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Resumo

O objet ivo desse trabalho foi avaliar a capacidade de bactérias 
diazotróficas endofít icas de milho na síntese de ácido indolacético 
(AIA) e solubilização de fosfato de cálcio in vitro. Foram avaliadas 44 
bactérias. Estes isolados foram inoculados em meio Dygs líquido com 
triptofano, em triplicata, e incubadas sob agitação constante (100 rpm) 
durante sete dias. Após esse período, avaliou-se a densidade ótica 
(DO) das culturas (540 nm), ajustando-se a concentração das culturas 
para 0,5. Após o ajuste da DO, alíquotas de 1 mL foram centrifugadas 
durante 3 min a 10.000 rpm. Cem microlit ros de reagente de Salkow ski 
foram adicionados a 150 µL do sobrenadante e incubados no escuro 
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durante 30 minutos e lidos a 530 nm. Para a solubilização de fosfato 
de cálcio, os isolados foram crescidos em meio GL suplementado 
com CaCl2 e K2HPO4. Dentre as bactérias avaliadas, 13 apresentaram 
produção de AIA em meio líquido superior ao apresentado pela estirpe 
de referência. Todos os isolados cresceram no meio GL, no entanto, 
nenhum isolado foi capaz de solubilizar o fosfato de cálcio. Bactérias 
endofít icas diazotróf icas presentes no milho apresentam potencial para a 
promoção do crescimento vegetal por meio da produção de produção do 
ácido indolacét ico.

Palavra-chave: Milho, AIA, Solubilização de Fosfato.

Introdução

Atualmente, várias pesquisas vêm sendo conduzidas com a finalidade de 
encontrar fontes que disponibilizem nutrientes de modo alternativo aos 
fert ilizantes agrícolas (TAIZ; ZIEGER, 2004; GUIMARÃES et al., 2007). 
Nesse sentido, as bactérias capazes de f ixar o nitrogênio atmosférico 
e, ou promotoras de crescimento vegetal têm sido um dos principais 
objetos de estudo.

Alguns estudos têm encontrado respostas posit ivas na produção 
de AIA, hormônio promotor de crescimento produzido por bactérias 
endofít icas diazotróf icas (SILVA et al., 2013). Além da produção de 
hormônios promotores de crescimento, essas bactérias podem auxiliar 
na disponibilização do fósforo para as plantas, solubilizando nutrientes 
insolúveis no solo, como o fósforo, por exemplo.

O milho (Zea mays) é a gramínea mais cultivada no mundo, sendo o 
Brasil o terceiro maior produtor desta cultura (BRASIL, 2015). Esse 
grão se destaca pela sua capacidade de fixação biológica de nit rogênio 
atmosférico (FBN), por meio de bactérias diazotróf icas encontradas no 
interior das raízes e colmos da planta e que contribuem para redução 
do uso de fertilizantes nit rogenados (HUNGRIA et  al., 2010). No 
Submédio do Vale do São Francisco, o milho ‘BRS Caatingueiro’  pode 
ser colonizado por uma grande variedade de bactérias endofít icas 
(NASCIMENTO et al., 2014), no entanto, o potencial destes isolados 
como promotores de crescimento vegetal ainda é desconhecido. Nesse 
contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade de bactérias 
endofít icas isoladas de plantas de milho na síntese de ácido indolacético 
(AIA) e solubilização de fosfato de cálcio.
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Material e Métodos

Foram avaliadas 27 bactérias depositadas na coleção de culturas de 
Micro-organismos de Interesse Agrícola da Embrapa Semiárido. Estes 
isolados foram isolados do milho ‘BRS Caatingueiro’  cultivado no 
Campo Experimental da Embrapa Produtos e Mercados em Petrolina, PE 
durante a feira Semiárido Show  de 2013 (NASCIMENTO et al., 2014). 

