INOCULACAO DE SEMENTES COM Bacillus subtilis, FORMULADO COM
FARINHA DE OSTRAS E DESENVOLVIMENTO DE MILHO, SOJA E ALGODAO

Seed inoculation with Bacillus subtilis, formulated with oyster meal and growth of corn,
soybean and cotton.

Fabio Fernando de Araujc*

RESUMO

Bacillus subtilis, bactéria habitante natural do solo, produz antibidticos, enzimas e fitohormonios que proporcionam beneficios
para as plantas. Essa espécie microbiana é também descrita como rizobactéria promotora de crescimento de plantas (RPCP).
Sementes de milho, algodéo e soja foram inoculadas com células de B. subtilis formulado com farinha de ostras objetivando-se avaliar
aemergéncia e o desenvolvimento das plantas. A inoculago proporcionou aumento de emergéncias em algod&o e soja. Além disso, a
inoculagdo com o produto bioldgico incrementou significativamente a produgdo de massa seca, na parte aéreado milho. Os teores de
fosforo e nitrogénio foram maiores no tecido foliar de milho, inoculados com a bactéria e farinha de ostras, comparando-se com a
testemunha. A interacdo do residuo orgénico com a bactéria proporcionou ganhos no crescimento e nutri¢do das plantas. A inoculagdo
de sementes com B. subtilis, formulado com o residuo orgéanico, apresentou-se como uma alternativa tecnoldgica viavel para a
inoculagdo de sementes.

Termos para indexacgdo: Rizobactérias, nutricdo de plantas, emergéncia, residuos organicos.

ABSTRACT

Bacillus subtilis is a soil bacteria able to synthesize antibiotics, enzymes and phytohormones importants for plant growth.
This specieis aso classified in plant growth as promoting rhizobacteria (PGPR). A biological product containing oyster meal and cells
of B. subtilis was inoculated in seeds of corn, cotton and soybean. This inoculation increased emergence in cotton and soybean. The
growth of corn was stimulated by seed inoculation with B. subtilis and organic amendment. The concentration of phosphorus and
nitrogen significantly increased in the corn treated with the product. The interaction bacteria with organic amendment provided
incrementsin plant growth. The inoculation of seeds with B. subtilis and amendments is promising technological alternative for seed

treatment.

Index terms: Rhizobacteria, seed microbiolization, emergence, organic amendments.
(Recebido em 5 de dezembr o de 2006 e aprovado em 10 de agosto de 2007)

INTRODUCAO

As rizobactérias promotoras do crescimento de
plantas (RPCPs) habitam o solo e com fregiéncia sao
isoladas darizosfera de diversas plantas cultivadas. Entre
0s géneros mais estudados destacam-se: Bacillus,
Pseudomonas, Azospirillum e Rhizobium. Os efeitos
desses microrganismos sobre o desenvolvimento das
plantas sdo amplos, incluindo os efeitos benéficos na
germinacdo de sementes, emergéncia de pléantulas e
crescimento das plantas (LAZARETTI & BETTIOL, 1997).
Como exemplo dos efeitos de RPCPs na produtividade,
podemos citar aumentos de até 150% em plantas de
rabanete com inoculacdo de Pseudomonas spp.
(KLOEPPER & SCHROTH, 1981). Araujo & Hungria (1999)
concluiram que Bacillus subtilis (AP-3) ou seus metabdlitos
proporcionaram incrementos na nodulacdo e rendimento
da sojano campo. Foi constatado que essa mesma estirpe

também produz fitohormdni os e antibi6ticos, durante seu
desenvolvimento (ARAUJO et al., 2005).

As RPCPs sdo agentes potenciais para controle
bioldgico de fitopatdgenos (KLOEPPER, 1999). As
rizobactérias podem suprimir as doencgas por varios modos
de a¢do como: antagonismo relacionado a producdo de
antibiéticos antifingicos como a iturina em B. subtilis
(ARAUJO et &, 2005); competicio por substrato descrito
por Elad & Chet (1987) como mecanismo responsavel pelo
biocontrole de Pythium por Pseudomonas; inducéo de
resisténcia que foi observada em pepino e tomate contrao
virus do mosaico do pepino proporcionado por
Pseudomonas (RAUPACH et al., 1996).A maioria dos
trabalhos sobre a influéncia das rizobactérias no
crescimento das plantas atribui esse fendbmeno aum efeito
indireto associado ao controle bioldgico de patégenos
secundérios (KLOEPPER & SCHROTH, 1981). No entanto,
em alguns trabalhos, observou-se que a promocgéo de
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crescimento de plantas por rizobactérias também tem sido
relacionada a producdo de hormdnios com giberilinas
(HOLL et dl., 1988), auxinas (ARAUJO et al., 2005) e &cidos
l&tico e succinico (YOSHIKAWA, 1993). Pseudomonas
spp. (fluorescentes) produziu o fitohormdnio AIA (écido
indol acético) em resposta aos exsudatos de raiz de milho
(PAN et al., 1999). Bacillus subtilis produziu AIA e AIB
(&cido indolbutirico) em resposta aos exsudatos de raiz de
soja(ARAUJO et d., 2005).

