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A imaginação é mais importante que a ciência, porque a 
ciência é limitada, ao passo que a imaginação abrange o mundo inteiro. 
 
Albert Einstein 



RESUMO 
 
 

Bioprospecção de Bacillus spp promotores de crescimento de eucalipto 
 
 

Objetivou-se neste trabalho avaliar características bioquímicas de interesse 
agronômico em isolados de Bacillus sp., originários da rizosfera de eucalipto e seu 
efeito no crescimento de mudas de Eucalyptus urograndis. O projeto foi conduzido 
em condições de laboratório e casa de vegetação. A partir do isolamento de 
bactérias da rizosfera de plantas, oriundas de diferentes municípios da região oeste 
paulista, foram obtidos 127 isolados de Bacillus spp. Foram realizados testes 
bioquímicos para caracterização dos isolados bacterianos quanto ao antagonismo 
de fungos fitopatogênicos, produção de auxinas, produção de amônia e atividade 
enzimática. Na etapa final foi avaliado o potencial dos isolados para promoção de 
crescimento mudas de eucalipto e cultivo das plantas em casa de vegetação durante 
90 dias. Avaliou-se parâmetros de crescimento do eucalipto objetivando-se 
selecionar os melhores isolados e também correlacionar as diferentes variáveis 
analisadas no trabalho. O protocolo de bioprospecção de isolados de Bacillus sp. no 
solo foi válido para se encontrar rizobactérias promissoras para o crescimento de 
Eucalyptus urograndis. Foram selecionados cinco isolados como promissores para 
ação no crescimento de Eucalyptus urograndis. O potencial antagônico a fungos 
fitopatogênicos encontrados nos isolados de rizobactérias foi útil na fase inicial de 
seleção de rizobactérias promotoras do crescimento de eucalipto, pois apresentou 
correlação significativa com o crescimento das plantas. 
 

Palavras-chave: Rizobactérias, Eucalyptus urograndis, Reflorestamento. 

 

 



ABSTRACT 
 
 

Bioprospecting of Bacillus spp growth promoters of eucalyptus 
 
 

The objective of this study was to evaluate biochemical characteristics of agronomic 
interest in isolates of Bacillus sp., Originating from the rhizosphere of Eucalyptus and 
its effect on growth of seedlings of Eucalyptus urograndis. The project was 
conducted under laboratory and greenhouse. From the isolation of bacteria from the 
rhizosphere of plants originating from different municipalities in the region west of 
São Paulo, were obtained from 127 isolates of Bacillus spp. Tests were performed 
biochemical characterization of bacterial isolates on the antagonism of pathogenic 
fungi, production of auxin, ammonia production and enzyme activity. In the final step 
we evaluated the potential of the isolates for growth promotion eucalyptus seedlings 
and growing plants in a greenhouse for 90 days. We evaluated growth parameters of 
Eucalyptus aiming to select the best individual and also correlate the different 
variables at work. The bioprospecting protocol isolates of Bacillus sp. the soil was 
valid to meet rhizobacteria promising for growing Eucalyptus urograndis. Five isolates 
were selected as promising for action on growth of Eucalyptus urograndis. The 
potential antagonistic to pathogenic fungi found in isolates of rhizobacteria helpful in 
the initial selection of plant growth promoting rhizobacteria eucalyptus, it showed 
significant correlation with plant growth. 
 
Keywords: Rhizobacteria, Eucalyptus urograndis, Forestry. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O gênero Eucalyptus é nativo da Austrália e pertence à família 

Myrtaceae. Possui cerca de 600 espécies, além de um grande número de 

variedades e alguns híbridos. O Brasil ocupa a segunda colocação mundial em área 

de cultivo dessa espécie com cerca de cinco milhões de hectares, perdendo apenas 

para a Índia. Em termos de espécies utilizadas em reflorestamentos no Brasil, o 

eucalipto é responsável por cerca de 60% da área ocupada por esta atividade. 

O cultivo de eucalipto tem ocupado grandes áreas agrícolas na região 

oeste paulista com aumento gradativo na última década. Por ser uma espécie de 

cultivo perene as tecnologias que possam ser adotadas na fase de implantação irão 

contribuir com desenvolvimento da cultura ao longo dos anos, podendo ser 

responsáveis por maiores rendimentos na fase da extração da madeira. 

As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas são bactérias 

que habitam o solo e com frequência são isoladas da rizosfera de diversas plantas 

cultivadas. Os efeitos destes microrganismos sobre o crescimento das plantas são 

amplos, incluindo os efeitos benéficos no controle de fitopatógenos no solo, 

emergência de plântulas e crescimento de plantas. Várias espécies de rizobactérias 

têm sido avaliadas em diferentes culturas agrícolas, porém os trabalhos com 

espécies florestais são escassos, necessitando maiores investimentos da pesquisa. 

A seleção de rizobactérias que possam ser utilizadas como inoculantes 

para o eucalipto tem muita importância na atualidade, pois esses microrganismos 

apresentam habilidades de interesse para a manutenção da sanidade e promoção 

do crescimento da cultura. A introdução das rizobactérias na fase inicial do 

crescimento das plantas vai colaborar para o desenvolvimento das plantas na etapa 

mais crítica da cultura que são os primeiros meses onde as plantas estão mais 

suscetíveis ao ataque de patógenos e déficits hídrico e nutricional. Os benefícios 

que as plantas poderão receber a partir da inoculação com as rizobactérias são: 

controle biológico de fitopatógenos, indução de resistência às pragas, maior 

tolerância ao estresse hídrico, maior disponibilidade de nutrientes solúveis no solo, 

entre outros. 

O isolamento de bactérias de plantas cultivadas na região aumenta as 

chances para a seleção de isolados promissores que possam estar mais adaptadas 
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às condições edafoclimáticas regionais e com isto podem contribuir como 

inoculantes para o cultivo do eucalipto em grandes áreas comerciais. 
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2  REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Importância da Cultura do Eucalipto 

 

O Brasil atualmente ocupa a segunda posição no cenário mundial em 

área plantada com espécies do gênero Eucalyptus, totalizando aproximadamente 

cinco milhões de hectares, sendo destinado cerca de 70% desta área cultivada para 

a produção de papel e celulose (ABRAF, 2012).  

A demanda por madeira e a competição de mercados tem estimulado a 

busca de alternativas para o aumento da produtividade dos plantios de Eucalyptus 

spp. A clonagem de genótipos promissores vem possibilitando um importante 

avanço no cultivo intensivo dessa espécie no Brasil (SANTOS, 1994). 

No Brasil hoje os plantios de eucalipto suprem a demanda por madeira 

com propriedades tecnológicas e silviculturais específicas de diversos setores 

industriais, o de papel e celulose, carvão vegetal, postes, moirões de cerca e, mais 

recentemente, o de madeira serrada. A produção de mudas é feita 

preferencialmente por meio da clonagem, pois garante a manutenção plena das 

características da planta-matriz selecionada e a implantação de talhões uniformes 

obtendo uma maior produtividade, incluindo resistência a doenças (ALFENAS et al., 

2004). 