As culturas foram avaliadas quanto à capacidade de produzir AIA e de 
solubilizar fosfato de cálcio in vitro. Cada bactéria foi inoculada, a partir 
de uma colônia isolada, em 5 mL de meio líquido Dygs, e incubada 
sob agitação durante 48 horas, para a produção de um pré-inóculo. 
Alíquotas de 1 mL do pré-inóculo foram repicadas em meio líquido 
Dygs suplementado com triptofano, em triplicata, e incubadas sob 
agitação constante (100 rpm) durante sete dias. Após esse período, 
avaliou-se a densidade ótica (DO) das culturas (540 nm), ajustando-se 
a concentração para 0,5. Após o ajuste da DO, alíquotas de 1 mLforam 
centrifugadas durante 3 min a 10.000 rpm. Cem microlitros de reagente 
de Salkowski (2% de FeCl

3
 0,5 M em 35% de ácido perclórico) foram 

adicionados a 150 µL do sobrenadante e incubados no escuro durante 
30 minutos e lidos em espectrofotômetro a 530 nm. Para a est imativa 
da produção de AIA, foi utilizada uma curva padrão, previamente obt ida, 
com concentrações conhecidas de AIA sintético: 0, 50, 100, 150, 200 
e 250 µg.L-1. Os dados foram submetidos à análise de variância e as 
médias comparadas pelo teste de Scott- Knott a 5% de probabilidade, 
utilizando-se o programa Assistat.

A avaliação da capacidade das bactérias em solubilizar fosfato 
inorgânico, in vitro, foi realizada segundo metodologia descrita por 
Sylvester-Bradley et  al. (1982). As bactérias foram repicadas, a partir 
de um pré-inóculo. Para isso, alíquotas de 10 µL foram repicadas em 
triplicata em meio GL sólido contendo: glicose 10 g.L-1, extrato de 
levedura 0,5 g.L-1 e ágar 15 g.L-1. Antes da distribuição em placas, 
foram adicionados ao meio 100 mL.L-1 de cloreto de cálcio (10%) e 50 
mL.L-1 de fosfato de sódio bibásico (10%). O crescimento das colônias 
e, ou a formação de halo foram avaliados cinco dias após a inoculação.

Resultados e Discussão

Dentre as 27 bactérias estudadas, todas foram capazes de sintetizar 
AIA utilizando o t riptofano como precursor em alguma quantidade, 
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sendo que 13 delas foram capazes de produzir quantidades de 
AIA superiores ao produzido pela estirpe de referência (BR 3299 
de Microvirga vignae) (Figura 1). Bactérias isoladas de gramíneas 
apresentam a capacidade de produzir AIA em quantidades variáveis a 
depender das espécies e das est irpes estudadas (KUSS et  al., 2007; 
SILVA et al., 2013). A correlação positiva entre a produção de AIA 
in vitro e a efet ividade na promoção do crescimento vegetal já foi 
demonstrada (COSTA et  al., 2013), indicando o potencial das bactérias 
isoladas do milho avaliadas neste estudo.

Figura 1. Produção de ácido indolacético (AIA) in vitro por isolados diazotróficos endofít icos de 
milho. Colunas da mesma cor não diferem estatist icamente pelo teste Skott-Knott (p< 0,05). 
Barras representam o erro padrão da média.

Apesar de haver isolados potencial para a produção de AIA como 
mecanismo de promoção do crescimento vegetal, nenhuma das 
bactérias avaliadas apresentou a capacidade de solubilizar fosfato de 
cálcio in vitro, apesar de terem sido capazes de crescer no meio GL com 
fosfato de cálcio. Muitas bactérias endofít icas apresentam capacidade 
diferenciada para a promoção do crescimento vegetal, com um ou mais 
mecanismos. Os resultados deste estudo indicam que apesar de as 
bactérias avaliadas não apresentarem capacidade de solubilizar fosfato 
in vitro, as mesmas apresentam outros mecanismos de promoção do 
crescimento vegetal. Para determinar o potencial de inoculação destes 
isolados, avaliações de outros mecanismos de promoção do crescimento, 
bem como experimentos de inoculação podem ser conduzidos.
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Conclusão

Bactérias endofít icas diazotróficas presentes no milho apresentam 
potencial de produção de AIA como mecanismo de promoção 
do crescimento, no entanto, os isolados obtidos não apresentam 
capacidade de solubilizar o fosfato de cálcio.
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