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POTENCIAL DE BACTÉRIAS ENDOFÍTICAS NA PROMOÇÃO DE 

CRESCIMENTO EM PLANTAS DE MILHO 

 

RESUMO – O milho é uma das culturas mais cultivadas em todo o mundo e 
atualmente o grande desafio na produção agrícola é manter os índices de 
produtividade, reduzindo o custo de produção, e ainda minimizar o impacto 
ambiental causado pelo uso excessivo de fertilizantes químicos. Nesse contexto a 
utilização das bactérias promotoras de crescimento de plantas pode ser uma 
estratégia eficaz para a prática de uma agricultura mais econômica e sustentável. O 
objetivo do presente estudo foi avaliar a ação de bactérias endofíticas do gênero 
Bacillus quanto a ação de promoção de crescimento de plantas de milho em casa de 
vegetação e no campo. O experimento foi dividido em dois. O experimento I, foi 
conduzido em casa de vegetação, constituído de 11 tratamentos, compostos por dez 
isolados de Bacillus, sendo um de B. amyloliquefaciens, um de B. velezensis, oito de 
B. subtilis e um controle sem inoculação, dispostos em delineamento inteiramente 
casualizado com três repetições. O isolado BS-320 proporcionou incremento na 
altura, este juntamente com o isolado BS-248 apresentou maior acúmulo em massa 
seca de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR). Em relação às 
concentrações de nitrogênio (N) na planta os isolados BS-290, BS-320 e BS-248 
promoveram um aumento deste macronutriente nas raízes, e as concentrações 
fósforo (P) na parte aérea também foram aumentadas pelos isolados BA-001, BS-
320. Nas avaliações no solo as maiores quantidades de P solúvel no solo foram 
proporcionadas pelos isolados BA-001 e BS-320, e quanto ao número de unidades 
formadoras de colônias (UFC) de Bacillus spp. no solo todos os tratamentos 
inoculados foram maiores significativamente em relação ao controle.Três isolados de 
B. subtilis (BS-320, BS-290 e BS-248) apresentaram melhores resultados nos 
parâmetros avaliados no experimento em casa de vegetação e por isso foram 
selecionados para o experimento II em campo, constituído de quatro tratamentos 
compostos pelos três isolados de B. subtilis selecionados e um controle sem 
inoculação, dispostos em delineamento em blocos casualizados com seis 
repetições. Em campo, o isolado BS-248 foi superior ao controle para concentração 
de N na parte aérea, BS-290 aumentou as concentrações de N e P da parte aérea, 
além de P solúvel no solo e também teve maior número de UFC de Bacillus spp. no 
solo comparado com o controle. O isolado BS-320 aumentou a concentração de P 
na parte aérea e promoveu aumento significativo na produtividade do milho, o que 
fortemente sugere sua utilização como um inoculante biológico nessa cultura. 
Embora o presente estudo tenha comparado oito isolados de B. subtilis, o 
comportamento de cada isolado foi diferente e os isolados BS-248, BS-290 e BS-
320 se mostraram efetivos na promoção de crescimento do milho possibilitando de 
maneira efetiva uma redução do custo de produção sem reduzir a produtividade e 
causando menos danos ao meio ambiente. 

 

Palavras-chave: Bacillus subtilis, fixação de nitrogênio, inoculação, produtividade, 

solubilização de fósforo, Zea mays 
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POTENTIAL OF ENDOPHITIC BACTERIA IN PROMOTING GROWTH OF MAIZE 
PLANTS 

 

ABSTRACT – Maize is one of the most cultivated crops in the world and the current 
challenge is maintain productivity rates, lowering production costs and minimizing the 
environmental impact of the excessive use of chemical fertilizers. In this context the 
use of plant growth promoting bacteria can be an effective strategy for the practice of 
a more economic and sustainable agriculture. The present study aimed to evaluate 
the growth activity of endophitic bacteria of the genus Bacillus on maize plants at 
greenhouse and field conditions. Two experiments were carried out. The experiment 
I, was conducted at greenhouse, consisting of 11 treatments, ten of them containing 
Bacillusstrains, one of B. amyloliquefaciens, one of B. velezensis, eight of B. subtilis 
and one control without inoculation, arranged in a completely randomized design with 
three replicates. The BS-320 increased plant height, and together BS-248 promoted 
an increase in shoot dry matter (SDM) and root dry matter (RDM). In relation nitrogen 
(N) content in shoot, BS-290, BS-320 and BS-248, increased the rates of this 
macronutrient in root, while the content of phosphorus (P) in the roots was increased 
by BA-001 and BS-320. In relation to the number of colonies forming units (CFU), all 
isolates presented higher numbers than the control. Three isolates of B. subtilis (BS-
320, BS-290 and BS-248) showed better results for the evaluated parameters at 
greenhouse conditions and were selected for the experiment II in the field, consisting 
of four treatments, three of them containing B. subtilis and a control without 
inoculation, arranged in a randomized block design with six replicates. In the field, 
BS-248 was superior to the control for the concentration of N in shoot; BS-290 
increased the shoot concentration of N and P, besides P soluble in the soil and also 
had a greater number of Bacillus CFU in the soil compared to control. BS-320 
increased the concentration P in the shoot and the yield of gains, which is so 
advantageous for a biological inoculant. Although the present study compared eight 
isolates of B. subtilis, the behavior of each isolate was different and the isolates BS-
248, BS-290 and BS-320 were effective in promoting the growth of maize enabling 
the reduction of costs production without decrease yield and being more 
environmentally friendly at the same time. 

 

Keywords: Bacillus subtilis, inoculation, nitrogen fixation, yield, phosphorus 
solubilization, Zea mays. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A cultura do milho possui elevada importância econômica no cenário da 

produção agrícola mundial, sendo consumido e cultivado em diversas regiões do 

mundo devido às suas qualidades nutricionais. O Brasil se destaca como o terceiro 

maior produtor e segundo maior exportador mundial deste cereal, sendo grande 

concorrente para os Estados Unidos e China, segundo a United States Department 

of Agriculture - USDA (2016). O milho éconsiderado uma das principais culturas 

produtoras de grãos, especialmente durante a safrinha (outono-inverno). Isso 

demonstra a importância estratégica do Brasil na oferta desse produto, tendo em 

vista o aumento do consumo mundial. Aestimativa para produção da segunda safra 

2017/2018 estáem torno de 63.261,6 milhões de toneladas de grãos de milho 

(CONAB, 2017). 

Para manter a alta produtividade da cultura o uso de fertilizantes ricos em 

nitrogênio e fósforo possui grande importância econômica pela relação direta aos 

custos de produção e em determinadas condições, podem causar impacto ambiental 

por promoverem a salinização do solo, contaminação de lençóis freáticos e a 

eutrofização de corpos d’água (Carvalho e Zabot, 2012). Considerando-se tais fatos, 

torna-se importante a busca de estratégias que possam reduzir a utilização destes 

fertilizantese/ou melhorar a eficiência de absorção, sem diminuição da produtividade 

agrícola e sem afetar negativamente o ambiente.  

Na busca por alternativas que diminuam o problema exposto, muitos avanços 

têm sido alcançados nas pesquisas com micro-organismos capazes de fixar no solo 

o nitrogênio atmosférico e disponibilizar o fósforo para as plantas (Knothet al., 2013; 

Zafar et al., 2012). Nesse contexto, a utilização de bactérias promotoras de 

crescimento de plantas (BPCP) é promissora, pois estas beneficiam as plantas 

diretamente no crescimento e/ou indiretamente reduzindo a incidência de doenças 

de plantas (Aydi Ben Abdallah et al., 2017).  

Entre estas, existem as rizobactérias promotoras do crescimento de plantas 

(RPCP) e algumassãocapazes de entrar no interior da raizse estabelecendo como 

endofíticos (Oliveira et al., 2010), podendo ser denominadas bactérias endofiticas 
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capazes de promover o crescimento de plantas. Apesar dos diferentes nichos 

ecológicos, as rizobactérias de vida livre e as endofíticas utilizam alguns dos 

mesmos mecanismos para promover o crescimento da planta (Doty, 2013). Ambas 

podem influenciar positivamente o crescimento das plantas e mostrar resistência a 

ampla gama de patógenos vegetais (Wang et al., 2009), através de mecanismos 

como fixação biológica de nitrogênio (FBN), a produção de fitormônios, síntese de 

sideróforos e a solubilização de fosfato, além de outros benefícios indiretos para o 

desenvolvimento das plantas (Bhattacharyya e Jha, 2012; Sgroy et al., 2009). 

Dentre as BPCP o gênero Bacillus é constituído por inúmeras espécies de 

bactérias rizosféricas e endofíticas com habilidades de síntese de fitormônios que 

podem favorecer crescimento das raízes e aumento de pêlos radiculares (Angulo et 

al., 2014; Araújo e Hungria, 1999). A aplicação em plantas de milho contribui para o 

crescimento, desenvolvimento e a nutrição da planta (Araujo e Guerreiro, 2010; Lin 

et al., 2018). Bacillus spp. compreendem as bactérias Gram positivas, capazes de 

formar endósporos resistentes a fatores adversos como elevada temperatura, 

radiação e desidratação, o que favorece seu uso como biofertilizantes agrícolas (Holt 

et al., 1994). Assim, a utilização de Bacillus spp. na forma de inoculantes biológicos 

é uma alternativa para aumentar a eficiência da utilização dos nutrientes pela planta, 

visando reduzir métodos tradicionais de fertilização mineral e o uso indiscriminado 

de defensivos químicos na agricultura atual. 

