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RESUMO 

 
Fixação biológica de nitrogênio em cana-de-açúcar inoculada com bactérias 

diazotróficas 
 

O processo de fixação biológica de nitrogênio (FBN) é a principal forma de 
entrada de nitrogênio (N) em ecossistemas naturais e é intermediado por micro-
organismos diazotróficos simbióticos ou de vida livre. A produção de biofertilizantes 
com bactérias diazotróficas é a principal alternativa ao uso de fertilizantes 
nitrogenados solúveis. Apesar da simbiose Rhizobium-leguminosas ser eficiente em 
promover o crescimento das plantas, a inoculação de bactérias diazotróficas em 
gramíneas vem apresentando resultados questionáveis, principalmente devido à 
baixa eficiência e incompatibilidade entre os atuais inoculantes bacterianos e as 
plantas. Os biofertilizantes para gramíneas utilizam bactérias endofíticas as quais 
desenvolvem interações pouco conhecidas com as plantas. Uma possibilidade para 
melhorar a eficiência da FBN em gramíneas é a aplicação de bactérias epifíticas de 
menor seletividade em relação às bactérias endofíticas. Os objetivos deste trabalho 
foram isolar novos genótipos de bactérias diazotróficas da filosfera de bambu da 
Mata Atlântica, verificar seu potencial biotecnológico in vitro e avaliar sua eficiência 
agronômica como biofertilizante em cana-de-açúcar em casa-de-vegetação. Foram 
obtidos 120 isolados bacterianos os quais foram caracterizados morfológica e 
filogenéticamente. Com relação ao potencial biotecnológico, 48 isolados bacterianos 
apresentaram resposta positiva nos testes in vitro de redução de acetileno (ARA) e 
para produção in vitro de ácido indol-3-acético (AIA) na presença de L-triptofano. 
Desses 48 isolados, 50% apresentaram capacidade de solubilizar fosfato de cálcio, 
8% de produzir quitinases, 16% de produzir ACC desaminase e 17% de produzir 
sideróforos. O sequenciamento do gene rRNA 16S indicou que 75% dos isolados da 
filosfera de bambu foram similares à classe Gammaproteobacteria (Proteobacteria), 
e a família Enterobacteriaceae. Dentre eles, 32% dos isolados apresentaram 
sequências similares a Klebsiella sp. e 2% foram similares a Serratia e Enterobacter. 
Das 48 sequências analisadas, 37% delas não foram classificadas quanto ao 
gênero, podendo então representar novos gêneros ou espécies. Dez isolados 
contendo o gene nifH foram selecionados para experimentos de eficiência 
agronômica em casa-de-vegetação usando bactérias inoculadas via pulverização 
foliar ou encapsuladas em micro-esferas de alginato e associados a diferentes níveis 
de adubação nitrogenada. A inoculação por meio de pulverização nas folhas de 
cana-de-açúcar resultou em aumento significativo de massa seca de parte aérea e 
concentração de N na parte aérea das plantas na sua fase inicial de 
desenvolvimento. A maior taxa de fixação nas folhas inoculadas foi observada sete 
dias após a inoculação no tratamento sem adição de N mineral. A inoculação no solo 
com os mesmos 10 isolados encapsulados em matriz polimérica em conjunto com 
diferentes níveis de adubação nitrogenada mostrou aumentos significativos de 
massa seca da parte aérea, raízes e concentração de N na parte aérea da cana-de-
açúcar em comparação aos controles, principalmente nas fases tardias do 
desenvolvimento das plantas. O solo que recebeu as bactérias encapsuladas 
apresentaram elevadas taxas de FBN, oscilando entre 0 e 4 g de N g-1 h-1, 7 dias 
após a inoculação. Os resultados sugerem que as bactérias selecionadas possuem 
alto potencial biotecnológico para promover o crescimento das plantas em 
momentos diferentes do seu ciclo de desenvolvimento, dependendo do tipo de 
abordagem para inoculação. 
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ABSTRACT 
 

Biological nitrogen fixation in sugarcane inoculated with diazotrophic bacteria 
 

The process of biological nitrogen fixation (BNF) is the most important form of 
nitrogen (N) input in natural ecosystems and is mediated by symbiotic or free-living 
diazotrophic microorganisms. The production of biofertilizers containing diazotrophic 
bacteria is the main alternative to the use of soluble nitrogen fertilizers, improving 
plant growth by nitrogen fixation or other plant growth promoting mechanisms. 
Despite the efficiency of the symbioses Rhizobium-legumes in promoting plant 
growth, the inoculation of diazotrophic bacteria in grasses, such as sugarcane, has 
shown variable results, mainly due to the low efficiency and incompatibility between 
the current bacterial strains used in inoculants and plant genotypes. Most of the 
biofertilizers for grasses uses endophytic bacteria that develop complexes 
interactions with the host plant, which are not totally understood.  A possibility to 
improve the efficiency of BNF in grasses is the application of epiphytic diazotrophic 
bacteria that are less selective as compared to endophytes. The aims of this work 
were to isolate new genotypes of diazotrophic bacteria from the phyllosphere of 
bamboo from Atlantic Forest, determine their biotechnological potential based on in 
vitro assays, and evaluate their agronomic efficiency as biofertilizer for sugarcane 
under greenhouse conditions. A total of 120 bacterial isolates were obtained and 
characterized morphologically and phylogenetically. Regarding the biotechnological 
potential, 48 isolates showed positive responses under in vitro the acetylene 
reduction assay (ARA) and indole-acetic-acid (IAA) production in vitro assay in the 
presence of L-tryptophan. Among the 48 isolates evaluated, 50% were able to 
solubilize calcium phosphate, 8% produced chitinases, 16% were able to produce 
ACC deaminase, and 17% produced siderophores. The sequencing of the rRNA 16S 
gene revealed that 75% of the isolates were phylogenetically related to the family 
Enterobacteriaceae (Gammaproteobacteria). The genus Klebsiella accounted for 
32% of the isolates, whereas Serratia and Enterobacter accounted for 2%. 
Aproximatelly 37% of the isolates were assembled unclassified Bacteria. Ten isolates 
containing the nifH gene were selected for agronomic efficiency test under 
greenhouse conditions, using bacteria inoculated via foliar spraying, or encapsulation 
in alginate beads and inoculation in the soil, associated with different doses of 
nitrogen fertilizer. The inoculation on the sugarcane leaf surfaces resulted in 
significant increases in root biomass and N concentration in the shoots at the early 
stage of plant development. The highest N fixation rates in inoculated leaves were 
observed 7 days after inoculation in the absence of mineral N. The soil inoculation 
with the same 10 isolates immobilized in polymeric matrix in addiction to different 
rates of nitrogen fertilization showed significant increases in shoot and root biomass 
and N concentration in the shoots of sugarcane, when compared to the controls, 
mostly at later stages of plant development. The soil inoculated with encapsulated 
bacteria showed high rates of BNF even when nitrogen fertilizer was applied, ranging 
between 0 and 4 g of N g-1 h-1 seven days after the inoculation. The results suggest 
that the selected bacteria have high biotechnological potential to promote sugarcane 
growth at different stages of development, depending on the inoculation approach. 
 
Keywords: Phyllosphere; Nitrogen fixing bacteria; Biofertilizer; Grasses 
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1 INTRODUÇÃO GERAL  

 
Com o crescimento da população mundial, espera-se uma maior demanda por 

alimentos e bioenergia que deverá ser compensada pelo aumento da produção e 

produtividade agrícola. Atualmente, o Brasil já ocupa um importante papel mundial 

na produção e comércio de “commodities agrícolas”, que se expande a cada ano 

pela adoção de novas tecnologias e aumento no consumo de insumos químicos. 

Dentre as principais culturas agrícolas brasileiras, a cana-de-açúcar (Saccharum spp 

L) é uma das mais importantes, posicionando o Brasil atualmente como o seu maior 

produtor mundial. De acordo com o levantamento do Instituto Brasileiro de Geografia 

e Estatística (IBGE, 2014) a produção estimada para a safra de 2014 é de 

aproximadamente 737 milhões de toneladas. Segundo o levantamento da 

Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB 2014), a área cultivada com cana-

de-açúcar, que será colhida e destinada à atividade sucroalcooleira na safra 

2014/15, será de aproximadamente 9.130,1 mil hectares, sendo a produção de 

açúcar estimada em 39,46 milhões de toneladas, 4,17% maior que a produção da 

safra anterior, enquanto que a produção de etanol está estimada em 28,37 bilhões 

de litros. Para que fossem obtidos os níveis de produção atuais, estima-se que no 

ano de 2013, foram usadas 31 milhões toneladas de fertilizantes, e destes, 21,6 

milhões toneladas foram importadas (ASSOCIAÇÃO NACIONAL PARA A DIFUSÃO 

DE ADUBOS E CORRETIVOS – ANDA, 2014) 

Considerando apenas os fertilizantes nitrogenados, a demanda aumentou 25% 

em relação à safra de 2012. Atualmente, 70% dos fertilizantes nitrogenados são 

importados de outros países, principalmente da Rússia e China, o que acarreta na 

oneração da balança comercial e elevação dos custos de produção. Ainda de acordo 

com a ANDA (2014), a importação de fertilizantes deve aumentar em 15% no ano de 

2014.  

A aplicação de N em cana-de-açúcar cultivada no Brasil é relativamente baixa 

quando comparada aos níveis usados em outros países produtores de cana, 

chegando a representar apenas 1/3 do N aplicado. Apesar disso, ainda existem 

incertezas na recomendação de adubação nitrogenada devido à falta de métodos 

para o diagnóstico da disponibilidade de N com base em análises de solo no Brasil 

(RAIJ et al., 1996), o que pode levar a estimativas errôneas de recomendação de N.  
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 O uso excessivo e indiscriminado de fertilizantes nitrogenados pode trazer 

inúmeros prejuízos ao meio ambiente, contaminando águas subterrâneas ou mesmo 

gerando gases de efeito estufa, como o oxido nitroso (N2O) em condições redutoras.  

  O nitrogênio é um nutriente absorvido em grandes quantidades pela cana-de-

açúcar. A maior parte do N absorvido pela planta é proveniente do solo, devido ao 

seu ciclo longo e sistema radicular abundante. As doses de fertilizante nitrogenado 

aplicadas nas áreas de cana‑de‑açúcar no Brasil são, em média, de 40 kg ha-1 de N 

na cana-planta e 80 kg ha-1 de N nas soqueiras (NUNES JUNIOR et al., 2005), 

porém, estudos apontam um baixo aproveitamento do N aplicado via fertilizante 

(BALASUBRAMANIAN et al., 2004), chegando ao máximo de 40% de 

aproveitamento na cana-planta e 70% na soqueira (FRANCO et al., 2011). Dessa 

maneira, é possível que a cana obtenha grande parte do N necessário para seu 

desenvolvimento de outras fontes que não sejam os fertilizantes sintéticos. 

 Uma alternativa sustentável e pouco explorada ao uso de fertilizantes 

nitrogenados sintéticos é a utilização de biofertilizantes contendo culturas puras ou 

misturadas de bactérias diazotróficas. Entretanto, diferentemente da utilização bem 

sucedida de bactérias do gênero Rhizobium no processo de fixação biológica de 

nitrogênio (FBN) em associação com espécies da família das Fabaceas, a 

inoculação de bactérias diazotróficas endofíticas ou de vida livre em gramíneas 

ainda não atingiu o mesmo nível de eficiência no fornecimento de N. Uma das 

limitações do uso de diazotróficos endofíticos como inoculantes, além da baixa 

eficiência de algumas bactérias, é a necessidade de uma grande especificidade na 

interação bactéria/planta, impedindo a ativação de mecanismos de defesa vegetal e 

permitindo a colonização dos tecidos vegetais internos. Assim sendo, é possível que 

micro-organismos diazotróficos epifíticos possam apresentar maior vantagem 

adaptativa devido à menor especificidade em sua relação com a planta, de forma 

que o processo de FBN seja mais eficiente, principalmente em gramíneas como a 

cana-de-açúcar, que não apresentam simbiose com as bactérias fixadoras de N 

como no caso das leguminosas. Além disso, a otimização das formas de aplicação 

de inoculantes e maximização da sobrevivência dos inóculos ainda são objetos de 

estudos. 

 Dessa maneira, a busca por micro-organismos mais eficientes e a possibilidade 

de prospecção de isolados microbianos levou ao interesse da exploração do 

isolamento e reinoculação de micro-organismos alvos em ensaios experimentais de 
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seleção de estirpes (OLIVARES, 2009). Em ecossistemas naturais, como por 

exemplo, a Mata Atlântica, a exuberância da floresta é mantida principalmente pelo 

processo de fixação biológica de N realizado pelos micro-organismos diazotróficos 

de vida livre ou simbióticos, que também são responsáveis por grande parte da 

ciclagem dos nutrientes no solo. Segundo dados reportados por Gomez (2012), 

foram observados baixos valores de δ15N (<2,0‰) em folhas de Merostachys neesii 

da Mata Atlântica, o que sugere o que grande parte do aporte do N nas folhas dessa 

espécie vegetal é via FBN. 

O Brasil é um dos países com a maior diversidade de espécies de plantas e 

animais do planeta e possui uma das mais importantes florestas tropicais do mundo, 

sendo natural que essa riqueza seja explorada para a obtenção de bioprodutos e 

processos microbianos que possam ser usados para aumentar a sustentabilidade 

dos sistemas agrícolas atuais e garantir o aumento da produção e produtividade no 

futuro. 

Este trabalho teve como objetivo a busca por novas bactérias diazotróficas da 

filosfera de Bambu (Merostachys neesii), para que possam ser usadas como 

biofertilizante na agricultura brasileira.  

  

1.1 Hipótese 

 

Bactérias diazotróficas isoladas da filosfera de gramíneas em florestas naturais 

possuem elevado potencial de fixação biológica de nitrogênio e podem interagir com 

a cana-de-açúcar, promovendo seu crescimento.  

 

1.2 Objetivos 

 

  Isolar, caracterizar e identificar bactérias diazotróficas que colonizam folhas e 

liteira de bambu (Merostachys neesii) com elevado potencial para fixar 

nitrogênio, por meio de plaqueamento em meios de cultura específicos isento de 

N;  

  Avaliar o potencial das bactérias isoladas na produção de AIA, sideróforos, 

quitinase, ACC desaminase e solubilização de fosfato, por meio de análises 

bioquímicas in vitro; 
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  Avaliar a eficiência agronômica de biofertilizantes produzidos com as bactérias 

diazotróficas epifíticas isoladas e diferentes modos de aplicação, em 

comparação com fertilizantes nitrogenados solúveis, e avaliar a dinâmica da 

população bacteriana inoculada ao longo do tempo. 

1.3 Revisão Bibliográfica 

 
1.3.1 Fixação Biológica de Nitrogênio  

 

A Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN) é um dos processos naturais mais 

importantes do planeta, assim como a fotossíntese. A maior parte do nitrogênio 

fixado no ambiente terrestre é originada da FBN. Esse processo é intermediado por 

micro-organismos que reduzem o nitrogênio atmosférico (N2) a amônia (NH3), por 

meio do complexo enzimático nitrogenase, segundo a reação: 

 N2 + 8H+ + 8e− + 16ATP Nitrogenase→         2NH3 + H2 + 16ADP + 16Pi 
 
As bactérias que realizam esse processo são chamadas de diazotróficas, e são 

as principais fontes naturais de N dos solos agrícolas. Os micro-organismos 

diazotróficos são capazes de crescer em ambientes isento de nitrogênio combinado 

(DIXON; KAHN, 2004), utilizando como fonte de nitrogênio a forma gasosa (N2), a 

qual é reduzida a amônia e assimilada na forma de aminoácidos pelas plantas.  

Algumas bactérias diazotróficas podem formar simbiose com as plantas 

hospedeiras, resultando na formação de nódulos nas raízes, ou podem sobreviver 

livremente no solo e colonizar a rizosfera, ou o interior e superfície das plantas 

(EVANS; BURRIS, 1992). Dentre os micro-organismos diazotróficos, os de vida livre 

são os mais abundantes e foram os primeiros a serem reconhecidos. No Brasil, 

trabalhos pioneiros realizados pela Dra. Johanna Döbereiner, resultaram no 

isolamento das espécies Beijerinkia fluminensis e Beijerinkia indica da rizosfera de 

cana-de-açúcar cultivadas em solos tropicais (DÖBEREINER; RUSCHEL, 1958; 

BURRIS, 1975). 

 O processo químico de redução do nitrogênio atmosférico requer elevado gasto 

de energia, além de utilizar altas pressões e temperaturas para o rompimento da 

ligação tripla covalente entre os dois átomos de N. Industrialmente, a redução do 

nitrogênio à amônia consome energia derivada de fontes não renováveis, como o 
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petróleo (SPRENT; SPRENT, 1990), processo este conhecido como Haber-Bosch 

(MARIN et al., 2010). Nos diazotróficos, a capacidade de fixar nitrogênio, seja em 

associação ou não com as plantas, está ligada à presença e atividade do complexo 

enzimático conhecido como nitrogenase, que tem como centro funcional a 

combinação das proteínas codificadas pelos genes nifDKH. O complexo nitrogenase 

é capaz de promover a mesma reação de rompimento da tripla ligação dos átomos 

de N à temperatura ambiente e pressão normal, utilizando energia proveniente de 

processos foto ou quimiossintéticos ou obtida a partir do metabolismo de 

carboidratos (fermentação ou respiração) na forma de ATP (ZEHR et al., 2003).  

 A regulação da nitrogenase e sua estrutura são determinadas por um conjunto 

de genes, chamados de genes nif (“nitrogen fixation”) identificados primeiramente 

em Klebsiella pneumoniae (STREICHER et al., 1972; DIXON; POSTGATE, 1972; 

CANNON et al., 1976). 

 O complexo nitrogenase é composto de duas proteínas: uma Fe-proteína e 

uma MoFe-proteína. A primeira é codificada pelo gene nifH, e a subunidade α e β da 

MoFe-proteÍna são codificadas pelos genes nifDK (TEIXEIRA, 1997). As Fe-

proteínas são dímeros de subunidades idênticas com peso molecular variando entre 

57 a 72 kDa, sendo que todas contém um agrupamento 4Fe-4S (responsáveis pelo 

caráter redutor da Fe-proteína), por dímero. As duas subunidades da Fe-proteína 

são relacionadas entre si por um eixo de simetria bilateral que atravessa o 

agrupamento 4Fe-4S. Já a MoFe-proteína é um tetrâmero com peso molecular 

médio de 220 kDa. Além das proteínas estruturais, o complexo da nitrogenase 

requer a presença de centros metálicos, os agrupamentos 4Fe-4S, os agrupamentos 

P e o cofator de Fe e Mo (FeMoCo) que participam da transferência de elétrons e da 

arquitetura do sítio ativo da MoFe-proteína, respectivamente.  

