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RESUMO 

 

Silva, Ludimila Lopes da. Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia Goiano - Campus Rio 

Verde – GO, outubro de 2025. Bioinoculação com Bacillus spp., e seus efeitos fisiológicos no 

desempenho de plântulas de milho. Orientadora: Prof.ª Dr.ª Juliana de Fátima Sales. Coorientadores: 

Dr. Arthur Almeida Rodrigues. Dr.ª Ingrid Maressa Hungria de Lima e Silva. 

 

A crescente demanda por alternativas sustentáveis na agricultura tem estimulado o uso de 

microrganismos promotores de crescimento vegetal como estratégia para otimizar o desempenho 

inicial das culturas. Neste contexto, objetivou-se avaliar os efeitos fisiológicos iniciais da aplicação 

de bioinoculante comercial contendo Bacillus spp., em plântulas de milho (Zea mays L.), cultivadas 

em areia estéril sob condições controladas. O experimento foi conduzido nas concentrações de 0 

(água); 50; 100; 150 e 200 µL e quatro repetições. Foram analisadas variáveis morfológicas 

(emergência, comprimento e massa seca de raízes e parte aérea), fisiológicas (fluorescência da 

clorofila a e trocas gasosas), anatômica e histoquímica e analisadas por PCA e correlação de Pearson. 

A aplicação na dose 100 µL do bionoculante promoveu maior porcentual na emergência atingindo 

85%, incremento no sistema radicular, acúmulo de biomassa e maior eficiência fotoquímica (Fv/Fm). 

Doses mais elevadas resultaram em desempenho fisiológico inferior e alterações anatômicas 

indicativas de estresse. A análise de componentes principais destacou 100 µL como a dose com maior 

associação entre as variáveis favoráveis ao crescimento e desenvolvimento vegetal. Além disso, 

observou-se forte correlação positiva entre rendimento fotossintético e crescimento radicular. 

Conclui-se, que a dose de 100 µL destacou-se como mais eficiente, promovendo equilíbrio entre 

crescimento radicular e eficiência fotoquímica. A aplicação adequada de bioinoculantes representa 

uma abordagem biotecnológica capaz de otimizar o estabelecimento inicial do milho, contribuindo 

para sistemas de produção mais eficientes e sustentáveis.  

 

Palavras-chave:  Desenvolvimento radicular; eficiência fotossintética; emergência de plântulas; Zea 

mays.  
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ABSTRACT 

 

Silva, Ludimila Lopes da. Federal Institute of Education, Science and Technology Goiano - Rio Verde 

Campus – GO, October 2025. Bioinoculation with Bacillus spp., and its physiological effects on the 

performance of corn seedlings. Advisor: Prof. Dr. Juliana de Fátima Sales. Co-advisors: Dr. Arthur 

Almeida Rodrigues. Dr. Ingrid Maressa Hungria de Lima e Silva. 

 

The growing demand for sustainable alternatives in agriculture has stimulated the use of plant growth-

promoting microorganisms as a strategy to optimize the initial performance of crops. In this context, 

the objective was to evaluate the initial physiological effects of applying a commercial bioinoculant 

containing Bacillus spp. to maize seedlings (Zea mays L.) grown in sterile sand under controlled 

conditions. The experiment was conducted at concentrations of 0 (water); 50; 100; 150 and 200 µL 

and with four replicates. Morphological (emergence, root and shoot length and dry mass), 

physiological (chlorophyll a fluorescence and gas exchange), anatomical and histochemical variables 

were analyzed using PCA and Pearson correlation. The application of the 100 µL dose of the 

bioinoculant promoted a higher percentage of emergence, reaching 85%, an increase in the root 

system, biomass accumulation, and greater photochemical efficiency (Fv/Fm). Higher doses resulted 

in lower physiological performance and anatomical changes indicative of stress. Principal component 

analysis highlighted 100 µL as the dose with the strongest association between variables favorable to 

plant growth and development. Furthermore, a strong positive correlation was observed between 

photosynthetic yield and root growth. It is concluded that the 100 µL dose stood out as the most 

efficient, promoting a balance between root growth and photochemical efficiency. The proper 

application of bioinoculants represents a biotechnological approach capable of optimizing the initial 

establishment of corn, contributing to more efficient and sustainable production systems. 

Keywords: Root development; photosynthetic efficiency; seedling emergence; Zea mays. 
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1. INTRODUÇÃO 

O milho (Zea mays L.) é um dos cereais mais cultivados e consumidos no mundo, 

desempenhando papel fundamental na alimentação humana e animal, além de matéria-prima 

para diversas indústrias. Atualmente, o Brasil encontra-se em terceiro lugar entre os maiores 

produtores e exportadores mundiais, contribuindo consideravelmente para o abastecimento 

global (CONAB, 2025). 

Na safra 2023/24, a produção nacional foi estimada em 115,72 milhões de toneladas, 

representando redução de 12,3% em relação ao ciclo anterior (CONAB, 2025). Essa 

diminuição é atribuída a diferentes condições climáticas afetadas por fatores bióticos e 

abióticos como altas temperaturas e padrões de chuvas irregulares, além dos ataques de pragas 

em importantes regiões produtoras do país. Tais estresses são normalmente correlacionados e 

têm causado alterações na germinação e no desenvolvimento inicial, o que compromete todo 

o aparato fisiológico e bioquímico das plântulas (Gentil e Lucena, 2022). 

