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“Meu Deus é bom pra mim, 

Meu Deus é bom pra mim, 

Comigo vai, 

Tão forte brilha o sol 

Que a chuva cai, 

Amor tão grande assim, 

Só Cristo tem por mim, 

Direi até o fim, 

Meu Deus é bom pra mim!” 

               (Vaninha) 



RESUMO 

DALL’ÓGLIO-CHAVES, Elisiane Inês, D. S. Universidade Estadual do Oeste do 
Paraná, Dezembro de 2013. Diversidade de bactérias endofíticas obtidas de 
solos do oeste do paraná usando milho e trigo como planta isca. Orientador: 
Vandeir Francisco Guimarães. Coorientadora: Eliane Cristina Gruszka Vendruscolo. 
 
As bactérias promotoras de crescimento vegetal constituem um amplo grupo de 
microrganismos, que associados às plantas representam um enorme potencial a ser 
explorado, por contribuírem beneficamente com o crescimento de várias espécies 
vegetais. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi estudar a diversidade 
de bactérias endofíticas obtidas de solos do oeste do Paraná, usando plantas de 
milho e trigo como iscas e avaliar o potencial dos isolados para a promoção do 
crescimento vegetal (PCV). Foram obtidos 136 isolados bacterianos provenientes de 
raízes de trigo e milho semeadas em três diferentes locais: área 1 (Argissolo 
vermelho), área 2 (Latossolo vermelho) e área 3 (Nitossolo vermelho). Os isolados 
foram avaliados quanto à capacidade de solubilizar fosfato insolúveis em meio 
NBRIP e quanto à capacidade de sintetizar auxina em meio DYGS. Oitenta e quatro 
estirpes bacterianas foram analisadas molecularmente através da análise de 
polimorfismo por ARDRA e 41 destas tiveram fragmentos do gene 16S rDNA 
sequenciados. A avaliação da capacidade de promoção de crescimento de seis dos 
isolados foi realizada in vitro, onde destes, dois isolados contrastantes foram 
avaliados quanto as suas performances em vaso. Como resultados obtidos, dos 136 
isolados, 51% não apresentaram capacidade solubilizadora de fosfato, 14% 
apresentaram índice de solubilização de fosfato (ISF) baixo (IS<2), 9,5% médio 
(IS<4) e 25,5% alto (IS≥4), destacando-se o isolado UFPRPALM 3-66 (ISF 7,66). Os 
valores de AIA (ácido indol-3-acético) variaram entre 19,94 µg de AIA mg-1 de 
proteína (UFPRPALM1-134) a 1170,98 µg de AIA mg-1 de proteína (UFPRPALM 2-
32), sem a adição de triptofano, e com adição de triptofano, apenas 42 isolados 
(31%) foram capazes de produzir AIA, sendo os níveis maiores variando de 362,18 
(UFPRPALM 3-65) a 5599,57 (UFPRPALM 3-80) µg de AIA mg-1 de proteína. A 
análise de polimorfismo por ARDRA revelou 8 grupos bacterianos com 70% de 
dissimilaridade e apenas 8 isolados apresentaram perfil clonal.  As sequencias do 
gene 16S rDNA permitiu o agrupamento dos 41 isolados em oito grupos 
filogenéticos diferentes, entre estes estão as bactérias do gênero: Agrobacterium, 
Shigella, Stenotrophomonas, Enterobacter, Pantoea, Pseudomonas, Ensifer, 
Brevibacillus, Escherichia, Acinetobacter, Bacillus e Burkholderia. Destes, foram 
escolhidos seis isolados produtores de AIA e solubilizadores de P que foram 
avaliados in vitro quanto a capacidade de crescimento. Neste experimento, dois 
isolados contrastantes foram caracterizados: UFPRPALM 3-87 (Burkholderia 
ambifaria), com maior e o UFPRPALT 1-14 (Pantoea ananatis), de menor 
capacidade de promoção de crescimento das plântulas de trigo in vitro, 
respectivamente. Em vaso, os isolados não apresentaram respostas de promoção 
de crescimento vegetal em solos de alta fertilidade, mas em condições de baixa 
fertilidade, o gênero Pantoea (UFPRPALT 1-14) foi o que apresentou a melhor 
performance em termos de aumentos dos teores de nitrogênio da parte aérea em 
trigo. Houve uma resposta diferencial dos isolados em termos de população 
microbiana epifífica e endofítica entre espécies vegetais e condições de fertilização 
e/ou inoculação. 
   
Palavras-chave: ARDRA, sequenciamento, Zea mays, Triticum 



ABSTRACT 

DALL’ÓGLIO-CHAVES, Elisiane Inês, D. S. Universidade Estadual do Oeste do 
Paraná, December de 2013. Diversity of endophytic bacteria obtained of soils in 
western paraná using corn and wheat bait-plants. Advisor: Vandeir Francisco 
Guimarães. Co-Advisor: Eliane Cristina Gruszka Vendruscolo. 

 

The plant growth promoting bacteria constitute a large group of plant associated 
microorganisms that has a huge potential to be explored for beneficial contribution in 
plant growing. In this context, the aim of this work was to study the diversity of 
endophytic bacteria obtained from soils in western Paraná, using plants such as 
wheat and corn baits and evaluate the potential of isolates to promote plant growth 
(PCV). A total of 136 endophytic bacteria isolates were obtaines from roots in three 
different locations: area 1 (Argissolo vermelho), area 2 (Latossolo vermelho) and 
area 3 (Nitossolo vermelho). A total of 136 endophytic bacteria strains were isolated 
from roots in three different locations: area 1 (Argissolo vermelho), area 2 (Latossolo 
vermelho) and area 3 (Nitossolo vermelho). The isolates were evaluated for their 
ability to solubilize insoluble phosphate in NBRIP medium and also their ability to 
synthesize auxin in DYGS medium. Eighty-four bacterial strains were analyzed by 
molecular analysis of polymorphism by ARDRA and 41 of these fragments were 
sequenced 16S rDNA. Six isolates randomly chosen were evaluated according to 
their ability in promoting the plant growth in vitro, where from these, two contrasting 
isolates were evaluated for their performances in pots. As results for biochemical 
characterization, from 136 isolates, 51 % showed no phosphate solubilizing capacity, 
14 % had a  low level of phosphate solubilization index (ISF) low (IS<2), 9.5% 
medium (IS<4) and 25.5% higher (IS≥4), the higher ISF was verified in UFPRPALM 
3-66 (7.66).  IAA (indole-3-acetic) values ranged from 19.94 (UFPRPALM1 -134) to 
1170.98 mg IAA mg protein-1 (UFPRPALM 2-32) without tryptophan addition and 
adding this aminoacid , only 42 strains (31%) were able to produce IAA in higher 
levels ranging from 362.18 (UFPRPALM 3-65) to 5599.57 (UFPRPALM 3-80)  mg 
IAA mg protein -1. The polymorphism analysis revealed by ARDRA bacterial 8 groups 
with 70% dissimilarity and only 8 isolates showed clonal profile. The sequences of 
the 16S rDNA allowed the grouping of 41 isolates in eight different phylogenetic 
groups, among these the bacteria of the genus: Agrobacterium, Shigella, 
Stenotrophomonas, Enterobacter, Pantoea, Pseudomonas, Ensifer, Brevibacillus, 
Escherichia, Acinetobacter, Bacillus and Burkholderia. Of these, six isolates 
producing IAA and P-solubilization ability wich were evaluated for in vitro growth 
capacity were chosen. Isolated in this experiment, two contrasting were 
characterized: UFPRPALM 3-87 (Burkholderia ambifaria), more and UFPRPALT 1-14 
(Pantoea ananatis), with lower ability to promote the growth of wheat seedlings in 
vitro, respectively. In the pot experiment, the isolates showed no responses of plant 
growth promotion in high fertility soils, but at low fertility condition, the genus Pantoea 
(UFPRPALT 1-14) showed the best performance in terms of increases in nitrogen 
concentration of shoots in wheat. There was a differential response of the isolates in 
terms of epiphytic and endophytic microbial population and between plant species 
and conditions of fertilization and/or inoculation. 
 
Key-words : ARDRA, sequencing, Zea mays, Triticum 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os microrganismos representam a maior riqueza em diversidade bioquímica e 

molecular na natureza. Dentre estes, encontram-se as bactérias diazotróficas, que 

em associação com as plantas, podem trazem benefícios como a promoção do 

crescimento vegetal. Essa associação tem sido demonstrada pela melhoria no 

desempenho das plantas, sendo de extrema importância para a agricultura 

(AZEVEDO, 1998; GALVÃO et al., 2010). 

As bactérias diazotróficas são potenciais como promotoras de crescimento 

vegetal, produzindo fitormônios, fixando nitrogênio (N2) ou devido a outros 

mecanismos que contribuam para o desenvolvimento da planta, como produção de 

sideróforos, solubilização de fosfatos e regulação dos níveis endógenos de etileno, 

um fitormônio sinalizador de estresses em vegetais. No entanto, a interação entre 

bactérias diazotróficas e gramíneas não ocorre da mesma maneira que a interação 

entre rizóbio e leguminosas, onde se formam os nódulos característicos da interação 

(FIGUEIREDO et al., 2010).  

As inconscistências nos resultados da utilização de bactérias diazotróficas 

endofíticas em gramíneas, pela especificidade de interação entre a bactéria, a 

espécie vegetal, e as condições nutricionais, assim como de fatores abióticos do 

meio ambiente fazem com que os estudos de performance sejam cruciais para a 

recomendação e uso em escala comercial dos mesmos (SALA; SILVEIRA e 

CARDOSO, 2007, MOREIRA et al., 2010; BHATTACHARYYA e JHA, 2012). 

Desta forma, experimentos que visem o isolamento e caracterização de 

bactérias em regiões nativas podem proporcionar a identificação de novas estirpes 

de bactérias diazotróficas que apresentam características importantes na fixação 

biológica de nitrogênio e na promoção de crescimento vegetal. A caracterização 

fenotípica e genotípica é essencial para a compreensão da diversidade de espécies 

bacterianas em cada local (REIS et al., 2010). 

Inúmeros trabalhos têm sido realizados buscando o isolamento, 

caracterização e identificação de bactérias diazotróficas em gramíneas (KHALID; 

ARSHAD e ZAHIR, 2004; SALA et al., 2005; RODRIGUES et al., 2006; ROESCH et 

al, 2007, PEDRINHO, 2009; ILYAS e BANO, 2010; MAGNANI, 2010; RASHID; 

CHARLES e GLICK, 2012; ARRUDA et al., 2013). 
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Outros buscam elucidar a interação planta-bactéria (BERG, 2009; WEYENS 

et al., 2009; BENEDUZI et al., 2013), além da demonstração de potenciais 

aplicações na agricultura e meio ambiente como: controle de doenças e pragas 

(COMPANT et al., 2005; MENDES et al., 2007); promoção do crescimento vegetal 

(CERIGIOLI, 2005; ROJAS-TAPIAS et al., 2012; SALAMONE et al., 2012); fixação 

biológica de nitrogênio em plantas (KUSS, 2006; MARRA et al., 2012); produção de 

metabólitos de interesse farmacológico e biotecnológico (OLIVEIRA; SETTE; 

FANTINATTI-GARBOGGINI, 2006); vetores para introdução de genes de interesse 

em plantas (MURRAY; LATCH; SCOTT, 1992) e produção de produtos biológicos 

que reduzam a utilização de fertilizantes na natureza (SALA et al., 2008; SINGH; 

PANDEY e SINGH, 2011; PINTO JUNIOR, 2013) entre outros. 

 A região oeste do Paraná se caracteriza pela pujante agricultura, com alto 

grau de tecnificação das suas propriedades. Por outro lado, os agricultores sempre 

demandam por tecnologias que visem à diminuição dos custos e por alternativas 

ecosustentáveis. Desta forma, estudos envolvendo o isolamento, caracterização e 

identificação de bactérias diazotróficas associativas com gramíneas nesta região são 

necessários e promissores. 

 

1.1 OBJETIVO GERAL 

 

Estudar a diversidade de bactérias endofíticas obtidas de solos do oeste do 

Paraná, usando plantas de milho e trigo como iscas e avaliar o potencial dos 

isolados para a promoção do crescimento vegetal (PCV). 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Isolar bactérias endofíticas de raízes de milho e trigo em três áreas de mata.  

- Caracterizar bioquimicamente os isolados endofíticos, por análises do índice de 

solubilização de fosfato (ISF) e da produção de ácido indol-3-acético (AIA).  

- Determinar as identidades das sequências e o posicionamento taxonômico dos 

isolados endofíticos com base no sequenciamento parcial do gene 16S rDNA 

(ácido desoxirribonucleico ribossomal).  
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- Avaliar o potencial de isolados bacterianos na promoção do crecimento de 

plântulas de trigo in vitro, bem como de plantas de milho e trigo em solo com 

baixa fertilidade e de trigo em solo de alta fertilidade. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 CULTURA DO TRIGO E DO MILHO E SUA IMPORTÂNCIA ECONÔMICA 

  

O trigo, Triticum spp. é originário do centro de origem Asiático Central, 

pertence à família Poaceae  e é o segundo cereal mais produzido no mundo, com 

significativa importância na economia agrícola global. Este cereal de inverno chegou 

ao Brasil por volta do século XVI, e foi primeiramente introduzido no estado de São 

Paulo, de onde migrou para o sul, sendo que seu estabelecimento ocorreu por volta 

de 1960. Esta cultura é estratégica para o país, pois a produção nacional aumentou, 

girando em torno de 5 milhões de toneladas de trigo, porém o consumo interno e de 

10 milhões de toneladas, deixando o país a mercê da importação (EMBRAPA, 

2013).  

Segundo o Brasil (2013), está previsto uma taxa de aumento de consumo do 

trigo de 1,31% ao ano, contudo, acredita-se na possibilidade da redução da 

importação, já que o país está investindo na autossuficiência da produção interna. 

Por sua produção alavancar parte da economia brasileira, é de extrema importância 

futuros investimentos no seu cultivo, que levam a maximizar a produção 

impulsionando a cultura ser uma das principais e mais rentáveis do país (CUNHA, 

2009).  

A cultura do trigo possui vários fatores limitantes para o seu desenvolvimento, 

dentre estes, se encontra a grande exigência desta cultura por fertilizantes, por 

influenciar diretamente na produtividade dos grãos, além de contribuir para o 

aumento do custo total de produção da cultura (FERREIRA et al., 2010; GIROTTO, 

2012).  

O milho é uma gramínea originária do centro Mexicano do Sul, e centro 

secundário Sul Americano, pertence à família Poaceae e espécie Zea mays L. 

(MAGALHÃES, 2002). É uma das culturas mais importantes do mundo, e possui 

relevante importância econômica devido a sua diversificada forma de utilização, 

podendo ser empregado tanto na composição de ração animal quanto para a 

indústria de alta tecnologia. Na alimentação humana o cereal não é muito apreciado 

em grão, no entanto os seus derivados, representam um subsídio importante em 

regiões de baixa renda (DUARTE, 2000).  
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O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, e no país esta cultura é 

uma das mais tradicionais, por ser cultivada em diferentes condições de clima e 

solo. Sua produção na primeira safra 2012/13, foi de 15.567,6 mil toneladas, tendo 

uma variação de 21% se comparado com a safra 2011/12 que foi de 12.868,6 mil 

toneladas, na região sul do país, isso, levando-se em consideração que a área 

destinada ao seu cultivo nesta região teve uma diminuição de 9,5% se comparado 

com a safra 11/12. Evidenciando um aumento expressivo na produtividade (CONAB, 

2013).  

Semelhante ao trigo, o aumento da produtividade tem por início a utilização 

de práticas de manejo adequadas à cultura, em especial, o adequado suprimento 

nutricional. Através de pesquisas foram constatadas que as maiores exigências da 

cultura referem-se ao nitrogênio e potássio, seguidos por cálcio, magnésio e fósforo 

(COELHO et al., 2000).  

Neste contexto, a exploração da fixação biológica de nitrogênio (FBN), e 

promoção de crescimento vegetal realizada por bactérias diazotróficas tem se 

mostrado de grande importância e potencial para as culturas do milho e do trigo 

reduzindo assim a utilização de fertilizantes nitrogenados, consequentemente os 

impactos ambientais e os custos de produção, sem que ocorram prejuízos ao 

produtor (REIS, 2007; MORAIS, 2012; PINTO JUNIOR, 2013). 

 

2.2 Importância dos Microrganismos do Solo 

 

A microbiota do solo é constituída por um número expressivo de 

microrganismos, que possuem um papel fundamental nos processos de 

mineralização da matéria orgânica, fornecendo à planta nutrientes que são 

importantes ao seu desenvolvimento. Como o solo é formado por parte orgânica e 

inorgânica (rochas e minerais), os microrganismos do solo são responsáveis pelas 

inúmeras reações bioquímicas que permitem a decomposição da matéria orgânica e 

ciclagem dos elementos (SANON et al., 2009).  

Uma melhor compreensão da dinâmica espacial e temporal nas interações 

entre plantas e bactérias da rizosfera, bem como a natureza e a regulamentação dos 

mecanismos envolvidos podem contribuir para o desenvolvimento de cultivares 

eficientes na aquisição de nutrientes (MARSCHNER, CROWLEY e RENGEL, 2011). 
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Desta forma, a aquisição dos nutrientes do solo pelas plantas é regulada pelo 

crescimento de suas raízes e da interação com os componentes bióticos e o abiótico 

do solo. Essa interação se manifesta em grande parte pelas propriedades físicas, 

químicas e biológicas da rizosfera (HINSINGER et al., 2009).     

As plantas e microrganismos desenvolveram mecanismos semelhantes para 

mobilização e absorção de nutrientes, com intensa competição por absorção, sendo 

que os microrganismos são capazes de assimilar os exsudatos das plantas, como 

também podem decompor estes compostos e imobilizar nutrientes contidos na 

biomassa, antes que atinjam a superfície da raiz (MARSCHNER; CROWLEY e 

RENGEL, 2011). 

Montesinos (2003) estimou baseado em métodos moleculares que existem 

mais de 4000 espécies de microrganismos por grama de solo. Desta forma, podem 

estar presentes na rizosfera diferentes grupos de organismos: bactérias, 

actinomicetos, fungos, algas, protozoários e nematoides (HINSINGER et al., 2009). 

Dentro dessas espécies, as bactérias, podem ser encontradas em número de 1014 

por m2 de solo, correspondendo a aproximadamente 50 g de biomassa (MOREIRA e 

SIQUEIRA, 2006). Sendo assim, sua atividade e proliferação é intensa na rizosfera, 

pelo fato de ser o local de liberação de compostos orgânicos pelas raízes por 

deposição, exsudação e secreção. As bactérias próximas às raízes das plantas 

podem ser benéficas, deletérias (patogênicas) ou neutras (CARDOSO; TSAI e 

NEVES, 1992; DOBBELAERE; VANDERLEYDEN e OKON, 2003). 

No grupo das bactérias benéficas encontram-se as bactérias diazotróficas, 

consideradas bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), que podem ser 

agrupadas como bactérias rizosféricas (Beijerinckia fluminensis e Azotobacter 

paspali), endofitícas facultativas (Azospirillum lipoferum, A. brasilense, A. 

amazonense) e endofíticas obrigatórias (Herbaspirillum seropedicae, H. 

rubrisubalbicans, Gluconacetobacter diazotrophicus, Burkholderia brasilensis e B. 

tropica) (BALDANI e BALDANI, 2005).  
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2.2.1 Promoção de Crescimento Vegetal 

 

As bactérias quando colonizam o sistema radicular tem apresentado a 

capacidade de promover o crescimento vegetal pela alteração da arquitetura 

radicular por mecanismos diretos como a fixação biológica de nitrogênio e/ou 

produção de fitormônios; e por mecanismos indiretos como, por exemplo, o 

antagonismo a fitopatógenos (FRANCHE; LINDSTRÖM e ELMERICH, 2009; 

BHATTACHARYYA e JHA, 2012).  

Trabalhos tem demostrado que as bactérias diazotróficas podem promover o 

crescimento da planta (KHALID; ARSHAD e ZAHIR, 2004; GALVÃO et al., 2010; 

ROJAS-TAPIAS et al., 2012; SALAMONE et al., 2012), conforme segue na tabela 1:  

 

Tabela 1 . Mecanismos de promoção de crescimento vegetal por bactérias 
diazotróficas 

Mecanismo Referência 

Fixação Biológica do Nitrogênio 
Kennedy et al., 1997 
Bhattacharjee, Singh e Mukhopadhyay, 2008 
Marra et al., 2012 

Produção de Sideróforos 

 
Éssen et al., 2007 
Beneduzi et al., 2008a 
D`Onofrio et al., 2010 

Produção de Fitormônios 

 
Feng, Sheng e Song, 2006 
Kuss et al., 2007 
Mendes et al., 2007 
Egamberdieva et al., 2008 
Ali et al., 2009 
Krome et al., 2010 

Atividade da ACC-deaminase 

 
Glick, 2005 
Shaharoona, Arshad e Zahir, 2006 
Glick et al., 2007 
Saleem et al., 2007 

Solubilização de Fosfato 

 
Das, Lyla e Khan, 2007 
Song et al., 2008 
Taurian et al., 2010 
Beneduzi et al., 2013 

Controle de doenças de plantas 

 
Adhikari et al., 2001 
Costa et al., 2002 
Nunes et al., 2002 
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Devido às especificidades de interações com as plantas hospedeiras e a 

facilidade de isolamento em meio de cultura, as bactérias diazotróficas tem sido 

amplamente estudadas pelo seu potencial biotecnológico de aplicação em culturas 

de importância econômica, principalmente em gramíneas (VIDEIRA et al., 2004; 

SALA et al., 2005; RODRIGUES et al., 2006; ROESCH et al, 2007, BENEDUZI et al., 

2008a; BENEDUZI et al., 2008b; RODRIGUES et al., 2008; PEDRINHO, 2009; 

ILYAS e BANO, 2010; MAGNANI, 2010; ARZANESH et al., 2011; LASLO et al., 

2012; VIANA, 2012; ARRUDA et al., 2013; BENEDUZI et al., 2013; JI, GURURANI e 

CHUN, 2013). A rizosfera microbiana seria vigorosamente associada com a ciclagem 

biogeoquímica de nutrientes como C (carbono), P (fósforo), N (nitrogênio) e S 

(enxofre), remoção de toxinas e produção de fitormônios (BHATTACHARYYA e JHA, 

2012). 

 

2.2.2 Fixação Biológica de Nitrogênio 

 

O nitrogênio (N) é um dos elementos minerais requerido em maiores 

quantidades pelas plantas, e é também o que mais limita o crescimento por estar 

diretamente relacionado com a produção de novas células e tecidos (SOUZA e 

FERNANDES, 2006).  

 A fixação biológica do nitrogênio (FBN) permite fixar o nitrogênio (N2) 

atmosférico em amônia. Esta FBN é possível apenas a um seleto grupo de 

microrganismos, as bactérias diazotróficas, de vida livre (anaeróbias, aeróbias e 

facultativas) ou endofíticas. Estas bactérias possuem a enzima nitrogenase, cuja 

presença as torna capazes de reduzir o N2 para a forma combinada inorgânica de 

amônia (NH3), que pode ser assimilado pelas plantas e outros organismos 

(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). A reação geral da redução do N2 a amônia sob 

condições normais é: 

 

 

 Essa reação é catalisada pelo complexo da enzima nitrogenase que atua na 

hidrolise da adenosina trifosfato (ATP) e na transferência de elétrons para o 

processo de redução do N2 atmosférico à NH3, na ausência de oxigênio (BURRIS, 

1991).  

A reação geral da redução do N2 a amônia sob condições normais é (TAIZ e 

 N2 + 8H+ + 8e- + 16 ATP                      2 NH3 + H2 + 16 ADP + 16Pi 
Nitrogenase 
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O complexo enzimático pode ser separado em duas unidades proteicas 

distintas: a Fe-proteína e a MoFe-proteína. A ferredoxina atua como doador de 

elétrons para a Fe-proteína, que hidrolisa ATP e reduz a MoFe-proteína, a qual pode 

reduzir o N2 e H+ (Figura 1). Uma forma de estimar a atividade da nitrogenase é 

através da reação do acetileno a etileno (FRANCHE; LINDSTRÖM e ELMERICH, 

2009): 

 

Figura 1 . Complexo da enzima nitrogenase que catalisa a reação do N2 em NH3. 
FONTE: TAIZ e ZEIGER, 2013. 

 

Pela complexidade da fixação biológica de nitrogênio, é requerida a 

expressão de um conjunto de genes denominados nif (nitrogen fixation), que 

codificam as proteínas envolvidas diretamente no processo de redução do N2, e sua 

regulação, onde Fe-proteína é codificada pelo gene nifH e MoFe-proteína pelos 

genes nifD e nifK (PEDROSA e YATES, 1984; FRANCHE; LINDSTRÖM e 

ELMERICH, 2009).  Diferentes trabalhos reportam a atividade da nitrogenase em 

bactérias diazotróficas, até mesmo por vias independentes de molibdênio, 

substituído por diferentes elementos como vanádio e o ferro (FALLIK; CHAN e 

ROBSON, 1991; HUREK; EGENER e REINHOLD-HUREK, 1997; LOVELESS; 

SAAH e BISHOP, 1999; JAMES, 2000; BETANCOURT et al., 2008; SILVA et al., 

2011) e a presença de diferentes genes nif  envolvidos na regulação da fixação 

biológica de nitrogênio (PEDROSA et al., 1989; DRUMMOND, WALMSLEY e 

KENNEDY, 1996; ELMERICH et al., 1997; SEVILLA et al., 1997; GRABBE; 

KLOPPROGGE e SCHIMITZ, 2001; POTRICH; PASSAGLIA e SCHRANK, 2001; 

RONCATO-MACCARI et al., 2003; PEDROSA et al., 2011).  
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A utilização de bactérias fixadoras de nitrogênio tem despertado interesse no 

meio agrícola, devido principalmente ao seu impacto econômico. Uma vez que são 

capazes de fixar biologicamente cerca de 85% do nitrogênio necessário às plantas 

(SOUZA, 2001). O maior destaque ainda esta na simbiose existente entre a família 

das leguminosas com o gênero Bradyrhizobium e Rhizobium. No entanto, avanços 

nessa área tem demonstrado a capacidade de outras espécies de bactérias 

diazotróficas em fixar nitrogênio em gramíneas como espécies de Azospirillum sp., 

Herbaspirillum seropedicae e Gluconacetobacter diazotrophicus (BALDANI e 

BALDANI, 2005). 

 

2.2.3 Solubilização de Fosfato 

 

O fósforo (P) é um macronutrientes essencial para planta, por participar de 

processos metabólicos importantes como transferência de energia, síntese de 

ácidos nucléicos e glicose, respiração, ativação e desativação de enzimas, entre 

outros. No entanto, dos três macronutrientes (NPK), o P é o elemento exigido em 

menores quantidades, porém o mais usado nas adubações (RAIJ, 1991; 

FERNANDES, 2006). 

Muitos tipos de solos são deficientes em P, tendo sua concentração menor 

que 10 µM em pH 6.5, no qual o P esta mais solúvel  (GYANESHWAR et al., 2002). 

Os solos agricultáveis contém grande reserva de P, devido à aplicações regulares. 

Contudo, uma larga proporção de P inorgânico e rapidamente adsorvida após 

aplicação de fertilizantes fosfatados, tornando-se indisponíveis para as plantas. O 

processo de adsorção e a precipitação de P que ocorre nos solos são dependentes 

de pH e do tipo de solo. Em solo ácidos, óxidos fracos e hidróxidos de alumínio e de 

ferro tem a capacidade de reter o P, já em solos alcalinos, a fixação ocorre devido a 

presença de cálcio, causando baixa eficiência na solubilização de fertilizantes 

fosfatados (GYANESHWAR et al., 2001). 

