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RESUMO: Este estudo avaliou a colonização das raízes 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 e 
Bacillus pumilus: cepa CCTB05). A calagem foi aplicada para criar condições favoráveis ao crescimento 
radicular. As plantas foram inoculadas em vasos de acordo com seu respectivo tratamento. O 
crescimento foi monitorado com rega alternada. Após a colheita, a rizosfera foi extraída e analisada em 
meios de cultura Tryptic Soy Agar (TSA) para as plantas inoculadas com o inoculante à base de Bacillus 
spp. e Rojo Congo (RC) para as plantas inoculadas com o inoculante à base de Azospirillum spp.. A 
contagem de colônias após uma semana de incubação revelou a presença 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 gênero Azospirillum apresentaram mais unidade 
formadora de colônias em relação ao inoculante à 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 CCTB04, Bacillus amyloliquefaciens: strain 
CCTB09, and Bacillus pumilus: strain CCTB05). 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. 
 
INTRODUÇÃO 

A exploração de estratégias inovadoras para promover o crescimento vegetal, como a 
inoculação com os inoculantes comerciais Azototal e Biotrio, é promissora na otimização da eficiência 
agrícola. O gênero Azospirillum, amplamente estudado por sua capacidade de fixação biológica de 
nitrogênio (FBN), teve sua eficiência confirmada em 2004 pela Embrapa Soja, levando ao lançamento 
do primeiro inoculante comercial em 2009. Estirpes como A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 demonstram 
melhorias significativas em rendimento e resistência em culturas como milho e trigo (CASSAN, 2020; 
HUNGRIA, 2016). 

O Biotrio, composto por endósporos de Bacillus subtilis (CCTB04), Bacillus amyloliquefaciens 
(CCTB09), e Bacillus pumilus (CCTB05), visa aumentar a produtividade e restaurar o equilíbrio 



 

 

 

biológico da rizosfera, oferecendo benefícios como melhor desenvolvimento radicular e compatibilidade 
com agroquímicos (BIOTROP, 2024; WULFF et al., 2002). 

O milho (Zea mays) é um modelo ideal para estudar a interação planta-microrganismo devido à 
sua adaptabilidade e robustez. Essa interação é essencial para o crescimento vegetal, envolvendo fixação 
de nitrogênio e solubilização de nutrientes, processos fundamentais para um ambiente de cultivo 
saudável (STRABLE & SCANLON, 2009; PEREIRA & CASTRO, 2014; TRIVEDI et al., 2020; UROZ 
et al., 2019). 

Estudos com Azospirillum e Bacillus mostram resultados expressivos, com incrementos no 
crescimento vegetal e na absorção de nutrientes, além de maior resistência a estresses ambientais, 
reforçando a importância desses microrganismos na agricultura sustentável (VEJAN et al., 2016; 
NADEEM et al., 2014). Assim, investigar a inoculação dessas bactérias nas raízes das plantas é 
fundamental para otimizar estratégias agrícolas. 
 
MATERIAL E MÉTODOS  

O estudo foi realizado no Setor de Ciências Agrárias, no Departamento de Solos e Engenharia 
Agrícolas (DSEA), utilizando uma casa de vegetação e o laboratório de Biologia do Solo. O solo foi 
coletado na Fazenda Experimental Canguiri da UFPR, peneirado e preparado para o experimento, com 
cálculo de calagem baseado no Manual de Adubação e Calagem para o Estado do Paraná. Uma solução 
de calcário foi preparada e aplicada em vasos com solo, seguida da inoculação com 9 mL de Azototal 
(0,9%) e 10 mL de Biotrio (1%), diluídos em 1 L. 

O plantio de seis sementes de milho por vaso ocorreu em 27 de setembro de 2023, com irrigação 
em dias alternados. Em 17 de outubro de 2023, após 20 dias, as plantas foram colhidas e o solo da 
rizosfera foi coletado e submetido a diluições seriadas. Meios de cultura, Tryptic Soy Agar (TSA) e 
Rojo Congo (RC), foram preparados e distribuídos em placas de Petri para contagem de colônias após 
incubação a 25ºC. 

A análise estatística utilizou o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x3, 
com os fatores: tipo de inoculante (Azospirillum spp., Bacillus spp., e controle) e diluições (-3, -4, e -5). 
A normalidade foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade das variâncias pelo teste de 
Bartlett. A ANOVA identificou diferenças significativas, seguidas por comparações múltiplas pelo teste 
de Tukey. A transformação 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 distribuídos no fluxo laminar (placas com coloração vermelha: meio RC; 
placas com coloração amarela: meio TSA) 

 

 
 
 
Figura 2. Separação da rizosfera próximas às raízes 



 

 

 

 

Figura 3. Contagem de colônias bacterianas 

 

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A diluição seriada revelou uma maior presença de bactérias nos solos inoculados, especialmente 
nos tratamentos com Azototal e Biotrio. Esses resultados destacam a influência positiva da inoculação 
de bactérias promotoras de crescimento na colonização das raízes da cultura do milho. A análise 
microbiológica mostrou que, mesmo após a diluição serial das amostras, houve uma colonização efetiva 
desses microrganismos, indicando que as bactérias inoculadas conseguiram estabelecer-se e proliferar 
nos ambientes estudados. Esses achados representam um avanço significativo na compreensão da 
dinâmica de colonização microbiana nos ambientes estudados. 

