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RESUMO 
 

 

O objetivo deste estudo foi isolar e caracterizar bactérias endofíticas oriundas de 
plantas forrageiras não leguminosas cultivadas na região semiárida, avaliar o seu 
potencial na fixação biológica do nitrogênio e promoção do crescimento em plantas, 
além de avaliar as respostas produtivas e teores de nitrogênio do sorgo inoculado 
com bactérias diazotróficas. Primeiramente, foram coletadas plantas adultas de 
capim-buffel (Cenchrus ciliaris L), capim-tifton (Cynodon dactylon), sorgo-forrageiro 
(Sorghum bicolor), palma-forrageira (Opuntia fícus-indica) e maniçoba (Manihot 
glaziovii). Nas bactérias isoladas das raízes foram observadas características 
fenotípicas, bioquímicas emoleculares. A produção de ácido indolacético (AIA), a 
fixação de N e o índice de solubilização de fosfato foram obtidos a partir de ensaio 
em delineamento inteiramente casualizado com 61 tratamentos e 3 repetições, 
utilizando como testemunhas 2 bactérias (Ab-V5 e BR11417). Os dados quantitativos 
foram analisados por análise de variância (ANOVA) e quando significativos, foram 
comparados pelo Teste de Scott-Knott (p>0,05%).  A avaliação das respostas 
produtivas no sorgo foi realizada em delineamento inteiramente casualizado com 67 
tratamentos, sendo 61 bactérias isoladas das forrageiras, 2 testemunhas( Ab-V5 e 
BR11417) e 3 tratamentos nitrogenados(25%; 50% e 100% de N) em 4 repetições. 
Foram observadas 4,83 x 104 a 109,84 x 104 células por grama de raiz a partir das 
plantas forrageiras, obtendo-se 61 isolados bacterianos e 26 grupos fenotípicos. 
Todos os isolados apresentaram o gene nifH em pelo menos uma das duas reações 
de PCR. O sequenciamento de fragmentos do gene 16S rRNA confirmou a presença 
de Rhizobium, Bulkhoderia, Pseudomonas, Streptomonas, Enterobacter, 
Agrobacterium. Os isolados com maiores produções in vitro de AIA com triptofano 
foram, B13, P32, B17, B10 e B11, a maioria destes, obtidos do capim-buffel. Na 
quantificação de N fixado, o isolado com maior produção foi o P20, com produção de 
0,330 µg N mL-1. Dos 61 isolados, 8 foram capazes de solubilizar fosfato de cálcio, 
destes, dois,  foram identificados como Rhizobium (M18) e Bacillus (P32). No teste 
de produção de sideróforos, 3 isolados (buffel, palma e tifton) confirmaram a 
produção. No sorgo, quanto à massa seca de raiz, o isolado que proporcionou o 
maior valor foi o T8, obtido do capim-tifton, equivalente à aplicação de 100% de N. 
Na variável MSPA, a maior produção foi do tratamento com 100% de N (23.76 
g/planta), não havendo diferença entre os isolados T8, B17 e P32. Quanto ao NAPA, 
também os maiores valores foram encontrados no tratamento nitrogenado com 
100% de N, com produção de 2,23 mg, mas se igualando estatisticamente aos 
isolados B17 (Bacillus), B14A (Cellulomonas) com 2,13 e 2,08 mg, analisadas 
respectivamente.  Há diversidade de bactérias diazotróficas nas plantas forrageiras 
da região semiárida com potencial para fixação de N, produção de fitormônios e 
sideróforos e solubilização de fosfato. A inoculação de bactérias diazotróficas no 
sorgo promove aumento da massa seca de raiz e parte aérea e nos teores de 
nitrogênio da parte aérea. 
 
Palavras chave: Fixação de nitrogênio, Forragem, Produção AIA, produção de 
sideróforos, Sorghum bicolor. 

  

 

 



ABSTRACT 

The aim of this study was to isolate and characterize endophytic bacteria from forage 
non-leguminous plants grown in semi-arid region, assess their potential in the 
biological fixation of nitrogen and promote growth in plants, and to evaluate the 
productive response and nitrogen contents of the inoculated sorghum with nitrogen 
fixing bacteria. First, they collected adult plants of buffel grass (Cenchrus ciliaris , 
Tifton (Cynodon dactylon), sorghum forage (Sorghum bicolor), palm-forage (Opuntia 
ficus-indica) and maniçoba (Manihot glaziovii) In the isolated bacteria the roots were 
observed phenotypic, biochemical, and molecular nitrogen fixation (N). The 
production of indole acetic acid (IAA), the fixation of nitrogen and phosphate 
solubilization index were obtained from a completely randomized design in a test with 
61 treatments and three repetitions, using as witnesses two bacteria (Ab-V5 and 
BR11417). Quantitative data were analyzed by analysis of variance (ANOVA) and 
when significant, they were compared by Scott-Knott test (p> 0.05%). The evaluation 
of the productive responses in sorghum was conducted in a completely randomized 
design with 67 treatments and 61 bacteria isolated from forage, 2 isolates (Ab-V5 
and BR11417) and three nitrogen treatments (25%, 50% and 100% N) 4 replicates. 
They were observed 4.83 x 104 to 109.84 x 104 cells per gram of roots from forage 
plants, yielding 61 bacterial isolates and 26 phenotypic groups. All isolates showed 
the nifH at least one of the two PCR reactions. The sequencing fragments of the 16S 
rRNA gene confirmed the presence of Rhizobium, Bulkhoderia, Pseudomonas, 
Streptomonas, Enterobacter, Agrobacterium. The isolates with higher yields in vitro 
IAA with tryptophan, B13, P32, B17, B10 and B11, most of these, obtained from the 
buffel grass. The quantification of N fixed, isolated with increased production was the 
P20, with production of 0.330 ug mL N-1. Of the 61 strains, 8 were able to solubilize 
calcium phosphate, these two were identified as Rhizobium (M18) and Bacillus 
(P32). In siderophore production test, three isolates (buffel, palm and Tifton) 
confirmed the production. In sorghum, as the dry root mass, the isolate which 
provided the highest value was T8 obtained from Tifton, equivalent to application of 
100% of N. In DMAP variable, the highest production was by treatment with 100% N 
(23.76 g / plant), with no difference between isolates T8, B17 and P32. As for the 
NAPA also the highest values were found in nitrogen treatment with 100% N, with 
production of 2.23 mg, but equaling statistically the isolated B17 (Bacillus), B14A 
(Cellulomonas) at 2.13 and 2.08 mg, respectively. There is diversity of nitrogen fixing 
bacteria in forage crops of semiarid region with the potential for nitrogen fixation, 
production of phytohormones and siderophores and phosphate solubilization. 
Inoculation of diazotrophs in sorghum promotes increased root dry weight, root and 
shoot and shoot nitrogen content. 
 
 

Keywords: nitrogen fixation, forage, AIA Production, siderophores, Shorgum bicolor. 
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1. Introdução 

  

 

A pecuária tem grande importância econômica e social para o Brasil e para o 

Semiárido brasileiro. A alimentação dos animais ruminantes como os bovinos, 

caprinos e ovinos é realizada, em sua maioria, com o uso de pastos tropicais que, 

em geral, apresentam baixas produtividades e taxas de lotação associadas por 

serem pouco adotadas as práticas de manejo do pastejo e também de fertilização 

das pastagens especialmente a adubação com nitrogênio (N) (CECATO et al., 1996). 

Apesar da fertilização dos pastos ser apontada como importante ferramenta 

para elevar a produtividade, na região semiárida aspectos relacionados a 

disponibilidade de adubos, o elevado preço destes insumos assim como o alto custo 

para a aplicação limitam o uso desta prática, havendo, portanto, a necessidade de 

outras alternativas que possam contribuir para o aporte de nutrientes para as áreas 

de pastagens sem onerar os custos de produção. Neste caso o uso de bactérias 

diazotróficas associativas pode ser uma alternativa.  

De acordo com Hungria et al. (2010), a substituição parcial de 50% do 

fertilizante nitrogenado necessário para gramíneas  em associação com bactérias 

diazotróficas poderia economizar cerca de US$ 1,2 bilhões por ano, sugerindo que o 

uso de inoculantes poderia reduzir a utilização de fertilizantes químicos a nível 

mundial. 

As bactérias endofíticas são um grupo de micro-organismos de elevada 

diversidade e habitam o interior de raízes e demais tecidos vegetais podendo 

propiciar efeitos benéficos sobre o crescimento de plantas, por meio da fixação 

biológica de nitrogênio (FBN) (REINHOLD HUREK e HUREK, 2011), facilitando para 

a planta o aporte de nutrientes contribuindo com a solubilização de fosfato e 

absorção de ferro, além de serem capazes de sintetizarem fithormônios como o 

ácido indolacético (AIA) (AHEMAD, 2014). 

Sabendo da especificidade das bactérias diazotróficas por determinadas 

plantas, sugere que melhores respostas na promoção do crescimento dessas 

plantas possam ser alcançadas principalmente a partir micro-organismos 

hospedeiros naturais, que já se encontram adaptadas a essas espécies vegetais.  

Deste modo, para plantas de importância e potencial forrageiro para o 
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Semiárido brasileiro como o capim-buffel, a palma-forrageira, o sorgo, a maniçoba e 

o capim-tifton 85, há escassez de informações sobre a presença, as quantidades 

que podem ser encontradas de bactérias diazotróficas, as características destes 

micro-organismos e, acima de tudo, o potencial para atuarem como promotores de 

crescimento nestas plantas forrageiras. Ao avaliar a ocorrência de bactérias 

fixadoras de nitrogênio no capim-buffel e outras forrageiras, Moreira et al., (2013), 

observaram que as maiores densidades foram observadas no capim-buffel, 2,4 x 104 

bactérias g-1 rizosféricas, sugerindo uma maior especificidade desses micro-

organismos por essa espécie. 

Assim, testou-se primeiramente a hipótese que há bactérias diazotróficas de 

plantas forrageiras da região semiárida com potencial para fixação de nitrogênio e 

de promover o crescimento de plantas. E, posteriormente analisou-se a hipótese de 

que bactérias diazotróficas isoladas de plantas forrageiras do Semiárido promovem 

o aumento no sistema radicular, na parte aérea e nos teores de N do sorgo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 

 

2. Revisão bibliográfica 

 

 

2.1. Pastagem 

 

O Brasil tem atualmente uma posição de destaque como produtor mundial de 

alimentos, isso ocorre devido ao seu vasto território e suas características 

edafoclimáticas. De acordo com dados da Organização das Nações Unidas para a 

Alimentação (FAO, 2016) o país apresenta 851 milhões de hectares, desse total, 275 

milhões (32,5%) estão ocupados com atividades agropecuárias, destes 23% são 

ocupados por pastagens nativas e/ou cultivadas. Dessa forma, a pecuária brasileira, 

acaba sendo praticada quase que exclusivamente em pastagens que são fontes de 

nutrientes para a produção de ruminantes com custo reduzido (AZENHA, 2014). 

Apesar da importância como fonte de alimento, as pastagens têm sido utilizadas 

de forma inadequada. De acordo com Pedreira e Primavesi (2009), as pastagens 

apresentam taxas de lotação acima da capacidade suporte.  Nos pastos que sofrem 

superpastejo há desequilíbrio entre a ciclagem de nutrientes e o crescimento da 

planta forrageira, ocasionando degradação dessas áreas (NASCIMENTO JUNIOR et 

al., 1999).   

Segundo, Pedreira e Primavesi (2011) o Brasil possui cerca de 50 milhões de 

hectares de pastagens degradadas, contradizendo o cenário agropecuário, onde a 

demanda é crescente por alimentos e a preocupação é para que as produções 

sejam sustentáveis. Para isso, o bom uso das pastagens vem sendo uma das 

principais maneiras de preservar o meio ambiente e melhorar os índices zootécnicos 

dos rebanhos, uma vez que, ao manejá-las adequadamente seria possível aumentar 

a lotação média do país, melhorar o desempenho animal, diminuir o ciclo produtivo, 

reduzir a abertura de novas pastagens e manter a estabilidade ao longo do tempo 

(AZENHA, 2014). 

 

2.1.2 Produção animal no Semiárido 

 

Situado no Semiárido Brasileiro o Bioma Caatinga é o menos favorecido com 

unidade de conservação no Brasil visto que apenas 7,5% desse ecossistema se 
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encontra resguardados e delimitado como área de proteção. Ainda assim, o bioma 

continuará como um dos menos protegidos do país, já que pouco mais de 1% destas 

unidades são de Proteção Integral. De acordo com Alves et al. (2014), esse bioma 

possui uma rica diversidade de espécies vegetais e animais com total capacidade 

técnica de exploração.  

Segundo Velloso et al. (2002) a região Nordeste está entre as regiões 

brasileiras que possuem maior variabilidade de aspectos físicos e florísticos, 

constituindo assim, um mosaico vegetacional composto de caducifólias, xerófilas e 

espinhosas que variam de acordo com os diferentes tipos de solo e com a 

disponibilidade de água. Na região é comum a irregularidade climática com grande 

variabilidade, espacial e temporal, de precipitação, apresentando ainda os valores 

mais extremos do país: a maior insolação, a menor nebulosidade, as maiores 

médias térmicas, as maiores taxas de evaporação e, sobretudo, os menores índices 

pluviométricos, em torno de 500 a 700 mm anuais (OLIVEIRA et al., 2006). 

Nesta região, a pecuária é praticada, principalmente, de modo extensivo, 

sendo baseada na exploração das pastagens nativas e/ou introduzidas, resultando 

em baixo rendimento produtivo dos rebanhos caprinos, ovinos e bovinos (SOUSA e 

ARAÚJO FILHO, 2001). A produção agrícola nessas regiões caracteriza-se 

principalmente pela agricultura de sequeiro e pela pecuária extensiva, condição que 

acaba dificultando o desenvolvimento de pastagens nessa região (ALVES et al., 

2014).  

Além disso, os sistemas de criação baseados em pastagens nativas 

apresentam limitações quantitativas e/ou qualitativas, principalmente nas épocas de 

estiagem, sendo necessária a introdução de plantas forrageiras exóticas para a 

formação de pastagens cultivadas (ALVES, 2014). Essas pastagens são formadas, 

principalmente por gramíneas cultivadas em monocultivo ou, em consórcios com 

leguminosas.  

Outros importantes fatores que são associados às condições dos pastos no 

Brasil e, em especial, na região semiárida brasileira são as poucas práticas do 

manejo do pastejo aplicadas e a deficiente fertilização das pastagens (VOLTOLINI et 

al.,2010) 

De maneira geral os solos do Semiárido nordestino apresentam baixos teores 

de matéria orgânica e, consequentemente, baixa disponibilidade de nutrientes para 
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as plantas. Neste caso, um dos nutrientes mais importantes, é o nitrogênio, porque 

participa diretamente da composição de diversas moléculas no interior das plantas e 

é o principal controlador dos processos fotossintéticos. Nesse contexto, a inserção 

de fontes externas de nitrogênio é imprescindível para a elevação da produção de 

biomassa de diversas plantas forrageiras que participam diretamente da dieta de 

animais, de modo a possibilitar reflexos positivos na rentabilidade do sistema 

produtivo (CUNHA et al., 2012). 

 

2.1.3 Nutrição da pastagem 

 

A utilização de uma espécie forrageira adaptada às regiões secas, com alto 

valor nutritivo e boa produção de biomassa vegetal não é suficiente para garantir a 

perenidade de uma pastagem, se a mesma não for bem manejada e receber 

reposição dos nutrientes essenciais. Estudos têm demonstrado que dentre os 

principais nutrientes exigidos pelas plantas forrageiras encontra-se o nitrogênio (N) 

(BODDEY et al., 1993). 

O N possui papel fundamental no metabolismo vegetal por participar da 

biossíntese de proteínas e clorofilas e por estar presente no DNA, RNA e outras 

estruturas celulares (ANDRADE et al., 2003). De acordo com Yamada; Abdalla 

(2000) a dinâmica do N no ecossistema agrícola tem despertado interesse em 

virtude do aumento na demanda por alimentos. Por ser um elemento muito dinâmico 

no solo, o N está sujeito a perdas principalmente pela forma gasosa, o que torna 

essencial a eficiência do seu manejo.  

O crescimento e a persistência das gramíneas nos trópicos tendem a ser 

limitados pela deficiência nutricional, principalmente de nitrogênio (N), uma vez que 

este nutriente acelera a formação e crescimento de novas folhas, além de aumentar 

a rebrota, o que contribui para a melhor recuperação do pasto (CECATO et al., 

1996).  