Portanto, no presente trabalho avaliou-se o efeito de isolados bacterianos 

endofíticos de B. amyloliquefaciens, B. subtilis e B. velezensis quanto ao seu 

potencial de promoção de crescimentona cultura do milho em casa de vegetação 

para seleção e, depois de alguns isolados selecionados, em condições de campo. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2. 1. A cultura do milho 

 

Estima-se que o milho (Zea mays) começou a ser cultivado entre 5.000 a 

7.000 anos atrás, tendo origem nas Américas, possivelmente no México, América 

Central ou Sudoeste dos Estados Unidos. Nestas regiões foram encontradas 

populações naturais das subespécies de milho, sendo uma das culturas mais 

antigas. Logo depois do descobrimento da América, o milho foi levado a Europa, 

onde era cultivado em jardins, até que seu valor alimentício tornou-se conhecido, 

passando então, a ser plantado em escala comercial. Atualmente encontramos 

plantações de milho espalhadas por todas as três Américas o que demonstra a sua 

alta diversidade genética e ampla adaptação (Fancelli et al. , 2015; Freitas, 2001). 

O milho é um cereal cultivado em mais de 160 países, em todo o mundo é 

uma cultura versátil adaptada em variadas condições agroclimáticas. Contribuindo 

não apenas na cesta de alimentos devido a seu alto valor energético e qualidades 

nutricionais, mas também como material básico de processamento. (Marag e 

Suman, 2018). 

Pertencente à família Poaceae, o milho é uma espécie anual, monóica, 

pertencente ao grupo das plantas C-4, ou seja, tem alta taxa de fotossíntese líquida 

e alta afinidade ao CO2, além de apresentar ampla adaptação a diferentes condições 

ambientais. Cada planta de milho desenvolve de 20-21 folhas totais, floresce cerca 

de 65 dias após a emergência e atinge sua maturidade fisiológica cerca de 125 dias 

após a emergência. Todas as plantas geralmente seguem um mesmo padrão geral 

de desenvolvimento. O sistema de estádios (Tabela 1) divide o desenvolvimento da 

planta em estádios vegetativos e reprodutivos (Ritchieet al., 2003). Durante a fase 

vegetativa, cada estádio é definido de acordo com a formação visível do colar na 

inserção da bainha da folha com o colmo. Assim, a primeira folha de cima para 

baixo, com o colar visível, é considerada completamente desenvolvida (César e 

Durães, 2006). 
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Tabela 1. Estádios vegetativos e reprodutivos da planta de milho 

VEGETATIVO REPRODUTIVO 

VE, Emergência–Ocorrede 4 a 5 dias 

em temperatura e umidade adequadas. 

Ocorre quando a planta expõe a 

extremidade do coleóptilo e o 

mesocótilo para de crescer 

R1, Embonecamento e polinização- 

Estádio iniciado quando os estilos-

estigmas (cabelos) estão visíveis. A 

polinização ocorre quando o grão de 

pólen liberado é capturado por um dos 

estilos-estígmas. 

V1, 1ª Folha desenvolvida R2, Grão Bolha d’água–Inicio da 

acumulação de amido. Umidade de 85% 

nos grãos. 

V2, 2ª Folha desenvolvida R3, Grão Leitoso – Ocorre 12 a 15 dias 

após a polinização. O grão terá uma 

aparência amarela e, no seu interior, um 

fluido de cor leitosa. Cerca de 80% de 

umidade 

V3, 3ª Folha desenvolvida R4, Grão Pastoso – Ocorre cerca de 20 

a 25 dias após a emissão dos estilos-

estigmas. O fluido interno dos grãos 

passa de um estado leitoso para uma 

consistência pastosa 

V4, 4ª Folha desenvolvida R5, Grão Formação do dente -

Aparecimento de uma concavidade na 

parte superior do grão,designada de 

―dente‖. Transição do estado pastoso 

para o farináceo.  

V(n), n° Folhas desenvolvidas R6, Maturidade fisiológica - Grãos 

alcançam o máximo de acumulação de 

peso seco e vigor, ocorre 50 a 60 dias 

após a polinização 

VT, Pendoamento - último ramo do 

pendão completamente visível 

(inflorescência masculina). Neste 

estádio, a planta atinge o máximo 

desenvolvimento e crescimento. 
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A composição média em base seca do grão é de 72% de amido, 9,5% de 

proteínas, 9% de fibra e 4% de óleo. O grão de milho é formado pelo endosperma, 

constituído principalmente do amido; pelo embrião, no qual se concentram quase as 

totalidades dos lipídios, além de quantidades importantes de proteínas e açúcares; 

pelo pericarpo, composto principalmente de fibras, e pela ponta (Cruz et al., 2008). 

Por estas características nutricionais é principalmente utilizado para a alimentação 

animal e humana, no entanto, a importância econômica é caracterizada pelas 

diversas formas de sua utilização também na indústria e como bioenergia, se 

destacando como a maior fonte de etanol do mundo.  

Utilizado na produção de alimentos básicos como fubás, farinhas, canjicas e 

óleos, também empregado em produtos mais elaborados, como xarope de glucose 

(utilizado na produção de balas, gomas de mascar, doces em pasta etc.), 

maltodextrinas (destinadas a produção de aromas e essências, sopas desidratadas, 

produtos achocolatados e outros) e corantes caramelo (para produção de 

refrigerantes, cervejas, molho etc.). O seu uso ultrapassa a fronteira alimentícia por 

meio, por exemplo, dos amidos industriais, que podem ser utilizados na produção de 

papelão ondulado, adesivos e fitas gomadas. O etanol produzido a partir do milho 

também tem importância global. Nos Estados Unidos, é a principal fonte de etanol 

do país. (Fancelli et al., 2015). 

 

2.1.1. Produção de Milho no Brasil 

 

O milho é o principal cereal cultivado no Brasil, apresentando duas safras, 

com duas épocas de plantio: plantio de verão (primeira safra), ocorrendo em período 

chuvoso e a segunda safra, chamada de safrinha, que é plantada quase sempre 

após a soja precoce. As maiores regiões produtoras são as regiões Centro–Oeste e 

o Sul. Com a proximidade do fim da colheita, a produção para a primeira safra 

2017/18 se confirma na casa dos 25,6 milhões de toneladas e a produção nacional 

de segunda safra estimativa de produção de 63,261 milhões de toneladas (CONAB, 

2018). 
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Em janeiro de 2017, uma área de aproximadamente 16 milhões de hectares 

(28,5% da área total cultivada com grãos no Brasil) foi destinada à cultura no país, 

com uma produtividade média de 5.249 kg ha-1 e produção total de 84,5 milhões de 

toneladas, havendo perspectiva global de aumento na demanda e no preço do grão 

(CONAB, 2017). Cerca de 2,25 milhões de hectares plantados com milho no Brasil 

(14% da área cultivada com milho) são destinados à produção de silagem, uma 

atividade cada vez mais significante na produção de alimento para as atividades 

pecuárias (Pereira, 2013). 

 

2.1. 2. Importância dos nutrientes nitrogênio e fósforo para a cultura do milho 

 

A grande demanda dessa cultura para diversos usos já citados resulta nas 

necessidades de manter-se a produção ou aumentá-la, melhorar os solos e a 

eficiência da adubação, tudo isso sem aumentar os custos ou agredir o meio 

ambiente. Para manter os altos rendimentos da cultura do milho, torna-se 

imprescindível o fornecimento de nitrogênio (N) visto que, a deficiência de N pode 

acarretar em perdas de produtividade de 14 a 80 % (Fancelli e Dourado Neto, 2008). 

O N é um nutriente de alta demanda, exerce importante papel nos processos 

bioquímicos da planta, uma vez que é constituinte de proteínas, enzimas, 

coenzimas, ácidos nucléicos, fitocromos e clorofila (Fornasieri Filho, 2007). As 

plantas de milho apresentam maior demanda por N a partir do estádio com quatro a 

cinco folhas expandidas. O suprimento insuficiente nessa experimento pode reduzir 

a diferenciação do número de óvulos nos primórdios da espiga e o número de 

espigas por planta e, com isso, afetar negativamente o rendimento de grãos (Mengel 

e Barber, 1974). 

A cultura do milho remove grandes quantidades de N e usualmente requer o 

uso de adubação nitrogenada em cobertura para complementar a quantidade 

suprida pelo solo, quando se desejam produtividades elevadas. Resultados de 

experimentos conduzidos no Brasil, sob diversas condições de solo, clima e 

sistemas de cultivo, mostram resposta generalizada do milho à adubação 
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nitrogenada. Em geral, 70 a 90% dos ensaios de adubação com milho realizados em 

campo, no Brasil, apresentaram respostas positivas à aplicação de nitrogênio (Cruz 

et al., 2008). 

Diante da crescente demanda por fertilizantes nitrogenados, surge a 

necessidade de buscar alternativas para diminuir as perdas, alternativas que 

aumentem aeficiência da utilização de N. Uma forma de melhorar a utilização desse 

nutriente pelo milho é através da fixação biológica de nitrogênio (FBN), visto que 

esta possui função muito importante nos sistemas de produção agrícolas existindo 

estimativas de que o N fixado contribua com cerca de 17% para suprir as 

necessidades nutricionais em gramíneas (Moreira e Siqueira, 2006). 

Além do N, o fósforo (P) é um elemento essencial para a cultura do milho, 

pois está envolvido em diversas funções metabólicas importantes na planta. Sua 

deficiência prejudica o crescimento vegetativo e devido a dinâmica no solo o fósforo 

é um dos elementos mais limitantes nos solos tropicais e subtropicais (Raij e 

Cantarella, 1997). 