 

2.2 Rizobactérias Promotoras do Crescimento em Plantas 

 

A rizosfera é uma palavra de origem grega criada a partir dos termos 

“rhizo” e “sphera”, expressa o volume de solo que é influenciado pela raiz na 

distância de 1 a 5 mm. Lorenz Hiltner é reconhecido como o primeiro cientista a citar 

o termo "rizosfera" em 1904. Com estudos sobre a germinação e o crescimento de 

plantas de diferentes cultivos (leguminosas e não leguminosas) Hiltner se 

convenceu, que exsudatos radiculares de diferentes  plantas ajudavam o 

desenvolvimento de diferentes comunidades bacterianas. Sua definição de 

"rizosfera" foi centrada na ideia de que a nutrição das plantas é bastante influenciada 

pela composição microbiana da rizosfera (HARTMANN et al., 2008). 

A rizosfera é um ambiente complexo onde as raízes podem interagir 

com as propriedades física, química e biológica do solo (RICHARDSON et al., 2009). 
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Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) são as bactérias 

encontradas na rizosfera, podendo estar na superfície ou em associação com as 

raízes, sendo capazes de aumentar o crescimento da planta de maneira direta ou 

indireta (GALDIANO JR, 2011). Pesquisa sobre as RPCP tem aumentado cada vez 

mais desde que o termo foi utilizado pela primeira vez por Kloepper e colaboradores 

no final de 1970 (VESSEY, 2003). Entre os gêneros mais estudados destacam-se: 

Bacillus, Pseudomonas, Azospirillum e Rhizobium. Os efeitos desses 

microrganismos sobre o desenvolvimento das plantas são amplos, incluindo os 

efeitos benéficos na germinação de sementes, emergência de plântulas e 

crescimento das plantas (LAZZARETI; BETTIOL, 1997). 

Dantas et al. (2009) destacam que na rizosfera as propriedades físico-

químicas apresentam elevada estabilidade e em função da exsudação constante de 

substratos e fatores de crescimento, favorece intensa atividade metabólica e 

gerações da microbiota e permite interações biológicas de competição, predação, 

comensalismo e mutualismo. 

Para as RPCP terem um efeito benéfico no crescimento da planta 

melhorando o estado nutricional do seu hospedeiro, é necessário existir uma relação 

íntima entre a RPCP e a planta hospedeira. As relações entre RPCP e seus 

hospedeiros podem ser categorizadas em dois níveis de complexidade: rizosférico e 

endofítica (VESSEY, 2003). 

As rizobactérias indiretamente podem reduzir ou prevenir os efeitos 

negativos de um ou mais microrganismos patogênicos e, ou, deletérios ao 

crescimento de plantas. Sendo que o efeito direto causado pelas rizobactérias na 

promoção de crescimento geralmente ocorre pela produção de substâncias que 

atuam como reguladores de crescimento da planta, podendo com a interação causar 

mudanças fisiológicas. Estas bactérias também podem proporcionar benefícios 

como aumento da absorção de nutrientes e controle de fitopatógenos (GLICK, 1995; 

COELHO et al., 2007).  

Rizobactérias têm sido utilizadas como inoculantes para biofertilização, 

biorremediação, biopesticidas e bioestimulação. No entanto, o desenvolvimento de 

produtos comerciais utilizando esse grupo de microrganismo para espécies 

agronômicas e florestais tem sido um processo lento, em grande parte por variações 

nas respostas de promoção de crescimento após a bacterização (SHISHIDO; 

CHANWAY, 1998). A fonte dessa variação está relacionada a fatores abióticos e 
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bióticos associados à rizosfera. Dentre os fatores abióticos, a textura, estrutura do 

solo, aeração e pH influenciam o crescimento de plantas e microrganismos do solo e 

intimamente, as respostas de inoculação das plantas com rizobactérias. No entanto, 

as interações bióticas envolvendo o inóculo da bactéria, a comunidade microbiana 

natural do solo e o genótipo das plantas hospedeiras têm afetado a magnitude das 

respostas (CHANWAY; TURKINGTON; HOLL, 1991). 

Nesse sentido, acredita-se que a aplicação de isolados selecionados 

de rizobactérias pertencentes ao seu local de origem estejam mais adaptadas, 

sendo assim, devem promover uma melhor resposta no crescimento de plantas, 

devido ao menor impacto dos fatores abióticos e bióticos. 

 

2.3 Modos de Ação das Rizobactérias 

 

2.3.1 Solubilização de fosfatos 

 

O fósforo (P) é o nutriente que pode limitar o crescimento das plantas, 

sendo imprescindível no metabolismo de plantas e microrganismos (MARTINAZZO 

et al., 2007). Entretanto, os solos podem ter grandes reservas de P total, mas as 

quantidades disponíveis geralmente são uma pequena proporção do total que as 

plantas podem assimilar (STEVENSON; COLE,1999; RICHARDSON et al., 2009). A 

baixa disponibilidade de P para as plantas é devido a grande maioria de P no solo 

está concentrado em formas insolúveis, entretanto as plantas somente podem 

absorver P como ânions ortofosfato, predominantemente em duas formas solúveis, o 

monobásico (H2PO4) e o dibásico (HPO4
-) (GLASS, 1989). 

No solo, o P está sujeito a diversos processos biogeoquímicos que 

alteram sua disponibilidade. Entre estes processos, destaca-se a dissolução das 

formas pouco solúveis de P, tornando-as disponíveis para as plantas (SOUCHIE et 

al., 2007). Bactérias solubilizadoras de fosfato são comuns na rizosfera e a secreção 

de ácidos orgânicos e enzimas do grupo das fosfatases são métodos comuns que 

facilitam a conversão de formas insolúveis de P para formas disponíveis para as 

plantas (KIM et al., 1998). 

A disponibilidade de P na rizosfera é influenciada significativamente por 

alterações no pH e os exsudados de raiz que pode afetar direta ou indiretamente a 

disponibilidade de nutrientes e / ou atividade microbiana (RICHARDSON et al., 2009; 
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RICHARDSON, 1994). A acidificação da rizosfera em resposta ao P tem sido 

demonstrada por uma série de espécies podendo alterar a solubilidade do P 

inorgânico (HINSINGER et al., 2003). 

A acidificação também é comumente associada com a liberação de 

ânions orgânicos o que têm sido amplamente relatado para vários microrganismos. 

Ânions orgânicos podem aumentar ainda mais a mobilização de formas específicas 

de P pouco solúvel (por exemplo, Al-P e Fe-P) através de reações de quelação 

(WHITELAW, 2000). 

Atividade das fosfatases é significativamente maior na rizosfera e é 

considerada como uma resposta das plantas à mobilização do P encontrado nas 

formas orgânicas em resposta a deficiência de P (RICHARDSON et al., 2005). Estas 

enzimas são necessárias para a hidrólise (mineralização) de P orgânico. Na maioria 

dos casos a mineralização do P orgânico é mediada por microrganismos que 

contribuem significativamente na disponibilidade de P para a planta (OEHL et al., 

2004). Dependendo do tipo de solo, as formas orgânicas de P constituem cerca de 

50% do total de P no solo, sendo a forma predominante de P encontrado em 

soluções de solo (SHAND et al., 1994). O P orgânico dissolvido é derivado em 

grande parte a partir da quantidade de microrganismos no solo havendo uma 

relação com a quantidade de ortofosfato, que tem maior mobilidade na solução do 

solo (SEELING; ZASOSKI, 1993). 

