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DIVERSIDADE DE BACTÉRIAS EPÍFITAS E ENDOFÍTICAS DA CULTURA DO 253 

MILHO 254 

 255 

 256 

RESUMO - Bactérias que habitam os tecidos externos e internos de plantas sem 257 

lhes causarem prejuízos são conhecidas como epífitas e endofíticas, atuando como 258 
promotoras de crescimento em plantas ou agindo como agentes de controle 259 

biológico. Dentre os benefícios proporcionados por essas bactérias, destacam-se a 260 
solubilização do fósforo, a fixação do nitrogênio e a produção de ácido indol acético 261 

(fitohormônio), mas também a resistência a patógenos e a adaptação a situações de 262 
estresse. Os desafios da agricultura moderna e a importância da cultura do milho 263 
exigem inovações como o uso de microrganismos promotores de crescimento. 264 

Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi de isolar e caracterizar bactérias 265 
epífitas e endofíticas obtidas da cultura do milho com capacidade solubilizar fósforo, 266 

fixar nitrogênio e produzir ácido indol acético. O isolamento resultou em 320 isolados 267 
retirados das folhas, caules e raízes, sendo 57% epífitas e 43% endofíticas. Foram 268 
selecionados 10 isolados, todas solubilizadoras de fósforo e fixadoras de nitrogênio, 269 

além de produtoras de ácido indol acético, que também foi quantificado e 270 
comparadas ao controle positivo. Os microrganismos selecionados foram 271 

submetidos à reação em cadeia da polimerase (PCR) e análise da porção 16S do 272 
rDNA, sendo que a identificação resultou em três espécies bacterianas diferentes, 8 273 
Bacillus subtilis, 1 Bacillus velezensis e 1 Lactococcus lactis, encontradas nos 274 

diferentes órgãos vegetais. 275 

 276 

Palavras – Chave: AIA, nitrogênio, PCR, promotoras de crescimento, solubilização 277 

de fósforo. 278 

 279 

 280 

 281 

 282 

 283 

 284 

 285 

 286 

 287 



iv 
 

 

DIVERSITY OF EPIPHYTIC AND ENDOPHYTIC BACTERIA FROM CORN 288 

 289 

 290 

ABSTRACT - Bacteria that inhabit the external and internal tissues of plants without 291 

damaging them are known as epiphytes and endophytes, acting as growth promoters 292 
in plants or acting as biological control agents. Among the benefits provided by these 293 

bacteria, phosphorus solubilization, nitrogen fixation and the production of indole 294 
acetic acid (phytohormone), as well as resistance to pathogens and adaptation to 295 
stress situations are noteworthy. The challenges of modern agriculture and the 296 

importance of maize culture require innovations as the use of plant growth 297 
microorganisms, in this way the present study had as aim to isolate and characterize 298 

the epiphytic and endophytic bacteria obtained from maize culture with the ability to 299 
solubilize phosphorus, fix nitrogen and produce indole acetic acid. Isolation resulted 300 
in 320 isolates from leaves, stems, and roots, being 57% epiphytic and 43% 301 

endophytic. Ten isolates, all phosphorus solubilizers, and nitrogen fixers were 302 
selected, as well as indole acetic acid producers, which were also quantified and 303 

compared to the positive control. The selected microorganisms were submitted to 304 
polymerase chain reaction (PCR) and analysis of the 16S portion of rDNA, and the 305 
identification resulted in three different bacterial species, 8 Bacillus subtilis, 1 Bacillus 306 

velezensis and 1 Lactococcus lactis, found in the different plant organs. 307 

 308 
Keywords: AIA, nitrogen, PCR, growth promoters, phosphorus solubilization. 309 
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1. INTRODUÇÃO 390 

 391 

O milho é uma das culturas mais importantes do Brasil, ocupando  segundo 392 

lugar na produção total de grãos, perdendo apenas para a soja segundo o 7º 393 

levantamento da Companhia Brasileira de Abastecimento (CONAB) em 2017 e 394 

publicado pelo DEAGRO em abril de 2017.  395 

  Somando-se a esse fato, os desafios da agricultura na sociedade, a evolução 396 

da industrialização permitiu um grande aumento na produção, o que atendeu a 397 

demanda populacional. Além disso, o desenvolvimento de produtos que ajudam a 398 

aumentar essa produção, como fertilizantes e agrotóxicos, por exemplo, também 399 

cresceram em larga escala com o avanço do processo industrial.  400 

  A adubação química trouxe várias vantagens à agricultura, como aumento da 401 

produtividade com menor custo por unidade. Porém, apesar de extremamente 402 

importantes, os impactos ambientais foram igualmente grandes e podemos citar a 403 

salinização dos solos, eutrofização das águas, a lixiviação e a desertificação e, hoje 404 

em dia e em um futuro próximo, precisaremos achar soluções e maneiras de evitar 405 

esses impactos, mas sem deixar a produtividade cair (PÉREZ-MONTAÑO et al., 406 

2014).  407 

  Uma das maneiras de alcançarmos o objetivo de mantermos a alta produção 408 

com o menor impacto possível é a utilização dos microrganismos promotores de 409 

crescimento vegetal, uma vez que suas habilidades permitem que a planta se 410 

desenvolva em um processo cada vez menos industrializado, já que todo o 411 

maquinário e recurso encontram-se disponível na natureza. Dessa maneira, as 412 

principais culturas mundiais podem ser afetadas positivamente pelo aumento na 413 

utilização de bactérias promotoras de crescimento vegetal, podemos citar as culturas 414 

do milho, arroz, soja, trigo e feijão (PÉREZ-MONTAÑO et al., 2014). 415 

  Os microrganismos que comumente habitam o vegetal podem ser bactérias, 416 

arqueas, vírus ou fungos (BRAGA; DOURADO; ARAÚJO, 2016), habitando tanto a 417 

rizosfera, que compreende a área ao redor da raiz e que abriga uma série de 418 
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microrganismos com características diversas (CHAUHAN et al., 2017) quanto à parte 419 

área dos vegetais, mas também podem colonizar as partes internas do vegetal. O 420 

sucesso do estabelecimento dos microrganismos em um ambiente depende das 421 

interações entre os microrganismos e o ambiente, que envolve transferências de 422 

informações moleculares e genéticas (BRAGA; DOURADO; ARAÚJO, 2016). O 423 

primeiro passo para o estabelecimento da relação entre bactérias e plantas é o 424 

reconhecimento dos exudatos da planta no solo pelos microrganismos (BRAGA; 425 

DOURADO; ARAÚJO, 2016). As plantas, então, seriam capazes de selecionar os 426 

microrganismos através de seus exudatos, que são compostos de aminoácidos, 427 

carboidratos e ácidos orgânicos que podem variar de acordo com as condições 428 

bióticas e abióticas do meio (HALDAR; SENGUPTA, 2015). 429 

Posto isto, o presente estudo teve por objetivos isolar e identificar bactérias 430 

epífitas e endofíticas colonizadoras do milho, com habilidades de solubilização de 431 

fósforo, fixação biológica do nitrogênio e produção de ácido indol acético. 432 

 433 

 434 

 435 

 436 

 437 

 438 

 439 

 440 

 441 

 442 

 443 

 444 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 445 

 446 

2.1. Microrganismos promotores de crescimento de plantas (MPCP)  447 

 448 

  Microrganismos que podem habitar e colonizar as plantas e possuem a 449 

capacidade de contribuir para seu desenvolvimento são conhecidos como 450 

microrganismos promotores de crescimento vegetal. Os benefícios de bactérias 451 

promotoras de crescimento vegetal são muitos e possíveis de serem diferenciados 452 

em diretos (KUSS et al., 2007) como a fixação de nitrogênio (Baldani et. al, 2000), 453 

solubilização de fósforo (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; GULATI et. al, 2009), 454 

produção de fitohormônios (MARIANO; KLOEPPER, 2000), ou indiretos (KUSSS et 455 

al., 2007; ASGHAR et. al, 2002) como o controle biológico (YANG; KLOEPPER; 456 

RYU, 2009) crescimento de raízes, atraso na senescência (PÉREZ-MONTAÑO et 457 

al., 2014), aumento da superfície foliar, aumento do diâmetro do caule e crescimento 458 

das raízes. 459 

 460 

2.1.1. Benefícios indiretos dos  MPCP 461 

 462 

2.1.1.2. Antagonismo 463 

 464 

  Quanto à atuação indireta das bactérias promotoras de crescimento de plantas, 465 

o biocontrole pode dar-se por antagonismo, propriedade conhecida de bactérias do 466 

gênero Bacillus, por exemplo, que inclui a inibição do patógeno por antibióticos, 467 

toxinas, competição por minerais, nutrientes e locais de colonização (PÉREZ-468 

MONTAÑO et al., 2014).  469 

 470 

2.1.1.3. Indução no sistema de resposta da planta 471 
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  A indução do sistema de resposta da planta acontece através da associação 472 

entre organismos não patogênicos e a planta, através da sinalização por moléculas 473 

