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Não é preciso ter olhos abertos para ver o sol, nem é 

preciso ter ouvidos afiados para ouvir o trovão. Para 

ser vitorioso você precisa ver o que não está visível. 

Sun Tzu
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RESUMO 

DIVERSIDADE MORFOLÓGICA E GENÉTICA DE RIZOBACTÉRIAS 

ENDOFÍTICAS OBTIDAS DE SOLOS DE DIFERENTES CLASSES E MANEJOS 

DE CULTIVO 

 

O nitrogênio é um dos fatores mais limitantes da produção vegetal, porém sua 

disponibilização contínua pela agricultura através da aplicação de fertilizantes químicos 

acarreta em altos custos financeiros, energéticos e ambientais. Com intuito de reduzir estes 

custos, vários estudos vêm sendo realizados quanto à fixação biológica de nitrogênio 

(FBN) e utilização de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV). Considerando-

se a grande diversidade destes micro-organismos de solo ainda não catalogados, o objetivo 

deste trabalho foi estudar a diversidade morfológica e genética de rizobactérias endofíticas 

obtidas a partir de solos de diferentes classes e manejos de cultivo, a fim de isolar 

indivíduos com potenciais biotecnológicos para a FBN e para a promoção de crescimento 

vegetal (PCV). Bactérias foram isoladas a partir de solos diluídos e inoculados em plantas-

iscas de trigo cultivadas em solução nutritiva. Após 30 dias, o tecido vegetal foi 

superficialmente esterilizado, macerado e uma alíquota plaqueada em meio de cultura 

generalizado, Dygs. O crescimento bacteriano foi quantificado pela contagem de unidades 

formadoras de colônias (u. f. c.) e as colônias aparentemente distintas foram caracterizadas 

morfologicamente. Com base nestes dados, foram escolhidas 400 estirpes, analisadas e 

agrupadas pela utilização do programa Past. A caracterização genética de 269 estirpes foi 

realizada pela reação de rep-PCR com “primer” específico BOX e os perfis polimórficos 

apresentados foram analisados e agrupados com auxílio do programa BioNumerics. 

Cálculos quanto aos índices de diversidade e riqueza morfo-genética foram realizados a 

partir do programa SPADE. Os manejos com sucessão milho - soja em sistema orgânico e 

milho - soja RR foram os que apresentaram maiores e menores médias de u. f. c., 

respectivamente. A grande biodiversidade encontrada nas diferentes classes de solos sob os 

manejos de cultivo das regiões avaliadas estabeleceram um total de 35 agrupamentos 

morfológicos e 25 agrupamentos genéticos. Quanto aos agrupamentos genéticos, verificou-

se, além dos 25 GG formados, a obtenção de 16 perfis isolados quando comparados a 60% 

de similaridade. Nos agrupamentos morfológicos, observou-se maior número de perfis 

referentes à área de mata ciliar (M4), enquanto que o menor número foi observado no 

manejo de sucessão milho - soja orgânico (M10). Observou-se ainda, maior índice de 

diversidade, riqueza e grupos esperados em coleta futura no manejo com monocultivo de 

cana-de-açúcar, alto teor de P no solo e aplicação de vinhaça (M1), sendo os menores 

índices referentes ao manejo com monocultivo de cana-de-açúcar com baixo teor de P e 

adubação mineral (M2). Quanto aos índices de diversidade e riqueza genética destaca-se o 

manejo M1 como sendo o de maior diversidade, porém os maiores índices de riqueza e 

grupos esperados em coleta futura foram observados no manejo de sucessão milho - soja 

(M9). Em contrapartida, os menores índices de diversidade e riqueza são apontados ao 

manejo M10, sendo a área com pousio (M5) a menos favorável ao desenvolvimento dos 

micro-organismos de acordo com o índice de grupos esperados em coleta futura. Os 

resultados demonstram uma alta diversidade em todas as regiões avaliadas, tanto para os 

diferentes manejos de cultivo, classes de solo quanto à vegetação característica das 

diferentes áreas, além da influência concomitante destes sobre a dominância de 

determinados grupos morfo-genéticos dentro da comunidade. 

 

Palavras-chaves: Biodiversidade, bactérias, diazotróficos, FBN, BPCV, manejo, cultura, 

solo.



 

ABSTRACT 

MORPHOLOGICAL AND GENETIC DIVERSITY OF ENDOPHYTIC 

RHIZOBACTERIA OBTAINED FROM SOIL OF DIFFERENT CLASSES AND 

CROP MANAGEMENTS 
  

Nitrogen is one of the limiting factors of crop production, but its continuous 

availability by applying chemical fertilizer in agriculture, will lead to high costs, both 

economic and environmental. To reduce these costs, several studies have been conducted 

regarding the biological nitrogen fixation (BNF) and use of plant growth-promoting 

bacteria (PGPB). Considering that the great diversity of soil microorganisms has not been 

yet catalogued, the goal of this work was to study the morphological and genetic diversity 

of endophytic rhizobacteria obtained from soils of different classes and crop managements 

in order to isolate individuals with potential for PGPB. Bacteria were isolated from diluted 

soils and inoculated in bait-plants of wheat grown in the nutrient solution. After 30 days, 

the plant tissue was superficially sterilized and macerated and an aliquot of serial dilutions 

was inoculated in selective medium Dygs with successive plating to obtain pure colonies. 

Bacterial growth was quantified by counting colony forming units (c.f.u.) and 400 

morphologically distinct colonies were characterized: size, shape, color, edge, 

homogeneity, transparency, elevation, and mucus. Based on this information, the isolates 

were analyzed and grouped by using the program Past for morphological typing. From 

these 269 strains were genetically characterized by rep-PCR with specific primer. 

Polymorphic profiles obtained were analyzed and grouped with BioNumerics software. 

Calculations regarding the rates of morpho-genetic diversity and richness were performed 

by SPADE program.  The managements with succession of corn and soybean in organic 

system (M10) and corn - soybean RR (M8) were the ones showing higher and lower c.f.u, 

respectively. The great biodiversity found in the various types of soil under different 

culture managements from evaluated regions have resulted in a total of 35 morphological 

and 25 genetics groups. As for genetic groups, there was, in addition to the 25 major 

groups, 16 profiles when used 60% of similarity. In morphological groups, it was observed 

greater number of profiles relating to riparian forest area (M4), whereas the smallest 

number was observed in succession corn and organic soybean on zero tillage (M10). It was 

found higher morphological diversity index, richness and groups expected in future 

collection management with monoculture of sugar cane, high levels of P in soil and 

application of vinasse (M1), being the lowest indexes for the monoculture management 

with sugar cane with low P in soil and mineral fertilization (M2). As for diversity indexes 

and genetic richness the M1 management stands out as showing the higher diversity 

indexes, but the highest rates of richness and groups expected in future collection were 

observed in the succession corn - soybean (M9) management. By contrast, the lowest rates 

of genetic diversity and richness were appointed by management with organic soybean on 

zero tillage. The results showed a high diversity in all areas assessed, both for the different 

cultivation managements, soil types, as to characteristic vegetation of the different areas, 

pointing the concomitant influence of these agri-environmental characteristics on the 

dominance of specific morpho-genetic groups within the communities. 

  

Keywords: diversity, bacteria, diazotrophic, BNF, management, culture, PGPB, soil.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é considerado o 3º maior agronegócio do planeta segundo a World Trade 

Organization (WTO) (KASCHUK et al., 2011). Embora apresente solos com baixa 

disponibilidade de N e não possui subsídios para a reposição deste mineral por fertilização 

química (SALAMONE et al., 2010). 

Entre os estados brasileiros, o Paraná caracteriza-se por ser um estado agrícola, 

responsável pela comercialização de grande parte das commodities agrícolas do país como cana-

de-açúcar, soja, milho, trigo, feijão, algodão, café, entre outros. A importância das atividades 

agropecuárias e agroindustriais para a economia estadual é confirmada pelo número de exportações 

(FARJADO, 2006; IPARDES, 2011). 

Cereais como arroz, milho e trigo, pertencentes à família das Poaceae, constituem a 

base da dieta de aproximadamente 6,5 bilhões de pessoas no mundo. O aumento na 

produtividade e no conteúdo protéico destes cereais está diretamente relacionado com o 

aumento na absorção de nitrogênio inorgânico (SAUBIDET et al., 2002; DÍAZ-ZORITA e 

FERNANDEZ-CANIGIA, 2009). De acordo com a FAO, em 2008 houve um incremento 

na produtividade destes cereais na ordem de 2,6%, fruto do alto uso de fertilizantes 

químicos (N, P, K) combinados a outras tecnologias (BHATTACHARJEE et al., 2008). 

A adubação nitrogenada em culturas não leguminosas é uma das mais caras na 

agricultura (BHATTACHARJEE et al., 2008), pois cerca de 65% do N mineral aplicado é 

perdido no sistema solo-planta através de emissões gasosas tóxicas de óxido nitroso, 

erosão e lixiviação. Os impactos ambientais destas perdas vão desde o aumento no efeito 

estufa, diminuição da camada de ozônio estratosférico, eutrofização de rios e lagos, entre 

outros (REJESUS et al., 1999; HOWARTH et al., 2000; SHARMA et al., 2007). 

Acredita-se que um dos principais fatores para o sucesso do Brasil quanto ao 

agronegócio seja a alta diversidade e eficiência de micro-organismos presentes no solo 

como, por exemplo, as bactérias diazotróficas e promotoras de crescimento vegetal, de 

grande importância no suprimento de N nos mais diversos ecossistemas (MOREIRA et al., 

2010). As bactérias fixadoras de N contribuem com 65% da entrada anual de N no solo 

(HUNGRIA et al., 2001a) e, no caso das bactérias promotoras de crescimento vegetal 

(BPCV), favorecerem o crescimento das plantas  pela produção/indução de compostos 

orgânicos necessários para a nutrição das plantas (KUSS, 2006). 

Diante do exposto, várias alternativas estão sendo avaliadas para reduzir a 

dependência da fertilização química para estas culturas. Uma alternativa ao uso de 
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fertilizantes químicos é explorar e melhorar a capacidade de não leguminosas em obter 

nitrogênio através da Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN) gasoso (N2) (SAUBIDET et 

al., 2002; INIGUEZ et al., 2004). Processo similar ao apresentado entre Rhizobium-

leguminosa, onde a simbiose supre cerca de 80% das necessidades de N pelas leguminosas 

(ORR et al., 2011). 

A FBN é extremamente vantajosa em relação a aspectos ecológicos e econômicos 

(MUTHUKUMARASAMY et al., 2005). Se a FBN fosse disponível para os cereais (e/ou 

não leguminosas) num sistema associativo efetivo com algumas características do sistema 

simbiótico das leguminosas, isto poderia resultar numa redução significativa no uso de 

fertilizantes nitrogenados (KENNEDY et al., 1997). 

Neste contexto, o conhecimento da diversidade fenotípica e genética das 

populações presentes na rizosfera pode auxiliar na compreensão de como as variações no 

ambiente podem ter influência na funcionalidade destas populações. A interação de 

rizobactérias com diversas culturas tem sido tema de pesquisas no mundo todo, devido ao 

potencial biotecnológico evidenciado no aumento da produtividade das culturas, 

possibilidade de redução dos custos de produção ao diminuir o uso de adubos 

nitrogenados, e consequentemente, melhor conservação dos recursos ambientais 

(MOREIRA et al., 2010). 

O trabalho teve como objetivo geral estudar a biodiversidade morfológica e 

genética de rizobactérias endofíticas obtidas a partir de solos de diferentes classes e 

manejos de cultivo, a fim de isolar indivíduos com potenciais biotecnológicos para a FBN 

e para a promoção de crescimento vegetal (PCV). 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 A Importância dos Micro-organismos de Solo 

 

A fração biológica do solo ou a chamada fauna edáfica, é composta por uma grande 

diversidade de espécies de pequenos animais (mesofauna) e micro-organismos (microfauna 

e microflora). As relações e interações metabólicas entre essas comunidades interferem 

diretamente nos ciclos biogeoquímicos do planeta porque são considerados os principais 

responsáveis pela degradação enzimática de restos orgânicos para posterior decomposição, 

transformação e distribuição de nutrientes no solo (ARAÚJO e HUNGRIA, 1994).  

Um bom exemplo da importância das atividades metabólicas microbianas para a 

sustentabilidade dos solos nos diferentes sistemas é a matéria orgânica (MO), principal 

componente de fertilidade nos trópicos. A MO funciona, de maneira geral, como um 

componente que equilibra o sistema de produção. Ela governa a maior parte das atividades 

que ocorrem no solo, organiza o solo do ponto de vista nutricional e aumenta a capacidade 

do solo de reter íons (REZENDE et al., 2003).  

A manutenção da MO implica em uma boa aeração e/ou descompactação do solo 

para permitir oxigenação e melhor circulação de água na rizosfera. Este procedimento 

aliado a outros tratos culturais permite, dentre outros fatores, a ação não só dos indivíduos 

aeróbicos, mas também de fungos e da macrofauna do solo que auxiliam na decomposição 

do material depositado. O solo é considerado um recurso natural de grande utilidade para o 

homem devido a vida que existe nele, sem a presença dessa parte viva, o solo seria 

simplesmente uma mistura de areia, silte e argila (MENDES e REIS JÚNIOR, 2010). 

Apesar de sua grande importância na manutenção da biosfera, estima-se que menos 

de 10% dos micro-organismos existentes no planeta tenham sido caracterizados e descritos 

(STALEY, 1998). O conhecimento da biodiversidade e bioprospecção de novos micro-

organismos tornaram-se uns dos focos principais da era biotecnológica, visto que a 

utilização destes organismos na busca de soluções nas áreas de alimento, saúde, meio 

ambiente e indústria vêm crescendo de forma acelerada no atual cenário mundial. 

O potencial biotecnológico desenvolvido pelos micro-organismos existe graças a 

sua grande diversidade metabólica e adaptabilidade genética (COUTINHO et al., 2001), o 

que os torna uma importante fonte de recursos genéticos para o avanço biotecnológico e 

desenvolvimento sustentável. Os recursos microbianos utilizados na indústria visam, por 

exemplo, a utilização destes na produção de compostos comerciais ou na transformação de 
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substratos em produtos de maior valor agregado. Na agropecuária destacam-se as bactérias 

capazes de fixar nitrogênio, o uso de micro-organismos no controle biológico de pragas, 

doenças e vetores. Sua utilização na área de alimentos está voltada à produção de bebidas, 

panificação, queijos, ácidos orgânicos, enzimas, dentre outros. Na área ambiental, as 

perspectivas de recuperação do meio ambiente através da biorremediação são bastante 

promissoras e dependentes de novos isolados (OLIVEIRA et al., 2006a). 

Outros benefícios obtidos a partir das ações dos micro-organismos do solo que 

podem assegurar a produtividade com qualidade ambiental são: o estoque de micro-

organismos e invertebrados de solos que permitem o controle biológico natural; a 

participação de micro-organismos na manutenção dos ciclos naturais da água, da energia, 

do nitrogênio e do carbono, entre outros; as associações simbióticas; a resistência genética, 

que pode advir de genes microbianos e; as possíveis descobertas de novas espécies de 

importância econômica (REIS JUNIOR e MENDES, 2007).  

Em forrageiras, Chávez et al. (2011) avaliaram grandes alterações na diversidade 

funcional da microbiota e a atividade dos micro-organismos do solo pela intensidade do 

pastejo. Esta diversidade seria proporcional para as condições do cultivo, e também 

poderia ser utilizada como indicadora de qualidade do solo (IQS).  

 

2.2 Aspectos Econômicos da Interação Planta-Bactéria 

 

Após a água, o nitrogênio (N) é geralmente o fator mais limitante da produção 

vegetal. Culturas como arroz, trigo, e milho necessitam cerca de 20-40 kg de N ha
-1

 em um 

período correspondente a 3-5 meses para satisfazer as necessidades deste elemento por 

tonelada de grão produzido (ORR et al., 2011).  

No Brasil, mais de 100 milhões de toneladas de adubos são anualmente utilizados 

pela agricultura, sendo aproximadamente 60% deste valor destinado ao cultivo de cereais 

(NEWTON, 2000; LADHA et al., 2005; MACEDO, 2007; SALA et al., 2007). Em 

culturas não leguminosas, a adubação nitrogenada é um dos maiores custos. Vale ressaltar 

que aproximadamente 65% desse adubo é perdido no sistema solo-planta, uma demanda 

que implica grandes custos financeiros, energéticos e, sobretudo, ambientais 

(BHATTACHARJEE et al., 2008), porém, se não forem supridos adequadamente na 

quantidade e época ideal se torna o principal responsável pela queda de produção (SALA 

et al., 2005; WENDLING, 2005). 
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O custo econômico para a síntese química de fertilizantes nitrogenados é resultante 

principalmente da necessidade de gasto de fontes de petróleo, ou seja, energia não 

renovável. Calcula-se que, para a síntese de uma tonelada de amônia, sejam necessários 

seis barris de petróleo (GRANGE et al., 2007). De acordo com alguns estudos, verifica-se 

um desnível entre o volume de produção (utilização do petróleo) e o das reservas 

descobertas. A partir de 1981, o mundo começou a usar mais petróleo do que descobria, 

atingindo em 2005, um consumo de cinco barris de petróleo para cada barril encontrado 

(CAMPBELL, 2006; SACHS, 2007).  

O custo ambiental implica na eutrofização de lagoas, na acidificação de solos 

cultiváveis que, por sua vez, provocam aumento das perdas de oligonutrientes, na liberação 

de metais pesados do solo para os sistemas aqüíferos, na redução do ozônio estratosférico, 

chuvas ácidas, alterações no efeito estufa e mudanças no ciclo de N global. Estes prejuízos 

relacionados à fertilização nitrogenada têm estimulado a busca por alternativas que possam 

diminuir a utilização deste fertilizante sem que haja diminuição da produção e 

investimento (BHATTACHARJEE et al., 2008), ou seja, a  FBN, a qual despertou maiores 

interesses a partir de 1970 (MARX, 2004). 

Em leguminosas, a FBN realizada por Rhizobium sp. supre cerca de 80% das 

necessidades de N nestas espécies (ORR et al., 2011). Com esse processo, a economia 

anual de recursos que seriam utilizados para a compra de adubos nitrogenados é da ordem 

de US$ 6 bilhões, apenas no caso da soja. Sem o rizóbio, a soja brasileira teria seu custo de 

produção muito elevado afetando diretamente sua competitividade no mercado mundial 

(MENDES e REIS JÚNIOR, 2010).  

Em não leguminosas, não há evidências de uma relação tão complexa e organizada 

quanto a presente nas simbioses, devido ao fato de que a seleção de estirpes eficientes 

ainda necessita de maiores estudos por ser genótipo e manejo dependente (REIS JUNIOR 

et al., 2002; MOREIRA et al., 2010, COMPANT et al., 2010). Moreira et al. (2010) 

constataram que os ganhos de N em Poaceae estão em torno de 25 a 50 kg N ha
-1

 ano
-1 

correspondente a 17% da demanda nutricional total. 

Dados econômicos sobre os efeitos da FBN nas culturas são inexatos. Na cana-de-

açúcar, por exemplo, cultura altamente extratora de N do ambiente, podendo acumular 

cerca de 120 a 300 Kg de N na planta ha
-1

, aproximadamente 70% desse N são retirados da 

área durante a colheita com a retirada dos colmos, e em caso da queima que antecede a 

colheita, o restante do N é perdido (ORLANDO FILHO et al., 1980; OLIVEIRA et al., 
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1994). Calcula-se que a FBN poderia contribuir com 60 a 80% das necessidades totais de 

N desta cultura (URQUIAGA et al.,1992; CASTRO-GONZÁLEZ et al., 2011). 

