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RESUMO 

SILVA, MARIA CLARA DE ANDRADE PEREIRA DA. Impacto Da Inoculação Com 

Cepas Da Bactéria Bacillus amyloliquefaciens BV03 Sobre Os Processos 

Fisiológicos De Soja Exposta À Seca. 2019. 32 f. Trabalho de Conclusão de Curso 

(Graduação) – Bacharelado em Ciências Biológicas. Instituto Federal Goiano – 

Campus Rio Verde, Goiás. Rio Verde Goiás, 2019. 

 

A soja é um dos grãos mais consumidos e produzidos mundialmente, portando a 

economia de vários países, principalmente Estados Unidos e o Brasil. Com a 

expansão agrícola, a produção de soja se encontra em toda região brasileira. Desta 

forma, compreendendo a grande responsabilidade que o Brasil tem na produção e 

exportação da soja é importante estudar a fisiologia desta cultivar para que possamos 

estipular metodologias e estratégias para garantir a sobrevivência e produtividade da 

soja nos cenários atuais, os veranicos, e o cenário futuro, mudanças climáticas e 

aquecimento global. Em um estudo, simularam o efeito do aquecimento global sob a 

cultivar de soja e observaram que é efetivamente negativo para produção e 

rendimento da soja, pois o fator limitante para produção é a disponibilidade hídrica e 

no atual e futuro cenário, se observa uma maior frequência de estiagem e restrição 

hídrica. Logo, uma estratégia que as plantas tomam quando em estresse, é o 

fechamento estomático, pois ele limita a perda de água para a atmosfera, porém, se 

for um período de seca muito prolongada e intensa pode ocasionar danos no aparato 

fotossintético, levando a planta até a morte. Neste sentido, para contornar esses 

efeitos negativos, alguns produtores agrícolas estão utilizando de programas agrícolas 

sustentáveis, por exemplo, a utilização de microrganismos promotores de 

crescimentos em plantas, pois eles possuem um potencial de mitigar o efeito 

estressante, principalmente fitopatológico,  e aumentar a produtividade, além disso, 

esses microrganismo são encontrados na própria microbiota, tornando a sua utilização 

sustentável e prática.  Logo, utilizamos a bactéria Bacillus amyloliquefaciens BV03 

(BV03), preparamos uma calda e homogeneizamos as sementes de soja e semeamos 

em solo adubado, dispondo em tratamentos: controle (CT), déficit hídrico (DH), 

controle mais BV03 (CT+BV03) e déficit hídrico mais BV03 (DH+BV03). As plantas 

ficaram submetidas aos tratamentos por 16 dias e após este tempo, avaliamos o 

potencial hídrico, área foliar e altura, parâmetros fisiológicos, concentração de 

pigmentos e danos de membrana.  A partir disso, observamos que as plantas em 

DH+BV03, apresentaram uma maior fotossíntese em relação às plantas em DH, assim 

como maior eficiência na carboxilação e uso da água, sendo assim, o BV03 foi capaz 

de atenuar os danos ocasionados pelo DH evitando a desidratação dos tecidos e 

mantendo o potencial fotossintético das plantas. Neste sentido, o BV03 apresentou 

um grande potencial para utilização em programas agrícolas sustentáveis.  

 

Palavras – chave: Glycine max., Déficit hídrico, Fisiologia vegetal, Fotossíntese.  
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ABSTRACT 

MARIA CLARA OF ANDRADE PEREIRA DA. Impact of Bacillus amyloliquefaciens 

BV03 Strain Inoculation On The Physiological Processes Of Soybean Under 

Drought. 2019. 32 f. Course Conclusion Paper (Undergraduate) - Bachelor of 

Biological Sciences. Goiano Federal Institute - Rio Verde Campus, Goiás. Rio Verde 

Goiás, 2019. 

 

Soybean is one of the most consumed and produced grains worldwide, carrying the 

economy of several countries, mainly the United States and Brazil. With agricultural 

expansion, soy production is found throughout the Brazilian region. Thus, 

understanding the great responsibility that Brazil has in soybean production and 

exportation, it is important to study the physiology of this cultivar so that we can 

stipulate methodologies and strategies to ensure soybean survival and productivity in 

current, summer, and future scenarios. , climate change and global warming. In one 

study, they simulated the effect of global warming on soybean cultivar and found that 

it is actually negative for soybean production and yield, as the limiting factor for 

production is water availability and in the current and future scenario, a higher 

frequency is observed. drought and water restriction. Thus, a strategy that plants take 

when under stress is stomatal closure, as it limits the loss of water to the atmosphere, 

but if it is a very prolonged and intense drought period it can cause damage to the 

photosynthetic apparatus, leading to the plant. until death. In order to circumvent these 

negative effects, some agricultural producers are using sustainable agricultural 

programs, for example, the use of plant growth promoting microorganisms, as they 

have the potential to mitigate the stress effect, mainly phytopathological, and increase 

productivity. Moreover, these microorganisms are found in the microbiota itself, making 

their use sustainable and practical. Therefore, we use the bacterium Bacillus 

amyloliquefaciens BV03 (BV03), prepare a syrup and homogenize the soybean seeds 

and sow in fertilized soil, with treatments: control (CT), water deficit (WD), control  plus 

BV03 (CT + BV03) and water deficit plus BV03 (WD + BV03). The plants were 

subjected to treatments for 16 days and after this time we evaluated the water potential, 

leaf area and height, physiological parameters, pigment concentration and membrane 

damage. From this, we observed that the plants in WD + BV03, presented a higher 

photosynthesis in relation to the plants in WD, as well as greater efficiency in 

carboxylation and water use, thus, the BV03 was able to attenuate the damage caused 

by WD avoiding dehydration of tissues and maintaining the photosynthetic potential of 

plants. In this sense, BV03 has great potential for use in sustainable agricultural 

programs. 

