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Tecnologia biológica para controle de 
Fusarium verticillioides e aumento da 
absorção de N no milho empregando 
Paenibacillus polymyxa

Talles Henrique Pereira Alves1

Gisele de Fátima Dias Diniz2

José Edson Fontes Figueiredo3 
Antônio Marcos Coelho4

Ivanildo Evódio Marriel5

Christiane Abreu de Oliveira-Paiva6

Resumo – O milho é um dos cereais mais produzidos no globo, e é usado 
tanto para o consumo in natura como insumo básico para diversos setores 
do agronegócio. O nitrogênio (N) é um nutriente essencial para obter altas 
produtividades nessa cultura. No Brasil, com solos pobres em nutrientes, a 
importação de adubos nitrogenados chega a representar 75%. Portanto, a 
elaboração e utilização de tecnologias biológicas, que promovem a fixação e 
absorção de N, podem significar uma redução na dependência do mercado 
externo e aumento da produção nacional. Vários microrganismos apresen-
tam atividades antagônicas a patógenos que causam perdas econômicas nas 
culturas. Este estudo teve como objetivos avaliar, in vitro, a atividade antago-
nista de seis isolados de Paenibacillus polymyxa para o controle de Fusarium 
verticillioides e capacidade de formação de AIA pelos isolados. Em casa de 
vegetação, foram avaliados os efeitos de AIA na absorção de N e o cresci-
mento de plantas do milho. Nos testes in vitro, as estirpes de P. polymyxa 
não apresentaram elevadas produções de AIA, porém mostraram um grande 
potencial como agente de biocontrole de F. verticillioides. Em casa de vegeta-
ção, as sementes foram plantadas em vasos de 15 kg de solo com três níveis 
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de adubação nitrogenada (0, 90 e 180 kg.ha-1 de N) e oito tipos de inocula-
ção, sendo seis cepas de bactérias P. polymyxa, um controle sem inoculação, 
além de um controle positivo (A1) contendo Azospirillum sp. Os parâmetros 
analisados foram: Diâmetro Basal do Colmo (DBC), Altura de Plantas (AP), 
Peso de Planta por vaso (PP), Matéria Seca da Parte Aérea (MSPA) e Peso 
Seco das Raízes (PSR). Foram medidos o comprimento (CEsp) e o diâmetro 
(DEsp) das espigas, e o Peso de Mil Grãos (PMG). Em casa de vegetação, o 
milho respondeu significativamente aos níveis de adubação e, dentro de cada 
nível, as estirpes LIS01 em 0 kg.ha-1 de N, LIS07 e LIS08 em 90 kg.ha-1 de N 
destacaram-se em relação ao controle. Com 180 kg.ha-1 de N houve destaque 
apenas no PMG para as estirpes LIS04 e LIS06.

Termos para indexação:fixação biológica de nitrogênio, promoção de cres-
cimento, Paenibacillus, podridão do colmo, Zea mays. 
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Biological technology for Fusarium 
verticillioides control and increasing N 
absorption in corn using Paenibacillus 
polymyxa
Abstract – Maize is one of the most produced cereals globally, being used for 
fresh consumption and as a primary input for agribusiness sectors. Nitrogen 
(N) is an essential nutrient to obtain high yields in this crop. In Brazil, with soils 
deficient in nutrients, the importation of nitrogen fertilizers reaches up to 75%. 
Therefore, the development and use of biological technologies to promote 
the fixation and absorption of N can mean a reduction in dependence on 
the foreign market and an increase in national production. However, several 
microorganisms have antagonistic activities to pathogens that cause economic 
losses in crops. This study aimed to evaluate in vitro antagonistic activity of six 
isolates of Paenibacillus polymyxa against Fusarium verticillioides and their 
ability to produce AIA. Using in vitro tests, strains of P. polymyxa did not show 
high AIA production but showed great potential as a biocontrol agent for F. 
verticillioides. In greenhouse experiment, the seeds were planted in pots of 
15 kg of soil with three nitrogen levels (0, 90, and 180 kg.ha-1 of N), and eight 
types of inoculation: six strains of P. polymyxa, the control without inoculation, 
and the positive control (A1) consisting of Azospirillum sp. The parameters 
analyzed were Basal Stem Diameter (BSD); Plant Height (PH); Plant Weight 
per pot (PWP); Dry Matter of the Aerial Part (DMAP); Dry Root Weight (DRW); 
the length (LE), and diameter (DE), and the weight of a thousand grains 
(WTG). In the greenhouse, corn responded significantly to fertilization levels 
and, within each N level, strains LIS01 in 0 kg.ha-1 of N, LIS07, and LIS08 in 
90 kg.ha-1 of N stood out concerning control. The treatment of 180 kg.ha-1 of 
N highlighted the WTG of strains LIS04 and LIS06.

. 

Index terms: biological nitrogen fixation, growth promotion, Paenibacillus, 
stem rot, Zea mays.
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Introdução

O milho é um dos cereais mais produzidos globalmente, sendo usado para 
o consumo in natura ou como insumo básico para diversos setores do agro-
negócio. O milho é uma cultura exigente em aporte de nitrogênio (N) e a defi-
ciência desse nutriente é um dos fatores mais limitantes para a produção de 
grãos. Isso decorre do fato de que grande parte do N absorvido pela planta 
é exportada para os grãos (Garcia, 2005; Ciampitti et al., 2010). Portanto, 
para que atinja altas produtividades, essa cultura demanda grande quanti-
dade de fertilizante nitrogenado, que tem um custo elevado e, se manejado 
incorretamente, acarreta perdas por processos de lixiviação, volatilização e 
erosão (Saikia; Jain, 2007; Duete et al., 2008). A deficiência desse nutriente 
causa amarelecimento das folhas mais velhas, seguido de clorose; em casos 
mais graves, há perda foliar e deformações na espiga e, consequentemente, 
perda de produtividade (Subedi; Ma, 2009). Por isso, pesquisas envolvendo 
o processo da fixação natural de N são relevantes para atingir objetivos de 
alta produtividade.

