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As gramíneas do gênero Brachiaria são largamente utilizadas por todo o Brasil, 

tolerando uma série de limites e condições restritivas de utilização, o que corrobora para 

que seja largamente cultivada em todo território nacional. As mudanças ocorridas nos 

sistemas agrícolas, em sua maioria, têm por finalidade a melhoria da qualidade 

ambiental, neste sentido conhecer a diversidade microbiana associada a estes sistemas 

tem sido útil para sustentabilidade dos ecossistemas e o aperfeiçoamento da produção, 

onde a associação de gramíneas com bactérias diazotróficas pode proporcionar 

crescimento vegetal e representa uma alternativa promissora para o melhor 

desenvolvimento e desempenho vegetal. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi 

isolar bactérias potencialmente diazotróficas associadas as gramíneas B. decumbens e B. 

humidicola cultivadas na Região Agreste do Estado de Pernambuco, nos nichos 

rizosfera e endofítico de raiz, avaliando-se características funcionais e variabilidade 

genética. Após o isolamento em meio semi seletivo para fixação de nitrogênio 

atmosférico (meio NFb semi-sólido) e em meio não seletivo  ocorreu a seleção 

funcional dos isolados bacterianos quanto a características envolvidas com a promoção 

de crescimento vegetal, e a variabilidade genética, através da técnica de BOX-PCR e 

PCR-DGGE do gene nifH. As características fenotípicas analisadas foram: fixação 

biológica de nitrogênio (FBN), produção de ácido indol acético (AIA) por diferentes 

rotas bioquímicas, solubilização de fosfato inorgânico, produção de enzimas 

extracelulares e da molécula quorum sensing. Nos resultados obtidos ficou evidente a 

elevada e variável funcionalidade das bactérias associadas a estas gramíneas em ambos 

os meios (com destaque para os isolados provenientes do meio NFb, que apresentou 

maior frequência de isolados positivos para os testes avaliados), espécies vegetais e 

nichos avaliados. Nas bactérias associadas as gramíneas se observou fixação de 

nitrogênio atmosférico em diferentes concentrações de sal no meio de cultura, produção 

de AIA por diferentes rotas bioquímicas com e sem a presença do precursor L-

triptofano, solubilização de fosfato inorgânico com a presença de diferentes fontes de 

carbono, produção de enzimas extracelulares (celulase, pectinase e amilase) e molécula 

quorum sensing. Independente da técnica utilizada para o estudo da variabilidade 

genética foi observado elevada diversidade genética para os isolados tanto da raiz como 

do rizoplano das gramíneas B. decumbens e B. humidicola. Desta forma é possível 

concluir que tal associação bactéria-planta-solo pode proporcionar vários benefícios à 

planta, não apenas a fixação biológica do nitrogênio. Portanto, investimentos em 

pesquisas utilizando a associação gramíneas forrageiras/bactérias são de fundamental 

importância pelo elevado valor que estas representam na alimentação animal.               
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ABSTRACT 
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diazotrophic bacteria potentially associated with Brachiaria grasses. 2012. 143p. 
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The genus Brachiaria grasses are widely used throughout Brazil, enduring a series of 

restrictive limits and conditions of use, which corrobora para that is widely cultivated 

throughout the country. The changes in agricultural systems, mostly aiming at the 

improvement of environmental quality, in order to know the microbial diversity 

associated with these systems has been useful for ecosystem sustainability and 

improvement of production, where the combination of grasses with diazotrophs can 

provide plant growth and represents a promising alternative for the better development 

and plant performance. Given the above, the objective of this study was to isolate 

diazotrophic bacteria potentially associated grasses B. decumbens and B. humidicola 

cultivated in Agreste region of Pernambuco State, niches in the rhizosphere and 

endophytic root, evaluating functional and genetic variability. After isolation on semi 

selective fixation of atmospheric nitrogen (NFB semisolid medium) and in a non-

functional selection was the selection of bacterial isolates for characteristics involved 

with the promotion of plant growth and genetic variability, using the technique of BOX-

PCR and PCR-DGGE of nifH. The phenotypic characteristics were analyzed: biological 

nitrogen fixation (BNF), production of indole acetic acid (IAA) by different 

biochemical pathways, inorganic phosphate solubilization, production of extracellular 

enzymes and the quorum sensing molecule. The results obtained evidenced the high and 

variable functionality of the bacteria associated with these grasses in both media 

(especially the ones from the middle NFB, with the highest frequency of positive 

isolates for the evaluated tests), plant species and niches evaluated. In bacteria 

associated with the grass was observed fixation of atmospheric nitrogen in different salt 

concentrations in the culture medium, producing different biochemical pathways by 

EIA with and without the presence of precursor L-tryptophan, solubilization of 

inorganic phosphate in the presence of different sources of carbon production of 

extracellular enzymes (cellulase, pectinase and amylase) and quorum sensing molecule. 

Regardless of the technique used to study the genetic variability was observed high 

genetic diversity for isolates from both the root and the rhizoplane of grasses B. 

decumbens and B. humidicola. Thus we conclude that this association bacteria-plant-

soil can provide several benefits to the plant, not just the biological nitrogen fixation. 

Therefore, investments in research using the association grasses/bacteria are essential 

for the high value they represent in animal feed. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

O nitrogênio apresenta grande relevância na produção agrícola, principalmente 

em relação ao custo total de implantação e manutenção das culturas (Sala et al., 2005). 

O preço atual dos fertilizantes nitrogenados está relacionado a vários fatores, tais como: 

aumento da demanda causada por uma crescente necessidade global de alimentos, dieta 

mais diversificada e com isso maior quantidade de fertilizantes nitrogenados sendo 

requerido, aumento da produção vegetal necessária para produção de biocombustível, e 

aumento dos custos de transporte (Bhattacharjee et al., 2008; Afonso et al., 2011).  

O fertilizante é uma commodity do mercado mundial sujeito às forças globais de 

mercado, à volatilidade e aos riscos (Oliveira et al., 2010). De elevada importância, 

tanto para as plantas como para a nutrição animal, o nitrogênio contribui para o aumento 

da capacidade de suporte da pastagem, prolongando a capacidade produtiva e 

melhorando a qualidade da dieta e o desempenho animal (Paris et al., 2009; Hayat et al., 

2010; Reis et al., 2010).  

Portanto, práticas de manejo que aumentem a eficiência do uso de fertilizantes 

nitrogenados e, principalmente, que aperfeiçoem os processos biológicos envolvidos no 

fornecimento deste nutriente para as plantas são de grande importância para a 

diminuição dos custos de produção das culturas (Bergamaschi et al., 2007; Chubatsu et 

al., 2011).  

Nas gramíneas, o nitrogênio acumulado pode ser proveniente de duas fontes 

distintas, uma amplamente conhecida que é resultante da absorção do nitrogênio 

presente no solo de forma natural ou incorporado pela prática da fertilização e, outra, 

relacionada com a fixação biológica do nitrogênio (FBN), por bactérias, ditas 

diazotróficas, associadas às plantas. Sendo esta última fonte considerada como de suma 
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importância e potencialmente promissora para muitas plantas cultivadas no país 

(Egamberdiyeva et al., 2007; Roesch et al., 2007; Roesch et al., 2010).   

É sabido que as bactérias exercem inúmeras funções além da FBN, dentre estas 

pode-se citar a solubilização de fosfato inorgânico e síntese de fitohormônio (Loredo-

Osti et al., 2004; Araújo et al., 2010). Essas bactérias podem estar presentes em 

diferentes habitats, apresentado elevada diversidade morfológica, fisiológica e genética 

o que lhes confere enorme interesse como potencialmente promotoras de crescimento 

vegetal (Moreira et al., 2010; Castro et al., 2011).  

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos: isolar bactérias 

potencialmente diazotróficas associadas aos nichos rizosfera e endofítico de raiz de 

plantas de Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola cultivadas no Agreste 

Meridional do Estado de Pernambuco, estimar a densidade populacional, caracterizar 

fenotipicamente e quantitativamente os isolados bacterianos para produção de ácido 

indol acético, solubilização de fosfato inorgânico, produção de enzimas extracelulares e 

da molécula quorum sensing, além de avaliar a diversidade genética bacteriana 

dependente e independente de cultivo, por meio das técnicas de BOX-PCR e PCR-

DGGE, respectivamente.  

 

2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

 

2.1 Brachiaria spp. 

 

Capins do gênero Brachiaria apresentam importante papel na produção de carne 

e leite, viabilizando a pecuária em diferentes tipos de solos e regiões. Sendo 

considerado pantropical, esse gênero de gramíneas apresenta seu centro de origem e 

diversidade no continente africano, sendo suas espécies intensivamente utilizadas na 
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alimentação de ruminantes nas regiões tropicais por todo o mundo (Reis Junior et al., 

2003).   

Diversas são as espécies de gramíneas forrageiras tropicais que se apresentam 

como opções para a formação de pastagens no Brasil, sendo o potencial das Brachiaria 

spp. reconhecido desde a década de 50 (Zimmer et al., 1988; Monteiro et al., 1995; 

Franco & Rosa, 2003). Das espécies mais utilizadas, destacam-se B. decumbens, B. 

brizantha, B. ruziziensis e B. humidicola (Silva et al., 2010), devido ao elevado valor 

forrageiro, adaptabilidade e tolerância a solos ácidos e de baixa fertilidade (Franco & 

Rosa, 2003; Usberti & Martins, 2007). Essas espécies apresentam grande flexibilidade 

de uso e manejo, tolerando uma série de limitações e/ou condições restritivas de 

utilização, o que corrobora para que seja cultivada em elevado percentual dos 200 

milhões de hectares de pastagens por todo o Brasil (Boddey et al., 2006; Tavares Filho 

et al., 2011). 

 

2.2 Interação entre bactérias e plantas não leguminosas 

 

Sendo a planta um amplo e diversificado nicho para colonização por bactérias, 

estas podem ser organizadas, de acordo com o seu habitat de colonização, em três 

grupos: o primeiro formado por bactérias de vida livre, que habitam a rizosfera; o 

segundo por bactérias associativas, capazes de colonizar os tecidos vegetais na 

superfície externa (epifíticas); e o terceiro apresenta-se no interior do tecido vegetal 

ocupando espaços intra e intercelulares (endofíticas) (Moreira & Siqueira, 2006; 

Rosenblueth & Martínez-Romero, 2006; Richardson et al., 2009; Moreira et al., 2010; 

Castro et al., 2011). 

O sistema radicular caracteriza-se como o principal local de colonização das 

bactérias, tanto endofíticas quanto epifíticas (Richardson et al., 2009; Castro et al., 

2011). As bactérias endofíticas podem ser encontradas em raízes, caules, folhas, 
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sementes, frutos, pólen, e dentro de nódulos de leguminosas (Rosenblueth & Martínez-

Romero, 2006; Magnani et al., 2010). Os endófitos podem se translocar do sistema 

radicular para outros órgãos das plantas através dos vasos do xilema e floema, durante o 

desenvolvimento do vegetal (Kuklinsky-Sobral et al., 2004; Compant et al., 2008). E 

por estarem presentes nos mais diversos órgãos vegetais, já foram isolados de uma 

grande variedade de plantas, tais como: gramíneas forrageiras (Reis Junior et al., 2008), 

trigo (Silva et al., 2004; Spaepen et al., 2008), milho (Ramos et al., 2010),  arroz 

inundado (Verma et al., 2004 ), cevada (Silva et al., 2004), uva (Compant et al., 2008), 

batata (Reiter et al., 2003), morango (Dias et al., 2009), cana-de-açúcar (Magnani et al., 

2010; Pereira et al., 2012), café (Vega et al., 2005), banana (Ting et al., 2008), soja 

(Kuklinsky-Sobral et al., 2004), abacaxi (Baldotto et al., 2010), entre outras. 

A espécie vegetal compreende um universo onde diversas espécies podem ser 

encontradas (Ferng et al., 2011). Como exemplos da associação entre bactérias 

diazotróficas com gramíneas, pode-se citar a associação entre espécies bacterianas tais 

como, Gluconoacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae e 

Herbaspirillum rubrisubalbicans com plantas de cana-de-açúcar (Barretti et al., 2008). 

 

2.3 Fixação biológica de nitrogênio  

 

Os micro-organismos diazotróficos podem colonizar diferentes habitats, como o 

solo, em associação com plantas, e em ambientes de água doce ou marinha (Moreira & 

Siqueira, 2006). Em todos os casos é fundamental a presença de redutores, como a 

ferredoxina e flavadoxina, de ATP (adenosina trifostafo), de uma via assimilatória de 

amônia (NH3), além do complexo nitrogenase (responsável pela conversão do 

nitrogênio molecular em amônia) (Taiz & Zieger, 2006), sendo o mais frequentemente 

encontrado nos micro-organismos diazotróficos estudados até o momento, a forma 
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clássica ou dependente de molibdênio (Mo) e ferro (Fe), codificada por o gene nif 

(Teixeira et al., 1998; Nunes et al., 2003; Franche et al., 2009).  

A estabilidade da molécula de nitrogênio atmosférico, resultante de sua estrutura 

molecular, faz dela um gás não reativo a temperatura ambiente, sendo necessária 

elevada quantidade de energia para quebra da tripla ligação dessa molécula, para a 

produção de amônia (Troeh & Thompson, 2007). 

No processo de fixação, a redução do substrato pela nitrogenase envolve três 

tipos básicos de transferência de elétrons: o primeiro ocorre a redução da Fe-proteína 

por carregadores de elétrons, o segundo a transferência de um único elétron a partir da 

Fe-proteína para MoFe-proteína, através de um processo dependente de Mg-ATP (no 

mínimo 2 Mg-ATP/elétron transferidor) e o terceiro a transferência de elétrons para o 

substrato ligado ao sítio ativo de MoFe-proteína. Portanto, em ótimas condições, a 

estequiometria a reação catalítica responsável pela redução do N2 para formação de duas 

moléculas de amônia é usualmente descrita como abaixo (Teixeira et al., 1998; Nunes et 

al., 2003; Kerbauy, 2004; Bhattacharjee et al., 2008): 

N2 + 16 Mg-ATP + 8e
-
 + 8H

+
         Nitrogenase         2NH3 + H2 + 16 Mg-ADP + 16Pi, 

(onde, e- simboliza elétron e Pi simboliza o fosfato inorgânico). 

A amônia formada é protonada (H
+
), convertendo-se, em amônio ou íon 

amoniacal (NH4
+
), constituindo-se na forma de fato encontrada nas células (Kerbauy, 

2004). 

2.3.1 Fixação biológica de nitrogênio por bactérias associadas a gramíneas do 

gênero Brachiaria  

A primeira associação estudada detalhadamente entre uma gramínea forrageira 

tropical e bactérias fixadoras de nitrogênio foi descrita entre Paspalum notatum (grama 

batatais) e Azotobacter paspali, em 1966 pela engenheira agrônoma, pioneira em 

biologia do solo, Dra. Johanna Döbereiner (Baldani & Baldani, 2005). Esta interação 
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resultou em aproximadamente 10% do nitrogênio assimilado pela planta (20 kg de 

N/ha/ano) via fixação biológica (Reis Junior et al., 2009).  

Mesmo com as observações de perda de N em gramíneas Brachiaria, relatos na 

literatura indicam a não redução significativa em produtividade em alguns genótipos 

deste gênero, essas perdas de N poderiam estar sendo supridas pela fixação biológica de 

nitrogênio, que pelos poucos estudos disponíveis, poderia ser responsável pela fixação 

de 30 a 45 kg de N/ha/ano no sistema solo-planta (Boddey & Victoria, 1986; Loureiro 

& Boddey, 1988; Reis Junior, 2004). 

Diferentes trabalhos, tais como: Brasil et al., (2005) e Reis Junior et al., (2008),  

entre outros, já haviam comprovado a existência da associação de bactérias 

diazotróficas com gramíneas do gênero Brachiaria, porém diferentes espécies vegetais 

parecem obter contribuições via FBN de forma diferenciada, como B. decumbens e B. 

humidicola com saldo de N via FBN bem mais significante que aquelas apresentadas 

por B. radicans e B. ruziziensis (Loureiro & Boddey, 1988).  

Embora estudos tenham mostrado que as contribuições de FBN não 

ultrapassaram 30% a 40% do N acumulado pelas plantas, a quantidade de N fixado por 

bactérias diazotróficas e passado à planta pode ser suficiente para proporcionar um 

balanço nulo ou até positivo de N para o sistema solo-planta, em sistemas de manejo 

mais extensivos, permitindo, desta forma, maior longevidade da pastagem com 

produtividade aceitável (Reis Junior, 2003).   

Trabalhos vêm demonstrando que diferentes espécies de bactérias estão em 

associação com gramíneas do gênero Brachiaria em diferentes nichos, entre estas estão: 

Azospirillum sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., Rhizobium sp., Sphingomonas sp., 

Stenotrophomonas sp., e  Xanthomonas sp. (Silva et al., 2010). 

 

 



7 

 

2.4 Diversidade genética de micro-organismos  

 

As bactérias apresentam imensa diversidade genética e desempenham funções 

primordiais na manutenção dos ecossistemas. Apesar da elevada importância dos micro-

organismos o número de grupos microbianos conhecidos e descritos que caracteriza a 

diversidade de espécies, configura uma pequena parcela da elevada diversidade 

microbiana encontrada na natureza (Pace, 1997; Andreote et al., 2008a).    

O grande avanço do conhecimento sobre a diversidade microbiana foi 

proporcionado graças à evolução das metodologias de biologia molecular, aplicadas ao 

estudo do meio ambiente (Amann et al., 1995). Anteriormente a diversidade baseava-se 

em técnicas de cultivo, porém o cultivo de micro-organismos fornece informações 

limitadas, devido a não existência de meios de cultura que reproduzam com precisão os 

diferentes nichos ecológicos no ambiente de laboratório (Roesch et al., 2010; Andreote 

et al., 2009). 

Vários benefícios científicos são esperados a partir do melhor conhecimento 

sobre a diversidade microbiana (Hunter-Cevera, 1998; Loredo-Osti et al., 2004; Torres 

et al., 2008; Moreira et al., 2010), dentre estes, esta o papel desempenhado pelas 

comunidades microbianas nos ambientes terrestres e o conhecimento de suas interações 

com as plantas. Neste aspecto, vários estudos têm explorado a diversidade de bactérias 

associadas às plantas, obtendo-se novas informações para o conhecimento de 

mecanismos envolvidos na interação bactéria-planta (Kuklinsky-Sobral, et al., 2004; 

Reis Junior et al., 2006; Andreote et al., 2008a; Castro et al., 2011). 

Os avanços na biologia molecular permitiram que o estudo da genética dos 

micro-organismos progredisse consideravelmente, favorecendo sua classificação e 

diagnóstico, mas também a melhor compreensão da sua evolução e filogenia e nível de 

associação com a espécie vegetal e idade fenológica (Andreote et al., 2008b; Silva et al.,  

2010).  
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Dentre estas técnicas há a extração do DNA (ácido desoxirribonucléico) 

genômico, o uso da reação em cadeia da polimerase (PCR - Polimerase Chain 

Reaction), a análise do gene 16S rRNA e outros marcadores de DNA, como o BOX 

(técnica dependente de cultivo) que identifica os micro-organismos no nível de gênero e 

espécies, além de permitir as correlações entre ambiente e genótipo (Cheneby et al., 

2000). A técnica BOX-PCR amplifica regiões repetidas encontradas no genoma 

bacteriano (os elementos Box) (Marques et al., 2008) e o PCR-DGGE (PCR- 

Denaturing Grandient Gel Electrophoresis) (técnica independente do cultivo) que 

possibilita o acesso à diversidade genética da populações bacterianas de diferentes 

nichos (Lacava et al., 2006; Andreote et al., 2009), permitindo a análise funcional com a 

utilização de DGGE para genes específicos como o gene nifH (Saito et al., 2007).  

 

2.5  Potencial biotecnológico de bactérias associadas às plantas 

 

De elevada importância para agricultura, a associação micro-organismo/planta 

pode promover elevados benefícios, reduzindo a necessidade de fertilizantes químicos e 

promovendo o crescimento vegetal (Egamberdiyeva, 2007; Lira-Cadete et al., 2012; 

Santos et al., 2012). Entretanto os genótipos dos organismos envolvidos na associação 

podem determinar os resultados biológicos desta parceria (Loredo-Osti et al., 2004), 

influenciando nos diferentes mecanismos que estão envolvidos na promoção de 

crescimento vegetal, tais como, a fixação biológica de nitrogênio, produção de enzimas 

extracelulares, solubilização de fosfato inorgânico, produção de fitorhômonio, entre 

outros. 

2.5.1 Enzimas extracelulares 

As enzimas extracelulares produzidas por micro-organismos são capazes de 

degradar compostos orgânicos como o amido, a pectina e a celulose (Uenoje & Pastore, 

2007), desta forma tornando-se um produto de grande interesse biotecnológico para as 
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indústrias (tais como, tecido, alimentos, papel, entre outras), por apresentar menor custo 

e maior facilidade de produção e manipulação (Silva et al., 2006; Oliveira et al., 2007; 

Souza et al., 2008).  

Neste contexto, as enzimas que compõem o complexo enzimático responsável 

por romper a parede celular vegetal são amplamente estudadas (Signor  et al., 2010), 

sendo utilizada com intuito de propiciar o aumento da digestibilidade de silagens e 

rações, a extração de amido, pigmentos e óleos vegetais (Pandey et al., 2001; 

Compestrini et al., 2005; Signor et al., 2010). Além da importância industrial, diversos 

trabalhos vêm evidenciando a importância de enzimas como a pectinase e a celulase, no 

processo de penetração e colonização das plantas por parte das bactérias endofíticas 

(Robledo et al., 2008; Compant et al., 2010). 

2.5.2 Solubilização de fosfato inorgânico 

Após o nitrogênio, o fósforo é o macronutriente mais limitante do crescimento 

vegetal, fazendo parte de processos biológicos como a fotossíntese, síntese de ATP e 

DNA. Os solos podem apresentar deficiência de fósforo por encontrar-se indisponível 

para as plantas em formas inorgânicas insolúveis (Kang et al., 2002; Souchie & 

Abboud, 2007; Barroso & Nahas, 2008; Richardson et al., 2009). 

Alguns micro-organismos possuem a capacidade de solubilizar fontes de P 

inorgânico (bactérias solubilizadoras de fosfato inorgânico), disponibilizando-o em 

forma assimilável à planta, por meio da produção de enzimas, compostos quelantes e 

complexantes, que vão variar de acordo com as espécies microbianas e as formas 

químicas de fosfato (Novais et al., 2007), diminuindo e otimizando o uso de fertilizantes 

fosfatados na agricultura (Rodrigues et al., 2006; Souchie & Abboud, 2007). Segundo 

Shuimi et al., (2009) as bactérias solubilizadoras de fosfato vêm recebendo a atenção 

dos pesquisadores pela possibilidade de apresentarem mais de um mecanismo de 

promoção de crescimento vegetal, como a fixação de nitrogênio atmosférico. 
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2.5.3 Síntese de fitohormônios da classe das auxinas 

O ácido indol acético (AIA) é o fitohormônio que melhor caracteriza a classe das 

auxinas (Hayat et al., 2010), sendo produzido nos locais de crescimento ativos dos 

vegetais (como o meristema apical, gemas axilares e folhas jovens) e por bactérias 

associadas as plantas (Kuss et al., 2007; Berg, 2009),  

O AIA é sintetizado por várias rotas bioquímicas, mas a principal utiliza o 

aminoácido triptofano como precursor (Taiz & Zeiger, 2006; Richardson et al., 2009). 