 

Keywords: Glycine max., Water deficit, Plant physiology, Photosynthesis.   
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1 INTRODUÇÃO 

 

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é a leguminosa mais importante cultivada no 

mundo, sendo fonte essencial de nutrientes e, principalmente, proteína e óleo, além 

de ser considerada importante cultura para a produção de biodiesel (PIMENTEL & 

PATZEK, 2007). Atualmente o Brasil é o segundo maior produtor mundial desse grão 

e, apenas em 2018, foram produzidos 116,996 milhões de toneladas de soja em 

território nacional (CONAB, 2019). O plantio da soja nos próximos anos, no entanto, 

pode vir a ser comprometido pelo incremento na ocorrência de eventos de seca em 

todo o mundo (LENG & HALL, 2019). Com efeito, o crescimento e desenvolvimento 

das plantas podem ser afetados por estresses abióticos e/ou bióticos (CHANDRA et 

al., 2018; MARIANO et al., 2013). Entre as diferentes restrições ambientais, a seca é 

o fator abiótico mais limitante na produtividade das culturas (CHAVARRIA et al., 2015). 

Grande parte das oscilações da produção brasileira de soja é atribuída à ocorrência 

de secas prolongadas, sendo estimada, em escala mundial, uma média de redução 

de 50% na produtividade dessa cultura (WANG et al., 2003). Considerando que a seca 

pode se tornar mais frequente e mais intensa a cada ano, segundo as previsões de 

mudanças climáticas, tais reduções de produtividade podem ser agravadas (IPCC, 

2014).       

Plantas expostas ao déficit hídrico podem apresentar alterações em diferentes 

vias metabólicas, o que pode resultar no fechamento estomático, redução do 

crescimento, redução da taxa fotossintética, redução na eficiência do uso da água, 

alteração da partição de fotoassimilados e danos oxidativos, dentre outros (OSAKABE 

et al., 2014). Uma das primeiras respostas das plantas à seca consiste no fechamento 

estomático (NGUYEN et al., 2018). No entanto, embora o fechamento estomático seja 

importante para manter o status hídrico dos tecidos vegetais, ele também limita a 

difusão de dióxido de carbono, diminuindo a disponibilidade dessa molécula para a 

realização do processo fotossintético (NGUYEN et al., 2018). A queda no processo 

fotossintético, por sua vez, limita a disponibilidade de carboidratos para a planta, o 

que resulta em quedas no acúmulo de biomassa e no crescimento (SACK & 

SCOFFONI, 2012). Além disso, o comprometimento do processo fotossintético, bem 

como de outros processos fisiológicos, como a respiração, frequentemente 

desencadeia a formação excessiva de espécies reativas de oxigênio (ROS), as quais 

podem causar danos às membranas, inativação de proteínas e quebra de ácidos 
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nucleicos (OSAKABE et al., 2014). A ocorrência desses danos irá comprometer o 

desenvolvimento vegetal e, não raramente, resulta na morte da planta (OSAKABE et 

al., 2014).       

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) fazem parte da 

população de microrganismos residentes nas plantas que, devido à produção de 

hormônios e outras moléculas, promove o crescimento vegetal, tal associação é a 

tempos conhecida, existindo diversos produtos biológicos a base de BPCP sendo 

comercializados no mundo todo (MARIANO et al., 2013). Com efeito, a utilização de 

bactérias na formulação de inoculantes ou biofertilizantes pode reduzir os custos de 

produção e impacto ambiental e, aumentar a produtividade das culturas (MARIANO et 

al., 2013). Alguns estudos apontaram, ainda, que a inoculação com bactérias é capaz 

de aumentar a tolerância das plantas a agentes estressores, mantendo o crescimento 

vegetal mesmo em condições de déficit hídrico (CHANDRA et al., 2018). No entanto, 

ainda não está totalmente esclarecido como essas bactérias alteram o metabolismo 

vegetal em plantas expostas à seca. 

 Estudar e compreender os mecanismos responsáveis pela tolerância das 

plantas ao déficit hídrico é o primeiro passo para propor novas abordagens, novas 

metodologias e novos produtos agrícolas que auxiliarão na manutenção da 

produtividade frente à eventos recorrentes de seca (LENG & HALL, 2019). De fato, a 

compreensão e o desenvolvimento de novas tecnologias agrícolas capazes de 

aumentar a tolerância das plantas aos estresses são essenciais para garantir a 

segurança alimentar.  Nesse contexto, a utilização de microrganismos representa uma 

alternativa interessante, uma vez que apresenta baixo custo, fácil manipulação, não 

acarreta poluição ou outros tipos de impacto ambiental e danos à saúde humana (SU 

et al., 2017).  

Dentre as BPCP, o gênero Bacillus apresenta eficiente na simbiose com as 

plantas, principalmente quando as mesmas se encontram infectadas por 

microrganismos patogênicos, gerindo assim, um controle biológico (MARIANO et al., 

2013; RODRIGUES, 2019). Além do mais, este gênero apresentou-se eficiente com 

ou sem concomitância com outra BPCP, mitigando os efeitos do estresse nas plantas, 

fornecendo metabólitos e incrementando fitohormonios no organismo (KUMAR et al., 

2016; KIM et al., 2017)). Logo, isto acarreta novas alternativas para uma agricultura 

sustentável (MARIANO et al., 2013). Uma representante deste gênero é a bactéria 

Bacillus amyloliquenfaciens, a mesma vem conquistando seu espaço no mercado por 
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possuir capacidade de controle biológico de pragas, indução de crescimento vegetal 

e aumento de produtividade em plantas de interesse econômico, como cana e milho 

(RODRIGUES, 2019; FERREIRA et al, 2018; FERREIRA, 2018). Neste estudo, 

utilizaremos a B. amyloliquefaciens BV03, um microrganismo disponível na região de 

Rio Verde, que possui um grande potencial de inibir a atividade de fitopatógenos e 

aprimorar os mecanismos de resistência das plantas, além disso, não há muito estudo 

sobre este microrganismo na literatura, logo, esperamos elucidar sua atividade em 

plantas de soja submetidas à seca (DA COSTA FERREIRA, 2019). Considerando 

esses fatos, o presente projeto irá analisar as respostas fisiológicas de plantas de soja 

expostas à restrição hídrica, bem como o impacto da inoculação com bactérias sobre 

esse processo. Dessa forma, o projeto em questão irá auxiliar no desenvolvimento de 

alternativas para manutenção da produtividade em um ambiente em constante 

alteração, contribuindo, portanto, para o desenvolvimento agronômico no Brasil e no 

mundo. 