De acordo com Gimenes et al. (2011) a adubação em conjunto com outras 

práticas de manejo, exerce papel essencial no estabelecimento e manutenção das 

espécies forrageiras. Estas práticas favorecem o aumento da produção de massa 

seca e do valor nutricional, aumenta a capacidade suporte dos pastos e 

consequentemente eleva a produtividade animal por unidade de área, que é 
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indicador importante para a propriedade rural em áreas tropicais. Por estar 

diretamente ligado ao crescimento vegetal e ao perfilhamento das plantas, o 

nitrogênio é considerado um dos mais importantes no aumento da produtividade dos 

pastos, tornando a fertilização nitrogenada um fator fundamental para a utilização de 

práticas modernas de manejo de pastagens (ANDRADE et al., 2009; BRAMBILLA et 

al., 2012). 

Santos et al. (2008) avaliaram a produção e a composição química do capim 

Marandu (Brachiaria brizantha cv. Marandu) e da Braquiária decumbens (Brachiaria 

decumbens cv. Basilisk) com quatro adubações (sem adubo; N; P; NP; NK), 

observaram incrementos de até 110% na massa verde (MV) dos capins quando 

adubados com nitrogênio em relação à testemunha. Já, Gimenes et al. (2011), 

verificaram maiores porcentagens de folhas na massa de forragem pós-pastejo, 

além de maiores taxas de acúmulo de forragem, de lotação dos pastos e de ganho 

de peso por área com o uso da adubação nitrogenada. 

Segundo a Associação Nacional para a Difusão de Adubos (ANDA, 2015), o 

mercado de fertilizantes brasileiro atingiu o patamar de 30,2 milhões de toneladas 

comercializadas em 2015, estando entre os quatro maiores consumidores mundiais 

de nutrientes para a formulação de fertilizantes, destacando-se os fertilizantes 

nitrogenados. Deste modo, a síntese dos principais adubos nitrogenados produzidos 

no mundo é originária do N2 atmosférico e do hidrogênio, o qual é obtido de 

combustíveis fósseis, principalmente pelo gás natural e óleo combustível, 

acarretando em alto dispêndio energético, em torno de 1,2 a 1,8% de todo o 

consumo global de energia fóssil (CANTARELLA, 2007). 

Apesar do potencial produtivo das forrageiras poder ser melhorado com a 

adubação nitrogenada, sua utilização tem sido limitada pelo custo, em virtude da 

extensão das áreas envolvidas e da necessidade de aplicações frequentes, além de 

poder ser facilmente perdido quando não associado à parte orgânica do solo (VITOR 

et al., 2008). Entretanto, outro agravante na utilização de fertilizantes nitrogenados 

reside na baixa eficiência de sua utilização pelas plantas, geralmente menor do que 

50% (TRIVELIN; FRANCO, 2011). 

Em pastagens tropicais com manejo extensivo e sem adubação nitrogenada 

como é o caso do Brasil, a disponibilidade de N depende, em grande parte, da 

mineralização do nitrogênio dos resíduos vegetais. Com isso, o balanço entre esses 
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processos pode variar com o tempo e, principalmente, com a natureza do resíduo 

orgânico em decomposição, além de depender da atividade microbiana do solo 

(AITA e GIACOMINI, 2007).  

De acordo Bhattacharjee et al. (2008) o uso excessivo de fertilizantes pode 

levar a várias consequências que incluem: (i) contaminação das águas subterrâneas 

com o nitrato devido à lixiviação e desnitrificação tornando-se  prejudicial para a 

saúde humana e animal, (ii) a contaminação da água de superfície pela eutrofização 

que podem surgir devido à lixiviação de nitrogênio na água afetando o crescimento 

de organismos aquáticos e (iii) produção de gases de efeito estufa CO2 e NO2 

durante a fabricação de fertilizantes nitrogenados, o que contribui para o aumento do 

aquecimento global.  

Para este caso, alternativas oferecidas pela própria natureza apresentam 

potencial para aumento de produtividade de forma sustentável. Uma dessas 

alternativas é a fixação biológica de nitrogênio (FBN), seja via consórcio com 

leguminosas, ou uso de bactérias diazotróficas associadas com gramíneas 

forrageiras (BALDANI et al., 2002; REIS Jr., 2002;  BODDEY et al., 2003). 

 

2.2 Fixação biológica do Nitrogênio (FBN) 

 

A FBN é um processo essencial para transformar o nitrogênio atmosférico 

(N2), que não pode ser utilizada pela maioria dos micro-organismos e pelas plantas, 

na forma inorgânica combinada NH3 (amônia), e a partir daí, em formas reativas 

orgânicas e inorgânicas vitais em sistemas biológicos (CANTARELLA, 2007). A 

reação de redução do N2 a NH3 é realizada por muitos grupos de bactérias e alguns 

organismos do grupo Archaea que possuem a enzima nitrogenase, esses micro-

organismos são conhecidos com fixadores de N ou bactérias diazotróficas 

(MOREIRA et al., 2010). Esses organismos se associam a diversas espécies de 

plantas em diferentes graus de especificidade sendo classificadas como bactérias 

diazotróficas: de vida livre, associativas e simbióticas (CANTARELLA, 2007; PERIN, 

2007). 

Segundo Evans e Burris (1992), os organismos de vida livre fixam o 

nitrogênio para seu próprio uso. Enquanto que os diazotróficos associativos 

contribuem para o crescimento da planta sem a formação de estruturas 
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diferenciadas e, os simbióticos estabelecem uma interação com o hospedeiro muito 

estreita e em alguns casos, são formadas estruturas diferenciadas denominadas 

nódulos. 

Alguns grupos de bactérias estabelecem simbiose com raízes de plantas 

leguminosas, e são conhecidas como rizóbios. Nesse tipo de simbiose ocorre a 

formação de estruturas nas raízes, chamadas de nódulos, onde as bactérias ficam 

alojadas e realizam o processo de captura e fixação do nitrogênio atmosférico. A 

associação entre rizóbio-leguminosa é muito importante para a agricultura, porque 

promove aumento significativo do nitrogênio no sistema solo-planta (DOBEREINER, 

1989). 

Um exemplo clássico da FBN está na cultura da soja. Segundo Hungria et al. 

(2007), a cultura da soja dispensa totalmente a adubação nitrogenada, uma vez que, 

em condições normais de cultivo, a FBN é capaz de suprir as necessidades de N da 

cultura com taxas de fixação de N superiores a 300 kg de N/ ha. Estima-se que a 

contribuição de nitrogênio fixado biologicamente seja de 139 e 170 milhões de 

toneladas de N ano-1, enquanto que a fixação química contribui com 65 milhões de 

toneladas de N ano-1 de modo que a substituição de fertilizantes químicos pela 

inoculação com bactérias do gênero Bradyrhizobium na cultura da soja representa 

uma economia de cerca de R$ 7,46 bilhões para agricultura brasileira (MOREIRA, 

2008; CAVALCANTE et al., 2011). 

De acordo com Hungria (2011), para 1.000 kg de grãos de soja são 

necessários 100 kg de N/ha, ao passo de que fertilizantes nitrogenados no país 

custam em média US$ 1/kg, e o custo da fixação nitrogenada por meio da 

inoculação de bactérias diazotróficas gira em torno de US$ 2/ha (HUNGRIA, 2011). 

Comparando os dados e aplicando esse cálculo às gramíneas forrageiras, onde a 

fixação dessas bactérias contribui em média com 50%, o plantio requer (50-300 kg 

de N ha-1ano) (CANTARUTTI et al 1999), a economia é de até 50%. 

Segundo Moreira et al. (2010), a contribuição da FBN associativa à nutrição 

vegetal não é tão significativa quanto  as simbioses, entretanto se for considerada a 

grande extensão de terras recobertas por gramíneas e cereais, esta se torna 

importante, em termos globais.  

 

2.2.1. Fixação biológica do nitrogênio em plantas não leguminosas 
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No Brasil, os primeiros relatos de fixação biológica de nitrogênio em 

gramíneas são das pesquisas da Dra. Johanna Döbereiner, na década de 50. Seus 

estudos contribuíram no conhecimento da interação de micro-organismos 

diazotróficos na rizosfera de gramíneas. Diferente da maioria dos estudos na década 

de 1960, 1970 e 1980 que, em grande parte concentravam a sua atenção sobre as 

bactérias da rizosfera como prováveis fontes fixas de N, grande parte do interesse 

recente tem incidido sobre as bactérias que habitam o interior das próprias plantas, 

as “bactérias diazotróficas endofíticas '' (DOBEREINER et al.,1995). 

Segundo Schulz e Boyle (2006) as bactérias endofíticas foram definidas 

capazes de colonizar tecidos internos de plantas sem causar infecções sintomáticas 

ou efeitos negativos sobre o seu hospedeiro. De acordo com Cocking (2003), 

bactérias endofíticas possuem maiores vantagens em relação às rizosféricas em 

termos de fixação de nitrogênio, podendo fornecê-lo diretamente ao seu hospedeiro.  

Além disso, segundo Reinhold-Hurek e Hurek (1998), essas vantagens são: 

(i) Quantidade de oxigênio baixo o suficiente para a expressão da enzima 

nitrogenase. (ii) As endofíticas são menos vulneráveis à concorrência com outros 

micro-organismos do solo. (iii) Essas bactérias permanecem protegidas de estresses 

abióticos e bióticos, ou seja, com melhores condições para a fixação do nitrogênio. 

Acredita-se que as comunidades de bactérias endofíticas sejam determinadas 

por diversos fatores (HARDOIM et al., 2008). Segundo Rosenblueth Martinez-

Romero (2006), as plantas oferecem um ambiente seletivo, filtrando grupos 

microbianos. Dessa forma, o genótipo da planta e o seu estado fisiológico, além de 

condições abióticas e manejo agrícola, podem afetar a diversidade microbiológica 

nos tecidos radiculares (HARDOIM, 2008). 

A colonização bacteriana em não leguminosas é um processo complexo que 

envolve a interação de várias características, como os genes bacterianos e a 

resposta da planta. A colonização inicia-se com a migração para a raiz, em seguida 

ocorre à fixação da bactéria e a formação de uma micro colônia e no último estágio 

ocorre o crescimento e sobrevivência da população (SINGH et al., 2011). Embora o 

mecanismo molecular envolvido no processo de colonização não seja bem 

compreendido, sugere-se que existam semelhanças na colonização de bactérias 

patogênicas e endofíticas (KRAUSE et al., 2006)   
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A colonização radicular é o primeiro e mais importante passo no 

estabelecimento do microrganismo na planta. As bactérias são atraídas para 

rizosfera pelos exsudatos liberados pelas plantas, ricos em aminoácidos e açúcares. 

Nesse momento, as plantas emitem sinais a algumas bactérias enquanto inibe 

outras (COMPANT et al, 2010). Prieto et al. (2011) sugere que bactérias endofíticas 

mantem-se confinadas dentro de uma organela ou  mais provavelmente um  vacúolo 

que surge pelo estreitamento de uma estrutura interna nas membranas das  raízes. 

Os possíveis locais de colonização por bactérias diazotróficas endofíticas na raiz são 

representados na Figura 1. 

 

 

 

 

Figura 1. Apresentações esquemáticas para os locais de colonização de raízes de plantas por 

bactérias endofíticas. Na figura A  representa seção longitudinal de possíveis locais na raiz que 

podem ser utilizados para a  entrada de bactérias endofíticas. Na figura B representa a seção 

transversal de raiz mostrando a distribuição e colonização de bactérias endofíticas. Adaptado de 

Compant et al. (2010).  
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2.2.2 Bactérias associadas a plantas forrageiras 

  

Apesar da região Semiárida apresentar algumas limitações como a escassez 

e irregularidade de chuvas, a vegetação nativa e as espécies introduzidas na região 

são bem diversificadas. Dentre elas, a palma-forrageira, o capim-buffel, o sorgo e a 

maniçoba são espécies forrageiras de grande importância, participando 

significativamente da dieta de ruminantes. 

A maniçoba, pertencente ao mesmo gênero da mandioca, é uma planta nativa 

do Semiárido e que apresenta grande tolerância à seca (ARAÚJO; CAVALCANTI, 

2002). Além dessa espécie, algumas plantas se mostraram perfeitamente adaptadas 

às condições do Semiárido, como o capim-buffel, sorgo e a palma-forrageira. 

Sabendo das características benéficas de bactérias fixadoras de nitrogênio, 

acredita-se que a diversidade desses micro-organismos isolados a partir dessas 

plantas adaptadas pode ser elevada. A seleção dessas bactérias pode contribuir 

com a promoção do crescimento destas e de outras espécies forrageiras, no 

aumento da eficiência agronômica, reduzindo assim os custos de produção e a 

poluição ambiental. Além disso, essas bactérias são capazes de contribuir na 

promoção do crescimento das plantas, acelerando a germinação das sementes, 

protegendo as plantas contra doenças, e promover o crescimento das raízes, 

utilizando diferentes estratégias (GARCIA et al., 2015). 

Apesar da importância, há ainda poucos estudos relacionando os micro-

organismos de regiões Semiáridas, bem como sua associação com plantas 

adaptadas a esses ambientes. 

Costa e Melo (2005) isolaram bactérias endofíticas da palma forrageira, 

observaram quanto aos atributos de fixação de nitrogênio, que em 69 linhagens, 10 

apresentaram o gene nifH (gene que expressa, se o micro-organismo é ou não um 

fixador) e concluíram que essas bactérias podem ser usadas na inoculação de 

plântulas de palma, visando um maior desenvolvimento em solos com déficit hídrico.  

Avaliando a ocorrência de bactérias fixadoras de nitrogênio no capim-buffel e outras 

forrageiras, Moreira et al. (2013), observaram que as maiores densidades de micro-

organismos foram observadas no capim-buffel, 2,4 x 104 bactérias g-1 na superfície 

da raiz.  

Estudando a ocorrência de bactérias diazotróficas em sorgo forrageiro, 
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Bergamaschi et al. (2007), observaram 14 genótipos de sorgo forrageiro, sendo que 

76 isolados obtidos foram aptos a fixar nitrogênio e produzir ácido indol-acético in 

vitro, seus resultados demonstraram  o potencial desses isolados como possíveis 

promotores de crescimento vegetal. 

Embora já se tenha alguns resultados experimentais, os estudos sobre a 

inoculação de bactérias diazotróficas, como alternativa para a redução do uso de 

fertilizantes nitrogenados nas culturas forrageiras, estão em fase inicial, sendo 

necessários muitos estudos para desenvolver produtos eficientes, a partir de 

bactérias fixadoras de nitrogênio. 

 

 

2.3. Mecanismos de promoção do crescimento 

 

As bactérias endofíticas podem beneficiar o crescimento das plantas por meio 

de mecanismos de promoção de crescimento. Esses mecanismos podem ser de 

ação direta e/ou indireta. A ação direta envolve a produção de compostos 

fitoestimuladores pela bactérias e/ou sua atuação em alguns processos que 

resultam no aumento da disponibilidade de certos nutrientes.  O efeito direto envolve 

a fixação de N2 (BODDEY e DOBEREINER, 1995), produção de fitohormônios 

(OLIVEIRA, 2009), e solubilização de fosfatos (MARRA et al., 2012). Os mecanismos 

indiretos são relacionados à proteção da planta a micro-organismos patogênicos 

(SHANAHAN et al., 1992). 

 

2.3.1.Fixação de N 

 

Todas as bactérias diazotróficas possuem um complexo enzimático chamado 

nitrogenase, o qual, dentre outros substratos alternativos, reduz o nitrogênio 

atmosférico a amônia, tornando disponível para as plantas (DEAN e JACOBSON, 

1992). E para que a fixação biológica ocorra, é necessário a expressão de um 

conjunto de genes denominado gene nif (nitrogen fixing), que codifica as proteínas 

envolvidas no processo de FBN.  

A essência da enzima nitrogenase foi elucidada por Dean e Jacbson (1992). A 

enzima é constituída por dois componentes: 1) dinitrogenase redutase, que 
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representam proteínas e ferro, responsável por captar a energia necessária e 2) 

dinitrogenase, que tem um cofactor metálico, responsável pela conversão do N2 a 

NH3. Na base do cofactor foram identificados três sistemas de fixação de diferentes 

N: Mo-dinitrogenase, V-nitrogenase, e Fe-nitrogenase. 