O efeito benéfico de inoculantes microbianos para a utilização do P 

orgânico pelas plantas sob condições controladas de crescimento têm sido 

apresentado na literatura (RICHARDSON et al., 2001.). A solubilização de P na 

rizosfera é o modo mais comum de ação sugerido em RPCP, pois aumenta a 

disponibilidade de nutrientes para as plantas hospedeiras. Apesar das rizobactérias 

solubilizadoras de fosfato apresentarem potencial para uso como inoculantes, sua 

aplicação permanece limitada devido à falta de conhecimento sobre ecologia 

microbiana e dinâmica das populações no solo em ambientes não controlados 

(RICHARDSON, 2000). 

Ganhos na nutrição de plantas inoculadas com Bacillus sp também têm 

sido destacados como benefício advindo da presença deste grupo de 

microrganismos na rizosfera. Rodriguez; Fraga (1999) citaram que estirpes do 

gênero Pseudomonas, Bacillus e Rhizobium estão entre as bactérias com maior 

potencial de solubilização de fósforo.  
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2.3.2 Interações microbianas na disponibilidade de nitrogênio 

 

O nitrogênio (N) é um dos principais constituintes das biomoléculas e, 

em sua forma molecular (N2), compõe aproximadamente 80% da atmosfera. O 

nitrogênio do ar mesmo sendo abundante é quimicamente inerte e poucos 

organismos tem a capacidade de utilizá-lo. O N2 não é assimilável pelas plantas, já 

que a maioria das plantas obtém o nitrogênio do solo sob a forma de íon nitrato 

(NO3) e amônio (NH4) (SOUZA; FERNANDES, 2006). No solo o nitrogênio 

disponível para as plantas pode estar na forma de nitrato, amônia, aminoácidos, 

peptídeos e purinas, sendo encontrados transportadores de membranas para todas 

estas formas (WILLIANS; MILLER, 2001). 

Disponibilidade e absorção de nitrogênio ocorrem no solo nas formas 

orgânica e inorgânica, além de marcantes mudanças sazonais é caracterizado por 

uma distribuição heterogênea dentro do solo. Entradas de nitrogênio através de 

reações de fixação (microrganismos simbióticos ou bactérias diazotróficas) e 

transformações de N entre grupos diferentes têm importante implicações para o 

crescimento da planta e também para a perda de N no solo (JACKSON et al., 2008).  

O nitrogênio encontra-se no solo essencialmente na forma orgânica 

(aproximadamente 98%). Este nitrogênio orgânico é, principalmente, o produto da 

biodegradação de plantas e animais mortos, efetivado por bactérias. O N orgânico é 

eventualmente hidrolisado à amônia (NH3) e sais de amônio (NH4), que são 

convertidos em nitritos (NO2) o qual pode ser oxidado à NO3
 pela ação das bactérias 

presentes no solo. A transformação biológica do N orgânico do solo em N 

inorgânico, executada pelos microrganismos heterotróficos do solo é chamada de 

mineralização. A imobilização refere-se ao processo inverso, ou seja, é a 

transformação do N inorgânico em orgânico. Os microrganismos do solo assimilam 

as formas inorgânicas de N para formar os constituintes orgânicos de suas células e 

tecidos. Estudos sobre os mecanismos relacionados com a imobilização e 

mineralização de fertilizantes nitrogenados têm sido relatados por diversos autores 

(SULÇE et al., 1996). 

A mineralização mediada por microrganismos, onde formas orgânicas 

de N são transformadas em amônia (NH4) e da sua subsequente nitrificação a nitrato 

(NO3) é de grande importância para as plantas, sendo que a disponibilidade de N 
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tem influência sobre o comportamento da raiz e dinâmica da rizosfera (SCHIMEL; 

BENNETT, 2004). 

Os aminoácidos podem constituir até metade do total de N solúvel em 

solução do solo (concentrações que variam de 0,1 para 50 mM) e, assim, 

compreender uma parte significativa potencialmente disponível de N para planta 

(CHRISTOU et al., 2005). Aminoácidos na solução do solo ocorrem como um 

resultado de qualquer exsudação direta pelas raízes ou a partir da quebra de 

proteínas e peptídeos a partir de matéria orgânica do solo (JAEGER et al., 1999). 

Além disso, o envolvimento de proteases na digestão de proteínas na superfície da 

raiz tem sido relatado ao longo do tempo, com a possibilidade de absorção direta de 

proteínas por raízes através de endocitose (PAUNGFOO-LONHIENNE et al., 2008).  

 

2.3.3 Produção de ácido 1- carboxílico-1-aminociclopropano (ACC) desaminase 

pelas rizobactérias 

 

O etileno é um gás hidrocarboneto (C2H4), que atua como fitoregulador, 

desempenhando um papel importante na regulação do processo deteriorativo 

intrínseco da planta (WINKLER, 2002). O etileno é um hormônio chave que pode 

inibir alongamento da raiz, senescência e abscisão de vários órgãos e maturação 

dos frutos (GLICK et al., 2007).  

Yang e Hoffman (1984) descreveram a via de biossíntese do etileno, 

onde a metionina é o seu precursor biológico em todas as plantas superiores. Esse 

aminoácido é convertido em etileno pela via de biossíntese que compreende dois 

passos com reações enzimáticas. Na primeira reação, o S-adenosil-metionina é 

convertido em ácido 1- carboxílico-1-aminociclopropano (ACC) pela ação da enzima 

ACC sintetase. Na segunda reação o ACC é então metabolizado pela enzima ACC 

oxidase, por uma reação de oxidação que necessita de O2 e ferro, sendo ativada 

pela presença de CO2 para produzir etileno. 

As RPCP são capazes de estimular o crescimento da planta 

diretamente baixando os níveis de etileno nas plantas através da ação da enzima 

ACC desaminase (PRIGENT-COMBARET et al., 2008). Glick et al. (1998) relataram 

em seu estudo que um dos modos de ação de algumas rizobactérias para estímulo 

ao crescimento das plantas é a produção de ACC desaminase, uma enzima que 

poderia se unir ao ACC, o precursor do etileno em plantas. Assim a atividade ACC 
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desaminase faria diminuir a produção de etileno nas raízes de plantas hospedeiras 

resultando em alongamento da raiz. Em alguns casos, os efeitos de promoção do 

crescimento por RPCP pela atividade ACC desaminase parecem ser bem expressos 

em situações estressantes, como inundação (GRICHKO; GLICK, 2001), solos 

contaminados por metais pesados ou solos salinos (BURD et al., 1998; CHENG et 

al. 2007; FARWELL et al., 2007) e em resposta para fitopatógenos (WANG et al., 

2000). 

 

2.3.4 Controle de fitopatógenos 

 

A rizosfera pode atrair microrganismos que exercem efeitos deletérios 

ou benéficos sobre a planta. Microrganismos que afetam negativamente o 

crescimento e sanidade das plantas são, geralmente, fungos patogênicos, bactérias 

e nematóides enquanto que os microrganismos que são benéficos incluem bactérias 

fixadoras de nitrogênio, fungos micorrizicos e rizobactérias promotoras do 

crescimento (RAAIJMAKERS et al., 2009). 