Entre as possibilidades para a redução do uso de fertilizantes nitrogena-
dos e aumento na produtividade, estão os Microrganismos Promotores do 
Crescimento de Plantas (MPCP) que, além de aumentarem a fixação de ni-
trogênio e a solubilização de nutrientes, conferem outros benefícios à planta, 
tal como a produção de fito-hormônios (Santner; Estelle, 2009). Além disso, 
MPCP são capazes de produzir compostos antifúngicos e enzimas hidrolíti-
cas que atuam inibindo fitopatógenos (Mabood et al., 2014).

Dentre os fito-hormônios produzidos pelos MPCP, destaca-se o ácido in-
dol-3-acético (AIA), uma auxina que estimula a síntese celular, resultando no 
alongamento de células e na expansão de raízes laterais e pêlos radiculares, 
aumentando a absorção de nutrientes (Taiz; Zeiger, 2004; Silveira 2008). AIA 
pode ser sintetizado por bactérias associadas às plantas, a partir do triptofano 
que está presente nos exsudatos radiculares em diferentes concentrações, 
dependendo do genótipo da planta (Woodward; Bartel, 2005). 

Alguns MPCP apresentam potencial para controlar patógenos de plantas, 
portanto, constituem em alternativa promissora para reduzir a dependência 
no uso de agroquímicos. Além disso, MPCP representam uma opção segu-
ra ao meio ambiente e de baixo custo, quando comparados com métodos 
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convencionais (Silva et al., 2003). No milho, o fungo Fusarium verticillioides 
está associado a doenças que geram grandes perdas econômicas em todo 
o mundo (Desjardins, 2006) e representa um dos principais patógenos que 
ataca toda a planta, provocando apodrecimento de raiz, colmo e espiga, além 
de produzir toxinas que se acumulam nos grãos (Ribeiro et al., 2005; Nerbass 
et al., 2008; Madrigal et al., 2017).

Entre os MPCPs com alto potencial de utilização no biocontrole, desta-
ca-se Paenibacillus polymyxa, que é amplamente estudada como modelo 
de rizobactéria promotora de crescimento de plantas (PGPR), por possuir 
grande variedade de hospedeiros, capacidade de formar endósporos e de 
produzir diversos tipos de antibióticos (Timmusk et al., 2005; Xie et al., 2016; 
Langendries; Goormachtig, 2021). Além disso, ao gênero Paenibacillus é atri-
buído propriedades como a capacidade de disponibilizar nutrientes, produzir 
compostos fenólicos, indólicos e fito-hormônios (Gardener, 2004; Aswathy et 
al., 2013; Xin et al., 2017). Portanto, essa espécie pode atuar simultanea-
mente como antagonista de patógenos radiculares, como bactérias, fungos, 
nematoides, e como biofertilizante (Bloemberg; Lugtenberg, 2001).

O presente estudo teve como objetivos avaliar a ação antifúngica de isola-
dos de P. polymyxa sobre F. verticillioides, a eficiência na promoção de cres-
cimento de plantas por cauda da formação de AIA e do aumento de absorção 
de N em plantas de milho. Representa uma contribuição para atingir a meta 
ODS 12, que visa garantir sistemas sustentáveis de produção de alimentos e 
implementar práticas agrícolas resilientes, que aumentem a produtividade e 
a produção, que ajudem a manter os ecossistemas, que fortaleçam a capa-
cidade de adaptação às mudanças climáticas, às condições meteorológicas 
extremas, secas, inundações e outros desastres, e que melhorem progres-
sivamente a qualidade da terra e do solo; além de contribuir para  reduzir 
significativamente a liberação de produtos químicos  para o ar, água e solo, 
para minimizar seus impactos negativos sobre a saúde humana e o meio 
ambiente.



10 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO  236

Material e Métodos

Microrganismos 

Nesse estudo foram utilizados seis isolados de Paenibacillus polymyxa, 
isolados de sementes de sorgo provenientes da Coleção de Microrganismos 
Multifuncionais e Fitopatógenos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF-MS). Os 
isolados foram previamente identificados pelo sequenciamento parcial do 
gene do 16S rRNA (Tabela 1) e reativados por meio da transferência de alí-
quotas das culturas congeladas a -20 °C e glicerol 20% para o meio TSA 
(Agar Triptona de Soja: 15g/L de triptona, 5g/L de digestão papaica de soja, 
5g/L de cloreto de sódio e 15g/L de Agar, pH 7,3) com incubação a 28 °C por 
48 horas.

Isolado Identificação Similaridade de 
nucleotídios

Código de referência 
GenBank/NCBI

LIS01

LIS02

LIS04

LIS06

LIS07

LIS08

Paenibacillus polymyxa

Paenibacillus polymyxa

Paenibacillus polymyxa

Paenibacillus polymyxa

Paenibacillus polymyxa

Paenibacillus polymyxa

98,48%

98,71%

99,75%

99,32%

97,80%

98,98%

NR_117725.2

NR_114810.1

NR_117725.2

NR_114810.1

NR_117725.2

NR_117724.2

Os isolados de P. polymyxa foram testados para a produção de AIA de 
acordo com a metodologia descrita por Sarwar e Kremer (1995). Para ino-
culação foram adicionados 25 μL de cultura em meio líquido, padronizado a 
108 UFC.mL-1 em 5 mL de meio TSB (caldo soja tripticaseína) + DL-triptofano 
na concentração de 1,0 g.L-1. A incubação foi realizada e mantida a 100 rpm 
a 30 °C por cinco dias. Em seguida, foram adicionados 100 μL do reagen-
te Salkowski em cada amostra, conforme protocolo descrito por Gordon e 
Weber (1951), seguido de incubação por 20 minutos em temperatura ambien-
te, no escuro. A absorbância foi medida a 530 nm.