As doses recomendadas de P são altas, em função da baixa eficiência (20 a 

30%) de aproveitamento desse nutriente pela cultura. Resultado da alta capacidade 

de fixação do P adicionado ao solo através de mecanismos de adsorção e 

precipitação, reduzindo a disponibilidade às plantas. Outro fator que deve ser levado 

em conta é a demanda de P pela cultura. Plantas de intenso desenvolvimento, de 

ciclo curto como o milho, requerem maior nível de P em solução e reposição mais 

rápida do P adsorvido que as plantas de culturas perenes. Para o milho, considera-

se que, para cada tonelada de grãos produzida, são exportados 10 kg de P2O5 (Cruz 

et al., 2008) 

No ciclo do P no solo os micro-organismos fazem papel essencial ajudando a 

tornar este elemento em forma disponível para as plantas (Khan et al., 2007), isso 

ocorre através de mecanismos como produção de enzimas extracelular e exsudados 

de ácidos orgânicos (Beddington, 2010; Glick, 2012). 

Portanto, acredita-se que a utilização de inoculantes bacterianos é uma opção 

promissora nas mudanças no modo de produção, atuando de maneira a aumentar a 

produtividade, além de melhorar a qualidade dos solos, reduzir os custos efetivando 
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a utilização de adubos nitrogenados e fosfatados, somando a isto a preservação 

ambiental.  

 

2.2. Bactérias promotoras do crescimento em plantas  

 

As bactérias promotoras do crescimento em plantas (BPCP) podem estar 

presentes na rizosfera, nos tecidos das plantas ou no solo. Podendo ser 

classificadas como rizosféricas, endofíticas ou de vida livre e apesar dos diferentes 

nichos ecológicos os mesmos mecanismos para promover o crescimento das 

plantas podem ser utilizados (Ahmad et al. , 2008; Doty, 2013). 

BPCP são capazes de afetar diretamente ou indiretamente o metabolismo das 

plantas fornecendo substâncias que normalmente estariam pouco disponíveis, estas 

são capazes de fornecer nitrogênio, fósforo, ferro e produzir hormônios tais como, 

auxinas, giberelinas, citocininas e etileno e reduzindo a incidência de doenças de 

plantas(Bashan e De-Bashan, 2005). 

A utilização das BPCP em condições naturais de cultivo é essencial após o 

conhecimento das suas promissoras características em condições controladas, pois 

os testes em condições de cultivo servem para viabilizar estas bactérias a serem 

utilizadas como inoculantes para plantas (Pérez-Montaño et al., 2014). Muitos 

gêneros de BPCP vem sendo estudados nessas condições, como: Agrobacterium, 

Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Serratia, Azotobacter, 

Staphylococcus e Azospirillum (Bhattacharyya e Jha, 2012; Glick, 2012; Mahmood et 

al., 2016). 

 

2.2.1. Mecanismos diretos de promoção de crescimento 

 

2.2.1.1. Fixação biológica do nitrogênio 

 

Os mecanismos diretos utilizados pelas BPCP incluem a capacidade de 

aumentar a nutrição das plantas, através da fixação biológica de nitrogênio (FBN), 
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disponibilizando nitrogênio para a planta (Vermeiren et al., 1999). O primeiro relato 

de que bactérias são responsáveis pela FBN em vegetais foi descrita por Beijerinck 

(1888), No Brasil estes organismos vêm sendo estudados desde 1956 por Boddey e 

Dobereiner (1988) com a finalidadede incrementar produtividade às culturas de 

interesse agrícola e foi na décadade 80 que ficou comprovado os efeitos benéficos 

relacionados à disponibilização de nitrogênio em espécies de plantas não 

leguminosas, mostrando que estas também se associam a estes micro-organismos.  

Conhecidos como diazotróficos, principalmente bactérias e arqueias, estes 

micro-organismos realizam a FBN por meio do complexo enzimático da nitrogenase, 

uma enzima altamente conservada que compreende duas metaloproteínas, FeMo-

proteína e Fe-proteína (Newton, 2000,Dixon e Kahn, 2004). A maior parte da fixação 

biológica de nitrogênio é realizada pela atividade da nitrogenase de molibdênio, que 

é encontrada em todos os diazotróficos (Dobbelaere et al., 2003). 

Os genes denominados nif são os responsáveis pela FBN, são encontrados 

tanto em sistemas simbióticos quanto em sistemas livres (Vermeiren et al., 1999). 

Nos diazotróficos, os genes nif são tipicamente encontrados em um aglomerado de 

cerca de 20-24kb com sete operons que codificam 20 proteínas diferentes (Glick, 

2012). No entanto, bactérias fixadoras de N não simbióticas fornecem apenas uma 

pequena quantidade do N fixado que a planta hospedeira associada a bactéria 

requer. 

As plantas podem assimilar N do solo como nitrito, nitrato ou amônia. Estas 

formas de nitrogênio não estão abundantes na maioria dos solos ea adubação 

nitrogenada é frequentemente perdida por lixiviação. Bactérias fixadoras de N2 como 

Rhizobium e Bradyrhizobium, podem estabelecer simbioses formando nódulos nas 

raízes de plantas leguminosas, como soja, ervilha, amendoim e alfafa, nas quais 

convertem N2 em amônia, que pode ser usada pela planta como nitrogênio (Murray, 

2011). No entanto, este processo é praticamente limitado a culturas leguminosas. 

Por outro lado, várias bactérias não simbióticas foram identificadas como fixadores 

de N2 de vida livre (Azospirillum, Azoarcus, Azotobacter, Bacillus polymyxa, 

Burkholderia, Gluconacetobacter ou Herbaspirillum). Estas BPCP em potencial, 

podem fertilizar várias plantas agronômicas importantes incluindo o milho (Boddey et 

al., 1986, 1995; Silva et al., 2016). Nas plantas não leguminosas a associação e 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/molybdenum
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/bacilli
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realização da FBN por várias bactérias diazotróficas, em simbiose endofítica, foi 

estudada e descrita por Dobereiner (1968). 

O estabelecimento da simbiose envolve  interação complexa entre hospedeiro 

e simbionte (Bourassa et al., 2017) o mesmo pode ocorrer com os endofíticos, 

poisestes têm uma associação intima com a planta e encontram condições 

favoráveis, uma vez que, colonizam o interior das plantas, para a fixação eficaz de 

N2 e o fornecimento de nitrogênio fixado para as células vegetais. 

 

2.2.1.2. Solubilização de fósforo 

 

O fósforo é outro macronutriente essencial para a planta sendo indispensável 

para o crescimento e produção vegetal, tendo papel importante em processos como 

a fotossíntese, respiração, armazenamento e transferência de energia, divisão 

celular, além de contribuir para o crescimento das raízes, qualidade dos frutos, grãos 

e formação das sementes. No entanto, geralmentese encontra em formas insolúveis 

no solo e, portanto, não estão diretamente disponíveis para a planta (Khan et al., 

2009).  

A quantidade do P total encontrado na maioria dos solos pode ser grande, 

entretanto, processos geoquímicos e biológicos podem transformar os fosfatos 

naturais em formas estáveis, fixado, combinado com outros elementos como cálcio, 

ferro ou alumínio, formando compostos não assimiláveis pelas plantas. Portanto 

apesar do grande reservatório de P, as formas disponíveis para as plantas são 

baixas, porque a maioria do P no solo se encontra em formas insolúveis, enquanto 

as plantas absorvem apenas duas formas os ânions H2PO4- e HPO4
2- (Bhattacharyya 

e Jha, 2012). 

Algumas BPCP do gênero Bacillus, Pseudomonas ou Enterobacter podem 

solubilizar fosfatos do solo através da produção de ácidos orgânicos, fosfatases e 

fitases (Drogue et al., 2012). Neste contexto, organismos acoplados com atividade 

de solubilização de fosfato, frequentemente chamados de micro-organismos 

solubilizadores de fosfato, podem fornecer as formas disponíveis de P para as 
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plantas se tornando uma opção ecologicamente segura e economicamente razoável 

para melhorar a produção agrícola (Angulo et al., 2014).  

Os principais mecanismos de solubilização de P empregados pelos micro-

organismos do solo incluem a liberação de complexos ou compostos de dissolução 

mineral e também liberação de enzimas extracelulares e a liberação de P durante a 

degradação do substrato orgânico (McGill e Cole,1981) 

O principal mecanismo de solubilização de fosfato inorgânico, como 

observado em muitos experimentos, é a produção de compostos de dissolução 

mineral, como ácidos orgânicos, sideróforos, prótons, íons hidroxila e CO2, 

reduzindo o pH para a liberação de P (Rodríguez e Fraga, 1999, Sharma et al., 

2013) Outros mecanismos de solubilização de fosfato mineral por micro-organismos 

incluem a produção de ácidos inorgânicos (como os ácidos sulfúrico, nítrico e 

carbônico) e a produção de substâncias quelantes. No entanto a eficácia dos ácidos 

inorgânicos e das substâncias quelantes na liberação de fósforo no solo é menor do 

que a dos ácidos orgânicos (Kim et al.1997) 

A mineralização do P orgânico é um processo biológico que desempenha um 

papel importante no ciclo de fósforo. Diferentes grupos de enzimas estão envolvidas 

neste processo. Os primeiros grupos de enzimas são as fosfatases (Nannipieri et al., 

2011).Estas enzimas podem ser ácidas ou alcalinas (Jorquera et al., 2011). 