Os genes nif, principalmente o nifH, têm sido utilizados como marcadores no 

estudo de organismos fixadores (BALDANI, 2002). Dessa forma, a detecção do gene 

nifH na amostra de DNA genômico de uma célula bacteriana rotulariam o isolado 

como um fixador de nitrogênio. 

Espécies de bactérias que pertencem aos gêneros Azospirillum, Bacillus, 

Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas e Rhizobium estão associados às raízes 

de plantas e são capazes de exercer um efeito benéfico no crescimento vegetal 

(HIYAMA et al., 2013; JAMES; OLIVARES, 1997). De acordo com Kumar e Chandra 

(2008) além da fixação de nitrogênio, os rizóbios contribuem com a nutrição vegetal, 

mobilizando fósforo inorgânico e orgânico. Bactérias do gênero Bacillus são o mais 

abundante na rizosfera. Para Charest et al. (2005), metabólitos são liberadas por 

essas bactérias, afetando diretamente o ambiente e aumentando a disponibilidade 

de nutrientes para as plantas, consequentemente promovendo o crescimento 

vegetal. 

 Além dos Bacillus, bactérias do gênero Pseudomonas apresentam 

características que as tornam promotoras de crescimento. Praveen Kumar et al. 

(2012) inocularam  bactérias  isoladas de solos da Índia em plantas de sorgo para 

avaliarem  o efeito de fixação de nitrogênio sobre o crescimento. As plantas que 

foram inoculadas apresentaram maior crescimento e absorção de nutrientes do que 

os controles, dentre eles o isolado P17(Pseudomonas sp.) que apresentou maior 

volume de raízes (0,3 cm3), comprimento da parte aérea (36,2 cm), massa seca (152 

mg), área foliar (31cm2). 

 

 

2.3.2. Ácido Indol -3-acético (AIA) 

 

Vários fitohormônios são sintetizados pelas plantas e atuam no crescimento, 

desenvolvimento e diferenciação dos tecidos vegetais (SPAEPEN et al., 2009) e 

proteção contra os estresses abióticos e bióticos (TAGHAVI et al., 2009). Dentre 
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esses, as auxinas atuam diretamente na parte aérea e na arquitetura das raízes 

(TEALE et al., 2006). Uma das auxinas mais abundantes é o ácido indol-3-acético 

(AIA), que além de regular o crescimento vegetal, aumenta o crescimento radicular, 

contribuindo para uma melhor absorção de nutrientes. Além disso, o AIA pode 

contribuir no aumento do número e crescimento das raízes, além do alongamento 

dos pelos radiculares (DE SALAMONE et al., 2001), e exsudação radicular das 

plantas (REINHOLD-HUREK E HUREK, 2011). 

O AIA pode ser sintetizado a partir do triptofano. Esta transformação pode ser 

realizada por micro-organismos, que produzem uma conversão oxidativa quando o 

triptofano se encontra na presença de peroxidases e de radicais livres. Além da 

produção em tecidos da planta, a síntese de AIA é difundida entre bactérias 

associadas à planta e fornecem mecanismos relacionados ao crescimento de 

plantas. A biossíntese do AIA em algumas bactérias é mostrada através de 

diferentes rotas biossintéticas Figura 2. A biossíntese do AIA Trp-dependente ocorre 

por diversas vias. Foram propostas: 1) A via ácido indol-3-pirúvico (AIPy); 2) A via 

indol-3-acetamina (IAM) e 3) A via triptamina indol-3-acetaldoxima (IAOx) 

(MARCHIORO, 2005). 

 

Figura 2. Biossíntese do ácido indol-3-acético (AIA), a partir do aminoácido triptofano (MARCHIORO, 
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2005). 

Na via IAM o triptofano é transformado a IAM pela enzima Triptofano-2- 

monoxigenase, logo o IAM é transformado em AIA pela enzima 8 IAM hidrolase, 

codificada pelo gene iaaH (THEUNIS et al., 2004). Na via IPA, o triptofano é 

inicialmente convertido a IPA por uma aminotransferase (transaminação), em 

seguida, é descarboxilado através da indol-3-piruvato descarboxilase a indol-3-

acetaldeído (IAAld) após isso é oxidado a AIA pela IAAld desidrogenase (PATTEN e 

GLICK, 2002). 

São relatadas na literatura diversas bactérias produtoras de AIA, tais como: 

Azospirillum, Enterobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Gluconacetobacter, 

Agrobacterium, Bacillus e Burkholderia (LATA; TILAK et al., 2002). Estudando 

bactérias endofíticas isolados do milho, Szilagyi-Zecchin et al. (2014) observaram 

que duas cepas de bactérias (Enterobacter-CNPSo 2480 e Bacillus-CNPSo 2481), 

se destacaram por aumentar o volume de raiz em 44% e 39%, respectivamente, e a 

germinação de 47% e 56%, respectivamente. Outras duas cepas de Bacillus 

(CNPSo 2477 e CNPSo 2478) mostraram capacidades extraordinárias para a 

produção de AIA, no entanto eles reduziram a germinação das sementes. 

Em estudos visando isolar e determinar a diversidade de bactérias endofíticas 

em palma forrageira (Opuntia ficus-indica), Costa e Melo (2012), observaram que 14 

isolados produziram AIA, variando entre 3,5 e 17,45 μg.ml-1. A produção de AIA por 

bactérias também por Haiyambo et al. (2015), esses autores isolaram bactérias a 

partir da rizosfera de Pennisetum glaucum e Sorghum bicolor e observaram oito 

isolados que foram consideradas eficientes em produzir AIA, sendo portanto 

capazes de promover o crescimento vegetal.  

Avaliando o efeito da inoculação de rizóbios em gramíneas forrageiras (capim 

Tanzânia (Panicum maximum), Pensacola (Paspalum saurae), capim-braquiária 

(Brachiaria decumbens) e azevém (Lolium multiflorum), Moreira et al. (2013), 

observaram que todos os rizóbios avaliados produziram AIA, entretanto, o isolado 

mais promissor foi o Lc348, produzindo 60,7 ng mL-1.  

 

 

2.3.3 Produção de Sideróforos 

 

O ferro é o quarto elemento mais abundante na terra, e um nutriente 
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essencial para quase todas as formas de vida. Todos os micro-organismos 

conhecidos até agora, com exceção de certos lactobacilos, exigem essencialmente 

ferro (NEILANDS, 1995). Apesar disso o ferro não é facilmente assimilado por uma 

bactéria ou plantas porque o ion férrico ou Fe+3, que é a forma predominante na 

natureza, é pouco solúvel, de modo que a quantidade de ferro disponível para 

assimilação pelos organismos vivos é extremamente baixa (MA, 2005). Para estar 

disponível o Fe deve estar na forma Fe2+ e muitos micro-organismos desenvolveram 

mecanismos de quelar o Fe3+, por meio da produção de sideróforos (SANTOS, 

2004). 

Ambos,  micro-organismos e plantas necessitam de um nível elevado de ferro, 

e obter ferro suficiente torna-se um problema na rizosfera da planta visto que as 

bactérias e os fungos competem pelo ferro (GUERINOT, YING, 1994.; LOPER, 

BUYER, 1991). Nesse caso, para sobreviver com uma oferta limitada de ferro, as 

bactérias sintetizam sideróforos, que são moléculas de baixo peso molecular com 

potencial quelante de íons férricos, sendo estas moléculas sintetizadas 

principalmente por micro-organismos que crescem em ambientes com baixas 

concentrações de ferro. Em ambientes assim o papel desses compostos é recolher 

os íons de Fe do ambiente, tornando esse elemento químico disponível para a célula 

microbiana (HIDER, KONG, 2010.; NEILANDS, 1981). 

Apesar da importância do ferro para os organismos vegetais, sabe-se que o 

crescimento das plantas não é geralmente afetado pela depleção de ferro na 

rizosfera, porque a maioria das plantas pode crescer em concentrações de ferro 

muito inferiores à maioria dos micro-organismos (O’SULLIVAN, O’GARA, 1992). No 

entanto, de acordo com Neilands, (1995), a concentração de pelo menos 1 mM de 

ferro seria necessária para um crescimento ótimo da maioria das espécies 

microbianas. 

 

2.3.4 Solubilização de Fosfatos 

 

Fósforo (P) é depois do nitrogênio, o mais importante nutriente limitante da 

produção agrícola (GOLDSTEIN, 1986). Embora a quantidade total de fósforo no 

solo possa ser alta, na maioria das vezes, este elemento não se encontra na sua 

forma lábil (GYANESHWAR et al., 2002). Em solos tropicais são necessárias 
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aplicações de fósforo inorgânico (Pi) no solo para garantir a produtividade das 

culturas. No entanto, os solos tropicais da região Semiárida, geralmente apresentam 

altos teores de Fe e Al, o que causa redução na disponibilidade de Pi no solo 

(NOVAIS e SMYTH, 1999). Exercendo um papel importante no ciclo natural do P, os 

micro-organismos são responsáveis pela liberação de ácidos orgânicos, que atuam 

como doadores de prótons e agentes quelantes aos íons Al e Fe, favorecendo a 

solubilização do fosfato inorgânico no solo (RODRÍGUEZ e FRAGA, 1999).  

A literatura mostra a capacidade de diferentes grupos de bactérias em 

solubilizar compostos de fosfato inorgânico tais como fosfato de tricálcico, fosfato 

bicálcico e fosfato de rocha (SASHIDHAR e PODILE, 2010). Entre os gêneros 

bacterianos capazes de solubilizar fosfatos, encontram-se bactérias do gênero 

Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Agrobacterium, Aereobacter, 

Microccocus, Flavobacterium, Gluconacetobacter e Erwinia (RODRIGUEZ e FRAGA, 

1999). 

Apesar do grande reservatório de fósforo, a quantidade de formas disponíveis 

para as plantas é geralmente baixa. Esta baixa disponibilidade de fósforo para 

plantas é porque a maioria dos solos o P é encontrado em formas insolúveis ao 

passo que as plantas absorvem-no apenas em duas formas solúveis, o monobásico 

(H2PO4
- e o dibásico (HPO2-

4) (BHATTACHARYYA E JHA, 2012). 

Avaliando a capacidade de solubilização de fosfato inorgânico da 

Gluconacetobacter diazotrophicus Crespo et al. (2011) sugeriram que G. 

diazotrophicus  foi um excelente candidato para ser utilizado como fertilizante 

organomineral, apresentando um fenótipo positivo para solubilização de fosfato. 

Para Silva Filho e Vidor (2001), a utilização de micro-organismos solubilizadores de 

fósforo é uma alternativa importante ao uso da adubação convencional, 

aproveitando melhor o fósforo presente no solo. 

A fixação biológica de nitrogênio pelas bactérias associadas a raízes de não 

leguminosas pode ser importante nas condições encontradas no semiárido, uma vez 

que o fornecimento de N via FBN pode melhorar a produtividade e o valor nutritivo 

das forrageiras, assim esta associação poderá, em médio prazo, contribuir para o 

desenvolvimento socioeconômico da região através da diminuição dos custos de 

produção. 
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3. Material e Métodos 

 

3.1 Local de coleta e amostragem 
 

Amostras de plantas saudáveis e adultas foram colhidas nos campos 

experimentais da Caatinga e Bebedouro pertencentes a Embrapa Semiárido e na 

área da Embrapa Produtos e Mercados, todas situadas no município de Petrolina, 

PE. 

As espécies forrageiras colhidas foram o capim-buffel (Cenchrus ciliaris (L.),  

capim-tifton 85 (Cynodon dactylon (L.) Pers.), o sorgo-forrageiro (Sorghum bicolor 

(L.) Moench) da variedade BRS ponta negra, a palma-forrageira (Opuntia fícus 

indica (L.) Miller, da cultivar gigante  e a maniçoba (Manihot glaziovii Muell. ARG.). 

As coletas do capim-buffel, palma-forrageira, capim tifton e sorgo forrageiro, 

aconteceram em Outubro de 2014, enquanto a maniçoba foi coletada em Janeiro de 

2015, logo após o período chuvoso. Para cada espécie forrageira as amostras foram 

obtidas em duas áreas distintas, com exceção do capim-buffel que foi coletado 

apenas em um local.   

 

 Descrição das áreas de coleta 

O capim-buffel foi coletado no campo experimental Sistema (CBL), conhecido 

como Sistema Caatinga-Buffel-Leucena, O local apresentava somente a cultura do 

buffel, há alguns anos e tratava-se de um solo muito pedregoso e que estava muito 

seco por consequência da falta de chuva na região (AM5). 

O capim tifton foi coletado em duas áreas distintas, na primeira área (AM1), 

no campo experimental de Bebedouro, nos piquetes de criação de ovinos, a área 

possuía adubação nitrogenada realizada há 4 meses antes da coleta e além disso, o 

pasto era constantemente irrigado. A segunda amostra foi coletada próximo ao 

tanque de criação de tilápias, no campo experimental da caatinga e na segunda área 

(AM2). 

Outra cultura coletada para o estudo foi o sorgo forrageiro. Presente em duas 

áreas da Embrapa Produtos e Mercados, situada, próximo à sede da Embrapa 

Semiárido (AM3 e AM4). 

A primeira amostra da palma-forrageira foi coletada no campo experimental 

da caatinga (AM6), nessa área, a palma recebia irrigação. Na segunda área, a 
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palma foi coletada na sede da Embrapa, no setor de Metabolismo Animal (AM7). 

Por conta da escassez de chuvas, a maniçoba não apresentava folhas e 

nesse caso, sua coleta foi adiada para o inicio de 2015, logo após as primeiras 

chuvas. A coleta se deu em duas áreas pertencentes ao campo experimental da 

caatinga, Na primeira área, tratava-se de uma área de caatinga preservada (AM9) e 

na segunda área, as plantas ficavam próximas as áreas de experimento com o solo 

bastante pedregoso (AM8). Na Tabela 1, são apresentadas as coordenadas 

geográficas das áreas de coleta das plantas forrageiras e os respectivos isolados 

obtidos. 

 

Tabela 1. Bactérias isoladas de plantas forrageiras (capim-buffel (B), sorgo forrageiro 

(S), capim-tifton (T), maniçoba (M) e palma-forrageira (P) e seus respectivos locais 

de coleta  

Amostragem Localização 

AM1 S09º 08. 239’ 

W040º 17.  

AM2 S09º 04.192’ 

W040º 19.575’ 

AM3 S09º 03. 282’ 

W040º 16.824’ 

AM4 S09º 03. 145’ 

W040º 17. 898’ 

AM5 S09º 04. 226’ 

W040º 19. 590’ 

AM6 S09º 04.223’ 

W040º 19.588’ 

AM7 S09º 04. 126’ 

W040º 19.190’ 

AM8 S09º 04. 056’ 

W040º 19.607’ 

AM9 S09º 04. 105’ 

W040º 19. 715’ 
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    Em cada ponto de amostragem foi obtida uma amostra da planta 

inteira(parte aérea + raiz) composta formada por três amostras simples (uma planta), 

totalizando três repetições por área para cada espécie forrageira. Além disso, foram 

coletadas amostras compostas de solo a parir de cinco pontos na camada de 0-20 

cm em cada área de coleta, totalizando 9 amostras de solo que seguiram para 

análises visando a determinação das características químicas no Laboratório de 

Solos da Embrapa Semiárido, cujos resultados estão apresentados na Tabela 2.  

 

Tabela 2. Caracterização química dos solos dos locais de coleta das plantas 
forrageiras 

 C.E pH M.O P Ca Mg Al H+Al SB CTC V 

ÁREA mS cm
-1

 g kg
-1

 g dm
-3

                           C molc dm
-3                                                      

% 

AM1 4,68 7,5 8,9 119,3 6,7 1,80 0,00 1,2 9,9 11,1 89,6 

AM2 0,70 5,1 9,6 23,75 2,4 1,10 0,00 3,0 3,7 6,7 55,4 

AM3 1,27 5,6 9,0 57,4 1,8 0,90 0,00 1,8 3,1 4,9 62,4 

AM4 1,34 5,6 8,7 10,73 1,7 1,00 0,00 1,2 3,1 4,3 73,0 

AM5 0,32 5,7 1,13 31,7 2,8 1,10 0,00 3,5 4,2 7,7 55,1 

AM6 0,47 5,5 8,4 8,44 1,6 0,90 0,00 1,8 3,0 4,8 61,7 

AM7 1,20 5,6 18,6 42,63 2,9 1,70 0,00 0,37 5,5 9,1 59,6 

AM8 0,64 5,1 10,7 8,64 1,9 1,30 0,00 2,3 3,6 5,9 61,2 

AM9 0,39 5,2 13,8 8,44 2,2 1,20 0,00 2,5 3,9 6,4 60,3 

Laboratório de Solos-Embrapa Semiárido. AM= Amostra. AM1=Tifton ; AM2= Tifton ; AM3=Sorgo  ; 
AM4= Sorgo ; AM5= Buffel ; AM6= Palma ; AM7= Palma ; AM8= Maniçoba ; AM9= Maniçoba . C.E: 
Condutividade elétrica; pH: Potencial hidrogeniônico. M.O: matéria orgânica; P: fósforo; Na: sódio; 
Ca: cálcio; Mg: magnésio; Al: alumínio; H+Al: acidez potencial; SB: saturação de bases; CTC: 
capacidade troca de cátions; V: saturação por bases. 