Dentre os microrganismos do solo, as bactérias rizosféricas tem grande 

potencial de solubilizar as formas insolúveis de fosfatos, aumentando e 

disponibilizando P diretamente para as plantas pela solubilização e mineralização 

deste elemento, e em solos alcalinos, pela diminuição do pH (MARSCHNER, 

CROWLEY e RENGEL, 2011). Desta forma, disponibilizando o nutriente para as 
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plantas, que será assimilado por estas para produzir biomassa (Figura 2) (GRAHAM 

e VANCE, 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2 . Processos fisiológicos e químicos que influenciam a disponibilidade e 
transformação de fósforo na rizosfera. 
FONTE: RICHARDSON et al., 2009. 

 

Há dois tipos de P presentes no solo: os fosfatos inorgânicos e orgânicos. A 

grande maioria dos fosfatos estão em formas insolúveis e não disponíveis para as 

plantas. Formas orgânicas de P disponíveis, principalmente por adubos orgânicos, 

podem fornecer quase todo o P necessário para as plantas e podem corresponder a 

quase 80% do P total assimilado. Plantas e microrganismos podem aumentar a 

solubilidade da forma insolúvel de P inorgânico libertando prótons, OH- ou CO2, e de 

ácidos orgânicos tais como o citrato, malato e oxalato, e podem mineralizar P 

orgânico por libertação de várias enzimas (MARSCHNER, CROWLEY e RENGEL, 

2011). Esta mineralização é mediada principalmente por enzimas fosfatases de 

origem microbiana ou vegetal, que catalisam a hidrólise de ambos ésteres e 

anidridos do ácido fosfórico, sendo dependentes do pH do solo para serem ativas 

(KREY et al.,2013).  

Chen et al. (2006) observaram que há uma correlação inversa entre o pH dos 

solos e a solubilização de fosfato. A produção de ácidos orgânicos pelas estirpes 

bacterianas acidificaria o meio, facilitando e promovendo a solubilização do mesmo 

(BENEDUZI et al., 2008a).  

 Raiz  Rizosfera  Solo
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Outras formas de solubilização de P podem ocorrer pela presença de fitases 

(mio-inositol hexaquisfosfato fosfohidrolases) que são fosfatases de alto peso 

molecular produzidas por microrganismos como Aspergillus e Bacillus (RODRÍGUEZ 

et al., 2006). Recentemente, tem sido sugerido que o aumento da absorção de Ca 

pode também aumentar a disponibilidade de P, devido à solubilização de fosfatos de 

Ca na rizosfera (DEVAU et al., 2010). 

Alguns gêneros de bactérias tem merecido destaque na solubilização de 

fosfato como Bacillus, Pseudomonas, Vibrio, Alcaligenes, Micrococcus, 

Corynebacterium, Flavobacterium (DAS, LYLA e KHAN, 2007), Rhizobium (MARRA 

et al., 2011), Burkholderia (SONG et al., 2008; MARRA et al., 2012).  

Outros autores como Marra et al. (2012), observaram que as bactérias 

Bacillus subtilis, Microbacterium imperiale e Paenibacillus kribbensis são 

solubilizadoras de fosfato, enquanto Dawwam et al. (2013) verificaram solubilização 

por estirpes de Achromobacter xylosooxidans e Bacillus cereus. A espécie Pantoea 

agglomerans foi relatada por Furnkranz, Muller e Berg (2009), como solubilizadora 

de fosfato, e as espécies bacterianas Gluconacetobacter diazotrophicus e 

Burkholderia sp. por Beneduzi et al. (2013). Arruda et al. (2013) observaram que 

estirpes Chryseobacterium sp. e Pseudomonas sp. foram positivas para 

solubilização de fosfato.  

Diferentes meios têm sido empregados para verificar a capacidade de 

solubilização de fosfato em bactérias. Nautiyal et al. (2000), em seu trabalho com o 

meio NBRIP, verificou que as bactérias sob diferentes concentrações de sais de 

cálcio, aumentaram sua capacidade de solubilização do fosfato na presença desses 

sais. No entanto, a caracterização bioquímica de estipes quanto à capacidade de 

solubilizar fosfato divergem na literatura, onde trabalhos apontam que determinadas 

estirpes bacterianas solubilizam fosfato e em outros trabalhos as mesmas estirpes, 

sob condições diferentes, não apresentam esta capacidade (RICHARDSON et al., 

2009).  

Diante do exposto, novas alternativas para a identificação e caracterização de 

estirpes solubilizadoras estão sendo propostas em nível molecular. Chen et al. 

(2006), identificou estipes bacterianas solubilizadoras de  fosfato baseado em 

sequencias do gene 16S rDNA e sua filogenia, verificando  isolados de 

Rhodococcus erythropolis, Serratia marcescens, Bacillus megaterium e Arthrobacter 

ureafaciens, Arthrobacter sp., Gordonia sp., Chryseobacterium sp., Phyllobacterium 
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myrsinacearum e Delftia sp. Já Chung et al. (2005), usando a mesma técnica 

agruparam os gêneros Enterobacter, Klebsiella e Pantoea. Pérez et al. (2007) 

correlacionaram a presença dos genes gdh e pqqE, envolvidos na produção de 

ácido glucônico, com a capacidade de solubilização de fosfatos por isolados 

bacterianos obtidos de rocha limonítica. 

Uma aplicação biotecnológica dessas estirpes solubilizadoras de fosfato foi 

sugerida por Schoebitz, Ceballos e Ciampi (2013), que encapsulou duas bactérias 

solubilizadoras de fosfato, Pseudomonas fluorescens e Serratia sp., em alginato de 

sódio e em grânulos de amido de batata, como forma de investigar a variação do pH, 

a atividade enzimática da fosfatase alcalina e a solubilização de fosfato na absorção 

de P por plantas de trigo, desta forma para os autores a inoculação de rizobactérias 

imobilizada é uma opção promissora para veículos de inoculantes para aumentar o 

nível de P em plantas de trigo e poderia ser uma técnica inovadora para aplicação 

na indústria agrícola. 

 

2.2.4 Produção de Sideróforos  

 

 O ferro é um elemento que no solo é relativamente insolúvel na forma de Fe3+, 

dificultando a assimilação desse nutriente essencial pelas plantas, que absorvem 

formas reduzidas de ferro (Fe2+). Alguns microrganismos do solo podem sequestrar 

ferro de baixo peso molecular e disponibilizar para as plantas em forma de complexo 

sideróforo-Fe3+ (JURKEVITCH; HADAR e CHEN, 1992). Os sideróforos são 

peptídeos secretados por microrganismos diante de um estresse de Fe3+, desta 

forma as bactérias que produzem sideróforos atuam como promotores de 

crescimento vegetal, por disponibilizar o ferro da rizosfera para a planta e/ou 

imobilizar o ferro que estaria disponível para a proliferação de fitopatógenos, inibindo 

assim sua colonização (WANG et al., 1993; VESSEY, 2003). 

 Pedrosa et al. (2011), em seu trabalho com  Herbaspirillum seropedicae 

SmR1, verificou em seu genoma um gene com cerca de 27.483 pb, que codifica um 

peptídeo modular sintase que, provavelmente é a única proteína na síntese de 

sideróforos. Ainda neste estudo, foi observado que 27 genes estão envolvidos com o 

transporte e metabolismo de ferro, onde existem inúmeros receptores de 

sideróforos, reforçando a capacidade dessa bactéria em promover crescimento na 

planta em solos com limitação de ferro. 
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 Sharma e Johri (2003) demonstraram a promoção de crescimento em plantas 

de milho em solo com condições limitantes de ferro, pela utilização de estipes 

bacterianas de Pseudomonas. Lacava et al. (2008) verificaram que todas as cepas 

de Methylobacterium spp. possuem a capacidade de produção de sideróforos, no 

entanto, nem todas produziram o tipo de sideróforo catecol, mas foram capazes de 

produzir o tipo hidroxamato. Neilands e Nakamura (1991) relatam que algumas 

bactérias produzem o sideróforo hidroxamato, enquanto que outras bactérias 

conseguem produzir o tipo catecolato. Penyalver et al. (2001), constataram que 

Agrobacterium rhizogenes são capazes de produzir grandes quantidades de 

sideróforo hidroxamato.  

 A maioria dos estudos sobre a produção de sideróforos bacterianos tem sido 

realizado com microrganismos que crescem sob condições aeróbicas. Éssen et al. 

(2007) comprovaram que a produção de sideróforos por Pseudomonas stutzeri 

ocorre tanto em condições aeróbias quanto anaeróbias. 

 

2.2.5 Produção de Fitormônios 

 

Os fitormônios são substâncias orgânicas, que desempenham importante 

papel na regulação do crescimento e desenvolvimento das plantas. Os principais 

fitormônios são as auxinas, citocininas, giberilinas, etileno e ácido abscísico (CID, 

2000). A capacidade das bactérias promoverem crescimento vegetal através da 

produção de fitormônios tem sido evidenciada em muitos trabalhos (PEDRAZA et al, 

2004; CERIGIOLI, 2005; MARCHIORO, 2005; KUSS, 2006; MENDES at al., 2007; 

EGAMBERDIEVA et al., 2008; PEDRINHO et al., 2010).  

Dentre os hormônios vegetais o que merece maior destaque é o AIA (ácido 

indol-3-acético), hormônio do grupo das auxinas que promove o crescimento de 

raízes e caules, através do alongamento das células recém-formadas nos 

meristemas (CID, 2000). Há evidências de várias rotas de biossíntese de AIA (Figura 

3), mas a principal é a via dependente do aminoácido triptofano, usado como 

precursor fisiológico para a síntese de auxinas em plantas e bactérias (KHALID; 

ARSHAD e ZAHIR, 2004). A biossíntese do AIA Trp-dependente possui diversas 

rotas, que são nomeadas de acordo com o seu intermediário: a via ácido indol-3-

pirúvico (AIP), a via indol-3-acetamida (IAM), a via triptamina, e a via indol-3-
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acetaldoxima (IAOx). A produção de compostos indólicos in vitro, como ácido indol-

3-acético (AIA), ácido indol-3-pirúvico (IPyA) e indol-3-acetamida (IAM), foi 

evidenciada na bactéria Paenibacillus polymyxa (BENEDUZI et al., 2008a). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

  Figura 3 . Prováveis rotas biossintéticas de AIA em bactérias. 
  FONTE: GALVÃO et al., 2010. 

 

 

Na microbiota do solo, os exsudados radiculares são fontes naturais de 

triptofano, contribuindo com o aumento da biossíntese de auxina na rizosfera, desta 

forma a habilidade de sintetizar fitormônios é amplamente distribuída entre bactérias 

associadas a plantas. A produção de AIA pelas bactérias faz parte da sua atuação 

quando associadas com as plantas, promovendo tanto a elongação como a divisão e 

diferenciação celular nos tecidos vegetais (DOBBELAERE; VANDERLEYDEN e 

OKON, 2003). 

Vários autores têm mostrado que a produção de AIA e a fixação biológica do 

nitrogênio por bactérias diazotróficas contribuem significativamente com a promoção 

do crescimento em gramíneas (MEHNAZ e LAZAROVITS, 2006; EGAMBERDIEVA, 

2007; EGAMBERDIEVA et al., 2008; BENEDUZI et al., 2013).  

Diversos gêneros bacterianos, isolados do solo ou de plantas iscas, têm 

revelado grande variabilidade de microrganismos capazes de produzir grandes 

quantidades de auxinas e compostos indólico in vitro, como Azospirillum, 

Herbaspirillum, Burkholderia, Gluconacetobacter, Acinetobacter, Pantoea, 

Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Achromobacter, Serratia, Rhizobium e 
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Paenibacillus (PEDRAZA et al., 2004; PICARD e  BOSCO, 2005; BENEDUZI et al., 

2008a; EGAMBERDIEVA et al., 2008; EGAMBERDIEVA, 2009; ALI et al., 2009; 

SPAEPEN et al., 2009; MONTAÑEZ et al., 2012; BENEDUZI et al., 2013; DAWWAM 

et al., 2013; JI, GURURANI e CHUN, 2013). 

Outro fitormônio importante na interação planta-bactéria é o etileno, cuja 

resposta das plantas a diferentes formas de estresse envolve a produção endógena 

deste fitormônio. O efeito fisiológico quando as células vegetais percebem as 

moléculas de etileno é a senescência das células próximas ao sítio de biossíntese, 

como consequência leva à abscisão de frutos ou folhas, ao desenvolvimento de 

doenças, a inibição do crescimento, a síntese de enzimas (quitinase) e antibióticos 

(CID, 2000; PIERIK et al., 2006).  

Muitas bactérias promotoras de crescimento produzem a enzima 1-

aminociclopropano-1-ácido carboxílico desaminase (ACC desaminase), essa enzima 

catalisa a formação do α-cetobutirato, que cliva o ACC, precursor do etileno. Essa 

enzima na associação planta-bactéria leva a uma diminuição da concentração de 

ACC disponível para a conversão em etileno (GLICK, 2005).  

Devido ao fato de que menos etileno será sintetizado pela planta, menores 

serão os efeitos inibitórios deste fitormônio na elongação das raízes, contribuindo 

para o crescimento radicular (SINGH; PANDEY e SINGH, 2011). Em paralelo, as 

bactérias se beneficiam por usar os produtos da reação da hidrólise do ACC como 

nutriente para seu próprio crescimento, aumentando a sobrevivência bacteriana na 

rizosfera, e promovendo de forma indireta o crescimento da planta (SHAHAROONA 

et al., 2006; GLICK et a., 2007; FURNKRANZ, MULLER e BERG, 2009). Desta 

forma, a presença da ACC deaminase nas bactérias e de auxinas estão 

positivamente correlacionadas com o crescimento da planta hospedeira (SALEEM et 

al., 2007).  

Além da auxina e do etileno, trabalhos tem comprovado que as bactérias 

promotoras de crescimento vegetal podem contribuir com a síntese de outros 

fitormônios como citocininas, giberelinas e ácido abscísico. Egamberdieva et al. 

(2008) ao cultivar Pantoea agglomerans em meio LB líquido, detectaram a produção 

de quatro fitormônios por esta bactéria: AIA (ácido indol-3-acético), ABA (ácido 

abscísico), GA4 (ácido giberélico) e CTK (citocinina). Karadeniz, Topcuoglu e Inan 

(2006), quantificaram por HPLC os níveis de AIA (ácido indol-3-acético), ABA (ácido 

abscísico), GA3 (ácido giberélico) e zeatina (citocinina) em diferentes estirpes 
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bacterianas. Em Azospirillum sp. foi verificado a produção de giberelinas, 

representando um importante papel nos primeiros estágios de crescimento em 

gramíneas, por reduzir os efeitos de déficit de água em sementes de cereais sob 

estresse osmótico ou salino (CREUS et al., 1998). Ilyas e Bano (2010) ao isolarem 

Azospirillum spp. de plantas de trigo em diferentes condições de umidade, 

verificaram que os isolados da área de estresse hídrico tiveram os maiores índices 

de AIA, GA, Zeatina (CTK) e ABA.  

Outros gêneros de bactérias tem se mostrado capazes de produzir 

fitormônios, como Gluconoacetobacter, Herbaspirillum, Erwinia, Pantoea e 

Pseudomonas (ZAKHAROVA et al., 1999; KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; LEE et 

al., 2004). No entanto, a produção de fitormônios é um mecanismo de interação 

planta-bactéria, sendo o efeito desta associação variável de acordo com o genótipo 

do hospedeiro e do próprio microrganismo (DROGUE et al., 2012).  

 

2.2.6 Outras Funções das Bactérias na Promoção do Crescimento 

 

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) têm sido 

amplamente estudadas visando reduzir o impacto ambiental causado pelo uso de 

fertilizantes químicos, bem como aumentar a produtividade e diminuir os custos de 

produção. A contribuição destes microrganismos vai além de disponibilizar nutrientes 

e auxiliar na assimilação destes pelas plantas. De maneira geral, estão envolvidos 

em mais de um mecanismo para promover o crescimento da planta, tais como 

produção de enzimas, bioativos, antibióticos e metabolitos. Sendo assim, a sua 

presença promove efeitos benéficos sobre a sanidade e o crescimento das plantas, 

suprimindo a ação de fitopatógenos, por serem agentes potenciais para o controle 

biológico (BABALOLA, 2010; HAYAT et al., 2010).  

Mendes et al. (2007), em seu trabalho com Burkholderia cepacia, verificaram 

que a mesma tem potencial para controlar Fusarium em cana-de-açúcar. Vários 

autores têm relatado que Pantoea agglomerans é eficaz como controle biológico de 

algumas doenças em plantas (NUNES et al., 2001; COSTA et al., 2002; NUNES et 

al., 2002; HSIEH, HUANG e ERIKSON, 2005). Outros trabalhos demonstram o 

potencial antagônico que as bactérias endofíticas possuem frente a alguns 

patógenos (ARAVIND et al., 2010; LI et al., 2012; LUDUEÑA et al., 2012; YANG et 

al., 2013; SOBOLEV; ORNER e ARIAS, 2013), sendo que os mecanismos 
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envolvidos neste processo podem ser variados. Trabalhos confirmam que as 

bactérias promotoras de crescimento estão envolvidas na indução de resistência 

sistêmica na planta (PRESS et al., 2001; KLOEPPER e RYU, 2006; KAVINO et al., 

2007; PAVLO et al., 2011; BARRETT et al., 2012). 

Desta forma, as bactérias que possuem a característica de biocontrole devem 

ser capazes de proteger a planta hospedeira contra a colonização de patógenos. 

Para isso um grande número de compostos que são tóxicos para os organismos 

patogênicos são sintetizados pelas bactérias, tais como cianeto de hidrogênio, 

fenazinas, pirrolnitrina e pioluteorina, bem como outras enzimas e antibióticos 

(BABALOLA et al., 2010). Um exemplo de antibiótico é o diacetyl-phloroglucinol, 

produzido por algumas estirpes bacterianas como Pseudomonas fluorescens, que 

suprime uma ampla gama de patógenos (DUFFY, KEEL e DEFAGO, 2004).  

As pesquisas envolvendo bactérias promotoras de crescimento apontam para 

a necessidade de explorar comercialmente estas bactérias como biofertilizantes e/ou 

bioinoculantes, devido a seus benefícios: são mais seguros, mostram reduzidos 

danos ambientais e um risco potencialmente menor para a saúde humana, são 

eficazes em pequenas quantidades, ao se multiplicarem são controlados pela planta, 

se decompõem mais rapidamente do que os pesticidas químicos convencionais, o 

desenvolvimento de resistência é reduzido devido a vários mecanismos, e, podem 

ser também utilizadas no manejo convencional de pragas ou em sistemas integrados 

de manejo (BERG, 2009; BABALOLA et al., 2010). 

 

2.3 ASPECTOS ECONÔMICOS DA INTERAÇÃO PLANTA-BACTÉRIA 

 

O nitrogênio é o elemento mais importante para elevar a produção na 

agricultura. As gramíneas são altamente exigentes deste nutriente para alcançar alta 

produtividade, e de maneira geral, trigo, milho e arroz utilizam nos diferentes 

estágios fenológicos da cultura, cerca de 20 a 40 Kg ha-1 de N por tonelada de grão 

produzido (ORR, JAMES e LEIFERT, 2011). Moreira et al. (2010), relataram que os 

ganhos de nitrogênio em gramíneas via fixação biológica de nitrogênio giram em 

torno de 25 a 50 Kg de N ha-1 ano-1, o que corresponde ao suprimento médio de 

cerca de 17% demanda nutricional da cultura.  
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Desta forma, a utilização de fertilizantes químicos nitrogenados em gramíneas 

constitui um dos mais altos custos da agricultura, devido a quantidade utilizada. Pelo 

fato de extensas áreas serem ocupadas por cereais, a FBN por bactérias associadas 

às gramíneas torna-se de extrema importância para uma agricultura sustentável, 

mesmo que apenas parte de suas necessidades de N possa ser suprida (HUNGRIA, 

2011; SANTI, BOGUSZ e FRANCHE, 2013). Estima-se que no mundo, a FBN 

contribua com 32 t ano-1 em áreas cultivadas, correspondendo a 30% do nitrogênio 

produzido na forma de fertilizantes no planeta (FILOSO et al., 2006).  

Hungria et al. (2010) em seu trabalho com inoculação de diferentes estirpes 

de Azospirillum brasilense  na cultura do milho (Zea mays L.) e do trigo (Triticum 

aestivum L.) no Sul do Brasil, verificaram que as estirpes Ab-V4, Ab-V5, Ab-V6 e Ab-

V7 aumentaram o rendimento de grãos de milho em 662-823 Kg ha-1, ou seja 24 a 

30%, em comparação com a testemunha sem inoculação. Já no trigo, as estirpes 

Ab-V1, Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V8 foram as mais eficientes, com incremento de  13 a 

18% na produção (312-423 Kg ha-1, respectivamente). Os mesmos autores ainda 

constataram que a combinação de A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 aumentou a 

produção de milho (27%) e de trigo (31%).  Este estudo resultou na recomendação 

da primeira estirpe de Azospirillum autorizada para a produção comercial de 

inoculantes no Brasil.  

Experimentos foram realizados no Oeste do Estado do Paraná com o intuito 

de avaliar a inoculação de estirpes de A. brasilense (Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7), na 

cultura do milho, os quais demonstraram que a inoculação das sementes com a 

estirpe Ab-V7, e a associação entre as estirpes Ab-V5 + Ab-V6, Ab-V6 + Ab-V7 e Ab-

V5 + Ab-V6 + Ab-V7 promoveram incrementos nos componentes da produção e na 

produtividade da cultura do milho (PINTO JUNIOR, 2013). 

Sala et al. (2007) avaliaram em condições de campo, o efeito e a viabilidade 

econômica da inoculação de novos isolados homólogos de bactérias diazotróficas 

(Azospirillum brasilense, Achromobacter insolitus e Zoogloea ramigera). Sob 

diferentes doses de nitrogênio e em dois genótipos de trigo, os autores verificaram 

aumento de produção com a inoculação dessas estirpes na ausência de N (em 

cobertura) sem observar especificidade das bactérias aos genótipos de trigo, porém 

o local de cultivo influenciou as respostas obtidas com a inoculação.  
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Ferreira et al. (2010) relatam que a resposta à inoculação é dependente da 

interação da cultivar com a estirpe contida no inoculante, onde verificaram que a 

variedade de trigo BR 296 respondeu a inoculação de Azospirillum brasilense, 

enquanto que BR 276 não respondeu a inoculação. Os mesmos autores ainda 

observaram que o aumento da dose de fertilizante nitrogenado interferiu na resposta 

da planta à inoculação com A. brasilense. A inoculação de Azospirillum com menor 

quantidade de N foi 22% superior na produtividade de trigo, em experimentos de 

campo realizados no México (CABALLERO-MELLADO, CARCAÑO-MONTIEL e 

MARCARÚA-ESPARZA, 1992). 

Pelo fato da interação entre bactérias diazotróficas e gramíneas não ocorrer 

de forma visível, como na interação entre rizóbios e leguminosas, os dados 

econômicos sobre os efeitos da FBN em gramíneas são inconstantes, e não 

quantificados adequadamente (FIGUEIREDO et al., 2010). A especificidade na 

interação entre a bactéria, a espécie vegetal, os genótipos envolvidos, as condições 

nutricionais, assim como de fatores abióticos do meio ambiente, contribuem para a 

incerteza desta quantificação (MOREIRA et al., 2010).   

Em trabalho comparando a inoculação de diferentes espécies de 

Herbaspirillum e Burkholderia em milho, Alves (2007), verificou que o gênero 

Herbaspirillum teve maior potencial para a promoção de crescimento na cultura em 

vários parâmetros avaliados. Em outro trabalho, Alves e Reis (2011) constataram um 

incremento de 250% com a inoculação de H. seropedicae em dois genótipos de 

milho testados. Araújo et al. (2013), ao avaliarem 35 genótipos de comerciais de 

milho entre híbridos e variedades, constataram que apenas 9 híbridos apresentam 

ganhos de crescimento ou acúmulo de N com a inoculação das sementes com a 

estirpe H. seropedicae.  

Lopes et al. (2008) por sua vez avaliando o incremento de produtividade de 

milho na safra e safrinha, constataram que na safra tanto a variedade testada como 

o híbrido apresentaram comportamentos diferentes em resposta a inoculação de H. 

seropedicae, e que somente na safrinha houve resposta positiva a inoculação da 

bactéria. Já Dotto et al. (2010) verificaram que a inoculação de H. seropedicae não 

influenciou as variáveis analisadas, contudo, cada híbrido apresentou 

comportamentos distintos sobre a massa de espiga e a produtividade de grãos. 
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Diante disso, pesquisas que avaliem o comportamento dos microrganismos 

aplicados a campo e as condições próprias de cada região agrícola, bem como as 

interações planta-bactéria presentes, são imprescindíveis para o estabelecimento e 

a recomendação de produtos biotecnológicos, como biofertilizantes e/ou 

bioinoculantes, que maximizem o potencial de produção pela FBN (KUSS, 2006) e 

promoção de crescimento vegetal (SINGH; PANDEY e SINGH, 2011). 

 

2.4 ECOLOGIA E BIODIVERSIDADE DAS RIZOBACTÉRIAS 

 

A microbiota do solo sofre um enorme impacto físico e biológico devido à 

intensa atividade das raízes das plantas. Os processos que ocorrem entre as raízes 

e os microrganismos do solo são determinados pela disponibilidade e ciclagem de 

nutrientes, e pela solubilização de elementos para as plantas e microrganismos, 

criando na rizosfera um microecossistema, que pode exibir propriedades 

completamente diferentes em comparação com o solo vizinho e não diretamente 

influenciado pela atividade das raízes (NEUMANN; GEORGE e PLASSARD, 2009). 

Nesse sentido, as rizobactérias (bactérias que se associam às plantas 

colonizando suas raízes) estão presentes em todos os ambientes terrestres, 

colonizando o interior e exterior de órgãos de plantas, de maneira benéfica, neutra 

ou prejudicial ao seu crescimento (MARIANO et al., 2004). Com base na sua relação 

com o hospedeiro, as rizobactérias podem ser divididas em dois grupos: o primeiro 

das bactérias endofíticas que são geralmente definidas como aquelas que vivem no 

interior das plantas sem causar danos visíveis; e o segundo composto pelas 

bactérias fitopatogênicas (AZEVEDO, 1998).  

No entanto, essa separação não é definitiva, uma vez que as relações entre 

planta-bactéria dependem de fatores como as condições ambientais ou do equilíbrio 

com as outras populações bacterianas e interações genótipo-genótipo. Assim, uma 

bactéria endofítica pode colonizar somente a rizosfera de determinada espécie 

vegetal, ou ainda, uma bactéria epífita pode entrar na planta, tornando-se endofítica 

ou patogênica (ANDREWS; HARRIS, 2000).  

De acordo com Barriuso et al. (2008) as rizobactérias podem ser classificadas 

em quatro principais grupos: Pseudomonas spp., Bacillus spp., Rizóbios e 

Diazotróficos. 
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O grupo dos Bacillus spp. é constituído por 95% dos gram-positivos presentes 

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

(GARBEVA; VEEN e ELSAS, 2003). Algumas espécies de Bacillus têm sido isolados 

a partir da rizosfera de Poaceas, e verificado seu potencial na promoção do 

crescimento (MAVINGUI et al., 1992). O gênero Pseudomonas spp. é o mais 

abundante e com elevada diversidade ecológica na rizosfera, sendo caracterizadas 

como gram-negativas, e frequentemente isoladas de raízes de diversas plantas 

(COELHO et al., 2007). 