Várias evidências têm suportado que os microrganismos da rizosfera 

são agentes protetores contra patógenos do solo (MELO, 1991; ROBBS, 1991; 

KLOEPPER, 1999). As rizobactérias podem suprimir as doenças envolvendo vários 

mecanismos de ação como: antagonismo relacionado à produção de antibióticos 

antifúngicos como a iturina em B. subtilis (ARAUJO et al., 2005); competição por 

espaço e nutrientes com fitopatógenos e outros microrganismos prejudiciais na 

rizosfera (PEIXOTO,1997; ROBIN et al., 2008); e resistência induzida, (WALL; 

SANCHEZ, 1993). 

Os trabalhos de pesquisas com o gênero Bacillus tem dado bastante 

importância à área de controle biológico de doenças, onde se tem avaliado 

determinadas espécies deste gênero, como B. subtilis (ARAUJO, 2008). Katz e 

Demain (1977) citam que B. subtilis pode elaborar 66 tipos de diferentes antibióticos, 

em sua maioria polipeptídeos, com efeito inibitório contra bactérias e fungos 

patogênicos. Nesse contexto, a utilização de isolados de rizobactérias no substrato 

de mudas de eucaliptos tem apontado efeito positivo no controle de doenças 

causadas por vários fungos, por meio de indução de resistência (ALFENAS; ZAUZA, 

2002). 
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A indução de resistência sistêmica não confere completa proteção, mas 

protege a planta de vários tipos de fitopatógenos (incluindo agentes patogênicos da 

raiz), sem a necessidade de interação direta entre os microrganismos indutores de 

resistência e o patógeno (ZEHNDER et al., 2001). 

O estudo da resistência de plantas induzidas por rizobactérias, para 

controle de várias doenças, tem mostrado resultados promissores em várias culturas 

(SILVA et al., 2004). Os mecanismos de defesa das plantas podem ser ativados por 

um estímulo apropriado. Geralmente, essa indução de resistência é sistêmica e seu 

efeito pode ser observado em locais da planta distantes do local de aplicação do 

indutor (TEIXEIRA et al., 2005). 

 

2.3.5 Produção de fitoreguladores  

 

Os hormônios vegetais são reguladores naturais de crescimento das 

plantas e influenciam os processos fisiológicos. Constituem-se de moléculas 

pequenas (de 28 a 346 Da); possuem efeitos específicos sobre o crescimento e 

metabolismo das plantas e atuam em baixíssimas concentrações. Os hormônios 

vegetais podem ser classificados como auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e 

ácido abscísico (TAIZ; ZEIGER, 2004; KERBAUY, 2008). 

Entre os fitoreguladores, a auxina (do grego auxein = aumentar) é o 

mais comum encontrada em plantas. O representante do grupo das auxinas mais 

estudado tem sido o acido-indol-acético (AIA). Sua função está relacionada ao 

alongamento de células, estimulando a síntese ou desinibindo a ação de enzimas 

que atuam sobre as microfibrilas da parede celular, o que resulta em aumento da 

plasticidade da membrana; ao passo que é responsável pela formação de raízes 

adventícias no caule e aumento da extensão nas raízes (TAIZ; ZEIGER, 2004; 

RAVEN et al., 1996). Acredita-se que seu efeito benéfico para o crescimento e 

morfologia da raiz seja pelo maior acesso à água e nutrientes do solo (VESSEY, 

2003). 

A produção microbiana de AIA é, em muitos casos, dependente do 

aminoácido triptofano e é realizada em vias biossintéticas. A razão pela quais muitas 

rizobactérias são capazes de produzir auxinas ainda é desconhecida. Alguns 

autores sugerem que estas bactérias possuem um metabolismo relacionado ao 

triptofano e que a biossíntese de AIA é uma detoxificação alternativa, enquanto 
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outros propõem que auxinas possuem alguma função celular (SOLANO et al., 2008). 

Ainda assim, uma visão mutualística desta interação pode ser correta, pois o 

fornecimento de auxinas promove o crescimento de plantas e, desta forma, há mais 

exudatos e mais nutrientes para a bactéria (SOLANO et al., 2008). 

A habilidade para sintetizar fitoreguladores é amplamente distribuída 

entre bactérias associadas a plantas, sendo que cerca de 80 % dos isolados 

bacterianos de rizosferas tem a capacidade de produzir AIA (ZAKHAROVA et al., 

1999). O AIA supostamente não funciona como um hormônio em células bacterianas 

e sua produção pelas bactérias pode ter surgido devido a sua importância na relação 

bactéria-planta (PATTEN; GLICK, 2002) 

Araujo et al. (2005) detectaram a produção de auxinas em duas 

estirpes de Bacillus subtilis as quais proporcionaram benefícios no crescimento de 

soja, além de serem antagonistas de fungos fitopatogênicos a cultura. Teixeira 

(2007) encontrou dois isolados de B. subtilis capazes de produzir ácido indol-acético 

(AIA) in vitro, e quando comparados ao tratamento de miniestacas de eucalipto com 

ácido indol butírico (AIB), estes isolados promoveram incrementos significativos na 

porcentagem de enraizamento e na massa seca do sistema radicular de 

miniestacas. 

 

2.3.6 Gênero Bacillus e seu potencial como promotor do crescimento em 

plantas  

  

O gênero Bacillus (família Bacillaceae) é extremamente heterogêneo, é 

um grupo diversificado de bactérias que são em forma de bastonete, Gram-positivas, 

possui esporos, podem ser aeróbios ou anaeróbios facultativos. A palavra bacilo, de 

uma forma mais geral, também pode ser usada para designar bactérias em forma de 

bastonetes, não necessariamente pertencentes ao gênero Bacillus. A maioria dos 

bacilos são saprófitas. Cada bactéria cria apenas um esporo, que é resistente ao 

calor, frio, radiação, dessecação, e desinfetantes. Bacillus exibem uma variedade de 

habilidades fisiológicas que lhes permitem viver em uma grande variedade de 

habitats, incluindo muitos habitats extremos como areias do deserto, nascentes de 

água quente e solos do Ártico (MURRAY, 2000).  

Bacillus subtilis é uma das principais espécies de rizobactérias de 

importância para o aumento do crescimento de plantas, influenciando positivamente 
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a germinação, desenvolvimento e rendimento da cultura devido à produção de 

substâncias promotoras de crescimento e melhoria na nutrição das plantas 

(SRINIVASAN; PETERSON; HOLL et al., 1996; ARAUJO et al., 2005). 

A promoção de crescimento das plantas mediada por Bacillus spp é 

realizada por meio de vários mecanismos, como a produção de fitoreguladores 

estimuladores do crescimento (DATTA et al., 1982), a mobilização do fosfato 

(FREITAS; BANERJEE; GERMIDA et al., 1997), a inibição da síntese de etileno  

(GLICK et al., 1994), a indução de resistência das plantas contra fitopatógenos  

(RAMAMOORTHY et al., 2001), produção de sideróforos e antibióticos (HARMAN et 

al., 2004) e pela eliminação dos microrganismos deletérios e de seus  metabólitos 

tóxicos presentes na zona radicular (LUZ, 1996). 