Outra enzima envolvida no processo de mineralização do P orgânico é a 

fitase. Esta enzima é responsável pela liberação de fósforo de materiais orgânicos 

no solo (sementes de plantas e pólen) que são armazenados sob a forma de fitato. A 

degradação do fitato pela fitase libera fósforo em uma forma disponível para uso na 

planta. (Richardson e Simpson, 2011). 

Vários estudos relataram o isolamento de bactérias solubilizadoras de fosfato 

de solos, entre elas, endofíticos capazes de aumentar a concentração de P no 

soloalém de favorecer o aumento da diversidade microbiana no solo. Acredita-se 

que os endofíticos podem se adaptar ao ambiente do solo e promover a liberação de 

P, confirmando que estes são importantes para a solubilização de fosfatos.(Chenet 

al., 2014). 



12 
 

2.2.1.3. Produção de fitormônios 

 

As BPCB podem ser distinguidas conforme sua característica utilizada na 

promoção do crescimento, uma destas é a de fitoestimulação, ou regulação do 

crescimento vegetal, definindo que estas podem ser responsáveis pela síntese de 

fitormônios como auxinas, citocininas e giberelinas que estimulam o crescimento das 

plantas. Por exemplo, o ácido indol-3-acético (AIA) aumenta a biomassa do sistema 

radicular e, portanto, melhora a absorção de nutrientes (Drogue et al., 2012; 

Lugtenberg e Kamilova, 2009).  

Geralmente, o AIA interfere nos processos fisiológicos das plantas e afeta a 

divisão, extensão e diferenciação de células vegetais; estimula a germinação de 

sementes e tubérculos; aumenta a taxa de desenvolvimento do xilema e da raiz; o 

aumento da área e comprimento da superfície da raiz proporciona à planta maior 

acesso aos nutrientes do solo, controla processos de crescimento vegetativo, além 

disso, pode influenciar na maior exsudação radicular que fornece nutrientes 

adicionais para apoiar o crescimento de bactérias da rizosfera (Glick, 2012) 

Várias estirpes bacterianas foram relatadas por sua capacidade em promover 

o crescimento radicular pela produção de AIA (Long et al. , 2008). A auxina é uma 

das moléculas cruciais, regulando a maioria dos processos de plantas direta ou 

indiretamente (Tanimoto, 2005). 

 

2.2.1.4. (ACC) deaminase 

 

Geralmente, o etileno é um metabólito essencial para o crescimento normal e 

desenvolvimento de plantas (Khalid et al., 2006). Este hormônio do crescimento 

vegetal é produzido endogenamente por aproximadamente todas as plantas e 

também é produzido por diferentes processos bióticos e abióticos nos solos, sendo 

importante na indução de variadas mudanças fisiológica nas plantas, como a queda 

das folhas e amadurecimento dos frutos.  
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Em altas concentrações, o etileno induz processos celulares que levam à 

inibição do crescimento da raiz e do caule, juntamente com a senescência 

prematura, resultando consequentemente no pior desempenho da cultura (Van 

Doorn e Reid, 1992; Woodson et al., 1985).  

Além de ser um regulador de crescimento vegetal, o etileno também foi 

estabelecido como um hormônio do estresse. Sob condições como salinidade, seca, 

presença de metais pesados e patogenicidade, o nível endógeno de etileno é 

significativamente aumentado, o que afeta negativamente o crescimento total da 

planta como já citado. (Bhattacharyya e Jha, 2012; Saleem et al., 2007). Altos níveis 

de etileno, produzidos sob condições de estresse, podem deter certos processos, 

como o alongamento da raiz ou a fixação de nitrogênio em algumas culturas e 

causar senescência prematura (Ahmad et al., 2013; Glick, 2012) 

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas que possuem a 

enzima ACC deaminase (1-aminociclopropano-1-carboxilato deaminase), que facilita 

o crescimento e desenvolvimento das plantas, diminuindo os níveis de etileno, 

induzindo tolerância ao sal e reduzindo o estresse hídrico nas plantas (Nadeem et 

al., 2014). 

Vários gêneros bacterianos foram caracterizados como portadores dessa 

enzima, tais como Agrobacterium, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, 

Pseudomonas, Rhizobium (Zahir et al., 2008). As BPCP com a ação da ACC 

deaminase podem degradar o etileno, encurtando o ciclo de deterioração e 

reconstruir um sistema radicular saudável possibilitando que a planta suporte 

alguns estresses ambientais como hídrico e salino (Glick, 2012; Mahmood et al., 

2016; Saleem et al., 2007). 

 

2.2.2. Mecanismos indiretos 

 

2.2.2.1. Biocontrole 

 

As BPCP podem ser classificadas em dois grupos diferentes, como visto até 

aqui. O primeiro grupo inclui cepas bacterianas que possuem a capacidade de 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/stress-hormone
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/salinity
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sintetizar substancias promotoras de crescimento de plantas (fitormônios, enzimas e 

sideróforos) inibir a síntese de etileno, FBN, solubilização de fosfato e ferro. 

Consequentemente melhorando a tolerância das plantas ao estresse hídrico, salino 

ou toxicidade de metais e altas cargas de pesticidas. Um segundo grupo capaz é 

capaz de diminuir ou prevenir os efeitos deletérios dos micro-organismos 

fitopatogênicos (Bashan e Holguin, 1998). 

A colonização da rizosfera e estabelecimento bem-sucedido nesta são um 

pré-requisito para o biocontrole eficaz. Por exemplo, as bactérias endofíticas 

pertencentes aos gêneros Bacillus e Pseudomonas (Melnick et al., 2008, Prieto et 

al., 2011).Compant et al. (2005)e Lugtenberg et al.(2001) esclarecem que estes são 

adequados agentes de biocontrole, pois têm a vantagem de estar relativamente 

protegidos do ambiente competitivo do solo, além de, geralmente, crescer no mesmo 

tecido vegetal que os patógenos. 

A atuação no biocontrole contra agents patogênicos é o principal mecanismo 

indireto de promoção do crescimento de plantas em rizobactérias. Em geral, a 

competição por nutrientes, a indução da resistência sistêmica e a produção de 

metabólitos antifúngicos são os principais modos de atividade de biocontrole em 

BPCP (Glick, 2012; Lugtenberg e Kamilova, 2009). 

Algumas estirpes de BPCP desempenham papel proeminente na supressão 

de amplo espectro de micro-organismos fitopatogênicos e os mecanismos que 

contribuem para o biocontrole são competição, antibiose contra os fungos, e a 

indução de uma resistência sistêmica no hospedeiro, assim como motilidade, 

respostas quimiotáticas e a síntese de sideróforos também são propriedades que 

limitam o crescimento de patógenos na rizosfera (Ryan et al., 2008). 

Além disso, estão envolvidos em outros mecanismos como compostos 

orgânicos voláteis (COVs) produzidos por BPCP, estão fortemente envolvidos na 

melhoria do crescimento das plantas e induzem resistência sistêmica a patógenos; 

várias espécies bacterianas, de diversos gêneros, incluindo Bacillus, produzem 

COVs que influenciam o crescimento das plantas. Acetoína e 2,3-butanodiol 

sintetizados por Bacillus são os mais conhecidos destes compostos e são 
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responsáveis por melhorias significativas no crescimento das plantas (Batista, 

2017). 

Em termos de BPCP, o modo de ação pode ser rotulado de biopesticidas, 

controlando agentes fitopatogênicos, principalmente para a produção de 

metabólitos que contribuem para a antibiose e propriedades antifúngicas utilizadas 

como sistemas de defesa. O mecanismo envolveria a produção de enzimas 

hidrolíticas, das quais dois exemplos são quitinases e glucanases. Os principais 

componentes da parede celular fúngica são constituídos por quitina e beta-

glucana, assim as quitinases e as bactérias produtoras de beta-glucanases 

inibiriam o crescimento fúngico (Kumar et al., 2010; Kumar et al. , 2012). Além de 

exibir a produção de quitinases e beta-glucanases, Pseudomonas spp. inibem 

Rhizoctonia solani e Phytophthora capsici, dois dos patógenos mais destrutivos do 

mundo. O gênero Bacillus spp. também possui relato de agente de controle 

biológico eficaz (Gong et al., 2006). 

 

2.3. Gênero Bacillus 

 

Bacillus é um gênero de bactérias Gram-positivas, em formato de bastonete e 

que possuem a capacidade de formar endósporos, que são estruturas dormentes 

estáveis e resistentes a condições adversas por período maior de tempo, o que 

torna esse gênero interessante para ser utilizado como inoculante microbiano (Joung 

e Côté, 2002; Toyota, 2015). Segundo Vessey (2003) preparações contendo células 

vivas ou latentes de micro-organismos é o que podemos classificar como 

inoculantes microbianos ou bioinoculantes, estes quando aplicados às sementes, 

superfície vegetal ou solo, colonizam a rizosfera ou interior da planta e promovem 

seu crescimento por aumentar a disponibilidade de elementos nutricionalmente 

importantes através de processos biológicos diretos ou indiretos, ou ambos. Os 

membros do gênero Bacillus estão entre as bactérias benéficas exploradas como 

pesticidas microbianos, fungicidas ou fertilizantes. Os produtos à base de Bacillus 

representam a classe mais importante de produtos microbianos para uso 

fitossanitário comercialmente disponível (Batista, 2017) 
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BPCP do gênero Bacillus podem aumentar a disponibilidade mineral de 

compostos como nitrogênio, fósforo e ferro nos solos após a colonização. Espécies 

de rizobactérias do gênero Bacillus, incluindo B. brevis, B. cereus, B. circulans, B. 

firmus, B. licheniformis, B. megaterium, B. pumiluse B. subtilis foram reportadas 

como positivas para FBN com base na atividade da nitrogenase (XIE et al., 1998). O 

gênero Bacillus é um dos que mais proporcionam característica de solubilização de 

fosfato (Oliveira et al., 2009). A solubilização de fosfato aumenta a absorção de 

fósforo pelas plantas, incrementa a produção de aminoácidos, ácidos orgânicos, 

vitaminas e hormônios favoráveis ao solo e a ainda auxilia nutrição das plantas 

(Souchie et al., 2005). 

