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RESUMO 

Bactérias promotoras de crescimento de plantas vêm sendo amplamente estudadas 

como alternativa para redução do uso de insumos, como fertilizantes e defensivos 

agrícolas. Estes microrganismos podem incrementar o crescimento e a produtividade 

da cultura por favorecerem a absorção de nutrientes do solo, sintetizarem hormônios 

e enzimas, e controlarem microrganismos fitopatogênicos. O grupo de bactérias do 

gênero Bacillus são caracterizadas por propiciar o crescimento de plantas por meio 

de um ou mais desses mecanismos. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi realizar a 

prospecção de bactérias do gênero Bacillus presentes na rizosfera do milho, 

caracterizar e selecionar os isolados quanto ao seu potencial como promotor de 

crescimento vegetal e avaliar sua capacidade na fixação biológica de nitrogênio em 

condições de campo. A prospecção foi realizada considerando cinco solos de 

diferentes localidades e o isolamento se procedeu utilizando três meios de culturas, 

obtendo uma coleção de 397 isolados bacterianos. Os isolados foram classificados de 

acordo com seu morfotipo em meio de cultura e capacidade de fixação biológica de 

nitrogênio in vitro e 12 foram selecionados e avaliados quanto à sua capacidade de 

promoção de crescimento em condições de cultivo protegido. Destes, quatro isolados 

(LEBA-UEL 189, 168, 185 e 162) foram avaliados à campo em 10 tratamentos 

(isolados e em co-inoculação) + quatro controles (30% da dose de nitrogênio, 30% + 

inoculação de Azospirillum, 50% e 100% da dose de nitrogênio). O experimento foi 

conduzido em quatro ambientes com delineamento em blocos casualizados e os 

tratamentos avaliados quanto à altura de plantas e inserção de espiga, produtividade, 

eficiência de utilização, de absorção e de uso do nitrogênio. Entre os quatro ambientes 

avaliados, em apenas um foi observado efeito da inoculação para o incremento na 

produtividade e eficiência no uso de nitrogênio. Os isolados bacterianos estudados 

neste trabalho apresentam capacidade de fixação biológica de nitrogênio in vitro e 

potencial como promotor de crescimento em condições de ambiente protegido, no 

entanto, quando levados à campo, não foram observados resultados consistentes, 

apresentando elevada interação com o ambiente.  

 



 
 

 

Palavras-chave: Bactérias promotoras de crescimento de plantas; biofertilizantes; 

microbiologia do solo; eficiência do uso de nitrogênio.



 
 

 

ARAUJO, Suelen Regina. Prospection and evaluation of Bacillus spp. potential in 

biological nitrogen fixation in maize crops. 2022. 70 p. Dissertation (Master’s 

Degree in Agronomy) – State University of Londrina, Londrina, 2022. 

 

ABSTRACT 

Plant growth-promoting bacteria have been widely studied as an alternative to reduce 

inputs use in agriculture, such as fertilizers and pesticides. These microorganisms can 

increase crop’s growth and productivity by favoring nutrients absorption from the soil, 

synthesizing hormones and enzymes, and in biocontrol of phytopathogenic 

microorganisms. The Bacillus group of bacteria are characterized by promoting plant 

growth through one or more of these mechanisms. Thus, the objective of this research 

was to prospect bacteria of the genus Bacillus present in corn rhizosphere, 

characterize and select isolates regarding their potential as a plant growth promoter 

and to evaluate their capacity in biological nitrogen fixation under field conditions. The 

prospection was conducted considering five soils from different locations and the 

isolation was performed using three culture media, obtaining a collection of 397 

bacterial isolates. The isolates were classified according to their morphotype in culture 

medium and in vitro biological nitrogen fixation capacity and 12 were selected and 

evaluated for their ability to promote plant growth in greenhouse. After that, four 

isolates (LEBA-UEL 189, 168, 185 and 162) were evaluated in the field in 10 

treatments (isolated and in co-inoculation) + 4 controls (30% of nitrogen dose, 30% + 

Azospirillum, 50% and 100% of nitrogen dose). The experiment was carried out in four 

environments with a randomized block design and the treatments were evaluated for 

plant height and ear insertion, productivity, efficiency of utilization, uptake and use of 

nitrogen. Among the four environments evaluated, in only one effect of inoculation was 

observed to increase productivity and nitrogen use efficiency. The bacterial isolates 

studied in this work presented the ability for biological nitrogen fixation in vitro and 

potential as a growth promoter in greenhouse conditions, however, in field 

management, non-consistent results were observed, proving interaction between 

inoculum and environment. 

 

Key-words: Plant growth promotion bacteria; biofertilizer; soil microbiology; nitrogen 

use efficiency. 
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1  INTRODUÇÃO 

 A produtividade de milho (Zea mays L.) no Brasil aumentou 

significativamente nas últimas décadas, com um crescimento médio anual de 145,1 

Kg ha-1 nos últimos 20 anos (CONAB, 2021). Entre os diferentes fatores que 

contribuíram para esse incremento na produtividade está a aplicação de tecnologias, 

reforçando práticas de manejo como o controle de pragas, doenças e plantas 

daninhas, emprego de híbridos com maior potencial genético e aumento no uso de 

fertilizantes (CONTINI et al., 2019).   

 O aumento na produtividade de grãos de milho está associado ao 

maior nível tecnológico adotado sobre a cultura, o que gera uma demanda crescente 

por fertilizantes químicos, uma vez que a maioria dos solos brasileiros são 

caracterizados pelo seu alto grau de intemperismo e baixa fertilidade (LOPES; 

GUILHERME, 2007). Assim, a dependência da agricultura por fertilizantes minerais é 

preocupante, uma vez que estão relacionados a problemas ambientais, como 

eutrofização de cursos d’água e acidificação do solo, além de representar um 

importante componente do custo de produção da cultura, representando cerca de 40% 

do custo de produção total em uma safra (GALVÃO et al., 2014).  

 O nitrogênio é o nutriente pelo qual a planta apresenta maior 

demanda, o N está presente nas moléculas de compostos orgânicos, como os 

aminoácidos e proteínas, atua como ativador de enzimas, síntese de proteína, 

fotossíntese, respiração, multiplicação e diferenciação celular. Por isso, é o elemento 

que causa maiores efeitos nas características da planta relacionadas ao crescimento 

e desenvolvimento, as quais, direta ou indiretamente, afetam a produtividade da 

cultura (MALAVOLTA, 2006). No entanto, os fertilizantes nitrogenados de uso comum 

apresentam elevadas perdas na aplicação por lixiviação e volatilização da amônia e, 

por isso, são aplicados de forma  parcelada, na semeadura e, posteriormente, em 

cobertura no período vegetativo, de forma a reduzir a perda nutriente aplicado ao solo 

(ZUFFO, 2016).  

 Para reduzir a dependência de fertilizantes nitrogenados, diminuir as 

perdas e aumentar a produtividade do milho de forma sustentável, algumas 

estratégias vêm sendo adotadas:  o desenvolvimento de cultivares eficientes no uso 

do nitrogênio e com a capacidade de fixação biológica de nitrogênio por meio de 

biotecnologia, como a introgressão de genes como a nitrogenase e, por meio da  
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associação com microrganismos, como as bactérias promotoras de crescimento 

(BPCV) favorecendo a colonização radicular das plantas (MONTAÑEZ; SICARDI, 

2013; MARTINS et al., 2018; ZEFFA et al., 2019; SHEORAN et al., 2021). O uso 

destas bactérias vem sendo amplamente estudados a fim de possibilitar a redução do 

uso de fertilizantes. Além disso, esses microrganismos podem apresentar eficiência 

no biocontrole de pragas e doenças, diminuindo a necessidade de aplicação de 

fungicidas e inseticidas no manejo da cultura (PADDA et al., 2017).  

As BPCV são microrganismos do solo que, por meio da interação com 

a rizosfera das plantas, são capazes de aumentar a disponibilidade e absorção de 

nutrientes, por meio da fixação biológica de nitrogênio e solubilização do fósforo 

orgânico associado aos componentes do solo. Algumas bactérias podem atuar na 

síntese e regulação de fitohormônios, como auxina, giberelina, citocinina e etileno e, 

são efetivas também no controle de fitopatógenos causadores de doenças de plantas 

por diversos mecanismos de inibição (GLICK, 2020). 

A eficiência destes microrganismos como promotores de crescimento 

em gramíneas foi comprovada em bactérias dos gêneros Azospirillum, Azoarcus, 

Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Chryseobacterium, Cyanobacteria, Enterobacter, 

Flavobacterium, Herbaspirillum, Lysinibacillus e Pseudomonas (VESSEY, 2003; 

SANTOS et al., 2020). Na cultura do milho, bactérias do gênero Azospirillum são 

comumente empregadas como inoculante, dado seu potencial em promover o 

crescimento radicular na planta, podendo resultar em aumento da absorção de 

nitrogênio e incrementos na produtividade (CÁSSAN; DIAZ-ZORITA, 2016). Os 

microrganismos do grupo Bacillus também apresentam grande potencial como 

promotores de crescimento para a cultura, reduzindo a perda de nitrogênio do solo em 

mais de 50%, além de aumentar a eficiência do uso de nitrogênio, o desenvolvimento 

vegetal e a produtividade de grãos (SUN et al., 2020). 

No mercado de biofertilizantes, espécies como Bacillus thuringiensis, 

B. megatherium, B. subtilis, B. licheniformis, B. velezensis, entre outras, vêm se 

tornando constituintes comuns de inoculantes devido à sua elevada capacidade de 

produção de exopolissacarídeos, regulação de fitohormonios e biocontrole, além de 

atuar na solubilização e disponibilidade de nutrientes do solo (BORRIS, 2011; GLICK 

et al., 2020). Estudos relacionados ao conhecimento e aplicação de novas espécies 

como promotores de crescimento de plantas cultivadas são fundamentais para 

determinação de manejos mais eficientes na agricultura, mantendo o potencial 
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produtivo das culturas de forma mais sustentável.  Dessa forma, o presente trabalho 

tem como objetivo avaliar o potencial de fixação biológica de nitrogênio por cepas de 

Bacillus spp. prospectadas na rizosfera da cultura e a sua capacidade em incrementar 

a produtividade na cultura do milho.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

2.1 ASPECTOS GERAIS DA CULTURA DO MILHO 

O milho (Zea mays L.) é uma planta monocotiledônea, pertencente à 

família Poaceae, originada há cerca de 9.000 anos no México Central. Com base em 

evidências genômicas e arqueológicas, acredita-se que o milho foi domesticado a 

partir do teosinto (Zea mays ssp. parviglumis) e foi disseminado para as Américas e 

Europa, onde posteriormente ganhou importância econômica (PIPERNO et al., 2009; 

KISTLER et al., 2018; CHEN et al., 2020). Devido sua ampla variabilidade genética e 

capacidade de adaptação a diferentes ambientes, passou a ser produzido em todo o 

mundo, atualmente sendo cultivado em latitudes desde 58°N até 40°S (FANCELLI, 

2015). 

O grão possui elevada importância econômica e nutricional, sendo 

fonte de energia, proteína, gordura e fibras, e apresenta em sua composição 

aproximadamente 72% de amido, 9,5% proteínas, 9% fibra e 4% de óleo em sua fase 

de maturação fisiológica. Sua produção é destinada principalmente para fins de 

alimentação animal e humana, matéria-prima para indústrias alimentícias e 

biocombustível (REGITANO-D’ARCE; SPOTO; CASTELLUCCI, 2015). Em alguns 

países em desenvolvimento, principalmente na América Latina, Ásia e África, essa 

cultura é considerada alimento básico para grande parte da população (SALDIVAR; 

PEREZ-CARRILLO, 2016). De acordo com a FAO (2022), o milho é o cereal mais 

produzido no mundo, com produção de aproximadamente 2,019 bilhões de toneladas 

em 2020/2021. Os três principais países produtores, EUA, China e Brasil, são 

responsáveis por 34, 22 e 7% da produção mundial, respectivamente.  

