BIOPROSPECCAO DE ISOLADOS DE Bacillus PROMOTORES
DE CRESCIMENTO DE MILHO CULTIVADO EM SOLO
AUTOCLAVADO E NATURAL

Bioprospection of Bacillus isolates promoters of corn growth in natural and sterile soil
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RESUMO

Objetivou-se, neste trabalho, selecionar isolados bacterianos do género Bacillus em amostras de solo da regido oeste paulista
e avaliar o efeito de suainoculagdo em milho cultivado em duas condi¢des de solo (natural e autoclavado). Trinta e cito isolados
bacterianos, caracterizados como Bacillus sp. foram avaliados previamente quanto ao antagonismo a fungos fitopatogénicos e
producédo de hormonio vegetal (auxinas) em laboratério. Foram selecionados 14 isolados para inoculaggo de milho cultivado em vasos,
em casa de vegetagdo durante 50 dias. As avaliagdes ef etuadas durante a condugéo do experimento foram: altura de plantas; nUmero
de folhas desdobradas e biomassa seca produzida aos 50 dias ap6s a semeadura. O cultivo do milho em solo autoclavado proporcionou
maior nimero de folhas desdobradas e produgéo de biomassa na planta. Os isolados bacterianos BRG-2, CAS-2, NGR-1, PNP-2,
PRP-2 e TAC-2, destacaram-se como promotores de crescimento do milho, avaliado pela produgéo de biomassa pela planta aos 50
dias de idade. Dos oito antagonistas avaliados apenas quatro foram promotores de crescimento do milho. A maior producdo de AIA
nao foi uma caracteristica principal dos melhores isolados bacterianos que promoveram o crescimento do milho.

Termos paraindexagdo: Rizobactérias, auxinas, controle biolégico, Zea mays.

ABSTRACT

The objective of thiswork was to select bacterial isolates of the genus Bacillusin soil samples of West of the State of Sdo
Paulo and to assess the effect of their inoculation in corn growing in two soil conditions (natural and sterilized). 38 bacterial isolates
characterized as belonging to the Bacillus genus were previously evaluated regarding their antagonism to phytopathogenic fungi and
their production of plant hormones (auxines) in the laboratory. The corn plants were inocul ated with 14 Bacillus isolates and grown
in in a greenhouse for 50 days. The evaluations made during the conduction of the trial were: plant height, number of leaves and
biomass dry weight. The bacterial isolates BRG-2, CAS-2, NGR-1, PNP-2, PRP-2 and TAC-2 were able to promote maize growth.
Among the best isolates four were antagonist to phytopathogenic fungi. The AIA production was not the main feature of the best
bacterial isolates that promoted the growth of corn.

Index terms: Rhizobacterias, auxin, biological control, Zea mays.

(Recebido em 12 de setembro de 2008 e aprovado em 15 de setembr o de 2009)

INTRODUCAO e controle precario de insetos e plantas daninhas (Silva
et al., 2003).

O efeito de rizobactérias, dentre as quais podemos
destacar as do género Bacillus sobre o desenvolvimento
de plantas sdo amplos, incluindo os efeitos benéficos na
médio de 3.198 kg ha! (Instituto Brasileiro de Geografiae ?gﬁ:g?cégoifL%nr:]%ﬁ?ng;ncgﬁinazga?&?;f:gtgz
Estatistica-| BGE, 2008). Esse rendimento é muito inferior fitopatogénicos (Araljo et al., 2005). Foi observado que
a0 que poderia ser obtido, levando-se em consideracdo 0 g ghyijlis promoveu crescimento e disponibilizagio de
potencial produtivo da cultura (Empresa Brasileirade | irientes para o milho em experimento de casa de
Pesquisa Agropecuaria-Embrapa, 2007). Varias causas  yegetacio (Araljo, 2008). Araljo & Hungria (1999)
contribuem para esse cenario, destacando-se 0 uso de  concluiram que B. subtilis (AP-3) ou seus metabdlitos
variedades com potencial produtivo limitado, proporcionaram incrementos na nodulagzo e rendimento
disponibilidade de agua e de nutrientes no solo deficiente,  da sojano campo. Foi constatado também que essa mesma
utilizagdo inadequada de época e densidade de semeadura  estirpe também produz hormonios vegetais e antibidticos

A culturado milho ocupou, em 2006, uma dreaem
torno de 12,9 milhdes de hectares no Brasil, sendo
responsavel por uma producéo de cerca de 41,3 milhdes
de toneladas de gréos, apresentando um rendimento
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(Aradjo et a., 2005). Na cultura do milho, ainoculagdo
das sementes com Azospirillum aumentou
significativamente a produtividade de gréos, confirmando
o efeito positivo das rizobactérias em plantas dessa
espécie (Cavallet et al., 2000).

