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ESTUDO DA VARIABILIDADE DE BACTÉRIAS PROMOTORAS DE 

CRESCIMENTO DE PLANTAS DA ESPÉCIE BACILLUS SUBTILIS 

 

 

RESUMO – A utilização contínua de fertilizantes minerais na agricultura 
promove o excesso de nutrientes no solo, tais como nitrogênio, potássio e 
fósforo, podendo causar alterações na microbiota do solo, promovendo danos. 
Em geral, as plantas possuem baixa eficiência em absorver tais nutrientes, o que 
leva a uma baixa eficiência na utilização da adubação mineral. A utilização de 
bactérias promotoras de crescimento de plantas tem sido uma promissora 
alternativa na busca de melhorar a eficiência na utilização de insumos agrícolas, 
podendo trazer inúmeros benefícios para a agricultura. Porém, bactérias da 
mesma espécie podem promover diferentes níveis de crescimento. O presente 
estudo teve por objetivo avaliar a ação de oito isolados de Bacillus subtilis quanto 
à promoção do crescimento de plantas na cultura do milho em condições de casa 
de vegetação, assim como sua atividade metabólica, capacidade de degradação 
enzimática, produção de sideróforos, tolerância aos íons Cd(II), Cr(III), Ni(II), 
Zn(II), Cu(II) e Cr(VI)  e antagonismo de agentes fitopatogênicos. O experimento 
foi conduzido em casa de vegetação, constituído por nove tratamentos – oito 
isolados de B. subtilis e um controle, em delineamento utilizado foi o casualizado 
com cinco repetições. A atividade metabólica foi avaliada pelo consumo de 
diferentes fontes de carbono utilizando placas EcoPlate. A capacidade de 
degradação enzimática, produção de sideróforos, tolerância a Cd(II), Cr(III), 
Ni(II), Zn(II), Cu(II) e Cr(VI) e antagonismo foi verificada utilizando meio de 
cultura (caldo nutriente) em placas. O isolado 290 promoveu maior crescimento 
de plantas, e foi o único capaz de consumir ácido glicil – L – glutâmico. Todos os 
isolados foram capazes de produzir amilase, celulase, e solubilizar fosfato 
orgânico. Os isolados foram mais resistentes ao Zn(II) e Cr(III). O antagonismo 
contra agentes fitopatogênicos foi verificado para os fungos:  Alternaria alternata, 
apenas 290 apresentou ausência de antagonismo; Colletotrichum 
gloeosporioides apenas os isolados 248, 291, e 287 foram antagônicos; 
Phyllosticta citricarpa todos os isolados foram antagônicos, e apenas 290 
apresentou um fraco antagonismo; e para o Geotrichum citri-aurantii apenas os 
isolados 309 e 287 foram antagônicos. Seis isolados foram capazes de produzir 
sideróforos, exceto o isolado 290 e 291. O presente estudo avaliou o 
comportamento de oito isolados de Bacillus subtilis perante a promoção de 
crescimento de plantas relacionando com suas características genéticas e 
fisiológicas. Estes resultados abrem caminho para novos estudos na tentativa de 
esclarecer quais são os mecanismos de ação de cada isolado, e quais fatores 
genéticos podem interferir em suas atividades a fim de promover o crescimento 
vegetal de maneira mais efetiva. Os resultados também mostram a possibilidade 
da utilização desses isolados para produção de enzimas de interesse 
biotecnológico, biorremediação áreas contaminadas e promoção de ações 
antagônicas contra agentes fitopatogênicos. 

 

Palavras Chaves: Sideróforos. Antagonismo. Metais pesados. Ecoplate. Zea 
mays.  
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STUDY OF THE VARIABILITY OF PLANT GROWTH-PROMOTING 

BACTERIA OF THE BACILLUS SUBTILIS SPECIES  

 

 

ABSTRACT – The continuous use of mineral fertilizers in agriculture 
promotes the excess of nutrients in the soil, such as nitrogen, potassium and 
phosphorus, which can cause changes in the soil's microbiota, promoting 
damage. In general, plants have low efficiency in absorbing such nutrients, which 
leads to low efficiency to utilize the mineral fertilization. The use of plant growth-
promoting bacteria has been a promising alternative to improve the efficiency in 
the use of agricultural inputs, and can be an effective strategy for agriculture. 
However, bacteria of the same species can promote  plant growth differently. The 
present study aimed to evaluate the action of eight isolates of B. subtilis regarding 
the promotion of plant growth in maize culture in a greenhouse conditions, as well 
as their metabolic activity, enzymatic degradation capacity, production of 
siderophores, tolerance ions Cd (II), Cr (III), Ni (II), Zn (II), Cu (II) and Cr (VI) and 
antagonism of phytopathogenic agents. The experiment was conducted in a 
greenhouse, consisting of nine treatments - eight isolates of B. subtilis and one 
control, in a randomized design with five replications. Metabolic activity was 
assessed by consuming carbon sources using EcoPlate plates. The capacity of 
enzymatic degradation, production of siderophores, tolerance to Cd (II), Cr (III), 
Ni (II), Zn (II), Cu (II) and Cr (VI) and antagonism was verified using culture 
medium (nutrient broth) in plates. Isolate 290 promoted greater plant growth, and 
was the only one capable of consuming glycyl - L - glutamic acid. All isolates were 
able to produce amylase, cellulase, and solubilize organic phosphate. The 
isolates were more resistant to Zn (II) and Cr (III). Antagonism against 
phytopathogenic agents was found for fungi: Alternaria alternata, only 290 
showed no antagonism;  to Colletotrichum gloeosporioides only isolates 248, 
291, and 287 were antagonistic; Phyllosticta citricarpa, all isolates were 
antagonistic, and only 290 showed weak antagonism; and Geotrichum citri-
aurantii, only isolates 309 and 287 were antagonistic. Six isolates were able to 
produce siderophores, except isolate 290 and 291. The present study evaluated 
the behavior of eight isolates of Bacillus subitilis towards the promotion of plant 
growth relating to their genetic and physiological skills. These results open the 
way for further studies in an attempt to clarify which are the mechanisms of action 
of each isolate, and which genetic factors can interfere in its activities in order to 
promote plant growth in a more effective wa. These results also have shown the 
possibility to use these isolates to enzymes production of biotechnological 
interest, bioremediation of contaminated areas and promote antagonistic actions 
against phytopathogenic agents. 
 

Keywords:. Siderophores. Antagonism. Heavy metals. Ecoplate. Zea mays. 
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CAPÍTULO 1 – Considerações gerais  

 

1. Introdução 

 

 

Os microrganismos são considerados componentes essenciais nas 

cadeias alimentares e nos ciclos biogeoquímicos, devido a sua imensa 

diversidade genética, e habilidade de realizar funções únicas e cruciais na 

manutenção de ecossistemas (MYERS, 1996). Os benefícios de sua utilização 

para o desenvolvimento de culturas agrícolas e para o controle biológico são 

conhecidos há muito tempo, sendo, os microrganismos importantes para a 

melhoria da produtividade (VESSEY, 2003, ALOO et al., 2019).  

Inúmeros trabalhos, têm apresentado a utilização destes microrganismos 

na forma de inoculantes biológicos – biofertilizantes, que promovem o 

desenvolvimento da planta (CARAVACA et al., 2002) e aumentam a tolerância a 

doenças (GREEN et al., 1999), uma vez que, induzem resistência sistêmica em 

plantas, produzem antibióticos e sideróforos inibindo o crescimento de vários 

patógenos (RAMAMOORTHY et al., 2001), sendo uma tecnologia estratégica 

para a redução da dependência de fertilizantes minerais e inseticidas sintético 

(GUIMARÃES et al., 2007, ALOO et al., 2019). 

As bactérias promotoras de crescimento de plantas estão presentes entre 

estes microrganismos, pois além de representarem uma grande diversidade no 

solo, colonizam a rizosfera das plantas promovendo desenvolvimento radicular, 

aumentando a eficiência na absorção de água e fornecimento de macro e 

micronutrientes, o que favorece de maneira direta ou indireta a promoção do 

crescimento do vegetal (MARIANO et al., 2004). 

Muitas bactérias promotoras de crescimento de plantas que promovem o 

desenvolvimento vegetal de forma direta realizam a fixação do nitrogênio, 

produção de hormônios de crescimento, e podem ser capazes de solubilizar 

nutrientes (RODRÍGUEZ e FRAGA, 1999; DONATE-CORREA et al., 2004; HAN 

et al., 2005; PÉREZ – MONTAÑO et al., 2013; NAIK et al., 2019). Essas bactérias 



2 
 

também podem agir de forma indireta prejudicando o desenvolvimento de fungos 

patogênicos, com produção de sideróforos, quitinase, β-1,3 glucanase, 

antibióticos e cianetos (RENWICK et al., 1991, BHATTACHARYYA e JHA, 2012).   

Embora sejam reconhecidos inúmeros benefícios promovidos pelas 

bactérias promotoras de crescimento de plantas e seu importante papel na 

agricultura, pouco se sabe sobre os diversos modos de ação dessas bactérias. 

Algumas bactérias mesmo sendo portadoras de diversas habilidades de 

promoção de crescimento apresentam resultados negativos ou inconsistentes, 

tornando-se necessário a realização de mais estudos para uma melhor 

compreensão de suas genética e fisiologia.  

 

 

2. Objetivos 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 

Elucidar o motivo pelo qual bactérias da mesma espécie, Bacillus subtilis 

identificadas através do sequenciamento parcial – região 16S com habilidades 

na promoção de crescimento de plantas, promovem diferentes efeitos na mesma 

cultura mediante às mesmas condições de cultivo; e alguns casos diminuindo o 

desenvolvimento da planta.  

 

 

2.2 Objetivos Específicos  

 

• Identificar a habilidade de produção de metabólitos de interesse 

biotecnológico. 

 

• Identificar a produção de sideróforos. 

 



3 
 

• Avaliar a propriedade antagônica in vitro de oito bactérias da espécie 

Bacillus subtilis frente a agentes fitopatogênicos selecionados 

aleatoriamente. 

 

• Avaliar a atividade metabólica dos isolados de Bacillus subtilis. 

 

• Avaliar a promoção do crescimento de plantas utilizando os isolados de 

Bacillus subtilis na cultura do milho, em casa de vegetação. 

 

 

3. Revisão de Literatura 

 

 

3.1 Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas 

 

Considerado um microssistema complexo, as plantas possuem habitats 

diferentes utilizados por bactérias simbióticas, e por bactérias fitopatogênicas. 

Há trabalhos relatando que as bactérias endofíticas e epifíticas podem ser 

isoladas a partir de tecidos vegetais, não demonstrando de forma precisa às 

interações simbióticas ou patogênicas que exercem sobre as plantas 

(ANDREWS & HARRIS, 2000; BALDOTTO & OLIVARES, 2008).  

Através de diversos estudos, foi verificado que essas bactérias podem 

promover nas plantas diversos benefícios relacionados à promoção de 

crescimento, tais como, resistência a condições de estresse biótico e abiótico, 

promoção de crescimento e proteção vegetal, além de apresentarem amplo 

potencial biotecnológico, e ao mesmo tempo mostrando ser uma alternativa para 

um cultivo com menor uso de insumos agrícolas (SCHROTH et al., 1982; LAVIE 

e STOTZKY, 1986; STURZ et al., 2000; WHIPPS, 2001; ANDREWS & HARRIS, 

2000; ZAHIR et al., 2003, HUNGRIA et al., 2010, YU et al., 2019). 

A partir de mecanismos diretos e indiretos, as bactérias promotoras de 

crescimento de plantas constituem um grupo heterogêneo de bactérias que pode 

ser encontrado na rizosfera, a região do solo sob influência da raiz, podendo 
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apresentar efeitos positivos, negativos ou até mesmo neutros em relação a 

promoção do crescimento (NEHL et al., 1996; AHMAD; AHMAD; KHAN, 2008). 

Essas bactérias podem ser empregadas para o tratamento de raízes ou 

tubérculos, sementes, mudas micropropagadas, incorporadas ao solo, e 

pulverizadas nas folhas e frutos (MARIANO et al., 2004), podendo assim, 

aumentar o crescimento radicular melhorando o desenvolvimento da parte 

aérea, aumento a taxa fotossintética e consequentemente resultando em uma 

maior produtividade das culturas.  

A promoção do crescimento de plantas é resultado das habilidades de 

certas rizobactérias em fixar o nitrogênio, oxidar o enxofre, solubilizar e aumentar 

a absorção de fósforo, produzir sideróforos (moléculas que solubilizam e 

sequestram ferro), produzir compostos análogos e hormônios vegetais como 

auxinas, giberelinas, citocininas e poliaminas (CARDOSO & FREITAS, 1992; 

CATTELAN, 1999; ZAGO et al. 2000; BASHAN; DE-BASHAN, 2005; MEHNAZ 

e LAZAROVITS, 2006; CATTELAN e GRASSANO, 2007; SOLANO et al., 2008; 

TSAVKELOVA et al., 2006; CASSÁN et al., 2009b), além disso, algumas 

bactérias exercem ações indiretas, como o controle biológico (MAY et al., 1997; 

KLOEPPER et al., 1999; ALSTRÖM, 2001; SIDDIQUI & SHAUKAT, 2003; 

SINGH et al., 2004; ÖZAKTAN & BORA, 2004; HAN et al., 2005; BYRNE et al., 

2005) e pela produção de quitinases nocinas aos nematóides (HALLMANN et 

al., 1999). 

Os principais gêneros de bactérias promotoras de crescimento de plantas 

são: Agrobacterium, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, 

Serratia, Azotobacter, Staphylococcus e Azospirillum (SPAEPEN et al., 2009).  

Dentre os gêneros citados os Bacillus possuem características 

interessantes para a formulação de inoculantes comerciais, apresentando maior 

período de viabilidade e por manter-se por mais tempo no solo. Os Bacillus sp 

gram-positivos, podendo ser anaeróbicos, aeróbicos ou facultativos, formam 

endósporos que proporcionam estabilidade e resistência a múltiplos fatores 

ambientais (KOKALIS-BURELLE; KLOEPPER; REDDY, 2006; SPAEPEN et al., 

2009).  
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3.2 Mecanismos Envolvidos na Promoção de Crescimento de Plantas  

 

Os mecanismos de ação dos microrganismos promotores de crescimento 

de plantas e supressores de fitopatógenos ocorrem através de diferentes meios 

de ação, podendo ser diretos ou indiretos (CORRÊA e BETTIOL, 2009, NAIK et 

al., 2019).  