 
 
 
3.2. Isolamento e purificação das bactérias 
 

As plantas foram transportadas para o Laboratório de Microbiologia do Solo 

da Embrapa Semiárido para os procedimentos de isolamento. As raízes foram 

separas da parte aérea, As raízes foram lavadas em água corrente e secas com 

papel toalha e, desinfestadas superficialmente por imersão em solução de hipoclorito 

de sódio a 1% (v/v) por 10 minutos. Posteriormente foram lavadas abundantemente 

com água destilada e autoclavada. As amostras foram fragmentadas e em seguida 

alíquotas de 10 g foram trituradas com 90 mL de NaCl 0,85% (p/v) em um 
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miniprocessador previamente desinfestado. Posteriormente, foram realizadas as 

diluições seriadas de 10-1 a 10-4.  Para cada uma das diluições, alíquotas de 0,1 mL, 

foram inoculadas em triplicata, em frascos de vidros de penicilina contendo 7 mL do 

meio BMGM (glicose, manitol e ácido málico) semissólido (ESTRADA DE LOS 

SANTOS et al., 2001). Os frascos foram incubados a 28 °C, por dez dias, após esse 

período, aqueles que desenvolveram uma película microaerotáxica típica (próxima 

da superfície do meio de cultura) foram separadas em sua diluição menos 

concentrada, reinoculados no mesmo meio de cultura e incubados por dez dias. 

Aqueles que desenvolveram película após esta segunda incubação foram 

considerados positivos para determinação das populações de bactérias diazotróficas 

(Tabela 4), sendo assim utilizados para o isolamento das bactérias. 

O padrão de crescimento das bactérias nas diferentes diluições do meio 

semissólido e repetições utilizadas foram tabulados e utilizados para a determinação 

da concentração total de bactérias diazotróficas por meio do método do número 

mais provável (NMP) (HUNGRIA; ARAÚJO, 1994).  Após a confirmação do 

aparecimento da película em meio semissólido, as bactérias foram purificadas em 

placas de Petri contendo meio Dyg's (RODRIGUES NETO ET AL., 1986). Após a 

obtenção das culturas puras as bactérias foram reinoculadas em meio BMGM 

semissólido para a confirmação da capacidade de fixação do nitrogênio em 

condições assimbióticas. Os frascos que continuaram a desenvolver a película foram 

reinoculados em placas de Petri contendo meio Dygs sólido. As bactérias puras 

foram inoculadas em Dyg's líquido com glicerol (25 % v/v) (BALDANI et al., 2014) e 

preservadas em freezer a -20°C e a -80°C na Coleção de Micro-organismos de 

interesse Agrícola da Embrapa Semiárido (CMISA). 

 

3.3 Capacidade de formação de película em diferentes meios de cultura 

 

Os isolados foram inoculados em triplicata em frascos de vidros de penicilina 

contendo 7 mL dos meios: NFb (ácido málico, K2HPO4, KOH, NaCl; CaCl2. 2H20-pH: 

6,5), LGI(sacarose, FeCl3. 6H2O; CaCl2. 2H20; KNO3- pH: 6,0-6,2) , LGI-P (100g 

sacarose; K2HPO4; KH2PO4; MgSO4. 2H20; CaCl2. 2H20; Na2Mo4.2H2O; FeCl3. 6H2O- 

pH: 5,5-6,0) e JMV (manitol KH2PO4; MgSO4.7H2O; NaCl; CaCl2. 2H20- pH: 4,0-4,5) 

em diferentes diluições: 10-2 a 10-6. Os frascos foram incubados a 28 °C, por dez 
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dias, após esse período, aqueles que desenvolveram uma película microaerotáxica 

típica (próxima da superfície do meio de cultura) foram separadas em sua diluição 

menos concentrada, reinoculados no mesmo meio de cultura e incubados por dez 

dias. Aqueles que desenvolveram película após esta segunda incubação foram 

considerados positivos para determinação das populações de bactérias 

diazotróficas. 

 

 

3.4. Caracterização fenotípica das bactérias 

 

As bactérias crescidas em meio Dyg's por um período de 48 h foram 

avaliadas quanto à sua cor, presença ou não de muco, tamanho (< ou > 2mm), 

elevação ou não, aparência (homogênea ou heterogênea) e transparência ou 

opacidade das colônias. 

A similaridade entre os isolados foi avaliada por meio de suas características 

fenotípicas. Os dados foram tabulados em uma matriz binária. Os dados foram 

comparados e a similaridade entre os isolados foi estimada e agrupada pelo método 

das distâncias médias UPGMA (Unweighted Pair Group Method) e representados 

graficamente por um dendrograma construído pelo programa PaSt, (HAMMER et al., 

2001). 

 

 

3.5. Caracterização genotípica dos isolados bacterianos 

 

3.5.1. Extração de DNA 

As bactérias foram cultivadas em tubos de ensaio contendo 5mL de meio 

Dyg's liquído sob agitação constante de 120 rpm por 48 horas em um agitador 

orbital. Após o crescimento bacteriano, foi retirada uma alíquota de 1mL, colocados 

em microtubos tipo eppendorf com capacidade para 1,5 mL e centrifugado a 6000 g 

por 5 min. O sobrenadante foi descartado o precipitado foi lavado por duas vezes 

com água destilada autoclavada. O precipitado foi submetido a três períodos de 

choque térmico com congelamento em freezer a -20°C e água fervente para o 

rompimento da membrana e extravasamento do DNA bacteriano segundo 
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metodologia de FERNANDES JÚNIOR et al. (2013). 

 

 

3.5.2. Amplificação do gene nifH 

Os micro-organismos endofíticos provenientes das plantas forrageiras foram 

caracterizados genotipicamente quanto a amplificação de um fragmento do gene 

nifH que codifica uma subunidade da enzima dinitrogenase do complexo enzimático 

nitrogenase.  

Para a amplificação, adotou-se a estratégia de amplificação do gene nifH por 

PCR direto e pela metodologia de nested-PCR. A primeira reação utilizou o par de 

iniciadores PolF (TGCGAYCCSAARGCBGACTC) e PolR 

(ATSGCCATCATYTCRCCGGA) (POLY et al., 2001) para a amplificação de um 

fragmento de aproximadamente 360 pb do gene nifH. Esse par foi escolhido por 

amplificar uma região do gene nifH altamente conservada na maioria dos 

procariontes fixadores de N, além de ser um iniciador nifH universal. O segundo par 

de oligonucleotídeos iniciadores foi o nifHFor (ACCCGCCTGATCCTG-

CACGCCAAGG); nifHRev (ACGATGTAGATTTCCTGGGCCTTGTT), descrito por 

Soares et al. (2006) para amplificar  fragmentos de sequencias do gene nifH,  com 

cerca de 314-317 pb.  

A reação de PCR foi realizada mediante preparo do mix de soluções para um 

volume final de 10 μL, contendo tampão de reação 1X, MgCl2 2,5 mM, dNTP 1,2 

mM, Taq DNA polimerase 1,0 U e 1,0 μM de cada iniciador PolF e PolR para a 

primeira reação. A segunda reação foi feita em 10 μL do mix de soluções mais 0,35 

μL do produto da primeira PCR como molde. Os ciclos de amplificação constaram 

de: um ciclo de desnaturação inicial (5 minutos a 94º C); 35 ciclos de desnaturação 

(1 minuto a 94º C), anelamento (45 segundos a 55º C); extensão (1 minuto a 72º C); 

um ciclo de extensão final (10 minutos a 72º C); 4º C final em um termociclador Veriti 

96 well (Applied Biosystems).  

Os isolados que apresentaram amplificação positiva para este fragmento 

foram selecionados para os testes posteriores. As bactérias nifH positivas seguiram 

para análises bioquímicas dos mecanismos complementares de promoção do 

crescimento, como a produção de acido indol-acético (AIA) com e sem triptofano, 

solubilização de fosfatos e capacidade de fixação biológica do nitrogênio (FBN). 
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3.6. Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA 

 

Para a amplificação do gene rDNA 16S, a reação foi dimensionada para 45μl 

contendo tampão de reação 1X, MgCl2 3,0 mM, dNTP 1,0 mM, 1,0 U Taq DNA 

polimerase, água, 0,75 μM de cada primer iniciador. Os iniciadores utilizados foram o 

27F (GAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) 

(WEISBURG et al., 1991).  

A amplificação foi realizada em termociclador Veriti 96 well (Applied 

Biosystems) e consistiu em uma etapa de desnaturação inicial de 94°C por 5 min 35 

ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 2 min e extensão final 72°C por 

5 min. Os produtos da PCR foram avaliados por eletroforese em gel de agarose, 

conforme descrito anteriormente. Os produtos de PCR foram purificados com kit de 

purificação Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega), para o 

sequenciamento do DNA, as amostras purificadas foram enviadas para a empresa 

Macrogen Inc., em Seul, Coréia do Sul, onde o sequenciamento foi realizado em 

uma plataforma ABI 3037xl (Applied Biosystems) 

A qualidade das sequências do gene 16S rRNA foi avaliada por meio do 

programa SeqScanner v. 2.0 (Applied Biosystems). As sequências com qualidade 

satisfatória e com tamanho igual ou superior a 1000 pb foram utilizadas para a 

análise comparativa com as sequências depositadas do GeneBank do NCBI, usando 

a ferramenta Blastn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST/) (ALTSCHUL et al., 1990). 

As sequências disponíveis no GeneBank com alta similaridade, bem como algumas 

sequências de estirpes tipo de espécies próximas foram baixadas para o 

alinhamento e a construção da árvore filogenética. O alinhamento foi feito com o 

algoritmo CrustalW e a árvore foi construída com o método estatístico Neighbour-

Joining utilizando o método Jukes-Cantor para cálculo das distâncias. As análises de 

alinhamento e filogenia foram feitas com o auxílio do Programa Mega 6.0 (TAMURA 

et al., 2013). 

 

 

3.7 Avaliação dos mecanismos de promoção do crescimento “in vitro” 

 

3.7.1 Produção de ácido indolacético in vitro (AIA) 
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Para a quantificação do AIA produzido “in vitro” foi realizada para os 61 

isolados obtidos das espécies forrageiras, além de Azospirillum brasilense (Ab-V5) 

como bactéria de referência. As bactérias foram inoculadas em meio líquido Dyg's 

com e sem suplementação de triptofano, a partir de um pré-inóculo (bactérias 

inoculadas em 5 mL de meio líquido Dyg's, e incubadas sob agitação constante (100 

rpm) durante 3 dias). Após esse período avaliou-se a densidade ótica (DO) das 

culturas a 540 nm em espectrofotômetro, ajustando-se a concentração das culturas 

para DO540 0,3. Após o ajuste da DO, alíquotas de 1mL foram centrifugadas durante 

3 min a 6000 g, e 250 μL do sobrenadante foram reservados. Nas alíquotas de 

sobrenadente, 100 μL  de reagente de Salkowski (2% de FeCl3 0,5 M em 35% de 

ácido perclórico) foram adicionados a 150 μl do sobrenadante e incubados no escuro 

durante 30 minutos, as amostras foram  lidas em espectrofotômetro a 530 nm. Para 

a estimativa da produção de AIA, foi utilizada uma curva padrão, previamente obtida, 

com concentrações conhecidas de AIA sintético: 0, 50, 100, 150, 200 μg.L-1.  

 

 

3.8. Produção de sideróforos 
 

Para avaliação da produção de sideróforos “in vitro”, as bactérias foram 

crescidas em meio Dyg's líquido. Os isolados foram crescidos por 48 h a 28°C sob 

agitação constante  Uma alíquota de 1,5 mL do caldo de cultivo foi centrifugado, e  1 

mL do sobrenadante foi utilizado para a determinação da concentração de 

sideróforos. Uma alíquota de 150 uL do sobrenadante amostrado foi colocado em 

poços de placas de microtitulação com 96 poços (placas de ELISA) contendo  150uL 

do CAS (6 mL de Brometo de Hexadeciltrimetilamônio–HDTMA; 1,5 mL solução de 

FeCl3.6H2O;4,307g piperazina anidra; 6,25 Ml HCl). A placa foi coberta e protegida 

no escuro por 30 minutos, tempo necessário para a mudança da coloração. Os 

poços que apresentaram mudança de cor do azul para amarelo ou laranja, foram 

considerados positivos para a produção de sideróforos. Seguindo a metodologia 

adaptada de SCHWYN E NEILANDS (1987). 

  

 
3.9. Solubilização de fosfato de cálcio 
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 As bactérias foram avaliadas quanto à capacidade de solubilizar fosfato de 

cálcio em meio sólido. As bactérias foram crescidas em meio líquido Dygs por 24 h, 

a 28º C sob agitação constante de 100 rpm. Alíquotas de 10 μL do caldo de cultivo 

bacteriano foram colocadas em triplicatas em pontos equidistantes de placas de 

Petri  com  meio  de  cultura  GL 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%) 

(SYLVESTER-BRADLEY et al., 1982). O crescimento das colônias e/ou a formação 

do halo de solubilização foram realizadas cinco dias após a inoculação.  Para o 

calculo do Índice de Solubilização, foi feita a razão entre o diâmetro do halo e o 

diâmetro da colônia correspondente e para cada placa, calculada a média das três 

réplicas que formaram uma repetição. 

 

 

3.10. Potencial de  fixação de nitrogênio em meio semissólido 

 

Para avaliação o potencial para a FBN as bactérias foram crescidas em tubos 

de ensaio contendo 5 mL de meio Dyg's por 48 h. Após o crescimento a  DO600   foi 

ajustada para 0,5 em espectrofotômetro (aproximadamente 108 UFC mL-1), Uma 

alíquota de 100 µL de cada caldo de cultivo com a DO ajustada para os 61 isolados 

e 3 bactérias de referência conhecido (AbV5; BR322 e BR11417), foram inoculadas 

em frascos contendo 10 mL de meio BMGM semissólido em triplicatas e incubados a 

temperatura ambiente por cinco dias.  Após o crescimento bacteriano com a 

formação da película característica da fixação do N in vitro em condições 

microaerofílicas, as amostras foram homogeneizadas manualmente e foram 

congeladas a - 20°C, por 24 horas. Após esse processo, os tubos foram aquecidos 

em micro-ondas por 1 minuto. Da solução resultante (meio + conteúdo celular) foram 

utilizados 5 mL em tubos de ensaio para digestão pelo método semimicro Kjedahl  

(TEDESCO et al., 1995).  

 

 

3.11. Ensaio para a avaliação da promoção do crescimento vegetal 
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O experimento foi conduzido em bancadas a pleno sol no setor de 

Metabolismo Animal da Embrapa Semiárido, em Petrolina-PE. O clima local é 

classificado como semiárido quente BSwh', conforme classificação de Koeppen, 

sendo as coordenadas geográficas 09º 09' de latitude sul e 40º 22' de longitude 

oeste. Durante o período experimental, a média da temperatura do ar foi de 29,3ºC, 

com precipitação de apenas 1 mm no mês de dezembro e com 46% de umidade 

relativa do ar. Para este ensaio, utilizou se como substrato uma amostra do 

horizonte superficial de um Argissolo Vermelho-Amarelo coletada no Campo 

Experimental de Bebedouro, nas dependências da Embrapa Semiárido. Uma 

amostra composta do solo utilizado no experimento foi analisado quanto as suas  

características químicas, de acordo com Embrapa (1997), que estão apresentadas 

na Tabela 3. Como o solo não apresentou limitações, com relação à sua fertilidade, 

para este tipo de experimento, não foram feitas adubações corretivas. 