A influéncia das rizobactérias no crescimento das
plantas sdo atribuida entre outros, a efeitos indiretos
associados ao controle bioldgico de patégenos
secundérios (Kloepper & Schroth, 1981). Diversos
trabalhos tém destacado que esses efeitos, tém sido
relacionados a producdo de hormdnios vegetais como:
giberelinas (Holl et al., 1988); acido indol-acético (Boronin,
1993) e &cidos lticos e succinico (Y oshikawa, 1993).

A comunidade microbiana pode variar em funcéo
da espécie vegetal etipo do solo, pois esses influenciaréo
nos compostos organicos exsudados em quantidade e
qualidade, os quais, por sua vez selecionardo ou
favorecer&o grupos nutricionai s de organismos especificos
narizosfera (Moreira& Siqueira, 2006). Plantas cultivadas
em condicoes estéreis podem absorver nutrientes em menor
guantidade do que na presenca de microrganismos, sendo
que o efeito microbiano sobre a absor¢do de nutrientes
pode ser bastante elevado, encontrando-se aumentos de
até 200% (Barber & Martin, 1976). Esse efeito positivo
ocorre devido a processos microbianos como fixagdo
biol6gica de nitrogénio, micorrizas e solubilizacdo de
minerais que disponibilizam nutrientes em maior quantidade
paraas plantas (Moreira& Siqueira, 2006). Objetivou-se
no presente trabalho, selecionar isolados bacterianos do
género Bacillus, em amostras de solo da regi&o oeste
paulistae avaliar suainoculagdo em milho, cultivado em
solo natural e autoclavado.

MATERIAL E METODOS

I solamento de bactérias do género Bacillus -
Amostras de solo (coletadas a cerca de 15cm a 20cm de
profundidade em &rea agricola de vinte municipios da
regido oeste paulista) foram conduzidas ao laboratério
de microbiologia de solos da Faculdade de Ciéncias
Agrarias (FCA) - UNOESTE, Presidente Prudente, SP.
Ap6s homogeneizagdo foram retiradas aliquotas de 10 g
de solo de cada amostra, as quais, apds procedimento de
dilui¢cBes seriadas em agua destilada estéril, foram
submetidas a um choque térmico (70°C 10 min'?), visando
selecionar 0s microrganismos resistentes a esse
tratamento, em que se enquadram os pertencentes ao
género Bacillus (Buchanan & Gibbons, 1975).
Posteriormente, foi efetuado o plaqueamento em meio
AN (&gar nutritivo) e aincubagdo por 48 horas, em estufa
a28°C. As bactérias formadoras de coldnias na superficie

do meio foram, entdo, isoladas e caracterizadas como
pertencentes ao género Bacillus, de acordo com a
metodologia descritapor Li & Alexander (1988). Através
desse procedimento foram caracterizadas 38 isolados
representativos de cada localidade amostrada. Os
isolados bacterianos foram entdo avaliados quanto ao
potencial de antagonismo a fitopatégenos e produgdo
de hormdnio vegetal.

Antagonismo a fungos fitopatogénicos —Objetivou-
se avaliar o antagonismo foi utilizado o método de
pareamento em placas de Petri contendo o meio Batata
Dextrose Agar (BDA) segundo metodol ogia descrita por
Araljo et al. (2005). Foram utilizadas as seguintes espécies
de fungos fitopatogénicos. Colletotrichum truncatum e
Fusarium oxysporum pertencentes a colecao do
laboratorio de fitopatologia (Unoeste). Os fungos foram
multiplicados em meio de cultura agar batata durante sete
dias, apos esse periodo, discos com diametro de 5mm
contendo o micélio do fungo foram introduzidos em quatro
pontos equidistantes na superficie do meio de cultura (Agar
batata), contido em placa de Petri, 24 horas antes da
inoculagdo do isolado de Bacillus no centro da placa. As
placas foram incubadas em estufa a 28°C por sete dias.
ApGs esse periodo, foi observada a formagéo ou néo de
zona de inibi¢8o entre o isolado bacteriano e o fungo
fitopatogéni co.