A cultura também apresenta elevada importância agronômica no 

Brasil, por ser um dos mais importantes produtos utilizados na rotação de culturas, 

principalmente em regiões nas quais a soja é a principal cultura. O plantio do milho 

em sucessão à safra de soja possibilita menor pressão de pragas e doenças da cultura 

anterior e, também, proporciona maior aproveitamento dos nutrientes do solo, uma 

vez que o sistema radicular de gramíneas explora diferentes profundidades em 

relação à soja, além disso, a cultura do milho apresenta alta produção de massa seca 

e, consequentemente, sua palha garante proteção ao solo durante maior período em 
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sistemas de plantio direto (MELO FILHO; RICHETTI, 1997).  

No Brasil, o milho é cultivado em duas principais safras e, desde 2019, 

conta com uma terceira safra na região nordeste do país que representa em torno de 

2% da produção, mas apresenta crescimento anualmente (CONAB, 2021). A primeira 

safra, ou safra de verão, tem seu plantio realizado entre os meses de agosto e 

dezembro, nesse período, os fatores climáticos, como temperatura, luminosidade e 

pluviosidade, estão em níveis ótimos para o desenvolvimento da planta. A produção 

da primeira safra, no entanto, vem diminuindo desde 2007, enquanto a produção para 

a segunda safra, geralmente cultivada em sucessão à soja, tem aumentado e 

atualmente representa aproximadamente três quartos da produção total de milho do 

Brasil (CONAB, 2021). Na safra 2019/2020 o país produziu mais de 100 milhões de 

toneladas do grão em uma área cultivada de aproximadamente 20 milhões de 

hectares, atingindo produtividade média superior à 5 ton ha-1 (CONAB, 2021).  

Durante a segunda safra, cuja semeadura se situa de janeiro a março, 

após a colheita da safra de verão, a cultura está mais exposta aos riscos de estresses 

climáticos, como períodos prolongados de seca e baixas temperaturas em estádios 

determinantes da produtividade, além disso, seu potencial produtivo pode ser 

influenciado também por fortes limitações de radiação solar e temperatura na fase 

final de seu ciclo (SANGOI et al., 2010; SOUZA et al., 2018).  

 

2.1.1 Fatores que afetam o Crescimento e o Desenvolvimento do Milho  

 Os fatores que podem influenciar o crescimento, o desenvolvimento e 

o rendimento da cultura são classificados em bióticos e abióticos. Os fatores bióticos 

envolvem a ocorrência de pragas e doenças, que podem causar alterações nos 

processos fisiológicos das plantas (MAGALHÃES; DURÃES, 2006). A ocorrência 

desses fatores está associada às condições climáticas (umidade e temperatura do ar) 

e região de cultivo, e, os reflexos na produção dependem da época de ocorrência e 

severidade da doença e/ou infestação (WORDELL et al., 2016).    

 O período crítico da cultura para ocorrência de estresse de origem 

biótica acontece na fase de plântula, quando o estande de plantas está sendo 

estabelecido, e entre as fases de pendoamento, quando a planta apresenta maior 

índice de área foliar, até a fase de grão pastoso. Durante esse período, é importante 
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que as folhas estejam sadias para produzir fotoassimilados e realizar a translocação 

para enchimento dos grãos. Menor área foliar e, consequentemente, menor acúmulo 

de fotoassimilados implicam em menor produtividade das lavouras (WORDELL et al., 

2016).   

 Os fatores abióticos, relacionados ao clima e solo (disponibilidade de 

água e nutrientes, temperatura do ar, umidade relativa do ar e irradiação solar), são 

os mais limitantes e estão diretamente ligados a redução da produtividade da cultura. 

É necessário que estes atinjam níveis ótimos para cada fase de desenvolvimento da 

planta para que essa expresse seu potencial genético máximo (SOUZA; BARBOSA, 

2015; TEIXEIRA et al., 2020).  

 Geralmente, em condições adversas, a cultura do milho nunca 

está exposta somente a um fator de estresse, mas sim a uma combinação de fatores 

que desencadeiam diferentes níveis de estresse. O déficit hídrico, por exemplo, induz 

o estresse na planta, porém, quando associado à elevada temperatura do ar, alta 

irradiação e baixa umidade, o estresse se torna mais intenso e severo (SOUZA; 

BARBOSA, 2015).  

O déficit hídrico é considerado o fator mais prejudicial no 

desenvolvimento da cultura, afetando desde o estabelecimento da plântula até o 

enchimento de grãos. No período vegetativo, em condições de seca, o fechamento 

estomático retarda a fotossíntese e diminui a produção de fotoassimilados, já na fase 

reprodutiva do milho, a seca e, consequentemente, a baixa translocação de 

fotoassimilados para os tecidos reprodutivos afeta negativamente o desenvolvimento 

do pólen e do tubo polínico, polinização, embrião, endosperma e desenvolvimento do 

grão (WILKINSON e DAVIES, 2010; TAIZ e ZEIGER, 2012; ROSA et al., 2020). 

A baixa disponibilidade de água no solo também afeta diretamente a 

absorção de nutrientes, que, quando prejudicada, pode afetar uma série de 

mecanismos fisiológicos, levando a menores índices de área foliar, abortamento de 

flores e grãos e, em casos severos, morte de plantas (BERGAMASCHI; 

MATZENAUER, 2014). Existe uma janela de concentração de nutrientes onde o 

crescimento das plantas é ótimo, quando concentrações abaixo dessa faixa ótima são 

disponibilizadas para a absorção, ocorre o déficit e o crescimento das plantas é 

reduzido (KALAJI et al., 2014).  

 Fatores associados as características físico-químicas do solo, 

como a salinidade, também possuem grande influência no desenvolvimento da cultura 
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e produtividade de grãos (FAROOQ et al., 2015). O milho é moderadamente suscetível 

à níveis salinos elevados no solo, maior acreção de Na+ nas folhas, podendo retardar 

o crescimento e causar murchas nas plantas, além disso, o estresse salino também 

induz danos oxidativos às células vegetais com superprodução de espécies reativas 

de oxigênio nas plantas, além de interferir na absorção de nutrientes, como o potássio, 

nitrogênio, cálcio e magnésio. (AZEVEDO NETO et al., 2006; FAROOQ et al., 2015). 

 Em condições de estresse, o milho produz diferentes compostos que 

induzem a capacidade de resiliência da planta, como a síntese de proteínas 

relacionadas à defesa, sinalização hormonal, flavonóides e componentes da parede 

celular, como a lignina, além de outros metabólitos (VAUGHAN et al., 2018). O 

mecanismo de percepção do estresse pela planta e indução da resistência é uma 

característica de interesse pelos pesquisadores, uma vez que pode resultar em 

menores perdas de produção em ambientes desfavoráveis ao desenvolvimento.  

Alguns estudos mostram que bactérias promotoras de crescimento vegetal podem 

atuar diretamente na sinalização e indução da resistência sistêmica da planta em 

condições adversas ao desenvolvimento (CHOUDHARY et al., 2016; KIMOTHO et al., 

2019).  

2.1.2 Disponibilidade de Nutrientes  

 A disponibilidade de nutrientes no solo é essencial para a cultura 

alcançar adequado desempenho produtivo. A deficiência de nutrientes essenciais 

para o crescimento e desenvolvimento vegetal pode comprometer o desenvolvimento 

normal de plantas e acarretar perdas na produtividade (MALAVOLTA, 2006). Coelho 

(2006) observou que a extração de nitrogênio, potássio, cálcio, magnésio e fósforo 

aumenta proporcionalmente ao aumento na produtividade, sendo também os 

nutrientes exigidos em maior quantidade pela cultura do milho, respectivamente.  

O nitrogênio e o fósforo são os nutrientes que mais comumente 

limitam a produção vegetal, por geralmente estarem no solo em baixas concentrações 

e/ou em formas indisponíveis para a absorção pelas plantas (MALAVOLTA, 2006). O 

N e P representam também os elementos mais redistribuídos pela planta, sendo que 

quase todo o nitrogênio e fosforo absorvidos são exportados pelos grãos, cerca de 75 

e 85%, respectivamente (COELHO, 2006; LIMA et al., 2007). 

 O fósforo, apesar de exigido em menores quantidades quando 
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comparado ao nitrogênio e potássio, é aplicado em doses elevadas no solo, esse fator 

está relacionado a alta taxa de adsorção e precipitação no solo, o que leva a perdas 

maiores que qualquer outro nutriente, sendo rapidamente convertido a formas menos 

disponíveis, reduzindo assim, a eficiência da adubação e o aproveitamento pela planta 

(COELHO, 2006; LOURENZI et al., 2014; ALMEIDA et al., 2016).  

O nitrogênio, por sua vez, representa o nutriente mais exigido pela 

cultura, no entanto, apresenta baixa disponibilidade no solo, uma vez que 98% do N 

do solo está em sua forma orgânica e apenas 2% se encontram em formas inorgânicas 

de amônio e nitrato (MALAVOLTA, 2006). O elemento se torna disponível para 

absorção vegetal quando a ligação N-N é quebrada e é ligado com outros elementos 

para formar compostos como amônio (NH4) e nitrato (NO3). O processo de redução 

do nitrogênio atmosférico e formação de compostos orgânicos ou inorgânicos é 

denominado fixação de nitrogênio (MALAVOLTA, 2006; TARTOWSKI; HOWARTH, 

2013). 

A necessidade de nitrogênio pelo milho apresenta variações de 

acordo com o estádio fenológico no qual a cultura se encontra, requerendo alta 

disponibilidade do nutriente disponível no solo entre os estádios V4 e V8, quando 

ocorre a determinação da produtividade potencial da planta (DEPARIS, 2006). Sendo 

assim, usualmente recomenda-se que a aplicação de fertilizantes nitrogenados no 

milho seja realizada em cobertura e de forma parcelada, podendo chegar a doses 

superiores à 150 kg ha-1 (GROSS; PINHO; BRITO, 2006; FARINELLI; LEMOS, 2010; 

OKUMURA, 2011; DEMARI et al., 2016). 

A aplicação de fertilizantes durante o ciclo da cultura apresenta 

participação significativa nos custos de produção, Artuzo et al. (2018), analisando os 

componentes dos custos de produção, demonstraram que a adubação representa 

40% da despesa total de uma safra. Além disso, nos últimos anos, fertilizantes 

minerais apresentaram aumento superior a 100% no valor de compra devido ao  

aumento nos custos de produção e importação, o que  evidencia a necessidade de se 

buscar formas mais eficientes de aplicação e aproveitamento dos nutrientes 

disponíveis no solo (CEPEA, 2021).  

O desenvolvimento de cultivares mais eficientes no uso do nitrogênio 

e a utilização de bactérias promotoras de crescimento vegetal são consideradas 

importantes estratégias para a diminuição da necessidade e uso de adubos mineiras, 

podendo favorecer o desenvolvimento do milho em condições limitantes (ZUFFO, 
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2016). BPCV atuam suprindo a demanda da planta por nutrientes e água, favorecendo 

o desenvolvimento radicular e parte aérea e, no aumento da tolerância das plantas 

contra estresses bióticos, como agentes de biocontrole, e abióticos, através da 

regulação de fitohormônios (SINGH; MALIK; SINGH, 2013). 

2.2 BACTÉRIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL 

Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), são 

microrganismos que apresentam capacidade de influenciar positivamente o 

crescimento vegetativo de plantas por meio de mecanismos indiretos, atuando como 

agente de biocontrole na inibição de danos causados por microrganismos 

patogênicos, ou diretos, por interação com a rizosfera, facilitando a aquisição de 

nutrientes ou na regulação dos níveis de hormônios vegetais (GLICK, 2012; 

SANTOYO et al., 2016).  

BPCVs podem apresentar diferentes interações com as raízes e são 

classificadas nos seguintes grupos: bactérias endofíticas, encontradas na região 

intercelular do tecido radicular, entre as células corticais; bactérias simbióticas, que 

colonizam as células vegetais e produz estruturas nodulares especializadas; bactérias 

associadas, que permanecem na superfície radicular e, por fim, bactérias de vida livre, 

que permanecem na rizosfera sem estabelecer conexão direta com a raiz, mas utiliza 

metabólitos excretados pelas raízes como fonte de C e N (GRAY; SMITH, 2005; 

SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2015). 

As BPCV encontradas na rizosfera podem apresentar um ou mais 

mecanismos que possibilita mudanças químicas no solo que favorecem e aumentam 

a eficiência da absorção pelas plantas. As principais abordagens sobre BPCV 

encontradas na literatura envolvem a capacidade antagonista às pragas e patógenos, 

promoção da nutrição e crescimento pela disponibilização de nutrientes do solo e 

estímulo dos mecanismos de defesas da planta (VAN LOON, 2007). 