indutoras, como polissacarídeos da parede celular (BERG, 2009; PÉREZ-474 

MONTAÑO et al., 2014), onde a resposta do vegetal à invasão é dependente do 475 

etileno e do ácido jasmônico (VAN LOON, 2007). O gênero Bacillus está incluso 476 

entre aqueles que foram descritos como capazes de induzir o sistema de resposta 477 

da planta (PÉREZ-MONTAÑO et al., 2014). 478 

 479 

2.1.1.4. Interferência no sistema “quorum sensing”  480 

 481 

  O quorum sensing é um sistema onde bactérias podem regular a expressão de 482 

seus genes em resposta a mudanças da densidade populacional, através da 483 

comunicação celular (FUQUA; WINANS; GREENBERG, 1994). O quorum sensing é 484 

mediado por moléculas como a acil-homoserina-lactose (AHL), que induz a 485 

expressão de genes envolvidos na produção de fatores de virulência ou na formação 486 

de biofilme (QUIÑONES; DULLA; LINDOW, 2005). Bactérias, como as do gênero 487 

Bacillus, produzem enzimas lactonase que degradam as moléculas de AHL 488 

interferindo no quorum sensing, impedindo assim o surgimento dos fatores de 489 

virulência das bactérias patogênicas (PÉREZ-MONTAÑO et al., 2014), como 490 

comprovado por Dong et al. (2002), onde a virulência da Erwinia carotovora, 491 

regulada por quorum sensing, foi atenuada pela ação da enzima lactonase 492 

produzida por bactérias do gênero Bacillus. 493 

 494 

2.1.1.5. Rizorremediação  495 

  Outro benefício seria a rizorremediação, onde bactérias promotoras de 496 

crescimento de plantas degradam poluentes, compostos orgânicos e herbicidas, 497 

permitindo o crescimento dos vegetais em locais antes poluídos (PÉREZ-MONTAÑO 498 

et al., 2014). A resistência a situações de estresse também é aumentada pela 499 

associação entre os vegetais e as bactérias promotoras de crescimento de plantas. 500 
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Nessas situações de estresse as plantas produzem mais etileno (Argueso et. al, 501 

2007), o que pode causar queda das folhas e danos às células vegetais 502 

(DESBROSSES et al., 2009). Os microrganismos são capazes de inibir a via 503 

bioquímica produtora de etileno e, consequentemente, diminuir os níveis de etileno 504 

no vegetal (PÉREZ-MONTAÑO et al., 2014). 505 

 506 

2.1.2. Benefícios diretos dos MPCP 507 

 508 

2.1.2.1. Fixação do nitrogênio 509 

 510 

  Quando falamos sobre os benefícios diretos da atuação dos microrganismos 511 

promotores de crescimento de plantas, a fixação do nitrogênio aparece como a 512 

principal delas. O nitrogênio é o principal elemento exigido pelas plantas sendo 513 

constituinte de aminoácidos, ácidos nucleicos, clorofila e hormônios e, que embora 514 

esteja na atmosfera de maneira abundante (78%), sua assimilação depende da 515 

conversão para a forma nitrato realizada por microrganismos em um processo 516 

conhecido como fixação biológica do nitrogênio, contribuindo com aproximadamente 517 

65% do nitrogênio fixado (NEWTON; NYMAN, 1999). A maioria dos microrganismos 518 

fixadores de nitrogênio evoluiu no sentido de colonizarem a rizosfera das plantas 519 

(SPRENT; FARIA, 1989), e os resultados dessa associação na disponibilidade de 520 

nitrogênio fornecido às plantas é bastante significativa (BODDEY et al., 1983).  521 

  As plantas conhecidas como leguminosas apresentam, em suas raízes, uma 522 

associação simbiótica com bactérias dos gêneros Rhizobium e Bradyrhizobium, que 523 

formam nódulos nas raízes de plantas como a soja, alfafa, amendoim e ervilha, que 524 

convertem o nitrogênio atmosférico em amônia que pode ser utilizado pelas plantas 525 

como fonte de nitrogênio (MURRAY, 2011). Porém, em plantas não leguminosas, 526 

essa relação simbiótica não existe, para tanto algumas bactérias não simbiontes 527 

presentes na rizosfera são capazes de fixar o nitrogênio atmosférico para formas 528 

assimiláveis pelos vegetais. Das espécies fixadoras é possível citarmos algumas 529 
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muito estudadas como Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia e Bacillus, e as 530 

plantas que se beneficiam dessa relação com essas bactérias de vida livre como o 531 

milho, arroz e sorgo, por exemplo. O gênero Bacillus é constantemente descrita 532 

como bactéria fixadora de nitrogênio, sendo frequentemente isolada do trigo, cana-533 

de-açúcar e do milho (SELDIN; VAN ELSAS; PENIDO, 1984). 534 

  Diversas espécies já foram documentadas como sendo fixadoras de nitrogênio, 535 

além do gênero Bacillus, bactérias do gênero Pseudomonas apresentam dentro de 536 

seu grupo diversas espécies com habilidade de fixar nitrogênio, sendo inclusive 537 

dominantes na rizosfera de algumas espécies vegetais (CHEN et al., 1994). O 538 

gênero Bacillus apresenta uma característica interessante no que se refere à fixação 539 

biológica do nitrogênio, onde sua atividade se mantém elevada mesmo em solos 540 

com alta concentração de nitrato (KUSS et al., 2007). As espécies de Azopirillum sp. 541 

apresentam larga distribuição nos solos tropicais (DOBEREINER; DEPOLLI, 1980) e 542 

sua habilidade de fixar nitrogênio é amplamente testada. A espécie Azospirillum 543 

brasiliensis foi testada em milho, sorgo e trigo e seu aproveitamento mostrou-se 544 

mais do que satisfatório, principalmente quando relacionado com o aproveitamento 545 

do nitrato no solo (FERREIRA; FERNANDES; DOBEREINER, 1987). 546 

  Quanto ao endofitismo, inúmeras bactérias vem sendo testadas para melhor 547 

entendimento da relação entre fixação do nitrogênio e colonização endofítica. É 548 

possível salientarmos as bactérias Herbaspirillum seropedicae que pode ser isolada 549 

da cana-de-açúcar, milho e arroz (OLIVARES et al., 1996), e o gênero Burkholderia 550 

isolado do arroz, cana-de-açúcar, batata doce e mandioca (TRAN VAN; GILLIS, 551 

1994), onde foi possível observar a colonização de tecidos vasculares por essas 552 

bactérias diazotróficas. 553 

  Tratando especificamente do gênero Bacillus, a atividade da enzima 554 

nitrogenase foi detectada nas espécies de Bacillus megaterium, Bacillus pumilus, 555 

Bacillus subtilis e Bacillus cereus (XIE; SU; CUI et al., 1998). 556 

  As bactérias que realizam a fixação biológica do nitrogênio possuem essa 557 

habilidade devido ao seu maquinário enzimático, principalmente a enzima 558 

nitrogenase. Industrialmente existe uma solução para a fixação do nitrogênio, o 559 
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processo conhecido como Haber-Bosch, no qual o nitrogênio atmosférico é 560 

convertido em amônia. Porém as exigências deste processo são muito caras, a 561 

fixação industrial do nitrogênio demanda altas pressões (200 bar ou 197 atm) e 562 

temperaturas de 500 a 600ºC (RIBEIRO, 2013). Por isso a fixação biológica do 563 

nitrogênio torna-se uma alternativa interessante ao processo Haber-Bosch. 564 

  A fixação biológica do nitrogênio pode ser pouco notada quando relacionamos 565 

seus resultados e eficiência a plantas como o milho, que possuem uma via 566 

metabólica C4 altamente eficiente que é capaz de converter intensidades de energia 567 

solar duas vezes maiores (DOBEREINEIR; BALDANI; BALDANI, 1995) e, nessas 568 

plantas, a maioria das pesquisas com bactérias fixadoras de nitrogênio foi realizada 569 

com inoculação do Azospirillum (KENNEDY; CHOUDHURY; KECSKÉS, 2004). No 570 

entanto, os resultados com a inoculação dessa bactéria, geralmente associada a 571 

doses variáveis de fertilizantes nitrogenados (DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; 572 

OKON, 2003), apesar de positivos são muito variáveis, por isso, e pela tendência da 573 

pesquisas caminharem no sentido do estudo de bactérias endofíticas, mais trabalhos 574 

tem sido realizados com os gêneros Herbaspirillum e Burkholderia, que são 575 

encontrados em alta taxa no interior dos tecidos do milho.  576 

 577 

2.1.2.2. Solubilização de fósforo 578 

 579 

  Outro benefício direto dos microrganismos promotores de crescimento de 580 

plantas diz respeito ao segundo elemento mais exigido pelos vegetais, o fósforo que 581 

está relacionado ao armazenamento e transferência de energia na planta, na forma 582 

de ATP (FORNASIERI FILHO, 1992). Apesar de o solo apresentar grande reserva 583 

de fósforo, a maior parte está na forma insolúvel (PRINSEN et al., 1999), uma vez 584 

que está associado ao fosfato de alumínio e de ferro em solos ácidos ou a fosfatos 585 

de cálcio em solos alcalinos (CHAUHAN et al., 2017), que não pode ser absorvida 586 

pelas plantas, limitando seu crescimento (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004). A 587 

maior reserva de fósforo são as rochas primárias, formadas durante a era geológica 588 