A incorporagdo no solo de substancias orgéanicas
e inorganicas também tem colaborado para 0 manejo de
patégenos de solo (COOK & BAKER, 1983). As
preparagdes resultantes da mistura de RPCPs com outros
residuos organicos tém apresentado resultados
satisfatorios no crescimento de plantas e protegéo contra
doencas (REDDY et d., 1999).

A elevacéo da disponibilidade de fosforo soltvel
no solo tem sido também relacionada com o metabolismos
de RPCPs no solo, o que contribui para maior
desenvolvimento das plantas pelo aumento na absorgéo
desse elemento. Lifishitz et al. (1987) observaram aumento
na absorcéo de fosforo pelainoculagdo de sementes com
Pseudomonas putida . Em outro trabalho mais recente foi
encontrado aumento do fdsforo disponivel no solo pela
inoculacdo da semente com as estirpes de Bacillus spp.
M-13 e RCO1 (CANBOLAT et d., 2006). Rodriguez & Fraga
(1999) citam que estirpes do género Pseudomonas,
Bacillus e Rhizobium est&o entre as bactérias com maior
potencial de solubilizac8o de fésforo. Richardson (2000)
relatou que a maioria dos solos tropicais sdo pobres em
fosforo disponivel as plantas e que o fertilizante fosfatado
representa um alto custo para o agricultor, dessaforma é
interessante que se utilize dos microrganismos do solo
como inoculante para mobilizar o fésforo em solos pobres.
Além da solubilizag&o do fosforo, outros mecanismos que
estimulem o crescimento das plantas estdo também
relacionados com o metabolismo microbiano no solo, tais
como a producdo de enzimas nitrogenase, quitinases e
glucanases (CATTELAN et al., 1999).

Um dos principais problemas para utilizagdo
massiva das RPCPs tem sido a formulacdo das bactérias
para uso comercial. Varias substancias tém sido utilizadas
em formulagBes experimentais como: lactose, peptona,
goma ardbica e xantana, celulose entre outras (SCHISLER
et a., 2004). Outras formulagBes tem potencializado o efeito
do antagonista contra fitopatégenos como no caso da
mistura com turfa e quitina (SID-AHMED et a., 2003). Isso
pode determinar que a formulagdo tem um valor
significativo para determinar a eficécia final do produto
baseado em RPCPs.

Considerando a hip6tese de interacdo benéficade
rizobactérias e residuos organicos no desenvolvimento
das plantas, objetivou-se com esse trabalho avaliar o efeito
deBacillus subtilis, em formulag@o com farinha de ostras,
sobre a emergéncia, crescimento e nutri¢do das plantas.

MATERIAL E METODOS

Inoculante com B. subtilis; Bacillus subtilis, estirpe
PRBS-1 (ARAUJOet al., 2005) isolado de amostras de solo
cultivado com soja foi multiplicado, durante 7 dias, em
100mL de caldo nutriente (3g de extrato de levedura, 5g de
peptona e 1000mL de agua destilada). Decorrido esse
periodo, o meio de culturafoi centrifugado e o precipitado
contendo as células deB. subtilis foi misturado com 500 g
de farinha de ostras moida (0,2% de N; 0,14% de P,O,;
0,02% de K.,0O; 28,8% de CaO e O,75% de MgO). O material
foi seco em estufa (70°C), com ventilagdo forcada durante
24 horas, em seguida 0 mesmo foi moido em moinho de
esferas, ficando o produto final com texturafina (< 0,210
mm). O produto final teve a concentragcdo de B. subtilis
avaliada pelo método de diluiggo em placas, com meio agar
nutriente, apresentando a concentracéo de 1,0 10° ufc g*.
Esse produto foi denominado de BSFO. Com afinalidade
de se avaliar apenas o efeito da bactéria foi utilizado o
precipitado, contendo B. subtilis, obtido conforme descrito
anteriormente, misturado com uma substancia inerte
(bentonita). O produto ficou com a concentracéo final de
1,0 10° ufc g%, que constituiu o tratamento BS.