No sistema de cultivo irrigado de arroz, a adubação nitrogenada tem 40% de 

aproveitamento, sendo o restante perdido por volatilização, lixiviação e desnitrificação, o 

que torna necessária a aplicação de fertilizantes químicos em doses elevadas, acarretando 

na contaminação ambiental, além da redução de lucros pelo alto custo do fertilizante 

(FAGERIA et al., 2003). A FBN poderia contribuir com estas demandas no arroz irrigado 

com rendimentos de até 50 kg ha
-1

cultivo
-1

 de N, resultado da atividade de várias espécies 

de diazotróficos associados (NEVES e RUMJANEK,1998; CRUZ et al., 2001). 

  

2.3 Aspectos Fisiológicos e Bioquímicos da Interação Bactérias Endofíticas e Plantas 

 

As BPCV (no inglês PGPR - Plant Growth Promoting Rhizobacteria) ou 

diazotróficas apresentam uma grande diversidade de bactérias. Estas podem ser 

classificadas como rizobactérias benéficas, deletérias ou neutras de acordo com seus 

efeitos sobre o crescimento vegetal (DOBBELAERE et al., 2003). Estas bactérias podem 

afetar o crescimento das plantas pela produção/indução de compostos orgânicos 

necessários para a nutrição das plantas (KUSS, 2006).  

O nitrogênio está presente de muitas formas na biosfera. A atmosfera terrestre 

contém aproximadamente 79% de nitrogênio molecular (N2), destes, 0,04% são 

encontrados na ecosfera terrestre de forma combinada, onde 57% estão na forma orgânica 

e 43% na forma inorgânica (KERBAUY, 2008).  

 A maior parte do nitrogênio atmosférico não está disponibilizado diretamente aos 

organismos vivos. Sua obtenção requer a quebra da ligação tripla entre dois átomos de 

nitrogênio para a produção de amônia (NH3) ou nitrato (NO3
-
). Estas reações são 

conhecidas como fixação de nitrogênio que podem ser realizadas por processos industriais 

(fabricação de fertilizantes nitrogenados) ou por processos naturais (TAIZ e ZEIGER, 

2009). De acordo com Schlesinger (1997) existem três processos naturais responsáveis 

pela fixação de nitrogênio: os relâmpagos (8%) e as reações fotoquímicas (2%) que fixam 

N2 na forma de HNO3, e a FBN realizado por bactérias ou algas azuis (90%) em que fixam 

N2 na forma de amônio (NH4
+
).  De acordo com Binotti (2009) e Floss (2008) as plantas 

superiores são capazes de absorver o nitrogênio na forma de aminoácidos, uréia, amônio e 

predominantemente sob a forma de nitrato. A adição do nitrogênio no solo pode ocorrer 
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tanto através de fertilizantes químicos, processos industriais, quanto por meio da água da 

chuva e da própria FBN, processos naturais (MALAVOLTA, 2006).  

Vários fatores ambientais podem influenciar a fixação de N nos solos: umidade, 

oxigenação, pH, qualidade e quantidade de carbono, presença de elementos como 

molibdênio, cobalto, ferro e vanádio além da própria disponibilidade de N (CERETTA et 

al., 2005; HSU e BUCKLEY, 2009).  

A mais eficiente relação desenvolvida é a simbiose de estirpes de Proteobacterias 

com plantas da família Leguminosae. Nesta simbiose, as bactérias fornecem à planta 

hospedeira o N fixado em troca de nutrientes e carboidratos, usados no metabolismo 

bacteriano (BURRIS, 1991). Este processo ocorre nos nódulos formados nas raízes dos 

vegetais contendo bactérias fixadoras (PERIN, 2007). Enquanto no sistema leguminosa-

Rhizobium, os endofíticos são restritos a um compartimento específico, nas não 

leguminosas as bactérias endofíticas aparecem nas raízes, caules e folhas 

(BHATTACHARJEE et al., 2008).  

A FBN só é possível devido a presença do complexo nitrogenase (altamente 

conservado entre os procariotos) presente nas bactérias diazotróficas que permite a 

conversão do nitrogênio gasoso (N2) para suas formas mais reduzidas, como íons amônia 

(NH3)
+
, podendo assim, ser utilizado pelos seres vivos. A capacidade de redução de N 

atmosférico conferida pelo complexo nitrogenase ocorre devido à presença de duas 

metaloproteínas, a proteína ferro (dinitrogenase redutase) e a proteína molibdênio-ferro 

(dinitrogenase), assim denominadas devido o metal componente das proteínas (DEAN et 

al., 1993; KIM e REES, 1994). 

Estas proteínas componentes do sistema enzimático nitrogenase são reguladas por 

vários fatores como disponibilidade de energia da célula, idade fisiológica, quantidade de 

N na planta, concentração de oxigênio no ambiente, entre outros (REIS et al., 2006).  Essas 

proteínas são rápida e irreversivelmente inativadas por exposição ao oxigênio 

(POSTGATE, 1982) e, de acordo com alguns estudos, o oxigênio é responsável por causar 

uma sequência de mudanças provavelmente associadas com vários estados de oxidação dos 

átomos de ferro (ROBSON e POSTGATE, 1980). 

Devido ao fato da FBN ser estritamente anaeróbica e nem todos os micro-

organismos diazotróficos serem anaeróbicos, os diazotróficos aeróbicos desenvolveram 

alguns mecanismos como, proteção respiratória, produção de exopolissacarídeos e 

heterocistos para impedir que o oxigênio interfira no processo da nitrogenase (MOREIRA 
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e SIQUEIRA, 2006).  Aos que não apresentam estes mecanismos de proteção, a FBN só é 

possível quando a taxa de dissolução de oxigênio no ambiente estiver em equilíbrio com 

sua taxa de consumo pela respiração, em valores bem menores aos 20% da atmosfera livre 

(SILVA, 2010). 

A possibilidade de um nicho não nodular para a fixação endofítica de nitrogênio em 

Poaceae e outras não leguminosas tem estimulado bastante a realização de experimentos 

objetivando a verificação do estabelecimento de diazotróficos nos espaços intercelulares 

(COMPANT et al., 2005).  

A maioria das BPCV são capazes de produzir fitormônios, tais como ácido 3 - indol 

acético (AIA), ácido abscísico, etileno, zeatina, várias giberelinas e outras 

auxinas/citocininas produzidas por bactérias como Gluconoacetobacter, Azospirillum, 

Herbaspirillum, Erwinia, Pantoea e Pseudomonas (KHALID et al., 2004; FENG et al., 

2006; MAGNANI et al., 2010). O fitormônio AIA, por exemplo, é uma auxina promotora 

do crescimento radicular como também podendo atuar no crescimento apical de plantas.  

Os fitormônios estariam envolvidos no mecanismo de associação planta-bactéria 

(PEDRAZA, 2008), além de promoverem o crescimento vegetal pela alteração na 

morfologia das raízes, aumentando o número e/ou comprimento, além de promover o 

desenvolvimento de um maior número de raízes laterais (SALA et al., 2005; SPAEPEN et 

al., 2008; SHAHAROONA et al., 2008). O aumento na superfície das raízes promoveria o 

aumento na capacidade de absorver nutrientes e água. Algumas bactérias, como por 

exemplo, do gênero Bacillus, Herbaspirillum e Acetobacter, são capazes de produzir altos 

níveis de giberelinas, favorescendo assim, o crescimento da parte aérea das plantas 

(BASTIAN et al., 1998; GRAY e SMITH, 2005).   

Outra característica apresentada no metabolismo das plantas em associação com 

BPCV é a promoção do crescimento vegetal através de alterações nos níveis de 1-

aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) na planta. A ACC é precursora do etileno, 

fitormônio responsável por promover o aumento na estatura das plantas, peso de raízes e 

da biomassa, conforme observado em plantas de milho associadas à presença de N 

(SHAHAROONA et al., 2006). A promoção de crescimento vegetal é dependente da 

concentração deste fitormônio na planta, sendo favorecido quando presente em baixa 

quantidade (GLICK, 1995), porém, induzindo senescência quando presentes em alta 

concentração na planta (PIERIK et al., 2006).  
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A produção da ACC deaminase por determinadas BPCV seria o principal fator 

responsável pela promoção do crescimento vegetal. Esta enzima denominada de ACCd é 

responsável por reduzir os níveis da ACC na planta, degradando-as, diminuindo por 

conseguinte, os níveis de etileno (KHALID et al., 2004). Deste modo, baixos níveis de 

etileno propiciariam o crescimento e elongamento das raízes (GLICK, 1995). Portanto, a 

presença da ACC deaminase e de auxinas estão positivamente correlacionadas com o 

crescimento da planta hospedeira. 

Creus et al. (2004) citam que plantas de trigo inoculadas com  Azospirillum e 

afetadas por déficit hídrico no período de antese apresentaram  maior tolerância à seca 

devido a um aumento no sistema radicular,  proporcionando maior produtividade e 

qualidade dos grãos. Por outro lado, Barka et al. (2006) propõem que a tolerância à seca 

aconteceria devido a um aumento no conteúdo de prolina e compostos fenólicos pela 

colonização bacteriana, proporcionando uma maior adaptação ao estresse hídrico. Barua et 

al. (2012) isolaram  estirpes de Rhizobium ( Agrobacterium) e Bacillus capazes de gerar 

aumento na formação de biomassa  e produção em cultura de arroz, além de apresentar 

ótimas características como biofertilizantes em condições salinas. 

Pedraza (2008) relata que as BPCV também favoreceriam a solubilização de 

fosfatos através da produção de ácidos, que atuariam sobre o P insolúvel ou na formação 

de sideróforos, compostos de baixo peso molecular secretados pelas raízes das plantas. 

Além disso, as bactérias poderiam capturar ferro (Fe) na rizosfera (LOREDO-OSTI et al., 

2004). 

Babalola (2010) cita a promoção de crescimento de plantas pela produção de 

vitaminas (Pseudomonas) e aminoácidos por outras BPCV, elementos considerados 

cruciais no metabolismo vegetal. 

As bactérias diazotróficas poderiam atuar na sanidade vegetal, promovendo 

indiretamente o crescimento vegetal. A inibição do crescimento de organismos antagônicos 

ocorreria pela formação de metabólitos como o 2,4 - Diacetilfloroglucinol (DAFG) e ácido 

cianídrico (HCN) que atuariam como compostos antifúngicos, anti-helmínticos e contra 

outros agentes causadores de doenças radiculares (UTKHEDE et al., 1999; 

DOBBELAERE et al., 2003; BABALOLA, 2010). A produção de antibióticos como as 

fenazinas, oomicinas A, pioletuorinas, tropoloninas entre outros foram observadas em 

várias bactérias (Bacillus) resultando vantagens competitivas às plantas (CHOUDHARY e 

JOHRI, 2009; COMPANT et al., 2010). 
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Na literatura, também está bem documentada que BPCV poderiam ativar um 

mecanismo de indução de resistência sistêmica a patógenos (IS) (van PEER et al., 1991) 

pela fortificação da parede celular vegetal e/ou alteração das respostas metabólicas e 

fisiológicas da planta (SHARMA et al., 2007).  

Além da importância agrícola, as rizobactérias teriam aplicações na recuperação de 

sítios contaminados pela presença de poluentes tóxicos. Os processos denominados 

“landfarming” (óleos residuais da indústria petrolífera e derivados) utilizariam micro-

organismos degradadores de hidrocarbonetos (CANHOS et al., 1998). Rojas-Tapias et al. 

(2012) observaram que rizobactérias (Pseudomonas, Acinetobacterias e Enterobacterias) 

apresentariam a capacidade de acumular  cobre (Cu II), podendo serem úteis na 

biorremediação de solos contaminados com metais pesados. Outros poluentes ambientais 

como benzeno, tolueno, etanol e xileno foram degradados por bactérias do gênero 

Herbaspirilum (MOORE et al., 2006; ROESCH et al., 2008). 

 

2.4 Ecologia e Biodiversidade de Rizobactérias 

 

A rizosfera, considerada o maior ecossistema da Terra (BUCHENAUER, 1998; 

BOTTNER et al., 1999),  é a zona do solo ao redor da raiz que se encontra sob influência 

imediata do sistema radicular. Essa zona é rica em nutrientes, devido ao acúmulo de uma 

variedade de compostos orgânicos liberados pelas raízes por exsudação, secreção e 

deposição. Essas substâncias químicas apresentam estruturas formadas basicamente por 

carbono, hidrogênio, oxigênio, nitrogênio, enxofre, fósforo, boro, halogênios, dentre 

outras. Essas moléculas são fundamentais para os processos metabólicos microbianos e 

vegetais. 

As rizobactérias (bactérias que se associam às plantas colonizando suas raízes) 

podem ser classificadas em quatro principais grupos: Diazotróficos PCV, Pseudomonas 

spp., Bacillus spp. e Rhizobia (BARRIUSO et al., 2008).  

Os diazotróficos compreendem ampla gama de micro-organismos procariotos, 

incluindo representantes de arqueobactérias, cianobactérias, bactérias gram-positivas e 

gram-negativas, dentre elas as diazotróficas promotoras de crescimento vegetal, que 

apresentam grande diversidade morfológica, fisiológica, genética e filogenética 

(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Existem três tipos de organismos diazotróficos: os de 

vida livre, os que vivem associados a outros organismos e os que vivem em simbiose com 

outros organismos (AHMAD et al., 2008).  

http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enxofre
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3sforo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Boro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Halog%C3%AAnio
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Tal diversidade garante não só a resiliência dos processos que estes micro-

organismos de solo mediam em um determinado ecossistema como, por exemplo, a FBN e 

a PCV, mas também a ocorrência destes nos mais diferentes habitats terrestres conferindo-

lhes alta capacidade de adaptabilidade fenotípica e genética (MOREIRA e SIQUEIRA, 

2006). 

Espécies de bactérias diazotróficas associativas têm sido isoladas de raízes e partes 

aéreas de várias espécies de importância agrícola como: poaceas e palmeiras (BALDANI 

et al., 1997b; FERNANDES et al., 2001; SALA et al., 2005; CARVALHO et al., 2006; 

PRAYITNO e  ROLFE, 2010; CASTRO-GONZÁLEZ et al., 2011); orquidáceas (LANGE 

e MOREIRA, 2002); tubérculos (BALOTA, et al., 1997; 1999); cafeeiros (JIMÉNEZ-

SALGADO et al., 1997; SANTOS et al., 2001); araucárias (NERONI e CARDOSO, 2007) 

e fruteiras (RAO, 1983; WEBER et al., 1999). Há relatos também de ocorrência em solos 

contaminados com metais pesados (MOREIRA et al., 2008); em solos tratados com 

resíduos siderúrgicos e biossólidos industrial (MELLONI et al., 2000); em áreas sob 

reabilitação de bauxita (MELLONI et al., 2004; NÓBREGA et al., 2004) e em diferentes 

sistemas de uso da terra na Amazônia (SILVA, 2006). 

Segundo Moreira et al. (2010), a ocorrência de diazotróficos associativos até então 

descritas pode ser representada pelas seguintes espécies: Azotobacter chroococcum 

(DÖBEREINER, 1953), Azorhizophilus (syn. Azotobacter) paspali (DÖBEREINER, 

1966), Azospirillum brasilense /A. lipoferum (DÖBEREINER e PEDROSA, 1987), A. 

amazonense (MAGALHÃES e DÖBEREINER, 1984; BALDANI et al., 1984; LANGE e 

MOREIRA, 2002), A. halopraeferans, Leptchloa fusca (REINHOLD et al., 1987), A. 

irakense (KHAMMAS et al., 1989), A. doebereinerae, Miscanthus spp. (ECKERT et al., 

2001), A. oryzae (XIE e YOKOTA, 2005), A. mellis, Melinis minutiflora (PENG et al., 

2006), A. canadense (MEHNAZ et al., 2007a), A. zeae (MEHNAZ et al., 2007b), 

Alcaligenes faecalis (YOU et al., 1988), Azoarcus indigens, A. communis (REINHOLD-

HUREK et al., 1993), Paenibacillus durus (syn. Bacillus azotofixans) (SELDIN et al., 

1984; SELDIN e DUBNAU, 1985), Bacillus spp. (NEAL e LARSON, 1976), Bacillus 

megaterium (de BARY, 1884), B. cereus e B. licheniformis (DAFFONCHIO et al., 1998; 

XIE et al., 1998), Paenibacillus brasilensis (VON DER WEID et al., 2002), Beijerinckia 

fluminensis (DÖBEREINER e RUSCHEL, 1958), Beijerinckia spp. (DÖBEREINER, 

1961; RUSCHEL, 1975; MAGALHÃES e DÖBEREINER, 1984), Burkholderia 

vietnamiensis (GILLIS et al., 1995), B. kururiensis (syn. B. brasiliensis) (BALDANI et al., 
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1997a; CRUZ et al., 2001), B. tropica (syn. B. tropicalis) (REIS et al., 2004; CRUZ et al., 

2001), B. unamae (CABALLERO-MELLADO et al., 2004), B. silvatlantica (PERIN et al., 

2006), B. terrae (YANG et al., 2006), B. ginsengisoli (KIM et al., 2006), Arcobacter (syn. 

Campylobacter) nitrofigis (McCLUNG e PATRIQUIN, 1980; McCLUNG et al., 1983) 

Derxia spp. (CAMPÊLO e DÖBEREINER, 1970; MAGALHÃES, 1981), Enterobacter 

spp. (agglomerans, cloacae, aerogenes) (KORHONEN et al., 1989; FERNANDES et al., 

2001), Gluconacetobacter (syn. Acetobacter) diazotrophicus (CAVALCANTE e 

DÖBEREINER, 1988; PAULA et al., 1991; TAPIA-HERNANDEZ et al., 2000), 

Gluconacetobacter johannae e G. azotocaptans (FUENTES-RAMIREZ et al., 2001); 

Herbaspirillum seropedicae (BALDANI et al.,1986; BALDANI et al., 1992; CRUZ et al., 

2001), Herbaspirillum (syn. Pseudomonas) rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1992; 

CRUZ et al., 2001), Herbaspirillum frisingense (KIRCHHOF et al., 2001), Klebsiella spp. 

(K. planticola, K. oxytoca) (YOU et al., 1986) e Sphingomonas paucimobilis 

(FERNANDES et al., 2001). 

As rizobactérias do gênero Bacillus spp. constituem 95% dos bacilos gram-

positivos presentes no solo, os outros 5% representam os gêneros Arthrobacter spp. e 

Frankia spp. O gênero Bacillus spp. é caracterizado por apresentar indivíduos capazes de 

produzir fitormônios e indivíduos capazes de produzir endósporos, característica muito 

valorizada por proporcionar facilidades no manuseio, além de permitir a sobrevivência da 

espécie sob condições adversas, proporcionando uma certa vantagem quanto ao seu uso 

comercial (CHANWAY et al., 2000; GARBEVA et al., 2003; GARCIA et al., 2004; 

BARRIUSO et al., 2008). Além disso, são reconhecidas pela sua eficiência na utilização 

no controle biológico e capacidade de produzir antibióticos (FREITAS e PIZZINATTO, 

1997; KOKALIS-BURELLE et al., 2002). 

Entre as bactérias gram-negativas presentes no solo, as Pseudomonas spp. 

constituem o gênero mais abundante na rizosfera. Apresentam alta diversidade ecológica, 

caracterizam-se por serem produtores de antibióticos, sideróforos ou ácido cianídrico, 

aumentando a disponibilidade de certos nutrientes para a planta e atuam no controle 

biológico por serem capazes de inibirem o crescimento de outros micro-organismos 

nocivos (FERNANDES et al., 2001; PATTEN e GLICK, 2002; GUTIÉRREZ MAÑERO 

et al., 2003; GARCIA et al., 2004; CHAREST et al., 2005). Além da capacidade de 

promoção de crescimento e controle biológico, estudos realizados com diferentes espécies 

do grupo fluorescente de Pseudomonas spp. descrevem seu potencial quanto a capacidade 
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de degradar compostos xenobióticos, atuando portanto, na conservação do meio ambiente e 

na biorremediação de solos contaminados (BUNDY et al., 2004; NEUMANN et al., 2004). 