(RODRIGUEZ; FRAGA, 1999). 589 
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  A maior parte dos solos agrícolas apresentam grande disponibilidade de 590 

fósforo, em decorrência das aplicações regulares de fertilizantes. No entanto, grande 591 

porção desse fósforo é rapidamente imobilizado, tornando-se indisponível para as 592 

plantas (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).  593 

  As plantas precisam que o fósforo presente no solo esteja na forma solúvel 594 

para que elas possam absorvê-lo, solubilização que pode ser realizada pelos 595 

microrganismos promotores de crescimento vegetal, como as bactérias Bacillus, 596 

Azospirillum e Erwinia (SUDHAKAR et al., 2000; MEHNAZ; LAZAROVITZ, 2006; 597 

PÉREZ-MONTAÑO et al., 2014), por exemplo 598 

  Vale ressaltar que, mesmo que a variedade de bactérias solubilizadoras no 599 

solo seja alto, sua concentração é baixa e, para que a quantidade de fósforo liberado 600 

pelos microrganismos seja suficiente para o crescimento da planta, é necessário a 601 

inoculação dessas bactérias em concentrações elevadas (BERG et al., 2009). A 602 

inoculação conjunta de espécies solubilizadoras de fósforo e fixadoras de nitrogênio 603 

pode prover uma nutrição mais adequada e promover um efeito sinérgico na 604 

promoção de crescimento (BELIMOV; KOJEMIAKOV; CHUVARLIYEVA, 1995). 605 

  Apesar de ainda não ser totalmente compreendido o mecanismo genético pelo 606 

qual as bactérias conseguem realizar tal solubilização, acredita-se que esteja 607 

relacionado à produção de ácidos orgânicos, principalmente o ácido glucônico, mas 608 

também é possível citarmos outros ácidos envolvidos na solubilização tais como, o 609 

ácido cetoglucônico, ácido lático e ácido acético (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999) e 610 

também pela ação da glucose desidrogenase (CHAUHAN et al., 2017). Outras 611 

enzimas que atuam na solubilização de fósforo, que também pode ser chamada de 612 

mineralização, são as fosfatases, que podem ser classificadas como ácidas ou 613 

alcalinas, de acordo com o pH ótimo de atividade (RICHARDSON et al., 2009). 614 

  Outro mecanismo para a mineralização envolve a liberação de prótons H+ para 615 

a superfície celular através do auxílio de ATPases, dessa maneira, a quelação ou a 616 

produção de ácidos inorgânicos (como o ácido sulfídrico ou nítrico), constituem um 617 

mecanismo alternativo para a solubilização de fósforo (PÉREZ-MONTAÑO et al., 618 

2014).    619 
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  Essas bactérias, portanto, são capazes de solubilizar o fósforo pela acidificação 620 

(RICHARDSON et al., 2009), quelação ou por meio de processos enzimáticos 621 

(PÉREZ-MONTAÑO et al., 2014). 622 

 623 

2.1.2.3. Produção de fitohormônios 624 

 625 

  A fitoestimulação também se enquadra em um benefício direto dos 626 

microrganismos promotores de crescimento vegetal. A produção de fitohormônios, 627 

que são hormônios vegetais reguladores de crescimento e podem ser classificados 628 

como citocinina, giberilina, etilenos e auxinas, também é uma capacidade 629 

encontrada nos microrganismos que vivem em associação com as plantas e 630 

estimulam seu crescimento.  631 

  As citocininas são fitohormônios que estimulam a divisão celular, chamada de 632 

citocinese. Elas são produzidas, por embriões, frutos e pelas raízes, de onde são 633 

transportadas pelo xilema para toda a planta (DEMASON, 2005). 634 

  A atuação da citocininas se dá no controle da dominância apical (em conjunto 635 

com as auxinas), no atraso da senescência e n crescimento das raízes (SKOOG; 636 

MOLEIRO, 1957). 637 

  As giberelinas são hormônios produzidos principalmente nas raízes e nos 638 

primórdios foliares, estimulando o crescimento de caules e folhas, mas têm pouco 639 

efeito sobre o crescimento das raízes. As giberelinas podem atuar em conjunto com 640 

as auxinas no desenvolvimentos dos frutos e com as citocininas na germinação 641 

(ROSS et al., 2000).  642 

  O etileno, único fitohormônio na forma de gás, é produzido em diversas partes 643 

da planta e difunde-se no ar existente entre as células. Sua atuação dá-se no 644 

amadurecimento dos frutos e na queda das folhas, juntamente com a auxina. O 645 

etileno, enfraquece as células a tal ponto que o peso da folha é suficiente para 646 

romper sua ligação com o caule, causando a queda da folha. A auxina e o etileno 647 
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gasoso são intimamente relacionados, exposição da auxina estimula a produção do 648 

etileno (MORGAN, 1962) com a indução de um gene que codifica uma enzima da 649 

biossíntese do etileno (ABEL; OELLER; THEOLOGIS, 1994). Já o etileno inibe 650 

transporte da auxina ao longo do vegetal (BURG; BURG, 1966). 651 

  Dentre as auxinas, sua forma predominante e mais encontrada nas plantas é o 652 

ácido indol acético (AIA), cujo principal efeito é a promoção de crescimento vegetal e 653 

que também pode ser produzido por microrganismos (BOIERO et al., 2007). Essa 654 

substância é produzida majoritariamente no meristema apical e transportada para o 655 

vegetal pelas células parenquimáticas, atingindo as raízes (ONA et al., 2003). 656 

  O principal efeito do ácido indol acético, e das auxinas de maneira geral,  é 657 

promover o crescimento de raízes e caules, através do alongamento das células 658 

recém-formadas nos meristemas, o que depende da concentração do fitohormônio. 659 

Em alguns tecidos as auxinas controlam a divisão celular. Porém, em altas 660 

concentrações, as auxinas inibem o alongamento celular e, portanto, o crescimento 661 

do órgão (PATTEN; GLICK, 2002). 662 

  Bactérias usam os fitohormônios para interagir com as plantas como parte de 663 

sua estratégia de colonização, incluindo a fitoestimulação e para evitar os 664 

mecanismos de defesa da planta (PÉREZ-MONTAÑO et al., 2014). Estudos 665 

recentes indicam que a molécula de AIA pode funcionar como uma molécula 666 

sinalizadora bacteriana e possa ter efeitos diretos na fisiologia bacteriana 667 

(SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007). A produção de ácido indol acético 668 

por bactérias tem sido relacionada com a influência de alguns fatores ambientais, 669 

como acidez do solo, estresse osmótico e baixa concentração de carbono no solo 670 

(ONA et al., 2003; VANDE BROEK et al., 2005; SPAEPEN; VANDERLEYDEN; 671 

REMANS, 2007). Um aumento na produção de ácido indol acético por bactérias foi 672 

percebido em baixas concentrações de carbono no solo e na redução da taxa de 673 

crescimento bacterianos, que coincidem com a entrada da fase estacionária da 674 

curva de crescimento bacteriano (SALEH; GLICK, 2001; PATTEN; GLICK, 2002). 675 

2.2. Bactérias epífitas e endofíticas 676 

 677 
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  As bactérias que habitam o vegetal podem ser diferenciadas em epífitas, que 678 

são aquelas que habitam a superfície vegetal (JACQUES; MORRIS, 1995; 679 

ANDREWS; HARRIS, 2000), ou endofíticas, bactérias habitantes do interior do 680 

vegetal (PETRINI; PETRINI; LAFLAMME, 1989; AZEVEDO et al., 2000; 681 

KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004) e, ambas as bactérias (epífitas e endofíticas) não 682 

causam danos ao hospedeiro.  683 

  Quanto a colonização endofítica, ela foi considerada uma propriedade restrita à 684 

bactérias causadoras de doenças na planta, também chamadas de fitopatogênicas 685 

(NEVES et al., 1985), o que foi desmentido ao longo do avanço científico e maior 686 

conhecimento da interação bactéria-planta. A preferência microbiana pelo 687 

endofitismo pode ser resultado de um meio livre das condições adversas 688 

comumente encontradas no solo e uma maior disponibilidade de carbono 689 

(OLIVARES, 1996). 690 

  As bactérias endofíticas não aparecem dessa maneira no vegetal, mas tornam-691 

se endofíticas ao longo de seu ciclo de vida, por isso podemos dizer que uma 692 

bactéria endofítica é aquela que vive pelo menos uma parte de seu ciclo de vida no 693 

interior das plantas (BALDANI; SALLES; OLIVARES, 2000). Uma bactéria endofítica 694 

pode ser, portanto uma bactéria epífita ou da rizosfera que invadiu o vegetal e 695 

instalou-se em algum de seus órgãos, como a própria raiz, o caule ou as folhas. Os 696 

microrganismos endofíticos podem penetrar nas plantas por aberturas e feridas, 697 

como aquelas existentes na emergência de raízes secundárias laterais ou nas 698 

abrasões geradas pelo crescimento das raízes penetrando no solo (Azevedo, 2000). 699 