O número de bactérias encontradas no solo pode apresentar 

variações de acordo com as condições de temperatura, umidade, presença de sais e 

outros elementos, assim como o teor de matéria orgânica e presença de plantas no 

solo. Aliado a estes fatores, a condição mais determinante para a variabilidade 

microbiológica de um solo é o pH, podendo diminuir a diversidade em até 60% em 

solos mais ácidos (FIERER; JACKSON, 2005). Em condições ideais, podem ser 
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encontradas cerca de 108 a 109 células por grama de solo. No entanto, em solos sob 

condições de estresse, o número de bactérias pode reduzir significativamente, 

atingindo a 104 células por grama de solo (GLICK, 2012).  

Lauber (2009) constatou a influência das características do solo sobre 

a presença de bactérias na rizosfera, estudando a diversidade microbiológica de 88 

amostras de solos observou elevada variabilidade correlacionada ao pH, verificando 

maior diversidade de colônias em solos com pH próximo ao neutro e menores taxas 

em solos com pH superior a 8 ou menores que 4,5. O teor de matéria orgânica do solo 

também pode apresentar grande influência na microbiota do solo, tendo menor 

concentração de bactérias em solos com menores quantidades de matéria orgânica, 

uma vez que o carbono orgânico é a principal fonte de C para microrganismos do solo 

(ARAUJO; PEDROSO, 2013).  

A presença de nutrientes no solo também influencia a diversidade de 

bactérias, Zeng et al. (2016) estudaram a diversidade microbiana em solos com 

elevadas doses de fertilizantes nitrogenados e observaram decréscimo na atividade 

microbiana na camada superficial (0-10 cm). No entanto, a adição de N favoreceu 

algumas espécies microbianas, como as Actinobacteria e Betaproteobacteria, por 

outro lado, Acidobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes, e Chloroflexi apresentaram 

queda de populações. Isso ocorre porque alguns grupos apresentam uma taxa de 

crescimento acelerada, tendo vantagem em ambientes com abundância de nutrientes. 

A adição de fertilizantes nitrogenados no solo também pode ocasionar na acidificação 

do solo e influenciar a diversidade microbiana (ZENG et al., 2016).  

Os principais filos de bactérias encontrados no solo, comuns em 

quase todos os ambientes, são: Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes e 

Firmicutes, sendo descritos em mais de 75% dos resultados de 16s rRNA em estudos 

de comunidades microbianas no solo (HUGENHOLTZ; GOEBEL; PACE, 1998; AFZAL 

et al., 2019). Grupos como Acidobacteria, Planctomicetos e Verrucomicrobia, apesar 

de abundantes, são pouco representados por microrganismos isolados do solo 

(LAUBER, 2009).  

A maior parte das interações microbianas presentes no solo se 

concentram principalmente ao redor das raízes das plantas, na rizosfera, onde estão 

presentes os compostos exsudados pelas raízes como açúcares, polissacarídeos, 

aminoácidos, ácidos orgânicos e metabolitos secundários que funcionam como 

atração de microrganismos, que podem ser benéficos, maléficos ou neutros para as 
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plantas (BADRI; VIVANCO, 2009; BADRI et al., 2009).  

A composição de exsudatos também apresenta variações e pode 

atuar na regulação de microrganismos do solo. Alterações podem ser observadas em 

razão da cultura, da exposição da planta ao estresse, o estádio de desenvolvimento 

da cultura e, também, pode ser influenciada  por diferenças na arquitetura da raiz, e 

na composição de comunidades bacterianas (COMPANT; CLÉMENT; SESSITSCH, 

2010; HAICHAR et al., 2008). 

Peiffer et al., (2013), compararam o microbioma na rizosfera de 27 

linhagens de milho cultivadas em cinco ambientes e em amostras de solos sem a 

presença de plantas cultivadas. Os autores observaram maior diversidade 

microbiológica em solos da rizosfera de milho, foi constatada também  divergências 

entre os grupos de bactérias encontradas na rizosfera e em amostras de solo puro , 

predominando, em solos puros, os grupos Acidobacteria, Chloroflexi, Verrucomicrobia 

e Planctomycetos, enquanto na rizosfera os grupos de maior presença foram 

Burkholderiae, Oceanospirillales e Proteobacterias. 

Teixeira et al. (2010), estudando diversidade bacteriana na rizosfera 

observaram predominância de organismos pertencentes aos filos Proteobacteria, 

Actinobacteria e Firmicutes. Verma et al. (2014), observaram resultados semelhantes 

estudando a diversidade de bactérias na rizosfera do trigo, no isolamento de 222 

bactérias se sobressaíram os filos Proteobacterias, Firmicutes e Actinobacteria, 

pertencente a 12 gêneros: Acinetobacter, Bacillus, Duganella, Exiguobacterium, 

Kocuria, Lysinibacillus, Micrococcus, Paenibacillus, Pantoea, Pseudomonas, Serratia 

e Stenotrophomonas. Colônias dos gêneros Bacillus também apresentam participação 

significativa na diversidade microbiana e na interação com plantas cultivadas 

(PRIEST, 1993). Algumas espécies do gênero são conhecidas por promover o 

crescimento de plantas cultivadas, como o milho e outras gramíneas, por meio de 

mecanismos como capacidade de fixação de nitrogênio, solubilização de fosfato 

orgânico do solo, síntese de fitohormônios e propriedades antagônicas a 

microrganismos fitopatogênicos (SANSINENEA, 2019; TIWARI et al., 2019).  

2.2.1  Fixação Biológica de Nitrogênio  

O nitrogênio é o elemento mais limitante para o crescimento de 

plantas, pois é parte da composição de proteínas e enzimas, clorofila e demandado 
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em inúmeros constituintes da estrutura e metabolismo de plantas. Apesar de 

abundante na atmosfera, sua forma atmosférica (N2) não é assimilada pela maioria 

dos organismos. Além disso, seu efeito residual no solo é baixo, sofrendo perdas por 

processos de volatilização, lixiviação e desnitrificação, ficando indisponível para 

absorção (REIS et al., 2018). 

A maior parte do nitrogênio atmosférico é fixado por bactérias do solo, 

processo que é conhecido como fixação biológica de nitrogênio (FBN). A FBN pode 

ser realizada por duas principais classes de bactérias: simbióticas e de vida livre. 

Bactérias simbióticas são integrantes do gênero Rhizobium e estabelecem associação 

com plantas leguminosas, geralmente formando nódulos radiculares (GRANHALL, 

1981; DAVIES‐BARNARD; FRIEDLINGSTEIN, 2020). 

As bactérias de vida livre colonizam preferencialmente a rizosfera de 

plantas de gramíneas, onde os exsudados das raízes são utilizados como fonte de 

carbono e funcionam como atrativo para estes microrganismos (DÖBEREINER; 

ALVAHYDO, 1959; MARIN et al., 1999). Bactérias de vida livre que fazem a fixação 

biológica  nitrogênio pertencem a uma ampla variedade de grupos bacterianos, entre 

os gêneros mais relevantes estão Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia, 

Clostridium, Frankia, Herbaspirillum, Bacillus e Paenibacillus (REIS et al., 2018; 

VESSEY, 2003).  

A FBN em bactérias é realizada pela enzima nitrogenase, que catalisa 

a redução biológica do N2 em amônia e é formado por duas subunidades: a ferro 

proteína, que funciona como um doador de elétrons dependente de ATP para a 

proteína ferro-molibdênio (MoFe), que contém o local catalítico da enzima. Ambas as 

proteínas componentes da nitrogenase são extremamente sensíveis ao oxigênio e, na 

maioria dos diazotróficos, estratégias fisiológicas são usadas para fornecer proteção 

ao oxigênio, como: evitação de oxigênio através do crescimento anaeróbico, consumo 

de oxigênio em excesso pela respiração aumentada, barreiras de difusão de oxigênio 

ou compartimentação espacial ou temporal da enzima (DIXON; KAHN, 2004; REIS et 

al., 2018).  

Os primeiros genes envolvidos na fixação biológica do nitrogênio 

foram identificados e estudados utilizando-se a bactéria Klebsiella pneumoniae, sendo 

identificados cerca de 20 genes, denominados genes nif. As proteínas estruturais da 

nitrogenase são codificadas por três genes, nifD e nifK para as subunidades da 

proteína MoFe e nifH para a proteína ferro. A sequência estrutural do gene nif são 
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conservadas entre diversos organismos fixadores de nitrogênio, incluindo bactérias 

metanogênicas (TRIPLETT, 1990; VINHAL-FREITAS; RODRIGUES, 2010). 

A fixação biológica de nitrogênio é um processo de alto custo em 

termos de energia, a nitrogenase hidrolisa 16 adenosina-trifosfato (ATP) e transfere 8 

elétrons por molécula de N2 fixado (REIS et al., 2018). Espécies bacterianas capazes 

de executar esse processo o fazem para atender suas necessidades fisiológicas e, 

com isso, pouco nitrogênio permanece disponível para o uso da planta (SOLANO et 

al., 2008). 

A capacidade da FBN em contribuir com a fixação de nitrogênio para 

o crescimento das plantas de milho foi demonstrada por Baral e Adikhari; Peng et al. 

(2013), utilizando isolados do gênero Azotobacter,  que contribuiu com o incremento 

de peso, altura, índice de área foliar e produção de grãos. Kuan et al. (2016), 

observaram maiores resultados de FBN utilizando isolados de Bacillus pumilus.  

 

 

2.3 O GÊNERO AZOSPIRILLUM  

Dentre os gêneros de bactérias que promovem crescimento de 

plantas, espécies de Azospirillum tem grande destaque na utilização em cereais, 

promovendo maior desenvolvimento radicular e incremento na disponibilidade de 

nitrogênio para as plantas (CASSÁN et al., 2020). Duas principais características são 

utilizadas para definir esse gênero: sua habilidade na fixação do nitrogênio 

atmosférico e a produção de fitohormônios como auxina, citocinina e giberelina (DAY; 

DÖBEREINER, 1976; TIEN et al., 1979; CASSAN et al., 2020). Bashan e de-Bashan 

(2010) propuseram o modo de ação do Azospirillum através da “Hipótese de 

mecanismos múltiplos”, que afirma que nenhum mecanismo único está envolvido na 

promoção do crescimento das plantas; em vez disso, em cada caso de inoculação, 

uma combinação de alguns ou muitos mecanismos é responsável pelo efeito benéfico.  

Os benefícios observados nas plantas pela inoculação com o 

Azospirillum estão relacionados principalmente ao arranque inicial da cultura, a 

colonização bacteriana e sua capacidade de produção de fitohormonios proporciona 

maior desenvolvimento de raízes, alterando a morfologia pelo maior número de raízes 

laterais e pelos radiculares (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000). Cássan et al. 
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(2020) afirmam que o aumento da área superficial de solo explorado e da biomassa 

radicular aumenta também o suprimento de exsudatos para a rizosfera, promovendo 

a associação de bactérias da rizosfera com a planta e, assim, as bactérias que 

colonizam as raízes nesse processo são capazes de fornecer  à planta quantidades 

significativas de NH4+ via FBN. 

A maior absorção de nitrogênio nos estádios iniciais das plantas 

inoculadas com Azospirillum aumenta significativamente o teor de nitrogênio total na 

planta e nos grãos, além de diminuir o requerimento de aplicação de adubos 

nitrogenados, tornando a planta mais eficiente na absorção e redistribuição do 

nutriente (ZEFFA et al., 2019). Esse resultado já foi observado em diversas culturas 

como milho, trigo, cana de açúcar, arroz e pastagens (MOUTIA et al., 2010; 

KHORSHIDI et al., 2011; GALINDO et al., 2019; SANTOS et al., 2021) e proporcionou 

incrementos na produtividade de até 30% para o milho e 18% para trigo (HUNGRIA et 

al., 2010; FERREIRA et al. 2013).  

Zeffa et al. (2018) analisaram 14 trabalhos avaliando a eficiência da 

inoculação de Azospirillum no incremento da produtividade de milho e observaram um 

acréscimo médio de 600 kg há-1 em tratamentos inoculados com o microrganismo. 