 Durante a redução do N2, uma terceira molécula transportadora de elétrons é 

utilizada, a ferridoxina. Ela transfere um elétron para a unidade Fe-proteína da 

nitrogenase, que será reduzida e doa o elétron recebido para a MoFe-proteína. Após 

acumular oito elétrons, ela então fará a redução do N atmosférico à amônia. A 

amônia (NH3
+) em contato com o substrato aquoso do citoplasma das bactérias é 

convertida rapidamente a amônio (NH4
+). O amônio por sua vez inibe a fixação do N, 

tendo que ser transportado para fora da célula bacteriana. Como o amônio também 

é prejudicial para as células vegetais, ele é rapidamente assimilado sob a forma de 
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glutamina, por meio da enzima glutamina sintetase, a qual será utilizada pelas 

plantas para síntese de aminoácidos (CARDOSO et al., 1992). 

 A enzima nitrogenase é extremamente versátil, pois, além de reduzir o N2 a 

amônia, também é capaz de reduzir outros substratos, como o acetileno (C2H2) para 

etileno (C2H4). A atividade de redução do acetileno (ARA) é uma técnica de grande 

importância nos estudos dos micro-organismos diazotróficos. A técnica utiliza 

cromatografia gasosa para medir o etileno,  por ser bastante sensível, rápida, de 

baixo custo e de fácil condução. Ela tem sido utilizada em estudos qualitativos para 

detectar a presença da enzima e, consequentemente, identificar micro-organismos 

diazotróficos no ambiente (DILWORTH, 1966; HARDY et al., 1968; BURRIS, 1972; 

MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).  

 Ueda e colaboradores (1995) destacam que o gene nifH é um dos genes mais 

antigos e funcionais existentes na história da evolução genética de micro-

organismos diazotróficos. Esse gene evoluiu de forma semelhante ao gene rRNA 

16S, podendo ser usado também como marcador molecular (YOUNG, 1992). 

Analisando a diversidade de bactérias diazotróficas em diferentes localidades do Rio 

Grande do Sul com base nas sequências do gene nifH, Roesh e colaboradores 

(2007) detectaram grande diversidade de espécies não descritas, além de espécies 

já conhecidas, como Bradyrhizobium e Sinorhizobium. Bactérias pertencentes aos 

gêneros Enterobacter e Serratia foram isoladas do rizoplano de Lupinus albescens e 

caracterizadas também quanto a presença do gene nifH, confirmando seu caráter 

diazotrófico.  

 Diversos fatores podem regular o potencial de fixação de nitrogênio dos micro-

organismos diazotróficos e o mesmo pode ocorrer em três níveis: ao nível de 

transcrição, pós-tradução e compartimentalização. O mecanismo de regulação ao 

nível de transcrição é dependente do produto do gene nifA. O gene nifA codifica 

para uma proteína capaz de identificar regiões promotoras a 5’ de outros genes nif 

permitindo então a ação da RNA polimerase acoplada a um fator sigma alternativo, o 

qual tem sido encontrado na literatura com diferentes nomenclaturas tal como σN, 

σ54, RpoN ou NtrA (BUCHANAN-WOLLASTON et al., 1981; TAYLOR et al., 1996; 

TEIXEIRA, 1997b). A regulação da FBN em Acetobacter diazotrophicus foi verificada 

por meio de estudos de inibição da atividade dessa enzima em presença de diversas 

fontes de nitrogênio (STEPHAN et al., 1991). 
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 Como exemplo da regulação pós-traducional, pode-se citar a sensibilidade da 

enzima nitrogenase a níveis de oxigênio e amônio. A enzima nitrogenase é 

altamente sensível a elevados níveis de oxigênio, fazendo com que os micro-

organismos criem mecanismos de defesa contra o mesmo. Em leguminosas, por 

exemplo, além do córtex do nódulo ser uma barreira contra a entrada de oxigênio, as 

leghemoglobinas atuam sequestrando o oxigênio presente no meio, diminuindo 

ainda mais suas concentrações (DIXON, 2000). No caso das bactérias diazotróficas 

de vida livre, a presença de amônia é mais determinante na expressão da 

nitrogenase do que em bactérias simbióticas (HALBLEIB; LUDDEN, 2000). Dessa 

forma, a regulação da expressão dos genes nif em altas concentrações de oxigênio 

e amônia (inibitórias da atividade da nitrogenase) é essencial para a eficiência desse 

processo de fixação de N. Em espécies do gênero Azospirillum ou Azotobacter a 

adição de pequenas quantidades de nitrogênio gera uma redução drástica na 

atividade da nitrogenase, já em outros gêneros o mesmo não foi observado 

(RUDNICK et al., 1997).  

 

1.3.2 Micro-organismos diazotróficos 

 

 O levantamento de bactérias diazotróficas tem mostrado a ocorrência de uma 

grande diversidade desses micro-organismos associados a diversas espécies 

vegetais, além do solo e dos sistemas aquáticos.  

 A FBN dentro dos nódulos de plantas vasculares é realizada por dois grupos de 

bactérias simbióticas, os rizóbios que pertencem à classe Alphaproteobacteria 

(ordem Rhizobiales, gêneros Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, 

Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium) (YOUNG, 1996), ou as Franquias que 

se associam com uma ampla variedade de espécies de oito famílias de plantas 

(HUSS-DANELL, 1997; VESSEY et al., 2004). Esse grupo de bactérias é 

provavelmente responsável pela maior parte de fluxo de nitrogênio fixado 

biologicamente (KAHINDI et al., 1997).  

 Outro importante grupo de bactérias diazotróficas são as cianobactérias, que 

são micro-organismos fototróficos aeróbicos encontrados em associação com 

inúmeras espécies de plantas, fungos e algas (MEEKS; ELHAI, 2002). Já bactérias 

diazotróficas de vida livre podem colonizar tanto a rizosfera, filosfera ou mesmo o 

interior das plantas sem a formação de estrutura diferenciada, utilizando o N fixado 
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para o próprio consumo além de disponibilizar grande parte ao meio ambiente 

(ELMERICH; NEWTON, 2007; DÖBEREINER, 1992; BALDANI; BALDANI 2005). 

Essa grande diversidade de bactérias diazotróficas garante não só a resiliência 

do processo que realizam em diferentes ecossistemas, como também a ocorrência 

deste processo nos mais diferentes habitats (MOREIRA, SIQUEIRA, 2006). Dessa 

forma, espécies diazotróficas já foram isoladas das mais diferentes plantas como 

gramíneas forrageiras (MAGALHÃES; DÖBEREINER, 1984; DÖBEREINER, 1992; 

BALDANI et al., 1997; FERNANDES et al., 2001; SALA et al., 2005), batata doce 

(REIS et al., 2000), palmeiras (PERIN et al., 2006), cana-de-açúcar (REIS et al., 

2000), entre outas. 

Historicamente, vários diazotróficos de vida livre têm sido amplamente 

utilizados como organismos modelos para estudos da interação planta-bactéria. 

Clostridium pasteurianum, Azotobacter vinelandii e Azotobacter chroococcum foram 

utilizados para o isolamento e caracterização do complexo enzimático nitrogenase 

(DÖBEREINER et al., 1995). As espécies Klebsiella pneumoniae, A. vinelandii, A. 

chroococcum e Anabaena até hoje são utilizadas como organismos modelo para os 

estudos de genética e bioquímica da FBN (HASELKORN et al., 1985).  

Os primeiros diazotróficos de vida livre identificados, Beijerinkia fluminensis e 

Beijerinkia indica, foram isolados da superfície da cana-de-açúcar (DÖBEREINER, 

RUSCHEL, 1958). Já entre os diazotróficos associativos, destacam-se os 

Azospirillum spp. por sua ampla distribuição geográfica e capacidade de colonizar 

plantas em diversos habitats (BALDANI et al., 1997). As bactérias diazotróficas de 

vida livre (Azotobacter chroococcum, Beijerinckia fluminensis, Azotobacter paspali, 

Derxia spp., Paenibacillus azotofixans) colonizam todos os tipos de solo, rizosfera, 

filosfera, ambientes aquáticos e o trato intestinal de animais (KASS et al., 1971; 

DÖBEREINER; RUSCHEL, 1958; DÖBEREINER et al., 1972; ROSADO et al., 

1998). 

Um dos habitats de vários grupos de micro-organismos diazotróficos de vida 

livre que tem despertado interesse para muitas pesquisas é a superfície das plantas,  

ou filosfera. Alguns trabalhos relatam a existência de bactérias diazotróficas na 

filosfera, com elevada capacidade de fixar N atmosférico (DÖBEREINER, 1992; 

BALDANI et al., 1997; SALA et al., 2005; FÜRNKRANZ, et al., 2008). A filosfera 

mesmo sendo um ambiente extremo e com certa limitação nutricional pode abrigar 
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uma grande quantidade e diversidade de bactérias (LINDOW; BRANDL, 2003; 

LAMBAIS et al., 2006).  

Os fatores que determinam a diversidade e densidade dos micro-organismos 

na filosfera, e os processos que os selecionam tem sido estudados nos últimos 

anos. Ao comparar a comunidade bacteriana de diferentes plantas da Mata 

Atlântica, por meio de técnicas moleculares, foi constatado que a filosfera de cada 

uma delas pode abrigar uma comunidade bacteriana única, variando entre 95 e 671 

espécies de bactérias por comunidade (LAMBAIS et al., 2006). Levantamento da 

diversidade de bactérias na filosfera de Euterpe edulis e Guapira opposita na 

restinga da Mata Atlântica, por meio do sequenciamento em larga escala do gene 

rRNA 16S indicou a presença predominante de bactérias dos gêneros Rhodophila, 

Beijerinckia, Methylobacterium, Sphingomonas e Methylovirgula, Pseudomonas, 

Derxia e Burkholderia (BERDUGO, 2012). Em floresta de Montana da Mata Atlântica 

uma grande diversidade de potenciais bacterias diazotróficas foi detectada na 

filosfera de Merostachys neesii (bambu) (GOMEZ, 2012), a qual mostrou alta 

atividade de fixação biológica de N2. Lambais e colaboradores (2014) recentemente 

ampliaram ainda mais as estimativas da diversidade da comunidade microbiana 

associadas a espécies vegetais na Mata Atlântica. Usando a combinação das 

técnicas de PCR-DGGE e sequenciamento de clones de bibliotecas do gene rRNA 

16S e considerando a presença de 20.000 espécies de plantas vasculares na Mata 

Atlântica (MYERS et al., 2000), os autores estimaram um número de espécies de 

bactérias associadas à filosfera, cascas e raízes variando entre 72 e 1.400 milhões 

de espécies microbianas. 

Na tentativa de se estimar a diversidade de espécies bacterianas no solo da 

Mata Atlântica, Bruce e colaboradores (2010) mostraram que este ambiente pode 

abrigar entre 263 a 446 espécies bacterianas por grama de solo. Além disso, 

estudos apontam que o tipo de vegetação, composição química e propriedades 

físicas dos diferentes solos encontrados na Mata Atlântica influenciam na estrutura 

da comunidade microbiana (SANTOS et al., 2014). Dessa forma, é possível que 

exista uma grande quantidade de bactérias com potencial biotecnológico nesse 

ambiente, e muito provavelmente os mesmos estejam envolvidos nos ciclos 

biogeoquímicos de vários nutrientes, inclusive do N. 

Apesar dessa grande diversidade de bactérias na filosfera, observada nos 

trabalhos citados, a maioria dos estudos caracteriza a comunidade microbiana por 
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meio de técnicas moleculares independente de cultivo. São escassos os 

levantamentos realizados sobre as comunidades microbianas diazotróficas na 

filosfera de espécies da Mata Atlântica caracterizadas por meio de técnicas de 

isolamento e cultivo em meio de cultura especifico. Em um desses trabalhos, 

Andreote (2013) isolou da filosfera de Guapira opposita, Euterpe edulis e M neesii da 

Mata Atlântica grande quantidade de cianobactérias a qual foram também 

caracterizadas com relação à presença do gene nifH.  

Como visto, são poucos os estudos focados no isolamento de bactérias 

diazotróficas da filosfera e, além disso, com a finalidade de desenvolver inoculantes 

com potencial para utilização na agricultura ainda não foram relatados. 

 

1.3.3 Contribuição dos micro-organismos para os ecossistemas  

 

Estima-se que a taxa de FBN por processos naturais nos ecossistemas 

terrestres seja de 128 Tg N ano-1. Essa atividade é suficiente para suprir 15% das 

necessidades de nitrogênio de todos os tipos de biomas (GALLOWAY et al., 2004), 

conferindo uma enorme importância na manutenção da vida na terra. Furnkranz e 

colaboradores (2008), por meio do sequenciamento dos genes  rRNA 16S e nifH, 

encontraram uma grande diversidade de bactérias fixadoras de nitrogênio, 

principalmente cianobactérias, colonizando a filosfera de plantas superiores em uma 

floresta tropical na Costa Rica. Neste estudo foi verificada que a contribuição da 

FBN no aporte de N nesse ecossistema varia em função das condições ambientais e 

da planta hospedeira avaliada. 

 A dinâmica do N em solos das florestas difere da dinâmica em solos agrícolas, 

e consequentemente, a contribuição da FBN nesses diferentes ecossistemas 

também será diferenciada. Florestas tropicais úmidas apresentam elevadas taxas de 

mineralização de matéria orgânica, devido à alta atividade de micro-organismos, a 

maioria deles aeróbios (SPACCINI et al., 2002). No entanto, a disponibilidade de N 

nos solos das florestas é controlada por fatores químicos, físicos e biológicos 

(CANTARELLA, 2007). Além disso, elevadas taxas de lixiviação de N também 

podem ser observadas em solos das florestas tropicais (MARTINELLI et al., 1999). 

Porém, em sistemas naturais em equilíbrio, como no caso das florestas tropicais, as 

modificações da dinâmica do N não são perceptíveis, devido ao equilíbrio dinâmico 

entre adições e perdas existentes. 
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Em florestas tropicais na Costa Rica, Freiberg (1998) observou as taxas de 

FBN na filosfera variando de 2 a 5 kg N ha-1 ano-1, com papel importante na ciclagem 

de N. Estudos envolvendo a entrada de N via FBN por micro-organismos de vida 

livre em florestas tropicais de Porto Rico sugerem que a taxa anual de fixação de N 

seria em torno de 3 e 12 kg de N ha-1 em floresta em altitude baixa, e entre 1 e 8 kg 

de N ha-1 em floresta de altitude elevada, indicando um importante papel dos 

diazotróficos de vida livre no aporte de N nestas florestas (CUSACK et al., 2009). 

 Em um recente estudo, Sullivan e colaboradores (2014) destacaram a grande 

dificuldade de se estimar a verdadeira contribuição da FBN em florestas tropicais, 

mesmo porque os resultados apresentados até então são baseados em dados 

empíricos. Sendo assim, os autores estimaram que as taxas globais de FBN em 

florestas são na verdade cinco vezes menores do que as taxas anteriormente 

publicadas, pois estariam em torno de 1,2 kg N h-1 ano-1 em florestas primárias e 

entre 6,2 e 14,4 kg N ha−1ano−1 em florestas secundárias. Anteriormente, Reed e 

colaboradores (2011) tinham estimado as taxas de FBN 10 vezes maiores, 

chegando a 11,7 kg N ha−1ano−1. Apesar da grande divergência sobre a real taxa de 

FBN em florestas, em ambos fica claro que os diazotróficos de vida livre 

apresentaram maiores taxas de FBN do que os simbióticos (SULLIVAN et al., 2014).  

Na Mata Atlântica foi observado que seus solos e águas possuem uma 

quantidade de N extremamente baixa (JOLY; MARTINELLI, 2008). Até então não se 

tinha informação de como uma floresta tão pobre em N poderia apresentar tamanha 

exuberância e diversidade biológica. Por meio da técnica de redução de acetileno 

(ARA) Gomez (2012) observou que parte do nitrogênio da Mata Atlântica era 

derivada do processo de FBN, tanto no solo próximo as raízes (rizosfera), quanto em 

cascas, folhas e liteira de Euterpe edulis (Palmito juçara) Guapira opposita (Louro-

branco) e Merostachys neesii (Bambu), a qual poderia contribuir com 

aproximadamente 30 kg N fixado ha-1 ano-1, principalmente nas folhas e liteira de M. 

neesii.  

  Em solos agrícolas, a contribuição da FBN por diazotróficos de vida livre não é 

tão significativa quanto a contribuição dos simbiontes. Entretanto, se for considerada 

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

importante, em termos globais (MOREIRA et al., 2010). Tanto para a cultura da 

cana-de-açúcar como para milho, trigo, arroz, sorgo e plantas forrageiras, a 
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contribuição da FBN por micro-organismos de vida livre já foi relatada e as mesmas 

podem contribuir de forma significativa para o desenvolvimento das plantas. 

 Algumas bactérias diazotróficas encontradas na filosfera são conhecidas como 

bactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPB-plant growth promoting 

bactéria) (KLOEPPER; SCHROTH; 1992), e podem favorecer o crescimento das 

plantas por meio de diversos mecanismos de ação além da FBN (MELO, 1995). Um 

dos mecanismos de ação direta das bactérias promotoras de crescimento de plantas 

é a capacidade de sintetizar fitohormônios e seus análogos, tais como auxinas, 

giberelinas e citocininas (MELO, 1998).  

 Além da produção de fitormônios, os micro-organismos também podem 

promover o crescimento vegetal através da solubilização de nutrientes pouco 

disponíveis para as plantas, como o fósforo (P), por exemplo. O P é um dos 

nutrientes mais limitantes ao crescimento das plantas terrestres, ficando atrás 

apenas do N. Apesar dos solos possuírem grandes reservas desse elemento, 

apenas uma pequena quantidade se encontra disponível às plantas. Bactérias 

solubilizadoras de fosfato facilitam a conversão das formas inorgânicas de P pouco 

solúveis e do P da matéria orgânica do solo tornando-as disponíveis para absorção 

radicular, por meio de mecanismos como a secreção de ácidos orgânicos e 

fosfatases. O uso de micro-organismos solubilizadores de fosfato tem sido sugerido 

como uma alternativa para substituir ou diminuir o uso de fertilizantes fosfatados 

solúveis, reduzindo as perdas de P pelo processo de fixação no solo e mantendo de 

forma mais eficiente, sua disponibilidade para o crescimento de plantas (VESSEY, 

2003).  