Quando os microrganismos realizam a fixação biológica do nitrogênio, 

(BALDANI et al., 1997; REIS et al., 2000; KENNEDY et al., 2004; KUKLINSKY-

SOBRAL et al., 2004), a biossíntese de fitohormônios (LUCANGELI & BOTTINI, 

1997; DOBBELAERE et al., 1999; KOENIG et al., 2002; PATTEN et al., 2002; 

ARKHIPOVA, et al., 2005; KARADENIZ et al., 2006), e facilitam a captação de 

certos nutriente do solo, como a solubilização de minerais como o fósforo ( 

ROSAS et al., 2006), a promoção de crescimento ocorre de forma direta 

(TABASSUM et al., 2017; NAIK et al., 2019).  

A promoção de crescimento de forma indireta, ocorre através da produção 

de sideróforos (DE BELLIS & ERCOLANI, 2001; ONGENA et al., 2002), controle 

de fitopatógenos, pela indução de resistência sistêmica do hospedeiro 

(KLOEPPER et al., 1999; JETIYANON & KLOEPPER, 2002, NAIK et al., 2019), 

ou até mesmo pela produção de ácido cianídrico (HCN) – composto que promove 

a antibiose (OWEN & ZDOR, 2001). Contudo, segundo Botelho et al., (2006), os 

principais mecanismos de biocontrole produzidos por bactérias promotoras de 

crescimento de plantas são as enzimas líticas, os sideróforos, antibióticos e 

ácido cianídrico. 

Além de tais ações indiretas de promoção de crescimento de plantas 

exercidos pelos microrganismos na promoção de crescimento de plantas, a 

rizosfera promove a liberação de compostos orgânicos, ricos em açúcares e 

aminoácidos, ácidos orgânicos dentre outros elementos que favorecem 

intensamente a atividade microbiana na produção de enzimas como as 

quitinases e β-1,3–glucanases, que degradam as células da parede celular; as 

peroxidases – enzimas que agem provocando a indução de resistência como 

resposta a presença de um agente elicitor, e na produção de antibióticos 

(CORRÊA e BETTIOL, 2009, BHATTACHRYYA e JHA, 2012).  

Diante do comportamento e mecanismos que os microrganismos 

apresentam para o desenvolvimento e crescimento da planta, a utilização da 
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biotecnologia pode contribuir para a transformação de microrganismos que 

expressem mais de um gene responsável pelas características desejáveis, 

combinando diversos mecanismos de ação (TIMMS-WILSON et al., 2000). A 

partir de suas transformações metabólicas podem ser obtidos produtos de valor 

comercial como fármacos, corantes, enzimas, dentre outros. 

 

 

3.3 Análise do Perfil Metabólico na Diversidade Microbiana - Biolog 

EcoPlate 

 

 

A diversidade microbiana desempenha importante papel na saúde 

ambiental dos ecossistemas, colaborando ativamente em ciclos biogeoquímicos, 

promovendo o crescimento, desenvolvimento e produtividade das plantas 

(DESAI et al., 2009). Para desenvolver tais funções, os microrganismos que 

contêm esta diversidade genética, apresentam funções metabólicas que 

permitem adaptar-se a mudanças nas mais diversas condições ambientais, tais 

como pH, concentração osmótica, tipo de substrato e temperatura, entre outros. 

Deste modo, métodos de identificação foram desenvolvidos com objetivo de 

detectar tais microrganismos, buscando compreender seu metabolismo para 

melhor aplicabilidade biotecnológica (GUEDES, 2011). 

Através de seu metabolismo heterotrófico que a maioria das bactérias 

apresentam, estes microrganismos dependem preferivelmente ou 

exclusivamente de fontes de carbono (TORTORA et al., 2005). Diante disto, 

Garland e Mills inseriram a utilização comercial de microplacas EcoPlate 

BiologTM, baseadas na utilização de determinadas fontes de carbono, como um 

sistema para analisar e verificar a diversidade funcional de microrganismos dos 

mais variados ambientes (GARLAND e MILLS, 1991; WEBER et al., 2007). 

O sistema EcoPlate (Biolog, Inc., Hayward, CA, EUA), é um método que 

mede a utilização de diferentes fontes de carbono através de sua intensidade de 

utilização pelos microrganismos, produzindo um padrão metabólico 

característico para cada comunidade e/ou isolado. Desenvolvido por Biolog 

EcoPlateTM, o ensaio permite analisar números de substratos relevantes, num 

total de 96 poços, divididos em três réplicas, contendo 31 fontes de carbono e 
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um controle negativo, além de apresentar um meio de cultura mínimo e corante 

redox violeta tetrazólio (PIERCE; WARD; DOBBS, 2014).  As fontes de carbono 

são divididas em seis categorias: carboidratos, polímeros, aminoácidos, 

compostos fenólicos, ácidos carboxílicos e aminas (Tabela 1) (LIMA; GARCIA 

2011). As amostras são inoculadas diretamente sobre as microplacas, incubadas 

em estufas, e a cada 24h, realiza-se a leitura de absorbância, o que a torna uma 

ferramenta de fácil manuseio, rápida e conveniente para comparar a diversidade 

metabólica das comunidades microbianas (GAVRILESCU et al., 2010). Sendo 

assim, o perfil metabólico microbiano indicado pela utilização de tais fontes de 

carbono, apresenta uma ferramenta para separação das habilidades e das 

preferências nutricionais de cada isolado bacteriano e também da capacidade 

de cada isolado de se adaptar as mudanças ambientes. que cada (KIRK et al., 

2004).  
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Tabela 1 - Fontes de carbono presentes no Biolog EcoPlate 

 

SUBSTRATOS FONTES DE CARBONO 

 

 

 

 

 

CARBOIDRATOS 

D-celobiose 

β-metil-D-glicosideo 

N-acetil-D-glicosamina 

i-Eritridol 

D-xilose 

Ácido-D-galacturônico 

D,L- α-glicerolfosfato 

Glicose-1-fosfato 

α-D-lactose 

D-manitol 

 

POLÍMEROS 

Glicogenio 

α-ciclodextrina 

Tween 40 

Tween 80 

 

 

 

AMINOÁCIDOS 

L-serina 

L-fenilalanina 

L-arginina 

L-treonina 

L-asparagina 

Ácido glicil-L-glutâmico 

COMPOSTOS 

FENÓLICOS 

Ácido-2-Hidroxibenzóico 

Ácido-4-Hidroxibenzóico 

 

 

 

ÁCIDOS 

CARBOXÍLICOS 

Ácido γ-hidroxibutírico 

Ácido D-glicosamínico 

Éster Metílico do ácido pirúvico 

Ácido Itacônico 

Ácido-D-galacturônico 

Ácido α-cetobutírico 

Ácido D-málico 

AMINAS Feniletilanina 

Putrescina 
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3.4 Bactérias Tolerantes a Metais Pesado   

 

Os metais pesados ocorrem de forma natural nos solos, pois, são 

necessários para a manutenção do desenvolvimento e crescimento de plantas, 

sendo considerados micronutrientes importantes, tais como, Cu, Fe, Mn, Mo, Zn, 

e Ni, além de promoverem o crescimento microbiano (DECHEN & NACHTIGALL, 

2006). Contudo, elevadas ou baixas concentrações destes elementos 

essenciais, podem limitar o desenvolvimento, tanto de plantas, quanto de 

microrganismos, por intervirem em processos metabólicos (ANJUM et al., 2015). 

A toxicidade microbiana está ligada a interação dos metais de forma 

indireta ou direta com as células, prejudicando seu crescimento e metabolismo, 

afetando na absorção de nutrientes, na metanogênese, processo de respiração, 

síntese enzimática, motilidade, ciclagem biogeoquímica de nitrogênio, carbono, 

fósforo, entre outros elementos, ou causando alteração do ambiente físico – 

químico da célula (GADD, 2009). Embora tais elementos sejam altamente 

tóxicos para muitos microrganismos, existem bactérias capazes de se 

desenvolver, conferindo uma resistência e tolerância. Essa resistência ocorre 

devido a vários mecanismos que estes microrganismos possuem, determinando 

a entrada e saída dos metais nas células, sendo capazes de modificar formas 

tóxicas do metal em produtos com menor toxicidade (SOTERO-MARTINS et al., 

2014).  

A habilidade dos microrganismos transformar substâncias tóxicas em 

compostos menos nocivos, é o fundamento do processo denominado como 

biorremediação. A biorremediação consiste no emprego de agentes biológicos 

na eliminação de resíduos tóxicos ambientais, fundamentada na capacidade de 

organismos vivos tais como bactérias e fungos desintoxicar ou degradar áreas 

contaminadas mediante a alteração de substâncias poluentes em compostos 

não tóxicos (KUMAR et al., 2011). A biorremediação realizada por 

microrganismos ocorre devido suas habilidades em imobilizar os metais, por 

simples adsorção em superfície celular, propiciando sua precipitação, ou pela 

formação de compostos intracelulares (BIONDO, 2007).  
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CAPÍTULO 2 – Diversidade genética e nutricional de isolados de Bacillus 

subtilis demonstrando diferentes aspectos relacionados à promoção de 

crescimento de plantas  

 

 

Resumo - Atualmente, as práticas agrícolas vêm passando por intensas 
transformações, impondo grandes desafios como a manutenção da 
produtividade com menores custos de produção e impactos ambientais. Uma 
das alternativas para atender a esses requisitos é o uso de bactérias promotoras 
de crescimento de plantas, incluindo o Bacillus subtilis. No entanto, diferentes 
isolados podem expressar diferentes aspectos e níveis de promoção do 
crescimento da planta. O presente estudo teve como objetivo verificar a 
diversidade genética e nutricional de oito isolados de B. subtilis, demonstrando 
diferentes aspectos e níveis de promoção do crescimento vegetal. Oito isolados 
de B. subtilis foram analisados quanto à diversidade nutricional pelo kit 
BiologEcoPlateTM, diversidade genética por Box-PCR e ensaio em casa de 
vegetação. O delineamento experimental em casa de vegetação foi inteiramente 
casualizado com 9 tratamentos e cinco repetições, resultando em 45 vasos. Os 
tratamentos foram oito cepas de Bacillus subtilis e um tratamento controle 
utilizando plantas sem inoculação bacteriana. Os isolados 290 e 287 são 
geneticamente semelhantes, enquanto os isolados 248 e 263 também 
mostraram semelhanças. Análises genéticas e de consumo de substrato 
(carbono) mostraram diferenças e semelhanças entre os isolados, permitindo a 
distribuição dos isolados em diferentes grupos. Observou-se que o isolado com 
maior capacidade de promover o crescimento das plantas foi o único isolado 
(290) que consumiu ácido glicil-L-glutâmico. Esses resultados abrem caminho 
para novas investigações na tentativa de esclarecer quais são as condições e/ou 
características requeridas pelos isolados para que a promoção do crescimento 
vegetal seja mais efetiva. 
 
 
Palavra-chave: Bacillus subtilis; promotor de crescimento de plantas; milho. 
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Genetic and nutritional diversity of Bacillus subtilis concession 

demonstrating different aspects related to the promotion of plant growth 

 
 
 
Abstract - Currently, agricultural practices have been undergoing intense 
transformations, imposing major challenges such as maintaining productivity with 
lower production costs and environmental impacts. One of the alternatives to 
meet these requirements is the use of plant growth promoting bacteria, including 
Bacillus subtilis. However, different isolates may express different aspects and 
levels of plant growth promotion. The present study aimed to verify the genetic 
and nutritional diversity of eight B. subtilis isolates, demonstrating different 
aspects and levels of plant growth promotion. Eight B. subtilis isolates were 
analyzed as to their nutritional diversity by BiologEcoPlateTM kit, genetic diversity 
by Box-PCR, and a trial in greenhouse conditions. The experimental design in 
greenhouse trial was completely randomized with 9 treatments and five 
replicates, resulting in 45 pots. Treatments were eight Bacillus subtilis strains, 
and a control treatment using plants without bacterial inoculation. Isolates 290 
and 287 are genetically similar, while isolates 248 and 263 also showed similarity. 
Genetic and substrate consumption (carbon) analyses showed differences and 
similarities among isolates, allowing the distribution of isolates into different 
groups.  It was observed that the isolate with the highest ability to promote plant 
growth was the only isolate (290) that consumed glycyl-L- glutamic acid. These 
results open the way for further investigations in an attempt to clarify what are the 
conditions and / or characteristics required by isolates for the plant growth 
promotion to be more effective. 

 

Abbreviations: Colony forming unit – CFU; PCA – principal component analyzes;    

 

Keywords: Bacillus subtilis; plant growth-promoting; maize. 
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1. Introdução 

 

A prática da agricultura convencional frequentemente utiliza uma grande 

quantidade de fertilizantes sintéticos e inseticidas que promovem intensos 

efeitos adversos nos humanos, nos animais e no meio ambiente. Para diminuir 

esses efeitos, pesquisadores em todo o mundo estão engajados na procura de 

alternativas abordadas na produção de culturas agrícolas que sejam menos 

dependentes da utilização desses insumos. Uma dessas alternativas é o uso de 

bactérias rizosféricas como componentes vitais da fertilidade do solo e da 

promoção de crescimento de plantas através dos seus processos diretos e 

indiretos na rizosfera das plantas (ALOO et al., 2019). 

As rizosferas das plantas são ambientes especiais com complexas 

interações entre raízes – solo – microrganismos (JHA et al., 2013). Essas 

complexas interações são fortemente dirigidas pela exudação das raízes que 

servem para atrair bactérias benéficas do solo para as raízes 

(BHATTACHARYYA et al., 2016; ZHANG et al., 2017) e como resultado as 

rizosferas das plantas suportam uma grande quantidade de bactérias que são 

comumente denominadas como rizobactérias promotoras de crescimento de 

plantas (RPCP) ou rizobactérias benéficas (RAZA et al., 2016). Evidências 

sugerem que as rizobactérias são capazes de melhorar o crescimento das 

plantas de forma direta ou indireta através de várias maneiras (PATEL e 

MINOCHEHERHOMJI, 2018), incluindo a fixação biológica do nitrogênio, a 

solubilização de nutrientes, a biossíntese de fitohormônios, antibióticos, enzimas 

hidrolíticas e indução de resistências para seus patógenos (BENEDUZI et al., 

2012; GARCÍA-FRAILE et al., 2015; GUPTA et al., 2015). 

Rizobactérias que contribuem para a melhora da disponibilidade de 

nutrientes e fixação do nitrogênio, solubilização de fósforo ou aquisição de ferro 

são comumente denominados como biofertilizantes (KUAN et al., 2016; 

SHARMA et al., 2013).  

Existem grandes evidências mostrando que algumas bactérias são muito 

úteis na mobilização e solubilização de nutrientes do solo comparadas com 

bactérias não rizosféricas (HAYA et a., 2010) e por isso estão fortemente 

relacionadas com a fertilidade do solo (CLICK, 2012). 
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As rizobactérias que contribuem para a supressão de patógenos de 

plantas pelo antagonismo e competição são denominadas como agentes de 

biocontrole ou bioinseticidas (BENEDUZI et al., 2012; CHOWDHURY et al., 

2013) enquanto que, outras podem contribuir para a degradação de poluentes 

orgânicos e a redução da toxicidade de metais em solos contaminados que são 

chamados de bioremediadores (GOSWAMI et al., 2016). 