O estabelecimento inicial das plântulas de milho é determinante para a produtividade 

da cultura. Sementes de alto vigor fisiológico tendem a formar plântulas com maior acúmulo 

de matéria seca, área foliar expandida e sistema radicular mais desenvolvido, características 

que favorecem a absorção de nutrientes e água, promovem emergência rápida e uniforme 

reduzindo assim a competição com plantas invasoras no campo (Tetreault et al., 2023).   

A qualidade fisiológica da semente de milho torna-se questão fundamental, pois 

sementes com baixo vigor podem resultar em germinação lenta e desuniforme, plântulas 

fracas, e consequentemente, produtividade reduzida (Silva et al., 2021). Portanto, garantir a 

qualidade dessas sementes é essencial para atender à crescente demanda global por alimentos 

e sustentar práticas agrícolas mais eficientes e ecológicas (Zhang et al., 2023). Diante disso, 

os bioinsumos surgem como ferramentas biotecnológicas capazes de melhorar o vigor e o 

desempenho inicial das culturas (Sommer et al., 2024).  

Os bioinsumos utilizados na agricultura podem ser classificados como 

macrobiológicos, microbiológicos e fitoquímicos/bioativos. Dentre os gêneros usados, 

destacam-se os bioinoculantes à base de Bacillus spp., bactérias eficazes na promoção do 

crescimento vegetal por meio de múltiplos mecanismos, dentre eles solubilização de fosfatos, 

fixação de nitrogênio e indução de resistência sistêmica (Jião et al., 2021).  

Estudos na cultura do milho com bactérias do gênero B. aryabhattai demonstraram 

aumento significativo ao comprimento da parte aérea e do sistema radicular das plântulas, 

além de modular positivamente a microbiota rizosférica (Deng et al., 2024; Fuga et al., 2023;), 

Singht et al., (2024) também destacou que B. aryabhattai promoveu o alongamento radicular 

e a altura das plântulas por meio da produção de ácido indolacético (AIA), sendo 

especialmente eficaz na fase inicial de desenvolvimento.  Em trabalhos com B. subtilis como 

a de Wu et al. (2023), observou-se melhora na germinação, no crescimento radicular e na 
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biomassa de plântulas submetidas a estresse salino. Embora ainda pouco estudado em milho, 

B. haynesii também se destaca pelo potencial promissor para o crescimento vegetal e controle 

biológico de fitopatógenos em outras culturas (Pathak et al., 2024). 

A aplicação conjunta dessas espécies pode resultar em efeitos sinérgicos, promovendo 

melhorias expressivas na emergência, no desenvolvimento morfofisiológico e na eficiência 

fotossintética das plântulas, além de contribuir para o vigor fisiológico e a produtividade das 

lavouras (Santoyo et al., 2021; Tsotetsi et al., 2022). 

Nesse contexto, a redução significativa na produtividade do milho observada na safra 

2023/24, aliada aos desafios climáticos e fitossanitários enfrentados pelos produtores, 

evidencia a necessidade de estratégias agronômicas mais eficientes e sustentáveis. Parte-se da 

hipótese de que a aplicação de bioinoculante comercial à base de Bacillus spp. é capaz de 

promover efeitos positivos sobre o desempenho fisiológico inicial das plântulas, refletindo em 

maior vigor, crescimento radicular e eficiência fotossintética.  

Supõe-se ainda que o incremento das doses do bioinoculante possa potencializar o 

desenvolvimento morfofisiológico, resultando em respostas sinérgicas entre as espécies de 

Bacillus, o que evidencia o potencial agronômico dessas bactérias como promotoras de 

crescimento vegetal. 

 Diante disso, objetivou-se avaliar os efeitos de diferentes doses de bioinoculante à 

base de Bacillus spp. sobre o desempenho fisiológico de plântulas de milho cultivadas em 

areia estéril sob condições controladas. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Material vegetal e execução dos tratamentos 

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratórios de Análises de Sementes, Anatomia 

Vegetal, Cultura de Tecidos e Ecofisiologia Vegetal do Instituto Federal de Educação, Ciência e 

Tecnologia - IF Goiano, Campus Rio Verde - GO. Foi implantado com a cultivar BRS284 de milho, 

safra 23/2024. Antes da instalação do experimento foi determinado o teor de água e realizado o teste 

de germinação, de acordo com Brasil (2025).  

Como substrato utilizou-se areia, que foi peneirada, esterilizada e mantida na estufa a 200 °C, 

durante 2 horas. Após esfriar, a areia foi disposta em 10 bandejas de isopor (21 x 18 x 1,8 cm), para 

cada dosagem foi usado 2 bandejas totalizando 4 kg de areia em cada uma delas. 

 Posteriormente, realizou a diluição do produto comercial à base de Bacillus spp., o qual foi 

diluído em água destilada para alcançar as seguintes concentrações: 0 (água destilada), 50; 100; 150 

e 200 µL. A definição das doses baseou-se através da recomendação do produto comercial. 