Tabela 1. Identificação molecular por sequenciamento parcial do gene ribossomal 
16S de seis isolados bacterianos de sementes de sorgo depositados na Coleção de 
Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF).

Produção de Ácido Indol-3-acético (AIA)
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Teste de antagonismo contra F. verticillioides

Foram utilizados dois isolados do patógeno F. verticillioides do milho com 
grande capacidade de produzir fumonisinas (CML2743) e grande agressivi-
dade para plantas de milho (CML2778).

Para o teste de confronto direto, um disco de 5 mm da borda da cultura 
pura do patógeno foi transferido para o centro de uma placa de Petri conten-
do o meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA). Em quatro pontos equidis-
tantes, entre si e do centro da placa, foram adicionados 10µL de suspensão 
bacteriana na concentração aproximada de 108 UFC.mL-1. A medição do raio 
da colônia do fitopatógeno foi realizada na presença e ausência dos micror-
ganismos antagonistas, cerca de sete dias após a incubação a 25 °C com 
fotoperíodo de 12 horas de luz.

Experimento em casa de vegetação

O experimento foi conduzido em casa de vegetação da Embrapa Milho 
e Sorgo, em Sete Lagoas-MG (19º28’S e 44º15’W) para avaliar os efeitos 
da inoculação de cepas de P. polymyxa na produção de biomassa da parte 
aérea (matéria seca), raiz (peso seco), espigas e grãos, usando o híbrido de 
milho P3862h da Pionner. O experimento consistiu em um fatorial 3x8 dis-
posto em delineamento casualizado, com três repetições. Os fatores foram 
os três níveis de N (0, 90 e 180 kg há-1 de N) e oito tipos de inoculação: seis 
cepas de bactérias P. polymyxa (LIS01, LIS02, LIS04, LIS06, LIS07, LIS08), 
um controle sem inoculação (Controle), além de um controle positivo (A1) 
contendo Azospirillum spp. As sementes foram plantadas em vasos com ca-
pacidade de 15 kg de solo do tipo Latossolo Vermelho distrófico típico por 
vaso, com as seguintes características químicas e físicas, antes da aplicação 
de insumos: pH H2O = 5,2; Al = 0,4 cmolc dm-3; Ca = 2,5 cmolc dm-3; Mg = 
0,2 cmolc dm-3; SB (soma de bases) = 11,8 cmolc dm-3; P = 2,2 mg dm-3; K 
= 303 mg dm-3; V (saturação de bases) = 23,2% e teor de argila = 74,0 dag 
kg-1. Aproximadamente 20 dias antes do plantio o solo foi corrigido usando 
calcário dolomítico e gesso agrícola, conforme cálculo da necessidade de 
calagem. A adubação com N foi dividida em três aplicações de ureia; no plan-
tio, 15 e 30 dias pós-emergência, conforme a dose (0, 90 e 180 kg.ha-1 de 
N). Cinco sementes de milho, revestidas com o inóculo bacteriano, foram se-
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meadas em cada vaso, e posteriormente foi realizado o desbaste para duas 
plantas (Figura1).

Os inóculos foram preparados a partir de culturas puras de cada micror-
ganismo. Células de culturas incubadas por 96 horas em meio LB foram co-
lhidas por centrifugação a 10.000 rpm por 10 min, ressuspensas em solução 
de NaCl a 0,85% (p/v) e as densidades ópticas foram ajustadas a 1,0 ab-
sorvância a 540 nm, correspondente a 108 células/mL. Posteriormente, foi 
adicionado Bioma Fix às suspensões, na dose de 1,0 g para cada 20 mL de 
inoculante. 

Após 60 dias foram realizadas medidas de diâmetro basal do colmo (DBC) 
utilizando paquímetro digital e também medidas de altura de plantas (AP). 
A colheita foi realizada aos 90 dias após o plantio e todas as plantas foram 
pesadas para obter o peso de planta por vaso (PP). As raízes e a parte aérea 
foram separadas e secas em estufa de circulação de ar forçado na tempe-
ratura de 65 °C até peso constante, a fim de obter matéria seca da parte 
aérea (MSPA) e peso seco das raízes (PSR). Foram medidos o comprimento 
(CEsp) e o diâmetro (DEsp) das espigas utilizando paquimétro digital, além 

(A) (B) 
 

Figura 1. Plantio de cinco sementes no vaso (A) e desbaste para duas plantas após 
emergência (B).
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do peso de mil grãos (PMG). O material vegetal seco foi moído para análises 
posteriores de macro e micronutrientes nos tecidos.

Resultados e Discussão

Produção de Ácido Indol-3-acético (AIA)

Os seis isolados de P. polymyxa avaliados apresentaram habilidade de 
sintetizar AIA (> 1,0 μg.mL-1) de forma moderada e alta (Figura 1). De acordo 
com a concentração de AIA obtida, tem-se: < 1,0 μg.mL-1 (baixa produção); 
1-10 μg.mL-1 (média produção); 11-50 μg.mL-1 (alta produção) e > 51 μg.mL-1 

(elevada produção) (Kavamura et al., 2013). Os isolados de P. polymyxa 
LIS01 (12,62 μg.mL-1) e LIS02 (8,75 μg.mL-1) apresentaram maior produção 
de AIA, não havendo diferença significativa entre eles (Figura 2).