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Caracterizar o impacto da inoculação com Bacillus amyloliquefaciens BV03 

sobre processos fisiológicos e bioquímicos de plantas de soja expostas à seca.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

• Caracterizar o impacto da seca e da inoculação com Bacillus amyloliquefaciens 

BV03 sobre o potencial hídrico da soja; 

• Determinar o efeito da inoculação com Bacillus amyloliquefaciens BV03 sobre 

o crescimento de plantas de soja expostas à seca;  

• Avaliar o impacto da seca e da inoculação com Bacillus amyloliquefaciens BV03 

sobre a fotossíntese, respiração, fotorrespiração e quantificação de pigmentos; 

•  Determinar o efeito da exposição à seca, na presença ou na ausência de 

Bacillus amyloliquefaciens BV03, sobre a integridade das membranas biológicas.  

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Design experimental 
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O projeto foi conduzido em casa de vegetação do Laboratório de Cultura de 

Tecidos Vegetal no Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde. Sementes de soja 

da cultivar 7487 RR, fornecida pela empresa Cereal Ouro Agrícola – LTDA, foram 

cultivadas em latossolo distrófico na proporção 2:1 (solo:areia), adubado segundo a 

recomendação para soja e disposto em vasos de 6L. A bactéria Bacillus 

amyloliquefaciens BV03, foi fornecida pela empresa Biovalens LTDA.  

As plantas de soja ao atingir o estágio V3 (três trifólios) foram submetidas aos 

tratamentos: controle (plantas irrigadas continuamente); controle + inoculação BV03 

(plantas irrigadas e inoculadas com a bactéria B. amyloliquefaciens BV03); seca 

(suspensão da irrigação até que a água disponível no solo atinja 30% da água 

disponível no controle); seca + inoculação BV03 (plantas submetidas à seca e 

inoculadas com a bactéria B. amyloliquefaciens BV03). Ressaltando que ao início dos 

tratamentos às 09 horas e 49 minutos a temperatura foi 44ºC e 70% de umidade e ao 

fim dos tratamentos às 09 horas e 10 minutos a temperatura e umidade foi de 40ºC e 

42%, respectivamente.  As plantas permaneceram expostas aos tratamentos por 16 

dias, sendo então utilizadas para as análises descritas nos próximos tópicos.  

 

3.2 Inoculação 

Para realização da inoculação de B. amyloliquefaciens BV03, foi preparada 

uma calda de inoculação de forma representativa de campo, ou seja, 600 ml de calda 

(200 ml de bactéria e 400 ml de água normal) para 100 kg de soja, de forma 

proporcional, foi utilizado 60 ml de calda (medindo em uma proveta, 20 ml de bactéria 

e adicionando 40 ml de água normal, após isso, misture até diluir todo o produto). Em 

seguida as sementes foram dispostas dentro de uma sacola plástica para inoculação 

das sementes pelo método de homogeneização, aplicando 3 ml de calda em ½ kg de 

sementes. 

  

3.3 Potencial hídrico       

O potencial hídrico foliar foi determinado em folhas individuais com o auxílio de 

bomba de pressão tipo Scholander, na antemanhã (04:20h) (Ѱam) e ao meio-dia (Ѱmd). 

 

3.4 Área foliar total, altura caulinar e taxa de crescimento absoluto 

Os dados foram coletados de dois em dois dias durante a exposição aos 

tratamentos. Após a coleta não destrutiva, ou seja, a obtenção dos dados com a planta 
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in vivo utilizando-se de régua graduada em centímetros (cm), foram determinados a 

área foliar total, altura do caule total e ao fim, a taxa de crescimento absoluto foliar e 

a taxa de crescimento absoluto caulinar. Neste sentido, para a área foliar total foi 

aplicada a formula: área foliar = (Comprimento do folíolo x Largura do folíolo), após 

isto, foi exercida a seguinte formula para obtenção da área foliar total, considerando a 

forma oval do folíolo: AFT = (AF-((AF*30)/100)), em centímetros quadrado (cm²). Para 

obtenção da altura do caule total (ACT), foi feito a medição com auxílio de régua 

graduada em centímetros (cm). Metodologia adaptada do trabalho de Musa e Usma 

(2016). 

Em relação as taxas de crescimento absoluto; para taxa de crescimento 

absoluto caulinar (TCAC), foi aplicada a seguinte formula: TCAC = (L1 – L2)/(t2 – t1) 

[cm/dia], onde L1 é a medida da altura da planta no tempo t1 e L2 a altura da planta 

no tempo t2. Quanto a taxa de crescimento absoluto foliar (TCAF), foi aplicada a 

seguinte formula: TCAF = (A2 – A1)/(t2 – t1) [cm²/dia] A1 é a área foliar por planta no 

tempo t1 e A2 é a área foliar no tempo t2. (SILVA, BELTRÃO & AMORIM NETO, 2000) 

   

3.5 Fotossíntese, respiração e fotorrespiração         

A taxa de assimilação líquida do carbono (A), a condutância estomática (gs), a 

concentração interna de CO2 (Ci) e a taxa transpiratória (E) foram determinadas em 

sistema aberto, sob luz saturante (1.000 μmol m-2 s-1) e pressão parcial de CO2 de 40 

Pa. Para tanto, foi utilizado um analisador de gases a infravermelho (LI-6400, Li-Cor 

Inc., Nebraska, EUA), equipado com uma fonte de luz azul/vermelho (modelo LI-6400-

02B, LI-COR).        

Com o mesmo analisador a respiração noturna (RN), ou taxa de assimilação 

líquida de CO2 noturna, foi avaliada antes do amanhecer. A respiração mitocondrial 

durante o dia (RD), por sua vez, foi estimada a partir de RN (BAI et al., 2008). Na 

antemanhã, foi obtida a fluorescência mínima (F0) via excitação dos tecidos foliares 

por luz vermelha modulada de baixa intensidade (0,03μmol fótons m-2 s-1). A 

fluorescência máxima (Fm) foi obtida pela aplicação de um pulso de 0,8 s de luz 

actínica saturante (8000 μmol fótons m-2 s-1). A fluorescência variável (Fv) foi 

determinada pela diferença F0 e Fm e a partir desses valores, foi calculado o 

rendimento quântico potencial do fotossistema II (Fv/Fm).          