Bactérias endofíticas também podem invadir o vegetal através dos estômatos e 700 

hidatódios (MANHÃES, 2014), através de aberturas causadas por inseto assim 701 

como por feridas deixadas em plantas onde ocorre a colheita de frutos. Os 702 

endofíticos são capazes de adentrar o hospedeiro de ativamente, pela produção de 703 

enzimas (Azevedo, 2000). Paula, Reis e Dobereiner (1991) comprovaram que 704 

estruturas do fungo patogênico Glomus clarum continham a bactéria 705 

conhecidamente endofítica Acetobacter diazotrophicus em seu interior e facilitou a 706 

invasão dessa bactéria no vegetal. 707 
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  A capacidade de viver dentro do vegetal constitui uma adaptação interessante 708 

às bactérias, uma vez que sofrerão menor efeito da competição com outros 709 

microrganismos, não enfrentarão as condições ambientais adversas e terão alta taxa 710 

de nutrientes disponíveis e livres para sua nutrição. (MISAGHI; DONNDELINGER, 711 

1990). Em geral esses microrganismos podem estar localizados em tecidos 712 

vasculares ou espaços intercelulares, sendo as raízes a principal entrada para a 713 

invasão desses microrganismos no vegetal, devido à facilidade com que lesões e 714 

arranhões, decorrentes do crescimento vegetal, surgem nesse órgão (Azevedo et 715 

al., 2000). 716 

 717 

2.3. Milho 718 

 719 

    O milho é uma das mais antigas culturas cultivadas no mundo, havendo 720 

registros de que seu cultivo começou há, pelo menos, 6.000 anos (PIPERNO; 721 

FLANNERY, 2001). Em escala mundial, o milho ocupa posição de destaque em 722 

produção global com valores equivalentes a 1.053,8 milhões de toneladas para a 723 

safra 2016/2017, um aumento de 9,4% em relação à safra anterior, segundo o 12º 724 

levantamento do Departamento de Agricultura do Estados Unidos (USDA) Para o 725 

milho (Zea mays L.), e publicado no informativo do Departamento do Agronegócio 726 

(DEAGRO) da FIESP em abril de 2017, onde o Brasil ocuparia a terceira posição na 727 

produção global de milho, saltando de 67,0 milhões de toneladas na safra 728 

2015/2016, para 93,5 milhões de toneladas na safra 2016/2017, um aumento de 729 

39,6% e ficando atrás dos Estados Unidos e da China. 730 

  De acordo com esse mesmo levantamento, o consumo e a exportação mundial 731 

do milho também aumentarão. Quanto ao consumo mundial, os valores da safra 732 

2016/2017 devem atingir valores equivalentes a 1.042,6 milhões de toneladas, 733 

superior em 6,3% em relação à safra passada. Já para a exportação mundial do 734 

milho, o Brasil ocupa a segunda posição, atrás apenas dos Estados Unidos, sendo 735 

responsável por  32 milhões de toneladas exportadas, com um aumento de 128,6% 736 
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em relação à safra 2015/2016. A exportação mundial do milho alcançaria, então, 737 

valores de 154,4 milhões de toneladas na safra atual, 28,6% maior que a anterior. 738 

  A nível nacional, o milho também se destaca, na produção de grãos do Brasil o 739 

milho ocupa a segunda posição, perdendo apenas para a soja e sendo responsável, 740 

junto com esta por 90% da produção total de grãos no país, segundo o 7º 741 

levantamento da Companhia Brasileira de Abastecimento (CONAB) em 2017 e 742 

publicado pelo DEAGRO em abril do mesmo ano. De acordo com esse 743 

levantamento, a produção do grão de milho no Brasil na safra 2016/2017 e sua 744 

comparação com a safra 2015/2016 segue conforme a tabela 1.  745 

  O plantio ocorre praticamente durante o ano todo e, para facilitar o 746 

acompanhamento do plantio, cada cultura foi denominada de acordo com a época 747 

de plantio, dessa maneira temos, milho safra ou primeira safra, plantado de agosto a 748 

dezembro; e milho safrinha ou segunda safra, plantado de janeiro a maio. A melhor 749 

época para plantio ocorre na 1ª safra, e a safrinha historicamente apresentava 750 

resultados inferiores, mas como é possível perceber da tabela 1, tanto na safra 751 

2015/2016, quanto na safra 2016/2017, o milho 2ª safra (safrinha), superou os 752 

valores do milho 1ª safra, o que pode ser explicado pela concentração de nutrientes 753 

disponíveis no solo ou por um aumento na utilização de tecnologias durante a época 754 

de plantio do milho safrinha.  755 

  Atualmente, a demanda pela produção do milho é ainda maior, uma vez que 756 

ele também é utilizado na produção do etanol, o que também provoca um aumento 757 

nos preços, a maior parte da produção do grão de milho, no entanto, é destinada ao 758 

preparo de rações para animais.  759 

  Da Róz (2003) afirma que uma crescente parcela da produção do grão de 760 

milho está sendo destinada à alimentação humana direta, como farinhas, cereais e 761 

salgadinhos, e continua dizendo que a participação do milho crescerá no setor de 762 

plásticos biodegradáveis partir do milho.  763 

  Ainda sobre o milho é possível explicitar uma dualidade existente entre grandes 764 

produtores e os produtores que não estão ligados à produção comercial. No primeiro 765 

caso, salientamos a utilização de tecnologia e alto investimento de capital que se 766 
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reflete na produtividade. Por outro lado, temos os produtores que fazem pouco uso 767 

da tecnologia e não têm grandes extensões de terra, produzindo para subsistência e 768 

comercializando o excedente, fator que reflete na produtividade média (DUARTE, 769 

2004). 770 

  Para a melhoria da produção com menor impacto ambiental, é possível citar as 771 

bactérias dos gêneros Pseudomonas, Burkholderia, Azospirillum e Bacillus como 772 

promotoras de crescimento vegetal, beneficiando o milho na fixação do nitrogênio, 773 

solubilização do fósforo e na produção de ácido indol acético (RIGGS et al., 2001; 774 

SHAHAROONA; ARSHAD; ZAHIR et al., 2006).  775 

 776 

Tabela 1 - Produção total de grãos no Brasil durante as safras 2015/2016 e 2016/2017 e comparação entre 777 
ambas às safras. 778 

Produto Produção (mil toneladas) 

Safra 15/16 Safra 16/17 Variação 

   

Mil toneladas 

em relação à 

safa 15/16 

Porcentagem 

em relação à 

safra 15/16 

Algodão - 

caroço 

1.937 2.213 276 14,2 

Arroz 10.603 11.948 1.345 12,7 

Feijão 2.516 3.286 773 30,7 

Feijão 1ª 

safra 

1.034 1.380 345 33,4 

Feijão 2ª 

safra 

915 1.217 304 33,3 
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Feijão 3ª 

safra 

567 689 123 21,7 

Milho 66.980 91.469 24.938 37,5 

Milho 1ª 

safra 

25.854 29.861 4.103 15,9 

Milho 2ª 

safra 

41.126 61.607 20.835 51,1 

Soja 95.435 110.162 14.727 15,4 

Trigo 6.164 5.468 -1.259 -18,7 

Demais 2.769 3.388 522 18,2 

Brasil 186.404 227.932 41.322 22,1 

Fonte: Departamento do Agronegócio – DEAGRO/FIESP (modificado). 779 

     Os dados apresentados evidenciam a importância de estudarmos soluções 780 

biológicas para mantermos a produtividade da cultura do milho sem nos 781 

descuidarmos da preocupação atual de diminuir os impactos ambientais. Dessa 782 

maneira, a busca por microrganismos produtores de crescimento de plantas que 783 

atuem na cultura do milho e um melhor entendimento de seus mecanismos de 784 

atuação também ganha relevância. 785 

 786 

3. MATERIAL E MÉTODOS 787 

3.1. Processamento da amostra e isolamento das bactérias epífitas e 788 

endofíticas cultiváveis 789 

 790 

O processamento seguiu a metodologia de KUKLINSKY-SOBRAL, et al. 791 

(2004), com modificações. Uma planta de milho da fazenda localizada na UNESP – 792 