 O etileno é uma molécula que regula o crescimento vegetal estando em baixas 

concentrações, porém sua produção pode ser aumentada em condições de 

estresse. A enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) encontrada em muitos 

micro-organismos promotores de crescimento pode promover uma proteção 

significativa das plantas contra níveis elevados de etileno (GLICK, 2012). Essa 

enzima pode decompor a molécula de ACC, que é percursos da síntese do etileno, 

modulando assim os níveis de etileno nas plantas. Pesquisas conduzidas por 

Shaharoona e colaboradores (2006) sugerem uma correlação positiva entre a 

produção de ACC pelas bactérias promotoras de crescimento e o alongamento das 

raízes, indicando a caracterização do ACC como importante mecanismo para 

seleção de bactérias para produção de biofertilizantes. 
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 Outro mecanismo indireto de promoção do crescimento de plantas, realizados 

pelos micro-organismos, é a produção de compostos antimicrobianos. A produção 

de quitinases, considerada uma proteína relacionada à patogênese (PR), por 

bactérias, é um exemplo deste mecanismo. As quitinases possuem atividade 

antifúngica, devido fundamentalmente à sua ação sobre as paredes celulares de 

alguns fungos (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999; STINTZI et al., 1993). 

  

1.3.4 Potencial do uso de diazotróficos na agricultura 

 

 Em associação com leguminosas, a FBN sempre despertou grande interesse 

dos pesquisadores devido a sua grande eficiência e importância para agricultura. 

Porém, com o passar dos anos, outras relações entre diazotróficos e espécies 

vegetais foram ganhando destaque no meio científico. Estudos sobre associação de 

bactérias diazotróficas com gramíneas e cereais se iniciaram na década de 1960. 

Nestas plantas, não ocorre a formação de nódulos, mas sim a colonização da 

superfície e/ou interior das raízes e folhas por bactérias do solo que fixam nitrogênio 

do ar e disponibilizam às plantas. A seleção de bactérias de vida livre ou endofíticas 

para elaboração de inoculantes ainda não apresentou resultados tão satisfatórios 

quanto à seleção de micro-organismos que realizam simbiose em leguminosas.  

 Os estudos sobre quantificação da FBN associada à cana-de-açúcar, milho e 

outras gramíneas começaram no início dos anos 70, aplicando-se técnicas de 

redução de acetileno (medida da atividade da enzima nitrogenase) em raízes de 

cana-de-açúcar (DÖBEREINER et al., 1972), uso de 15N (RUSCHEL et al., 1975), 

diluição isotópica de 15N (FREITAS et al., 1984; URQUIAGA et al., 1992), balanço de 

N total (BODDEY; URQUIAGA,1992) e abundância natural de 15N (YONEYAMA et 

al., 1997; RESENDE, 2000; BODDEY et al., 2001).  

 Um dos pioneiros e relevantes trabalhos sobre a contribuição da FBN para 

gramíneas foi realizado por Urquiaga e colaboradores (1992) em que os autores 

descobriram por meio de técnicas isotópicas de 15N que algumas variedades de 

cana-de-açúcar poderiam obter cerca de 60% do N necessário para seu 

desenvolvimento por meio da associação com bactérias endofíticas.  

 A FBN em cana-de-açúcar sempre despertou grande interesse entre os 

pesquisadores, sobretudo depois da descoberta de inúmeras bactérias diazotróficas 

(Azospirillum lipoferum, A. brasilense, A. halopraeferans, A. irakense, Herbaspirillum 
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seropedicae, H. rubrosubalbicans e Gluconacetobacter diazotrophicus) (BODDEY et 

al., 1995; CAVALCANTE; DÖBEREINER, 1988; DÖBEREINER; PEDROSA, 1987; 

GILLIS et al., 1989; REINHOLD et al., 1987; OLIVARES et al.,1996) colonizando 

tanto o interior das plantas quando a filosfera e rizosfera da cana-de-açúcar. 

 Utilizando a técnica de diluição isotópica de 15N, Boddey e colaboradores 

(2001) verificaram que de 25 a 60% do N assimilado pela planta de cana era 

proveniente da FBN. Por meio da mesma técnica, Polidoro e colaboradores (2002) 

mostraram uma contribuição da FBN no total de N assimilado pela cana-de-açúcar 

variando entre zero a 70%.  

 A inoculação pode ser realizada com uma bactéria ou consórcios bacteriano.  

Oliveira e colaboradores em 2002 demonstraram a inoculação de consórcios 

bacterianos, porém, os autores mostraram não haver aumento maior que 30% na 

concentração de N, sugerindo que novos estudos deveriam ser realizados para que 

se pudesse melhor explorar o potencial das bactérias diazotróficas para culturas 

agrícolas (OLIVEIRA et al., 2002). Uma das possíveis causas dessa baixa eficiência 

foi reportada em estudos utilizando a técnica de hibridização fluorescente in vitro 

(FISH), em que foi observada a ocorrência de grupos específicos de bactérias 

diazotróficas colonizando a cana-de-açúcar, ocorrendo dessa forma uma competição 

entre as bactérias nativas e as inoculadas, levando a uma menor eficiência do 

processo de FBN (OLIVEIRA et al., 2009).  

Possivelmente, a principal causa da baixa eficiência da FBN por micro-

organismos endofíticos em gramíneas esteja relacionada com a baixa persistência 

de determinados grupos de micro-organismos no interior da planta. Lambais (2001) 

relatou que a presença das bactérias diazotróficas endofíticas Gluconacetobacter 

diazotrophicus ou Herbaspirillum rubrisubalbicans em cana-de-açúcar induziu a 

expressão de genes relacionados ao sistema de defesa vegetal. Essa indução pode 

ser observada por meio da super-expressão de genes que codificam proteínas 

relacionadas à defesa como quitinases, β-1,3-glucanases, fenilalanina amônia 

liases (PAL), chalcona sintases, chalcona isomerases, isoflavona redutases, 

glicoproteínas, peroxidases, catalases, superóxido dismutases, fatores de 

transcrição similares a WRKY e proteínas envolvidas no controle da morte celular 

programada. 

Mesmo com os inúmeros avanços nos estudos genéticos, pouco ou nenhum 

sucesso foi obtido na indução de uma interação mais específica entre bactérias 
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diazotróficas com gramíneas (SAIKIA; JAIN, 2007). Sabe-se que, dependendo da 

interação planta-micro-organismo, os micro-organismos podem ser reconhecidos 

como intrusos não-benéficos nos tecidos vegetais (host non-self recognition) e 

serem eliminados pelo sistema de defesa vegetal (KOGEL, 2006). Por outro lado, 

alguns micro-organismos podem ter outros tipos de interação com as plantas e 

usarem mecanismos diversos para neutralizar o sistema de defesa vegetal. Desse 

modo, é possível que micro-organismos diazotróficos epifíticos possam apresentar 

maior vantagem adaptativa em relação aos endofíticos, e interagir 

mutualisticamente com a planta, de forma que o processo de FBN seja mais 

eficiente. Da mesma maneira, alguns micro-organismos epifíticos podem ter maior 

capacidade de sobrevivência e propagação, em relação aos endofíticos, já que se 

estabelecem na superfície das plantas e podem não ser reconhecidos de imediato 

pelo sistema de defesa vegetal (JAMES et al., 2002).  

Como visto, os resultados de pesquisas focadas na inoculação de diazotróficos 

em gramíneas são muito controversos, principalmente com relação às condições de 

campo. Assim, o aumento da eficiência da FBN em gramíneas é um desafio, e a 

interação planta-bactéria deve ser mais bem explorada (OLIVEIRA et al., 2003).  

As pesquisas envolvendo a inoculação de bactérias diazotróficas de vida livre 

ou endofíticas não estão direcionadas apenas em cana-de-açúcar, mas também em 

outras gramíneas importantes para a agricultura e pecuária. Boddey e colaboradores 

(1993), avaliando a contribuição da FBN para Paspalum notatum cv. Batatais 

(grama-batatais) verificaram que a planta obteve aproximadamente 10% de seu N 

através da FBN. Em diferentes genótipos de Pennisetum purpureum, (capim-

elefante) Morais e colaboradores (2011), usando técnicas isotópicas, relataram que 

18 a 70% do N acumulado seria derivado da FBN. Em milho, trabalhos também 

foram desenvolvidos para verificar a existência de bactérias fixadoras de N. Os 

resultados mostram a existência de uma grande diversidade de bactérias 

diazotróficas endofíticas com alto potencial em fixar N2 e essa comunidade é 

fortemente influenciada pelas condições edafoclimáticas como temperatura e 

precipitação (ROESCH et al., 2007). 

Em sorgo (Sorghum bicolor), a inoculação de Azospirillum brasilense e 

Azotobacter chroococcum aumentaram a produção de grãos em 6,2% em relação a 

plantas que não receberam a inoculação (TILAK et al.,1981). Por meio da técnica de 

isótopos marcados com 15N, Stein e colaboradores (1997) mensuraram que o 
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acúmulo de N na parte aérea e raiz de sorgo devido a inoculação de Azoarcus sp. foi 

de 10,7% e 2% respectivamente, atribuídos somente a FBN.  

A inoculação de Azospirillum também foi testada em plantas de trigo, sendo que 

foi observado um aumento significativo de raízes devido possivelmente a produção 

de fitormônios, principalmente auxinas, produzidos pelas bactérias. Dessa forma, 

mesmo não observando um incremento em rendimento de grãos, foi verificado um 

melhor aproveitamento do fertilizante, principalmente nas fases iniciais da cultura, 

devido ao maior desenvolvimento radicular (DIDONET et al., 2000). 

Está claro que existe uma nítida contribuição da FBN para inúmeras culturas de 

interesse agrícola. Porém, mesmo com o grande esforço empregado neste tipo de 

pesquisa, algumas variedades de cana-de-açúcar não respondem de maneira 

produtiva a inoculação com bactérias diazotróficas e necessitam de doses altas de 

adubação com fertilizantes nitrogenados solúveis, aumentando assim o custo de 

produção da cultura. Normalmente, a eficiência dos inoculantes de bactérias 

diazotróficas endofíticas é dada principalmente pela promoção de crescimento 

vegetal e produção de fitormônios, do que propriamente pelo fornecimento de N 

atmosférico. Essa eficiência depende ainda de diversos fatores como genótipo da 

planta e variação do ambiente (CANUTO et al., 2003) que precisam ser estudados 

profundamente. 

 

1.3.5 Inoculantes microbianos para uso na agrícola 

  

 A biodiversidade brasileira é uma fonte inesgotável de biomoléculas que podem 

ser utilizadas biotecnologicamente. Segundo o Relatório Nacional para a Convenção 

sobre Diversidade Biológica (BRASIL, 1998), o Brasil é o país de maior diversidade 

biológica do planeta, entre outros 17 países que reúnem 70% das espécies de 

animais e vegetais até então catalogadas no mundo. Porém, apenas uma pequena 

parcela das espécies nativas brasileiras foi estudada até o momento.  

 A exploração dos recursos genéticos, conhecida como bioprospecção, é uma 

estratégia para a obtenção de produtos que podem ser utilizados na produção de 

fármacos, cosméticos, alimentos e principalmente na agricultura. Um dos principais 

exemplos da aplicação dos recursos naturais na agricultura no Brasil foi a produção 

de inoculante para soja que, segundo a Embrapa, proporciona uma economia de 
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mais de três bilhões de dólares anuais em fertilizantes nitrogenados (HUNGRIA, 

2011). 

 A exploração da FBN pode ser uma fonte não poluente de aplicação de N, 

contribuindo para o aumento da produção agrícola e redução do uso de fertilizantes 

sintéticos. A produção de inoculante no Brasil iniciou-se na década de 1950 

(FREIRE et al., 1968), utilizando-se a turfa como veículo para as bactérias, e este 

ainda é o mais utilizado pela indústria até os dias atuais, apesar de seu custo 

relativamente alto e oferta limitada. Considerando os benefícios econômicos que as 

bactérias diazotróficas podem trazer aos sistemas agrícolas, o uso de inoculantes é 

uma alternativa ao uso de fertilizantes nitrogenados em sistemas de produção 

sustentável (BUCHER et al., 2008).  

 Um produto de fácil elaboração, contendo bactérias benéficas que podem 

ainda reduzir os custos de produção, tem sido proposto há muitos anos, mas ainda 

não foi obtido (BASHAN, 1998; PANDEY; MAHESHWARI, 2007; DAZA et al., 2000).  

O manejo de bactérias diazotróficas simbióticas para leguminosas é um 

processo bem sucedido e aplicado em todo país. A inoculação da cultura da soja 

com bactérias pertencentes ao gênero Bradyrhizobium pode suprir totalmente a 

necessidade de N para o desenvolvimento da cultura. Já em gramíneas, esse 

processo não está muito bem esclarecido. A interação dos micro-organismos 

associativos com as plantas não tem a mesma fisiologia das simbioses entre 

rizóbios e leguminosas, o que pode acarretar em menor eficiência dos processos 

que realizam.  

Algumas empresas de pesquisa têm conduzido diversos trabalhos com a 

finalidade de desenvolver inoculantes para gramíneas com capacidade para 

estimular o aumento de produtividade e/ou de matéria seca e acúmulo de N pela 

planta. Contudo, a grande dificuldade encontrada neste tipo de pesquisa tem sido a 

baixa eficiência das bactérias, principalmente endofíticas, no fornecimento de N em 

condições de campo, possivelmente pelo fato das interações não serem totalmente 

compatíveis. Além disso, foi demonstrada também a baixa persistência dessas 

bactérias, as quais contribuem com a FBN apenas nas fases iniciais do 

desenvolvimento da planta (FRANCO et al., 2011).  

Existem alguns produtos no mercado que prometem uma eficiência 

relativamente alta no fornecimento de N para gramíneas via fixação biológica. O 

produto com nome comercial de Zea-Nit™, contem uma mistura de Azospirillum 
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brasilense e A. lipoferum. Segundo os fabricantes, com a aplicação desse produto, 

seria possível reduzir até 40% do nitrogênio necessário para a cultura do milho 

(OKON et al., 1994). No Brasil foi lançado em 2011 o primeiro inoculante na forma 

liquida para trigo e milho, contendo a bactéria Azospirillum, chamado Azototal, fruto 

de uma parceria feita pela Embrapa e a empresa Total Biotecnologia. Segundos os 

pesquisadores, esse inoculante proporciona a redução de até 50% da adubação 

nitrogenada nas culturas, além de promover o crescimento das plantas e possibilitar 

um melhor desenvolvimento de raiz. Apesar disso, testes realizados indicam não 

haver resposta significativa à inoculação (VOGT et al., 2013). Levantamentos 

realizados nos últimos 20 anos constataram que em 30 a 40% dos casos não 

ocorreram incrementos de produtividade em função da inoculação com Azospirillum 

brasilense (OKON; LABANDERA-GONZALES, 1994). No México, um inoculante 

denominado “Fertilizante para milho”, tem apresentado bons resultados, visto sua 

grande aplicação principalmente no ano de 1993 (PAREDES-CARDONA et al., 

1988; CABALLERO-MELLADO et al., 1992). Na Argentina, um produto denominado 

Graminante contendo como veículo pó de carbonato de cálcio e carbonato de 

magnésio e uma mistura de estirpes de Azospirillum têm sido usados para a cultura 

do milho, com aplicação do produto feita a seco. Os fabricantes informam que o 

produto pode aumentar a produtividade do milho em cerca de 20 % (OKON et al., 

1994), porém testes realizados indicam que a estirpe presente no inoculante, além 

de não especificada pelo fabricante, não são eficientes. 

Além do N fixado pelas bactérias diazotróficas, esses micro-organismos 

também podem trazer outros benefícios para as plantas. De acordo com McInroy e 

Kloepper (1995), isolados bacterianos provenientes da comunidade endofítica e 

epifítica, podem ser potenciais agentes de controle biológico e de promoção de 

crescimento de plantas, além de acelerar a degradação da palhada da cana-de-

açúcar. Esses e outros fatores são pontos positivos já citados na seleção de novos 

micro-organismos para prospecção e elaboração de um novo biofertilizante.  

Os diferentes tipos de inoculantes encontrados no mercado visam aprimorar e 

facilitar a forma de aplicação dos mesmos, melhorando sua qualidade, com redução 

dos custos de produção e ao mesmo tempo garantindo a sobrevivência e eficiência 

dos micro-organismos. Dessa maneira, alternativas de veículos para aplicação de 

inoculantes têm sido buscadas (BEN REBAH et al., 2007; ALBAREDA et al., 2008). 
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Além da aplicação na forma líquida, várias pesquisas propuseram a 

imobilização de micro-organismos em matrizes polimericas como o alginato para a 

aplicação de inoculantes. Em 1986, Bashan desenvolveu um polímero para 

encapsulamento de bactérias com liberação lenta das mesmas no solo. As bactérias 

encapsuladas eram do gênero Azospirillum brasilense. A partir dessa pesquisa, 

novas abordagens e conceitos foram gerados sobre a produção de inoculantes, 

principalmente com bactérias de vida livre. 

Os polímeros de alginato e goma xantana são substâncias biodegradáveis, de 

baixo custo e promovem a imobilização das células liberando‑as após a degradação 

do material no ambiente e protegendo-as contra estresses ambientais. Esses 

polímeros podem favorecer a multiplicação e sobrevivência das células, quando 

aplicados ao solo (DENARDIN; FREIRE, 2000; BASHAN et al., 2002). Pensando 

nisso, um inoculante composto pela mistura de estirpes de bactérias diazotróficas, 

carboximetilcelulose e amido foram testados verificando seu efeito sobre a produção 

de cana-de-açúcar. Os dados indicam que os tratamentos com os inoculantes com a 

mistura de bactérias diazotróficas e os polímeros promoveram aumento médio da 

produtividade das variedades RB72454 e RB867515 após 11 meses da inoculação, 

não diferindo estatisticamente do controle que recebeu adubação com nitrogênio 

mineral (SILVA et al., 2009), sugerindo ser uma técnica promissora. 

Segundo Bashan e colaboradores (2014) os requisitos básicos para utilização 

de uma matriz polimérica na produção de inoculantes são: (1) o produto deve ser 

não tóxico e livre de conservantes que podem afetar as bactérias ou a planta 

inoculada, (2) a degradação do polímero deve ser gradual para a liberação lenta dos 

micro-organismos no solo, (3) o polímero deve fornecer proteção física para os 

micro-organismos contra estresses ambientais, (4) o polímero deve reter umidade 

suficiente para manter as células microbianas viáveis (5) o polímero deve ser de fácil 

dispersão em água, para permitir que os micro-organismos se movimentem do 

polímero até a planta. 