Posteriormente, o líquido foi adicionado diretamente na areia até atingir sua capacidade de campo 

(60%), conforme a metodologia descrita nas Regras para Análise de Sementes (RAS, Brasil (2025).  

Após o preparo do substrato já inoculado, realizou-se a semeadura de 200 sementes de milho, 

posicionadas a 1 cm de profundidade. Os tratamentos foram organizados em quatro repetições, 

conduzidos em duas bandejas. As bandejas foram revestidas com sacos plásticos para não ocorrer a 

perda de umidade por evaporação e mantidas em câmara de germinação sobre temperatura controlada 

de 25 ± 0,5 °C.  

2.2 Análises fisiológicas das sementes 

- Teste de emergência: no sétimo dia após a semeadura, utilizando substrato de areia 

previamente inoculado foram mantidas em câmara de germinação a 25 ± 0,5 °C. A avaliação consistiu 

na contagem das plântulas emergidas, sendo aquelas que apresentavam o cotilédone visível acima da 

superfície do substrato, conforme os critérios descritos por Nakagawa (1999). 

- Comprimento de plântula: realizado no décimo segundo dia após a semeadura foram 

selecionadas aleatoriamente 10 plântulas por repetição, essas plântulas foram lavadas em água 

corrente para que saíssem com sistema radicular completo. O comprimento do sistema radicular e da 

parte aérea foi mensurado com o auxílio de uma régua milimetrada, sendo os resultados expressos em 

centímetros (Brasil, 2025).  

- Massa seca: Após a mensuração do comprimento, as mesmas plântulas foram destinadas a 

determinação da massa seca. O material vegetal foi separado em parte aérea e sistema radicular, 

condicionado em estufa de circulação de ar forçado, mantida à de 80 °C, até obtenção de peso 

constante. Posteriormente, as amostras foram pesadas em balança analítica de precisão, conforme 

metodologia descrita por Nakagawa (1999). Os resultados foram expressos em gramas por plântula. 
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2.3 Trocas gasosas 

As trocas gasosas foram mensuradas em quatro folhas totalmente expandidas por tratamentos 

das plântulas de milho, ao décimo segundo dia após a semeadura. Analisou - se a taxa líquida de 

fotossíntese (A, µmol m-² s-¹), transpiração (E, mmol H2O m-² s-¹) e condutância estomática (gs, mol 

H2Om-² s-¹) e a relação entre concentração interna (Ci) e externa (Ca) de CO2 (Ci/Ca) utilizando-se um 

analisador de gases infravermelhos em sistema aberto (IRGA, LI-6800, LI-COR Inc., Lincoln, NE, 

EUA). Os dados foram determinados entre 8h e 11h da manhã sob radiação fotossinteticamente ativa 

(PAR, 1000 µmol de fótons m-² s-¹) e temperatura de 25 °C.  

 

2.4 Imagem de fluorescência da clorofila a  

 As imagens de fluorescência da clorofila a foram obtidas utilizando um fluorômetro modulado 

Imaging-PAM (versão MAXI-Standard, Heinz Walz). Inicialmente, foram selecionadas 

aleatoriamente quatro plântulas por repetição, levadas ao fluorômetro no escuro por, no mínimo, 40 

minutos. Nesse período, foram determinadas a fluorescência inicial (F₀) e fluorescência máxima (Fm), 

em que F0 é rendimento mínimo de fluorescência, excitado por luz vermelha modulada de baixa 

intensidade (3 μmol m⁻² s⁻¹) e Fm é a fluorecencia máxima obtida por meio da aplicação de um pulso 

de luz saturante com duração de 0,8 s e intensidade superior a 6000 μmol m⁻² s⁻¹. Com esses valores, 

calculou-se o rendimento quântico potencial do fotossistema II (PSII), por meio da equação: Fv/Fm 

= (Fm - F₀) /Fm. As variáveis referentes à fase lenta da indução de fluorescência foram determinadas 

sequencialmente pela aplicação de iluminação de intensidade constante por 30 s, seguida de um pulso 

de luz saturante. Foram obtidos, assim, os valores de fluorescência em folhas adaptadas à luz antes do 

pulso (F) e fluorescência máxima em folhas adaptadas à luz (Fm’). A fluorescência mínima no tecido 

vegetal iluminado foi calculada pela equação: F0/[((Fm-F0/Fm) + (F0/Fm) conforme descrito por 

Oxborough e Baker (1997). A partir desses parâmetros, determinaram-se: o rendimento quântico 

efetivo da conversão de energia fotoquímica no PSII (ΦII = (Fm’- F) /Fm’); o rendimento quântico 

de dissipação de energia regulada (ΦNPQ = (F/Fm’) – (F/Fm)); e o rendimento quântico de dissipação 

não regulada (ΦNO = F/Fm), seguindo Genty et al. (1989) e Hendrickson et al. (2004). 