Mafia et al. (2007) avaliando a  indução biológica do enraizamento e 

crescimento de eucalipto por isolados de rizobactérias selecionou dois isolados de 

Bacillus subtilis (S1 e 3918 ) que foram mais efetivos para enraizamento e biomassa 

radicular, com incrementos da ordem de 40,6 e 114,2%, respectivamente. 

Verificaram também que a aplicação de isolados de rizobactérias no substrato de 

produção de mudas aumentou o enraizamento e crescimento das mudas, cujos 

incrementos variaram conforme o clone de eucalipto e isolado de rizobactéria 

testados. 

No âmbito da agricultura, existem diversos produtos formulados para o 

controle biológico de fitopatógenos, tendo como ingrediente ativo espécies do 

gênero Bacillus, como exemplo: Bacillus thuringiensis (DIPEL, Abbot Co., USA), 

Bacillus sphaericus (BIOBAC,  ICI, Alemanha)  e B. subtilis (KODIAK, Gustafson Inc., 

USA). Estes produtos têm sido aplicados em vários países do mundo (FERREIRA, 

2010). 
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3 OBJETIVO 

 

Objetivou-se neste trabalho avaliar características bioquímicas, de 

interesse agronômico, em isolados de Bacillus sp., originários da rizosfera de 

eucalipto e seu efeito no crescimento de mudas de Eucalyptus urograndis. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Local de Desenvolvimento dos Trabalhos 

 

O isolamento de Bacillus spp. e caracterização bioquímica foram 

conduzidos no laboratório de microbiologia e fitopatologia da faculdade de Ciências 

Agrárias (FCA) – UNOESTE, Presidente Prudente, SP em 2011. O experimento com 

avaliação do crescimento de plantas foi conduzido na casa de vegetação da 

UNOESTE, em 2011 e 2012. 

 

4.2 Área de Coleta das Plantas 

 

Amostras de raízes foram coletadas de plantas jovens de eucaliptos 

com aproximadamente um ano de idade, sendo acondicionadas em sacos plásticos 

e colocadas sob refrigeração até o momento das análises. Os locais de amostragem 

foram os seguintes municípios: Estrela do Norte (22°29'17"S 51°40'40"W), Iepê 

(22°38'7"S 51°4'34"W), Itororó do Paranapanema - distrito de Pirapozinho 

(22°36'36"S 51°43'15"W), Montalvão - Distrito de Presidente Prudente 

(22°3'6"S  51°20'51"W), Presidente Prudente (22°6'53"S 51°24'47"W), Presidente 

Venceslau (21°47'38"S 51°51'41"W), Sandovalina (22°27'58"S 51°51'59"W) e 

Tarabai (22°21'35"S   51°37'47"W). A localização dos municípios dentro da região 

Oeste Paulista está representada na Figura 1. 

 

 

FIGURA 1- A Região Administrativa de Presidente Prudente 

Fonte: http://juventude.sp.gov.br/portal.php/minha-cidade/reg_presidenteprudente (Adaptado) 
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4.3 Isolamento de Bacillus spp. 

 

No laboratório, a raiz inteira de cada planta coletada foi lavada 

levemente para desprender o solo que estava menos aderido e posteriormente a 

mesma foi fracionada e colocada em frasco erlenmeyer com solução salina 

esterilizada (solução de MgSO4.7H2O 0,01M). O conjunto raiz solo que permaneceu 

aderido foi denominado ambiente rizosférico. Esse conjunto, dentro do frasco foi 

submetido a 30 minutos de agitação em agitador orbital mecânico. Amostras de 1 

mL retiradas do frasco foram submetidas a diluições seriadas em tubos com 10 mL 

de água destilada estéril. Antes do plaqueamento foram submetidas a um choque 

térmico (80oC/20 min) visando selecionar os microrganismos resistentes a este 

tratamento, onde se enquadra o gênero Bacillus (BUCHANAN; GIBBONS, 1975; 

BETTIOL, 1995). O plaqueamento foi realizado com alíquotas de 0,1 mL, coletadas 

nos tubos após o choque térmico e distribuídas em meio AN (ágar nutritivo) com 

incubação por 48 horas, em estufa a 28oC. As bactérias formadoras de colônias nas 

placas foram, então, isoladas e caracterizadas previamente como pertencente ao 

gênero Bacillus, de acordo com a metodologia descrita por Li e Alexander (1988). 

Por este procedimento foi amostrado e constituído um grupo de 127 isolados 

bacterianos pertencentes ao gênero Bacillus originário da rizosfera de eucalipto, 

sendo a seguinte quantidade de isolados em cada local: Estrela do norte (EN) 10 

isolados, Iepê (IE) 11 isolados, Itororó do Paranapanema (IT) 11 isolados, Montalvão 

(M) 10 isolados, Presidente Prudente (PP)15 isolados, Presidente Venceslau (PV) 

39 isolados, Sandovalina (S) 21 isolados, Tarabai (T) 10 isolados. Os mesmos foram 

utilizados nas etapas posteriores. Os 127 isolados foram preservados em meio de 

cultura agar nutriente sob óleo mineral. 

 

4.4 Inibição de Aspergillus niger in vitro 

 

Para avaliar os isolados quanto ao potencial de antagonismo a fungos 

foi utilizado o método de pareamento em placas de Petri contendo BDA 

[batata(250g.L-1):dextrose(10g.L-1):agar(15g.-1)] segundo metodologia descrita por 

Araujo et al (2005). Foi utilizado fungo fitopatogênico Aspergillus niger, que foi 

inoculado pela introdução de discos com micélio, em quatro pontos equidistantes na 

placa de petri com BDA, 24 horas antes da inoculação do Bacillus no centro da 
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placa. Para cada isolado foram preparadas placas em duplicatas. As placas foram 

incubadas em estufa à 28oC por sete dias. Após este período, foram medidos os 

halos de inibição do crescimento em cada isolado em relação ao fungo 

fitopatogênico. 

 

4.5 Avaliação da Produção da Enzima ACC Desaminase  

 

Para estimativa da produção de aminociclopropano carboxilato (ACC) 

desaminase utilizou-se o método descrito por Lucon, Akamatsu e Harakava 

(2008), onde a capacidade de crescimento dos isolados, em presença de ACC, foi 

verificada em meio líquido pela incubação por 48h a 27°C, sob agitação constante. 

Foi utilizado um meio mínimo, com adição de 1-aminociclopropano-1-carboxilato 

(ACC) como única fonte de N (GLICK et al. 1995), com a seguinte composição: 4 g 

de KH2PO4, 10 mg de H3BO4, 6 g de Na2HPO4, 10 mg de MnSO4.7H2O, 0,2 g de 

MgSO4.7H2O, 70 mg de ZnSO4, 1 mg de FeSO4.7H2O, 50 mg de CuSO4, 2 g de 

glicose, 10 mg de MoO3, 2 g de ácido glucônico, 2 g de ácido cítrico, 3 mM de ACC 

e 1 L de água destilada. Foram feitas duas repetições para cada isolado. A avaliação 

final foi realizada pela medição do crescimento bacteriano utilizando-se da leitura de 

absorbância a 595 nm em espectrofotômetro (ROMEIRO, 2007), por comparação da 

leitura final (48 horas) com a do tempo zero.  