A capacidade de produção de AIA por P. polymyxa foi testada por Xu e 
Kim (2014), que obtiveram valores variando de 8,7 a 22,1 µg/mL de produ-
ção desse fito-hormônio com a adição de L-triptofano. A menor produção de 
AIA pelos isolados testados em nosso estudo pode ter sido influenciada pelo 
reagente precursor da reação utilizado (DL-triptofano) ou outros fatores am-
bientais e genéticos. Em função disso, novos estudos precisam ser feitos 
para esclarecer as causas dessa variação na habilidade de produção de AIA 
em P. polymyxa. Estudo realizado por Xie et al. (2016), usando análise com-
parativa de 36 genomas de P. polymyxa, demonstrou o grande potencial para 
o emprego dessa espécie na agricultura, pela presença de genes relevantes 
para a promoção do crescimento de plantas como produção de AIA, fixação 
de nitrogênio, solubilização de fosfato, produção de antibióticos e enzimas lí-
ticas e descontaminação ambiental. Em outro estudo realizado in vitro, Din et 
al. (2020) demonstraram o elevado potencial de P. polymyxa para promover 
o crescimento de plantas de milho (Zea mays) pela capacidade de solubilizar 
fosfato e pelo antagonismo contra fitopatógenos. Os estudos mencionados 
destacam-se entre mais de 2.500 publicações demonstrando a importância 
de P. polymyxa para o rendimento de cultivares na agricultura e justificam 
a necessidade de incrementar a busca de novos isolados de P. polymyxa 
visando o seu emprego como inoculantes nos solos de Cerrado brasileiro.
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Teste de antagonismo contra F. verticillioides

As estirpes que apresentaram maior antagonismo em confronto direto 
com F. verticillioides (CML2743) foram LIS08 e LIS04, ambas com média de 
inibição igual a 67,5%. O restante dos isolados apresentou capacidade de 
inibição que variou entre 57,5% e 61,2%. Para F. verticillioides (CML2778), as 
estirpes LIS06 e LIS01 foram as que apresentaram maior antagonismo, com 
65% de inibição; as demais estirpes também inibiram o crescimento do fungo, 
com valores variando de 60% a 63,5% (Tabela 2).

Neste trabalho, todos os isolados de P. polymyxa que produziram AIA nos 
testes in vitro também apresentaram grande capacidade de inibição do fitopa-
tógeno F. verticillioides, o que indica que essa espécie pode atuar na promo-
ção de crescimento vegetal tanto de forma direta quanto indireta. Resultados 
semelhantes foram observados por Din et al. (2020), que demonstraram o 
elevado potencial de P. polymyxa para promover o crescimento de plantas 
de milho (Zea mays) tanto pela capacidade de solubilizar fosfato quanto pelo 
antagonismo contra fitopatógenos.

 
 
Figura 2. Produção de ácido indol-3-acético (AIA) pelos sete isolados de P. polymyxa. 
Os valores representam as médias obtidas para as três repetições. As letras diferem 
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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                           CML2743               CML2778
Tratamento Média PI* (%) Média PI* (%)

Controle

LIS01

LIS02

LIS06

LIS07

LIS04

LIS08

4,00a

1,70b

1,67b

1,60c

1,55c

1,32d

1,30d

-

57,50

58,25

60,00

61,25

67,50

67,50

4,00a

1,42d

1,50c

1,40d

1,62b

1,50c

1,47c

-

65,0

62,5

65,0

60,0

62,5

63,5

Tabela 2. Média do raio da colônia e porcentagem de inibição do crescimento de 
Fusarium verticillioides CML2743 e CML2778 em teste de confronto direto com 
sete isolados de Paenibacillus polymyxa em relação ao controle contendo somente 
Fusarium.

* Porcentagem de inibição obtida pelo teste de confronto direto entre os sete isolados de P. polymyxa e F. 
verticillioides. Letras iguais na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

 
 Figura 3. Teste in vitro com Fusarium verticillioides CML2743, que apresenta grande 

capacidade de produção de fumonisinas, em confronto direto com estirpes de Paeni-
bacillus polymyxa.
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Vários estudos demonstraram que bactérias antagonistas produzem 
substâncias com atividade antifúngica, tais como peptídeos e proteínas, e 
outras substâncias com atividade antimicrobiana (Li et al., 2020). Do mesmo 
modo, tem sido demonstrada a existência de múltiplos mecanismos relacio-
nados com a atividade antifúngica dessas bactérias, incluindo a competição 
por nutrientes, produção de enzimas extracelulares e compostos voláteis que 
inibem o crescimento micelial de fungos (Lal; Tabacchioni, 2009; Hong et al., 
2016). Linhagens de Paenibacillus polymyxa inoculadas no solo produzem 
fito-hormônios e substâncias voláteis que agem no biocontrole de patógenos 
e promovem o crescimento de plantas (Fiddaman; Rossall, 1993; Li et al., 
2020; Langendries; Goormachtig, 2021). 

Herrera et al. (2016) observaram que cepas de Paenibacillus spp., isola-
das de sementes de trigo, foram capazes de inibir o crescimento de F. gra-
minearum em sementes de trigo in vitro, por causa da formação de grande 
quantidade de biofilme. Estas bactérias também podem limitar a liberação de 
exsudatos radiculares, evitando o crescimento de patógenos (Haggag, 2010). 
Naing et al. (2015) avaliaram in vitro uma estirpe de Paenibacillus ehimen-
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Figura 4. Teste in vitro com Fusarium verticillioides CML2778, mais agressivo para co-
lonizar a cultura do milho, em confronto direto com estirpes de Paenibacillus polymyxa.
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sis, e ela produziu compostos orgânicos extracelulares que inibiram F. oxys-
porum, demostrando alta capacidade de antibiose, promovido pelo gênero 
Paenibacillus. Soni et al. (2021), usando a abordagem de análise genômica 
de um isolado de P. polymyxa, demonstraram os atributos genéticos que con-
ferem motilidade, capacidade de colonização de raízes, atividade antagonis-
ta, solubilização de fosfato, e produção de enzimas hidrolíticas, sideróforos e 
compostos orgânicos voláteis. 