2.5 Caracterização anatômica e histoquímica 

O material vegetal usada foi retirado no décimo segundo dia, onde os cortes anatômicos foram 

usados da região do limbo foliar, de quatro folhas totalmente expandidas, de cada tratamento. Em 

seguida, todo o material foi fixado em Karnovsky (1965), por 24 horas. Após esse período, as amostras 

foram desidratadas em serie etílica crescente, pré-infiltradas e infiltradas em historesina (Leica, 

Nussloch, Alemanha), após essas etapas foi realizado o emblocamento. Através do micrótomo rotativo 

de mesa (Modelo 1508R, Logen Scientific, China) as amostras foram seccionadas transversalmente 

com espessura de 5 μm e corados com azul de toluidina (O'Brien et al., 1964). Para a análise 

histoquímica, os cortes foram corados com Xylidine ponceau (XP) para identificação de proteínas 
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totais (O'Brien & McCully, 1981). Por fim, as lâminas das folhas foram observadas no microscópio 

Olympus (modelo BX61, Tóquio, Japão), equipado com câmera DP-72 para a captura de imagens, 

utilizando a configuração de campo claro. 

 

2.6 Análise estatística  

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com quatro 

repetições de 50 sementes cada. Os dados foram submetidos à pressuposição da análise de variância 

(ANOVA) e as comparações foram realizadas pelo teste de Tukey a 5%. Os dados do potencial 

fisiológico, fluorescência, parâmetros das trocas gasosas, foram submetidos a análise de componentes 

principais (PCA) e a análise de correlação de Pearson (r). Utilizando o pacote estatístico software R 

4.3.2® e os gráficos realizados no SigmaPlot versão 11.0. 
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3. RESULTADOS 

3.1 Efeito da aplicação de diferentes doses de bioinoculante na emergência, comprimento de 

raiz, comprimento de parte aérea, massa seca de raiz e parte aérea de plântulas de milho 

O ensaio apresentou diferenças estatísticas entre as doses de bioinoculante, onde houve um 

aumento na porcentagem quando avaliada à emergência de plântulas, pelo teste de Tukey (p<0,05) 

(Figura 1). 
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Figura 1. Porcentagem média de emergência de plântulas de milho (%) submetidas a diferentes doses: concentra 

concentrações de 0; 50; 100; 150 e 200 µL de bioinoculante. Médias seguidas pela mesma letra minúscula não diferem 

estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barras representam média ± erro-padrão. 

A aplicação do bioinoculante influenciou significativamente a emergência de plântulas, 

apresentando dose-dependente. O controle (0,00 µL), apresentou a menor taxa de emergência (67%). 

A resposta aumentou gradualmente, atingindo o valor máximo na dose 100 µL com 85% de 

emergência, estatisticamente superior aos demais tratamentos.  As doses de 50; 150 e 200 µL, também 

promoveram emergência superior à do controle (com taxas de 73, 75 e 75% respectivamente), mas 

sem diferenças significativas entre si.  

Para comprimento de raiz (cm), todas as doses resultaram em incremento significativo em 

relação ao controle (Figura 2). 



20 
 

Doses (µL)

0 50 100 150 200

C
o
m

p
ri
m

e
n
to

 d
e
 r

a
iz

 (
c
m

)

0

5

10

15

20

25

30

35

d

    c

b
     b

     a

 

Figura 2. Comprimento da raiz (cm) de plântulas de milho submetidas a diferentes doses: água (0) concentrações de 50; 

100; 150 e 200 µL de bioinoculante. Médias seguidas pela mesma letra minúscula não diferem estatisticamente entre si, 

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barras representam média ± erro-padrão. 

As plântulas controle (0,00 µL) tiveram o menor comprimento radicular com 19 cm, sendo 

estatisticamente inferior aos demais tratamentos. Uma resposta positiva foi observada com a aplicação 

da dose de 50 a 200 µL. A dose de 100 µL proporcionou maior comprimento radicular médio sendo 

aproximadamente 68% a mais de raiz que o controle (Figura 2), sendo estatisticamente superior aos 

demais tratamentos (p<0,05). As doses de 150 e 200 µL não diferiram entre si, mas apresentaram 

valores superiores aos observados nos tratamentos de 0 e 50 µL.  

O comprimento da parte aérea (cm) também foi influenciado com a aplicação do 

bioinoculante. O controle com água destilada (0,00) foi inferior, enquanto todas as doses inoculadas 

diferiram dele, mas não entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Dessa forma, observa-se que, 

independentemente da dose aplicada, não houve diferença significativa no comprimento da parte 

aérea entre os tratamentos com o bioinoculante, indicando que doses menores já são suficientes para 

promover o máximo crescimento das plântulas (Figura 3). 

Doses (µL)

0 50 100 150 200

C
o
m

p
ri
m

e
n
to

 d
a
 p

a
rt

e
 a

é
re

a
 (

c
m

)

0

5

10

15

20

25

30

      b

    a   a
     a   a

 



21 
 

Figura 3. Comprimento da parte aérea (cm) de plântulas de milho submetidas a diferentes doses: água (0) concentrações 

de 50; 100; 150 e 200 µL de bioinoculante. Médias seguidas pela mesma letra minúscula não diferem estatisticamente 

entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barras representam média ± erro-padrão. 

A avaliação da massa seca da raiz (g) seguem a resposta observada no comprimento radicular, 

conforme o teste de Tukey (p<0,05) (Figura 4). 
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Figura 4. Massa seca da raiz (g) de plântulas de milho submetidas a diferentes doses: água (0) concentrações de 50; 100; 

150 e 200 µL de bioinoculante. Médias seguidas pela mesma letra minúscula não diferem estatisticamente entre si, pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barras representam média ± erro-padrão. 