Entre este gênero de bactérias, B. subtilis, B. amyloliquefaciens e B. cereus 

são as espécies mais eficazes no controle de doenças de plantas através de 

vários mecanismos (Francis et al., 2010; Melnick et al., 2008) 

A espécie B. subtilis pode atuar no biocontrole de nematóides, podendo ser 

utilizada no manejo de culturas econômicas, visando a reduçãodos efeitos deletérios 

do parasita (Bin e Guan-Lin, 2005). Porém o efeito benéfico do uso de B. subtilis não 

é somente devido ao antagonismo proporcionado aos patógenos. A bactéria produz 

substâncias promotoras do crescimento como fitormônios, melhorando assim a 

nutrição das plantas. Dentre os fitormônios que B. subtilis produz estão as 

giberelinas (Zhang et al., 2016) e a auxinas (Boronin et al.,1993).  

Estudos que testam em diferentes culturas a inoculação de Bacillus e trazem 

bons resultados mostram uma aparente não-especificidade a um único hospedeiro 

vegetal (Araújo et al., 2005; Batista, 2012) 

No entanto, os Bacillus promissores quanto à promoção de crescimento de 

plantas devem ter as características avaliadas em diferentes ambientes, com 

hospedeiros diferentes, para garantir a bioatividade e entender as interações que 

contribuem para garantir melhores resultados em termos de desenvolvimento 

vegetal.  

 

 



17 
 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O trabalho foi dividido em dois experimentos (I e II), o primeiro 

correspondente à seleção de inoculantes em casa de vegetação e o segundo à 

seleção de inoculante em campo. Ambos os testes foram realizados em Jaboticabal, 

no Estado de São Paulo. O clima da região, segundo classificação de Köppen e 

Geiger é Aw (clima tropical com estação seca de inverno) com temperatura média de 

21.7 °C. e com pluviosidade média anual em torno de 1340 mm, tendo menor 

pluviosidade no inverno que no verão. O solo predominante na região é classificado 

como latossolo vermelho eutrófico, textura argilosa (EMBRAPA, 1999), e portanto foi 

o solo utilizado nos experimentos. 

O experimento I foi realizado em casa de vegetação com inoculação de dez 

isolados de Bacillus spp. (Tabela 2) e um controlesem tratamento, noperíodo de 60 

dias após a emergência (DAE); o experiemento II foi conduzido em campo utilizando 

três isolados de Bacillus subtilis selecionados em casa de vegetação, estes três 

isolados foram comparados com um controle sem inoculação durante o período de 

safrinha. 

Em ambos experimentos o material genético vegetal utilizado foram sementes 

de milho do hibrido comercial 2B587PW Dow Agro Sciences® com finalidade para 

grãos, tolerante à seca, caracterizado pelo porte baixo, ciclo precoce e recomendado 

por resistência Helmintosporiose (Exserohilum turcicum), Ferrugem e outros. 
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Tabela 2. Descrição dos tratamentos utilizados no experimento I 

Tratamentos Linhagens Código 

1 B. amyloliquefaciens BA-001 

2 B. velezenses BV-188 

3 B. subtilis BS-248 

4 B. subtilis BS-263 

5 B. subtilis BS-274 

6 B. subtilis BS-287 

7 B. subtilis BS-290 

8 B. subtilis BS-291 

9 B. subtilis BS-309 

10 B. subtilis BS-320 

11 Controle sem inoculação Controle 

 

 

3.1. Experimento I – Seleção de inoculantes em 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, campus Jaboticabal, SP.  

Os isolados de bactérias utilizadas pertencem à coleção do Laboratório de 

Microbiologia do Solo, da FCAV-UNESP, campus de Jaboticabal. Os mesmos foram 

previamente isolados de uma planta de milho da fazenda localizada na UNESP – 

Jaboticabal, em estágio V6. As bactérias endofíticas foram isoladas dos órgãos 

vegetais, folhas, caule e raízes, da planta de milho (Milani, 2017). 

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 
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al., 1989). Ajustando-se a concentração de célulasa 1,5x108 unidades formadoras de 

colônia por mL (UFC mL-1). 

Três sementes de milho foram imersas em cada uma das suspensões 

bacterianas por 30 minutos. Após este período, as sementes foram semeadas em 

vasos de cinco litros contendo solo previamente peneirado. A adubação do solo foi 

realizada conforme análise química do solo (Tabela 3) e o recomendado para a 

cultura, seguindo indicações de Raij e Cantarella, (1997) para produtividade 

esperada de 8 a 10 t.ha-1, aplicando 100 Kg ha-1 de nitrogênio na forma de uréia 

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, e as inoculações foram feitas a cada 10 dias com o volume de 10 mL da 

suspensão bacteriana por vaso. 

 

Tabela 3. Análise do solo anterior a implantação do experimento I 

 

pH        

CaCl2 

 

MO 
g dm³ 

 

P resina 

mgdm³ 

 

S 
mgdm³ 

K Ca Mg H+Al SB CTC V% 

...................................mmolcdm³...................................... 

6,5 11 20 12 0,7 19 5 17 24,4 41,3 59 

 

3.1.1. Delineamento experimental 

 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 11 

tratamentos e três repetições, resultando em 33 vasos. Os tratamentos foram dez 

linhagens de Bacillus, compostos por B. amyloliquefaciens (BA), B. velezensis (BV) e 

B. subtilis(BS). Como controle foram utilizadas plantas sem inoculação bacteriana. 
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3.1.2. Avaliações na planta 

 

3.1.2.1. Altura e massa seca 

 

A altura da planta foi avaliada com auxílio de fita métrica medindo-se da base 

da planta (rente ao solo) ao ápice da planta (até o final da folha bandeira). Em 

seguida as plantas foram devidamente coletadas dos vasos separando raiz da parte 

aérea esecas 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. 

 

3.1.2.2. Teor de clorofila nas folhas 

 

O teor de clorofila foi determinado mediante análise de espectrofotometria 

proposta por Wellburn (1994). Para tanto, foram coletadas a terceira folha abaixo da 

folha bandeira e cortados quadrados com área conhecida (1cm²). Cada quadrado foi 

repicado em pedaços menores e este material vegetal foi transferido para tubo 

Eppendorf âmbar contendo 5mL de dimetilformamida. Os tubos de ensaio foram 

armazenados por 48h em geladeira e na ausência de luz, após este período foi 

coletada uma alíquota de 3mL do extrato líquido para leitura em espectrofotômetro a 

470, 647 e 664nm. 

 

3.1.2.3. Concentração de nitrogênio na parte aérea e na raiz 

 

Para determinação da concentração de nitrogênio (N) o material vegetal foi 

moído em moinho tipo Willey (malha 20) e submetido à análise foliar de N através do 

método proposto por Bremner (1996) e Mulvaney (1996), modificado segundo 

Bezerra Neto e Barreto (2011). Em que mensurado 0,1 g da amostra vegetal e o 
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conteúdo foi transferido para tubo digestor, adicionando-se 7mL de mistura digestora 

a esse material, que seguiu para digestão em bloco digestor obedecendo 

determinada sequência de tempo e temperatura (1h a 100°C, 1h a 200°C e 1h a 

300°C). Após resfriamento, o material digerido foi dissolvido utilizando 

aproximadamente 10mL de água destilada e a destilação foi realizada em destilador 

semi-micro Kjedahl, com auxílio de 25mL de NaOH (50%). O material destilado foi 

recolhido em 10 mL de solução indicadora de acido bórico, obtendo-se 20mL de 

destilado. A titulação da amônia destilada foi feita com a utilização de uma solução 

padrão de H2SO4 0,05N. Para a mistura de indicador utilizada, o ponto final da 

titulação corresponde a mudança de cor: de verde para vermelho claro. Considera-

se que 1,0mL do ácido sulfúrico 0,05 N gasto na titulação corresponde a 0,7mg de N 

na amostra.  

 

3.1.2.4. Concentração de fósforo na parte aérea e na raiz 

 

As concentrações de fósforo (P) foram determinadas por digestão nitro-

perclórica, seguida pelo método colorimétrico do molibdo-vanadato segundo 

metodologia proposta por Haag et al.(1975) com modificações de Bezerra Neto e 

Barreto(2011). Foi mensurada 0,5g da amostra vegetal e transferiu-se para tubo 

digestor, adicionando-se 5 mL de ácido nítrico concentrado e 1mL de ácido 

perclórico concentrado, deixando-se em repouso de um dia para o outro (pré-

digestãonitro-perclórica). Após o repouso, foi realizada a digestão completa em 

bloco digestor obedecendo a determinada sequência de tempo e temperatura (1h a 

80°C, 1h a 120°C, 1h a 150 °C e 1h a 180°C). O material digerido foi lavado com 

água destilada obtendo-se 50 mL de extrato. A leitura foi feita em espectrofotômetro 

a 470nm utilizando-se 5 mL do extrato mais 1mL do reagente específico, formado 

pela mistura de volumes iguais de molibdato de amônio a 5% e vanadato de amônio 

a 0,25%. 
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3.1.3. Avaliações no solo 

 

3.1.3.1. Preparação das amostras 

 

As amostras de solo, coletadas de cada vaso, foram separadas em duas 

partes. A primeira seguiu para determinação de fósforo solúvel foi peneirada e seca 

em temperatura ambiente, e a segunda foi conservada em geladeira para posterior 

contagem de colônias de Bacillus spp.  