O grupo Rhizobia, composto por vários gêneros como: Rhizobium, Mesorhizobium, 

Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorizhobium e Sinorhizobium (BHATTACHARJEE et 

al., 2008), muito conhecido pela capacidade de simbiose com leguminosas e alta eficiência 

na FBN neste grupo, podem apresentar-se como BPCV quando associados à raízes de 

plantas não leguminosas em uma relação não-específica, conforme apresentado por Osorio 

Filho (2009) e Yanni e Dazzo (2010) no uso de rizóbios como inoculante na cultura de 

arroz. A associação de Azorhizobium caulinodans em raízes de trigo e arroz foi observada 

por Reddy et al. (1997) e Webster et al. (1997). A produção de sideróforos e de ácido 

cianídrico, tanto como aumento na disponibilidade de fosfato melhorando a nutrição de 

plantas também podem ser observadas neste grupo (YANNI et al., 1997; ANTOUN et al., 

1998; LUPWAYI et al., 2004). 

Durante este processo em leguminosas, a bactéria se fixa à superfície do pêlo 

radicular e, através de enzimas pectínolíticas e enzimas que degradam celulose e hemi-

celulose, induzem a síntese de uma fina camada de parede celular, formando o cordão de 

infecção por onde as bactérias invadem o interior do córtex. A adesão da bactéria à 

superfície do pêlo radicular provocam o curvamento deste, deformando-o. Juntamente ao 

processo de infecção, as bactérias passam por vários processos de multiplicação celular. A 

junção destes processos resultam na formação dos nódulos (PERRET et al., 2000; REIS e 

OLIVARES, 2006). 

Em plantas não leguminosas, a associação com os diazotróficos ocorre através da 

colonização da superfície, na camada mais interna do córtex (associação epifítica) e/ou 

interior das raízes, colmo e, especialmente nos espaços inter/intracelular do parênquima e 

vasos condutores, podendo chegar à parte aérea da planta (associação endofítica) (REIS 

JUNIOR et al., 2002; BALDANI e BALDANI, 2005; GRAY e SMITH, 2005). 

O termo endofítico inclui todos os organismos que são capazes de colonizar em 

algum momento do seu ciclo de vida, o interior dos tecidos das plantas sem causar aparente 

dano ao hospedeiro. Estes podem ser divididos em dois grupos: os endofíticos obrigatórios, 

que estão presentes no espaço inter/intracelular de raízes das plantas e os endofíticos 

facultativos, que podem também colonizar a rizosfera (BALDANI et al., 1997b). 

Acredita-se que bactérias diazotróficas endofíticas apresentam vantagem quanto à 

eficiência na FBN quando comparados aos demais diazotróficos. Estes ocupam nichos 
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protegidos, com baixo teor de oxigênio, o que garante maior eficiência da enzima 

nitrogenase. Desta forma, além de possuir maior acesso as fontes de carbono podem 

transferir com maior eficiência os compostos nitrogenados produzidos às plantas 

(DOBBELAERE, 2003). 

Para que ocorra a associação planta-bactéria, sinais moleculares devem ser trocados 

(quimiotaxia) entre a bactéria e a planta durante o início da interação, resultando na 

colonização do tecido vegetal pelos micro-organismos (JONES e DARRAH, 1994; 

MUTHUKUMARASAMY et al., 2002; MARK et al., 2005; COMPANT et al., 2010). 

As interações ou quimiotaxia geradas pelos exsudados radiculares promoveriam 

uma associação diferencial entre as rizobactérias e as plantas e, seriam dependentes de 

fatores tais como: genótipo da planta hospedeira, exposição a estresses bióticos e abióticos, 

idade e/ou estádio de desenvolvimento e anatomia radicular (LUGTENBERG et al., 2001; 

HAICHAR et al., 2008). Knee et al. (2001) citam que  a presença de mucilagem 

(polissacarídeos) nas raízes seria um catalisador da quimiotaxia.   

Acredita-se que a presença de exsudados e/ou mucilagem atrairia todos os tipos de 

micro-organismos (benéficos, neutros e também os de efeito deletério) para as plantas. 

Diante disso, os metabólitos secundários, compostos tóxicos, produzidos pelas plantas 

promoveriam a seleção daqueles que confeririam vantagens à associação específica planta-

bactéria (de SOUZA et al., 2003; COMPANT et al., 2010). 

Mark et al. (2005), observaram que a quimiotaxia bacteriana envolveria a expressão 

diferencial do gene cheY  codificando a resposta de 2 componentes reguladores, cheA 

(regulador da resposta quimiostática) e o pctA (codificando  a proteína transdutora do sinal 

molecular) observados como sendo genótipo específico e regulados por exsudados de 

raízes em beterraba (Beta vulgaris). Em Pseudomonas, o sistema SBW25 correspondente a 

um grupo de 20 genes envolvidos na regulação da associação está sendo caracterizado 

(MOON et al., 2008). 

O Quorum sensing (sensor de quorum) corresponde a um processo de comunicação 

intra e interespécies microbianas, que permite aos micro-organismos apresentarem 

alterações fenotípicas marcantes quando estes se encontram em altas densidades 

populacionais. Além disso, a capacidade de muitas bactérias em controlar a expressão de 

certas funções de uma célula a partir da produção e liberação de moléculas de sinalização 

para o meio (produção de antibióticos, FBN) pode controlar a infecção da bactéria nas 
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plantas. Este controle influenciará na distribuição de comunidades bacterianas ao longo da 

rizosfera (COMPANT et al., 2010; BABALOLA, 2010). 

Em geral, a penetração das bactérias nas plantas pode ocorrer através de aberturas 

naturais (estômatos, hidatódios, nectários, lenticelas), ou através de injúrias e feridas 

(tricomas quebrados, emergência de raízes laterais, feridas) (REIS e OLIVARES, 2006). 

No caso das rizobactérias endofíticas, acredita-se que as raízes sejam a principal “porta de 

entrada”, as quais conseguem penetrar pelos locais que foram danificados naturalmente 

devido ao próprio crescimento da planta, como por exemplo, nos pontos de emergência de 

raízes laterais ou adventícias, nas junções das raízes primárias com as secundárias, nos 

pêlos radiculares, ou ainda entre células epidérmicas intactas (SCHWAB, 2006; SALA et 

al., 2007). Nas últimas duas situações, a bactéria produz enzimas (celulases e pectinases) 

capazes de degradar as paredes celulares da planta hospedeira (SALA et al., 2007, 

COMPANT et al., 2010). 

A entrada de rizobactérias através das junções de raízes primárias e secundárias, 

principalmente nos pontos de emergência das raízes laterais, pode ser claramente 

demonstrada em plantas de arroz inoculadas com Burkholderia cepacia marcadas com 

proteína verde fluorescente, sugerindo ser este, o principal local de entrada dos endófitos 

no interior das raízes de plântulas de arroz (SHARMA et al., 2008). Reddy et al. (1997) e 

Webster et al. (1997) também puderam verificar a entrada de Azorhizobium caulinodans 

em raízes de trigo e arroz pelos pontos de emergência de raízes laterais. 

Para ocorrer a colonização intracelular, a parede celular primária e/ou secundária 

precisam ser degradadas. Em Azoarcus sp. BH72 foram observados genes codificando 

celulases e poligalactorunases que teriam a função de facilitar a dispersão bacteriana 

internamente na planta, alcançando os vasos do xilema e floema (JAMES et al., 2002; 

LODEWYCKX et al., 2002; KRAUSE et al., 2006). A sua dispersão na planta ocorreria 

pelos flagelos bacterianos e fluxo transpiratório das plantas (JAMES et al., 2002; 

COMPANT et al., 2010). 

As bactérias diazotróficas poderiam também controlar a comunidade bacteriana 

ativando a expressão de genes que induziriam uma resistência sistêmica a patógenos (IS). 

A planta diferenciaria fitopatógenos de endofíticos provavelmente pela secreção de 

diferentes compostos ou pelo controle de quantidade de compostos secretados 

(COMPANT et al., 2010). Em dicotiledôneas, o ácido salicílico e o etileno estariam 

envolvidos no controle destas rizobactérias (INIGUEZ et al., 2005). Em monocotiledôneas, 
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Miché et al. (2006) observaram em Azoarcus sp que a presença de ácido jasmônico seria a 

principal molécula de controle. 

O conhecimento da biodiversidade destas rizobactérias é essencial para 

proporcionar avanços no conhecimento das populações rizobacterianas e suas aplicações 

na agricultura, proteção do ambiente e na biotecnologia. 

 

2.5 Importância dos Estudos de Diversidade Genética de Bactérias Endofíticas 

 

Dentro da biodiversidade dos sistemas agrícolas incluem-se as bactérias 

diazotróficas endofíticas, as quais servem de fonte a vários estudos que vêm sendo 

realizados a fim de provar a eficiência destas em associação com diferentes culturas, além 

das tentativas de se encontrar novas estirpes de grande importância biotecnológica capazes 

de suprir as necessidades esperadas através dos estudos de diversidade genética (AHMAD 

et al., 2008). 

De acordo com um levantamento de dados quanto à diversidade genética de 

bactérias diazotróficas realizados por Gaby e Buckley (2011) em estudos sobre riqueza 

taxonômica, baseados em sequências completas do gene nifH datados no GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), pode-se verificar que a maior diversidade de diazotróficos 

apresenta-se no solo e estas correspondem a 33,6% das sequências disponíveis no banco de 

dados. Segundo os autores, a grande diversidade ainda aguarda a descoberta, 

principalmente entre os anaeróbios fixadores de nitrogênio presentes no solo. 

Em estudos realizados sobre a diversidade genética de bactérias associativas e 

endofíticas de trigo, 17 isolados foram obtidos a partir de uma pré-selecionada com meios 

de cultura específicos. Destes, todos apresentaram atividade da nitrogenase e produção de 

AIA, mas poucos foram eficientes quanto à solubilização de fosfato. O seqüenciamento do 

gene ribossomal 16S mostrou a presença de Azospirillum zeae, Azospirillum brasilense e 

Pseudomonas stutzeri entre os isolados. Como garantia na identificação das espécies, o 

gene dnaK foi utilizado como referência. Este gene foi clonado e resultados semelhantes ao 

do 16S rDNA foram obtidos. Através da análise do gene nifH os autores puderam verificar 

que a nitrogenase mostra um elevado grau de conservação quanto a estrutura, função e 

sequências de aminoácidos nestes organismos. A síntese de AIA pôde ser comprovada pela 

presença do  gene ipdC em todos os isolados examinados (VENIERAKI et al., 2011). 

Salamone et al. (2010) estudando a resposta da re-inoculação com Azospirillum 

brasilense isoladas de milho na cultura do  arroz através de respostas eco-fisiológicas 
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(FBN e biomassa) e estudo populacional, utilizaram a técnica DGGE (Denaturing Gradient 

Gel Electrophoresis) para a caracterização dos isolados. Como resultados obtidos, os 

autores  citam a presença da estirpe inoculada no interior dos tecidos, além de outras 

estirpes de Azospirillum incluindo Azospirillum oryse. Os dados permitiram a formação de 

dois grupos rizobacterianos distintos: o primeiro gerado a partir de bactérias diazotróficas 

obtidas exclusivamente das sementes e o outro representando um grupo de diazotróficos 

obtidos a partir de raízes e parte aérea. 

Em cana-de açúcar, a presença de uma grande diversidade endofíticos na cultura, 

distribuídos em diversos gêneros como, Rhizobium, Gluconacetobacter, Xanthomonas, 

Comamonas, Erwinia, Acinetobacter, Bacillus, Staphylococcus, Micrococcus, 

Microbacterium e Kokuria foram observados em estudos da diversidade genética de 

bactérias endofíticas na seiva apoplástica do parênquima medular da haste das plantas 

cultivadas em solos agrícolas (VELÁZQUEZ et al., 2008). Os autores utilizaram o TP-

RAPD (Two Primers Random Amplified Polymorphic DNA) e, dentre os 29 isolados  

morfologicamente distintos, 17 padrões diferentes foram obtidos por esta técnica. 

Castro-González et al. (2011) relataram sobre a diversidade de espécies cultiváveis 

de Burkholderias capazes de desenvolver associação com cana-de-açúcar. Utilizando 

tecidos de raízes jovens, haste do vegetal e solos da rizosfera, os autores aplicaram testes 

moleculares (ARDRA) e amplificação do gene nifH. Para confirmar os resultados, testes 

fisiológicos e bioquímicos foram aplicados. Como resultados, os autores constataram a 

presença de B. caribensis e B. vietnamienses como ótimas solubilizadoras de fosfato, na 

produção de sideróforos e como sintetizadoras de AIA promovendo o crescimento vegetal 

das plantas. Tais estudos permitiram a identificação de uma ampla distribuição ambiental e 

geográfica destas espécies na cultura da cana-de-açúcar. 

Brasil et al. (2005), avaliando a comunidade bacteriana da região Pantanal (MS) em 

três diferentes forrageiras (Elyonurus muticus, Axonopus purpusii e Brachiaria 

humidicola), observaram a presença de Azospirillum lipoferum, A. brasilense, A. 

amazonense, Herbaspirillum seropedicae e Burkholderia spp., destacando-se entre elas, 

maior proporção de Azospirillum associadas às três espécies. Herbaspirillum e 

Burkholderia não foram observadas no solo, e a maior comunidade de diazotróficos estava 

associada às raízes quando comparado às demais partes das plantas. Os autores 

constataram altos níveis da nitrogenase em raízes sugerindo que as bactérias diazotróficas 

endofíticas sejam as principais responsáveis pela FBN nestas forrageiras. 
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Silva (2010), caracterizando a biodiversidade de rizobactérias associadas à raízes de 

Brachiaria brizantha, pelo sequenciamento parcial do gene 16S rDNA, observou a 

presença de Stenotrophomonas sp., Pseudomonas sp., Xanthomonas sp., Bacillus sp., 

Rhizobium sp., Sphingomonas sp. e Azospirillum sp.  

Como a diversidade de rizobactérias varia em função de muitos fatores como 

fertilidade de solo, genótipo, fenologia da planta hospedeira e  sistemas de manejo 

(RODRIGUES et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006b) , o conhecimento desta diversidade 

fenotípica e genética das populações presentes na rizosfera das plantas pode auxiliar na 

compreensão de como as variações no ambiente podem influenciar a funcionalidade destas 

populações.  

 

2.6 Principais Métodos Empregados em Estudos de Diversidade Genética de 

Bactérias Endofíticas 

 

Até recentemente, para identificação de uma espécie bacteriana era necessário obter 

uma cultura pura e nesta identificação utilizavam-se características morfológicas, 

fisiológicas e bioquímicas. A maior limitação destes procedimentos é o fato de que a 

grande maioria de bactérias não pode ser obtida como cultura pura. A diversidade de 

organismos cultiváveis não é bem avaliada, já que um grande número de meios de cultura e 

técnicas de cultura deve ser utilizado para avaliar a diversidade de um determinado nicho 

(MAGNANI, 2005). A utilização de técnicas moleculares permitem a identificação e 

reclassificação de um maior número de organismos em relação às demais técnicas, 

possibilitando, muitas vezes, a identificação de organismos não cultiváveis (KIRCHOFF et 

al., 1997). 

Dentre as técnicas morfológicas usadas estão o estudo da morfologia das colônias, 

formação de cápsulas, estudo da motilidade, coloração de flagelos (YANNI et al., 1997; 

VALVERDE et al., 2003; PRAYITNO e ROLFE, 2010). 

Nas técnicas fisiológicas e bioquímicas, citam-se a coloração de gram, 

caracterização das bactérias pelo sistema denominado como API (Appareils et Procédés 

d’Identification), examinando-se as características dos isolados e posteriormente 

comparando-os com o manual Bergey e a base de dados dos sistemas API (PRAYITNO e 

ROLFE, 2010). Além disso, testes fisiológicos como o de crescimento diferencial de 

bactérias em meios suplementadores (PRAYITNO e ROLFE, 2010) e o número mais 

provável (NMP) (SOARES et al., 2006) também são utilizados. 
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Como ensaios bioquímicos, citam-se: ensaio para produção de etileno (redução do 

acetileno) (RODRIGUES et al., 2006; BARUA et al., 2012); determinação da eficiência de 

FBN pela quantificação dos níveis de nitrogenase (MAGNANI et al., 2010); determinação 

da solubilização de fosfato (ROJAS-TAPIAS et al., 2012); determinação da solubilização 

de sideróforos (ROJAS-TAPIAS et al., 2012); produção de AIA (KHALID et al., 2004; 

SOARES et al., 2006); atividade de peroxidases (SHARMA et al., 2007) e a formação de 

biofilmes (ANDREOTE et al., 2009; TANG et al., 2010). 

Um aspecto negativo da utilização exclusiva das técnicas bioquímicas e fisiológicas 

é que a grande diversidade de bactérias, nas diferentes amostras coletadas no ambiente, não 

pode ser representada pela cultura em placas. Isto ocorre pelo fato de que, a maioria das 

estirpes não cresce em meio de cultura padrão (TYSON e BANFIELD, 2005). Estes meios 

não representariam o habitat bacteriano natural, acessando apenas parte de toda a 

comunidade microbiana (ANDREOTE et al., 2009). 

Nos últimos anos, os estudos de diversidade endofítica bacteriana de uma extensa 

variedade de plantas têm sido realizados utilizando principalmente técnicas de tipagem 

genética. Recentemente, Mocali et al. (2003) pesquisaram a diversidade endofítica em 

Ulmus spp. utilizando as técnicas de seqüenciamento do gene rRNA 16S e ARDRA, 

encontrando representantes dos gêneros Bacillus, Curtobacterium, Pseudomonas, 

Stenotrophomonas, Sphingomonas, Enterobacter e Staphylococcus.  Em três variedades 

diferentes de batata (Solanum tuberosum) foram encontrados representantes das 

subdivisões alfa, beta e gama-proteobactéria (BERG et al., 2004; SESSITSCH et al., 

2002). Técnicas de biologia molecular permitiram a descrição de endofíticos em: soja 

(KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004), plantas cítricas (ARAUJO et al., 2002), arroz 

(CHAINTREUIL et al., 2000;VERMA et al., 2001), trigo (CONN e FRANCO, 2004), 

cana-de-açúcar (VELÁZQUEZ et al., 2008; CASTRO-GONZÁLEZ et al., 2011) e 

forrageiras (BRASIL et al., 2005; SILVA, 2010). 

A maioria dos métodos moleculares que vêm sendo empregados para a 

caracterização de isolados, linhagens e estirpes, tem como base a análise com PCR 

(denominadas genericamente como PCR-based DNA fingerprinting techniques).  Até o 

presente momento, o maior número de trabalhos relata o uso de análise de restrição do 

DNA ribossômico amplificado (ARDRA – Amplified Ribossomal DNA Restriction 

Analysis), polimorfismo dos espaçadores (IGS – intergene sequences) do DNA 

ribossômico, DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoreis), TGGE (Temperature 
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Gradient Gel Electrophoresis), PCRSSCP (SingleStrandConformation Polymorphism), 

PCR de seqüências repetitivas de DNA (repPCR usando primers REP, ERIC ou BOX), 

PCR com primers randômicos (RAPD, APPCR) e AFLP (Amplified Fragment Lengh 

Polymorphism) (STRALIOTTO e RUMJANEK, 1999). 

Na década de 1980 e início da década de 1990, o emprego de técnicas de biologia 

molecular resultou em uma verdadeira revolução na taxonomia das bactérias e fungos. 

Nessa época, alguns estudos passaram a ser conduzidos com os genes RNA ribossomais 

(RNAr) e resultados coerentes obtidos pela análise desses genes resultaram na escolha 

preferencial dos mesmos para estimar tanto relações filogenéticas, como a posição 

taxonômica de micro-organismos (WOESE, 1987; WOESE et al., 1990; WEISBURG et 

al., 1991; BRIDGE et al., 1998; GARRITY et al., 2001; McCARTNEY et al., 2003; 

ATKINS e CLARK, 2004). Como as análises em geral são feitas com DNA e não com 

RNA, também é usual se referir a elas como DNAr.  