Para a massa seca de raiz, todos os tratamentos diferiram estatisticamente. A dose de 50 µL 

apresentou o menor incremento, próxima ao controle. O maior acúmulo de biomassa radicular foi 

obtido com 100 µL atingindo cerca de 2,1 g, resultado estatisticamente superior aos demais 

tratamentos e indicando maior eficiência desta dose no desenvolvimento do sistema radicular. 

Assim como no comprimento da parte aérea, as doses de 150 e 200 µL reduziram o 

desempenho das plântulas em aproximadamente 25% em relação à dose de maior eficiência, 

mantendo-se estatisticamente semelhantes entre si e superiores apenas às doses de 0,0 e 50 µL. 

 A avaliação da massa seca da parte aérea (g) não interferiu estatisticamente entre os resultados 

analisados. De acordo com o teste de Tukey (p<0,05) (Figura 5). 
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Figura 5. Massa seca da parte aérea (g) de plântulas de milhos submetidas a doses: água (0) concentrações de 50; 100; 

150 e 200 µL de bioinoculante. Médias seguidas pela mesma letra minúscula não diferem estatisticamente entre si, pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barras representam média ± erro-padrão. 

Embora tenha-se observado maior aumento na massa seca na dose de 100 µL, que atingiu 0,82 

g, houve ligeira queda das respostas promovidas pelas doses subsequentes não houve diferença. 

3.2 Efeito da aplicação de diferentes doses de bioinoculante na análise fisiológica por 

fluorescência de imagem em plântulas de milho 

A fluorescência de clorofila obtida por imagem foi utilizada para avaliar o impacto das doses 

de bioinoculante na fisiologia fotossintética das plântulas, com foco em parâmetros do fotossistema 

II (PSII) (Figura 6).  
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Figura 6. Rendimento quântico potencial do PSII (Fv/Fm), fluorescência máxima (Fm), fluorescência inicial (F0), 

rendimento quântico efetivo do PSII (ΦII), rendimento quântico de dissipação de energia não regulada do PSII (ΦNO) em 

plântulas de milho, tratadas com diferentes doses: água (0) concentrações de 50; 100; 150 e 200 µL de bioinoculante. Os 

asteriscos indicam diferenças a 5% (*) de probabilidade, em relação ao controle pelo teste de Tukey. Médias seguidas pela 

mesma letra minúscula não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barras 

representam média ± erro-padrão. 

Houve efeito significativo para o rendimento quântico potencial do PSII (Fv/Fm) e para o 

rendimento quântico de dissipação de energia não regulada do PSII (ΦNO). A dose de 100 µL se 

destacou, apresentando o maior valor de Fv/Fm, que foi estatisticamente superior aos resultados 

obtidos pelas outras doses avaliadas. Na dissipação de energia não regulada, apenas a dose de 200 µL 

apresentou diferença. Assim, o bioinoculante não alterou a dinâmica fotoquímica, exceto pelo ganho 

de Fv/Fm na dose de 100 µL. 

3.3 Efeito da aplicação de diferentes doses de bioinoculante na fisiologia das trocas gasosas  

 

 A análise estatística das variáveis de trocas gasosas realizada ao décimo segundo dia, não 

apresentou alteração nos parâmetros das trocas gasosas entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. Os valores médios (± erro padrão) são homogêneos em todas as concentrações (Tabela 

1).  
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Tabela 1. Taxa transpiratória (E), Taxa fotossintética (A), relação entre concentração interna e externa de CO2 

(Ci/Ca) e condutância estomática (gs) em plântulas de milho aos 12 após emergência.  

Doses 
E 

(mmol m⁻² s⁻¹) 

A 

(μmol m⁻² s⁻¹) 
Ci/Ca 

gs 

(mol m⁻² s⁻¹) 

0 (água) 0.0025±0.0011 1.73±1.04  1.15±0.07  0.12±0.06  

50 0.0024±0.0015  3.06±1.02  1.43±0.39  0.11±0.07  

100 0.0025±0.0023  1.96±1.53  1.35±0.40  0.12±0.11  

150 0.0008±0.0005  2.44±0.57  1.64±0.21  0.04±0.02  

200 0.0033±0.0024  3.39±1.47  1.74±0.77  0.16±0.12  

CV (%) 91.44 61.3 40.3 95.82 

Médias ± Erro padrão seguidas pela mesma letra minúscula na coluna não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de 

Tukey a 5% de probabilidade.  