As folhas foram aclimatadas à luz actínica (1000 μmol fótons m-2 s-1) durante 

60s, a fim de se obter a fluorescência transiente (Fs), seguido por um pulso de luz 
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saturante para estimar-se a fluorescência máxima à luz (Fm’) e, por último, foi aplicado 

um pulso de luz vermelho-distante, para obter-se a fluorescência mínima após 

aclimatação à luz actínica (F0’). Com esses parâmetros, foram calculados a eficiência 

fotoquímica do transporte de elétrons associado ao fotossistema II (φFSII) (Maxwell 

and Johnson, 2000). A taxa de fotorrespiração da Rubisco (PR) foi obtida usando-se a 

fórmula propostas por Epron and Dreyer (1993). 

 

3.6 Determinação da concentração de pigmentos fotossintéticos        

A concentração de pigmentos cloroplastídicos foi determinado por meio da 

extração com dimetilsulfóxido (DMSO), saturado com carbonato de cálcio (CaCO3), 

mediante ajustes da metodologia descrita por Kuki et al. (2005). Três discos foliares 

com diâmetro de 5 mm foram incubados em frascos, envolvidos com papel alumínio 

e vedados, contendo 5 mL da solução de DMSO, por um período de 24 horas a 65 ºC 

em banho-maria. Posteriormente a absorbância da solução de extração foi 

determinada nos comprimentos de onda de 480, 649 e 665 nm por meio de um 

espectrofotômetro UV-VIS (Modelo Evolution 60S, Thermo Scientific, Madison -USA). 

As concentrações de clorofila a (665 nm), b (649 nm) e carotenoides totais (480 nm) 

foram calculadas de acordo com Wellburn (1994) e expressos por área. A clorofila 

total foi calculada pelo somatório das concentrações das clorofilas a e b. 

 

3.7 Extravasamento de Eletrólitos 

Para avaliar a estabilidade das membranas celulares, 10 discos foliares foram 

retirados de cada planta, os quais foram lavados previamente (2 vezes) em água 

desionizada. A seguir, os discos foram colocados para flutuar em frascos contendo 30 

ml de água desionizada. As amostras foram incubadas por 6 h, à temperatura 

ambiente, e a condutividade foi avaliada utilizando o Conductivity Meter (Modelo 

Instrutherm CD-850). A seguir esses frascos foram colocados na estufa a 90ºC, onde 

permaneceram por 1 h, período após o qual a leitura foi feita novamente. A 

condutividade foi expressa em porcentagem da condutividade total (frascos a 90ºC). 

 

3.8 Análises estatísticas        

Os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental 

inteiramente casualizado, com cinco repetições, sendo os dados submetidos à 

ANOVA e as médias calculadas pelo teste SNK, a 5% de probabilidade. As análises 
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estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa estatístico Sisvar Versão 5.7 

(Dex/UFLA) . 

4 RESULTADOS 

 

4.1 Relações hídricas  

A exposição das plantas à seca alterou o potencial hídrico na antemanhã nas 

plantas de soja, ocasionando uma maior desidratação dos tecidos em relação as 

plantas irrigadas continuadamente (Figura 1A). O potencial hídrico do meio dia, por 

outro lado, foi mais negativo nas plantas expostas apenas ao DH, tendo a inoculação 

com BV03 atenuado esse efeito danoso da seca, mantendo o potencial hídrico similar 

ao controle (Figura 1B). 

 

Figura 1 – Potencial hídrico na antemanhã (A) e ao meio dia (B) em plantas Glycine 
max submetidas à seca, tratadas e não tratadas com Bacillus amyloliquefaciens BV03. 
CT - controle (plantas irrigadas continuamente); DH - déficit hídrico (30% de água 
disponível no solo); BV03 - controle + inoculação BV03 (plantas irrigadas e inoculadas 
com a bactéria B. amyloliquefaciens BV03); DH – déficit hídrico + inoculação BV03 
(plantas submetidas à seca e inoculadas com BV03). Médias seguidas pelas mesmas 
letras não diferem entre si de acordo com o teste SNK a 0,05 % de probabilidade. As 
barras estatísticas indicam o desvio padrão entre os tratamentos.   
  

4.2 Análises morfológicas e de crescimento 

A inoculação das plantas controle com BV03 estimulou um aumento da área 

foliar no início do experimento, sendo estatisticamente superior três dias após a 

imposição do estresse. Essa diferença entre controle e controle inoculado deixou de 

ser significativa ao longo do experimento. Em relação à restrição hídrica, observou-se 

que, até o décimo primeiro dia após o início dos tratamentos, as plantas expostas ao 

estresse foram capazes de manter área foliar estatisticamente igual ao controle. No 

décimo quinto dia, no entanto, a área foliar das plantas expostas à seca, tanto 

isoladamente quanto em conjunto com BV03, foi consideravelmente menor do que 
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nos demais tratamentos (Tabela 1). Em relação à altura do caule, foram observadas 

diferenças apenas no tratamento DH+BV03, o qual apresentou altura menor do que 

os demais tratamentos a partir do décimo primeiro dia de experimento (Tabela 2). 

 

Tabela 1 – Área foliar total em plantas Glycine max submetidas à seca, tratadas e não 
tratadas com Bacillus amyloliquefaciens BV03. CT - controle (plantas irrigadas 
continuamente); DH - déficit hídrico (30% de água disponível no solo); BV03 - controle 
+ inoculação BV03 (plantas irrigadas e inoculadas com a bactéria B. amyloliquefaciens 
BV03); DH – déficit hídrico + inoculação BV03 (plantas submetidas à seca e 
inoculadas com BV03).  
 

ÁREA FOLIAR TOTAL  (cm2) 

TRATAMENTO 3º DIA 7º DIA 11º DIA 15ºDIA 

CT 364,01 b 448,04 a 547,93 ab 762,84 a 

BV03 295,12 b 334,78 a 369,73 b 442,83 b 

DH 500,3 a 535,92 a 681,73 a 885,37 a 

DH+BV03 297,62 b 390,99 a 381,57 b 410,87 b 

 
* Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si de acordo com o teste 
SNK a 0,05 % de probabilidade. As barras estatísticas indicam o desvio padrão entre 
os tratamentos.    
 