Segundo Kuss et al. (2007), alguns gêneros bacterianos são capazes de sintetizar alta 

concentração de AIA por via metabólica independente do triptofano, como é o caso do 

gênero Azospirillum, que além de fixar o nitrogênio, produz AIA via dependente e 

independente do triptofano. Não sendo influenciada pelo nicho de colonização 

bacteriano (Ferreira et al., 2011).  

2.5.4 Produção de moléculas quorum sensing  

O mecanismo de monitoramento populacional ou Quorum Sensing (QS) pode 

regular a produção de metabólitos secundários e a formação de biofilme (Choudhary et 

al., 2009). As moléculas de QS atuam no mecanismo de comunicação microbiana 

(Nadell et al., 2008) e as bactérias que utilizam essas moléculas estão associadas 

principalmente a plantas e animais (Kievit & Iglewski, 2000). Acyl lactona homoserina 

(ALH) é o tipo de molécula sinalizadora dominante (Camilli & Bassler, 2006), sua 

concentração em função da densidade populacional, ajusta a expressão de genes 

responsáveis por diferentes fenótipos (Rumjanek et al., 2004).   

Segundo Melo et al. (2012), os biofilmes são constituídos de bactérias, estas 

aderidas a uma determinada superfície e envolvidas por uma matriz de polímeros 

orgânicos, visando a proteção (Rumjanek et al., 2004) e favorecendo a manutenção da 

densidade populacional, desta forma facilitando as interações benéficas ou deletérias 

entre plantas e bactérias (Pinton et al., 2010).  
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Os biofilmes não apenas apresentam a função de proteção, conferindo 

vantagens, tais como, a elevação da resistência, aproximação e aderência, além de 

facilitar o desenvolvimento dos micro-organismos em diferentes partículas suportes 

(Pereira et al., 1997; Nadell et al., 2008; Andreote et al., 2009; Melo et al., 2012). 
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3 CAPÍTULO 01 

 

 

Potencial biotecnológico e diversidade de bactérias potencialmente diazotróficas 

associadas à Brachiaria  

 

Resumo: Pastagens formadas por gramíneas do gênero Brachiaria podem beneficiar-se 

com o processo de fixação biológica de nitrogênio, garantindo a essas plantas maior 

longevidade e menor custo com adubos nitrogenados. Neste contexto, o presente 

trabalho teve como objetivos: avaliar a densidade populacional de bactérias 

diazotróficas associadas a raízes de Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola; 

verificar a diversidade genética bacteriana e seu potencial biotecnológico. Para tanto, 

plantas de B. decumbens e B. humidicola foram coletadas de pastagens estabelecidas no 

município das Correntes e amostras de raízes e da rizosfera foram utilizadas para o 

isolamento de bactérias em meio de cultura NFb semi-sólido. Tendo a densidade 

populacional estimada, 80 isolados bacterianos foram avaliados quanto a capacidade de 

solubilização de fosfato inorgânico, síntese de ácido indol acético (AIA) por diferentes 

rotas bioquímicas, produção de enzimas extracelulares (pectinas - pectato liase e 

poligalacturonase, celulase e amilase) e de moléculas quorum sensing do tipo N-acyl 

lactona homoserina (ALH). A diversidade genética das diazotróficas foi avaliada por 

meio da técnica de BOX-PCR. Foi observado que as gramíneas forrageiras B. 

decumbens e B. humidicola apresentaram associação com bactérias diazotróficas, com 

elevada densidade populacional, estimada pelo número mais provável variando entre 

10
4
 a 10

5
 células g

-1
 de solo ou tecido vegetal fresco, não diferindo entre espécies 

vegetais e nichos de avaliação. A caracterização fenotípicas dos 80 isolados bacterianos 

revelou que 95,0% apresentaram halo de crescimento no interior do meio de cultura 

NFb, livre de fonte nitrogenada, sendo consideradas como diazotróficas. Quanto à 

produção de AIA, em meio acrescido de L-triptofano, 91,2% foram positivas, com 

destaque para o isolado UAGB 167 com produção de 138,6 µg mL
-1

 de AIA. Com 

relação às linhagens em meio sem o L-triptofano, 93,7% foram positivas, com a maior 

produção sendo de 44,2 µg mL
-1

 do isolado UAGB 109, evidenciando a produção deste 

fitohormônio por diferentes rotas bioquímicas, dependente e independente de L-

triptofano, e em ambos os testes houve destaque da gramínea B. humidicola e o nicho 

endofítico de raiz.  Para a solubilização de fosfato inorgânico, 66,2% das bactérias 

foram positivas, classificando-se o índice de solubilização (IS) em baixo (IS<2,0), 

médio (IS de 2,0 a 4,0) e alto (IS>4,0). Essa classificação permitiu observar que 77,3% 

dos isolados apresentaram IS superior ou igual a 2,0, indicando a existência de elevada 

frequência de bactérias associadas às gramíneas do gênero Brachiaria, com médio e alto 

potencial de solubilização de fosfato inorgânico, com destaque para linhagem UAGB 

138, esta com IS = 6,56. A produção das enzimas extracelulares foi evidenciada em 

46,2% dos isolados, com 38,7% produzindo um tipo, 6,2% dois tipos e 1,2% os quatro 

tipos de enzimas avaliadas. Para todas as enzimas, foram observados valores de índice 

enzimático superior a 2,0. Para a produção da molécula ALH, 56,2% dos isolados 

apresentaram-se positivos, não diferenciando entre nichos e espécies vegetais. A análise 

da variabilidade genética demonstrou elevada diversidade entre os isolados dos 

diferentes nichos e espécies vegetais, estes em grande parte abaixo de 70,0% de 

similaridade segundo a matriz genética de Jaccard, porém ao avaliar a formação dos 

grupos ou clusters, é constatado o agrupamento dos isolados por nicho ou espécie 
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vegetal. Desta forma, pode-se concluir que as gramíneas B. decumbens e B. humidicola 

apresentaram elevada colonização bacteriana diazotrófica na região da raiz, esta com 

grande diversidade genética e com elevado potencial de crescimento vegetal, sendo 

capaz de solubilizar fosfato inorgânico, sintetizar AIA via dependente e independe do 

aminoácido precursor L-triptofano, produzir enzimas extracelulares (celulase, pectinase 

e amilase) e molécula quorum sensing.  

 

Palavras chaves: bactérias endofíticas, BOX-PCR, fixação biológica de nitrogênio, 

gramíneas forrageiras, variabilidade genética, promoção de crescimento vegetal 
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Biotechnological potential and diversity of diazotrophic bacteria potentially 

associated with Brachiaria 

 

Abstract: Pastures of grasses of the genus Brachiaria can benefit from the process of 

biological nitrogen fixation, ensuring the longevity of these plants and lower cost 

nitrogen fertilizers. In this context, this study aimed to assess the population of 

diazotrophic bacteria associated with roots of Brachiaria decumbens and Brachiaria 

humidicola verify the bacterial genetic diversity and biotechnological potential. For this 

purpose, plants of B. decumbens and B. humidicola were collected from pastures 

established in the municipality of Correntes and samples of roots and rhizosphere were 

used for isolation of bacteria in culture medium NFB semisolid. Dent estimated 

population density, 80 bacterial isolates were evaluated for the ability to solubilize 

inorganic phosphate, the synthesis of indole acetic acid (IAA) by different biochemical 

pathways, production of extracellular enzymes (pectins - pectate lyase and 

polygalacturonase, cellulase and amylase) and quorum sensing molecules of the type N-

acyl homoserine lactone (HLA). Genetic diversity of diazotrophic was assessed by 

BOX-PCR technique. It was observed that the grasses B. decumbens and B. humidicola 

were associated with diazotrophic bacteria with high population density, estimated by 

most probable number ranging from 10
4
 to 10

5 
 cells g-1 fresh soil or plant tissue did not 

differ between plant species and niches evaluation. Phenotypic characterization of the 

80 bacterial isolates revealed that 95.0% had a halo of growth inside the culture medium 

NFB, free of nitrogen source, being considered diazotrophic. The production of IAA in 

medium supplemented with L-tryptophan, 91.2% were positive, especially for isolated 

UAGB 167 with production of 138.6 µg mL
-1

 EIA. With respect to the strains in 

medium without L-tryptophan, 93.7% were positive, with most production being 44.2 

mg µL
-1

 isolate UAGB 109, showing the production of this phytohormone by different 

biochemical pathways, dependent and independent L-tryptophan, and in both tests were 

highlighted the grass B. humidicola and root endophytic niche. For the solubilization of 

inorganic phosphate, 66.2% of bacteria were positive, ranking the solubilization index 

(SI) in low (SI <2.0), medium (2.0-4.0 IS) and high (IS> 4.0). This classification 

allowed us to observe that 77.3% of isolates had IS greater than or equal to 2.0, 

indicating the existence of high rates of bacteria associated with grasses of the genus 

Brachiaria, medium and high potential for solubilization of inorganic phosphate, 

especially UAGB line 138, with this IS = 6.56. The production of extracellular enzymes 

was observed in 46.2% of the isolates, with 38.7% producing a kind, two kinds 6.2% 

and 1.2% for the four enzymes tested. All enzymes were observed enzymatic index 

values higher than 2.0. For the production of the HLA molecule, 56.2% of the isolates 

were positive, not differentiating between niches and plant species. The analysis of 

genetic variability showed high diversity among isolates of different niches and plant 

species, these largely below 70.0% similarity according to Jaccard's genetic blueprint, 

but to evaluate the formation of groups or clusters, is found the cluster analysis by niche 

or plant species. Thus, it can be concluded that the grasses B. decumbens and B. 

humidicola showed high diazotrophic bacterial colonization in the root area, this one 

with great genetic diversity and high potential for plant growth, being able to solubilize 
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inorganic phosphate pathway to synthesize IAA dependent and independent of the 

precursor amino acid L-tryptophan, producing extracellular enzymes (cellulase, 

pectinase and amylase) and quorum sensing molecule. 

 

Keywords: biological nitrogen fixation, BOX-PCR, endophytic bacteria, forage 

grasses, genetic variability, plant growth promotion 
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3.1 Introdução 

 

Na pecuária brasileira, grandes áreas de pastagens são cultivadas com gramíneas 

do gênero Brachiaria, devido a sua elevada adaptabilidade e resistência aos diferentes 

tipos de solos (Franco & Rosa, 2003; Silva et al., 2010). O nitrogênio é o mais 

importante elemento na agricultura, sua ausência torna-se fator limitante ao crescimento 

vegetal. Tendo em vista o elevado custo dos fertilizantes nitrogenados e que 50% do N 

aplicado é lixiviado e/ou volatilizado, a fixação biológica vem a fornecer parte do 

nitrogênio de forma mais econômica (reduzindo os custos com fertilizantes) e eficiente 

à planta, evitando perdas e contribuindo com o meio ambiente (Silva et al., 2004; 

Medeiros et al., 2007; Troeh & Thompson, 2007; Adesemoye & Kloepper, 2009; 

Franche et al., 2009; Roesch et al., 2010).  

As bactérias fixadoras de nitrogênio associadas às plantas apresentam diferentes 

mecanismos de interação, estas podendo ser influenciadas por fatores, como, o genótipo 

da planta e do micro-organismo e por fatores ambientais (Hardoim et al., 2008). Desta 

forma é possível constatar que diferentes genótipos de plantas podem influenciar na 

associação com o micro-organismo e, consequentemente, com sua contribuição na 

fixação biológica de nitrogênio e de outros mecanismos de promoção de crescimento 

vegetal (Canuto et al., 2003; Reis Junior et al., 2006; Rodrigues et al., 2006).  

Atualmente, vêm-se descobrindo grande variedade de micro-organismos que 

apresentam um elevado potencial biotecnológico, que além de fixar o nitrogênio 

atmosférico, apresentam a capacidade de sintetizar enzimas extracelulares, solubilizar 

fósforo inorgânico, produzir fitohormônios, como o ácido indol acético (AIA), que pode 

ser sintetizado por diferentes rotas bioquímicas, bem como outros fatores de promoção 

de crescimento (Morgan et al., 2005; Radwan et al., 2005; Baldotto et al., 2010;  

Merzaeva & Shirokikh, 2010). 
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Os micro-organismos com potencial de crescimento vegetal podem ser 

encontrados habitando diferentes nichos no hospedeiro, de forma endofítica (interior da 

planta) ou epifítica (superfície externa do vegetal) (Zhang et al., 2006; Compant et al., 

2010). Entretanto, bactérias de ambos os nichos podem proporcionar benefícios ao 

hospedeiro (Badri et al., 2009) e a utilização dessas bactérias em pastagens podem 

representar uma importante alternativa para o estabelecimento e elevação da produção 

de gramíneas forrageiras (Loredo-Osti et al., 2004) .  

Neste contexto, o objetivou-se com o presente trabalho, isolar bactérias em meio 

sem fonte nitrogenada, associadas às gramíneas Brachiaria decumbens e Brachiaria 

humidicola, nos nichos rizosfera e endofítico de raiz; identificar e quantificar a 

produção bacteriana de AIA, via dependente e independente de triptofano; identificar e 

avaliar os isolados solubilizadores de fosfato inorgânico; identificar e avaliar a produção 

enzimática bacteriana de celulase, amilase e pectinase; analisar a capacidade de 

produção de moléculas quorum sensing; analisar a variabilidade genética de bactérias 

fixadoras de nitrogênio associadas as gramíneas estudadas e avaliar viabilidade 

genética/fenotípica dos isolados avaliados. 

 

3.2 Material e métodos 

 

3.2.1 Áreas de estudo e material vegetal  

As coletas foram realizadas em pastagens de Brachiaria decumbens e 

Brachiaria humidicola cultivadas na Fazenda Pau Ferro no município das Correntes, no 

Agreste Meridional do Estado de Pernambuco, em pastagens estabelecidas com cerca de 

cinco anos de cultivo e sem adubação.  

Os locais foram georreferenciados com o auxílio de um GPS (Sistema de 

Posicionamento Global), tendo as coordenadas centrais das pastagens: Brachiaria 

decumbens - S 09º06’00” e W 36º21’29” e Brachiaria humidicola - S 09º06’53” e W 
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36º21’29”. De cada área da pastagem, aleatoriamente, coletaram-se três amostras 

vegetais e de solo, a uma profundidade de 0-0,2 m. As amostras foram acondicionadas 

em sacos plásticos, identificadas e em seguida levadas ao Laboratório de Genética e 

Biotecnologia Microbiana, da Unidade Acadêmica de Garanhuns/Universidade Federal 

Rural de Pernambuco, para processamento e análises.  

As amostras de solo foram encaminhadas para análise das características 

químicas e físicas no Laboratório de Química do Solo da Universidade Federal Rural de 

Pernambuco (Tabela 3.1).  

 

Tabela 3.1. Características químicas e físicas dos solos coletados nas áreas de 

pastagens Brachiaria decumbens (BD) e Brachiaria humidicola (BH) 

cultivadas na fazenda Pau Ferro no município das Correntes-PE 

 

Análises Químicas 

Área pH 
P K Ca Mg Na Al

3+
 H+Al C total 

mg dm
-3

 ---------------------------cmolc dm
3
--------------------------- dag kg 

BD 6,26 8,24 0,07 0,35 0,60 0,09 0,10 0,65 0,08 

BH 5,78 3,67 0,11 0,40 0,50 0,05 0,15 1,00 0,09 

Análises Físicas 

Área 
Areias (%) Silte Argila Argila dispersa em água 

Textura 
Grossa Fina Total -------%----- ----g g

-1
----- 

BD 49,18 24,13 73,31 18,24  08,44 0,016 Areia franca 

BH 47,17 20,64 61,81 17,22 14,98 0,025 Franca arenosa 

 

3.2.2 Isolamento de bactérias potencialmente diazotróficas e estocagem 

bacteriana 

O isolamento de bactérias da rizosfera e endofítica de raiz foi realizado segundo 

Döbereiner et al. (1995) e Kuklinsky-Sobral et al. (2004), com algumas modificações. 

Para isolamento de bactérias potencialmente diazotróficas associadas à rizosfera, 5 g de 

solo foram colocados em frascos, tipo erlernmeyer, contendo 5 g de pérolas de vidro e 

50 mL de tampão fosfato salino (PBS: 1,44 g L
-1

 de Na2HPO4; 0,24 g L
-1

 de KH2PO4; 

0,20 g L
-1

 de KCl; 8,00 g L
-1

 de NaCl; pH 7,4). Estes frascos foram mantidos sob 

agitação (90 rpm) a temperatura ambiente por 40 min.  
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Em seguida, diluições seriadas (10
-4

, 10
-5

 e 10
-6

), em tampão PBS, foram 

inoculadas, em triplicatas, em meio semi-sólido NFb  [5 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; 0,01 g L
-1

 de CaCl2.2H2O; 4 

mL L
-1

 de Fe.EDTA (solução 1,64%); 2 mL L
-1

 de azul de bromotimol (0,5%); 2 mL L
-1

 

de solução de micronutrientes (0,2 g L
-1

 de Na2MoO4.2H2O; 0,235 g L
-1

 de 

MnSO4.H2O; 0,28 g L
-1

 de H3BO3; 0,008 g L
-1

 de CuSO4.5H2O); 1,75 g L
-1

 da ágar; pH 

6,8] (primeira repicagem), acrescido com 50 μg mL
-1

 do fungicida Cercobin 700 

(Thiophanate Methyl), por amostra.  

Para o isolamento de bactérias endofíticas de raiz, a parte aérea das amostras 

vegetais foram descartadas e as raízes foram lavadas em água destilada. Cerca de 3 a 5 g 

de raiz foram submetidas ao processo de desinfecção superficial (1min em álcool 70%; 

3 mim em hipoclorito de sódio; 30 seg em álcool e duas lavagens em água destilada 

estéril). Em seguida, procedeu-se a diluição seriada (10
-3

, 10
-4

 e 10
-5

) em tampão PBS e 

a inoculação, em triplicatas, em meio semi-sólido NFb (primeira repicagem), acrescido 

com 50 μg mL
-1

 do fungicida Cercobin 700 (Thiophanate Methyl), por amostra.  

Todos os inóculos do meio NFb foram incubados a 28 °C por oito dias, sendo 

observado a formação de um halo de crescimento no interior do meio. Após, transferiu-

se 100 µL de cada amostra da cultura para um novo meio semi-sólido NFb (segunda 

repicagem) e incubou-se por mais oito dias, nas mesmas condições, para uma nova 

avaliação.  

Utilizou-se a tabela de McCrady para determinar o Número Mais Provável 

(NMP) de bactérias diazotróficas por grama de amostra, segundo Döbereiner et al. 

(1995). As amostras positivas foram transferidas para placas de Petri contendo NFb 

sólido acrescido de 20 mg L
-1

 de extrato de levedura, e, posteriormente, selecionados 

aleatoriamente 80 isolados bacterianos, estes foram purificados por esgotamento e 
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armazenados em meio TSA (Tripcase Soy Agar) líquido com glicerol a 20%, e 

mantidos em freezer -20 °C. 

3.2.3 Caracterização fenotípica  

3.2.3.1 Identificação de bactérias potencialmente fixadoras de nitrogênio 

atmosférico 

A identificação de bactérias potencialmente fixadoras de nitrogênio foi realizada 

segundo Döbereiner et al. (1995). Para tanto, as bactérias foram inoculadas em meio 

semi-sólido NFb, incubadas a 28 °C por oito dias. O resultado positivo foi determinado 

pela formação de um halo horizontal de crescimento bacteriano no interior do meio de 

cultura. Os testes foram feitos em triplicata e o experimento repetido duas vezes, para 

maior veracidade dos resultados. 

3.2.3.2 Identificação de bactérias produtoras de ácido indol acético (AIA) via 

dependente e independente do aminoácido L-triptofano  

Para avaliação e quantificação da produção de AIA, os isolados bacterianos foram 

cultivados, a partir de colônias isoladas, em meio TSA líquido, sem e com o suplemento 

de 5 mM de L-triptofano, incubados sob agitação (120 rpm) a 28 °C, na ausência de luz, 

por um período de cultivo de 24 h. Em seguida, as culturas foram centrifugadas e o 

sobrenadante acrescido do reagente de Salkowski (2% de FeCl3 0,5 M em 35% de ácido 

perclórico), na proporção de 1,5:0,5, incubados a 28 ºC por um período de 30 min., na 

ausência de luz. Logo após, foi realizada a quantificação em espectrofotômetro (com 

comprimento de onda de 530 nm), sendo a concentração de AIA estimada por meio de 

uma curva padrão previamente estabelecida, utilizando valores conhecidos de AIA 

sintético (Vetec) 0; 50; 100; 150; 200; 250; 300 e 350 µg mL
-1

, em meio de cultura 

esterilizado não inoculado (Barbosa, 2010). Os experimentos foram realizados em 

triplicata para cada isolado. 
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3.2.3.3 Identificação de bactérias solubilizadoras de fosfato inorgânico  

A identificação de bactérias solubilizadoras de fosfato inorgânico foi realizada 

segundo Rodriguez et al. (2000) e Verma et al. (2001), com algumas modificações. As 

bactérias foram inoculadas em meio de cultura sólido contendo fosfato insolúvel (10 g 

L
-1

 de glicose; 5 g L
-1

 de NH4Cl; 1 g L
-1

 de NaCl; 1 g L
-1

 de MgSO4.7H2O; 4 g L
-1

 de 

CaHPO4; 15 g L
-1

 de ágar; pH 7,2). As placas foram inoculadas a 28 °C por 72 h e, em 

seguida, realizadas as leituras. A presença de um halo claro em torno da colônia indicou 

a solubilização do fosfato. O experimento foi conduzido em triplicata e para as 

linhagens que apresentaram halo visível, foi estimado o índice de solubilização (IS), que 

expressa a relação do diâmetro médio do halo de hidrólise e o diâmetro médio da 

colônia. 

3.2.3.4 Identificação de bactérias produtoras de enzimas extracelulares 

Os isolados bacterianos foram analisados em triplicata quanto à capacidade de 

produzir as enzimas celulase, poligalacturonase, pectato liase e amilase. Controles 

positivos destas enzimas foram inoculados nos meios utilizados para estas 

caracterizações. A atividade enzimática foi estimada mediante o índice enzimático (IE), 

que expressa à relação do diâmetro médio do halo de hidrólise e o diâmetro médio da 

colônia. 

3.2.3.4.1 Atividade celulolítica  

A identificação de bactérias produtoras de celulase foi realizada segundo 

Mariano & Silveira, (2005) em 50 isolados bacterianos (UAGB 101 a UAGB 150) por 

meio da inoculação de bactérias, a partir de colônias isoladas, em meio de cultura TSA 

10%, acrescido com 1% de carboximetilcelulose, em seguida, incubadas por 48 h a 28 

ºC.  

Após o crescimento das colônias, as placas foram cobertas com solução de 

vermelho congo 1% por 10 min. Em seguida, as placas foram lavadas com solução de 
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NaCl 5 N. A formação de área clara ao redor das colônias indicou a degradação da 

celulose.  

3.2.3.4.2 Atividade pectinolítica  

A identificação de bactérias produtoras de pectinases foi realizada segundo 

Suzuki, (2006). Para a determinação da atividade pectinolítica, as bactérias foram 

semeadas em placas de Petri contendo meio de cultura MP (2,0 g L
-1 

de (NH4)2SO4; 4,0 

g L
-1

 de K2HPO4; 0,6 g L
-1

 de Na2HPO4; 0,2 g L
-1

 de FeSO4.7H2O; 1,0 mg L
-1

 de CaCl2; 

10 μg L
-1

 de H3BO3; 10 μg L
-1

 de MnSO4; 70 μg L
-1

 de ZuSO4; 50 μg L
-1

 de CuSO4; 10 

μg L
-1

 de MoO3; 1,0 g L
-1

 de extrato de levedura; 5,0 g L
-1

 de pectina cítrica; 15 g L
-1

 de 

agar), utilizando pectina cítrica como substrato e pH 8,0 e 5,0, verificando a atividade 

da pectato liase e poligalacturonase, respectivamente. As placas foram incubadas por 72 

h a 28 °C.  