Ensaio para avaliacdo de producdo de AlA - As
concentracdes de AIA (Acido indol- acético) secretadas
pelas bactérias em meio de cultura foram estimadas por
método colorimétrico (Radwan et al., 2005), apds o cultivo
em meio liquido TSB (Trypticase Soy Agar) suplementado
com 10 g L* de dextrose, 5g L* de extrato de levedurae 5
mm de L-triptéfano (1000 ug mL2). Os isolados foram
mantidos a 28° C, no escuro sob agitacdo constante, durante
24 horas. Ap0s esse periodo, foram centrifugados a 10000g,
durante 10 minutos, para a obtencdo do sobrenadante. A
guantidade de AIA por ml de culturafoi estimada através
damisturade 5 mL de reagente de Salkowski (Ehmann,
1977) com 1 ml do sobrenadante da cultura, seguido da
leitura da absorbancia em 500 nm, apds 30 minutos
utilizando-se o espectrofotdmetro. A concentracdo de AIA
detectada no sobrenadante foi determinada utilizando-se
curva padréo, calculada com base em doses conhecidas
de AIA(Sigma).

Experimento de casa de vegetacao - Com base nos
ensaios anteriores 14 isolados foram selecionados,
adotando-se o critério principal de antagonismo afungos
e secundario de producdo de hormdnios, para avaliacdo
de crescimento do milho em casa de vegetacdo. O
experimento foi realizado em solo natural e autoclavado
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acondicionado em vasos pléasticos (5kg). O solo foi
coletado da érea experimental da Unoeste, P. Prudente,
SP. Os atributos quimicos do solo foram obtidos de acordo
com andlise quimica (Raij et a., 2001), com 0s seguintes
valores: pH (CaCl, 1 mol L™) 6,0; 6 g dm®de M.O.; 38 mg
dmdeP . . 3,6 mmol_dm?deK; 24 mmol_dm3de Ca; 8
mmol _dm?de Mg e 51 mmol _dm*de CTC. Parte do solo
coletado foi autoclavado (127° C 30 mint) em porcées de
20 kg antes de ser acondicionado nos vasos plasticos.
Foram semeadas trés sementes de milho (Hibrido duplo
RG) em cada vaso e em seguida as bactérias, previamente
multiplicadas em caldo nutritivo (3,0g de extrato de
levedura; 5,09 de peptona; 1,0L de agua destilada) durante
cinco dias em laboratdrio. Foram inoculadas as sementes
pela adicdo de 0,1 mL de caldo nutritivo, contendo cada
isolado na concentracdo de 1,0 108 célulasmL . Apdsa
emergéncia realizou-se deshaste deixando-se uma planta
por vaso O delineamento experimental utilizado foi um
fatorial de 15x2, sendo 15 tratamentos e duas condicbes
de solo com quatro repeticdes, totalizando-se 120
parcelas.

Os parametros avaliados durante a conducéo
do experimento foram: altura de plantas, nimero de
folhas de milho totalmente desdobradas e biomassa
seca aos 50 dias apOs a semeadura. Na coleta das
plantas, as raizes foram lavadas em &gua corrente para
remocdo do solo aderido e em seguida separou-se 0
sistemaradicular da parte aéreadas plantas. Apdsisso,
o material foi colocado para secar em estufa com aeracédo
forcada até obtenc&o de massa constante, sendo ent&o
pesado para obtencdo da relagdo raiz/parte aérea e
biomassa secatotal. Paraandlise de varianciautilizou-
se 0 programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2003),
utilizando-se o teste F. As médias dos tratamentos foram
comparadas através do teste Scott-Knott, com 5% de
significancia.

RESULTADOSE DISCUSSAO

O desempenho dos isolados do género Bacillus
guanto ao antagonismo a fungos e producado de
hormdnio (AlA) invitro é apresentado naTabela 1. Foi
constatado que apenas 25% dos i solados apresentaram
antagonismo aos fungos avaliados. Quatorze isolados
foram selecionados para avaliagdo em experimento em
casa de vegetacdo, por apresentarem potencial
antagbnico a fungos ou pela producdo de AIA em maior
concentragao.

O efeito dos tratamentos sobre as varidveis de
crescimento do milho, avaliados no experimento de casa
de vegetacdo, bem como as interaces com a condic&o

do solo (natural e autoclavado) esta apresentado no
guadro resumo da analise de variéncia (Tabela 2).
Observa-se que o0s isolados apresentaram efeito
significativo sobre as variaveis: nimero de folhas
desdobradas e biomassa seca total. Na avaliagdo da
interac&o dos isolados com a condic¢&o do solo observou-
se efeito significativo nas varidveis. numero de folhas e
biomassa seca do milho. A condigdo do solo foi
determinante, para efeito significativo em nivel de 1% de
probabilidade na maioria das variaveis avaliadas. A
variavel relacdo raiz/parte aéreando foi influenciada por
nenhuma fonte de variacéo.

