantas. Essa abordagem integrada pode levar ao
desenvolvimento de praticas agricolas mais eficientes e sustentaveis, melhorando a
produtividade e a resiliéncia das culturas.

Inoculantes ou biofertilizantes que visam substituir parcial ou totalmente os
fertilizantes quimicos estdo se tornando cada vez mais importantes na agricultura, a medida
que cresce a percepcdo global da necessidade de aumentar a sustentabilidade. Melhorias
significativas na qualidade dos inoculantes e no lancamento de novas cepas e formulagdes
foram alcangadas. No entanto, a agricultura continuard a demandar pesticidas quimicos, e sua
baixa compatibilidade com inoculantes, especialmente quando aplicados as sementes,
representa uma grande limitagdo para o sucesso da inoculacao.

As diferengas na compatibilidade entre pesticidas e inoculantes dependem de seu
principio ativo, formulagdo, tempo de aplicagdo e periodo de contato com microrganismos
vivos; no entanto, em geral, eles tém um alto impacto na sobrevivéncia e no metabolismo
celular, afetando a contribui¢do microbiana para o crescimento das plantas. Novas estratégias
para resolver a incompatibilidade entre pesticidas e inoculantes sdo necessarias, uma vez que
as que foram propostas at¢ o momento ainda sdo muito modestas em termos de demanda
(Santos et al., 2021).



29

Embora os bioinsumos ndo tenham demonstrado um impacto significativo no
crescimento total das plantulas em comparacao ao hidrocondicionamento, eles foram notdveis
por melhorarem aspectos especificos do desenvolvimento inicial das plantas, particularmente
o sistema radicular. Essa variacdo na eficacia dos tratamentos entre os genétipos ressalta a
necessidade de personalizar as abordagens de condicionamento fisiologico para cada tipo de
genotipo e suas condicdes de crescimento especificas.

Assim, enfatiza-se a importdncia de adaptar as estratégias de tratamento as
caracteristicas especificas de cada gendtipo de milho para otimizar os beneficios dos
bioinsumos no desenvolvimento vegetativo. Este estudo também destaca a necessidade de
uma abordagem integrada e personalizada no manejo agricola, onde a compreensdo das
interacdes entre gendtipos, bioinsumos e condi¢des de tratamento ¢ essencial para otimizar o
desenvolvimento das plantas e melhorar os resultados agrondmicos.

As conclusdes praticas destacam a importancia de selecionar bioinsumos adequados
para cada cultivar, a fim de otimizar as taxas de ramificagdo, ajustar os tempos de tratamento
de acordo com o genétipo para melhorar o desempenho das plantulas e considerar
cuidadosamente a escolha do bioinsumo e a duragdo do tratamento devido as diferentes
respostas ao longo do tempo. Essas andlises sublinham a importancia de uma abordagem
integrada no manejo agricola para otimizar as praticas e melhorar os resultados do cultivo.

4.4. Conclusoes

O hidrocondicionamento com agua ¢ prejudicial para as variaveis analisadas nos
tempos 4 e 6 para o genotipo NS45 VIP3. Para o gendtipo ASI850PRO4 o uso de
bioinsumos pode melhorar o desenvolvimento de plantulas de milho, gerando assim ganhos
de até 41% tanto no tamanho da parte aérea, raiz e comprimento total de plantulas quando
inoculados com B. amyloliquefaciens. O melhor tempo identificado para o condicionamento
das sementes foi de 4h. O hibrido P3707VY ndo apresentou ganhos significativos nas
variaveis analisadas.

Ha uma interacdo especifica do genotipo NS45 VIP3 e o bioinsumo B. pumilus, que

melhoram o crescimento das plantulas.

