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RESUMO: Este estudo avaliou a colonizagio das raizes de milho (Zea mays) por bactérias promotoras
de crescimento vegetal contidas nos inoculantes comerciais Azototal (Azospirillum brasilense: cepa Ab-
V5 e Ab-V6) e Biotrio (Bacillus subtilis: cepa CCTB04, Bacillus amyloliquefaciens: cepa CCTB09 ¢
Bacillus pumilus: cepa CCTBOS). A calagem foi aplicada para criar condigdes favoraveis ao crescimento
radicular. As plantas foram inoculadas em vasos de acordo com seu respectivo tratamento. O
crescimento foi monitorado com rega alternada. Apoés a colheita, a rizosfera foi extraida e analisada em
meios de cultura Tryptic Soy Agar (TSA) para as plantas inoculadas com o inoculante a base de Bacillus
spp. € Rojo Congo (RC) para as plantas inoculadas com o inoculante a base de Azospirillum spp.. A
contagem de colonias ap6s uma semana de incubacao revelou a presenca de bactérias na rizosfera das
plantas. Ambos os inoculantes mostraram-se eficazes em colonizar a rizosfera, entretanto, as placas de
Petri destinadas ao crescimento das bactérias do género Azospirillum apresentaram mais unidade
formadora de coldnias em relacdo ao inoculante a base de Bacillus.
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EVALUATION OF ROOT COLONIZATION BY POTENTIALLY PLANT
GROWTH-PROMOTING BACTERIA

ABSTRACT: This study evaluated the colonization of maize (Zea mays) roots by plant growth-
promoting bacteria contained in the commercial inoculants Azototal (Azospirillum brasilense: strains
Ab-V5 and Ab-V6) and Biotrio (Bacillus subtilis: strain CCTBO04, Bacillus amyloliquefaciens: strain
CCTBO09, and Bacillus pumilus: strain CCTBO05). Lime was applied to create favorable conditions for
root growth. The plants were inoculated in pots according to their respective treatment. Growth was
monitored with alternating watering. After harvest, the rhizosphere was extracted and analyzed on
Tryptic Soy Agar (TSA) media for plants inoculated with the Bacillus spp.-based inoculant and Rojo
Congo (RC) media for plants inoculated with the Azospirillum spp.-based inoculant. Colony counts after
one week of incubation revealed the presence of bacteria in the rhizosphere of the plants. Both inoculants
were effective in colonizing the rhizosphere; however, the Petri dishes intended for the growth of
Azospirillum bacteria showed more colony-forming units compared to the Bacillus-based inoculant.

INTRODUCAO

A exploracdo de estratégias inovadoras para promover o crescimento vegetal, como a
inoculacdo com os inoculantes comerciais Azototal e Biotrio, € promissora na otimizagao da eficiéncia
agricola. O género Azospirillum, amplamente estudado por sua capacidade de fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN), teve sua eficiéncia confirmada em 2004 pela Embrapa Soja, levando ao langamento
do primeiro inoculante comercial em 2009. Estirpes como 4. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 demonstram
melhorias significativas em rendimento e resisténcia em culturas como milho e trigo (CASSAN, 2020;
HUNGRIA, 2016).

O Biotrio, composto por endosporos de Bacillus subtilis (CCTBO04), Bacillus amyloliquefaciens
(CCTBO09), e Bacillus pumilus (CCTBO0S), visa aumentar a produtividade e restaurar o equilibrio
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bioldgico da rizosfera, oferecendo beneficios como melhor desenvolvimento radicular e compatibilidade
com agroquimicos (BIOTROP, 2024; WULFF et al., 2002).

O milho (Zea mays) ¢ um modelo ideal para estudar a interagao planta-microrganismo devido a
sua adaptabilidade e robustez. Essa interagdo ¢ essencial para o crescimento vegetal, envolvendo fixagao
de nitrogénio e solubilizacdo de nutrientes, processos fundamentais para um ambiente de cultivo
saudavel (STRABLE & SCANLON, 2009; PEREIRA & CASTRO, 2014; TRIVEDI et al., 2020; UROZ
etal., 2019).