 

Tabela 3. Caracterização química do solo utilizado no experimento de promoção de 
crescimento vegetal 
C.E Ph M.O P K Na Ca Mg Al H+Al SB CTC V 
mS cm

-1
 g kg

-1
  g dm

-3
                                    C molc dm

-3
               % 

2,28 6,9 10,0 51,06 0.75 0,21 3,9 1,60 0,00 2,1 6,5 8,5 75,6 

C.E: Condutividade elétrica; pH: Potencial hidrogeniônico. M.O: matéria orgânica; P: fósforo; K: 
potássio; Na: sódio; Ca: cálcio; Mg: magnésio; Al: alumínio; H+Al: acidez potencial; SB: saturação de 
bases; CTC: capacidade troca de cátions; V: saturação por bases. 

 

Foi utilizado o sorgo forrageiro (Sorghum bicolor) BRS Ponta Negra como 

planta modelo para todas as bactérias avaliadas. O experimento foi implantado 

utilizando vasos de 3kg, com início no dia 03/10/15 e finalizado no dia 03/12/15, 

seguindo o delineamento inteiramente casualizado com 63 tratamentos inoculados, 

sendo 61 isolados provenientes das espécies forrageiras (buffel, sorgo, palma, 

maniçoba e tifton) além da inoculação de 2 estirpes de referência (AbV5 e 

BR11417). Também foram testados 3 tratamentos nitrogenados (25%; 50%; e 100% 

de nitrogênio na dose de 100kg N/há, referente a necessidade da cultura) a 

testemunha absoluta, sem inoculação e sem nitrogênio em quatro repetições, 

totalizando 268 unidades experimentais.  

Para a inoculação, as bactérias foram crescidas em meio Dygs líquido por 48 

h. A semeadura foi feita diretamente nos vasos com cinco sementes por vaso. A 

inoculação foi feita logo após a semeadura com a aplicação de 5 mL do caldo 
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bacteriano, contendo em torno de 108 células mL-1 diretamente sobre todas as 

sementes que foram imediatamente cobertas com solo. O desbaste foi realizado 10 

dias após a germinação deixando apenas duas plantas por vaso. Nos tratamentos 

nitrogenados foi aplicada uma dose de nitrato de amônio, 7 dias após o desbaste , e  

a segunda dose 20 dias depois da primeira. As doses  de nitrato de amônia foram 

ajustadas para as concentrações equivalentes às adubações de 25, 50 e 100 kg de 

N/ha). A irrigação das plantas foi realizada duas vezes ao dia (manhã e tarde), com 

água destilada. No primeiro mês o volume de água utilizada para irrigar as plantas 

foi 200 mL/dia, e a partir daí foi 300 a 400 mL/dia. As variáveis analisadas foram: 

Massa da raiz seca (MRS- g/planta), Massa da Parte Aérea seca (MPAS-g/planta)e 

nitrogênio acumulado na parte área (NAPA-mg/planta).  

 No momento da colheita, foi efetuado um corte rente ao solo, separando-as 

em parte aérea e raiz. A parte aérea foi armazenada em sacos de papel e levadas a 

estufa de 65º C de ventilação forçada, onde permaneceu por 72 horas, até atingirem 

a massa constante para a determinação da MPAS. As raízes foram lavadas, 

armazenadas em sacos de papel e secas e pesadas como descrito anteriormente. 

 Após pesagem as amostras da MPAS foram moídas em moinho tipo Willey, 

com peneiras de diâmetro de 1mm, e em seguida no moinho de bola para a  

determinação das concentrações de nitrogênio, adotando-se o método semimicro 

Kjedahl.  

 

 

3.12. Análise dos dados 

 

A similaridade entre os isolados através de suas características fenotípicas,foi 

avaliada por uma matriz binária, sendo atribuído valores positivos para a presença 

da característica e valor negativo para ausência da característica. Os dados foram 

comparados e a similaridade entre os isolados foi estimada e agrupada pelo método 

das distâncias médias UPGMA (Unweighted Pair Group Method) e representados 

graficamente por um dendrograma construído pelo programa PAST, versão 2001. 

Nas análises quantitativas (AIA com e sem triptofano, produção de nitrogênio 

in vitro, solubilização de fosfato, sideróforos e o ensaio para promoção do 

crescimento), os dados foram submetidos à análise de variância através do teste de 
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comparação de médias (Scott-Knott) com significância de (p>0,05%) através do 

Software Sisvar 5.0. 
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4. Resultados e Discussão 

 

 Quantificação das populações diazotróficas e caracterização fenotípica 

dos isolados 

 

 A população de bactérias encontrada nas raízes das plantas forrageiras 

estudadas variou de 4,83 x 104 a 109,84 x 104 células por grama de raiz (Tabela 4). 

 

Tabela 4. População de bactérias potencialmente diazotróficas presentes nas raízes 
de capim-buffel, capim-tifton, sorgo forrageiro, palma-forrageira e maniçoba pela 
técnica de número mais provável (NMP), avaliados em meio de cultura BMGM 

 

IC: Índice de confiabilidade. Probabilidade 95% 

 

A densidade total de bactérias foi maior nas primeiras áreas de coleta da 

Maniçoba e da Palma forrageira. As maiores densidades populacionais foram 

encontradas nas duas espécies de plantas que são bem-adaptadas à região 

Semiárida, sendo a Maniçoba um representante nativo da Caatinga. Plantas da 

Caatinga têm sido utilizadas como importantes fontes de micro-organismos, seja em 

estudos de diversidade ou em estudos de prospecção de micro-organismos com 

potencial biotecnológico. Antunes et al. (2015) quantificaram comunidades 

diazotróficas endofíticas em Coroa de frade (Melocactus sp.) que é uma planta 

        Espécie Repetição NMP IC (Mínimo) IC (Máximo) 

 
Capim-buffel 

 
AR1 4,83 x 104 2,43 10,48 

 AR1 14,93 x 104 5,56 50,58 

Capim Tifton 
 

AR2 9,32 x 104 3,33 38,55 

 
Sorgo Forrageiro 

AR1 46,20 x 104 17,83 240,76 

 AR2 46,20 x 104 17,83 240,76 

Palma Forrageira 

 

AR1 

 

109,84 x 104 

 

38,22 

 

478,76 

 
AR2 9,32 x 104 3,33 38,55 

Maniçoba 
AR1 109,84 x 104 38,22 478,76 

 
AR2 4,83 x 104 2,43 10,48 
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nativa da Caatinga e encontraram valores que variaram de 7,48 x 104 a 109,85 x 104 

células por grama de raiz, indicando que plantas nativas possuem elevada 

população de bactérias potencialmente diazotróficas. Avaliando a ocorrência de 

bactérias diazotróficas nos capins buffel e andropogon, Moreira et al. (2013) 

observaram as maiores densidades populacionais nas amostras superficiais das 

raízes do capim-buffel (24 x 103 bactérias g-1 de raiz fresca) em relação ao capim 

Andropogon que registrou as maiores densidades (46 x 103 g -1 bactérias de raiz 

fresca) entre as gramíneas.  

Também avaliando a ocorrência de bactérias, Santos et al. (2013) 

encontraram valores próximos aos encontrados neste estudo em raízes lavadas e 

desinfestadas de capim-buffel (4,0- 44,0 NMP x 103 bactérias/g raiz). Entretanto, os 

autores afirmaram não encontrar bactérias potencialmente diazotróficas durante o 

período seco, diferente do resultado encontrado nesse trabalho. 

  Um fator que pode ter contribuído para este resultado seria a possível maior 

disponibilidade de água para estas plantas (umidade nas plantas ou no solo), uma 

vez que, a palma estava em constante irrigação e a coleta da maniçoba ocorreu 

após o período de chuvas. De acordo com Baldani et al. (1999), a ocorrência e 

atividade dessas bactérias no solo e na planta são fortemente influenciadas por 

fatores abióticos como a umidade do solo. Sobre isso Moreira; Siqueira (2006) 

explicam que a água em conjunto com a temperatura influi na atividade enzimática, 

favorecendo o metabolismo microbiano, nesse caso, determinadas características 

fisiológicas das bactérias podem ter sido ativadas com o aumento da umidade no 

solo.  

Os estudos de Osaki e Netto (2009), Lopes et al. (2011), indicam que além da 

umidade, a quantidade e a qualidade do material orgânico do ambiente são as 

principais variáveis responsáveis pela dinâmica dos micro-organismos no solo.  

Com relação às características culturais em meio Dyg's, dentre os 61 

isolados, 76,6% apresentaram tamanho menor que 2 mm. No que diz respeito 

aparência da colônia, 93,3% foram colônias heterogêneas e 73,3% foram 

translúcidas (Tabela 5). As bactérias diferenciaram-se em amarelas (41,6%), cremes 

(30%), brancas (25%), marrom (1,6%) e cinza (1,6%). Todos os isolados produziram 

muco, entretanto, somente 61% produziram pouco muco. Apesar das plantas 

forrageiras analisadas neste estudo estarem em ambientes próximos, a análise 
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fenotípica indicou elevada diversidade destes micro-organismos. Neste caso, esta 

diversidade pode estar relacionada às diferenças entre as espécies vegetais de 

origem das bactérias, segundo Compant et al. (2010) as bactérias são atraídas e 

inibidas pelas plantas por meio de exsudatos rico em açucares que são liberados 

pelas raízes. E plantas de diferentes espécies provavelmente exsudam compostos 

distintos que resultam na colonização por diferentes grupos bacterianos 

No dendrograma de similaridade foi possível observar a formação de vinte e 

seis grupos fenotípicos com 100% de similaridade, demonstrando a diversidade da 

coleção (Figura 3). Pode-se observar também que todos os isolados apresentam 

similaridade superior a 40%. Dentre estes grupos, 13 são grupos raros, ou seja, 

formados por apenas um isolado bacteriano, outro dado que reforça a grande 

diversidade dos isolados da coleção. A tabela 5 foi derivada do agrupamento do 

dendrograma de similaridade, demonstrando as características fenotípicas de cada 

grupo. 
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Figura 3. Dendrograma de similaridade baseado nas características fenotípicas de 
61 isolados de bactérias diazotróficas oriundas de raízes de capim-buffel, capim 
tifton, sorgo forrageiro, palma forrageira e maniçoba. 
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Tabela 5. Caracterização fenotípica de vinte e seis grupos fenotípicos obtidos por 
meio do agrupamento das bactérias diazotróficas isoladas de raízes de Capim-buffel, 
Capim tifton, Sorgo forrageiro, Palma-forrageira e Maniçoba (método de 
agrupamento UPGMA e Coeficiente de similaridade de Bray- Curtis). 
 

Grupos (n° de 
isolados) 

TC AC TC2 CC QM 

Grupo 1 (3) <2 He Tr Br MM 

Grupo 2 (1) <2 He Tr Am MM 

Grupo 3 (3) >2 He Tr Cr SM 

Grupo 4 (8) >2 He Tr Br SM 

Grupo 5 (3) >2 He Tr Am MM 

Grupo 6 (3) <2 He Tr Br PM 

Grupo 7 (1) <2 He Tr Am PM 

Grupo 8 (1) <2 He Tr Am PM 

Grupo 9 (2) 
Grupo 10 (2) 
Grupo 11 (8) 
Grupo 12 (1) 
Grupo 13 (4) 
Grupo 14 (1) 
Grupo 15 (1) 
Grupo 16 (5) 
Grupo 17 (3) 
Grupo 18 (1) 
Grupo 19 (1) 
Grupo 20 (1) 
Grupo 21 (1) 
Grupo 22 (2) 
Grupo 23 (1) 

>2 
>2 
>2 
>2 
>2 
>2 
>2 
<2 
<2 
<2 
>2 
>2 
<2 
>2 
>2 

Ho 
He 
He 
He 
He 
He 
Ho 
Ho 
He 
He 
He 
He 
He 
He 
He 

Tr 
Op 
Tr 
Op 
Tr 
Op 
Tr 
Tr 
Tr 
Op 
Tr 
Op 
Op 
Op 
Tr 

Cr 
Ma 
Am 
Am 
Cr 
Br 
Am 
Br 
Br 
Br 
Am 
Am 
Cr 
Cr 
Cr 

PM 
MM 
MM 
MM 
PM 
PM 
PM 
PM 
PM 
PM 
MM 

            PM 
MM 
MM 
PM 

Grupo 24 (1) >2 He Tr Ci MM 

Grupo 25 (1) >2 He Tr Am PM 

Grupo 26 (2) <2 He Tr Am MM 

 
 1

Grupo fenotípico dos isolados 
2
TC1 – tamanho da colônia (> 2 mm a <2 mm);AP- aparência da 

colônia (Ho: homogênea, He: heterogênea); TC2- transparência da colônia (Op: opaca, Tr: 
translucida) CC - cor da colônia (Am: amarela, Br: branca, Cr: creme, Ma: marrom) QM - 
quantidade de muco (MM: muito, PM: pouco, (-): Ausência de muco). 
SM: Sem muco 

 

 

Todos os 61 isolados formaram película em meio BMGM. Em meio NFb, JMV, 

LGI, LGI-P (80,3; 49,1; 54 e 44,2%) formaram película, respectivamente (Tabela 6), 

sugerindo potencial para fixação de nitrogênio em diferentes condições de 

disponibilidade de carbono, pHs e potenciais osmóticos. 

A nitrogenase, a enzima presente em organismos diazotróficos é altamente 

sensível ao oxigênio e necessita de condições anaeróbias para sobreviver. Apesar 



50 

 

disso, as bactérias diazotróficas precisam regular o suprimento de oxigênio para seu 

próprio beneficio e ao mesmo tempo proteger a nitrogenase contra seu efeito 

deletério. Dessa forma, esses micro-organismos desenvolveram estratégias para 

limitar o acesso do oxigênio à essa enzima, como por exemplo a formação e uma 

película microaerotáxica. Dessa forma, bactérias que produzem essa película podem 

ser consideras positivas para a presença da nitrogenase. 

Dentre os 61 isolados, 15 foram capazes de formar película em todos os 

meios testados indicando uma grande versatilidade metabólica. 

Observou-se predominância de bactérias (80,3%) que utilizam 

preferencialmente o malato, fonte de carbono do meio NFb . Notou-se também, 

elevado número de bactérias que utilizaram indistintamente malato e sacarose do 

meio LGI (54%), pois cresceram em NFb e LGI, indicando versatilidade metabólica 

destes isolados.  

Além disso, os micro-organismos isolados a partir do capim tifton se 

destacaram pela alta percentagem de formação de película, em que de 80 a 100% 

dos isolados formaram película nos diferentes meios(NFb, JMV, LGI, e  LGI-P), o 

que reforça  a versatilidade metabólica e plasticidade dos  isolados com potencial 

para fixação de N em diferentes condições. A amostra 1 (Tabela 2), refere-se a 

isolados do capim tifton que foram obtidos em área com  elevada condutividade 

elétrica (4,68 mS cm-1) em decorrência do ponto de coleta do capim estar próxima 

ao tanque de criação de peixes, que por sua vez é abastecido com efluente da 

dessalinização, o que confere a essa área um ambiente estressante para seus 

habitantes (espécies vegetais e micro-organismos), colaborando para a seleção de 

populações adaptadas. Desta forma, a elevada condutividade elétrica gera grande 

estresse osmótico e iônico se igualando ao meio LGI-P que é saturado com 100 

gramas de sacarose por litro de meio. 

 

Tabela 6. Capacidade de formação de película em diferentes meios de cultura 
semissólido de bactérias presentes nas raízes de capim-buffel (B), capim tifton (T), 
sorgo forrageiro (S), palma-forrageira (P) e maniçoba (M).  
 