A tecnologia de imobilização celular possui uma ampla gama de aplicações 

como na indústria farmacêutica, alimentícia, de cosméticos e na agricultura. Dessa 

forma, a utilização de bactérias promotoras de crescimento vegetal encapsuladas é 

uma alternativa viável à inoculação de células livres, que além de possibilitar uma 

menor competição com outros micro-organismos do solo (BASHAN, 1986; BASHAN 
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et al., 2002; YOUNG et al., 2006), ainda permite a sobrevivência das bactérias no 

solo por um período prolongado. 

Os benefícios do encapsulamento já foram reportados em trabalhos com 

bactérias diazotróficas de vida livre (PEDRAZA, 2008), solubilizadores de fosfatos 

(RODRIGUEZ et al., 2006; ZAIDI et al., 2009), e produtores de hormônios de 

crescimento vegetal (DOBBELAERE et al., 2001; SPAEPEN et al., 2007). Apesar 

dos inúmeros benefícios e vantagens da utilização desta tecnologia, o maior fator 

limitante é a produção em escala industrial, sendo que até o momento não existe no 

mercado um produto com essas especificações e ainda que supram as 

necessidades da agricultura brasileira. 

Dessa maneira, o mercado de biofertilizantes com bactérias diazotróficas para 

gramíneas e outras espécies não leguminosas é bastante promissor, mas, ainda 

carente de desenvolvimento tecnológico, principalmente aplicado a formulação do 

inoculante e veículo de inoculação. 
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2 CARACTERIZAÇÃO BIOQUÍMICA E MOLECULAR DE BACTÉRIAS 

DIAZOTRÓFICAS DA MATA ATLÂNTICA 

 
Resumo 

A Mata Atlântica é uma das mais importantes florestas tropicais do mundo e um 
“hotspot” de biodiversidade. As comunidades microbianas presentes neste bioma 
desempenham papéis essenciais nos ciclos biogeoquímicos, principalmente do 
nitrogênio (N). O processo de fixação biológica de nitrogênio (FBN) é a principal 
forma de entrada de N nos ecossistemas e é intermediada por vários micro-
organismos diazotróficos. Estudos recentes sugerem que na filosfera de algumas 
espécies de plantas da Mata Atlântica existe uma grande diversidade de bactérias 
com elevado potencial em fixar N atmosférico. Com a finalidade de avaliar o 
potencial biotecnológico desses micro-organismos, 120 genotipos bacterianos da 
superfície de folhas e liteira de Merostachys neesii (bambu), coletados no Parque 
Estadual da Serra do Mar, foram isolados em cultura pura. Desses isolados, 48 
foram caracterizados como fixadores de N pelo teste de redução de acetileno (ARA), 
fixando entre 5 e 30 nmol C2H4 h

-1mg-1 de proteína em meio de cultura livre de N, 
com produção de AIA na presença de L-triptofano. Dentre esses 48 isolados, 50% 
apresentaram capacidade de solubilizar fosfato de cálcio, 8% de produzir quitinases, 
17% de produzir sideróforos e 16% de produzir ACC desaminase in vitro. A análise 
genotípica por BOX-PCR, baseada na análise discriminante dos perfis de bandas 
nos géis e NMDS, mostrou que os isolados se agrupam em três grandes grupos, 
porém, apresentaram baixa tendência de se agruparem com base no ambiente de 
origem. Todos os 48 isolados foram caracterizados filogeneticamente com base na 
sequência parcial do gene rRNA 16S. Cerca de 75% dos isolados da filosfera de 
bambu são pertencentes à classe Gammaproteobacteria (Proteobacteria), e foram 
representados em sua maioria pela família Enterobacteriaceae. Já Klebsiella sp, e 
os gêneros Serratia e Enterobacter apresentaram uma similaridade de 32 e 2% dos 
isolados adquiridos, respectivamente. Aproximadamente 37% das sequências não 
foram identificados ao nível de gênero, podendo então representar novos gêneros 
ou espécies. Os dez isolados mais promissores, com base nos testes bioquímicos 
tiveram os genes rRNA 16S completamente sequenciados, confirmando assim sua 
afiliação à família Enterobacteriaceae. O sequenciamento do gene nifH confirmou o 
caráter diazotrófico dos mesmos. Os resultados observados sugerem que a filosfera 
de bambu possui uma comunidade bacteriana diazotrófica complexa e com elevado 
potencial biotecnológico. Sugere-se que as populações bacterianas detectadas na 
filosfera de bambu podem apresentar uma variada capacidade de fixação de N 
atmosférico, produção de AIA, solubilização de fosfato de cálcio e produção de 
sideróforos e quitinases in vitro, podendo futuramente ser utilizada como 
biofertilizante na agricultura. 
 
Palavras-chave: Filosfera; Bactérias promotoras de crescimento de plantas; Fixação 

biológica de nitrogênio, rRNA 16S, nifH 
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Abstract 

 
The Atlantic Forest is one of the most important tropical forests in the world and 

a "hotspot" of biodiversity. The microbial communities in this biome play essential 
roles in the biogeochemical cycles, mainly of the nitrogen (N). The process of 
biological nitrogen fixation (BNF) is the main N input in several ecosystems, and is 
mediated by several diazotrophic microorganisms. Recent studies suggest a great 
diversity of bacteria with a high potential for nitrogen fixation in the phyllosphere of 
several plant species of the Atlantic Forest. In order to evaluate the biotechnological 
potential of these microorganisms, 120 bacterial genotypes were isolated in pure 
cultures from the leaf surfaces and litter of Merostachys neesii (bamboo), sampled at 
the Serra do Mar State Park. From that, 48 isolates were characterized as N fixers by 
the acetylene reduction assay (ARA), fixing from 5 to 30 nmol C2H4 h-1 mg-1 protein 
in nitrogen-free medium, and produced indole-acetic-acid (IAA) in the presence of L-
tryptophan. Among these 48 isolates, 50% were able to solubilize inorganic 
phosphate, 8% were able to produce chitinases, 17% were able to produce 
siderophores and 16% produced ACC desaminase. Genotypic analysis, using BOX-
PCR, showed that the isolates clustered into three major groups. However, there was 
a low tendency of clustering according to the microenvironment from which they were 
isolated, based on discriminant and NMDS analyses. All isolates were 
phylogenetically characterized based on their partial rRNA 16S gene sequences. The 
sequencing of the rRNA 16S gene revealed that 75% of the isolates were 
phylogenetically related to the family Enterobacteriaceae (Gammaproteobacteria). 
The genus Klebsiella accounted for 32% of the isolates, whereas Serratia and 
Enterobacter accounted for 2% whereas 37% were assembled unclassified Bacteria. 
The ten most promising isolates, based on the biochemical tests, had their rRNA 16S 
gene fully sequenced, confirming their affiliation to Enterobacteriaceae. The 
sequencing of the nifH gene confirmed the diazotrophic attribute of these isolates. 
The results obtained suggest that the phyllosphere of bamboo has a complex 
community of diazotrophic bacteria with high biotechnological potential. Bacterial 
populations in the phyllosphere of bamboo also have variable capabilities to fix 
atmospheric N, produce IAA, solubilize calcium phosphate, and to produce 
siderophores and chitinases in vitro, and may potentially be used as biofertilizer in 
agriculture. 
  
Keywords: Phyllosphere; Plant growth promoting bacteria; Biological nitrogen 

fixation; rRNA 16S, nifH 
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2.1 Introdução 

 
A Mata Atlântica é considerada um “hotspot” de biodiversidade mundial, porém, 

pouco se sabe sobre as comunidades microbianas que habitam os solos ou que 

estão associadas às plantas e animais deste ambiente, uma vez que poucos 

estudos foram realizados e a maioria deles se concentra na avaliação de grupos 

específicos de fungos e bactérias.  

Um dos primeiros trabalhos comparando as comunidades bacterianas de 

diferentes plantas da Mata Atlântica considerando família, gênero e espécie, por 

meio das técnicas de PCR, DGGE de amplicons do gene rRNA 16S e 

sequenciamento, constatou que a filosfera de cada uma delas pode abrigar uma 

comunidade bacteriana única, variando entre 95 e 671 espécies de bactérias 

(LAMBAIS et al., 2006). Recentemente, Lambais e colaboradores (2014) ampliaram 

ainda mais as estimativas de diversidade da comunidade microbiana associadas a 

espécies vegetais na Mata Atlântica. Por meio da combinação das técnicas de PCR-

DGGE e sequenciamento de clones de bibliotecas do gene rRNA 16S. 

Considerando que a Mata Atlântica possui aproximadamente 20.000 espécies de 

plantas vasculares (MYERS et al., 2000), os autores estimaram a possibilidade de 

haver cerca de 72 a 1.400 milhões de espécies bacterianas associadas à filosfera, 

casca e raiz de diferentes espécies arbóreas que abrigam nesse ambiente. 

Considerando a diversidade microbiana dos solos da Mata Atlântica, estudos 

vem comprovando que estes podem abrigar entre 263 a 466 espécies bacterianas 

(BRUCE et al., 2010). Além disso, pesquisas apontam que o tipo de vegetação, 

composição química e propriedades físicas dos diferentes solos encontrados na 

Mata Atlântica influenciam na estrutura da comunidade microbiana (SANTOS et al., 

2014). Portanto, acredita-se que exista um grande número de bactérias com elevado 

potencial biotecnológico nesse ambiente, e muito provavelmente os mesmos 

estejam envolvidos nos ciclos biogeoquímicos de vários nutrientes, inclusive do N. 

 Considerando os diversos grupos de micro-organismos presentes na filosfera, 

as bactérias são numericamente mais abundantes (ANDREWS; HARRIS, 2000; 

LINDOW; BRANDL, 2003) e podem exercer influência tanto negativa quanto positiva 

sobre a planta hospedeira. São diversos os processos realizados pela comunidade 

microbiana que vivem tanto no solo quanto associados às plantas ou mesmo na 

filosfera, podendo desempenhar papeis essenciais para a sustentabilidade do 
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ecossistema. Um dos principais processos realizados pelos micro-organismos na 

natureza é a FBN, que é a principal forma de entrada de N nos ecossistemas 

naturais ou agrícolas (MARIN et al., 1999) e está diretamente relacionado com a 

manutenção da vida na Terra. Alguns trabalhos relatam a existência de bactérias 

diazotróficas com elevada capacidade de fixar N atmosférico na filosfera de diversas 

plantas, como por exemplo nas gramíneas (DÖBEREINER, 1992; BALDANI et al., 

1997; SALA et al., 2005). 

 Em um estudo envolvendo a entrada de N via FBN por micro-organismos de 

vida livre em florestas tropicais de Porto Rico, Cusack e colaboradores (2009) 

estimaram utilizando técnicas de redução de acetileno que a taxa anual de fixação 

de N seria em torno de 3 e 12 kg de N ha-1 em floresta em altitude baixa, e entre 1 e 

8 kg de N ha-1 em floresta de altitude elevada, indicando um importante papel dos 

diazotróficos no aporte de N nestas florestas. 

 As taxas de FBN dependem tanto da abundância e diversidade de bactérias 

diazotróficas como da sua distribuição espacial (REED et al.,2010). Neste sentido, 

trabalhos conduzidos pelo Programa Biota Fapesp, realizados no Parque Estadual 

da Serra do Mar (SP), mostraram que na superfície das folhas e liteira de Bambu 

(Merostachys neesii) existem uma elevada diversidade de espécies de bactérias 

diazotróficas as quais podem fixar aproximadamente 30 kg ha-1 ano-1de N. Estudos 

realizados a partir do pirossequenciamento do gene rRNA 16S de amostras de 

folhas, casca e solo, foram obtidas 423.210 sequências que se agruparam em 

35.216 unidades taxonômicas operacionais (UTOs), distribuídas em 32 filos, dentre 

os quais o mais abundante foi o filo Proteobacteria (36,6%). Dos possíveis 

diazotróficos observados, o filo Proteobacteria foi dominante nos três 

compartimentos avaliados, com predomínio da classe Alphaproteobacteria, 

principalmente nas folhas de M. neesii, a qual variou em função da época de 

amostragem e da taxa de FBN (GOMEZ, 2012).  

 A fim de investigar a comunidade de cianobactérias presente na filosfera de 

diferentes espécies da Mata Atlântica, Andreote (2013) identificou cianobactérias 

dos gêneros Nostoc, Desmonostoc, Leptolyngbya, Oculatella, Brasilonema, 

Pleurocapsa Chroococcidiopsis, também colonizando a filosfera de M. neesii, além 

de Euterpe edulis, Guapira opposita e Garcinia gardneriana. Destas, algumas foram 

caracterizadas como diazotróficas através dos métodos de amplificação, 

sequenciamento e filogenia do gene nifH.  
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 Dessa forma, os trabalhos que abordam como tema a diversidade de micro-

organismos na Mata Atlântica sugerem que a comunidade bacteriana é altamente 

diversificada neste bioma, e esta pode contribuir com grande parte do aporte de N 

para as plantas por meio da fixação biológica. Sabendo-se do grande potencial que 

as bactérias diazotróficas da Mata Atlântica possuem em fixar N2 e a necessidade do 

desenvolvimento de novas tecnologias que visem o manejo sustentável do processo 

de produção agrícola, a identificação e a caracterização bioquímica das bactérias 

diazotróficas presentes na superfície das folhas de bambu pode ser essencial para o 

desenvolvimento de novos biofertilizantes. Portanto, o objetivo deste trabalho foi 

isolar, caracterizar e identificar bactérias diazotróficas de filosfera de folhas e liteiras 

de bambu da Mata Atlântica, por meio de técnicas dependentes e independentes de 

cultivo e avaliar in vitro seu potencial para a fixar N2, produzir AIA, sideróforos, 

quitinase e ACC desaminase.  

 

2.2 Desenvolvimento 

 

2.2.1 Material e Métodos 

 

2.2.1.1 Local de amostragem  

 
Bactérias capazes de crescer em meio de cultura isento de N foram isoladas a 

partir de amostras de folha e liteira de bambu (Merostachys neesii) coletadas no 

Parque Estadual da Serra do Mar. A região é recoberta predominantemente por 

Floresta Ombrófila Densa Montana (VELOSO et al., 1991) à uma altitude de 

aproximadamente 1.010 e 1.044 metros e está localizada no Núcleo Santa Virgínia 

(Figura 2.1) no município de São Luís do Paraitinga, à 23°17’ a 23°24’S e 45°03’ à 

45°11’W. O clima regional é tropical temperado (SETZER,1966), com uma 

precipitação média anual superior à 2000 mm (PADGURSCHI et al., 2011; 

MARTINS, 2010). A área foi previamente selecionada com base no projeto de 

pesquisa Biota - Gradiente funcional (FAPESP 03/12595-7). O projeto abrange três 

diferentes fitofisionomias, onde estão instaladas 12 parcelas permanentes de 1 ha 

cada, quatro por altitude, e todas subdivididas em 100 sub-parcelas de 10 x 10 m.  

A amostragem foi realizada em outubro de 2011 na parcela N do parque 

Estadual da Serra do Mar. Amostras de folhas foram coletadas com auxílio de uma 
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tesoura de poda alta, e a liteira coletada logo abaixo da touceira de M. neesii. Foram 

coletadas uma amostra de folha e uma de liteira de bambu dentro de cada sub-

parcela totalizando 200 amostras. As amostras coletadas foram acondicionadas em 

sacos plásticos estéreis e mantidas em caixas térmicas com gelo até serem 

processadas no Laboratório de Microbiologia Molecular da ESALQ-USP. 

 

 
Figura 2.1 – Mapa do Brasil destacando o Estado de São Paulo com a localização do núcleo de 

Santa Virginia e a parcela N amostrada no Parque Estadual da Serra do Mar 

 

2.2.1.2 Análise química das folhas e liteira de bambu  

 

  Amostras de folha e liteira de bambu coletados da Mata Atlântica (Figura 2.2) 

foram analisadas com relação a composição química no laboratório de análise de 

tecido vegetal do Departamento de Ciência do Solo (ESALQ/USP). As amostras 

foram secas e moídas, e a extração dos nutrientes foi realizada por digestão ácida a 

quente. Foram determinadas as concentrações foliares dos macronutrientes N, P, K, 

S, Ca e Mg em g kg–1 e micronutrientes em mg kg-1, segundo Sarruge e Haag 

(1974). 
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Figura 2.2 - Liteira e folhas de bambu amostradas da Mata Atlântica. A. Touceira de bambu e liteira. 

B. Detalhe das folhas de bambu coletadas. C. Amostras de folhas de bambu coletadas 
 
 
2.2.1.3 Isolamento e purificação das bactérias 

 

  Aproximadamente 10 gramas de folhas e liteira de bambu coletadas de cada 

subparcela no Parque Estadual da Serra do Mar foram acondicionadas em béqueres 

autoclavados (500 mL) contendo 100 mL de tampão PBS (68 g.L-1 de KH2PO4; 85 

g.L-1 de K2HPO4; pH 7,0) e mantidos sob agitação (100 rpm) à 28° C por 1 hora. Da 

suspensão resultante, foram realizadas diluições seriadas, adicionando-se 0,1mL 

das diluições 10-1, 10-2, 10-3 em frascos contendo 5mL de meio semissólido para 

bactérias diazotróficas de vida livre, descrito por Döbereiner e colaboradores (1995) 

sem a adição de N (ANEXO A). Os meios de cultura inoculados foram mantidos em 

câmara de crescimento à 28º C e observou-se o crescimento bacteriano por meio da 

formação de película característica durante o período de incubação de 7 dias. O 

isolamento das colônias típicas de fixadores de N2 foi realizado por meio de 

repicagens sucessivas, alternando o crescimento no mesmo meio de origem sólido. 
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Posteriormente, os isolados foram cultivados em meio de cultura líquido por dois 

dias, homogeneizados e estocados em glicerol 20% à - 80° C. 

 

2.2.1.4 Fixação biológica de nitrogênio “in vitro”  

 

A capacidade do complexo nitrogenase em reduzir nitrogênio, pode ser medida 

indiretamente pela atividade de redução do acetileno (ARA) um inibidor competitivo 

da enzima nitrogenase redutase (SCHINNER et al., 1995). A técnica de redução de 

acetileno foi descrita por Hardy e colaboradores (1968) e o ARA pode ser expresso 

em termos de afinidade específica com base no teor de  proteína total celular 

acumulada no meio de cultura.  

Os isolados foram cultivados em meio Dyg’s (ANEXO B, RODRIGUES NETO 

et al., 1986) por 24 horas sob agitação de 200 rpm à 30º C, com três repetições por 

isolado. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com solução salina para 

remover o N do meio. Após a lavagem, foi realizada a leitura da densidade óptica 

das culturas em espectrofotômetro ajustado com o comprimento de onda de 600 nm 

(DO 0,6). Este procedimento foi realizado para todos os testes que foram realizados 

posteriormente.  