 Entre as rizobactérias mais estudadas, por estarem presentes em maior 

número na rizosfera perfazendo 95% das populações de bactérias Gram 

positiva, serem capazes de melhorar o crescimento das plantas através da 

produção de diversas substâncias antibacterianas e antifúngicas (GOSWAMI et 

al., 2016), pela capacidade de produção de sideróforos (COMPANT et al., 2005), 

enzimas líticas (NELSON, 2004), por produzirem esporos e serem de fácil 

formulação (MENDES et al., 2018) são os Bacillus subtilis (ALOO et al., 2019). 

 Entretanto, as características de promoção de crescimento de plantas 

citadas cima são isolados dependentes e possuem uma grande variação de 

isolado para isolado entre os B. subtilis. O presente estudo teve como objetivo 

identificar as diferenças genéticas e nutricionais que pudessem explicar os 

diferentes efeitos de promoção de crescimento de plantas demonstrado por oito 

isolados de B. subtilis.   

 

 

2. Material e Métodos  

 

As cepas de Bacillus subitilis utilizadas neste trabalho, foram obtidas por 

MILANI et al., (2019) e pertencem a coleção de microrganismos do laboratório 

de Microbiologia do Solo, departamento de Microbiologia da Universidade 

Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, FCAV/UNESP – Jaboticabal/SP. 
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Tabela 1 - Identificação dos Isolados 

Código do Isolado Identificação 

248 Bacillus subitilis 

263 Bacillus subitilis 

274 Bacillus subitilis 

287 Bacillus subitilis 

290 Bacillus subitilis 

291 Bacillus subitilis 

309 Bacillus subitilis 

320 Bacillus subitilis 

 

 

2.1  Obtenção da Sequência e Análise de Bioinformática  

 

A extração do DNA genômico dos isolados, foi realizada utilizando o 

método MARMUR (1961) com adaptações. Os isolados foram cultivados em 

caldo nutriente durante dois dias, sob agitação de 100 rpm a 28ºC, sendo 

posteriormente submetidos a centrifugação na qual o precipitado foi utilizado 

para extrair o DNA. A extração de DNA foi realizada em tubo de microcentrífuga 

de 2,0 mL. O precipitado foi suspenso em 400 μL de NaCl (0,85%), adicionando-

se 40μL de lisozima (20 mg/mL), sendo agitado, e em seguida, adicionado 13 μL 

de RNAse (10 mg/mL), após isso, o tubo de microcentrifuga permaneceu no 

banho-maria a 37ºC durante duas horas. Foi adicionado 35 μL de SDS 25% e 

agitado manualmente por cinco minutos. Posteriormente, foi adicionado 158 μL 

de solução acetato de sódio (3M, pH 5) gelada e novamente agitado 

manualmente durante cinco minutos. Adicionou-se 650 μL de clorofórmio: álcool 

isoamílico (24:1), e agitou-se manualmente durante cinco minutos. Os tubos 

foram submetidos a centrifugação a 12000 rpm durante quinze minutos a 4ºC. A 

fase superior foi coletada e transferida para outro tubo, ao qual foi adicionado 

dois volumes de etanol absoluto gelado e misturado por inversão. Os tubos foram 

submetidos 24 horas a -20ºC. Após esse período o tubo foi centrifugado a 12000 

rpm, durante trinta minutos, a 4ºC. O sobrenadante foi descartado, e adicionou-

se ao pellet 1 mL de etanol 70%. Novamente os tubos foram centrifugados a 
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12000 rpm durante cinco minutos a 4ºC. O álcool foi descartado, o tubo foi 

invertido sobre papel para secar e, posteriormente foi suspendido novamente em 

200 μL de solução TE (10mM TrisHCl, 1 mM EDTA- pH 7,4).  

Os DNAs extraídos foram amplificados pela reação de PCR com 

oligonucleotideos iniciadores específicos para o gene 16S rRNA bacteriano pela 

reação contendo tampão PCR 1X [20 mM Tris-HCl (pH 8,4), 50 mM KCl], 1,5 mM 

de MgCl2, 1 pmol de cada oligonucleotídeo iniciador, Taq DNA polimerase 

(Fermentas) e água ultra pura para completar um volume final de 20 μL. Os 

oligonucleotídeos iniciadores utilizados foram os mesmos utilizados por 

(WEISBURG et al., 1991) fD1 ‘’forward’’ (5’-CCG AAT TCG TCG 33 ACA ACA 

GAG TTT GAT CCT GGC TCA G – 3) e o rD1 ‘’reverse’’ (5’-CCC GGG ATC CAA 

GCT TAA GGA GGT GAT CCA GCC -3’). As amostras foram amplificadas em 

um termociclador de acordo com o programa: 95ºC, por 5 minuto; 30 ciclos de 

94ºC por 1 minutos, 53ºC por 1 minuto, 65ºC por 1 minuto, seguidos de uma 

extensão final por 5 minutos, a 72ºC. 

Para as reações de sequenciamento foram utilizados 100ng de DNA de 

produto de PCR purificado, 3,0 mL de tampão de sequenciamento (Save money 

2,5X), 1,0 mL de BigDye v3.1 (Applied Biosystems), 10 picomoles do 

oligonucleotídeo iniciador e quantidade de água bi-destilada estéril que complete 

10 mL. Ao término da reação de sequenciamento, que consisti em uma 

desnaturação inicial de 95°C por 5 min e de 30 ciclos compostos por uma etapa 

a 94°C por 1 minuto, uma etapa a 53°C por 1 minuto e uma etapa de 

polimerização a 72°C por 5 minutos, as amostras são mantidas a 4°C. Em 

seguida, 80 mL de isopropanol 75% são adicionados a cada reação. Após 15 

minutos a temperatura ambiente, as reações são centrifugadas a 3040g, em 

centrífuga de placas Rotanta 46R (Hettich) com rotor para microplacas, por 30 

min. a 20°C. Após precipitação do DNA, o sobrenadante é descartado e as 

amostras foram lavadas, duas vezes, com 200 mL de etanol 70% seguido de 

centrifugação a 3040g por 10 min. a 20°C, na mesma centrífuga Rotanta 46R. 

As amostras foram secas a vácuo, ressuspendidas em 10mL de formamida, 

desnaturadas por 5 min a 95°C e submetidas ao sequenciamento no 

sequenciador automático ABI 3730 XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, 

Foster City, California (CA)) conforme recomendações sugeridas pelo fabricante.  
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As sequências obtidas foram analisadas pelo programa “Sequencing 

Analysis 3.4” e “Phred/Phrap” (GORDON, 1998) com nível de exigência mínima 

de 400 bases com qualidade Phred acima de 20. As sequências foram 

submetidas à consulta de similaridade de nucleotídeos, com sequências do 

banco de dados do ‘Ribosomal Database Project’ (RDP) pela ferramenta 

‘Classifier’; do GenBank (National Center for Biotecnology Information), usando 

a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tools, ALTSCHUL et al, 

1997). As análises de agrupamento foram feitas pelos softwares CLUSTALW2 

(LARKIN et al., 2007) e MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013) usando o método de 

“Maximum Likelihood” e boodstrap de 1000 réplicas para a construção dos 

dendrogramas.  

 

 

2.2  Amplificação da Sequência Repetitiva BOX-PCR 

 

Regiões dos DNAs cromossômicos dos isolados foram amplificados 

usando-se o   oligonucleotídeo BOX-PCR 1R (5’- CTA CGG CAA GGC GAC 

GCT GAC G - 3’) (MARTIN et al., 1992).  

As condições da PCR foram 80 ng de DNA molde, 10 mM de cada dNTP, 

2 mM de MgCl2, tampão 10X, 5 pmoles μL-1 de primer BOX-A 1R 1U de Taq DNA 

polimerase (Fermentas®) e água milli-Q estéril para completar o volume final de 

20 μL. 

A amplificação foi realizada no termociclador de acordo com o seguinte 

programa: 1 ciclo a 95ºC por 5 min.; seguido de 30 ciclos de desnaturação a 

94ºC por 1min; pareamento a 53ºC por 1 min.; e extensão a 65ºC por 8 min.; 

extensão final a 65ºC por 16 min. e um ciclo final de 4ºC. 

 

 

2.3  Comparação dos Isolados Através do Perfil Metabólico  

 

Os isolados foram comparados através da capacidade de metabolização 

de fontes de carbono em kit Biolog EcoPlateTM (GARLAND; MILLS, 1991). Cada 

placa contém 31 fontes de carbono dividido em cinco categorias: carboidratos, 

amina, polímero, ácido carboxílico e aminoácidos. Essas 31 fontes de carbono 
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possuem 3 réplicas de cada substrato, e o controle sem fonte de carbono. A 

utilização do substrato é medida espectrofotometricamente por meio de uma 

reação, onde o corante indicador tetrazólio proporciona a alteração da coloração 

do meio para violeta, pela atividade metabólica das células. 

Os isolados foram cultivados em caldo nutriente (extrato de carne: 1,0 g/L, 

extrato de levedura: 2,0 g/L, peptona: 5,0 g/L, NaCl: 5,0 g/L, pH: 6,8 ± 0,2) 

durante dois dias, sob agitação de 100 rpm, 28ºC para formar o pré-inoculo, após 

este período, 25 mL da cultura foi centrifugada a 15 ºC por 20 minutos a 

12000rpm. As células precipitadas foram suspensas em caldo nutriente dando 

origem a uma suspensão celular com absorbância a OD(560) de 0,1.  Esta 

suspensão foi então cultivada por 3 horas sob a mesma condição anterior, para 

formar uma suspensão celular com OD (560) igual a 0,2. Em seguida, 150 μL 

dessa suspensão bacteriana foram distribuídas em cada poço das microplacas 

Biolog EcoPlateTM sob fluxo laminar, que permaneceu a 27ºC em uma 

incubadora de demanda biológica de oxigênio (incubadora B.O.D.) por 5 dias. O 

consumo da fonte de carbono foi medido em um espectrômetro de placas 

MultiScan Go (Thermo Scientific), a 590 nm. As leituras foram realizadas 

imediatamente após a adição da suspensão de cada isolado na placa (T0) e a 

cada 24 horas, por 5 dias consecutivos. As leituras de controle (sem o substrato, 

apenas água) foram subtraídas de cada leitura do substrato. Os dados gerados 

possibilitaram a comparação do perfil metabólico de cada isolado em relação ao 

número de substratos utilizados, desenvolvimento médio da cor do poço após 

120 h de incubação.  

 

2.4  Delineamento Experimental – Casa de Vegetação 

 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação pertencente ao 

Laboratório de Microbiologia Agrícola da Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinárias/UNESP, câmpus Jaboticabal, SP. 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 

nove tratamentos e cinco repetições, resultando em quarenta e cinco vasos. Os 
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tratamentos foram oito linhagens de B. subtilis, e um tratamento controle 

utilizando plantas sem inoculação bacteriana. 

Cinco sementes de milho comercial 2B58PW (Dow Agro Sciences) foram 

semeadas em vasos de cinco litros contendo solo previamente peneirado. A 

adubação do solo foi realizada conforme análise química do solo e o 

recomendado para a cultura, seguindo indicações de RAJJ e CANTARELLA, 

(1997) para produtividade esperada de 8 a 10 t.ha-1, aplicando 100 Kg ha-1 de 

nitrogênio na forma de ureia convencional, 60 kg ha-1 de P2O5 (superfosfato 

triplo) e 50 kg ha-1 de K2O (cloreto de potássio), com suas quantidades 

devidamente calculadas para o volume do vaso. Uma semana após a 

emergência das plantas, foi realizado o desbaste, deixando-se uma planta por 

vaso. O experimento foi conduzido pelo período de 60 dias, realizando 4 

inoculações a cada 8 dias, com o volume de 10 mL da suspensão bacteriana por 

vaso diretamente no solo. 

Para produção do inóculo, cada isolado bacteriano foi cultivado em frasco 

Erlenmeyer de 125 mL contendo 60 mL de caldo nutriente (extrato de carne: 1,0 

g/L, extrato de levedura: 2,0 g/L, peptona: 5,0 g/L, NaCl: 5,0 g/L, pH: 6,8 ± 0,2) 

e as culturas incubadas em BOD a 28°C durante 24 horas. Posteriormente, as 

amostras foram padronizadas através de leitura em espectrofotômetro a 630nm 

(KLOEPPER et al., 1989). Ajustando-se a concentração de células a 1,5x108 

unidades formadoras de colônia por mL (UFC mL-1). 

 

 

2.4.1 Avaliação na Planta - Massa Seca de Parte Aérea e Raiz  

 

As plantas foram devidamente coletadas dos vasos separando raiz da 

parte aérea e secas em estufa sob ventilação forçada a 65°C por 

aproximadamente 72 horas até massa constante. Foi aferida a massa do 

material vegetal seco em balança analítica para determinação da massa seca 

em gramas de parte aérea e raízes. 
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2.4.2 Análise do Solo 

 

Todas as análises foram realizadas em quintuplicata. A atividade 

respiratória microbiana foi determinada em frascos de 2,5 L com 100 g de solo, 

contendo um béquer com 20 ml de hidróxido de sódio 0,5 M. Após incubação por 

5 dias a 28°C no escuro, o hidróxido de sódio foi titulado com ácido clorídrico 0,5 

M (REZENDE et al., 2004; BARBOSA et al., 2015). 

O carbono da biomassa microbiana foi medido de acordo com os métodos 

de irradiação (FERREIRA et al., 1999). O tempo de irradiação ao qual as 

amostras de solo foram submetidas foi determinado de acordo com Islam e Weil 

(1998). A extração de carbono foi realizada com sulfato de potássio 0,5M, e o 

extrato foi oxidado com dicromato de potássio 0,066 M em meio ácido. A 

quantificação foi realizada por titulação com sulfato ferroso amoniacal 0,33M. 

A umidade do solo foi verificada após a secagem de cada amostra em 

estufa a 100°C por 24 horas. Em seguida utilizou-se uma balança de precisão 

afim de comparar o peso final do inicial. Para a determinação da umidade do 

solo utilizou-se a Equação 1. 

 

U= 
𝑀𝑢−𝑀𝑠

𝑀𝑠
.100 

 

Onde U= Umidade do solo a base de massa (%); Mu= massa do solo 

úmido (g); Ms= massa de solo seco (g). 