 

3.1.3.2. Fósforo solúvel 

 

Para a determinação do fosfato solúvel, foi utilizado o método de Watanabe e 

Olsen (1965) em que 0,6 g de solo seco foram transferidos para Erlenmeyer de 250 

mL, contendo 12 mL de solução extratora de bicarbonato de sódio e levadas a 

agitação em agitador horizontal por 30 minutos e filtrado em papel de filtro Whatman 

n°40. Na determinação, foi pipetado2 mL do filtrado, 0,2 mL de solução de ácido 

sulfúrico 5M e 0,8 mL do ―Reagente B‖ em tubo de ensaio 13X150mm, agitou-se e 

seguiu-se com incubação a 45°C, por 20 minutos. Após incubação, a leitura da 

absorbância foi feita em espectrofotômetro a 820 nm. 

Em cada leitura foi utilizado um branco, com 2 mL de bicarbonato de sódio 0,5 

M, pH 8,5, no lugar do extrato de solo. Os cálculos foram efetuados com base em 

curva padrão com solução KH2PO4, contendo 100 µg P/mL-1. 

O reagente B foi preparado imediatamente antes de ser utilizado dissolvendo 

1,056g de ácido ascórbico em 200 mL do reagente A. E para preparo do reagente A 

foram dissolvidos 12g de molibdato de amônio e 0,2908 g de tartarato de antimônio 

e potássio em 250 e 100 mL de água destilada, respectivamente. Juntou-se as duas 

soluções em 1000 mL de solução de ácido sulfúrico 2,5 M e completou-se volume 

com água destilada para 2000 mL. 
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3.1.3.3. Contagem de Bacillus spp. 

 

Foi feita a contagem de colônias de Bacillus spp. no solo utilizando placas 

com nutriente ágar, utilizando-se a metodologia de diluição seriada (Wollum, 1982) 

associada com a metodologia de choque térmico proposta por Rothfuss et al.(1997) 

e Barroti e Nahas, (2000), seletiva para Bacillus. Para isto os tubos da diluição 10-4 

foram submetidos à temperatura de 80°C por 10 minutos (banho-maria) e 

posteriormente resfriados em água com temperatura ambiente. Alíquotas (100 µl) 

foram plaqueadas em placas com nutriente ágar e encubadas para posterior 

contagem em 24 e 72 horas. 

 

3.1.4. Seleção dos isolados para o experimento em campo 

 

Foram selecionados os isolados de Bacillus sp. que apresentaram maiores 

números de significância nos parâmetros avaliados no experimento I seleção de 

inoculantes em casa de vegetação, para serem testadas no experimento II em 

campo. 

 

3.2. Experimento II – Seleção de inoculantes em campo 

 

3.2.1. Plantio 

 

O experimento II foi conduzido em campo, na Fazenda de Ensino, Pesquisa e 

Extensão (FEPE) da Unesp na cidade de Jaboticabal, SP (21º 15' 04" S, 48º 17' 16" 

W e 576,64 m de altitude),no período de safrinha, a semeadura ocorreu no dia oito 

de março de 2017.  

O solo utilizado no plantio foi classificado como latossolo vermelho eutrófico 

(EMBRAPA, 1999). Antes da instalação do experimento, foi realizada uma 

amostragem de solo para a determinação das propriedades químicas, tendo como 

resultados: pH em CaCl2 de 6; 23 g dm3de MO; 29 mg dm3 de P resina; 16 mmolc 
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dm3 de K; 10 mmolc dm3 de Ca; 11 mmolc dm3 de Mg; 21mmolc dm3 de H+Al; 

24,4mmolc dm3 de SB; 25,4 mmolc dm3 de CTC; e 58% de V. 

A correção e adubação do solo foram baseadas nos resultados de análise 

química do solo de acordo com Raij e Cantarella (1997) para a produtividade 

esperada 4 a 6 t ha-1 para a safrinha, utilizando 200 kg ha-1 da formulação NPK 8-28-

16+0,5% Zn respectivamente. 

O sistema de plantio foi direto utilizando-se espaçamento de 0,90 m entre linhas 

e seis plantas por metro linear. Cada parcela experimental continha 6 m de 

comprimento por 3,6 m de largura. A coleta das amostras de solo e das plantas que 

foram utilizadas para análises foram feitas durante o pendoamento, em uma área útil 

de 9 m2 dentro de cada parcela (Figura 1). 

 

Figura1. Parcela experimental e área útil 

 

A multiplicação dos isolados inoculados nos tratamentos que receberam B. 

subtilis BS-248, B. subtilis BS-290 e B. subtilis BS-320 seguiu a mesma metodologia 

descrita no item 3.1. Sendo a concentração de 1,5x108 UFC mL-1a mesma utilizada 

no experimento I. Foram realizadas quatro aplicaçõesa cada 10 diasvia solo com 

auxílio de pulverizador costal, as inoculações iniciaram uma semana após a 

emergência. 
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Cada parcela recebeu a mistura de 240 mL de inoculado bacteriano e 1500 mL 

de água, facilitando a pulverização, o que equivale a 10 mL de suspensão por metro 

linear. O controle sem inóculo recebeu apenas pulverização de água. As inoculações 

foram realizadas quatro vezes, a partir de uma semana após a emergência. 

A colheita do milho foi realizada no dia 31 de julho de 2017, utilizando-se a 

mesma área útil de coleta em cada parcela. 

 

3.2.2. Delineamento experimental 

 

O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados com quatro 

tratamentos e seis repetições (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Descrição dos tratamentos utilizados no experimento II 

Tratamentos Linhagens Código 

1 Bacillus subtilis BA-248 

2 B. subtilis BV-290 

3 B. subtilis BS-320 

4 Controle sem inoculação Controle 

 

3.2.3. Avaliações na planta 

 

3.2.3.1. Massa seca e concentrações de nitrogênio e fósforo da parte aérea 

 

Foram realizadas avaliações de massa seca, concentração de nitrogênio e 

fósforo da parte aérea, seguindo as metodologias descritas nos itens 3.1.2.1., 

3.1.2.3 e 3.1.2.4. As amostras foram compostas por três plantas coletadas, durante 

o pendoamento, aleatoriamente em cada área útil da parcela experimental (cortadas 

rentes ao solo). As folhas opostas e abaixo da espiga, das plantas coletadas, foram 

as amostras utilizadas para determinação das concentrações de nitrogênio e fósforo.  
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3.2.3.2. Produtividade do milho 

 

A produtividade foi avaliada por meio de colheita manual, da área útil da 

parcela experimental de 9 m2. Os dados de produtividade dos grãos foram corrigidos 

a 13% de umidade e transformados para quilos por hectare (kg ha-1).  

 

3.2.4. Avaliações no solo 

 

No solo foi avaliado o fósforo solúvel e a contagem de colônias de Bacillus 

spp. seguindo as metodologias descritas nos itens 3.1.3.2. e 3.1.3.3. Para isto foram 

coletadas amostras compostas de solo, no período de pendoamento, formadas da 

junção de cinco amostras simples retiradas dentro da área útil de cada parcela, 

coletadas próximas as raízes. O tipo de preparo e armazenamento foi o mesmo 

descrito para as amostras de solo no experimento I no item 3.1.3.1. 

 

3.3. Análise dos dados 

 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (Teste F) 

comparando-se as médias dos tratamentos pelo teste de Duncan a 5% de 

probabilidade, utilizando o programa Agroestat versão 1.0 (Barbosa e Maldonato, 

2010). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Experimento I – Seleção de inoculantes em casa de vegetação 

 

Os experimentos neste estudo mostraram que alguns isolados bacterianos 

afetaram significativamente a altura e o acúmulo de massa seca nas plantas de 

milho (Figura 1A). Um aumento significativo em altura foi obtido com o isolado BS-

320 (97,6 cm) em relação ao controle (76 cm). O isolado BS-263 também diferiu do 

controle, porém negativamente, tendo resultado de altura menor. 

Para a massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR) 

foram observadas diferenças significativas para os isolados BS-320 e BS-248 com 

relação ao controle (Figura 1B e C). Na MSPA o isolado BS-263 também apresentou 

resultado no acúmulo de biomassa inferior ao controle.  
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Figura 2. Altura (A), massa seca de parte aérea MSPA (B) e massa seca de raiz 
MSR (C) de plantas de milho inoculadas com dez isolados de bactérias endofíticas 
do gênero Bacilluse um controle sem inoculação aos 60 DAE. As barras 
representam o erro padrão da média. As médias com diferentes letras indicam 
diferença significativa de acordo com o teste de Duncan (p≤0,05). 
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Embora a maioria dos isolados bacterianos tenha apresentado maiores 

médias quanto o teor de clorofila (variando de 35,17 a 15,34 μg mL-1) e a 

concentração de N na parte aérea (variando de 3,12 a 2,10 g/kg-1) das plantas de 

milho (Figura 3), para estes parâmetros, não foi encontrada diferença significativa 

(p≤0,05).  