Jaboticabal, em estágio V6, foi removida do solo com auxílio de uma espátula, e 793 
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transportada para o laboratório, sendo folhas, caules e raízes separadas e lavadas 794 

em água corrente para remoção do solo.  795 

As bactérias epífitas foram isoladas pesando-se 3 gramas dos órgãos 796 

vegetais separadamente, e colocando-os em Erlenmeyer contendo 25 gramas de 797 

esferas de vidro de 0,1 cm de diâmetro e 50 mL de solução salina tamponada com 798 

fosfato (g l-1) (Na2HPO4: 1,44; KH2PO4: 0,24; KCl: 0,20; NaCl: 8,00; pH 7,4), 799 

agitando-se na frequência de 150 r.p.m., a 28ºC por 1 hora. Após a agitação, foram 800 

plaqueados 5 mL do conteúdo do Erlenmeyer em 10% de ágar de triptona de soja 801 

(TSA), e as placas mantidas a 28ºC por até 15 dias. As colônias foram isoladas e 802 

repicadas em tubos inclinados de TSA (10%), mantidas a 28º C por 2 dias e, em 803 

seguida, armazenadas a 4ºC.  804 

As bactérias endofíticas foram isoladas após a remoção das epífitas, por 805 

desinfecção da superfície dos órgãos vegetais usando lavagem serial. A eficiência 806 

do processo de desinfecção foi verificado por plaqueamento de alíquotas de água 807 

destilada esterilizada usadas na lavagem final das plantas em 10% de ágar de 808 

triptona de soja que foram mantidas a 28ºC por até 15 dias. Três gramas de cada 809 

órgão vegetal foram cortados e triturados em 10 mL de solução salina tamponada 810 

com fosfato estéril. A solução resultante foi transferida para frascos de 50 mL, 811 

mantidos sob agitação constante a 28ºC e 150 r.p.m. por 1 hora, sendo 812 

posteriormente plaqueado 5 ml em meio TSA (10%), e mantido a 28ºC por até 15 813 

dias. As colônias foram então isoladas e mantidas em tubos inclinados de TSA 814 

(10%), a 28ºC por 48 horas e, por fim, armazenadas a 4ºC. 815 

3.2. Seleção das bactérias epífitas e endofíticas solubilizadoras do 816 

fósforo 817 

 818 

A seleção das bactérias epífitas e endofíticas solubilizadoras de fósforo foi 819 

realizada de acordo com Verma, Ladha e Tripthi (2001). Os isolados foram 820 

cultivados em meio ágar contendo fosfato inorgânico (sendo os constituintes em g l-1: 821 

ágar: 15; glicose: 10; NH4Cl: 5; NaCl: 1; MgSO4.7H2O: 1; Ca3(PO4)2: 0,8; pH 7,2), 822 

sendo inoculadas cinco colônias por placa, mantidas a 28ºC por 48 horas. A 823 
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solubilização do fósforo foi observada pela presença de halo claro em volta das 824 

colônias bacterianas com capacidade de solubilização do fosfato. 825 

3.3. Seleção de bactérias epífitas e endofíticas fixadoras de nitrogênio 826 

 827 

A habilidade de fixar o nitrogênio foi avaliada pela habilidade das bactérias 828 

crescerem em meio semissólido livre de nitrogênio, meio NFb (DOBEREINER; 829 

BALDANI; BALDANI,1995). Em cada placa foram repicadas 5 colônias, mantidas a 830 

28ºC por 48 horas. As bactérias com capacidade de fixação de nitrogênio foram 831 

identificadas pela presença de um halo de crescimento bacteriano no meio. 832 

 833 

3.4. Seleção de bactérias epífitas e endofíticas produtoras de AIA 834 

A produção do ácido indol acético (AIA) foi mensurada por meio da 835 

metodologia de Kuss et al. (2007) com modificações, em 80 isolados bacterianos.  836 

Cada isolado bacteriano foi aplicado em 20 mL de meio Dextrose Yeast 837 

Glucose Sucrose (DYGS) que contém em (g.L-1): glicose: 2; peptona: 1,5; extrato de 838 

levedura: 2; dihidrogenofosfato de potássio: 0,5; sulfato de magnésio 839 

heptahidratado: 0,5; suplementado com 5mM de L – triptofano, incubadas por 48 840 

horas, a 28ºC, sob agitação constante de 120 r.p.m. e na ausência de luz (Andrade, 841 

2012). Após esse período, 5 mL de cada cultura foi centrifugada a 10.000 r.p.m. por 842 

10 minutos e transferidos, em seguida, 2 mL do sobrenadante para tubo de ensaio, 843 

contendo 2 mL do reagente de Salkowski 2% (p/v) (0,5M FeCl3 em 35% de ácido 844 

perclórico) (SARWAR; KREMER, 1995), e incubados, na ausência de luz, por 30 845 

minutos. 846 

A produção de AIA foi determinada, qualitativamente, pela coloração 847 

avermelhada da solução contida no tubo de ensaio. Para a avaliação quantitativa do 848 

hormônio, foi feita leitura em espectrofotômetro, com comprimento de onda de 530 849 

nm. A concentração foi obtida pela leitura de meio de cultura estéril, não inoculado, 850 

com concentrações conhecidas de AIA comercial (0, 10, 20, 40, 60, 70, 80, 90, 100, 851 

110 e 120 μgAIA/tubo). Para cada concentração foi feita duplicata, que foi 852 
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normalizada pela curva padrão resultando na equação y = 0,0156x – 0,0832 (R2 = 853 

0,9965), onde “x” representa a concentração de AIA (μgAIA/tubo), e “y” é a 854 

absorbância média obtida no espectrofotômetro (Figura 1). 855 

 856 

Figura 1 – Gráfico da curva padrão encontrado para as leituras em duplicata das diferentes 857 
concentrações de AIA, após leitura em espectrofotômetro. 858 

A quantificação de AIA produzido por isolado bacteriano também foi realizada 859 

e, para tanto, utilizou-se uma bactéria conhecidamente produtora de ácido indol 860 

acético, o Azospirillum sp., como controle positivo, e foram obtidos valores de 861 

produção de AIA para cada isolado. A porcentagem de AIA produzida foi obtida 862 

comparando-se com a quantidade média de AIA produzida pelo Azospirillum (em 863 

μg/ml). 864 

3.5. Reação em cadeia da polimerase (PCR), amplificação, 865 

sequenciamento e análise da região 16S rDNA bacteriano 866 

 867 

O DNA bacteriano foi extraído de 10 isolados, que se mostraram melhores 868 

produtores de ácido indol acético (AIA) e também apresentavam a capacidade de 869 

solubilizar fosfato e fixar nitrogênio, seguindo protocolo de kit de extração Quick-870 

DNA Universal Kit (Zymo Research – cat. Nº D4068 e D4069). 871 

y = 0,0156x - 0,0832 
R² = 0,9965 
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A amplificação do rDNA 16S foi realizada em um volume final de 25 μL 872 

contendo todos os reagentes necessários para a reação (em μL: água mili-q estéril, 873 

11,3; 10 milimolar do primer F, 1,5; 10 milimolar do primer R, 1,5; tampão Taq green 874 

5x, 5,0; MgCl2, 3,0; 10 milimolar de cada dNTP, 1,0; Taq DNA polimerase, 0,2; DNA 875 

molde, 1,5). As condições da reação seguiram da seguinte maneira: 95ºC durante 2 876 

minutos seguidos por 25 ciclos de desnaturação a 95ºC por 30 segundos, 877 

anelamento a 63ºC por 1 minuto e extensão do primer a 72ºC por 1 minuto; seguido 878 

por uma extensão final a 72ºC por 7 minutos. Os produtos da reação foram 879 

verificados aplicando 5 mL do produto de PCR em 1,2% (P/V) de gel de agarose e 880 

revelando as bandas com brometo de etídio (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 881 

1989). 882 

Para identificação, os produtos de PCR foram purificados utilizando-se o Kit 883 

Wizard ® SV Gel and PCR Clean-up System e sequenciadas usando primer 884 

universal. As sequências foram editadas através do programa Biological Sequence 885 

Alignment Editor – BioEdit (HALL, 1999) e a sequência consenso foi obtida 886 

utilizando-se a ferramenta BLAST® (ALTSCHUL et al., 1990), comparada com o 887 

banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI – 888 

Genbank). As árvores filogenéticas resultantes foram construídas utilizando-se 889 

software MEGA7® (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016). 890 

4. RESULTADOS 891 

 892 

O isolamento das bactérias epífitas no milho resultou em 182 isolados, dos 893 

quais 56% foram provenientes das folhas, 27% provenientes do caule e 17% foram 894 

extraídos da raiz. Quanto à busca por bactérias endofíticas obteve-se total de 138 895 

isolados, desses 43% foram provenientes das folhas, 52% foram isolados do caule e 896 

5% da raiz. 897 

As bactérias epífitas foram diferenciadas segundo o órgão de colonização e 898 

características na promoção de crescimento da planta (Tabela 2). 899 
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Tabela 2 - Nº de isolados bacterianos epífitas no milho, em função do local de colonização e 900 
característica na promoção de crescimento da planta. 901 

CARACTERÍSTICAS COLONIZAÇÃO TOTAL 

Folhas Caule Raiz 
Solubilização de P 95 (56%) 47 (28%) 28 (16%) 170 

Fixação de N 43 (44%) 35 (36%) 19 (20%) 97 
Produção de AIA 31 (59%) 14 (26%) 8 (15%) 53 