Os autores constataram que diferentes níveis de adubação nitrogenada também 

podem influenciar na resposta de produtividade de grãos em milho inoculado, 

encontrando um comportamento linear decrescente entre a inoculação com 

Azospirillum e a adição de fertilizantes nitrogenados, ou seja, a adição de nitrogênio 

em cobertura diminui a eficiência do inóculo, reduzindo o ganho potencial de 

produtividade.  

A coinoculação de Azospirillum com Rhizobium também apresenta 

benefícios na promoção de crescimento de plantas leguminosas de elevada 

importância econômica como a soja, amendoim e feijão (REMANS et al., 2008; 

VICARIO et al., 2016). A co-inoculação de Rhizobium e bactérias produtoras de 

fitohormônio em leguminosas pode contribuir para uma maior nodulação, isso porque 

auxinas também podem estimular a exsudação de flavonóides, indutores de 

nodulação, favorecendo o processo de nodulação (STAR et al., 2012; CASSÁN; DIAZ-

ZORITA, 2016). Também pode ser observado aumento na área superficial de raízes, 

comprimento e maior número de pelos radiculares, permitindo assim maior superfície 

de contato com microrganismos nodulantes (RONDINA et al., 2020; SANTOS et al., 

2021)  
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Estudos mostram que o desempenho do Azospirillum sp. é fortemente 

influenciado em diferentes condições de manejo e clima, apresentando variações 

significativas nos resultados em experimentos in vitro e in vivo (CASSÁN; DIAZ-

ZORITA, 2016; CASSÁN et al., 2020). Diaz-Zorita et al. (2015) explica a variabilidade 

de resultados devido à complexa interação entre os diferentes modos de ação do 

Azospirillum sp. nas plantas e com os microrganismos já presentes no solo, e pela 

multiplicidade de condições de estresse abiótico a serem amenizados na presença 

dos microrganismos.  

Cassán e Diaz-Zorita (2016) afirmam que condições estressantes 

para a cultura, como secas de curta duração, principalmente durante os estágios 

iniciais de crescimento das culturas inoculadas, entre outras, afetam gravemente o 

sucesso da inoculação. Dessa forma, estudos com BPCP em condições in vivo em 

diferentes ambientes climatológicos são de fundamental importância para verificar a 

estabilidade e eficiência de bactérias rizosféricas em culturas agrícolas. Além disso, o 

conhecimento de um maior número de espécies eficientes na promoção de 

crescimento vegetal se mostra uma alternativa ao mercado de inoculantes e 

biofertilizantes de forma a aumentar a eficiência da planta e diminuir a dependência 

dos fertilizantes minerais.  

2.4 O GÊNERO BACILLUS  

Entre as bactérias encontradas na rizosfera, o gênero Bacillus é um 

dos mais abundantes e, por apresentar formação de endósporos, o grupo está em 

todo o mundo e sobrevive em diferentes condições ambientais e variações 

atmosféricas incluindo temperatura extrema, umidade, solo metálico e salino (TIWARI 

et al., 2019). O grupo Bacillus, da família Bacillaceae, foi classificado por Ehrenberg 

(1835) ao identificar bactérias que apresentavam endósporos em forma de bastonete. 

Devido sua ampla variabilidade fenotípica e genotípica, desde sua identificação, foi 

desmembrado em novos gêneros como Alicyclobacillus, Paenibacillus, Brevibacillus, 

Lysinibacillus, Virdiibacillus, Virgibacillus, Geobacillus, Amphibacillus, Halobacillus, 

Oceanobacillus e Salibacillus (TAKAMI, 2011; XU; COTE, 2003; TIWARI et al., 2019). 

Bactérias do gênero Bacillus são frequentemente considerados como 

fábricas microbianas por produzir uma vasta gama de moléculas biologicamente 

ativas (STEIN, 2005; SANSINENEA, 2019). Na agricultura, a síntese desses 
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compostos confere às espécies do gênero elevada eficiência na promoção de 

crescimento vegetal. Os mecanismos de promoção de crescimento pelos Bacillus 

envolvem a solubilização de nutrientes, como fosforo e potássio, fixação de nitrogênio, 

produção de sideróforos, produção de fitohormônios, modulação dos níveis de 

hormônios sintetizados pela planta e pode atuar na inibição de crescimento de fungos, 

agindo na defesa da planta aos fitopatógenos (RADDADI et al., 2008; BORRIS, 2015; 

BLAKE et al., 2021).   

Assim como bactérias do gênero Azospirillum, algumas espécies de 

Bacillus demonstraram promover uma melhor arquitetura de raiz nos estádios iniciais 

da planta. No milho, por exemplo, alguns estudos demonstram o aumento de volume 

e ramificações das raízes que possibilitam uma maior área superficial de contato com 

o solo e, consequentemente, maior absorção de água e nutrientes (VACHERON et 

al., 2013; CASSÁN; DIAZ-ZORITA, 2016; SOUSA et al., 2021).  

  A aplicação de isolados bacterianos de Bacillus como inoculantes em 

culturas como feijão, tomate, milheto e milho vem se mostrando ser eficiente para 

promover o crescimento e aumentar a absorção de nutrientes pelas plantas (ELKOKA 

et al., 2010; RIBEIRO et al., 2018; HE et al., 2019; ALI et al., 2021; MASOOD et al., 

2020). Estudos relatam a presença do gene nif responsável pela expressão da enzima 

nitrogenase, em espécies de Bacillus, como B. circulans, B. oceanisediminis, B. 

subterrneus,  B. safencis, B. licheniformis, B. cereus, B. megaterium, B. aerophilus, B. 

flexus e B. subtilis (YOUSUF et al., 2017). 

Quando em interação com outros microrganismos, os efeitos de Bacillus 

como promotor de crescimento são de elevada eficiência. Em leguminosas, quando 

co-inoculado com Rhizobium, pode aumentar o número e tamanho de nódulos, assim 

como a biomassa da planta, absorção de nitrogênio e produtividade (BAI et al., 2003; 

SCHWARTZ et al., 2013).  

Algumas espécies de Bacillus também apresentam potencial de 

aumentar a tolerância das plantas à estresses abióticos, como déficit hídrico e 

salinidade (BOKHARI et al., 2019). Shobana et al. (2020), observaram que o inóculo 

de duas espécies do gênero (Bacillus altitudinis e Bacillus mathylotrophicys) aumentou 

a tolerância de arroz ao déficit hídrico, elevando os teores de massa seca da planta. 

A inoculação com Bacillus em combinação com outras BPCV também proporciona à 

planta maior tolerância às condições adversas. Armada et al. (2016) estudaram o 

efeito da interação de Bacillus thuringiensis com fungos micorrízicos arbusculares na 
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promoção do crescimento de lavanda em condições de estresse hídrico e observaram 

que a bactéria favoreceu a colonização das raízes pelos fungos micorrízicos 

diminuindo os efeitos da seca sobre a planta.  

A produção de biofertilizantes a base de Bacillus se torna interessante 

uma vez que o microrganismo apresenta alta tolerância à estresses abióticos quando 

comparado à outras BPCV, devido a sua habilidade de formar esporos (endósporos), 

além de produzir metabólitos que proporciona também a indução da resistência da 

planta ao ataque de pragas e aumenta a absorção de nutrientes do solo (BOKHARI 

et al., 2019). 

 

2.4.1 Bacillus pseudomycoides  

A espécie Bacillus pseudomycoides foi descrita pela primeira vez por 

Nakamura (1998), por meio da divisão da espécie B. mycoides. Semelhante às 

espécies B. mycoides e B. cereus, essas são gram-positivas, formadoras de 

endósporo, anaeróbica facultativa, com respostas positivas para a produção de 

acetilmetilcarbinol, atividade de lecitinase, utilização de citrato, degradação da tirosina 

e redução do nitrato a nitrito. 

O nome Bacillus pseudomycoides se refere a sua morfologia, onde 

mycoides quer dizer “tipo fungo” e pseudo “falso”, representando ser um falso 

mycoides e se referindo a sua morfologia que apresenta filamentos durante o 

crescimento da colônia, similar ao crescimento fúngico (NAKAMURA, 1988).  

As bactérias da espécie B. pseudomycoides são estudadas para 

diversas finalidades e, devido a produção de metabólitos, apresentam eficiência tanto 

para processos industriais como para a área agrícola. Pramanik et al. (2021) 

observaram em B. pseudomycoides eficiência na produção de celulase utilizando 

como fonte de carbono e nitrogênio o bagaço de cana-de-açúcar e extrato de levedura, 

respectivamente. Kumar et al. (2019) observaram em isolados de B. pseudomycoides 

capacidade de descoloração e degradação de corantes azo presentes em efluentes, 

evidenciando a capacidade do microrganismo como um método eficiente na remoção 

de corantes sintéticos de efluentes. Alguns estudos mostram que a espécie apresenta 

atividade antimicrobiana para bactérias gram-positivas (BASI-CHIPALU et al., 2015). 

Na agricultura, B. pseudomycoides apresenta potencial antifúngico, 
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atuando na inibição do crescimento de colônias de fitopatógenos como: Fusarium 

graminearum, F. proliferatum, F. oxysporum f. sp. medicaginis, Rhizoctonia solani e 

Thichoderma viride (EL-SAADONY et al., 2019; KNEZEVIC et al., 2021). Além disso, 

a espécie também apresenta produção de fitohormônios, como o ácido indol acético, 

sideróforos e exopolissacarídeos. (SOLMAZ et al., 2018; KNEZEVIC et al., 2021). 

Pramanik et al (2019), observaram também em B. pseudomycoides ação na 

disponibilização de nutrientes presentes no solo. As bactérias mostram efeito na 

solubilização de potássio, liberando o K+ ligado aos coloides do solo e aumentando a 

disponibilidade e absorção do nutriente pela planta, o que demonstra o potencial da 

espécie como biofertilizante. 

 

2.4.2 Bacillus amyloliquefaciens  

Bacillus amyloliquefaciens (FUKUMOTO, 1943) é uma bactéria Gram 

positiva, móvel, formadora de esporos, em forma de bastonete, presente no solo ou 

endofítica em plantas hospedeiras, sua classificação se dá por sua capacidade de 

produzir (faciens) uma α-amilase (amilo) liquefante (lique). É relacionada à espécie 

Bacillus subtilis, e foi por muito tempo classificada como Bacillus subtilis subsp. 

amyloliquefaciens. Após a reclassificação,  foi dividida em duas subespécies: B. 

amyloliquefaciens ssp. plantarum, e B. amyloliquefaciens ssp. amyloliquefaciens 

(BORRISS et al. 2011; SOARES et al., 2016; NGALIMAT et al., 2021).  

Na agricultura, a espécie é conhecida por sua alta produção de 

compostos antimicrobianos utilizado na supressão de patógenos. Sua eficiência no 

biocontrole já foi relatada em patógenos das culturas do arroz, milho, tomate, pepino, 

algodão, tabaco e alface (GUEL et al., 2008; WANG et al., 2009; TIWARI et al., 2017; 

CUI et al., 2019). De acordo com Borriss (2011) a cepa de B. amyloliquefaciens 

FZB42, utilizado comercialmente como biofertilizante e agente de biocontrole na 

agricultura, apresenta quase 10% do genoma dedicado à síntese de metabólitos 

antimicrobianos e seu principal modo de ação é por meio da colonização sistêmica 

em plantas e o promoção do biocontrole pela indução sistêmica da resistência (ISR).  

Seu elevado potencial antimicrobiano associa-se ainda à sua 

capacidade de colonização da rizosfera e plantas, Reva et al. (2004) comparou o 

potencial colonizador de duas cepas de B. amyloliquefaciens e observou em uma 
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delas a  formação de uma camada espessa na superfície da semente com a produção 

de estruturas que pareciam ancorar a bactéria à superfície da raiz. Essa capacidade 

efetiva de colonização da planta por B. amyloliquefaciens foi associada a um alto nível 

de proteção contra fitopatógenos. 

Resultados positivos na promoção do crescimento de plantas também 

foram observados para B. amyloliquefaciens Soares et al. (2015) e Abdallah et al. 