 

 

Figura 3. Teor de clorofila (A), concentração de N na parte aérea (B) de plantas de 
milho inoculadas com dez linhagens de bactérias endofíticas do gênero Bacillus e 
um controle sem inoculação aos 60 DAE. As barras representam o erro padrão da 
média. As médias com diferentes letras indicam diferença significativa de acordo 
com o teste de Duncan (p≤0,05). A ausência de letras indica a falta de significância 
estatística entre os tratamentos de acordo com o teste de Duncan (p≤0,05). 
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Na concentração de N nas raízes (Figura 2) houve diferença significativa 

entre os tratamentos, sendo que os isolados BS-290, BS-248 e BS-320 

proporcionarammaior concentração de N nas raízes das plantas de milho.  

 

Figura 4. Concentração de N na raiz de plantas de milho inoculadas com dez 
linhagens de bactérias endofíticas do gênero Bacillus e um controle sem inoculação 
aos 60 DAE. As barras representam o erro padrão da média. As médias com 
diferentes letras indicam diferença significativa de acordo com o teste de Duncan 
(p≤0,05). 

 

Aumento significativo na concentraçãode P na parte aérea foi obtido com os 

isolados BA-001 (6,75 g/kg-1), BS-320 (6,41 g/kg-1) e BS-290 (6,18 g/kg-1) em 

relação ao tratamento controle (3,93 g/kg-1) (Figura 3A). No entanto, na 

concentração de P nas raízes não foi encontrada diferença significativa sendo que 

os valores variaram de 4,49 até 9,19 g/kg-1. 

Foi observada significância quanto a aplicação bacterianapara a concentração 

de P disponível no solo (Figura 3 B).O P solúvel no solo foi significativo para os 

tratamentos com aplicações dos isolados BA-001, BS-320 e BS-290 novamente, 

apresentando os valores de 21,04, 18,48 e 17,55 µg PO4/g TFSA respectivamente, 

em comparação ao controle que foi de 12,08 µg PO4/g TFSA. 
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.

 

Figura 5. Concentração de P na parte aérea (A) e P solúvel no solo (B) de plantas 
de milho inoculadas com dez isolados de bactérias endofíticas do gênero Bacillus e 
um controle sem inoculação aos 60 DAE. As barras representam o erro padrão da 
media. As médias com diferentes letras indicam diferença significativa de acordo 
com o teste de Duncan (p≤0,05). A ausência de letras indica a falta de significância 
estatística entre os tratamentos de acordo com o teste de Duncan (p≤0,05). 
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Todos os solos tratados com as aplicações de Bacillus spp. diferiram 

significativamente do tratamento controle (Figura 4), entre os tratamentos 

bacterianos também houve diferença significativa, sendo o isolado BS-290 

significativo em comparação aos demais tratamentos. 

 

 

Figura 6.Número de unidades formadoras de colônias de Bacillusspp. – UFC no 
solo dos vasos com plantas de milho inoculadas com dez linhagens de bactérias 
endofíticas do gênero Bacillus e um controle sem inoculação aos 60 DAE. As barras 
representam o erro padrão da média. As médias com diferentes letras indicam 
diferença significativa de acordo com o teste de Duncan (p≤0,05). 
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BS-320 apresentou significância em sete parâmetros quando comparadas aos 

demais tratamentos (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Resultado dos paramêntros avalidos em casa de vegetação para os 
isolados de B. subtilis (BS-248, BS-290 e BS-320) 

Parâmetros avaliados em casa de 

vegetação 

Isolado  

BS-248 

Isolado      

BS-290 

Isolado      

BS-320 

Altura NS NS * 

MSPA * NS * 

MSR * NS * 

Teor de clorofila NS NS NS 

Concentração de N parte aérea NS NS NS 

Concentração de N nas raízes * * * 

Concentração de P parte aérea NS * * 

Concentração de P nas raízes  NS NS NS 

Concentração de P solúvel no solo NS * * 

Número de UFC Bacillus spp. no solo * * * 

(NS) – Não significativo a Duncan (p≤0,05)   ( * ) - Significativo a Duncan (p≤0,05) 

 

4.3. Experimento II – Seleção de inoculantes em campo 

 

No experimento II em campo para MSPA não houve diferença significativa 

(p≤0,05) entre os tratamentos inoculados com os Bacillus sp. e nem destes em 

relação ao controle, tendo os valores variado de 94,66 a 119,01 g (Figura 7) 
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Figura 7. Acúmulo de massa seca na parte aérea de plantas de milho inoculadas 
com três linhagens de B. subtilis endofíticos (BS-248, BS-290 e BS-320)e um 
controle sem inoculação. As barras representam o erro padrão da média. As médias 
com diferentes letras indicam diferença significativa de acordo com o teste de 
Duncan (p≤0,05). A ausência de letras indica a falta de significância estatística entre 
os tratamentos de acordo com o teste de Duncan (p≤0,05). 

 

Os maiores valores para a concentração de N, na parte aérea nas plantas de 

milho, foram observados nos tratamentos inoculados com os isolados BS-290 e BS-

248 com 2,37 g/kg-1 e 2,36 g/kg-1, respectivamente. Estes diferiram significativamente 

do controle, que apresentou concentração de N de 2,06 g/kg-1. O tratamento 

inoculado com o isolado BS-320 não foi estatisticamente diferente do controle 

(Figura 8 A). 

Para a concentração de P na parte aérea (Figura 5B) os tratamentos 

inoculados com os isolados BS-320 (7,63 g/kg-1)e BS-290 (7,05 g/kg-1) apresentaram 

diferença significativa em relação ao controle (6,2 g/kg-1). 

A maior concentração de P solúvel no solo foi encontrada no tratamento 

controle e BS-290 (Figura 8 C). Os tratamentos inoculados com os isolados BS-320 

e BS-248 apresentaram menor concentraçãode P solúvel no solo. 
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Figura 8. Concentração de N na parte aérea (A), concentração de P na parte aérea 
(B) e P solúvel no solo (C) de plantas de milho inoculadas com três linhagens de B. 
subtilisendofíticos e um controle sem inoculação. As barras representam o erro 
padrão da média. As médias com diferentes letras indicam diferença significativa de 
acordo com o teste de Duncan (p≤0,05). 
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A maior produtividade (Figura 9) foi observada para o tratamento inoculado 

com o isolado BS-320 (5.116 kg.ha-1), no qual este isolado promoveu o aumento de 

26,88% na produção de milho comparado como controle (3.741 kg.ha-1). Os 

tratamentos inoculados com BS-290 e BS-248 apresentaram maiores médias 4.396 

e 3.781 kg.ha-1 respectivamente, no entanto não diferiram significativamente do 

controle.  

 

 

Figura 9. Produtividade de plantas de milho inoculadas com três linhagens de B. 
subtilis endofíticos (BS-248, BS-290 e BS-320) e um controle sem inoculação. As 
barras representam o erro padrão da média. As médias com diferentes letras 
indicam diferença significativa de acordo com o teste de Duncan (p≤0,05). 

 

Foi observada significância estatística para os tratamentos inoculados com os 

isolados BS-248 e BS-290 em relação ao controle, quanto ao número de UFC. O 

isolado BS-320 não apresentou aumento significativo em relação ao controle.  
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Figura 10. Número de unidades formadoras de colônias – UFC no solo das áreas de 
plantio de milho inoculadas com três isolados de B. subtilis endofíticos (BS-248, BS-
290 e BS-320) e um controle sem inoculação. As barras representam o erro padrão 
da média. As médias com diferentes letras indicam diferença significativa de acordo 
com o teste de Duncan (p≤0,05). 
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5. DISCUSSÃO 

 

Alguns isolados bacterianos afetaram a altura e o acúmulo de massa seca 

nas plantas de milho. Normalmente o aumento na altura das plantas, MSPA e MSR 

são promovidos pela presença de fitormônios. Embora os fitormônios promovam o 

crescimento das plantas, alguns micro-organismos os produzem para benefício 

próprio. Os fitormônios aumentam a superfície de contato da raiz da planta, 

permitindo um contato considerável entre as plantas e os micro-organismos, 

aumentando a eficiência dos micro-organismos para obtenção de nutrientes e 

carboidratos liberados das plantas. O aumento da MSR é uma consequência direta 

da capacidade de micro-organismos produzirem fitormônios na raiz promovendo um 

aumento da eficiência radicular para obter água e nutrientes do solo (Wang et al., 

2009; White et al., 2014). 

 No entanto, o isolado BS-263 prejudicou o crescimento das plantas. Este 

resultado foi inesperado, uma vez que o BS-263 também é um isolado de B. subtilis 

e é portador de muitas características relacionadas à promoção de crescimento de 

plantas, incluindo a produção de AIA (Milani, 2017) 

Testes in vitro são necessários para se conhecer as habilidades dos micro-

organismos (Rocha et al., 2017).Nostestes in vitro, o isolado BS-320 produziu 12,41 

µg de AIA mL-1, enquanto que o isolado BS-263 produziu 11,32 µg de AIA mL-1 

(dados não apresentados). Entretanto, algumas vezes os mesmos resultados 

obtidos in vitro não ocorrem em condições de campo, como ocorreu para o isolado 

BS-263, que mesmo sendo produtor AIA não promoveu o crescimento das plantas.  

Alguns resultados sobre o uso de micro-organismos promotores do 

crescimento de plantas são inconsistentes (Gouda et al., 2018). Certamente, isso 

ocorre devido à variação natural nos parâmetros analisados. Muitos estudos são 

necessários para entender como micro-organismos portadores de diversas 

características para o crescimento das plantas podem acabar prejudicando o seu 

crescimento. É possível que estes isolados, em condições específicas, atuem como 

competidores com a planta por absorção dos nutrientes, acreditando-se assim que a 

interação planta e BS-263 ocorreu de forma competitiva. 
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A microbiota presente nas raízes parece auxiliar o hospedeiro através da 

aquisição de nutrientes do solo para o crescimento das plantas. Mediante a 

realização da rizodeposição as plantas conseguem modular a comunidade 

microbiana da rizosfera, conforme a necessidade nutricional. Essa seleção feita 

pelas plantas depende do seu fenótipo e o resultado será a seleção de micro-

organismos rizosféricos e endofíticos (Bulgarelli et al., 2013). 