Tabela 2 – Altura do caule em plantas Glycine max submetidas à seca, tratadas e não 
tratadas com Bacillus amyloliquefaciens BV03. CT - controle (plantas irrigadas 
continuamente); DH - déficit hídrico (30% de água disponível no solo); BV03 - controle 
+ inoculação BV03 (plantas irrigadas e inoculadas com a bactéria B. amyloliquefaciens 
BV03); DH – déficit hídrico + inoculação BV03 (plantas submetidas à seca e 
inoculadas com BV03).  
 

ALTURA DO CAULE (cm) 

TRATAMENTO 3º DIA 7º DIA 11º DIA 15ºDIA 

CT 16,4 a 19,3 a 21,4 a 24,7 a 

BV03 16,2 a 17 a 19,2 ab 21,7 ab 

DH 16,6 a 16,9 a 20,6 ab 22,3 ab 

DH+BV03 16,9 a 19 a 18,7 b 19,5 b 

 
*Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si de acordo com o teste 
SNK a 0,05 % de probabilidade. As barras estatísticas indicam o desvio padrão entre 
os tratamentos.    
 

No parâmetro de taxa de crescimento absoluto caulinar foi observado que os 

tratamentos diferiram quanto ao controle  e que os tratamentos submetidos à seca 

diferiram entre si, observando que as plantas submetidas à seca inoculadas 

apresentaram menor crescimento que o tratamento DH (Figura 3A). Quanto a taxa de 
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crescimento absoluto foliar, a exposição à seca atuou negativamente na área foliar 

das plantas, sendo assim, os tratamentos controles diferiram dos tratamentos com 

plantas submetidas à seca (Figura 3B). 

   

Figura 2 – Taxa de crescimento absoluto caulinar (A) e taxa de crescimento absoluto 
foliar (B) em plantas Glycine max submetidas à seca, tratadas e não tratadas com 
Bacillus amyloliquefaciens BV03. CT - controle (plantas irrigadas continuamente); DH 
- déficit hídrico (30% de água disponível no solo); BV03 - controle + inoculação BV03 
(plantas irrigadas e inoculadas com a bactéria B. amyloliquefaciens BV03); DH – 
déficit hídrico + inoculação BV03 (plantas submetidas à seca e inoculadas com BV03). 
Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si de acordo com o teste SNK 
a 0,05 % de probabilidade.  As barras estatísticas indicam o desvio padrão entre os 
tratamentos.   
 

4.3 Fotossíntese, respiração e fotorrespiração 

Em relação a primeira etapa da fotossíntese representadas pelos parâmetros 

de fluorescência, a fluorescência mínima (F0) e a máxima (Fm) nas plantas submetidas 

a déficit hídrico e tratadas com B. amyloliquefaciens apresentaram maiores valores  

em relação as plantas controles e o tratamento DH (Figura 4A e B). Partindo para 

relações de indicadores de estresse, observamos que no rendimento quântico basal 

dos processos não fotoquímicos (F0/Fm), as plantas submetidas ao déficit hídrico 

tiveram um incremento em relação as plantas controles, indicando assim, que de fato 

estas plantas estavam estressadas (Figura 4C). Já no rendimento quântico potencial 

do fotossistema II (Fv/Fm), as plantas submetidas à seca apresentaram um menor 

rendimento em relação as plantas controles, sendo assim, foi observado que o 

microrganismo não conseguiu atenuar o efeito do estresse nas plantas do tratamento 

DH+BV03 como era esperado (Figura 4D).  

Em relação a dissipação não-fotoquímica (NPQ), ou seja, a dissipação de 

energia em forma de calor, foi observado que nas plantas submetidas à seca tratadas 

com B. amyloliquefaciens apresentaram uma maior dissipação em relação as plantas 
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controles inoculadas, por outro lado, não houve diferença entre os tratamentos quando 

comparado ao tratamento controle (Figura 4E), este último resultado se observa 

novamente no parâmetro de taxa de transporte de elétrons (Figura 4F).  Quanto a taxa 

de transporte de elétrons no fotossistema II (ΦPSII), não houve diferença entre os 

tratamentos (Figura 4G) e quanto a ΦPSII/ΦCO2, as plantas do tratamento déficit 

hídrico gastava muito mais energia que os demais tratamentos para fixar o carbono 

(Figura 4H). 
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Figura 3 – Análises dos parâmetros fisiológicos:  fluorescência mínima (A); 
fluorescência máxima (B); rendimento quântico basal dos processos fotoquímicos (C); 
rendimento quântico máximo do fotossistema II (D); dissipação não fotoquímica (E); 
taxa de transporte de elétrons (F); taxa de transporte de elétrons no fotossistema II 
(G); e razão entre a taxa de transporte de elétrons do fotossistema II e eficiência 
quântica de assimilação de carbono (H) em plantas Glycine max submetidas à seca, 
tratadas e não tratadas com Bacillus amyloliquefaciens BV03. CT - controle (plantas 
irrigadas continuamente); DH - déficit hídrico (30% de água disponível no solo); BV03 
- controle + inoculação BV03 (plantas irrigadas e inoculadas com a bactéria B. 
amyloliquefaciens BV03); DH – déficit hídrico + inoculação BV03 (plantas submetidas 
à seca e inoculadas com BV03). Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem 
entre si de acordo com o teste SNK a 0,05 % de probabilidade. As barras estatísticas 
indicam o desvio padrão entre os tratamentos.   
 