Testes usando PCR para amplificar a região conservada de Paenibacillus 
contendo gene fusA revelaram que o isolado analisado (HK4) possuía a ca-
pacidade de produzir fusaricidina, que apresenta atividade inibitória contra 
espécies fúngicas do gênero Fusarium. O uso da técnica de LC-ESI-MS/MS 
(Liquid Chromatography Electrospray Ionization Tandem Mass Spectrometric) 
com extrato cru de HK4 confirmou a presença de fusaricidina e que essa 
substância era o principal metabólito produzido pela linhagem HK4 responsá-
vel pela atividade antifúngica. 

Parâmetros de planta como indicadores do nível de 
nitrogênio na cultura do milho

Neste experimento, a estirpe de Azospirillum spp. foi usada como controle 
positivo, por seu conhecido potencial na disponibilização de nitrogênio para 
as plantas.

Em geral, diante das diferentes dosagens de nitrogênio, foi verificado, pelo 
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, que houve aumento significativo 
e progressivo na maioria das variáveis avaliadas. Para AP, PP e DEsp, a 
média das análises nos níveis de 90 e 180 kg.ha-1 não diferiram significativa-
mente entre si, porém apresentaram valores maiores comparados ao nível 
de 0 kg.ha-1 (Tabela 3). Estes resultados eram esperados, por causa da im-
portância da adubação nitrogenada nesta cultura, envolvendo os parâmetros 
de crescimento em função de doses crescentes, como já observados em 
diversos trabalhos da literatura. 
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Diâmetro basal do colmo - 60 dias (DBC)

Em comparação com o controle não inoculado, o DBC, quando não foi 
feita a adubação com N (0 kg.ha-1), as estirpes LIS01 e LIS02 aumentaram 
em 28,4% e 17,3%, respectivamente, e quando comparado ao controle A1 
aumentaram em 19,6% e 9,2%, respectivamente. Não houve diferença signi-
ficativa entre os tratamentos quando utilizadas as doses de 90 kg.ha-1 e 180 
kg.ha-1 de N em comparação com os controles (Tabela 4).

Inoculação2
60 dias DBC (mm)1

0 kg.ha-1 N 90 kg.ha-1 N 180 kg.ha-1 N

Controle 8,09 a 11,22 a 12,82 a

LIS01 10,39 b 11,99 a 12,26 a

LIS02 9,49 b 11,98 a 12,11 a 

LIS04 8,69 a 11,82 a 11,85 a

LIS06 8,46 a 11,45 a 12,15 a

LIS07 8,98 a 10,93 a 13,49 a

LIS08 8,21 a 10,88 a 11,94 a

A1 8,69 a 12,52 a 12,06 a 

Tabela 4. Média do diâmetro basal do colmo (DBC) aos 60 dias em razão das dife-
rentes fontes de inoculação e níveis de adubação nitrogenada em plantas de milho. 
Letras iguais na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de proba-
bilidade.

1Letras iguais na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
2 O tratamento controle consiste na planta de milho não inoculada com cepas de P. polymyxa e LIS01 a 
LIS07, numeração das cepas avaliadas de P polymyxa e A1 inoculadas com Azospirillum spp.

Altura de planta - 60 dias (AP)

Com 0 kg.ha-1 de N e os inóculos LIS04, LIS02, LIS01, LIS06 e A1, as 
plantas apresentaram tamanho de 78,83 cm; 78,67 cm; 78,50 cm, 74,67 cm 
e 78,00 cm, respectivamente. Nos níveis de 90 e 180 kg.ha-1 de N, não houve 
acréscimo de altura significativo nos tratamentos com inóculos em relação ao 
controle.



20 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO  236

Para a altura de plantas (AP), com 0 kg.ha-1 de N, os inóculos LIS04, 
LIS02, LIS01 e LIS06 apresentaram acréscimo de 11,0%, 10,8%, 10,6% e 
5,2%, respectivamente, em relação ao controle sem inoculação. Já compa-
rando ao controle positivo A1, no nível de 180 kg.ha-1 de N, os inóculos LIS08, 
LIS01 e LIS07 apresentaram aumento significativo de 13,4%, 10,3% e 7,7% 
respectivamente. Para o nível de 90 kg.ha-1 de N, não houve acréscimos de 
altura significativos nos tratamentos com inóculos em relação aos controles 
(Tabela 5). 

Inoculação2
60 dias AP (cm)1

0 kg.ha-1 N 90 kg.ha-1 N 180 kg.ha-1 N

Controle 71,00 a 103,50 b 102,17 b 

LIS01 78,50 b 103,67 b 107,17 b

LIS02 78,67 b 105,00 b  95,50 a

LIS04 78,83 b 95,67 a 99,33 a

LIS06 74,67 b 88,83 a 95,67 a

LIS07 65,67 a 105.50 b 104,67 b 

LIS08 66,67 a 96,33 a 110,17 b 

A1 78,00 b 102,67 b 97,17 a

Peso de planta (PP)

Considerando o nível de N, com 0 kg.ha-1, todos os inóculos conferiram 
acréscimo de peso às plantas, sendo os maiores pesos registrados com os 
inóculos LIS01 e LIS07. Com 90 kg.ha-1 apenas quatro tratamentos tiveram 
valores superiores ao controle, sendo eles: LIS04, LIS08, LIS01 e A1 (Tabela 
6). No nível de 180 kg.ha-1, nenhum tratamento obteve valores superiores ao 
controle sem inoculação (Tabela 6).