 

4.6 Teste de Solubilização de Fosfato 

 

A avaliação dos isolados quanto à solubilização de fosfato foi realizada 

de acordo com o método descrito por Chagas Jr. (2010) utilizando-se meio líquido 

GL, contendo 10 g de glicose, 2g de extrato de levedura, suplementado com 3 g de 

fosfato de arad. Após a inoculação dos isolados no meio de cultura o material ficou 

sob agitação constante no período de 7 dias. Logo após foi retirado 1 mL da solução 

e centrifugado por 10 min a 9000 RPM, sendo que ao sobrenadante foi adicionado 

2ml do reagente de molibdato de sódio. Foram feitas duas repetições para cada 

isolado. A avaliação da solubilização de fósforo pelos isolados foi feita pela medida 

de absorbância da solução a 670 nm em espectrofotômetro.  
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4.7 Determinação de Produção de Amônia pelos Isolados 

 

Foi utilizado o método do reativo de Nessler para análise de produção 

de NH3. O mesmo foi preparado dissolvendo 100 g de iodeto de mercúrio (II) e 70 g 

de iodeto de potássio em 100 mL de água isenta de amônia, adicionando-se uma 

solução fria de 160 g de NaOH em 700 mL de água destilada e elevando a solução 

para um volume de 1L. As bactérias cresceram em meio liquido (caldo nutriente), 

após 24 de incubação foi colocado o reagente de Nessler. Na presença de amônia 

forma-se um precipitado amarelo-acastanhado. Quanto maior a concentração das 

substâncias analisadas aumenta a intensidade da cor. O resultado foi obtido 

efetuando-se a leitura da absorbância (540 nm) em um espectrofotômetro, sendo o 

ensaio realizado em duplicata para cada isolado (MARIANO; SILVEIRA, 2005). 

 

 

4.8 Ensaio para Avaliação de Produção do Hormônio AIA (Acido Indol Acético) 

 

Para avaliação dos isolados de Bacillus sp. quanto ao potencial de 

produção de AIA foi conduzido bioensaio descrito originalmente por Tang e Bonner 

(1947) onde as bactérias foram cultivadas em 50 mL de meio líquido TSB 

(Trypticase Soy Brooth) suplementado com 10 g L-1 de dextrose, 5g L-1 de extrato de 

levedura e 5mM de L-triptófano (1000 ug mL-1). Os isolados foram mantidos a 28o C, 

no escuro sob agitação constante, durante 24 horas. Após este período, foram 

centrifugados a 10000 x g durante 10 minutos, para a obtenção do sobrenadante. A 

quantidade de AIA por mL de cultura foi estimada através da mistura de 5 mL de 

reagente de Salkowski (EHMANN, 1977) com 1 mL do sobrenadante da cultura, 

seguido da leitura da absorbância em 500 nm, após 30 minutos. O ensaio foi 

realizado em duplicata para cada isolado. A concentração de AIA no meio de cultura 

foi determinada pela comparação com uma curva padrão determinada previamente 

com concentrações conhecidas do fitoregulador. 
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4.9 Experimento para Avaliação de Promoção de Crescimento de eucalipto 

 

Todos os 127 isolados de Bacillus que foram caracterizados 

bioquimicamente foram utilizados no experimento final de casa de vegetação para 

avaliação da promoção do crescimento do eucalipto. O cultivo das plantas foi 

realizado em vasos plásticos com 5 kg de solo coletado em área agrícola, o qual 

apresentou os seguintes parâmetros de fertilidade pH (CaCl2)= 5,5; Al (mmolc dm-3) 

= 0; Mat.orgânica (g dm-3)= 12; P (mg dm-3) = 4,5; K (mmolc dm-3)= 2,3; Ca (mmolc 

dm-3) = 23,2; e V(%)= 65,8. Foram utilizadas no experimento mudas clonais de 

Eucalyptus Urograndis com 60 dias de idade com altura média de 20 cm. As 

bactérias foram inoculadas na ocasião do plantio das mudas sendo adicionado, 

próximo das raízes, 0,1 mL de suspensão bacteriana contendo cada isolado na 

concentração de 1,0.108 células por mL. A suspensão bacteriana foi obtida pela 

raspagem de células multiplicadas previamente em tubos com meio de cultura sólido 

(NA). A calibração da concentração de bactérias foi realizada com auxílio do método 

colorimétrico em espectrofotômetro (ROMEIRO, 2007).  

As plantas foram cultivadas durante 90 dias com reposição periódica 

de umidade do solo. Ao final do experimento as plantas foram coletadas e as raízes 

foram lavadas em água corrente para remoção do solo aderido, separando-se o 

sistema radicular da parte aérea das plantas. Posteriormente foi avaliada a massa 

seca das raízes e parte aérea das plantas, após secagem em estufa a 60oC até 4 

obtenção de massa constante. Foi avaliada também a altura das plantas medida 

desde o início do caule até o ápice e o diâmetro do caule, tomada a 2 cm de altura 

do solo. 

O experimento em casa de vegetação foi implantado em blocos 

inteiramente causalizados com quatro repetições, cada parcela foi representada por 

uma planta. 

 

 

4.10 Análises Estatísticas 

  

No estudo das variáveis bioquímicas analisadas nos isolados 

bacterianos foram utilizados histogramas com distribuição da frequência em seis 
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intervalos pré-definidos, visando avaliar o agrupamento dos isolados nas diferentes 

classes. 

Os dados obtidos no experimento de casa de vegetação foram 

analisados estatisticamente pelo programa Sisvar com determinação do valor de F e 

quando o mesmo foi significativo utilizou-se o teste Scott Knott para comparação de 

médias. Foi utilizado também o programa Sigmaplot para efetuar a correlação de 

Pearson entre as variáveis bioquímicas e de crescimento das plantas.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A caracterização dos 127 isolados bacterianos quanto ao antagonismo 

fúngico mostrou que aproximadamente 85 % dos isolados apresentaram pouca ação 

para inibir o crescimento do fungo Aspergillus niger utilizado com referência neste 

critério (Figura 2). Esses isolados ficaram agrupados na menor classe de inibição, 

próxima de zero (0 - 0,6 cm). De acordo com Araujo et al. (2011), em trabalho de 

bioprospecção de rizobactérias promotoras de crescimento em alface foi constatado 

que o antagonismo da rizobactéria a um fungo fitopatogênico é importante critério de 

avaliação para ser utilizado nos programas de seleção de rizobactérias promotoras 

de crescimento de plantas. 

 

 

 
FIGURA 2 – Distribuição de frequência da capacidade de antagonismo de 127 
isolados bacterianos a Aspergillus niger. 

 

 

A avaliação da atividade da enzima ACC desaminase revelou que 

aproximadamente 78% dos isolados foram agrupados na classe de menor 

expressão dessa atividade (Figura 3). Marques et al. (2010) em avaliação de 

isolados bacterianos para promoção de crescimento em milho encontraram  

atividade significativa da ACC desaminase em 50% dos isolados. 