 

 

3.4 Efeito da aplicação de diferentes doses nas alterações anatômicas e histoquímicas induzidas 

pelo bioinoculante  

  

O milho é uma planta do tipo C4, com morfologia foliar caracterizada pela presença de células 

da bainha do feixe vascular organizadas em torno do xilema e floema, arranjo este conhecido como 

anatomia Kranz, parênquima clorofiliano desenvolvido e células buliformes. A análise anatômica 

evidenciou diferenças na morfologia das plântulas como observado na figura 7.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Cortes transversais em plântulas de milho, sob microscopia óptica, corada com azul de toluidina (A, 

B). E coloração com xylidine ponceau para identificação de proteína (C, D).  Area foliar controle com água (A, 

C) e 200 µL do bioinoculante (B, D). Epiderme adaxial (AdEp); Epiderme abaxial (AbEp); Célula buliforme 

(CB); Parênquima clorofiliano (PC); Bainha Kranz (BK); Xilema (X); Floema (FL). Barras: 100 μm. 
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A imagem ilustrativa de controle (A e C), mostra uma forma mais organizada das estruturas 

celulares da folha, com as epidermes bem definidas, células buliformes (CB) mantendo turgência 

foliar, bainha do feixe (BK), parênquima clorofiliano (PC), xilema (X) e floema (FL) em disposição 

mais compacta. Nas imagens (B e D), com bioinoculante na dose 200 µL, é notável desorganização 

no parênquima, espaçamento intracelular maior e menor definição do sistema vascular (xilema e 

floema).  

3.5 Análise multivariada por componentes principais (PCA) das respostas morfofisiológicas às 

doses de bioinoculante em plântulas de milho 

A análise de componentes principais (PCA) analisou os tratamentos e as características em 

três eixos que, juntos, explicaram 67,5 % da variância total: Dim1 = 29,3 %, Dim2 = 20,0 % e Dim3 

= 18,2 % (Figura 8). 

 

Figura 8. Biplots da análise de componentes principais (PCA) com os eixos Dim1 × Dim2 (a) e Dim2 × Dim3 

(b) para variáveis de qualidade, crescimento e vigor de sementes, emergência (EM), comprimento de raiz (CR), 

comprimento de parte aérea (CP), massa seca de raiz (MSR), massa seca de parte aérea (MSP), dados de 

fluorescência de imagem, rendimento quântico potencial do PSII (Fv/Fm), fluorescência máxima (Fm), 

fluorescência inicial (F0), rendimento quântico efetivo do PSII (ΦII), rendimento de extinção não fotoquímica 

(YNPQ), rendimento quântico de dissipação de energia não regulada do PSII (ΦNO) e de trocas gasosas, taxa 

fotossintética (A), taxa transpiratória (E) condutância estomática (Gs) e relação entre concentração interna e 

externa de CO2 (Ci/Ca) de plântulas de milho submetidas a doses com água (D0) concentrações de D50; D100; 
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D150 e D200 µL. Os pontos representam as repetições individuais, agrupadas por elipses de confiança a 95%. 

Os vetores indicam a direção e a força da contribuição de cada variável. 

 

A análise de componentes principais destacou a dose de 100 µL (D100) pela maior associação 

com crescimento e eficiência fotoquímica, enquanto o controle (D0) e 50 µL (D50) agruparam-se com 

menor desempenho. A dose de 200 µL (D200) esteve mais relacionada às variáveis de trocas gasosas, 

e a de 150 µL (D150) ocupou posição intermediária entre maior crescimento e maior dissipação de 

energia. 

3.6 Correlações de Pearson entre varáveis de crescimento, fluorescência da clorofila e trocas 

gasosas  

A análise de correlação de Pearson evidenciou as possíveis variações de crescimento (EM, 

CR, CP, MSR, MSP), parâmetros de fluorescência de imagem (Fm, Fv/Fm, YII, YNPQ, YNO, F0) e 

trocas gasosas (E, A, CI/CA, GS), figura 9. 

 

Figura 9. Correlações de Pearson entre varáveis de crescimento, fluorescência da clorofila e trocas gasosas. A 

intensidade da correlação é indicada pela cor (azul para positiva, vermelho para negativa) e pelo coeficiente 

(r). As abreviações correspondem a: EM (emergência), CR (comprimento da raiz), CP (comprimento da parte 

aérea), MSR (massa seca da raiz), MSP (massa seca da parte aérea), Fm (fluorescência máxima), Fv/Fm 

(rendimento quântico potencial do PSII), YII (rendimento quântico efetivo do FSII), YNPQ (rendimento 

quântico da dissipação não fotoquímica regulada), YNO (rendimento quântico de dissipação de energia não 

regulada do PSII), F0 (fluorescência inicial), E (transpiração), A (assimilação de CO₂), CICA (razão Ci/Ca) e 

GS (condutância estomática). 

Os índices de estabelecimento e crescimento mostraram forte associação entre si. A 

emergência de plântulas (EM) apresentou correlação quase perfeita com o comprimento de raiz (CR; 

r = 0,95) e com a massa seca de raiz (MSR; r = 0,91), além de associação moderada com o 

comprimento da parte aérea (CP; r = 0,68). Já a massa seca da parte aérea (MSP) correlacionou-se 

positivamente com o rendimento quântico efetivo do PSII (YII; r = 0,60). Por outro lado, a 
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fluorescência máxima (Fm) mostrou correlações negativas com Fv/Fm (r = -0,49) e YII (r = -0,35), 

enquanto YII apresentou forte correlação negativa com YNPQ (r = -0,63) e YNO (r = -0,73). 

Nas variáveis de trocas gasosas, YII correlacionou-se positivamente com a taxa de assimilação 

de CO₂ (A; r = 0,04) e com a condutância estomática (GS; r = 0,01). A apresentou correlação negativa 

com a razão Ci/Ca (r = -0,17) e correlação positiva moderada com GS (r = 0,34), refletindo a coerência 

funcional entre esses parâmetros. 