(2018) observaram em cepas de B. amyloliquefaciens produção de ácido indolacético 

(IAA), secreção de enzimas hidrolíticas, solubilização de fosfato, antibiose contra 

patógenos e  capacidade de fixação de nitrogênio, além da capacidade de incrementar 

o crescimento vegetal e alta competitividade na rizosfera de plantas.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

3.1 PROSPECÇÃO E ISOLAMENTO  

O experimento foi realizado na Universidade Estadual de Londrina 

(UEL), localizada no município de Londrina, Estado do Paraná, em condições de casa 

de vegetação Van der Hoeven®. Para a prospecção de bactérias da rizosfera, foram 

utilizados solos de uso agrícola provenientes de cinco diferentes localidades, sendo 

estas: Rio Verde – GO, Dourados – MS (1), Maracaju – MS (2), Campo Verde – MT e 

Londrina – PR. Os solos foram coletados da camada superficial (0-20 cm) e 

apresentavam as seguintes características físicas e químicas (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Características químicas e classificação textural de solos utilizados na 
prospecção de bactérias da rizosfera do milho.  

 

 

Foram utilizados vasos plásticos contendo 900 mL das amostras de 

solo puro, com cinco repetições por amostra, em delineamento inteiramente 

casualizado, nos quais foram semeadas três sementes por vaso do híbrido DKB 230. 

Dez dias após a semeadura, foi realizado o desbaste das plantas,  selecionando 

apenas uma planta por vaso.  

As plantas foram retiradas da casa de vegetação 45 dias após a 

semeadura, sendo realizado corte e a lavagem superficial das raízes, preservando-se 

o solo da rizosfera, formando uma amostra para cada tratamento, da qual foi realizado 

o isolamento. 

Para o isolamento bacteriano, as raízes de cada tratamento foram 

cortadas em fragmentos de aproximadamente 1 cm, selecionando principalmente 

raízes periféricas, e posteriormente pesado 1g de raízes e macerado sob condições 

Local Classificação Argila 
(%) 

pH 
CaCl2 

P 
mg/dm³ 

cmolc/dm³ 
M.O. V% K Ca Mg Al+H Al CTC 

GO Média 25 5,8 20,3 0,12 4,6 1,6 2,71 0 9,0 29 70,0 
MS1 Argiloso 56 5,2 12,1 0,49 10,8 2,0 2,88 0 16,2 32,9 82,2 
MS2 Argiloso 56 5,7 7,0 0,40 13,3 3,2 2,69 0 19,6 20,6 86,3 
MT Arenoso 9 5,6 4,5 0,02 1,8 0,9 2,88 0 5,5 13,9 48 
PR Muito Argilosa 68 5,2 10,5 0,96 5,6 1,0 3,10 0 10,7 39 71 
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assépticas na presença de 9 mL de solução salina esterilizada até a obtenção de um 

homogenato. Os homogenatos assim obtidos constituíram a diluição 10-1 (m/v) do 

sistema radicular das amostras, sendo diluído de forma seriada (v/v) pela 

transferência de 1,0 mL do homogenato para tubos de ensaios contendo 9 mL de 

solução salina esterilizada (diluição 10-2), e consecutivamente até a obtenção da 

diluição 10-6 de cada tratamento. As diluições de 10-2, 10-4 e 10-6 foram utilizadas para 

o isolamento dos microrganismos. 

As diluições a serem plaqueadas em meio de cultivo foram aquecidas 

a 80°C durante 10 minutos a fim de eliminar colônias de bactérias gram negativas. 

Posteriormente, 100 μL das diluições 10-2, 10-4 e 10-6 foram depositados, em triplicata, 

em placas de petri contendo meio de cultura sólido. 

Os meios de cultivos utilizados foram Ágar Nutriente - AN (1 g de 

extrato de carne, 2g de extrato de levedura, 5 g de peptona, 5 g de NaCl e 15 g de 

ágar) Luria-Bertani - LB (10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 5 g de NaCl e 15 

g de ágar) e NBRIP - National Botanical Research Institute’s Phosphate growth 

medium (10 g de glicose; 0,25 g de MgSO4 7H2O; 5 g de MgCl2.6H2O; 0,2 g de KCl; 

0,1 g de (NH4)2SO4, 5 g de CaHPO4 e 15 g de ágar). Após a inoculação, as placas 

foram mantidas a 28ºC por um período de 24 horas para crescimento das estirpes. 

Posteriormente, as colônias foram selecionadas e riscadas em placa contendo os 

correspondentes meios de culturas solidificados para verificação da pureza da colônia. 

Este processo, denominado purificação, foi repetido até a obtenção de placas com 

apenas um morfotipo de colônia. Após purificação, os isolados foram crescidos em 

meio LB líquido por 24 h a 180 rpm e 30 ºC, diluídos em glicerol 50% (v/v) e 

armazenado a -20 ºC. 

Da coleção obtida, foram selecionados 89 isolados com base na 

morfologia da colônia. Neste estudo, buscou-se trabalhar com isolados bacterianos 

que apresentassem formação de colônias no formato de vórtex, característica de 

Bacillus pseudomycoides e Paenibacillus (Figura 1).  
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Figura 1. Morfotipo de crescimento de colônias de espécies de Bacillus 

pseudomycoides e Paenibacillus selecionados no desenvolvimento deste trabalho.  

 Fonte: o autor  

3.2 FIXAÇÃO BIOLÓGICA DE NITROGÊNIO 

Para identificação dos isolados com potencial de fixação biológica de 

nitrogênio (FBN) foi utilizado meio de cultura semissólido livre de nitrogênio (NFb), 

contendo por litro 10 g de ácido málico, 20 g de glicose, 0,8 g de K2HPO4, 0,2 g de 

KH2PO4, 0,5 g de MgSO4, 0,1 g de FeCl3, 0,02 g de NaMoO4, 0,02 g de CaCl2, 0,1 g 

de extrato de levedura, 1 g de ágar e azul de bromotimol. O pH do meio foi ajustado a 

7,0.  Os isolados foram previamente crescidos em meio LB líquido a 28°C por 24 

horas. Em seguida, foi transferido 50 µL da suspensão bacteriana para frascos de 

penicilina contendo 5mL do meio NFb, utilizando três repetições. Após incubação a 

28 °C durante sete dias foi avaliada a capacidade de fixação de nitrogênio, mediante 

a observação do crescimento das bactérias abaixo da superfície do meio de forma 

qualitativa.  

Os 89 isolados foram classificados quanto ao seu potencial de FBN 

em meio NFb de acordo com o período do crescimento observado em meio de cultura, 

sendo que isolados que apresentaram crescimento dentro de 48 horas foram 

classificados como ++ e isolados que apresentaram crescimento 7 dias após a 

inoculação foram classificados como +. 
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3.3 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DE PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO VEGETAL EM AMBIENTE 

PROTEGIDO 

Com base na caracterização morfológica e análise bioquímica dos 

isolados, foram selecionados aqueles com maior potencial de FBN  e, 

consequentemente, promoção de crescimento de plantas e, estes foram inoculados e 

submetidos a experimento em casa de vegetação para comparação entre os isolados 

bacterianos selecionados (Tabela 2).  

 

Tabela 2. Isolados bacterianos selecionados e avaliados quanto à Fixação Biológica 

de Nitrogênio em Ambiente protegido.  

Tratamento Isolados 
1 LEBA 189 
2 LEBA 168 
3 LEBA 185 
4 LEBA 162 
5 LEBA 174 
6 LEBA 157 
7 LEBA 166 
8 LEBA 113 
9 LEBA 150 
10 LEBA 188 
11 LEBA 125 
12 LEBA 187 
13 Rizospirillum

®
 

14 10% N 
15 50% N 
16 100% N 

 

Os inóculos foram preparados no laboratório de Ecofisiologia e 

biotecnologia agrícola na Universidade Estadual de Londrina (LEBA – UEL). Os 

isolados foram ativados em placa de petri contendo meio de cultura LB e incubada em 

câmara B.O.D (SS Scientific) por 24 horas a 28 °C. Posteriormente foi estriada em 

três placas contendo o mesmo meio de cultura, que foram incubadas novamente sob 

as mesmas condições por 24 horas.  

 A biomassa bacteriana formada na superfície das placas foi raspada 

e suspendida em solução salina (0,85% cloreto de sódio). Essa suspensão foi diluída 

em série, utilizando-se tubos de ensaio contendo 9 mL de solução salina e 1 mL do 

inóculo. Posteriormente, 100 µL das diluições -5, -6 e -7 foram plaqueados em meio 
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de cultura LB para determinação de unidades formadoras de colonia (ufc/mL). A 

suspensão do inóculo dos isolados foi ajustada para 2x108 ufc/mL. As sementes foram 

inoculadas seguindo a dose 100 mL/60.000 sementes e cada isolado constituiu em 

um tratamento e 4 controles, sendo os controles: doses proporcionais de nitrogênio 

equivalentes à 100%, 50% e 10% N e controle inoculado com o produto comercial 

Rizospirillum®, que contém cepas de Azospirillum brasilense (Ab-v5 e Ab-v6). Os 

tratamentos inoculados com os isolados bacterianos e controle Rizospirillum® 

receberam as doses proporcionais ao controle com 10% da dose total de nitrogênio 

aplicado durante todo o experimento. 

Para o experimento conduzido em casa de vegetação, o híbrido 

utilizado foi o 30F53 VYHR, material precoce, com florescimento em 848 GDU e 

maturidade fisiológica em 1598 GDU e população média recomendada de 70 mil 

plantas ha-1. Foi semeado em vasos plásticos de 700 mL com areia previamente 

esterilizada. Os vasos foram irrigados diariamente, e fertirrigados a cada 3 dias com 

100 mL por vaso de solução nutritiva Hoagland e Arnon (1950) modificada por Chun 

et al. (2005), contendo em  100% N (2.0 mmol L-1 Ca(NO3)2; 0.75 mmol L-1 K2SO4; 

0.65 mmol L-1 MgSO4; 0.1 mmol L-1 KCl; 0.25 mmol L -1 KH2PO4; 1×10−3 mmol L-1 

H3BO3; 1 × 10−3 mmol L-1 MnSO4; 1×10−4 mmol L-1 CuSO4; 1×10−3 mmol L-1 ZnSO4; 

5×10−6 mmol L-1 (NH4)6Mo7O24 e 0.1 mmol L-1 Fe-EDTA em pH 6.0). Na solução 50% 

N e 10% N foram utilizados, respectivamente, 1,0 mmol L-1 e 0,2 mmol L-1 de Ca 

(NO3)2, a concentração de N foi de 5 e 10 vezes menor do que em 100% N, e Ca2+ foi 

compensado pela adição de CaCl2. Os outros nutrientes foram adicionados na mesma 

concentração que na condição 100% N. 

A avaliação foi realizada 28 dias após a semeadura estimando a 

massa seca da parte aérea e massa seca de raiz. Os isolados com melhor 

desempenho em casa de vegetação seguiram para avaliação em campo para a 

validação dos resultados e confirmação do potencial de promoção de crescimento 

vegetal em culturas cultivadas.  

3.4 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR  

A identificação dos isolados LEBA 162, LEBA 168, LEBA 185 e LEBA 

189 foi realizada a partir do sequenciamento do gene ribossomal 16S. Para tanto, foi 

extraído o DNA genômico do isolado utilizando o kit de extração PureLinkTM 
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Microbiome DNA Purification kit (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Watham, 

Massaschussetts, USA). A integridade do DNA foi verificada por meio de gel de 

agarose a 1% e o DNA quantificado por espectrofotometria no NanoDrop 2000/2000c 

(ThermoFisher Scientific, Wilmington, Delaware, USA). 

Para amplificação da região do gene DNAr 16S foi utilizado o primer 

específico com a seguinte sequência: Fd1 5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’ e Rd 

5’TACGGYTACCTTGTTACGACTT3’, descrito por Weisburg et al (1991). A reação de 

amplificação foi performada utilizando 10ng de DNA, 7,5uL de GoTaq®  Green Master 

Mix (Promega, Winchester, USA), 10 μM de primer foward e reverse e 10% de DMSO 

(dimetilsufoxide) e água ultrapura para completar o volume final de 25uL.  Os produtos 

de amplificação foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% corado com 

brometo de etídeo utilizando como controle um marcador (ladder) de peso molecular 

conhecido (1kb, Ludwig Biotecnhology, Rio Grande do Sul-BR), para confirmar  

tamanho esperado do fragmento. Em seguida a amostra foi purificada com acetato de 

amônio 7,5M. 