Após o crescimento das colônias, as placas foram cobertas com solução de lugol 

por 10 min. Evidenciou-se a atividade pectinolítica por meio do aparecimento de uma 

zona esbranquiçada ao redor da colônia, em contraste com a cor marrom do restante do 

meio. 

3.2.3.4.3 Atividade amilolítica  

A identificação de bactérias produtoras de amilase foi realizada segundo 

Mariano & Silveira (2005), com algumas modificações. As bactérias foram inoculadas 

em placas de Petri com meio TSA 10% acrescido com 1% de amido de milho solúvel. 

As placas foram incubadas a 28 °C por 72 h. 

Após o crescimento bacteriano foram adicionados 5 mL de solução de Iodo 

(1%) e mantido por 10 min, em seguida, a solução foi descartada e observado a 

presença de um halo claro em torno da colônia, indicando secreção de amilase. 
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3.2.3.5 Identificação de bactérias produtoras de moléculas quorum sensing 

A Identificação de bactérias produtoras de moléculas ALHs (N‑acyl lactona 

homoserina), um tipo de molécula quorun sensing, foi realizada por meio da bactéria 

Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZLR4), biossensor de ALHs, em bioensaios com 

as bactérias testes.  A A. tumefaciens NTL4 foi inoculada linearmente na extremidade 

de placas de Petri contendo meio LB (Luria Bertani), acrescido de X-gal (10 μg mL
-1

) 

(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside) por toda a superfície da placa.  

Os isolados bacterianos foram inoculados transversalmente à A. tumefaciens, que 

contém o promotor TraR (fusão do gene TraG :: LacZ), formando um complexo que 

regula a expressão do operon da LacZ. Na presença de ALHs, estas se ligam ao 

promotor TraR, ativando a expressão do gene LacZ, codificando a enzima β-

galactosidase, a qual quebra a molécula X-gal, tornando a célula azul (Szenthe & Page, 

2002; Quecine, 2010). Dessa forma, após a inoculação a 28 ºC por 48 h, a observação 

de colônias de A. tumefaciens com pigmentação azul indicou a produção de ALHs pelas 

bactérias avaliadas. 

3.2.4 Caracterização genotípica 

3.2.4.1 Análise da variabilidade genética bacteriana por BOX-PCR 

O DNA genômico das bactérias foi extraído por meio da utilização do Genomic 

DNA Purification Kit (Fermentas). A reação do PCR foi realizada com o primer 

BOXA1R (5´-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3´), em um volume final de 25 μL 

contendo 0,5 a 10 ng de DNA molde; 1 μM do primer; 1 mM de cada dNTPs; 1x de 

DMSO (dimetilsufoxamida); 1x do tampão da enzima Taq Buffer, 3,5 mM de MgCl2 e 

0,08U da enzima Taq DNA polimerase (Fermentas). A reação de amplificação foi 

realizada em termociclador programado para realizar uma desnaturação inicial a 95 
o
C 

por 2 min, 35 ciclos de desnaturação a 94 
o
C por 2 min, 92 ºC por 30 segundos, 

anelamento a 50 
o
C por 1 min e extensão de primer a 65 

o
C por 1 min, seguida de 
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extensão final a 65 
o
C por 10 min. Após a amplificação, a reação foi avaliada por 

eletroforese em gel de agarose (1,5% p/v) em tampão 1x TAE (40 mM de Tris-acetato; 

1 mM de EDTA) e corado com Blue green loading dye (LGC Bio), observado sobre luz 

ultravioleta e fotodocumentado.  

Os perfis de bandas observados foram transformados em uma planilha binária e, 

em seguida, utilizados para obter um dendrograma de similaridade calculado através do 

Coeficiente de Jaccard e agrupado utilizando o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-

Group Method with Arithmetical Average), utilizando o software PAST
® 

versão 1.90 

(Hammer et al., 2001). 

3.2.5 Análise estatística  

As análises quantitativas de densidade populacional, produção de enzimas, 

solubilização de fosfato e ácido indol acético foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) através do programa estatístico SISVAR 5.3
®
, a comparação entre as médias 

foi realizada pelo Teste de Scott-Knott, (p<0,05). Para verificar a possível influência 

dos tratamentos: nichos e espécie vegetais, sobre a expressão bacteriana de 

características fenotípicas (produção de AIA, solubilização de fosfato, produção de 

enzimas e de molécula quorum sensing) foi realizado o teste de qui-quadrado (χ
2
), com 

probabilidade de até 5%. 

 

3.3 Resultados e discussão  

 

3.3.1 Densidade populacional de bactérias potencialmente diazotróficas 

associadas às plantas do gênero Brachiaria 

Durante o isolamento em meio NFb semi-sólido, foi observada a formação do 

halo de crescimento bacteriano característico no interior das amostras (Figura 3.1), de 

raiz e rizosfera de Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola. A densidade 
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populacional elevada variou entre 6,63 x 10
4
 a 6,07 x 10

5 
células g

-1
 de solo ou tecido 

vegetal fresco (SF ou TVF).  

 

 

Figura 3.1. Meio de cultura NFb, livre de fonte nitrogenada, utilizado para o 

isolamento de bactérias potencialmente diazotróficas. A) Amostra 

negativa, ausência do halo de crescimento; B) Amostra positiva, 

apresentando halo de crescimento bacteriano (flecha). 

 

Os resultados observados em relação à densidade populacional foram 

semelhantes aos encontrados por Reis Junior et al. (2004) e Reis Junior et al. (2006) em 

pastagens de Brachiaria, na região do Cerrado goiano, e em plantas de arroz, por 

Prakamhng et al. (2009), e superiores aos encontrados por Baldotto et al. (2010), nos 

nichos rizosfera e endofítico de raiz em isolados de abacaxi. 

A densidade populacional também foi semelhante ao número encontrado por 

Garrido et al. (2010) com bactérias diazotróficas associadas a plantas do gênero 

Brachiaria, porém não foi observado diferença estatística entre os nicho e espécies 

vegetais analisados (Figura 3.2). Estes resultados discordam dos encontrados por Reis 

Junior et al. (2004), onde estes observaram a influência da espécie vegetal, do local de 

coleta e da época do ano sobre a densidade bacteriana associada a gramíneas Brachiaria 

spp. e Garrido et al. (2010) que constataram que plantas do gênero Brachiaria 

apresentaram maior população de bactérias diazotróficas associadas a raiz.  

A B 
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Figura 3.2. Densidade populacional da comunidade bacteriana diazotrófica endofítica 

de raiz e da rizosfera de plantas de Brachiaria decumbens e Brachiaria 

humidicola. Letras maiúsculas comparam os nichos por espécie vegetal, 

letras minúsculas os nichos entre si de ambas as espécies vegetais. Letras 

iguais não diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo 

teste de Scott-Knott. 
 

Os dados obtidos nessa pesquisa concordam com os resultados observados por 

Dias et al. (2009) e Becerra-Castro et al. (2011) analisando raiz e rizoplano de plantas 

de morango e orquídea, respectivamente, porque não observaram diferenças de 

densidade populacional entre nichos, porém Castro et al. (2011) afirmaram que elevada 

densidade de bactérias no rizoplano é esperado. Discordando dos dados de Prakamhang 

et al. (2009), que observaram haver variação de densidade populacional entre nichos de 

plantas de arroz.  Logo, é extremamente variável a relação da densidade populacional 

bacteriana com os diferentes nichos de colonização bacteriana em diferentes espécies 

vegetais. 

3.3.2 Identificação de bactérias com características de promoção de crescimento 

vegetal  

Moreira et al. (2010), Araújo et al. (2010) e Santos et al. (2012)  afirmaram que 

bactérias diazotróficas associadas as gramíneas podem oferecer, além da fixação 

biológica de nitrogênio, mais de um mecanismo de promoção de crescimento vegetal, 

como a produção de ácido indol acético (AIA) e solubilização de fosfato inorgânico. 
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Das 80 bactérias isoladas, 42 são de B. humidicola (14 endofítica de raiz e 28 da 

rizosfera) e 38 de B. decumbens (20 endofítica de raiz e 18 da rizosfera), e seus 

resultados para os testes de fixação de nitrogênio, produção de AIA com e sem a 

presença do aminoácido precursor L-triptofano e solubilização de fosfato inorgânico 

estão na tabela 3.2. Assim, 43,7% dos isolados foram positivos para dois ou três 

mecanismos de promoção de crescimento e 56,2% apresentaram-se positivos para as 

quatro análises, tendo como destaque o nicho endofítico de raiz com 60,0% destes. 

Segundo Richardson et al. (2009), pode-se especular que as bactérias endofíticas 

apresentam vantagens em relação as epifíticas, por colonizarem o interior do tecido 

vegetal, estando em íntima relação com a planta, habitando nichos mais propícios 

(estável e uniforme) para a expressão dos mecanismos de promoção de crescimento 

vegetal (Ferrara et al., 2011).  

 

Tabela 3.2. Avaliação da fixação biológica de nitrogênio, solubilização de fosfato 

inorgânico e produção de AIA, via dependente e independente de L-

triptofano, de 80 isolados bacterianos associados às gramíneas Brachiaria 

decumbens e Brachiaria humidicola. Os valores, em cada coluna, seguidos 

de mesma letra indicam ausência de significância estatística de acordo com 

o teste de Scott-Knott (p<0,05) 

 

Isolados Espécie Vegetal Nicho FBN 
Produção de AIA (μg mL

-1
) 

 IS 
Com L-Trip. Sem L-Trip. 

UAGB 101 BH ER + 16,76 f 12,62 c 3,02 c 

UAGB 102 BH ER +   7,27 f   2,61 d 2,05 c 

UAGB 103 BH ER +   5,11 f   4,38 d 1,85 c 

UAGB 104 BH ER + 131,39 a 37,80 a 4,05 b 

UAGB 105 BH ER + 51,78 d 23,87 b 3,05 c 

UAGB 106 BH ER + 49,23 d 26,33 b 3,49 b 

UAGB 107 BH ER + 83,87 b 35,56 a 3,89 b 

UAGB 108 BH ER + 99,91 b   4,94 d 5,27 a 

UAGB 109 BH ER + 86,50 b 44,14 a 3,79 b 

UAGB 110 BH ER +   2,09 f   0,85 f 3,73 b 

UAGB 111 BH ER + 67,78 c 35,34 a 1,70 c 

UAGB 112 BH ER + 90,29 b 42,46 a 3,31 b 

UAGB 113 BH ER + 92,67 b 39,14 a - 

UAGB 114 BH ER + 81,45 b 29,01 b 4,86 a 

UAGB 115 BH RIZ + 86,19 b 37,93 a 5,90 a 

UAGB 116 BH RIZ + 73,47 c   4,94 d - 

UAGB 117 BH RIZ + 15,98 f   5,07 d 5,20 a 

UAGB 118 BH RIZ + 20,81 e   9,69 c 3,31 b 

UAGB 119 BH RIZ +   3,73 f 15,60 c 2,79 c 

UAGB 120 BH RIZ +   6,66 f   2,53 d 1,50 c 

UAGB 121 BH RIZ +   9,95 f   3,26 d 2,02 c 
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(Continuação Tabela 3.2) 

Isolados Espécie Vegetal Nicho FBN 
Produção de AIA (μg mL

-1
) 

IS 
Com L-trip. Sem L-trip. 

UAGB 122 BH RIZ + 25,64 e   3,42 d - 

UAGB 123 BH RIZ + 20,34 e   5,41 d - 

UAGB 124 BH RIZ + 15,89 f  5,93 d 4,09 b 

UAGB 125 BH RIZ + - - 1,47 c 

UAGB 126 BH RIZ +   6,63 f   8,95 c 4,42 b 

UAGB 127 BH RIZ + 10,94 f 11,28 c 6,07 a 

UAGB 128 BH RIZ + 10,98 f   8,87 c 3,05 c 

UAGB 129 BH RIZ +   7,62 f   3,56 d 3,68 b 

UAGB 130 BH RIZ + -   7,14 d 4,02 b 

UAGB 131 BH RIZ +   0,56 f   1,11 d 2,36 c 

UAGB 132 BH RIZ +   1,36 f   9,93 c 4,61 b 

UAGB 133 BD RIZ - 31,90 e   9,77 c - 

UAGB 134 BD RIZ + -   6,28 d - 

UAGB 135 BD RIZ + -   5,85 d - 

UAGB 136 BD RIZ +   6,76 f   7,83 c - 

UAGB 137 BD RIZ + - 14,30 c - 

UAGB 138 BD RIZ + 22,49 e 11,37 c 6,55 a 

UAGB 139 BD RIZ +   4,72 f   2,53 d 5,48 a 

UAGB 140 BD RIZ + 25,21 e 10,16 c 3,78 b 

UAGB 141 BD RIZ - 21,29 e   3,77 d - 

UAGB 142 BD RIZ - 16,46 f   6,06 d - 

UAGB 143 BD RIZ - 25,43 e   6,67 d 3,85 b 

UAGB 144 BD RIZ +   4,43 f   2,66 d 2,04 c 

UAGB 145 BD RIZ +   5,50 f 10,12 c 3,55 b 

UAGB 146 BD RIZ + -   0,88 d 3,41 b 

UAGB 147 BD RIZ + 10,55 f - 4,26 b 

UAGB 148 BD RIZ +   3,00 f   2,05 d 3,87 b 

UAGB 149 BD RIZ + -   1,02 d 4,55 b 

UAGB 150 BD RIZ +  5,03 f   3,99 d 3,15 c 

UAGB 151 BD ER + 46,95 d   9,42 c 1,62 c 

UAGB 152 BD ER + 120,91 a 14,69 c 1,14 c 

UAGB 153 BD ER +  6,06 f - 2,00 c 

UAGB 154 BD ER + 100,08 b 14,64 c 2,05 c 

UAGB 155 BD ER + 93,23 b 24,44 b - 

UAGB 156 BD ER + 67,17 c 20,80 b 1,37 c 

UAGB 157 BD ER + 41,94 d   5,89 d 1,46 c 

UAGB 158 BD ER + 34,83 e   9,04 c 1,84 c 

UAGB 159 BD ER + 24,30 e 24,52 b - 

UAGB 160 BD ER + 62,22 c 21,24 b - 

UAGB 161 BD ER +   7,48 f 19,61 b - 

UAGB 162 BD ER + 12,79 f 36,85 a - 

UAGB 163 BD ER + 78,30 c 20,68 b - 

UAGB 164 BD ER +   8,13 f 34,27 a - 

UAGB 165 BD ER +   6,75 f - - 

UAGB 166 BD ER + 12,19 f 30,56 a 2,25 c 

UAGB 167 BD ER + 138,64 a 15,94 c - 

UAGB 168 BD ER + 32,18 e 19,48 b 2,58 c 

UAGB 169 BD ER + 19,65 e   6,88 d 2,57 c 

UAGB 170 BD ER + 76,54 c 22,36 b 2,07 c 

UAGB 171 BH RIZ + 19,13 e 20,12 b - 

UAGB 172 BH RIZ + 29,91 e 18,39 b 1,64 c 

UAGB 173 BH RIZ + 31,47 e 10,55 c - 

UAGB 174 BH RIZ + 26,94 e   6,71 d - 

UAGB 175 BH RIZ + 14,82 f   3,52 d - 

UAGB 176 BH RIZ + 23,49 e 11,07 c - 

UAGB 177 BH RIZ + 19,04 e 18,18 b - 

UAGB 178 BH RIZ + 19,91 e - 1,70 c 

UAGB 179 BH RIZ +   4,12 f   2,35 d 1,63 c 
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(Continuação Tabela 3.2) 

Isolados Espécie Vegetal Nicho FBN 
Produção de AIA (μg mL

-1
) 

IS 
Com L-trip. Sem L-trip. 

UAGB 180 BH RIZ + 21,16 e   6,06 d - 

IS = Índice de solubilização de fosfato inorgânico  

BH = Brachiaria humidicola  /  BD = Brachiaria decumbens  

RIZ = Rizosfera  /  ER = Endofítico de raiz 

+ = Isolado positivo  /  -  = Isolado negativo 

 

Em relação às espécies de Brachiaria avaliadas, ambas apresentaram frequência 

de isolados positivos semelhantes para os quatro mecanismos de caracterização 

fenotípica, evidenciando que as bactérias potencialmente diazotróficas associadas às 

plantas do gênero Brachiaria apresentaram elevado percentual de isolados com 

potencial para o crescimento vegetal. 

3.3.2.1 Bactérias potencialmente fixadoras de nitrogênio atmosférico 

Os isolados bacterianos potencialmente fixadores foram reinoculadas em meio 

NFb semi-sólido, com 95,0% sendo positivo (Tabela 3.2). Vários trabalhos isolaram e 

identificaram a associação de bactérias diazotróficas com gramíneas forrageiras em 

diferentes nichos de colonização, tais como, Reis Junior et al. (2004) que trabalharam 

com B. decumbens, B. humidicola e B. brizantha, cultivadas na região do Cerrado 

brasileiro. Brasil et al. (2005) observaram a associação de bactérias fixadoras de 

nitrogênio nos nichos solo, raiz e folha da gramínea exótica (B. humidicola) e das 

gramíneas nativas Elyonurus muticus (capim corona) e Axonopus purpusii (capim 

mimoso) cultivadas no Pantanal Sul Matogrossense. 

Silva et al. (2010), constataram que as gramíneas B. decumbens, B. humidicola e 

Pennisetum purpureum (capim elefante) cultivadas na Zona da Mata do Estado de 

Pernambuco, apresentaram associação com bactérias diazotróficas. Garrido et al. (2010) 

trabalhando com pastagem de Panicum maximum (capim mombaça), Dichanthium 

aristatum e Brachiaria spp., cultivadas na microrregião do Cesar Valle Sabana na 
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Colômbia, identificaram a associação das três gramíneas forrageiras com bactérias 

diazotróficas.  

Desta forma, fica evidente a associação entre gramíneas forrageiras e bactérias 

diazotróficas nos mais diversos nichos (neste trabalho, rizosfera e endofítico de raiz), 

áreas de cultivos e espécies vegetais. 

3.3.2.2 Avaliação de bactérias produtoras de ácido indol acético (AIA)  

 Quanto à produção bacteriana de AIA, via dependente e independente de L-

triptofano, dos 80 isolados avaliados em meio acrescido de L-triptofano, 91,2% foram 

positivos, valor superior ao encontrado por Prakamhang et al. (2009), que observaram 

62,7% dos isolados bacterianos de arroz produzindo AIA. Os dados resultantes da 

quantificação foram submetidos ao teste de Scott-Knott, levando em consideração as 

bactérias e suas respectivas produções. O teste agrupou as produções em seis grupos 

distintos (Tabela 3.2), onde o grupo “f” obteve destaque, contendo aproximadamente 

43,6% dos isolados avaliados, estes com as menores produções de 0,56 a 16,76 μg mL
-
¹, 

seguido do grupo “e”, com aproximadamente 28,1% dos isolados produzindo entre 

19,04 e 34,83 μg mL
-
¹. No entanto, 28,2% dos isolados é dividido pelos grupos 

restantes, estes com produção entre 41,94 e 138,64 μg mL
-
¹ com o isolado UAGB 167, 

destacando-se como maior produtor via dependente de triptofano. 

As concentrações de AIA obtidas neste trabalho foram superiores as encontradas 

na literatura em estudo de micro-organismos em associação com gramíneas do gênero 

Brachiaria, onde o pico de produção foi de 110 μg mL
-1

 com a estirpe de Azospirillum 

amazonense em associação com B. brizantha  (Reis Junior et al., 2004), já as produções 

de AIA encontrados neste trabalho foram bem superiores as encontradas por Kuss et al. 

(2007) trabalhando com bactérias diazotróficas associadas a raízes de plantas de arroz, 

onde a produção variou de 2,79 a 13,47 μg mL
-1

.  
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Com relação às bactérias avaliadas em meio sem o acréscimo do L-triptofano, 

Jensen & Bandurski (1994) e Baldotto et al. (2010) afirmaram que bactérias podem 

apresentar a capacidade de produzir AIA independente do aminoácido precursor L-

triptofano, fato este observado em 93,7% dos isolados, evidenciando que bactérias 

associadas às gramíneas do gênero Brachiaria apresentaram mais de uma rota 

bioquímica para produção de AIA.  

O teste de Scott-Knott agrupou as produções em quatro grupos distintos (Tabela 

3.2), onde o grupo “d” obteve destaque, contendo o maior percentual, com 41,3% dos 

isolados avaliados, com os menores valores de produção, tendo variação 0,85 a 7,14 μg 

mL
-
¹ e o grupo “a” com as maiores produções, com 13,3% dos isolados e variação entre 

30,56 a 44,18 μg mL
-
¹ com o isolado UAGB 109, destacando-se como maior produtor 

via independente de triptofano. 

Os valores de produção foram superiores aos encontrados por Egamberdiyeva 

(2007) com bactérias associadas a plantas de milho, que obteve no máximo 7,4 μg mL
-1

. 

Como encontrado em outros trabalhos, o meio acrescido com L-triptofano apresentou 

produção bem mais acentuada em relação à produção sem a utilização do aminoácido L-

triptofano (Asghar et al., 2007; Kuss et al., 2007; Baldotto et al., 2010). Barazani & 

Friedmam (2000) e Radwan et al. (2005) afirmaram que o L-triptofano, quando 

acrescido no meio de cultivo bacteriano in vitro, proporciona aumento na síntese de 

AIA.  

Kuklinsky-Sobral et al. (2004) avaliando a comunidade bacteriana produtora de 

auxina associada a plantas de soja constataram que o genótipo da planta e nicho de 

colonização podem influenciar a produção desse fitohormônio. No presente trabalho, 

também foi observado que a produção de AIA, com e sem o acréscimo do L-triptofano, 

os nichos e as espécies vegetais apresentaram influência, segundo o teste de qui-

quadrado (χ
2
), com os maiores percentuais de isolados tendo associação com a gramínea 



37 

 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

Endofítica de raiz Rizosfera Endofítica de raiz Rizosfera 

Brachiaria decumbens Brachiaria humidicola 

F
re

q
u

ên
ci

a
 d

e 
is

o
la

d
o

s 

p
o

si
ti

v
o

s 
 

AIA com L-triptofano AIA sem L-triptofano 

B. humidicola e pertencente ao nicho endofítico de raiz (Figura 3.3), destacando-se os 

isolados de  maiores produções via independente do aminoácido L-triptofano. 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 3.3. Frequência relativa (%) de isolados positivos para os testes de produção de 

ácido indol acético (AIA) com e sem a presença do aminoácido precursor 

L-triptofano in vitro, associados a Brachiaria decumbens e Brachiaria 

humidicola nos nichos endofítico de raiz e rizosfera.  
  

Tais resultados foram semelhantes aos encontrados por Kuklinsky-Sobral et al. 

(2004), onde o nicho endofítico de raiz apresentou maior percentual de linhagens 

produtoras de AIA e discordam do trabalho de Ali et al. (2008) e Araújo et al. (2010), 

onde o nicho com maior produção foi a rizosfera.  

3.3.2.3 Avaliação de bactérias solubilizadoras de fosfato inorgânico  

Foi observado que 66,2% das bactérias foram capazes de solubilizar fosfato 

inorgânico, maior percentual que o encontrado por Taurian et al. (2010) e Naik et al. 