Os bioinsumos tém a capacidade de gerar ganhos no desenvolvimento das plantulas,

porém esse efeito depende de interacdes positivas entre 0s microrganismos € 0s genotipos que
nem sempre estdo presentes.
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4.6. ANEXO

Genétipo Condicionamento Tempo (h) Germinacio (%)
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Anexo 1. Germinagao dos tratamentos nos 3 genotipos avaliados.
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5. ARTIGO 2 , )
RESPOSTA DE GENOTIPOS DE MILHO A BIOINSUMOS SOB CONDICOES DE
RESTRICAO HIDRICA

RESUMO

Diversas atividades tém se adaptado as novas condig¢des climaticas e buscado alternativas
sustentaveis para sua manutencao. Nesse contexto, o uso de bioinsumos tem se mostrado uma
ferramenta eficaz para adaptacdo a essas condi¢cdes em constante mudanga. Este trabalho teve
como objetivo avaliar a interacdo entre diferentes bioinsumos e gendtipos de milho
submetidos ao estresse hidrico. Foram estudados quatro genoétipos, incluindo trés cultivares
hibridas (P3707VYH, NS45 VIP3, AS1850 PRO4) e uma variedade crioula "Pé-de-boi", e
suas interacdes com tratamentos de bioinsumos inoculados com Bacillus aryabhattai (BAR),
B. pumilus (BPM), B. amyloliquefaciens, B. subtilis ¢ um tratamento somente com estresse
hidrico (EH). No gen6tipo AS1850PRO4, o tratamento com B. amyloliquefaciens apresentou
o maior efeito na germinacdo aos 10 dias. Este tratamento foi efetivo na promogdo de
crescimento das plantulas deste genotipo, proporcionando um incremento de 87% no
comprimento da parte aérea da plantula e gerando ganhos de 32,62% no tamanho total da
plantula. Entretanto, esse efeito ndo foi observado em nenhum dos demais genotipos. O
genotipo NS45 VIP3 foi o unico que obteve um tratamento inferior ao estresse, sendo o
tratamento com B. aryabhattai 23% menor que o tratamento somente com estresse no
tamanho da raiz principal. O tratamento com B. amyloliquefaciens foi o Uinico a apresentar
melhorias significativas no desenvolvimento das plantulas quando comparado ao estresse.
Somente o genotipo AS1850PRO4 apresentou interacdes significativas positivas com 0s
bioinsumos. Esses resultados destacam a importincia de adaptar os tratamentos de
bioinsumos as caracteristicas especificas de cada genotipo para otimizar o desenvolvimento
das plantas sob condic¢des de estresse hidrico.

Palavras-chave: Anélise de imagem, polietilenoglicol, Zea mays, Bacillus aryabhattai.

ABSTRACT

Several agricultural sectors have sought measures to adapt to new climate conditions and to
find sustainable alternatives for their maintenance. In this context, the use of bioinputs has
proven to be an effective tool for adaptation to the constantly changing conditions. This study
addressed the interaction between different bioinputs and maize genotypes exposed to water
stress. Four genotypes, including three hybrid cultivars (P3707VYH, NS45 VIP3, AS1850
PRO4) and a landrace variety "Pé-de-boi", and their interactions with bioinput treatments of
inoculation with Bacillus aryabhattai (BAR), B. pumilus (BPM), B. amyloliquefaciens, and B.
subtilis, and a treatment with water stress (EH) only were studied. For genotype
AS1850PRO4, the treatment with B. amyloliquefaciens had the strongest effect on
germination in the evaluation after 10 days. This treatment effectively promoted seedling
growth of this genotype, with an increase of 87% in shoot length and gains of 32.62% in total
seedling size. However, this effect was not observed in any of the other genotypes. NS45
VIP3 was the only genotype with a poorer performance than in the stress treatment. In the
treatment with B. aryabhattai, the main root size was 23% shorter than in the treatment with
stress only. Significant improvements in seedling development were only observed in the
treatment with B. amyloliquefaciens, compared to the stress treatment. Only genotype
AS1850PRO4 had significant positive interactions with the bioinputs. These results reinforce
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the relevance of adapting bioinput treatments to the genotype-specific characteristics, with a
view to optimizing plant development under drought stress.

Keywords: Image analysis, polyethylene glycol, Zea mays, Bacillus aryabhattai.