A produção da enzima ACC desaminase por rizobactérias ajuda a 

manter o crescimento e desenvolvimento de plantas sob condições de estresse, 

mesmo durante as infecções causadas por fitopatógenos (SALEEM et al., 2007). 
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Essa enzima tem por função catalisar a clivagem hidrolítica do ACC, molécula 

precursora do etileno, o que causa diminuição no seu nível e, por consequência, 

maior crescimento das raízes (GLICK et al., 1998). 

 

 

 

FIGURA 3 – Distribuição de frequência da capacidade de crescimento dos 127 
isolados bacterianos, em meio mínimo, com adição de 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC). 

 

 

Quanto ao potencial para solubilização de fosfatos encontrado nos 

isolados verificou-se que a maioria apresentou baixos valores detectados pela leitura 

espectrofotométrica (FIGURA 4). Poucos isolados foram classificados nas classes 

de maior potencial nesta característica avaliada. 

Uma parcela importante das rizobactérias é capaz de solubilizar 

fosfatos inorgânicos permitindo a liberação de fósforo assimilável pelas plantas 

(SILVA FILHO, 1998). Sendo possível utilizar tais microrganismos como inoculante, 

já que podem maximizar o desenvolvimento das plantas (SAHIN; ÇAKMAKÇI; 

KANTAR et al.,  2004); (SOUCHIE et al., 2005). 
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FIGURA 4 – Distribuição de frequência da capacidade de solubilização de fosfatos 
em 127 isolados bacterianos. 

 
 

Na Figura 5 é apresentado o desempenho dos isolados quanto a 

produção de amônia. Observou-se que apesar da maioria dos isolados aparecerem 

como positivos nesse quesito poucos foram frequentes nas classes de maiores 

valores.  Marques et al. (2010) também detectaram a produção de amônia em todos 

os isolados bacterianos avaliados para promoção do crescimento em milho. Esses 

autores também afirmaram que a capacidade das espécies bacterianas na produção 

de amônia também colabora para o crescimento das plantas. A amônia além de ser 

uma forma assimilável de N, pode ser mineralizada por alguns microrganismos como 

metabólito secundário e é um composto tóxico a diferentes seres vivos com efeito 

direto contra fitopatógenos (MACAGNAN; ROMEIRO; POMELLA, 2009). 
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FIGURA 5 - Distribuição de frequência da capacidade de produção de amônia em 
127 isolados bacterianos. 

 

Todos os isolados bacterianos avaliados foram considerados positivos 

no ensaio de produção de auxinas (Figura 6). Aproximadamente 85% dos isolados 

foram classificados nos dois primeiros grupos de frequência com valores percentuais 

semelhantes. De acordo com Glick et al. (1995) cerca de 80% de isolados de 

rizobactérias provenientes do solo são hábeis para produzir auxinas. Contudo, 

Teixeira et al. (2007) relataram que em seleção de isolados promissores para 

estimulação de enraizamento em eucalipto apenas 20% produziram auxinas in vitro 

e ainda em baixas concentrações. 

A produção de concentrações maiores de AIA pode ter efeito negativo 

sobre o crescimento e até atuar como um herbicida como o 2,4,diclorofenilacético 

(2,4-D) uma conhecida auxina sintética (TAIZ; ZEIGER, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

F
re

q
u

e
n

c
ia

 r
e
la

ti
v
a

 (
%

) 

Classes (densidade ótica  a 540 nm) 



 
 

 

36 

 

FIGURA 6 – Distribuição de frequência da capacidade de produção auxinas em 127 
isolados bacterianos. 

 

 

 

No resumo da análise de variância da avaliação de crescimento das 

plantas (Tabela 1), encontrou-se que apenas a variável massa seca da parte aérea 

proporcionou valores de F significativo (p<0,05). Observou-se também na variável 

massa seca da raiz a ausência de significância na avaliação aos 90 dias após a 

inoculação das bactérias. A avaliação do enraizamento das plantas tem sido 

priorizada em alguns estudos de inoculação de rizobactérias em eucalipto, 

entretanto estes experimentos têm sido realizados em períodos menores de 20 a 25 

dias após a inoculação das rizobactérias (MAFIA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 

2007). Desta forma pode ter ocorrido estímulo ao enraizamento das plantas no início 

do experimento, mas esta ação pode não ter sido destacada aos 90 dias após a 

inoculação. 
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TABELA 1 - Resumo da análise de variância com valores obtidos pelo teste F nas 
seguintes variáveis: altura, diâmetro do caule, massa seca parte aérea 
e massa seca das raízes de eucalipto inoculado com rizobactérias. 

*Significativo a 5% de probabilidade **significativo a 1% de probabilidade 

 

 

Dos 127 isolados avaliados dentro da variável produção de massa seca 

das plantas, 15 apresentaram potencial para promoção do crescimento do eucalipto 

(Tabela 2). Pode ser observado também que dentro deste grupo de cinco isolados 

(s32, s24, s31,s13, e s25) verificou-se desempenho significativamente maior que os 

outros na promoção de crescimento do eucalipto. Esses isolados também são 

originários da rizosfera de plantas coletadas na mesma localidade (Sandovalina). 

Verificou-se que os isolados bacterianos mais promissores 

proporcionaram aumentos da ordem de 53 a 167% na produção de massa seca na 

parte aérea de Eucalyptus urograndis clonados, quando comparado ao controle. Em 

estudo semelhante Diaz et al. (2009) encontraram 32 estirpes de Bacillus spp em 

132 estirpes avaliadas, com ação de aumento da ordem de 69 a 191% no 

enraizamento de Eucalyptus globulus clonado. Aumentos da biomassa da ordem de 

44% foram encontrados como resultado da inoculação de Bacillus megaterium em 

experimento com mudas de Eucalyptus sp. em vasos (LUCY; REED; GLICK, 2004). 

Em estudo de isolamento e seleção de rizobactérias em Pinus taeda concluiu-se que 

entre as 99 rizobactérias testadas apenas seis foram selecionadas por promoverem 

ganhos que variaram de 10 a 16% no crescimento das plantas (BRUNETTA et al., 

2010). 

 

Fonte de 

variação 

Altura 

(cm) 

Diâmetro 

(cm) 

Massa seca da parte 

aérea (g por planta) 

Massa seca da 

raiz (g por planta) 

Tratamento 1,08 1,16 2,75* 1,29 

C.V. (%) 11,21 15,82 31,56 24,20 
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TABELA 2 – Avaliação de produção de massa seca ((MS) g pl-1) da parte aérea de 
eucalipto inoculado com 127 isolados de rizobactérias. 