(2008), trabalhando com isolados de amendoim e arroz, respectivamente. Os dados 

dessa pesquisa concordam com os de Barroti & Nanhas, (2000) que constataram a 

associação de bactérias solubilizadoras de fosfato em associação com gramíneas do 

gênero Brachiaria, onde os autores afirmam que as bactérias solubilizadoras de fosfato 

são favorecidas pelo plantio da braquiária sem adubação. 
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Figura 3.4. Placa de Petri evidenciando o crescimento bacteriano em meio contendo 

fosfato insolúvel, com halo de solubilização ao redor da colônia 

bacteriana. 

 

De acordo com a análise estatística do teste de Scott-Knott, pode-se observar a 

divisão dos isolados em três grupos (Tabela 3.2), onde o grupo “c” variou com índice de 

solubilização (IS) de 1,14 a 3,15, com 50,9% dos isolados, o grupo “b” com 35,8% dos 

isolados, com IS variando de 3,31 a 4,61 e o grupo “a” com 13,2% dos isolados 

positivos com variação entre 4,86 a 6,55 do IS.    

 Classificando-se os IS segundo a recomendação de Berraquero et al. (1976), 

Hara & Oliveira, (2004) e Chagas Junior, (2007) em baixo (IS < 2,0), médio (IS de 2,0 a 

4,0) e alto (IS > 4,0). Observou-se que 77,3% dos isolados positivos apresentaram IS de 

médio a alto (Figura 3.5), indicando a existência de elevada frequência de bactérias 

associadas às gramíneas do gênero Brachiaria, com elevado potencial de solubilização 

de fosfato inorgânico, destacando-se o isolado UAGB 138, com IS = 6,55, o que 

concorda com Alam et al. (2002) e Lira-Cadete et al. (2012) que encontraram maior 

percentual de isolados com IS mediano, em bactérias associadas ao milho e cana-de-

açúcar, respectivamente.  

Halo de 

solubilização 
Colônia 

bacteriana 
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Figura 3.5. Frequência relativa (%) de isolados solubilizadores de fosfato segundo o 

padrão de classificação de intensidade do índice de solubilização. 

 

 Considerando a espécie e o nicho de origem dos isolados bacterianos analisadas 

pelo teste do χ², o qual revelou que as mesmos sofreram influência, a espécie vegetal B. 

humidicola e o nicho endofítico de raiz, obtiveram destaque, ambos com os maiores 

percentuais dos seus isolados positivos, 73,8 e 70,6%, respectivamente. Não foi 

observado diferença segundo o teste de χ², quando analisado o nicho rizosfera entre as 

espécies vegetais e entre os nichos da gramínea B. decumbens (Figura 3.6).  Inúmeros 

fatores interferem na interação bactéria/planta, como por exemplo, o genótipo do 

hospedeiro, idade do mesmo, entre outros (Compant et al., 2010). 

 

 

Figura 3.6. Frequência relativa (%) dos isolados bacterianos associados à rizosfera e 

raiz de plantas de Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola em 

relação à capacidade de solubilizar fosfato inorgânico in vitro.  
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 Observou-se, no entanto, que as bactérias da rizosfera de ambas as espécies 

vegetais apresentaram os maiores valores de IS. Neste âmbito, Barea et al. (2005) 

descreveram que no nicho da rizosfera é onde se encontra as maiores concentrações de 

micro-organismos solubilizadores de fosfato (fato não observado neste trabalho), estes 

mais metabolicamente ativos que os encontrados nos demais nichos em associação com 

o vegetal. Já Moreira et al. (2010) afirmaram que a performance das bactérias 

solubilizadoras de fosfato apresenta variação de acordo com a planta hospedeira.  

3.3.2.4 Avaliação da produção de enzimas extracelulares 

Os resultados do índice enzimático (IE), que expressa à relação do diâmetro 

médio do halo de produção enzimática e o diâmetro médio da colônia bacteriana (Figura 

3.7),  estão apresentados na tabela 3.3.   

 

 

..........  

 

..........  

Figura 3.7. Placas de Petri evidenciando o crescimento bacteriano e produção de 

enzimas extracelulares, caracterizada pelo halo de degradação ao redor da 

colônia. A) Produção de celulase; B) Produção de amilase; C) Produção de 

A B 

C D 
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pectinase pH 8,0 (pectato liase) e D) Produção de pectinase pH 5,0 

(poligalacturonase).  
 

Tabela 3.3. Produção de enzimas extracelulares (celulase, pectinase pH 5,0, pectinase 

pH 8,0 e amilase) e produção da molécula quorum sensing por 80 isolados 

bacterianos associados aos nichos rizosfera e endofítico de raiz das 

gramíneas Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola. Os valores, em 

cada coluna, seguidos de mesma letra indicam ausência de significância 

estatística de acordo com o teste de Scott-Knott (p<0,05) 
 

Isolados 
Espécie 

Vegetal 
Nicho QS 

Índice Enzimático 

Celulase Pect. pH 5,0 Pect. pH 8,0 Amilase 
UAGB 101 BH ER + - - - - 

UAGB 102 BH ER - - - 2,73 c 1,91 c 

UAGB 103 BH ER - - - 3,80 b 2,34 b 

UAGB 105 BH ER + 1,68 c - - - 

UAGB 106 BH ER + 1,65 c - - - 

UAGB 109 BH ER + - - - - 

UAGB 110 BH ER + 6,71 a - - - 

UAGB 111 BH ER - - - - 3,65 a 

UAGB 113 BH ER - - - - 2,29 b 

UAGB 115 BH RIZ + - - - - 

UAGB 116 BH RIZ + - - 5,48 a - 

UAGB 117 BH RIZ - - - - 2,25 b 

UAGB 118 BH RIZ - 1,28 c - - - 

UAGB 119 BH RIZ + 1,23 c - - - 

UAGB 120 BH RIZ + - - - - 

UAGB 121 BH RIZ + - - - - 

UAGB 122 BH RIZ - 3,11 b - - - 

UAGB 123 BH RIZ + - - - - 

UAGB 124 BH RIZ - - - - 1,76 c 

UAGB 125 BH RIZ + - - - - 

UAGB 126 BH RIZ + - - - - 

UAGB 128 BH RIZ + - - - - 

UAGB 129 BH RIZ + - - - - 

UAGB 130 BH RIZ + 3,37 b - - - 

UAGB 132 BH RIZ + 3,30 b - - - 

UAGB 134 BD RIZ + - - - - 

UAGB 135 BD RIZ + - - - - 

UAGB 136 BD RIZ + - - - - 

UAGB 137 BD RIZ + - - - - 

UAGB 138 BD RIZ + - - - - 

UAGB 139 BD RIZ + - - 2,98 c - 

UAGB 141 BD RIZ + - - - - 

UAGB 143 BD RIZ - - - - 1,37 c 

UAGB 144 BD RIZ - 3,88 b - - - 

UAGB 145 BD RIZ - - 5,34 a - 2,96 a 

UAGB 146 BD RIZ + - - - - 

UAGB 147 BD RIZ + - 4,76 a 3,74 b - 

UAGB 148 BD RIZ + - - - - 

UAGB 149 BD RIZ + - - - - 

UAGB 150 BD RIZ - 1,03 c 6,27 a 4,39 b 2,47 b 

UAGB 152 BD ER + * - - - 

UAGB 153 BD ER + * - - - 

UAGB 154 BD ER - * - 1,09 d - 

UAGB 155 BD ER - * - 1,19 d - 

UAGB 156 BD ER + * - 1,17 d - 

UAGB 158 BD ER + * - 1,22 d - 
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(Continuação Tabela 3.3) 

Isolados 
Espécie 

Vegetal 
Nicho QS 

Índice Enzimático 

Celulase Pect. pH 5,0 Pect. pH 8,0 Amilase 
UAGB 160 BD ER - * - 1,58 d - 

UAGB 161 BD ER - * - 1,58 d - 

UAGB 162 BD ER + * - 2,53 c - 

UAGB 163 BD ER + * - - - 

UAGB 165 BD ER + * 2,33 b - - 

UAGB 167 BD ER + * - - - 

UAGB 168 BD ER + * - - - 

UAGB 169 BD ER + * - - - 

UAGB 170 BD ER + * - - - 

UAGB 172 BH RIZ + * - - - 

UAGB 173 BH RIZ + * - - - 

UAGB 174 BH RIZ + * 3,64 b - - 

UAGB 175 BH RIZ + * - - - 

UAGB 176 BH RIZ + * - - - 

UAGB 177 BH RIZ - * - 5,81 a 1,08 c 

UAGB 178 BH RIZ + * - - - 

UAGB 179 BH RIZ + * - - - 

 

QS = quorum sensing 

BH = Brachiaria humidicola  /  BD = Brachiaria decumbens  

RIZ = Rizosfera  /  ER = Endofítico de raiz 

+  = Isolado positivo  /  -  = Isolado negativo  /  *  = Isolados não testados 

 

O teste de produção enzimática demonstrou que do total de isolados testados, 

38,75% foram capazes de produzir pelo menos um tipo de enzima, 6,2% foram capazes 

de produzir dois tipos de enzimas, 1,2% os quatro tipos de enzimas, como o isolado 

UAGB 150. Dos isolados positivos, 64,5% apresentaram valores de IE superior a 2,0. O 

IE superior ou igual a 2,0 é considerado para caracterizar uma bactéria como boa 

produtora de enzimas extracelulares em meio sólido in vitro (Alves et al., 2002), este 

apresentando-se como ferramenta que vem a facilitar e selecionar isolados, além de 

permitir uma comparação de diferentes produções (Carrim et al., 2006).  

O teste de produção de celulase demonstrou, que dos 50 isolados testados, 

20,0% foram capazes de produzir celulase in vitro, valor bem inferior ao encontrado por 

Prakamhang et al. (2009) de 96,1% dos isolados bacterianos de arroz. O teste de Scott-

Knott para produção de celulase identificou três grupos, o grupo “c” com 50,0% dos 

isolados positivos com valores de IE inferiores a 2,0, e os demais grupos com variação 

de IE de 3,11 a 6,71 (Tabela 3.3).  
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Analisando a espécie vegetal e nicho segundo o teste do χ², foi observado que os 

mesmos influenciaram os resultados, sendo observada a maior percentagem dos 

isolados positivos associados a  Brachiaria humidicola e o nicho endofítico de raiz com 

25,0 e 21,4%, respectivamente, tendo destaque o isolado UAGB 110 com IE de 6,71. 

Quando analisados os nichos por espécie (Figura 3.8) o teste de χ² apontou significância 

tanto entre nichos dentro da espécie vegetal como nichos por espécie vegetal, tendo se 

sobressaído a rizosfera da espécie B. humidicola. 

 

 

Figura 3.8. Frequência relativa (%) dos isolados bacterianos positivos associados à 

rizosfera e raiz de plantas de Brachiaria decumbens e Brachiaria 

humidicola em relação à produção de celulase, pectinase e amilase in vitro.  

 

Ainda não foram elucidadas todas as formas de penetração das bactérias 

endofíticas, entretanto sabe-se que algumas cepas de bactérias epifíticas podem penetrar 

na planta tornando-se endofítica (Compant et al., 2010). Uma das possíveis formas de 

penetração e permanência dos isolados endofíticos na planta, é a síntese da enzima 

celulase, facilitado o processo de colonização, entretanto de forma regulada esta enzima 

apenas é sintetizada no início da colonização (Verma et al., 2001; Rosenblueth & 

Martínes-Romero, 2006; Compant et al., 2010). Elevados valores de IE também foram 

observados em isolados do nicho rizosfera, com os isolados UAGB 144 e UAGB 130 

com IE de 3,88 e 3,37, respectivamente. 
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O teste de produção de pectinases, em pH 5,0 (poligalacturonase) e 8,0 (pectato 

liase) demonstrou que dos 80 isolados testados, 6,2 e 18,7%  foram positivos, 

respectivamente, valor bem inferior ao encontrado por Prakamhang et al. (2009) de 

60,8% dos isolados bacterianos de arroz. O teste de Scott-Knott para a pectinase pH 5,0 

identificou dois grupos, o grupo “b” com 40,0% dos isolados positivos e variação do IE 

de 2,33 a 3,64 e o grupo “a” com 60,0% dos isolados positivos, este variando o IE de 

4,76 a 6,27 (Tabela 3.3), ressaltando que em ambos os grupos os valores de IE foram 

superiores a 2,0. Quando analisada a espécie vegetal e nichos de colonização, o teste do 

χ² revelou que os mesmos influenciaram os resultados, destacando-se a B. decumbens e 

o nicho endofítico de raiz, este se sobressaindo quando analisado os nichos dentro das 

espécies vegetais (Figura 3.8). Porém, foi no nicho rizosfera com o isolado UAGB 150 

que se observou o maior IE, com 6,27. 

Para produção de pectinase a pH 8,0 (pectato liase), o teste de Scott-Knott 

identificou quatro grupos, onde o grupo “d” com 40,0% de isolados positivos, teve 

variação do IE de 1,09 a 1,77 e os demais grupos com 60,0% dos isolados positivos, 

todos com valores de IE superiores a 2,0 (com variação de IE 2,25 a 5,81) (Tabela 3.3). 

Quando analisada a espécie vegetal e nichos de colonização, o teste do χ² revelou que os 

mesmos influenciaram os resultados, tendo destaque os isolados do nicho endofítico de 

raiz e da espécies B. decumbens (Figura 3.8), porém o nicho rizosfera foi o que 

apresentou os isolados com os maiores valores de IE, UAGB 177, UAGB 116 e UAGB 

150, estes com produção de 5,81; 5,48 e 4,39, respectivamente.  

A celulase e a pectinase compreendem a classe de enzimas denominadas de 

degradadoras de parede celular vegetal, que são produzidas pelos micro-organismos 

com intuito de romper a parede celular das plantas hospedeiras, como forma de facilitar 

a penetração e consequentemente a colonização vegetal (Silveira & Freitas, 2007; 

Prakamhang et al., 2009). 
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Atualmente, vêm-se descobrindo grande variedade de micro-organismos que 

apresentam um elevado potencial biotecnológico e vivem em íntima interação com as 

plantas. Com destaque para as bactérias endofíticas, que colonizam um ambiente de 

menor competitividade por nutrientes e por apresentarem potencial produção de 

enzimas extracelulares com capacidade de degradar compostos orgânicos como 

celulose, pectina, entre outros (Krause et al., 2006). 

O teste de produção de amilase por bactérias isoladas de braquiária demonstrou 

que dos 80 isolados testados, 11,2% são positivos (Tabela 3.3), valor este inferior ao 

encontrado por Oliveira et al. (2007) de 36,8% dos isolados positivos. De acordo com 

teste de Scott-Knott, os isolados foram subdivididos em três grupos, onde o grupo “c” 

teve variação do IE entre 1,08 a 1,91 com 44,4% dos isolados positivos, os demais 

grupos tiveram variação de IE entre 2,29 a 3,65 com 55,5% dos isolados positivos. Os 

isolados bacterianos produtores de amilase associados a plantas do gênero Brachiaria 

apresentaram IE superior ao encontrado por Oliveira et al. (2007) trabalhando com 

isolados de rizóbios, estes com IE máximo de 3,1.   

 Comparando as espécies vegetais e nichos, o teste do χ² revelou que os mesmos 

influenciaram os resultados, pode-se observar a prevalência da B. humidicola e o nicho 

endofítico de raiz (Figura 3.8), com destaque para o isolado UAGB 111 com IE de 3,65. 

A produção enzimática por micro-organismos apresenta elevado interesse industrial, 

entre estas a amilase que se caracteriza como de elevada importância e utilização 

biotecnológica (Uenojo & Pastore, 2007). Dentre as diferentes fontes em que as enzimas 

amilases podem ser obtidas (plantas, animais e micro-organismos), as provenientes dos 

micro-organismos apresentam vantagens, como a fácil manipulação e a capacidade de 

produção de forma econômica (Souza & Magalhães, 2010). 
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3.3.2.5 Bactérias produtoras de moléculas quorum sensing  

A produção de ALH, molécula quorum sensing, foi constatada em 56,2% dos 

isolados de Brachiaria analisados (Tabela 3.3), valor este bem inferior ao encontrado 

por Pinton et al. (2010) com 96,0% dos isolados positivos, analisando rizobactérias de 

hortaliças,  para formação de biofilme, onde pode ser regulado pelo mecanismo de 

monitoramento populacional quorum sensing (Choudhary et al., 2009). Na figura 3.9 

podemos observar um isolado positivo para a produção da molécula quorum sensing, 

que apresentou coloração azulada da bactéria Agrobacterium tumefaciens NTL4 

(pZLR4), biossensor de ALHs, distribuída horizontalmente.  

 

 

Figura 3.9. Produção da molécula quorum sensing visualizado através da mudança de 

coloração da bactéria Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZLR4), 

inoculada horizontalmente, utilizada como controle positivo ficando 

azulada na presença da molécula quorum sensing (ALH), produzida pelo 

isolado bacteriano de Brachiaria. A) Bactéria negativa; B) Bactéria 

positiva.    

 

Ambas as espécies vegetais analisadas obtiveram mais de 50,0% dos isolados 

positivos (B. decumbens 55,2% e B. humidicola 57,1%), para os nichos os isolados de 

rizosfera foram os que apresentaram o maior percentual de positivos com 65,2% 

(Tabela 3.3). Entretanto, segundo o teste do χ², não houve influência entre os nichos e 

espécies vegetais. Quando analisado os nichos dentro das espécies vegetais, o nicho 

rizosfera de B. humidicola obteve destaque, segundo o teste de χ² (Figura 3.10). 

A B 
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Figura 3.10. Frequência relativa (%) dos isolados bacterianos positivos associados à 

rizosfera e raiz de plantas de Brachiaria decumbens e Brachiaria 

humidicola em relação à produção da molécula quorum sensing.  
 

A produção da molécula quorum sensing pode regular a formação de biofilme 

no interior e exterior da planta, ocorrem pela colonização vertical através do aumento 

progressivo de bactérias, o crescimento e a dispersão das células microbianas com 

subsequente aumento na produção do biofilme pelas inúmeras espécies bacterianas 

(Xavier & Fosten, 2007), tendo diferentes funções, tais como, proteção, resistência, 

aderência, entre outras (Melo et al., 2012). 

3.3.3 Caracterização da diversidade genômica  

3.3.3.1 Diversidade genética de bactérias potencialmente diazotróficas 

associadas a gramíneas do gênero Brachiaria  

A análise da diversidade genética por meio do BOX-PCR permitiu observar o 

perfil das bandas geradas (Figura 3.11), sendo avaliadas por meio do dendrograma 

construído com base na matriz de similaridade de Jaccard (Figura 3.12). 
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Figura 3.11. Perfis genômicos gerado pela amplificação do iniciador BOXA1R de parte 

dos isolados potencialmente diazotróficos. Em gel de agarose a 1,5%. M =  

marcador 1 Kb.; 1 a 16 = isolados bacterianos. 
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Figura 3.12. Dendrograma obtido pelo agrupamento realizado pelo algoritmo UPGMA 

(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical Average) a partir da 

matriz de similaridade genética de 80 isolados bacterianos, associados a 

rizosfera e raiz, de plantas de Brachiaria decumbens e Brachiaria 

humidicola. D/E = B. decumbens/endofítico de raiz; D/R = B. 

Cluster VII 

Cluster V 

Cluster IV 

Cluster III 

Cluster I 

Cluster II 

Cluster VI 

Cluster VIII 



50 

 

decumbens/rizosfera; H/E = B. humidicola/endofítico de raiz; H/R = B. 

humidicola/rizosfera. O coeficiente de Jaccard foi utilizado para a 

construção da matriz de similaridade. Os números nos nós do dendrograma 

indicam o valor da porcentagem de vezes que o grupo ocorreu no mesmo 

nó durante o Bootstrap de 1000 repetições. 
 

O coeficiente de similaridade de Jaccard evidenciou oito grupos (clusters) com 

alta variabilidade entre os isolados, porém entre nichos e plantas hospedeiras, foi 

observado que 21,2% dos isolados apresentaram 100% de similaridade, oriundos da 

mesma espécie vegetal e nicho, não havendo isolados com tal semelhança entre plantas 

ou nichos. Elevada diversidade de bactérias cultiváveis foram encontradas por Rocha et 

al. (2010), trabalhando com plantas de batata (Solanum tuberosum), com isolados com 

100 e 90,0% de similaridade encontrados no nicho rizosfera. 

Os dados desta pesquisa concordam com os dados encontrados por Reis Junior 

et al. (2006), analisando  isolados de Brachiaria, que apresentaram 28,7% similaridade 

acima de 70,0%, evidenciando que bactérias diazotróficos associadas a gramíneas do 

gênero Brachiaria apesar de sua elevada diversidade, apresentam grupos similares.  

Ao analisar os clusters, foi constatado o agrupamento por nichos e espécies 

vegetais, com elevada dissimilaridade, corroborando com Prakamhang et al. (2009), 

onde os tecidos das plantas de arroz influenciaram na comunidade bacteriana e com 

Velázquez et al. (2008), observaram que espécies de cana-de-açúcar influenciaram na 

diversidade dos micro-organismos associados. Resultados semelhantes foram 

encontrados por Moreira et al., (2008), onde foi observado alta dissimilaridade entre os 

isolados diazotróficos das gramíneas Brachiaria e Andropogon e  Rodriges et al. 

(2006), que afirmaram que o genótipo da planta pode influenciar a diversidade 

populacional de bactérias. 

Recentemente a FBN tem sido bastante estudada em diferentes espécies de 

gramíneas, tais como cana-de-açúcar, milho e arroz, tendo-se encontrado elevada 

diversidade de bactérias fixadoras de nitrogênio associadas nos nichos avaliados 
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(Bhattacharjee et al., 2008). Em gramíneas Brachiaria decumbens e Brachiaria 

humidicola os isolados potencialmente diazotróficos associados a rizosfera e 

endofiticamente na raiz,  apresentam elevada diversidade genética, sendo observado a 

formação de grupos de isolados em relação ao nicho e espécie vegetal.  

3.3.4 Caracterização dos isolados quanto ao seu genótipo e potencial 

biotecnológico 

A partir das bandas geradas pelo BOX-PCR e as características fenotípicas de 

cada isolado foi construído um dendrograma com base na matriz de similaridade de 

Jaccard. Analisando a caracterização genotípica e fenotípica dos 80 isolados bacterianos 

é possível observar que a elevada diversidade bacteriana encontrada no dendrograma 

genotípico é alterada quando incluídos as características biotecnológicas, ocorrendo um 

aumento na similaridade e um reposicionamento dos isolados, gerando a formação de 

dez clusters, estes agrupando isolados de mesmo nicho e espécie vegetal (Figura 3.13).   
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Figura 3.13. Dendrograma obtido pelo agrupamento realizado pelo algoritmo UPGMA 

(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical Average) a partir da 

matriz de similaridade genética e características fenotípicas dos 80 

isolados bacterianos, associados à rizosfera e raiz, de plantas de Brachiaria 
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decumbens e Brachiaria humidicola. D/E = B. decumbens/endofítico de 

raiz; D/R = B. decumbens/rizosfera; H/E = B. humidicola/endofítico de 

raiz; H/R = B. humidicola/rizosfera. O coeficiente de Jaccard foi utilizado 

para a construção da matriz de similaridade. Os números nos nós do 

dendrograma indicam o valor da porcentagem de vezes que o grupo 

ocorreu no mesmo nó durante o Bootstrap de 1000 repetições. 
  