Esses resultados sugerem fortemente que há certas diferenças genotípicas 

entre os isolados utilizados nesse estudo, incluindo suas habilidades no 

estabelecimento do solo e interações com as plantas. Isto pode ter sido responsável 

por diferentes níveis de crescimento de plantas promovidos por cada isolado. 

Somado a isso, as habilidades dos isolados como produção de AIA, fixação de 

nitrogênio e solubilização de fósforo (Milani, 2017), embora sejam importantes, não 

garantem a promoção do crescimento das plantas. 

As interações entre plantas e microorganismos são influenciadas por grandes 

variedades de fatores como genótipo, estado de crescimento, estado fisiológico, tipo 

de tecido vegetal, práticas agrícolas, além de condições ambientais como 

temperatura, disponibilidade de água e nutrientes (Compant et al., 2010). Mais 

estudos são necessários para entender os diferentes comportamentos de isolados 

bacterianos da mesma espécie na promoção do crescimento das plantas.  

Os resultados deste trabalho mostraram a coerência de alguns isolados na 

promoção de altos valores de MSR, MSPA e concentrações de nitrogênio. Os 

isolados capazes de promover a maior MSR, também foram capazes de apresentar 

aumento na concentração de N nas raízes nas plantas, com exceção do isolado BS-

290 para MSR, tendo tal resultado se estendido para o experimento em campo. 

Existe uma correlação positiva entre esses parâmetros e a presença de fitormônios 

produzidos por micro-organismos, que são substâncias orgânicas que podem 

promover inibir ou modificar o crescimento e desenvolvimento de plantas (Damam et 

al., 2016). Raízes com maior área de superfície absorvem mais água e nutrientes 

dos solos e os translocam para a parte aérea das plantas, resultando em um maior 

crescimento e aumento de produção de biomassa e produção de grãos (Glick, 2012; 

Vejan et al., 2016). Os fitormônios promovem a proliferação de células radiculares 
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por superprodução de raízes laterais e pêlos radiculares com aumento concomitante 

de nutrientes e absorção de água (Sureshbabu et al., 2016). Nesse contexto, o 

isolado BS-320 foi o mais eficiente. 

Com relação ao uso de nutrientes as BPCP são capazes de promover a FBN, 

mediante a ação do complexo enzimático nitrogenase(Boddey e Dobereiner, 1988; 

Tikhonovich e Provorov, 2011). Moreira et al. (2013),mostraram que as BPCP são 

capazes de incrementar entre 20 a 30% nas concentrações de N em gramíneas, 

dentre estas o milho. Neste estudo não foi possível verificara a melhor resposta dos 

isolados inoculados quanto ao acúmulo de N na parte aérea e o teor de clorofila nas 

folhas no crescimento inicial (60 dias) em casa de vegetação. Em contrapartida, o 

acúmulo de N na parte aérea foi observado no experimento II em campo, o que 

demonstra a importância de se conhecer as épocas dos estádios de 

crescimento/desenvolvimento que a cultura apresenta maior exigência nutricional e 

acúmulo de nutrientes. Assim, para as culturas em geral em seus estádios 

produtivos quando a planta é jovem, o acúmulo de nutrientes é pequeno e aumenta 

com o desenvolvimento. Especificamente para o milho nota-se um 

acúmulopequenode N (9%) até os 44 dias após a semeadura, o que explica em casa 

de vegetação não ter sido observado diferença de N na parte aérea. Em 

contrapartida, nestas mesmas plantas jovens nas raízes há alta capacidade de 

absorção de N e nas raízes de plantas mais velhas apresentam baixa capacidade de 

acumulação (Prado, 2008). Isto está de acordo com o presente estudo em que 

houve acúmulo de N nas raízes das plantas no experimento I em casa de vegetação 

que foram aplicados os isolados BS-290, BS-248 e BS-320.  

O fósforo é o segundo nutriente mais importante após o nitrogênio necessário 

para o crescimento das plantas. Elemento essencial em todos os sistemas vivos e, 

geralmente, os micro-organismos solubilizantes de fosfato desempenham papel 

muito importante na nutrição do fósforo, trocando a disponibilidade para as plantas 

através da liberação de fósforos inorgânicos e orgânicos do solo pela solubilização e 

mineralização (Khan et al., 2014; Richardson, 2001). No entanto, muitos micro-

organismos têm a capacidade de solubilizar o fósforo e poucos deles são capazes 

de aumentar o conteúdo de P na planta (Anand et al., 2016). Neste contexto, os 

isolados BS-320, BA-001 e BS-290 foram os mais competentes no experimento I em 
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casa de vegetação, e no experimento II em campo os isolados mais competentes 

foram o BS-320 e o BS-290. 

Além da disponibilização do P também é importante observar a eficiência do 

uso desse nutriente pela planta, em que a planta consiga realizar maior absorção 

deste nutriente. Esta eficiência pode ser avaliada no acúmulo deste nutriente na 

planta, como observado no experimento II em campo, com o isolado BS-320, que 

apesar de apresentar menor concentração de P solúvel no solo, na parte aérea da 

planta a concentração desde nutriente obteve o melhor resultado entreos demais 

tratamentos, indicando que possivelmente o fósforo solúvel foi absorvido pela planta. 

Sendo assim podemos afirmar que este isolado foi mais eficiente na utilização da 

adubação fosfatada e em ajudar a planta em absorver este nutriente.  

Foi possível observar o aumento na produtividade neste trabalho, tendo o 

rendimento desta aumentado em aproximadamente uma tonelada por hectare 

quando o milho recebeu BS-320 como inoculante. Tal fato sugere fortemente que o 

aumento de rendimento é resultado da soma de muitas características neste isolado 

para promover o crescimento das plantas, evidenciando o promissor benefício das 

BPCP para a agricultura atual e sua utilização uma forma de contribuir com o meio 

ambiente, minimizando o uso de fertilizantes e favorecendo a qualidade do solo. O 

resultado deste estudo é de grande importância, pois vislumbra a possibilidade de 

utilizaçãoda isolado BS-320 de B. subtilis como inoculante biológico para o milho. 

Curiosamente, em ambos experimentosI e II todos os tratamentos que 

receberam os isolados apresentaram maior número total de bactérias em relação ao 

controle. Isso mostra que os isolados tinham a capacidade de se estabelecer no 

solo. Essa característica é muito importante para que o isolado interaja com a planta 

expresse sua capacidade de promover o crescimento das plantas(Bulgarelli et al., 

2013). Embora não tenha sido avaliada a frequência de aplicações neste estudo, 

acredita-se que o maior número de inoculações possa influenciar o estabelecimento 

dessas bactérias, uma vez que, o solo utilizado foi natural (não esterilizado), 

condição que implica que as bactérias aplicadas tiveram que competir com a 

microbiota natural do solo. O maior número de aplicações foi efetivo quando 

realizado como uma estratégia intencional para promover uma alta carga de micro-
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organismos nas plântulas (Souza et al., 2016). A utilização bem-sucedida das 

BPCP depende da sobrevivência no solo, da compatibilidade com a cultura na 

qual ele é inoculado, da capacidade de interação com a microbiota nativa no solo 

e de fatores ambientais (Martínez-Viveros et al., 2010).  

A colonização bacteriana de plantas é a etapa inicial e fundamental nessa 

interação benéfica. Após a colonização, BPCP podem tomar e utilizar carboidratos, 

aminoácidos e outros compostos liberados pela planta e, em troca, produzir e 

fornecer uma série de substâncias bioativas para beneficiar o crescimento vegetal 

direta ou indiretamente (Xie et al., 2014). Por outro lado, o único isolado que 

promoveu o aumento no rendimento foi o isolado BS-320, sugerindo que o 

estabelecimento bacteriano na rizosfera provavelmente não necessite de uma 

elevada população microbiana, mas provavelmente da eficiência desse isolado junto 

ao genótipo da planta. 

Sendo assim, em resumo, acredita-se que os incrementos quanto ao acúmulo 

total N e P, massa seca e o aumento da produtividade nas plantas de milho foram 

provavelmente promovidos devido à aplicação de bactérias capazes de produzir AIA 

e realizar a FBN. A disponibilidade de P solúvel no substrato presumivelmente foi 

devido à capacidade dos isolados serem solubilizadores de P e o diferente resultado 

dentro de uma mesma espécie de B. subtilis implica diferenças no nível de interação 

micro-organismo e planta, em que não são apenas as características de promoção 

de crescimento que as bactérias possuem que irão garantir os melhores resultados, 

mas sugere-se que este também depende das habilidades específicas de cada 

isolado em ser selecionado pelas plantas e juntos construírem uma associação 

positiva. Por isso, é importante entender todos os fatores que implicam nessa 

interação planta e micro-organismo, evidenciando que a interação entre plantas e 

BPCP é um processo complexo e recíproco 
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6. CONCLUSÕES 

 

A inoculação com diferentes bactérias endofíticas do gênero Bacillus, 

demonstrou ser eficiente para a promoção do crescimento de plantas de milho tanto 

em casa de vegetação quanto em campo. O isolado BS-320 foi provedor do 

aumento na produtividade do milho em campo, indicando a eficiência deste isolado e 

possibilitando a sua utilização como uminoculante biológico para o milho. 
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