  A exposição das plantas ao déficit hídrico afetou negativamente a assimilação 

líquida de carbono (A), embora a inoculação com BV03 tenha atenuado, ainda que 

parcialmente esse efeito danoso da seca (Figura 5A). Observamos também que as 

plantas submetidas ao déficit hídrico, isoladamente ou em conjunto com BV03, 

apresentaram uma baixa transpiração (E), o que reflete o decréscimo na condutância 

estomática (gs) nesses tratamentos (Figura 5C). Além do mais, de acordo com os 

parâmetros de eficiência do uso da água (A/gs), o tratamento de plantas submetidas 

à seca em conjunto com a BV03 apresentou maior eficiência em relação ao tratamento 

controle; aos demais tratamentos, não diferiram entre si (Figura 5D). Cabe ressaltar, 

ainda, que plantas em déficit hídrico e inoculadas com B. amyloliquefaciens 

apresentaram maior eficiência de carboxilação (A/Ci) em comparação com plantas 

expostas à seca isoladamente (Figura 5E). Padrão de resposta similar foi observado 

para a eficiência quântica da assimilação de CO2 (ΦCO2), sendo que as plantas 

submetidas ao déficit hídrico e tratadas com o microrganismo apresentaram valores 

mais elevados para esse parâmetro do que as plantas submetidas apenas ao déficit 

hídrico (Figura 5F). Os demais parâmetros analisados, como a concentração interna 

de CO2 (Ci) e a razão entre a concentração externa e interna de CO2 (Ci/Ca) (Figuras 

4G e H) não apresentaram diferenças em nenhum dos tratamentos analisados.  
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Figura 4 – Análises dos parâmetros fisiológicas: assimilação carbônica (A); 
transpiração (B); condutância estomática (C); uso eficiente da água (D); eficiência de 
carboxilação (E);  taxa de assimilação de carbono pelo fotossistema II (F); 
concentração interna CO2 (G); razão entre concentração interna e externa de CO2 (H) 
em plantas Glycine max. submetidas à seca, tratadas e não tratadas com Bacillus 
amyloliquefaciens BV03. CT - controle (plantas irrigadas continuamente); DH - déficit 
hídrico (30% de água disponível no solo); BV03 - controle + inoculação BV03 (plantas 
irrigadas e inoculadas com a bactéria B. amyloliquefaciens BV03); DH – déficit hídrico 
+ inoculação BV03 (plantas submetidas à seca e inoculadas com BV03). Médias 
seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si de acordo com o teste SNK a 0,05 
% de probabilidade. As barras estatísticas indicam o desvio padrão entre os 
tratamentos.   
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Em relação a fotorrespiração, as plantas expostas ao déficit hídrico apresentaram uma 

maior taxa fotorrespiratória quando comparada com o tratamento controle e quanto 

aos demais tratamentos, não foram observadas alterações significativas (Figura 6A). 

Por outro lado, nos parâmetros de respiração noturna e mitocondrial (RN e RD) não 

foram observadas diferenças em nenhum dos tratamentos analisados (Figura 6B e C).  

 

 Figura 5 – Análises de fotorrespiração (A), respiração noturna (B) e diurna (C) em 
plantas Glycine max submetidas à seca, tratadas e não tratadas com Bacillus 
amyloliquefaciens BV03. CT - controle (plantas irrigadas continuamente); DH - déficit 
hídrico (30% de água disponível no solo); BV03 - controle + inoculação BV03 (plantas 
irrigadas e inoculadas com a bactéria B. amyloliquefaciens BV03); DH – déficit hídrico 
+ inoculação BV03 (plantas submetidas à seca e inoculadas com BV03). Médias 
seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si de acordo com o teste SNK a 0,05 
% de probabilidade. As barras estatísticas indicam o desvio padrão entre os 
tratamentos.   
 

4.4 Determinação da concentração de pigmentos fotossintéticos  

A concentração de clorofila a se alterou apenas nas plantas mantidas irrigadas 

e inoculadas com BV03, permanecendo constante nos demais tratamentos (Figura 

7A).  Quanto a clorofila b, houve um acréscimo nos tratamentos submetidos à seca e 

no tratamento controle inoculado, quando comparado ao tratamento controle (Figura 

7B). Logo, em relação a clorofila totais, observamos que os tratamentos submetidos 

à seca não diferiram do tratamento controle, por outro lado, o tratamento controle 
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inoculado teve um incremento quando relacionado ao tratamento controle (Figura 7C). 

Já para os carotenoides, não houve diferença significativa entre os tratamentos 

(Figura 7D). 

  

  
Figura 7 – Determinação de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila totais (C) e 
carotenoides (D) em plantas Glycine max submetidas à seca, tratadas e não tratadas 
com Bacillus amyloliquefaciens BV03. CT - controle (plantas irrigadas continuamente); 
DH - déficit hídrico (30% de água disponível no solo); BV03 - controle + inoculação 
BV03 (plantas irrigadas e inoculadas com a bactéria B. amyloliquefaciens BV03); DH 
– déficit hídrico + inoculação BV03 (plantas submetidas à seca e inoculadas com 
BV03). Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si de acordo com o 
teste SNK a 0,05 % de probabilidade. As barras estatísticas indicam o desvio padrão 
entre os tratamentos.   
 

4.5 Extravasamento de Eletrólitos 

Em relação aos danos de membrana, de acordo com o parâmetro de 

extravasamento de eletrólitos, a exposição à seca afetou a integridade das 

membranas das plantas do tratamento DH, entretanto, no tratamento DH+BV03, 

manteve a integridade de membrana, sugerindo que o microorganismo mitigou o 

estresse oxidativo ocasionado pela restrição hídrica (Figura 8).   
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Figura 7 – Extravasamento de Eletrólitos em plantas Glycine max submetidas à seca, 
tratadas e não tratadas com Bacillus amyloliquefaciens BV03. CT - Controle (plantas 
irrigadas continuamente); DH - déficit hídrico (30% de água disponível no solo); BV03 
- controle + inoculação BV03 (plantas irrigadas e inoculadas com a bactéria B. 
amyloliquefaciens BV03); DH – déficit hídrico + inoculação BV03 (plantas submetidas 
à seca e inoculadas com BV03). Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem 
entre si de acordo com o teste SNK a 0,05 % de probabilidade. As barras estatísticas 
indicam o desvio padrão entre os tratamentos.   
 

5 DISCUSSÃO 

 

O genêro Bacillus inclui vários microrganismos promotores de crescimento em 

plantas, os quais conseguem atenuar vários danos ocasionados por estresses 

abióticos e bióticos (GAGNÉ-BOURQUE et al. 2015; RYU et al. 2003). Bacillus 

amyloliquefaciens já foi identificada como uma promotora de crescimento (RYU et al. 

2003) e este estudo buscou elucidar o potencial deste microrganismo na atenuação 

dos efeitos danosos da seca em plantas de soja, evidenciando o papel da bactéria na 

manutenção do grau de hidratação dos tecidos da planta e também na manutenção 

do processo fotossintético. 