Foram inoculados 20 μL da suspensão em frascos contendo 5 mL de JNFb 

semissólido (ANEXO C, DÖBEREINER et al. 1995) sem biotina e sem azul de 

bromotimol. Os frascos foram incubados por 48 horas à 30º C. Após a formação da 

película na superfície do meio de cultura e aumento da opacidade do meio, os 

frascos foram vedados e foi injetado 1 mL de acetileno resultando em uma atmosfera 

de incubação de 20%. Os frascos foram incubados à 30º C por uma hora e em 

seguida, um volume de 1mL da atmosfera dos frascos foi retirado e injetado em 

cromatógrafo a gás Thermo Scientific, equipado com um detector de ionização por 

chama (250° C) e uma coluna N Poropak (120° C; Supelco, Bellefonte, Pensilvânia, 

E.U.A.). Controles negativos foram utilizados a partir da injeção no cromatógrafo de 

amostras gasosas não incubados com acetileno. A concentração de proteína total 

acumulada das culturas foi determinada após sonicação do meio de cultura com as 

bactéria por 1 minuto à 22,5 kHz em um disruptor de células ultra-sônico (MISONIX 

INC., Atlantic Beach, NY, USA), seguido de resfriamento em gelo. O procedimento 
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foi repetido três vezes. A concentração de proteína foi determinada por fluorimetria, 

utilizando-se um fluorímetro Qubit™ (LIFE TECHNOLOGIES, Carlsbad, USA).  

  As taxas de redução de acetileno foram calculadas em nanomoles de acetileno 

reduzido por miligrama de proteína, por hora de incubação, representada pela 

seguinte equação: nmol etileno. ℎ−1  = (S − C). V. PV2. R. T. t  

Onde: 

S= quantidade de etileno obtido na amostra após incubação com acetileno (ppm);  

C= quantidade de etileno em frascos sem incubação com acetileno; 

V= volume “headspace” nos frascos de incubação;  

P= pressão de ar sob condições padrão (101300 Pa); 

V2= volume de gás injetado na amostra; 

R= constante de gás (8.314 J. mol-1. K-1);  

T= temperatura de incubação (°C);  

t= tempo de incubação. 

  Todos os valores foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as 

médias comparadas utilizando-se o teste Tukey (p<0,05), por meio do programa 

SISVAR versão 5.1. 

 

2.2.1.5 Solubilização de fosfato inorgânico 

 

  Os isolados bacterianos que apresentaram resposta positiva no teste de ARA 

foram avaliados quanto a capacidade de solubilização do P inorgânico na forma de 

fosfato de cálcio (P-Ca) segundo metodologia descrita por Hara; Oliveira, (2004). Ao 

meio de cultura (glicose, 10 g.L-1; extrato de levedura, 2 g.L-1; agar, 18 g.L-1 e o pH 

foi ajustado para 7.2), esterilizado em autoclave, ainda fundente, foi adicionado 

assepticamente 50 mL de solução esterilizada de K2HPO4 (10%) e 100 mL de 

solução esterilizada de CaCl2 (10%). A reação entre as soluções produziu um 

precipitado de CaHPO4. O meio obtido foi distribuído em placas de Petri. Os isolados 

foram repicados para o meio de cultura contendo CaHPO4 com o auxílio de uma alça 

de platina. Foram estabelecidas quatro colônias por placa e uma placa por isolado. 

As placas foram incubadas à 28° C durante 15 dias. A capacidade de solubilização 

de P pelos isolados foi verificada no terceiro e décimo quinto dias após a inoculação. 
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O diâmetro (Ø) dos halos de solubilização, visualizado como uma área translúcida ao 

redor da colônia, e o diâmetro das próprias colônias foram medidos utilizando-se um 

paquímetro digital. Os índices de solubilização (IS) de cada isolado foram 

determinados através da fórmula: IS = Ø Halo (mm) / Ø Colônia (mm). Todos os 

valores foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias foram 

comparadas utilizando-se o teste Tukey (p<0,05), por meio do programa SISVAR 

versão 5.1. Com base nos valores calculados do IS, os isolados foram classificados 

como baixa (IS < 2), média (2 ≤ IS < 4) ou alta (IS ≥ 4) capacidade de solubilização 

de P inorgânico (HARA; OLIVEIRA, 2004). 

 

2.2.1.6 Produção de ácido indol-3-acético (AIA) 

 

  A metodologia utilizada para determinação da produção de ácido indol-3-

acético (AIA) foi descrita por Ahmad e colaboradores (2008). O método para 

detecção de AIA produzido por bactérias baseia-se na alteração de coloração das 

amostras devido à oxidação dos compostos indólicos, variando de amarelo (não 

oxidado) a vermelho (oxidado). Somente os isolados bacterianos que apresentaram 

resposta positiva no teste de ARA foram cultivados em meio Dyg’s e meio Dyg’s 

suplementado com L-triptofano (1 g.L-1). Os isolados foram incubados por 48 horas à 

28º C, sob agitação (120 rpm), 1,5 mL da cultura dos isolados foram centrifugados à 

4000 g e 4ºC, durante 10 minutos. A 1 mL do sobrenadante misturou-se 1mL do 

reagente Salkowski  (FeCl3 0,5 mol.L-1, 1 mL; HClO4 35%, 49 mL) (SERGEEVA, 

LIAIMER, BERGMAN, 2002) e incubou-se por 30 minutos no escuro. A concentração 

de AIA foi determinada no espectrofotômetro à 540 nm, com base em uma curva 

padrão de AIA (1-100 mg.mL-1). O ensaio foi realizado em triplicata. Todos os dados 

foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias foram comparadas 

utilizando-se o teste Scott-knott (p<0,05), por meio do programa SISVAR versão 5.1. 

 

2.2.1.7 Produção de ACC desaminase 

 

 A atividade da enzima ACC desaminase foi determinada também somente para 

os isolados bacterianos que apresentaram resposta positiva no teste de ARA. O 

teste foi realizado medindo a capacidade dos isolados em crescerem em meio de 

cultura contendo o acido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) como única fonte 
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de nitrogênio. Para tanto, utilizou-se o procedimento descrito por Penrose e Glick 

(2003) e Souza e colaboradores (2012). Após os isolados serem cultivados em meio 

de cultura Dyg’s líquido, foram centrifugados e lavados em solução salina 0,85% três 

vezes. 20 µL de cada amostra foi transferido para placas contendo meio de cultura 

mineral M9 com e sem a adição de 3 mM ACC como única fonte de nitrogênio 

(ANEXO D). Os isolados foram incubados à 28º C por 10 dias e aqueles que 

apresentaram crescimento mais acentuado no meio M9 + ACC em comparação com 

o meio livre de ACC foram considerados como produtores de ACC desaminase. 

 

2.2.1.8 Produção de quitinases 

 

Para avaliar a capacidade dos isolados produzirem quitinases foi utilizado o 

método qualitativo descrito por Hsu; Lockwood (1975), utilizando quitina como única 

fonte de carbono. Os isolados bacterianos que apresentaram resposta positiva no 

teste de ARA foram repicados para o meio de cultura específico (ANEXO E) com o 

auxílio de uma alça de platina. Foram estabelecidas quatro colônias por placa e uma 

placa por isolado. As placas foram incubadas à 28° C por 15 dias. A produção de 

quitinase foi avaliada 16 dias após a incubação. A produção de quitinase foi 

determinada pela formação de um halo claro ao redor das colônias. 

 

2.2.1.9 Produção de sideróforo 

 

A produção de sideróforos foi avaliada para os 48 isolados bacterianos que 

apresentaram resposta positiva no teste de ARA. Foi utilizada a metodologia descrita 

por Alexander; Zuberer (1991). Os isolados foram inoculados em tubos de ensaio 

contendo 5 mL de meio de cultura Dyg’s líquido e mantidos durante 7 dias à 28° C, 

sob agitação constante. Após esse período, adicionou-se 1 mL das culturas em 

microtubos de 1,5 mL de capacidade. Os microtubos foram então centrifugados 

durante 5 minutos à 4000 g. Adicionou-se 100 µL do sobrenadante de cada cultura a 

poços de microplaca, além de mais 100 µL do reagente cromo azurol S (CAS). Após 

30 minutos, as placas foram avaliadas. A coloração alaranjada ou amarelada das 

amostras indica a produção de sideróforos pelos isolados. O meio de cultura Dyg’s, 

sem inóculo, foi utilizado como controle negativo. 
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2.2.1.10 Extração de DNA bacteriano 

 

 Os 48 isolados foram cultivados no meio de cultura descrito no item 2.2.1.3 

líquido isento de N. Foi realizada uma curva de crescimento dos isolados em meio 

de cultura e a leitura da densidade óptica das culturas foi determinada em 

espectrofotômetro ajustado com o comprimento de onda de 600 nm. Posteriormente, 

o DNA dos isolados foi extraído utilizando-se o kit Genomic DNA Isolation (Norgen 

Biotek, Ontario, Canadá) de acordo com as recomendações do fabricante. A 

integridade do DNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1% em tampão 

TAE 1X (Tris, Ácido acético, EDTA), depois de corado com Sybr Green (Life 

Technologies, Carlsbad, Estados Unidos). As imagens do gel foram obtidas através 

de um densitômetro StormTm (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) e foram analisadas 

com o programa Image Quant TL (GE Healthcare Uppsala, Suécia). A concentração 

do DNA foi determinada por fluorescência utilizando-se um fluorímetro QubitTM (Life 

Technologies, Carlsbad, Estados Unidos) e kit Quant-iTTM dsDNA BR (Life 

Technologies, Carlsbad, Estados Unidos). 

 

2.2.1.11 Caracterização genotípica dos isolados por BOX-PCR  

 

A caracterização genotípica dos isolados foi feita inicialmente por BOX-PCR, 

utilizando-se o oligonucleotídeo iniciador BOX A1R (5’ 

TCAGGCAAGGCGACGCTGACG 3’), descrito por Versalovic e colaboradores (1994) 

em solução tampão Gitscher  5X contendo 83 mM de acetato de amônio, 335 mM de 

Tris-HCl, 33,5 mM de MgCl2, 33,5 µM de EDTA, 150 mM de β-mercaptoetanol. A 

reação de amplificação foi feita em um volume final de 25µL contendo: 1μL de DNA 

molde, 10ρmol de oligonucleotídeo iniciador (BOX A1R), 2,5mM de dNTP, 10mg/mL 

de BSA, 5µL de tampão 5X, 2,5U de DNA polimerase taq (Fermentas) e 2,5 µL de 

DMSO. Após desnaturação à 95° C por 5 minutos, a amplificação do DNA foi feita 

em 30 ciclos de desnaturação à 90° C por 30 segundos, pareamento à 52° C por 1 

minuto e extensão à 65° C por 5 minutos e uma extensão final a 65° C por 16 

minutos. Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel TAE-

agarose 1,5% e analisados como descrito no item anterior. Os padrões de bandas 

baseados na mobilidade dos fragmentos de DNA no gel foram convertidos em uma 

matriz binária (presença e ausência) a partir do programa “Diversity Database” 
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(BioRad, Hercules, CA, USA)  e utilizados na análise de agrupamento hierárquico 

feito pelo programa Systat 11.0 Os parâmetros adotados para esta análise baseou-

se no método de concordância simples (“simple matching”), com algoritmo de Ward 

e distância euclidiana como unidade de medida. Análise multivariada de escala 

multidimensional (NMDS), realizada pelo programa Primer 5 (PRIMER-E Ltd, UK), foi 

feita a fim de avaliar o agrupamento dos isolados em função dos diferentes locais de 

onde foram obtidos (folha e liteira). 

 

2.2.1.12 Amplificação e sequenciamento do gene rRNA 16S dos isolados 

 

 A reação de PCR para amplificação do fragmento do gene rRNA 16S foi 

realizada utilizando-se os oligonucleotídeos universais BAC 8F (5' 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3') e BAC 1541R (5’AAGGAGGTGATCCAGC CGCA 

3’), com 25 µL de solução contendo: 2,5 µL de 10x taq (750mM Tris-HCl pH 8,8, 

200mM ((NH4)2SO4 e 0,1% de Tween 20), 0,75 µL de 25mM MgCl2, 2,5 µL de 2 mM 

dNTP (Life Technologies, Carlsbad, Estados Unidos), 0,3 µL de 5 U/µL taq DNA 

polimerase recombinante (Fermentas Life Sciences, Burlington, Canada) e 1 µL  de 

cada iniciador (10ρmoles/µL) e 100ng de DNA genômico, sendo o restante 

completado com água deionizada esterilizada. As condições de amplificação foram: 

3 min à 94° C; 30 ciclos de 45 seg à 94° C, 30 seg à 56° C e 2 min à 72° C, e 

extensão final por 7 min à 72° C. Os amplicons resultantes foram analisados como 

descrito anteriormente.  

  O sequenciamento foi realizado utilizando-se um sequenciador automático 

capilar Modelo ABI PRISM 3700 (Life Technologies, Carlsbad, Estados Unidos) pelo 

método Sanger. A reação de sequenciamento foi composta por 200ng de DNA 

purificado, 2 µL de tampão de sequenciamento (200 mM Tris-HCl, pH 9; 5mM 

MgCl2), 1 µL de DYEnamicTM ET Terminator (GE Healthcare, Uppsala, Suécia). Foi 

utilizado os iniciadores PRBA 63F (5’ CAGGCCTAACACATGCAAGTC 3’) 

(MARCHESI et al., 1998) e UM 518R (5’ ATTACCGCGGCTGCTGG 3’) (ØVREÅS et 

al., 1997) em reações independentes. As reações foram realizadas em microplacas 

de 96 cavidades. As condições de amplificação foram: desnaturação inicial à 95° C 

por 1 seg, seguido por 25 ciclos à 95° C por 20 seg, 55° C por 15 seg e 60° C por 1 

min, sendo a reação incubada à 4° C após o término. 
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 Para precipitação do DNA amplificado, foram adicionados 2µL de solução mix 

(3 M acetato de sódio pH 9 + 0,5 M EDTA pH 8) e 60µL de etanol absoluto 100%, 

agitando-se. As placas foram centrifugadas à 4° C, durante 45 min e 1700 g. O 

sobrenadante foi descartado e foi adicionado 150µL de etanol absoluto 70% e uma 

nova centrifugação foi realizada por 5 mim. O etanol foi descartado e a placa 

incubada em temperatura ambiente, no escuro, por 2 horas para total evaporação do 

álcool. As placas foram enviadas para o laboratório de biotecnologia do Centro 

APTA-Citros Sylvio Moreira, em Cordeirópolis, SP. 

 As sequências foram processadas pelo programa PHRED (EWING; GREEN, 

1998) para remoção de bases com baixa qualidade (parâmetro de qualidade >20, 

menos de um erro em 100 nucleotídeos). As sequências válidas foram comparadas 

com o banco de dados do programa Classifier, disponibilizado pelo RDP Ribossomal 

Data Project – http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) (WANG et al., 2007), e possíveis 

classificações em diferentes níveis taxonômicos foram definidas com base na 

distância evolutiva entre as sequências. 

 

2.2.1.13 Amplificação e sequenciamento dos genes rRNA 16S e nifH de 

isolados selecionados  

 
 Com base nas análises realizadas anteriormente, foram selecionados dez 

isolados para teste de inoculação em plantas para avaliar a capacidade de 

promoção de crescimento vegetal e o potencial de fixação biológica de N. Para 

tanto, foi realizado o sequenciamento completo do gene rRNA 16S para confirmação 

da identificação dos dez isolados e, além disto, também foi realizada a amplificação 

e sequenciamento do gene nifH. 

 A reação de PCR foi realizada como descrito no item 2.2.1.12. O 

sequenciamento completo do gene rRNA 16S foi realizado utilizando-se 200 ng dos 

amplicons purificados e 10 pmol dos iniciadores BAC8F (5' 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3'), 341F (5’ CCTACGGGAGGCAGCAG 3’), 704F (5’ 

GTAGSGGTGAAATSCGTAGA 3’), 1114R (5’ GGGTTGCGCTCGTTGC 3’) e 

BAC1541R (5’AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 3’).  

 Para confirmação da presença do gene nifH (±300 pb) no genoma dos 

isolados, foi utilizada a metodologia descrita por Ueda e colaboradores  (1995). Os 

iniciadores utilizados foram 19F (5’ GCIWTYTAYGGIAARGGIGG 3’) e 407R (5’ 
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AAICCRCCRCAIACIACTRC 3’) (onde I= inosina, R=A ou G, W=A ou T, Y=C ou T). 

A reação continha uma mistura de 10% do volume final da reação de tampão de 

PCR 10X, 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTP, 2,0 µM de cada iniciador, 2 unidades 

de Taq DNA polimerase e 50ng de DNA. As condições de reação foram 94° C por 4 

min; 35 ciclos de 94° C por 1 min, 50° C por 45 seg e 72° C por 2 min e uma etapa 

final de extensão de 72° C por 4 min. 

As sequências foram processadas pelo programa PHRED (EWING; GREEN, 

1998) para remoção de bases com baixa qualidade (parâmetro de qualidade >20, 

menos de um erro em 100 nucleotídeos). As sequências válidas processadas foram 

comparadas com o banco de dados de nucleotídeos (NT/NR) do National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (ALTSCHUL et al., 

1990). Foram definidas possíveis classificações em diferentes níveis taxonômicos.  

 

2.2.2 Resultados e discussão 

 

2.2.2.1 Caracterização química das folhas de bambu 

 
  Levantamento realizado anteriormente na mesma parcela onde as folhas e 

liteira de bambu foram coletadas revelou a presença de duas espécies de bambu: 

Chusquea kunth (Poaceae) e Merostachys spreng (Poaceae) (PADGURSCHI, 

2010), sendo que plantas do gênero Merostachys tem presença maciça de apenas 

uma espécie: Merostachys neesii Ruprecht, e é endêmica da Mata Atlântica 

(JUDZIEWICZ et al., 1999; FILGUEIRAS et al., 2009). Conhecendo a morfologia e 

ocorrência das espécies, foram coletadas amostras de folhas e liteira de bambu do 

gênero M. neesii.  Os resultados de análise de macro e micronutrientes das folhas e 

liteira de bambu encontram-se na Tabela 2.1.  