Tabela 5. Média de altura de planta (AP) aos 60 dias em razão das diferentes fontes 
de inoculação e níveis de adubação nitrogenada em planta de milho. Letras iguais na 
coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

1Letras iguais na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
2 O tratamento controle consistiu na planta de milho não inoculada com cepas de P. polymyxa e LIS01 a LIS07, 
numeração das cepas avaliadas de P. polymyxa e A1 inoculadas com Azospirillum spp.
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Considerando os níveis de N, com 0 kg.ha-1 de N os inóculos LIS01, 
LIS07, LIS06, LIS08 e LIS02 conferiram acréscimo, em comparação ao con-
trole negativo, de peso às plantas de 67,1%, 45,2%, 42,5%, 42,5% e 38,4%, 
respectivamente, porém em relação ao controle positivo A1 esses inóculos 
não apresentaram acréscimo significativo. Com 90 kg.ha-1 de N apenas dois 
tratamentos tiveram valores superiores aos controles, sendo eles: LIS04 e 
LIS08, com acréscimos em relação ao controle negativo de 23,3% e 14,3%, 
e 18,8%, e 10,5% em relação ao controle positivo A1, respectivamente. No 
nível de 180 kg.ha-1 de N, nenhum tratamento obteve valores superiores ao 
controle sem inoculação e, em alguns casos, houve uma redução do peso 
nos tratamentos, mas, em relação ao controle positivo A1, os tratamentos 
LIS01, LIS07 e LIS04 apresentaram acréscimos de 16,8%, 13,7% e 9,2%, 
respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6. Média de peso de plantas de milho (PP) em razão das diferentes fontes de 
inoculação e níveis de adubação nitrogenada. Letras iguais na coluna não diferem 
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

1Letras iguais na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
2 O tratamento controle consistiu na planta de milho não inoculada com cepas de P. polymyxa e LIS01 a 
LIS07, numeração das cepas avaliadas de P. polymyxa e A1 inoculadas com Azospirillum spp.

Inoculação2
PP (g)1

0 kg.ha-1 N 90 kg.ha-1 N 180 kg.ha-1 N
Controle 243,33 a 443,33 a 510,00 b

LIS01 406,67 b 470,00 a 510,00 b

LIS02 336,67 b 443,33 a 446,67 a

LIS04 303,33 a 546,67 b 476,67 b

LIS06 346,67 b 393,33 a 463,33 a

LIS07 353,33 b 416,67 a 496,67 b

LIS08 346,67 b 506,67 b 433,33 a

A1 350,00 b 460,00 a 436,67 a

Matéria seca da parte aérea (MSPA)

A variação estatística da MSPA em função do inóculo ocorreu somente 
com 180 kg.ha-1 de N, sendo que o aumento foi com a inoculação de LIS08 
(34,32%), LIS02 (32,15%) e A1 (31,96%) que se diferiram significativamente 
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Peso seco de raízes (PSR)

No nível de 180 kg.ha-1 de N, os tratamentos LIS06, LIS07 e LIS01 conferi-
ram acréscimo de 17,8%, 14,4% e 12,2%, respectivamente, no peso seco de 

Tabela 7. Média de matéria seca da parte aérea (MSPA) em razão das diferentes 
fontes de inoculação e níveis de adubação nitrogenada em planta de milho. Letras 
iguais na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

1Letras iguais na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
2 O tratamento controle consistiu na planta de milho não inoculada com cepas de P. polymyxa e LIS01 a 
LIS07, numeração das cepas avaliadas de P. polymyxa e A1 inoculadas com Azospirillum spp.

quando comparados ao controle negativo (Tabela 7), sendo iguais ao controle 
positivo A1.

O tratamento com biofertilizante (P. polymyxa + fosfato) gerou um aumen-
to significativo da matéria seca do feijão-caupi, da ordem de 52%, comparado 
com o solo não inoculado (Silva et al., 2015). Segundo os autores, o incre-
mento da matéria seca pode estar associado diretamente com a produção de 
hormônios de crescimento (giberelinas e auxinas), aumento da disponibilida-
de de ferro e, indiretamente, com os efeitos antagonísticos, a produção de 
antibióticos e a competição por nutrientes, conforme foi demonstrado por Lal 
e Tabacchioni (2009). Outros fatores descritos em outros estudos podem cer-
tamente ter contribuído para o aumento da matéria seca, relatado por Silva 
et al. (2015), tais como a fixação de N e a solubilização de fosfato, além da 
estimulação na absorção de macronutrientes (Ca, P, K e Mg) promovida pela 
inoculação de P. polymyxa (Silva et al., 2006).  

Inoculação2
MSPA (%)1

0 kg.ha-1 N 90 kg.ha-1 N 180 kg.ha-1 N
Controle 25,76 b 28,74 a 29,48 a

LIS01 24,21 a 30,20 a 30,08 a

LIS02 25,75 b 27,91 a 32,15 b

LIS04 26,65 b 26,82 a 29,68 a

LIS06 22,79 a 30,61 a 29,91 a

LIS07 22,88 a 28,41 a 30,83 a

LIS08 24,60 a 28,99 a 34,32 b

A1 25,43 b 29,64 a 31,96 b
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raiz em relação ao controle negativo. Quando comparado ao controle positivo 
A1, os acréscimos no PSR são ainda maiores, com 22,1%, 18,6% e 16,3%, 
respectivamente. Em contrapartida, nenhum tratamento com 0 kg.ha-1 e 90 
kg.ha-1 de N apresentou aumento no PSR, em relação aos controles (Tabela 
8).

Considerando os valores de biomassa da parte aérea e raízes avaliados 
neste trabalho, os isolados foram capazes de aumentar PSR, DBC, altura de 
plantas, peso de plantas e MSPA de forma positiva, dependendo do isolado 
e independentemente da dose de N. Entretanto, dependendo da dose de 
N, um menor número de isolados foi capaz de aumentar o crescimento da 
parte aérea e de raízes em relação ao controle positivo A1, Azospirillum sp, 
espécie esta considerada na literatura como fixadora de N e promotora de 
crescimento para a cultura do milho (Hungria et al., 2011). De forma global, 
o isolado LIS 01 aumentou o peso seco da parte aérea e da raiz, o DBC e a 
altura de plantas com ganhos significativos em relação a A1. E o isolado LIS 
07 aumentou a altura e o peso seco de raízes em relação a A1.