5.1. Introducio

A agricultura ¢ uma atividade dependente das condi¢des ambientais presentes no local.
Devido a isso, as areas podem ser delimitadas com base na sua aptiddo para o
desenvolvimento da atividade. Essas dareas, entretanto, podem sofrer mudancas em suas
condi¢des ambientais, o que pode alterar sua aptiddo. Alteragdes nas condi¢des climaticas
foram detectadas em diversos locais, seja devido a alteragdo no regime hidrico, variagdes na
temperatura ou outros fatores, que podem ocasionar eventos prejudiciais, como ondas de calor
ou secas (Geirinhas et al., 2021; Léazaro et al., 2020; Raulino; Silveira; Lima Neto, 2021).

Diversos fatores podem influenciar essas alteragdes, sendo a atividade humana uma
delas, como a pratica da agropecuaria (Brito et al., 2020). Com essas mudancas nas
condi¢des, a viabilidade da producdo agricola em algumas regides pode ser alterada e, por
consequéncia, a aptidao dessas areas.

A evolugdo na aptiddo de uso tem sido estudada e os resultados apresentados tém sido
preocupantes. Diversos locais, antes aptos para certas culturas, se tornariam inaptos ou
apresentariam alguma restri¢do a sua atividade, sendo necessdria a tomada de agdes que
permitam a continuidade da atividade no local (Castro et al., 2020; Gaaloul; Eslamian;
Katlance, 2021; Krol-Badziak; Kozyra; Rozakis, 2024; Pereira et al., 2023; Straffelini;
Tarolli, 2023). Entre esses fatores, um dos que mais t€ém sido preocupantes € o regime hidrico,
onde a presenc¢a de secas, seja de longo ou curto prazo, pode se tornar mais frequente, o que
geraria perdas em culturas importantes como o milho.

O milho (Zea mays L.) ¢ uma das culturas mais importantes do mundo. Parte dessa
importancia deve-se a sua diversidade de usos em multiplas industrias, como a téxtil, papel,
energia e alimentar (Ramos et al., 2020; Santoyo; Urtis-Flores; Orozco-Mosqueda, 2024).
Essa importancia ¢ refletida na sua presenga internacional, uma vez que gera um
desenvolvimento econdmico e uma seguranca alimentar significativos para os paises
produtores (Erenstein et al., 2022).

A cultura, assim como muitas outras, demonstra-se vulneravel a condi¢des climaticas
desfavoraveis, como periodos de estresse hidrico, o que traz problemas no desenvolvimento e
producdo (Ferreira et al., 2024; Iparraguirre et al., 2024; Mubeen et al., 2021). Devido a isso,
alternativas que permitam a manuten¢ao da producdo e das areas produtivas atuais tém sido
buscadas, considerando que a migracdo para outras atividades ndo se demonstra uma
alternativa viavel. Entre as varias alternativas estudadas, algumas que apresentaram resultados
promissores foram a aplicagdo de silicato, spray de célcio e, em especial, o uso de bioinsumos
(Abbas; Abdel-Lattif; Shahba, 2021; Gomaa et al., 2021; Iparraguirre et al., 2024; Mubeen et
al.,2021).

Bioinsumos podem ser caracterizados como produtos, processos ou tecnologias de
origem vegetal, animal ou microbiana, que interferem de maneira positiva no crescimento,
desenvolvimento ou mecanismos de resposta em animais, plantas, microrganismos e
substancias derivadas que interajam com produtos, processos fisico-quimicos e biologicos
(Brasil, 2020). Esses produtos demonstraram grande potencial de uso na agricultura,
especialmente os de origem microbiana.

Os bioinsumos microbianos se apresentam como uma das melhores alternativas, pois,
além de conferir resisténcia aos estresses hidricos, eles também trazem outros beneficios,
como aumento no crescimento vegetativo e produtivo do milho, disponibilizacdo de
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nutrientes, fixacdo de nitrogénio, melhoria de solos alcalinos e resisténcia a doengas
(Iparraguirre et al., 2024; Mishra; Mishra; Arora, 2022; Mishra et al., 2023; Mubeen ef al.,
2021; Santoyo; Urtis-Flores; Orozco-Mosqueda, 2024; Xie et al., 2024). Esses beneficios,
entretanto, requerem que tanto os microrganismos utilizados quanto a cultura aplicada tenham
interacdes positivas, onde diferentes genotipos, mesmo da mesma cultura, podem ter
resultados diferentes a depender de como essas interagdes ocorrem (Poldasari et al., 2022).

O objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas no desenvolvimento inicial de
genotipos de milho submetidos ao estresse hidrico com diferentes bioinsumos.

5.2. Material e Métodos

5.2.1 Caracterizacao dos materiais

Os genotipos utilizados foram compostos pelas cultivares P3707VYH, NS45 VIP3,
AS1850 PRO4 e uma variedade crioula "Pé-de-boi". As cultivares utilizadas sdo hibridos
simples das empresas PIONEER (P3707VYH), BAYER (AS1850 PRO4) e NIDERA (NS45
VIP3), recomendados para plantio no estado de Sergipe. As sementes das cultivares foram
adquiridas no comércio local, enquanto a variedade crioula foi obtida com produtores locais.

Todos os genoétipos utilizados atendem aos parametros minimos da normativa 45/2013
do MAPA sobre os padrdes de produgdo e comercializagdo de sementes de milho (Brasil,
2013), onde a germinacao dos materiais utilizados € superior a 85%.

Os bioinsumos inoculados foram Bacillus aryabhattai (BAR), B. pumilus (BPM), B.
amyloliquefaciens (BAM) e B. subtilis (BS), disponibilizados pela empresa Biofarm®, com
0s microrganismos para uso comercial em solu¢do liquida, com concentragdo minima de
5x10° unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml).

5.2.2 Teste de germinacgio

As sementes foram inoculadas com 50 ml do bioinsumo para 100 sementes e
permaneceram na solu¢do microbiolizadora durante 10 minutos, onde, por 1 minuto, foram
submetidas a agitacdo para melhor recobrimento e ficaram em repouso pelos nove minutos
restantes. ApoOs o tratamento, as sementes de milho foram submetidas ao teste de germinagao.
Para este teste, foram empregadas quatro repetigdes de 25 sementes de cada tratamento.

A germinagdo foi realizada em papel germitest previamente umedecido com PEG a
-0,2 MPa, e as testemunhas adicionais foram umedecidas com agua destilada correspondente
a 2,5 vezes o peso do papel, sendo mantidas em germinador tipo BOD a 25 °C sob
fotoperiodo de 12 horas (Brasil, 2009).

O estresse hidrico no potencial osmético de -0,2 MPa foi obtido pela dilui¢do de
119g/1 de PEG 6000 em temperatura constante de 25 °C sob agitacdo constante.

5.2.3 Avaliac¢ao das plantulas

As avaliagdes foram realizadas aos 4, 7, 10 e 14 dias, sendo avaliada a germinagdo das
sementes (G). Foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram plantulas com
todas as estruturas necessarias bem desenvolvidas (Brasil, 2009). A partir dos resultados
obtidos, foi estimado o percentual de Germinacao (%GQG).

As plantulas obtidas no teste de germinagdo de cada tratamento foram avaliadas
quanto ao tamanho do hipocoétilo (TH), da raiz priméria (TRP), da raiz secundéria (TRS),
tamanho total da plantula (TT) e niimero de ramificagdes das raizes (NR) com o auxilio do
equipamento de andlise de imagem Groundeye®.

5.2.4 Delineamento estatistico

Os genotipos foram compostos pelas cultivares P3707VYH (H1), NS45 VIP3 (H2),
AS1850 PRO4 (H3) e uma variedade crioula “Pé-de-boi” (C1), genétipos indicados para
plantio em Sergipe, ¢ uma testemunha que foi submetida somente ao estresse (EH). Foi
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utilizada uma testemunha adicional para cada genotipo, as quais ndo foram submetidas ao
estresse hidrico e ndo foram inoculadas com nenhum bioinsumo.

Com os quatro gendtipos, cinco bioinsumos e a testemunha adicional para cada
genotipo, foi formado um delineamento de 4 X 5 + 4, totalizando um total de 24 tratamentos
avaliados.
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5.2.5 Analise estatistica

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC) em fatorial duplo,
composto pelos fatores genotipos e bioinsumos submetidos ao estresse hidrico.