  Os valores de concentração de N nas folhas e liteira de bambu estão entre 20 e 

21 g kg-1 aproximadamente. Alguns estudos apontam que a concentração de N em 

folhas de bambu pode variar de acordo com a espécie avaliada. Na espécie de 

bambu Pleioblastus amarusa, a concentração de N foi de 6,21 g.kg-1, concentração 

muito maior do que os já observados em outras espécies de bambu, que variam de 

0,65 a 3,56 g kg-1 (TU et al., 2013), porém muito menores comparado aos 

observados na espécie M. neesii encontrada na Mata Atlântica. Apesar desses 

resultados, a concentração de N e K nas folhas de bambu são normalmente maiores 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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em relação aos demais nutrientes em razão do maior requerimento nas folhas 

(MENDES et al., 2010). 

   

Tabela 2.1 - Caracterização química das folhas e liteira de bambu da Mata Atlântica. Os valores 
representam médias (n=4) ± desvio padrão 

Nutrientes  Folha Liteira 

 

N (g kg-1)  20,9 ± 0,8 19,7 ± 2,34 

 

P (g kg-1) 0,9 ± 0,15 0,6 ± 0,06 

 

K (g kg-1) 11,5 ± 4,3 1,6 ± 0,21 

 

Ca (g kg-1) 1,4 ± 0,2 2,59 ± 0,59 

 

Mg (g kg-1) 0,98 ± 0,13 0,7 ± 0,07 

 

S (g kg-1) 2,11 ± 2,36 1,6 ± 0,32 

 

B (mg kg-1) 3,79 ± 0,41 8,22 ± 2,40 

 

Cu (mg kg-1) 8,32 ± 1,28 7,9 ± 1,14 

 

Fe (mg kg-1) 98,3 ± 21,9 360,6 ± 84,9 

 

Mn (mg kg-1) 126,6 ± 113,1 404,8 ± 87,1 

 

Zn (mg kg-1) 19,8 ± 5,8 23,7 ± 3,5 

 

Segundo Embaye e colaboradores (2005), em floresta de bambu na Etiópia, as 

concentrações de nutrientes na folhas da espécie Yushania alpina variaram bastante 

com a idade e com as diferentes partes das plantas analisadas. Os autores 

encontraram uma variação do N entre 16,4 a 17,8 g kg-1, o fósforo variou de 1,4 a 

1,9 g kg-1, as concentrações de potássio variaram entre 8,7 a 17,6 g kg-1 e o cálcio 

variou entre 1,6 a 3,6 g kg-1. Na espécie Bambusa bambos, Shanmughavel e Francis 

(1996) verificaram variações na concentração dos nutrientes nas diferentes partes 

das plantas também ao longo do tempo. As concentrações nas folhas foram de 19,0 

g kg-1 de N; 3,30 g kg-1 de P; 16,0 g kg-1 de K; 5,10 g kg-1 de Ca e 5,40 g kg-1 de Mg. 

Dessa forma, nota-se que a espécie de bambu M. nessii encontrada na Mata 

Atlântica não difere muito na concentração dos nutrientes das demais espécies de 

bambu cultivadas em outros países. Embora a concentração de nutrientes varie com 

o genótipo, idade, ambiente e com a parte da planta, usando como referência a 

concentração em folhas, que é normalmente alta no bambu, em diferentes espécies, 

idades e locais, há uma tendência para a sequência K > N > Ca > Mg > P 

(KLEINHENZ e MIDMORE, 2001; SHANMUGHAVEL e FRANCIS, 2002; EMBAYE et 

al., 2005). Como pode ser observado nas amostras da Mata Atlântica, são 

observadas maiores concentrações de N do que de K, e isso pode estar relacionado  

a elevada atividade da nitrogenase  relatada por Gomez (2012) que também 

verificou baixos valores de δ15N, sugerindo assim grande aporte de N via FBN. 
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Em liteira, a concentração de N (19,7 g kg-1) foi maior que as observadas em 

liteira das espécies de bambu S. kurilensis (10,06 g kg-1) e B. ermanii (14,5 g kg-1) 

(TRIPATHI et al., 2006). Segundo os mesmos autores, a concentração de N menor 

na liteira em comparação com as folhas verdes sugere uma translocação de parte 

do N para a planta antes da queda das folhas. Essa translocação e/ou diferença não 

foi visualizada nas amostras avaliadas neste trabalho, já que não houve uma 

diferença significativa nas concentrações de N apresentados pela liteira e folhas 

amostradas na floresta Atlântica. Talvez isso não tenha ocorrido em função da 

época do ano amostrada, ou seja, não era a época de reposição das folhas. 

Os solos da Mata Atlântica são caracterizados como muito ácidos, com elevado 

teor de Al3+ e baixa fertilidade, além de uma reserva nutricional restrita na camada 

superficial (JOLY et al., 2008). Além disso, apresentam potencial relativamente alto 

de lixiviação de alguns nutrientes como NO-3 e K+ e elevada capacidade de fixação 

de P. A acidez do solo pode interferir na absorção de inúmeros nutrientes como o 

caso de cátions básicos como K, Ca e Mg. 

 Martins (2010) observou elevados teores de matéria orgânica na parcela 

estudada, relacionado com temperaturas amenas em altas altitudes, o que leva a 

uma decomposição mais lenta da matéria orgânica, refletindo em elevados teores de 

MO e de relação C:N. Em liteira são reportados maiores taxas de FBN por bactérias 

de vida livre em plantas com maior relação C:N (HEDIN, et al., 2009). Em condições 

de laboratório, a atividade da enzima nitrogenase é inversamente proporcional a 

quantidade de N no meio, e diretamente relacionada com a relação C:N do meio de 

cultura (REED et al., 2011). 

É provável que o fornecimento de nutrientes ao solo venha em maior parte da 

vegetação via liteira do que pelo material de origem (HERRERA, 1985), e 

possivelmente as folhas de bambu, que são abundantes naquela região, contribuam 

para o aporte de nutrientes do solo. No entanto, como a concentração de nutrientes 

minerais nas folhas e liteira afetam a estrutura da comunidade microbiana não é 

sabido.  

  Por meio da análise de atividade de redução de acetileno e δ15N nas folhas de 

M.neesii, verificou-se elevadas taxas de ARA e baixos valores de δ15N, indicando 

que a FBN é elevada (GOMEZ, 2012), sugerindo que parte do N nas folhas é 

proveniente da FBN. Espécies capazes de realizar FBN apresentam valores de δ15N 

menores do que aquelas não fixadoras (RESENDE, 2000). Apesar da concentração 
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de N ser relativamente altas nas folhas de bambu, Lindow e Brandl (2003) destacam 

que nutrientes como N ou Fe não são tão importantes para determinação da 

comunidade microbiana presente na superfície das folhas quanto à fonte de 

carbono.  

 Condições nutricionais e disponibilidade de água são normalmente os 

principais fatores que influenciam a distribuição da comunidade microbiana na 

filosfera (LINDOW; BRANDL, 2003). Segundo Reed e colaboradores (2008), 

concentrações de P e relação C:N nas folhas são importantes e influenciam nas 

taxas de fixação de bactérias diazotróficas de vida livre. A alta demanda de P é 

explicada pela alta demanda de energia (ATP) necessária pelas bactérias 

diazotróficas para a realização da FBN (VITOUSEK et al. 2002), já que o processo 

demanda grande gasto de energia (REED et al. 2011). Além disso, a concentração 

de N nas folhas é um dos fatores que mais influencia na capacidade fotossintética 

da planta, na fixação de C e crescimento da planta (RICO et al., 2014).  

 Além das características químicas das folhas, inúmeros fatores podem 

influenciar na comunidade microbiana presente na filosfera de bambu. 

Características relacionadas com a morfologia da folha (MECHABER et al, 1996), 

fontes de C e substâncias liberadas do interior para a superfície das folhas também 

podem interferir na colonização das bactérias. A idade da folha também é um fator 

importante para a sobrevivência dos epifíticos. Folhas novas apresentam sua 

cutícula preservada, qual atua como uma barreira contra perda de água, variações 

de temperatura e proteção contra patógenos (BEATTIE, 2002). 

  Em geral, as diversas espécies florestais encontradas na Mata Atlântica 

possuem capacidade variada de concentração dos nutrientes. Os valores dos 

nutrientes analisados nas folhas e liteira de bambu assemelham-se aos já 

observados em outras espécies de bambu de florestas tropicais. Cunha e 

colaboradores (2009) trabalhando em fragmentos da Mata Atlântica no Rio de 

Janeiro observaram também valores relativamente maiores de nutrientes nas folhas 

comparados aos observados nas folhas de M. neesii da Mata Atlântica, mas ainda 

assim, limitantes ao desenvolvimento das plantas. 

 

2.2.2.2 Isolamento das bactérias da filosfera e liteira de bambu 
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 Por meio do isolamento de bactérias da superfície das folhas e liteiras de 

Bambu da Mata Atlântica, foi obtido um total de 120 isolados, sendo 50 isolados 

originados das folhas e 70 da liteira de bambu. A caracterização morfológica e 

identificação dos isolados estão apresentadas no Anexo F. O meio de cultura 

utilizado era totalmente isento de N, o que indica o crescimento de bactérias que 

utilizam N2 atmosférico (DOBEREINER, 1995). Todos os isolados apresentaram 

características semelhantes tais como crescimento lento (no mínimo 5 dias), 

coloração amarelada ou esbranquiçada, colônias gomosas e de caráter acidificante 

em meio de cultura livre de N (Figura 2.3). 

  Os isolados também foram caraterizados quanto ao crescimento em outros 

meios de cultura como JNFb e Dyg’s tanto em placa contendo meio de cultura 

sólido, quanto na forma líquida ou semissólido. Em todos os casos, os isolados 

cresceram e acidificaram o meio de cultura. Mesmo que o meio Dyg’s não seja 

apropriado para isolamento de ampla população de diazotróficos, devido à sua 

composição, o objetivo principal da utilização deste meio foi selecionar bactérias 

pertencentes a diversos gêneros, e também por ser um meio rico que possibilita o 

crescimento rápido das bactérias. 

O método para isolamento de bactérias diazotróficas utilizado permitiu a 

obtenção de um número considerável de morfotipos bacterianos, todos 

caracterizados como gram-negativos. Porém, a identificação baseada apenas em 

características morfológicas pode não ser confiável. Mirza e colaboradores (2012) 

testaram o isolamento de bactérias diazotróficas de vida livre de solos da Amazônia 

por três métodos distintos, e obtiveram um total de 794 colônias puras e isoladas, 

sendo a maioria deles obtidos pelo mesmo método utilizado no presente trabalho, 

confirmando a eficiência da técnica utilizada para obtenção de isolados de bactérias 

diazotróficas de vida livre. 

 A partir do isolamento e purificação dos isolados, todos foram caracterizados 

com relação ao seu potencial em fixar N2 “in vitro” e apenas os que apresentaram 

resposta positiva foram caracterizados bioquimicamente. Posteriormente, todos 

foram identificados por meio de técnicas moleculares.  
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Figura 2.3 – Imagem dos isolados bacterianos diazotróficos epifíticos cultivados em meio de cultura 

isento de N aos 10 dias de incubação a 28° C 

   

2.2.2.3 Fixação biológica de nitrogênio “in vitro” 

 

  O caráter diazotrófico dos isolados foi determinado com base na capacidade do 

complexo nitrogenase em reduzir acetileno como substrato alternativo. Todos os 

isolados bacterianos foram submetidos ao teste de redução de acetileno, em 

triplicata. Quando os isolados foram cultivados em meio JNFb, todos apresentaram o 

desenvolvimento de uma película característica no frasco com o meio de cultura. De 
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todos os isolados testados, 48 foram capazes de reduzir o acetileno a etileno, 

podendo ser considerados diazotróficos. 

  Nas condições do presente trabalho, em termos quantitativos, a atividade da 

nitrogenase variou entre 5 e 30 nmol de C2H4 h-1 mg-1proteina (Figura 2.4). 

Comparando-se as bactérias com relação ao substrato de onde foram isoladas, as 

bactérias isoladas de liteira apresentaram maiores taxas de ARA do que os isolados 

das folhas de bambu. Dentre eles, 60% dos isolados não fixaram nitrogênio (0 nmol 

de C2H4.h
-1 .mg-1proteina), 15% apresentaram baixa fixação (0,1-11 nmol de C2H4.h

-1 

.mg-1proteina), 20% apresentaram fixação intermediária (11-20 nmol de C2H4.h
-1.mg-

1proteina) e 5% apresentaram alta fixação (>20 nmol de C2H4 h-1.mg-1proteina). A 

analise estatística do resultado da atividade da nitrogenase indicou não haver 

diferença significativa entre os isolados. 

  A capacidade de fixação biológica de bactérias em reduzirem acetileno em 

meio de cultura é variada, como observado em bactérias isoladas de arroz 

(ARAUJO, 2008) e de raízes de milho (PEDRINHO, 2009). Acredita-se que a baixa a 

atividade da nitrogenase a quantidade e qualidade da fonte de C utilizado no meio 

de cultura, que pode interferir na atividade enzimática (PEDRINHO, 2009). A 

atividade da nitrogenase em plântulas de arroz inoculadas com bactérias 

diazotróficas foram dependentes da adição de C no meio de enraizamento 

(GYANESHWAR et al 2001). Algumas bactérias necessitam de meios de cultura 

apropriados para expressar a atividade da nitrogenase e por esse motivo 

possivelmente algumas bactérias não apresentaram atividade da nitrogenase, 

mesmo crescendo em meio de cultura sem N (BALOTA et al.,1999). 

 Segundo Shahi e colaboradores (2011), foram observadas variações 

significativas com relação a atividade da nitrogenase de bactérias diazotróficas 

isoladas da rizosfera de arroz, e mesmo assim, as mesmas apresentaram grande 

potencial para o desenvolvimento de biofertilizantes em ensaios de campo, devido à 

capacidade de promoção de crescimento de plantas que apresentaram. A atividade 

da nitrogenase neste trabalho variou entre 0,23 e 1,72 µmol de C2H4 mg-1proteína h-

1. 

 É importante ressaltar que a técnica de redução de acetileno foi utilizada como 

uma avaliação qualitativa, já que diversas condições como tempo de incubação do 

gás e quantidade de inóculo, por exemplo, podem interferir na avaliação da atividade 

da nitrogenase (LIFSHITZ et al., 1986; GILLER, 1987; VESSEY, 1994). Esta técnica 
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é um método indireto para avaliar a FBN e alguns isolados que apresentam alto 

potencial de FBN in vitro podem não apresentar uma associação eficiente com as 

plantas (HAN e NEW, 1998).  

 
Figura 2.4 –  Atividade de redução de acetileno em culturas puras de bactérias diazotróficas epifíticas 

isoladas da Mata Atlântica, após 1h de incubação a 28°C.  
 
 

2.2.2.4 Solubilização de fosfato inorgânico 

 
Quanto à capacidade de solubilização de fosfato inorgânico na forma de 

CaHPO4 em meio de cultura, 50% dos 48 isolados testados apresentaram a 

formação de halo, indicando resposta positiva neste ensaio (Figura 2.5). Apenas o 

isolado D6L apresentou índice de solubilização médio (IS=3,79),sendo 

significativamente superior (p<0,05) aos demais isolados, ao 15° dia de avaliação. 

Dos isolados que apresentaram resposta positiva, 48% apresentaram índice de 

solubilização baixo, variando de 1,15 a 1,86 (Tabela 2.2). Dos 6 isolados que 

apresentaram alta fixação no teste de ARA, apenas o isolado I7L foi capaz de 

solubilizar fosfato, os demais não apresentaram halo de solubilização.  

Os resultados corroboram aos apresentados por Marra e colaboradores (2012) 

em que a maior parte das bactérias diazotróficas testadas também apresentaram 
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índice de solubilização baixo (IS<2,0) quando avaliado para CaHPO4. Apesar disso, 

o maior índice de solubilização (IS=3,79) obtido para o isolado D6L foi maior do que 

aqueles apresentados por Marra e colaboradores (2012) (IS=3,55) e Ogut e 

colaboradores (2010) (IS=2,0).  

A capacidade de solubilizar fosfatos in vitro de algumas bactérias diazotróficas 

nem sempre ocorre de forma semelhante. Muitas vezes esse processo depende da 

presença de diferentes fontes de C ou mesmo de diferentes fontes de P no meio de 

cultura (FILHO; VIDOR, 2000). 

Hara; Oliveira (2004) observaram que dentre as 30 bactérias isoladas de solos 

com alta acidez e elevadas concentrações de Al da região Amazônica, 57% foram 

capazes de solubilizar fosfato, entretanto apresentaram baixo índice de 

solubilização. No presente trabalho, observa-se que a proporção entre bactérias 

solubilizadoras e não solubilizadoras foi semelhante aos resultados obtidos por 

Hara; Oliveira (2004), indicando comportamento semelhante entre muitas das 

bactérias isoladas de biomas e condições distintas.  