Um dos maiores danos desencadeados pela seca consiste na redução do 

potencial hídrico das folhas abaixo dos limiares necessários para a manutenção dos 

processos fisiológicos vegetais (FLEXAS et al. 2000). Embora a exposição à restrição 

hídrica tenha afetado consideravelmente o grau de hidratação das plantas de soja, 

sobretudo ao meio dia, o tratamento com B. amyloliquefaciens BV03 foi capaz de 

atenuar esse dano, mantendo maior grau de hidratação e evitando a desidratação dos 

tecidos vegetais. Uma vez que não foram observadas alterações nos parâmetros 

envolvidos com a perda de água pela planta (condutância estomática e transpiração), 
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é provável BV03 tenha contribuído para que a soja absorvesse mais água, o que 

poderia ocorrer, por exemplo, a partir do ajustamento osmótico, uma resposta comum 

das rizobactérias promotoras de crescimento em plantas. De fato, estudos já 

evidenciaram que algumas rizobactérias são capazes secretar solutos/osmólitos para 

as plantas quando em estresse para evitar a dessecação dos seus tecidos 

(VURUKONDA et al., 2016). Além disso, algumas espécies de Bacillus possuem 

potencial para promoção de crescimento e biomassa do sistema radicular, permitindo 

desta forma, sugerir que pode ter havido o crescimento desta região, aumentando a 

capacidade de obtenção de água disponível no solo  (ALBUQUERQUE, 2017; 

MARTINS et al., 2018; GAMEZ et al., 2019). De acordo com o trabalho de De Lima e 

colaboradores (2019), o qual eles trabalharam com B. subtilis, eles observaram que o 

feijoeiro e o milho inoculado com esse microrganismo sob estresse hídrico apresentou 

um maior teor relativo de água, um parâmetro para avaliar a hidratação e retenção de 

água no organismo, em relação às plantas não inoculadas, assim sendo, exerceu 

nestas plantas uma maior eficiência do uso da água, isto foi possível pela correlação 

com a diminuição da condutância estomática, o que foi observado no presente estudo. 

Uma resposta comum da maioria das plantas ao estresse hídrico é a diminuição 

no crescimento, embora em alguns trabalhos tenha sido observado que a inoculação 

com microrganismos do gênero Bacillus e algumas linhagens de Bacillus 

amyloliquefaciens, aumentaram o crescimento e biomassa das plantas com e sem 

estresse abiótico (DE LIMA et al. 2019; VURUKONDA et al., 2016; RYU et al. 2003; 

KIM et al., 2017). No presente estudo não foi observado e um resultado similar foi 

encontrado em cultivo de feijão submetidas à seca tratadas com B. amyloliquefaciens 

BV03 (GALVÃO et al., 2019). É possível que o estresse tenha sido mais intenso, 

limitando de forma significativa o crescimento vegetal. Cabe ressaltar, no entanto, que 

apesar do baixo crescimento, plantas do tratamento DH+BV03 apresentaram 

fotossíntese maior que as plantas do tratamento DH, indicando possível desvio de 

carbono para rotas de defesa e/ou reparo da maquinaria celular (BASU et al., 2016; 

ELSHIBLI, ELSHIBLI & KORPELAINEN, 2016.). 

Nos parâmetros fisiológicos, este microrganismo atuou de forma interessante 

nos parâmetros de fluorescência, como já registrado na literatura (SAMANIEGO-

GÁMEZ et al., 2016). Nas plantas de déficit hídrico inoculadas, elas apresentaram 

uma maior fluorescência mínima e máxima. Neste sentido, sugere que o aumento de 

fluorescência mínima neste tratamento foi uma estratégia induzida para diminuir as 
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espécies reativas de oxigênio disposta no fotossistema, consequência do estresse 

submetido (FU, LI & WU, 2012; HAZRATI  et al., 2016; MENG et al., 2016). Porém, ao 

contrário de outros trabalhos sobre estresse abiótico, as plantas em déficit hídrico em 

conjunto com BV03 tiveram uma maior fluorescência máxima, sugerindo desta forma, 

que não ocorreu uma degradação drástica das proteínas e um aumento nas reações 

fotoquímicas, em relação aos demais tratamentos (GUO et al., 2016; HAZRATI  et al., 

2016; MENG et al., 2016). Entretanto, só foi observado este acréscimo no tratamento 

DH+BV03, sugerindo que essa resposta esteja relacionada com as propriedades 

mitigadoras e indutoras fornecidas pelo microrganismo (Kim et. al., 2017; 

SAMANIEGO-GÁMEZ et al., 2016).  

Contudo, no parâmetro F0/Fm nos indica o quanto que as plantas do tratamento 

DH e DH+BV03 estavam estressadas, assim como no parâmetro Fv/Fm, pois as 

plantas controles apresentaram um maior rendimento máximo do fotossistema II em 

relação aos tratamentos submetidos à seca, compreendendo desta forma, que houve 

danos no fotossistema II, principalmente na integridade da atividade da plastoquinona 

(QA), justificando este acréscimo, em comparação com o controle inoculado, na 

dissipação de energia não-fotoquímica nas plantas do tratamento DH+BV03 

(SAMANIEGO-GÁMEZ et al., 2016). Porém, a relação entre o transporte de elétrons 

para fixação de carbono (ΦPSII/ΦCO2) não foi afetada nas plantas DH+BV03, 

somente nas plantas em déficit hídrico não inoculadas, sugerindo assim um alto 

consumo de elétrons em processos diferentes da fixação de CO2 nas plantas expostas 

à seca isoladamente, tal como fotorrespiração e a redução do oxigênio molecular, com 

consequente geração de espécies reativas de oxigênio (SINGH et al., 2019; TAIZ et 

al., 2017).  