Inoculacdo das sementes. Obtido os produtos
bioldgicos (BS e BSFO), procedeu-se a inoculacdo das
sementes para avaliacdo da emergéncia, crescimento e
absorcdo de nutrientes, nas culturas de milho (UNOESTE
101), algod&@o (COODETEC 156) e soja (BRS 185). Além
dos tratamentos com os inoculantes, formulados com B.
subtilis, foi conduzido mais um tratamento apenas com a
farinha de ostras moida (FO). Estabel eceu-se a proporcéo
de 500g do produto para 25 kg de semente para todos os
tratamentos. A inoculag8o consistiu em misturar as
sementes com os produtos apés 0 umedecimento das
mesmas com solucdo adesiva a base de aclicar (10%), na
proporcéo de 1mL kg de sementes?,

Experimento em casa de vegetacdo: Para observar
o efeito do inoculante sobre a emergéncia e
desenvolvimento das plantas, as sementes tratadas foram
semeadas em solo (Argissolo vermelho amarelo
distroférrico, textura arenosa) peneirado e acondicionado
em vasos plasticos (2kg de solo vaso™). A andlise quimica
do solo apresentou os seguintes resultados: pH (CaCL,) =
4,3; Al (mmol_dm) = 5; Mat. organica (g dm?) =5; P (mg
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dm) = 1; K (mmol_dm®) = 2.0; Ca(mmol dm®) =5; Mg
(mmol _dm?®) =5; V% = 29; CTC (mmol dm) = 42. Foram
semeados 10 sementes por vaso e, apos 15 dias do
plantio procedeu-se a avaliagdo do nimero de plantas
emergidas. Em seguida, foi realizado o desbaste,
deixando-se uma planta por vaso. As plantas foram
conduzidas durante 40 dias em casa de vegetacao. Apos
esse periodo foi medida a altura das plantas, com auxilio
defitamétricae areafoliar com a utilizagdo de medidor
de &reafoliar portdtil, modelo L1-3000A (LI-COR,USA).
Em seguida as plantas foram cuidadosamente arrancadas
e as raizes lavadas em agua corrente para retirada do
solo. A parte aéreafoi entdo separada das raizes e ambas
foram colocadas para secar em estufa sob aeragdo
forcada (65°C), até peso constante, visando
determinac&o do peso de matéria seca. As folhas secas
foram moidas e submetidas a analise foliar, seguindo
metodologia de Malavoltaet a. (1997). O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, com 5
repeticoes. As andlises estatisticas foram efetuadas
utilizando-se o programa estatistico SISVAR. utilizando
o teste de Tukey (5%) paracomparagao de médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito dainoculagdo de sementes com B. subtilis
sobre a emergéncia de plantulas, demonstrou que o
algodao e a soja tiveram incrementos na emergéncia de
plantas destacando-se o tratamento B. subtilis formulado
com farinha de ostras (Tabela 1). Lazzareti & Bettiol (1997),
avaliando o tratamento de sementes de vérias culturas com
formulado de B. subtilis, encontraram respostas de
aumento de emergéncia apenas no arroz. Esses resultados
indicam que existe interagdo especifica entre as estirpes
de B. subtilis e as culturas avaliadas. A utilizagdo do residuo
associado a bactéria (BSFO) e o efeito positivo na
emergéncia, comparando-se a testemunha, demonstra,

também, interacdo positiva da estirpe deB. subtilis (PRBS-
1) com afarinhade ostras. A farinha de ostras € um residuo
rico em quitina que também compde o exoesguel eto dos
insetos e parede celular dos fungos. A interacdo de
rizobactérias com quitina ja proporcionou resultados
satisfatérios quanto ao controle de nematdides
(HALLMANN et a., 1999) e fungos de solo (MANJULA
& PODILE, 2001; SID-AHMED et al., 2003).