Os dados foram testados quanto a distribuicdo normal de acordo com o teste de
Shapiro-Wilk e homogeneidade das variancias pelo teste de Bartlett. Posteriormente, os dados
foram submetidos a andlise de variancia por meio do teste F. As médias dos tratamentos
estudados foram agrupadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Todas as analises
estatisticas foram realizadas no software R v. 4.0.2 (Team, 2020).

5.3. Resultados

Os efeitos do estresse hidrico na germinagdo dos genotipos podem ser observados na
Figura 2.1.

120 5 120 5
W ASTESOPRO4 B AS1BS0PROS
O NEaAP O HE4EVIPD

O PITOTVYH O PITOTVYH
B P

100 i 100 4 i o

&0 4 &0 4 N

60 60

Germinagio 10 dias (%)
Germinagio 14 dias %)

40 40

20 20 -

Controle Estresse Controle Estresse

*Letras mailsculas representam diferenga entre os gendtipos do mesmo tratamento e letras minusculas
diferengas entre tratamentos do mesmo genodtipo. Tratamentos sem letras n&o apresentaram diferenca
estatistica.

FIGURA 2.1. A. Germinagao aos 10 dias em sementes de milho sem estresse e submetidas a
estresse hidrico. B. Germinacao aos 14 dias em sementes de milho sem estresse e submetidas
a estresse hidrico.

Todos o0s gendtipos apresentaram germinagdo superior a 95% no tratamento sem
estresse hidrico (Figura 2.1). O genotipo AS1850PRO4 foi o mais suscetivel ao estresse
hidrico, com uma reducao de 98% e 49% na germinagdo aos 10 e 14 dias, respectivamente. O
genotipo NS45VIP3 foi o mais resistente ao estresse, com uma reducdo de 61% e 18% na
germinacdo aos 10 e 14 dias, respectivamente.

O gendtipo P3707VYH apresentou uma reducio de 79% e 26% na germinagao aos 10
e 14 dias, respectivamente, enquanto o genotipo "Pé-de-boi" teve uma reducao de 79% e 38%
na germina¢ao nos mesmos periodos.

Nenhum dos gendtipos avaliados germinou sob estresse hidrico aos 4 dias. Apenas o
genotipo "Pé-de-boi" mostrou germinagdo sob estresse hidrico aos 7 dias, com 16% no
tratamento com B. aryabhattai e 2% no tratamento com B. subtilis.

Os efeitos dos tratamentos na germinagdo dos diferentes gendtipos podem ser
observados na Figura 2.2.
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FIGURA 2.2. A. Germinagdo aos 10 dias em sementes de milho tratadas com bioinsumos e
submetidas a estresse hidrico. B. Germinag¢ao aos 14 dias em sementes de milho tratadas com
bioinsumos e submetidas a estresse hidrico.

A germinagdo aos 10 dias (Figura 2.2 A) apresentou diferencas nos tratamentos dentro
dos gendtipos AS1850PRO4, NS45VIP3 e "Pé-de-boi", sendo que apenas o genotipo
P3707VYH nao apresentou diferencas significativas entre os tratamentos. No genotipo
AS1850PRO4, o tratamento com B. amyloliquefaciens mostrou o maior efeito na germinagao,
alcangando 30%, enquanto o tratamento sob estresse hidrico resultou em apenas 1% de
germinagdo aos 10 dias. No genotipo "Pé-de-boi", os tratamentos com B. subtilis ¢ B.
aryabhattai foram superiores ao estresse, apresentando germinagdes de 52%, 49% e 22%,
respectivamente. Os gendtipos NS45VIP3 e P3707VYH nao apresentaram efeitos positivos
significativos em comparacao com o estresse.