Os genes ribossomais apresentam uma série de características favoráveis a sua 

utilização em filogenia: i) são encontrados em todos os organismos vivos, uma vez que a 

síntese de proteínas ribossomais é obrigatória; ii) expressam estruturas secundárias 

altamente conservadas, que são importantes para o alinhamento correto das sequências 

destes genes; iii) são componentes principais da estrutura dos ribossomos e, portanto, 

abundantes nas células, facilitando a sua identificação; iv) diferenças nas sequências desses 

genes evoluem em taxas diferentes, permitindo que análises filogenéticas sejam realizadas 

em vários níveis de resolução taxonômica (WOESE et al., 1990; VANDAMME et al., 

1996; GARRITY et al., 2001).  

Nos primeiros estudos com os genes ribossomais, utilizava-se o sequenciamento 

parcial dos genes (YOUNG et al., 1991) ou, então, uma combinação de métodos, como o 

PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, polimorfismo de comprimento 

de fragmentos de restrição) dos genes ribossomais, que consiste na amplificação por PCR 

das regiões do DNA que codificam os genes ribossomais (ou o espaço intergênico), 

seguida pelo corte com enzimas de restrição e eletroforese dos fragmentos amplificados 

(ALBERTON et al., 2006; GERMANO et al., 2006; KASCHUK et al., 2006; PINTO et al., 

2007). Contudo, com as facilidades e redução no custo do sequenciamento, esse é hoje o 

método de preferência (MENNA et al., 2006, 2009a; BINDE et al., 2009). 

Para a identificação taxonômica ou das relações filogenéticas de uma determinada 

estirpe de bactéria, a sequência do gene ribossomal 16S em estudo pode ser comparada por 
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similaridade com sequências ribossomais das estirpes tipo “type strain” (ou de referência) 

das espécies bacterianas depositadas em bancos de dados (como o GenBank do NCBI - 

National Center for Biotechnology Information, no endereço http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

- e o RDP - Ribosomal Database Project, em http://rdp.cme.msu.edu). Alternativamente, 

podem-se construir árvores filogenéticas onde a sequência do gene ribossomal 16S da 

bactéria em estudo é analisada em conjunto com sequências ribossomais de estirpes tipo 

e/ou de referência das espécies bacterianas representativas do estudo (GRANGE et al., 

2007). 

É importante mencionar, também, outra metodologia mais recente que vem sendo 

cada vez mais empregada, o MLST (Multilocus Sequence Typing, tipagem por 

sequenciamento de lócus múltiplos), a qual consiste no sequenciamento e análise conjunta 

(como uma única sequência concatenada) de vários genes housekeeping, em geral cinco 

(McCARTNEY et al., 2003; BAIN et al., 2007; WOO et al., 2007). De acordo com Zeigler 

(2003), os genes utilizados como marcadores filogenéticos alternativos, além de serem 

conservados para o grupo em estudo, precisam obedecer alguns critérios: i) distribuição no 

genoma com uma distância mínima entre os genes de 100 kb; ii) presença no genoma em 

uma única cópia; iii) extensão nucleotídica suficiente que permita o sequenciamento; iv) 

conter informações suficientes para as análises; e v) que os dados obtidos com o uso destes 

genes sejam correlacionados com os dados obtidos com o gene ribossomal 16S e com os 

percentuais de similaridade obtidos por hibridização DNA-DNA. O MLST visa, 

basicamente, a caracterização genotípica em nível intraespecífico (GEVERS et al., 2005) e 

foi, inicialmente, desenvolvido e utilizado em estudos de diversidade e identificação em 

bactérias patogênicas ao homem (ENRIGHT et al., 1999), mas passou a ser utilizado 

também para a identificação de patógenos de plantas, inclusive fungos (McCARTNEY et 

al., 2003; BAIN et al., 2007).  

Aplicando o mesmo princípio do MLST à taxonomia e filogenia, foi então 

desenvolvida a metodologia de Multilocus Sequence Analysis (MLSA) 

(STACKEBRANDT et al., 2002; STEPKOWSKI et al., 2003), com propósitos específicos 

que permitem a sua utilização para a definição de espécies e elucidar relações taxonômicas 

entre espécies bacterianas (GEVERS et al., 2005; MARTENS et al., 2007; MENNA et al., 

2009a; RIBEIRO et al., 2009) e espécies de fungos (WOO et al., 2007). 

O RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA: DNA polimórfico amplificado ao 

acaso) utiliza como iniciadores primers únicos de sequências curtas (10 bases), os quais 
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reconhecem regiões no genoma contendo sequências nucleotídicas curtas, repetidas e 

invertidas. Os produtos de amplificação por RAPD são submetidos à eletroforese em gel de 

agarose. Essa técnica pode ser aplicada a qualquer espécie, pois não há necessidade de 

conhecimento prévio de dados de sequência de DNA para construção dos primes 

(FALEIRO, 2007).  Em geral, o RAPD tem sido mais amplamente utilizado em nível 

intraespecífico, como por exemplo, na identificação de grupos de linhagens patogênicas, 

produtoras de toxinas, entre outros (BRIDGE et al., 1998). Esta técnica apresenta como 

principais vantagens a facilidade e rapidez para obtenção dos marcadores, a necessidade de 

quantidades mínimas de DNA e a universalização das análises (FALEIRO, 2007).  Uma 

desvantagem que com frequência é atribuída a esse método, reside na baixa 

reprodutibilidade nos perfis de bandas obtidos (BRADSHAW et al., 2006). 

O AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism- polimorfismo de 

comprimento de fragmentos amplificados) envolve a ligação de adaptadores às 

extremidades de fragmentos de DNA clivados com enzimas de restrição, os quais 

fornecem sítios de anelamento de primers com alta estringência para as amplificações por 

PCR (BRADSHAW et al., 2006). Os produtos de amplificação por PCR são submetidos à 

eletroforese em géis de poliacrilamida e geram um grande número de fragmentos, os quais 

são resolvidos em um único gel (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1995). A presença de 

um grande número de polimorfismo por reação e o fato de não haver a necessidade de se 

ter conhecimento prévio das sequências de DNA para construção dos primers, são as 

principais vantagens do método (FALEIRO et al., 2001). Apesar do AFLP ser uma técnica 

mais robusta que o RAPD, é tecnicamente mais trabalhosa e, por isso, tem sido pouco 

utilizado na identificação de linhagens para fins de diagnóstico (BRADSHAW et al., 

2006). 

Uma das aplicações dos marcadores RAPD e AFLP é a identificação de bandas 

polimórficas (denominadas SCARs, Sequence Characterized Amplified Regions), as quais 

são clonadas, sequenciadas e utilizadas no desenvolvimento de marcadores espécie-

específicos e/ou linhagem-específicos (McCARTNEY et al., 2003; BRADSHAW et al., 

2006). 

O método referido como rep-PCR (repetitive extragenic palindromic sequence) é 

uma técnica baseada na amplificação do DNA e é tida como uma técnica extremamente 

confiável, reprodutível, rápida e altamente discriminatória (VERSALOVIC et al., 1994; 

LOUWS et al., 1998). Os marcadores rep-PCR foram, originalmente, desenvolvidos para o 
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estudo de diversidade e identificação de bactérias (de BRUIJN, 1992; VERSALOVIC et 

al., 1994). Esta “impressão digital” do genoma faz uso de primers de DNA 

complementares àqueles de ocorrência natural, altamente conservado, com sequências 

repetitivas de DNA, presente em múltiplas cópias do genoma da maioria das bactérias 

gram negativas e em muitas gram positivas (MAHUKA et al., 2006). Os elementos 

repetitivos parecem estar localizados em distintas posições intergênicas no genoma, em 

ambas as orientações e supõe-se que, por serem associadas a graus elevados de 

polimorfismo, essas regiões gênicas tenham uma participação em processos de evolução 

adaptativa, mediando a interação dos micro-organismos com ambientes hostis (VAN 

BERKUM, 1999). 

 Existem três famílias principais de elementos, incluindo as sequências REP 

(Repetitive Extragenic Palindromic), ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic 

Consensus) e elementos BOX, para as quais foram desenvolvidos e otimizados primers (de 

BRUIJN, 1992; VERSALOVIC et al., 1994), que vêm sendo amplamente utilizados desde 

então. As identidades genômicas geradas pelas técnicas de rep-PCR permitem a 

diferenciação em nível de espécies, sub espécies e cepa (RADEMAKER e DE BRUJIN et 

al., 2000; BRADSHAW et al., 2006; MENNA et al., 2009b). Estes primers, também têm 

sido utilizados em fungos para a identificação de linhagens, permitindo a diferenciação de 

isolados intimamente relacionados de uma mesma espécie (BRIDGE et al., 1998; 

MORTON et al., 2003; ATKINS e CLARK, 2004).  

A caracterização de Rhizobium sp. por rep-PCR tem sido vastamente documentada 

(FERNANDES et al., 2003; HUNGRIA et al., 2006, 2008;  ALBERTON et al., 2006; 

KASCHUK et al., 2006; BARCELLOS et al., 2007; PINTO et al., 2007; STOCCO et al., 

2008; BINDE et al., 2009; MENNA et al., 2009b). Em função da facilidade, alta 

reprodutibilidade e baixo custo da análise, a caracterização por BOX-PCR foi, 

recentemente, definida como método oficial do MAPA (Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento) para a caracterização de estirpes de rizóbios autorizadas para a 

produção de inoculantes comerciais no Brasil (HUNGRIA et al., 2008).  

Além da utilização desta técnica em leguminosas, nas não leguminosas a utilização 

de rep-PCR também apresenta grande importância em estudos de diversidade genética de 

bactérias. São exemplos do uso desta ferramenta: Pereira et al. (2012) trabalhando com 

endofíticos em morangos; Islam et al., (2012) em estudos de diversidade genética de 
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bactérias fixadoras de N de vida livre em campos de arroz e Yang et al. (2008) em estudos 

de diversidade genética de bactérias antagonistas associadas ao arroz. 

A interação de bactérias diazotróficas com diversas culturas tem sido tema de 

pesquisas no mundo todo, devido ao potencial biotecnológico evidenciado no aumento da 

produtividade das culturas, possibilidade de redução dos custos de produção, ao reduzir o 

uso de adubos nitrogenados, e consequentemente, melhor conservação dos recursos 

ambientais (MOREIRA et al., 2010). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Caracterização das Áreas de Coleta de Solos 

 

As coletas de solo foram realizadas nas regiões extremo Oeste do estado do Paraná 

no entorno do município de Palotina, Centro Oeste nas mediações das cidades de Goioerê e 

Moreira Sales, como também na região Noroeste do estado, próximo à cidade de Mariluz 

(FIGURA 1). 

 

 

Figura 1. Localização dos pontos de coleta no mapa do Estado do Paraná. A – Pontos de 

coleta das sub-amostras das regiões Noroeste (M2) e Centro Oeste (M1, M3, M4, M5, 

M6); B – Pontos de coleta das sub amostras da região extremo Oeste (M7, M8, M9, M10). 

 

Para a coleta dos solos, selecionou-se 10 diferentes áreas (também denominadas de 

glebas), cada qual composta por um manejo diferente, e este, representado pela letra “M”. 

Dentre os diferentes manejos, nove correspondem a áreas agricultáveis e um representando 

a área de mata ciliar (TABELA 1). 

As diferentes áreas de coleta também foram caracterizadas quanto à classe de solo 

que as compõe. Baseado na classificação de solos estabelecida por Bhering e Santos 

Mariluz Moreira Sales

Goioerê

Palotina
A

B

Moreira Sales

Goioerê

Mariluz

Palotina
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(2008), verificou-se a presença de cinco diferentes tipos de solos, sendo estes: 

ARGISSOLO VERMELHO Eutrófico (PVe 2), ARGISSOLO VERMELHO Eutrófico 

(PVe 1), LATOSSOLO VERMELHO Distrófico (LVd19), LATOSSOLO VERMELHO 

Eutroférrico (LVef 1) e NITOSSOLO VERMELHO Eutroférrico (NVef 8). Estes foram 

enumerados de 1 a 5 e representados pela letra “S” (TABELA 1). 

Quanto à textura do solo e diâmetro de partículas, os solos classificados como 

ARGISSOLO VERMELHO Eutrófico (PVe 2; PVe 1) e LATOSSOLO VERMELHO 

Distrófico (LVd 19) caracterizam-se como de textura arenosa/média e, portanto, 

apresentam partículas com diâmetro entre 0,05 mm e 0,42 mm. Os solos classificados 

como LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico (LVef 1) e NITOSSOLO VERMELHO 

Eutroférico (NVef 8) são solos de textura argilosa, apresentando partículas com diâmetro 

inferior a 0,005 mm (BHERING e SANTOS, 2008). 

Segundo a Embrapa (2006), o sistema brasileiro de classificação de solos aponta as 

seguintes características quanto aos tipos de solos existentes nas diferentes regiões de 

coleta: 1. Latossolos - São os solos predominantes no Brasil e, em geral, apresentam relevo 

suave, grande profundidade, alta permeabilidade e baixa capacidade de troca catiônica. 

Ocorre a predominância de óxidos de ferro, de alumínio e caulinita, que é uma argila de 

baixa atividade, sendo predominante na fração argila dos latossolos. Esta combinação 

química, juntamente com MO e alta permeabilidade e aeração conferem ao latossolo uma 

estrutura fina, muito estável que facilita o cultivo; 2. Argissolos ou podzólicos - São solos 

profundos e menos intemperizados do que os latossolos podendo apresentar maior 

fertilidade natural e potencial. A principal característica deste solo é a diferença textural 

entre os horizontes A e B, visto que no horizonte B concentra-se teor mais elevado de 

argila do que no horizonte A, onde, entretanto, a atividade biológica apresenta-se intensa. 

O acúmulo de argila no horizonte B torna os solos podzólicos menos permeáveis, portanto 

mais propensos à erosão hídrica; 3. Nitossolos - Representam uma nova classificação 

dentro dos argilosos também sendo considerados solos profundos, homogêneos, bem 

drenados, constituídos por material mineral, com horizonte B nítico. Este horizonte 

apresenta argila de atividade baixa, textura argilosa a muito argilosa, estrutura em blocos 

angulares ou subangulares, ou ainda, prismática moderada ou forte que, as vezes, 

apresentam superfícies brilhantes que podem ser interpretadas como cerosidade ou 

superfícies de compressão (FAO, 2001; EMBRAPA, 2006). 
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Tabela 1. Caracterização das áreas de coleta em relação ao tipo de manejo de cultivo, classe de solo e manejo deste, perímetro municipal e região do 

estado do Paraná onde estas foram coletadas. 

*Fonte: Bhering e Santos (2008).1ARGISSOLO VERMELHO Eutrófico abrúptico, textura arenosa/média, A moderado, fase floresta tropical subperenifólia, relevo ondulado; 
2ARGISSOLO VERMELHO Eutrófico típico, textura arenosa/média, A moderado, fase floresta tropical subperenifólia, relevo suave ondulado; 3LATOSSOLO VERMELHO 

Distrófico típico, textura média, A moderado, fase floresta tropical subperenifólia, relevo suave ondulado e plano; 4LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico típico, textura 

argilosa, A moderado, fase floresta tropical perenifólia relevo suave ondulado; 5NITOSSOLO VERMELHO Eutroférrico latossólico, textura argilosa, A moderado, fase floresta 

tropical perenifólia, relevo suave ondulado. 

Manejo de cultivo Classe de solo* Sistema/Manejo 

de solo 
Perímetro municipal Região do estado 

do Paraná 

M1 
Monocultivo: cana-de-açúcar (Alto teor de P 

no solo e aplicação de vinhaça) 
S1 PVe 2

1
 Plantio convencional Moreira Sales Centro Oeste 

M2 
Monocultivo: cana-de-açúcar (Baixo teor de P 

no solo e adubação mineral) 
S1 PVe 2

1
 Plantio convencional Mariluz Noroeste 

M3 Cultivo de crotalária S1 PVe 2
1
 Plantio direto Moreira Sales Centro Oeste 

M4 Mata Ciliar S2 PVe 1
2
 --- Goioerê Centro Oeste 

M5 Pousio precedido de: Cana - milho - soja S3 LVd 19
3
 Plantio direto Moreira Sales Centro Oeste 

M6 Rotação: Cana - soja - milho - cana S1 PVe 2
1
 Plantio direto Moreira Sales Centro Oeste 

M7 Sucessão: Milho - trigo S4 LVef1
4
 Plantio direto Palotina extremo Oeste 

M8 Sucessão: Milho - soja RR S4 LVef1
4
 Plantio direto Palotina extremo Oeste 

M9 Sucessão: Milho - soja S5 NVef8
5
 Plantio convencional Palotina extremo Oeste 

M10 Sucessão: Milho - soja orgânico S4 LVef1
4
 Plantio direto Palotina extremo Oeste 
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3.2 Coleta de Solos 

 

Os solos foram coletados com auxílio de um trado holandês em uma profundidade 

aproximada entre 10 e 20 cm (região do solo com maior influência do sistema radicular das 

plantas). Primeiramente, cada área de coleta (gleba) foi dividida em 5 transeptos paralelos, 

denominados como transepto A, B, C, D e E, traçados na diagonal de acordo com o declive 

e direção do curso de água, homogeneidade do terreno, fertilidade do solo, derivação de 

agroquímicos, entre outros. Levou-se em consideração também, o efeito bordadura, 

desconsiderando-se, portanto, uma borda de aproximadamente 50 metros na transição entre 

lavoura - mata ciliar e mata ciliar - rio. O transepto mais distante do leito de água, neste 

caso o transepto E, foi desconsiderado a fim de manter maior homogeneidade dentro da 

área (FIGURA 2). 

Os transeptos passaram a ser denominados de repetição (repetição 1, 2, 3 e 4) e 

estes constituídos por 5 sub-amostras cada. As sub-amostras foram coletadas apartir de 

uma linha imaginária em “zigue-zague” sobre o transepto, permitindo assim, a 

homogeneidade dentro da repetição. O transepto central (transepto C), destacado por ser o 

maior transepto quanto ao comprimento, foi constituído por 10 sub-amostras, com objetivo 

de favorescer a homogeneidade dentro desta repetição. Após a coleta das 5 sub-amostras 

por repetição, estas foram homogeneizadas e uma amostra deste solo homogeneizado foi 

separado, devidamente etiquetado e mantido em gelo durante a coleta (BUCKLAND et al., 

2001). Os pontos de coleta das sub-amostras por repetição dentro de cada tipo de manejo 

foram obtidos por Global Positioning System (GPS) (TABELA 2).  

 

 

Figura 2. Distribuição estatística dos pontos de coleta de solo referentes as sub-amostras 

por repetição em relação à gleba (tipo de manejo), utilizados para obtenção dos isolados. 
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Tabela 2.  Pontos de coleta das sub-amostras por repetição de acordo com cada tipo de 

manejo, obtidas por Global Positioning System (GPS). 