Os rizóbios são bactérias de modo geral gram-negativas, que após se 

estabelecerem dentro de nódulos radiculares de leguminosas, fixam nitrogênio 

atmosférico, bem como apresentam capacidade de promoção de crescimento 

quando associados às raízes de plantas não leguminosas em uma relação não-

específica (BHATTACHARJEE et al., 2012). Este grupo é composto por vários 

gêneros como: Rhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, 

Allorizhobiume Sinorhizobium (BHATTACHARJEE; SINGH; MUKHOPADHYAY, 

2008). 

Os diazotróficos compreendem os microrganismos procariotos, incluindo 

representantes das arqueobactérias, cianobactérias, bactérias gram-positivas e 

gram-negativas, dentre elas as bactérias diazotróficas promotoras de crescimento 

vegetal, que apresentam grande diversidade morfológica, fisiológica, genética e 

filogenética. As bactérias diazotróficas de vida livre ou endofíticas apresentam 

grande diversidade de espécies e a associação com as plantas garantem esses 

microrganismos a capacidade para se adaptarem em condições adversas, em 

diferentes habitats terrestres (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Diversas espécies de 

bactérias diazotróficas têm sido isoladas do solo ou de raízes e/ou parte aérea de 

várias espécies de importância agrícola e econômica (Tabela 2). 
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Tabela 2 . Isolamento de bactérias diazotróficas do solo e de raízes e/ou parte aérea 
de diversas espécies de importância agrícola e econômica  

Isolamento  Referência 

Solo 

Giuntini et al., 2006 
Beneduzi et al., 2008b 
Silva e Melloni, 2011 
Neiverth, 2012 

Gramíneas 

Rashid, Charles e Glick, 2012 
 
Khalid, Arshad e Zahir, 2004 
Sala et al., 2005 
Rodrigues et al., 2006 
Roesch et al, 2007 
Beneduzi et al., 2008a 
Beneduzi et al., 2008b 
Pedrinho, 2009 
Magnani, 2010 
Arruda et al., 2013 
Beneduzi et al., 2013 
Ji, Gururani e Chun, 2013 
 

Tubérculos 
Teixeira, Melo e Vieira, 2005 
Dawwan et al., 2013 
 

Orquidáceas 
Lange e Moreira, 2002 
Galdiano Jr et al., 2011 
 

Cafeeiros 
Jiménez-Salgado et al., 1997 
Santos, Cristales e Mellado, 2001 
 

Canola Farina et al., 2012 
 

Araucárias Neroni, 2007 
 

Eucaliptos Ferreira et al., 2008 
 

Frutíferas 
Weber et al., 1999 
Lacava et al., 2006 
Bernardes, 2010 

 

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

então descritas pode ser representada pelas seguintes espécies: Azotobacter 

chroococcum, Azorhizophilus (syn. Azotobacter) paspali, Azospirillum brasilense, A. 

lipoferum, A. amazonense, A. halopraeferans, Leptchloa fusca, A. irakense, A. 

doebereinerae, Miscanthus spp., A. oryzae, A. mellis, Melinis minutiflora, A. 

canadense, A. zeae, Alcaligenes faecali, Azoarcus indigens, A. communis, 

Paenibacillus durus (syn. Bacillus azotofixans), Bacillus spp., Bacillus megaterium, B. 

cereus e B. licheniformis, Paenibacillus brasilensis, Beijerinckia fluminensis, 
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Beijerinckia spp., Burkholderia vietnamiensis, B. kururiensis (syn. B. brasiliensis) B. 

tropica (syn. B. tropicalis), B. unamae, B. silvatlantica, B. terrae, B. ginsengisoli, 

Arcobacter (syn. Campylobacter) nitrofigis, Derxia spp, Enterobacter spp. 

(agglomerans, cloacae, aerogenes), Gluconacetobacter (syn. Acetobacter) 

diazotrophicus, Gluconacetobacter johannae e G. azotocaptans; Herbaspirillum 

seropedicae, Herbaspirillum (syn. Pseudomonas) rubrisubalbicans, Herbaspirillum 

frisingense, Klebsiella spp. (K. planticola, K. oxytoca) e Sphingomonas paucimobilis.  

Segundo Neiverth (2012), os estudos sobre a biodiversidade de bactérias do 

solo e de rizobactérias são essenciais e de extrema importância para proporcionar 

avanços no conhecimento das populações rizobacterianas e suas aplicações na 

agricultura, proteção do ambiente e na biotecnologia. 

 

2.5 PRINCIPAIS MÉTODOS EMPREGADOS NO ESTUDO DA BIODIVERSIDADE 

DE RIZOBACTÉRIAS 

 

A taxonomia bacteriana é usada para classificar as bactérias, ou seja 

estabelecer relações entre um grupo e outro de microrganismos e os diferenciar. 

Essa classificação pode ser obtida com base em similaridades das sequências de 

nucleotídeos no DNA (TORTORA; FUNKE e CASE, 2012).  

De maneira geral, a sistemática foi baseada principalmente na caracterização 

morfológica, bioquímica e fisiológica das bactérias e mais recentemente por análise 

molecular (PELCZAR JR; CHAN e KRIEG, 1997). Dentre os métodos utilizados, a 

capacidade de utilização de diferentes fontes de carboidrato, temperatura de 

crescimento e a presença de determinadas enzimas, são os que se destacam. 

Porém um único método pode não ser útil, sendo necessário um conjunto de testes 

para diferenciar os grupos bacterianos (BUSSE; DENNER e LUBITZ, 1996).  

A caracterização morfológica se dá principalmente pelo tamanho, forma, 

arranjo e presença de estruturas como flagelos, por meio de diferentes tipos de 

microscópios e métodos de coloração, sendo a coloração de Gram a mais utilizada 

(PELCZAR JR; CHAN e KRIEG, 1997). 

Os testes bioquímicos, ou provas bioquímicas para identificação de bactérias, 

são dividido em dois grupos: metabolismo e atividade enzimática, sendo os 

principais a fermentação de carboidratos, teste da catalase, teste de utilização de 

citrato, presença de descarboxilases, teste da urease, produção de H2S (gás 
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sulfídrico), teste do indol, redução de nitrato e hidrólise do amido (VERMELHO et al., 

2006). A caracterização bioquímica utilizando-se o sistema API (Appareils et 

Proceedes d'Identification), um kit para avaliar as características fenotípicas e 

bioquímicas de bactérias, tem sido usados em vários trabalhos como forma de 

identificar e diferenciar os isolados (FERNANDES; FERNANDES e RODRIGUES, 

2001; ESTRADA et al., 2002; ASIS JR e ADACHI, 2003; MAGNANI, 2005). 

Além dos testes mencionados, para identificação de BPCV são realizados 

testes bioquímicos específicos (CATTELAN, 1999). Entre estes estão à atividade da 

ACC-deaminase (GLICK, 2005; SHAHAROONA; ARSHAD e ZAHIR, 2006; GLICK et 

al., 2007; SALEEM et al., 2007); o ensaio da redução do acetileno (ARA) para 

determinação da atividade da nitrogenase (ASIS JR e ADACHI, 2003; TAN et al., 

2009; MAGNANI et al., 2010; BARUA et al., 2012;); a determinação da solubilização 

de fosfato (BENEDUZI et al., 2008b; FURNKRANZ; MULLER e BERG, 2009; 

MARRA et al., 2012; ARRUDA et al., 2013; DAWWAM et al. 2013); a determinação 

da solubilização de sideróforos (D`ONOFRIO et al., 2010; BENEDUZI et al., 2013); a 

produção de fitormônios (PEDRAZA et al, 2004; CERIGIOLI, 2005; MARCHIORO, 

2005; FENG; SHENG e SONG, 2006; KUSS et al., 2007; MENDES at al., 2007; 

EGAMBERDIEVA et al., 2008; ALI et al., 2009; KROME et al., 2010; PEDRINHO et 

al., 2010).  

Porém, o posicionamento taxonômico mais preciso é possível com a 

utilização de técnicas moleculares, que tornou possível a avaliação das relações 

filogenéticas entre estirpes (HUNGRIA e ARAÚJO, 1994). Segundo Kirchoff et al. 

(1997), a identificação de novos isolados por meio de critérios puramente fenotípicos 

e fisiológicos é extremamente difícil. Por esse motivo é importante a utilização de 

diferentes métodos, principalmente a nível molecular, para posicionar 

taxonomicamente novas estirpes que são isoladas.  

Por meio de marcadores moleculares e amplificação por PCR (Polymerase 

Chain Reaction ou a reação em cadeia da polimerase), o gene ribossomal 16S 

rDNA, tem sido usado para construir um esboço da árvore evolutiva de bactérias. A 

partir do produto da PCR, tem se realizada diversas análises moleculares, como a 

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 Gradient Gel Electrophoresis), PCR-SSCP 
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(Single Strand Conformation Polymorphism), PCR de sequências repetitivas de DNA 

(rep-PCR usando primers REP, ERIC ou BOX), PCR com primers randômicos 

(RAPD, AP-PCR), AFLP (Amplified Fragment Lengh Polymorphism), MLST 

(Multilocus Sequence Typing, tipagem por sequenciamento de lócus múltiplos) e 

ainda MLSA (Multilocus Sequence Analysis)  (HUNGRIA e ARAÚJO, 1994; 

WIDJOJOATMODJO,  FLUIT e VERHOEF, 1994; STRALIOTTO e RUMJANEK, 

1999; REIS JR et al., 2002; STACKEBRANDT et al., 2002; VIDEIRA; ARAÚJO e 

BALDANI, 2007; WOO et al., 2007; SUN et al., 2008; GUEYE et al., 2009; 

PRAKAMHANG et al., 2009; NEIVERTH, 2012; SRINIVASA, SHARANAIAH e 

SHIVAMALLU, 2012).  

Até pouco tempo, os genes ribossomais eram sequenciados de forma parcial 

(YOUNG; DOWNER e EARDLY, 1991) ou ainda, empregadas técnicas como PCR-

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, polimorfismo do comprimento de 

fragmentos de restrição) (GERMANO et al., 2006; BRUGGER et al., 2012). No 

entanto, atualmente com equipamentos de última geração e a redução no custo do 

sequenciamento, tem-se incentivado a utilização de sequencimanto de genes para 

determidações filogenéticas, como o gene 16S ou genes Nif funcionais em bactérias 

diazotróficas (FURNKRANZ; MULLER e BERG, 2009; MAGNANI, 2010; PEDROSA 

et al., 2011; RASHID; CHARLES e GLICK, 2012; MONTAÑEZ et al., 2012; 

BENEDUZI et al., 2013; JI; GURURANI e CHUN, 2013).  

A partir das sequências do gene 16S rDNA ou Nif as mesmas são 

comparadas com sequencias do banco de dados público, como o GenBank do NCBI 

(National Center for Biotechnology Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e o 

RDP (Ribosomal Database Project - http://rdp.cme.msu.edu) (MAGNANI, 2005). 

Com base no sequenciamento do gene do DNA ribossomal 16S de bactérias 

cultivadas, são reconhecidos atualmente 6.466 espécies que estão distribuídas em 

26 filos, 41 classes, 88 ordens, 240 famílias e 1194 gêneros (BRENNER et al., 

2007). Entretanto, se forem considerados aqueles microrganismos que ainda não 

foram cultivados, mas que podem ser identificados por meio de técnicas de biologia 

molecular pode-se detectar até 52 filos bacterianos (RAPPÉ e GIOVANNONI, 2003). 

Brenner et al. (2007) afirmam que os grupos bacterianos mais frequentes 

encontrados na análise de diversidade são Proteobacteria, Firmicutes e 

Actinobacteria que prevaleceriam sobre os outros grupos devido a facilidade de 
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cultivo dos mesmos ou devido ao sucesso no estabelecimento, competição, 

crescimento e desenvolvimento nos ecossistemas acessados.  

Outra técnica recente é a do MALDI-TOF (ionização/dessorção da matriz 

assistida por laser – tempo de voo), por espectrometria de massa, que tem se 

mostrado uma ferramenta poderosa para uma rápida identificação de 

microrganismos (HENRIQUES, 2010; COLTELLA et al., 2013). Stets et al. (2013), 

compararam a técnica de MALDI-TOF e o sequenciamento do gene 16S rDNA, para 

avaliar a diversidade de bactérias associadas com plantas de trigo, e revelaram uma 

prevalência da Classe Gammaproteobacteria, com Pseudomonas e Pantoea como 

os principais grupos, e perceberam ainda que o perfil de MALDI-TOF pode fornecer 

uma resolução mais fina a nível de espécie em comparação com o sequenciamento 

do gene 16S rDNA. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1 ISOLAMENTO DAS BACTÉRIAS  

 

As cultivares utilizadas como plantas iscas para o isolamento das bactérias 

foram CD 120 (trigo) e a IAPAR 114 (milho). A semeadura das plantas iscas de trigo 

ocorreu nos meses de junho e julho de 2011, e as plantas foram coletadas em 

agosto e setembro de 2011. As plantas iscas de milho foram semeadas no mês de 

setembro de 2011, e a coleta ocorreu em novembro de 2011. O plantio de ambas as 

culturas foi realizado em três áreas de mata na Região Oeste do Paraná: área 1:  

Argissolo vermelho (Iporã/PR); área 2: Latossolo roxo (Linha La Salle-Palotina/PR) e 

área 3: Nitossolo vermelho (Linha Aparecidinha-Palotina/PR) classificados segundo 

Bhering e Santos (2008) (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 . Localização das três áreas de coleta das plantas iscas. 
FONTE: BHERING e SANTOS (2008) 

Área 1: Argissolo 
Vermelho (Iporã/PR) 

Área 3: Nitossolo 
Roxo (Linha 
Aparecidinha 
Palotina/PR) 

Área 2: Latossolo 
Roxo (Linha La 

Salle Palotina/PR) 
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Na tabela 3 estão as características físico-químicas da camada de 0-20 cm do 

solo dos diferentes locais de coleta. 

 

Tabela 3 . Características físico-químicas da camada de 0-20 cm do solo dos 
diferentes locais de coleta, Palotina/PR 2011 

 

 
A1: área 1 - Argissolo vermelho (Iporã/PR); A2: área 2 - Latossolo roxo (Linha La Salle-Palotina/PR) e A3: área 3 
- Nitossolo vermelho (Linha Aparecidinha-Palotina/PR). Laboratório de Análise do Solo da Coodetec - 
Cooperativa Central de Pesquisa Agrícola. 

 

 

Decorrido os 60 dias da germinação, de cada localidade foram retiradas as 

plantas, e levadas ao Laboratório de Bioquímica e Genética (LABIOGEN) da 

Universidade Federal do Paraná – Campus Palotina. 

No laboratório, foram pesados em triplicata 1 g de raízes oriundas de um 

conjunto de várias plantas de cada local. As raízes foram lavadas em água corrente 

e em câmara de fluxo laminar imersas em etanol 70% por 30 s e em seguida em 

hipoclorito de sódio (produto comercial) 0,2% por 60 s, para então, ser realizada a 

tríplice lavagem em água destilada e autoclavada. As raízes foram maceradas em 

cadinho com 9 mL de solução salina (NaCl 0,9%), feito este procedimento, todo o 

conteúdo foi devolvido ao tubo de ensaio, configurando a primeira diluição 10-1. 

Posteriormente foram realizadas as diluições seriadas para o plaqueamento 

até a diluição 10-5. Cada diluição foi plaqueada (0,1 mL) em meio de cultura sólido 

(Anexo A), com o auxilio de uma alça de Drigalski, DYGS (RODRIGUES NETO; 

MALAVOLTA; VICTOR, 1986) e os semi-seletivos: NFb, JNFb, LG, LGD, LGI, LGI-P 

(DÖBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995). As placas foram colocadas em estufa 

de crescimento a 30ºC, com exceção do meio LGI em temperatura de 35ºC ± 2ºC, 

por até 7 dias. Foi realizado o repique das bactérias a cada 7 dias até a obtenção de 

culturas puras. 

Após a obtenção das culturas puras, os isolados foram armazenados em 

frasco tipo penicilina contendo meio de cultura sólido inclinado (o mesmo que a 

bactéria foi isolada), e mantido em sala climatizada. As mesmas também foram 

guardadas em glicerol 50%, a –20ºC. 

 

Solo pH MO 
g dm-3 

P 
mg dm-3 

      K+                 Ca2+         Mg2+              Al3+          H++Al3+ 

      -----------------------------cmolc dm-3------------------------------ 
SB V% Argila 

% 
Silte  
% 

Areia 
% 

A1 4,8   8,42   2,7 0,13 1,13 0,33 2,4 2,54 1,59 38,5   9,0   4,0 87,0 
A2 5,2 14,74 44,7 0,23 2,08 0,79 0,0 3,18 3,10 49,3 18,0 22,0 60,0 
A3 5,3 20,77 42,7 0,30 2,92 1,22 0,0 3,42 4,44 56,4 16,0 22,0 62,0 
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As bactérias foram nomeadas segundo a planta isca e o tipo de solo de onde 

foram isoladas. Como exemplo: UFPRPALT 1-1 , sendo UFPR: a universidade onde 

foram realizados os experimentos; PAL : por ser na cidade de Palotina/PR; T ou M: 

isolada da cultura do Trigo ou do Milho; 1, 2 ou 3: referente a área onde as plantas 

foram coletadas para o isolamento, área 1: Argissolo vermelho (Iporã/PR); área 2: 

Latossolo roxo (Linha La Salle-Palotina/PR) e área 3: Nitossolo vermelho (Linha 

Aparecidinha-Palotina/PR); -no número da bactéria isolada.  

     

3.2 CARACTERIZAÇÃO PARCIAL DOS ISOLADOS    

 

A partir do isolamento, as bactérias foram caracterizadas de acordo com o 

meio de crescimento, temperatura de incubação, coloração da colônia, coloração de 

Gram e da forma das células bacterianas.  

Para coloração de Gram foi utilizada a metodologia segundo Magnani (2005) 

onde uma única colônia isolada em placa foi retirada com o auxílio de um palito e 

espalhada numa lâmina de vidro com uma gota de solução salina estéril. A fixação 

da bactéria na lâmina ocorreu pela submissão ao fogo, seguida de adição de 

solução cristal de violeta e tratamento com lugol. A descoloração foi realizada com 

álcool-acetona, tratamento com fucsina por 30 s e visualização em microscópio. 

A técnica da coloração de Gram consiste em diferenciar as bactérias em 

Gram-positivas ou Gram-negativas, pois sua parede celular possui formações 

químicas diferentes. Microrganismos Gram positivos se coram de roxo devido à 

capacidade em reter a coloração de cristal violeta após descoloração com álcool-

cetona, por ter a parede celular composta por mureína (peptídeoglicano – peptídeo 

de ácido n-acetilmurâmico). Os Gram negativos por sua vez tem a parede celular 

composta predominantemente por ácidos graxos (lipopolissacarídeo e lipoproteína) 

e perdem o complexo iodo-pararosanilina, desta forma, são incapazes de reter a 

coloração violeta após o tratamento com álcool e quando contrastadas com um 

corante de cor diferente ficam rosa (TORTORA et al., 2012). Através desta técnica 

também é possível verificar a morfologia e o arranjo bacteriano. 
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3.3 CARACTERIZAÇÃO BIOQUÍMICA   

 

Com as bactérias isoladas em colônias puras foi realizado o teste da 

solubilização do fosfato em meio de cultura NBRIP sólido (Anexo A), conforme 

metodologia proposta por Nautiyal et al. (2000). Em câmara de fluxo laminar, foi 

retirada uma alíquota da colônia bacteriana com o auxílio de um palito, e cada 

isolado foi inoculado em quatro pontos no meio NBRIP. Os pontos foram 

considerados repetições para cada isolado, que foram incubados em estufa a 28ºC, 

por 6 dias. Decorrido este tempo foi realizada a avaliação da solubilização por meio 

da medição do diâmetro do halo de solubilização, e do halo da colônia com o auxilio 

de uma régua graduada.  

A partir dessas medidas, foram obtidos os Índices de Solubilização (IS) para 

cada isolado por meio da fórmula: IS = f Halo (mm) / f Colônia (mm), sendo f o 

diâmetro do halo ou da colônia (BERRAQUERO, BAYA, CORMENZANA, 1976). 

Com base nos Índices de Solubilização obtidos, os isolados foram classificados 

como isolados com baixo (IS<2), médio (IS>2) e alto (IS≥4) potencial de 

solubilização de fosfato. Dentro de cada índice foi realizada a Análise de Variância 

(ANOVA) e as médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, 

com o auxílio do aplicativo computacional GENES (CRUZ, 2006). 

A avaliação da produção do ácido indol-3-acético (AIA) dos isolados foi 

realizada da seguinte forma: os isolados foram inoculados em frascos de vidro (tipo 

penicilina) contendo meio DYGS com e sem suplementação de L-Triptofano (0,2 M). 

Os frascos foram incubados em estufa a 28ºC sob agitação constante de 120 rpm, 

no escuro pelo período de 24 h, e os testes foram feitos em triplicata.  

Após o período de cultivo, 2 mL do meio de cultura foi  centrifugado à 10.000g 

(4ºC) por 10 min. Em seguida, 1 mL do reagente de Salkowski (SARWAR; KRAMER, 

1995) foi adicionado a 1,5 mL do sobrenadante. As amostras foram deixadas em 

repouso no escuro por 30 min para desenvolvimento da cor, que se apresenta rósea 

mais intensa quando há maior quantidade de ácido indol-3-acético (KUSS et al., 

2007). A quantificação do AIA foi realizada por leitura de absorbância à 535 nm 

(ASGHAR et al.,2002), utilizando uma curva padrão de ácido indol-3-acético (0,3 mg 

mL-1) diluída em água, em diferentes concentrações que variaram de 0 a 0,3 mg mL-

1, adicionadas ao reagente de Salkowski. O restante do sobrenadante foi vertido fora 

e o pellete foi congelado em freezer a -20ºC para posterior determinação de 
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proteínas totais (LOWRY et al., 1951) com a finalidade de normalização das leituras 

de produção de AIA. Culturas bacterianas de Herbaspirillum seropedicae SmR1 e 

Azospirillum brasilense Ab-V5 foram cultivadas sob as mesmas condições para 

serem consideradas como padrões. 

 Conforme proposto por Medrado (2011) os pellets foram descongelados em 

temperatura ambiente. Posteriormente adicionou-se 1 mL de NaOH 0,1 M a cada 

amostra e, estas foram incubadas em banho-Maria por 10 min a 90ºC para lise 

celular. Em seguida, foram submetidas à centrifugação, a 10.000 g e 4ºC por 10 min. 

Uma alíquota de 200 µL foi retirada do sobrenadante para um microtubo onde 

adicionou-se 1 mL da solução A (Anexo A) que ficou agindo por 10 min para adição 

de 100 µL de Folin-Ciocalteu, e incubação  por 30 min. A determinação de proteínas 

foi realizada por espectrofotometria a 660 nm.  

A partir das curvas padrão e das absorbâncias de AIA e proteína de cada 

amostra, foram realizados os cálculos, através da razão entre a concentração final 

de AIA e a concentração final da proteína, expressos como µg AIA mg de proteína-1. 

Os dados obtidos foram submetidos à Análise de Variância (ANOVA) e as médias 

agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, com o auxílio do 

aplicativo computacional GENES (CRUZ, 2006). 

 

3.4 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR   

 

3.4.1 Extração de DNA Genômico 

 

Para as análises moleculares, foi realizada a extração de DNA genômico 

bacteriano no Laboratório de Bioquímica e Genética (LABIOGEN) da Universidade 

Federal do Paraná – Campus Palotina. O DNA genômico bacteriano foi extraído 

seguindo protocolo proposto por Cheng e Jiang (2006), onde as estirpes bacterianas 

foram crescidas em meio DYGS líquido, sob agitação constante de 120 rpm, por 16 

h. Alíquotas (2 mL) da cultura foram pipetadas e centrifugadas em micro tubos a 

9.000 rpm por 2 min.  Ao pellet foi adicionado 400 µL de STE (100mM de NaCl; 10 

mM de Tris HCl pH 8.0 e 1,0 mM de EDTA pH 8.0) que foi ressuspendido e 

centrifugado por 2 min. Na etapa seguinte, novamente o pellet foi ressuspendido em 

200 µL de tampão TE (10 mM de Tris HCl pH 8.0 e 1 mM de EDTA pH 8.0) e com a 

adição de 100 µL de fenol saturado. Após agitação em vortex por 1 min as amostras 
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foram centrifugadas por 5 min a 12.000 g e 4oC para separar a fase aquosa da fase 

orgânica. Alíquotas de 160 µL da fase aquosa foram transferidas para novos tubos 

de 1,5 mL, adiçionadas 40 µL de tampão TE e 100 µL de clorofórmio, que foram em 

seguida centrifugadas por 5 min a 12.000 g  sob refrigeração, sendo esta etapa 

repetida por duas vezes. A seguir, a 160 µL da fase aquosa foram adicionados 40 µL 

de tampão TE e 5 µL de RNAse (10 mg mL-1), seguindo incubação a 37ºC por 10 

min para digestão do RNA. Posteriormente, foi acrescentado 100 µL de clorofórmio e 

as amostras foram centrifugadas sob refrigeração  por 5 min a 12.000 g. A fase 

aquosa (cerca de 150µL) foi coletada e transferida para um novo microtubo de 1,5 

mL. O DNA purificado foi armazenado em freezer a -20oC. Para verificar a pureza do 

DNA, o mesmo foi quantificado e padronizado em espectrofotômetro A260/A280, e 

submetido a eletroforese em gel de agarose a 0,8% (70 V por aproximadamente 1 h) 

em tampão TBE (Tris-ácido bórico EDTA).  

 

3.4.2 Amplificação do Gene 16S rDNA 

 

Para a amplificação do gene 16S rDNA foi utilizada a técnica de PCR 

utilizando-se um termociclador VERITI Applied Biosystems. Esta etapa e a etapa de 

análise de restrição do DNA ribossomal amplificado foram realizadas na empresa 

COODETEC (Cooperativa Central de Pesquisa Agrícola) de Cascavel. 

Para uma reação de PCR com volume final de 30 µL, foi utilizado 3 µL 

Tampão da Taq 10x; 2,25 µL de  25 mM de MgCl2; 1 µL de 10 mM de cada 

desoxiribonucleotídeo; 1 µL de cada oligonucleotídeo iniciador (primer Y1 e Y3 na 

concentração de 4mM); 2 µL de Taq DNA polimerase; 2 µL de DNA (50 a 100 ng) e 

água milli-Q estéril para completar um volume final de 30 µL. As amostras foram 

amplificadas de acordo com o seguinte programa: 93ºC, por 2 min; 35 ciclos de 93ºC 

por 45 s, 62ºC por 30 s, 72ºC por 2 min, seguidos de uma extensão final por 5 min, a 

72ºC.  

Para confirmação da amplificação, 5 µL da reação + 2 µL do corante IV 

(Anexo A) foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose a 0,8% em 

tampão TBE, juntamente com 3,5 µL do marcador de peso molecular de 100 pb. A 

eletroforese foi desenvolvida por aproximadamente 1 h e fotodocumentada (aparelho 

Loccus Biotecnologia L.PIX).  
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3.4.2.1 Oligonucleotídeos Iniciadores Utilizados  

 

Nas reações de amplificação do gene 16S rDNA foram usados os 

oligonucleotídeos iniciadores descritos por Young; Downer e Eardly (1991): Y1-Y3 

(Figura 5). O Y1f (TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC) anela na ponta 5’ do gene 

16S rDNA e o Y3r (TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC) na 3’, gerando um 

produto de amplificação que compreende quase todo o gene, de aproximadamente 

1,5 Kb.  

 

 

Figura 5 . Esquema de anelamento dos oligonucleotídeos na região Y1-Y3 do gene 
16S rDNA. 
Fonte: MAGNANI, 2005. 