Aos 14 dias (Figura 2.2 B), apenas o genotipo NS45VIP3 nao apresentou diferenga
entre os tratamentos. No gendétipo AS1850PROA4, o tratamento com B. amyloliquefaciens foi
superior ao com B. subtilis, com germinacdes de 71% e 43%, respectivamente. No genotipo
"Pé-de-boi", o tratamento com B. aryabhattai foi superior ao com B. amyloliquefaciens,
apresentando germinacdes de 78% e 45%, respectivamente. O gendtipo P3707VYH foi o
unico a apresentar desempenho inferior sob condi¢do de estresse, com o tratamento com B.
pumilus resultando em 39% de germinagdo, inferior ao tratamento com estresse hidrico, que
teve 68%. Nenhum dos tratamentos nos genotipos avaliados foi estatisticamente superior ao
tratamento com estresse.

Os efeitos dos tratamentos no tamanho das plantulas dos diferentes genotipos podem
ser observados na Figura 2.3.
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FIGURA 2.3. A. Tamanho do hipocoétilo das plantulas de milho dos tratamentos com
bioinsumos submetidos a estresse hidrico. B. Tamanho da raiz principal das plantulas de
milho dos tratamentos com bioinsumos submetidos a estresse hidrico. C. Tamanho total das
plantulas de milho dos tratamentos com bioinsumos submetidos a estresse hidrico.

O tamanho do hipocoétilo das plantulas (Figura 2.3 A) apresentou diferenca
significativa apenas no genotipo AS1850PRO4, onde o tratamento com B. amyloliquefaciens
foi superior ao estresse, proporcionando um incremento de 87% no comprimento da parte
acrea da plantula. Os demais gendtipos ndo apresentaram efeitos significativos no tamanho do
hipocaétilo das plantulas.

O tamanho da raiz principal das plantulas (Figura 2.3 B) apresentou diferenga nos
tratamentos dentro dos gendtipos AS1850PRO4, NS45VIP3 e P3707VYH, enquanto o
genotipo "Pé-de-boi" nao teve diferenga significativa entre os tratamentos. O gendtipo
AS1850PRO4 foi mais suscetivel aos efeitos do estresse quando comparado aos gendtipos
P3707VYH e "Pé-de-boi".

No genétipo AS1850PRO4, os tratamentos com B. amyloliquefaciens e B. pumilus
foram superiores ao tratamento com B. aryabhattai, com comprimentos de 16 cm, 15 cm e 12
cm, respectivamente. No genotipo P3707VYH, o tratamento com B. amyloliquefaciens
resultou em um comprimento da raiz principal 25% maior do que o tratamento com B.
aryabhattai. O gendtipo NS45VIP3 foi o Gnico a apresentar um resultado inferior ao estresse,
sendo que o tratamento com B. aryabhattai foi 23% menor que o tratamento somente com
estresse, para a variavel tamanho da raiz principal. Nenhum dos tratamentos nos genotipos
avaliados foi estatisticamente superior ao tratamento controle em estresse.

Observou-se para o tamanho total das plantulas (Figura 2.3 C) diferenca nos
tratamentos dentro dos gendtipos AS1850PRO4 e NS45VIP3, enquanto os gendtipos
"Pé-de-boi" e P3707VYH ndo foram diferentes. O genotipo AS1850PRO4 foi o mais
suscetivel aos efeitos do estresse.

No gendtipo AS1850PRO4, o tratamento com B. amyloliquefaciens foi superior ao
estresse, gerando um incremento de 32,62% no tamanho total da plantula. Os tratamentos com
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B. amyloliquefaciens (23,4 cm) e B. pumilus (21,6 cm) foram superiores ao tratamento com B.
aryabhattai (17,1 cm). No gendtipo NS45VIP3, o tratamento com B. amyloliquefaciens (24,6
cm) foi superior ao com B. aryabhattai (19,7 cm).

Os efeitos dos tratamentos no numero de ramificagdes das raizes nos diferentes
gendtipos podem ser observados na Figura 2.4.
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FIGURA 2.4. A. Numero de ramificagdes das raizes entre os tratamentos. B. Numero de
ramificagdes das raizes entre os gendtipos.

Nao houve interacdo significativa para ramificagdes das raizes entre os tratamentos
para os genoétipos. Os tratamentos com B. pumilus e B. subtilis foram iguais ao estresse,
enquanto os tratamentos com B. amyloliquefaciens ¢ B. aryabhattai foram inferiores ao
estresse. O genotipo “Pé-de-boi” teve um numero de ramificagdes superior a todos os demais
genotipos.