Os resultados encontrados pela inoculagdo das
bactérias e relacdo com crescimento de milho estéo
apresentados na Tabela 3. Aos 50 dias apds a semeadura,
amédia de altura de plantas dos tratamentos conduzidos
em solo autoclavado foi superior ao solo natural. Com base
nos resultados encontrados pode-se afirmar que a
condi¢do do solo alterou o crescimento do milho. O nimero
de folhas de milho total mente desdobradas, aos 50 dias da
semeadura, revelou que o milho cultivado em solo
autoclavado apresentou valor médio significativamente
maior de folhas, em comparacdo ao milho cultivado em
solo natural. Os isolados bacterianos avaliados nas plantas
cultivadas na condicdo de solo natural ndo interferiram
nesse parémetro de crescimento do milho. Enquanto que
os isolados CAS-2, BRG-2, NGR-1 e PNP-2 podem ter
induzido as plantas de milho aformarem menor nimero de
folhas.

Naavaliacdo de biomassa seca produzida pelo milho
ao0s 50 dias apds o plantio, observou-se que os isolados
BRG-2, CAS-2, NGR-1, PNP-2, PRP-2 e TAC-2
proporcionaram incrementos no desenvolvimento do milho
cultivado no solo natural (Tabela 3). O cultivo do milho no
solo autoclavado obteve média de biomassa seca de milho
superior ao cultivo no solo natural .

Observou-se que a esterilizacdo do solo
proporcionou alteracdo no crescimento do milho
cultivado nessa condic&o. Isso foi confirmado pelo maior
numero de folhas desdobradas encontradas na
avaliacdo efetuada aos 50 dias ap6s o plantio. Esse
aumento do nimero de folhas indica que essas plantas
estdo em estadio fenoldgico mais adiantado que as
plantas cultivadas em solo natural (Fancelli & Dourado
Neto, 2000). A inoculag8o da maioria dos isolados
bacterianos nado influenciou significativamente o
crescimento das plantas cultivadas em solo estéril. Os
isolados CAS-2, BRG-2, NGR-1 e PNP-2 reduziram
significativamente o nimero de folhas desdobradas aos
50 dias ap6s o plantio.
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Tabelal— Antagonismo afungos fitopatogénicos e producdo de acido indol-acético (AlA) por isolados bacterianos
de amostras de solos de municipios do oeste paulista.

Cadigo dos Local Antagonismo AlA
Isolados Colletotrichum truncatum Fusarium oxysporum (g mL™)
IND-1 Indiana - - 151
IND-2 Indiana + - 5,82
PPT-1 Pres. Prudente - - 1,49
PPT-1 Pres. Prudente - - 4,75
CAI-1 Caiabu - - 3,34
CAI-2 Caiabu - - 9,27
RFJ1 Regente Feijo + + 331
RFJ-2 Regente Feijo + - 7,58
ANH-1 Anhumas - - 0,75
ANH-2 Anhumas - - 4,80
PBN-1 Pres. Bernardes + - 1,55
PBN-2 Pres. Bernardes - - 8,79
TAC-1 Taciba - + 1,38
TAC-2 Taciba + + 3,28
MTN-1 Martinopolis - - 4,90
MTN-2 Martinopolis - - 7,14
PRP-1 Pirapozinho - - 3,90
PRP-2 Pirapozinho - - 10,0
ARA-1 Aragatuba - - 3,34
ARA-2 Aragatuba - - 3,65
PDR-1 Pedranopdlis - - 4,68
PDR-2 Pedranopdlis - - 10,1
RSN-1 Rosana - - 4,48
RSN-2 Rosana - - 9,24
PIA-1 Piacatu + - 2,96
PIA-2 Piacatu - - 4,65
BRG-1 Birigui - - 4,82
BRG-2 Birigui - + 7,28
ALT-1 Alto Alegre - - 7,17
ALT-2 Alto Alegre - - 6,51
PNP-1 Penapolis - - 4,58
PNP-2 Penapdlis - - 21,3
CAS1 Castilho - - 4,82
CAS2 Castilho - + 7,68
NGR-1 Nova Granada - + 4,96
NGR-2 Nova Granada - - 6,68
RUB-1 Rubiécea - - 5,00
RUB-2 Rubiécea - - 15,4
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Tabela 2 — Andlise de variancia com valores do teste F para altura de plantas aos 50 dias(A50) apds a semeadura,
nimero de folhas (NDF), Biomassa secatotal (BST) e relaco raiz/parte aérea (R/PA) de milho, em fung&o dainoculagéo

de isolados bacterianos em solo natural e autoclavado.