 

 

2.4.3 Atividade Enzimática – Desidrogenase   

 

A atividade da desidrogenase foi determinada de acordo com Casilda et 

al. (1964). Utilizou-se três gramas de solo seco (<2 mm) que foram pesados em 

tubos de 18×80 mm contendo 0,03 g de carbonato de cálcio, 0,5 mL de cloreto 

de 2,3,5-trifeniltetrazólio (TTC) e 2 mL de água destilada. A mistura foi 

homogeneizada e os tubos foram selados com filme plástico de PVC e 

submetidos em banho-maria a 37°C por 24 h. Após a incubação, 10 mL 

de metanol foram adicionados aos tubos. O conteúdo foi agitado e filtrado com 
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papel Whatman 42. Em seguida, o material foi transferido para recipientes de 

125 mL de Erlenmeyer, e a intensidade da cor vermelha formada pela reação foi 

medida em um espectrofotômetro com absorbância de 485 nm. Concentrações 

de trifenilformazan (TFF) formadas pela reação do TCC foram calculadas com o 

auxílio de uma curva padrão com 0, 5, 10, 20, 30, 40 e 60 μg mL-1 de TPF. A 

unidade foi expressa em µg TPF g-1 de solo seco em 24h. 

 

 

2.5  Análise Estatística 

 

Os resultados das variáveis do perfil metabólico através do consumo de 

substratos são apresentados em heatmap. Para obter informações sobre o perfil 

metabólico microbiano, especialmente por apresentar cinco tempos de leitura de 

absorbância, foi realizado um cálculo matemático para cada substrato utilizando 

a fórmula proposta por Hackett e Griffiths (1997), que sugere o uso de uma 

equação usando dados de todos os tempos, definindo o metabolismo e o 

consumo de substrato durante todo o período de incubação. Em seguida, os 

dados foram submetidos à normalização proposta por Weber et 

al. (2007). Posteriormente, os heatmaps hierárquicos de agrupamento foram 

gerados usando o software "R" (The R Project for Statistical Computing, 2014) 

através do método de ligação de Ward's Method e da distância euclidiana entre 

o consumo das fontes de carbono. Todas as análises foram realizadas em 

quintuplicatas e os resultados foram expressos usando média ± desvio padrão. 

A análise unidirecional foi usada (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey, em um 

nível significativo de 5%. A análise de componentes principais (PCA) foi usada 

para descrever a relação entre o consumo das fontes de carbono, e a promoção 

de crescimento da planta de acordo com cada isolado utilizado. A PCA foi 

realizada usando uma matriz de correlação com base nos coeficientes de 

correlação de Pearson após a padronização dos dados para evitar a influência 

de diferentes ordens de magnitude ou unidades nos resultados. Um gráfico de 

pontuação da PCA foi utilizado para a distribuição das amostras e um gráfico de 

correlação para observar a importância e as interações das variáveis. Para 

avaliar a correlação, foi utilizado o padrão descrito por Teles et al. (2018), na qual 

utilizou valores de r entre -0,3 e 0,3 caracterizou correlação desprezível; de 0,3 
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a 0,5 (ou -0,3 a -0,5) representa baixa correlação; valores r de 0,5 a 0,7 (ou -0,5 

a -0,7) indica uma correlação moderada; r valores de 0,7 a 0,9 (ou -0,7 a -0,9) 

significa uma correlação forte ou alta relação e finalmente valores de r entre 0,9 

e 1,0 (ou -0,9 a -1,0) implica uma correlação muito forte ou alta (MUKAKA, 2012). 

As análises estatísticas foram realizadas com o software R language version 

3.2.4 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Australia) e a Fac-pacote 

toMineR versão 1.32, pacote Factoextra versão 1.0.5 e Pacote de análise de 

desempenho versão 1.4.3541. 

 

 

3. Resultados  

 

3.1 Análise de Bioinformática e BOX-PCR  

 

Por meio do sequenciamento da região 16S rRNA, a árvore filogenética 

(Figura 1) foi gerada a fim de observar a similaridade entre os isolados. Todos 

foram identificados como Bacillus subtilis. 
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Figura 1 - Árvore Filogenética baseada na sequência de nucleotídeos dos microrganismos 
obtidos a partir do banco de dados NCBI (números de acesso indicados), apresentando a relação 
filogenética com os isolados 320, 287, 290, 274, 248, 291, 263 e 309.   
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A partir da classificação dos isolados pertencentes ao mesmo gênero e 

espécie, foi realizado a análise BOX-PCR, que consiste no emprego de primers 

complementares a sequência de DNA altamente conservada e repetitiva, que 

está abundantemente na maioria dos genomas bacterianos. Através desta 

técnica, foi possível identificar o perfil de bandas amplificadas (Figura 2), que 

caracterizou a diferença gênica entre os isolados, e a obtenção dos clusters de 

acordo com suas similaridades.  

 

 

 

Podemos observar a formação de dois clusters, um representado pelo 

isolado 290 e 287, e o outro pelos isolados 248 e 263, que apresentaram grandes 

similaridades no padrão de genes amplificados. Os isolados 291, 320 e 309 

exibiu um perfil de genes diferentes dos demais, que permite afirmar que são 

distintos dos outros isolados. Para o isolado 274, não houve amplificação para a 

região BOX, sugerindo que o mesmo apresenta um padrão gênico 

completamente diferente dos demais. 

 

 

Figura 2 - Perfil eletroforético em gel de agarose 0,8% BOX-PCR dos isolados. 1 - Isolado 290; 
2 – Isolado 287. 3 – Isolado 248; 4 - Isolado 263; 5 - Isolado 291; 6 - Isolado 320; 7 – Isolado 
309. 
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3.2  Perfil Metabólico dos Isolados  

 

A fim de avaliar o perfil metabólico dos isolados para verificar o consumo 

das mais variadas fontes de carbono, os isolados foram submetidos a análise 

em placa de EcoPlate. Cada placa contém 31 fontes de carbonos, sendo estas 

divididas em 10 fontes de carboidratos, 9 fontes de ácido carboxílico, 6 fontes de 

aminoácidos, 4 fontes de polímeros, e 2 fontes de amina. 

Os resultados foram expressos em um HeatMap (Figura 3), no qual é 

possível observar a formação de dois grupos hierárquicos, sendo um deles 

compostos pelos agrupamentos dos isolados, e o outro pelo consumo dos 

substratos.  

No agrupamento entre os isolados, podemos identificar a formação de 

dois clusters, um formado pelo isolado 274 e 291, e o outro pelos isolados 287, 

263, 290, 320, 309 e 248. Pode-se perceber que alguns isolados possuem 

semelhanças no consumo dos substratos, deste modo, o emprego de 

ferramentas estatísticas foram utilizadas para analisar o consumo de diferentes 

substratos e comprovar que existem correlações entre elas (Figura 5).  

Para o agrupamento dos substratos, obtiveram-se dois principais clusters, 

apresentados visualmente pela expressividade de coloração do heatmap 

(vermelho, maior consumo de substrato; preto, consumo intermediário, e o 

amarelo, menor consumo).  

Os substratos que tiveram maior consumo foram os ácidos carboxílicos: 

Ácido D-glicosamínico, D-galactônico ácido-γ-lactona, ácido D-galacturônico, 

ácido y-hidroxibutírico; carboidratos: ácido pirúvico metil éster, β-metil-D-

glicosídeo; aminoácido: L-treonina e L-arginina; e polímero: Glicogênio. Os 

substratos que tiveram menor consumo foram os ácidos carboxílicos: ácido 

itacônico, ácido 4-hidroxibenzóico, ácido D-málico, ácido 2-hidroxibenzóico, 

ácido α-cetobutírico; carboidratos: glicose-1-fosfato, D,L-α-glicerol-fosfato, i-

eritritol, D-celobiose, D-xilose, α-D-lactose, D-manitol, N-acetil-D-glucosamina; 

aminoacido: L-fenilalanina, L-serina, ácido glicil-L-glutâmico, L-asparagina; 

polimero: tween 80, tween 40, α-ciclodextrina; e amina: feniletilamina, putrescina. 

Através dos estudos da diversidade metabólica dos microrganismos, Sala 

et al. (2006) relatou que os ecossistemas podem se adaptar a constantes 
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mudanças de nutrientes, e se adaptarem a diversas fontes de carbonos, 

podendo utilizá-las para seu crescimento, visto que alguns componentes podem 

estar presentes em sua estrutura celular. Desta maneira estes microrganismos 

expressam uma grande capacidade de se desenvolver em função de várias vias 

metabólicas. 

Nota-se ainda que o isolado 291 está relacionado ao maior consumo de 

D-celobiose, D-xilose e α-D-lactose. O isolado 274 foi o único que consumiu a 

fonte de carbono do ácido itacônico, glicose-1-fosfato, ácido D-málico, e D,L-α-

glicerol-fosfato. O isolado 263 foi o único que consumiu a fonte tween 40, o 

isolado 290, o único que consumiu o ácido glicil-L-glutâmico e o isolado 248 o 

único que consumiu L-fenilalanina. O isolado 287 caracteriza-se diferente dos 

demais de acordo com seu consumo na fonte de carbono, utilizando apenas 9 

das 31 fontes disponíveis (Figura 3).  
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3.3  Promoção de Crescimento de Plantas  

 

A fim de avaliar a promoção de crescimento de plantas empregando os 

isolados classificados como Bacillus subtilis, um experimento em casa de 

vegetação foi conduzido, utilizando a cultura do milho. O experimento ocorreu 

durante sessenta dias, sendo realizadas quatro inoculações para cada estirpe. 

Figura 3 - Heatmap e agrupamento hierárquico dos isolados e das 31 fontes de carbono por 
Biolog Ecoplate, utilizando todos os tempos de incubação. 
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Neste experimento foram avaliados a umidade do solo, a atividade respiratória, 

o carbono da biomassa, a produção de desidrogenase, a matéria seca de raiz e 

parte aérea (Figura 4). 
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Figura 4 – Umidade do Solo (A), Atividade respiratória (B), Carbono da biomassa (C), Desidrogenase (D), 

Matéria seca de parte aérea (E) e Matéria seca de raiz (F) de plantas de milho inoculadas com oito isolados de 

bactérias endofíticas do gênero Bacillus subtilis e um controle sem inoculação aos 60 dias. As médias com 

diferentes letras indicam diferença significativa de 5% de acordo com o teste de Tukey. 
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A partir dos resultados da Figura 4, podemos observar o comportamento 

dos isolados em interação com a atividade microbiana do solo. Para a umidade 

do solo, os isolados que se destacaram foram o 291, 263 e 287 com valores 

acima de 30%, já o isolado 309 obteve o menor valor sendo de 22,79% sendo 

este inferior ao controle.  

Na atividade respiratória, os isolados que mais produziram CO2 foram os 

263, 290 e 320, e o que menos produziu foi o 287, seguido do controle.  

Para a produção de C no solo, o isolado 248 se destaca, produzindo 

191,65 µg g-1 de C, seguido do isolado controle e do isolado 287, e o que menos 

produziu foi o isolado 291 e 290.  

Na produção de desidrogenase, os isolados 263, 291, e 320 se 

destacaram, e os demais tiveram seus valores equivalentes, sendo o controle o 

que menos produziu.  

Na promoção de crescimento de planta, perante os dados de matéria seca 

de parte aérea e raiz, o isolado que se destaca é o 290 apresentando os maiores 

valores. Em contrapartida, o controle e os isolados 263 e 287 apresentou os 

menores resultados na matéria seca de parte aérea; já na matéria seca de raiz, 

o isolado 263, 248 e também o controle apresentaram os menores resultados. 

 

 

3.4  Correlação do Perfil Metabólico e Promoção de Crescimento de 

Plantas  

 

Com a finalidade de avaliar a correlação entre o consumo das mais 

diversas fontes de carbono (Figura 3) e a promoção de crescimento de plantas 

(Figura 4), seus respectivos resultados foram cruzados, sendo observados sua 

forte interação de acordo com os coeficientes de correlação de Pearson segundo 

Teles et al. (2018), sendo expressos na Figura 5. 

Pode-se observar que todos os valores de correlação se encontram acima 

de 0,7 seja esta positiva ou negativa, representando correlações forte (0,7 a 0,9 

ou -0,7 a -0,9) e muito forte (0,9 a 1,0 ou -0,9 a -1,0). A correlação significa o 

grau de associação de duas variáveis resposta. Quando uma correlação é 

negativa, uma variável aumenta e a outra diminui; quando é positiva, as duas 
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variáveis aumentam. Nota-se ainda que não há valores para todas as variáveis, 

ou seja, para o valor de p >0,05 indica que mesmo o não apresentou significância 

estatística.   

  

 

 

 

3.5  Análise de Componentes Principais (PCA) da Correlação   

 

A figura 6, corresponde ao biplot formado pelos dois primeiros 

componentes principais (CP1 e CP2) e certifica-se que a soma da variabilidade 

retida nestes componentes é de 71,5% da variabilidade original, do qual o CP1 

Figura 5 – Coeficientes de Correlação de Perarson do consumo das fontes de carbono Biolog 
EcoPlateTM, e promoção de crescimento de plantas pelos isolados Bacillus subtilis 
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e CP2 apresentam cada um, 51,4% e 20,1%, respectivamente. A projeção em 

um plano bidimensional, o biplot, procura especificar o comportamento das 

variáveis e contemplar as associações entre os isolados, bem como apontar 

quais isolados estão estreitamente relacionados com o consumo de substratos 

e a promoção de crescimento de plantas. Os isolados que se encontram na 

direção do sentido das variáveis, indicam maiores consumos de uma 

determinada fonte de carbono, e no sentido contrário, menores. Os isolados que 

se localizam nas extremidades do plano, exibem características especificas, 

sendo distinto dos demais, e os isolados que estão mais próximos, são mais 

semelhantes. 

A finalidade da utilização desta ferramenta é exibir as informações mais 

relevantes de uma tabela de dados para facilitar a apresentação dos dados como 

novas variáveis comuns chamadas de componentes principais (ABDI & 

WILLIAMS, 2010). O conjunto de dados foi disposto em uma matriz com nove 

linhas cor- respondendo às amostras e trinta e sete colunas correspondentes às 

trinta e uma fonte de carbono da placa Biolog EcoPlateTM, e aos seis parâmetros 

analisados quanto a promoção de crescimento de plantas, sendo estes a 

umidade do solo, a atividade respiratória, o carbono da biomassa, a produção de 

desidrogenase, a matéria seca de raiz e parte aérea. 

Na figura 6, é possível identificar uma forte correlação do isolado 290 com 

as variáveis ácido glicil – L- glutâmico, L-arginina e massa seca de parte aérea. 