5.4. Discussao

A busca por melhorias na germinagdo sob condigdes de estresse hidrico se torna
crucial devido a reducdo na quantidade de plantas normais e ao aumento de plantulas
anormais e sementes duras, efeitos que se intensificam com o aumento do estresse hidrico
(Rai et al., 2024; Sousa et al., 2023). Esses efeitos foram observados nos gendtipos avaliados,
especialmente na germinacao das sementes. A germinacdo aos 7 dias, que ¢ o padrao da
espécie, quase nao foi identificada, e a germinacdo aos 10 e 14 dias foi consideravelmente
reduzida, atingindo uma reducgdo de até 98%. Essa reducao na germinagao ¢ um dos efeitos
mais danosos, pois reduz o estande de plantas, afetando negativamente a produtividade das
areas.

Os efeitos prejudiciais do estresse hidrico também podem afetar a parte aérea das
plantas. Estudos indicam que, quanto maior a restri¢do hidrica, maior a reducao no tamanho
da parte aérea, podendo chegar a mais de 90% (Crosa; Chacon-Ortiz; Felipez, 2021; Sousa et
al., 2023).

A melhoria no desenvolvimento no hipocétilo com B. subtilis ndo tinha sido detectada
em condi¢gdes normais (Buchelt, 2019), entretanto em condi¢des de estresse o bioinsumo se
apresentou capaz de gerar ganho de 87% no comprimento da parte aérea do gendtipo
AS1850PRO4 quando comparado ao estresse, esse mesmo comportamento, entretanto, nao
foi observado nos demais genotipos.
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O tratamento com B. amyloliquefaciens foi efetivo na promocdo de crescimento das
plantulas do gendtipo AS1850PRO4, gerando ganhos de 32,62% no tamanho total da
plantula.

Esse efeito benéfico no desenvolvimento das plantulas sob o estresse hidrico pode ser
devido a atividade das enzimas antioxidantes como a catalase, superdxido dismutase,
ascorbato peroxidase e polifenol oxidase serem influenciadas pela interagdo positiva entre os
tratamentos e genotipos (Luo et al., 2024; Misra et al., 2019; Peralta et al., 2021; Sandhya et
al., 2010).

Esse efeito também pode ser devido a producdo de fitohormonios vegetais que
favorecem o desenvolvimento como o acido indolacético (Li et al., 2020; Misra et al., 2019;
Mukhtar et al., 2020).

A resisténcia ao estresse hidrico pelo uso de bioinsumos também pode ser observada
na reducdo da demanda de 4gua na planta, onde o efeito dos bioinsumos proporcionou uma
redugdo durante condigdes normais e sob estresse. Um dos microrganismos identificado com
a capacidade de proporcionar esse efeito foi o B. pumilus (Kalman et al., 2024).

Essa interagdo positiva, entretanto, pode nao ser obtida em alguns geno6tipos devido ao
seu método de acdo, o qual pode ser especifico e depender da interagdo com o hospedeiro.
Um exemplo da melhoria decorrente de um mecanismo especifico € o do B. subtilis. Este
microrganismo, quando inoculado em plantas submetidas ao estresse hidrico, promove
alteragcdo na expressao de genes relacionados ao estresse, como € o caso do DHNI e WRKY18
(Yasmeen et al., 2024).

O efeito do B. pumilus (BPM) sob estresse ¢ conflitante com relatos anteriores que
indicam seu efeito negativo no desenvolvimento radicular sob condi¢des normais (Kalman et
al., 2024). Isso sugere uma possivel melhor interacio quando em condi¢des de estresse.
Embora estudos indiquem a capacidade de tratamentos com B. aryabhattai de promover o
crescimento na cultura do milho e em outras culturas (Fuga, 2023; Castro, 2023; Nakatani,
2024), esses efeitos positivos ndo foram identificados no presente estudo em nenhum dos
genotipos e variaveis avaliados.