 

3.4.3 Análise de Restrição do DNA Ribossomal Amplificado  

 

Após a obtenção dos produtos da PCR, foi utilizada a técnica de restrição do 

DNA ribossomal amplificado (Amplified Ribossomal DNA Restriction Analysis -

ARDRA). A técnica envolve a amplificação enzimática utilizando iniciadores dirigidos 

para as regiões conservadas nas extremidades do gene 16S, seguido por digestão 

usando enzimas de restrição, onde se pode analisar o perfil de fragmentos gerados 

a partir desta digestão (FIGUEIREDO et al., 2010). Desta forma, após a obtenção do 

produto da PCR do gene 16S, os mesmos foram digeridos com as seguintes 

enzimas de restrição: Rsa I, Hae III, Hinf I, para a análise de similaridade entre os 

isolados. 

Para uma reação com cada uma das enzimas de restrição, com volume final 

de 10 µL, foi utilizado 1 µL de Tampão da enzima; 0,6 µL da enzima e 5 µL do 

produto da PCR (16S amplificado) e água milli-Q estéril para completar um volume 

final de 10 µL. As amostras foram incubadas à 37 ºC por 4 h. Para verificação do 

padrão de bandas geradas por cada uma das enzimas, os 10 µL da reação + 4 µL 

do corante IV foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose a 2% em 
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tampão TBE, juntamente com 3,5 µL do marcador molecular de 100 pb. A 

eletroforese foi desenvolvida 60V por aproximadamente 2 h e fotodocumentada 

(aparelho Loccus Biotecnologia L.PIX).  

Os resultados de polimorfismo foram utilizados para análise de agrupamento 

por similaridade entre os isolados, através dos dados obtidos da análise do total das 

bandas de todos os perfis gerados pelas três enzimas de restrição, por 

transformação em uma matriz binária, sendo: 0 (ausência de banda) e 1 (presença 

de banda).  

Com os dados coletados foi estimada a distância genética entre os isolados, 

estimada pelo método de Jaccard, e em seguida agrupados pelo método das 

distâncias médias UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), 

sendo os mesmos representados graficamente por um dendograma gerado com o 

auxílio do aplicativo computacional GENES (CRUZ, 2008). 

 

3.4.4 Sequenciamento do Gene 16S rDNA 

 

A técnica de sequenciamento de fragmentos de genes possibilita a avaliação 

direta de polimorfismos de DNA, sendo este um dado utilizado para determinar a 

relação de parentesco entre indivíduos e populações, bem como inferências 

filogenéticas. Para a reação de sequenciamento foi realizada a extração e 

amplificação do DNA de cada isolado, conforme descrito nos itens 3.4.1 e 3.4.2.  

O sequenciamento dos fragmentos do gene 16S rDNA dos diferentes isolados 

foram sequenciados no Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular, 

Universidade Federal do Paraná, Campus de Curitiba. Estes foram purificados com 

enzimas exo/SAP, da seguinte maneira: 1 µL da enzima exo (3,3U), 1 µL da enzima 

SAP (0,66U) e 1 µL de água milli-Q estéril, em 20 µL de DNA (16S amplificado). As 

amostras foram dispostas em placa de 96 poços com 3 µL do mix + 20 µL de DNA 

para cada amostra, que foram levadas ao termociclador por 60 min a 37ºC, 15 min a 

80ºC e finalmente  mantendo 4ºC. 

Para a reação de sequenciamento, foram utilizados 1,5 µL de DNA (400-600 

ng), 2,5 µL do oligonucleotídeo iniciador (primer Y1 a 10 pmol), 1 µL de reativo de 

sequenciamento Big Dye terminator, 3 µL do Tampão Save Mone e 2 µL de água 

milli-Q estéril, num volume final de 10 µL.  As amostras foram dispostas em placas 

de 96 poços, com 8,5 µL do mix + 1,5 µL de DNA, para cada amostra.  
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Os parâmetros do termociclador foram: 1 ciclo de 1 min a 96ºC, seguido por 

30 ciclos de 96ºC por 15 s, 60ºC por 15 s e 60ºC por 4 min. Após a amplificação, foi 

realizado o protocolo de precipitação, onde numa nova placa de 96 poços para cada 

amostra foram adicionados 10 µL da amostra amplificada, 2 µL de acetato de 

amônio (7.5 M) 3 volumes (66 µL) de etanol absoluto e 10 µL de água Milli-Q. Esta 

placa foi colocada em gelo por 10 min, e centrifugada (3700 rpm a 20ºC) por 30 min. 

Decorrido o tempo, as amostras foram vertidas em papel absorvente e então 

lavadas com 100 µL com etanol 70%. Esta etapa foi repetida e as amostras foram 

deixadas para secar sob vácuo (cerca de 30 min). Após a secagem, as amostras 

foram tratadas com 10 µL de HiDi formamida e levadas para o aparelho de 

sequenciamento ABI3500 xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems - HITACHI). 

  

3.4.4.1 Análise das Sequências do Gene 16S rDNA  

 

As sequências obtidas pelo sequenciador ABI3500 xL  saíram no formato  do 

programa ab1 sequencing analises, no formato FASTA – Fast All (alinhamentos 

rápidos para toda a informação biológica, disponível on-line no NCBI), e foram 

analisadas pelo programa Seqmatch que serve para classificar taxonomicamente as 

sequências de acordo com a taxonomia bacteriana proposta no Bergey´s Trust ou 

como classificadas pelo NCBI- disponível no site RDP (Ribosomal Database Project 

- http://rdp.cme.msu.edu).  

Para a busca de similaridade, foi realizada a análise dos dados através do 

programa BLAST - Basic Local Alignment Search Tool (ALTSCHUL, 1997) usando o 

banco de dados do GenBank), disponível em www.ncbi.nlm.nih.gov). Através do 

BLAST foi possível determinar a identidade das sequências dos isolados através de 

alinhamentos locais entre as regiões da sequência desconhecida (a que se desejar 

pesquisar) e sequências existentes do banco de dados para o gene 16S. O 

resultado é uma lista de sequências com o nome do gene e o organismo a qual ele 

pertence, ou seja, de maior identidade. A qualidade do alinhamento é dada pelo 

valor score, e um valor E, que indica a probabilidade daquele alinhamento ter sido 

ao acaso e não devido a uma relação entre as sequências (MAGNANI, 2005). 
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3.5 AVALIAÇÃO IN VITRO DO EFEITO DA INOCULAÇÃO DE BACTÉRIAS NA 

PROMOÇÃO DO CRESCIMENTO DE PLÂNTULAS DE TRIGO  

 

O experimento de inoculação de bactérias in vitro foi conduzido no 

Laboratório de Bioquímica e Genética (LABIOGEN), da Universidade Federal do 

Paraná, Campus Palotina. Foram testadas seis estirpes bacterianas obtidas no 

ensaio de isolamento: UFPRPALT 1-1; UFPRPALT 1-14; UFPRPALM 2-77; 

UFPRPALM 3-87; UFPRPALM 1-121; UFPRPALM 1-122, bem como as bactérias 

Azospirillum brasilense Ab-V5 e Herbaspirillum seropedicae SmR1, e o controle, sem 

inoculação.   

As bactérias foram mantidas por sucessivas repicagens em meio sólido 

específico de isolamento, e incubadas em estufa a 28ºC. Para padronização da fase 

exponencial (log) de crescimento bacteriano foi realizada uma curva de crescimento 

em meio DYGS líquido, para todas as bactérias usadas neste ensaio. Esta análise 

foi realizada através da D.O. a 660 nm e da contagem de células bacterianas pela 

metodologia da microgota proposta por Romeiro (2001). 

Para o preparo do inóculo, uma colônia de cada bactéria foi transferida para 

um pré-inoculo contendo 5 mL de meio DYGS líquido em tubo Falcon de 50 mL 

mantido a 28ºC em uma incubadora do tipo Shaker a 120 rpm, overnight. Decorrido 

este tempo, 1 mL do pré-inóculo, foi transferido para erlenmeyer de 250 mL 

contendo 20 mL do meio DYGS líquido, até alcançarem a fase log de crescimento. 

Após o crescimento, a massa de células foi quantificada por turbidimetria a 660 nm. 

Para a inoculação foi necessária adequação do cálculo para a concentração 1·106 

células mL-1 em 50 sementes. As células bacterianas suficientes para o inóculo 

foram centrifugadas, ressuspendidas em salina (0,9%) e inoculadas nas 50 

sementes. 

Para o ensaio in vitro, 50 sementes do genótipo de trigo (Triticum aestivum L.) 

cv COODETEC (CD 120) foram lavadas em solução de hipoclorito acidificado 

(Anexo A) por 20 min (em agitação), seguidas por 3 lavagens em água destilada e 

autoclavada. Posteriormente, na câmara de fluxo laminar, as sementes foram 

colocadas em Placa de Petri com papel filtro embebido em água. As placas foram 

envolvidas em papel alumínio e permaneceram durante a noite.  
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As sementes pré-germinadas foram inoculadas por imersão (2 h) em 

suspensão bacteriana preparadas como descrito anteriormente, e transferidas para 

tubos de  ensaio contendo 20 mL de meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) 

líquido sem adição de nitrogênio (NH4NO3 e KNO3) e pH ajustado para 5.8 (Anexo 

A). Nos tubos foram acrescentadas bolinhas de polipropileno, formando uma 

camada de 5 cm, servindo como suporte para as sementes, de modo que não 

fiquem submersas no meio de cultivo. Cada tubo recebeu uma semente pré-

germinada com 10 repetições por tratamento. Estes ficaram em sala de crescimento 

sob fotoperíodo de 16 h de luz/ 8 h de escuro, com temperatura de 25± 2ºC, por 5 

dias. 

Decorrido os 5 dias de cultivo, 3 plântulas de cada tratamento foram retiradas 

dos tubos e as parte aéreas foram separada das raízes. Ambas foram medidas (cm) 

com régua graduada, para obtenção da altura e comprimento de raiz e em seguidas 

estas foram pesadas (mg) com balança analítica, para a determinação da massa 

fresca de parte aérea e de raiz. As mesmas amostras foram deixadas em estufa de 

secagem com circulação forçada a 65ºC por 48 h, para a obtenção da massa seca 

de parte aérea e de raiz. 

 Amostras de massa seca de parte aérea foram utilizadas para a análise do 

teor de Nitrogênio Total (Kjeldahl) de acordo com o método descrito por Bremner e 

Mulvaney (1982), realizado com 3 repetições por tratamento. Foram pesados 100 

mg da amostra seca, moído em moinho tipo Willye, em tubos de ensaio próprios 

para adaptar-se no destilador de proteína Kjeldahl. Foram adicionados 1 g da 

mistura digestora previamente preparada e 5 mL de ácido sulfúrico concentrado. 

Posteriormente, os tubos foram levados para a chapa digestora de proteína onde 

teve início à digestão a 50ºC, e a cada 30 min foram elevados 50ºC da temperatura, 

até atingir 400ºC (SILVA, 2002). 

 Para a destilação foram usados erlenmeyers de 125 mL com 10 mL de H3BO3 

previamente preparado. Uma solução de NaOH 50% foi adicionada e deixado 

destilar até o volume de 50 mL. Na titulação foi utilizado uma bureta com HCl a 0,05 

mol L-1 previamente titulado e com fator de correção conhecido, liberando-se HCl até 

o ponto de viragem de verde claro para róseo. 
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 O cálculo utilizado para o determinação do percentual de nitrogênio (N) foi: 

%N= V · N · f · 14 · 100 / peso da amostra (mg) 

V = volume de HCl (mL); 

N = normalidade 

f = fator de correção 

O valor obtido em %N foi transformado em g Kg-1 (%N · 10). 

Os parâmetros avaliados foram: altura da plântula (cm), comprimento de raiz 

(cm), massa fresca de parte aérea (mg), massa seca de parte aérea (mg), massa 

fresca de raiz (mg), massa seca de raiz (mg) e nitrogênio total (%), bem como a 

contagem de células bacterianas epifíticas e endofíticas.  

Com excessão da contagem de células bacterianas, os demais dados foram 

submetidos a Análise de Variância (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de 

Tukey a 5% de probabilidade, com o auxílio do aplicativo computacional GENES 

(CRUZ, 2006). 

 

3.5.1 Contagem de Células Bacterianas Epifíticas e Endofíticas 

 

Para a avaliação da contagem de células bacterianas epifíticas, 3 plântulas 

foram levadas para a câmera de fluxo laminar, onde tiveram as raízes separadas da 

parte aérea. Após, foram pesadas 0,1 g de raízes que foram colocadas em um tubo 

de ensaio com água destilada e autoclavada, em seguida imersas em outro tubo 

com 1 mL de solução salina (0,9%) e levadas ao sonicador por 1 min. A partir desta 

amostra, foram retiradas alíquotas de 100 µL e inoculada em microtubos, com 900 

µL de salina (0,9%), até a diluição 10-8.  

Na contagem de células bacterianas endofíticas, as mesmas raízes usadas 

na contagem epifítica, foram imersas em solução de Cloramina – T 1% por 30 s, 

posteriormente lavadas com água destilada e autoclavada. Em seguida, as raízes 

foram maceradas em 1 mL de solução salina (0,9%), e levadas ao sonicador por 1 

min, e realizada a diluição seriada até 10-8. As diluições foram inoculadas numa 

única placa de Petri contendo meio DYGS sólido, sendo 3 microgotas (5 µL) por 

diluição, constituindo assim 3 repetições por tratamento (ROMEIRO, 2001), onde 

cada microgota foi considerada uma repetição e o valor final foi a média de 3 

repetições. As placas foram colocadas em estufa de crescimento a 28ºC, e após 16 

h foi realizada a contagem de células bacterianas.  
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3.6 AVALIAÇÃO DO EFEITO DA PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO VEGETAL NA 

CULTURA DO TRIGO: ENSAIO DE INOCULAÇÃO EM VASO 

 

Os experimentos em casa de vegetação para a cultura do trigo foram 

conduzidos na Pontifícia Universidade Católica do Paraná, Campus Toledo (solo 

com alta fertilidade - AF) no mês de Abril de 2013 e na Universidade Federal do 

Paraná, Campus Palotina (solo com baixa fertilidade - BF), no mês de Maio de 2013. 

Vasos contendo 4,5 Kg de solo previamente peneirado, e sem adubação química 

foram preparados com solo de alta fertilidade (AF) (Latossolo roxo) e de baixa 

fertilidade (BF) (Argissolo vermelho). As análises físico-química dos solos foram 

realizadas (Tabela 4), e com base nos resultados foi feita adubação de base com 

400 Kg ha-1 de NPK (4-20-20) e de cobertura com Sulfato de Amônio (NH4SO3): 50 

Kg de N ha-1. 

 

Tabela 4 . Análises físico-química da camada de 0-20 cm dos solos usados nos 
experimentos de inoculação com bactérias na cultura do trigo, Palotina/PR e 
Toledo/PR – 2013  

 

 
BF – Baixa Fertilidade; AF – Alta Fertilidade. Laboratório de Análise do Solo da Coodetec - Cooperativa Central 
de Pesquisa Agrícola. 
 

Foram semeadas 5 sementes por vaso, com posterior desbaste aos 15 dias 

após a semeadura, deixando-se apenas 3 plantas por vaso. Os isolados utilizados 

neste experimento foram UFPRPALT 1-14; UFPRPALM 3-87 e Azospirillum 

brasilense Ab-V5. O preparo do inóculo foi realizado como descrito no item 3.5. 

 Foram realizados três grupos de avaliações onde os tratamentos consistiram 

conforme apresentado na tabela 5. Cada tratamento foi realizado em triplicata, 

totalizando 39 vasos e o delineamento experimental foi inteiramente casualizado. 

 

 

 

 

 

 

Solo  pH MO 
g dm-3 

P 
mg dm-3 

   K+           Ca2+    Mg2+       Al3+      H++Al3+ 

     ---------------------cmolc dm-3---------------------- 
   Fe        SB 
mg dm-3 

V% Argila Silte Areia 

BF  3,6 1,34   2,8 0,02 0,87 0,14     1,0      3,97   26,0       1,2 25,0 18,0   6,0 76,0 
AF  6,1 42,9 14,0 1,14 6,42 4,23     0,0      3,18   19,0     11,7 78,7 63,0 20,0 17,0 
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Tabela 5 . Descrição dos tratamentos utilizados nos experimentos 

 
Grupo  Tratamentos  Descrição dos tratamentos 

I 

T1 Controle sem inoculação e sem adubação 

T2 Inoculação Azospirillum brasilense 

T3 Inoculação A. brasilense + NPK 

T4 Inoculação A. brasilense + Sulfato de Amônio 

T5 Inoculação A. brasilense + NPK + Sulfato de Amônio 

II 

T1 Controle sem inoculação e sem adubação 

T2 Inoculação UFPRPALT 1-14 

T3 Inoculação UFPRPALT 1-14 + NPK 

T4 Inoculação UFPRPALT 1-14 + Sulfato de Amônio 

T5 Inoculação UFPRPALT 1-14 + NPK + Sulfato de Amônio 

III 

T1 Controle sem inoculação e sem adubação 

T2 Inoculação UFPRPALM 3-87 

T3 Inoculação UFPRPALM 3-87 + NPK 

T4 Inoculação UFPRPALM 3-87 + Sulfato de Amônio 

T5 Inoculação UFPRPALM 3-87 + NPK + Sulfato de Amônio 

 

 A rega e a aplicação do inseticida sistêmico pertencente aos grupos químicos 

Neonicotinóide (Imiadacloprido) e Piretróide (Beta-ciflutrina) e do fungicida sistêmico 

pertencente aos grupos químicos Estrubirulina (Piraclostrobina) e Triazol 

(Epoxiconazol) foram realizados conforme a necessidade. O controle de plantas 

daninhas foi realizada manualmente. 

Aos 30 dias após a semeadura foi realizada a adubação de cobertura com 

sulfato de amônio acrescentando-se 50 Kg de N ha-1em cobertura. A avaliação final 

da promoção de crescimento foi realizada aos 45 dias após a semeadura, através da 

avaliação da altura da planta, da massa fresca de parte aérea, da massa seca de 

parte aérea e dos teores de nitrogênio total do tecido foliar, como descrito no item 

3.5. 

Nos experimentos em vaso, a contagem de células bacterianas epifíticas foi 

realizada aos 45 dias após a germinação. Os vasos foram previamente molhados 

para facilitar a retirada das raízes. Destes, foram retiradas 3 plantas cuja parte 

radicular foi cortada e lavada em água corrente para retirar o excesso de solo. De 
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cada planta amostrada, foram pesadas 0,5 gramas e levadas para câmara de fluxo 

laminar, onde os procedimentos seguiram o protocolo descrito no item 3.5.1. Os 

dados foram submetidos a Análise de Variância (ANOVA) e as médias comparadas 

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com o auxílio do aplicativo 

computacional GENES (CRUZ, 2006). 

 

3.7 AVALIAÇÃO DO EFEITO DA PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO VEGETAL NA 

CULTURA DO MILHO: ENSAIO DE INOCULAÇÃO EM VASO 

 

O experimento com inoculação de bactérias na cultura do milho foi implantado 

em Setembro de 2012, na Universidade Federal do Paraná, Campus Palotina. O 

experimento foi realizado em vasos com capacidade de 4,5 Kg. O solo utilizado foi 

Argissolo vermelho de baixa fertilidade (BF), coletado na região de Iporã/PR (Tabela 

4). Com base na análise foi realizada a adubação de base (NPK) (4-20-20) na 

recomendação de 400 Kg ha-1 e de cobertura (Sulfato de Amônio (NH4SO3): 50 Kg 

de N ha-1), dependendo do tratamento.  

Foram semeadas 5 sementes por vaso, com posterior desbaste aos 10 dias 

após a semeadura, deixando-se apenas 3 plantas por vaso. Os isolados utilizados 

neste experimento foram UFPRPALT 1-14; UFPRPALM 3-87 e Azospirillum 

brasilense Ab-V5. O preparo do inóculo foi realizado como descrito no item 3.5. Os 

grupos de tratamentos e as determinações das variáveis foram os mesmos utilizados 

na cultura do trigo (item 3.6). 

Para a análise estatística os dados foram submetidos a Análise de Variância 

(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com 

o auxílio do aplicativo computacional GENES (CRUZ, 2006). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO PARCIAL DOS ISOLADOS BACTERIANOS 

 

Os resultados referentes à caracterização parcial das estirpes bacterianas 

isoladas de plantas de milho (M) e de trigo (T) em três áreas de mata na Região 

Oeste do Paraná: área 1: Argissolo vermelho (Iporã/PR); área 2: Latossolo roxo 

(Linha La Salle-Palotina/PR) e área 3: Nitossolo vermelho (Linha Aparecidinha-

Palotina/PR), são apresentados na tabela 6.  

 

Tabela 6 . Caracterização parcial das 136 estirpes bacterianas isoladas de plantas 
de milho e trigo em três áreas de mata na Região Oeste do Paraná, Iporã e 
Palotina/PR – 2011 

Isolados Meio de 
Cultura 

Temperatura 
(ºC) Gram Forma Coloração da 

Colônia 

UFPRPALT 1-1 LG 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALT 1-2 NFb 28 - 30 - Bacilos incolor 

 UFPRPALT 1-3 NFb 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALT 1-4 JNFb 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALT 1-5 JNFb 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALT 1-6 JNFb 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALT 1-7 LGI-P 28 - 30 + Bacilos incolor 

UFPRPALT 1-8 LGI-P 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALT 1-9 LGD 28 - 30 - Bacilos branca 

UFPRPALT 1-10 LGD 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALT 1-11 LGD 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALT 1-12 LGD 28 - 30 - Cocos amarela 

UFPRPALT 1-13 DYGS 28 - 30 - Bacilos amarela 

UFPRPALT 1-14 DYGS 28 - 30 - Bacilos branca 

UFPRPALT 1-15 LGI 35 -37 - Cocos branca 

UFPRPALT 1-16 LGI 35 -37 - Bacilos incolor 

UFPRPALT 1-17 LGI 35 -37 - Cocos branca 

UFPRPALT 2-18 LGI 35 -37 - Cocos branca 

UFPRPALT 2-19 LGI 35 -37 + Cocos branca 

UFPRPALT 2-20 LGI 35 -37 - Bacilos incolor 

UFPRPALT 2-21 LG 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALT 2-22 LG 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALT 2-23 LG 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALT 2-24 LG 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALT 2-25 LGI-P 28 - 30 - Cocos incolor 
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UFPRPALT 2-26 LGI-P 28 - 30 - Bacilos branca 

UFPRPALT 2-27 LGI-P 28 - 30 - Bacilos branca 

UFPRPALT 2-28 LGD 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALT 2-29 LGD 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALT 2-30 LGD 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALT 2-31 LGD 28 - 30 + Cocos incolor 

UFPRPALT 2-32 LGD 28 - 30 - Bacilos branca 

UFPRPALT 2-33 NFb 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALT 2-34 NFb 28 - 30 - Cocos branca 

UFPRPALT 2-35 JNFb 28 - 30 - Cocos branca 

UFPRPALT 2-36 JNFb 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALT 2-37 JNFb 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALT 2-38 JNFb 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALT 3-39 LGI 35 -37 - Cocos incolor 

UFPRPALT 3-40 LGI 35 -37 - Cocos amarela 

UFPRPALT 3-41 LGI 35 -37 - Cocos incolor 

UFPRPALT 3-42 LGI-P 28 - 30 - Bacilos branca 

UFPRPALT 3-43 LGI-P 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALT 3-44 LGI-P 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALT 3-45 LGI-P 28 - 30 - Bacilos amarela 

UFPRPALT 3-46 LG 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALT 3-47 LG 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALT 3-48 LG 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALT 3-49 LGD 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALT 3-50 LGD 28 - 30 + Cocos incolor 

UFPRPALT 3-51 LGD 28 - 30 - Bacilos branca 

UFPRPALT 3-52 JNFb 28 - 30 - Cocos branca 

UFPRPALT 3-53 JNFb 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALT 3-54 NFb 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALT 3-55 NFb 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALM 3-56 LGI 35 -37 - Bacilos branca 

UFPRPALM 3-57 LGI 35 -37 - Cocos incolor 

UFPRPALM 3-58 LGI 35 -37 - Cocos incolor 

UFPRPALM 3-59 LGI 35 -37 - Cocos amarela 

UFPRPALM 2-60 LGI 35 -37 - Cocos amarela 

UFPRPALM 2-61 LGI 35 -37 + Cocos amarela 

UFPRPALM 2-62 LGI 35 -37 - Cocos branca 

UFPRPALM 2-63 LGI 35 -37 - Cocos incolor 

UFPRPALM 3-64 LG 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALM 3-65 LG 28 - 30 + Cocos incolor 

UFPRPALM 3-66 LG 28 - 30 - Cocos amarela 

UFPRPALM 3-67 LG 28 - 30 - Cocos amarela 
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UFPRPALM 2-68 LG 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALM 2-69 LG 28 - 30 - Cocos amarela 

UFPRPALM 3-70 LGD 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALM 3-71 LGD 28 - 30 - Cocos branca 

UFPRPALM 3-72 LGD 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALM 3-73 LGD 28 - 30 - Cocos amarela 

UFPRPALM 2-74 LGD 28 - 30 - Diplococos incolor 

UFPRPALM 2-75 LGD 28 - 30 - Cocos amarela 

UFPRPALM 2-76 LGD 28 - 30 - Cocos amarela 

UFPRPALM 2-77 LGD 28 - 30 - Bacilos branca 

UFPRPALM 3-78 LGI-P 28 - 30 - Cocos branca 

UFPRPALM 3-79 LGI-P 28 - 30 - Cocos amarela 

UFPRPALM 3-80 LGI-P 28 - 30 - Bacilos amarela 

UFPRPALM 3-81 LGI-P 28 - 30 - Cocos amarela 

UFPRPALM 2-82 LGI-P 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALM 2-83 LGI-P 28 - 30 - Cocos amarela 

UFPRPALM 2-84 LGI-P 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALM 2-85 LGI-P 28 - 30 - Estreptococos incolor 

UFPRPALM 3-86 JNFb 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALM 3-87 JNFb 28 - 30 - Bacilos branca 

UFPRPALM 3-88 JNFb 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALM 2-89 JNFb 28 - 30 - Cocos amarela 

UFPRPALM 2-90 JNFb 28 - 30 - Cocos branca 

UFPRPALM 2-91 JNFb 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALM 2-92 JNFb 28 - 30 - Cocos branca 

UFPRPALM 2-93 JNFb 28 - 30 + Bacilos branca 

UFPRPALM 2-94 JNFb 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALM 2-95 JNFb 28 - 30 - Bacilos branca 

UFPRPALM 2-96 NFb 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALM 2-97 NFb 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALM 3-98 NFb 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALM 3-99 NFb 28 - 30 - Cocos branca 

UFPRPALM 3-100 NFb 28 - 30 - Cocos branca 

UFPRPALM 3-101 NFb 28 - 30 - Bacilos branca 

UFPRPALM 3-102 DYGS 28 - 30 - Cocos amarela 

UFPRPALM 3-103 DYGS 28 - 30 + Bacilos branca 

UFPRPALM 3-104 DYGS 28 - 30 - Cocos branca 

UFPRPALM 3-105 DYGS 28 - 30 - Cocos branca 

UFPRPALM 2-106 DYGS 28 - 30 - Cocos amarela 

UFPRPALM 2-107 DYGS 28 - 30 - Cocos branca 

UFPRPALM 2-108 DYGS 28 - 30 - Cocos creme 

UFPRPALM 2-109 DYGS 28 - 30 - Cocos amarela 
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UFPRPALM 2-110 DYGS 28 - 30 - Cocos verde 

UFPRPALM 1-111 LGI-P 28 - 30 - Cocos amarela 

UFPRPALM 1-112 LGI-P 28 - 30 - Cocos amarela 

UFPRPALM 1-113 LGI-P 28 - 30 - Cocos amarela 

UFPRPALM 1-114 LGI 35 -37 + Cocos amarela 

UFPRPALM 1-115 LGI 35 -37 - Cocos incolor 

UFPRPALM 1-116 NFb 28 - 30 - Cocos branca 

UFPRPALM 1-117 NFb 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALM 1-118 NFb 28 - 30 - Bacilos branca 

UFPRPALM 1-119 JNFb 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALM 1-120 JNFb 28 - 30 - Bacilos branca 

UFPRPALM 1-121 JNFb 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALM 1-122 JNFb 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALM 1-123 JNFb 28 - 30 - Cocos branca 

UFPRPALM 1-124 JNFb 28 - 30 - Cocos branca 

UFPRPALM 1-125 LG 28 - 30 - Cocos amarela 

UFPRPALM 1-126 LG 28 - 30 + Cocos incolor 

UFPRPALM 1-127 LGD 28 - 30 - Bacilos incolor 

UFPRPALM 1-128 LGD 28 - 30 + Bacilos incolor 

UFPRPALM 1-129 LGD 28 - 30 - Cocos incolor 

UFPRPALM 1-130 LGD 28 - 30 - Diplococos incolor 

UFPRPALM 1-131 LGD 28 - 30 - Cocos amarela 

UFPRPALM 1-132 LGD 28 - 30 - Cocos amarela 

UFPRPALM 1-133 DYGS 28 - 30 + Bacilos branca 

UFPRPALM 1-134 DYGS 28 - 30 - Cocos branca 

UFPRPALM 1-135 DYGS 28 - 30 - Bacilos branca 

UFPRPALM 1-136 DYGS 28 - 30 - Cocos branca 

UFPRPALT 1 Bactérias isoladas de raízes de Trigo Área 1 (Argissolo vermelho – Iporã/PR) 
UFPRPALT 2 Bactérias isoladas de raízes de Trigo Área 2 (Latossolo roxo – Linha La Salle-Palotina/PR) 
UFPRPALT 3 Bactérias isoladas de raízes de Trigo Área 3 (Nitossolo vermelho – Linha Aparecidinha-Palotina/PR) 
UFPRPALM 1 Bactérias isoladas de raízes de Milho Área 1 (Argissolo vermelho – Iporã/PR) 
UFPRPALM 2 Bactérias isoladas de raízes de Milho Área 2 (Latossolo roxo – Linha La Salle-Palotina/PR) 
UFPRPALM 3 Bactérias isoladas de raízes de Milho Área 3 (Nitossolo vermelho – Linha Aparecidinha-Palotina/PR) 

 

 

Foram isoladas 136 estirpes bacterianas, sendo 17 bactérias isoladas de 

raízes de trigo na área 1 (Argissolo vermelho), 21 bactérias na área 2 (Latossolo 

roxo), 17 bactérias na área 3 (Nitossolo vermelho), 55 isolados no total. Tendo como 

plantas iscas o milho, 26 bactérias foram isoladas na área 1 (Argissolo vermelho), 28 

bactérias na área 2 (Latossolo roxo) e 27 bactérias na área 3 (Nitossolo vermelho), 

81 isolados no total.  
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Estas bactérias foram isoladas em diferentes meio de cultura semi-seletivos 

para diferentes gêneros de bactérias diazotróficas. Na tabela 7 está a relação dos 

meios de cultura empregados, indicando o número de bactérias que foram isoladas 

nesses meios, de acordo com a área (A1, A2 e A3) e a cultura (trigo e milho). 