Fontes de variagédo A50 NDF BST R/PA
Isolados 141%™ 2,53** 1,52* 0,92"
Solo 9,07** 280,52** 16,05** 1,04
Isolados x Solo 1,20™ 3,90** 1,98* 1,75™
C.V. (%) 7,7 7,9 22,3 15,9

"s ndo significativo, *significativo a 1% e **5% de probabilidade pelo teste F.

Os isolados bacterianos avaliados neste trabaho
ndo alteraram significativamente arelagdo raiz / parte aérea
do milho (Tabela 2). Contudo seis isolados incrementaram
a producdo de biomassa das plantas, quando cultivadas
em solo natural. Thakuria et a. (2004) relataram que é dificil
indicar os mecanismos necessarios a maior habilidade da
bactéria em promover o crescimento da planta. Entretanto,
sugerem gue um mecanismo de promogdo de crescimento
pode ser aumentado, em condi¢des de campo, na presenca
de comunidade microbiana complexa. E importante também
enfatizar que a promogao de crescimento encontrado pela
inoculacdo das bactérias ndo alterou o nimero de folhas
desdobradas no milho, indicando que a planta estava no
mesmo estadio fenol dgico do controle.

A maioriados isolados que promoveram crescimento
do milho n&o estdo entre os maiores produtores de AIA em
laboratério (Tabela 1). Mehnaz & Lazarovits (2006)
trabalhando com inoculagdo de isolados bacterianos,
produtores de AlA, em milho, demonstraram que o isolado
que expressou a maior producdo de AIA (16,89 mL-1) ndo
foi 0 que promoveu o maior crescimento das plantas, porém
afirmaram que a producdo de AlA foi considerada o principa
mecanismo responsavel pela promogdo de crescimento
encontrada. Patten & Glick (1996) sugerem que a entrada
adicional de AIA microbiano pode modificar a auxina

enddgena para nivel 6timo ou acimado 6timo, resultando
naindugdo ou inibi¢do do crescimento da planta. A resposta
da auxina depende do estégio de desenvolvimento daraiz
da planta, o qud influi na composicao e quantidade dos
esxudatos liberados pelaraiz (Pilet et al., 1979).

Os isolados bacterianos TAC-2 e NGR-1
destacaram-se como promotores de crescimento do milho
apesar de ndo produzirem grandes quantidades de AIA em
laboratério (Tabela 1). Esses isolados apresentaram-se
como antagonistas de fitopatdgenos e demonstram que a
selecdo de isolados bacterianos do solo deve ser redlizada
utilizando-se diferentes caracteristicas intrinsecas das
bactérias, com destague ao potencial de antagonismo a
fitopatdgenos. A maioria dos trabalhos da literatura sobre
ainfluéncia das rizobactérias promotoras do crescimento
de plantas atribui esse fendbmeno a um efeito indireto
associado ao controle bioldgico de patdgenos secundarios
(Kloepper & Schroth, 1981).

Além dos fatores citados, 0 estudo da interacdo
das rizobactérias com as plantas é relativamente recente,
ndo se tendo ainda conhecimento detalhado desse
relacionamento, ficando evidente a necessidade de outros
estudos dentro desta interaco visando ratificar a utilizacdo
dessas bactérias, no aumento do rendimento em culturas
agricolas.
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CONCLUSOES

O cultivo do milho em solo autoclavado
proporcionou maior nimero de folhas desdobradas e
producdo de biomassa na planta, aos 50 dias apds a
semeadura. Os isolados bacterianos BRG-2, CAS-2, NGR-1,
PNP-2, PRP-2 e TAC-2, destacaram-se como promotores
de crescimento do milho, avaliado pela producdo de
biomassa pela planta aos 50 dias de idade. Dos oito
antagonistas avaliados apenas quatro foram promotores
de crescimento do milho. A maior producéo de AlA ndo foi
uma caracteristica principal dos melhores isolados
bacterianos que promoveram o crescimento do milho.
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