Para o isolado 287, podemos visualizar sua forte correlação com glicogênio. Já 

o isolado 274, possui forte correlação com D – manitol, I-iritritol, e D,L-α-glicerol-

fosfato. Nota-se ainda que alguns isolados, 248 e 309, 320 e 291 encontram – 

se próximos, o que nos sugere uma similaridade no consumo das fontes de 

carbono e na promoção do crescimento de plantas (Figura 7). É possível 

considerar que os isolados estejam divididos em 4 grupos, o isolado 274 

separado, um segundo grupo formado pelos isolados 320 e 291, o terceiro 

formado pelo isolado 287, e o quarto caracterizado pelos isolados 290, 263, 248 

e 309.      
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Figura 6 - Projeção espacial, com biplot, de componentes principais (PCA), referente ao 
consumo das fontes de carbono e a promoção do crescimento de plantas. 
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4. Discussão  

 

As diferenças de promoção de crescimento nas plantas que receberam 

os oito B. subtilis na casa de vegetação é resultado das diferenças genéticas, 

uma vez que, os isolados não tiveram 100% de similaridade, somado com as 

interações entre planta e microbiota rizosférica que promovem diferentes 

expressões gênicas. 

Trabalhos anteriores realizados com os mesmos isolados de B. subtillis, 

mostraram diferenças significativas em relação a matéria seca de parte aérea e 

raiz, tanto para a cultura do milho, quanto para a cultura do algodão (LOBO, 

2018; DIAZ 2018). O aumento da matéria seca normalmente é uma 

consequência da síntese de fitohormônios produzidos pelos microrganismos.  

Estes, aumentam a superfície de contato da raiz da planta possibilitando maior 

interação entre os microrganismos e a planta, no qual, o microrganismo é 

Figura 7 - Análise de agrupamento hierárquico dos isolados de acordo com PCA 
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favorecido na obtenção de nutrientes e carbono provenientes das raízes das 

plantas pela rizodeposição e a planta é favorecida com o aumento da eficiência 

de exploração de solo, aumentando assim, sua capacidade de absorção de 

nutrientes e água (aWANG et al., 2009; WHITE et al., 2014). 

Na atividade respiratória, os isolados 263, 290 e 320 apresentaram 

maiores valores significativos. A emissão de CO2 no solo, ocorre através da 

respiração microbiana, respiração das raízes, decomposição dos resíduos 

vegetais, e oxidação da matéria orgânica do solo (LAL, 2009), contudo a 

umidade e temperatura do solo afetam diretamente em sua emissão ao longo do 

tempo (COSTA et al., 2008; ALMARAZ et al., 2009; CHAVEZ et al., 2009; USSIRI 

& LAL, 2009; ALMAGRO et al., 2009; PANOSSO et al., 2009; bWANG et al., 

2009; SILVA-OLAYA et al., 2013). Para a produção de CO2 há uma umidade 

ótima que potencializa a respiração. Em excesso a respiração microbiana do 

solo é delimitada pela redução da propagação do oxigênio essencial para a 

respiração aeróbia da célula (LINN & DORAN, 1984; LAL, 2009). Esses 

resultados sugerem que os isolados 263, 290 e 320 possuem uma grande 

habilidade de ciclagem de nutrientes e mineralização de nutrientes do solo. 

Em reação ao carbono da biomassa microbiana, interessantemente, a 

inoculação com os isolados, exceto o isolado 248, diminuiu o carbono da 

biomassa microbiana, o que está relacionado com as populações microbianas 

da amostra de solo. Este resultado sugere que provavelmente as inoculações 

consecutivas de B. subtilis tenha diminuído outras populações microbianas e 

promovido um rearranjo populacional. Certamente, a inoculação dos B. subtilis 

diminuíram a diversidade microbiana da rizosfera, e provavelmente, isso refletiu 

na diminuição do carbono da biomassa, mas aumentou a especificidade se 

tornando um grande número populacional.  

Para a atividade da desidrogenase os isolados que apresentaram valores 

significativos foram 263, 291 e 320. A desidrogenase é uma enzima que possui 

influência sob os fatores das atividades microbianas pois ela incide a atividade 

oxidativa total da microbiota do solo, sendo esta uma enzima óxido – redutase 

(GU; WAG; KONG, 2009). Seu processo ocorre em todas as células microbianas 

vivas intracelularmente, não acumulando extracelularmente no solo (SALAZAR 

et al., 2011). 
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Pode-se observar que o isolado 263 promoveu incrementos para os 

parâmetros, atividade respiratória, e produção de desidrogenase, contudo, em 

relação à promoção de crescimento de planta para os parâmetros de matéria 

seca de parte aérea e raiz, o mesmo não promoveu aumento significativo, 

sugerindo que a ação de alguns microrganismos promovendo incrementos de 

atividade microbiana do solo podem não refletir diretamente, ou a curto prazo, 

na promoção de crescimento de raízes e de parte aérea. O aumento da atividade 

microbiana do solo traz muitos benefícios para a produção vegetal, entretanto, 

esses resultados sugerem que a atividade microbiana do solo não substitui uma 

interação mais próxima entre microrganismos e plantas. 

O isolado 290 se destacou por promover o maior crescimento da planta 

(Figura 4 – E, F), promoção de maior quantidade de matéria seca de raiz e parte 

aérea. LOBO, (2018) e DIAZ (2018) também verificou que B. subtilis 290 

aumentou expressivamente a promoção do crescimento de plantas, bem como 

a concentração de nitrogênio na parte aérea e raiz. Bactérias promotoras de 

crescimento de plantas, apresentam a capacidade de promover a fixação 

biológica do nitrogênio, na qual pôde ser representada por Moreira et al (2013) 

destacando que estas bactérias – B. subtilis foram capazes de incrementar entre 

20-30% nas concentrações de nitrogênio em plantas gramíneas, dentre estas, o 

milho.  

Perante os resultados, o isolado 290 foi o único capaz de consumir o ácido 

glicil-L-glutâmico (Figura 3), que obteve correlação positiva com incremento de 

massa seca de parte aérea com p >0,84 (Figura 5). Observando os resultados 

de componentes principais, esta correlação está fortemente evidenciada, 

sugerindo que este isolado possui efeito sobre o glutamato, e o incremento de 

massa seca de parte aérea e raiz sendo estes também fortemente relacionados 

pela análise.    

Um aminoácido importante para o crescimento, desenvolvimento e 

metabolismo das plantas, é o ácido glutâmico ou glutamato. Sua função, está 

diretamente ligada ao mecanismo de defesa da planta, devido sua participação 

na produção de glutationa que atua contra o estresse em plantas, agindo no 

sistema de defesa enzimático e não enzimático através da neutralização do 

comportamento de espécies reativas ao oxigênio, por meio de sua capacidade 

de doar elétrons. Além do mecanismo de defesa, o ácido glutâmico é um 
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aminoácido chave no funcionamento dos meristemas, na frutificação, no 

crescimento, na síntese de proteínas e açúcares nas plantas (GILL; TUTEJA, 

2010).   

O glutamato é sintetizado através da absorção do nitrogênio pela planta, 

que embora seja um aminoácido básico, possui um importante papel através de 

sua transformação em outros aminoácidos essenciais para o metabolismo da 

planta, originando a arginina, asparagina, prolina, aspartato e glutamina, através 

da atividade das aminotransferases (BUCHANAN et al., 2000; TAIZ; ZEIGER, 

2013). O N absorvido pelas plantas (disponível em várias formas NH4
+, NO3

-), 

pode ser alterado em função do seu ciclo de desenvolvimento (BREDEMEIER; 

MUNDSTOCK, 2000; WILLIAMS; MILLER, 2001). O NO3
- pode ser assimilado 

na parte aérea, ou nas raízes, contudo este aminoácido precisa ser reduzido a 

NH4 
+ (LI et al., 2013). Uma vez reduzido, o NH4 

+ é assimilado pelas enzimas 

glutamina sintetase (GS), incorporando o NH4 
+ ao glutamato, obtendo assim a 

glutamina através da reação que requer ATP, que em seguida, o glutamato 

sintase ou glutamina-2-oxoglutarato aminotransferase (GOGAT) fornece um N 

amidico da glutamina ao 2-oxoglutarato para obter duas moléculas de glutamato 

(LEA; MIFLIN, 2011). Uma rota alternativa para a formação do glutamato, pode 

ainda ocorrer, onde a enzima glutamato desidrogenase (GDH) efetua a catalise 

reversível da aminação 2-oxoglutarato (TERCE-LAFORGUE et al., 2013).   

Esses dados sugere uma simbiose direta com a planta, pois este isolado 

– 290 - possivelmente atuou como o maior fixador de nitrogênio, como mostrado 

por LOBO (2018), sendo este um elemento essencial na precursão do glutamato 

para a planta. Acreditamos que a planta utilizou o N advindo da fixação biológica 

através deste isolado, seguindo sua via metabólica na síntese de glutamato, 

possivelmente fornecendo ao microrganismo esta fonte de carbono, em que 

ambos são beneficiados, promovendo maior crescimento e desenvolvimento da 

planta, e maior estabilidade do isolado. 

 O objetivo do presente estudo foi tentar entender por que isolados de B. 

subtilis pertencentes a mesma e portadores de habilidades de promoção de 

crescimento de plantas espécie atuam em diferentes parâmetros relacionados à 

atividade microbiana do solo e à promoção de crescimento vegetal. As análises 

genéticas e de consumo de substrato (carbono) mostraram diferenças e 

similaridades entre os isolados, permitindo a separação dos isolados em 
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diferentes grupos. Infelizmente as análises realizadas não permitiram um melhor 

entendimento da atuação dos isolados na promoção de crescimento de plantas, 

mas pode-se notar que o isolado que possui a maior habilidade para a promoção 

de crescimento foi o único isolado que consumiu o ácido glicil-L-glutâmico. Esses 

resultados não são conclusivos, entretanto, abre uma via para novas 

investigações na tentativa de se elucidar quais são as condições e ou as 

características necessárias nos isolados para que a promoção de crescimento 

de plantas seja mais efetiva.   

 

 

5. Conclusão 

 

 

As análises realizadas não permitiram um melhor entendimento da ação 

dos isolados na promoção do crescimento das plantas, mas pode-se observar 

que o isolado com maior capacidade de promover o crescimento das plantas foi 

o isolado 290 - único isolado que consumiu glicil-L-glutâmico.  

Esses resultados abrem caminho para novas investigações na tentativa 

de esclarecer quais são as condições e/ou características exigidas nos isolados 

para que a promoção do crescimento vegetal seja mais eficaz. 
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CAPÍTULO 3 – Caracterização in vitro de isolados de Bacillus subtilis  

 

RESUMO - A utilização de microrganismos na agricultura como promotores de 
crescimento e agentes de controle biológico, além de seu emprego em práticas 
biotecnológicas, tem sido cada vez mais explorada ao longo dos anos. Algumas 
bactérias, incluindo Bacillus subtilis, apresentam habilidades em promover 
crescimento de plantas, produzir enzimas, sideróforos, desenvolver ação 
antagônica contra fungos fitopatogênicos, e apresentam capacidade de 
tolerância a metais pesados. Contudo, diferentes cepas podem expressar 
diferentes aspectos quanto esta capacidade. O presente estudo teve como 
objetivo caracterizar in vitro oito isolados de B. subtilis, demonstrando sua 
capacidade de atividade enzimática, tolerância a metais pesados, antagonismo 
em fitopatógenos e produção de sideróforos. Os ensaios realizados mostraram 
que todos os isolados tinham capacidade de síntese enzimática para fosfatase, 
amilase e celulase. Nos testes de tolerância a metais pesados, o elemento Cd(II), 
0,5 mmol L-1 foi capaz de impedir o desenvolvimento das cepas 248, 263 e 320; 
para Cu(II) o isolado 263 obteve maior tolerância; para Zn(II), o isolado 320 foi 
inibido a 2,0 mmol L-1. Com relação ao Cr(III) isolados 290 e 291 apresentaram 
maior tolerância a esta espécie química, já para o Cr(VI) os isolados 
apresentaram mesmo padrão de tolerância para Ni(II), os isolados apresentaram 
mesmo comportamento de tolerância. A inibição do crescimento in vitro ocorreu 
com todos os isolados, porém, em intensidades diferentes, exceto para o isolado 
291. A produção de sideróforos foi identificada apenas para os isolados – 287, 
320, 309, 274, 263 e 248. Esses resultados abrem caminho para novas 
investigações na tentativa de esclarecer quais são as condições e / ou 
características exigidas pelos isolados para um desempenho mais eficaz, 
observando rotas metabólicas, bem como mecanismos genéticos. 
 

Palavras – chaves: Biorremediação. Bacillus subtilis. Biotecnologia. 
Sideróforos. Antagonismo.  
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In vitro characterization of Bacillus subtilis isolates 

 
 
 
ABSTRACT - The use of microorganisms in agriculture as growth promoters and 
biological control agents, in addition to their use in biotechnological practices, has 
been increasingly explored over the years. Some bacteria, including Bacillus 
subtilis, have abilities to promote plant growth, produce enzymes, siderophores, 
develop antagonistic action against phytopathogenic fungi, and have the ability 
to tolerate heavy metals. However, different strains can express different aspects 
regarding this ability. The present study aimed to characterize eight in vitro 
isolates of B. subtilis, demonstrating their capacity for enzymatic activity, 
tolerance to heavy metals, antagonism in phytopathogens and production of 
siderophores. The tests carried out showed that all isolates presented enzymatic 
syntesis to phosphatase, amylase and cellulase. In the capacity of tolerance to 
heavy metals, for the element Cd(II), 0.5 mmol L-1 was sufficient to prevent the 
development of strains 248, 263 and 320; for Cu(II) isolate 263 obtained greater 
tolerance; for Zn(II), isolate 320 was inhibited at 2.0 mmol L-1. Regarding Cr(III) 
isolates 290 and 291 showed greater tolerance to this chemical species, whereas 
for Cr(VI) the isolates showed the same tolerance pattern for Ni(II), the isolates 
showed the same tolerance behavior. In vitro growth inhibition occurred to all 
isolates, however, at different intensities, except for isolate 291. The production 
of siderophores was identified only for the isolates - 287, 320, 309, 274, 263 and 
248. These results open the way for new investigations in an attempt to clarify 
what are the conditions and / or characteristics required by the isolates for a more 
effective performance, observing metabolic routes, as well as genetic 
mechanisms. 
 

Keywords: Bioremediation. Bacillus subtilis. Biotechnology. Siderophores. 
Antagonism. 
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1. Introdução 

 

Os microrganismos promotores de crescimento de plantas têm sido 

utilizados há muito tempo de forma consciente ou intuitiva (Romeiro, 2007). 

As bactérias promotoras de crescimento de plantas, através de seus 

efeitos bioestimulantes e biofertilizantes, promovem o crescimento vegetal, 

conferindo-lhe a habilidade de resistir ao estresse, além de aumentar sua 

resistência a doenças, através da produção de antibióticos e sideróforos que 

inibem o crescimento de vários patógenos (STURZ e NOWAK, 2000; 

RAMAMOORTHY et al., 2001). 