Os micro-organismos diazotróficos apresentam uma elevada diversidade 

fenotípica e genética (Moreira et al., 2010). Os isolados bacterianos com 100% de 

similaridade de acordo com matriz de similaridade de Jaccard para a caracterização 

genética, como os isolados UAGB 158 e UAGB 161, UAGB 111 e UAGB 113 (Figura 

3.12), quando acrescentado as características, há uma alteração no dendrograma, 

indicando que isolados com 100% de similaridade genética não demonstram mesmo 

potencial fisiológico dos seus pares em ambiente de laboratório, pela avaliação 

fisiológica de genes específicos.  

       

3.4 Conclusões 

 

As gramíneas forrageiras, Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola, 

apresentaram elevada colonização bacteriana potencialmente diazotrófica na região da 

raiz e rizosfera, com os 80 isolados testados exibindo varias características fisiológicas, 

fixando nitrogênio atmosférico, solubilizando fosfato inorgânico e sintetizando ácido 

indol acético (AIA) por mais de uma rota metabólica, com e sem a presença do 

aminoácido precursor L-triptofano. Além de produzirem moléculas quorum sensing, 

enzimas extracelulares (celulase, pectinases e amilases), ambas com valores de índice 

enzimático superiores a 2,00.  

O teste de BOX-PCR identificou elevada diversidade entre os isolados das 

diferentes espécies vegetais e nichos de colonização, porém é observado isolados com 

100% de similaridade entre si e a formação de grupos ou clusters entre nichos e 
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espécies vegetais. Isolados com 100% de similaridade genética apresentaram-se 

positivos para diferentes características fenotípicas.   
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4 CAPÍTULO 02 

 

 

Diversidade da comunidade bacteriana cultivável associada às raízes de Brachiaria 

  

Resumo: Na busca por alternativas que venham minimizar impactos ambientais 

causados pelo uso indiscriminado de fertilizantes nitrogenados, a fixação biológica de 

nitrogênio (FBN) por bactérias associadas a gramíneas forrageiras tem se tornado uma 

alternativa inovadora. A comunidade bacteriana associada aos vegetais apresenta 

elevada diversidade genética e pode apresentar diferentes mecanismos de promoção de 

crescimento vegetal. Neste contexto, objetivou-se isolar e avaliar a densidade 

populacional total de bactérias cultiváveis associadas às gramíneas Brachiaria 

decumbens e Brachiaria humidicola, cultivadas no município das Correntes, Agreste 

Meridional do Estado de Pernambuco, além de verificar sua diversidade genética e 

fisiológica. Para tanto, plantas de B. decumbens e B. humidicola foram coletadas de 

pastagens estabelecidas e amostras de raízes e da rizosfera foram utilizadas para o 

isolamento de bactérias em meio de cultura TSA 10% (Tripcase Soy Agar). Dos 

isolados obtidos, 100 bactérias foram avaliadas quanto a capacidade de fixação de 

nitrogênio, em diferentes concentrações de NaCl, solubilização de fosfato inorgânico, 

sob diferentes fontes de carbono, síntese de ácido indol acético (AIA) por diferentes 

rotas bioquímicas, produção de enzimas extracelulares (pectinas - pectato liase e 

poligalacturonase - celulase e amilase) e de moléculas quorum sensing do tipo N‑acyl 

lactona homoserina (ALH). A diversidade genética dos isolados bacterianos foi avaliada 

por meio da técnica de BOX-PCR. Foi observado que as gramíneas forrageiras B. 

decumbens e B. humidicola apresentaram elevada associação com bactérias, com 

densidade populacional com valores de unidade formadora de colônia por grama de 

tecido vegetal fresco ou solo entre 10
3
 a 10

4
, não diferindo entre espécies vegetais e 

nichos de avaliação. Em relação à caracterização fenotípicas, 57,0% dos isolados 

apresentaram halo de crescimento no interior do meio de cultura NFb, livre de fonte 

nitrogenada, com a espécie B. decumbens se sobressaindo com o maior frequência de 

isolados positivos. Dezoito isolados diazotróficos foram avaliados quanto a fixação de 

nitrogênio sob o aumento da concentração de sal no meio. Os isolados diazotróficos 

provenientes da rizosfera apresentaram crescimento com níveis de 10,0% de sal. Quanto 

à produção de AIA, 66,0% dos isolados foram positivos, com destaque para o isolado 

UAGB 69 com produção de 162,10 µg mL
-1

 de AIA, além de ter sido observado 

influência do nicho (endofítico de raiz ou rizosfera) na produção do fitohormônio. Estes 

isolados também apresentaram mais de uma rota bioquímica para produção deste 

fitohormônio (via independente de L-triptofano), porém com valores de produção 

inferiores.  Para o teste de solubilização de fosfato inorgânico, 34,0% dos isolados 

responderam positivamente, com 58,8% destes apresentando índices de solubilização 

(IS) entre médio e alto. Quando se comparou às espécies vegetais e nichos, a B. 

humidicola se destacou juntamente com o nicho endofítico de raiz.  Estes isolados 

bacterianos também foram capazes de crescer e solubilizar fosfato em meios de cultura 

com manitol e sacarose como fontes de carbono, apresentando maiores valores IS no 

meio contendo sacarose. A produção das enzimas extracelulares (pectinase em pH 5,0 e 

em 8,0 e amilase) foi evidenciada em 41,0% dos isolados, com 22,0% produzindo um 

tipo, 21,0% dois tipos e 4,0% três tipos de enzimas. Para todas as enzimas foi observado 

isolados com valores de índice enzimático (IE) superior a 2,0, valor considerado 

adequado para caracterizar um isolado como bom produtor enzimático em meio sólido. 
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Para o teste da produção de celulase, apenas 36 isolados foram avaliados, sendo 

observado que 52,8% foram positivos, porém os valores de IE não foram superiores a 

2,0. Quando analisada a produção da molécula ALH, 60,0% dos isolados apresentaram-

se positivos, porém não foi observado influência entre os nichos e espécies vegetais. A 

análise da variabilidade genética pela técnica do BOX-PCR demonstrou elevada 

diversidade entre os isolados dos diferentes nichos e espécies vegetais, a maioria com 

similaridade inferior a 70,0%, segundo a matriz genética de Jaccard, porém ao avaliar a 

formação dos grupos ou clusters, foi constatado o agrupamento dos isolados por nicho 

ou espécie vegetal. Desta forma, pode-se concluir que as gramíneas B. decumbens e B. 

humidicola apresentaram elevada colonização bacteriana cultivável total na região da 

raiz, com elevada diversidade genética e potencial de crescimento vegetal, fixando 

biologicamente o nitrogênio atmosférico, inclusive sob alta concentração de sal no 

meio, produzindo AIA, por diferentes rotas bioquímicas, solubilizando fosfato 

inorgânico, utilizando diferentes fontes de carbono no meio, produzindo enzimas 

extracelulares (pectinase, amilase e celulase) e molécula quorum sensing.  

 

Palavras chaves: BOX-PCR, fixação biológica de nitrogênio, gramíneas forrageiras, 

potencial de crescimento vegetal, variabilidade genética   
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Diversity of cultivable bacterial community associated with roots of Brachiaria  

 

Abstract: In the search for alternatives that will minimize environmental impacts 

caused by the indiscriminate use of nitrogenous fertilizers, biological nitrogen fixation 

(BNF) for bacteria associated with grasses has become an innovative alternative. The 

bacterial community associated with plant exhibits high genetic diversity and may have 

different mechanisms of plant growth promotion. In this context, the objective was to 

isolate and evaluate the total population density of culturable bacteria associated with 

Brachiaria decumbens and Brachiaria humidicola, cultivated in the city of Correntes, 

South Agreste of Pernambuco, and investigate its physiological and genetic diversity. 

For this purpose, plants of B. decumbens and B. humidicola pastures were established 

and collected samples of roots and rhizosphere were used for isolation of bacteria in 

medium TSA 10% (Tripcase Soy Agar). Of the isolates, 100 bacteria were evaluated for 

the ability to fix nitrogen in different NaCl concentrations, solubilization of inorganic 

phosphate under different carbon sources, synthesis of indole acetic acid (IAA) by 

different biochemical pathways, production of extracellular enzymes (pectins - pectate 

lyase and polygalacturonase - cellulase and amylase) and quorum sensing molecules 

like N-acyl homoserine lactone (ALH). Genetic diversity of bacterial isolates was 

assessed by BOX-PCR technique. It was observed that the grasses B. decumbens and B. 

humidicola showed strong association with bacteria, with density values of colony 

forming unit per gram of fresh plant tissue or soil from 10
3
 to 10

4
, with no differences 

between plant species and niches evaluation. Regarding the phenotypic characterization, 

57.0% of the isolates showed a halo of growth inside the culture medium NFB, free of 

nitrogen source, with the species B. decumbens jutting with the highest frequency of 

positive isolates. Diazotroph eighteen isolates were evaluated for the fixation of 

nitrogen in the concentration of salt in the medium. The isolates from the rhizosphere 

diazotroph showed levels of growth with 10.0% salt. The production of IAA, 66.0% of 

the isolates were positive, especially for isolated UAGB 69 with production of 162.10 

µg mL
-1

 EIA, and has been observed influence of the niche (endophytic root or 

rhizosphere) the production of the phytohormone. These isolates also had more than one 

biochemical pathway for the production of the phytohormone (independent pathway of 

L-tryptophan), but with lower production values. To test for solubilization of inorganic 

phosphate, 34.0% of the isolates responded positively, with 58.8% of those presenting 

rates of solubilization (IS) between medium and high. When compared to plant species 

and niches, B. humidicola stood out along with the root endophytic niche. These 

bacterial isolates were also able to grow and solubilize phosphate in the culture medium 

with mannitol and sucrose as carbon sources, with higher values in the IS medium 

containing sucrose. The production of extracellular enzymes (pectinase at pH 5.0 and 

8.0 and amylase) was observed in 41.0% of the isolates, with 22.0% producing a kind, 

two types 21.0% and 4.0% three types of enzymes. For all the isolated enzymes was 
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observed with values of enzymatic index (EI) greater than 2.0, considered adequate to 

characterize a good producer as isolated enzyme on solid medium. For test production 

of cellulase isolated, only 36 were evaluated and found that 52.8% were positive but the 

values of the IE did not exceed 2.0. When we analyzed the production of the HLA 

molecule, 60.0% of the isolates were positive, but no influence was observed between 

the niches and plant species. The analysis of genetic variability by BOX-PCR technique 

showed high diversity among isolates of different niches and plant species, most with 

less than 70.0% similarity according to Jaccard's genetic blueprint, but to evaluate the 

formation of groups or clusters was found to cluster analysis by niche or plant species. 

Thus, it can be concluded that the grasses B. decumbens and B. humidicola had high 

total cultivable bacterial colonization in the root area with high genetic diversity and 

potential for plant growth, biologically fixing atmospheric nitrogen, even under high 

salt concentration in the middle, producing IAA by different biochemical pathways, 

solubilizing inorganic phosphate, using carbon sources in the medium, to produce 

extracellular enzymes (pectinase, cellulase and amylase) and quorum sensing 

molecules. 

 

Keywords:  biological nitrogen fixation, BOX-PCR, forage grasses, genetic variability, 

potential for plant growth  
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4.1 Introdução 

 

É necessário uma maior atenção para mudanças nos sistemas agrícolas que 

tenham por finalidade a melhoria da qualidade ambiental, neste sentido a exploração da 

diversidade microbiana associada às plantas pode ser utilizada para dar mais 

efetivamente sustentabilidade aos ecossistemas para aperfeiçoamento da produção, em 

que a associação de gramíneas e bactérias promotoras de crescimento vegetal 

representem uma alternativa promissora para o melhor desenvolvimento e desempenho 

vegetal (Roesch et al., 2007; Dias et al., 2009; Piromyor et al., 2011), contribuindo para 

produção agrícola, proporcionando mais alimento para o gado (Espinoza et al., 2011) e 

redução de custos com a diminuição da utilização de fertilizantes industriais (Lindstrom 

et al., 2010). 

A diversidade de bactérias cultiváveis associadas às plantas, como as gramíneas 

forrageiras, pode ser influenciada por vários fatores, como genótipo da planta e do 

hospedeiro, fatores ambientais e interações bactéria-planta (Schloter et al., 2001; 

Tripathi et al., 2002; Garrido et al., 2010). Diversos estudos vêm demonstrando os 

diferentes mecanismos de interação em bactérias e plantas, entre estes mecanismos há 

os negativos (patogenicidade), positivos (simbiose) e neutros (Moreira et al., 2010; 

Castro et al., 2011; Loredo-Osti et al., 2011).  

As bactérias associativas apresentam diversas características de interesse para as 

plantas, como a fixação biológica de nitrogênio (FBN), produção de fitohormônios, 

enzimas, entre outras (Kuss et al., 2007; Dias et al., 2009; Prakamhang et al., 2009; 

Araújo et al., 2010), podendo habitar diferentes nichos, como solo, rizosfera e o interior 

dos tecidos vegetais, ou seja, endofiticamente (Moreira et al., 2008; Dias et al., 2009). 

O conhecimento da diversidade microbiana e de características envolvidas com a 

promoção de crescimento vegetal em programas de forragicultura contribui para 

programas de manejo integrado que promovam o melhor desenvolvimento das 
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pastagens, podendo representar uma importante opção para o estabelecimento e a 

produção de gramíneas forrageiras (Loredo-Osti et al., 2004; Reis Junior et al., 2004; 

Espinoza et al., 2011). 

Neste contexto, objetivou-se com o presente trabalho: isolar a comunidade 

bacteriana cultivável em meio de cultura não seletivo, associada às gramíneas 

Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola, nos nichos rizosfera e endofítico de 

raiz; selecionar bactérias fixadoras de nitrogênio atmosférico e analisar a influência do 

sal sobre esta função; selecionar bactérias produtoras de ácido indol acético e 

quantificar a produção de AIA via dependente e independente de L-triptofano; 

selecionar bactérias solubilizadoras de fosfato inorgânico e analisar a influência de 

diferentes fontes de carbono sobre esta função; identificar e avaliar a produção 

enzimática (celulase, amilase e pectinase), nas bactérias isoladas; analisar os isolados 

bacterianos quanto a produção de moléculas quorum sensing; analisar a variabilidade 

genética de bactérias associadas as gramíneas estudadas e comparar a viabilidade 

genética com a variabilidade fenotípica encontrada dos isolados. 

 

4.2 Material e métodos  

 

4.2.1 Áreas de estudo e material vegetal 

As coletas foram realizadas em pastagens de Brachiaria decumbens e 

Brachiaria humidicola cultivadas na Fazenda Pau Ferro no município das Correntes, no 

Agreste Meridional do Estado de Pernambuco, em pastagens estabelecidas com cerca de 

cinco anos de cultivo e sem adubação.  

Os locais foram georreferenciados com o auxílio de um GPS, tendo as 

coordenadas centrais das pastagens: Brachiaria decumbens - S 09º06’00” e W 

36º21’29” e Brachiaria humidicola - S 09º06’53” e W 36º21’29”. De cada aérea de 

pastagem, aleatoriamente, coletaram-se três amostras vegetais e de solo, a uma 
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profundidade de 0-0,2 m. As amostras foram acondicionadas em sacos plásticos, 

identificadas e em seguida levadas ao Laboratório de Genética e Biotecnologia 

Microbiana, da Unidade Acadêmica de Garanhuns/Universidade Federal Rural de 

Pernambuco, para processamento e análises.  

Amostras do solo foram encaminhadas para análise das características químicas 

e físicas no Laboratório de Química do Solo da Universidade Federal Rural de 

Pernambuco (Tabela 3.1 – Capítulo 1).  

4.2.2 Isolamento da comunidade bacteriana cultivável e estocagem bacteriana 

O isolamento em Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola nos nichos 

rizosfera e endofítico de raiz foi realizado segundo Kuklinsky-Sobral et al. (2004) com 

algumas modificações, utilizando o meio rico TSA (Tripcase Soy Agar) 10%  e os 

demais procedimentos ocorrendo como descrito no subitem 3.2.2 (Capítulo I). 

A densidade populacional bacteriana por grama de tecido vegetal fresco (TVF) 

ou solo (unidade formadora de colônia – UFC g
-1

 TVF ou SF) foi estimada pela 

contagem de colônias no oitavo dia após plaqueamento. Foram selecionadas 100 

colônias bacterianas de diferentes cores, formas e textura, e estas transferidas das placas 

de isolamento para placas contendo meio TSA 10%, sendo purificadas por esgotamento, 

armazenadas em meio TSA 10% sólido em geladeira e em meio líquido com 20% de 

glicerol e mantidas em freezer a uma temperatura de -20 °C. 

4.2.3 Caracterização fenotípica 

4.2.3.1 Identificação de bactérias potencialmente fixadoras de nitrogênio 

atmosférico 

Para os 100 isolados a identificação ocorreu como descrito no subitem 3.2.3.1 

(Capítulo I). Para os 36 isolados do UAGB 1 a UAGB 36 (sendo 18 de cada espécie 

vegetal, destes 9 de cada nicho) os positivos para o teste de fixação foram inoculados 
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em meio NFb com diferentes concentrações de NaCl: 0,1; 2,5; 5,0 e 10,0% e, 

posteriormente, incubadas a 28 °C por oito dias.  

4.2.3.2 Identificação de bactérias produtoras de ácido indol acético (AIA) por 

diferentes rotas bioquímicas 

Para os 100 isolados a identificação para produção de AIA com o acréscimo do 

L-triptofano ocorreu como descrito no subitem 3.2.3.2 (Capítulo I). Para os isolados 

UAGB 1 a UAGB 36 positivos para produção de AIA com L-triptofano realizou-se o 

teste de produção de AIA, em  meio de cultura sem o acréscimo do L-triptofano. 

4.2.3.3 Identificação de bactérias solubilizadoras de fosfato inorgânico  

Para os 100 isolados a identificação das bactérias solubilizadoras de fosfato 

inorgânico ocorreu como descrito no subitem 3.2.3.3 (Capítulo I). Para os isolados 

UAGB 1 a UAGB 36 positivos para solubilização de fosfato realizou-se o teste de 

solubilização de fosfato com diferentes fontes  de carbono (sacarose e manitol) 10 g L
-1

. 

4.2.3.4 Identificação de bactérias produtoras de enzimas extracelulares 

Para os 100 isolados a identificação das bactérias produtoras de enzimas 

extracelulares (pectinase em ambos os pHs (pH 8,0 da enzima pectato liase) e (pH 5,0 

da enzima poligalacturonase) e amilase) ocorreu como descrito no subitem 3.2.3.4.2 e 

3.2.3.4.3, respectivamente (Capítulo I). Para os 36 isolados do UAGB 1 a UAGB 36 foi 

realizado o teste de produção de celulase como descrito no subitem 3.2.3.4.1(Capítulo 

I).   

4.2.3.5 Identificação de bactérias produtoras de moléculas quorum sensing  

Para os 100 isolados a identificação das bactérias produtoras de moléculas 

quorum sensing ocorreu como descrito no subitem 3.2.3.5 (Capítulo I).  
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4.2.4 Caracterização genotípica  

4.2.4.1 Análise da variabilidade genética bacteriana por BOX-PCR 

O teste de variabilidade genética por BOX-PCR ocorreu como descrito no 

subitem 3.2.4.1 (Capítulo I).  

4.2.5 Análise estatística  

As análises quantitativas de densidade populacional, produção de enzimas, 

solubilização de fosfato e ácido indol acético foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) através do programa estatístico SISVAR 5.3
®
, a comparação entre as médias 

foi realizada pelo Teste de Scott-Knott, (p<0,05). Para verificar a possível influência 

dos tratamentos: nichos e espécie vegetais, sobre a expressão bacteriana de 

características fenotípicas (FBN, produção de AIA, solubilização de fosfato, produção 

de enzimas e de molécula quorum sensing) foi realizado o teste de qui-quadrado (χ
2
), 

com probabilidade de até 5%. 

 

4.3 Resultados e discussão  

 

4.3.1 Densidade populacional da comunidade bacteriana cultivável associada às 

plantas do gênero Brachiaria  

A densidade populacional de bactérias cultiváveis totais associadas à rizosfera e 

endofiticamente as raízes de Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola variou de 

1,60 x 10
3
 a 2,90 x 10

4
 UFC g

-1
 de TVF ou SF. Segundo o teste de Scott-Knott não 

houve diferença estatística entre espécies vegetais e nichos (Figura 4.1), concordando 

com os resultados de Becerra-Castro et al. (2011), analisando isolados de leguminosas 

(Cytisus striatus) e discordando dos resultados encontrados por Canuto et al. (2003) e  

Cavaglieri et al. (2009), avaliando a densidade populacional de bactérias associadas a 

gramíneas, cana-de-açúcar e milho, respectivamente e Kuklinsky-Sobral et al. (2004),  

avaliando a comunidade bacteriana associada a soja e Dias et al. (2009) em plantas de 
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morango, que encontraram diferenças na densidade populacional dos isolados 

bacterianos nos diferentes nichos analisados e Reis Junior et al. (2004) e Bergamaschi et 

al. (2007), avaliando diferentes espécies de Brachiaria e sorgo forrageiro, 

respectivamente, que observaram a influência do genótipo da planta na colonização 

bacteriana. Segundo Loredo-Osti et al. (2004), o número quantitativo de micro-

organismos associados as raízes varia entre espécies vegetais e mesmo entre genótipos 

da mesma espécie, fato atribuído a variação de cada planta na quantidade e qualidade 

dos exsudados radiculares liberados. 

 

 

Figura 4.1. Densidade populacional da comunidade bacteriana total, isolada em meio 

de cultura TSA 10%, de bactérias endofíticas de raiz e da rizosfera de 

plantas de Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola. Letras 

maiúsculas comparam os nichos por espécie vegetal, letras minúsculas os 

nichos entre si de ambas as espécies vegetais. Letras iguais não diferem 

significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-

Knott. 
 

Apesar de não ter sido observado diferença significativa, os valores das 

densidades populacionais no nicho rizosfera, em ambas as espécies de plantas 

analisadas, apresentaram maior valor, fato este esperado como citado por Becerra-

Castro et al. (2011). Nas condições utilizadas, foram observados três grupos de bactérias 

predominantes classificadas de acordo com sua coloração, em brancas, amarelas e rosas, 

com variação na tonalidade de cor, tamanho, forma, consistência e elevação, havendo 

predominância de colônias de cor branca e amarela (Figura 4.2). De forma a abranger 
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todos os grupos de colônias bacterianas, espécies vegetais e nichos foram selecionados 

100 isolados bacterianos, que foram utilizados também para os demais testes. 

 

 

 

Figura 4.2. Placa de Petri com meio de cultura TSA 10% do isolamento total de 

bactérias associadas a diferentes espécies de gramíneas do gênero 

Brachiaria. 
 