Isolado NFb JMV LGI LGI-P 

B13 - - - - 
B17 + - - - 
B16 - - + - 
B10 + + + + 
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B12 + + + + 

B11 + - - + 

B14A - - - - 
B22 + + + - 
B14B + + + - 
B27 + - - - 
S14 + + + + 

S31 + + + + 

S29 + + + - 
S26 + + - - 
S13 + + - - 
S9 + + + + 

S10 + + + - 
S23 - - - - 
S22 - + - - 
S19 + - + - 
S8 + - - + 

S3 + + + - 
S4 + - + + 

S32 + + - - 
T4 - - + + 

T2 + + + + 

T6 + + + + 

T7 + + - + 

T8 + + + + 

M26 + + + + 

M11 + - - - 
M19 + + + - 
M18 - + - - 
M15 + - - - 
M5 - + - + 

M3 + - - - 
M10 - + + + 

M7 + - + - 
M9 + + - + 

M6 + + + + 

M20 + - - - 
M13 + - + - 
M12 + - - + 

M2 - - + - 
M22 + - + - 
M27 - - + - 
M14 + - - + 

M21 + - - - 
M23 + + + + 

P32 - - - + 

P38 + - - + 

P37 + - + + 

P14 + - + - 
P46 + - - - 



52 

 

P47 + - + - 
P29 + - - - 
P20 + + + + 

P48 + - - + 

P23 + + + + 

P12 + + - - 
P33 + + + - 

 

 

 Caracterização molecular dos isolados 

 

A banda correspondente a um fragmento do gene nifH com cerca de 360 pb 

foi observado em 42 isolados na primeira reação utilizando os pares de iniciadores 

PolF e PolR. Entretanto, adotando-se a estratégia do nested-PCR com os 

iniciadores nifHfor e nifHrev, foi possível observar a banda característica  em torno 

de 320 pb (Figura 4).  

O nifH é um gene de grande importância pois a enzima responsável pela 

fixação de nitrogênio, a nitrogenase, tem sua subunidade codificada por ele, dessa 

forma, o nifH serve como marcador molecular ideal para esses micro-organismos 

(DESLIPPE E EGGER, 2006), uma vez que a presença de um fragmento 

correspondente a este gene o caracteriza como um organismo diazotrófico. 

 

 

 

Figura 4. Amplificação do gene nifH com os iniciadores PolF e PolR na primeira 
reação e nifHF e nifHR (nested) de isolados de bactérias endofíticas de capim-buffel. 
M=marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder (Invitrogen). 
 

Todos os 61 isolados foram positivos para o gene nifH, 42 isolados positivos 

na primeira reação (POL) e os 61 isolados apresentaram nif positivo na segunda 
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reação (nested-PCR) (Tabela 7). 

Os primers (nifHFor; nifHRev) para serem utilizados na reação de nested 

PCR, foram projetados por Soares et al. (2006) com o objetivo de combinar várias 

sequencias nifH de bactérias encontradas no banco de dados GenBank, como: 

Azospirillum, Herbaspirillum, Azoarcuss, e Azobacter. Esses primers também foram 

descritos no estudo de (FERNANDES JÚNIOR et al., 2015). 

Neste estudo, as duas técnicas (PCR direto e nested-PCR), serviram de 

complementação, visto que ao realizar somente a primeira reação o risco de se 

perder muitos isolados (por não terem amplificado) era grande, por isso a técnica de  

nested-PCR é de grande importância para não sub ou superestimar os isolados. 

 

Tabela 7. Isolados positivos e negativos para presença do gene nifH nas duas 

reações de PCR – Pol e Nested 

Isolados Pol Nested 

B13 - + 

B17 - + 

B16 + + 

B10 - + 

B12 - + 

B11 + + 

B14A - + 

B22 - + 

B14B - + 

B27 - + 

S14 + + 

S31 - + 

S29 + + 

S26 - + 

S13 - + 

S9 + + 

S10 + + 

S23 - + 

S22 - + 

S19 + + 

S8 - + 

S3 - + 

S4 - + 

S32 + + 

T2 - + 

T4 + + 

T6 + + 

T7 + + 

T8 + + 
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M26 + + 

M11 + + 

M19 + + 

M18 + + 

M15 + + 

M5 - + 

M3 + + 

M10 + + 

M7 + + 

M9 + + 

M6 + + 

M20 + + 

M13 + + 

M12 + + 

M2 + + 

M22 + + 

M27 + + 

M14 + + 

M21 + + 

M23 + + 

P32 + + 

P38 + + 

P37 + + 

P14 - + 

P46 + + 

P47 + + 

P29 + + 

P20 + + 

P48 + + 

P23 + + 

P12 + + 

P33 + + 

 

 

De acordo com Zehr et al. (1996), a amplificação do gene nifH é uma 

ferramenta útil para confirmar o potencial de fixação de N. 

Com relação ao sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, a análise da 

qualidade das sequências por meio do programa SeqScanner v. 2.0, permitiu a 

seleção de 33 sequências de boa qualidade que foram utilizadas para a construção 

da árvore filogenética.  

O gene 16S é um gene universal e que apresenta características 

conservativas, dessa forma contribui como indicador de como os micro-organismos 

estão relacionados durante sua evolução ao longo de milhares de anos. Assim, a 

similaridade entre sequências indica uma origem comum de genes que se 
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correspondem, o que possibilita o uso dessas sequências na identificação 

bacteriana. 

De acordo com o a comparação das 33 sequências satisfatórias com aquelas 

disponíveis no GeneBank,  pode-se observar alta variabilidade genética entre as 

bactérias isoladas das diferentes plantas forrageiras, uma vez que as bactérias 

foram classificadas em 9 gêneros ( Figura 5). 

Algumas das bactérias diazotróficas endofíticas mais comumente associadas 

a não leguminosas,  Herbaspirillum sp. e Azospirillum sp.não foram encontrados no 

presente estudo. Nos estudos realizados com essas espécies, normalmente é 

utilizado meio NFb e JNFb para o isolamento, ao contrário do meio BMGM que foi 

utilizado. Essa pode ser a razão do não aparecimento dos organismos diazotróficos 

descritos acima. Esses resultados corroboram com Magnani (2005), que também 

não encontrou esses micro-organismos em cana de açúcar. Em um estudo para 

avaliar a diversidade de bactérias diazotróficas em Tripogon spicatus, uma espécie 

de gramínea nativa da Caatinga utilizando o meio BMGM semissólido, Fernandes-

Júnior et al. (2015) também não obtiveram bactérias dos gêneros supracitados, e 

sim, predominaram Bacillus e Enterobacter, bactérias também obtidas neste estudo. 

Vale ressaltar que o meio BMGM é um meio não seletivo com três fontes de 

C, que permite a obtenção de uma gama maior de isolados bacterianos comparados 

com os meios semiseletivos NFb e JNFb, que apresentam a sua composição 

química formulada para as características fisiológicas de bactérias dos gêneros 

Herbaspiriullum e Azospirillum, por exemplo. Assim, em estudos com o objetivo de 

se obter uma maior gama de micro-organismos, pertencentes a diferentes gêneros, 

o meio BMGM é indicado em detrimento aos meios semisseletivos citados. 

Com relação à biodiversidade, os 33 isolados bacterianos foram classificados 

como pertencentes aos gêneros Rhizobium (6 isolados), Bulkhoderia (2 isolados), 

Pseudomonas (3 isolados), Stenotrophomonas (3 isolados), Enterobacter (3 

isolados), Agrobacterium (1 isolado), Celulomonas (2 isolados), Paenebacillus (4 

isolados) e Bacillus (9 isolados). Avaliando as espécies forrageiras estudadas, o 

gênero Rhizobium foi encontrado apenas na maniçoba, e o gênero Bacillus foi 

encontrado nas 3 espécies vegetais: Buffel, palma e maniçoba.  
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Figura 5. Árvore filogenética com base nas sequências parciais do gene 16S rRNA 
de 33 isolados bacterianos endofíticos de plantas forrageiras e "type strains" de 
referência. O método de agrupamento utilizado foi o Neighbour-Joining com o 
algorítimo Jukes-Cantor. Os números nos nós da árvore representam o Bootstrap 
(1000 réplicas), sendo apresentados apenas os valores de bootstrap superiores a 
50%. 
 

Dentre as bactérias identificadas, a maior ocorrência de foi do gênero 

Bacillus. Isso pode ser explicado pelo fato de que esse gênero ser um dos mais 

abundantes na rizosfera e ser capaz de formar estruturas de resistência, como os 

endósporos (FREITAS et al.,1997) podendo permanecer por anos mesmo em 
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ambientes adversos, como os ambientes áridos e semiáridos.  

Além da abundância e capacidade de formar estruturas de resistência, 

diversos Bacillus podem colonizar eficazmente as raízes de espécies vegetais e 

estabelecer associações endofíticas benéficas (AMBROSINI et al., 2016). 

O segundo maior gênero encontrado foi o gênero Rhizobium, sendo todas 

encontradas na maniçoba. Isso pode estar atribuído à presença de leguminosas 

próximas a área de coleta, podendo ter ocorrido uma migração desses rizóbios às 

raízes da maniçoba. Na natureza isso pode ser considerado comum, entretanto não 

é comum a abundância de rizóbios encontrados em raízes de não leguminosas. 

Dessa forma, essas bactérias ao colonizarem naturalmente a maniçoba, que é uma 

planta nativa da caatinga, possa contribuir com diferentes mecanismos de promoção 

de crescimento. 

Ao Demonstrarem a resistência dos Bacillus em condições de extrema aridez, 

Paulino-Lima et al. (2013) isolaram bactérias de cinco locais diferentes no deserto do 

Atacama (Chile) e encontraram Bacillus cereus e Bacillus thuringiensis e também 

Pseudomonas stutzeri. Estas características podem auxiliar na manutenção destas 

bactérias nos solos do Semiárido, mesmo em uma época de longa estiagem, como a 

que está ocorrendo ao longo dos últimos anos. Em estudos avaliando a diversidade 

de bactérias promotoras de crescimento endofíticas ou rizosféricas em espécies 

nativas da Caatinga, bactérias do gênero Bacillus são comumente isoladas 

(Kavamura et al., 2013; Fernandes-Júnior et al., 2015), o que endossa a hipótese da 

persistência destes isolados nos solos da região. 

Matiru e Dakora (2004) ao encontrarem elevada diversidade de rizóbios em 

raízes de sorgo, sugerem que a infecção de não leguminosas por rizóbios é 

provavelmente mais ocorrente na natureza do que se imagina. Segundo Yanni et 

al.(1997), a penetração dessas bactérias nas raízes  ocorre  por meio  de rupturas  

na  epiderme  e  das  fissuras  criadas  durante  a  emergência  de  raízes laterais 

A capacidade de Rhizobium em promover o crescimento de cereais tais como 

o milho, cevada e arroz já é bem conhecida (PEIX et al., 2001; YANNI et al., 2001; 

MISHRA et al., 2006). Para Saharan e Nehra (2011), quando colonizam as raízes de 

plantas não leguminosas os rizóbios podem se comportar como promotores de 

crescimento vegetal.  Em arroz, Rhizobium leguminosarum migraram e colonizaram 

raízes laterais. Em plantas de milho, inoculados com Azorhizobium caulinodans 
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apresentaram maior teor de NPK nos grãos (PRAYITNO et al., 1999; SAIKIA et al., 

2003). 

Em um sistema de consorcio de milho (Zea mays) com feijoeiro-comum 

(Phaseolus vulgaris) no México, isolados de Rhizobium etli, uma espécie de rizóbio 

comumente associado ao Phaseolus na América Central foi isolado como endofítico 

do milho (Gutierréz-Zamora e Martinez-Romero, 2001), mostrando que os 

simbiontes de leguminosas podem infectar não leguminosas próximas. 

Dos 33 isolados, 3 deles foram considerados do gênero Pseudomonas, esse  

gênero Pseudomonas são um grupo de bactérias muito versáteis, encontrados de 

forma abundante na natureza, e bem adaptadas a numerosos nichos ecológicos 

devido a sua simples exigência nutricional (PAULSEN et al.2005). Várias espécies 

vegetais já foram descritas por terem sido colonizadas por Pseudomonas spp., 

cenoura (Surette et al. (2003), café (Vega et al. 2005), canola (Misko e Germida, 

2002), algodão (MCINROY E KLOEPPER, 1995). 

Na literatura esse gênero vem sendo bastante descrito (Barea et ai, 2005;. 

Fox et al, 2011), descrevendo  o potencial desses micro-organismos na promoção do 

crescimento das plantas (Glick 1995; Basan e Holguin 1998), além de proteção 

contra micro-organismos fitopatógenos (Gerhardson, 2002). Para Ahmad Gholam 

(2010) a promoção do crescimento e controle de doenças por Pseudomonas são 

processos complexos inter-relacionados que envolvem mecanismos diretos e 

indiretos que incluem sínteses de alguns metabólitos (auxina, citocinina e 

giberelinas), e a produção de antibióticos.  

No que diz respeito à promoção do crescimento, essas bactérias ao 

habitarem a rizosfera oferece nutrientes, microelementos além de hormônios para a 

planta, portanto exercem seus efeitos positivos de forma não ativa, colonizando a 

superfície de tecidos das plantas e também podendo se estabelecer dentro dos 

tecidos vegetais como endófitos (ROSENBLUETH E MARTÍNEZ-ROMERO, 2006).  

Vários estudos demonstraram que o gênero Stenotrophomonas apresenta 

grande versatilidade metabólica, além disso, são bactérias altamente adaptáveis a 

ambientes hostis e com limitações de nutrientes, o que as tornam importantes paras 

condições do Semiárido. 

Os membros desse gênero apresenta um importante papel ecológico  no ciclo 

do nitrogênio e são capazes de promover interações benéficas com plantas. Esse 
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gênero é comumente encontrado em associação com diversas espécies vegetais, 

tais como: pepino (Mahaffee e Kloepper, 1997); batata (Berg, 2002); girassol 

(Schwieger e Tebbe, 2000); milho (Chelius e Triplett, 2000) e arroz (MEHNAZ, 2001).   

Por meio de suas observações, Suckstorff e Berg (2003) afirmaram que 

Stenotrophomonas, pode promover a produtividade da planta por meio de diferentes 

mecanismos, devido à produção de ácido indol-3-acético, hormônio que influência 

no crescimento de plantas, e fixação de nitrogênio (LIBA et al., 2006).  

Dessa forma, Stenotrophomonas são candidatos promissores para aplicações 

biotecnológicas na agricultura, pois sua inoculação poderia influenciar o 

desenvolvimento vegetal, resultando no reforço do crescimento.  Por exemplo, 

promoção de crescimento teve acréscimos de até 180% para o trigo, tomate, alface 

e cenoura em solos altamente salinizados do Uzbequistão (BERG et al., 2010). 

As plantas são conhecidass por exsudar uma vasta gama de substâncias 

(VANCURA E HANZLIKOVA, 1972). A capacidade de Enterobacter em utilizar uma 

grande variedade de açúcares, pode contribuir para o sucesso da adaptação desta 

espécie em raízes de diferentes plantas. Esse gênero é comumente descrito em 

milho, arroz, algodão, pepino, feijão, batata-doce e sisal (MCLNROY E KLOEPPER, 

1995; MORALES-GARCIA et al., 2011). 

Nesse caso, a falta de especificidade do hospedeiro é um bom atributo, 

podendo assim ser utilizada para o cultivo de uma ampla gama de culturas. Esse 

gênero também é conhecido por ser promotor de crescimento, principalmente pela 

produção de níveis elevados de hormônio de crescimento vegetal (auxina), a 

importância do AIA é notável, pois a biossíntese da auxina participa diretamente de 

muitos processos do desenvolvimento nas plantas, incluindo a embriogênese, 

crescimento de plântulas e desenvolvimento da flor (ZHAO, 2010). Comprovando a 

existência desse gênero em gramíneas, Szilagyi-Zecchin et al. (2014), encontraram 

seis bactérias endofíticas de raízes de milho, e as identificaram como Bacillus sp. e 

como Enterobacter sp, por sequenciamento do gene de rRNA 16S.  Ao avaliarem 

bactérias endofíticas isoladas de cana de açúcar, Magnani (2005), também 

encontrou basicamente bactérias do gênero Enterobacter e Pseudomonas. 

Nos últimos anos, tem havido um interesse considerável na utilização de 

bactérias do gênero Burkholderia na promoção de crescimento, porque vários destes 

mecanismos foram detectados para este género. Esses micro-organismos são 



60 

 

descritos como tendo a capacidade para fixar N2 (Elliot et al., 2007; Elliot et al., 

2007), solubilizar fosfatos (Caballero-Mellado et al., 2007;  PEIX et al., 2001), e 

várias estirpes têm sido utilizados como agentes de biocontrole devido à sua 

capacidade em inibir muitos fungos que causam doenças das plantas (Li et al., 2009; 

PEIX et al., 2001). Estirpes deste gênero também são capazes de produzir 

fitormônios e sideróforos (COMPANT et a., 2008).  