Com relacdo ao desenvolvimento das plantas,
representado pela producéo de matéria seca, observou-se
gue o milho foi a Unica cultura que respondeu ainoculagdo
deB. subtilis naformulacdo BSFO (Tabela 2). Rizobactérias
promotoras do crescimento de planta foram responsaveis
por aumento na emergéncia e crescimento de algodao
(HAFEEZ et d., 2004) e milho (SHARMA & JOHRI, 2003).
Também foi observado aumento na&reafoliar e aturade
plantas de milho pela inoculagdo das sementes com a
formulacdo BSFO (Tabela 3). Os componentes da andlise
de crescimento das plantas foram alterados apenas na
cultura do milho, naqual ocorreu aumento da &reafoliar,
altura de plantas e raz&o parte aérealraiz. Azevedo Neto &
Tabosa (2000) concluiram que plantas de milho submetidas
a estresse apresentam reducdo da area foliar e da razéo
parte aérealraiz. 1sso demonstra que ainoculagdo do milho
com aformulagdo BSFO proporcionou melhores condicdes
a0 desenvolvimento da cultura.

A concentracdo de fésforo, nas folhas de algodéo
e milho, cujas sementes foram inoculadas com B. subtilis
(BSFO) foi significativamente maior quando comparada
ao tratamento testemunha (Tabela 4). O milho,
desenvolvendo-se em solo deficiente em fésforo
disponivel, conseguiu absorver quantidade significativa
de fésforo, quando inoculado com aformulagéo contendo
B. subtilis (BSFO). Isso demonstra que nesse tratamento
pode ter ocorrido algum evento no solo como aumento de
atividade enzimética (fosfatases) ou disponibilizacdo do

Tabela 1 — Emergéncia de milho, soja e algoddo em sementes inoculadas ou ndo com Bacillus subtilis e residuo

organico.
Tratamentos' Milho Soja Algodao
--- % de emergéncia ---
Testemunha 94,0 & 40,0b 430b
Farinha de ostras 94,0a 420b 410b
BS 96,0 a 54,0 ab 52,0 8b
BSFO 96,0 a 70,0 a 67,0a

1BS= Formulagdo contendo B. subtilis (PRBS 1); BSFO= Formulagéo contendo B. subtilis (PRBS 1), e farinha de ostras.
2M édias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 2 — Producdo de matéria seca na parte aérea e raiz em milho, soja e algoddo, resultante da inoculagdo de
sementes com Bacillus subtilis e residuo organico.

Tratamentos' Milho Soja Algodéo
---Matéria seca da parte aérea (g planta™®)-—-
Testemunha 1,17 b* 1,27 a 0,78 a
Farinha de ostras 1,34b 1,30 a 0,79a
BS 1,81b 1l41la 0,95a
BSFO 243 a 162a 1,06 a
---Matéria secadaraiz (g planta™)---
Testemunha 197a 0,89 a 042a
Farinha de ostras 1,9a 0,95a 042a
BS 2,15a 121a 0,45 a
BSFO 2,53 a 151a 043 a

1BS= Formulagéo contendo B. subtilis (PRBS 1); BSFO= Formulag&o contendo B. subtilis (PRBS 1), e farinha de ostras.
2Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela3—Andlise do crescimento de milho, sojae algodéo resultante dainocul acéo de sementes com Bacillus subtilis
e residuo organico.

Tratamentos' Milho Soja Algodao
---Areafoliar (dm? planta™®)---
Testemunha 1,89 b? 1,02a 0,62 a
Farinha de ostras 191b 10la 0,59 a
BS 315ab 1,16a 0,75a
BSFO 4,45 a 1,17a 091la
---Altura de plantas (cm planta*)---
Testemunha 478b 22, 7a 215a
Farinha de ostras 493b 22.8a 20,3 a
BS 57,0ab 259a 221a
BSFO 64,0 a 275a 25,7a
---Razdo parte &erea/ raiz---
Testemunha 0,59 b l42a 185a
Farinha de ostras 0,67 b 1,36 a 1,88 a
BS 0,84 ab 1,16a 211la
BSFO 0,96 a 1,07a 2,46 a
---Raz&0 de dreafoliar (dm? g%)---
Testemunha 0,60 a 0,47 a 0,55a
Farinha de ostras 0,57 a 0,44 a 0,48 a
BS 0,79 a 0,44 a 0,53a
BSFO 0,89a 0,37a 0,61a

1BS= Formulagdo contendo B. subtilis (PRBS 1; BSFO= Formulagdo contendo B. subtilis (PRBS 1) e farinha de ostras.
2Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 32, n. 2, p. 456-462, mar./abr., 2008



460

ARAUJO, F. F. de

Tabela4 — Composicao nutricional do tecido foliar de milho, sojae algodéo, resultante da inocul agdo de sementes com

Bacillus subtilis e residuo orgénico.