 

Isolados MS  Isolados MS Isolados MS Isolados MS 

v128 4,95c v211 7,36c v214 8,37c s14 9,19c 

v325 5,26c s46 7,37c pp33 8,39c t22 9,23c 

v413 5,39c t12 7,38c pp31 8,41c it23 9,25c 

ie23 5,48c v115 7,45c m23 8,42c s41 9,31c 

v322 5,62c s11 7,46c ie25 8,45c m32 9,33c 

ie24 5,94c ie14 7,49c v114 8,46c pp15 9,36c 

v315 6,13c pp25 7,62c v113 8,57c en13 9,37c 

v122 6,15c v111 7,64c v314 8,60c pp12 9,43c 

en11 6,31c s25 7,64c en21 8,61c v422 9,54c 

v412 6,32c v312 7,64c ie21 8,65c t11 9,57c 

v213 6,37c v112 7,75c it31 8,68c m21 9,70c 

v411 6,40c m11 7,79c en12 8,72c it21 9,74c 

v323 6,45c m33 7,80c s44 8,73c en15 9,77c 

v321 6,54c v424 7,83c it22 8,77c it26 9,85c 

en24 6,54c m34 7,85c m13 8,77c v421 9,94c 

v423 6,57c pp11 7,85c ie11 8,77c ie15 9,94c 

en25 6,60c m12 7,86c s12 8,81c s42 10,40c 

v215 6,65c v127 7,87c v313 8,82c s33 11,00b 

v415 6,68c pp22 7,87c v116 8,83c v311 11,25b 

ie22 6,73c t31 7,89c m31 8,86c pp24 11,60b 

v125 6,90c t32 7,92c it12 8,87c s22 11,73b 

t14 6,91c pp14 7,95c m22 8,87c pp34 11,93b 

t13 6,92c pp13 7,95c t21 8,89c pp35 12,39b 

en22 7,05c en23 7,95c pp23 8,91c pp21 12,68b 

it27 7,06c t33 7,95c pp32 8,91c s23 13,41b 

v324 7,08c ie12 8,06c v414 9,03c s15 13,75b 

s45 7,16c s34 8,09c v425 9,06c s21 14,11b 

ie13 7,21c it11 8,12c v426 9,07c s32 14,64a 

ie26 7,21c v123 8,16c it25 9,10c s24 15,68a 

Testemunha 7,25c it24 8,24c v126 9,11c s31 15,72a 

s43 7,27c v212 8,26c t23 9,13c s13 16,30a 

v124 7,36c it32 8,35c en14 9,17c s25 19,17a 

Letras iguais na coluna não diferem estatisticamente pelo teste de Scott-knott a 5% de significância. 
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Com relação à interação entre características bioquímicas encontrados nos isolados 

bacterianos e efeito sobre o crescimento das plantas encontrou-se que a ação de 

antagonismo a fungo e a produção de amônia foram as variáveis bioquímicas que 

apresentaram correlações significativas com a maioria dos parâmetros de 

crescimento das plantas (Tabela 3). Houve correlação positiva significativa a 1% de 

característica de antagonismo das rizobactérias com a massa seca da raiz de 

eucalipto. 

 

TABELA 3 - Correlação de Pearson entre variáveis de crescimento e características 
bioquímicas nas rizobactérias promotoras de crescimento de eucalipto 
selecionadas neste estudo. 

 

Fontes de 
variação 

ACC 
desaminase 

Fosfatase Antagonismo 
Produção de 

amônia 
AIA 

Massa seca 
parte aérea 

-0,228 -0,253 0,305* 0,035 -0,061 

Massa seca 
raiz 

-0,181 0,076 0,689** 0,075 -0,083 

Diâmetro do 
caule 

0,081 0,190 -0,122 0,353* -0,071 

Altura da planta -0,360* 0,205 0,426* 0,382* 0,281 
* e **Significativo a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente. 

 

A maioria dos trabalhos com a utilização de isolados do gênero Bacillus 

na agricultura tem sido relacionado ao controle biológico de fungos fitopatogênicos 

(BETTIOL, 1991) o qual tem sido atribuído com frequência à produção de 

antibióticos (PHAE; SHODA, 1991; ARAUJO et al., 2005). A produção de antibióticos 

em rizobactérias tem sido correlacionada com a eficiência de biocontrole em alguns 

estudos (FENTON et al., 1992). Contudo Mafia et al. (2009) relataram que nem 

sempre a produção de antibióticos pode correlacionar com a eficiência de 

biocontrole. Sobre isto, em estudo de biocontrole de fungos causadores de podridão 

em eucalipto foi encontrado que o isolado de melhor desempenho não se 

caracterizou como de maior antagonismo dos fungos in vitro. Por outro lado, Cunha 

(2006), comprovou que isolados de rizobactérias inibem o crescimento “in vitro” de 

bactérias fitopatogênicas ao Eucalyptus spp., além de promoverem aumento no 

crescimento do sistema radicular e parte aérea dessa espécie.  
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Outro aspecto importante a mencionar é a possibilidade da inoculação 

de Bacillus subtlis no substrato de mudas induzir resistência a doenças como a 

ferrugem do eucalipto (PEREIRA et al., 2008). 

A produção de amônia por rizobactérias pode estar relacionada 

principalmente a dois processos: o primeiro seria a fixação biológica de N 

atmosférico, onde o N2 é transformado em amônia e o segundo seria a produção de 

amônia pela degradação do N orgânico no solo (RICHARDSON, 2009). A inoculação 

de rizobactérias como Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium e Azospirillum pode 

aumentar o crescimento das plantas como resultado da capacidade de disponibilizar 

nitrogênio para as plantas (JOSEPH et al., 2007). Foi comprovado que a ação de 

produção de amônia pelos isolados bacterianos correlacionou-se significativamente 

com a altura e diâmetro do caule das plantas (Tabela 3). 

A utilização de parâmetros bioquímicos para seleção de rizobactérias 

promotoras de crescimento pode ser uma alternativa útil para diminuir o número de 

isolados a serem avaliados em experimentos com plantas. Dessa forma, pode ser 

utilizado, dependendo de cada caso, características que apresentem correlação 

significativa com o crescimento das plantas como critério classificatório para os 

isolados. 

A ocorrência de espécies do gênero Bacillus no solo sob Eucalyptus 

sp. poderia indicar uma afinidade com a rizosfera desse tipo de árvore, já que este 

gênero aparece mais na rizosfera dessa cultura do que no solo sob mata (PEREIRA 

et al., 2008). Segundo Teixeira (2007) alguns isolados bacterianos avaliados como 

promotores de crescimento de plantas apresentaram especificidade ao clone de 

eucalipto empregado, indicando que os isolados que promovem o crescimento de 

uma espécie de planta pode ser ineficaz em outros.  

Os isolados de rizobactérias que foram selecionadas como promotores 

de crescimento do eucalipto devem ser melhores estudados quanto as suas 

características genéticas. Sendo necessários novos estudos a partir da identificação 

desses isolados bacterianos para uso futuro como inoculantes no cultivo do 

eucalipto. 
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6 CONCLUSÕES 

 

O protocolo de bioprospecção de isolados de Bacillus sp. no solo foi 

válido para se encontrar rizobactérias promissoras para o crescimento de Eucalyptus 

urograndis. 

Foram selecionados cinco isolados como promissores para ação no 

crescimento de Eucalyptus urograndis. 

O potencial antagônico a fungos fitopatogênicos encontrados nos 

isolados de rizobactérias foi útil na fase inicial de seleção de rizobactérias 

promotoras do crescimento de eucalipto, pois apresentou correlação significativa 

com o crescimento das plantas. 
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