 902 

 Quanto às bactérias endofíticas, os isolados com capacidade de solubilização 903 

de fósforo, fixação de nitrogênio e produção de AIA foram selecionados e 904 

diferenciados de acordo com essas habilidades e também o órgão vegetal de 905 

colonização (Tabela 3). 906 

Tabela 3 - Nº de isolados bacterianos endofíticos no milho, em função do local de colonização e 907 
característica na promoção de crescimento da planta. 908 

CARACTERÍSTICAS COLONIZAÇÃO TOTAL 

Folhas Caule Raiz 
Solubilização de P 50 (41%) 66 (54%) 6 (5%) 122 

Fixação de N 30 (54%) 21 (37%) 5 (9%) 56 
Produção de AIA 8 (30%) 15 (55%) 4 (15%) 27 

 909 

Após as análises quanto às habilidades dos isolados nas características 910 

relacionadas à promoção de crescimento das plantas, 80 isolados foram capazes de 911 

atender às 3 características pesquisadas, sendo o teor de AIA quantificado. Para a 912 

quantificação de AIA dos isolados utilizou-se o valor médio de 22,57 μgAIA/mL 913 

produzido pelo Azospirillum sp. (controle positivo), que foi obtido através da média 914 

dos valores de leitura, realizadas em duplicata, em espectrofotômetro (22, 76 915 

μgAIA/mL na primeira leitura, e 22,38 μgAIA/mL na segunda leitura). Desta maneira 916 

foram selecionados 10 isolados que produziram no mínimo 50% do total de AIA 917 

produzido pelo Azospirillum (tabela 4). 918 

 919 

Tabela 4 - Quantidade de AIA produzida pelos isolados com no mínimo 50% de produção em relação ao 920 
Azospirillum. 921 

 

CÓDIGO DO ISOLADO 

 

μgAIA/mL 

PORCETAGEM DE AIA 

PRODUZIDO EM 
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RELAÇÃO AO 

Azospirillum 

188 15,23 67,48 
248 12,51 55,41 
263 11,32 50,16 
274 12,44 55,13 
275 11,54 51,13 
287 13,37 59,25 
290 13,02 57,68 
291 11,51 51,01 
309 11,80 52,29 
320 12,41 54,99 

  922 

Todos esses isolados foram obtidos no interior da planta do milho, sendo que 923 

1 colonizava as folhas, 8 o caule e 1 a raiz da planta.  924 

 O sequenciamento foi realizado para os 10 isolados bacterianos e, após 925 

análise filogenética (figura 2), foram obtidas 8 sequências correspondentes a 926 

Bacillus subtilis, 1 sequência equivalente a Bacillus velezensis e 1 alinhada com 927 

Lactococcus lactis (tabela 5). 928 

Tabela 5 - Identificação dos isolados solubilizadores de P, fixadores de N e melhores produtores de AIA e 929 
órgão vegetal colonizado. 930 

CÓDIGO DO ISOLADO IDENTIFICAÇÃO ÓRGÃO COLONIZADO 

188 Bacillus velezensis FOLHA 
248 Bacillus subtilis CAULE 
263 Bacillus subtilis CAULE 
274 Bacillus subtilis CAULE 
275 Lactococcus lactis CAULE 
287 Bacillus subtilis CAULE 
290 Bacillus subtilis CAULE 
291 Bacillus subtilis CAULE 
309 Bacillus subtilis CAULE 
320 Bacillus subtilis RAIZ 

 931 
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 932 

Figura 2 - Árvore filogenética baseada na comparação de nucleotídeos de sequências já conhecidas com 933 
as sequências obtidas de isolados da planta do milho. 934 

 Também foi realizada análise filogenética para cada isolado separadamente e 935 

foram geradas árvores filogenéticas para cada um destes isolados. O isolado 188, 936 

correspondente à espécie Bacillus velezensis alinhado com as linhagens da mesma 937 

espécies encontradas no banco de dados (Figura 3). 938 

 Consensus 290

 Consensus 287

 Consensus 309

 Consensus - 274

 gi|1061899684:312-1024 Bacillus subtilis isolate: IRN-57

 Consensus - 263

 Consensus - 248

 Consensus - 291

 gb|KU744855.1|:253-1109 Bacillus subtilis strain YHSA20

 gi|1061899680:260-1116 Bacillus subtilis isolate: X-2

 Consensus 320

 gi|636559869|ref|NR 115929.1| Bacillus axarquiensis strain LMG 22476

 gi|636559226|ref|NR 115283.1| Bacillus axarquiensis strain CR-119

 gi|126653862|gb|EF433407.1| Bacillus velezensis strain BCRC 17467

 gi|224747161|gb|FJ713021.1| Bacillus velezensis strain H3

 Consensus - 188

 gi|219846551|ref|NR 026143.1| Bacillus gibsonii strain DSM 8722

 gi|636559654|ref|NR 115714.1| Bacillus cereus strain CCM 2010

 gi|636559466|ref|NR 115526.1| Bacillus cereus strain IAM 12605

 gi|974142298|ref|NR 134818.1| Streptococcus tangierensis strain CCMM B832

 gi|974142297|ref|NR 134817.1| Streptococcus cameli strain CCMM B834

 gi|645322072|ref|NR 118903.1| Lactococcus plantarum strain NCDO 1869

 gi|631252070|ref|NR 113268.1| Lactococcus garvieae strain JCM 10343 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 gb|KT722825.1|:235-1047 Lactococcus lactis strain 27G2

 gi|1028223641:253-1065 Lactococcus lactis subsp. cremoris

 gb|KT722824.1|:234-1046 Lactococcus lactis strain 27F2

 gb|KT722812.1|:234-1046 Lactococcus lactis strain 25F1

 gb|KT149756.1|:300-1112 Lactococcus lactis strain IARI-PHM5-37 maize

 gb|KR265147.1|:242-1054 Lactococcus lactis subsp. lactis strain SrfV181

 gi|343200268|ref|NR 040955.1| Lactococcus lactis strain NCDO 604 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 Consensus 275



23 
 

 

 939 

Figura 3 - Árvore filogenética do isolado 188, alinhado à espécie de Bacillus velezensis, após a 940 
comparação de nucleotídeos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho. 941 

 O isolado 275 gerou como resultado a bactéria Lactococcus lactis após a 942 

comparação de nucleotídeos com o banco de dados (Figura 4). 943 

 gi|126653862|gb|EF433407.1| Bacillus velezensis strain BCRC 17467

 Consensus RM - 5

 gi|224747161|gb|FJ713021.1| Bacillus velezensis strain H3

 gi|636560132|ref|NR 116192.1| Bacillus subtilis strain NRRL NRS-744

 gi|507147976|ref|NR 102783.1| Bacillus subtilis strain 168

 gi|636559654|ref|NR 115714.1| Bacillus cereus strain CCM 2010

 gi|636559466|ref|NR 115526.1| Bacillus cereus strain IAM 12605

 gi|636558525|ref|NR 114582.1| Bacillus cereus strain ATCC 14579 16S ribosomal RNA gene partial sequence
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 944 

Figura 4 - Árvore filogenética do isolado 274, alinhado à espécie de Lactococcus lactis, após a 945 
comparação de nucleotídeos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho. 946 

 Os isolados 248, 263, 274, 287, 290, 291, 309 e 320 foram todos alinhados 947 

com espécies de Bacillus subtilis, após a comparação com os nucleotídeos 948 

indexados no banco de dados (Figuras 5 a 12). 949 

 950 

Figura 5 - Árvore filogenética do isolado 291, alinhado à espécie de Bacillus subtilis, após a comparação 951 
de nucleotídeos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho. 952 

 gi|1028223641:253-1065 Lactococcus lactis subsp. cremoris

 gb|KT722825.1|:235-1047 Lactococcus lactis strain 27G2

 gb|KT722824.1|:234-1046 Lactococcus lactis strain 27F2

 gb|KT722812.1|:234-1046 Lactococcus lactis strain 25F1

 gb|KT149756.1|:300-1112 Lactococcus lactis strain IARI-PHM5-37 maize

 gb|KR265147.1|:242-1054 Lactococcus lactis subsp. lactis strain SrfV181

 gi|343200268|ref|NR 040955.1| Lactococcus lactis strain NCDO 604 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 Consensus RM8

 gi|631252070|ref|NR 113268.1| Lactococcus garvieae strain JCM 10343 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 gi|645322072|ref|NR 118903.1| Lactococcus plantarum strain NCDO 1869

 gi|974142298|ref|NR 134818.1| Streptococcus tangierensis strain CCMM B832

 gi|974142297|ref|NR 134817.1| Streptococcus cameli strain CCMM B834

 gi|1061899680:260-1116 Bacillus subtilis isolate: X-2

 gb|KU744855.1|:253-1109 Bacillus subtilis strain YHSA20

 gi|636560132|ref|NR 116192.1| Bacillus subtilis strain NRRL NRS-744

 gi|636559957|ref|NR 116017.1| Bacillus subtilis strain BCRC 10255

 gi|636560123|ref|NR 116183.1| Bacillus subtilis strain NRRL B-4219

 Consensus RM1

 gi|645321287|ref|NR 118290.1| Bacillus mojavensis strain ifo 15718

 gi|636559963|ref|NR 116023.1| Bacillus licheniformis strain BCRC 11702

 gi|444439608|ref|NR 074923.1| Bacillus licheniformis strain ATCC 14580

 gi|636559466|ref|NR 115526.1| Bacillus cereus strain IAM 12605

 gi|636559654|ref|NR 115714.1| Bacillus cereus

 gi|636560124|ref|NR 116184.1| Bacillus amyloliquefaciens strain NRRL B-14393
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 953 