4. DISCUSSÃO 

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) compõem um grupo de 

microrganismos de vida livre capazes de estimular o desenvolvimento das plantas por mecanismos 

diretos ou indiretos. Elas atuam solubilizando nutrientes, produzindo fitormônios e ativando 

mecanismos de defesa, como a indução de resistência sistêmica. Além disso, essas bactérias 

colonizam a rizosfera ou até mesmo os tecidos internos das plantas, estabelecendo interações 

benéficas tanto para o hospedeiro quanto para os microrganismos (Dias; Santos, 2022). 

Os resultados obtidos neste trabalho indicam um efeito positivo do bioinoculante sobre a 

variável emergência de plântulas. Observou-se um maior índice de emergência na dose de 100 µL, 

que superou o tratamento controle (67%). Esse resultado sugere que a presença de Bacillus spp. 

favoreceu o processo de emergência. Um comportamento semelhante foi relatado por Deng et al. 

(2022), que observaram aumento na emergência de plântulas de milho inoculadas com Bacillus 

aryabhattai, efeito atribuído à produção de fitormônios e à maior solubilização de nutrientes no 

substrato. Resultados parecidos na cultura do milho também foram encontrados por Song et al. (2023), 

em experimentos com Bacillus circulans, reforçando a atuação dessas bactérias como bioestimulantes 

nos estágios iniciais do desenvolvimento vegetal. 

 O aumento no crescimento e na biomassa pode ser relacionado à capacidade dessas bactérias 

em auxiliar na promoção de crescimento vegetal, por meio de múltiplos mecanismos como: 

solubilização de fosfatos, biossíntese de fitormônios como ácido indolacético (AIA), produção de 

sideróforos e fixação biológica de nitrogênio (Zhang et al., 2023; Zhao et al., 2024). Estudos 

conduzidos por Radhakrishnan et al. (2017) destacam que essas alterações são fundamentais para o 

desenvolvimento radicular, pois estimulam o metabolismo da planta e aumentam a disponibilidade de 

nutrientes. 

Na dose ideal do bioinoculante à base de Bacillus spp., ocorre uma melhor resposta na sinergia 

entre a bactéria e a planta, sem que haja competição por recursos e promovendo o desenvolvimento 

eficiente das plântulas. A análise de componentes principais (PCA) reforça esses achados ao 

posicionar a dose de 100 µL isoladamente no eixo Dim1, em associação com as variáveis 

comprimento de raiz (CR), massa seca da raiz (MSR) e rendimento quântico potencial do PSII 

(Fv/Fm), sugerindo uma sinergia entre o crescimento radicular e a eficiência fisiológica. 
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Um trabalho similar, conduzido por Pathak et al. (2024), demonstra que, embora Bacillus 

aryabhattai e Bacillus circulans promovam o crescimento inicial de plântulas de milho, doses 

elevadas de inoculantes podem causar desequilíbrio fisiológico na planta, interferindo na sinalização 

hormonal das raízes e provocando o acúmulo de espécies reativas de oxigênio (ROS). Esse padrão 

também foi observado no presente estudo: as doses de 150 e 200 µL apresentaram desempenho 

inferior em relação à dose de 100 µL na variável massa seca de raiz, corroborando os achados de 

Egamberdieva et al. (2018), os quais indicam que a superinoculação pode levar à competição entre as 

bactérias na rizosfera por espaço e nutrientes, além de induzir estresses abióticos na região radicular. 

O uso do bioinoculante a base de Bacillus spp., apresentou uma resposta positiva, com 

aumento significativo no comprimento da parte aérea em todas as doses testadas em comparação a 

dose controle. Esse resultado não se aplicou quando foi observado na biomassa, pois não houve 

acréscimo proporcional sugerindo assim uma predominância a expansão celular, possivelmente 

induzido por algum fitormônio microbiano. 

Essa dissociação no crescimento também foi observada por Alonazi et al. (2025), onde esse 

padrão de acúmulo de biomassa e alongamento ocorreu em parte aérea em milho sobre inoculação 

com Bacillus haynessi sob estresse salino, observaram um incremento na parte aérea, mas sem 

incremento na massa seca da mesma. A literatura indica que esse tipo de resposta pode estar 

relacionado à produção de giberelinas por bactérias promotoras de crescimento, hormônios estes que 

induzem elongação celular sem aumentar a densidade tecidual (Song et al., 2023). Estudos como o de 

Oliveira et al. (2023), também demostram esse comportamento, onde cepas como Bacillus velezensis 

promovem um direcionamento dos fotoassimilados para o sistema radicular, com aumento de 40% na 

massa seca das raízes de trigo, sem ao menos ter alguma alteração na parte aérea.  

A análise da fluorescência de imagem apresentou maior eficiência no fotossistema II (Fv/Fm) 

na dose 100 µL do bioinoculante, esse resultado mostra um melhor desempenho fotoquímico do PSII. 

Estudos com pepino (Cucumis sativus) mostrou que em conjunto com potássio a bactéria de Bacillus 

subtilis apresentou aumento no comprimento das raízes, altura de plantas e parâmetros fotossintéticos 

como Fv/Fm (Li et al., 2024).  