Além de promover o crescimento vegetal, e promover inúmeros benefícios 

para as plantas, os microrganismos dispõem de uma diversidade genética e 

metabólica que têm sido estudadas desde os primórdios da humanidade, por 

apresentarem grande potencial e capacidade em gerar produtos de interesse 

biotecnológico. A produção de enzimas, biofertilizantes, antibióticos, 

combustível, bebidas, queijos, iogurtes, dentre outros, são exemplos da 

utilização biotecnológica desses microrganismos (BORÉM, 2005).  

Um outro aspecto em que os microrganismos têm sido utilizados é no 

processo de biorremediação de áreas contaminadas. A utilização de grandes 

quantidades de insumos agrícolas pode promover o acúmulo de metais 

potencialmente tóxicos nos solos agrícolas. O acúmulo desses metais no solo 

promovem mudanças nas diversas comunidades microbianas interferindo nas 

relações solo- planta – ambiente e também selecionando microrganismos 

tolerantes a viverem nessas condições (MORTVEDT, 1996; EMBRAPA, 2006; 

RIBERIRO, 2013; CAMPOS et al., 2014). 

O presente estudo teve como objetivo caracterizar e identificar a 

capacidade de atividade enzimática, tolerância a diversas concentrações de 

metais, antagonismo contra fungos fitopatogênicos selecionados 

aleatoriamente, e produção de sideróforos demonstrados por oito cepas de B. 

subtilis.  
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2. Material e Métodos  

 

 

As cepas de B. subitilis (Tabela 1), utilizadas neste trabalho, foram obtidas 

por MILANI et al., (2019) e pertencem à coleção de microrganismos do 

Laboratório de Microbiologia do Solo, departamento de Microbiologia da 

Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, FCAV/UNESP – 

Jaboticabal/SP. 

 

Tabela 1 - Identificação dos Isolados 

 

Código do Isolado Identificação 

248 Bacillus subitilis 

263 Bacillus subitilis 

274 Bacillus subitilis 

287 Bacillus subitilis 

290 Bacillus subitilis 

291 Bacillus subitilis 

309 Bacillus subitilis 

320 Bacillus subitilis 

 

 

 

2.1  Capacidade de Síntese Enzimática 

 

A capacidade de degradação enzimática foi avaliada com objetivo de 

identificar o potencial biotecnológico que os isolados de B. subitilis apresentam 

para a produção de fosfatase, amilase e celulase.  
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2.1.1 Fosfatase 

 

Com os isolados B. subtilis foi realizado um teste bioquímico para 

identificar a produção de fosfatase, utilizando o meio de cultura NBRIP sólido 

(NAUTIYAL et al., 1999): 20 g de glicose; 5g de Ca5(OH)(PO4)3; 5g de MgCl2 

6H2O; 0,25 g de MgSO47H2O; 0,2 g de KCl; 0,1 g de (NH4)2SO4; 1,5% de ágar e 

pH 7,0 para volume total igual a 1L.  

Os isolados foram previamente cultivados em caldo nutriente (extrato de 

carne: 1,0 g/L, extrato de levedura: 2,0 g/L, peptona: 5,0 g/L, NaCl: 5,0 g/L, pH: 

6,8 ± 0,2) durante dois dias, sob agitação de 100 rpm, 28ºC para formar o pré-

inoculo, após este período, 25 mL da cultura foi centrifugada a 15ºC por 20 

minutos a 12000 rpm. As células precipitadas foram suspensas em caldo 

nutriente dando origem a uma suspensão celular com absorbância a OD(560) de 

0,1.  Esta suspensão foi então cultivada por 3 horas sob a mesma condição 

anterior, para formar uma suspensão celular com OD (560) igual a 0,2. Em 

seguida, 150 μL dessa suspensão bacteriana foram distribuídas no centro da 

placa com meio de cultura NBRIP. As culturas foram submetidas à incubação 

por 72 horas em estufa B.O.D. A detecção da capacidade de solubilização de 

fosfato de cálcio pelas bactérias, foi observada pelo aparecimento de halo claro 

ao redor da colônia. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.  

 

 

2.1.2 Amilase 

 

A síntese de amilase foi avaliada utilizando-se meio amido-ágar: K2HPO4 

(0,3 g/L); MgSO4.7H2O (1,0 g/L); NaCl (0,5 g/L); NaNO3 (1,0 g/L); Amido (10 g/L); 

pH 6,9.  

Os isolados foram previamente cultivados em caldo nutriente (extrato de 

carne: 1,0 g/L, extrato de levedura: 2,0 g/L, peptona: 5,0 g/L, NaCl: 5,0 g/L, pH: 

6,8 ± 0,2) durante dois dias, sob agitação de 100 rpm, 28ºC para formar o pré-

inoculo, após este período, 25 mL da cultura foi centrifugada a 15ºC por 20 

minutos a 12000 rpm. As células precipitadas foram suspensas em caldo 

nutriente dando origem a uma suspensão celular com absorbância a OD(560) de 
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0,1.  Esta suspensão foi então cultivada por 3 horas sob a mesma condição 

anterior, para formar uma suspensão celular com OD (560) igual a 0,2. Em 

seguida, 150 μL dessa suspensão bacteriana foram distribuídas no centro da 

placa com meio de cultura amido – ágar.  

As culturas foram incubadas em B.O.D. à 30°C por cinco dias. Após o 

cultivo, as culturas foram coradas com Lugol (1% I2: 2% KI – iodeto de potássio) 

por 15 minutos, em seguida, o mesmo foi descartado, e lavado com solução 

salina - NaCl 0,85%(m/v) por 10 minutos, seguindo do descarte. O aparecimento 

de halo claro em volta da cultura demonstrou a presença de amilase (SOUZA; 

OLIVEIRA; ANDRADE, 2008). Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

 

2.1.3 Celulase 

 

A avaliação da produção de celulase foi realizada utilizando meio BHB: 

K2HPO4 (0,3 g/L); MgSO4.7H2O (1,0 g/L); CaCl2.2H2O (0,02 g/L); (NH4)2HPO4 

(1,0 g/L); KNO3 (1,0 g/L); FeCl3 (0,05 g/L), suplementado com 0,5%(m/v) de 

carboximetilcelulose (CMC). 

Os isolados foram previamente cultivados em caldo nutriente (extrato de 

carne: 1,0 g/L, extrato de levedura: 2,0 g/L, peptona: 5,0 g/L, NaCl: 5,0 g/L, pH: 

6,8 ± 0,2) durante dois dias, sob agitação de 100 rpm, 28ºC para formar o pré-

inoculo, após este período, 25 mL da cultura foi centrifugada a 15ºC por 20 

minutos a 12000 rpm. As células precipitadas foram suspensas em caldo 

nutriente dando origem a uma suspensão celular com absorbância a OD(560) de 

0,1.  Esta suspensão foi então cultivada por 3 horas sob a mesma condição 

anterior, para formar uma suspensão celular com OD (560) igual a 0,2. Em 

seguida, 150 μL dessa suspensão bacteriana foram distribuídas no centro da 

placa com meio de cultura BHB, suplementado com carboximetilcelulase.  

As culturas foram submetidas a B.O.D. a 30°C por cinco dias. Após o 

cultivo a detecção da enzima celulase foi avaliada pelo aparecimento de halo 

claro e amarelado ao redor do cultivo após coloração das placas com vermelho 

congo a 0,1%(m/v) em água (SOUZA; OLIVEIRA; ANDRADE, 2008). Todos os 

ensaios foram realizados em triplicata.  
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2.2  Tolerância dos Isolados de Bacillus subtilis a Metais Pesados   

 

A capacidade de tolerância aos metais pesados, foram verificadas perante 

o desenvolvimento do crescimento celular em meio sólido, contendo diferentes 

concentrações de Cd(II), Cr(III), Ni (II), Zn(II), Cu(II) e Cr(VI). Para isso, os 

isolados foram previamente cultivados em caldo nutriente (3 g de extrato de 

carne; 5 g de peptona de carne; 1 g de NaCl; para 1L; pH 7,0), e incubados em 

estufa para B.O.D. a 28°C por 24h. Após esse período os isolados foram 

repicados para placas de petri contendo meio Nutriente Ágar (5 g de Peptona; 3 

g de extrato de levedura; 1 g de NaCl; 9 g de ágar; para 1L, pH 7,0) 

(RODRIGUES NETO et al., 1986) com íons de cádmio, crômio, níquel, zinco, 

cobre, nas seguintes concentrações: 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0 e 5,0 

mmol L-1, obtidas a partir de soluções preparadas pela dissolução de CdCl2.H2O, 

CrCl3.6H2O, NiCl2.6H2O, ZnSO4.7H2O, CuSO4.5H2O em água deionizada e, um 

composto iônico da solução de dicromato de potássio -  K2Cr2O7 fornecendo, 

respectivamente 0,2; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 8,0 e 10,0 mmol/L de Cr(VI). 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata.  

 

 

2.2.1 Análise Estatística da Capacidade de Tolerância a Metais 

Pesados  

 

Os resultados das variáveis da capacidade de tolerância aos metais 

pesados, foram submetidos ao survival analyses, de resistência ou 

sobrevivência, e ajustados com a distribuição de Weibull para descrever o efeito 

da sobrevivência em diferentes concentrações de metais pesado, através da 

equação 1.  

 

(t) 1     

t

F e





 
− 
 = − (1) 

 

Onde β é o parâmetro de escala e α é o parâmetro de forma. 
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Foram calculados os valores de IC50, que representam a concentração de 

cada metal necessário para inibir 50% da presença dos microrganismos. 

Também foi realizada a análise de correspondência com os valores de 

presença e ausência dos microrganismos nas diferentes concentrações para 

todos os metais pesado testados. O conjunto de dados foi disposto em uma 

matriz com nove linhas correspondendo às amostras e trinta e nove colunas 

correspondentes aos metais e suas diferentes concentrações. 

Através destes dados, eles foram analisados com o uso do software R 

para computação estatística, versão 3.2.4 (CORE_TEAM, 2017). 

 

 

2.3  Antagonismo in vitro Contra Fungos Fitopatogênicos 

 

Os isolados de B. subitilis, foram avaliados aleatoriamente quanto ao 

potencial de controle da Alternaria alternata, agente causal da mancha marrom 

em variedades da citricultura, Colletotrichum gloeosporioides, agente causal da 

podridrão floral de citrus, Phyllosticta citricarpa agente causal da mancha preta 

em citrus, e Geotrichum citri-aurantii agente causal da podridão azeda. As 

culturas foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Kátia Cristina Kupper, e 

pertencem a Coleção de microrganismos do Laboratório de Fitopatologia e 

Controle Biológico do Centro Avançado de Pesquisa de Citros “Sylvio Moreira” 

/IAC, Cordeirópolis/SP, Brasil.   

Um disco de 7 mm de diâmetro com micélio do fitopatógeno, foi 

transferido para o centro das placas de Petri contendo meio B de King e em meio 

BDA (estéreis) em duplicata. As culturas foram submetidas a 30°C por 48 horas. 

As bactérias foram mantidas em crescimento por 24 h em meio B de King a 30°C 

e, em seguida, foram transferidas em 4 pontos equidistantes entre si e do centro 

das placas. Posteriormente, as placas contendo cada um dos fitopatógenos 

foram colocadas em incubadora, nas mesmas condições, por 24 e 48 h. O 

antagonismo pôde ser observado pela formação de halos de inibição do fungo 

pela bactéria. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

 



61 
 

2.4  Produção de Sideróforos 

 

A produção de sideróforos foi verificada para os 8 isolados descritos na 

Tabela 1. A análise de cromoazurol S (CAS) ágar foi realizada conforme a 

seguir (SCHWIN; NEILANDS, 1987): 60,5 mg de CAS foram dissolvidos em 

50 ml de água destilada e misturada com 10 ml de ferro (III) (FeCl3.6H2O 1 

mM em HCl 10 mM). Sob agitação, esta solução foi vagarosamente 

adicionada a 72,9 mg de HDTMA (hexadecyltrimethylammonium) dissolvido 

em 40 ml de água. Estas soluções foram autoclavadas separadamente. 

Separadamente também foi autoclavado um meio de cultura deficiente em 

ferro (MM9) de acordo com PAYNE (1994), modificado por SILVA-STENICO 

et al. (2005). O meio era composto de (1 L): KH2PO4 0,3 g L-1, NaCl 0,5 g L-

1, NH4Cl 1,0 g L-1. Em 100 ml desta solução foram adicionados 1,2 g de Tris 

e 18 g de agar, pH 5.6, completado para 1 L e autoclavada. Esta solução foi 

suplementada com 30 ml de casaminoácido desferrado 10% (m/v) (o ferro 

contaminante foi removido com 3% de 8-hidroxiquinolina em clorofórmio), 

manitol 2 g/L, 1 ml de MgCl2 1 M e 1 ml de CaCl2 100 mM. Estas soluções 

foram preparadas e filtradas em filtro Millipore 0,22 µ. A solução de CAS foi 

adicionada ao meio MM9 e as placas foram inoculadas com isolados de 

Bacillus subtillis de culturas estoques e incubadas a 28oC. A mudança de cor 

de azul para amarelo do meio CAS foi anotada. Toda a vidraria utilizada foi 

lavada com HCl 6 N para retirada de ferro contaminante. Todos os ensaios 

foram realizados em triplicata. 

 

 

3. Resultados  

 

3.1  Capacidade de Síntese Enzimática 

 

Os resultados para da detecção de diferentes enzimas sintetizadas pelos 

isolados B. subtilis, podem ser observados na Figura 1. Nas condições 

determinadas, todos os isolados foram capazes de produzir fosfatase (Figura 1-

a), amilase (Figura 1-b), e celulase (Figura 1-c).  
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O teste para identificação da solubilização de fosfato inorgânico (Figura 

1-a), foi positivo para todos os isolados. Os Bacillus foram capazes de solubilizar 

o fosfato apresentando halo ao redor de sua colônia.  

Para o teste da produção de amilase (Figura 1-b) nota-se que o meio BHB 

enriquecido com o amido é ligeiramente opaco, sendo possível visualizar o halo 

sem a coloração, pois há a formação de uma área translúcida próxima a cultura, 

porém para a melhor definição e visualização do halo realizou-se a coloração 

com Lugol. Todos os isolados foram capazes de produzir amilase. 

 No ensaio para a produção de celulase, todos os isolados foram capazes 

de hidrolisar o substrato CMC, apresentando atividade celulolítica através da 

presença de halos ao redor da colônia (Figura 1-c).  
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Figura 1 - Halo indicativo da produção de enzimas A – produção de Fosfatase; B – produção de Amilase; 

C – produção de Celulase por isolados de B. subtilis. 
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3.2  Tolerância dos isolados de Bacillus subtilis a metais pesados   

 

A existência de microrganismos em locais contaminados ou com acúmulo 

de metais pesado está relacionado ao mecanismo de tolerância que apresentam, 

o que demonstram adaptação a tais condições locais. Ao apresentarem 

tolerâncias, esses microrganismos multiplicam-se, e se tornam a maioria, pois 

utilizam os elementos poluentes como fonte de nutrientes para sua própria 

sobrevivência (KUIPER et al., 2004).  Deste modo, os 8 isolados identificados 

como Bacillus subtilis (MILANI, 2019) foram avaliados quanto a resistência ao 

Cd(II), Cr(III), Ni (II), Zn(II), Cu(II) e Cr(VI) (Figura 2).  