4.3.2 Identificação de bactérias com características de promoção de crescimento 

vegetal  

As bactérias apresentaram diferentes mecanismos que podem induzir a 

promoção de crescimento vegetal, entre eles, a FBN, produção de fitohormônios, 

solubilização de fosfato inorgânico, entre outros (Araújo et al., 2010; Hayat et al., 2010; 

Taulé et al., 2011). As 100 bactérias isoladas, 42 de B. humidicola (25 endofítica de raiz 

e 17 da rizosfera) e 58 de B. decumbens (23 endofítica de raiz e 35 da rizosfera), foram 

avaliadas quanto a diferentes características de promoção de crescimento e os resultados 

estão expressos na tabela 4.1. 
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Tabela 4.1. Fixação biológica de nitrogênio, solubilização de fosfato e produção de 

AIA com acréscimo de L-triptofano no meio de cultura, dos 100 isolados 

bacterianos associados as gramíneas Brachiaria decumbens e Brachiaria 

humidicola. Os valores, em cada coluna, seguidos de mesma letra indicam 

ausência de significância estatística de acordo com o teste de Scott-Knott 

(p<0,05) 
 

Isolados 
Espécie 

Vegetal 
Nicho FBN Produção de AIA (μg mL

-1
) IS 

UAGB 1 BH ER + 35,52 e 3,82 a 

UAGB 2 BH ER +  - 3,27 b 

UAGB 3 BH ER - - - 

UAGB 4 BH ER - 29,52 e - 

UAGB 5 BH ER - - - 

UAGB 6 BH ER - 26,38 e 1,59 b 

UAGB 7 BH ER - 63,03 d 4,26 a 

UAGB 8 BH ER - 38,11 e 3,08 b 

UAGB 9 BH ER + 30,04 e 3,14 b 

UAGB 10 BH RIZ + 13,48 f - 

UAGB 11 BH RIZ - - 2,80 b 

UAGB 12 BH RIZ - - - 

UAGB 13 BH RIZ + 16,07 f - 

UAGB 14 BH RIZ + - - 

UAGB 15 BH RIZ + - - 

UAGB 16 BH RIZ - - - 

UAGB 17 BH RIZ - - - 

UAGB 18 BH RIZ - - 2,16 b 

UAGB 19 BD ER + - 2,31 b 

UAGB 20 BD ER - - 1,40 b 

UAGB 21 BD ER + - 2,57 b 

UAGB 22 BD ER - 64,72 d 5,00 a 

UAGB 23 BD ER + - - 

UAGB 24 BD ER - - - 

UAGB 25 BD ER + - - 

UAGB 26 BD ER + - - 

UAGB 27 BD ER - - - 

UAGB 28 BD RIZ - 28,19 e 3,14 b 

UAGB 29 BD RIZ + - - 

UAGB 30 BD RIZ + - 1,61 b 

UAGB 31 BD RIZ - 10,29 f - 

UAGB 32 BD RIZ - 11,46 f - 

UAGB 33 BD RIZ + - - 

UAGB 34 BD RIZ + 27,02 e 1,48 b 

UAGB 35 BD RIZ + 59,63 d 6,08 a 

UAGB 36 BD RIZ + - - 

UAGB 37 BH ER -   3,91 f - 

UAGB 38 BH ER - - - 

UAGB 39 BH RIZ + 47,38 e - 

UAGB 40 BH RIZ - 20,98 e - 

UAGB 41 BH RIZ -   3,99 f - 

UAGB 42 BH RIZ -   4,59 f - 

UAGB 43 BD ER + 34,70 e - 

UAGB 44 BD ER +   4,64 f - 

UAGB 45 BD ER - - - 

UAGB 46 BD RIZ + - - 

UAGB 47 BD RIZ +   8,05 f 3,18 b 

UAGB 48 BD RIZ + 78,72 c 2,96 b 

UAGB 49 BD RIZ + 16,98 f 3,05 b 

UAGB 50 BD RIZ -   6,84 f - 

UAGB 51 BD RIZ + - - 
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 (Continuação da Tabela 4.1) 

Isolados 
Espécie 

Vegetal 
Nicho FBN Produção de AIA (μg mL

-1
) IS 

UAGB 52 BH ER -   2,27 f - 

UAGB 53 BH ER + 35,52 e 2,69 b 

UAGB 54 BH ER -   7,74 f - 

UAGB 55 BH ER + 20,55 e 3,06 b 

UAGB 56 BH ER +   7,70 f 2,32 b 

UAGB 57 BH ER +   3,26 f 3,00 b 

UAGB 58 BH ER -   4,73 f - 

UAGB 59 BH RIZ + 56,78 d - 

UAGB 60 BH RIZ +   4,98 f - 

UAGB 61 BH RIZ - 81,45 c - 

UAGB 62 BH RIZ + 148,34 a - 

UAGB 63 BD ER -   9,56 f 2,41 b 

UAGB 64 BD ER -   8,13 f 4,88 a 

UAGB 65 BD ER - 97,92 c - 

UAGB 66 BD ER + - - 

UAGB 67 BD ER +   4,25 f - 

UAGB 64 BD ER -   8,13 f 4,88 a 

UAGB 68 BD ER + 66,53 d - 

UAGB 69 BD ER + 162,10 a - 

UAGB 70 BD ER +   3,61 f - 

UAGB 71 BD RIZ + 113,67 b - 

UAGB 72 BD RIZ + - 3,92 a 

UAGB 73 BD RIZ - - - 

UAGB 74 BD RIZ + 37,24 e - 

UAGB 75 BD RIZ + 28,36 e - 

UAGB 76 BD RIZ - 36,51 e - 

UAGB 77 BD RIZ + 21,72 e 1,76 b 

UAGB 78 BD RIZ + 16,07 f 4,32 a 

UAGB 79 BD RIZ + 151,06 a 3,68 a 

UAGB 80 BD RIZ +   5,84 f 2,03 b 

UAGB 81  BD RIZ + 28,79 e - 

UAGB 82 BD RIZ - 31,38 e - 

UAGB 83  BD RIZ - - - 

UAGB 84 BD ER + 18,74 f - 

UAGB 85 BH  ER + 92,06 c 5,06 a 

UAGB 86 BD ER + - - 

UAGB 87 BD RIZ -   3,04 f - 

UAGB 88 BD RIZ - - - 

UAGB 89 BD ER -   4,73 f - 

UAGB 90 BH ER -   5,50 f - 

UAGB 91 BH ER - 33,67 e - 

UAGB 92  BH ER + 47,25 e 4,46 a 

UAGB 93 BH ER + 56,48 d 4,12 a 

UAGB 94 BH ER + 62,99 d 4,56 a 

UAGB 95 BH ER - - - 

UAGB 96 BD RIZ + 43,54 e - 

UAGB 97 BD RIZ - 11,93 f - 

UAGB 98 BD RIZ +   3,60 f - 

UAGB 99 BD RIZ +   5,33 f - 

UAGB 100 BD RIZ +   9,86 f - 

IS = Índice de solubilização de fosfato inorgânico  

BH = Brachiaria humidicola  /  BD = Brachiaria decumbens  

RIZ = Rizosfera  /  ER = Endofítico de raiz 

+ = Isolado positivo  /  -  = Isolado negativo 

 



72 

 

Foi observado que 12,0% dos isolados não expressaram nenhum dos 

mecanismos de promoção de crescimento vegetal avaliados, 72,0% foram positivos para 

um ou dois mecanismos e 16,0% apresentaram-se positivos para as três análises, tendo 

os nichos e espécies vegetais com percentuais bem próximos, corroborando com Taulé 

et al. (2011) que afirmaram que bactérias promotoras de crescimento vegetal podem 

habitar endo e epifiticamente a planta. 

Dos 88,0% de isolados bacterianos com um, dois ou três mecanismos de 

promoção de crescimento vegetal, foi observado que em ambas as espécies vegetais os 

percentuais de positivos ficaram bem próximos. Quando comparado os nichos, o 

endofítico de raiz obteve o maior percentual dos seus isolados positivos (91,8%). As 

bactérias de distintos nichos apresentaram diferentes capacidades de promoção de 

crescimento vegetal, refletindo nas adaptações e na indicação do seu potencial de 

impacto sobre o seu ambiente natural (Ferrara et al., 2011), podendo a vir a 

desempenhar importante papel nos sistemas agrícolas (Piromyor et al., 2011). 

4.3.2.1 Bactérias potencialmente fixadoras de nitrogênio atmosférico  

O teste de FBN identificou que 57,0% dos isolados testados foram positivos. 

Resultado semelhante foi observado por Brasil et al. (2005), que detectaram a 

associação de bactérias fixadoras de nitrogênio nas amostras de solo e raiz de gramíneas 

do gênero Brachiaria e, em outras gramíneas forrageiras. Bergamaschi et al. (2007) 

trabalhando com plantas de sorgo forrageiro e Reinhardt et al. (2008) em Panicum 

maximum também observaram bactérias diazotróficas associadas a esses vegetais. 

 Dentre as bactérias diazotróficas, os maiores percentuais ficaram com o nicho 

endofítico de raiz e rizosfera da espécie B. decumbens, com 61,5 e 65,5%, 

respectivamente, porém segundo o teste do χ², houve influência apenas entre as espécies 

vegetais. Analisando os nichos por espécie vegetal, observou-se significância apenas na 

gramínea B. decumbens, e o nicho rizosfera quando analisado entre plantas (Figura 4.3). 
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Figura 4.3. Frequência relativa (%) de isolados bacterianos potencialmente fixadores 

de nitrogênio associados à rizosfera e raiz de plantas de Brachiaria 

decumbens e Brachiaria humidicola.  

  

Diferentemente dos resultados observados no presente trabalho, Canuto et al. 

(2003), Rodrigues et al. (2006) e Garrido et al. (2010), também avaliando bactérias 

diazotróficas em associação com gramíneas forrageiras, observaram maior percentual de 

isolados positivos no nicho endofítico de raiz. Em relação às espécies vegetais, Canuto 

et al. (2003) observaram que a espécie vegetal influência na FBN, fato observado 

também neste trabalho. 

Além da diminuição da atividade, o declínio da comunidade bacteriana vem 

sendo evidenciado com a elevação da salinidade do solo (Sardinha et al., 2003; 

Medeiros et al., 2007; Egamberdieva & Kucharova, 2009). Porém, existem bactérias 

que toleram concentrações de sal, denominadas de halotolerantes, desenvolvendo-se em 

meios contendo de 2,0% a 5,0%, ou até maiores concentrações de NaCl, e outras que 

requerem, para sua sobrevivência, um mínimo de 9,0%, podendo tolerar até 23,0% de 

sais no meio, sendo designadas de halófitas (Oetterer, 2009; Afrasayab et al., 2010). 

Quando analisados os 36 isolados bacterianos (UAGB 1 a UAGB 36) foi 

observado que 50,0% são potencialmente fixadoras de nitrogênio, crescendo em meio 

livre de fonte nitrogenada (Tabela 4.2) e que quando incorporado 0,1% de NaCl no 

meio, os 18 isolados diazotróficos continuaram a fixar nitrogênio, suportando o sal e 
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apresentando crescimento característico. Contudo, nas concentrações de 2,5 e 5,0% de 

sal, os percentuais de isolados diazotróficos capazes de fixar nitrogênio na presença do 

NaCl apresentaram decréscimo, de 83,3 e 55,5%, respectivamente. Assim como nas 

plantas, o excesso de sais solúveis nas bactérias diazotróficas provoca efeitos tóxicos, 

intervindo no processo de FBN (Tripathi et al., 2002; Nóbrega et al., 2004). 

 

Tabela 4.2. Seleção de bactérias potencialmente fixadoras de nitrogênio em meio 

semi-sólido NFb sob diferentes concentrações de NaCl (0,1; 2,5; 5,0 e 

10,0%) 

 

Isolados Espécie Vegetal Nicho 
Concentrações de NaCl 

0,10% 2,50% 5,00% 10,00% 
UAGB 1 B. humidicola ER + + + - 

UAGB 2 B. humidicola ER + + + - 

UAGB 9 B. humidicola ER + + + - 

UAGB 10 B. humidicola RIZ + + + - 

UAGB 13 B. humidicola RIZ + + + + 

UAGB 14 B. humidicola RIZ + + - - 

UAGB 15 B. humidicola RIZ + + - + 

UAGB 19 B. decumbens ER + + - - 

UAGB 21 B. decumbens ER + + + - 

UAGB 23 B. decumbens ER + - - - 

UAGB 25 B. decumbens ER + + - - 

UAGB 26 B. decumbens ER + - + + 

UAGB 29 B. decumbens RIZ + - - - 

UAGB 30 B. decumbens RIZ + + + - 

UAGB 33 B. decumbens RIZ + + - - 

UAGB 34 B. decumbens RIZ + + + + 

UAGB 35 B. decumbens RIZ + + - - 

UAGB 36 B. decumbens RIZ + + + + 

RIZ = Rizosfera  /  ER = Endofítico de raiz 

+ = Isolado positivo  /  -  = Isolado negativo 

 

Na concentração de 10,0% de NaCl foi constatada uma acentuada queda no 

percentual de isolados capazes de fixar, com apenas 27,8% (5 isolados), ficando 

evidente que o aumento na concentração de sal interfere no desenvolvimento bacteriano 

e no seu potencial biotecnológico, concordando com trabalhos de Santos et al. (2012) e 

Pereira et al. (2012), ambos avaliando bactérias isoladas em cana-de-açúcar. 

As bactérias provenientes da rizosfera apresentaram capacidade de FBN em 

concentrações mais elevadas de sal, fator este que pode ser explicado segundo Santos et 

al. (2012), que afirmou que o estresse salino encontrado nos solos da região de coleta e 
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a maior adaptação destes isolados às mudanças ocorridas no meio contribui para sua 

tolerância, diferindo dos isolados endofíticos que estão em ambientes mais estáveis (no 

interior dos tecido da planta) (Tripathi et al., 2002).  

4.3.2.2 Avaliação de bactérias produtoras de ácido indol acético (AIA) 

Quanto à produção de AIA, via dependente de L-triptofano, 66,0% dos isolados 

avaliados foram positivos, valor inferior ao encontrado por Calvo et al. (2010), 

analisando Bacillus em rizosfera de batata e dos isolados do Capítulo I, em meio 

seletivo para bactérias diazotróficas, evidenciando que isolados de meio seletivo, 

provavelmente, apresentam mais de uma característica fenotípica. 

 Os dados foram submetidos ao teste de Scott-Knott, levando-se em 

consideração os isolados e suas respectivas produções. O teste agrupou as produções em 

seis grupos distintos (Tabela 4.1), o grupo “f” contendo 46,7% dos isolados avaliados, 

com intervalo de produção de 2,27 a 18,79 μg mL
-
¹, seguido do grupo “e”, com 31,3% 

dos isolados produzindo entre 20,55 a 47,38 μg mL
-
¹. Os demais grupos obtiveram 

22,0% dos isolados com produção entre 56,48 e 162,10 μg mL
-
¹, com o isolado UAGB 

69, com valor bem superior ao encontrado por Cárdenas et al. (2010) que obteve 

produção máxima de AIA pelos isolados bacterianos de gramínea Brachiaria de 45,18 

μg mL
-
¹; e Ferrara et al. (2011) com 17,73 μg mL

-
¹ em isolados bacterianos de cana-de-

açúcar.  

Comparando os nichos e as espécies vegetais, o teste do χ² revelou influência 

entre espécies e nichos avaliados, discordando de Ferreira et al. (2011), analisando 

isolados de cana-de-açúcar. Destacou-se a planta hospedeira B. humidicola e o nicho 

endofítico de raiz, concordando com Bhattacharjee et al. (2008) e Dias et al. (2009), que 

afirmaram que as bactérias endofíticas por estarem em um ambiente mais favorável que 

as bactérias de rizosfera apresentam maiores produções de AIA. Comparando os nichos 

dentro e entre as espécies vegetais, houve significância nas duas espécies de Brachiaria 
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e nichos (Figura 4.4), concordando com Merzaeva & Shirokikh, (2010) em que os 

micro-organismos sintetizadores de AIA variaram de acordo com os tecidos vegetais. 

 

 

Figura 4.4. Frequência relativa (%) de isolados bacterianos associados a rizosfera e 

raiz de plantas de Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola em 

relação a capacidade de produção de ácido indol acético (AIA) com a 

presença do aminoácido precursor L-triptofano in vitro.  

  

 

Com relação aos 36 isolados avaliados quanto a produção de AIA via 

dependente e independente de triptofano, (UAGB 1 a UAGB 36), 38,9% são capazes de 

produzir AIA em meio com o acréscimo do aminoácido L-triptofano, com variação de 

produção entre 8,3 a 60,6 μg mL
-1

. As bactérias que foram capazes de produzir AIA via 

independente de triptofano também foram capazes de produzir AIA via dependente do 

aminoácido, representando 85,7%, com produções entre 1,9 a 16,7 μg mL
-1

, tendo como 

os maiores produtores os isolados UAGB 8 e UAGB 35 (Figura 4.5).  

 

 
 

Figura 4.5. Produção de ácido indol acético (μg mL
-1

), em meio com e sem o 

suplemento do aminoácido L-triptofano, por bactérias associadas à 
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Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola. Médias seguidas por 

letras com números iguais não diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de 

probabilidade. 

 

Ficou evidenciado que os isolados bacterianos associados às raízes de B. 

decumbens e B. humidicola  apresentaram mais de uma rota bioquímica para síntese de 

AIA, como encontrado por Pedrinho et al. (2010) analisando isolados de milho e 

Malhotra & Srivastava (2009) em estudo com bactérias Azospirillum brasilense. Porém, 

os valores de produção são inferiores aos da via dependente do aminoácido L-

triptofano, que ficaram nos grupos “b” e “a” segundo o teste de Scott-Knott, e os 

isolados sem a presença do aminoácido ficando no grupo “c”, concordando com 

Merzaeva & Shirokikh (2010), que afirmaram que o L-triptofano influência na produção 

de AIA. 

4.3.2.3 Avaliação de bactérias solubilizadoras de fosfato inorgânico  

O teste utilizado para a observação da solubilização de fosfato inorgânico pelas 

bactérias permitiu a visualização do halo de solubilização em 34,0% das bactérias 

isoladas, valor bem superior ao encontrado por Beneduzi et al. (2008) em plantas de 

trigo e inferior ao depurado por Pedrinho et al. (2010) e Calvo et al. (2010), analisando 

plantas de milho e batata, respectivamente. A análise estatística do teste de Scott-Knott 

agrupou os isolados em dois grupos (Tabela 4.1), onde o grupo “b” variou com índice 

de solubilização (IS) de 1,40 a 3,27, com 64,7% dos isolados e o grupo “a” com 35,3% 

dos isolados, com IS variando de 3,60 a 6,08. Valores superiores aos encontrados por 

Taulé et al. (2011), avaliando isolados de cana-de-açúcar. 

Classificando-se o índice de solubilização IS segundo a recomendação de 

Berraquero et al. (1976), Hara & Oliveira, (2004) e Chagas Junior, (2007) em baixo (IS 

< 2,0), médio (IS de 2,0 a 4,0) e alto (IS > 4,0), 58,8% dos isolados apresentaram IS 

mediano,  concordando com Lira-Cadete et al. (2012), analisando isolados de cana-de-

açúcar. O elevado potencial de solubilização por bactérias associadas às gramíneas do 
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gênero Brachiaria foi evidenciado em que 85,3% dos isolados apresentaram IS de 

médio a alto, com destaque para o isolado UAGB 35, com IS = 6,08.  

O teste do χ² detectou influência das espécies vegetais e o nicho de origem dos 

isolados bacterianos na solubilização de fosfato, destacando-se a espécie vegetal B. 

humidicola e o nicho endofítico de raiz, que apresentaram, 40,5 e 41,6% 

respectivamente, dos seus isolados positivos, os mesmos também se sobressaíram 

quando analisado os nichos dentro e entre espécies vegetais  (Figura 4.6). Também no 

nicho endofítico de raiz foi encontrado maior número de isolados com IS superior a 

4,00, resultado diferente do observado por Santos et al. (2012), em que os isolados com 

maiores valores de IS foram encontrados na rizosfera, em estudos com cana-de-açúcar. 

 

 
 

Figura 4.6. Frequência relativa (%) de isolados bacterianos associados a rizosfera e 

raiz de plantas de Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola em 

relação a capacidade de solubilização de fosfato inorgânico in vitro.  

 

 

Como observado por Kuklinsky-Sobral et al. (2004) e no Capítulo I, deste 

trabalho os isolados endofíticos foram os que apresentaram os maiores percentuais de 

positivos para solubilização de fosfato inorgânico. Porém, neste nicho tal característica 

não é expressa, devido aos isolados estarem no interior do vegetal, não havendo contato 

com o solo. Entretanto os endofíticos podem ser, facultativos ou não, estando em parte 

ou em todo o seu ciclo dentro da planta (Hadoim et al., 2008; Esposito-Polesi, 2011; 
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Qin et al., 2011), desta forma tal característica é expressa ao colonizarem a rizosfera ou 

o solo.  

Quanto a solubilização de fosfato inorgânico em diferentes fontes de carbono no 

meio de cultura, dos 36 isolados testados (UAGB 1 a UAGB 36), para o meio  contendo 

glicose como fonte de carbono, 44,4% dos isolados foram positivos (Tabela 4.3), destes 

87,5% foram positivos no meio de cultura contendo sacarose e 81,2% em meio 

contendo manitol. 

 

Tabela 4.3. Índice de solubilização (IS) de fosfato inorgânico em diferentes fontes de 

carbono (glicose, sacarose e manitol) por bactérias endofíticas de raiz e da 

rizosfera de plantas de Brachiaria humidicola e Brachiaria decumbens. 

Letras maiúsculas comparam a solubilização dos isolados por fonte de 

carbono, letras minúsculas comparam a solubilização do isolado nas 

diferentes fontes de carbono. Colunas seguidas de mesma letra não 

diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de 

Scott-Knott 

 

Isolados Espécie Vegetal Nicho 
Índice de Solubilização (IS) 

Glicose Sacarose Manitol 
UAGB 1 B. humidicola ER 3,82Ba 1,66Db 1,36Bb 

UAGB 2 B. humidicola ER 3,27Ca 1,59Db 2,11Bb 

UAGB 6 B. humidicola ER 1,59Db 1,67Da 2,74Bb 

UAGB 7 B. humidicola ER 4,26Bb 6,54Aa 3,64Ab 

UAGB 8 B. humidicola ER 3,08Ca 3,28Ca 3,64Aa 

UAGB 9 B. humidicola ER 3,14Ca 4,31Ba 4,65Aa 

UAGB 11 B. humidicola RIZ 2,80Ca - - 

UAGB 18 B. humidicola RIZ 2,16Ca 2,12Da 2,1Aba 

UAGB 19 B. decumbens ER 2,31Ca 3,46Ca 3,30Aa 

UAGB 20 B. decumbens ER 1,40Db 4,50Ba 4,00Aa 

UAGB 21 B. decumbens ER 2,57Cc 5,37Aa  4,00Aa 

UAGB 22 B. decumbens ER 5,00Aa - - 

UAGB 28 B. decumbens RIZ 3,14Cb 6,35Aa 3,26Ab 

UAGB 30 B. decumbens RIZ 1,61Dc 5,55Aa 4,25Ab 

UAGB 34 B. decumbens RIZ 1,48Da 2,44Da - 

UAGB 35 B. decumbens RIZ 6,08Aa
 

4,50Bb 3,78Ab 

RIZ = Rizosfera  /  ER = Endofítico de raiz 

-  = Isolado negativo 

 

As bactérias associadas a gramíneas do gênero Brachiaria utilizam diversos 

açúcares como fonte de carbono na produção de substâncias solubilizadoras, como 

também demonstrado por autores como Silva Filho & Vidor (2000) e Barroso & Nahas 

(2008). É possível observar que dependendo da fonte de carbono utilizada pelo isolado, 
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este aumenta ou diminui sua capacidade e solubilização, concordando com Silva Filho 

& Vidor (2001) e Barroso et al. (2006), onde foi observado que o potencial de 

solubilização dos micro-organismos variaram com os fatores nutricionais do meio. O 

presente trabalho observou a sacarose como fonte de maiores IS. 

4.3.2.4 Avaliação da produção de enzimas extracelulares 

No teste para avaliar a produção de amilase, pectinases em pH 5,0 e 8,0 

(poligalacturonase e pectato liase, respectivamente) e celulase, após a coloração da 

placa, foi possível a visualização de um halo claro ao redor da colônia bacteriana, 

indicando a capacidade da linhagem em produzir tais enzimas in vitro. Os resultados do 

índice enzimático (IE), que expressa à relação do diâmetro médio do halo de produção 

enzimática e o diâmetro médio da colônia dos isolados bacterianos testados, oriundos 

das diferentes espécies vegetais e nichos, estão expressos na tabela 4.4. 