Além disso, o aumento em Fv/Fm pode estar associado à produção de fitormônios, como o 

ácido indolacético (AIA), induzida por Bacillus spp., que favorecem o crescimento radicular. Estudos 

mostram que a inoculação com Bacillus elevou a relação Fv/Fm em plantas de pimenta, acompanhada 

de produção de auxinas (Samaniego-Gámez et al., 2016). Em milho, foi demonstrado que a via de 

biossíntese de IAA em uma cepa de Bacillus é essencial para o efeito promotor de crescimento 

(Figueredo et al., 2023). O equilíbrio entre a eficiência fotossintética e a sinalização hormonal explica 

a sinergia entre desempenho fisiológico e morfológico. 

Segundo Galicia-Campos et al. (2023) trabalhando com Oliveiras (Olea europaea), também 

mostrou um aumento no Fv/Fm inoculado com Bacillus spp., em condições de estresse salino, 

resultado este relacionados a prevenção de acúmulos excessivo de oxigênio. Podemos observar que 
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os Bacillus spp., promovem eficiência não só na cultura do milho, mas em diferentes culturas, 

inclusive sob condições adversas.  

Na relação de rendimento quântico da dissipação não regulada, o valor mais alto é na dose 200 

µL, onde sugere-se que a planta não conseguiu dissipar adequadamente o seu excesso de energia de 

forma regulada causando risco de danos no PSII, resposta essa que indicam efeitos tóxicos ou estresse 

por altas doses. Como observado neste experimento, os cortes anatômicos e histoquímicos na dose 

200 µL, apresentou diferença visual do estresse nas células das plântulas.  

Neste estudo, não foram observadas diferenças estatísticas significativas nas variáveis 

relacionadas às trocas gasosas. Ainda que não tenha havido impacto direto nesse estágio inicial de 

desenvolvimento das plântulas, não se pode descartar a possibilidade de efeitos mais nas fases 

posteriores do ciclo da cultura. Da mesma forma, as análises histoquímicas revelaram alterações 

relevantes nas estruturas celulares, o que reforça a necessidade de investigações complementares. São 

necessários mais estudos para compreender, de forma mais aprofundada, a influência das bactérias do 

gênero Bacillus spp., sobre os mecanismos fisiológicos associados às trocas gasosas e às modificações 

histoquímicas em tecidos vegetais. 

A análise de componentes principais (PCA) foi eficaz ao sintetizar os efeitos combinados das 

variáveis morfológicas, fisiológicas e bioquímicas avaliadas. A dose de 100 µL destacou-se ao 

agrupar-se isoladamente no quadrante positivo do primeiro componente (Dim1), altamente 

correlacionado com características de crescimento, como comprimento da raiz, comprimento da parte 

aérea, massa seca radicular e rendimento quântico potencial do PSII (Fv/Fm). Estes resultados 

indicam que essa dose intermediária configurou um perfil fisiológico equilibrado e favorecedor para 

o desenvolvimento das plântulas de milho. Essa abordagem multivariada também é observada em 

outras culturas como exemplo o espinafre, infectadas com Bacillus circulans, o PCA permitiu 

diferenciar os grupos de plantas em função de parâmetros como crescimento radicular, biomassa e 

atividade fotossintética, com esses últimos fortemente associados às variáveis de crescimento Shahid 

et al. (2022).  

A análise de correlação de Pearson revelou fortes associações entre:  emergência, comprimento 

da raiz (r = 0,95) e massa seca de raiz (r = 0,91), indicando que o sistema radicular foi determinante 

para o sucesso inicial das plântulas. O rendimento quântico efetivo do PSII (YII) também apresentou 

correlação positiva com a massa seca da parte aérea (r = 0,60), sugerindo que respostas fisiológicas 

sutis podem antecipar ganhos em biomassa. 

Essas abordagens se tornam comuns em estudos com Bacillus spp., em um experimento com 

diferentes cepas de bactérias no milho em condições normais e de estresse salino, foram observadas 

fortes correlações entre biomasssa da raiz, comprimento de raiz e parte aérea, além de agrupamentos 

distintos no PCA (Zakavi et al., 2022).  Esse padrão reforça que a dose de 100 µL promoveu o melhor 

perfil fisiológico e morfológico, enquanto doses extremas (150 e 200 µL) se associaram a menores 

desempenhos ou alterações indesejadas, como emergência reduzida ou sinais de estresse fisiológico. 
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Por fim, a consistência da dose de 100 µL tanto isoladamente quanto em conjunto com outras 

variáveis reforça que a escolha dessa concentração oferece um crescimento morfofisiológico. 

Portanto, estudos complementares em condições de campo e fases posteriores da cultura são 

recomendados para validar os efeitos aqui observados inicialmente. 

 

5. CONCLUSÃO  

A bioinoculação com Bacillus spp. demonstrou potencial para aprimorar o estabelecimento 

inicial de plântulas de milho e favorecer o desempenho fisiológico de plântulas de milho.  

A dose de 100 µL destacou-se como mais eficiente, promovendo equilíbrio entre crescimento 

radicular e eficiência fotoquímica. 

O uso de bioinoculantes em doses adequadas representa uma alternativa promissora para o 

manejo sustentável da cultura do milho.  
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