Bem como os demais gêneros, Agrobacterium é comumente descrito na 

literatura como um promotor de crescimento, tais como: capacidade para produzir 

hormônios vegetais, como auxinas (Egamberdiyeva, 2005), citocininas (García de 

Salamone et al., 2001), e giberelinas (Gutiérrez Mañero et al., 2001); b)  fixação de 

nitrogênio (Canbolat et al., 2006); c) solubilização de fosfato inorgânico (Jeon et al., 

2003) 

Espécies de Paenibacillus têm sido isolados de uma grande varidade de 

fontes incluindo, solo, água, rizosfera de plantas, raízes de árvores, materiais 

vegetais, alimentos, forragem (DAANE et al., 2002). Esses micro-organismos são 

capazes de sintetizar hormônios vegetais como a auxina e citocinina, além de 

solubilizar o fósforo do solo (RAZA et al., 2008). Além disso, essas bactérias podem 

contribuir no controle de patógenos do solo, tais como fungos e nematoides 

(TIMMUSK et al., 2009). 

Um gênero inesperado encontrado nesse estudo foi o Cellulomonas, 

pertencente ao isolado do capim-buffel (B14A). Esse gênero é pouco descrito em 

trabalhos sobre promoção de crescimento, entretanto, Zinniel et al. (2002) isolando 

bactérias endofíticas do trigo, encontrou esse gênero entre os demais que 

colonizavam essa espécie vegetal. 

 

 

 Mecanismos de promoção do crescimento vegetal “in vitro” 

 

Todos os isolados foram capazes de produzir AIA em ao menos uma das duas 

condições testadas, ou seja, na presença ou ausência de L-triptofano como 

suplementação do meio de cultura (Tabela 8). Os valores de AIA com triptofano 

variaram de 20,50 µg mL-1 no isolado M23 (Bacillus sp.) à 242,99 µg mL-1 no isolado 

B13 (Bacillus sp.). Comparando entre bactérias, os isolados mais promissores para a 
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produção de AIA com triptofano foram, B13 (Bacillus sp.), P32 (Bacillus sp.), B17 

(Bacillus sp.), B10 (Agrobacterium sp.),  B11 (Neorhizobium sp.) e o isolado S14, se 

comparados com o controle, a estirpe Ab-V5 de Azospirillum brasilense que produziu 

40,93 µg mL-1. Lidström (2006) observou que Bacillus sp. possui propriedades 

especializadas onde permite seu crescimento em numerosos gêneros e espécies 

vegetais. 

 

Tabela 8. Caracterização bioquímica (Ácido indol acético com triptofano –AIA C/T e 
sem triptofano AIA S/T; Nitrogênio Total- N; e Solubilização de fosfatos) de bactérias 
diazotróficas isoladas de raízes de capim-buffel, capim tifton, sorgo forrageiro, 
palma-forrageira e maniçoba. 

Isolados AIA C/T 
(µg mL-1) 

AIA S/T 
(µg mL-1) 

N (g/mL) Índice 
 de solubilização 

 

Capim-buffel 
B13 242,99 aA 82,92 Bb 53,0 Ad NS 

B17 105,81 aB 80,79 Bb 90,0 Ac NS 

B16 101,94 aB 84,28 bB 70,0 aD NS 

B10 96,12 aB 77,88 Bb 83,0 Ac NS 

B12 92,23 aB 74,77 Bb 63,0 bD NS 

B11 92,04 aB 97,08 aA 83,0 bC NS 

B14A 91,85 aB 77,10 Bb 40,0 bE NS 

B22 88,36 aB 77,69 Bb 60,0 bD NS 

B14B 83,89 aB 74,19 bB 43,0 cD NS 

B27 81,95 aB 91,46 Ab 63,0 Cd NS 

 Sorgo-forrageiro 
 S14          180,51aA 109,70 aA   70,0 aD 1,111a

  

 S31            92,43 aB 78,85 bB 50,0 aD NS  

 S29 90,88 aB 66,05 bB  83,0 aC NS  

 S26 90,49 aB 85,64 bB  66,0 aD NS  

 S13 86,80 aB 113,97 aA  63,0 aD NS  

 S9 84,67 aB 70,70 bB  63,0 aD NS  

 S10 79,82 aB 74,00 bB  70,0 aD NS  

 S23 78,66 aB 85,06 bB  76,0 aD NS  

 S22 77,10 aB 79,04 bB  106,0 aC NS  

 S19 32,85 cC 29,47 cD 66,0 aD NS  

 S8 31,67 cC 24,49 cD 50,0 aD NS  

 S3 30,37 cC 29,99 cD 80,0 aD NS  

 S4 30,37 cC 29,99 cD 70,0 aD NS  

 S32 30,34 cC 27,04 cD 70,0 aD NS  

 Capim-tifton 
 T4 91,27 aB 86,41 aB 66,0 aD NS  

 T2 91,27 aB 76,52 aB 13,0 bE NS  

 T6 90,49 aB 115,13 aA 16,0 bF NS  

 T7 81,95 aB 70,70 aB 06,0 bF NS  

 T8 76,71 aB 75,25 aB 26,0 bF NS  

 Maniçoba  
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 M26 86,03 aB 39,17 bC 03,0 eF NS  

 M11 83,31 aB 47,52 aC 50,0 bD NS  

 M19 79,63 aB 49,64 aC 86,0 aC 0,220a
  

 M18 75,74 aB 39,38 bC 70,0 aD NS  

 M15 74,97 aB 45,72 aC 00,0 eF 0,290 a
  

 M5 73,03 bB 52,60 aC 53,0 bD NS  

 M3 68,57 bB 44,77 aC 00,0 fF NS  

 M10 65,85 bB 54,31 aC 66,0 bD NS  

 M7 64,85 bB 48,37 aC 86,0 aC NS  

 M9 41,28 cC 30,79 dD 13,0 eF 0,290 a
  

 M6 38,57 cC 25,76 dD 20,0 dF NS  

 M20 35,88 cC 19,20 dD 53,0bD NS  

 M13 31,48 dC 33,91 cD 10,0 eF NS  

 M12 30,42 dC 26,60 dD 73,0 aD NS  

 M2 29,78 dC 28,30 dD 46,0 bD -NS  

 M22 29,36 dC 25,76 dD 33.0 dE 0,570 a
  

 M27 27,13 dC 22,26 dD 0,0 f F NS  

 M14 26,48 dC 38,48 dC 06,0 eF NS  

 M21 23,24 dC 33,65 cD 00,0 fF NS  

 M23 20,50 dC 31,83 cD 63,0 Bd NS  

 Palma- forrageira  

 P32 132,79 aB 61,27 aB 16,0 eF 0,180 a
  

 P38 80,81 bB 44,14 Bc 50,0 dD NS  

 P37 79,04 bB 48,90 Bc 96,0 cD 0,290 a
  

 P14 77,04 bB 44,67 bC 40,0 eE 0,180 a
  

 P46 77,30 bB 40,86 Bc 66,0 dD NS  

 P47 76,71 bB 41,18 Bc 70,0 dD NS  

 P29 76,52 bB 45,30 bC 36,0 bB NS  

 P20 74,77 bB 43,50 Bc 330,0 aA NS  

 P48 74,00 bB 44,24 Bc 63,0 dD NS  

 P23 71,28 bB 45,51 bC 80,0 dC NS  

 P12 69,15 cB 42,45 cC 36,0 eE NS  

 P33 61,00 dB 26,29 dD 93,0 cC NS  

 Estirpes de referência     

 AbV5 40,93c 10,93e 66,0 d   

 BR322 ND ND 0,0f   

 BR11417 ND ND 53,0d   
AIA C/T: Ácido indol acético com triptofano; AIA S/T: Ácido indol acético sem triptofano. Letras 
minúsculas compara entre todos os isolados. Letras maiúsculas comparam entre bactérias de um 

mesmo hospedeiro - Letras iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% (p<0,05) 

NS: Não solubilizou. 
ND: Não determinado.  
 
 

As concentrações de AIA no meio de cultura onde as bactérias do presente 

estudo foram são superiores aos valores comumente descritos na literatura. De 

acordo com Reis Júnior et al. (2004), bactérias isoladas de Brachiaria spp. 

produziram quantidades  de compostos relacionados com AIA variando entre 0,61 e 

19,27 µg mL-1. Kuss et al. (2007), isolaram bactérias de arroz, encontraram valores 
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que variavam de 2,79 a 13,47 µg mL-1 de AIA. Corroborando com os dados 

encontrados no presente estudo, Silva et al. (2013) avaliaram bactérias isoladas de 

Brachiaria, observaram  elevada produção de AIA com triptofano que variava de 0,39 

à 195 µg mL-1. Sendo os maiores valores encontrados para Sphingomonas sp., 

Pseudomonas sp., Azospirillum sp. e Rhodospirillaceae (195,40; 169,32; 167,19; e 

145, 18 µg mL-1 respectivamente). 

A elevada produção de AIA também foi observada por Fernandes Júnior et 

al.(2015), ao isolar bactérias do Tripogon spicatus, o isolado ESA 0015 produziu 82 

ug mL-1, superior a estirpe de referência (BR11417). 

De acordo com Spaepen et al. (2007), a biossíntese de auxinas por bactérias 

ocorre em diferentes rotas metabólicas, sendo o triptofano o principal precursor para 

síntese de AIA. Todos os isolados sintetizaram AIA tanto pela via dependente quanto 

por via independente de L-triptofano. Sendo que, grande parte apresentavam 

maiores valores quando na presença do aminoácido. Esses resultados corroboram 

com Silva et al. (2013), ao isolar bactérias da rizosfera de Brachiaria brizantha  

observaram maiores produções de AIA na presença do triptofano. 

As maiores produções de AIA sem triptofano foram registradas nos isolados 

B11 (Neorhizobium sp.) 97,08 µg mL-1, S13 e S14 (113,97 e 109, 70 µg mL-1, 

respectivamente) e T6 (115,13 µg mL-1). Costa et al. (2013) avaliando a capacidade 

de produção de AIA por rizóbios de feijão-caupi, observaram que a maioria dos 

isolados testados apresentavam produção de AIA superior no meio de cultura 

suplementado com o L-triptofano, entretanto havia isolados que produziram mais AIA 

em meio de cultura sem L-triptofano. Da mesma forma, os resultados deste estudo 

demonstraram que dos 61 isolados avaliados 11 apresentaram maiores valores 

absolutos para a produção de AIA no meio sem L-triptofano, indicando  mais de uma 

via metabólica está envolvida na produção de AIA por estes isolados. 

No que diz respeito à comparação entre espécies vegetais, os isolados mais 

promissores na síntese de AIA com triptofano foram os isolados do capim buffel, com 

produção de 81,95 à 242,99 µg mL-1. A segunda espécie com maior produção foi o 

Sorgo forrageiro, com o isolado S14, produzindo 180,51 µg mL-1. Em seguida, o 

isolado de Palma forrageira, P32 (Bacillus sp.) produziu 132,79 µg mL-1. A Maniçoba 

apresentou as menores produções com ou sem a presença do triptofano, com 

médias variando de 20,50 até 86,03 µg mL-1 com triptofano e sem triptofano, 19,20 à 
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54,31 µg mL-1. O que indica que esta característica está intrinsecamente ligada à 

espécie vegetal hospedeira. 

Diversos micro-organismos tais como Agrobacterium sp., Azospirillum sp., 

Bacillus sp., Burkholderia sp.p, e Pseudomonas sp. podem promover o crescimento 

vegetal aumentando o comprimento das raízes e o número de pelos radiculares por 

meio da síntese de AIA. Mas a produção de AIA microbiano pode modificar a auxina 

endógena para nível ótimo ou acima do ótimo, resultando na indução ou inibição do 

crescimento da planta (PATTEN E GLICK, 1996). A resposta da auxina depende do 

estágio de desenvolvimento da raiz da planta, o qual influi na composição e 

quantidade dos exsudatos liberados pela raiz (PILET et al., 1979). Desta forma, 

esses resultados mostram o nicho explorado como um ambiente seletivo para as 

bactérias produtoras de AIA. 

Avaliando a capacidade da incorporação de N no meio de cultura via FBN, 

predominaram os gêneros Bacillus e Rhizobium, como maiores fixadores de N 

(Tabela 8). Destes, o isolado mais promissor foi o P20, isolado da Palma forrageira, 

com produção de 330 µg N mL. Comparando entre espécies vegetais, o maior 

número de isolados e com maior produção de N, foram os isolados de capim buffel, 

com produção média de 53; 90; 70 e 83 µg mL para os isolados B13 (Bacillus sp.); 

B17 (Bacillus sp.); B16 e B10 (Agrobacterium sp.), respectivamente. Os isolados da 

Maniçoba, M19; M18 (Rhizobium sp.) e M12 (Rhizobium sp.), produziram, 86; 70 e 

73 µg mL.  

Comprovando o potencial de Bacillus sp. sobre o crescimento vegetal, Rana 

et al. (2012) avaliaram o consórcio bacteriano de Bacillus sp. com o trigo, sobre a 

fixação de N, e observaram um aprimoramento de 14-34% nos parâmetros 

biométricos  da planta e 28-60% no teor de micronutrientes em relação ao controle. 

Também avaliando o efeito da fixação de nitrogênio, Mia et al. (2010) inocularam 

Bacillus sphaericus em plantas de banana e observaram efeito sobre a fixação de N, 

demonstrando que a inoculação de bactérias aumentou o grupo com rendimento de 

até 51% em relação ao grupo controle. Em plantas de arroz, Barua et al. (2012) 

avaliaram o efeito da inoculação de Agrobacterium sp e Bacillus em arroz e 

observou que o isolado Can6 (Bacillus sp.) aumentou a produção e absorção de N 

em 7,16, e 35,42% de arroz, respectivamente, em comparação ao controle. 

Ambrosini et al. (2016) também selecionaram Bacillus sp. para a promoção do 
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crescimento de girassol e dentre os isolados testados uma estirpe de Bacillus 

mucoides se destacou por promover tanto o crescimento radicular com da parte 

aérea por mecanismos como a FBN. 

Ambrosini et al. (2016) também selecionaram Bacillus sp. para a promoção do 

crescimento de girassol e dentre os isolados testados uma estirpe de Bacillus 

mucoides se destacou por promover tanto o crescimento radicular com da parte 

aérea por mecanismos como a FBN. 

Juntamente com os hormônios, o N é um importante modulador da arquitetura 

das raízes. Assim, o N poderia participar e, possivelmente, integrar diferentes etapas 

envolvidas na criação de uma associação benéfica e bem-sucedida desempenhando 

um papel fundamental na determinação da eficiência da interação planta-bactéria 

(CARVALHO et al. 2014). Além disso, a produção de fitohormônios tem grande 

influência sobre a fixação de N. Para Carvalho et al. (2014) a regulação hormonal 

aumenta o crescimento da raiz e parte área de superfície, proporcionando mais 

sítios para a bactéria para invadir, colonizar, e fixar N, e mais área para absorção de 

N, que resulta em um aumento nos níveis endógenos de N. Dessa forma, o 

equilíbrio perfeito em todos estes mecanismos é importante para o estabelecimento 

de uma associação benéfica e bem-sucedida, com efeitos positivos no crescimento 

das plantas. 

Existem evidências de que o teor de N no solo pode regular colonização 

bacteriana. Oliveira et al. (2003) observaram que o número de bactérias endofíticas 

isoladas de tecidos de cana diminuiu em plantas que foram adubadas com altas 

doses de N, em comparação com plantas que receberam pequenas doses de 

fertilizante nitrogenado. Além disso, parece que diferente espécies bacterianas 

respondem de formas diferentes ao nitrogênio, Berger et al. (2013) observaram que 

as bactérias diazotróficas endofíticas do gênero Enterobacter melhor colonizam  

tomateiros mesmo com altas concentrações de nitrogênio. 

Acredita-se que diazotróficos são capazes de transferir e fixar N para a 

planta, levando em consideração o estado de N endógeno em células de plantas. 

Em paralelo, este processo é autorregulado por um feedback, sendo regulada 

negativamente por altos níveis de amônio, o que pode ser fornecido tanto pelo FBN 

como pela assimilação de compostos nitrogenados do solo (CARVALHO et al. 2014). 
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 Produção de Sideróforos 

 

O cultivo em meio Dyg's permitiu observar, por meio da mudança de 

coloração do azul para o amarelo alaranjado que 3 dos 61 isolados foram 

considerados positivos para a produção de sideróforos (Figura 6). A avaliação 

qualitativa da produção de sideróforos depende de uma reação de mobilização de 

ferro provocada por uma variação do pH, promovendo assim a alteração da cor azul 

para o amarelo ou laranja. A pouca quantidade de isolados que apresentaram 

produção pode ser corroborada com o estudo de Haiyambo et al. (2015), isolando 

bactérias do sorgo observou que apenas 4 dos seus 21 isolados LCS 11/02, LCM1-

14, WSS2-47 e LSM1-65, foram capazes de produzir sideróforos. 