Inoculação2
PSR (g)1

0 kg.ha-1 N 90 kg.ha-1 N 180 kg.ha-1 N
Controle 13,84 a 39,79 b 38,11 a

LIS01 21,41 a 34,49 a 42,74 b

LIS02 16,28 a 32,57 a 32,48 a

LIS04 19,49 a 30,42 a 37,01 a

LIS06 18,09 a 30,03 a 44,88 b

LIS07 18,99 a 32,70 a 43,60 b

LIS08 22,28 a 27,58 a 38,52 a

A1 25,26 a 37,96 b 36,75 a

Tabela 8. Média de peso seco de raiz (PSR) em razão das diferentes fontes de inocu-
lação e níveis de adubação nitrogenada em planta de milho. Letras iguais na coluna 
não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

1Letras iguais na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
2 O tratamento controle consistiu na planta de milho não inoculada com cepas de P. polymyxa e LIS01 a 
LIS07, numeração das cepas avaliadas de P. polymyxa e A1 inoculadas com Azospirillum spp.
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Comprimento de espiga (CEsp)

Em relação ao comprimento de espiga (CEsp), no nível de 90 kg.ha-1 de N, 
destacaram-se os acréscimos proporcionados pelos inóculos LIS04 (19,3%), 
LIS08 (17,5%) e LIS07 (13,8%) em relação ao controle negativo, e, quando 
comparado ao controle positivo A1, apresentaram valores estatisticamente 
semelhantes. Em contrapartida, tanto no nível de 0 kg.ha-1 de N quanto no de 
180 kg.ha-1 de N, nenhuma fonte de inoculação apresentou valores estatisti-
camente superiores aos controles (Tabela 9). 

Diâmetro de espiga (DEsp)

Para o diâmetro da espiga (DEsp) na dosagem de 0 kg.ha-1 de N, foi ob-
servado que todas as fontes de inoculação conferiram aumento de diâmetro 
quando comparadas ao controle negativo, contudo, apenas o inóculo LIS01 
obteve aumento significativo quando comparado ao controle positivo A1, com 
16,7% de aumento. Nos níveis de 90 kg.ha-1 e 180 kg.ha-1 de N, nenhuma 
fonte de inóculo apresentou resultado maior que os controles (Tabela 10).

Tabela 9. Média de comprimento de espiga (CEsp) em razão das diferentes fontes de 
inoculação e níveis de adubação nitrogenada em planta de milho. Letras iguais não 
diferem entre si na coluna pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

1Letras iguais na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
2 O tratamento controle consistiu na planta de milho não inoculada com cepas de P. polymyxa e LIS01 a 
LIS07, numeração das cepas avaliadas de P. polymyxa e A1 inoculadas com Azospirillum spp.

Inoculação2
CEsp (mm)1

0 kg.ha-1 N 90 kg.ha-1 N 180 kg.ha-1 N
Controle 75,34 a 109,97 a 131,60 a 

LIS01 102,07 a 112,32 a 132,41 a 

LIS02 87,91 a 96,26 a 125,10 a

LIS04 82,19 a 131,15 b 135,51 a 

LIS06 91,24 a 106,03 a 119,93 a 

LIS07 89,42 a 125,13 b 126,29 a 

LIS08 74,24 a 128,95 b 115,26 a 

A1 86,58 a 122,09 b 125,56 a 
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Inoculação2
DEsp (mm)1

0 kg.ha-1 N 90 kg.ha-1 N 180 kg.ha-1 N
Controle 18,21 a 34,19 a 36,64 a

LIS01 35,39 d 35,20 a 32,00 a

LIS02 25,78 b 33,09 a 35,03 a

LIS04 28,92 c 32,23 a 35,13 a

LIS06 28,81 c 29,84 a 35,00 a

LIS07 27,40 c 38,42 a 34,36 a

LIS08 24,08 b 32,89 a 32,39 a

A1 30,34 c 35,25 a 35,21 a 

Peso de mil grãos (PMG)

Diante das três doses de nitrogênio testadas associadas às diferentes fon-
tes de inoculação, para o parâmetro peso de mil grãos (PMG), foi observado 
que, na dose de 0 kg.ha-1, apenas dois inóculos influenciaram significativa-
mente o peso de grãos quando comparados com os controles, LIS07 (6,16%) 
e A1 (21,7%) (Tabela 11). Com a dose de 90 kg.ha-1, A1 (185,92 g) LIS08 
(182,14 g) e LIS01 (181,71 g) apresentaram maiores valores em relação ao 
controle. No nível de adubação de 180 kg.ha-1 de N, os isolados LIS04, LIS06, 
LIS07 e o controle A1 incrementaram em 23,4%, 9,9% e 3,0% e 8,9% o peso 
de grãos, respectivamente. Já comparando com o controle positivo A1, nas 
doses de 0 kg.ha-1 e 90 kg.ha-1 de N não houve nenhum inóculo que confe-
riu acréscimo ao PMG, porém no nível de 180 kg.ha-1 o inóculo LIS04 conferiu 
um incremento de peso de 13,3% (Tabela 11). Neste trabalho, a maior pro-
dução de grãos com a inoculação do Azospirillum sp (A1) não dependeu da 
dose de N, e para os isolados de Paenibacillus, o comportamento foi distinto 
em cada dose, entre os isolados, com destaque para LIS04 e LIS 07, que 
também aumentaram o CEsp em relação ao controle negativo. Lembrando 

Tabela 10. Média de diâmetro de espiga (DEsp) em razão das diferentes fontes de 
inoculação e níveis de adubação nitrogenada em planta de milho. Letras iguais na 
coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

1Letras iguais na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
2 O tratamento controle consistiu na planta de milho não inoculada com cepas de P. polymyxa e LIS01 a LIS07, 
numeração das cepas avaliadas de P. polymyxa e A1 inoculadas com Azospirillum spp.
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que, em relação aos parâmetros vegetativos da planta de milho, o isolado 
LIS 07 aumentou também a altura e o peso seco de raízes em relação a A1. 