A reação de sequenciamento foi realizada em um volume de 10 μL 

contendo 2,33 μL de tampão (5x), 10 μM de forward primer, 1,0 μL de bigdye (BigDye® 

terminator cycle sequencing ready reaction kit; Perkin-Elmer Applied Biosystems, 

Calif. rnia-USA), 1 μL do produto de amplificação purificado e água ultrapura até 10 

μL. A reação foi repetida e realizada separadamente para o primer reverso. As 

condições usadas para a reação de sequenciamento seguiram o padrão de 

amplificação recomendado pela fabricante do sequenciador, Applied Biosystem. A 

precipitação dos produtos amplificado ocorreu pela adição de 2,5 μL de EDTA (125 

mM) e 30 μL de etanol a 100%. Em seguida as amostras foram incubadas por 15 

minutos em temperatura ambiente, precipitadas por centrifugação a 3000 ×g por 30 

min (4°C), lavadas com 30 μL de etanol (70%) e secas a 95ºC por 30 segundos. Para 

o sequenciamento as amostras foram ressuspendidas em 10 μL de formamida Hi-Di, 

desnaturadas a 95ºC por três minutos, imediatamente incubadas em gelo e 

submetidas à eletroforese capilar no sistema automatizado 3500 xL (Applied 

Biosystems, Califórnia-USA). 

3.4.1 Identificação da espécie e Construção das Árvores Filogenéticas 

A identificação foi realizada utilizando a ferramenta online BLASTn 
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seguindo os parâmetros padrões. Para a alocação filogenética das cepas e 

confirmação das respectivas espécies foi construída uma arvore filogenética para 

cada cepa com sequências de oito isolados compiladas do banco de dados GenBank. 

As espécies utilizadas para a construção correspondem as espécies representativas 

do grupo B. cereus o qual o isolado pertence. As espécies e o número do acesso 

podem ser visualizados nas Figuras 2 a 5. Também foi utilizado um acesso da espécie 

Bacillus subtilis como outgroup para enraizamento da árvore. A chamada de bases e 

a montagem da sequência contigs das cepas foram realizadas por meio do softwares 

BioEdit v.7.2 (HALL et al. 2011). O alinhamento das sequências foi realizado utilizando 

o algoritmo MUSCLE e ajustado manualmente. A árvore filogenética foi construída 

baseada no método Neighbor-joining proposto por Saitou e Nei (1987). A distância 

evolutiva foi computada utilizando o Maximum Composite Likelihood method 

(TAMURA et al., 2004). A proporção dos sítios de substituição de base foi considerada 

em pelo menos 1 base e presente em pelo menos 1 sequência. Todas as análises 

evolutivas foram conduzidas no software MEGA X (KUMAR et al., 2018; STECHER et 

al., 2020) 

3.5 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DE PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO VEGETAL EM CAMPO 

 Foram selecionados quatro isolados que apresentaram maior efeito 

sobre o crescimento vegetal no experimento realizado em ambiente protegido. O 

delineamento realizado foi de blocos inteiramente casualizados, consistindo em 14 

tratamentos e quatro repetições (Tabela 3), na qual cada parcela foi formada por 5 

linhas de 5 metros, totalizando 11m². Os isolados foram inoculados e avaliados 

individualmente e em pares e os controles: Rizospirillum®, Controle sem inoculação 

com adubação de 30%N, 50% N e 100% N.  
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Tabela 3. Tratamentos selecionados para avaliação do potencial como promotor de 
crescimento em milho cultivado em campo.  
 

TRATAMENTOS ISOLADOS 
1 LEBA 189 
2 LEBA 168 
3 LEBA 185 
4 LEBA 162 
5 LEBA 189 x LEBA 168 
6 LEBA 189 x LEBA 185 
7 LEBA 189 x LEBA 162 
8 LEBA 168 x LEBA 185 
9 LEBA 168 x LEBA 162 

10 LEBA 185 x LEBA 162 
11 Rizospirillum ® 
12 Controle 30% N 
13 Controle 50% N 
14 Controle 100% N 

 

 O experimento foi realizado na primeira safra de milho do ano agrícola 

2020/2021, utilizando o mesmo híbrido (30F53 VYHR) avaliado em condições de 

ambiente protegido. Os ensaios experimentais foram conduzidos em quatro 

municípios do estado do Paraná: Entre Rios, Guarapuava, Londrina e Maringá, cujas 

características químicas estão apresentadas na Tabela 4. Em todos os tratamentos 

foram aplicados 21 Kg ha-1 de N na semeadura utilizando o sulfato de amônio como 

fonte de nitrogênio. A adubação de cobertura foi realizada no estádio V4, onde a dose 

total consistiu em 135 Kg ha-1 de N na forma de ureia. Os tratamentos inoculados com 

isolados bacterianos e o controle com Rizospirillum® e 30% N receberam dose 

proporcional a 30% da cobertura e, os controles de 50 e 100% N receberam metade 

e a dose inteira, respectivamente.  

 

Tabela 4. Características químicas dos solos nos quatro ambientes nos quais foram 

avaliados o potencial de promoção de crescimento dos isolados bacterianos. 
 

Município  pH  
CaCl2 

P 
mg/dm³ 

cmolc/dm³ 
M.O. V% K Ca Mg Al+H Al CTC 

Entre Rios 4,7 20,0 0,62 4,8 1,7 4,33 0,2 11,4 28,8 62,0 
Guarapuava 4,5 7,0 0,32 2,1 0,6 5,49 0,9 8,5 41,5 35,5 
Londrina 5,2 22,6 0,76 5,4 1,6 3,26 0,1 11,0 27,5 70,4 
Maringá 5,2 10,7 0,49 2,9 1,3 3,17 0,0 7,9 17,9 59,8 
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Foram avaliadas as três linhas centrais de cada parcela, 

desconsiderando as laterais e os tratamentos foram classificados quanto ao estande 

de plantas, altura de plantas, altura da inserção da primeira espiga e produtividade de 

grãos. O teor de nitrogênio na parte aérea da planta e grãos foi analisado pelo método 

de Kjehdal (LANG, 1958) e foram estimados também a eficiência de uso do nitrogênio, 

que é a relação produtividade de grãos/dose de N aplicada ao solo, e seus 

componentes: produtividade de grãos/quantidade de N na planta (eficiência de 

utilização), N total na planta/quantidade de N aplicada ao solo (eficiência de absorção) 

segundo metodologia descrita por Moll et al. (1982), de acordo com a seguinte 

fórmula:  

 𝐸𝑈𝑁 = (𝑁𝑇𝑃𝐴𝑁𝐷 ) × (𝑀𝑆𝑃𝐴𝑁𝑇𝑃𝐴)  Ou  𝐸𝑈𝑁 = (𝐸𝐴) × (𝐸𝑈) 
Em que:  
EUN é a eficiência do uso do nitrogênio;  
NTPA é o nitrogênio total da parte aérea;  
ND é a quantidade total nitrogênio disponibilizada; e 
MSPA representa a massa seca da parte aérea. 
 

3.6 ANÁLISE DE DADOS 

Os dados de casa de vegetação e campo foram submetidos a análise 

de variância e, posteriormente ao teste de agrupamento de médias Scott-Knott (1974) 

a 5% de significância. Para os dados de campo, foram realizados a análise de 

correlação Pearson, componentes principais (PCA) e agrupamento hierárquico Ward 

(WARD, 1963) por meio da distância euclidiana com média padronizada.  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software R 

(http://www.r-project.org) por meio dos pacotes FactoMineR (LE et al., 2008), 

heatmaply (GALILI et al., 2018) e ggplot2 (WICKHAM, 2016). 
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4 RESULTADOS  

4.1 PROSPECÇÃO E ISOLAMENTO  

Na prospecção foram isoladas 397 cepas bacterianas na rizosfera 

entre os três meios de cultura e quatro locais avaliados. Destes, 112 foram do solo de 

Rio Verde – GO, 78 de Dourados – MS, 84 de Maracaju – MS, 44 de Campo Verde – 

MT e 70 de Londrina – PR. O meio de cultura Ágar Nutriente foi o mais eficiente para 

o crescimento das bactérias presentes na diluição seriada da rizosfera, sendo que 206 

cepas foram isoladas do meio AN, 172 do meio LB e apenas nove no meio de cultura 

NBRIP  (Tabela 5). Todas as colônias isoladas foram testadas em meio de cultura 

MYP seletivo para bactérias do grupo Cereus, dos 397 isolados, 115 mostraram 

reação positiva, caracterizando bactérias da espécie Bacillus cereus e foram 

descartadas das avaliações posteriores.  

Da coleção obtida, foram selecionados 89 isolados com base na 

morfologia da colônia, selecionando cepas com características de Bacillus 

pseudomycoides e Paenibacillus, de forma a explorar a diversidade de espécies ainda 

não estudadas dentro do gênero Bacillus.  

 

Tabela 5.  Número de isolados microbianos obtidos de acordo com cada região 
amostrada e meio de cultura utilizado.  
 

 Local   

Meio de cultura  GO MS1 MS2 MT PR 

AN 64 46 41 24 31 

LB 46 29 43 19 35 

NBRIP 2 3 0 0 4 
GO: Rio verde – Go; MS1: Dourados – MS; MS2: Maracaju – MS; MT: Campo Verde – MT; PR: Londrina 
– PR. AN: Ágar-nutriente; LB: Luria Bertani agar; NBRIP: National Botanical Research Institute`s 
Phosphate growth medium. 

 

4.2 FIXAÇÃO BIOLÓGICA DE NITROGÊNIO  

Para a caracterização de bactérias fixadoras de nitrogênio em meio 

NFb de forma qualitativa, foram identificados 56 isolados com potencial de fixação 
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biológica de nitrogênio. Os isolados foram classificados quanto ao seu potencial de 

FBN em meio NFb de acordo com o período do crescimento observado em meio de 

cultura, sendo que isolados que apresentaram crescimento dentro de 48 horas foram 

classificados como ++ e isolados que apresentaram crescimento 7 dias após a 

inoculação foram classificados como + (Tabela 6).  

 

Tabela 6. Classificação de isolados bacterianos de acordo com a avaliação de 
capacidade de fixação biológica de nitrogênio em meio NFb.  
 

ISOLADOS BACTERIANOS 

LEBA 104 + LEBA 134 + LEBA 165 + 
LEBA 105 ++ LEBA 137 + LEBA 166 ++ 
LEBA 106 ++ LEBA 138 ++ LEBA 168 ++ 
LEBA 107 ++ LEBA 140 + LEBA 172 + 
LEBA 108 + LEBA 142 + LEBA 173 ++ 
LEBA 109 + LEBA 143 + LEBA 174 ++ 
LEBA 110 ++ LEBA 145 + LEBA 175 + 
LEBA 112 + LEBA 147 + LEBA 176 ++ 
LEBA 113 ++ LEBA 148 + LEBA 179 ++ 
LEBA 114 + LEBA 149 + LEBA 180 + 

LEBA 115 + LEBA 150 ++ LEBA 181 + 
LEBA 117 + LEBA 151 + LEBA 183 + 
LEBA 118 ++ LEBA 152 + LEBA 184 ++ 
LEBA 122 + LEBA 154 + LEBA 185 ++ 
LEBA 123 ++ LEBA 156 + LEBA 186 + 

LEBA 125 ++ LEBA 157 ++ LEBA 187 ++ 
LEBA 127 + LEBA 160 + LEBA 188 ++ 
LEBA 128 + LEBA 161 ++ LEBA 189 ++ 
LEBA 132 + LEBA 162 ++   

+: crescimento dentro de 48 horas após a inoculação;  

++: crescimento 7 dias após a inoculação.  

 

4.3 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DE PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO DE BACTÉRIAS FIXADORAS 

DE NITROGÊNIO 

Dentre os isolados com potencial de fixação de nitrogênio, foram 

selecionados 12 para avaliação do potencial de crescimento vegetal conduzido em 

ambiente protegido. Com base na análise de variância, foi observado efeito 

significativo para fonte de variação tratamentos para as características massa seca 

de raiz e de parte aérea (MSR e MSPA, respectivamente). Os tratamentos com 
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inóculos de LEBA 189, 168, 185 e 162 diferiram os significativamente dos demais em 

relação a MSR (Tabela 7). Os tratamentos foram superiores também aos controles 

inoculado com Rizospirillum®, e com adubação de 10%N e 50%N.  