Comparando com a literatura, observa-se que Mehnaz et al. (2007) também conduziram estudos 
sobre a colonização de bactérias do gênero Azospirillum nas raízes de milho. A avaliação da colonização 
é fundamental, pois a habilidade dessas bactérias de se estabelecerem efetivamente nas raízes é um 
indicativo da eficácia da interação simbiótica. Hungria (2016) reforça essa perspectiva, destacando o 
papel das bactérias simbiontes em ambientes agrícolas. 

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 não 
apresentou diferença significativa em relação aos meios A e C. Para as diluições, não houve diferença 
significativa nas médias, indicando que nenhuma diluição específica se destacou em termos de eficácia. 
Esses resultados sugerem que o meio de cultivo A é o mais eficaz para a colonização bacteriana na 
rizosfera, independentemente da diluição utilizada. 

A análise comparativa dos meios de cultivo revela que a escolha do meio é crucial para a 
maximização da colonização bacteriana. Estudos como o de Pereira e Castro (2014) corroboram essa 
observação, evidenciando a importância do meio de cultivo na recuperação e crescimento de bactérias 
endofíticas. 



 

 

 

 
Tabela 1. Contagem de unidades formadoras de colônias (UFC) na diluição seriada 1:1000 de mudas de 
Zea mays cultivadas em casa de vegetação em solo não estéril, colhidas 20 dias após a inoculação, 
utilizando meio de cultivo Rojo Congo (RC). Curitiba, Brasil, 2023. 

Unidade Formadora de Colônia 
Avaliação (+) Diluição (+) 

A 0,723 x 104 a -3 0,807 x 104 ns 

B 0,631 x 105 ab -4 0,616 x 105 ns 

C 0,510 x 106 b -5 0,441 x 106 ns 

CV% 39,36 
Legenda: (+) = Dados transformados por BoxCox com lambda igual a 0,4 (as médias resultantes estão 
no Apêndice 1); médias na coluna seguidas de letras diferentes são significativamente distintas pelo 
teste de Tukey a 5% de probabilidade; ns = médias não significativas na coluna a 5% de probabilidade 
de erro conforme ANOVA. 
FONTE: O autor (2024). 
 
Tabela 2. Contagem de unidades formadoras de colônias (UFC) na diluição seriada 1:1000 de mudas de 
Zea mays cultivadas em casa de vegetação em solo não estéril, colhidas 20 dias após a inoculação, 
utilizando meio de cultivo Tryptic Soy Agar (TSA). Curitiba, Brasil, 2023. 

Unidade Formadora de Colônia 
Avaliação Diluição 

A 0,168 x 104 a -3 0,234 x 104 ns 

B 0,107 x 105 ab -4 0,145 x 105 ns 

C 0,168 x 106 b -5 0,639 x 106 ns 

CV% 87,2 
Legenda: Médias na coluna seguidas de letras diferentes são significativamente distintas pelo teste de 
Tukey a 5% de probabilidade; ns = médias não significativas na coluna a 5% de probabilidade de erro 
conforme ANOVA. 
FONTE: O autor (2024). 

CONCLUSÃO 
 Os resultados confirmam a eficácia da inoculação com Azototal e Biotrio na colonização 
bacteriana na rizosfera de Zea mays, independentemente da diluição. Esses achados reforçam a literatura 
sobre o papel das bactérias promotoras de crescimento, destacando a importância da escolha de 
inoculantes e meios de cultivo para práticas agrícolas mais sustentáveis. A colonização inicial das raízes 
é crucial para o crescimento do milho, atribuindo os efeitos positivos às bactérias inoculadas. A 
continuidade dos estudos visa otimizar o uso de meios de cultivo e elucidar os mecanismos desses efeitos 
em diferentes condições. 
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Apêndice 1. Dados transformados por BoxCox em lambda das unidades formadoras de colônias (UFC) 
na diluição seriada 1:1000 de mudas de Zea mays cultivadas em casa de vegetação em solo não estéril, 
colhidas 20 dias após a inoculação, utilizando meio de cultivo Rojo Congo (RC). Curitiba, Brasil, 2023. 

Unidade Formadora de Colônia 
Inoculante Diluição 

A 0,168 x 104 a -3 0,234 x 104 ns 

B 0,108 x 105 b -4 0,120 x 105 ns 

C 0,134 x 106 b -5 0,550 x 106 ns 

CV% 100,61 
Legenda: (+) = Dados transformados por BoxCox com lambda igual a 0,4 (as médias resultantes estão 
no Apêndice 1); médias na coluna seguidas de letras diferentes são significativamente distintas pelo 
teste de Tukey a 5% de probabilidade; ns = médias não significativas na coluna a 5% de probabilidade 
de erro conforme ANOVA. 
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