 

  

Figura 2 - Isolados Bacillus.subtilis tolerantes às diferentes concentrações de metais pesado (0,5;1,0; 1,5; 2,0; 

2,5; 3,0; 3,5; 4,0 e 5,0 mmol L-1) de Cd(II), Cr(III), Ni (II), Zn(II), Cu(II) e  (0,2; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0;  8,0 e 10,0 

mmol L -1 ) de Cr(VI). Valores de IC50 indicam a concentração mínima inibitória de 50%. 
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Na Figura 2, é possível identificar que os isolados apresentaram 

diferentes tipos de tolerância frente aos seis metais estudados. Baixa 

concentração de cádmio (0,5 mmol L-1) (Fig 2-d) foi suficiente para impedir o 

desenvolvimento de 3 isolados – 37,5% das cepas analisadas (248, 263, e 320). 

Por outro lado, para as concentrações de zinco e crômio, os isolados 

apresentaram maiores tolerância com valores de IC50 entre 1,81 – 4,30 (Fig 2 – 

b/e). Quanto menor os valores de IC50, menor tolerância ao metal o 

microrganismo apresenta. Nas concentrações superiores a 2,5 mmol L-1 para os 

íons de níquel, dicromato de potássio, e cobre, ocorreu uma diminuição 

significativa do número de isolados que conseguem se desenvolver in vitro.  

Observou-se que para o íon Cu(II) (Fig 2-a), o isolado 263 apresentou 

maior tolerância à concentração de 3,0 mmol L-1, em contrapartida, os isolados 

297 e 309, foram sensíveis a concentrações acima de 2,0 mmol L-1. Para o Zn(II) 

(Fig 2-b), os isolados 248, 274, 287, 290 e 309 não foram afetados por nenhuma 

concentração utilizada; apenas o isolado 320 apresentou a maior sensibilidade 

a concentração de 2,0 mmol L-1, se compararmos aos demais. Quando se 

analisa a tolerância ao Cr(VI) (Fig 2-c) observa-se que 5,0 mmol L-1 foi a 

concentração que mais prejudicou no desenvolvimento dos isolados. Nota-se 

que os isolados tolerantes ao Cd(II) (Fig 2-d), não ultrapassaram concentrações 

acima de 1,5 mmol L-1, sendo os isolados 248 e 263 afetados a 0,5 mmol L-1, 

seguidos do isolado 274 que apresentou sensibilidade a 1,0 mmol L-1.  

Para o Cr(III) (Fig 2-e), os isolados 290 e 291 não foram afetados por 

nenhuma das concentrações utilizadas, visto que, os demais isolados (exceto o 

274) apresentaram sensibilidade a concentrações acima de 3,5 mmol L-1. Nota-

se ainda, que para o Ni(II) (Fig 2-f), todos os isolados apresentaram a mesma 

tolerância, tendo sido afetados com concentrações acima de 2,5 mmol L-1.  

 Através do cálculo matemático utilizando o modelo Weibull, foi possível 

obter os valores para parâmetros de escala (beta) e formato (alfa), além de obter 

os valores de significância estatística (valores de p), e os valores para IC50, que 

permitem identificar as cepas que tiveram maior sensibilidade aos metais 

utilizados (Tabela 2). Os valores dos parâmetros em negrito indicam que estes 

foram estatisticamente significativos para o modelo (p< 0,05). Na análise dos 

íons metálicos Zn(II), e Cr(III), colunas que contém o sinal “+”, significa que todos 

os isolados foram capazes de crescer em todas as concentrações testadas (0,5 
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– 5,0 mmol L-1). Para o íon Cd(II), as colunas que contém o sinal “-”, significa que 

os isolados foram sensíveis a todas as concentrações. 

 

Tabela 2 – Valores dos parâmetros do modelo Weibull para a tolerância dos 

isolados nas diferentes concentrações de metais. 

 
Metais 

 
Parâmetros 

ISOLADOS 

274 320 263 248 291 290 309 287 

Cu(II) 

alfa -28,88 -23,60 -34,16 -23,60 -28,88 -28,88 -35,35 -35,35 

beta 2,62 2,12 3,12 2,12 2,62 2,62 1,79 1,79 

IC50 2,65 2,15 3,16 2,15 2,65 2,65 1,81 1,81 

Zn(II) 

         

alfa  -35,35 -34,16  -34,16 + + + 

beta  1,79 3,12  3,12 + + + 

IC50  1,81 3,16  3,16    

Cr(VI) 

         

alfa -28,88 -23,60 -23,60 -23,60 -23,60 -23,60 -23,60 -23,60 

beta 2,62 2,12 2,12 2,12 2,12 2,12 2,12 2,12 

IC50 2,65 2,15 2,15 2,15 2,15 2,15 2,15 2,15 

Cd(II) 

         

alfa -7,60 - - - -35,35 -35,35 -35,35 -35,35 

beta 0,60 - - - 1,79 1,79 1,79 1,79 

IC50 0,63    1,81 1,81 1,81 1,81 

Cr(III) 

         

alfa -23,60 -39,44 -39,44 -39,44 + + -39,44 -39,44 

beta 4,24 3,62 3,62 3,62 + + 3,62 3,62 

IC50 4,30 3,66 3,66 3,66   3,66 3,66 

Ni(II) 

         

alfa -28,88 -28,88 -28,88 -28,88 -28,88 -28,88 -28,88 -28,88 

beta 2,62 2,62 2,62 2,62 2,62 2,62 2,62 2,62 

IC50 2,65 2,65 2,65 2,65 2,65 2,65 2,65 2,65 

 

Valores dos parâmetros alfa e beta em negrito indicam que foram estatisticamente significativos 

para o modelo (p < 0.05). IC50 foi expresso em mmol/L para cada elemento traço. “+” significa 

que todos os isolados foram capazes de crescer em todas as concentrações testadas (0,5 – 5,0 

mmol L-1). “-” indica que os isolados foram sensíveis a todas as concentrações. 
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3.2.1 Análise de correspondência da tolerância a metais 

 

A figura 3, corresponde ao biplot formado pela análise de 

correspondência, onde observa-se que os dois primeiros componentes principais 

(CP1 e CP2), explicam 93% da variabilidade original, com valores de 70,1% e 

22,9% para CP1 e CP2 respectivamente. A projeção em um plano bidimensional, 

o biplot, procura especificar o comportamento das variáveis e contemplar a 

sensibilidades entre os isolados, e os metais utilizados. Os isolados que se 

encontram próximos do sentido das variáveis, indicam menores sensibilidade ao 

metal, e no sentido contrário, maiores sensibilidade. 

A finalidade da utilização desta ferramenta é exibir as informações mais 

relevantes de uma tabela de dados para facilitar a apresentação dos dados como 

novas variáveis comuns chamadas de componentes principais (Abdi & Williams, 

2010).  

Na figura 3, é possível observar coerência com a figura 2, e identificar que 

os isolados 320, 263 e 248 foram extremamente sensíveis ao Cd(II), sendo 

localizadas no extremo diametralmente oposto. Comparando com a figura 2-d, 

podemos observar que basicamente todos os isolados foram sensíveis a este 

metal, visto que os maiores valores do IC50 correspondem a 1,81. Para o 

elemento Zn(II), podemos observar que os isolados 263, 320, e 291, também 

encontram-se na extremidade oposta, demonstrando que foram afetados pelas 

diferentes concentrações do metal testado, sendo respectivamente seus valores 

de IC50 para 320 de 1,81 e para os isolados 263 e 291 IC50 de 3,16 (Figura 2-b). 

Os isolados 290, 287, 309, 274, e 263 apresentaram menores sensibilidades aos 

elementos Ni(II) (IC50 2,65), Cr(III) (IC50 3,66 – 4,30), Cr(VI) (IC50 2,15 - 2,65) e 

Cu(II) (IC50 1,81 – 3,16). 
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3.3  Antagonismo in vitro contra fungos fitopatogênicos  

 

Os isolados foram avaliados em relação a quatro patógenos (Alternaria 

alternata, Colletotrichum gloeosporioides, Phyllosticta citricarpa, e Geotrichum 

citri-aurantii) em dois meios de cultura, BDA, e B de King (Tabela 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Análise de correspondência para a tolerância aos metais (Cu(II), Zn(II), Cd(II), Cr(III), Ni(II) e Cr(VI) 
das oito cepas de Bacillus subtilis.  
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Tabela 3 - Presença (+) ou ausência (-) de antagonismo in vitro contra o fungo 

Alternaria alternata, Colletotrichum gloeosporioides, Phyllosticta citricarpa, e 

Geotrichum citri-aurantii em meio de cultura BDA e B. de King 

 

Fungos 

 
Alternaria 
alternata 

Colletotrichum 
gloeosporioides 

Phyllosticta 
citricarpa 

Geotrichum 
citri-aurantii 

 Meio de Cultura 

Isolados BDA 
B de 
King 

BDA 
B de 
King 

BDA 
B de 
King 

BDA 
B de 
King 

274 + + + + + ++ + + 

320 + + + + + ++ + + 

263 + + + + + ++ + + 

248 + + + ++ + ++ + + 

291 + + + ++ + ++ + + 

290 + - - + + + + - 

309 + + + + + ++ + ++ 

287 + + + ++ + ++ + ++ 
+ → fraco antagonismo, com o fungo evitando crescer sobre a colônia bacteriana 

++ → forte antagonismo, presença de halo contendo o fungo  

- → ausência de antagonismo, com crescimento fúngico sobre a colônia bacteriana 

 

 

Sete isolados foram capazes de apresentar antagonismo in vitro contra o 

fungo Alternaria alternata para ambos meios de cultura testados (Tabela 3), e 

apenas o isolado 290 apresentou ausência de antagonismo (no meio cultura, B 

de King), permitindo que o fungo crescesse sobre sua colônia (Figura 4). Neste 

teste, o antagonismo exibido por esse isolado mostrou-se fraco. Não houve a 

presença de halo de inibição, e os isolados bacterianos apenas impossibilitaram 

o crescimento do fungo por cima de suas colônias, sugerindo uma possível 

competição por nutrientes.  
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O teste de antagonismo para o fungo Colletotrichum gloeosporioides, os 

isolados 248, 291, e 287 apresentaram formação de halo, sendo eficiente sobre 

o fungo em meio B de King (Figura 5). Já para o meio BDA, sete isolados 

exibiram um antagonismo fraco, mostrando apenas o crescimento de ambos os 

microrganismos, e apenas o isolado 290 em meio BDA apresentou ausência de 

antagonismo, apresentando crescimento do fungo por cima de sua colônia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Antagonismo in vitro entre isolado 290 e o fungo Alternaria alternata. A - Meio de 

cultura BDA; B – meio de cultura B de King. 

 

 

A B C 

Figura 5 - Antagonismo in vitro para o fungo Colletotrichum gloeosporioides, me meio de cultura B de King. A – 

Isolado 291; B – Isolado 248; C – Isolado 287. 

A B 
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O fungo Phyllosticta citricarpa, foi inibido por todos os isolados, exceto 

pelo isolado 290, que apresentou um fraco antagonismo. Os isolados 248, 263, 

287, 320, 274, 309 e 291 foram capazes de produzir um halo ao redor da colônia 

do fungo, contendo-o (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O patógeno Geotrichum citri-aurantii, foi inibido apenas por dois isolados 

– 309 e 287 que foram capazes de exibir halos ao redor da colônia fúngica no 

meio B de King (Figura 7 – A/B). Os demais isolados 274, 320, 263, 248, e 291 

apresentaram antagonismo fraco, sugerindo apenas competição nutricional, 

sendo que, o isolado 290 não apresentou antagonismo para o Geotrichum citri-

aurantii, no meio B de King, tendo o fungo cobrindo sua colônia (Figura 7 - C).   

 

 

 

 

 

 

A B C D 

E F G 

Figura 6 - Antagonismo in vitro para o fungo Phyllosticta citricarpa, me meio de cultura B de King. A – Isolado 
291; B – Isolado 263; C – Isolado 287; D – Isolado 320; E – Isolado 274; F – Isolado 309; G – Isolado 291. 
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3.4  Produção de Sideróforos 

 

A produção de sideróforos foi verificada cultivando os isolados em placas 

de petri em meio de cultura deficiente em ferro. Dos 8 isolados da mesma 

espécie, apenas 6 foram capazes de se desenvolver na carência de ferro, sem 

inibição de seu crescimento (Figura 8). Através da presença de um halo amarelo 

ao redor da colônia, é possível identificar a reação positiva para sideróforos pelo 

método CAS (SCHWYN; NEILANDS, 1987). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Antagonismo in vitro para o fungo Geotrichum citri-aurantii, em meio de cultura B de King. A – Isolado 

287; B – Isolado 309; C – Isolado 290; 

A B  C 

Isolates 248/263 Isolates 309/320 Isolates 274/287 Isolates 290/291 

Figura 8 - Crescimento dos isolados Bacillus subtilis em meio de cultivo contendo CAS, mostrando a formação 
de halos ao redor das colônias, indicando reação positiva para a produção de sideróforos. 
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O tempo para produção do halo ao redor das colônias foi diferente para 

cada isolado, apresentando halos entre 8 a 15 dias após a inoculação. Os 

isolados 290 e 291 não se desenvolveram tão bem quanto aos demais, 

apresentando um fraco halo alaranjado ao redor de sua colônia.  

 

 

4. Discussão 

 

Através dos testes realizados in vitro para a produção de enzimas de 

interesse biotecnológico, com oito cepas de B. subtilis, foi possível verificar que 

todos os isolados foram capazes de solubilizar fosfato inorgânico, bem como 

produzir amilase e celulase (Figura 1, a, b, c). Testes in vitro são imprescindíveis 

para entender e conhecer as habilidades dos microrganismos (ROCHA et al., 

2017).   

A solubilização de fosfato verificada em todas as cepas indica que tais 

isolados proporcionam a disponibilização deste elemento para as plantas, a fim 

de promover seu crescimento, melhorando seu desempenho, conforme estudos 

anteriores (LOBO, 2018; DIAZ 2018; SANTOS et al., 2020).  

As plantas podem apenas absorver o P em duas formas iônicas solúveis, 

a monobásica e a dibásica (GLASS, 1989; BHATTACHARYYA e JHA, 2012), 

pois este nutriente é o mais limitante, depois do N. O fósforo é um macronutriente 

indispensável e essencial para o crescimento e produção vegetal, atuando em 

importantes processos como a transferência e armazenamento de energia, 

fotossíntese, divisão celular, crescimento das raízes, respiração; formação de 

sementes, qualidade de frutos e grãos (KHAN et al., 2009). Geralmente os solos 

brasileiros apresentam uma grande quantidade de fósforo, entretanto, na sua 

maior parte na forma não disponível por estarem adsorvidos na porção do solo 

(RODRÍGUEZ; FRAGA, 1999; FREITAS; BANERJEE; GERMIDA, 1997).  