 

 
Figura 2.5 - Halo indicando solubilização de fosfato inorgânico em meio de cultura. A e B. Isolados 

que solubilizaram fosfato de cálcio em meio de cultura. C e D. Isolados que 
apresentaram crescimento, mas não solubilizaram fosfato em meio de cultura 
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Tabela 2.2 – Capacidade de solubilização de fosfato de cálcio de bactérias diazotróficas epifíticas 
isoladas da Mata Atlântica 

                
Isolados Ø colônia (cm) Ø halo (cm) I.S.(1)  Classe de solubilização 

A5F 6,6 12,3 1,86 b Baixa 
A6F 7,42 CNS(2) - - 
A7F 5,42 CNS - - 
B6F 8,76 CNS - - 
C5F 10,02 12,28 1,22 b Baixa 
C6F 13,7 CNS - - 
D4F 6,86 12,13 1,76 b Baixa 
D6F 6,31 CNS - - 
E4F 5,69 CNS - - 
E5F 6,33 CNS - - 
E7F 6,9 10,16 1,47 b Baixa 
G5F 7,71 8,92 1,15 b Baixa 
G7F 10,03 CNS - - 
G8F 10,59 12,7 1,19 b Baixa 
H4F 10,53 CNS - - 
H6F 13,94 CNS - - 
H8F 9,97 12,48 1,25 b Baixa 
I7F 6,32 8,23 1,30 b Baixa 
J6F 7,89 CNS -  J7F 7,26 8,79 1,21 b Baixa 
A5L 9,51   CNS - - 
A6L 10,57 15,14 1,4 3 b Baixa 
B5L 8,83 CNS -  B6L 9,7 14,15 1,45 b Baixa 
B7L 11,66 14,89 1,27 b Baixa 
C4L 8,23 CNS - - 
C5L 7,01 CNS - - 
C6L 2,74 CNS - - 
C7L 14,85 CNS - - 
D0L 9,83 15,92 1,61 b Baixa 
D6L 5,96 22,47 3,79 a Média 
E5L 6,37 CNS - - 
E6L 6,13 CNS - - 
E9L 13,24 19,72 1,48 b Baixa 
F4L 9,93 14,82 1,49 b Baixa 
F5L 14,4 17,37 1,20 b Baixa 
F8L 15,41 CNS - - 
G4L 2,15 CNS - - 
H4L 8,23 CNS - - 
H7L 13,05 CNS - - 
I5L 6,11 CNS - - 
I7L 14,27 16,74 1,17 b Baixa 
I7La 12,61 17,58 1,39 b Baixa 
I8L 16,33 19,08 1,16 b Baixa 
J5L 13,62 16,84 1,23 b Baixa 
J6L 14,29 17,68 1,24 b Baixa 
J7L 8,39 10,83 1,29 b Baixa 
J8L 12,39 16,4 1,32 b Baixa 

(1) Índice de Solubilização após 15 dias. 
Os dados são médias de 4 repetições. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas não diferem
entre si pelo teste de scott knot (p<0.05). 
(2) CNS = cresceu e não solubilizou. 
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 Algumas bactérias capazes de solubilizar fosfatos inorgânicos normalmente 

apresentam outros mecanismos promotores de crescimento das plantas e as 

mesmas são comumente conhecidas como bactérias promotoras de crescimento 

vegetal (PGPR) (VESSEY, 2003). A obtenção de isolados com capacidade de 

solubilizar fosfatos no solo é uma etapa muito importante na seleção de bactérias 

para a produção de inoculantes com potencial para serem utilizadas na agricultura 

(SOUCHIE et al., 2005). Foram descritas como sendo eficientes em solubilizar 

fosfatos, bactérias dos gêneros Pseudomonas, Bacillus e Rhizobium (RODRÍGUEZ; 

FRAGA, 1999) e muitas delas utilizadas em inoculantes aplicados na agricultura com 

sucesso. Até o presente, apenas trabalhos realizados por Mwajita e colaboradores 

(2013) descrevem bactérias diazotróficas isoladas da rizosfera e filosfera de arroz 

cultivados no Quênia com capacidade de solubilização de P inorgânico. 

 

2.2.2.5 Produção de ácido indol-3-acético (AIA) 

 
 Nas condições testadas, todos os isolados apresentaram habilidade de 

produzir AIA em meio de cultura contendo L-triptofano, variando entre 1,71 e 51,77 

μg.mL-1. Já na ausência desse precursor, 56% dos isolados apresentaram a 

produção de AIA, variando de 1,28 a 22,42 μg.mL-1 (Tabela 2.3). Os isolados J7L e 

H8F apresentaram os maiores níveis de produção de AIA tanto no meio de cultura 

contendo L-triptofano, bem como na ausência do aminoácido. De maneira geral, na 

presença do L-triptofano, 69% dos isolados produziram AIA em concentração alta, 

variando entre 11-50 µg.mL-1, 30% produziram AIA entre 1-10 µg.mL-1, e 2% 

produziram elevada concentração de AIA (> 50 µg.mL-1) (Figura 2.6A). Na ausência 

do precursor, 39% não produziram AIA, 55% produziram intermediaria concentração 

de AIA (1-10 µg.mL-1), e 7% apresentaram alta concentração de AIA (11-50 µg.mL-1) 

(Figura 2.6B). 

O predomínio de isolados bacterianos que produzem AIA na presença do 

percursor também foi observado por Gravel e colaboradores (2007) os quais 

analisaram o potencial da bactéria do gênero Pseudomonas putida na promoção de 

crescimento de tomate. Apesar disso, outras vias independentes de L-triptofano já 

foram descritas (SPAEPEN et al., 2007), o que explica a síntese de AIA na ausência 

do mesmo.  
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Yasmin e colaboradores (2007) avaliaram a capacidade de 15 isolados 

bacterianos quanto à produção de AIA e todos se mostraram capazes de produzir o 

fitormônio sendo que, em meio suplementado com L-triptofano o isolado UPMSP9 

apresentou a maior concentração de AIA (46,66 μg.mL-1). Os autores também 

verificaram que a presença do aminoácido aumentou a produção de AIA de diversos 

isolados, mostrando que a produção está ligada a rotas metabólicas dependentes do 

L-triptofano. Os resultados obtidos no presente trabalho condizem com os obtidos 

pelos autores citados, evidenciando que os isolados avaliados provavelmente 

também utilizam a via do L-triptofano na produção de AIA.  

 

Tabela 2.3 – Produção de AIA de bactérias diazotróficas epifíticas isoladas da Mata Atlântica, na 
presença e ausência de L-triptofano 

(Produção de AIA (g.mL-1) 

Isolados Com L-
triptofano 

Sem L-
triptofano Isolados Com L-

triptofano 
Sem L-

triptofano 
A5F 10,97 C - B7L 44,45 A -  
A6F 12,95 C 1,96 c C4L 12,42 C  - 

A7F 5,76 D - C5L 4,22 D -  
B6F 30,23 A 4,38 c C6L 27,48 B -  
C5F 16,99 C 2,00 c C7L 4,39 D -  
C6F 26,24 B - D0L 12,83 C - 

D4F 26,25 B 1,28 c D6L 42,83 A 3,06 c  
D6F 12,88 C - E5L 6,32 D -  
E4F 12,95 C - E6L 10,02 C - 

E5F 18,30 C - E9L 1,71 D -  
E7F 10,29 C - F4L 45,18 A  2,78 c  
G5F 4,13 D 1,94 c F5L 11,94 C 3,50 c  

G7F 5,48 D 2,28 c F8L 4,89 D 2,67 c  
G8F 40,40 A 6,14 c G4L 29,14 B 9,42 b  
H4F 34,94 B 3,39 c H4L 7,42 D 8,02 b  
H6F 6,77 D 1,77 c H7L 39,99 A 4,23 c  
H8F 51,77 A 13,72 a I5L 16,71 C 4,77 c 

 I7F 38,52 A 4,48 c I7L 39,75 A 5,86 c 
 J6F 16,82 C - I7La 33,70 B 2,84 c 
 J7F 8,27 D 4,68 c I8L 48,69 A 4,74 c 
 A5L 8,29 D - J5L 34,35 B 4,40 c 
 A6L 16,25 C - J6L 47,38 A 6,30 c 
 B5L 15,87 C - J7L 45,96 A 22,42 a  

B6L 5,54 D - J8L 36,96 B 10,59 b 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente, pelo teste de Scott-Knott, (p<0.05). 
Letras maiúsculas comparam meios suplementados com L-triptofano e minúsculas comparam meio 
sem L-triptofano; dados originais transformados em raíz quadrada de (x). 
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Figura 2.6 – Frequência dos isolados que apresentaram capacidade de produção de AIA (A) na 

presença do precursor L-triptofano e (B) na ausência do precursor L-triptofano. De 
acordo com a concentração de AIA detectada, temos: <1 µg.mL-1 (baixa produção); 1-
10 µg.mL-1 (média produção); 11-50 µg.mL-1 (alta produção); >50 µg.mL-1 (elevada 
produção de AIA) 

 

 Os isolados da filosfera de bambu da Mata Atlântica apresentaram alta 

capacidade em produzir AIA, o que contradiz relatos na literatura que demonstram 

que as bactérias da filosfera são ineficientes para produzir AIA (LINDOW; BRANDL, 

2003; MWAJITA et al., 2013). É importante ressaltar que mesmo com elevada 

produção de AIA, a função dos fitormônios produzidos pelas comunidades epifíticas 

não está muito bem esclarecida. A produção de AIA por bactérias epifíticas pode 

estar relacionada a uma maior competitividade durante a colonização da planta 

hospedeira (BRANDL; LINDOW, 1998). Na rizosfera, a produção de AIA pode 

aumentar o volume de raízes adventícias, o que favorece a absorção de água e 

nutrientes e este, por sua vez, libera exsudatos para as bactérias no solo. Já na 

superfície foliar, o fitormônio pode promover o afrouxamento da parede celular, 

podendo ainda estimular a liberação de açúcares (FRY, 1989; GOLDBERG, 1980). 

Além disso, o hormônio secretado pelas bactérias pode promover o crescimento das 

plantas de forma indireta, influenciando na atividade da enzima ACC desaminase (1-

aminociclopropano-1-carboxilato), que é um precursor do etileno (PATTEN, GLICK, 

2002). Segundo Li e colaboradores (2000) e Glick (2001), bactérias mutantes 

promotoras de crescimento vegetal, que não produzem ACC desaminase, também 

perderam a habilidade de estimular o alongamento das raízes. O AIA produzido 

pelas bactérias pode aumentar a transcrição e atividade da ACC sintase, que 
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catalisa a produção de ACC nas plantas (JACOBSON et al., 1994; PECK , 

KENDE;1995, LI, GLICK, 2001).  

 

2.2.2.6 Produção de ACC desaminases 

 
Com relação a produção de ACC desaminase, sete (16%) dos 48 isolados 

apresentaram crescimento acentuado no meio M9+ACC podendo então ser 

considerados possíveis metabolizadores da enzima ACC desaminase (Tabela 2.4). 

Glick (2005) demonstrou que tanto as bactérias do solo produtoras de ACC 

desaminase, quanto seu transgene em plantas são capazes de atuar na proteção às 

plantas quanto a estresses bióticos e abióticos. Tal característica elucida um 

possível uso dessa enzima nas práticas agrícolas. Além disso, a atividade da enzima 

ACC desaminase não afeta a estrutura das raízes, sugerindo que a enzima pode 

estimular o crescimento de fungos micorrízicos arbusculares (GAMALERO et al., 

2008). Também foram obtidos resultados que demonstram uma relação sinérgica 

positiva entre isolados bacterianos produtores de ACC desaminase e fungos 

micorrízicos que culminam em um maior crescimento da planta e da atividade 

fotossintética. 

 

2.2.2.7 Produção de quitinases  

 

 Dos 48 isolados analisados, apenas 8% formaram halos ao final de 16 dias em 

meio de cultura contendo quitina como única fonte de C (Figura 2.7), (Tabela 2.4). 

Importante ressaltar que 4 dos isolados que produziram quitinases (H4F, H8F, I7F e 

J7L) também apresentaram resposta positiva tanto nos testes de redução de 

acetileno, solubilização de fosfato e produção de AIA.  

  A baixa frequência de bactérias diazotróficas capazes de produzir quitinases 

no presente trabalho também foi observada em trabalhos semelhantes. Ribeiro 

(2012), ao testar a capacidade de 97 isolados de rizobactérias quanto à síntese de 

quitinases não obteve resultados positivos, apesar de apresentarem outros 

mecanismos de promoção de crescimento vegetal como FBN e produção de AIA e 

sideróforos.  
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Figura 2.7 – Halo indicando produção de quitinases em meio de cultura. A e B. Isolados que 
produziram halo de solubilização em meio de cultura. C e D. Isolados que 
apresentaram crescimento, mas não produziram halo em meio de cultura após 16 dias. 

 

 Alguns micro-organismos que não possuem quitina em sua parede celular 

podem produzir quitinase com objetivo de degradar quitina de outros organismos e 

obter nutrientes, na ausência de outras fontes de carbono, como no caso de 

bactérias do solo. Em associação com as plantas, a produção de quitinases está 

relacionada com a defesa contra fungos fitopatogênicos (SHAIKH; DESHPANDE, 

1993), característica interessante em possíveis bactérias selecionadas para a 

produção de inoculante. 

 A produção de quitinases já foi reportada em 3 linhagens de Pseudomonas 

fluorescens (epifítica) em que foi confirmada a atividade antagonista ao fungo 

Colletotrichum falcatum relacionada à produção de quitinases (VISWANATHAN; 

SAMIYAPPAN, 2004). Da mesma forma Velusamy e Kim (2011), mostraram que 

bactérias dos gêneros Erwinia e Enterobacter isoladas da superfície de folhas de 

algodão com sintomas de antracnose apresentaram ação antagônica a Rhizoctonia 

solani, através da produção de quitinases. Burkholderia com capacidade de produzir 
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quitinases e quitosanases, que são enzimas importantes no controle biológico de 

fitopatógenos, também foram observadas em ensaios in vitro (SHIMOSAKA et al., 

2000). A importância do controle biológico de fungos patogênicos por meio da 

produção de quitinases também foi relatada por Barra e colaboradores (2008). Dos 

43 isolados de rizosfera e filosfera de plantas cultivadas de importância econômica, 

22 foram capazes de produzir quitinases. Da mesma maneira, Shaharoona e 

colaboradores (2006) detectaram algumas linhagens de Pseudomonas com elevada 

habilidade de promover o crescimento vegetal, e atribui a esse potencial à produção 

de quitinases e ACC-desaminases. 

 

2.2.2.8 Produção de sideróforos  

  

 Dentre todos os 48 isolados testados, 17% foram capazes de produzir 

sideróforos (Tabela 2.4). Os sideróforos produzidos pelas bactérias retiram o ferro 

presente na solução de CAS, alterando a coloração do meio de cultura (Figura 2.8) 

(ALEXANDER; ZUBERER, 1991). Sideróforos são moléculas de peso molecular 

baixo que tem a função de sequestrar o Fe do ambiente e o tornar disponível para 

as células. O Fe desempenha um papel essencial no metabolismo dos micro-

organismos. Em condições aeróbicas, é responsável pela redução de oxigênio na 

síntese de ATP (NEILANDS, 1995).  

 Dos 8 isolados que apresentaram resposta positiva no teste de produção de 

sideróforos, todos também apresentaram resposta positiva a pelo menos dois outros 

testes realizados anteriormente, indicando elevado potencial para produção de 

biofertilizantes.  

 A capacidade em produzir sideróforos foi obtida em 85% dos isolados 

bacterianos obtidos da rizosfera de tabaco (TIAN et al, 2009). Segundo os autores, 

bactérias do gênero Pseudomonas, Enterobacter, Serratia, Pantoea, Erwinia e 

Stenotrophomonas estão entre as capazes de produzir sideróforos em condições de 

baixa concentração de ferro no meio de cultura. Cianobactérias isoladas da 

superfície de folhas de Merostachys neesii, Euterpe edulis, Garcinia gardneriana e 

Guapira opposita da Mata Atlântica, apresentaram alguns mecanismos de 

crescimento vegetal in vitro, porém não foi observada produção de sideróforos in 

vitro, sugerindo que as cianobactérias isoladas da Mata Atlântica podem auxiliar no 
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crescimento das plantas por outros mecanismos de crescimento, mas não pela 

produção de sideróforos (ANDREOTE, 2013). 

 

Tabela 2.4- Produção de quitinase, atividade de ACC desaminase e produção de sideróforo das 
bactérias diazotróficas epifíticas isoladas da Mata Atlântica  

Isolados 
 

Produção 
de 

quitinase 

Atividade de 
ACC 

desaminase 

Produção 
de 

sideróforo 
Isolados 
 

Produção 
de 

quitinase 

Atividade de 
ACC 

desaminase 

Produção 
de 

sideróforo 

A5F - - - B7L - + - 

A6F - - + C4L - - - 

A7F - - - C5L - - - 

B6F - - + C6L - - - 

C5F - - + C7L - - - 

C6F - - - D0L - - - 

D4F - - + D6L - - - 

D6F - - - E5L - - - 

E4F - - - E6L - - - 

E5F - - - E9L - - - 

E7F - - - F4L - - - 

G5F - - - F5L - - - 

G7F - - - F8L - - - 

G8F - - - G4L - - + 

H4F + - - H4L - - - 

H6F - - + H7L - - + 

H8F + + - I5L - - + 

I7F + + + I7L - + - 

J6F - - - I7la - - - 

J7F - - - I8L - - - 

A5L - - - J5L - - - 

A6L - + - J6L - - - 

B5L - - - J7L + + - 

B6L - + - J8L - - - 

+, com produção; -, sem produção 
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Figura 2.8- Coloração laranja indica produção de sideróforo 

 

2.2.2.9 Análise de BOX-PCR 

 

  Para Isolados bacterianos filogeneticamente muito próximos (BRUIJN et 

al.,1996) BOX-PCR é uma técnica que pode ser utilizada para distingui-los (MENNA 

et al., 2009)  e pode ser aplicada para análise genotípica de populações de bactérias 

diazotróficas de maneira eficiente (LAGUERRE et al., 1997; KASCHUK et al., 2006). 

 Todos os 48 isolados selecionados foram analisados por BOX-PCR, a qual 

baseia-se na utilização de um único oligonucleotídeo como iniciador para amplificar 

regiões repetitivas dispersas no genoma, gerando um “fingerprint” ou impressão 

digital de cada isolado bacteriano (VERSALOVIC et al., 1994). Dentre os isoldos 

analisados, 7 não apresentaram produto de amplificação.  

 Considerando-se que cada padrão de bandas representa uma população 

distinta, a análise por BOX-PCR mostrou alta dissimilaridade entre o padrão de 

banda dos isolados, indicando alta diversidade genética. A análise dos padrões de 

banda resultou na formação de 30 padrões de bandas distintos, sugerindo a 

existência de 30 diferentes populações bacterianas diazotróficas na filosfera de 

bambu.  
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 Através de análise de agrupamento hierárquico, foi possível agrupar os 

isolados em três grandes grupos, considerando a distância euclidiana mínima de 1,6. 

Os grupos I e III são formados por isolados tanto da liteira quanto das folhas de 

bambu. Já o grupo II é formado quase que exclusivamente por isolados da liteira, 

sugerindo uma correlação com o microambiente de onde os isolados foram obtidos 

(Figura 2.9). Porém, resultados de análise discriminante dos padrões de bandas dos 

géis do BOX-PCR sugerem que não existe diferença entre os isolados de folha e 

liteira (Wilks' lambda= 0,5549, p>0,05), presentando baixa probabilidade dos 

isolados se agruparem em função do microambiente de origem (F= 1,7277, prob = 

0,1098). Da mesma forma, a análise multivariada de escala multidimensional 

(NMDS) mostrou que existe uma baixa tendência dos isolados se agruparem em 

função do local de origem (stress=0.13, Figura 2.10), sugerindo que genótipos 

similares de bactérias diazotróficas ocorrem tanto nas folhas quanto na liteira de 

Bambu.   

 Os dados obtidos por meio da técnica molecular BOX-PCR sugerem que existe 

uma grande diversidade de bactérias epifíticas na superfície das folhas e liteira de 

Bambu, e com isso, todos os isolados foram sequenciados para identificação e 

análise mais detalhada. 
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Figura 2.9 – BOX-PCR dos isolados bacterianos de filosfera e liteira de Bambu da Mata Atlântica. A. 