Estudos com Azospirillum e Bacillus mostram resultados expressivos, com incrementos no
crescimento vegetal e na absor¢do de nutrientes, além de maior resisténcia a estresses ambientais,
reforcando a importancia desses microrganismos na agricultura sustentavel (VEJAN et al., 2016;
NADEEM et al., 2014). Assim, investigar a inoculacdo dessas bactérias nas raizes das plantas ¢
fundamental para otimizar estratégias agricolas.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Setor de Ciéncias Agrarias, no Departamento de Solos e Engenharia
Agricolas (DSEA), utilizando uma casa de vegetacao e o laboratdrio de Biologia do Solo. O solo foi
coletado na Fazenda Experimental Canguiri da UFPR, peneirado e preparado para o experimento, com
calculo de calagem baseado no Manual de Adubagdo e Calagem para o Estado do Parana. Uma solugdo
de calcario foi preparada e aplicada em vasos com solo, seguida da inoculagdo com 9 mL de Azofotal
(0,9%) e 10 mL de Biotrio (1%), diluidos em 1 L.

O plantio de seis sementes de milho por vaso ocorreu em 27 de setembro de 2023, com irrigagao
em dias alternados. Em 17 de outubro de 2023, ap6s 20 dias, as plantas foram colhidas e o solo da
rizosfera foi coletado e submetido a dilui¢Ges seriadas. Meios de cultura, Tryptic Soy Agar (TSA) e
Rojo Congo (RC), foram preparados e distribuidos em placas de Petri para contagem de colonias ap6s
incubagdo a 25°C.

A andlise estatistica utilizou o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x3,
com os fatores: tipo de inoculante (Azospirillum spp., Bacillus spp., € controle) e diluigdes (-3, -4, e -5).
A normalidade foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade das variancias pelo teste de
Bartlett. A ANOVA identificou diferengas significativas, seguidas por comparagdes multiplas pelo teste
de Tukey. A transformacdo de BoxCox foi aplicada para ajustar a normalidade dos dados no meio de
cultivo Rojo Congo (RC), com lambda igual a 0,4.

Figura 1. Meios de cultura distribuidos no fluxo laminar (placas com coloragdo vermelha: meio RC;
placas com colorag@o amarela: meio TSA)

Figura 2. Separagdo da rizosfera proximas as raizes
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A diluicdo seriada revelou uma maior presenca de bactérias nos solos inoculados, especialmente
nos tratamentos com Azototal e Biotrio. Esses resultados destacam a influéncia positiva da inoculagdo
de bactérias promotoras de crescimento na colonizagdo das raizes da cultura do milho. A andlise
microbiologica mostrou que, mesmo apo6s a diluicdo serial das amostras, houve uma colonizagao efetiva
desses microrganismos, indicando que as bactérias inoculadas conseguiram estabelecer-se e proliferar
nos ambientes estudados. Esses achados representam um avango significativo na compreensdo da
dinamica de coloniza¢do microbiana nos ambientes estudados.

Comparando com a literatura, observa-se que Mehnaz et al. (2007) também conduziram estudos
sobre a colonizagdo de bactérias do género Azospirillum nas raizes de milho. A avaliagdo da colonizagdo
¢ fundamental, pois a habilidade dessas bactérias de se estabelecerem efetivamente nas raizes ¢ um
indicativo da eficacia da intera¢do simbiotica. Hungria (2016) reforca essa perspectiva, destacando o
papel das bactérias simbiontes em ambientes agricolas.

Os resultados da ANOVA revelaram um efeito significativo para os fatores analisados. Em
ambos os meios de cultura estudados (Tabela 1 e 2), o teste de Tukey indicou que o meio de cultivo A
foi significativamente superior ao controle (meio de cultivo C), enquanto o meio de cultivo B ndo
apresentou diferencga significativa em relagao aos meios A e C. Para as diluigdes, ndo houve diferenca
significativa nas médias, indicando que nenhuma dilui¢do especifica se destacou em termos de eficécia.
Esses resultados sugerem que o meio de cultivo A é o mais eficaz para a colonizagdo bacteriana na
rizosfera, independentemente da dilui¢do utilizada.