 

Tabela 4.4. Produção de enzimas extracelulares (pectinase pH 5,0, pectinase pH 8,0, 

amilase e celulase) e produção de molécula quorum sensing por 100 

isolados bacterianos associados aos nichos rizosfera e endofítico de raiz 

das gramíneas Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola. Os valores, 

em cada coluna, seguidos de mesma letra indicam ausência de 

significância estatística de acordo com o teste de Scott-Knott (p<0,05) 

 

Isolados 
Espécie 

Vegetal 
Nicho QS 

Índice Enzimático 

Celulase Pect. pH 5,0 Pect. pH 8,0 Amilase 
UAGB 1 BH ER + - - 4,25 b 1,80 d 

UAGB 4 BH ER - 1,19 a - - - 

UAGB 5 BH ER + - - - - 

UAGB 6 BH ER + 1,19 a 1,54 c 2,19 d 1,20 d 

UAGB 7 BH ER - 1,08 a - - - 

UAGB 9 BH ER + - - - - 

UAGB 10 BH RIZ + 1,20 a - 4,86 b 1,09 d 

UAGB 11 BH RIZ + - 1,04 c 3,36 c 1,49 d 

UAGB 12 BH RIZ - 1,29 a - 3,43 c 1,47 d 

UAGB 13 BH RIZ - - 1,06 c - - 

UAGB 14 BH RIZ + - - - 1,48 d 

UAGB 15 BH RIZ + 1,05 a - - - 

UAGB 16 BH RIZ - 1,10 a - - 2,61 c 

UAGB 17 BH RIZ - 1,12 a - - 1,92 c 

UAGB 18 BH RIZ + 1,06 a - 2,54 c 1,20 d 

UAGB 19 BD ER - 1,17 a - - - 

UAGB 20 BD ER + - - - - 

UAGB 21 BD ER + 1,24 a 1,58 c - - 

UAGB 22 BD ER + - - - - 

UAGB 23 BD ER + 1,15 a - - - 
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(Continuação da Tabela 4.4) 

Isolados 
Espécie 

Vegetal 
Nicho QS 

Índice Enzimático 

Celulase Pect.pH 5,0 Pect. pH 8,0 Amilase 
UAGB 24 BD ER + - - - - 

UAGB 25 BD ER + - - 8,26 a - 

UAGB 26 BD ER - - 1,72 c 2,44 c - 

UAGB 27 BD ER + 1,08 a - - - 

UAGB 28 BD RIZ + - - - - 

UAGB 29 BD RIZ + - - - - 

UAGB 30 BD RIZ + 1,08 a - - - 

UAGB 31 BD RIZ + - - - - 

UAGB 33 BD RIZ + - - - - 

UAGB 34 BD RIZ - 1,05 a - - - 

UAGB 35 BD RIZ + 1,07 a - - - 

UAGB 37 BH ER - * - 2,49 c - 

UAGB 38 BH ER + * - 2,97 c - 

UAGB 39 BH RIZ + * - 4,06 b 1,30 d 

UAGB 40 BH RIZ - * - 2,17 d - 

UAGB 41 BH RIZ - * - 4,08 b - 

UAGB 42 BH RIZ + * - - - 

UAGB 43 BD ER + * - - - 

UAGB 45 BD ER - * - 3,78 b - 

UAGB 46 BD RIZ - * - 1,94 d - 

UAGB 47 BD RIZ + * - - - 

UAGB 49 BD RIZ + * - 2,92 c - 

UAGB 50 BD RIZ + * - 2,75 c - 

UAGB 51 BD RIZ + * - 2,68 c - 

UAGB 52 BH ER + * - 2,43 c 2,42 c 

UAGB 53 BH ER + * - - - 

UAGB 54 BH ER - * - 4,51 b 1,78 d 

UAGB 55 BH ER + * - - - 

UAGB 56 BH ER + * - - - 

UAGB 57 BH ER + * - - - 

UAGB 58 BH ER + * - 3,92 b 2,11 c 

UAGB 59 BH RIZ - * - 2,98 c  

UAGB 60 BH RIZ + * - 2,29 d 2,20 c 

UAGB 61 BH RIZ + * - 3,91 b - 

UAGB 62 BH RIZ + * - - - 

UAGB 63 BD ER + * - - - 

UAGB 64 BD ER + * - - - 

UAGB 65 BD ER + * 2,48 b 4,55 b - 

UAGB 66 BD ER - * - 4,59 b 3,81 a 

UAGB 67 BD ER - * - 3,72 b 4,10 a 

UAGB 68 BD ER + * - 4,25 b 3,63 a 

UAGB 69 BD ER - * - 4,73 b - 

UAGB 70 BD ER - * - 7,33 a 4,57 a 

UAGB 71 BD RIZ - * 4,00 a 3,76 b 2,76 b 

UAGB 72 BD RIZ + * - - - 

UAGB 73 BD RIZ - * - 3,95 b 3,12 b 

UAGB 74 BD RIZ + * - - - 

UAGB 75 BD RIZ + * - 4,37 b 1,46 d 

UAGB 77 BD RIZ + * - - - 

UAGB 79 BD RIZ + * - 1,33 d - 

UAGB 80 BD RIZ - * - 1,86 d 1,62 d 

UAGB 82 BD RIZ - * 2,91 b 1,94 d 1,17 d 

UAGB 83  BD RIZ - * - 2,16 d 2,33 c 

UAGB 84 BD ER + * - 2,64 c - 

UAGB 85 BH  ER + * - - - 

UAGB 86 BD ER + * - - - 

UAGB 88 BD RIZ + * - - - 

UAGB 89 BD ER - * - 3,18 c - 
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(Continuação da Tabela 4.4) 

Isolados 
Espécie 

Vegetal 
Nicho QS 

Índice Enzimático 

Celulase Pect.pH 5,0 Pect. pH 8,0 Amilase 
UAGB 92  BH ER + * - - - 

UAGB 93 BH ER + * - - - 

UAGB 94 BH ER + * - - - 

UAGB 95 BH ER - * 3,02 b 1,49 d - 

UAGB 96 BD RIZ + * 3,04 b 1,63 d - 

UAGB 97 BD RIZ + * 3,72 a 1,34 d - 

UAGB 98 BD RIZ + * - - - 

UAGB 99 BD RIZ + * - - - 

UAGB 100 BD RIZ + * - 1,25 d - 

 

QS = quorum sensing 

BH = Brachiaria humidicola  /  BD = Brachiaria decumbens  

RIZ = Rizosfera  /  ER = Endofítico de raiz 

+  = Isolado positivo  /  -  = Isolado negativo  /  *  = Isolados não testados 

 

O teste de produção enzimática demonstrou que do total de isolados testados 

para as enzimas amilase, poligalacturonase (pectinase pH 5,0) e pectato liase (pectinase 

pH 8,0), 22,0% foram capazes de produzir um tipo de enzima, 21,0% foram capazes de 

produzir dois tipos de enzimas, e 4,0% os três tipos de enzimas, sendo os isolados 

UAGB 6, UAGB 11, UAGB 71 e UAGB 82, oriundos  da rizosfera. Dos isolados 

positivos, 87,5% apresentaram valores de IE superior a 2,0. O IE é uma ferramenta que 

seleciona e melhor permite comparar as diferentes produções (Carrim et al., 2006; 

Oliveira et al., 2007) e quando é igual ou maior que 2,0, caracteriza uma bactéria como 

boa produtora de enzimas extracelulares em meio sólido (Alves et al., 2002). 

O teste de produção de pectinases demonstrou que para os 100 isolados, 11,0% 

foram capazes de produzir em pH 5,0,  que caracteriza a enzima poligalacturonase;  e 

43,0% em pH 8,0, que caracteriza a pectato liase, valores inferiores aos encontrados por 

Prakamhang et al. (2009), analisando isolados de arroz. O teste de Scott-Knott para a 

pectinase pH 5,0 identificou três grupos, o grupo “c” com 45,5% dos isolados positivos 

com variação de 1,04 a 1,72 e os demais grupos com 54,5% dos isolados, variando de 

2,48 a 4,00 (Tabela 4.4).  

Quando analisando a espécie vegetal e nichos de colonização, o teste do χ² 

revelou que esses fatores influenciaram a produção de enzimas, destacando-se a B. 
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humidicola e o nicho rizosfera, porém foi na espécie B. decumbens em que os maiores 

valores de IE foram observados, com os isolados UAGB 97 e UAGB 71. Analisando os 

nichos dentre e entre as espécies vegetais (Figura 4.7), o teste de χ² não detectou 

influência significativa destes fatores.  

 

 

Figura 4.7. Frequência relativa (%) dos isolados bacterianos positivos associados à 

rizosfera e raiz de plantas de Brachiaria decumbens e Brachiaria 

humidicola em relação à produção de pectinase e amilase in vitro.  

 

O teste de produção de pectinase a pH 8,0  (enzima pectato liase), segundo o 

teste de Scott-Knott, diferenciou quatro grupos (Tabela 4.4), o grupo “d” com 27,9% de 

isolados positivos, com variação do IE de 1,25 a 2,29, o grupo “c” com 30,2% dos 

isolados, e IE de 2,43 a 3,98, os demais grupos com 41,8% dos isolados positivos, com 

valores de IE de 3,72 a 8,26, destacando-se o isolado UAGB 25. Dos isolados positivos, 

88,4% apresentaram IE igual ou superior a 2,0. Em ambos os capítulos deste trabalho é 

observado que os valores percentuais de isolados positivos para a enzima pectato liase 

(pectinase pH 8,0) são mais elevados que a poligalacturonase  (pectinase pH 5,0). 

Analisando a espécie vegetal e nichos de colonização, o teste do χ² não observou 

influência destes fatores, fato não observado quando analisado os nichos por espécie 

vegetal, tendo a rizosfera da B. humidicola se destacado, como ilustrado na figura 4.7.    

O teste de produção de celulase para os 36 isolados avaliados (UAGB 1 a 

UAGB 36)  identificou 52,8% de bactérias positivas, valor superior ao de Oliveira et al. 
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(2007), com 9,0% em isolados de nódulos de feijão caupi e soja sendo positivos, porém, 

semelhantemente a este trabalho, não foi observado valores de IE superior a 2,0. O teste 

de Scott-Knott não apresentou diferença significativa entre os IE das bactérias 

produtoras de celulase (Tabela 4.4).  Dentre as positivas 57,9% foram isoladas de B. 

humidicola revelando que esta gramínea pode apresentar maior associação com 

bactérias secretoras de celulase, e segundo Torres et al. (2008), as espécies vegetais 

influenciam a produção de celulase bacteriana. 

Sabe-se da estreita relação do nicho habitado pelo micro-organismo e as 

características de suas enzimas extracelulares (Gomes et al., 2007; Beneduzi et al., 

2008). As enzimas degradadoras têm sido produzidas durante a infecção e colonização 

bacteriana ao vegetal (Torres et al., 2008; Jha et al., 2011), como forma de facilitar a 

quebra da barreira física da parede celular (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006; 

Bhattacharjee et al., 2008), entre estas enzimas há a produção de pectinase e celulase 

(Romão et al., 2011). A descoberta e manipulação de micro-organismos produtores de 

enzimas extracelulares, além de auxiliar o entendimento da forma de penetração no 

vegetal destes isolados, pode favorecer campos da zootecnia, como por exemplo, a 

utilização destas enzimas para elevar a digestão de forragem por parte dos ruminantes 

(Compestrini et al., 2005), reduzir a viscosidade da ração, aumentando a absorção e 

liberação de nutrientes (Venoje & Pastore, 2007). 

O teste de produção de amilase demonstrou que dos 100 isolados testados, 

24,0% são positivos, menor valor que o encontrado por Carrim et al., (2006) de 60,0% 

das linhagens positivas de Jacaranda decurrens. De acordo com a análise estatística, os 

isolados foram subdivididos em quatro grupos, onde o grupo “d” apresentou variação de 

IE entre 1,09 a 1,80, com 50,0% dos isolados positivos, o segundo grupo “c”, com 

25,0% dos isolados e variação IE de 1,92 a 2,61; os demais grupos tiveram variação de 

IE entre 2,76 a 4,57, com 25,0% dos isolados positivos (Tabela 4.4). Do total de 
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isolados com capacidade de produzir amilase in vitro, 45,8% apresentaram IE superior a 

2,0.  

Comparando as espécies vegetais e nichos de forma geral e dentre e entre as 

espécies vegetais, pode-se observar a prevalência da B. humidicola e o nicho rizosfera 

(Figura 4.7). Porém os isolados com maiores valores de IE (UAGB 68, UAGB 66, 

UAGB 67 e UAGB 70) são provenientes da B. decumbens e nicho endofítico de raiz. As 

amilases produzidas por micro-organismos são uma das principais enzimas utilizadas 

nos processos industriais, sendo produzida por grande número de bactérias, tendo 

vantagens econômicas, de manipulação e obtenção (Souza & Magalhães, 2010), além de 

elevada qualidade (Lima et al., 2001). 

4.3.2.5 Bactérias produtoras de moléculas quorum sensing  

A produção de ALH, molécula quorum sensing, foi constatada em 60,0% dos 

isolados (Tabela 4.4), valor superior ao encontrado por Yoshida et al. (2006) com 

33,0% dos isolados de trigo sendo positivos para produção da molécula de quorum 

sensing. As espécies vegetais e nichos analisados obtiveram elevada porcentagem de 

isolados produtores de molécula quorum sensing, porém não houve influência entre os 

nichos e espécies vegetais, segundo o teste do χ², que identificou significância apenas no 

nicho endofítico de raiz quando avaliado entre plantas, na espécie B. humidicola (Figura 

4.8).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.8. Frequência relativa (%) dos isolados bacterianos positivos associados à 

rizosfera e raiz de plantas de Brachiaria decumbens e Brachiaria 

humidicola em relação à produção da molécula quorum sensing  
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O estudo de moléculas quorum sensing por micro-organismos promotores de 

crescimento vegetal é de fundamental importância (Poonguzhali et al., 2007), pois estas 

moléculas regulam a expressão de diferentes processos biológicos, entre estes a 

formação de biofilme, que tem função de resposta aos diversos estímulos ambientais 

(Romero et al., 2009), favorecendo a manutenção da densidade populacional, facilitando 

as interações benéficas ou deletérias entre plantas e bactérias (Pinton et al., 2010).  

4.3.3 Caracterização da diversidade genômica  

4.3.3.1 Diversidade genética da comunidade bacteriana cultivável associada a 

gramíneas do gênero Brachiaria  

A análise da diversidade genética por meio do BOX-PCR permitiu observar o 

perfil das bandas geradas, estas sendo avaliadas por meio do dendrograma construído 

com base na matriz de similaridade de Jaccard, que identificou nove grupos (clusters) 

com elevada variabilidade entre os isolados dos diferentes nichos e espécies vegetais 

(Figura 4.9). Entretanto, há isolados com 100% de similaridade associadas a ambos os 

nichos e espécies vegetais, diferentemente do Capítulo I, foi observado que os isolados 

UAGB 84 e UAGB 85, oriundos de plantas e nichos diferentes, apresentaram 100% de 

similaridade, evidenciando que os mesmos genótipos bacterianos podem habitar 

diferentes gramíneas do gênero Brachiaria, estes transitando entre os distintos nichos de 

colonização, evidenciando a especificidade entre plantas e micro-organismos, como 

mencionado por Berg (2009).  
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Figura 4.9. Dendrograma obtido pelo agrupamento realizado pelo algoritmo UPGMA 

(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical Average) a partir da 
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matriz de similaridade genética de 100 isolados bacterianos, da rizosfera e 

endofíticos de raiz, de plantas de Brachiaria decumbens e Brachiaria 

humidicola. D/E = B. decumbens/endofítico de raiz; D/R = B. 

decumbens/rizosfera; H/E = B. humidicola/endofítico de raiz; H/R = B. 

humidicola/rizosfera. O coeficiente de Jaccard foi utilizado para a 

construção da matriz de similaridade. Os números nos nós do dendrograma 

indicam o valor da porcentagem de vezes que o grupo ocorreu no mesmo 

nó durante o Bootstrap de 1000 repetições. 
 

O percentual de isolados igual ou acima de 70,0% de similaridade foi de 19,0%, 

valor inferior ao encontrado no Capitulo I com o meio semi-seletivo para bactérias 

diazotróficas, podendo-se afirmar que o meio não seletivo proporciona o isolamento de 

isolados com maior diversidade, corroborando com Magnani et al. (2010), que relatou 

que o crescimento em meio rico proporciona maior diversidade de bactérias.  

Ao analisar os clusters foi constatada a formação de agrupamento de isolados 

por espécie vegetal, cluster V com a espécie vegetal B. decumbens, corroborando com 

Haichar et al. (2008), que observou influência das plantas na comunidade bacteriana. 

Nos demais clusters, os isolados foram agrupados independente da espécie vegetal e 

nicho, concordando com Magnani et al., (2010), que constataram que as populações de 

micro-organismos podem variar de acordo com o órgão da planta avaliado, não sendo 

encontrado dominância de isolados, evidenciando a elevada diversidade da comunidade 

bacteriana cultivável total associada às gramíneas B. decumbens e B. humidicola. A 

diversidade de micro-organismos associadas às plantas apresenta-se como alternativa 

para melhorar as características econômicas do vegetal e a sustentabilidade da cultura 

(Luvizotto et al., 2010; Pereira et al., 2012). 

4.3.4 Caracterização dos isolados quanto ao seu genótipo e potencial 

biotecnológico  

A partir das bandas geradas pelo BOX-PCR e as características fenotípicas de 

cada isolado foi construído um dendrograma com base na matriz de similaridade de 

Jaccard (Figura 4.10).    
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Figura 4.10. Dendrograma obtido pelo agrupamento realizado pelo algoritmo UPGMA 

(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical Average) a partir da 
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matriz de similaridade genética e características fenotípicas dos 100 

isolados bacterianos, da rizosfera e endofíticos de raiz, de plantas de 

Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola. D/E = B. 

decumbens/endofítico de raiz; D/R = B. decumbens/rizosfera; H/E = B. 

humidicola/endofítico de raiz; H/R = B. humidicola/rizosfera. O 

coeficiente de Jaccard foi utilizado para a construção da matriz de 

similaridade. Os números nos nós do dendrograma indicam o valor da 

porcentagem de vezes que o grupo ocorreu no mesmo nó durante o 

Bootstrap de 1000 repetições. 
  

Analisando a caracterização genotípica e fenotípica dos 100 isolados 

bacterianos, em relação às diferentes espécies vegetais e nichos de isolamento, 

observou-se que, semelhante ao Capítulo I, onde a diversidade genética foi alterada 

quando incluídas as características biotecnológicas, ocorrendo um aumento da 

dissimilaridade e o número de clusters, reagrupando-se em 12, parte destes (maior que 

do dendrograma genético) agrupando os isolados por espécies vegetais e nicho, como 

no caso dos clusters III, IV, VII e XI. 

Os micro-organismos cultiváveis presente na comunidade total associada às 

gramíneas B. decumbens e B. humidicola nos nichos rizosfera e endofítico de raiz 

apresentaram elevada diversidade fisiológica e genética, não sendo observado isolados 

com 100% de similaridade de acordo com matriz de Jaccard.  

 

4.4  Conclusões 

 

As gramíneas Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola cultivadas em 

Pernambuco apresentaram elevada densidade da comunidade bacteriana cultivável total 

associada à região da raiz, apresentando elevado potencial de crescimento vegetal; 

fixando biologicamente o nitrogênio atmosférico, com e sem a presença de sal no meio 

de cultura, sendo as bactérias de rizosfera mais resistentes à salinidade; sintetizando 

ácido indol acético por diferentes rotas bioquímicas, com e sem a presença do 

aminoácido precursor L-triptofono, tendo a produção destaca na presença do 

aminoácido; solubilizando fosfato inorgânico em diferentes fontes de carbono no meio, 
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com a fonte sacarose e o nicho endofítico de raiz destacando-se; produzindo enzimas 

extracelulares (pectinase, amilase e celulase) com elevados índices enzimáticos, com 

valor maior que 2,0 com exceção da celulose, além de elevado percentual de isolados 

produzirem a molécula quorum sensing. 

A elevada dissimilaridade genética entre os isolados bacterianos foi evidenciada 

pelo BOX-PCR, porém com isolados apresentando 100% de similaridade e a formação 

de grupos ou clusters, entre as espécies vegetais e nichos de colonização. Isolados com 

100% de similaridade não apresentam as mesmas características fenotípicas que seus 

pares.  
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5 CAPÍTULO 03 

 

 

Comunidade bacteriana diazotrófica associada a Brachiaria decumbens sob 

diferentes tempos de adubação  

 

Resumo: As atividades agropecuárias intensas vêm provocando distúrbios nos 

ecossistemas, alterando tanto seu funcionamento quanto as comunidades vivas 

presentes. Assim, a densidade e diversidade de populações bacterianas associadas a 

essas atividades poderão indicar se certas práticas agrícolas podem causar impacto no 

meio ambiente. Tendo em vista que grande parte das áreas de pastagem cultivadas, ou 

não, encontram-se em diferentes estágios de degradação, apresentando diminuição da 

fertilidade química e biológica do solo, este trabalho teve como objetivos: avaliar a 

densidade populacional e isolar bactérias potencialmente diazotróficas associadas aos 

nichos rizosfera e endofítico de raiz da gramínea Brachiaria decumbens, cultivada em 

pastagens sob diferentes tempos de cultivo e adubação, na região Agreste do estado de 

Pernambuco; e analisar a variabilidade genética da comunidade bacteriana total, por 

método independente de cultivo. As plantas de B. decumbens foram coletadas de três 

diferentes pastagens estabelecidas: uma com 30 anos de cultivo sem adubação; outra em 

que sua formação e último ano de adubação ocorreu em 2005; e uma terceira em que 

sua formação e último ano de adubação ocorreu em 2008. Amostras de raízes e da 

rizosfera foram utilizadas para o isolamento em meio semi-sólido NFb. A densidade 

populacional foi estimada por meio do número mais provável, posteriormente sendo 

realizada a purificação e estocagem das bactérias. A diversidade da comunidade 

bacteriana diazotrófica independente de cultivo foi avaliada pela técnica de DGGE 

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) do gene nifH.  A densidade populacional de 

bactérias potencialmente diazotróficas foi elevada nos habitat rizosfera e endofítico de 

raiz, destacando-se o nicho rizosfera de pastagens sem adubação e com última adubação 

em 2008. Foram isoladas 90 bactérias em meio NFb e após purificação e novo teste de 

fixação biológica de nitrogênio, 100% dos isolados apresentaram-se positivos. A técnica 

de PCR-DGGE do gene nifH demonstrou elevada diversidade genética na comunidade 

bacteriana diazotrófica, ou seja, alta variabilidade do gene nifH, codificante da enzima 

nitrogenase,  nas bactérias associadas a gramínea Brachiaria decumbens, sob diferentes 

manejos de adubação e degradação. As populações bacterianas agruparam-se formando 

clusters, entre os nichos ou tempos de cultivo sem adubação. Portanto, gramíneas 

Brachiaria decumbens, cultivadas na região Agreste do estado de Pernambuco, sob 

manejo sem adubação, apresentaram associação com bactérias potencialmente 

diazotróficas, com elevada densidade populacional, e alta variabilidade genética da 

comunidade bacteriana fixadora de nitrogênio nos nichos rizosfera e endofítico de raiz.  