No trabalho de Martins e colaboradores (2018) foi observado que as cepas B. 

thuringiensis e B. cereus sustentaram a eficiência quântica máxima do fotossistema II 

quando em estresse hídrico, o que não foi observado neste trabalho. Em outro 

trabalho, demonstra a eficiência que os microrganismos deste gênero promove uma 

melhoria na eficiência do fotossistema II e fotossíntese, o que foi observada nas 

plantas controles inoculadas, porém, neste mesmo trabalho foi observado uma maior 

taxa de transporte de elétrons (ETR) mas no presente estudo não foi observado 

diferenças entre os tratamentos (SAMANIEGO-GÁMEZ et al., 2016). Neste mesmo 

trabalho, eles observaram um aumento na dissipação não fotoquímica (NPQ) nas 

plantas inoculadas em condições normais, o que foi encontrado também neste 
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presente estudo, só que nas plantas submetidas ao déficit hídrico inoculadas, 

sugerindo desta forma uma estratégia para ampliar a dissipação e consumo da 

energia concentrada no PSII.  

Nos parâmetros de trocas gasosas, as plantas submetidas ao déficit hídrico 

tanto a inoculada e não inoculada, apresentaram decréscimo na assimilação 

carbônica, condutância estomática e transpiração. Esta resposta é conhecida na 

literatura em plantas submetidas à seca, sendo o fechamento estomático uma 

resposta crucial para a sobrevivência do organismo, já que limita a perda de água para 

atmosfera e com isso, também limita a absorção de CO2, o que, por sua vez, diminui 

as taxas fotossintéticas (OSAKABE et al., 2014). É interessante observar, no entanto, 

que apesar de apresentarem a mesma condutância estomática, plantas no tratamento 

DH+BV03 apresentaram maior capacidade de fixação de carbono do que as plantas 

expostas à seca isoladamente, o que provavelmente se deve a um incremento das 

funcionalidades do aparato fotossintético provocado pelo microrganismo, como 

evidenciado pela maior eficiência de carboxilação na Rubisco (DE LIMA et al., 2019; 

TAIZ et al., 2017; BASU et al., 2016). Já as plantas em déficit hídrico não inoculada 

apresentaram uma maior taxa fotorrespiratória. Quando a taxa fotorrespiratória 

aumenta e a taxa de assimilação carbônica diminui, resultado observado neste 

presente estudo, ocorre balanço negativo de carbono, pois a Rubisco diminuiu a 

carboxilação e passou a empregar mais a oxigenação em decorrência do fechamento 

estomático (FARNESE et al., 2017). Um resultado similar foi encontrado em plantas 

de soja submetidas à seca (SOUSA et al., 2019). 

Cabe ressaltar, que ao avaliar a hidratação das plantas submetidas à seca, as 

plantas do tratamento DH+BV03 apresentaram uma maior eficiência do uso da água, 

como observado pelo parâmetro de A/gs. No trabalho de Martins e colaboradores 

(2018), os quais trabalharam com três microrganismos do gênero Bacillus, eles 

selecionaram os que possuíam capacidade de crescer em locais com pouca água 

disponível, o objetivo deles era avaliar o potencial destes microrganismos inoculados 

em sementes de soja para aumentar o uso eficiente da água e conseguisse mitigar os 

efeitos do estresse, logo, foi observado que estes microrganismos conseguiram 

atenuar os efeitos da restrição hídrica e melhoraram a eficiência do uso da água, 

assim como observamos neste presente estudo, pois a BV03 conseguiu mitigar o 

efeito estressante nas plantas submetidas à seca e fomentou uma melhor eficiência 

do uso da água.  
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 Em questão das clorofilas, se observou um grande teor nas plantas inoculadas 

irrigadas, uma resposta já descrita na literatura (ZHANG et al., 2008; KIM et al., 2017). 

Entretanto, as plantas submetidas ao déficit hídrico + BV03 não diferiram do 

tratamento controle ou até mesmo do tratamento DH. No trabalho de Kim e 

colaboradores (2017), trabalhando com B. amyloliquefaciens H-2-5 em plantas de soja 

submetidas à salinidade, nos seus tratamentos inoculados eles observaram um 

aumento no teor de clorofila, o que se reflete no bom funcionamento e manutenção 

do aparelho fotossintético. Além disso, essa alta concentração de clorofila encontrada 

sugere mais centros de reação, consequentemente uma maior captação de luz, logo, 

a QA é altamente oxidada e assim seguirá o fluxo de transporte de elétrons e uma 

maior produção de ATP obtidos na respiração, promovendo o crescimento das plantas 

(SAMANIEGO-GÁMEZ et al., 2016).  

A diminuição no potencial hídrico em plantas sujeitas à restrição hídrica 

frequentemente resulta na ocorrência de danos celulares, sobretudo nas membranas 

celulares (CHOWDHURY et al., 2017). A análise de extravasamento de eletrólitos é 

utilizada para identificar se houve danos de membrana e observamos que no 

tratamento DH+BV03, as plantas se mantiveram semelhantes as plantas controles, 

sendo assim, sendo possível sugerir que o B. amyloliquefaciens BV03 auxiliou na 

manutenção da integridade da membrana quando em estresse, pois as plantas do 

tratamento DH, apresentaram um incremento de eletrólitos dispersos, sendo assim, a 

submissão à seca afetou negativamente na integridade da membrana. Em outros 

trabalhos, foi observado que a inoculação de microrganismo promotores de 

crescimento auxilia na manutenção da integridade da membrana quando as plantas 

se encontram em estresse (VURUKONDA et al, 2016; SILVA et al, 2019).    

Logo, de acordo com o que foi apresentado neste presente estudo, conclui-se 

que foi possível atingir o objetivo proposto neste trabalho de caracterização e 

descrição fisiológica e bioquímica das plantas de soja inoculadas com B. 

amyloliquefaciens BV03 submetidas à estresse. Em relação a hipótese de que este 

microrganismo pode auxiliar as plantas de soja adquirir tolerância ao déficit hídrico, 

de acordo com os dados apresentados, a B. amyloliquefaciens BV03 é capaz de 

atenuar os danos ocasionados pelo déficit hídrico, evitando uma demasiada 

desidratação dos tecidos e uma queda drástica do potencial fotossintético da plantas, 

além de prover a mantendo a integridade das membranas, apresentando, portanto, 

grande potencial para utilização em programas agrícolas sustentáveis. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 De síntese, o Bacillus amyloliquefaciens BV03 conseguiu mitigar o efeito da 

restrição hídrica nas plantas de soja.  
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