A andlise comparativa dos meios de cultivo revela que a escolha do meio ¢ crucial para a
maximizac¢do da colonizag¢@o bacteriana. Estudos como o de Pereira e Castro (2014) corroboram essa
observagdo, evidenciando a importancia do meio de cultivo na recuperagéo e crescimento de bactérias

CONFEA [{§] CREA-BA () mutua

Conselho Federal de Engenharla Conselho Regional de Engenharia Caixa de Assisténcia dos Profissionals do Crea
e Agronomia e Agronomia da Bahia



\ﬁcontecc

CONGRESSO TECNICO-CIENTIFICO DA ENGENHARIA E DA AGRONOMIA

Tabela 1. Contagem de unidades formadoras de coldnias (UFC) na dilui¢do seriada 1:1000 de mudas de
Zea mays cultivadas em casa de vegetacdo em solo ndo estéril, colhidas 20 dias apds a inoculagao,
utilizando meio de cultivo Rojo Congo (RC). Curitiba, Brasil, 2023.

Unidade Formadora de Colonia

Avaliacio (+) Diluicio (+)
A 0,723 x 10*a -3 0,807 x 10*
B 0,631 x 10° ab -4 0,616 x 10° ™
C 0,510 x 10°b -5 0,441 x 10° ™
CV% 39,36

Legenda: (+) = Dados transformados por BoxCox com lambda igual a 0,4 (as médias resultantes estao
no Apéndice 1); médias na coluna seguidas de letras diferentes sdo significativamente distintas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade; ns = médias ndo significativas na coluna a 5% de probabilidade
de erro conforme ANOVA.

FONTE: O autor (2024).

Tabela 2. Contagem de unidades formadoras de coldnias (UFC) na dilui¢do seriada 1:1000 de mudas de
Zea mays cultivadas em casa de vegetacdo em solo ndo estéril, colhidas 20 dias apds a inoculag@o,
utilizando meio de cultivo Tryptic Soy Agar (TSA). Curitiba, Brasil, 2023.

Unidade Formadora de Colonia

Avaliacio Diluiciao
A 0,168 x 10*a -3 0,234 x 10* ™
B 0,107 x 10° ab -4 0,145 x 105 ™
C 0,168 x 10°b -5 0,639 x 10%™
CV% 87,2

Legenda: Médias na coluna seguidas de letras diferentes sao significativamente distintas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade; ns = médias ndo significativas na coluna a 5% de probabilidade de erro
conforme ANOVA.

FONTE: O autor (2024).

CONCLUSAO

Os resultados confirmam a eficacia da inoculagdo com Azototal ¢ Biotrio na colonizag¢do
bacteriana na rizosfera de Zea mays, independentemente da dilui¢do. Esses achados refor¢cam a literatura
sobre o papel das bactérias promotoras de crescimento, destacando a importincia da escolha de
inoculantes e meios de cultivo para praticas agricolas mais sustentaveis. A colonizagdo inicial das raizes
¢ crucial para o crescimento do milho, atribuindo os efeitos positivos as bactérias inoculadas. A
continuidade dos estudos visa otimizar o uso de meios de cultivo e elucidar os mecanismos desses efeitos
em diferentes condigdes.

AGRADECIMENTOS
A Fundagdo Araucéria pelo apoio financeiro concedido ao primeiro autor, na forma de uma
bolsa de pesquisa, que foi fundamental para a realizacdo deste estudo.

REFERENCIAS

BIOTROP. Apresentacao do BIOTRIO. Biotrop, 2024. Disponivel em:
https://biotrop.com.br/produto/biotrio/. Acesso em: 12 mar. 2024.

Cassan, F. et al. Everything you must know about Azospirillum and its impact on agriculture and beyond.
Biology and Fertility of Soils, v. 56, p. 461-479, 2020. Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s00374-
020-01463-y.