  

Tabela 7 . Número de bactérias isoladas de trigo e milho na área 1, 2 e 3 nos 
diferentes meios de cultura empregados, Palotina/PR – 2011 

 
A1: área 1 - Argissolo vermelho (Iporã/PR); A2: área 2 - Latossolo roxo (Linha La Salle-Palotina/PR) e A3: área 
3 - Nitossolo vermelho (Linha Aparecidinha-Palotina/PR). 

 

No total de isolados através dos meios de cultura empregados 11% foram 

isolados no meio DYGS; 11% no meio NFb, 18% no meio JNFb, 12% no meio LG, 

19% no meio LGD, 14% no meio LGI e  15% no meio LGI-P (Tabela 7). 

A área que teve maior número de isolados foi a A2 com 49 isolados ou 36% 

do total independente da cultura. Os tipos de solos não foram importantes na 

especificidade das bactérias, uma vez que o número médio de isolados em todos os 

solos foi de 45.  

Uma grande diversidade de bactérias foi obtida devido à utilização de 

diversos meios de cultura, sendo que alguns meios são seletivos para determinados 

gêneros de bactérias. O meio LG é indicado para isolar Azotobacter spp. e 

Azomonas spp., tem pH 7.0 e cor azul. O meio NFb é seletivo para Azospirillum 

lipoferum, A. brasilense, A. irakense e A. halopraeferans, com pH de 6.5 ou 6.8, no 

entanto Azospirillum amazonense cresce em meio LGI, que tem um pH de 6.0 a 6.2. 

Para isolamento de Gluconacetobacter diazotrophicus utiliza-se o meio LGI-P, que 

tem pH 5.5. Para o isolamento de Herbaspirillum spp. é indicado o meio JNFb. O 

meio LGD com pH 7.0 é indicado para o isolamento de Derxia spp. (DÖBEREINER; 

BALDANI; BALDANI, 1995).  

  MEIOS DE CULTIVO  

   DYGS NFb JNFb LG LGD LGI LGI-P TOTAL 
TRIGO A1 2 2 3 1 4 3 2 17 
MILHO A1 4 3 6 2 6 2 3 26 
TOTAL A1  6 5 9 3 10 5 5 43 
TRIGO A2 0 2 4 4 5 3 3 21 
MILHO A2 5 2 7 2 4 4 4 28 
TOTAL A2 5 4 11 6 9 7 7 49 
TRIGO A3 0 2 2 3 3 3 4 17 
MILHO A3 4 4 3 4 4 4 4 27 
TOTAL A3  4 6 5 7 7 7 8 44 

TOTAL TRIGO 2 6 9 8 12 9 9 55 
TOTAL MILHO  13 9 16 8 14 10 11 81 
TOTAL GERAL  15 15 25 16 26 19 20 136 
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O meio de cultura DYGS é considerado um meio rico para favorecer o 

crescimento de bactérias em menor tempo de incubação (DÖBEREINER; 

ANDRADE; BALDANI, 1999). Devido à esta característica, quando este meio foi 

utilizado, houve predominância de fungos e um número maior de população 

bacteriana, não sendo possível isolar estirpes nas áreas 2 e 3 em plantas de trigo. 

Porém, Gomes (2009) isolou bactérias de milho, utilizando meio DYGS, obtendo 

uma maior diversidade bacteriana endofítica  de região de mata.  

 Com o meio DYGS foi possível isolar bactérias pela variação de pH na área 

1. Herbaspirillum e Gluconacetobacter foram caracterizadas em pH 6.0 (pH utilizado 

neste trabalho) e Azospirillum em pH 6.8 (KUSS et al.,2007). Porém para estas 

estirpes os meios de cultura NFB e JNFB foram desenvolvidos para o cultivo de 

isolados bacterianos diazotróficos de diferentes culturas e têm sido usados no 

isolamento de bactérias do gênero Azospirillum e Herbaspirillum, respectivamente. 

Especificamente Azospirillum brasilense cresce em meio JNFb-lactato (MACHADO 

et al., 1995) e para Herbaspirillum spp. é indicado o meio JNFb malato (KLASSEN et 

al., 1997). 

De acordo com a tabela 6, todos os isolados bacterianos cresceram entre 28 

a 30ºC, com exceção do meio LGI (35 a 37ºC). Quanto à forma, 49 bactérias foram 

classificadas como bacilos, 1 estreptococos, 2 diplococos e as demais cocos (84). 

As colorações verificadas nas colônias foram: incolor (66 bactérias), branca (41 

bactérias), creme (1 bactéria) e amarela (28 bactérias). Dentre os isolados apenas 

12 estirpes (9%) são Gram positivas: UFPRPALT 1-7, UFPRPALT 2-19, UFPRPALT 

2-31, UFPRPALT 3-50, UFPRPALM 2-61, UFPRPALM 3-65, UFPRPALM 2-93, 

UFPRPALM 3-103, UFPRPALM 1-114, UFPRPALM 1-126, UFPRPALM 1-128 e 

UFPRPALM 1-133. 

A maior parte das bactérias isoladas (91%) foi caracterizada como Gram 

negativa. A proporção obtida foi similar aos resultados relatado por Magnani (2005), 

no isolamento de bactérias endofíticas em cana-de-açúcar. Na literatura, foram 

descritos diversos gêneros de bactérias diazotróficas como Gram negativas. Pode-

se citar os gêneros Rhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium (MARIN et al., 1999) e 

Azospirillum (CARDOSO et al., 2010), Pseudomonas (FERNANDES et al., 2001), 

Burkholderia (MOREIRA e CORREIA, 2005).  

Porém, existem bactérias diazotróficas Gram positivas, como a Paenebacillus 

azotofixans que é geneticamente diversa, podendo ser encontrada na rizosfera de 
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gramíneas, como trigo e cana-de-açúcar (BALDANI; BALDANI, 2005), e outras 

espécies de Bacillus. 

 As informações adquiridas pela caracterização morfológica são muito 

importantes no processo de seleção de estirpes eficientes, principalmente quando 

agregadas as características bioquímicas e genéticas, pois constituem etapa inicial 

para a identificação e posterior aplicação desses isolados em campo. 

 

4.2 CARACTERIZAÇÃO BIOQUÍMICA 

 

 Nas tabelas 8 a 10 estão apresentados os resultados das análises 

bioquímicas do índice de solubilização de fosfato (ISF) e da concentração de AIA / 

proteína (sem adição de triptofano e com adição de triptofano), por áreade 

isolamento. Os isolados foram divergentes quanto as suas capacidades em 

solubilizar fosfato e produzir AIA. Para a solubilização de fosfato, independente da 

área e cultura, 69 isolados, ou seja, 51% do total não apresentaram capacidade 

solubilizadora de fosfato, 14% apresentaram baixo índice de solubilização (IS<2), 

9,5% médio (IS<4) e 25,5% alto (IS≥4), com elevado potencial para o 

desenvolvimento de biofertilizante.  

Os valores de AIA variaram entre 19,94 µg de AIA mg-1 de proteína 

(UFPRPALM1-134) a 1170,98 µg de AIA mg-1 de proteína (UFPRPALM 2-32), sem a 

adição de triptofano, uma variação de 58 vezes na capacidade de produção de AIA. 

Nesta mesma análise, porém com adição de triptofano, apenas 42 

isolados (31%) foram capazes de produzir AIA e os níveis observados foram 

maiores, variarando de 362,18 (UFPRPALM 3-65) a 5599,57 (UFPRPALM 3-80) µg 

de AIA mg-1 de proteína, uma variação na ordem de 15 vezes. Dentre todos os 

isolados, apenas 6 estirpes, obtidas a partir de plantas iscas de milho, não foram 

capazes de sintetizar AIA. 

  Os controles bacterianos usados neste experimento foram H. seropedicae e 

A. brasilense que não apresentaram capacidade solubilizadora de fosfato. Arruda et 

al. (2013) também relataram ausência de solubilização de fosfato por estas duas 

espécies. Os controles conhecidos H. seropedicae e A. brasilense tiveram produção 

de AIA sem adição de triptofano de 135,76 e 90,08 µg de AIA mg-1 de proteína, 

respectivamente. Porém, com a presença do triptofano somente H. seropedicae foi 

capaz de sintetizar AIA (665,57 µg de AIA mg-1 de proteína). 
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Pedraza et al. (2004) verificaram níveis de  16,56 e 22,45 µg de AIA mg-1 de 

proteína para as estirpes Sp7 e Sp245 de Azospirillum brasilense. Fernandes (2012) 

observou valores para isolados bacterianos em citros com diferentes habilidades 

entre 1,36 e 264,4 µg de AIA mg-1 de proteína, que embora não tenham sido 

sequenciados e classificados taxonomicamente, demonstram uma grande variação. 

Na literatura, são descritas a capacidade produtora de AIA de 80,48 µg mL-1 de AIA 

para H. seropedicae e 36,12 µg mL-1 de AIA para A. brasilense (ARRUDA et al., 

2013), embora sem possibilidade de comparação pelas unidades, os resultados 

obtidos neste experimento concordam com esta tendência de H. seropedicae ser 

mais eficiente na síntese de AIA.  

Ao compararmos os resultados obtidos para muitos dos isolados, pode-se 

concluir que dentre os isolados há estirpes promissoras, ou seja, de alta 

performance na indução de crescimento vegetal (Tabelas 8 a 10) com valores 

superiores aos observados nos controles (estirpes já usadas comercialmente).  

 Na tabela 8 estão apresentados os resultados referentes a área 1 (Argissolo), 

quanto a ISF e a produção de AIA, tendo como planta isca o trigo. Apenas o isolado 

UFPRPALT 1-14 apresentou capacidade de solubilização de fosfato média, 

enquanto no milho, 11 isolados apresentaram capacidade alta de solubilização de 

fosfato e 8 isolados baixa capacidade. Os isolados UFPRPALM 1-121, 

UFPRPALM1-124; UFPRPALM 1-129 e UFPRPALM 1-131 formaram o grupo das 

estirpes com os maiores índices de ISF. Nesta mesma área, os resultados obtidos 

para a produção de AIA, agrupados pelo Scott-Knott (p<5%), apontam grupos 

distintos quanto à produção de AIA: o isolado UFPRPALM 1-131 (866,24 µg de AIA 

mg-1 de proteína) apresentou os maiores valores sem triptofano no meio de cultura e  

com a adição de triptofano, destacaram-se os isolados UFPRPALT 1-14 e 

UFPRPALM 1-122, com 2607,70 e 2397,02 µg de AIA mg-1 de proteína, 

respectivamente.   
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Tabela 8 . Caracterização bioquímica através do índice de solubilização de 
fosfato (ISF) e da concentração de ácido indol-3-acético (AIA) das estirpes 
bacterianas isoladas na área 1 (Argissolo vermelho) de raízes de trigo e milho 
na Região Oeste do Paraná, Palotina/PR – 2012 

 
Médias seguidas da mesma letra minúscula, na coluna, pertencem ao mesmo grupo pelo teste 
de Scott-Knott, à 5% de probabilidade, na área 1 isolados da cultura do trigo e milho. 

ISOLADOS  

Índice de Solubilização de 
Fosfato 

f Halo (mm) / f Colônia (mm) 

Concentração de AIA / 
Proteína 
(µg mg -1) 

  
Baixo  
(IS<2) 

Médio 
(IS<4) 

Alt o 
(IS≥4) 

Sem 
triptofano 

Com 
triptofano 

UFPRPALT 1-1 - - - 60,22 e - 
UFPRPALT 1-2 - - - 97,00 d - 
UFPRPALT 1-3 - - - 99,60 d - 
UFPRPALT 1-4 - - - 187,68 b - 
UFPRPALT 1-5 - - - 192,06 b - 
UFPRPALT 1-6 - - - 59,97 e - 
UFPRPALT 1-7 - - - 116,28 d - 
UFPRPALT 1-8 - - - 82,43 d 168,29 e 
UFPRPALT 1-9 - - - 65,96 e - 
UFPRPALT 1-10 - - - 106,10 d - 
UFPRPALT 1-11 - - - 193,90 b - 
UFPRPALT 1-12 - - - 54,44 e - 
UFPRPALT 1-13 - - - 72,56 e - 
UFPRPALT 1-14 - 3,13  - 81,65 d 2607,70 a 
UFPRPALT 1-15 - - - 63,81 e - 
UFPRPALT 1-16 - - - 161,43 c - 
UFPRPALT 1-17 - - - 215,57 b - 
UFPRPALM 1-111 1,16 b - - - - 
UFPRPALM 1-112 - - - 53,10 e - 
UFPRPALM 1-115 1,46 b - - 63,35 e - 
UFPRPALM 1-116 - - 5,30 b 46,07 e 1914,64 b 
UFPRPALM 1-117 - - 5,27 b 98,91 d 1056,58 c 
UFPRPALM 1-118 - - 5,01 b 71,61 e 751,21 d 
UFPRPALM 1-119 1,17 b - - 134,77 c - 
UFPRPALM 1-120 1,17 b - - 238,79 b 714,62 d 
UFPRPALM 1-121 - - 6,79 a 62,49 e - 
UFPRPALM 1-122 - - 5,35 b 158,19 c 2397,02 a 
UFPRPALM 1-123 1,96 a - - - - 
UFPRPALM 1-124 - - 6,25 a 57,34 e 947,04 c 
UFPRPALM 1-125 - - 5,93 a - - 
UFPRPALM 1-126 - - 5,57 b - - 
UFPRPALM 1-127 1,32 b - - 82,11 d 387,77 e 
UFPRPALM 1-128 1,19 b - - 164,94 c - 
UFPRPALM 1-129 - - 6,27 a 87,68 d - 
UFPRPALM 1-130 1,18 b - - 179,69 b 1226,67 c 
UFPRPALM 1-131 - - 6,50 a 866,24 a - 
UFPRPALM 1-133 - - - 126,08 c - 
UFPRPALM 1-134 - - - 19,94 e - 
UFPRPALM 1-135 - - - 30,81 e 764,83 d 
UFPRPALM 1-136 - - 4,22 b - - 
Herbaspirillum 
seropedicae - - - 135,76 c 665,57 d 

Azospirillum 
brasiliense - - - 90,08 d - 

CV% 12,71 - 16,50 23,89 19,56 
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Na área 2 (Latossolo vermelho), conforme apresentado da tabela 9, referente 

aos isolados em trigo, foram observados apenas 4 isolados com médio ISF, sendo 

que o isolado UFPRPALT 2-30 forma um grupo distinto aos demais. No milho, 

bactérias solubilizadoras foram encontradas em maior número e com os três níveis 

de solubilização de fosfato (baixo, médio e alto). Os isolados UFPRPALM 2-89 e 

UFPRPALM 2-95 apresentaram-se como os de maior capacidade solubilizadora 

(índice médio de 7). Nos níveis médio e baixo para capacidade solubilizadora foram 

encontrados 2 grupos distintos, com índices variando de 2,10 a 3,53 (ISF<4) e 1,24 

a 1,75 (ISF<2). 

  Na análise de produção de AIA, entre todos os isolados coletados na área 2,  

o isolado UFPRPALT 2-32 formou grupo distinto e superior aos demais em relação 

ao AIA sem adição do aminoácido precursor (Triptofano) (1170,98 µg de AIA mg-1 de 

proteína). Porém, com adição do triptofano, este isolado não foi capaz de síntese da 

auxina. O isolado UFPRPALT 2-33 obteve os maiores valores para a produção de 

AIA quando o triptofano foi adicionado ao meio (3556,17 µg de AIA mg-1 de 

proteína).  
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Tabela 9 . Caracterização bioquímica através do índice de solubilização de 
fosfato (ISF) e da concentração de ácido indol-3-acético (AIA) das estirpes 
bacterianas isoladas na área 2 (Latossolo roxo) de raízes de trigo e milho na 
Região Oeste do Paraná, Palotina/PR – 2012 

 
Médias seguidas da mesma letra minúscula, na coluna, pertencem ao mesmo grupo pelo teste 
de Scott-Knott, à 5% de probabilidade, na área 2 isolados da cultura do trigo e milho. 

ISOLADOS  

Índice de Solubilização de 
Fosfato 

f Halo (mm) / f Colônia (mm) 

Concentração de AIA / 
Proteína 
(µg mg -1) 

  
Baix o 
(IS<2) 

Médio 
(IS<4) 

Alt o 
(IS≥4) 

Sem 
triptofano 

Com 
triptofano 

UFPRPALT 2-18 - 2,80 b - 81,28 d - 
UFPRPALT 2-20 - - - 308,06 c  - 
UFPRPALT 2-21 - - - 292,42 c - 
UFPRPALT 2-22 - - - 100,66 d 625,76 e 
UFPRPALT 2-23 - - - 446,54 b - 
UFPRPALT 2-24 - 2,15 c - 370,98 b 3054,10 b 
UFPRPALT 2-25 - - - 285,51 c 1634,50 c 
UFPRPALT 2-26 - - - 268,97 c  - 
UFPRPALT 2-27 - - - 94,52 d - 
UFPRPALT 2-28 - 2,91 b - 73,81 d - 
UFPRPALT 2-29 - - - 141,57 d 1648,84 c 
UFPRPALT 2-30 - 3,67 a - 159,95 d 1013,89 d 
UFPRPALT 2-31 - - - 61,14 d - 
UFPRPALT 2-32 - - - 1170,98 a - 
UFPRPALT 2-33 - - - 309,29 c 3556,17 a 
UFPRPALT 2-34 - - - 74,44 d - 
UFPRPALT 2-35 - - - 107,75 d - 
UFPRPALT 2-36 - - - 234,54 c - 
UFPRPALT 2-37 - - - 100,13 d - 
UFPRPALT 2-38 - - - 122,32 d 282,07 e 
UFPRPALM 2-60 - - - 133,38 d 1281,84 d 
UFPRPALM 2-61 - - - 146,76 d  - 
UFPRPALM 2-62 - - - 74,45 d - 
UFPRPALM 2-63 - 3,53 a - 106,73 d - 
UFPRPALM 2-68 - 2,10 c - 70,08 d - 
UFPRPALM 2-69 - - - 86,14 d - 
UFPRPALM 2-74 1,31 b - - 236,31 c - 
UFPRPALM 2-75 - - - 50,82 d 572,28 e 
UFPRPALM 2-76 - - - 422,06 b - 
UFPRPALM 2-77 - - - 180,38 d 897,42 e 
UFPRPALM 2-85 1,75 a - - 151,24 d - 
UFPRPALM 2-89 - - 7,51 a 152,76 d 2572,50 b 
UFPRPALM 2-90 1,28 b - - 111,41 d - 
UFPRPALM 2-91 - 3,05 b - 69,13 d 426,78 e 
UFPRPALM 2-92 - 3,96 a - 73,84 d - 
UFPRPALM 2-93 - 3,32 a - 97,05 d - 
UFPRPALM 2-94 1,24 b - - 87,63 d - 
UFPRPALM 2-95 - - 6,61 a 223,68 c  - 
UFPRPALM 2-96 1,43 b - - - - 
UFPRPALM 2-97 - - - 109,51 d 2830,41 b 
UFPRPALM 2-106 - - - 80,06 d - 
UFPRPALM 2-107 - - - 117,25 d 1084,44 d 
UFPRPALM 2-109 - - - 64,92 d - 
UFPRPALM 2-110 - - - 155,85 d - 
Herbaspirillum 
seropedicae - - - 135,76 d 665,57 e 

Azospirillum 
brasiliense - - - 90,08 d - 

CV% 10,93 12,85 7,85 37,87 18,90 
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Ao analisar a caracterização bioquímica dos isolados coletados na área 3 

foram observadas diferenças entre os isolados quanto à solubilização de fosfato e 

produção de AIA. Na tabela 10 estão apresentados os resultados da caracterização 

bioquímica dos isolados obtidos de raízes de trigo e milho na área 3 (Nitossolo 

vermelho). Para a variável ISF e, tendo como plantas isca o trigo, somente dois 

isolados foram capazes de solubilizar fosfato com IS médio e alto (UFPRPALT 3-48 

e UFPRPALT 3-54, respectivamente).  

Os isolados em plantas de milho puderam ser classificados nos três níveis. 

Destacaram-se os isolados UFPRPALM 3-70 e 3-78 (ISF<2); UFPRPALM 3-65 e 3-

102 (ISF<4) e UFPRPALM 3-66 e 3-103 (ISF>4) formando grupos distintos e de 

maiores índices de solubilização de fosfato. Em relação a capacidade de síntese  de 

AIA, todos os isolados foram capazes de sintetizar AIA em meio triptofano, com 

exceção do isolado UFPRPALT 3-48 (Tabela 10). O isolado UFPRPALM 3-73 com 

449,16 µg de AIA mg-1 de proteína constituiu grupo distinto em relação aos demais 

em meio sem suplementação com triptofano e o isolado UFPRPALM 3-80 (5599,57 

µg de AIA mg-1 de proteína) em meio com suplementação. Este último obteve o 

maior valor de concentração AIA por proteínas entre todos os isolados avaliados nos 

três tipos de solos e plantas iscas.    
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Tabela 10 . Caracterização bioquímica através do índice de solubilização de 
fosfato (ISF) e da concentração de ácido indol-3-acético (AIA) das estirpes 
bacterianas isoladas na área 3 (Nitossolo vermelho) de raízes de trigo e milho na 
Região  Oeste do Paraná, Palotina/PR – 2012 

 
Médias seguidas da mesma letra minúscula, na coluna, pertencem ao mesmo grupo pelo teste de 
Scott-Knott, à 5% de probabilidade, na área 3 isolados da cultura do trigo e milho. 

ISOLADOS  

Índice de Solubilização de 
Fosfato 

f Halo (mm) / f Colônia (mm) 

Concentração de AIA / 
Proteína 
(µg mg -1) 

  
Baix o 
(IS<2) 

Médio 
(IS<4) 

Alt o 
(IS≥4) 

Sem 
triptofano 

Com 
triptofano 

UFPRPALT 3-39 - - - 293,04 d  - 
UFPRPALT 3-41 - - - 92,93 g  - 
UFPRPALT 3-42 - - - 51,21 h - 
UFPRPALT 3-45 - - - 382,67 b  3023,62 d  
UFPRPALT 3-46 - - - 84,83 g - 
UFPRPALT 3-47 - - - 84,66 g 4698,89 b  
UFPRPALT 3-48 - 2,87 a - - - 
UFPRPALT 3-51 - - - 115,89 f - 
UFPRPALT 3-52 - - - 65,57 h 904,56 h  
UFPRPALT 3-53 - - - 160,78 f  2700,75 e  
UFPRPALT 3-54 - - 5,61 b 220,94 e  2050,48 f  
UFPRPALT 3-55 - - - 88,06 g - 
UFPRPALM 3-56 1,31 b - - 80,22 g 498,70 i  
UFPRPALM 3-57 - - - 64,59 h - 
UFPRPALM 3-58 1,27 b - - 153,10 f  - 
UFPRPALM 3-59 - - - 73,80 g - 
UFPRPALM 3-64 1,38 b - - 57,21 h 816,02 h  
UFPRPALM 3-65 - 3,13 a - 54,68 h 362,18 i 
UFPRPALM 3-66 - - 7,66 a 133,45 f 3723,81 c  
UFPRPALM 3-70 1,62 a - - 49,95 h - 
UFPRPALM 3-71 - - - 87,16 g - 
UFPRPALM 3-72 1,39 b - - 234,21 e  - 
UFPRPALM 3-73 - - - 449,16 a  1421,70 g  
UFPRPALM 3-78 1,58 a - - 78,50 g 522,19 i 
UFPRPALM 3-80 - - - 46,67 h 5599,57 a  
UFPRPALM 3-86 - 2,02 b - 99,10 g 1180,37 g  
UFPRPALM 3-87 - - 4,49 b 340,93 c  477,86 i 
UFPRPALM 3-88 - - - 79,62 g - 
UFPRPALM 3-98 - - - 106,42 g - 
UFPRPALM 3-100 - - - 231,21 e  - 
UFPRPALM 3-101 - - - 166,70 f - 
UFPRPALM 3-102 - 2,88 a - 24,10 h - 
UFPRPALM 3-103 - - 6,99 a 88,24 g - 
UFPRPALM 3-104 - - - 92,03 g - 
UFPRPALM 3-105 - - - 85,81 g - 
Herbaspirillum 
seropedicae - - - 135,76 f 665,57 h 

Azospirillum 
brasiliense - - - 90,08 g - 

CV% 11,64 21,04 15,72 17,60 8,80 
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As bactérias podem diferir quanto a habilidade de solubilizar fosfato. Sachdev 

et al. (2010) observaram que bactérias do gênero Acinetobacter isolados da mesma 

cultivar de trigo (HI1535), demonstraram diferentes habilidades em solubilizar P em 

meio líquido sendo que estas apresentaram valores  variando de 80 a 362 ppm de P. 