Diversas diferencas entre os bioinsumos dentro dos genétipos foram identificadas,
demonstrando assim que ha interacdes que os microrganismos possuem entre os genotipos,
logo isso demonstra a necessidade do desenvolvimento de tratamentos com bioinsumos que
levem em consideragdo as diferentes interacdes que os microrganismos podem ter com o
material genético utilizado.

5.5. Conclusoes

O tratamento com B. amyloliquefaciens ¢ o Uinico a apresentar melhorias significativas
no desenvolvimento das plantulas.

Apenas o gendtipo AS1850PRO4 apresentou interagdes positivas significativas com os
bioinsumos. Os tratamentos com B. aryabhattai ¢ B. pumilus sdo os unicos que resultam em
interagdes negativas, afetando o tamanho da raiz principal e a germinacdo aos 14 dias,
respectivamente.

Pesquisas a longo prazo sdo necessarias para avaliar os efeitos dos bioinsumos ao
longo do ciclo da cultura, bem como para investigar os mecanismos pelos quais esses efeitos
sdo gerados.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo forneceu uma analise abrangente sobre a interacao entre bioinsumos
e genodtipos de milho em condigdes de estresse hidrico, contribuindo significativamente para o
entendimento da promog¢ao do crescimento inicial € da germinagdo de plantulas de milho.

Com a pesquisa se revelou que a escolha do genotipo, do bioinsumo e do tempo de
tratamento sdo fatores criticos que influenciam o desempenho das plantulas, com variagdes
significativas observadas entre diferentes combinagdes. O gendtipo P3707VYH apresentou
variabilidade nas taxas de germinacdo com diferentes bioinsumos, sendo menos eficiente com
hidrocondicionamento sem microrganismos. O gen6tipo NS45 VIP3 mostrou robustez com
taxas de germinacdo altas e consistentes, independentemente do bioinsumo utilizado. Para o
gendtipo AS1850PRO4 se obteve melhores resultados com B. subtilis e Hidro, indicando a
importancia do uso adequado de bioinsumos para este gendtipo.

O tempo de tratamento influenciou significativamente o desenvolvimento das
plantulas, com o gendtipo P3707VYH apresentando melhor desempenho em tempos mais
curtos, enquanto NS45 VIP3 e AS1850PRO4 beneficiaram-se com tempos de tratamento
prolongados.

Contudo, a diversidade nas respostas dos genotipos aos bioinsumos e tempos de
tratamento sugerem a necessidade de personalizacdo das praticas de manejo para otimizar os
resultados.

As interagdes entre gendtipos e bioinsumos podem variar conforme as condigdes
ambientais, destacando a importancia de testes locais e especificos para diferentes regides
agricolas. A escolha do bioinsumo correto para cada genotipo € critica, mas desafiadora,
devido as diferentes respostas observadas. Futuras pesquisas devem focar na exploragao de
novos bioinsumos e combinagdes que possam otimizar ainda mais a germinagdo € o
crescimento das plantulas de milho.

Investigacdes a longo prazo sobre o impacto dos bioinsumos no ciclo completo de
crescimento do milho, incluindo rendimento final, podem fornecer conhecimentos mais
abrangentes. A aplicagdo de técnicas avangadas de analise genomica pode ajudar a identificar
0s mecanismos subjacentes as interacdes entre genotipos e bioinsumos, possibilitando a
engenharia de plantas mais resilientes e produtivas.

Os resultados deste estudo sublinham a importancia de uma abordagem integrada e
personalizada no manejo agricola, onde a compreensdo detalhada das interagdes entre
genotipos, bioinsumos e tempos de tratamento € essencial para otimizar o desenvolvimento
das plantas e melhorar os resultados agrondomicos. Implementar essas praticas pode levar a
uma agricultura mais sustentdvel, economicamente viavel e ambientalmente responsavel,
garantindo maior resiliéncia das culturas e seguranca alimentar.

Futuros estudos necessitam de investigagdes de longo prazo para avaliar o impacto dos
bioinsumos ao longo do ciclo completo de crescimento do milho, seus efeitos na atividade
enzimatica e na expressao génica.
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