CONFEA [{§] CREA-BA (3 mutua

Conselho Regional de Engenharia Caixa de Assisténcia dos Profissionais do Crea
e Agronomia da Bahia


https://biotrop.com.br/produto/biotrio/
https://biotrop.com.br/produto/biotrio/
https://biotrop.com.br/produto/biotrio/
https://doi.org/10.1007/s00374-020-01463-y
https://doi.org/10.1007/s00374-020-01463-y
https://doi.org/10.1007/s00374-020-01463-y

\ﬁcontecc

CONGRESSO TECNICO-CIENTIFICO DA ENGENHARIA E DA AGRONOMIA

Hungria, Mariangela. Azospirillum: velho novo aliado. 2016. Disponivel em:
https://ainfo.cnptia.embrapa.br/ dlgltal/bltstream/ item/150694/1/Mariangela-Hungria-Azospirillum-
Fertbio.pdf. Acesso em: 12 mar. 2024.

Mehnaz, Samina; Weselowski, Brian; Lazarovits, George. Azospirillum canadense sp. nov., a nitrogen-
fixing bacterium isolated from corn rhizosphere. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, v. 57, n. 3, p. 620-624, 2007. Disponivel em: https://doi.org/10.1099/ijs.0.64804-0.
Nadeem, S. et al. The role of mycorrhizae and plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) in
improving crop productivity under stressful environments. Biotechnology Advances, v. 32, n. 2, p. 429-
448, 2014. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2013.12.005.

Pereira, S.; Castro, P. Diversity and characterization of culturable bacterial endophytes from Zea mays
and their potential as plant growth-promoting agents in metal-degraded soils. Environmental Science
and Pollution Research, v. 21, p. 14110-14123, 2014. Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s11356-
014-3309-6.

Strable, J.; Scanlon, M. Maize (Zea mays): a model organism for basic and applied research in plant
biology. Cold Spring Harbor Protocols, v. 2009, n. 10, p. pdb.emo132, 2009. Disponivel em:
https://doi.org/10.1101/pdb.emo132.

Trivedi, P. et al. Plant—microbiome interactions: from community assembly to plant health. Nature
Reviews Microbiology, p. 1-15, 2020. Disponivel em: https://doi.org/10.1038/s41579-020-0412-1.
Uroz, S.; Courty, P.; Oger, P. Plant symbionts are engineers of the plant-associated microbiome. Trends
in Plant Science, 2019. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.tplants.2019.06.008.

Vejan, P. et al. Role of plant growth promoting rhizobacteria in agricultural sustainability—a review.
Molecules, v. 21, 2016. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/molecules21050573.

Wulff, E. et al. Biochemical and molecular characterization of Bacillus amyloliquefaciens, B. subtilis
and B. pumilus isolates with distinct antagonistic potential against Xanthomonas campestris pv.
campestris. Plant Pathology, v. 51, p. 574-584, 2002. Disponivel em: https://doi.org/10.1046/J.1365-
3059.2002.00753.x.

Apéndice 1. Dados transformados por BoxCox em lambda das unidades formadoras de coldnias (UFC)
na diluicao seriada 1:1000 de mudas de Zea mays cultivadas em casa de vegetacdo em solo nao estéril,
colhidas 20 dias ap6s a inoculacdo, utilizando meio de cultivo Rojo Congo (RC). Curitiba, Brasil, 2023.

Unidade Formadora de Colonia

Inoculante Diluicao
A 0,168 x 10* a -3 0,234 x 10* s
B 0,108 x 10° b -4 0,120 x 10° s
C 0,134 x 10° b -5 0,550 x 106 s
CV% 100,61

Legenda: (+) = Dados transformados por BoxCox com lambda igual a 0,4 (as médias resultantes estao
no Apéndice 1); médias na coluna seguidas de letras diferentes sdo significativamente distintas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade; ns = médias ndo significativas na coluna a 5% de probabilidade
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