Diante dos resultados obtidos, verifica-se uma grande variação entre os 

isolados. Aqueles que apresentaram maior ISF (IS≥4) seriam os de maior habilidade 

na alteração do pH, na produção de ácidos orgânicos e na mineralização pelas 

fosfatases e fitases (AHMED et al., 2008). 

Richardson et al. (2009) citam que a produção de ácidos orgânicos é 

dependente de fontes de C disponíveis na rizosfera e pode estar regulada por 

repressão catabólica de ácidos orgânicos como malato e succinato em 

Pseudomonas sp. Deste modo, a presença de um número maior de bactérias 

solubilizadoras na rizosfera do milho seria proporcional aos exsudatos que esta 

espécie produz. Pedrinho et al. (2010) ao avaliarem  isolados  bacterianos da 

rizosfera do milho verificaram uma variação na capacidade de solubilizar fosfato com 

predomínio dos gêneros Burkholderia e Bacillus. Neste experimento, também houve 

um predomínio dos gêneros Burkholderia e Bacillus e também Agrobacterium. El-

Komy (2005) observaram que Pseudomonas fluorescens e Bacillus megaterium 

foram efetivas na solubilização de P dos solos. Dados obtidos por Inui (2009) 

confirmam que isolados do gênero Burkholderia constituíram um dos principais 

grupos quanto à solubilização de fosfato isolados em cana-de-açúcar. Também, 

observaram que isolado A5I42 (Rhizobiaceae) apresentou atividade solubilizadora 

de fosfato. 

Entre os 136 isolados 12,5% apresentaram alta capacidade de solubilização 

fosfato e 82,35% de sintetizar AIA em meio sem triptofano. Aqueles isolados que 

não apresentaram esta característica poderiam ser considerados neutros. A 

produção de AIA pelas bactérias aumentaria o tamanho do sistema radicular, 

permitindo que uma maior área de solo seja explorada em termos de nutrientes e de 

água pela planta, indicando estirpes promissoras para serem usadas como 

biofertilizantes.  

O AIA pode ser sintetizado por via dependente e independente de Triptofano. 

Nas bactérias fitopatogênicas, tais como Agrobacterium tumefasciens e biovares de 

Pseudomonas syringae, o AIA é produzido pela via do intermediário indol-3-

acetamida (IAM) e tem sido relacionado à formação de tumores em plantas.  
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As bactérias benéficas sintetizam AIA predominantemente através do ácido 

indol-3-pirúvico (AIP). Esta capacidade de síntese pelas bactérias dependerá da 

composição dos exsudatos das plantas, porque o triptofano é precursor do AIA e 

age  na molécula sinal pela indução dos genes ipdC/ppdC ( RYU e PATTEN, 2008). 

Entretanto, nos testes várias estirpes produziram AIA na ausência do Triptofano e 

não na presença. 

Loper et al. (2012) ao compararem 10 diferentes cepas  de Pseudomonas, 

relatam que somente  2 delas  foram capazes  de produzir AIA pela via indol-3-

acetamida (IAM). Farina et al. (2012) citam diferentes habilidades de isolados  

quanto a produção  de AIA. Os isolados puderam variar entre diferentes gêneros, 

sendo Agrobacterium, Burkholderia e Pseudomonas os que apresentaram os 

maiores índices e, dentro do mesmo gênero Burkholderia, 4 isolados foram 

incapazes de produzir AIA. 

 

4.3 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR 

 

4.3.1 Análise de Restrição do DNA Ribossomal Amplificado  

 

Dos 136 isolados, apenas 84 foram levados para a caracterização molecular. 

Isto ocorreu pelo fato da não sobrevivência de alguns isolados após um período de 

preservação, o que indica a dependência destes microrganismos de compostos 

possivelmente fornecidos através da suspensão do macerado vegetal. Além disso, 

apontam para a presença de um grande percentual de bactérias fastidiosas, cujas 

necessidades nutricionais são desconhecidas e com impossibilidade de cultivo in 

vitro por práticas laboratoriais de rotina (STOLTZFUS et al., 1997; ELBELTAGY et 

al., 2001). Dey, Pal e Tilak (2012) relatam que apenas 1% da população microbiana 

pode ser cultivada in vitro.  

O DNA genômico de 84 isolados bacterianos foi extraído e submetido a 

reação de PCR (reação em cadeia da polimerase) para amplificação de seus genes 

16S rDNA. Essa reação foi realizada com os pares de oligonucleotídeos Y1-Y3. O 

produto da reação de amplificação com os oligonucleotídeos Y1-Y3 corresponde ao 

gene 16S rDNA quase completo.  
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A análise dos produtos de amplificação obtidos confirmou a obtenção de 

fragmento com tamanho esperado, cerca de 1500pb (Figura 6). Magnani (2005) e 

Reis Jr, Teixeira e Reis (2004) também relataram o mesmo padrão de bandas em 

isolados bacterianos. 

 

 
Figura 6 . Análises de PCR do gene 16S rDNA de isolados bacterianos escolhidos 
aleatoriamente. Linha M – marcador de peso molecular (Ladder 100 pb; Linhas 1 a 
21 – isolados bacterianos; Linha A – Azospirillum brasilense Ab-V5. 
FONTE: a autora (2013). 
  

Os fragmentos amplificados foram digeridos com as seguintes enzimas de 

restrição: Hae III, Hinf I e Rsa I. A enzima Hinf I produziu maior número de bandas 

polimórficas (11), seguida pela enzima Rsa I com 8 bandas e Hae III com 7 bandas. 

O tamanho das bandas foi de 100 a 1100 pb. Como resultados obtidos, os perfis de 

restrição apresentaram grande variabilidade (Figura 7). 

O dendograma construído a partir da matriz de dissimilaridade genética, 

calculada pela análise do perfil de fragmentos de restrição da região 16S rDNA, 

agrupou os isolados em 8 grupos distintos com 70% de dissimilaridade, ou seja 30% 

de similaridade genética suficiente para a discriminação de diferentes grupos de 

isolados. O grupo 1 consistiu de três isolados, os grupos 2 e 6 foram formados por 

dois isolados cada. O grupo 3 por oito isolados, o grupo 5 de cinco isolados e os 

grupos 7 e 8 por apenas um isolado cada. O grupo 4 consistiu de 63 isolados 

dividido em 2 sub grupos: 4A com 17 isolados e o 4B formado por 46 isolados. 

Apenas oito isolados (dois isolados do grupo 1 e seis no 4B) apresentaram 

semelhanças genéticas clonais. 

1500 pb 
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Figura 7. Dendograma gerado a partir de ARDRA, obtido por digestão independente 
do produto amplificado do gene rDNA 16S com as enzimas Hae III, Hinf I e Rsa I, 
em gel de agarose ilustrando a relação (% dissimilaridade) entre os isolados de 
plantas trigo e milho, nas três áreas de coleta.  
FONTE: a autora (2013).  

 

Os ácidos nucléicos ribossomais (rRNA) são considerados biopolímeros 

adequados para estudos de diversidade. Seus genes, o rDNA, são universalmente 

distribuídos, sendo a molécula com maior grau de conservação existente. Sua 

variabilidade pode se apresentar em maior ou menor extensão em diferentes regiões 

da molécula (LANE et al.,1985). 
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Diversos autores utilizaram a técnica do ARDRA para avaliar a diversidade 

genética de isolados de plantas iscas (MENGONI et al., 2003; TEIXEIRA; MELO e 

VIEIRA, 2005; TORRES, 2005; SUN et al., 2008). Reis Jr, Teixeira e Reis (2004) 

analisaram por meio de ARDRA, o efeito do genótipo da planta e do sítio de coleta 

na diversidade intra-específica de isolados de Azospirillum amazonense, oriundos de 

associações com raízes de Brachiaria. Ruiz et al. (2000) utilizaram o ARDRA para 

identificação de espécies de acetobactérias. Alguns autores tem ainda estudado a 

diversidade genética de isolados de solo ou planta iscas, empregando enzimas de 

restrição em produto da amplificação do gene NifH (BENEDUZI et al., 2008a; 

BENEDUZI et al., 2008b; VENIERAKI et al., 2011; BENEDUZI et al., 2013). 

Analisando a figura 7, pode-se perceber que os grupos 1, 6 e 7 consistiram de 

isolados de plantas iscas de milho de diferentes locais de coleta. O grupo 8 consistiu 

de isolados unicamente obtidos a partir do trigo, da área 1. Por outro lado, os demais 

grupos consistiram de isolados de ambas as plantas iscas e locais de coleta.  

Apesar de vários autores citarem que o tipo de solo tem influência sobre a 

determinação da comunidade dominante bacteriana (BASHAN et al., 1995; 

GERMIDA et al., 1998), não  houve uma clara distinção sobre o efeito do local de 

coleta e a microbiota existente. Os dados obtidos também discordam de Reis Jr, 

Teixeira e Reis (2004) que relataram uma influência do tipo de solo na variabilidade 

dos isolados e que poderia ser atribuída às diferentes características ambientais 

(químicas, físicas e biológicas), principalmente a textura e umidade dos solos como 

fator predominante na diversidade de espécies de Azospirillum amazonense. Latour 

et al. (1996) observaram intensa influência exercida pelo tipo de solo na estrutura 

populacional de isolados de Pseudomonas, sugerindo que as diferentes 

características ambientais existentes poderiam ser responsáveis pelo efeito 

discriminatório.  

Dey, Pal e Tilak (2012) citam que o tipo de solo é o maior determinante na 

estrutura das comunidades microbiana. Características como textura e estrutura, 

teores de matéria orgânica, estabilidade de microagregados, pH e presença de 

nutrientes essenciais como: N, P e Fe determinam os nichos microbianos. Além 

disso, outros fatores como manejo dos solos, rotação de culturas, uso de herbicidas, 

fertilizantes e irrigação devem ser levados em conta também.  
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Em solos argilosos, com textura mais fina, haveria maior retenção de água e 

capacidade de troca catiônica (CTC) resultando em maiores teores de nutrientes e 

por isso maior comunidade microbiana (INUI, 2009; HUESO; GARCÍA e 

HERNÁNDEZ, 2012). O efeito ocorreria também, pela rizosfera radicular, onde os 

exsudatos: açúcares e aminoácidos seriam adsorvidos e ficariam ligados as 

partículas de argila e estariam menos disponíveis  para as bactérias (KUSKE et al., 

2002). Hoper et al. (1995) observaram que solos de pH neutro (7) e argilosos 

aumentaram a densidade da comunidade de Pseudomonas fluorescentes. 

Vaidya et al., (2008) afirmam que solos com alto teor de matéria orgânica 

(MO) apresentam maior microbiota por terem disponíveis maior fonte de C, P e N e 

estas fontes aumentam a nutrição e crescimento vegetal, permitindo uma alta 

população epi e endofítica. Os diferentes teores de matéria orgânica (MO) 

observados nos 3 diferentes solos não foram suficientes para modificar a microbiota, 

pois o Argissolo vermelho (área 1), mais arenoso e de menor teor de MO (%) 

apresentou maior diversidade de espécies dentre as sequenciadas, com 21 

exemplares diferentes.  

Os resultados obtidos monstraram não haver aparente correlação entre grupo 

genotípico e produção de AIA ou solubilização de fosfato (Tabelas 8 a 10) indicando 

que estes mecanismos estão presentes em determinadas bactérias independente do 

perfil dos elementos ARDRA. Isto corrobora com informações postuladas que muitas 

bactérias diazotróficas são ubíquas, desempenhando além da FBN a solubilização 

de fosfatos insolúveis e produção de AIA, que são mecanismos amplamente 

distribuídos entre os microrganismos rizosféricos (KHAN et al., 2009;  ZAIDI et al., 

2009). 

 

4.3.2 Análise das Sequências do Gene 16S rDNA 

 

O produto da amplificação do gene 16S rDNA foi preparado para reação de 

sequenciamento e as sequências obtidas foram analisadas utilizando o programa 

Seqmatch que usa o banco de dados RDP (Ribosomal Data Project - 

www.rdp.cme.edu). Essa análise resultou na distribuição das sequências em oito 

grupos, onde todas as sequências dos isolados foram analisadas em conjunto e 

classificadas nesses grupos de acordo com a identidade de sequência (Tabela 11).  
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Os isolados dos grupos I a IV pertencem a divisão Proteobacteria dentro da 

classe Gammaproteobacteria. No grupo I estão os isolados da ordem 

Enterobacteriales, família Enterobacteriaceae, sendo estes: UFPRPALT 1-5, 

UFPRPALT 1-8, UFPRPALT 1-14 (gênero Pantoea), UFPRPALT 2-23, UFPRPALT 

2-26, UFPRPALT 2-28, UFPRPALT 2-36, UFPRPALT 3-45, UFPRPALT 3-46 

(gênero Pantoea), UFPRPALM 2-77, UFPRPALM 2-91, UFPRPALM 1-127.        

O grupo II o isolado UFPRPALT 2-21 é o único representante da ordem 

Pseudomonadales, família Pseudomonaceae, gênero Pseudomonas. Já no grupo III, 

da mesma ordem, porém da família Moraxellaceae, gênero Acinetobacter estão os 

isolados UFPRPALT 2-37 e UFPRPALM 3-80. No grupo IV está o isolado da ordem 

Xanthomonadales, família Xanthomonadaceae, gênero Stenotrophomonas 

UFPRPALT 1-13.  

A classe Alphaproteobacteria constitui o grupo V da ordem Rhizobiales, 

família Rhizobiaceae, gênero Agrobacterium, com maior número de isolados: 

UFPRPALT 1-1, UFPRPALT 1-2, UFPRPALT 1-3, UFPRPALT 1-4, UFPRPALT 1-6, 

UFPRPALT 1-11, UFPRPALT 1-16, UFPRPALT 2-32, UFPRPALT 3-51, UFPRPALM 

3-56, UFPRPALM 3-72, UFPRPALM 1-119, UFPRPALM 1-120, UFPRPALM 1-121 e 

UFPRPALM 1-135. Ainda neste grupo V um isolado pertencente ao gênero Ensifer.  

Outra classe dentro da divisão Proteobacteria é a classe Betaproteobacteria 

que compreende o grupo VI, da ordem Burkholderiales, família Burkholderiaceae, 

gênero Burkholderia, onde foram incluídos os isolados UFPRPALT 1-10, 

UFPRPALM 3-87, UFPRPALM 3-101, UFPRPALM 1-118 e UFPRPALM 1-122.  

Os grupos VII e VIII pertencem à divisão Firmicutes, classe Bacilli, ordem 

Bacillales, sendo o grupo VI da família Bacillaceae, gênero Bacillus, com os isolados 

UFPRPALM 2-93, UFPRPALM 3-103 e UFPRPALM 1-128. E o grupo VIII da família 

Paenibacillaceae, gênero Brevibacillus o isolado UFPRPALM 1-133.  
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Tabela 11 . Provável posição taxonômica de bactérias isoladas de raízes de trigo e 
milho em três áreas de mata na Região Oeste do Paraná, Palotina/PR – 2013  
Domínio Bacteria  
    Divisão Proteobacteria 
       Classe Gammaproteobacteria 
Grupo I  Ordem Enterobacteriales 
      Família Enterobacteriaceae  

UFPRPALT 1-5 UFPRPALT 2-36 
UFPRPALT 1-8 UFPRPALT 3-45 
UFPRPALT 1-14 (gênero Pantoea) UFPRPALT 3-46 (gênero Pantoea) 
UFPRPALT 2-23 UFPRPALM 2-77 
UFPRPALT 2-26 UFPRPALM 2-91 
UFPRPALT 2-28 UFPRPALM 1-127 

Grupo II  Ordem Pseudomonadales  
    Família Pseudomonaceae  

         Gênero Pseudomonas 
UFPRPALT 2-21 

Grupo III     Família Moraxellaceae 
           Gênero Acinetobacter 

UFPRPALT 2-37 UFPRPALM 3-80 
Grupo IV   Ordem Xanthomonadales  
    Família Xanthomonadaceae 

          Gênero Stenotrophomonas 
UFPRPALT 1-13 

       Classe Alphaproteobacteria  
Grupo V   Ordem Rhizobiales 
    Família Rhizobiaceae  

          Gênero Agrobacterium 
UFPRPALT 1-1 UFPRPALM 3-56 
UFPRPALT 1-2 UFPRPALM 3-72 
UFPRPALT 1-3 UFPRPALM 2-95 
UFPRPALT 1-4 UFPRPALM 1-119 
UFPRPALT 1-6 UFPRPALM 1-120 
UFPRPALT 1-11 UFPRPALM 1-121 
UFPRPALT 1-16 UFPRPALM 1-135 
UFPRPALT 3-51 

Gênero Ensifer 
UFPRPALT 2-32  

       Classe Betaproteobacteria 
Grupo VI   Ordem Burkholderiales 
      Família Burkholderiaceae 

          Gênero Burkholderia 
UFPRPALT 1-10 UFPRPALM 1 -118 
UFPRPALM 3-87 UFPRPALM 1 -122 
UFPRPALM 3-101  

    Divisão Firmicutes 
       Classe Bacilli 
Grupo VII  Ordem Bacillales 
     Família Bacillaceae 

        Gênero Bacillus 
UFPRPALM 2-93 
UFPRPALM 3-103 
UFPRPALM 1-128 

Grupo VIII     Família Paenibacillaceae 
         Gênero Brevibacillus 

UFPRPALM 1-133 
As sequências parciais dos genes 16S rDNA de estirpes endofíticas isoladas de plantas de trigo e milho foram 
analisadas utilizando o programa Seqmatch (http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp). 
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As sequências também foram comparadas com sequências do banco de 

dados público GenBank através do programa BLASTn (NCBI-www.ncbi.nih.gov). Os 

resultados dessa comparação estão apresentados na tabela 12. Essa análise 

apresentou valores de score variando entre 867 e 1958, sendo o isolado UFPRPALT 

2-23 o que apresentou o menor valor (867) e o isolado UFPRPALT 1-3 o maior valor 

(1958). Os resultados obtidos reproduziram os níveis hierárquicos da análise anterior 

onde a maioria das sequências foi reunida em dois principais grupos, um junto à 

família Enterobacteriaceae e outro com a família Rhizobiaceae. Nessa análise, o 

isolado UFPRPALM 1-122 foi classificado como uma bactéria Burkholderia sp., os 

demais foram classificados com o epíteto especifico.  

Furnkranz, Muller e Berg (2009) relataram que bactérias do gênero 

Agrobacterium, Rhizobium, Pectobacterium, Ochrobacterium, Bacillus, 

Streptomyces, Pantoea e Burkholderia sp. foram isoladas a partir de girassol e 

sorgo. Beneduzi et al. (2008b) ao isolaram bactérias de 7 diferentes regiões 

produtoras de trigo no Rio Grande do Sul, obtiveram  311 isolados, classificados em 

40 grupos distintos, onde o gênero mais comum foi Pseudomonas. Farina et al. 

(2012) isolaram bactérias endofíticas a partir de canola e verificaram grande 

biodiversidade entre os isolados. Em 7 diferentes locais, os autores obtiveram 27 

diferentes gêneros bacterianos onde os gêneros mais comuns foram Agrobacterium, 

Pantoea, Pseudomonas, Burkholderia e Enterobacteria. Todos estes trabalhos 

demonstram a grande biodiversidade de gêneros existente  nos solos e plantas iscas 

estudadas, onde o tipo e número da comunidade microbiana naturalmente residente 

de determinado solo dependerá de vários fatores físicos, químicos e biológicos e da 

interação entre estes. 

Todas as cepas isoladas foram avaliadas quantos aos perfis morfológico e 

bioquímico, porém apenas 41 do total de isolados neste trabalho foram 

sequenciadas. Destas, 22 foram isoladas do trigo e 19 do milho. 
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Tabela 12 . Identificação preliminar com base na identidade da sequência parcial do 
gene 16S rDNA, das bactérias isoladas de raízes de trigo e milho em três áreas de 
mata na Região Oeste do Paraná, Palotina/PR – 2013 

 
Análise baseada na identidade de sequências da região Y1-Y3 do gene 16S rDNA com sequências do banco 
de dados do Genbank. O programa utilizado foi o BLASTn. Organismo mais relacionado : organismo que 
possui a sequência com a qual a sequência parcial do gene 16S rDNA do isolado bacteriano de raízes de 
trigo ou milho que apresentou maior homologia. Score : pontuação do alinhamento. Valor E: probabilidade de 
se encontrar aleatoriamente o mesmo alinhamento entre duas sequências. Identidade : porcentagem de 
identidade entre a sequência do isolado de trigo ou milho e o organismo relacionado. Tamanho do 
fragmento : tamanho da sequência. Acesso no GenBank : número de acesso da sequência do organismo 
relacionado. 

Isolados Organismo mais relacionado Score  Valor 
E Identidade  Tamanho 

fragmento 
Acesso  

no Genbank 

UFPRPALT 1-1 Agrobacterium tumefaciens 1803 0.0 97% 1213 NR_041396.1  

UFPRPALT 1-2 Agrobacterium tumefaciens 1810 0.0 93% 1206 NR_041396.1  

UFPRPALT 1-3 Agrobacterium tumefaciens 1958 0.0 98% 1168 NR_041396.1  

UFPRPALT 1-4 Agrobacterium tumefaciens 1954 0.0 98% 1171 NR_041396.1  

UFPRPALT 1-5 Shigella flexneri  1572 0.0 97% 936 NR_026331.1 

UFPRPALT 1-6 Agrobacterium tumefaciens 1932 0.0 97% 1173 NR_026331.1 

UFPRPALT 1-8 Shigella flexneri  1371 0.0 93% 965 NR_026331.1 

UFPRPALT 1-10 Burkholderia unamae  1825 0.0 96% 1189 NR_027569.1  

UFPRPALT 1-11 Agrobacterium tumefaciens 1871 0.0 97% 1167 NR_026331.1 

UFPRPALT 1-13 Stenotrophomonas rhizophila  1411 0.0 95% 971 NR_028930.1  

UFPRPALT 1-14 Pantoea ananatis  896 0.0 85% 934 NR_026045.1  

UFPRPALT 1-16 Agrobacterium tumefaciens 1445 0.0 95% 968 NR_026331.1 

UFPRPALT 2-21 Pseudomonas chlororaphis  1319 0.0 94% 1216 NR_044974.1  

UFPRPALT 2-23 Shigella sonnei  867 0.0 94% 682 NR_074894.1  

UFPRPALT 2-26 Escherichia fergusonii 1609 0.0 97% 950 NR_074902.1  

UFPRPALT 2-28 Shigella flexneri  1550 0.0 97% 970 NR_026331.1  

UFPRPALT 2-32 Ensifer adhaerens 1646 0.0 98% 977 NR_042482.1  

UFPRPALT 2-36 Escherichia fergusonii  1555 0.0 98% 945 NR_074902.1  

UFPRPALT 2-37 Acinetobacter johnsonii  1576 0.0 97% 952 NR_044975.1  

UFPRPALT 3-45 Escherichia fergusonii  1659 0.0 98% 955 NR_074902.1  

UFPRPALT 3-46 Pantoea vagans 1112 0.0 89% 970 NR_102966.1  

UFPRPALT 3-51 Agrobacterium tumefaciens 1513 0.0 93% 967 NR_026331.1 

UFPRPALM 3-56 Agrobacterium radiobacter 1358 0.0 94% 979 NR_074504.1  

UFPRPALM 3-72 Agrobacterium radiobacter 1565 0.0 98% 951 NR_074504.1  

UFPRPALM 2-77 Enterobacter asburiae 1552 0.0 97% 961 NR_024640.1  

UFPRPALM 3-80 Acinetobacter johnsonii  1567 0.0 98% 969 NR_044975.1  

UFPRPALM 3-87 Burkholderia ambifaria  1576 0.0 97% 976 NR_074687.1  

UFPRPALM 2-91 Enterobacter asburiae 1472 0.0 97% 921 NR_024640.1  

UFPRPALM 2-93 Bacillus safensis 1611 0.0 97% 959 NR_041794.1  

UFPRPALM 2-95 Agrobacterium fabrum 1376 0.0 97% 837 NR_074266.1  

UFPRPALM 3-101 Burkholderia unamae  1459 0.0 94% 1050 NR_027569.1  

UFPRPALM 3-103 Bacillus thuringiensis  1652 0.0 98% 957 NR_043403.1  

UFPRPALM 1-118 Burkholderia cepacia  1500 0.0 94% 1175 NR_041719.1  

UFPRPALM 1-119 Agrobacterium fabrum  1134 0.0 90% 1019 NR_074266.1  

UFPRPALM 1-120 Agrobacterium fabrum  928 0.0 97% 563 NR_074266.1  

UFPRPALM 1-121 Agrobacterium fabrum 1129 0.0 93% 786 NR_074266.1  

UFPRPALM 1-122 Burkholderia sp. 1138 0.0 90% 991 NR_102890.1  

UFPRPALM 1-127 Escherichia fergusonii  1154 0.0 97% 970 NR_074902.1  

UFPRPALM 1-128 Bacillus megaterium 1557 0.0 97% 1038 NR_074290.1  

UFPRPALM 1-133 Brevibacillus agri  1622 0.0 97% 954 NR_040983.1  

UFPRPALM 1-135 Agrobacterium larrymoorei  1546 0.0 96% 979 NR_026519.1  
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 Na tabela 13 estão os 41 isolados sequenciados, de acordo com a área e a 

planta isca em que foram isolados. Deste total, 8 são da espécie Agrobacterium 

tumefaciens, os quais foram isolados somente de plantas de trigo, na área 1 (7) e na 

área 3 (1). Outras espécies bacterianas foram isoladas somente em trigo, como 

Shigella flexneri, (2 na área 1 e 1 na área 2), Stenotrophomonas rhizophila (1) e 

Pantoea ananatis (1), isolados da área 1; Shigella sonnei (1), Pseudomonas 

chlororaphis (1) e Ensifer adhaerens (1), obtidos na área 2 e Pantoea vagans (1) na 

área 3.  

 Já as espécies Agrobacterium radiobacter (2), Bacillus thuringiensis (1) e 

Burkholderia ambifaria (1), foram isolados somente em plantas de milho na área 3, 

Enterobacter asburiae (2) e Bacillus safensis (1) isoladas na área 2 e Agrobacterium 

larrymoorei, Brevibacillus agri, Bacillus megaterium, Burkholderia cepacia e 

Burkholderia sp. todos com 1 representante foram isoladas da área 1. Ainda isolado 

do milho a bactéria Agrobacterium fabrum, com 3 representantes na área 1 e 1 na 

área 2.  

 Dos sequenciados nenhuma espécie foi encontrada nas duas culturas e em 

todas as áreas de coleta. A espécie Escherichia fergusonii foi a mais amplamente 

distribuída por ter sido encontrada em trigo nas áreas 2 (2) e 3 (1) e em milho na 

área 1 (1). Acinetobacter johnsonii foi isolado 1 representante na área 2 de 

plantas de trigo e 1 na área 3 de plantas de milho e Burkholderia unamae além de 

ter sido isolada na área 3 em milho, também foi isolada na área 1 em trigo, ambas 

com 1 representante dessa espécie. 
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Tabela 13.  Número de espécies identificadas pelo sequenciamento do gene 16S 
rDNA dos isolados de plantas de trigo e milho nas três áreas, Palotina 2013

 

A1: Área 1 (Argissolo vermelho – Iporã/PR); A2: Área 2 (Latossolo roxo – Linha La Salle-Palotina/PR) e 
A3: Área 3 (Nitossolo vermelho – Linha Aparecidinha-Palotina/PR). 