Além disso, por meio de sua ligação com metais, os sideróforos podem 

reduzir a formação de radicais livres na região da rizosfera, protegendo a 

degradação oxidativa de auxinas, permitindo a esses hormônios cumprirem seu 

papel de promotores de crescimento de plantas (DIMKPA et al., 2009). 

A estimulação do alongamento radicular e produção de biomassa de 

diferentes espécies de plantas inoculadas com bactérias diazotróficas têm sido 

demonstradas em vários estudos, especialmente quando as plantas estão sujeitas a 

condições de crescimento estressantes (TANK E SARAF 2009; SIDDIQUEE et al. 

2012), principalmente à seca e a salinidade (MUNNS, 2005), características comuns 

a região Semiárida. Dessa forma, a presença de outras características de promoção 

do crescimento como o ácido indolacético (AIA), produção de sideróforos, 

solubilização do fosfato, pode fornecer benefícios adicionais para a tolerância ao 

estresse nas plantas contribuindo com a melhoria do seu crescimento. 
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Figura 6. Produção de sideróforos pelos 61 isolados avaliada em meio CAS-
Dygs 

 

 Solubilização de fosfato 

 

Observou-se que de 61 isolados, 8 foram considerados positivos para 

solubilização de fosfato, através da formação do halo (Figura 7). Esses isolados 

foram S14; M19; M18; M9; M22; P32; P37; P14 (Tabela 8). Apesar do maior halo ser 

encontrado no isolado S14, não foram observadas diferenças estatísticas (P<0,05) 

entre os isolados.   

Dos isolados produtores de halo de solubilização, dois foram identificados 

como Rhizobium sp. (M18), com índice de solubilização de 0,290 e Bacillus sp. 

(P32), índice de solubilização de 0,180. O capim-buffel e a maniçoba não 

apresentaram isolados capazes de solubilizar fosfatos. Costa e Melo (2012), 

encontraram duas estirpes isoladas da palma forrageira, sendo uma de 

Ochrobactrum anthropic e outra de Stenotrophomonas maltophilia, positivos para 

solubilização de fosfato. 
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Figura 7. Halo de solubilização de bactérias isoladas do Sorgo (S14) e Maniçoba 

(M9) aos 5 dias. 

 

Segundo Dobbelaere et al (2003), o fósforo (P) é considerado um dos 

elementos insolúveis na natureza com menos de 5% do conteúdo total de P no solo 

disponível para as plantas. Gêneros bacterianos, tais como Bacillus, Burkholderia, 

Enterobacter, Pseudomonas e Rhizobium são relatadas como os mais significativos 

solubilizadores de fosfato (BHATTACHARYYA E JHA, 2012). Tipicamente, a 

solubilização de fósforo inorgânico ocorre porque a bactéria produz ácidos orgânicos 

e que quando desprotonados, os radicais competem com o fosfato pelo cátion 

ligante.  

Além de fornecer P para as plantas, as bactérias de solubilização de fosfato 

também aumentam o crescimento de plantas, estimulando a eficiência da FBN, e 

contribuindo com o aumento da disponibilidade de outros oligoelementos como Zn, 

Cu e Na (AHMAD et al., 2008; ZAIDI et al., 2009). 

 

 

 Ensaio da Promoção de Crescimento 

 

Houve diferença na MRS (g de MS/planta), MPAS (g de MS/planta) e NAPA 

(mg/ planta) do sorgo inoculado com as diferentes bactérias diazotróficas. A bactéria 

T8 e a aplicação de 100% de N proporcionaram as maiores MRS, sendo 

semelhantes entre si. No MPAS, diversas bactérias diazotróficas: P32, P38, B17, 

B22, B27, S14, S31, S29, S26, S13, S10, S23, S22, S4, S32, T6, T7, M15, M7, M6, 

M13, M12, M22, M27, P14, P46, P29, P20, P12 e P33 proporcionaram maiores 
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valores e se assemelharam à aplicação de 25, 50 e 100% de N (Tabela 9). É 

importante ressaltar que os isolados foram superiores ao tratamento inoculado com 

(Ab-V5),produzindo apenas 4,15 g/planta, tendo em vista que essa estirpe foi isolada 

do milho, e que apresenta características semelhantes com o sorgo, era de se 

esperar que a inoculação proporcionaria melhores resultados. 

As maiores concentrações de NAPA foram obtidos com as bactérias: B13, 

B17, B16, B11, B14A, B22, B14B, B27, S31, S29, S13, S9, S23, S22, S19, S8, S4, 

T2, T6, M7, M9, M6, M13, M2, M27, M14, M21, M23, P32, P38, P14, P46 e P29. 

Estes valores foram equivalentes aos proporcionados pela aplicação de 50 e 100% 

do N (Tabela 9). 

Em todas as variáveis analisadas, o tratamento com 100% de nitrogênio 

apresentou as maiores médias, entretanto, na variável MRS apresentou a maior 

produção entre os tratamentos inoculados e nitrogenados (10,43 mg/planta). Nas 

demais variáveis, não houve diferença entre os tratamentos 50, 100% e a estirpe Ab-

V5. 

O isolado T8 (Stenotrophomonas sp.) apresentou incrementos de 234% na 

MRS e 36,5% na variável MPAS se comparado com a testemunha absoluta,  isso 

pode ter ocorrido em virtude da elevada produção de fitohormônios principalmente o 

AIA, que participa diretamente no crescimento radicular, dessa forma, raízes mais 

bem desenvolvidas podem garantir uma maior nutrição por meio dos nutrientes 

presentes no solo e contribuir também com o aumento da parte aérea da planta. Nos 

testes in vitro, era esperado que alguns isolados, tais como: B13, P32, B17 e B10, 

registrassem as maiores médias em relação às massas de raízes e parte aérea 

seca, no entanto, apenas o isolado B17, correspondeu a expectativa no aumento da 

parte aérea. Isso pode ter ocorrido, pois, os testes in vitro podem ser apenas 

indicativos do que esperar nos testes com inoculação. Na realidade são vários os 

fatores que influenciam no insucesso da inoculação, bem como, o estresse 

ambiental (acidez do solo, disponibilidade de água e temperatura), as características 

físico-químicas do solo e a competividade com bactérias nativas do solo. 

O isolado P20 também promoveu aumento na massa seca de raiz, com média 

de 6,02 g, em seguida, os isolados T6, S23 (Stenotrophomonas sp.), S32, B17 

(Bacillus sp.), M22, S29 (Agrobacterium sp.) com produção de 5,97; 5,70; 5,65; 5,45; 

5,42 e 5,35 g/planta, respectivamente.  
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Na variável massa seca de parte área e raiz, os maiores resultados também 

foram observados com o tratamento com 100% de adubação nitrogenada, mas não 

havendo diferença estatística entre os isolados: T8; B17; T6, P32 (Bacillus); P48 

(Stenotrophomonas), com produções médias de 23,08; 22,92; 20,75; 19,17 e 19,16 

gramas. Nessa variável, a menor produção foi observada nos isolados do sorgo 

forrageiro S3 e S19 (Pseudomonas) com 3,77; 4,15 gramas. 

Esse resultado difere dos valores encontrados por Mareque et al. (2015), ao 

avaliarem o potencial de promoção de crescimento de bactérias sobre o sorgo, não 

observaram diferenças significativas da inoculação de Rhizobium sp. UYSB12 e 

Enterobacter sp. UYSB34 nas variáveis: massa seca de raiz e massa seca de parte 

área em comparação com o controle negativo e positivo (Azospirillum brasiliense).  

O efeito promotor que essas bactérias exercem sobre o crescimento das 

plantas é provocada pelo alongamento da raiz o que leva a absorção de água e 

minerais para a planta hospedeira (AHMAD, 2008). 

 

Tabela 9. Peso seco de raiz (MSR), peso seco de parte área e raiz (MSPR) e 
nitrogênio acumulado na parte área (NAPA) de sorgo forrageiro testados com 61 
bactérias diazotróficas isoladas de raízes de capim buffel, capim tifton, sorgo 
forrageiro, palma-forrageira e maniçoba, 2 isolados (AbV5 e BR11417) e 4 
tratamentos nitrogenados 

Isolado MRS 
(g/ planta) 

MPAS 
(g/ planta) 

NAPA (mg/planta) 

B13        2,27c 9.45 b 1.66 a
 

B17 5.45 b 22.92 a 2.13 a
 

B16 1.10 c 4.70 b 1.77 a
 

B10 3.30 c 12.87b 1.47 b
 

B12 1.02 c 7.72 b 1.40 b
 

B11 1.72 c 11.17 b 1.58 a
 

B14A 0.67 c 6.52 b  2.08 a
 

B22 4.40 b 17.10a  2.03 a
 

B14B 1.80 c 9.65 b  2.00 a
 

B27 2.65 b 14.50a 1.92 a
 

S14 3.57 c 16.32 a 1.42b  
S31 4.82 b 18.42a 1.68 a

 

S29 5.35 b 18.65a                1,68a
 

S26 4.32 b 17.20 a 1.47 b
 

S13 3.20 c 13.32b 2.00 a
 

S9 0.47 c 4.15b 2.20 a
 

S10 4.42 b 16.90 a 1.00 b
 

S23 5.70 b 18.77 a 2.26 a
 

S22 2.70 c 10.52b 2.24 a
 

S19 2.37 c 7.32b 2.11 a
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Isolado MRS 
(g/ planta) 

MPAS 
(g/ planta) 

NAPA (mg/planta) 

S8 1.40 c 10.42b 1.92 a
 

S3 3.37 c 3.77b 1,44 b
 

S4 3.86 b 14.10 a 1.79 a
 

S32 5.65 b 18.85 a 1.26 b 

T4 1.90 c 11.30b 1.31 b
 

T2 3.05 c 12.52b 1.76 a
 

T6 5.97 b 20.75a 2.10 a
 

T7 4.60 b 16.57a 1.39 b
 

T8 9.77 a 23.08a 1.13 b
 

M26 3.10c 12.52 b 1.22 b
 

M11 2.22c 8.22b 1.54 b
 

M19 2.83c 7.60b 0.55 b
 

M18 3.10c 8.67b 0.49 b
 

M15 2.97c 14.32 a 1.50 b
 

M5 2.95c 11.35b 1.26 b
 

M3 3.97b 11.45b 1.42 b
 

M10 3.87b 10.82b 1.42 b
 

M7 3.83b 14.40 a 1.79 a
 

M9 1.50c 5.82b 2.00 a
 

M6 4.57b 19.32a 1.71 a
 

M20 3.30c 12.10 b 1,26 b
 

M13 2.85c 14.27 a 1.92 a
 

M12 3.35c 13.67 a 1.18 b
 

M2 1.92c 12.00 b 2.03 a
 

M22 5.42b 17.10 a 0.63 b
 

M27 3.27c 14.77 a 1.74 a
 

M14 1.50c 8.83b 1.79 a
 

M21 5.50b 10.80b 1,63 a
 

M23 1.37c 8.52b 1.74 a
 

P32 4.77b 19.17a 1.82 a
 

P38 3.82b 17.55a 1.89 a
 

P37 1.40c 11.80b 1.29 b
 

P14 2.87c 17.42a 2.21 a
 

P46 4.17b 15.42a 2.02 a
 

P47 1.10c 12.60b 1.29 b
 

P29 4.42b 15.65a 2.05 a
 

P20 6.02b 17.77a 1.55 b
 

P48 4.30b 19.16a 1.08 b
 

P23 2.45c 12.60b 1.53 b
 

P12 3.82b 15.02a 1.37 b
 

P33 2.90c 14.33a 1.42 b
 

Ab-V5 4.15b 15.05a 1.58 a
 

BR11417 2.72c 13.32b 1.52 b
 

S.I 2.92c 16.90a 0.60 b
 

25% N 3.80b 15.95a 0.63 b
 

50% N 3.50c 14.53a 2.10 a
 

100% N 10.43a 23.76a 2.23 a
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Médias acompanhadas por letras minúsculas iguais na coluna não diferem entre si pelo teste de 
Scott-Knott a 5% de probabilidade \ (P<0,05). MRS: Massa de raiz seca; MPAS: Massa de parte 
aérea seca; NAPA: Nitrogênio acumulado na parte aérea. 

 

Foi observada significância (p<0,05%) para a variável nitrogênio acumulado 

na parte aérea (NAPA), os valores variaram de 0,49 a 2,42 mg de N/planta nos 

isolados M18 (Rhizobium) e adubação com 100% de nitrogênio respectivamente.  

Como já era esperado o tratamento com 100% de nitrogênio registraria a 

maior produção de NAPA, entretanto não houve diferença estatística para alguns 

isolados como: B17 (Bacillus), B14A (Cellulomonas) e M2 (Rhizobium), se 

comparados com a testemunha absoluta que apresentou produção de 0,60 mg de 

N/planta. 

Como observada anteriormente na (Tabela 8), na variável N incorporado ao 

meio de cultura semissólido, a espécie forrageira com isolados mais promissores na 

produção de N in vitro foi o capim buffel. Neste experimento isso também se repetiu, 

os isolados obtidos do capim-buffel apresentaram elevada capacidade de fixar N 

quando inoculados no sorgo, com produção  na média geral de 1,80 mg de N/planta. 

As menores produções foram registradas também nos isolados da maniçoba, com 

média de 1,44 mg N, seguidas pelo tifton, palma e sorgo (1,53; 1,62 e 1,74 mg 

N/planta).  

Demonstrando a eficiência da inoculação de bactérias sobre o teor de 

nitrogênio na parte aérea do milho, Araújo (2014) observou que a inoculação de 

Herbaspirillum seropedicae no milho garantiu incrementos de 14,74% em relação ao 

controle (20,34 mg/planta).  

Segundo Perazzo et al. (2013), a altura da planta é determinante no 

comportamento do sorgo. Neste caso, quando de porte alto, geralmente apresenta 

maior produção de biomassa, devido ao maior percentual colmo e lâmina foliar. Mas 

em plantas de menor porte, como foi o caso deste estudo, com apenas 60 dias de 

crescimento, a planta apresentava um maior percentual de panículas, maior teor de 

MS na parte área do sorgo e provavelmente maior valor nutritivo. 

 Os isolados B13 (Bacillus), B17(Bacillus), B10 (Agrobacterium) e B11( 

Neorhizobium) apresentaram elevada capacidade de produção de AIA. Os isolados 

S14 e M22 apresentaram elevada capacidade de solubilizar fosfatos. Além disso, os 

isolados P33, T2 e B16 são produtores de sideróforos. Os resultados do experimento 

de inoculação no sorgo demonstraram que estas bactérias apresentaram a 
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capacidade de promover o crescimento vegetal comparado com as testemunhas 

absoluta e estirpes de referência, além de induzir o acúmulo de N na parte aérea em 

quantidades similares ao controle com 100% de N. Esses resultados indicam o 

potencial destes isolados para futuros ensaios em condições de campo com fins de 

recomendação para a produção de inoculantes. 
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5. Conclusões 

Há em todos os ambientes estudados grande diversidade de bactérias 

diazotróficas endofíticas, sendo a maniçoba a espécie com maior número de 

isolados. 

Todos os isolados são produtores de AIA na presença e ausência de 

triptofano, e apresentam valores elevados quando comparados na literatura. Destes, 

os isolados B13; P32; B17 e B10 foram considerados os mais promissores na 

produção de AIA com triptofano. 

Na capacidade de fixação de nitrogênio predominam os gêneros Bacillus e 

Rhizobium. Destes, os isolados com maior produção são provenientes do capim 

buffel.  

Dos 61 isolados, 13% são capazes de solubilizar fosfato de cálcio, desse total 

a maioria dos isolados é proveniente das raízes de maniçoba. 

 A grande maioria dos isolados são promissores nas características avaliadas, 

dentre eles: T8, P20, B17 são capazes de aumentar o massa de raiz seca. Destes, 

os isolados T8 e B17 também promove aumento na parte área do sorgo. Bem como 

os isolados M2 e B14A aumentam o nitrogênio na parte aérea. 

Desta forma, grande parte dos isolados é considerada promissora para serem 

testados como futuros inoculantes. 
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