Figura 6 - Árvore filogenética do isolado 248, alinhado à espécie de Bacillus subtilis, após a comparação 954 
de nucleotídeos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho. 955 

 956 

Figura 7 - Árvore filogenética do isolado 263, alinhado à espécie de Bacillus subtilis, após a comparação 957 
de nucleotídeos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho. 958 

 gi|636559869|ref|NR 115929.1| Bacillus axarquiensis strain LMG 22476

 gi|636559226|ref|NR 115283.1| Bacillus axarquiensis strain CR-119

 gi|636560125|ref|NR 116185.1| Bacillus mojavensis strain NRRL B-14698

 gi|636559957|ref|NR 116017.1| Bacillus subtilis strain BCRC 10255

 gi|636560132|ref|NR 116192.1| Bacillus subtilis strain NRRL NRS-744

 gi|1061899680:261-1135 Bacillus subtilis

 Consensus

 gb|KU744855.1|:254-1128 Bacillus subtilis strain YHSA20

 gi|636559963|ref|NR 116023.1| Bacillus licheniformis strain BCRC 11702

 gi|636559466|ref|NR 115526.1| Bacillus cereus strain IAM 12605

 gi|636559654|ref|NR 115714.1| Bacillus cereus

 Consensus RM3

 gi|1061899684:312-1024 Bacillus subtilis isolate: IRN-57

 gi|1061899683:312-1024 Bacillus subtilis isolate: IRN-22

 gi|1061899682:312-1024 Bacillus subtilis isolate: IRN-2

 gb|KU744855.1|:301-1013 Bacillus subtilis strain YHSA20

 gi|636559654|ref|NR 115714.1| Bacillus cereus strain CCM 2010

 gi|636559466|ref|NR 115526.1| Bacillus cereus strain IAM 12605

 gi|219846551|ref|NR 026143.1| Bacillus gibsonii strain DSM 8722
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 959 

Figura 8 - Árvore filogenética do isolado 274, alinhado à espécie de Bacillus subtilis, após a comparação 960 
de nucleotídeos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho. 961 

 962 

Figura 9 - Árvore filogenética do isolado 309, alinhado à espécie de Bacillus subtilis, após a comparação 963 
de nucleotídeos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho. 964 

 gb|KX673638.1|:201-979 Bacillus subtilis strain SSRBE23

 gi|636560132|ref|NR 116192.1| Bacillus subtilis strain NRRL NRS-744

 gb|KU744855.1|:241-1019 Bacillus subtilis strain YHSA20

 Consensus RM4

 gi|1061899680:248-1026 Bacillus subtilis isolate: X-2

 gi|636558525|ref|NR 114582.1| Bacillus cereus strain ATCC 14579

 gi|636559654|ref|NR 115714.1| Bacillus cereus strain CCM 2010

 gi|636560132|ref|NR 116192.1| Bacillus subtilis strain NRRL NRS-744

 gi|636559957|ref|NR 116017.1| Bacillus subtilis strain BCRC 10255

 Consensus RM6

 gi|507147976|ref|NR 102783.1| Bacillus subtilis strain 168

 gi|151348026|gb|EF666489.1| Bacillus subtilis

 gi|636558525|ref|NR 114582.1| Bacillus cereus strain ATCC 14579

 gi|636559654|ref|NR 115714.1| Bacillus cereus strain CCM 2010

 gi|636559466|ref|NR 115526.1| Bacillus cereus strain IAM 12605
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 965 

Figura 10 - Árvore filogenética do isolado 290, alinhado à espécie de Bacillus subtilis, após a comparação 966 
de nucleotídeos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho. 967 

 968 

Figura 11 - Árvore filogenética do isolado 287, alinhado à espécie de Bacillus subtilis, após a comparação 969 
de nucleotídeos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho. 970 

 gi|636560132|ref|NR 116192.1| Bacillus subtilis strain NRRL NRS-744

 Consensus RM7

 gi|1061899680:366-1165 Bacillus subtilis isolate: X-2

 gi|636559957|ref|NR 116017.1| Bacillus subtilis strain BCRC 10255

 gi|507147976|ref|NR 102783.1| Bacillus subtilis strain 168

 gi|151348026|gb|EF666489.1| Bacillus subtilis

 gi|636560131|ref|NR 116191.1| Bacillus pumilus strain NRRL NRS-272

 gi|343198673|ref|NR 043242.1| Bacillus pumilus strain ATCC 7061

 gi|636558525|ref|NR 114582.1| Bacillus cereus strain ATCC 14579

 gi|636559654|ref|NR 115714.1| Bacillus cereus strain CCM 2010

 gi|636559466|ref|NR 115526.1| Bacillus cereus strain IAM 12605

 gi|636559957|ref|NR 116017.1| Bacillus subtilis strain BCRC 10255

 Consensus RM9

 gi|636560132|ref|NR 116192.1| Bacillus subtilis strain NRRL NRS-744

 gi|636560125|ref|NR 116185.1| Bacillus mojavensis strain NRRL B-14698 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 gi|645321287|ref|NR 118290.1| Bacillus mojavensis strain ifo 15718 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 gi|507147976|ref|NR 102783.1| Bacillus subtilis strain 168

 gi|151348026|gb|EF666489.1| Bacillus subtilis

 gi|636558525|ref|NR 114582.1| Bacillus cereus strain ATCC 14579

 gi|636559654|ref|NR 115714.1| Bacillus cereus strain CCM 2010

 gi|636559466|ref|NR 115526.1| Bacillus cereus strain IAM 12605
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 971 

Figura 12 - Árvore filogenética do isolado 320, alinhado à espécie de Bacillus subtilis, após a comparação 972 
de nucleotídeos presentes no banco de dados com a bactéria retirada do milho. 973 

5. DISCUSSÃO 974 

 975 

 O hábitat associado às plantas é um ambiente dinâmico em que vários fatores 976 

podem influenciar a população bacteriana que colonizará os tecidos vegetais, tais 977 

como mudanças climáticas, características do solo e tecido vegetal e as interações 978 

com a microbiota nativa (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; MOCALI et al., 2003).  979 

 Estudos demonstraram a busca por bactérias endofíticas promotoras de 980 

crescimento de plantas, cujas carcaterísticas são iguais às obtidas neste estudo (DA 981 

SILVA et. al, 2016; ROESCH et al., 2007; MONTAÑEZ et al., 2012). Foram 982 

encontrados, dentre 320 isolados, 10 bactérias capazes de solubilizar fósforo, fixar 983 

nitrogênio e produzir AIA e diferentemente do trabalho de Da Silva et. al, (2016) em 984 

que as bactérias foram encontradas majoritariamente na raiz, no presente estudo 985 

foram encontradas em sua maioria no caule. McInroy e Kloepper (1995) e Elvira-986 

Recuenco e van Vuurde (2000) observaram que plantas saudáveis de milho 987 

apresentam maior número de bactérias isolados na raiz e no caule, sendo que os 988 

microrganismos endofíticos tendem a migrar para o caule e partes aéreas durante o 989 

 gi|1061899684:312-1024 Bacillus subtilis isolate: IRN-57

 gi|1061899683:312-1024 Bacillus subtilis isolate: IRN-22

 gi|1061899682:312-1024 Bacillus subtilis isolate: IRN-2

 gb|KU744855.1|:301-1013 Bacillus subtilis strain YHSA20

 Consensus RM10

 gi|444439608|ref|NR 074923.1| Bacillus licheniformis strain ATCC 14580 16S ribosomal RNA gene complete sequence

 gi|636559654|ref|NR 115714.1| Bacillus cereus strain CCM 2010

 gi|636559466|ref|NR 115526.1| Bacillus cereus strain IAM 12605

 gi|645320214|ref|NR 117473.1| Bacillus megaterium strain ATCC 14581 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 gi|343202907|ref|NR 043401.1| Bacillus megaterium strain IAM 13418 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 gi|343200107|ref|NR 040794.1| Geobacillus stearothermophilus strain IFO12550 16S ribosomal RNA gene complete sequence

 gi|645322156|ref|NR 118968.1| Geobacillus stearothermophilus strain NCDO 1768 16S ribosomal RNA gene partial sequence

 gi|636559227|ref|NR 115284.1| Geobacillus stearothermophilus strain BGSC 9A20 16S ribosomal RNA gene complete sequence