Manejo de 

Cultivo 

Sub amostras ou repetições 

R1 R2 R3 R4 

(M1) Moreira Sales S 23° 57’ 05” 

W 053° 04’ 47,7 

S 23° 57’ 05,2” 

W 053° 04’ 46,3 

S 23° 57’ 05,2” 

W 053° 04’ 43,7 

S 23° 57’ 05,9” 

W 053° 04’ 40,9 

(M2) Mariluz S 23° 59’ 33,9” 

W053° 09’ 54,0 

S 23° 59’ 34,5” 

W 053° 09’ 55,8 

S 23° 59’ 33,1” 

W 053° 09’ 56,7 

S 23° 59’ 32,3” 

W 053° 09’ 54,6 

(M3) Moreira Sales S 23° 58’ 15,2” 
W 053° 04’ 44,0 

S 23° 58’ 14,8” 
W 053° 04’ 44,3 

S 23° 58’ 14,8” 
W 053° 04’ 44,1 

S 23° 58’ 15,5” 
W 053° 04’ 44,2 

(M4) Goioerê S 23° 59’ 45,3” 

W 053° 05’ 07,5 

S 23° 59’ 44,8” 

W 053° 05’ 08,1 

S 23° 59’ 44,4” 

W 053° 05’ 06,5 

S 23° 59’ 42,5” 

W 053° 05’ 06,4 

(M5) Moreira Sales S 24° 04’ 55,8” 

W 053° 04’ 14,9 

S 24° 04’ 55,9” 

W 053° 04’ 16,5 

S 24° 04’ 56,0” 

W 053° 04’18,0 

S 24° 04’ 56,6” 

W 053° 04’ 17,4 

(M6) Moreira Sales S 24° 06’ 22,4” 

W 053° 05’ 27,4 

S 24° 06’ 22,4” 

W 053° 05’ 29,5 

S 24° 06’ 22,2” 

W 053° 05’ 31,5 

S 24° 06’ 22,5” 

W 053° 05’ 32,7 

(M7) Palotina S 24° 12’ 52,6” 

W 053° 54’ 05,2 

S 24° 12’ 54,1” 

W 053° 54’ 04,6 

S 24° 12’ 53,9” 

W 053° 54’ 02,3 

S 24° 12’ 54,9” 

W 053° 54’ 03,9 

(M8) Palotina S 24° 12’ 46,1” 

W 053° 53’ 59,3 

S 24° 12’ 44,2” 

W 053° 53’ 59,7 

S 24° 12’ 44,5” 

W 053° 54’ 00,8 

S 24° 12’ 42,8” 

W 053° 54’ 01,4 

(M9) Palotina S 24° 17’ 14,3” 

W 053° 52’ 30,6 

S 24° 17’ 13.3” 

W 053° 52’ 30,5 

S 24° 17’ 12,9” 

W 053° 52’ 29,1 

S 24° 17’ 14,1” 

W 053° 52’ 28,3 

(M10) Palotina S 24° 17’ 18,1” 

W 053° 53’ 48,4 

S 24° 17’ 18,5” 

W 053° 53’ 49,4 

S 24° 17’ 17,6” 

W 053° 53’ 49,9 

S 24° 17’ 16,9” 

W 053° 53’ 48,1 

 

 

3.3 Isolamento das Estirpes de Endofíticos 

 

Foram utilizados como planta isca, sementes de trigo da variedade BRS Pardela na 

captura de endofíticos (BASSOI et al., 2008; BASSOI et al., 2010). Para isso, as sementes 

foram esterilizadas com álcool (95%) e hipoclorito de sódio (10%) (3 minutos cada) e 

lavadas por 3 vezes com água destilada estéril. As sementes foram colocadas para germinar 

em papel germinativo (tipo Germiteste) umedecido em água destilada estéril, enroladas 

dentro de sacos plásticos semi-fechados para evitar ressecamento e incubadas durante 48 

horas a 22 
o
C, no escuro (ANDRADE e HAMAKAWA, 1994).  

Para o cultivo e inoculação das plântulas, foram preparados e utilizados sacos 

plásticos de polipropileno com espessura em torno de 0,12 mm e com dimensões médias 

de base e altura de 130 x 140 mm capazes de suportarem a autoclavagem. Para a 

montagem destes sacos plásticos foi necessário colocar, no interior do saco, um papel 

germinativo com comprimento e largura de 230 x 120 mm dobrado e perfurado para 

abrigar as sementes pré-germinadas. Os sacos plásticos contendo o papel Germiteste e 200 

mL de solução nutritiva foram colocados em um suporte e esterilizados por autoclave 
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durante 20 minutos a 121°C, seguido da atribuição das sementes pré-germinadas aos 

saquinhos (CAMPO e HUNGRIA, 2007).  Esta solução foi preparada a partir de uma 

solução estoque sem N mineral e contendo, por litro: 147,05 g de CaCl2.2H2O; 68,05 g de 

KH2PO4; 3,67 g de Fe-EDTA; 61,65 g de MgSO4; 43,50 g de K2SO4; 0,169 g de 

MnSO4.H2O; 0,124 g de H3BO3; 0,144 g de ZnSO4.7H2O; 0,050 g de CuSO4.5H2O; 0,028 

g de CoSO4.7H2O; 0,0553 g de Na2MoO4.2H2O (BROUGHTON e DILLWORTH, 1971). 

Foi utilizado 1 mL de cada solução estoque por litro de solução final e o pH foi ajustado 

para 6,6-6,8 com NaOH.  

Para inoculação do solo nas plantas iscas, amostras de 10 gramas de solo de cada 

transepto por propriedade foram diluídas em 90 mL de solução salina 0,85% em frascos 

contendo pérolas de vidro. Estas foram mantidas em agitador mecânico horizontal por 30 

minutos. Destas, 1 mL foi transferida para um novo frasco contendo 9 mLde solução salina 

0,85% proporcionando a diluição de 10
-2

, segundo Vincent (1970). Em seguida, 1 mL da 

maior diluição foi aplicado em cada planta-isca as quais foram mantidas em casa de 

vegetação, dispostas em um delineamento inteiramente casualizado, durante um período de 

30 dias.  

Após este período, as plantas inteiras foram medidas e a variação no tamanho 

destas foi verificado através da análise de variância (ANOVA), pelo programa SISVAR. 

Estas plantas foram superficialmente esterilizadas com hipoclorito comercial a 50%, 

seguido de imersão em etanol 70% e lavadas três vezes em água destilada (ANDRADE e 

HAMAKAWA, 1994). Em câmara de fluxo laminar, as plântulas inteiras foram maceradas 

com solução salina 0,85%, diluídas até 10
-3

. De cada diluição seriada, foram plaqueados 

100 L em meio de cultura sólido Dygs (BALDANI, 2007) com pH ajustado para 6,5. As 

placas inoculadas foram mantidas a 27°C por aproximadamente 60 horas para obtenção de 

colônias puras. Conforme descrito por Baldani (2007), este meio foi composto por 2,0 g de 

glicose, 2,0 g de ácido málico, 1,5 g de peptona bacteriológica, 2,0 g de extrato de 

levedura, 0,5 g de K2HPO4 e de MgSO4.7H2O, acrescidos de 1,5 g de ácido glutâmico e 

seu volume ajustado para 1 litro. Utilizou-se 13g de ágar bacteriológico. O meio foi 

esterilizado por autoclavagem.  

A técnica de isolamento de estirpes bacterianas a partir de plantas iscas crescidas 

em sacos plásticos é uma técnica nova, publicada pela XIII Reunião da Rede de 

Laboratórios para Recomendação, Padronização e Difusão de Tecnologia de Inoculantes 

Microbianos de Interesse Agrícola (RELARE) no ano de 2007. O uso desta técnica para o 
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isolamento de bactérias endofíticas a partir de plantas não leguminosas foi um 

procedimento inédito.  

O preparo dos sacos plásticos para plantio das sementes pré-germinadas, 

juntamente com a esterilização das sementes, sua pré-germinação, preparo do meio de 

cultivo, solução nutritiva e isolamento das estirpes a partir das plantas-iscas foi realizado 

no Laboratório de Biotecnologia do Solo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

– Centro Nacional de Pesquisa de Soja (Embrapa - Soja). Além dos testes laboratoriais, a 

condução e manutenção das plantas-iscas em casa de vegetação também foram 

desenvolvidas na Embrapa - Soja, localizada na cidade de Londrina, Paraná.  

 

3.4 Quantificação e Caracterização Morfológica das Colônias 

 

O crescimento bacteriano foi quantificado pelo método de contagem do número de 

células viáveis presentes em uma suspensão, denominado de Unidades Formadoras de 

Colônias (u. f. c.), sendo a sigla equivalente em inglês Colony Forming Units (c. f. u.). Os 

métodos de contagem de colônias em placas ancoram-se no princípio que, sendo a diluição 

e o semeio em placas bem feitos, cada colônia surgida é considerada originária de uma 

única célula viável (HUNGRIA e ARAÚJO, 1994).  

Devido ao alto crescimento bacteriano verificado, utilizou-se um quadrante com 

área equivalente a 9 cm
2 

na região central da placa a qual serviu de referência para a 

contagem das colônias viáveis (FIGURA 3). Após a contagem de u. f. c. por placa, 

calculou-se a média de colônias bacterianas viáveis em uma suspensão para cada manejo. 

 

 

Figura 3. Quantificação do crescimento bacteriano pelo método de contagem do número de 

células viáveis presentes em uma suspensão (unidades formadoras de colônias - u. f. c.). A 

– Molde do quadrante central utilizado para quantificação de u.f.c por placa. B – Utilização 

do quadrante central no processo de quantificação de colônias viáveis presentes em uma 

suspensão. 
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As colônias bacterianas foram caracterizadas morfologicamente de acordo com o 

protocolo estabelecido por Fonseca et al. (2000). Os aspectos considerados pelo autor são: 

tamanho, forma, borda, homogeneidade, cor, transparência, elevação, muco e elasticidade. 

Estas são divididas em categorias: tamanho (>2 mm, 1-2mm, puntiforme), forma (circular 

ou irregular), borda (lisa ou ondulada), homogeneidade (homogênea ou heterogênea), cor 

(amarelo, amarelo claro, amarelo esverdeado, amarelo forte, creme e branco), 

transparência (transparente ou opaca), elevação (presença ou ausência), muco (pouco, 

médio e muito) e elasticidade (pouca, média e muita). O único aspecto que não foi 

abordado neste resultado foi a elasticidade. Os isolados considerados morfologicamente 

diferentes entre sí foram repicados para novas placas de Petri contendo meio de cultura 

Dygs, para obtenção de culturas puras. 

Após a purificação das colônias, estas foram mantidas em meio sólido, porém 

alícotas foram armazenadas em meio de cultivo Dygs contendo 30% glicerol. Estas foram 

mantidas a -20 °C a fim de preservá-las a médio/longo prazo. Este procedimento tende a 

manter a estirpe com vida, sem contaminações e preservar suas características originais, 

evitando alterações na célula provocadas pela influência do ambiente (BALLATI, 1992). 

Segundo Campos et al. (2004), o glicerol impede a difusão da água no interior das células e 

reduz a formação de cristais de gelo, além de estabilizar alguns componentes da membrana 

celular, impedindo alterações celulares. 

A manutenção e preservação dos isolados em placas de Petri como também sua 

armazenagem em glicerol, foram conduzidos no Laboratório de Bioquímica e Genética – 

LABIOGEN e Laboratório de Biotecnologia – LABIOTEC, localizados na Universidade 

Federal do Paraná – UFPR campus Palotina, na cidade de Palotina, Paraná.  

 

 

3.4.1 Análise de Agrupamento dos Isolados Selecionados com Base em suas 

Características Morfológicas 

 

Primeiramente, foram realizadas análises de correlação entre as características 

morfológicas e tipo de manejo, solo ou região. Estas análises foram obtidas com base no 

programa Statistica 5.0 (STATSOFT, 1995), onde se utilizou o cálculo do coeficiente de 

Spearman, uma das mais antigas medidas de relacionamento de duas variáveis, já que os 

dados de morfologia são considerados não-paramétricos (PONTES, 2005).  
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O agrupamento dos isolados quanto às características morfológicas foi gerado a 

partir do programa Past (Paleontological Statistics) (HAMMER et al., 2001), pelo uso do 

algoritmo Ward e cálculo da Distância Euclidiana, com ponto de corte 0,3 no 

dendrograma. Este cálculo leva em consideração a distância entre os indivíduos, como, 

neste caso, as diferenças morfológicas entre eles. 

 

3.4.2 Índices de Diversidade e Riqueza com Base nos Perfis Morfológicos 

Foram calculados os índices de diversidade de Shannon e sua modificação, índice 

de diversidade de Simpson, a riqueza (ACE), bem como o número de espécies novas 

esperadas em uma coleta futura, usando o programa SPADE (“Species Prediction and 

Diversity Estimation”) (CHAO e SHEN, 2003). A riqueza genética das populações de cada 

manejo foi calculada com o índice ACE (“abundance-based coverage estimator”), uma 

estimativa não-paramétrica proposta por Chao e Lee (1992), na qual as espécies 

observadas são separadas em dois grupos: raros e abundantes. Nessa análise, somente os 

indivíduos do grupo raro são usados para estimar o número de indivíduos que estariam 

faltando na amostragem. A predição de novas espécies em um levantamento mais amplo 

foi estimada conforme recomendado por Shen et al. (2003). 

O índice de Shannon-Weaver é um índice geral de diversidade sensitivo à riqueza e 

à abundância relativa de espécies (ATLAS e BARTHA, 1998). Este índice foi calculado 

pelo uso da equação               
 
    proposta por Shannon e Weaver (1949), onde H 

é o índice de diversidade de Shannon, S é o número de espécies detectadas e pt é a 

frequência de cada espécie (riqueza) com t variando de 1 a S. Ao fazer-se uso deste, é 

possível calcular o grau de incerteza em prever a que espécie pertencerá um indivíduo 

escolhido, ao acaso, de uma amostra com S espécies e N indivíduos. Quanto menor o valor 

do índice de Shannon, menor o grau de incerteza e, portanto, a diversidade da amostra é 

baixa. Quanto maior o valor do índice maior tende a ser a diversidade (URAMOTO et al., 

2005). Além disto, calculou-se também uma estimativa não-paramétrica do mesmo índice, 

sendo este baseado no método de cobertura de amostragem e espécies não observadas 

(CHAO e SHEN, 2003). A diferença entre esses parâmetros reside em que o índice 

tradicional de diversidade desconsidera as possíveis espécies que não foram observadas, 

enquanto que no método de Chao e Shen (2003) esses indivíduos são considerados com 

base nos grupos raros, que são aqueles que apresentam um número inferior ao corte 

(“cutoff”) do modelo. 
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O índice de Simpson é um índice de dominância que leva em consideração a 

probabilidade de dois indivíduos escolhidos ao acaso na comunidade pertencerem à mesma 

espécie. Levando em consideração que uma espécie é considerada dominante quando 

apresenta frequência superior a 1/S, sendo S o número total de espécies na comunidade, 

quanto mais alto for o valor obtido pela equação de Simpson, maior a probabilidade dos 

indivíduos pertencerem a uma mesma espécie, ou seja, maior a dominância e menor a 

diversidade (URAMOTO et al., 2005).  

Enquanto o índice de riqueza considera apenas o número total de espécies 

encontradas na comunidade, os índices de diversidade levam em conta além da riqueza, a 

presença de dominância de uma determinada população na comunidade amostrada, 

resultando em uma melhor avaliação da distribuição das espécies dentro da comunidade. 

Além disso, o índice de Shannon atribui um maior peso as espécies raras, sendo que um 

maior número destas resulta em uma diminuição desse índice (MAGURRAN, 2004). 

Magurran (2004), ainda afirma que enquanto o índice de Shannon é o mais frequente nas 

publicações, o índice de Simpson seria o melhor indicado por sua robustez, melhor 

estabilidade quando a amostra é pequena e por considerar a abundância das espécies, ao 

invés de simplesmente a riqueza. 

 

3.5 Caracterização Genética das Estirpes 

 

A caracterização genética das estirpes foi realizada por partes no Laboratório de 

Bioquímica e Genética – LABIOGEN e Laboratório de Biotecnologia – LABIOTEC, 

localizados na UFPR campus Palotina, na cidade de Palotina, Paraná, onde se desenvolveu 

a extração de DNA dos isolados, eletroforese e parte das reações BOX-PCR. A outra parte 

das reações BOX-PCR foi realizada no Laboratório de Biotecnologia do Solo (Embrapa-

soja). 

 

3.5.1 Extração de DNA 

 

A extração de DNA genômico foi realizada a partir das colônias puras, baseado no 

protocolo estabelecido por Hungria et al. (2008). As bactérias oriundas de colônias puras 

foram inoculadas em 15 mL de meio Dygs líquido com pH ajustado para 6,5, mantidas em 

agitador mecânico horizontal a 125 rpm e 27 °C por aproximadamente 16 horas. Após 

incubação, as suspensões bacterianas foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos a 4 
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°C. Ao descartar o sobrenadante, o precipitado foi ressuspendido e lavado 4 vezes com 1,5 

mL de solução salina 0,85%. As amostras foram novamente centrifugadas nas mesmas 

condições descritas anteriormente. Após a última lavagem, adicionou-se 0,5 mL de solução 

salina 0,85%, realizando a homogeneização e transferindo o volume para novos tubos de 

1,5 mL. Centrifugou-se novamente as amostras a 12.000 rpm por 10 minutos, porém, a 

partir deste passo utilizou-se temperatura ambiente (22 °C). Ressuspendeu-se o precipitado 

em 400 L de TE 50:20 (50 mmol L
-1

de Tris pH 8,0 e 20 mmol L
-1

 de EDTA Sal 

Dissódico pH 8,0), homogeneizando as amostras e logo adicionou-se em cada uma 50 L 

de SDS a 10% (10g de Dodecil Sulfato de Sódio em 100 mL  de água destilada 

autoclavada).  Em seguida, foi pipetado 5 L de proteinase K (25 mg mL
-1

), 3,5 L de 

lisozima (20 mg mL
-1

) e 3 L de RNAse (10 mg mL
-1

). Todas as amostras foram 

incubadas em banho-maria a 37 °C por uma hora e homogeneizadas com ponteiras de 1mL 

com as pontas cortadas em bisel para retirar a viscosidade. Em seguida, adicionou-se 30 

L de cloreto de sódio 5 M, 70 L de acetato de sódio 3 M e 28 L de água ultra pura. As 

amostras foram novamente homogeneizadas, mantidas em geladeira por 1 hora e 

novamente centrifugadas (12.000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente). Do 

sobrenadante de cada amostra, 300 L foram transferidos para novos tubos onde foram 

adicionados 600 L de etanol puro (99%) gelado. Todas as amostras foram então 

armazenadas a -20 °C, onde permaneceram durante uma noite. 

No dia seguinte, as amostras foram novamente centrifugadas, o sobrenadante 

descartado e 700 L de etanol 70% a temperatura ambiente foram acrescentados para 

lavagem do pellet e retirada do excesso de sais. Para finalizar, realizou-se centrifugação a 

12.000 rpm por 5 minutos (temperatura ambiente), descartou-se o sobrenadante e os 

precipitados foram secados em temperatura ambiente por aproximadamente 3 horas. Após 

este período, as amostras foram ressuspendidas em 50 L de TE 10:1 (10 mmol L
-1

Tris-

HCl pH 8; 1 mmol L
-1

EDTA, pH 8,0). 

A quantificação do DNA de cada amostra foi feita em espectrofotômetro, no 

comprimento de onda 260 nm, sendo que 1 unidade de absorbância corresponde a 50 µg 

mL
-1

 de DNA. A leitura foi feita com as amostras diluídas e a concentração do DNA (µg 

µL
-1

) foi dada pela seguinte relação: (OD260 x Fator de diluição x 50 µg mL
-1

)/1000. Para 

verificar a pureza do DNA foi feita, também, a leitura a 280 nm. Com a relação entre as 

leituras 260/280 foi obtida a pureza do DNA (OD260/OD280), que deve ser entre 1,8 e 2,0. 
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Depois das leituras, foi realizada a diluição do DNA para obter um estoque de DNA 

concentrado e outro de DNA diluído (utilizado para amplificação).  

Para verificar a concentração e pureza do DNA, as amostras (diluídas) foram 

corridas em gel de agarose a 1,5% 0, 975g de agarose em 65 mL de TBE 1X (10,8 mL de 

Tris-base; 5,5 g de ácido bórico; 4,0 mL de EDTA 0,5 M, pH 8,0), durante 2 horas e 40 

minutos a 60 V. Os géis foram corados com brometo de etídio (1mg mL
-1

 de estoque, 

0,00005% de concentração final) por aproximadamente 15 minutos e a visualização feita 

em transiluminador emitindo luz ultra-violeta de comprimento de onda curta. 