 

 

Não foi possível observar influência da variedade sobre os agrupamentos 

uma vez que alguns gêneros puderam ser observados nos 3 tipos de solos e a 

totalidade das bactérias isoladas não puderam ser sequenciadas e ou 

caracterizadas não permitindo maiores conclusões para os solos em questão. 

Rodrigues et al. (2006) também observaram resultados similares na caracterização 

de Burkholderia e Herbaspirillum a partir de plantas de arroz inoculados em 2 tipos 

distintos de solo (argiloso e arenoso). 

 

 

 

 

Espécies / Gêneros 
Identificados 

TRIGO MILHO 
A1 A2 A3 A1 A2 A3 

Agrobacterium tumefaciens 7 - 1 - - - 
Agrobacterium radiobacter - - - - - 2 

Agrobacterium fabrum - - - 3 1 - 
Agrobacterium larrymoorei  - - - 1 - - 

Shigella flexneri  2 1 - - - - 
Shigella sonnei  - 1 - - - - 

Stenotrophomonas rhizophila  1 - - - - - 
Enterobacter asburiae - - - - 2 - 

Pantoea vagans - - 1 - - - 
Pantoea ananatis 1 - - - - - 

Pseudomonas chlororaphis - 1 - - - - 
Ensifer adhaerens - 1 - - - - 
Brevibacillus agri  - - - 1 - - 

Escherichia fergusonii - 2 1 1 - - 
Acinetobacter johnsonii  - 1 - - - 1 

Bacillus safensis - - - - 1 - 
Bacillus thuringiensis  - - - - - 1 
Bacillus megaterium - - - 1 - - 
Burkholderia unamae 1 - - - - 1 

Burkholderia ambifaria  - - - - - 1 
Burkholderia cepacia  - - - 1 - - 

Burkholderia sp. - - - 1 - - 
Total 12 7 3 9 4 6 
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4.4 AVALIAÇÃO IN VITRO DO EFEITO DA INOCULAÇÃO DE BACTÉRIAS NA 

PROMOÇÃO DO CRESCIMENTO DE PLÂNTULAS DE TRIGO  

 

Para verificar a capacidade associativa de alguns isolados com plantas de 

trigo, foi realizado o experimento de inoculação in vitro, contando com condições 

gnobióticas que apresenta como vantagem a exclusão da ação de outros fatores 

mimetizando a associação entre planta x bactéria. Para este estudo, foram 

escolhidos seis isolados (UFPRPALT 1-1; 1-14; UFPRPALM 2-77; UFPRPALM 3-87; 

UFPRPALM 1-121 e UFPRPALM 1-122), sendo que estes variaram em termos de 

produção de AIA, solubilização de fosfato e origem de isolamento: milho e trigo 

como planta isca. Os resultados obtidos no experimento são apresentados na tabela 

14. 

Foram observadas diferenças em relação à associação com plantas de trigo. 

O isolado UFPRPALM 3-87 (Burkholderia ambifaria) em associação com o trigo 

promoveu um aumento significativo no comprimento da raiz, massa fresca de parte 

aérea. Tais resultados poderiam ser explicados pela maior capacidade deste isolado 

em produzir AIA, o que corresponderia a maior comprimento da raiz e maior 

interação com as plantas, uma vez que o isolado obteve o maior número de 

unidades formadoras de colônias (UFC) endofíticas (1,36·106UFC mL-1).  

Por outro lado, o isolado UFPRPALM 1-122 (Burkholderia sp.) com 

capacidade de síntese de AIA demonstrou ter um efeito inibitório sobre o 

crescimento vegetal, promovendo redução no comprimento da raiz, altura das 

plantas, massa fresca da parte aérea e radicular e apresentou baixa capacidade 

associativa com o trigo (0,08·106 UFC mL-1). Estes resultados evidenciam a 

compatibilidade do genótipo bacteriano para uma associação benéfica com a planta, 

e que independente da espécie vegetal em que foram isolados, os mesmos 

interagem com diferentes plantas, como ocorreu com o isolado UFPRPALM 3-87 

que foi isolado em milho e apresentou a melhor performance in vitro em plântulas de 

trigo. 

 

 

 

 

 



85 

 

 
 

Tabela 14.  Características morfofisiológicas avaliadas em plântulas de trigo in vitro, em função da inoculação com diferentes isolados 
de bactéria, e características bioquímicas dos isolados, Palotina/PR – 2012    

 
Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna, não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, à 5% de probabilidade.  

                                                      
 

 

 

 

 

 

  Características morfofisiológicas das plântulas de trigo inoculadas  

 
Características bioquímicas dos 

isolados 

 
ISOLADOS ALTURA 

 
(cm)  

COMPR. 
RAIZ 
(cm) 

MF 
AÉREA 

(mg)  

MS 
AÉREA 

(mg)  

MF  
RAIZ 
(mg)  

MS 
RAIZ 
(mg)  

N 
TOTAL 
(g Kg -1) 

 EPIFÍTICA 
 

(x106 UFC mL -1) 

ENDOFÍTICA 
   
  (x106 UFC mL -1) 

 
   ISF 

[AIA]/ 
[PROTEÍNA]  
(µg mg -1) Trp-  

[AIA]/  
[PROTEÍNA]  
(µg mg -1) Trp+  

UFPRPALT 1-1 Agrobacterium 
tumenfaciens  16,43 a 12,50 b 43,18 c 6,01 b 70,00 ab 8,33 a  59,50 a - 0,20 -   60,22 b - 

UFPRPALT 1-14 Pantoea ananatis 15,00 b 10,00 bc 22,96 d 2,68 c 27,00 c 6,33 ab 43,80 f 1,90 0,13 3,13 b   81,65 b 2607,70 a 

UFPRPALM 2-77 Enterobacter asburiae 15,00 b  7,50 cde 39,78 c 6,61 b 25,33 c 4,66 ab 45,40 e 2,11 0,20 - 180,38 b 897,42  b 

UFPRPALM 3-87 Burkholderia ambifaria 15,50 b 15,50 a 67,01 a 21,5 a 63,00 ab 8,00 ab 45,30 e 0,31 1,36 4,49 ab 340,93 a 477,86 b 

UFPRPALM 1-121 Agrobacterium fabrum 13,10 c  6,50 de 53,76 b 7,20 b 25,33 c 3,00 ab 50,40 d 0,11 0,73 6,79 a   62,49 b - 

UFPRPALM 1-122 Burkholderia sp. 12,26 d  3,00 f 40,18 c 5,35 b 20,66 c 1,66 b  53,00 bc 0,13 0,08 5,35 ab 158,19 b 2397,02 a 

Ab-V5 Azospirillum brasilense 16,50 a  6,50 de 53,28 b 6,35 b 64,66 ab 8,33 a 53,60 b 1,88 0,66 - 135,76 b - 

SmR1 Herbaspirillum 
seropedicae  15,03 b  6,00 e 41,00 c 5,81 b 57,66 b 8,33 a 54,10 b 0,93 1,60 -   90,08 b 665,57 b 

Controle  - 16,53 a  9,00 cd 53,00 b 6,81 b 79,33 a 8,00 ab 52,10 c - - - -  

CV% -  1,66 10,73     2,92 12,21 14,36 36,29 0,96           -       - 23,06   34,25 22,52 
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O isolado UFPRPALT 1-1 (Agrobacterium tumefaciens) promoveu um 

aumento significativo na altura das plântulas, massa seca de raízes e teor de 

nitrogênio total (NT) nos tecidos. Em termos de colonização, a população de 

bactérias epifíticas e endofíticas foi de 0 e 0,2·106 UFC mL-1, respectivamente, 

demonstrando baixa capacidade de associação com as plântulas de trigo, embora 

seja uma bactéria endofítica com capacidade de síntese de AIA. O isolado 

UFPRPALM 1-121 (Agrobacterium fabrum) apresentou um efeito contrário nas 

plântulas inoculadas que obtiveram uma diminuição na altura, comprimento da raiz, 

massa fresca e NT, mesmo apresentando a presença epi e endofítica (0,11 e 

0,73·106UFC mL-1) nas raízes do trigo, indicando um efeito negativo para o 

crescimento vegetal, compatível com a ação de um fitopatógeno (Pedrinho et al., 

2010). O efeito negativo sobre o crescimento vegetal se daria pela produção de 

fitotoxinas que inibiriam o crescimento das plantas (BROWN e ROVIVA, 1999). Os 

genótipos vegetais diferem na produção de diferentes exsudatos que suportariam a 

atividade do inóculo, tolerando ou não substâncias fitotóxicas. 

  Outro isolado em trigo, UFPRPALT 1-14 (Pantoea ananatis) apresentou níveis 

medianos de produção de AIA para meio sem triptofano, mas distinto e alto para 

meio com triptofano (Tabela 14). Esta característica, no entanto, não foi suficiente 

para promover crescimento ou eficiente interação com plântulas de trigo que 

apresentaram médias menores que o controle para a altura, massa fresca e seca da 

parte aérea, massa fresca de raízes e teor de nitrogênio total nos tecidos. O número 

de bactérias epifíticas e endofíticas encontradas em plântulas de trigo após 5 dias de 

inoculação foi de 1,9·106 UFC mL-1 epifiticamente e 0,133·106 UFC mL-1 

endofiticamente.  

Na interação planta x bactéria, o fato das características morfofisiológicas 

permanecerem iguais ao controle poderia significar um efeito neutro ou não negativo 

para o desenvolvimento da planta. Embora o isolado UFPRPALM 2-77 (Enterobacter 

asburiae) tenha apresentado a maior população epifítica (2,1·106 UFC mL-1) não 

apresentou uma grande colonização endofítica nas plântulas avaliadas (0,2·106 UFC 

mL-1). O efeito desta estirpe sobre o crescimento vegetal foi expresso em redução da 

altura, massa fresca da parte aérea e massa fresca de raízes e nos teores de 

nitrogênio total.  
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Os controles bacterianos usados neste experimento (Azospirillum brasilense e 

Herbaspirillum seropedicae) apresentaram redução em algumas variáveis avaliadas 

em relação ao controle sem inoculação. A presença da bactéria A. brasilense 

promoveu média igual de altura e teores de NT superior ao controle. Para as 

demais, não houve efeito da presença bacteriana sobre o crescimento vegetal. A 

população epi e endofítica foi de 1,88 e 0,66·106 UFC mL-1. Comparando-se com a 

população epi e endofítica obtida para a inoculação com H. seropedicae, observa-se 

uma população endofítica maior, demonstrando uma aptidão maior desta estirpe 

(1,60·106 UFC mL-1) em colonizar esta espécie vegetal. Quanto às variáveis 

avaliadas, a presença desta bactéria reduziu a altura, o comprimento das raízes e 

massa fresca da parte aérea, porém as plântulas tiveram médias iguais ou 

superiores nas variáveis avaliadas. Na literatura são descritos diversos trabalhos 

apontando efeitos benéficos da interação entre gramíneas e A. brasilense e H. 

seropedicae (KENNEDY et al., 1997; RONCATO-MACCARI et al., 2003). Os 

resultados obtidos apontam para respostas medianas destes controles na promoção 

de crescimento vegetal, com estirpes de maior performance entre os isolados . 

Furnkranz, Muller e Berg (2009) demonstraram que bactérias do gênero 

Pantoea e Burkholderia sp. isoladas de plantas de girassol e sorgo, foram as mais 

promissoras nos experimentos in vitro.  Pantoea agglomerans YS19, isolado em 

arroz, apresentou atividade de fixação de nitrogênio in vitro, síntese de quatro 

diferentes fitormônios, incluindo AIA com promoção de crescimento das plantas 

reinoculadas (FENG; SHEN; SONG, 2006). 

Vários fatores podem interferir na interação planta x bactéria em condições in 

vitro. Os resultados obtidos para este ensaios de associação apontam para a 

recomendação de um período maior para que a associação possa promover efeitos 

benéficos ou deletérios às plantas. No presente estudo pode-se inferir que o período 

de cinco dias após a inoculação não foi suficiente para promover modificações 

evidentes nas raízes e/ou crescimento das plântulas de trigo, por não terem sido 

observadas alterações morfológicas nas raízes em todos os tratamentos aplicados 

(dados não mostrados). Long et al. (2008) observaram aumento na área radicular 

após sete dias  de inoculação em plântulas oriundas de sementes inoculadas e 

germinadas in vitro. 
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Furlan (2013) relatou que a associação de plântulas de trigo com 28 dias 

após germinação, inoculadas in vitro com Azospirillum brasilense e Herbaspirillum 

seropedicae promoveram diferenças substanciais na morfologia radicular, 

aumentando a superfície e a massa fresca e seca das raízes. Neiverth (2011) 

também observou diferenças significativas entre os diferentes genótipos de trigo cv 

Coodetec associados com as mesmas estirpes. Possivelmente, um maior tempo de 

co-cultivo e estádio fenológico das plântulas sejam importantes fatores para se levar 

em consideração durante a avaliação da associação planta x bactéria in vitro. 

Seleções in vitro e in vivo podem contribuir para o melhor screening de isolados com 

potencial biofertilizante, principalmente em condições gnobióticas (KHALID; 

ARSHAD e ZAHIR, 2004; FURNKRANZ; MULLER e BERG, 2009). 

 

4.5 AVALIAÇÃO DO EFEITO DA PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO VEGETAL NAS 

CULTURAS DO TRIGO E DO MILHO: ENSAIO DE INOCULAÇÃO EM VASO 

 

Dois tipos de solo, contrastantes quanto à fertilidade, foram usados neste 

experimento para verificar o efeito bacteriano no crescimento e nutrição vegetal. As 

variáveis; altura de plantas, massa fresca e seca e teores de nitrogênio total 

apresentaram-se maiores numericamente nos resultados obtidos em solo com alta 

fertilidade (AF) (Tabela 15). Tais resultados reforçam a importância agronômica da 

nutrição mineral para o bom desempenho produtivo das espécies agrícolas. A 

população microbiana endofítica natural dos solos, também variou em relação à 

fertilidade dos mesmos. Solos com alta fertilidade (AF) apresentaram uma 

população microbiana que variou de 0,166 a 21,66·106 UFC mL-1 (epifiticamente e 

endofiticamente, respectivamente) para o trigo e solos com baixa fertilidade (BF) não 

apresentaram população microbiana endofítica detectável (Tabela 16). 

Foram observados resultados distintos para as variáveis avaliadas nos três 

grupos (I – A. brasilense, II – isolado UFPRPALT 1-14 e III – UFPRPALM 3-87), 

onde diferentes isolados (e/ou tipos bacterianos) e diferentes condições de 

fertilização (NPK; Sulfato de amônio e NPK+ Sulfato de amônio) foram usados. A 

presença bacteriana parece não ter contribuído para o aumento do crescimento 

vegetal em solos de alta fertilidade, não promovendo crescimento na biomassa 

distinto do controle sem fertilização (Tabela 15). Pelo contrário, em alguns casos a 

presença bacteriana diminuiu significativamente os resultados em relação ao 
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controle. Por outro lado, em solo de baixa fertilidade, a inoculação com os isolados 

bacterianos promoveu diferenças positivas e significativas.  

Para o grupo I onde a estirpe bacteriana utilizada foi A. brasilense, as 

diferenças foram percebidas nos teores de NT acumulados em 45 dias em presença 

da bactéria e sob diferentes condições de fertilização (Tabela 15). Houve um 

acréscimo de 66% nos teores de NT (A. brasilense); 100% (A. brasilense + sulfato 

de amônio) e 154% (A. brasilense + NPK + sulfato de amônio). Os resultados 

demonstram um efeito potencializador da bactéria na absorção do fertilizante pela 

planta. Porém, se compararmos a aplicação de NPK + Azospirillum, observa-se uma 

redução de 20% nos valores de NT quando a bactéria é inoculada. Nas demais 

variáveis não houve uma resposta significativa, apenas a altura da planta foi 

incrementada em condição da presença do isolado + NPK + sulfato de amônio.  

 

Tabela 15 . Características morfofisiológicas de plantas de trigo inoculadas com os 
isolados, Palotina/PR – 2013 

 
BF: Baixa Fertilidade; AF: Alta Fertilidade. Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna não diferem 
estatisticamente pelo teste de Tukey, à 5% de probabilidade.  

 TRIGO 

Grupo I BF AF   BF             AF  BF               AF               BF               AF 

TRATAMENTOS  ALTURA 
(cm)  

      MF AÉREA 
                 (g)  

   MS AÉREA 
             (g) 

N TOTAL 
(g Kg -1) 

Controle 25,63 b 44,83 a 0,29 a 3,26 b 0,09 a 0,60 a   23,60 d 42,90 a 
A. brasilense 27,53 b    37,63 c 0,40 a 2,57 b 0,11 a 0,53 a 39,30 bc 26,10 b 

A. brasilense + NPK 23,40 b  39,87 bc 0,25 a 3,07 b 0,08 a 0,70 a 31,20 cd 21,30 b 

A. brasilense + Sulfato  24,73 b  42,07 ab 0,35 a 5,11 a 0,09 a 0,86 a   47,50 b 41,50 a 

A. brasilense + NPK + Sulfato  36,10 a  43,17 ab 1,18 a   4,11 ab 0,32 a 0,77 a 60,00 a  35,00 a 

CV%  9,74            3,79            83,41           18,11           88,88         21,38           8,85             9,50 

 TRIGO 

Grupo II BF AF   BF             AF  BF               AF               BF               AF 

TRATAMENTOS  ALTURA 
(cm)  

      MF AÉREA 
                 (g)  

   MS AÉREA 
             (g) 

N TOTAL 
(g Kg -1) 

Controle 25,63 a   44,83 a   0,29 b 3,26 a 0,09 a 0,60 a 23,60 c 42,90 a 
UFPRPALT 1-14 24,06 a 40,90 ab 0,40 ab 2,47 a 0,11 a 0,45 a 37,40 b 37,20 a 

UFPRPALT 1-14 + NPK  26,73 a 39,83 ab 0,32 ab 2,49 a 0,08 a 0,53 a 41,90 b 19,10 b 

UFPRPALT 1-14 + Sulfato  34,40 a   37,23 b   0,78 a 2,73 a 0,20 a 0,50 a 35,90 b 39,80 a 

UFPRPALT 1-14 + NPK + Sulfato  29,80 a 43,50 ab 0,72 ab 3,92 a 0,16 a 0,71 a   60,10 a  43,00 a 

CV%   14,88            6,83            34,20        23,02           34,97           24,49           6,28              8,86 

 TRIGO 

Grupo III BF AF   BF             AF  BF               AF               BF               AF 

TRATAMENTOS  ALTURA 
(cm) 

      MF AÉREA 
                 (g) 

   MS AÉREA 
             (g) 

N TOTAL 
(g Kg -1) 

Controle 25,63 a 44,83 a   0,29 a   3,26 a 0,09 a 0,60 a 23,60 a 42,90 ab 

UFPRPALM 3-87 25,53 a 41,33 b 0,32 a 2,23 a 0,11 a 0,43 a 29,20 a 31,00 bc 

UFPRPALM 3-87 + NPK  27,76 a 44,66 a 0,37 a 3,39 a 0,10 a 0,61 a 40,90 a 28,40 c 

UFPRPALM 3-87 + Sulfato  30,10 a   42,46 ab 0,40 a 2,88 a 0,10 a 0,51 a 39,80 a 38,20 abc 

UFPRPALM 3-87 + NPK + Sulfato  31,76 a 44,73 a 1,19 a 4,71 a 0,24 a 0,74 a    61,80 a 50,90 a 

CV%   13,00            2,54            79,88          28,73           64,56         28,14           14,99        13,29 
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Este efeito potencializador do A. brasilense poderia reverter em ganhos para 

as plantas se o efeito fosse extrapolado para o final do ciclo fenológico, podendo o 

NT ser convertido em maior conteúdo proteico de grãos entre outros. O teor de 

nitrogênio total das plantas poderia estar diretamente correlacionada com a 

população endofítica. Estas bactérias que estariam dentro das plantas encontrariam 

condições mais favoráveis para fixar N2 e transferí-lo para as células 

(BHATTACHARJEE; SINGH; MUKHOPADHYAY, 2008).  

Embora os teores de NT da planta representem apenas um indício da fixação 

biológica de nitrogênio, este processo é dependente de energia e é influenciado pela 

quantidade e pelas fontes de C exsudada pela planta hospedeira, além de outros 

compostos disponíveis como: NO3, O2 e Mo (BASHAN e BASHAN, 2010; NAHER et 

al., 2011). Pedrinho et al. (2010) relataram que os efeitos da inoculação de A. 

brasilense  Ab-V5 nas plantas de milho promoveram aumentos na altura, massa 

seca e fresca das plantas. No entanto, Naiman et al. (2009)  não observaram 

diferenças em variáveis produtivas de plantas de trigo quando inoculadas com A. 

brasilense. Em experimento realizado em vaso, Ferreira et al. (2010) relatam que a 

resposta à  A. brasilense também foi dependente da cultivar. 

A presença de fertilizantes na forma de NPK e sulfato de amônio 

apresentaram um efeito negativo sob a população microbiana epi e endofítica do 

isolado em questão (Tabela 16). Em solos de alta fertilidade (AF) a adição de 

fertilizantes (NPK e sulfato de amônio) parece ter diminuído a população epifítica em 

relação ao tratamento apenas com a presença da inoculação. No entanto, a 

população endofítica foi maior apontando para uma colonização interna das plantas 

de trigo. Exceção à regra, foi o tratamento onde a adubação de cobertura foi 

aplicado em sementes inoculadas, cujo número ficou em 5·106 UFC mL-1. Aira et al. 

(2010) observaram uma proporcionalidade inversa na dosagem dos fertilizantes e 

atividade bacteriana. Shaharoona et al. (2008)  observaram que bactérias do gênero 

Pseudomonas inoculadas em trigo com fertilizantes (NPK) tiveram sua eficiência 

reduzida proporcionalmente a concentração destes fertilizantes.  

O grupo II consistiu da inoculação do isolado UFPRPALT 1-14 (Pantoea 

ananatis) de modo similar ao grupo I, os tratamentos não promoveram respostas 

positivas na altura, biomassa ou teores de NT em solos de AF, evidenciando que as 

condições de inoculação e fertilização não foram percebidas pelas plantas avaliadas. 

Parece evidente, que a adubação e inoculação foram desperdiçadas em solo de AF, 
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mas, em condições de BF, as respostas são distintas e positivas para os teores de 

NT, em especial. As plantas respondem ao aumento de fertilidade pela presença do 

NPK e sulfato de amônio ou de ambos. Além do efeito potencializador da fertilização 

(tratamentos com isolados + NPK; isolado + sulfato e isolado e ambos fertilizantes), 

a presença do isolado foi por si suficiente para que os níveis de NT fossem similares 

aos obtidos pelos tratamentos onde a fertilização com NPK foi aplicado e superior ao 

controle (Tabela 15).   

O interessante é que, embora o isolado UFPRPALT 1-14 (Pantoea ananatis) 

não tenha promovido diferenças significativas no experimento in vitro, o mesmo 

promoveu em vaso uma resposta positiva. Esta resposta distinta pode ser 

possivelmente explicada por um efeito maior do período de crescimento, onde a 

bactéria pode associar-se por 45 dias e aumentar a população epi e endofítica 

(23,33·106 e 15·106 UFC mL-1, respectivamente) (Tabela 16). A presença de 

fertilização diminuiu a população epi e endofítica do isolado UFPRPALT 1-14 em 

plantas de ambos os solos (AF e BF).  Este isolado foi obtido a partir de plantas de 

trigo e responderam à reinoculação. Egorenkova et al. (2000) citam que nos 

resultados por eles obtidos, isolados de trigo quando reinoculados, responderam 

melhor em trigo por uma aderência mais eficientemente daquele isolado. 

 

Tabela 16 . População microbiana endofítica em plantas de trigo e milho, 
Palotina/PR, 2012/2013 

 
TAF: Trigo em solo com alta fertilidade; TBF: Trigo em solo com baixa fertilidade; MBF: Milho em solo com 
baixa fertilidade. 

 

TRATAMENTOS  
TAF TBF MBF TAF         TBF              MBF 

   EPIFÍTICA    
   (x106 UFC/mL)  

   ENDOFÍTICA  
    (x106 UFC/mL)  

Controle 0,16      - 31,66 21,66      -       33,33 

A. brasilense 9,83 7 1,33 16,66 1,65 0,08 

A. brasilense + NPK 2,33 43,33 25 95 33,33    5 

A. brasilense + Sulfato  0,33 8,33 21,66 5 13,33  20 

A. brasilense + NPK + Sulfato  0,50  38,33 1 25 23,33    20 

UFPRPALT 1-14 4,66 23,33 26,66 138,33 15  45 

UFPRPALT 1-14 + NPK  6 0,7 8,33 83,33 15 0,05 

UFPRPALT 1-14 + Sulfato  0,66 20 181,66 85 5 290 

UFPRPALT 1-14 + NPK + Sulfato  3,66 18,33 0,5 88,33 8,33 41,66 

UFPRPALM 3-87 0,16 3,33 51,66 500 3,33       71,66 
UFPRPALM 3-87 + NPK  0,83 16,66 5 26,66 21,66 8,33 

UFPRPALM 3-87 + Sulfato  2 16 61,66 31,66 19,5     4 

UFPRPALM 3-87 + NPK + Sulfato  2,5 1 35 23,33 0,4     27 



92 

 

O isolado UFPRPALM 3-87 avaliado no grupo III quanto aos efeitos da 

fertilização e inoculação no crescimento de plantas de trigo, apresentou resultados 

similares aos grupos anteriormente descritos em condições de solo com AF. Não 

houve uma resposta distinta e superior da presença de bactérias e fertilizantes em 

solos de alta fertilidade, embora a presença exclusiva da inoculação promoveu uma 

redução na altura e nos teores de NT das plantas, evidenciando um efeito negativo 

deste isolado  nestas variáveis (Tabela 15).  

A população epifítica apresentou aumentos da ordem de 15 vezes quando 

NPK e adubação de cobertura foram realizadas nas plantas de trigo. Já, a população 

endofítica observada nas plantas inoculadas com esta estirpe diminuiu em 88% pela 

presença dos fertilizantes (Tabela 16). 

 Em condições de BF, a presença da bactéria UFPRPALM 3-87 não acarretou 

em respostas significativamente superiores em relação ao controle. Embora este 

isolado tenha apresentado a melhor performance in vitro, em vaso não manteve as 

mesmas respostas. Em relação ao crescimento da população bacteriana, esta 

população foi maior em solos de BF e a presença da fertilização com NPK promoveu 

um aumento, na população bacteriana, da ordem de 5 (epifítica) e  6,5 vezes 

(endofítica). A adubação na forma de sulfato de amônio promoveu a diminuição 

desta população em 3% e em 10% quando comparado ao tratamento com NPK 

(Tabela 16). 

Os resultados obtidos nos três grupos (I, II e III) onde diferentes isolados 

(e/ou tipos bacterianos) e diferentes condições de fertilização foram usados na 

semeadura do milho, a presença exclusiva da(s) bactéria(s) parece não ter 

contribuído para o aumento expressivo no crescimento vegetal em solos de baixa 

fertilidade (Tabela 17).  