Para massa seca da parte aérea, o maior valor obtido foi verificado 

para dose 100%N, seguido pela dose 50%N. Não foi observado diferenciação dos 

isolados em relação ao tratamento controle (10%N), exceto para os isolados LEBA 

174 e LEBA 125, no qual, apresentaram os menores valores em relação aos demais 

tratamentos. 

 
Tabela 7. Teor de massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR) 
após 28 dias de inoculação com isolados de Bacillus spp. em casa de vegetação.  
 

Tratamentos seguidos pela mesma letra não diferiram significativamente pelo teste de Scott-Knott (5%) 

 

4.4 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR  

Os resultados da identificação molecular obtidos com base na 

sequência do gene 16S, somados a análise filogenética da região gênica permitiu a 

identificação das espécies das cepas LEBA 162, LEBA 168, LEBA 185 como Bacillus 

pseudomycoides. Por sua vez, a cepa LEBA 189 foi alinhada com a a espécie Bacillus 

amyloliquefaciens. Porém, é importante ressaltar que o gene ribossomal 16S pode 

permitir apenas a identificação do isolado como pertencente ao grupo B. cereus e B. 

Tratamentos Características 

MSR MSPA 
LEBA-UEL 189 1,7175 a 0,7681 c 
LEBA-UEL 168 1,9924 a 0,7866 c 
LEBA-UEL 185 1,7719 a 0,7345 c 
LEBA-UEL 162 1,8831 a 0,7065 c 
LEBA-UEL 174 1,3903 b 0,6197 d 
LEBA-UEL 157 1,0197 b 0,7470 c 
LEBA-UEL 166 1,0399 b 0,7677 c 
LEBA-UEL 113 1,3265 b 0,6847 c 
LEBA-UEL 150 1,2930 b 0,8292 c 
LEBA-UEL 188 1,0133 b 0,7467 c 
LEBA-UEL 125 1,1309 b 0,5645 d 
LEBA-UEL 187 1,0795 b 0,7165 c 
Rizospirillum® 1,4595 b 0,6926 c 

10% N 1,4111 b 0,7183 c 
50% N 1,2308 b 0,9131 b 

100% N 1,5920 a 1,1437 a 
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subtilis, mas não pode afirmar com acurácia a correta espécie justamente pela sua 

baixa variação dentro do grupo. 

Esta identificação foi realizada utilizando a ferramenta online BLASTn 

seguindo os parâmetros padrões. A filogenia obtida com base no conjunto de dados 

concatenados da região juntamente com dados representativos do grupo confirmou a 

análise preliminar. Foi construída uma árvore filogenética utilizando sequências 

compiladas de oito acessos do GenBank de espécies representativas do complexo B. 

cereus e uma espécie como outgroup (Bacillus subtilis) para cada uma das cepas 

analisadas (Figuras 2 a 5). 

 
Figura 2. Filograma gerado a partir da sequência do gene ribossomal 16S da cepa 
LEBA 189 das espécies representativas do grupo. As porcentagens nos ramos 
mostram a confiabilidade (bootstrap) da análise. A barra de escala (0,07) mostra o 
número de substituições por sítio. A árvore foi enraizada com o outgroup B. subtilis. 
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Figura 3. Filograma gerado a partir da sequência do gene ribossomal 16S da cepa 
LEBA 168 das espécies representativas do grupo. As porcentagens nos ramos 
mostram a confiabilidade (bootstrap) da análise. A barra de escala (0,07) mostra o 
número de substituições por sítio. A árvore foi enraizada com o outgroup B. subtilis. 
 

Figura 4. Filograma gerado a partir da sequência do gene ribossomal 16S da cepa 
LEBA 185 das espécies representativas do grupo. As porcentagens nos ramos 
mostram a confiabilidade (bootstrap) da análise. A barra de escala (0,07) mostra o 
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número de substituições por sítio. A árvore foi enraizada com o outgroup B. subtilis. 
 
 
 
 
 

Figura 5. Filograma gerado a partir da sequência do gene ribossomal 16S da cepa 
LEBA 162 das espécies representativas do grupo. As porcentagens nos ramos 
mostram a confiabilidade (bootstrap) da análise. A barra de escala (0,07) mostra o 
número de substituições por sítio. A árvore foi enraizada com o outgroup B. subtilis. 
  

4.5 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DE PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO VEGETAL EM CAMPO 

De acordo com a análise de variância, não foram observadas 

diferenças significativas entre os tratamentos para as variáveis de produtividade, 

altura de planta, altura de espiga, e eficiência de utilização do nitrogênio (Tabela 8). 

No entanto, o efeito de um tratamento sobre os demais pode ser encoberto, sendo 

necessário o desdobramento dos fatores para cada ambiente de experimentação.  
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Tabela 8.  Análise de variância (ANOVA) da características produtividade, altura de 
planta e espiga e eficiências de absorção, utilização e uso do nitrogênio de 
tratamentos submetidos à inoculação com B. pseudomycoides e B. amyloliquefaciens 
avaliados em quatro ambientes.  

*: significativo em nível de 5% de probabilidade em modelo Scott-Knott.  

 

 Pelo desdobramento dos tratamentos frente as variações dos 

ambientes, foi observado que o ambiente Maringá foi significativo (Figura 6). Para a 

análise da eficiência de absorção de nitrogênio (EAN), foram observados efeitos dos 

tratamentos para os ambientes Entre Rios, Guarapuava e Londrina. A análise da 

eficiência de uso de nitrogênio (EUN) se mostrou significativa para todos os 

ambientes.  

 

 

 

 

 

 

 

FV GL 
QM 

PROD ALTP ALTE EAN EUtN EUN 
BLOCOS/AMB 12 1380963.16 0.0262 0.01583 1057.073 3.27803 12389.658 

BLOCOS 3 203111.0407 0.0245 0.01147 329.030 2.04715 7981.052 
BLOCOS X 

AMB 9 1773580.534 0.0268 0.01799 1299.754 3.68832 13859.193 

TRAT 13 903047.8825 ns 0.017 
ns 

0.00812 
ns 3808.925** 2.1769 ns 56041.099** 

AMBIENTE 3 343765258.6355
** 6.591** 2.84531** 25941.406

** 25.8874** 262795.601
** 

TRAT X AMB 39 1441750.7175** 0.016 
ns 

0.00791 
ns 481.811 ns 1.54709 

ns 6536.730* 

TRAT/AMB 52 1307075.0087* 0.0165 0.00813 1313.589* 1.70454 18912.822* 
TRAT/AMB 1 13 1322618.3530 1.4855 0.00551 1323.435* 0.85945 15809.523* 
TRAT/AMB 2 13 759766.0115 1.1267 0.01035 891.976* 2.21477 12719.994* 
TRAT/AMB 3 13 472875.2365 0.4737 0.00664 2508.034* 0.75486 32790.007* 
TRAT/AMB 4 13 2673040.4339* 0.0208 0.00998 530.911 2.9891* 14331.819* 

RESÍDUO 15
6 793481.241 0.0147 0.00608 495.338 1.5377 4337.118 

TOTAL 22
3 - - - - - - 

MÉDIA - 7.225.120 2.292 1.384 65.924 4.150 253.112 

CV - 12.328 5.29% 5.63 33.759996 29.87963
7 26.018810 
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Figura 6. Médias de produtividade obtida no ambiente Maringá submetidos à 
inoculação de isolados de Bacillus pseudomycoides e B. amyloliquefaciens em 
condições de baixa dose de nitrogênio e os controle com as doses 30%N, 30%N + 
inoculação com Rizospirillum®, 50%N e 100%N. 
  

*Tratamentos seguidos pela mesma letra não diferiram significativamente pelo teste de Scott-Knott 

(5%). 

 

No ambiente de Maringá os tratamentos LEBA 189, 168, 185, 162, 

189x168, 189x185 189x162 e 168x162 obtiveram as maiores produtividades e 

diferiram do controle 30%N. Esses tratamentos obtiveram um incremento médio de 

20% em relação a produtividade do controle 30%N. 

Em relação à eficiência de absorção de nitrogênio, essa foi 

significativa em Entre Rios e Londrina apenas para os controles de 50 e 100%. Em 

Guarapuava o tratamento 1 (LEBA 189), apresentou menor eficiência comparado aos 

demais (Tabela 9). Para a eficiência da utilização de nitrogênio, os controles com 

doses de 50 e 100% de nitrogênio diferiram de todos os tratamentos inoculados, 

levando em consideração a maior adubação quando comparados aos demais. Apenas 

em Maringá houve diferença significativa de EUN dos tratamentos inoculados 

comparado ao controle com a mesma dose (30%). No município de Entre Rios, os 

isolados LEBA 185, 162 e a combinação 168x185 apresentaram menor EUN, assim 

como o tratamento controle com a cepa comercial Rizospirillum®. 
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Tabela 9. Eficiência de aquisição (EAN) e uso (EUN) do nitrogênio nos quatro 
ambientes de experimentação avaliados em 10 tratamentos em condições de baixa 
dose de nitrogênio e os controle com as doses   30%N, 30%N + inoculação com 
Azospirillum brasilense, 50%N e 100%N. 
 

ISOLADOS EAN (mg mg-1) EUN (mg mg-1) 
A1 A2 A3 A1 A2 A3 A4 

LEBA 189 75.813 a 36.267 b 100.726 a 278.182 a  171.867 a  451.440 a  284.956 a 
LEBA 168 97.583 a 56.998 a 116.436 a 331.339 a  220.585 a  390.946 a  274.622 a 
LEBA 185 76.372 a 52.858 a 109.934 a 232.042 b  195.228 a  413.786 a  267.284 a 
LEBA 162 73.129 a 47.743 a 83.868 a 214.903 b  198.449 a  376.406 a  246.959 a 
189x168 61.020 a 60.121a 110.294 a 260.380 a  201.319 a  380.384 a  281.161 a 
189x185 82.177 a 64.638 a 97.832 a 296.434 a  219.679 a  325.125 a  260.562 a 
189x162 90.974 a 69.834 a 104.086 a 304.003 a  213.429 a  345.800 a  210.951 a 
168x185 72.666 a 51.089 a 89.449 a 229.017 b  265.306 a  315.561 a  225.743 a 
168x162 76.889 a 57.356 a 122.698 a 285.644 a  170.850 a  413.420 a  159.945 b 
185x162 78.995 a 68.693 a 83.641 a 312.311 a  171.129 a  367.466 a  253.315 a 

Rizospirillum  61.193 a 72.336 a 110.063 a 219.320 b  277.224 a  417.672 a  233.927 a 
Cont 30% N 67.515 a 58.981a 100.310 a 265.603 a  191.961 a  369.364 a  191.495 b 
Cont 50% N 50.826 b 34.994 b 61.672 b 185.267 b  118.122 b  213.923 b  149.190 b 
Cont 100% N 23.040 b 19.690 b 26.401 c 87.926 c  51.257 b  106.485 c  77.604 b 

A1: Entre Rios; A2: Guarapuava; A3: Londrina; A4: Maringá. *Tratamentos seguidos pela mesma letra 
não diferiram significativamente pelo teste de Scott-Knott (5%). 
 

 
De acordo com o gráfico de correlação, produtividade apresentou uma 

correlação moderada a elevada com os demais parâmetros avaliados (>0.6), exceto 

para EUtN. As eficiências de aquisição e uso do nitrogênio apresentam também 

elevada correlação entre si (0.89), uma vez que EUN é diretamente dependente da 

EAN (Figura 7). A eficiência de utilização de nitrogênio (EUtN) apresentou correlação 

negativa com todas as variáveis analisadas, ou seja, EUtN é inversamente 

proporcional a EAN e EUN e os parâmetros de produtividade, altura de planta e 

espiga.  
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Figura 7. Análise de correlação dos parâmetros avaliados: Altura de planta, altura de 
espiga, produtividade, eficiência de aquisição de nitrogênio, eficiência de utilização e 
eficiência de uso de nitrogênio em quatro ambientes de experimentação avaliados em 
10 tratamentos em condições de baixa dose de nitrogênio e os controle com as doses   
30%N, 30%N + inoculação com Azospirillum brasilense, 50%N e 100%N. 
 