Tratamentos' N P K Ca Mg S
---(mg planta™®)---
Milho
Testemunha 12,4 b° 1,17b 151b 187b 140b 1,29a
Farinha de ostras 13,1b 1,18b 17,8b 280hb 1,50 ab 1,78 &b
BS 22,1ab 2,10b 25,8 ab 3,10 ab 2,0l ab 1,92 ab
BSFO 29,2a 340a 326a 4,37 a 3,16a 2,67 a
Soja
Testemunha 3l,2a 1,90a 22,1a 11,3a 6,35a 229a
Farinha de ostras 31,8a 1,89a 222a 110a 6,13a 2,28a
BS 329a 19a 230a 9,50 a 6,24 a 2,71a
BSFO 353a 2,10a 230a 9,72a 6,16 a 292a
Algodéo
Testemunha 224a 4,83b 148a 20,6 a 515a 538a
Farinha de ostras 230a 534 ab 158a 26,1a 518a 6,15a
BS 26,7 a 9,35ab 20,7a 253a 6,50 a 712a
BSFO 305a 149a 22,7a 293a 7,20a 8,16 a

BS= Formulagdo contendo B. subtilis (PRBS 1); BSFO= Formulagdo contendo B. subtilis (PRBS 1) e farinha de ostras.
2M édias seguidas da mesmalletra, na coluna, ndo diferem significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

fosforo da formulagdo que proporcionou aumento na
disponibilidade do nutriente no solo. O relato de
solubilizaggo de fosforo no solo por rizobactérias e aumento
do fosforo disponivel no solo pode ser encontrado na
literatura (CANBOLAT et a., 2006; RICHARDSON, 2000;
ZAGO et al., 2000). Também foi encontrado aumento
significativo do teor de nitrogénio nas folhas do milho
inoculado com a bactéria (Tabela4). Amir et a. (2003), em
experimento de campo com palmito, constataram que
Bacillus spp. contribuiu para afixacdo de 300 a500mg N
planta. Gramineas forrageiras tropicais, incluindo
Brachiaria humidicola, B. decumbens e Panicum
maximum, tém apresentado fixacdo de N, relativamente
elevada, proporcionado por fixadores microbianos
associados aplanta (BODDEY, 1987).

De acordo com os resultados obtidos pode-se
afirmar que, de forma geral, a inoculagdo de B. subtilis,
formulado com farinha de ostras (BSFO), proporcionou
ganhos em varios pardmetros de crescimento analisados
nas culturas avaliadas. B. subtilis é uma bactéria de solo
gue produz hormdnios como &cido indol-acético (AlA) e
indol butirico (A1B) (ARAUJO €t ., 2005) e secreta enzimas
importantes para a nutricdo das plantas (POWAR &

JAGANNATHAN, 1982). A presenca do residuo organico
associado a B. subtlis influenciou positivamente seu
metabolismo e afisiologia da planta, o que refletiu aumento
de emergéncia, crescimento e nutri¢cdo das plantas. Para
Bewley & Black (1978) aemergéncia da plantula pode ser
estimulada pela acidificac8o da parede celular durante o
processo germinativo, sendo nesse caso a agdo da auxina
fator essencial. Vieira& Castro (2001), estudando a agéo
de hormonios na germinacdo de sementes de soja
observaram gue concentragGes intermediérias do horménio
aumentaram significativamente a germinagéo. Ja foi
constatado que a estirpe de Bacillus subtilis, utilizada no
trabalho, produz fitohorménios durante seu
desenvolvimento, os quais também proporcionaram
estimulo no desenvolvimento radicular da soja (ARAUJO
et d., 2005).

O efeito sobre 0 aumento da disponibilizacdo de
nutrientes proporcionado pela inoculagcdo de B. subtilis
na semente de milho e algodao também foi encontrado
por Canbolat et a. (2006) em trigo e cevada os quais
sugeriram que as estirpes de Bacillus utilizadas
apresentaram potencial para o aumento do crescimento
das plantas.
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CONCLUSAO

Neste trabalho pode-se concluir que o Bacillus
subtilis formulado com a farinha de ostras (BSFO) e
inoculado nas sementes de milho apresenta potencial para
incrementar o crescimento e a nutricdo das plantas. Essa
formulacdo, contendo B. subtilis pode ser recomendada
pararealizacdo de ensai 0s de campo visando a confirmagdo
dos resultados obtidos em casa de vegetacao.
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