Os dados obtidos para o grupo I onde a estirpe bacteriana utilizada foi A. 

brasilense, as diferenças detectadas em todas as variáveis avaliadas, mas a reposta 

foi maior à presença de fertilizantes, especificamente do NPK e não à inoculação (A. 

brasilense) para as variáveis altura, massa fresca e seca de parte aérea. Quando o 

inóculo foi aplicado conjuntamente com o sulfato de amônio, maiores teores de NT 

foram observados nos tecidos vegetais. Estes resultados foram distintos e 

superiores em relação ao controle no grupo I, o que poderia ser possivelmente 

explicados pelo fato desta fertilização ter ocorrido apenas 15 dias antes da coleta 

dos dados, determinando fonte recente e ciclagem do N a partir do fertilizante, o que 
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explicaria os altos teores de NT. A inoculação promoveu uma performance similar ao 

controle para todas as variáveis avaliadas, porém, neste experimento, o incremento 

do NT pela presença bacteriana foi de 43% e para massa seca 10%, embora as 

outras variáveis altura e massa fresca apresentaram reduções quando a bactéria A. 

brasilense esteve presente (7% e 0,7%,respectivamente).  

 

Tabela 17 . Características morfofisiológicas de plantas de milho inoculadas com 
os isolados, Palotina/PR – 2012 

 
Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna, não diferem estatisticamente pelo teste de 
Tukey, à 5% de probabilidade.  

 

Na comparação das três estirpes bacterianas ou os três grupos, pode-se 

observar respostas distintas em relação ao isolado, à planta e à adubação. A 

população epifítica e endofítica encontrada em plantas de milho nos diferentes 

tratamentos aplicados teve comportamento similar ao obtido para as plantas de trigo.  

TRATAMENTOS  
Grupo I 

MILHO 
ALTURA     MF AÉREA  MS AÉREA  N TOTAL 
   (cm)                (g)              (g)           (g Kg -1)      

Controle 26,33 c   1,26 c 0,20 b   39,00 c 

A. brasilense 24,33 c   1,27 c 0,22 b   56,00 bc 

A. brasilense + NPK 58,33 a 12,88 a 1,48 a   83,00 b 

A. brasilense + Sulfato  27,66 c   1,74 c 0,23 b 156,30 a 

A. brasilense + NPK + Sulfato  48,00 b    7,47 b 1,31 a 140,00 a 

CV%      9,00         23,06          21,77          15,36 

Grupo II ALTURA     MF AÉREA  MS AÉREA  N TOTAL 
   (cm)                (g)              (g)           (g Kg -1)   

Controle 26,33 b   1,26 b 0,20 b   39,00 d 

UFPRPALT 1-14 24,33 b   1,28 b 0,22 b   57,00 cd 

UFPRPALT 1-14 + NPK  48,00 a   6,85 a 1,00 a   93,00 bc 

UFPRPALT 1-14 + Sulfato  28,26 b   1,45 b 0,23 b 181,00 a 

UFPRPALT 1-14 + NPK + Sulfato  46,33 a    5,36 a 0,87 a 125,00 b 

CV%       15,39        23,02          24,49          18,95 

Grupo III ALTURA     MF AÉREA  MS AÉREA  N TOTAL 
   (cm)                (g)              (g)           (g Kg -1)   

Controle 26,33 c   1,26 c 0,20 c   39,00 c 

UFPRPALM 3-87 25,33 c   1,18 c 0,23 c   59,30 c 

UFPRPALM 3-87 + NPK  52,00 a   8,80 a 1,43 a 102,60 b 

UFPRPALM 3-87 + Sulfato  29,83 c   1,63 bc 0,23 c 159,00 a 

UFPRPALM 3-87 + NPK + Sulfato  43,00 b    3,94 b 0,65 b 169,60 a 

CV%       13,00        28,02          28,53          12,97 
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Plantas de milho avaliadas no grupo I apresentaram uma população epifítica 

diminuída pela presença de fertilizantes. Numericamente esta redução foi maior 

quando o NPK e sulfato de amônio foram aplicados demonstrando a sensibilidade 

das bactérias aos fertilizantes. Por outro lado, a população endofítica aumentou e 

manteve-se igual quando NPK + sulfato de amônio foram aplicados, e menor quando 

somente NPK foi aplicado durante a semeadura. Quando apenas o A. brasilense foi 

inoculado, a população epi e endofítica permaneceu baixa (1,33 e 0,08·106 UFC mL-

1). A baixa fertilidade natural do solo poderia reduzir as fontes nutricionais (fonte de 

carbono) desta bactéria, restringindo seu crescimento até que plantas (raízes) 

estariam aptas para realizar a associação.  

As respostas obtidas para o grupo II e III, onde os isolados UFPRPALT 1-14 e 

UFPRPALM 3-87 foram avaliados quanto ao potencial de promoção de crescimento 

em vaso, apresentaram as mesmas tendências descritas para a bactéria controle 

(Tabela 17). As plantas de milho parecem ter respondido mais à adubação 

(especialmente ao NPK) que à presença do inóculo, onde houve diferença 

significativa entre o tratamento com NPK e controle em todos os parâmetros 

avaliados. Acréscimos maiores foram observados para o teor de NT, quando a 

inoculação + sulfato de amônio foram aplicados: 4,6 vezes para UFPRPALT 1-14 e 4 

vezes para UFPRPALM 3-87. A mesma tendência foi observada para os tratamentos 

com inoculação + NPK + sulfato de amônio (3,2 vezes para UFPRPALT 1-14 e 4,3 

vezes para UFPRPALM 3-87).  

Os isolados avaliados apresentaram comportamentos distintos nas plantas de 

milho: a população microbiana ao redor da área radicular do isolado UFPRPALT 1-

14 apresentou uma diminuição quando o NPK foi aplicado (8,33 e 0,05·106 UFC mL-

1, epifítica e endofítica, respectivamente). Exceção foi o tratamento onde o inóculo foi 

aplicado durante a semeadura e 30 dias após foi aplicado o fertilizante nitrogenado 

em cobertura (181,6·106 UFC mL-1). A colonização da área radicular pela 

UFPRPALT 1-14 não acrescentou benefícios nas variáveis avaliadas para as plantas 

de milho. Estes resultados discordam de Egorenkova et al. (2000) que afirmam que 

haveria uma maior afinidade do isolado em espécies das quais teriam sido 

previamente isolados.  

Uma estirpe bacteriana será hábil para associar-se com as plantas se a 

mesma apresentar uma colonização eficiente e se adaptar fisiologicamente as 

condições de solo. Esta adaptação fisiológica seria também uma adaptação às 
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condições de baixos teores nutricionais e ou outras condições físico-químicas, alta 

eficiência no aproveitamento dos exsudatos liberados pelas plantas (VAN 

OVERBEEK et al., 1997). Berg (2009) citam que as bactérias para se associarem às 

plantas devem ser hábeis na colonização da planta: isto envolve reconhecimento, 

aderência, invasão, colonização e crescimento da população bacteriana. 

 Vários autores relataram sobre efeito do genótipo vegetal sobre as 

comunidades bacterianas (DOORNBOS et al., 2011; BOUFFAUD et al., 2011; 

KIRZINGER e STAVRINDES, 2012). A superfície radicular é composta pelas 

paredes celulares e mucigel formado por polissacarídeos e proteínas secretadas 

pelas plantas. Dey, Pal e Tilak (2012) citam que as plantas exsudam uma grande 

variedade de compostos: etileno, açúcares, aminoácidos, ácidos orgânicos, 

vitaminas, polissacarídeos e enzimas e que os exsudatos das raízes dependem do 

genótipo vegetal sendo determinantes para a formação da comunidade rizosférica. 

Estes sinais gerariam uma especificidade na interação planta x bactéria que seria 

uma característica do genótipo e estirpe dependente (DROGUE et al., 2012). Os 

exsudatos atrairiam as bactérias até as raízes em diferentes níveis qualitativos e 

quantitativos (HARDOIM; OVERBEEK e ELSA, 2008; HARTMANN et al., 2009; 

SHELUD’KO et al., 2010).  

Outros autores relatam ainda que a quantidade e composição dos exsudatos 

variam também ao longo da extensão da raiz e podem ser modificadas pelo estádio 

fenológico vegetal, pela concentração de nutrientes do solo e estresses bióticos e/ou 

abióticos (NEUMANN, 2007; MARSCHNER, CROWLEY e RENGEL, 2011; DEY; 

PAL e TILAK, 2012). 

Bhattacharyya e Jha (2012) comentam que são os aminoácidos e açúcares 

que provêm fonte de energia e nutrientes para as bactérias, resultando em um maior 

crescimento populacional tanto na rizosfera quanto fora dela. Há também uma 

interação entre comunidades microbianas, pois uma comunidade poderia converter 

os exsudatos vegetais em outras formas aproveitadas por outras comunidades 

bacterianas. Oliveira et al. (2009) citam respostas de crescimento vegetal superiores 

para uso de mixes bacterianos com diferentes estirpes em cana-de-açúcar. Deste 

modo, a rizosfera e considerada uma ambiente ecológico dinâmico de intensa 

interação planta x bactéria.  
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Neste trabalho, a população microbiana associada às plantas de milho foi 

maior numericamente nos controles quanto comparada à do trigo (198% e 53%  

respectivamente para epifíticas e  endofíticas) (Tabela 16). Apesar de apenas 30% 

dos isolados tenham sido sequenciados, os dados demonstram uma maior 

competência do milho em criar uma comunidade bacteriana em redor de suas 

raízes, pois 60% dos isolados foram encontrados nesta espécie (Tabela 7 e 13). No 

milho são relatados que os exsudatos radiculares são compostos de 65% de 

açúcares, 33% de ácidos orgânicos e 2% de aminoácidos (BAUDOIN et al., 2003; 

AIRA et  al., 2010).  No trigo, são escassos os trabalhos que tratam sobre a 

caracterização de exsudatos em diferentes cultivares. Martin (1977) observaram 

quantidades de açúcares e aminoácidos variando entre 5,9 a 9,2% e 13,4 a 17,2%, 

respectivamente para a cv de trigo Gabo.  

Vargas et al. (2012) observaram respostas distintas em cultivares de arroz 

inoculados com Azospirillum brasilense, demonstrando que as diferenças são do 

genótipo especifico e ocorrem por expressão diferencial de alguns genes. Kumar et 

al. (2007), observou que em 9 isolados de Azotobacter, apenas 2 destes foram 

preferencialmente atraídos por trigo e 7 pelos exsudatos de plantas de algodão. A 

diferença seria pela composição de exsudatos em diferentes tipos de ácidos 

orgânicos.  

Gough et al. (1997) demonstrou que a presença de outros compostos nos 

exsudatos  como flavonóides  (narigenina, murecila, quercetinas e daidzeinas) 

promoveriam quebras ou rupturas nas raízes laterais pelas quais ocorreria a 

colonização de alguns isolados como o que ocorre com H. seropedicae . Monteiro et 

al. (2012) também relataram a presença de  proteínas T3SS  usadas para translocar 

proteínas chamadas moléculas efetoras através do citoplasma de células 

eucarióticas, alterando o metabolismo celular em beneficio da bactéria, no caso da 

patogenicidade ou de ambos, no caso da simbiose e  associação. 

 A composição da comunidade epi e endofítica da rizosfera das plantas parece 

ser imprevisível. Hardoim, Overbeek e Elsa (2008) sugerem que o fator 

preponderante a ser levado em conta para a seleção de bactérias promotoras de 

crescimento, seria a fitosfera, ou seja, a especificidade vegetal em relação a 

microbiota deveria ser considerada mais que o fator solo. 
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Khalid, Arshad e Zahir (2004) quando avaliaram isolados selecionados com 

alta produção de AIA em trigo, observaram respostas distintas: na cv Pasban-90 as 

bactérias promoveram aumentos no comprimento de raízes, na altura, no peso seco 

e fresco da parte aérea e no número de perfilhos; mas na cv Inqlab-91 não foram 

observados aumentos nas variáveis avaliadas. Em experimentos em vaso, Vargas et 

al. (2012) ao avaliarem a performance de isolados de Burkholderia kururiensis  em 

arroz observaram resultados negativos para o aumento das raízes laterais. Para 

plantas inoculadas com A. brasilense, os resultados foram positivos, mas distintos 

para os cv de arrroz usados. Enquanto a cv IAC 4440 obteve um aumento da ordem 

de 75%, a cv IR42 obteve 143% de incremento radicular após 10 dias de inoculação, 

evidenciando a característica genótipo dependente da interação planta x bactéria. 

Asghar et al. (2002) demonstraram incrementos de 11 a 52% na massa seca de 

plantas de Brassica inoculadas com bactérias diazotróficas. 

Os dados obtidos nos experimentos em vaso concordam com Egamberdieva, 

(2007) que relata que a capacidade associativa bacteriana é afetada pela condição 

nutricional dos solos, onde os melhores resultados foram obtidos em solos de baixa 

fertilidade. Os resultados obtidos para trigo em solos de AF e BF apontam para 

observação de que o estado nutricional das plantas teria implicações na eficiência 

da associação planta x bactérias pelo fato do estado nutricional vegetal influenciar a 

composição dos exsudatos que por sua vez influencia a produção de AIA (LOPER et 

al., 2012). 

O tipo de solo é o maior determinante da microbiota endofítica (SINGH et al., 

2009; LONG et al., 2008). Hueso, García e Hernández (2012) comentam que a 

atividade microbiana é afetada diretamente pela fertilidade e umidade dos solos. 

Outro fato a ser levado em consideração é o das plantas selecionarem uma 

comunidade microbiana em particular e a presença de outros microrganismos in loco 

influenciaria o sucesso da colonização. Em vaso, o solo AF apresentou uma 

microbiota residente. A dinâmica das comunidades microbianas em facilitar ou 

dificultar a instalação de espécies pela competição por nutrientes possui um papel 

importante no processo de colonização (LONG et al., 2008).  
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Este fato poderia explicar parcialmente a ausência de respostas da 

inoculação em solos AF onde uma microbiota residente já estava presente. Os 

mesmos autores observaram que dos 139 isolados obtidos de Nicotina attenuata 

apenas metade destas apresentaram efeitos benéficos para o crescimento vegetal, 

outras tiveram um efeito neutro ou patogênico. 

Os resultados também demonstram que a população bacteriana é sensível à 

aplicação de fertilizantes com a inoculação e a maior população epifítica do isolado 

UFPRPALT 1-14 possivelmente poderia ser explicada pelo fato da aplicação do 

fertilizante ter ocorrido 30 dias após a inoculação, permitindo às bactérias o aumento 

populacional (Tabela 16). A mesma tendência foi observada para a populações 

endofíticas (290·106 UFC mL-1). Para a outra estirpe bacteriana UFPRPALM 3-87, 

observa-se para população epifítica a mesma tendência da UFPRPALT 1-14, porém 

a população endofítica diminuiu com a aplicação do(s) fertilizante(s) (Tabela 16).  

Ensaios in vitro e em vasos são úteis para verificar a capacidade de 

recolonização das plantas hospedeiras e não hospedeiras com uma simples 

inoculação. Neste experimento, ambos os isolados foram capazes de inocular 

ambas espécies vegetais em diferentes condições de fertilidade. Interessante 

ressaltar, que o isolado UFPRPALM 3-87 (Tabela 16) foi hábil em recolonizar a 

planta hospedeira, pois a população endofítica (71,6·106 UFC mL-1) foi 14% maior 

que a epifítica em condições controle. Baldani et al. (1986) testaram diferentes 

isolados e concluíram que aquelas obtidas na mesma espécie vegetal (homólogas) 

foram mais eficientes do que as provenientes de espécies diferentes. 

Em trigo e em milho, por serem espécies diferentes, poderiam ter diferenças 

na composição dos exsudatos, o que explicaria respostas distintas dos experimentos 

em vaso com as duas espécies, que foram inoculadas com as mesmas estirpes 

bacterianas. 

A especificidade do hospedeiro parece ser fundamental na compreensão do 

processo de interação entre plantas e bactérias (KIRZINGER e STAVRINDES, 

2012). O genótipo vegetal é quem modela a comunidade de bactérias PCV nos 

termos do tamanho e composição (BOUFFAUD et al., 2011). A propensão para 

colonizar e estimular o crescimento vegetal de um grupo restrito de plantas envolve  

mecanismos de reconhecimento do hospedeiro pela bactéria e aproveitamento  

pelas plantas dos benefícios desta interação, ou seja um ajuste sintonizado. 
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O uso crescente de fertilizantes nitrogenados e fosfatados necessários à 

produção agrícola e a alta exigência energética para a produção dos fertilizantes 

industriais, além do impacto ambiental provocado por lixiviação destes produtos, o 

uso de bioferitizantes ou bioinoculantes constitui uma alternativa promissora.  As 

bactérias podem otimizar alguns processos naturais disponibilizando fertilizantes 

minerais que parcialmente supririam as necessidades das plantas através da FBN e 

solubilização de P, K e outros macro e micronutrientes (PEDRINHO et al., 2010; 

DAWWAM et al., 2013). 
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5 CONCLUSÕES 

 

1 – Foi observada grande diversidade da comunidade bacteriana provenientes das 

três áreas de coleta em milho e trigo; 

2 – As técnicas moleculares identificaram oito diferentes grupos geneticamente 

distintos sendo que estes foram posicionados em oito grupos filogenéticos; 

3 – Não houve diferenciação dos gêneros e espécies bacterianas nos diferentes 

solos coletados e plantas iscas utilizadas; 

4 – Os isolados puderam ser agrupados em diferentes grupos em relação à 

capacidade de solubilizar fosfato e produção de AIA; 

5 – Foi observado o processo de colonização dos isolados nos experimentos in vitro 

e em vaso, e as populações epi e endofíticas foram distintas; 

6 – No experimento in vitro, foram obtidas respostas distintas para a promoção de 

crescimento vegetal sendo que o isolado UFPRPALM 3-87 (Burkholderia) foi o que 

apresentou as melhores respostas para os parâmetros morfofisiológicos avaliados e 

o isolado UFPRPALT 1-14 (Pantoea) foi o que apresentou menor efeito promotor de 

crescimento; 

7 – Em vaso, os isolados não apresentaram respostas de promoção de crescimento 

vegetal em solos de alta fertilidade; 

8 – Em vaso e em condições de baixa fertilidade, o gênero Pantoea (UFPRPALT 1-

14) foi o que apresentou a melhor performance em termos de aumentos dos teores 

de nitrogênio da parte aérea em plantas de trigo; 

9 – Houve uma resposta diferencial da população microbiana entre espécies 

vegetais e condições de fertilização e/ou inoculação. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Os resultados obtidos neste trabalho podem ser considerados como uma 

etapa preliminar no processo de desenvolvimento de biofertilizantes/bioinoculantes 

com isolados localmente obtidos para solos de baixa fertilidade. Apenas seis 

isolados sequenciados foram avaliados quanto a capacidade associativa e 

promoção de crescimento vegetal e ainda existem outros isolados promissores com 

altos índices de ISF e síntese de AIA que não foram avaliados. Além disso, será 

necessária a caracterização dos mesmos para outras atividades de promoção de 

crescimento vegetal como atividade da nitrogenase e síntese da AAC deaminase, 

entre outros. Porém, o grande desafio ainda será caracterizar isolados que 

promovam crescimento vegetal, que sejam viavéis economicamente em solos de 

alta fertilidade que é a realidade regional.  
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ANEXOS 
 
 
ANEXO A:  MEIOS DE CULTURA E SOLUÇÕES 
 
 
MEIO DYGS (RODRIGUES NETO; MALAVOLTA; VICTOR, 1986) 
 

� 2,0 g L-1 de Glicose 
� 1,0 g L-1 de Ácido Málico 
� 1,5 g L-1 de Peptona Bacteriológica 
� 1,0 g L-1 de Extrato de Levedura 
� 0,5 g L-1 de K2HPO4 
� 0,5 g L-1 de MgSO4. 7H2O 
� 1000 mL de água destilada 
� pH ajustado para 6.0 com KOH (10%) 
� 20 g L-1 de ágar  

 
 
MEIO LG (DÖBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995) 
 

� 20,0 g L-1 de Sacarose  
� 0,05 g L-1 de K2HPO4 
� 0,15 g L-1 de KH2PO4 
� 0,02 g L-1 de CaCl2  
� 0,20 g L-1 de MgSO4. 7H2O 
� 0,002 g L-1 de Na2MoO4.2H2O 
� 0,01 g L-1 de FeCl3.2H2O 
� 5,0 mL de azul de bromotimol (sol. 0,5% em etanol) 
� 1,00 g L-1 de CaCO3 
� 1000 mL de água destilada 
� pH ajustado para 7.0 com NaOH 
� 15 g L-1 de ágar 

 
 
MEIO LGD (DÖBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995) 
 

� 20,0 g L-1 de Glucose   
� 0,05 g L-1 de K2HPO4 
� 0,15 g L-1 de KH2PO4 
� 0,01 g L-1 de CaCl2  
� 0,20 g L-1 de MgSO4. 7H2O 
� 0,002 g L-1 de Na2MoO4.2H2O 
� 0,01 g L-1 de FeCl3.2H2O 
� 2,0 mL-1de azul de bromotimol (sol. 0,5% em etanol) 
� 0,01 g L-1 de NaHCO3 
� 1000 mL de água destilada 
� pH ajustado para 7.0 com NaOH 
� 15 g L-1 de ágar 
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MEIO NFb (DÖBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995) 
 

� 5,0 g L-1 de Ácido Málico 
� 0,5 g L-1 de K2HPO4 
� 0,2 g L-1 de MgSO4. 7H2O 
� 0,1 g L-1 de NaCl 
� 0,02 g L-1 de CaCl2.2H2O 
� 2,0 mL de micronutrientes (solução A)  
� 2,0 mL de azul de bromotimol (sol. 0,5% em 0,2N KOH) 
� 4,0 mL de FeEDTA (solução 1,64%) 
� 1,0 mL de vitaminas (solução B) 
� 4,5 g L-1 de KOH 
� 1000 mL de água destilada 
� pH ajustado para 6.5 ou 6.8 com NaOH 
� 15 g L-1 de ágar 

 
Solução A -  Micronutrientes para 1000 mL: 
 

� 0,04 g de CuSO4.5H2O 
� 1,20 g de ZnSO4.7H2O 
� 1,40 g de H3BO3 
� 1,00 g de Na2MoO4.2H2O 
� 1,175 g de MnSO4.H2O 
� 1000 mL de água destilada 

 
Solução B –  Vitaminas para 100 mL: 
 

� 10 mg de biotina 
� 20 mg de piridoxol-HCl 

 
Dissolver em banho maria e completar o volume para 100 mL com água destilada e 
manter a solução em geladeira. 
 
 
MEIO JNFb  (DÖBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995) 
 

� 5,0 g L-1 de Ácido Málico 
� 0,6 g L-1 de K2HPO4 
� 1,8 g L-1 de KH2PO4 
� 0,2 g L-1 de MgSO4. 7H2O 
� 0,1 g L-1 de NaCl 
� 0,02 g L-1 de CaCl2.2H2O 
� 2,0 mL de solução de micronutrientes (idem meio NFb)  
� 2,0 mL de azul de bromotimol (sol. 0,5% em 0,2N KOH) 
� 4,0 mL de FeEDTA (solução 1,64%) 
� 1,0 mL de vitaminas (idem meio NFb) 
� 4,5 g L-1 de KOH 
� 1000 mL de água destilada 
� pH ajustado para 5.8 KOH 
� 17 g L-1 de ágar 
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MEIO LGI (DÖBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995) 
 

� 5,0 g L-1 de Sacarose  
� 0,2 g L-1 de K2HPO4 
� 0,6 g L-1 de KH2PO4 
� 0,2 g L-1 de MgSO4. 7H2O 
� 0,02 g L-1 de CaCl2.2H2O 
� 0,002 g L-1 de Na2MoO4.2H2O 
� 5,0 mL de azul de bromotimol (sol. 0,5% em 0,2N KOH) 
� 4,0 mL de FeEDTA (solução 1,64%) 
� 1,0 mL de vitaminas (idem meio NFb) 
� 1000 mL de água destilada 
� pH ajustado para 6.0 a 6.2 com H2SO4 
� 15 g L-1 de ágar 

 
 
MEIO LGI-P (DÖBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995) 
 

� 100 g L-1 de Sacarose  
� 0,2 g L-1 de K2HPO4 
� 0,6 g L-1 de KH2PO4 
� 0,2 g L-1 de MgSO4. 7H2O 
� 0,02 g L-1 de CaCl2.2H2O 
� 0,002 g L-1 de Na2MoO4.2H2O 
� 5,0 mL de azul de bromotimol (sol. 0,5% em 0,2N KOH) 
� 0,01 g L-1 de FeCl3.6H2O 
� 1000 mL de água destilada 
� pH ajustado para 5.5 com ácido acético 
� 17 g L-1 de ágar 

 
 

MEIO NBRIP (NAUTIYAL et al., 2000) 
 

� 10 g L-1 Glicose 
� 2,5 g L-1 CaHPO4 
� 0,2 g L-1 NaCl 
� 0,1 g L-1 MgSO4.7H2O 
� 0,2 g L-1 KCl 
� 0,5 g L-1 extrato de levedura 
� 0,002 g L-1 MnSO4.7H2O 
� 0,002 g L-1 FeSO4.7H2O 
� 0,024 g L-1 azul de bromofenol 
� 1000 mL de água destilada 
� pH ajustado para 7.0 
� 15 g L-1 de ágar 
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SOLUÇÃO A (MEDRADO, 2011) 
 
Para quantificação de proteínas totais  
 

� 1,0 mL do Reativo B 
� 1,0 mL do Reativo C  
� Completa para 100mL-1 com Reativo A 

 
Reativo A: 
 

� 20 g L-1 de Na2Co3 
� 4,0 g L-1 de NaOH 
� 1000 mL de água destilada 

 
Reativo B: 
 

� 1,0 g L-1 de CuSO4 
� 100 mL de água destilada 

 
Reativo C: 
 

� 2,0 g L-1 Tartarato de Sódio e Potássio 
� 100 mL de água destilada 

 
 
HIPOCLORITO ACIDIFICADO 
 

� 20 mL de Solução A 
� 4,0 mL de Solução B 
� 2,0 mL de Solução C 
� Completa para 200 mL de água destilada autoclavada 

 
Solução A 
 

� 50 mL de Hipoclorito de Sódio (NaOCl 5%) 
� 50 mL de água destilada autoclavada 

 
Solução B 
 

� 160 mL de KH2PO4 1M 
� 40   mL de HCl concentrado 
� 250 mL de água destilada autoclavada 

 
Solução C 
 

� 500 µL de Tween 80 a 1% 
� 50 mL de água destilada autoclavada 
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CORANTE IV 
 

� 0,125 mg de azul de bromofenol 
� 20 g de sacarose 
� Dissolve em água ultra pura para um volume final de 50 mL 

 
 
MEIO DE CULTURA MS  (MURASHIGE e SKOOG, 1962) 
 

 

*Nutrientes suprimidos (sem adição de N). 

 
 
 

 

Sol. Composto g 100 mL -1 mL L -1 de meio 

A NH4NO3* 16,50 10 
B KNO3* 19,00 10 
C CaCl2.2H2O 4,4 10 
D KH2PO4 1,7 10 
E MgSO4.7H2O 3,7 10 

Sol.  Composto  g L -1 mL L -1 de meio  
F Na2EDTA 

FeSO4.7H2O 
3,360 
2,780 

10 

 
 
 

G 

MnSO4.H2O 
ZnSO4.7H2O 

H3BO3 
KI 

CuSO4.5H2O 
Na2MoO4.2H2O 

CoCl2.6H2O 

3,380 
1,720 
1,240 
0,166 
0,005 
0,050 
0,005 

 
 
 

5 

VI 
TA 
MI 

NAS 
 

Tiamina 
Piridoxina 

Ac. Nicotínico 
Glicina 
Inositol 

0,02 
0,1 
0,1 
0,4 
20 

 
 

5 

 SACAROSE 30  