Na análise de componentes principais (PCA), os dois primeiros 

componentes explicaram 66,1 e 15,3% da variação total, respectivamente (Figura 8). 

Com base no gráfico bidimensional, foi observado a formação de três grupos, 

associando os parâmetros de produtividade, EAN e EUN dos respectivos ambientes 

de significância. O isolado LEBA 189 se destaca por maior produtividade no A4 e, 

junto com o isolado 162, 168 e as associações 189x168, 168x162, se destacam 

também por maiores EAN e EUN no mesmo ambiente. Os controles 50%N e 100%N 

diferiram dos demais tratamentos.  
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A1: Entre Rios; A2: Guarapuava; A3: Londrina; A4: Maringá. 

 
Figura 8. Análise de componentes principais (PCA) das características de 
produtividade (A4), eficiência de aquisição (EAN) (A1, A2, A3) e eficiência no uso do 
nitrogênio (EUN) (A1, A2, A3, A4) nos respectivos ambientes, avaliados em 10 
tratamentos em condições de baixa dose de nitrogênio e os controle com as doses   
30%N, 30%N + inoculação com Azospirillum brasilense, 50%N e 100%N.  
  

 
Na análise de agrupamento hierárquico, assim como na análise PCA, é 

possível constatar a formação de três grandes grupos (Figura 9).  O primeiro é 

formado pelos controles 50% e 100% N, com baixa EAN e EUN para todos os 

ambientes e com as maiores produtividades. O segundo grupo é formado pelas 

associações LEBA 185X162 e 168X185, que se destacam principalmente pelo 

desempenho em EAN e EUN no ambiente 2, sendo o Rizospirillum® o de maior EUN. 

O terceiro grupo foi formado pelos demais tratamentos, além do controle de 30%N, 

estes apresentaram desempenho médio para todas as variáveis, com destaque para 

o isolado 189 que apresentou maior produtividade em A4 e o isolado 168 com maior 

EAN e EUN em A1.  
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A1: Entre Rios; A2: Guarapuava; A3: Londrina; A4: Maringá. 
Figura 9.  Agrupamento hierárquico das características de produtividade (Maringá), 
eficiência de aquisição (EAN) (Entre Rios, Guarapuava e Londrina) e eficiência no uso 
do nitrogênio (EUN) (Entre Rios, Guarapuava, Londrina e Maringá) nos respectivos 
ambientes, avaliados em 10 tratamentos em condições de baixa dose de nitrogênio e 
os controles com as doses 30%N, 30%N + inoculação com Azospirillum brasilense, 
50%N e 100%N. 
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5 DISCUSSÃO  

Na prospecção da comunidade microbiana na rizosfera de solos 

agrícolas utilizados neste estudo, foram obtidos maior número e diversidade de 

isolados de solos com maior teor de matéria orgânica do solo. Essa população pode 

ser influenciada pelas características físico-químicas do solo e, também, por meio da 

interação com as espécies cultivadas (BERG e SMALLA, 2009). Fatores como a 

relação carbono nitrogênio, textura, pH e teor de nutrientes como N, P e Fe podem 

contribuir com o aumento da diversidade microbiana no solo ou ainda, favorecer ou 

não a permanência de determinadas espécies no ambiente (LIU et al., 2020).  

No que se refere ao potencial das espécies como promotoras de 

crescimento vegetal, os resultados observados neste estudo constataram o potencial 

de Bacillus pseudomycoides e Bacillus amyloliquefaciens na promoção de 

crescimento de plantas de milho em condições de ambiente controlado. Embora 

resultados positivos foram observados em experimentos em casa de vegetação, 

quando testados em condições de campo, os tratamentos inoculados com as 

bactérias em estudo apresentaram, de forma geral, instabilidade e não tiveram efeito 

no incremento da produtividade. De acordo com Vidotti et al. (2019), o 

estabelecimento da associação planta-BPCV envolve mecanismos complexos onde  

diferentes fatores relacionados à base genética da planta hospedeira e da bactéria, o 

ambiente de cultivo e condições do solo, desempenham um papel crucial na regulação 

dessa associação. Monteiro et al. (2012), Martins et al. (2018) e Ikeda et al. (2020) 

também constataram que a habilidade dos isolados em promover o crescimento de 

plantas é dependente da interação entre genótipos x isolado x ambiente. Aliado à tais 

fatores, também deve ser considerado a capacidade de competição dos isolados 

inoculados no solo com a comunidade microbiana nativa. Bashan et al. (2014) afirma 

que a eficiência de competição do isolado bacteriano com a microbiota do solo e a 

tecnologia de aplicação adequada são um dos principais fatores que determinam o 

sucesso da inoculação.  

A colonização das raízes pelas cepas presentes nos inoculantes 

comerciais está intimamente associada aos fatores de qualidade do solo e a 

capacidade de sobrevivência e competição microbiana dos isolados (SOUZA et al., 

2015). Para Lopes et al. (2021) fatores como o método de inoculação, densidade do 

inóculo, colonização radicular, que varia com a multiplicação e distribuição dos 
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micróbios através da rizosfera, antagonismo microbiano, estado fisiológico da planta, 

umidade do solo, pH, temperatura, hospedeiro e exsudatos radiculares podem 

influenciar na eficiência da inoculação, com isso, é comum encontrar inúmeras 

respostas à inoculação com cepas promissoras, que podem ser resultado do método 

de inoculação e de fatores abióticos. 

As condições do solo modificam a diversidade do microbioma, solos 

ácidos, com alto índice teor e mineralização de matéria orgânica do solo (MOS) e 

maior umidade favorece a permanência de populações microbianas, enquanto em 

solos arenosos, de baixa umidade e teor de MOS, apresentam menor comunidade 

microbiana nativa (ARAUJO; PEDROSO, 2013; LOPES et al., 2021)  Neste trabalho, 

quando as cepas foram inoculadas em condições de ambiente protegido e substrato 

arenoso estéril, livre da presença de outros microrganismos, os isolados 

demonstraram potencial como bactérias promotoras de crescimento vegetal. Em 

condições de campo, maior eficiência de uso de nitrogênio foi notada apenas em um 

ambiente, de solo menos argiloso e menor teor de MOS, quando comparado aos 

demais locais. Esse resultado indica que os isolados inoculados apresentam baixo 

potencial de competitividade, uma vez que os efeitos como BPCV foram presentes 

apenas em locais com provável baixa população microbiana nativa.  

A cultura e a interação com o ambiente também são fatores 

determinantes para a colonização de BPCV, uma vez que as raízes das plantas 

reagem a diferentes condições ambientais através da secreção de uma ampla gama 

de compostos que interferem na interação planta-bactéria, sendo considerado um 

fator importante na eficiência dos inoculantes (SOUZA et al., 2015).  O mesmo 

comportamento de ineficiência da inoculação em condições de campo já foi relatado 

também por Oliveira et al. (2006), Babalola (2010) e Bashan et al. (2014). Salamone 

et al. (2012) estudando o efeito de isolados de A. brasilense e P. fluorescens  

inoculados em alta concentração, também atribuiu a ausência de efeitos na 

produtividade devido a severa competição entre os microrganismos nativos e as cepas 

adicionadas.  

Em ambiente protegido efeitos positivos no incremento de massa 

seca de raiz e parte aérea foram observados, apontando que as bactérias inoculadas 

estimularam o desenvolvimento do sistema radicular, o que possibilitou o aumento da 

superfície de contato explorada pela planta e, consequentemente, maior absorção de 

água e aquisição de nutrientes pelas mesmas (DI BENEDETTO et al., 2017). Sousa 
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et al. (2021) também observaram o potencial de isolados de Bacillus para o 

crescimento do sistema radicular, onde o aumento da massa seca da raiz, 

proporcionada pela inoculação de cepas de Bacillus, resultou do aumento da área 

superficial da raiz, e promoveu maior absorção de nutriente e promoção de 

crescimento nos estágios iniciais da planta.  As alterações observadas na arquitetura 

do sistema radicular pela interação com BPCV, podem resultar dos efeitos de 

regulação hormonal realizado pelas bactérias (ALONI et al. 2006; DODD et al., 2010; 

CARVALHO et al. 2014).  

Em relação aos resultados de eficiência de uso de nitrogênio, onde 

efeito significativo dos tratamentos foi observado apenas no experimento de Maringá, 

Oliveira et al. (2013) obtiveram resultados similares em cana de açúcar cultivada em 

solos com diferentes níveis de adubação, onde plantas inoculadas com uma mistura 

de bactérias diazotróficas associativas e endofíticas obtiveram maior contribuição de 

FBN em solos mais pobres, com baixo teor de N. De acordo com Barbosa et al. (2022), 

baixas contribuições de FBN são observadas em solos com alto teor de N. Carvalho 

et al. (2014) atribuiu esse fator a uma consequência do controle do N sobre a atividade 

da nitrogenase, uma vez que  o complexo nitrogenase de bactérias diazotróficas fixa 

o N2 apenas sob condições microaeróbicas limitantes de N.  

Embora a cepa de Azospirillum utilizada nesse trabalho não 

apresentou resultados positivos de incremento na massa seca e produtividade, esta 

se mostrou eficaz no aumento da eficiências de uso do nitrogênio na planta em 

Maringá. De acordo com Barbosa et al. (2022), resultados significativos de incremento 

na produtividade por cepas de Azospirillum são observados em casos de baixa 

produtividade e investimento, sendo que em cultivos com produtividade superior a 3 

ton ha-1 os efeitos observados do inóculo tendem a decrescer significativamente. 

Calzavara et al. (2018) comparou o efeito de Bacillus e Azospirillum em milho sob 

diferentes doses de nitrogênio e constatou que ambas as espécies podem contribuir 

com o crescimento sob condições limitantes de nitrogênio. No entanto, cepas de 

Bacillus apresentam maior potencial para promover o crescimento do milho sob 

suprimento pleno de N.  

A ausência no efeito do tratamento de Azospirillum para os demais 

ambientes evidencia, mais uma vez, os resultados anteriores que relatam a 

instabilidade desse inoculante. Cassan e Diaz-Zorita (2016) apontam que tais 

variações nos resultados da inoculação podem ser explicadas pelos diferentes os 
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métodos de inoculação utilizados e, também, as diversas práticas de manejo de 

culturas. No entanto, neste trabalho foram seguidos os métodos de inoculação 

propostos pelo fabricante do produto comercial Rizospirillum®. Díaz-Zorita et al. 

(2012), similar ao colocado anteriormente, relata também que as respostas do milho 

à inoculação foram maiores sob condições estressantes durante o crescimento inicial 

das culturas ou na ausência de adubação nitrogenada. Em condições favoráveis ao 

desenvolvimento da cultura, o efeito da inoculação por Azospirillum sp., são menos 

evidentes.  

Zeffa et al. (2018) observaram que efeitos da inoculação positiva de 

Azospirillum são significativos somente em condições de baixa concentração de N e 

não são observados incrementos na produtividade na presença de doses elevadas do 

nutriente, quando é realizada a adubação de cobertura, isso devido à baixa 

capacidade de competição de Azospirillum frente a comunidade microbiana do solo, 

o que pode ser corroborado, também, para as cepas estudadas nesse trabalho. Com 

isso, o estudo da interação cultura x isolado x ambiente se faz necessário para melhor 

entendimento da influência desses fatores no sucesso da inoculação.
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6 CONCLUSÃO  

 Na prospecção de isolados na rizosfera do milho foi observado uma 

ampla variabilidade dos isolados bacterianos, possibilitando a obtenção de uma 

coleção de 397 isolados para o estudo; 

Os isolados de Bacillus selecionados in vitro apresentaram efeito de 

promoção de crescimento vegetal em condições controladas. No entanto, o mesmo 

efeito não foi observado em condições de campo em virtude das inúmeras interações 

que podem ter influência no processo de colonização e a baixa capacidade de 

competição dessas cepas; 

 O incremento na EUN pelos isolados foi observado apenas no 

ambiente de Maringá, devido provavelmente às condições de ambiente/solo que 

favoreceram a colonização dos isolados nesse local.  
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