Bactérias promotoras de crescimento de plantas do gênero Bacillus 

possuem habilidades de solubilizar fosfato através da produção ácidos orgânicos 

e de enzimas, como a fosfatase e a fitases que são excretadas no solo 

(HARIPRASAD; NIRANJANA, 2009; PATIÑO-TORRES; 

SANCLEMENTEREYES, 2014). Tais substâncias modificam as formas 
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orgânicas e inorgânicas de fosfato indisponível, em formas químicas 

assimiláveis, que uma vez incorporadas na raiz, podem ser armazenadas, e 

quando necessário o fósforo pode ser conduzido até a parte superior onde fica 

acessível para reações metabólicas das plantas (ALEXANDER, 1978; 

KPOMBLEKOU-A e TABATABAI, 1994; JHA; SARAF, 2015). Trabalhos 

anteriores realizados com os mesmos Bacillus, para a cultura do milho, e cultura 

do algodão (LOBO, 2018; DIAZ 2018) apresentaram resultados eficientes para 

a solubilização do fósforo, além de apresentarem concentrações significativas 

na matéria seca de raiz e parte aérea.  

Todas as cepas de Bacillus foram capazes de degradar o amido. O amido, 

é um carboidrato sintetizado pelas plantas, constituindo-se de um polímero de 

glicose de alta massa molar, que pode ser acumulado como reserva energética 

para a maioria das plantas superiores e essenciais para muitos microrganismos 

(VAN DER VEEN et al., 2000; VIEILLE; ZEIKUS, 2001).  Na maioria das plantas, 

o amido é resultante do armazenamento de açúcares acumulados, e que pode 

ser distinto em duas formas: ramificada – amilopectina, e não – ramificada - 

amilose. A amilopectina e a amilose são acumuladas em forma de grãos de 

amido insolúveis no interior dos amiloplastos e cloroplastos das células vegetais, 

sendo possível ser fragmentada em monossacarídeos através de uma reação 

de hidrólise (AMARAL et al., 2007; EVERT e EICHHORN, 2014). Estudos 

realizados por Santos et al., (2020) verificaram que estas cepas promoveram o 

crescimento e desenvolvimento de plantas na cultura do milho, se comparado ao 

controle, o que sugere uma simbiose direta com a planta, pois tais cepas foram 

capazes de fornecer elementos essenciais para seu desenvolvimento, e que 

possivelmente a planta forneceu ao microrganismo esta fonte de carbono em 

forma de energia, favorecendo sua estabilidade. 

Todos os Bacillus foram capazes de degradar o carboximetilcelulase. 

Bactérias do gênero Bacillus tendem a produzir celulases na presença de 

carboximetilcelulase, mas isso nem sempre ocorre quando são expostos a 

outros substratos (ITO, 1998; RASTOGI et al., 2010). A produção de celulase 

por microrganismos é observada como um mecanismo para auxiliar à 

colonização da planta hospedeira. Este tipo de penetração é ativo e 

independente de aberturas naturais ou feridas que ocorrem durante o 

crescimento da planta. A penetração dos Bacillus pode desencadear a 
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resistência sistêmica do hospedeiro, o que é conhecido como outro mecanismo 

de ação de agente de controle biológico (HALLMANN et al., 1997).  

Os Bacillus foram capazes de apresentar tolerância aos seis íons 

metálicos testados – Cu(II), Zn(II), Cd(II), Cr(III), Ni(II) e Cr(VI), apresentando o 

IC50 acima de 0,5 mmol L-1 exceto as cepas 248, 263 e 320 para o elemento 

Cd(II) (Figura 2). A tolerância a tais contaminantes para algumas espécies 

bacterianas pode ser desenvolvida por características de seu metabolismo e 

genoma, através de uma variedade de sistemas de resistências mediadas por 

plasmídeos, cromossomos e transposon. Embora a resistência a metais pode 

acontecer em razão de exposição prolongada, na qual beneficia a seleção e 

multiplicação de microrganismos tolerantes ao estresse provocados pelos 

metais, alguns mecanismos de resistência podem ocorrer através do transporte 

ativo, redução da sensibilidade dos alvos celulares aos íons metálicos; exclusão 

por barreira permeável e sequestro intra e extracelular. (HUTCHINSON e 

SYMINGTON, 1997; BRUINS, et al., 2000; LOPES et al., 2011).  

Nota-se que do total de oito cepas, três Bacillus – 274, 290 e 291 foram 

resistentes ao Cu(II) numa concentração de 2,5 mmol L-1 (Figura 2-a); dois  - 248 

e 320 foram resistentes a concentração de 2,0 mmol L-1; dois - 287 e 309 foram 

resistentes a concentração de 1,5 mmol L-1; e apenas um – 263 apresentou a 

maior resistência a 3,0 mmol L-1. O Cu(II) é um micronutriente essencial para 

células procarióticas e eucarióticas, contudo, em altas concentrações podem 

causar inativação enzimática, bloqueio de reações bioquímicas, lise celular, 

interferência no processo de tradução e transcrição de genes, e inativação 

enzimática (NIES, 1999; MATYAR, et al., 2010; ORELL, et al., 2010).  

Quando a tolerância apresentada ao íon Zn(II), cinco cepas – 248, 274, 

287, 290 e 309, foram capazes de desenvolver-se a concentração 5,0 mmol L-1, 

duas cepas  - 263 e 291 foram resistentes a concentração de 3,0 mmol L-1, e 

apenas uma – 320 resistente a concentração de 1,5 mmol L-1 (Figura 2-b). Ali et 

al. (2009) relataram a resistência de Bacillus subtilis a concentração de 10,43 

mM de zinco. O zinco é um elemento essencial para o metabolismo microbiano, 

constituindo um componente importante para muitas enzimas e proteínas de 

ligação, sendo essencial para o desempenho da célula, porém, em altas 

concentrações pode se tornar tóxico formando complexos (BRUINS et al., 2000; 

DOPSON et al., 2003).  
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Observou-se que do total de oito cepas, apenas cinco foram tolerantes ao 

Cd(II), apresentando maior resistência na concentração de 1,5 mmol L-1 (Figura 

2-d). Ayano et al., (2014) verificou que a concentração de cadmio a 2,0 mmol L-

1 inibiu o crescimento de bactérias isoladas de solo. A presença deste elemento 

pode ocasionar danos irreversíveis as células bacterianas, visto que se ligam a 

proteínas respiratórias produzindo oxigênio reativo, o que leva a diminuição da 

densidade celular, reduzindo a taxa de crescimento e causando até mesmo a 

morte (LEE et al., 2001; MA et al., 2009). 

Quando se analisa a resistência ao Cr, sabemos que este elemento pode 

estar presente em vários estados de oxidação, sendo possível ocorrer em 

estados de oxidação de -2 a +6. Contudo, apenas Cr(III) e Cr(VI) são estáveis. 

O Cr(VI) ocorre como cromato (CrO4)2- e dicromato (Cr2O7) 2-, dependendo do 

pH da solução (SHEN e WANG, 1994; DERMOU et al., 2007).  Na utilização do 

Cr(III) podemos observar que as cepas 290 e 291 apresentaram maior 

resistência, se desenvolvendo a 5 mmol L-1; já para a cepa 274, a concentração 

que mais interferiu no desenvolvimento foi de 4,5 mmol L-1 (Figura 2-e); e para 

as demais cepas a concentração 3,5 mmol L-1. Quando as cepas foram 

submetidas ao Cr(VI), foi possível observar que sete isolados apresentaram o 

mesmo comportamento de resistência ao metal, com valores de concentração 

4,0 mmol L-1, e apenas um bacilo (274) foi capaz de se desenvolver a 5,0 mmol 

L-1 (Figura 2-c). O resultado para maior resistência ocorreu em meio contendo 

Cr(III), um estado menos tóxico deste metal, para o preparo do meio de cultivo. 

Embora este metal apresente toxicidade na forma trivalente e hexavalente, nota-

se que a este elemento, algumas bactérias são tolerantes. A resistência a metais 

está relacionada à produção de substâncias quelantes que podem se ligar e 

complexar metais, propiciando o desenvolvimento de tais microrganismos em 

ecossistemas em que a microbiota se encontra em constante competição 

(ULLAH et al., 2015).   

Para a determinação da tolerância de todas as cepas ao íon metálico Ni(II) 

a concentração de 2,5 mmol L-1 (Figura 2-f) foi suficiente para dificultar seu 

desenvolvimento. Embora o Ni(II) seja importante para a atividade e constituição 

metaloenzimas (MARSCHNER, 1995; NEGI et al., 2014), ele pode provocar 

alterações nos padrões de metilação de citosina causando hipermetilação ou 

hipometilação do DNA, que pode ocasionar a suscetibilidade dos cromossomos 
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para a quebra ou sua instabilidade cromossômica (KOVALCHUK et al., 2001). A 

interação deste íon metálico com microrganismos pode levar a uma 

genotoxicidade induzida, onde o Ni(II) pode interagir com proteínas da 

cromatina, e formar ligação cruzada proteína-DNA (ROSSMAN, 1995; ANJUM 

et al., 2015). 

A tolerância a metais tóxicos, é um fator determinante a ser apontado em 

estudos de remediação de áreas contaminadas, de modo que esta resistência 

está pontualmente ligada a capacidade de sobrevivência, crescimento e 

desenvolvimento bacteriano, perante a elevadas concentrações de metais 

pesado (KANG et al., 2016). 

A atividade exercida pelos isolados de Bacillus contra patógenos foi 

demonstrada para os fungos Alternaria alternata, 

Colletotrichum gloeosporioides, Phyllosticta citricarpa e Geotrichum citri-aurantii, 

fungos causadores de doenças na cultura da laranja (Tabela 3).  A ação da 

bactéria ocorre através da inibição do crescimento fúngico in vitro, no qual todas 

as cepas foram capazes de apresentar antagonismo, exceto a cepa 290 que 

apresentou ausência de antagonismo para o fungo Alternaria Alternata em meio 

B de king, Colletotrichum gloeosporioides em meio BDA, e Geotrichum citri-

aurantii em meio B de king. O Bacillus é um gênero de bactéria que apresenta 

poder antagonista de maior relevância, destacando-se por sua capacidade de 

formar endósporos resistentes a circunstâncias adversas e apresentar uma 

abundância de mecanismos antagônicos, de modo a inibir e driblar as defesas 

dos fitopatógenos, o que permite a sua espécie sobrevivência em nichos 

ecológicos específicos (LANNA FILHO et al., 2010). Além disso, bactérias do 

gênero Bacillus dispõem da característica de produzir enzimas hidrolíticas, como 

celulase, que degradam componentes da parede celular de outros 

microrganismos, o que lhe permite conferir a característica de micoparasitismo 

(ZAGO et al., 2000). Chen et al (2008) verificaram que o Bacillus subtilis foi capaz 

de produzir 14 compostos voláteis antifúngicos que inibiram o desenvolvimento 

de Botrytis cinérea, causador do mofo cinzento em vegetais e frutas. Braga 

Junior et al. (2017) testaram sete cepas de Bacillus subtilis, contra Fusarium 

subglutinans, Curvularia luneta e Bipolaris spp e constataram que os isolados 

demonstraram potencial no controle biológico, sendo eficazes na inibição do 

crescimento micelial.  
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A produção de sideróforos ocorreu após 8 dias da inoculação, e apenas 6 

cepas foram capazes de formar halo alaranjado ao redor da colônia (Figura 8). 

Os isolados 290 e 291 não apresentaram crescimento significativo, 

apresentando fraco halo ao redor da colônia.  

Sideróforos são metabolitos secundários altamente eletronegativos sendo 

sua produção uma característica que concede vantagens à sobrevivência de 

microrganismos nos mais distintos ambientes, em vista da colaboração do ferro 

em métodos biológicos essenciais, sendo um fator significativo de competição 

microbiana (LYNCK et al., 2001).  São compostos de baixa massa molecular que 

agem na captação do ferro existente no ambiente, em função de sua elevada 

afinidade por Fe(III), que embora apresente baixa solubilidade, os sideróforos 

são capazes de agir como quelantes deste cátion  e transportá-lo para o interior 

da célula (HIDER e KONG, 2010).  Crescimento de plantas podem ser 

promovidos indiretamente através da produção de sideróforos, assim como 

mecanismos biológicos que podem impedir a proliferação de fitopatógenos ao 

redor das raízes devido ao sequestro de ferro rizosférico (BUYSENS et al., 1996; 

DAVISON, 1998). 

 

    

5. Conclusão 

 

As análises realizadas não permitiram um melhor entendimento dos 

mecanismos envolvidos de cada isolado, porém, foi possível identificar cepas 

que possuem habilidades de síntese enzimática, resistência a metais, produção 

de sideróforos, e ação antagônica.  Esses resultados abrem caminho para novas 

investigações na tentativa de esclarecer quais são as características genéticas 

envolvidas em cada mecanismo de ação, para que seja ideal na utilização de 

novos bioinoculantes, em processos de biorremediação, e produtos 

biotecnológico.     
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CAPÍTULO 4 - Considerações finais 

 

O presente estudo abordou a importância do estudo e caracterização de 

isolados de Bacillus subtilis, para que possam ser empregados em novas 

formulações para bioinocultantes. Na execução deste trabalho, foram estudadas 

oito cepas de isolados de B. subtilis que anteriormente, apresentaram 

comportamentos diferentes em relação a promoção do crescimento de plantas.  

Os isolados demonstraram a capacidade em consumir diversas fontes de 

carbono; promover o crescimento de plantas da cultura do milho em casa de 

vegetação; apresentar a produção de metabólitos de interesse biotecnológico, 

tais como amilase e celulase; capacidade de solubilização de fosfato inorgânico, 

exibir tolerância a metais; produzir sideróforos; e apresentar antagonismo contra 

fungos fitopatogênicos.  

Os resultados mostraram que os isolados de B. subtilis apesar de 

pertencerem a mesma espécie mostraram diferenças de consumo de fontes de 

carbono, diferenças de níveis de promoção de crescimento de plantas, e 

diferenças na tolerância aos metais. Interessantemente que o isolado 290 que 

tem mostrado um grande potencial de promoção de crescimento de plantas foi o 

único isolado que consumiu o ácido glutâmico como fonte de carbono.  

Outros estudos podem ser realizados para uma melhor separação e 

caracterização dos isolados buscando um melhor entendimento entre as 

características genéticas e fisiológicas com a capacidade de promoção de 

crescimento.  