29 
 

 

desenvolvimento da planta, e que a preferência inicial pelas raízes deve-se a 990 

disponibilidade de nutrientes nestes órgãos (GLICK, 1995). 991 

A quantidade de isolados do gênero Bacillus observado neste estudo (tabela 992 

5) é semelhante aos resultados obtidos por Lalande et al. (1989) que identificou alta 993 

taxa desse gênero na rizosfera do milho e por CHIARINI et al. (1998), que 994 

reportaram o fato desse gênero ser comumente encontrado no interior da planta do 995 

milho. 996 

Quanto ao fosfato, devido suas características reativas, a quantidade 997 

presente no solo pode ser alta, porém indisponível para a planta (LÓPEZ-BUCIO et 998 

al., 2002). Mesmo com a aplicação dos fertilizantes, o fósforo apesar de abundante, 999 

é rapidamente imobilizado (Rodríguez e Fraga, 1999). A capacidade dos 1000 

microrganismos em solubilizar e disponibilizar este mineral para as plantas vem 1001 

atraindo atenção e, dentre os gêneros bacterianos capazes de exercer essa função 1002 

destaca-se o Bacillus, identificado nesse estudo. Além deste, pode-se citar também 1003 

os gêneros Pseudomonas e Agrobacterium como eficientes solubilizadores 1004 

(Rodríguez e Fraga, 1999). Andrade (2012) também reportou considerável número 1005 

de espécies do gênero Bacillus como solubilizadores de fósforo, porém em outra 1006 

cultura, a bananeira prata-anã. O fato dos microrganismos fornecerem aos vegetais 1007 

o suprimento de fosfato inorgânico, atraiu o interesse quanto à sua utilização como 1008 

inoculante comercial ou adicionado como fertilizante (SILVA; VIDOR, 2001). 1009 

O nitrogênio é um dos elementos mais abundantes nas plantas (RAVEN; 1010 

EVERT; EICHHORN, 2001; WILLIANS; MILLER, 2001), sendo suas principais 1011 

formas assimiláveis o nitrato e o amônio. O milho possui uma via fotossintética (via 1012 

C4) mais eficiente que as leguminosas, e com isso é capaz de converter 1013 

intensidades de energia solar duas vezes maiores. Esse tipo de planta pode ceder 1014 

fontes energéticas para a nutrição de bactérias diazotróficas (DOBEREINER; 1015 

BALDANI; BALDANI, 1995). A fixação biológica do nitrogênio, realizada por 1016 

microrganismos, é responsável por 65% do nitrogênio dos sistemas biológicos, 1017 

convertendo o nitrogênio atmosférico (N2), não assimilável pelas plantas, em suas 1018 

formas assimiláveis. 1019 
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A produção do AIA por bactérias depende de uma série de fatores, como o 1020 

ambiente, por exemplo, bactérias produzem mais ácido indol acético em situações 1021 

de baixa concentração de carbono no solo ou em casos de uma alta densidade 1022 

populacional bacteriana (SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007). Ambos os 1023 

casos estão ligados à curva estacionária do crescimento bacteriano, e estariam 1024 

associados ao fato de as bactérias utilizarem o ácido indol acético como 1025 

sinalizadores às plantas a fim de facilitarem sua invasão no vegetal e adaptação ao 1026 

estresse, o que permitiria uma melhor adaptação bacteriana ao tecido vegetal. As 1027 

bactérias, ao produzirem AIA na rizosfera recebem sinais moleculares que ativariam 1028 

a expressão de alguns genes envolvidos na virulência, adesão e adaptação ao 1029 

estresse. Concomitantemente, a sinalização molecular na bactéria envia um 1030 

“feedback” positivo à planta causando a multiplicação celular no vegetal. Nessa 1031 

situação, a planta altera a composição de seus exudatos eliminando moléculas 1032 

sinalizadoras que favorecem a colonização de bactérias durante a interação 1033 

bactéria-planta (REMANS; SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2006).  1034 

Outro fator relevante é o fato do AIA estar relacionado ao sistema de defesa 1035 

do hospedeiro. Auxinas (como o AIA) e citocininas, produzidas pelas bactérias são 1036 

capazes de bloquear enzimas do sistema de defesa do hospedeiro o que também 1037 

facilitaria infecção bacteriana e posterior colonização dos tecidos e órgãos vegetais 1038 

(SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007). Mais fatores ambientais são 1039 

relatados atuantes na síntese de ácido indo acético por bactérias, em Bacillus e 1040 

outras rizobactérias, flavonoides produzidos pela planta hospedeira estimulam a 1041 

produção de AIA. 1042 

Mas não apenas fatores ambientais afetam a síntese do AIA, fatores genético 1043 

também influenciam essa habilidade. Primeiramente a localização dos genes 1044 

plasmidial ou cromossomal, modulam os níveis de produção de ácido indol acético. 1045 

Uma vez que os plasmídeos estão presentes em várias cópias na célula bacteriana, 1046 

ele pode prover um alto número de genes envolvidos na produção de ácido indol 1047 

acético (SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007). Em segundo lugar, dois 1048 

reguladores transcripcionais, que regulam a transcrição de genes em resposta a 1049 

situações de estresse e baixa concentração de nutrientes, e são induzidos no final 1050 
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da fase logarítmica do crescimento bacteriano e tem papel na competitividade 1051 

bacteriana na rizosfera, mostraram estar relacionados à síntese de ácido indol 1052 

acético em bactérias. Essa característica melhoraria a adaptação bacteriana a 1053 

situações de estresse (SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007). 1054 

Estes fatores ambientais e genéticos explicam o porquê de, apesar de 8 1055 

espécies isoladas serem de Bacillus subtilis, podemos considera-las linhagens 1056 

diferentes. Além disso, como pode ser observado na tabela 4, cada um deles 1057 

produziu uma quantidade diferente de AIA em relação ao controle positivo, mesmo 1058 

sendo isolados da mesma planta e estando localizados no mesmo órgão vegetal, 1059 

indicando que seriam estirpes diferentes de uma mesma espécie bacteriana. 1060 

A espécie Lactococcus lactis é classificada como uma bactéria ácido lática e é 1061 

a mais utilizada na produção de queijo e outros laticínios fermentados. Essa 1062 

bactéria, anteriormente classificada como Streptococcus lactis (STACKENBRANDT; 1063 

TEUBER, 1988) tem ampla distribuição na natureza, sendo encontrada 1064 

principalmente nos laticínios (SALAMA et al., 1995), mas também passível de ser 1065 

isolada de plantas (STARK; SHERMAN, 1935, NOMURA et al., 2006; RIGUEIRA 1066 

SAMPAIO, 2015). Vários autores tiveram sucesso ao isolar essa linhagem do milho 1067 

(STARK; SHERMAN, 1935; SALAMA et al., 1993; GUTIÉRREZ-MÉNDEZ et al., 1068 

2008), porém não foram encontrados estudos acerca da ação desta espécie como 1069 

promotora de crescimento de plantas. Bactérias ácido láticas, dentre elas a 1070 

Lactococcus lactis, também foram isoladas a partir de bebidas fermentadas a base 1071 

de milho (DÍAZ-RUIZ et al., 2003). 1072 

Quanto à atuação da Lactococcus lactis como promotora de crescimento 1073 

vegetal, Rigueira Sampaio (2015) demonstrou que microrganismos, dentre eles o L. 1074 

lactis e o gênero Bacillus são capazes de produzir aminas bioativas através da 1075 

descarboxilização de aminoácidos. Essas aminas poderiam atuar como reserva de 1076 

nitrogênio nas plantas. Além disso, aminas como a espermidina e a espermina 1077 

atuam, dentre outras funções, no crescimento da raiz, na senescência e na resposta 1078 

da planta a patógenos (RIGUEIRA SAMPAIO, 2015), outras aminas tais quais a 1079 

histamina e a serotonina apresentam efeito protetor a predadores.  1080 
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Gutiérrez-Méndez et al. (2008) também obtiveram sucesso ao isolar bactérias 1081 

ácido láticas de plantas, incluindo o milho e relataram sua importância por ser uma 1082 

bactéria fermentadora de lactose, apresenta atividade proteolítica e fermentação de 1083 

citrato. 1084 

 1085 

6. CONCLUSÃO 1086 

Foram isolados 10 espécies de bactérias todas com as habilidades de 1087 

solubilização de fósforo, fixação de nitrogênio e produção de AIA sendo estas 1 1088 

isolado de Bacillus velezensis, 8 isolados de Bacillus subtilis e 1 isolado de 1089 

Lactococcus lactis. 1090 

O estudo também deixa a possibilidade de novas pesquisas a fim de melhor 1091 

compreendimento da atuação das bactérias isoladas neste trabalho em diferentes 1092 

culturas, uma vez que os microrganismos existentes na rizosfera não são exclusivos 1093 

de nenhuma espécie vegetal, mas podem colonizar diferentes plantas. 1094 

Outra abertura existente para pesquisa é a diferenciação e completo 1095 

entendimento das diferentes linhagens de Bacillus subtilis, que foram isoladas no 1096 

trabalho, o que poderia levar a melhor compreensão do por que das diferenças 1097 

encontradas para a produção de ácido indol acético em cada uma das linhagens. 1098 
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