Tabela 11. Média de peso de mil grãos (PMG) em razão das diferentes fontes de 
inoculação e níveis de adubação nitrogenada em planta de milho. Letras iguais não 
diferem entre si na coluna pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Inoculação2
Peso 1.000 grãos (g)1

0 kg.ha-1 N 90 kg.ha-1 N 180 kg.ha-1 N

Controle 157,57 c 179,04 b 159,52 b

LIS01 157,42 c 181,71 c  149,00 a

LIS02 152,76 b 177,65 b 159,03 b

LIS04 124,92 a 169,63 a 196,90 e

LIS06 152,40 b 171,55 a 175,31 d

LIS07 167,28 d 177,18 b 164,29 c

LIS08 158,15 c 182,14 c 160,43 b

A1 191,82 e 185,92 d 173,83 d 
1Letras iguais na coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
2 O tratamento controle consiste na planta de milho não inoculada com cepas de P. polymyxa e LIS01 a LIS07, 
numeração das cepas avaliadas de P. polymyxa e A1 inoculadas com Azospirillum spp.

Plântulas de milho originadas de sementes inoculadas com P. polymyxa 
apresentaram aumento significativo no crescimento de plantas (35%) e no 
incremento da biomassa (31%), 30 dias após a inoculação (Puri, 2015).  

El-Hadad et al. (2011) demonstraram o caráter multifuncional de P. polymy-
xa ao descreverem os resultados de seus experimentos em que P. polymyxa 
aumentou o significativamente o comprimento do caule, o número de folhas 
por planta e peso da matéria seca das plantas inoculadas (caule e raízes), 
por causa do estímulo na mobilização de nutrientes do solo (nitrogênio, fos-
fato e potássio) e da sua atividade como agente de controle biológico. Outros 
efeitos atribuídos a essa espécie bacteriana também devem ter contribuído 
para os resultados apresentados pelos autores mencionados, como a indu-
ção de resistência sistêmica conferindo proteção às plantas contra estresses 
bióticos e outros tipos de estresse ambiental, conforme relatado por Jeong et 
al. (2019).
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Em resumo, a bactéria Paenibacillus polymyxa apresenta inúmeras van-
tagens para o estabelecimento de uma agricultura sustentável e preservação 
ambiental. O conjunto dos diferentes atributos dessa espécie contribui para 
o crescimento de plantas e aumento da produtividade agrícola. Entre as ati-
vidades comprovadas nessa espécie bacteriana pode-se destacar: 1- a solu-
bilização de fósforo, melhorando a saúde de plantas e do solo; 2- promoção 
da expansão radicular e o crescimento de plantas por meio da produção de 
hormônios tais como citocininas, auxinas, etileno e giberelinas; 3- redução 
da atividade de patogênica de bactérias e fungos promovendo a imunização 
das raízes das plantas; 4- atividade inseticida; 5- fixação de nitrogênio na 
forma de amônia (NH3) que é absorvida pela planta; 6- aumento da poro-
sidade do solo, pela liberação de matéria orgânica e produção de biofilmes 
(Lal; Tabacchioni, 2009; Grady et al., 2016). Essa bactéria também produz 
exo-polissacarídeos (EPS), enzimas hidrolíticas (amilases, celulases, hemi-
celulases, lipases, pectinases, oxigenases, dehidrogenases, enzimas modifi-
cadoras de lignina e mutanases) e antibióticos (polimixina e fusaridicina) com 
vasta aplicação na saúde humana e industrial (Liu et al., 2012; Liang et al., 
2015; Pleszczyńska et al., 2015; Baindara et al., 2016).

Conclusões
Os resultados dos testes in vitro com os seis isolados de P. polymyxa, 

embora não tenham revelado valores elevados para a produção de AIA, mos-
traram grande potencial para o uso desses microrganismos como agentes de 
biocontrole contra F. verticillioides. Duas cepas (LIS01 e LIS06) apresentaram 
inibição de 65% do crescimento do fitopatógeno.

As plantas do milho responderam significativamente aos três níveis de 
adubação nitrogenada e, dentro desses níveis, as plantas também respon-
deram aos diferentes inóculos de forma distinta para cada variável analisada.

Para o nível de 0 kg.ha-1, destacou-se a estirpe LIS01, que forneceu resul-
tados com valores acima do controle em quase todos os parâmetros analisa-
dos, exceto em MSPA e PMG.

Para 90 kg.ha-1, todas as estirpes apresentaram valores superiores ao 
controle não inoculado pelo menos em dois parâmetros. As estirpes LIS07 e 
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LIS08, no entanto, destacaram-se em três parâmetros, são eles AP, CEsp e 
DEsp e PP, CEsp e PMG, respectivamente.

Considerando o nível de 180 kg.ha-1de N, houve variações pouco expres-
sivas em todos os parâmetros analisados, destacando-se apenas o PMG ob-
tido com as estirpes LIS04 e LIS06, que foi expressivamente maior que os 
demais tratamentos.

Analisando todos os dados, LIS 01 apresentou superioridade nos testes 
de antagonismo e na planta, e LIS 07 e LIS 04 apresentaram resultados su-
periores em mais de uma dose de N e em parâmetros vegetativos e de produ-
tividade da planta de milho quando comparadas ao Azospirillum sp.  

Outros parâmetros igualmente importantes para promover o crescimento 
de plantas, tais como fixação de N, capacidade de solubilização de nutrientes 
do solo e a produção de biofilme em plantas, serão estudados futuramente. 

Considerando que a atividade bacteriana, tanto nas condições de labora-
tório como em casa de vegetação, pode variar quando testadas no campo, 
é fundamental que as atividades fungicidas e promotora de crescimento dos 
isolados de Paenibacillus polymyxa sejam testadas nas condições de campo.
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