 

3.5.2 Amplificação do DNA pela Reação de PCR (Polymerase Chain Reaction) com 

o “primer” Específico BOX A1R (rep-PCR) 

 

A caracterização genética foi realizada através da amplificação por PCR, usando o 

“primer” especifico BOX A1R (5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’) 

(Invitrogen
TM

). A reação foi realizada de acordo com as condições descritas por Fernandes 

et al. (2003) e Kaschuk et al. (2006): 13,3 μL de água ultra pura; 5 μL  de dNTPs (1,5 mM 

de cada base);  1,5 μL de MgCl2 50 mM;  2,5 μL de tampão PCR 10x; 1 μL de “primer” 50 

pmol μL
-1

; 1 μL de DNA 50 ng μL
-1

; 0,7 μL de Taq DNA polimerase 5 U μL
-1

, com um 

volume final de 25 μL. Para amplificação, utilizou-se o programa descrito por Versalovic 

et al. (1994) com as modificações especificadas por Hungria et al. (2008): 1 ciclo a 95 
o
C 

por 7 minutos para desnaturação inicial; 30 ciclos a 94 
o
C por 1 minuto (desnaturação), a 

53 
o
C por 1 minuto (anelamento) e a 65 

o
C por 8 minutos (extensão); seguido de 1 ciclo de 

extensão final a 65 
o
C por 16 minutos; mantendo-se a 4 

o
C. 

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese a 120 V por 

aproximadamente 6 horas, em um gel de agarose de 20 x 25 cm a 1,5%, diluído em tampão 

TBE 1X pH 8,0. Nas canaletas do gel foram aplicados 25 μL de cada amostra adicionados 

a 5 μL de tampão de amostra por tubo (tampão de amostra preparado com 0,25% de azul 

de bromofenol e 40% de sacarose), com exceção da primeira canaleta, da central e da 

última, nas quais foi aplicado 7 μL (por canaleta) do padrão de peso molecular de 1kb (plus 

DNA Ladder
TM

- Gibco- Life technologies). Os géis foram corados com brometo de etídio, 

conforme descrito no item anterior, e fotografados para posterior análise dos resultados 

pelo programa BioNumerics (Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica, Versão 1.01).  
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3.5.3 Análise de Agrupamento dos Produtos Obtidos na Análise de rep-PCR 

 

Os produtos de PCR obtidos e fotografados, conforme descrito no item 3.5.2, foram 

analisadas pelo programa BioNumerics (Applied Mathematics, Kortrijk, Bélgica, Versão 

1.01). Para a análise de agrupamento foi usado o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-

Group Method with Arithmetic Mean) e o coeficiente de Jaccard. Foram considerados 

semelhantes os perfis com 60% de similaridade nos dendrogramas, levando em 

consideração uma tolerância de 3%. 

 

3.5.4 Índices de Diversidade e Riqueza Obtidos para as Populações de Endofíticos 

com Base na Análise de rep-PCR 

 

Para o estudo de diversidade e riqueza genética dos isolados, como também o 

número de espécies novas esperadas em uma coleta futura, estes foram desenvolvidos de 

acordo com o descrito no item 3.4.2. Para estimar os índices de diversidade genética dos 

isolados obtidos da região oeste paranaense, os mesmos foram divididos segundo a 

procedência do manejo do solo. Para cada categoria foi verificado o número total de 

indivíduos e o número de perfis distintos de BOX-PCR.  

Análises de correlação entre as características genéticas e tipo de manejo, solo ou 

região também foram inferidas, conforme descrito no item 3.4.1. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1  Avaliação da Quantificação e Caracterização Morfológica dos Isolados 

 

De acordo com a altura das plantas iscas, não se verificou diferença estatística entre 

os diferentes tipos de manejos. Porém, ao levarmos em consideração a quantificação 

realizada pelo método de contagem de unidades formadoras de colônias (u.f.c) em uma 

suspenção, uma das técnicas mais básicas e essenciais em bacteriologia, destaca-se a área 

com sucessão milho-soja com plantio em sistema orgânico (M10), classificado como 

LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico (S4), como sendo o manejo que favoreceu a 

maior média no número de isolados (332 u. f. c.). A segunda maior média refere-se ao 

manejo com sucessão milho-soja com plantio em sistema convencional (M9) e solo 

classificado como NITOSSOLO VERMELHO Eutroférrico (S5) (253 u.f.c), seguido pelo 

manejo M5 (área de pousio antecedido por rotação de culturas – cana-de-açúcar, milho, 

soja, em LATOSSOLO VERMELHO Distrófico (S3)) com média de 202 u. f. c. Em 

contrapartida, o manejo com sucessão milho-soja RR (M8) em solo classificado como 

LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico (S4) destaca-se por apresentar a menor média de 

u. f. c. (99), seguido pelos manejos M3S1 e M7S4 com média de 105 e 109 u. f. c. 

respectivamente (TABELA 3).  

 

Tabela 3. Média de unidades formadoras de colônias (u. f. c.), do número de colônias 

morfologicamente distintas e da altura das plantas de trigo após 30 dias de inoculação. 

Manejo de cultura 
Contagem de 

colônias (u. f. c.)* 

Número de colônias 

diferentes* 

Altura das plantas 

(cm) 

M1 136 3 54 

M2 184 3 54 

M3 105 4 44 

M4 186 4 57 

M5 202 3 50 

M6 176 2 49 

M7 109 3 60 

M8 99 3 57 

M9 253 2 50 

M10 332 2 54 
*Dados de variância, coeficiente de variação e erro padrão apresentados no ANEXO – C. M1 – Monocultivo 

de cana-de-açúcar (alto teor de P no solo e aplicação de vinhaça); M2 – Monocultivo de cana-de-açúcar 

(baixo teor de P no solo e adubação mineral); M3 – Cultivo de crotalária; M4 – Mata ciliar; M5 – Pousio 

precedido de: cana – milho – soja; M6 – Rotação: Cana – soja – milho – cana; M7 – Sucessão milho – trigo; 

M8 – Sucessão milho – soja RR; M9 – Sucessão milho – soja; M10 – Sucessão milho – soja orgânico. 
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As mais altas médias de u. f. c. observadas nos manejo M9S5 e M10S4, ambos na 

região extremo Oeste do estado do Paraná sob solos classificados como de textura argilosa, 

podem ser justificadas, principalmente, por apresentarem solos de alta fertilidade e com 

histórico recente de exploração do recurso natural, onde provavelmente, a microbiota ainda 

se encontra em alta densidade populacional (RAMOS e FILHO, 2010). A relação entre o 

manejo do solo para estes dois cultivos também deve considerar que, enquanto a soja 

orgânica preserva a comunidade microbiana devido ao envolvimento de poucos tratos 

culturais, a soja convencional abrange, principalmente, o revolvimento do solo no preparo 

do plantio, o que permite melhor disponibilidade de nutrientes para os membros da 

microbiota (LOURENTE et al., 2011).  

Shu et al. (2012) verificaram maior  concentração de N e C em áreas com manejo 

orgânico quando comparado a áreas com manejo convencional (fertilização química), 

aumentando gradativamente a concentração destes componentes ao solo com o passar dos 

anos. Contudo, observaram uma grande relação da concentração de N e C do solo com o 

número de diazotróficos e, quanto maior a concentração destes compostos ao solo, maior 

foi o número de diazotróficos observados. 

Conforme apontado por Assis Júnior et al. (2003), em estudos da atividade 

microbiana do solo em sistemas agroflorestais, monoculturas, mata natural e área 

desmatada, quanto menores forem as partículas do solo (solo argiloso) ou dos agregados 

presente neste, maior é sua capacidade de retenção de umidade e, consequentemente, maior 

a condição de anaerobiose. É sabido que, condições anaeróbicas com restrição de O2 

favorecem a desnitrificação. Desta forma, bactérias anaeróbicas facultativas utilizam os 

óxidos NO3
-
 e NO2

-
 como aceptores finais de elétrons no lugar do oxigênio na fosforilação 

oxidativa na cadeia de transporte de elétrons da respiração. Desta forma, quanto maiores às 

condições de anaerobiose, maior a probabilidade de se obter isolados capazes de realizar a 

FBN. 

O M8S4, mesmo se destacando pela menor média de u. f. c. em relação aos outros 

manejos, este ainda manteve uma média do número de colônias diferentes igual à maioria 

dos manejos observados (3 colônias), o que aponta sobre a não interferência da transgenia 

sob o número de espécies de bactérias neste sistema de sucessão, manejo bem comum nas 

regiões agrícolas avaliadas (TABELA 3). Bohm e Rombaldi (2010), avaliando o efeito de 

métodos de controle de plantas daninhas sobre a qualidade do solo cultivado com soja 

transgênica, verificaram que a aplicação dos herbicidas, principalmente de glifosato, na 
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soja BRS 244 RR cultivada em Planossolo resultou em desestabilidade da mesofauna e 

maior atividade da biomassa microbiana. Nesse estudo, a atividade microbiana do solo 

cultivado com soja foi crescente, mas o comportamento de sua evolução foi diferente entre 

as safras testadas. Os valores de qCO2  (razão entre a respiração basal por unidade de 

biomassa microbiana do solo e por unidade de tempo) nas safras avaliadas variaram entre 

os tratamentos testados, mas apresentaram maior atividade microbiana, com maior 

liberação de CO2, isso se deve pelo estímulo de micro-organismos do solo com funções 

importantes como nos processos de mineralização e imobilização de nutrientes, porém, 

esse resultado não foi constante entre safras (BOHM, et al., 2007; 2008; 2009). 

A seguir, foram escolidas, a partir das 4 repetições (R1, R2, R3, R4) de cada um 

dos 10 manejos, um total de 400 isolados para a análise de tipagem morfológica. Dentre os 

400 isolados selecionados obteve-se a formação de um total de 35GG (TABELA 4; 

ANEXO - A). De acordo com o número de perfis e agrupamentos morfológicos obtidos, 

verificou-se um maior número de perfis referentes ao M4S2 (70) correspondendo a 17,5% 

dos isolados agrupados, porém ao analisar a distribuição dos perfis dentro dos GG, 

destacou-se o M1S1 com 63 perfis (15,8%) distribuídos entre 24 GG, o que supõe a 

presença de maior diversidade de isolados neste manejo, já que os 70 perfis referentes ao 

M4S2 apresentaram-se distribuídos entre 18 GG. Ainda em consideração a distribuição dos 

perfis nos diferentes GG, destacou-se em seguida o M9S5 (14GG), M5S3 (13GG) e M7S4 

(13GG). O M2S1 apresentou seus diferentes perfis (37) distribuídos em apenas 6 GG. 

Mesmo o M9S5 se destacando entre os três maiores prováveis índices de diversidade 

morfológica de colônias, este apresenta o segundo menor número de perfis agrupados (27), 

juntamente ao M6S1 (27) (ambos representando 6,8% dos perfis selecionados), sendo o 

M10S4 o que contribuiu com o menor número de perfis (19) (4,8%) (TABELA 4). 

Embora o M4 (mata ciliar) tenha apresentado o maior número de perfis agrupados, 

sua média de u. f. c. (186) não superou todos os sistemas de cultivo (TABELA 3). Isto se 

deve ao fato de que, como o meio de captura utilizado foi do tipo generalizado e 

considerado um meio rico por favorecer o crescimento de bactérias em menor tempo de 

incubação, é possível que algumas estirpes mais especializadas não tenham conseguido ter 

tempo hábil para competir pelos nutrientes fornecidos pelo meio de cultivo 

(DÖBEREINER et al., 1999).  

Entre os fatores responsáveis por condições mais favoráveis ao desenvolvimento 

microbiano na área sob vegetação nativa, merecem destaque a ausência de preparo do solo 
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e a maior diversidade florística dessas áreas. A ausência de revolvimento do solo favorece 

o acúmulo da serrapilheira na sua superfície (o que propicia a ocorrência de menor 

variação e de níveis mais adequados de temperatura e umidade), a preservação de hifas 

fúngicas e a maior presença de raízes finas (que aumentam a entrada de substratos 

carbonados no sistema via exsudatos radiculares) (MENDES e REIS JUNIOR, 2004). 

 

Tabela 4. Distribuição dos isolados provenientes de áreas sob diferentes manejos, segundo 

a classificação em grandes grupos (GG) da tipagem obtida pela análise das características 

morfológicas segundo Fonseca et al. (2000
1
). 

 

*Grupos obtidos a partir dos agrupamentos morfológicos, representados no ANEXO - A. M1 – Monocultivo de cana-de-
açúcar (alto teor de P no solo e aplicação de vinhaça); M2 – Monocultivo de cana-de-açúcar (baixo teor de P no solo e 
adubação mineral); M3 – Cultivo de crotalária; M4 – Mata ciliar; M5 – Pousio precedido de: cana – milho – soja; M6 – 
Rotação: Cana – soja – milho – cana; M7 – Sucessão milho – trigo; M8 – Sucessão milho – soja RR; M9 – Sucessão 
milho – soja; M10 – Sucessão milho – soja orgânico. 

TABELA 5. Distribuição dos isolados provenientes de áreas sob diferentes manejos, segundo a 

classificação em grandes grupos (GG) da tipagem obtida pela análise das características morfológicas 

segundo Fonseca et al., 2000
1
.  

Grupos
1
* 

Manejo de cultivo
1 

Total 
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 

GG1 5 9 0 5 0 0 0 0 0 0 19 

GG2 4 0 0 6 0 0 1 0 0 2 13 

GG3 5 0 4 0 2 5 0 0 1 0 17 

GG4 1 5 0 5 1 5 0 0 0 0 17 

GG5 1 4 0 0 0 0 2 0 0 0 7 

GG6 6 0 4 0 0 4 0 0 0 0 14 

GG7 1 0 0 6 2 0 0 1 0 4 14 

GG8 0 0 0 0 0 0 0 1 3 0 4 

GG9 2 0 0 4 0 0 0 10 1 0 17 

GG10 0 0 0 2 4 0 0 1 0 0 7 

GG11 0 0 2 1 5 0 7 0 2 0 17 

GG12 5 0 3 1 0 4 0 0 1 0 14 

GG13 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 

GG14 4 0 0 2 1 0 0 0 2 0 9 

GG15 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 

GG16 3 0 0 0 0 0 0 0 1 2 6 

GG17 3 0 0 2 0 0 0 0 0 0 5 

GG18 0 0 0 0 1 0 0 0 0 2 3 

GG19 3 8 0 5 0 1 0 0 0 0 17 

GG20 0 2 8 0 0 0 0 1 0 0 11 

GG21 0 0 0 8 1 0 3 6 4 4 26 

GG22 1 0 0 0 3 0 0 0 0 0 4 

GG23 0 0 0 1 3 0 1 7 0 0 12 

GG24 3 0 0 1 0 0 0 0 0 0 4 

GG25 1 0 8 0 0 0 1 0 0 0 10 

GG26 0 0 0 0 0 0 1 0 2 1 4 

GG27 1 0 8 0 0 0 3 0 0 0 12 

GG28 1 0 0 6 0 0 1 0 0 0 8 

GG29 1 0 0 1 3 0 3 0 6 0 14 

GG30 0 0 0 0 0 0 0 5 1 0 6 

GG31 2 0 0 0 0 0 4 0 0 0 6 

GG32 1 9 0 11 0 4 3 8 0 0 36 

GG33 0 0 0 0 2 0 0 0 1 1 4 

GG34 1 0 0 0 0 0 0 0 1 3 5 

GG35 4 0 12 3 8 4 2 0 0 0 33 

Total 63 37 49 70 36 27 32 40 27 19 400 
*Conforme identificado na FIGURA 3. 
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Por outro lado, Roscoe et al. (2006), avaliando a dinâmica MO do solo em sistemas 

conservacionistas, demonstraram que valores mais elevados de carbono da biomassa 

microbiana (C-BMS) indicam que os nutrientes ficam imobilizados temporariamente 

resultando em menores perdas no sistema solo-planta. Estes resultados indicam que a 

adubação verde, a compostagem, a incorporação de resíduos vegetais, a diversificação de 

culturas e o mínimo de revolvimento dos solos influenciaram positivamente a biomassa 

microbiana, inclusive pelo fato de favorecer a manutenção da umidade e de condições mais 

favoráveis. Sistemas de cultivo geralmente apresentam menores conteúdos de carbono 

microbiano em relação a um ambiente natural (MERCANTE et al., 2008).  

Áreas de pastagens também podem apresentar maiores teores de C-BMS em 

relação a sistemas de cultivo com intenso revolvimento do solo, conforme constatado por 

Oliveira et al. (2001), ao comparar áreas de cerrado sob pastagens consorciadas e sob 

culturas anuais contínuas, contendo soja e milho. Por outro lado, Theodoro et al. (2003)  

não verificaram diferenças significativas para os teores de C-BMS, entre a mata nativa e os 

sistemas de café orgânico, café em conversão e café convencional, na região de Santos 

Antônio do Amparo, Minas Gerais. 

Ao comparar os manejos de monocultivo sob plantio de cana-de-açúcar, o cultivo 

sob solo com alto teor de P e aplicação de vinhaça (M1) apresentou 15,8% do total de 

isolados agrupados morfologicamente, enquanto que o cultivo sob solo com baixo teor de 

P e adubação mineral (M2) forneceu 9,3% do total de isolados agrupados (TABELA 4). 

Em contrapartida, as médias obtidas de u. f. c. para cada manejo se apresentaram próximas 

(136 e 184, respectivamente) e a média de colônias diferentes foi a mesma para ambos (3 

colônias) (TABELA 3). Neste sentido, a discussão irá se basear nas condições limitantes 

envolvendo a disponibilidade de fósforo no solo em relação à comunidade microbiana. 

De acordo com Tótola e Chaer (2002), há uma correlação positiva e significativa 

entre teor de P no solo e qCO2. Isso indica que, quanto maior o teor de P do solo, maior 

serão os valores do qCO2 e, portanto, altos teores deste nutriente, podem favorecer uma 

condição de estresse ou de distúrbio ao sistema. Segundo Gama-Rodrigues (1999), 

menores valores desta variável são indicativos de uma biomassa microbiana mais eficiente, 

ou seja, com menor perda de carbono como CO2, pela respiração, e com uma fração 

significativa de C sendo incorporada ao tecido microbiano (SILVA et al., 2010). 

Corroborando com estes dados, Orr et al. (2011) verificaram a influência da 

presença de P, taxa de carbono e nitrogênio do solo, da concentração de amônio 
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disponível, bem como da taxa de respiração basal sobre a diversidade genética de bactérias 

do solo, como também de bactérias diazotróficas de vida livre, podendo este, variar de 

acordo com a época do ano, adubação (orgânica/química) e cultura. 

Ao relacionar a adubação aplicada nestes dois manejos (M1 e M2), foi possível 

constatar que a área com aplicação da vinhaça proporcionou um incremento da microbiota. 

Isso se deu por conta deste material orgânico estar biologicamente novo e pronto para ser 

decomposto, que, associado ao alto teor de P nesta área, pode favorescer o 

desenvolvimento de bactérias do grupo das solubilizadoras de P, por exemplo, permitindo 

a disponibilidade desta molécula (GORIS et al., 2004; PAYNE et al., 2006). O aumento da 

atividade metabólica microbiana neste manejo também se justifica pela alta taxa de MO 

presente na vinhaça que fornece energia (carbono) aos micro-organismos aumentando o 

crescimento da biomassa. O P em relação ao manejo M2, cuja adubação é mineral (P
+
), é 

fornecido na forma mais assimilável pela planta não estimulando o crescimento da 

população de micro-organismos. Factur (2008), avaliando o desempenho de fontes de P e 

MO no crescimento e produtividade da cultura de cana-de-açúcar (RB72454), concluiu que 

a utilização de compostos orgânicos pode favorecer aumento dos teores de P no solo por 

favorecer melhores condições a este e sua microbiota, não observando diferenças nos 

resultados de acordo com a origem das fontes de P, sendo estas associadas a compostos 

orgânicos ou não. 