 

Palavras chaves: DGGE, fixação biológica de nitrogênio, gramíneas forrageiras, 

variabilidade genética, promoção de crescimento vegetal 
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Diazotrophic bacterial community associated with Brachiaria decumbens under 

different fertilization times  

 

Abstract: The intense agricultural activities have caused disturbances in ecosystems, 

altering both its operation and the communities living there. Thus, the density and 

diversity of bacterial populations associated with these activities may indicate that 

certain agricultural practices can impact the environment. Given that much of the 

pasture areas cultivated, or not, are at different stages of degradation, with decreased 

fertility and soil biological chemistry, this study aimed to assess the population density 

and isolate diazotrophic bacteria potentially associated the rhizosphere and endophytic 

niches root of Brachiaria decumbens, grown under different periods of cultivation and 

fertilization in the Agreste region of Pernambuco State, and to analyze the genetic 

variability of the total bacterial community by cultivation-independent method. Plants 

B. decumbens were collected from three different pastures established: one with 30 

years of cultivation without fertilization; other in their final year of training and 

fertilization was in 2005, and a third in his final year of training and fertilization was 

2008. Samples of the roots and rhizosphere used for insulation in a semi-solid NFB. The 

population density was estimated by most probable number, later being made 

purification and storage of bacteria. The diversity of diazotrophic bacterial community 

independent of cultivation was analyzed by DGGE (denaturing gradient gel 

electrophoresis) of nifH. The population density of potentially diazotrophic bacteria was 

high in the rhizosphere and endophytic habitat root, especially the niche rhizosphere 

pasture without fertilization and with fertilization last in 2008. 90 bacteria were isolated 

in the midst NFB and after purification and testing of new biological nitrogen fixation, 

100% of the isolates were positive. The PCR-DGGE of nifH showed high genetic 

diversity in diazotrophic bacterial community, ie, high variability of nifH, encoding 

nitrogenase enzyme in bacteria associated with Brachiaria decumbens under different 

fertilizer managements and degradation. Bacterial populations were grouped to form 

clusters, or niches between the times of cultivation without fertilization. Therefore, 

Brachiaria decumbens, grown in the Agreste region of Pernambuco State, under 

management without fertilizer, were associated with potentially diazotrophic bacteria 

with high population density, and high genetic variability of nitrogen-fixing bacterial 

community in rhizosphere and endophytic niches root. 

 

Keywords: biological nitrogen fixation, DGGE, forage grasses, genetic variability, 

plant growth promotion 
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5.1 Introdução 

 

A busca por sistemas de produção agropecuária mais sustentáveis, cujo manejo 

cause menor degradação e impacto ao solo, minimizando os danos na densidade de 

micro-organismos funcionais (Ramos et al., 2012), tem estimulado pesquisas que visam 

descrever a associação de bactérias diazotróficas e/ou com potencial de crescimento 

vegetal associadas às gramíneas forrageiras (Loredo-Osti et al., 2004), tendo as 

bactérias um importante papel nos sistemas agrícolas, especialmente como 

biofertilizantes (Chubatsu et al., 2011; Piromyor et al., 2011).  

As atividades humanas, com a incorporação de nitrogênio no meio, através da 

adubação nitrogenada, estão causando grande aumento na ciclagem do nitrogênio. Além 

do desequilíbrio deste excesso, a inclusão de altos níveis de nitrogênio provoca a 

poluição dos ecossistemas e alteram tanto seu funcionamento ecológico, quanto as 

comunidades vivas presentes. Desta forma, o tamanho de uma determinada população 

bacteriana pode indicar se práticas humanas causam impacto ao meio ambiente, com 

consequências positivas ou negativas (Parioa-Llanos et al., 2010). 

Os micro-organismos diazotróficos possuem o complexo enzimático da 

nitrogenase, apresentando elevada diversidade e diferindo quanto à morfologia, 

fisiologia, genética e filogenética, garantido sua ocorrência nos mais diversos 

ecossistemas (Franche et al., 2009).  

A técnica do PCR-DGGE (Polimerase Chain Reaction – Denaturing Grandient 

Gel Electrophoresis) possibilita o acesso à diversidade genética das populações 

bacterianas oriundas diretamente do meio ambiente, não sendo necessário o cultivo 

bacteriano em laboratório (Lacava et al., 2006), além de possibilitar a avaliação da 

diversidade genética e funcional dos micro-organismos presentes na interação solo-

planta e sua flutuação no ambiente em relação aos fatores bióticos e abióticos (Saito et 

al., 2007).  
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Dos 200 milhões de hectares de pastagens, cultivadas e não cultivadas, no 

território brasileiro, aproximadamente a metade encontra-se em diferentes estágios de 

degradação (Dias Filho, 2007; Jank et al., 2011), apresentando diminuição da fertilidade 

química e biológica do solo (Ferreira et al., 2010; Tavares Filho et al., 2011). Neste 

contexto, objetivou-se com o presente trabalho, avaliar a densidade populacional e 

isolar bactérias potencialmente diazotróficas associadas aos nichos rizosfera e 

endofítico de raiz da gramínea Brachiaria decumbens sob diferentes manejos de tempos 

de adubação, além de analisar a variabilidade genética da comunidade bacteriana total 

de fixadoras de nitrogênio atmosférico associadas às gramíneas Brachiaria decumbens, 

por método independente de cultivo.  

 

5.2 Material e métodos 

 

5.2.1 Áreas de estudo e material vegetal  

As coletas foram realizadas em pastagens de Brachiaria decumbens cultivadas 

na Fazenda Riacho do Papagaio, no município de São João, no Agreste Meridional do 

Estado de Pernambuco, sob diferentes manejos e tempos de cultivo. As três áreas de 

cultivo foram escolhidas levando-se em consideração o tempo de aplicação do 

fertilizante nitrogenado e o estágio de degradação das pastagens. Os locais foram 

georreferenciados com o auxílio de um GPS: 

 Pastagem com 30 anos de cultivo sem adubação e em estágio de degradação 

avançado. Coordenadas S 08°49’11” e W 036°23’38”; 

 Pastagem formada e com o último ano de adubação em 2005, em estágio de 

degradação intermediário. Coordenadas S 08°48’35” e W 036°24’27”; 

 Pastagem formada e com o último ano de adubação em 2008, não 

degradada. Coordenadas S 08°49’00” e W 036°23’38”. 
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De cada área da pastagem, aleatoriamente, foram coletadas três amostras 

vegetais e de solo, a uma profundidade de 0-0,2 m. As amostras foram acondicionadas 

em sacos plásticos, identificadas e, em seguida, levadas ao Laboratório de Genética e 

Biotecnologia Microbiana, da Unidade Acadêmica de Garanhuns/Universidade Federal 

Rural de Pernambuco, para processamento e análises. As amostras de solo foram 

encaminhadas para análise das características químicas e físicas no Laboratório de 

Química do Solo da Universidade Federal Rural de Pernambuco (Tabela 5.1).  

 

Tabela 5.1. Características químicas e físicas dos solos coletados nas áreas de 

pastagens de Brachiaria decumbens cultivadas na fazenda Riacho do 

Papagaio do município de São João-PE 

 

Análises Químicas 

Área pH 
P K Ca Mg Na Al

3+
 H+Al C total 

mg dm
-3

 ---------------------------cmolc dm
3
--------------------------- dag kg 

T1 6,02 15,44 0,12 0,15 0,45 0,02 0,10 0,40 0,12 

T2 5,05 52,63 0,18 0,10 0,40 0,02 0,15 0,25 0,07 

T3 6,01 31,79 0,12 0,20 0,50 0,03 0,10 0,35 0,06 

Análises Físicas 

Área 
Areias (%) Silte Argila Argila dispersa em água 

Textura 
Grossa Fina Total -------%----- ----g g

-1
----- 

T1 76,45 15,68 92,13 4,41 3,45 0,0044 Arenosa 

T2 75,86 15,96 91,82 5,40 2,77 0,0019 Arenosa 

T3 74,92 17,02 91,94 3,24 4,83 0,0030 Arenosa 
 

T1 = Pastagem com 30 anos de formação e sem adubação 

T2 = Pastagem com última adubação ocorrida no ano de 2005 

T3 = Pastagem com última adubação ocorrida no ano de 2008 

 

5.2.2 Isolamento e estocagem bacteriana 

O isolamento, a avaliação de densidade e posterior estocagem de bactérias da 

rizosfera e endofítica de raiz foram realizados como descrito no subitem 3.2.2 (Capítulo 

I). Com 90 isolados bacterianos selecionados, estes de diferentes pastagens e nichos 

para os posteriores testes. 

5.2.3 Caracterização fenotípica  

5.2.3.1 Identificação de bactérias potencialmente fixadoras de nitrogênio 

atmosférico 

Como descrito no subitem 3.2.3.1 (Capítulo I). 
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5.2.4 Caracterização genética  

5.2.4.1  Análise da comunidade bacteriana diazotrófica total por DGGE  

A técnica de DGGE do gene nifH foi realizada no Laboratório de Microbiologia 

do Solo, da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, da Universidade de São 

Paulo. 

A extração do DNA total das amostras de solo rizosférico e das raízes, 

desinfectadas superficilamente, foi realizada utilizando-se o Power Soil DNA kit 

(MoBio; EUA). Após a extração, a integridade e a qualidade dos DNAs foram 

verificadas por eletroforese em gel de agarose 1% (w/v) em tampão TAE 1x.  

5.2.4.1.1 PCR (Polimerase Chain Reaction) do gene nifH  

Para a amplificação do gene nifH foram utilizados os primers FGPH19 (5‘-

TACGGCAARGGTGGNATH-3‘) e PolR (5‘-ATSGCCATCATYTCRCCG-3‘). A 

amplificação ocorreu em 25 μL de volume final, contendo 2 μL de dNTP 2,5 mM; 2,5 

μL de Taq Buffer 10X (Fermentas); 2,5 μL de MgCl2 50 mM; 0,05 μL de BSA (bovine 

serum albumin), 5 μL de de 5U μL
-1

 de Taq DNA Polimerase (Fermantas); 0,125 μL de 

cada primer (10 pmoles μL-1) e 2 μL de DNA total do solo ou da raiz (10 ng), sendo o 

restante do volume completado com água ultra pura autoclavada. As condições da 

amplificação foram: 5 min a 94 °C; 30 ciclos de 1 min a 94 °C; 1 min a 56 °C; 2 min a 

72 °C e 30 min a 72 °C.  

O produto da amplificação, os amplicons, foram utilizados numa segunda reação 

de PCR para o gene nifH, utilizando os primers PolF-GC (5‘-

CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCCTGCGAYCCSAA

RGCBGACTC-3‘) e AQER (5‘-ACGATGTAGATYTCCTG-3‘). A amplificação 

ocorreu em 50 μL de volume final, contendo: 4 μL de dNTP 2,5 mM; 5 μL de Taq 

Buffer (Fermentas); 2,0 de MgCl2; 0,2 μL de Taq DNA Polimerase (Fermantas); 0,250 

μL de cada primer (10 pmoles μL-1) e 2 μL do PCR da 1º reação (10 ng de DNA), 
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sendo o restante do volume completado com água ultra pura autoclavada. Os ciclos de 

amplificação foram 5 min a 94 °C; 30 ciclos de 1 min a 94 °C; 1 min a 48 °C; 2 min a 

72 °C e 30 min a 72 °C.  

Todos os produtos de PCR, cerca de 10 μL da reação, foram verificados em gel 

de agarose 1% em TAE 1x, para confirmação da amplificação do produto desejado.  

5.2.4.1.2  Análise por DGGE  

As análises por DGGE foram realizadas no equipamento Ingeny PhorU System 

(Ingeny, Goes, The Netherlands). Para a análise, foi preparado um gel de poliacrilamida 

6% (w/v), com gradiente desnaturante de 40 a 65% para o produto do PCR do gene 

nifH. O gel foi submetido à eletroforese por 16 h a 75 Volts, à temperatura de 60 °C. 

Após a corrida da eletroforese, os géis foram corados com SYBR-gold (Invitrogen, 

Breda, The Netherlands) e TAE 1x na proporção de 1:10.000 por 30 min e 

fotodocumentados. 

5.2.5 Análise estatística  

As análises quantitativas de densidade populacional foram submetidas à análise 

de variância (ANOVA), através do programa estatístico SISVAR 5.3
®
 e a comparação 

entre as médias foram realizadas pelo Teste de Scott-Knott, (p<0,05). Por meio da 

análise do gel de poliacrilamida, as bandas observadas pela amplificação foram 

transformadas em dados binários e, a partir destes dados, foi construída uma planilha, 

analisada pelo software Past 1.90, empregando-se o algoritmo UPGMA (Unweighted 

Pair-Group Method with Arithmetical Average) e aplicado o Coeficiente de Jaccard 

para análise da matriz de similaridade entre as bactérias analisadas. 
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5.3 Resultados e discussão  

 

5.3.1 Densidade populacional de bactérias potencialmente diazotróficas 

associadas a plantas de Brachiaria decumbens 

Nas pastagens de B. decumbens com diferentes períodos de adubação 

nitrogenada e na testemunha não adubada foi observada elevada densidade populacional 

de bactérias potencialmente diazotróficas associadas aos nichos, rizosfera e endofítico 

de raiz, com variação de número mais provável (NMP) de 4,00 x 10
3
 a 1,60 x 10

6 

células g
-1

 de solo ou tecido vegetal fresco. Segundo o teste de Scott-Knott, o nicho 

rizosfera da pastagem sem adubação e da pastagem com última adubação no ano de 

2008, obtiveram destaque com as maiores densidades populacionais de bactérias 

diazotróficas, tanto entre os diferentes tempos de adubação, quanto entre os nichos por 

período de adubação (Figura 5.1), concordando com Rosenblueth & Martínes-Romero, 

(2006) e Pariona-Llanos et al. (2010), que encontraram que a população endofítica é 

inferior a da rizosfera.  

 

 
 

Figura 5.1. Densidade populacional da comunidade bacteriana diazotrófica, endofítica 

de raiz e rizosfera, de plantas de Brachiaria decumbens em diferentes 

tempos sem adubação. Letras maiúsculas comparam os nichos entre si e os 

períodos de adubação, letras minúsculas os nichos por período de 

adubação. Letras iguais não diferem significativamente entre si a 5% de 

probabilidade pelo teste de Scott-Knott 
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O nicho rizosfera apresenta predominância em número de isolados em 

comparação aos demais, devido à liberação dos exsudados radiculares e a matéria 

orgânica do solo, favorecendo o crescimento microbiano (Haichar et al., 2008; Castro et 

al., 2011).  

Diferentemente do esperado, a pastagem com última adubação em 2008 teve 

densidade semelhante à sem adubação, fato explicado que independente do manejo de 

adubação nitrogenada empregada a pastagem apresenta-se colonizada com bactérias 

potencialmente diazotrófica, que possivelmente imprimem a característica de fixação 

biológica de nitrogênio na ausência de nitrogênio em forma de adubação, esta 

característica podendo não se expressar na presença do fertilizante. Já que o uso destes 

tem provocado impactos sobre a comunidade de micro-organismos presente no solo, 

(Yuan et al. 2010).  

5.3.2  Características de promoção de crescimento vegetal 

5.3.2.1 Bactérias potencialmente fixadoras de nitrogênio atmosférico 

Os 90 isolados bacterianos potencialmente diazotróficos selecionados, sendo 30 

de cada pastagem, destes 15 de cada nicho, foram reinoculadas em meio NFb semi-

sólido e 100% apresentaram halo de crescimento no interior do meio de cultura.  

A fixação biológica de nitrogênio (FBN) deve ser explorada não apenas como 

alternativa econômica de fornecimento de nitrogênio para agricultura (Sala et al., 2005), 

mais como de primordial função na preservação ecológica (Bhattacharjee et al., 2008; 

Conceição et al., 2009), podendo promover o aumento da produção de biomassa 

(Roesch et al., 2007; Piromyor et al., 2011) e a restauração de áreas degradadas, como 

as de pastagem, que hoje ocupam grande parte das áreas destinadas ao cultivos de 

gramíneas forrageiras.  
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5.3.3  Caracterização da diversidade genômica  

5.3.3.1  Diversidade da comunidade bacteriana diazotrófica total associada a 

plantas de Brachiaria decumbens sob diferentes tempos  de adubação  

A análise da comunidade bacteriana independente de cultivo, por DGGE do 

gene nifH, permitiu o acesso da diversidade bacteriana total diazotrófica endofítica de 

raiz e da rizosfera de plantas Brachiaria decumbens sob diferentes tempo de adubação. 

A figura 5.2 ilustra o gel de poliacrilamida com perfis de bandas (amplicons) dos genes 

nifH, obtidos através do uso da técnica DGGE. Esta técnica é mais apurada, pois 

diferentemente dos géis de agarase convencionais, que a análise ocorre em relação às 

diferenças de tamanho entre as bandas, o DGGE diferencia a composição das bases 

nitrogenadas dos amplicons (Andreote et al., 2009), sendo observado diferentes padrões 

de bandas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.2.  Gel de poliacrilamida com perfis obtidos no DGGE do nifH das 

comunidades bacterianas diazotróficas endofíticas de raiz e rizosfera de 

plantas de Brachiaria decumbens, sob diferentes tempos de adubação. M = 

Rizosfera Endofítico de raiz 

2005 2008 SEM 2005 2008 SEM M 
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marcador; 2005 = pastagem com última adubação no ano de 2005; 2008 = 

pastagem com última adubação no ano de 2008; SEM = pastagem 

cultivada há 30 anos e nunca adubada 

 

A análise da comunidade bacteriana por uso da técnica DGGE, semelhantemente 

aos resultados obtidos pela técnica de BOX-PCR, evidenciou elevada diversidade 

genética da comunidade bacteriana existente na rizosfera e nas raízes da gramínea 

Brachiaria decumbens (Figura 5.3). A elevada variabilidade do gene nifH também foi 

observada por Giuntini et al. (2006) analisando a comunidade bacteriana em solos 

tratados com casca de oliveira.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.3 Dendrograma de similaridade das comunidades bacterianas diazotróficas 

associadas às plantas de Brachiaria decumbens sob diferentes tempos de 

adubação. 2005 = plantas com última adubação no ano de 2005; 2008 = 

plantas com última adubação no ano de 2008; SEM = plantas que nunca 

foram adubadas em 30 anos de cultivo; 1, 2 ou 3 = repetição por cada 

amostra; ER =  endofítico de raiz; RIZ = rizosfera. Baseadas nos perfis 

obtidos através da técnica de DGGE do gene nifH e analisados através do 

Cluster IV 

Cluster III 

Cluster II 

Cluster I 
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coeficiente de Jaccard foi utilizado para a construção da matriz de 

similaridade. Os números nos nós do dendrograma indicam o valor da 

porcentagem de vezes que o grupo ocorreu no mesmo nó durante o 

Bootstrap de 1000 repetições  

 

É possível observar o agrupamento existente nos clusters entre os tempos sem 

adubação e os nichos avaliados, bem como, a baixa similaridade da maioria dos 

clusters. Houve a formação de apenas dois grupos dominantes com similaridade 

genética igual ou acima de 70%, sendo ambos do nicho endofítico de raiz (nos 

tratamento sem adubação e com última adubação no ano de 2008).   

 Os diferentes tempos de adubação impostos às pastagens influenciaram as 

comunidades de bactérias diazotróficas, tanto da rizosfera quanto endofíticas de raiz, 

sendo observado maior diversidade na comunidade bacteriana que compõem a rizosfera 

em ambas as pastagens, semelhante aos encontrados por Coelho et al. (2009) em 

estudos com DGGE do gene nifH na comunidade bacteriana associada ao sorgo 

(Sorghum bicolor) submetido a diferentes quantidades de adubação nitrogenada. 

Diferente deste trabalho, com gramínea Brachiaria decumbens, e do trabalho 

realizado por Coelho et al. (2009), Prakamhang et al. (2009), analisando plantas de 

arroz (Oryza sativa L.), não observaram a expressão do gene nifH pela técnica de 

DGGE em raízes e solo adubados em diferentes estágio de crescimento vegetal, sendo 

observado apenas nas folhas, em todo o crescimento da planta.    

 

5.4 Conclusões  

 

A densidade populacional de bactérias potencialmente diazotróficas é elevada 

nos nichos rizosfera e endofítica de raiz nas gramíneas do gênero Brachiaria 

decumbens, independente do tempo sem adubação (pastagem formada há 30 anos sem 

adubação, pastagem com última adubação no ano de 2005 e pastagem com última 
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adubação no ano de 2008). O nicho rizosfera se destacou com a maior associação de 

bactérias diazotróficas em todas as pastagens, com e sem adubação. 

Foi observada alta (100%) frequência de isolados bacterianos diazotróficos em 

associação com gramíneas do tipo Brachiaria decumbens, sob diferentes tempos de 

adubação. 

 A técnica de PCR-DGGE do gene nifH das amostras de solo e raiz das plantas 

Brachiaria decumbens apresentaram elevada diversidade genética, porém foi observado 

o agrupamento entre os nichos e tempos de adubação.   
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6 CONCLUSÃO GERAL  

 

 

As diferentes espécies vegetais de gramíneas forrageiras Brachiaria decumbens 

e Brachiaria humidicola e os diferentes nichos de colonização, rizosfera e endofítico de 

raiz, apresentam associação com alta diversidade bacteriana, tanto para o meio 

específico para crescimento de bactérias potencialmente fixadoras de nitrogênio quanto 

em meio não seletivo. 

Os isolados bacterianos analisados, quanto as suas características fisiológicas, 

apresentaram mecanismos de promoção de crescimento vegetal em ambas as espécies 

vegetais e nichos avaliados, fixando biologicamente o nitrogênio atmosférico (com e 

sem a presença de sal no meio de cultura), produzindo enzimas extracelulares (celulase, 

amilase e pectinase), solubilizando de fosfato inorgânico (com a utilização de varias 

fontes de carbono), produzindo ácido indol acético por diferentes rotas bioquímicas e 

produzindo a molécula quorum sensing. Porém é observado que isolados provenientes 

do isolamento em meio NFb (meio seletivo para bactérias potencialmente diazotróficas) 

apresentaram maior potencial de promoção de crescimento (ocorrendo maior frequência 

de positivos para as análise e os isolados apresentando mais de uma característica 

biotecnológica), desta forma sugerindo que o meio de isolamento influencia na seleção 

de bactérias com elevado potencial de crescimento vegetal.   

A elevada diversidade genética foi observada tanto pela técnica que utiliza o 

cultivo bactéria (BOX-PCR) quanto a que não utiliza o cultivo e especifica para avaliar 

as bactérias fixadoras biológicas de nitrogênio (DGGE do gene nifH), porém é 

observado entre os isolados pela técnica do BOX-PCR elevada similaridade esta acima 

de 70,00% em ambos os meios de isolamento NFb e TSA 10%. Em ambas as técnicas 

de avaliação da diversidade genética (com e sem o cultivo bacteriano) foi observado o 
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agrupamento dos isolados (no BOX-PCR) e na comunidade (no DGGE), estes 

formando clusters no dendrograma em relação à espécie vegetal ou nicho associado.  

Tal associação bactéria planta-solo pode proporcionar vários benefícios à planta, 

não apenas a fixação biológica do nitrogênio, porém investimentos em pesquisas 

utilizando gramíneas forrageiras são de fundamental importância pelo elevado valor que 

esta representa na alimentação animal e elevada área de ocupação no território nacional, 

juntamente com a interação de estudos multidisciplinares e integrados, em áreas como 

microbiologia, ciência do solo, melhoramento de plantas, manejo de culturas, entre 

outras, podem trazer um grande benefício para o produtor, aumentando a 

disponibilidade de alimentos para o seu rebanho. 

 

 

 

 