Questões sobre a disponibilidade e uso do P são de extrema relevância, não só para 

a cultura da cana-de-açúcar, mas para todas as poaceas cultivadas comercialmente. 

Oliveira et al (2009) avaliou a diversidade funcional e genética de bactérias totais da 

rizosfera de cultivares de milho eficientes e ineficientes no uso de P, em solos com alta ou 

baixa disponibilidade desse elemento. Os resultados obtidos demonstraram que não houve 

diferença na diversidade entre bactérias associadas a genótipos eficientes e ineficientes no 

uso de P. Com base no sequenciamento do 16S rDNA, foi verificado que a rizosfera de 

genótipos de milho sob estresse de P parece selecionar grupos específicos de bactérias e 

que, a estrutura populacional genética e metabólica de bactérias da rizosfera foi mais 

influenciada pelo teor de P no solo do que pela eficiência das plantas em usar o P. Quando 

as plantas crescem em um meio deficiente em P, as raízes podem excretar substâncias 

funcionais que constituem um importante mecanismo de adaptação à variação de P no 

ambiente (MARSCHNER et al., 2006; LI et al., 2004). 
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Considerando os manejos M5S3 (área de pousio antecedida de plantio de cana-de-

açúcar, milho e soja) e M7S4 (área sob sucessão das culturas de milho e trigo), estes 

apresentaram, respectivamente, 9% (36 isolados) e 8% (32 isolados) das estirpes 

agrupadas. Ambos não diferiram entre si quanto ao número de isolados agrupados pela 

morfologia das colônias, porém apresentaram médias de u. f. c. consideravelmente 

diferentes. 

Quanto ao M7, ao considerar a terceira menor média de u. f. c. (TABELA 3) em 

relação a sua posição quanto a distribuição dos perfis dentro dos GG (TABELA 4), 

acredita-se que a diversidade morfológicas se manteve muito mais devido à alta microbiota 

natural do solo, considerado de alta fertilidade (S4), do que devido ao manejo, que, por se 

tratar de duas Poaceae, não permite a variação na liberação de diferentes exsudados pelas 

raízes para selecionarem distintas bactérias. A interação química específica entre bactérias 

e a planta hospedeira é mediada pela produção de flavonóides (flavonas, flavanonas e 

isoflavonas) e estes compostos variam entre as espécies de planta (HUNGRIA, 1994). A 

quantidade e a qualidade dos exsudatos liberados pela raiz também alteram a química do 

solo e influenciam a comunidade bacteriana que coloniza a rizosfera e utiliza esses 

exsudados como fonte de carbono (BAUDOIN et al., 2001; RICHARDSON et al., 2009). 

A composição desses exsudatos pode variar com a idade e o genótipo da planta, o 

metabolismo, a condição nutricional, o tipo de estresse e outros fatores ambientais (LIU et 

al., 2004; BAREA et al., 2005; RICHARDSON et al., 2009). 

Em relação ao M5S3 (pousio antecedido de rotação de culturas – cana-de-açúcar, 

milho, soja), acredita-se que a diversidade da comunidade microbiana, representada pela 

distribuição dos perfis dentro dos GG juntamente a terceira maior média de u. f. c., tenha 

sido reestabelecida pelo uso de uma leguminosa (soja) associada a rotação com cana-de-

açúcar que antecede o pousio, possibilitando, conforme apontado por Machado et al. 

(2011), o suprimento de N para este manejo. De acordo com Dommergues et al. (1999), as 

leguminosas fornecem material formador de serapilheira rico em N que, além de melhorar 

a fertilidade do solo, reduz a erosão e serve de substrato para melhorar a estruturação e as 

propriedades biológicas do solo. 

Hsu e Buckley (2009) trabalhando com monocultivo de milho verificaram maior 

biodiversidade quanto à comunidade de diazotróficos do solo em área controle (pousio), 

onde não houve revolvimento do solo e influência da cultura, além de apresentar maior 

presença de raízes finas devido ao crescimento de uma grande diversidade de plantas 
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daninhas. A menor biodiversidade foi verificada em áreas sob plantio convencional e com 

retenção de biomassa. Com isso, verificou-se que há influência da retenção de biomassa 

sobre a composição das comunidades de diazotróficos no solo, proporcionando neste caso, 

a dominância de certas unidades taxonômicas operacionais quando comparadas a áreas 

sem retenção de biomassa. 

O manejo com crotalária de cobertura (M3S1) apresentou 12,3% do total de perfis 

agrupados pelas tipagem morfológica (TABELA 4). De acordo com Reis Junior et al. 

(2002), Prado (2009) e Machado et al. (2011), o uso de leguminosas forrageiras, como por 

exemplo, a crotalária,  vem sendo bastante estudada devido ao seu potencial em  suprir o N 

em pastagens de poaceas, quando realisado consórcio entre ambas, principalmente devido 

a sua alta capacidade de simbiose com bactérias diazotróficas,  além de contribuir 

efetivamente para a produção e sustentabilidade dos sistemas de produção animal em 

pastejo. Além disso, uma grande vantagem do consórcio entre cultivo de leguminosas e 

não leguminosas está voltado à redução de custos, justamente pelo menor uso de 

fertilizantes nitrogenados, devido ao suprimento nitrogenado gerado pelas leguminosas 

(FONTENELE et al., 2009) .  

Para completar as análises destes resultados é preciso inferir sobre a tipagem 

construída a partir dos isolados obtidos dos diferentes manejos culturais. A caracterização 

morfológica de colônias de bactérias é importante como uma primeira aproximação para 

avaliação da diversidade de populações microbianas. O estudo de um maior número de 

representantes das populações pode tornar-se viável com o agrupamento morfológico de 

indivíduos semelhantes. Dessa forma, a seleção de representantes dos grupos permitirá que 

nas etapas posteriores de caracterização, um número menor de isolados possa ser avaliado 

com menor perda da informação acerca da diversidade do sistema agroecológico 

(HUNGRIA et al., 2001b). 

 

4.2 Análise de Agrupamento dos Produtos Obtidos por rep-PCR 

 

Dos 400 isolados selecionados quanto a caracterização morfológica a partir dos 

diferentes manejos de cultivo em estudo, 269 foram submetidos à reação de PCR com o 

“primer” BOX A1R (rep-PCR) juntamente com mais 7 bactérias consideradas padrões, 

obtendo portanto, um total de 276 perfis. Após as análises de agrupamento geradas pelo 

ídice de Jaccard a 60% de similaridade, verificou-se que 260 destes perfis apresentaram-se 

distribuídos entre 25 grandes grupos (GGs) formados e os 16 restantes foram considerados 
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perfis isolados. Dentre o total de perfis obtidos (276) pôde-se observar 168 perfis distintos 

entre sí. Destes, 152 foram encontrados distribuídos dentro dos grandes grupos (GGs). 

Entre os perfis isolados se encontram as bactérias padrões Herbaspirillum sp. e 

Burkholderia sp., enquanto que as estirpes Bacillus spp., Bacillus subtilis, Paenebacillus 

spp., Pseudomonas spp. e Azospirillum spp. apresentaram semelhança a isolados agrupados 

e, portanto, distribuídos entre os GGs formados (TABELA 5; ANEXO - B).  

 

Tabela 5. Distribuição dos isolados provenientes de áreas sob diferentes manejos, segundo 

a classificação em grandes grupos (GG) do dendrograma obtido pela análise dos produtos 

de BOX-PCR
1
. 

*Grupos obtidos a partir dos agrupamentos genéticos, representados no ANEXO B. M1 – Monocultivo de 

cana-de-açúcar (alto teor de P no solo e aplicação de vinhaça); M2 – Monocultivo de cana-de-açúcar (baixo 

teor de P no solo e adubação mineral); M3 – Cultivo de crotalária; M4 – Mata ciliar; M5 – Pousio precedido 

de: cana – milho – soja; M6 – Rotação: Cana – soja – milho – cana; M7 – Sucessão milho – trigo; M8 – 

Sucessão milho – soja RR; M9 – Sucessão milho – soja; M10 – Sucessão milho – soja orgânico. 

  

O GG17 foi o que apresentou maior número de perfis (70), com isolados advindos 

de todos os tipos de manejo (TABELA 5). Neste GG destaca-se o manejo M4S2 (área de 

mata ciliar), por contribuir com o maior número de perfis (16 perfis), seguido pelos 

manejos M7S4 (área de sucessão: Milho – trigo) e M6S1 (área de rotação: Cana - soja - 

milho – cana) com 11 e 9 perfis, respectivamente. Neste agrupamento, é possível verificar 
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a formação de 5 subgrupos (SG), todos compostos por mais de um manejo: SG17A 

(composto por 3 perfis e estes providos de solos diferentes), SG17B (19 perfis), SG17C 

(24 perfis), SG17D (11 perfis) e SG17E (13 perfis). Os SG17B e SG17C destacam-se por 

apresentar o maior número de perfis 100% similares, sendo estes, 12 e 21 perfis 

respectivamente, ambos apresentando isolados de solos sob diferentes manejos. Já no 

SG17E, dos nove perfis agrupados considerados 100% similares, oito foram obtidos a 

partir do M4S2, que se encontra sob mata ciliar (ANEXO - B). 

Com 45 perfis, o segundo maior grande grupo é o GG12. O maior número de perfis 

deste agrupamento refere-se a isolados obtidos a partir do M10S4 (área sob Sucessão: 

Milho - soja orgânico), com um total de 13 perfis. Os restantes dos perfis do GG12 

ocorrem a partir de todos os outros solos selecionados, com exceção do M4S2 que não 

apresentou perfil para este grupo. A formação de subgrupos também é sugerida pelo 

dendrograma para este agrupamento. No SG12B, de cinco perfis considerados idênticos 

(100% de similaridade) quatro foram obtidos do M10S4 e um do M7S4. No SG12D, de 

seis perfis considerados idênticos (100% de similaridade) cinco foram obtidos do M10S4 e 

um do M7S4 (TABELA 5; ANEXO - B). 

O terceiro grande grupo em número de perfis é o GG11 apresentando um total de 

25 polimorfismos. Destes, 10 perfis referem-se a isolados obtidos a partir do manejo M3S1 

(área com cultivo de crotalária) e os demais distribuídos entre os manejos M1S1 (área com 

monocultivo de cana-de-açúcar cultivada sob solo com alto teor de P e aplicação de 

vinhaça), M5S3 (área de pousio precedido de: Cana - milho - soja), M6S1 (cana - soja - 

milho - cana) e M8S4 (área de sucessão: Milho - soja RR), apresentando, respectivamente, 

4, 5, 2 e 4 perfis polimórficos. Neste contexto, o GG1 também foi considerado um bom 

agrupamento, pois apresentou um total de 17 perfis obtidos a partir de diferentes tipos de 

manejo, sendo estes: M2S1, M5S3, M7S4, M8S4, M9S5 e M10S4 (TABELA 5).  

Os GG 23 e 24 apresentaram, respectivamente, 9 e 10 perfis dos totais obtidos. Para 

o agrupamento 23, os polimorfismos foram obtidos a partir dos manejos M2S1, M4S2 e 

M7S4 enquanto que, para o GG24 os perfis foram arranjados entre os manejos M2S1, 

M3S1, M4S2, M5S3 e M7S4. Os demais agrupamentos (GGs 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 13, 14, 

15, 16, 18, 19, 20, 21, 22 e 25) apresentaram entre 2 e 7 perfis advindos de pelos menos 

mais de uma classe de solo, ou seja, de diferentes manejos agrícolas (TABELA 5). Nos 

GGs 11, 12, 17, 23 e 24 foram identificados mais 15 subgrupos (SGs) formados por 
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similaridades mais estreitas entre si. Dentre os GGs, 11 deles (1,7, 10, 11, 12, 17, 18, 19, 

21, 23 e 24) uniram bactérias com perfis idênticos, mas de origens distintas (ANEXO - B).  

Não há nenhum GG apresentando todos os perfis a partir de um único solo. O 

maior número de isolados molecularmente caracterizados destaca-se ao M3S1 com 37 

perfis, enquanto os M9S5 e M10S4 apresentaram o menor número (20 cada um). Os 

demais manejos não diferiram entre sí quanto ao número de perfis obtidos (TABELA 5).  

Vale ressaltar que o GG2 apresentou 5 perfis polimórficos, sendo dois destes 

referentes ao M2S1 e 3 deles identificados como sendo as estirpes padrões LGMB 114 - 

Bacillus subtilis, IBSBF 900 - Bacillus sp. e LGMB 161 - Paenibacillus sp., indicando 

portanto, similaridade dos dois perfis referentes ao M2S1 (monocultivo de cana) com 

indivíduos do grupo bacilos. A presença de isolados do gênero Bacillus sp. associadas 

endofiticamente a plantas de cana-de-açúcar já foi descrita por Velázquez et al. (2008) em 

estudo sobre diversidade genética de bactérias endofíticas presentes na seiva apoplástica do 

parênquima medular de plantas de cana. Além disso, trabalhos desenvolvidos por Dalton e 

Kramer (2006); Nehl e Knox (2006); Beneduzi et al. (2008) e Islam et al. (2012), relatam a 

associação deste grupo a várias Poaceae, dentre elas: arroz, milho e trigo, a qual foi 

utilizada como planta isca neste trabalho. 

O GG9 e GG13 também apresentaram em seus agrupamentos as estirpes padrões 

Pseudomonas sp. e Azospirillum sp., respectivamente. A presença da estirpe padrão de 

Pseudomonas sp. juntamente ao GG9 nos permite inferir sobre uma possível presença de 

isolados pertencentes a este gênero no manejo com monocultivo de cana-de-açúcar 

cultivada sob solo com alto teor de P e aplicação de vinhaça (M1), como também no 

manejo com cultivo de crotalária (M3). Magnani et al. (2010) e Magnani (2005), 

verificaram uma grande diversidade de gêneros bacterianos endofíticos associados a cana-

de-açúcar, dentre eles, destaca-se a predominância de várias espécies de Pseudomonas, 

presentes tanto nas folhas quanto nos colmos das plantas. Além disso, a presença de 

Pseudomonas associadas a plantas leguminosas também foi descrita por Kuklinsky-Sobral 

et al. (2004) em plantas de soja, como também em plantas iscas de caupi, amendoim, soja, 

bracatinga, maricá e angico descritas por Lammel (2007). Como o M1S1 é um manejo 

classificado como um solo rico em P, vale ressaltar também que, um dos principais fatores 

que justificam essa possível interação de Pseudomonas a este manejo, é o fato de que 

bactérias do gênero Pseudomonas destacam-se entre as bactérias mais eficientes como 

solubilizadoras de fosfato (RODRIGUEZ e FRAGA, 1999). 
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A associação de Azospirillum a várias não leguminosas é vastamente descrita 

(BRASIL et al., 2005; TEJERA et al. 2005; MEHNAZ et al., 2007b; SALAMONE et al., 

2010; SILVA, 2010; VENIERAKI et al., 2011). Portanto, a associação deste gênero a 

espécies como cana-de-açúcar e milho são facilmente confirmadas, o que justifica a 

possível semelhança de isolados providos dos manejos M1S1, M2S1 e M8S4 com a estirpe 

padrão Azospirillum sp.  

De acordo com os perfis apresentados, constatou-se um elevado grau de 

polimorfismo, ou seja, de diversidade entre os isolados investigados. A inferência sobre 

diversidade bacteriana através de agrupamentos por rep-PCR tem sido explorados com 

sucesso por vários trabalhos em busca de micro-organismos potenciais e patogênicos. 

Recentemente no Irã, isolados de Ralstonia solanacearum oriundos de batata foram 

agrupados através da rep-PCR por origem geográfica, separando os isolados mundialmente 

distribuídos daqueles com características genotípicas e fenotípicas relacionados à biovar 

2T originária da América do Sul (NOURI et al., 2009). Isolados de R. solanacearum em 

batata avaliados nas Filipinas, também por análise de ERIC e BOX-PCR, revelou grande 

variabilidade genética (NATURAL et al., 2005). 

 

4.3 Análise dos Índices de Diversidade e Riqueza Obtidos para as Populações de 

Endofíticos 

 

Os índices de diversidade foram concordantes em apontar o manejo M1S1 como 

sendo o de maior diversidade tanto para os grupos morfológicos quanto genotípicos. 

Entretanto, com relação à riqueza, enquanto que os grupos morfológicos corroboram com 

esta conclusão, nos grupos formados através da técnica de rep-PCR, o maior índice 

ocorreu no manejo M9S5. Sendo assim, como a variação do índice de Simpson ocorreu de 

maneira semelhante aquela do índice de Shannon, as diferenças entre os valores de riqueza 

(ACE) e diversidade (Shannon e Simpson) parecem indicar uma variação na distribuição 

quanto a dominância dos grupos genéticos dentro da comunidade, e não quanto à sua 

riqueza ou abundância (TABELA 6; TABELA 7).  

De acordo com Loreau et al. (2001), estas diferenças na avaliação da diversidade 

bacteriana são de extrema importância quando levado em consideração o aumento na 

produção vegetal. O aumento concomitante destes dois fatores se torna favorável até certo 

ponto, porém, ultrapassado este, o aumento da diversidade leva a uma diminuição da 

produção. Nestas condições, afirma-se que a abundância de espécies metabolicamente 

favoráveis a planta se torna um fator mais relevante ao aumento na produtividade do que 



62 

 

sua riqueza, já que o tipo de metabolismo no solo é mais importante do que a diversidade 

de espécies. 

 

Tabela 6. Índices de diversidade, estimados pela tipagem morfológica segundo Fonseca et 

al. 2000, de isolados obtidos de solos de diferentes classes e manejos de cultivo
1
. 

Manejos de 

cultivo 

Índice de diversidade 

Índice de 

Shannon 

Shannon 

mod 
Índice de Simpson 

Riqueza 

(ACE) 

Grupos 

Observados 

Grupos 

Esperados em 
coleta futura 

M1S1 3,006 (0,076)2 3,239 (0,183) 0,05719 (0,00723) 35,3 (7,0) 24 8,8 (3,5) 

M2S1 1,688 (0,067)2 1,716 (0,075) 0,19795 (0,01697) 6,0 (0,0) 6 0,0 (0,0) 

M3S1 1,943 (0,070)2 1,977 (0,075) 0,15868 (0,01343) 8,0 (0,0) 8 0,0 (0,0) 

M4S2 2,682 (0,080)2 2,846 (0,104) 0,08204 (0,01103) 22,2 (3,0) 18 2,9 (1,6) 

M5S3 2,354 (0,106)2 2,580 (0,136) 0,11420 (0,01868) 16,0 (3,1) 13 1,9 (1,2) 

M6S1 1,878 (0,057)2 1,937 (0,090) 0,15775 (0,01751) 7,3 (0,6) 7 0,8 (0,0) 

M7S4 2,368 (0,108)2 2,632 (0,195) 0,11133 (0,01963) 17,0 (3,9) 13 2,6 (1,4) 

M8S4 1,968 (0,107)2 2,137 (0,186) 0,16250 (0,04057) 14,9 (5,3) 10 6,3 (0,0) 

M9S5 2,365 (0,123)2 2,742 (0,199) 0,11385 (0,02129) 19,3 (5,5) 13 3,2 (1,6) 

M10S4 1,850 (0,094)2 2,018 (0,165) 0,16898 (0,01789) 7,4 (0,8) 7 0,4 (0,4) 
1Parâmetros definidos: m=1000 (tamanho da amostragem) e k=4 (valor de corte, “cutoff”). 2Erro padrão da 
média apresentado entre parênteses. M1 – Monocultivo de cana-de-açúcar (alto teor de P no solo e aplicação 

de vinhaça); M2 – Monocultivo de cana-de-açúcar (baixo teor de P no solo e adubação mineral); M3 – 

Cultivo de crotalária; M4 – Mata ciliar; M5 – Pousio precedido de: cana – milho – soja; M6 – Rotação: Cana 

– soja – milho – cana; M7 – Sucessão milho – trigo; M8 – Sucessão milho – soja RR; M9 – Sucessão milho – 

soja; M10 – Sucessão milho – soja orgânico. 

 

 

Tabela 7. Índices de diversidade, estimados pelos perfis de rep-PCR amplificados pelo 

primer BOX, de isolados obtidos de solos de diferentes classes e manejos de cultivo
1
. 

Manejos 

de cultivo 

Índices de diversidade 

Índice de 

Shannon 
Shannon mod Índice de Simpson 

Riqueza 

(ACE) 

Grupos 

Observados 

Grupos 

Esperados em 

coleta futura 

M1S1 2,422 (0,105)2 2,819 (0,206) 0,10080 (0,01555) 17,8 (4,4) 13 3,8 (1,7) 

M2S1 2,302 (0,113)2 2,612 (0,191) 0,11660 (0,01898) 16,1 (4,0) 12 2,5 (1,3) 

M3S1 2,127 (0,130)2 2,371 (0,238) 0,15267 (0,03562) 20,4 (7,4) 12 2,9 (1,6) 

M4S2 1,318 (0,213)2 1,596 (0,258) 0,40828 (0,11670) 9,6 (2,9) 7 2,7 (1,0) 

M5S3 1,811 (0,096)2 1,915 (0,128) 0,18080 (0,02285) 7,4 (0,8) 7 0,4 (0,5) 

M6S1 1,748 (0,191)2 2,159 (0,313) 0,24008 (0,07381) 24,4 (15,2) 9 4,6 (2,7) 

M7S4 1,878 (0,168)2 2,187 (0,227) 0,21284 (0,05520) 17,8 (7,6) 10 2,7 (1,7) 

M8S4 1,917 (0,141)2 2,186 (0,291) 0,17708 (0,04524) 15,2 (6,5) 9 5,1 (-1,0) 

M9S5 2,081 (0,189)2 2,669 (0,422) 0,17500 (0,05001) 37,2 (23,0) 11 6,8 (3,3) 

M10S4 1,094 (0,211)2 1,319 (0,269) 0,46000 (0,15320) 6,8 (2,9) 5 1,2 (1,3) 
1Parâmetros definidos: m=1000 (tamanho da amostragem) e k=4 (valor de corte, “cutoff”). 2Erro padrão da 
média apresentado entre parênteses. M1 – Monocultivo de cana-de-açúcar (alto teor de P no solo e aplicação 

de vinhaça); M2 – Monocultivo de cana-de-açúcar (baixo teor de P no solo e adubação mineral); M3 – 

Cultivo de crotalária; M4 – Mata ciliar; M5 – Pousio precedido de: cana – milho – soja; M6 – Rotação: Cana 

– soja – milho – cana; M7 – Sucessão milho – trigo; M8 – Sucessão milho – soja RR; M9 – Sucessão milho – 
soja; M10 – Sucessão milho – soja orgânico. 
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Em relação aos grupos morfológicos, quando considerados os índices de 

diversidade e riqueza, os manejos M1S1 e M2S1 apresentam-se como aqueles de maiores e 

menores valores, respectivamente. Isso indica que o manejo com monocultivo de cana-de-

açúcar cultivada sob solo com alto teor de P e aplicação de vinhaça favoresce o 

desenvolvimento de um maior número de espécies, refletido em uma maior diversidade 

quando comparado aos demais manejos. Já os menores índices para o manejo com 

monocultivo de cana-de-açúcar e adubação mineral, demonstram uma maior dominância 

de espécies neste manejo, com maior índice de espécies raras (TABELA 6). Considerando 

que o mesmo tipo de cultura e solo é compartilhado entre estas amostras, o resultado indica 

o nível de fosfato como o principal fator determinante dos valores diferentes. Silva e Nahas 

(2002) encontraram uma menor diversidade bacteriana em solos fertilizados com fósforo 

mineral do que naqueles não fertilizados, resultado corroborado por Lima et al. (1996). 

Anteriormente, Martyniuk e Wagner (1978) relataram o oposto. Entretanto, o conteúdo de 

fósforo orgânico parece ser o fator limitante, sendo que a fertilização do solo com 

superfosfato ou fosfato mineral diminuiria este conteúdo, resultando em uma menor 

diversidade (SILVA e NAHAS, 2002).  

Em seguida, os maiores valores de riqueza de espécies (ACE) quanto a 

caracterização morfológica foram apresentados pelos manejos M4S2 (mata ciliar) e M9S5 

(sucessão milho-soja convencional). De acordo com o índice de Simpson e Shannon, a 

amostra com manejo M4S2 apresentou maior diversidade em relação ao M9S5, 

apresentando esta, portanto, maior dominância de espécies em relação ao M4S2 (TABELA 

6). Ao relacionar os índices de diversidade e riqueza entre manejos M4S2 e M9S5 quanto a 

caracterização genética, obsserva-se que estes índices apresentam-se bastante distintos, 

indicando maior dominância e número de espécies raras no manejo M4S2 quando 

comparado ao M9S5, apresentando este, maior diversidade e riqueza (TABELA 7).  

A maior dominância de espécies no M4S2 em relação ao M9S5 apresentado pelo 

índice de Shannon e Simpson, também foi verificada por Pereira (2003), em estudos sobre 

a diversidade entre amostras obtidas de florestas e áreas cultivadas, onde se obteve uma 

maior diversidade bacteriana e dominância de um grupo nas amostras provenientes de 

áreas de floresta. Fierer e Jackson (2006) relatam que o pH do solo é o principal fator que 

delimita a diversidade e riqueza de uma comunidade microbiana. Shu et al. (2012), por 

exemplo, observaram maior presença de diazotróficos em áreas onde o pH apresentava-se 

mais ácido. Entretanto, este fator não explicaria a diferença encontrada neste trabalho, com 
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relação aos índices de diversidade, riqueza e a correlação significativa entre os grupos 

genéticos e a classe de solo, uma vez que os solos amostrados são todos de natureza ácida. 

Ao se observar os resultados obtidos quanto aos grupos esperados em coletas 

futuras para as características morfológicas, verificou-se que o M1S1 destaca-se entre os 

demais como sendo o manejo mais adequado, levando em consideração classe de solo e 

região, permitindo assim, a sobrevivência de um maior número de espécies nesta área. Já 

os manejos M2S1 e M3S1 nestas condições de solo e região, não favorescem a microbiota 

do solo e tendem a nulidade de espécies. De acordo com os resultados obtidos pelo cálculo 

do coeficiente de Spearman, esta relação entre os agrupamentos gerados a partir das 

características morfológicas com classe de solo, região e manejo também pôde ser 

observada (ANEXO - D). A relação de diversidade e distribuição geográfica, manejo de 

cultivo e classe de solo já está bem documentada (LATOUR et al., 1996; CHIARINI et al., 

1998; GRAYSTON et al., 1998; BUYER et al., 1999; MARSCHNER et al., 2001; 

WIELAND et al., 2001; da SILVA et al., 2003; GARBEVA et al., 2004). 

De acordo com os dados apontados na tabela 7 quanto aos índices de diversidade e 

riqueza genética dos isolados em relação aos diferentes manejos, pôde-se observar maior 

diversidade para o M1S1, tanto pelo índice de Shannon quanto pelo índice de Simpson. A 

menor diversidade apontada por estes índices refere-se ao M10S4, indicando, portanto, 

maior dominância de espécies para este manejo. Em relação à riqueza, os dados apontam o 

manejo M9S5 como sendo o de maior riqueza, não corroborando com o índice de 

diversidade. Quanto à menor riqueza, estes dados corroboram com o índice de diversidade 

apontando o M10S4. Conforme os resultados apresentados quanto aos grupos esperados 

em coleta futura para as características genéticas, verificou-se que o M9S5 destaca-se entre 

os demais como sendo o manejo mais adequado (levando em consideração classe de solo e 

região), permitindo assim, a sobrevivência de um maior número de espécies nesta área. Já 

o manejo M5S3 e M10S4, são os manejos que menos favorescem a microbiota do solo. 

Aplicando-se o coeficiente de Spearman entre os grupos formados através da 

análise genética, pôde-se observar uma correlação significativa com a classe de solo (p≤ 

0,05), mas não com o manejo ou região (ANEXO - E). Schloeter et al. (2000) concluíram 

que a diversidade bacteriana em simbiontes ou fitopatógenos endofíticos é menor do que 

entre organismos de vida livre e que este resultado ocorre possivelmente devido a uma 

influencia unidirecional e predominante do hospedeiro, enquanto que bactérias expostas a 

várias outras forças seletivas poderiam ter mantido uma alta capacidade adaptativa. Zhang 
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et al. (1999) investigando a diversidade de Bradyrhizobium japonicum através de análise 

de ácidos graxos e rep-PCR, encontrou uma forte influência do cultivar. Dalmastri et al. 

(1999) comparou os efeitos da classe de solo, cultivares de milho e localização radicular 

com a microdiversidade de populações de Burkholderia cepacia associadas a raízes e 

encontrou maior influência do primeiro fator. Um percentual maior de variação foi 

encontrado entre populações isoladas de um mesmo cultivar proveniente de diferente solo, 

do que entre populações originadas de diferentes cultivares ou compartimentos distintos da 

rizosfera ou rizoplano.  

Alterações na comunidade microbiana e na sua atividade interferem diretamente 

nos processos biológicos e bioquímicos do solo, na produtividade agrícola e, 

consequentemente, na sustentabilidade dos agroecossistemas, atuando como indicador de 

degradação dos solos (MATSUOKA et al., 2003). Tais alterações são ocasionadas, entre 

outros fatores, pelo tipo de cultura, condições ambientais, interações entre organismos e, 

principalmente, pelo sistema de cultivo e sucessões de culturas adotadas (MERCANTE et 

al., 2008). Estes resultados ressaltam que ainda se conhece pouco sobre a real influência 

dos diferentes fatores na diversidade de comunidades microbianas, bem como o impacto 

desta sobre a produção vegetal e processos metabólicos nos diferentes tipos de solo. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

  

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que o manejo com sucessão de 

milho e soja (orgânico) no LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico favoreceu o 

crescimento bacteriano, destacando-se com a maior média de unidades formadoras de 

colônias (u. f. c.), porém apresentou-se entre os menores índices de diversidade e riqueza 

morfo-genética, indicando maior dominância de espécies nesta área. 

Ao relacionar a média de contagem de u. f. c. aos tipos de solo, pôde-se observar 

que os manejos conduzidos sob solo classificado como ARGISSOLO VERMELHO 

Eutrófico apresentaram médias semelhantes entre si, com média de colônias 

morfológicamente diferentes igual ou superior às médias obtidas nos Latossolos e 

Nitossolo. 

Aplicando-se o coeficiente de Spearman entre os grupos formados através da 

análise genética e morfológica, pôde-se observar uma correlação significativa entre os 

genogrupos e classe de solo, não apresentando correlação deste com manejo e região. Os 

grupos morfológicos apresentaram correlação significativa com classe de solo, região e 

tipo de manejo. 

O solo coletado em mata ciliar apresentou alta diversidade e riqueza com relação 

aos grupos morfológicos, mas não em relação aos genogrupos. A redução nos índices de 

diversidade e riqueza genética em relação às características morfológicas para esta área, se 

justificam pela alta presença de indivíduos deste manejo dentro de um mesmo grande 

grupo, como por exemplo, o grande grupo (GG) 17 (GG com maior número de perfis 

genotípicos com isolados advindos de todos os tipos de manejo), onde de 26 perfis 

agrupados 16 encontram-se neste GG.  Nos agrupamentos morfológicos verificou-se o 

maior número de perfis deste manejo (11) no GG33, maior GG gerado pelos agrupamentos 

morfológicos. 

Portanto, os resultados obtidos neste estudo evidenciaram a importância de se 

concentrar esforços para conhecer melhor a diversiadade das rizobactérias nos solos 

brasileiros permitindo a busca de indivíduos com potenciais biotecnológicos para a 

fixação biológica de nitrogênio e para a promoção de crescimento vegetal. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 O manejo com sucessão milho-soja em sistema orgânico apresentou a maior média 

de unidades formadoras de colônias (u. f. c.). A menor média foi observada no 

manejo com sucessão milho-soja RR. A maior média de colônias morfologicamente 

diferentes foi encontrada na área de mata ciliar e na área com cultivo de crotalária 

sob ARGISSOLO VERMELHO Eutrófico. 

 Para as características morfológicas, o manejo com monocultivo de cana-de-açúcar 

cultivada sob solo classificado como ARGISSOLO VERMELHO Eutrófico em 

área com alto teor de P e aplicação de vinhaça, destaca-se entre os demais como 

sendo o manejo mais adequado, levando em consideração classe de solo e região, 

permitindo assim, a sobrevivência de um maior número de espécies. O manejo com 

monocultivo de cana-de-açúcar cultivada sob solo com baixo teor de P e adubação 

mineral em ARGISSOLO VERMELHO Eutrófico destacou-se por apresentar os 

menores valores de diversidade e riqueza.  

 De acordo com os índices de diversidade, riqueza e grupos esperados em coleta 

futura para as características genéticas, destacou-se o manejo com monocultivo de 

cana-de-açúcar cultivada sob solo com alto teor de P e aplicação de vinhaça como 

sendo o mais favorável a diversidade. A área com sucessão milho-soja em sistema 

de plantio convencional sob solo NITOSSOLO VERMELHO Eutroférrico 

destacou-se por favorescer a sobrevivência de um maior número de espécies e 

grupos esperados em coleta futura quando comparado aos demais. O manejo com 

sucessão milho-soja em sistema orgânico sob LATOSSOLO VERMELHO 

Eutroférrico foi o menos favorável a diversidade e riqueza, proporcionando, 

portanto, maior dominância de espécies nesta área. 

 Os resultados demonstraram a ocorrência de uma alta diversidade nas áreas de 

coleta, considerando-se as diferentes classes de solo e manejo de cultivo, resultando 

em 35 grandes grupos quanto à caracterização morfológica e 25 grandes grupos 

para a caracterização genética; 

 As classes de solo, o manejo de cultivo e a vegetação características das diferentes 

áreas de coleta influenciaram concomitantemente na dominância de determinados 

grupos morfo-genéticos dentro da comunidade. 
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ANEXOS 

ANEXO A - Dendrograma construído a partir de caracterizações morfológicas (FONSECA 

et al., 2000) de 400 isolados provenientes de áreas sob diferentes manejos, obtido pela 

análise de agrupamento com o algoritmo ward e cálculo da distância euclidiana.  

ANEXO B - Dendrograma construído com 269 isolados obtidos apartir de solos de 

diferentes classes e manejos de cultivo, juntamente a estirpes utilizadas como referência, 

obtido pela análise de agrupamento dos produtos de amplificação da reação por BOX-

PCR, com o algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard. 

ANEXO C - Teste de média obtido para as variáveis unidades formadoras de colônias por 

placa (u. f. c.) e número de colônias morfologicamente diferentes.   

ANEXO D - Análise de correlação entre classe de solo, manejo, região e características 

morfológicas dos isolados obtidos através da aplicação do coeficiente de Spearman. 

ANEXO E - Análise de correlação entre classe de solo, manejo, região e características 

genéticas dos isolados obtidos através da aplicação do coeficiente de Spearman. 
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ANEXO A - Dendrograma construído a partir de caracterizações morfológicas (FONSECA 

et al., 2000) de 400 isolados provenientes de áreas sob diferentes manejos, obtido pela 

análise de agrupamento com o algoritmo ward e cálculo da distância euclidiana. 
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ANEXO B - Dendrograma construído com 269 isolados obtidos a partir de solos de 

diferentes classes e manejos de cultivo, juntamente a estirpes utilizadas como referência, 

obtido pela análise de agrupamento dos produtos de amplificação da reação por BOX-

PCR, com o algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard. 
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ANEXO C - Teste de média obtido para as variáveis unidades formadoras de colônias por placa (u. f. c.) e número de colônias morfologicamente 

diferentes.  

Variáveis N° de 

válidos 

Média Moda Frequencia 

modal 

Mínimo Máximo Variância Desvio 

Padrão 

Coeficiente 

de variação 

Erro 

padrão 

Skewness Erro 

padrão 

Curtose Erro 

padrão 

Número de 

colônias 120 178,18 0,000 9 0,00 600,00 22052,01 148,499 83,345 13,556* 1,631 0,221 2,454 0,438 

Número de 

colônias 

diferentes 
120 2,83 1,000 37 0,00 8,00 4,03 2,007 71,043 0,183* 0,587 0,221 -0,362 0,438 

* Correlação significativa (p≤0,05). 
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ANEXO D - Análise de correlação entre classe de solo, manejo, região e características morfológicas dos isolados obtidos através da aplicação do 

coeficiente de Spearman.  

Variáveis Média
1
 Desvio 

padrão 
Manejo Classe 

de solo 
Região Tamanho Forma Borda Homogeneidade Cor Transparência Elevação Muco Grupos 

Manejo 104,99 2,88 1,000 0,535* 0,632* 0,082 0,206* 0,211* 0,083 0,107* 0,021 0,166* 0,238* 0,169* 

Classe de solo 102,16 1,26 0,535* 1,000 0,653* 0,254* 0,131* 0,136* 0,023 0,051 0,012 0,493* 0,193* 0,156* 

Região 102,20 0,59 0,631* 0,653* 1,000 0,222* 0,230* 0,216* 0,085 0,091 -0,020 0,308* 0,204* 0,164* 

Tamanho 102,63 0,74 0,082 0,254* 0,222* 1,000 0,127* 0,156* -0,013 0,014 -0,097 0,229* 0,052 0,061 

Forma 102,08 0,28 0,205* 0,131* 0,230* 0,127* 1,000 0,885* 0,243* -0,073 -0,152* -0,010 -0,087 -0,093 

Borda 102,09 0,30 0,210* 0,136* 0,216* 0,156* 0,885* 1,000 0,272* -0,045 -0,083 0,090 -0,112* -0,110* 

Homogeneidade 102,33 0,48 0,083 0,023 0,085 -0,013 0,243* 0,272* 1,000 0,137* 0,657* -0,245* 0,191* 0,401* 

Cor 104,29 1,45 0,106* 0,051 0,091 0,014 -0,073 -0,045 0,137* 1,000 0,292* -0,027 0,103* 0,714* 

Transparência 102,25 0,44 0,020 0,012 -0,020 -0,097 -0,152* -0,083 0,657* 0,292* 1,000 -0,172* 0,264* 0,574* 

Elevação 102,34 0,48 0,166* 0,493* 0,308* 0,229* -0,009 0,090 -0,245* -0,027 -0,172* 1,000 0,169* 0,006 

Muco 103,38 0,91 0,238* 0,193* 0,204* 0,052 -0,086 -0,112* 0,191* 0,103* 0,264* 0,169* 1,000 0,516* 

Grupos 118,74 11,46 0,169* 0,156* 0,164* 0,061 -0,093 -0,110* 0,401* 0,714* 0,574* 0,006 0,516* 1,000 

* Correlação significativa (p≤0,05); 1 número de observações (N = 400). 
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ANEXO E - Análise de correlação entre classe de solo, manejo, região e características 

genéticas dos isolados obtidos através da aplicação do coeficiente de Spearman. 

Variável Média 
Desvio 

Padrão 
Manejo 

Classe de 

solo 
Região Grupo 

Manejo 105,48 2,891 1,000 -0,049 0,030 -0,006 

Classe de solo 102,31 1,364 -0,049 1,000 0,541* 0,192* 

Região 102,26 0,636 0,030 0,541* 1,000 -0,012 

Grupo 113,41 6,024 -0,006 0,192* -0,012 1,000 

* Correlação significativa (p≤0,05); ** número de observações (N = 256). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