Agrupamento hierárquico com base no perfil de bandeamento dos géis  B. Produtos de 
amplificação dos isolados bacterianos por BOX-PCR  
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Figura 2.10 – Análise multivariada de escalonamento multidimensional não-métrico (NMDS) com base 
no perfil de bandas após BOX-PCR de bactérias diazotróficas, considerando-se os dois 
locais de origem das mesmas, sendo + (bactérias isoladas das folhas de Bambu);     
(bactérias isoladas das liteiras de Bambu). NMDS gerado com base em matriz de 
similaridade de Bray-Curtis 

2.2.2.10 Análise de sequenciamento do gene rRNA 16S dos isolados 

 

 Sequências de 11 isolados analisados apresentaram baixa similaridade com 

sequências depositadas no RDP que podem representar novas espécies ainda não 

descritas. Novas análises de sequenciamento serão necessárias para melhor definir 

a afiliação taxonômica desses organismos. Dentre as sequencias analisadas, 33 

apresentam alta similaridade com sequências de bactérias diazotróficas da família 

Enterobacteriaceae (Proteobacteria), (Tabela 2.5). Levando-se em consideração 

95% de similaridade entre as sequências para definição de afiliação, 75% dos 

isolados estudados são pertencentes à classe Gammaproteobacteria, e família 

Enterobacteriaceae. 32% dos isolados apresentaram sequências similares a 

Klebsiella sp. e 2% dos isolados foram similares a Serratia e Enterobacter. 37% das 

sequências não foram identificadas quanto ao gênero devido á baixa similaridade 
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com os micro-organismos citados em banco de dados, podendo então representar 

novos gêneros ou espécies. 25% das sequências apresentaram baixa identidade 

com outras sequências já depositadas no banco de dados.  

  Proteobacteria é um dos filos mais estudados e apresenta também o maior 

número de representantes de bactérias capazes de fixar nitrogênio atmosférico 

(ZEHR, 2003; RAYMOND et al., 2004). O filo Proteobacteria é morfológica e 

metabolicamente diversificado, além de ser o mais abundante em diversos 

ambientes (MARGULIS; SCHWARTZ, 1998), e subdivide-se em 5 classes: 

Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria 

e Epsilonproteobacteria. Além disso, é o mais abundante entre os micro-organismos 

encontrados na filosfera, sendo que os gêneros Agrobacterium, Burkholderia, 

Clavibacter, Leifsonia, Pantoea, Pseudomonas e Xanthomonas são encontrados 

mais frequentemente em diversas plantas (VORHOLT, 2012).  

  Lindow e Brandl (2003) mostraram que na filosfera ocorre um predomínio de 

poucos gêneros de bactérias, como Pseudomonas, Xanthomonas, Bacillus, Erwinia 

e Methylobacterium spp que foram detectados por métodos dependentes de cultivo, 

porém Lambais e colaboradores (2006) observaram uma grande diversidade de 

bactérias na filosfera de várias espécies florestais por métodos independentes de 

cultivo, indicando uma complexidade na estrutura da comunidade microbiana na 

filosfera muito maior do que se imaginava. 

   O conhecimento da comunidade microbiana que coloniza espécies de bambu 

se restringe a poucos trabalhos. Na Mata Atlântica, observou-se grande diversidade 

de espécies na filosfera de bambu da espécie M. neesii, comparando com a 

diversidade de bactérias no solo sob a copa das árvores e cascas. Utilizando-se a 

técnica de pirossequenciamento, verificou-se a presença de bactérias dos filos 

Proteobacteria, Firmicutes, e Cyanobacteria (GOMEZ, 2012). Já por meio de técnica 

de cultivo, Andreote (2013) obteve isolados de cianobactérias também da filosfera 

de M. neesii da Mata Atlântica, as quais foram identificadas por sequenciamento do 

gene rRNA 16S e afiliadas aos gêneros Nostoc, Desmonostoc, Leptolyngbya, 

Oculatella,Brasilonema, Pleurocapsa e Chroococcidiopsis. Recentemente foram 

isoladas bactérias da filosfera de bambu da espécie Bambusa bambos originadas da 

Índia, e foram identificadas como sendo da espécie Methylobacterium (MADHAIYAN 

et al., 2014), espécie bacteriana comumente encontrada na filosfera de várias 

plantas (CORPE, RHEEM, 1989), com capacidade de promover o crescimento das 
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plantas pela produção de AIA, sideróforos e ACC desaminase (TROTSENKO et al. 

2001; HOLLAND, POLACCO 1992; IDRIS et al. 2004). 

  Na família Enterobacteriaceae são encontrados inúmeras bactérias 

potencialmente patogênicas, tais como Pantoea, Pectobacterium Erwinia e Brenneria 

(BRENNER; FARMER, 2005). Porém, já foi demostrado que alguns representantes 

desses grupos apresentam capacidade de promover o crescimento das plantas por 

meio da produção de fitormônios, solubilização de fosfatos e fixação biológica de N 

(BEHAR; YUVAL; JURKEVITCH, 2005; KÄMPFER; RUPPEL; REMUS, 2005; LIN et 

al., 2012; PENG et al., 2009; TAULÉ et al., 2011; YOUNG et al., 2006). Bactérias 

pertencentes à família Enterobacteriaceae, epifíticas e endofíticas, foram isoladas de 

uma ampla variedade de culturas (ASIS & ADACHI, 2003). Kämpfer e colaboradores 

(2005) propuseram uma nova espécie do gênero Enterobacter, E. radicincitans, 

capaz de produzir fitormônios e fixar nitrogênio atmosférico. Enterobacter oryzae é 

uma espécie diazotrófica isolada da rizosfera de arroz selvagem Oryza latifolia 

(PENG et al., 2009).  

  Bactérias do gênero Enterobacter também são descritas como sendo capazes 

de solubilizar fosfatos, produzir AIA, sugerindo que representantes deste gênero são 

importantes bactérias promotoras de crescimento de plantas (SHOEBITZ et al.,2009; 

ALMETHYEB et al., 2013). Foram descristas bactérias do gênero Enterobacter spp. 

produzindo até 258,9 µg.mL-1 de AIA (MONTAÑEZ et al., 2012) e colonizando a 

filosfera de espécies cultivadas (YANG et al., 2001). Bactérias isoladas da filosfera 

de trigo caracterizadas como fixadoras de N e com capacidade de produzir 

citocininas também foram caracterizadas taxonomicamente, e foram descritas como 

similares a família Enterobacteriaceae (KAMPFER et al., 2005). A produção de AIA 

por membros da família Enterobacteriaceae também foi reportada tanto por Souchie 

e colaboradores (2007) quanto por Kavamura e colaboradores (2013), sugerindo 

assim que esse grupo de bactérias pode contribuir de maneira efetiva para o 

crescimento e desenvolvimento das plantas por meio da produção de fitormônios em 

diferentes ecossistemas.  

  Klebsiella é também um importante gênero de bactérias diazotróficas. Este 

gênero é considerado um organismo modelo na genética da fixação biológica de N, 

e possibilitou o estudo da regulação da expressão da nitrogenase, e revela que 

muitos dos genes envolvidos na FBN são comuns a quase todos os diazotróficos 

(HOWARD; REES, 1996). Alguns autores relatam o isolamento de bactérias do 
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gênero Klebsiella da filosfera de algumas espécies vegetais cultivadas e ainda com 

potencial de fixação de N por meio de inoculação (SENGUPTA, SEN, 1981; 

SAMANTA, SEN, 1986; HASHIDOKO et al., 2002). 

 No gênero Serratia sp., já foram descritas várias bactérias de vida livre capazes 

de produzir sideróforos (TIAN et al., 2009), solubilizar fosfatos (ASERSE et al., 2013) 

além de possuírem ação antagonista a fungos patogênicos (DE VLEESCHAUWER, 

HÖFTE 2007), sugerindo que são também bactérias com potencial para promover o 

crescimento vegetal. Bruce e colaboradores (2010) isolaram um grande número de 

bactérias de amostras de solo da Mata Atlântica e alguns isolados foram 

caracterizados como Serratia, indicando a ocorrência desse gênero não somente na 

superfície das folhas, mas também no solo desse bioma.  

 Através de técnicas moleculares como PCR-DGGE e sequenciamento do gene 

rRNA 16S, o gênero Yersinia também já havia sido descrito na filosfera de espécies 

arbóreas da Mata Atlântica, assim como Enterobacter e Klebsiella (LAMBAIS et al., 

2006).
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Tabela 2.5 – Afiliação taxonômica dos isolados bacterianos de folha e liteira de bambu da Mata Atlântica, a partir do sequenciamento parcial 

do gene rRNA 16S                                                                                                                                                    (Continua) 

Isolado Origem Filo Classe Ordem Família Gênero 

B6F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Enterobacter (97%) 

H4F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Serratia (98%) 

G5F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Klebsiella (97%) 

D4F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Klebsiella (97%) 

C6F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Klebsiella (100%) 

H8F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 

I7F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 

G7F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 

G8F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 

E4F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 

E7F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 

J6F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 

J7F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 

E5F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 

A7F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 

H6F Folha Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 

A6F Folha ND 
    D6F Folha ND 
    C5F Folha ND 
    C5L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Klebsiella (97%) 

J8L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Klebsiella (100%) 

F5L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Klebsiella (97%) 

A6L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Klebsiella (100%) 

E6L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Klebsiella (100%) 

G4L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Klebsiella (97%) 

E5L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Klebsiella (97%) 
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Tabela 2.5 – Afiliação taxonômica dos isolados bacterianos de folha e liteira de bambu da Mata Atlântica, a partir do sequenciamento parcial 

do gene rRNA 16S                                                                                                                                                    (Conclusão) 

Isolado Origem Filo Classe Ordem Família Gênero 

D0L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Klebsiella (97%) 

C6L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Klebsiella (97%) 

H7L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Klebsiella (99%) 

B6L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Klebsiella (97%) 

I7L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 

C7L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 

E9L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 

F4L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 

J5L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 

D6L Liteira Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae ND 

A5L Liteira ND 
    B5L Liteira ND 
    B7L Liteira ND 
    C4L Liteira ND 
    J7L Liteira ND 
    J6L Liteira ND 
    F8L Liteira ND 
    H4L Liteira ND 
    ND=Não determinado 
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Como o presente trabalho tem por objetivo elaborar um biofertilizante que 

seja eficiente em promover o crescimento da cana-de-açúcar usando bactérias 

diazotróficas e com outros mecanismos de promoção de crescimento, 10 isolados 

bacterianos foram selecionados com base nos testes citados anteriormente para 

inoculação via pulverização foliar e para encapsulamento e aplicação no solo e 

determinação de sua eficiência em promover o crescimento de cana-de-açúcar. 

 
2.2.2.11 Sequenciamento completo do gene rRNA 16S e gene nifH dos 
isolados 

 
 Antes da realização dos ensaios em casa-de-vegetação, os 10 isolados mais 

promissores em testes laboratoriais foram caracterizados quanto a sequência  

completa do gene rRNA 16S para confirmação da afiliação filogenética e parcial 

do gene nifH, responsável pelo caráter diazotrófico das bactérias. Para o gene  

rRNA 16S, o comprimento das sequências analisadas variou de 1.300 a 1.471 pb, 

representando quase todo o gene. Quanto ao gene nifH, o comprimento das 

sequências variou entre 350 e 380 pb, representando parcialmente o gene.  

 Resultados de sequenciamento completo do gene rRNA 16S confirmam que 

os isolados são similares da família Enterobacteriaceae, porém a caracterização a 

nível de espécie não foi observada. Yang e colaordadores (2001) encontraram 

maior complexidade que se esperava em comunidades de bactérias associadas à 

filosfera por meio de análises baseadas no gene 16S rRNA, onde as sequências 

obtidas coincidiam apenas 90% com as depositadas nos bancos de dados, da 

mesma forma que observado para os isolados do presente estudo. Foi confirmada 

a presença do gene nifH em todos os isolados selecionados (Figura 2.11) 

confirmando assim o caráter diazotrófico dos mesmos. Para ambos os genes, as 

10 bactérias mostraram alta similaridade com a família Enterobacteriaceae, porém 

com divergências com relação ao gênero caracterizado (Tabela 2.6). Árvores 

filogenéticas do sequenciamento dos genes rRNA 16S e nifH dos isolados estão 

apresentados nas Figuras 2.12 e 2.13, com base na similaridade entre as 

sequências obtidas e organismos de referência. 

  Existem algumas limitações com relação ao uso do gene nifH para análise 

filogenética, dependendo do grupo de micro-organismos que se quer acessar 

(GABY; BUCKLEY, 2012). Os mesmos autores citados testaram a afinidade dos 

iniciadores utilizados no presente experimento (19F, UEDA et al., 1995) e indicou 
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uma baixa especificidade para amplificação do gene nifH sob as condições 

testadas, sendo que o mesmo ocorre para inúmeros iniciadores citados na 

literatura para sequenciamento do gene nifH. 

  O gene nifH é um gene altamente conservado em diazotróficos (ZEHR, 

CAPONE, 1996) e estão localizados em vários operons, porém em Klebsiella  

pneumoniae, vinte genes nif estão organizados seqüencialmente, formando 8 

operons: nifJ, nifHDKT, nifENX, nifUSVWZ, nifM, nifF, nifLA e nifBQ (ARNOLD et 

al., 1988). Já em Enterobacter, e em outos diazotroficos de vida livre e 

associativos, foi observada a presença de genes nif na porção extracromossomal 

do genoma, indicando que esta característica não é única dos diazotrófos 

simbióticos (SINGH et al., 1983; SINGH, KLINGMULLER, 1986; KREUTZER et 

al., 1991). Nos micro-organismos de vida livre, os genes nif ocupam uma região 

de aproximadamente 23 Kb do plasmídeo pEA3 de 113 Kb. Mas de maneira 

geral,os genes nif, codificam a formação da proteína FeMo, componente da 

enzima nitrogenase, responsável pelo processo de fixação de nitrogênio 

(ROSADO et al, 1999).  

 Diferentemente do observado no presente estudo, Videira e colaboradores 

(2012) verificaram a presença do gene nifH em isolados com habilidade de 

promoção de crescimento vegetal obtidos da rizosfera de gramíneas, 

caracterizados como Burkholderia, Klebsiella e Enterobacter. Liu e colaboradores 

(2011) também detectaram o gene nifH em bactérias do gênero Klebsiella 

isoladas da rizosfera de arroz, e ainda apresentaram diversos mecanismos para 

promoção de crescimento vegetal, como FBN e formação de biofilme. Dessa 

forma, pode-se sugerir que esse gênero de bactérias diazotróficas constitui um 

grupo importante de bactérias capaz de promover o crescimento de plantas tanto 

na filosfera quanto na rizosfera de plantas cultivadas ou em ambientes naturais, 

como na filosfera de espécies de bambu em florestas tropicais.  

 
 Figura 2.11 - Eletroforese em gel de agarose dos amplicons do gene nifH dos isolados de 

bactérias  diazotróficas da Mata Atlântica
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Tabela 2.6 – Identidade e cobertura das sequências de rRNA 16S e nifH comparadas com outras sequências depositadas no GenBank (NCBI). 

Isolados Origem Descrição Sequências mais similares no banco de dados 
Cobertura 

(%) 
Identidade 

(%) E-valeu Score 
  

  
rRNA 16S 

    A6L Liteira NR_074913.1 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578 strain ATCC 700721 100 99 0.0 2673 

B6F Folha NR_037085.1 Raoultella terrigena strain 84 100 99 0.0 2531 

C5L Liteira NR_037085.1 Raoultella terrigena strain 84 100 99 0.0 2512 

C6F Folha  NR_024996.1  Raoultella planticola strain ATCC 33531 99 99 0.0 963 

D4F Folha NR_074913.1 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578 strain ATCC 700721 100 99 0.0 2680 

E5L Liteira NR_074913.1 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578 strain ATCC 700721 100 99 0.0 2684 

F5L Liteira NR_074913.1 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578 strain ATCC 700721 100 99 0.0 2571 

G4L Liteira NR_074913.1 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578 strain ATCC 700721 100 99 0.0 2700 

I7L Liteira NR_074913.1 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578 strain ATCC 700721 100 98 0.0 701 

J8L Liteira  NR_037084.1 Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis strain R-70 100 99 0.0 2357 
  

  
nifH 

    A6L Liteira FJ593769.1 Klebsiella sp. P0646 dinitrogenase reductase (nifH) gene 84 99 1,00E-160 575 

B6F Folha V00631.1 Klebsiella. pneumoniae genes nifH and nifD (fragment) 98 92 1,00E-145 525 

C5L Liteira AY242355.1 Klebsiella pneumoniae 342 dinitrogenase reductase 94 95 1,00E-165 592 

C6F Folha AY846276.1 Klebsiella pneumoniae RP10R3 95 97 1,00E-179 638 

D4F Folha AY846276.1 Klebsiella pneumoniae RP10R3 97 96 0.0 643 

E5L Liteira AY846276.1 Klebsiella pneumoniae RP10R3 98 96 1,00E-175 625 

F5L Liteira  AY242355.1 Klebsiella pneumoniae 342 dinitrogenase reductase 98 95 1,00E-165 592 

G4L Liteira AY846276.1 Klebsiella pneumoniae RP10R3 98 97 0.0 652 

I7L Liteira  AY242355.1 Klebsiella pneumoniae 342 dinitrogenase reductase 93 97 1,00E-175 625 

J8L Liteira AY846276.1 Klebsiella pneumoniae RP10R3 98 98 0.0 647 
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Figura 2.12 - Árvore filogenética determinada pelo método neighbour-joining gerada a partir do 

parâmetro Kimura 2 e teste de bootstrap com 1000 repetições. Sequências do gene 
rRNA 16S dos isolados bacterianos diazotróficos de filosfera de bambu da Mata 
Atlântica.  

 
Figura 2.13 – Árvore filogenética determinada pelo método neighbour-joining gerada a partir do 

parâmetro Kimura 2 e teste de bootstrap com 1000 repetições. Sequências do gene 
nifH dos isolados bacterianos diazotróificos de filosfera de bambu da Mata Atlântica 
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Este é o primeiro estudo que identifica bactérias cultiváveis na filosfera de 

bambu da espécie M. neesii similares a família Enterobacteriaceae, e o segundo 

trabalho que identifica bactérias da filosfera de bambu por meio do sequenciamento 

do gene nifH. O primeiro estudo foi realizado por Andreote (2013) com o 

sequenciamento massivo do gene nifH do DNA total da filosfera de M. neesii. Neste 

trabalho foram obtidos 22 UTOs que se afiliaram ao filo Proteobacteria, 

principalmente com espécies que colonizam a filosfera como os gêneros Nostoc sp e 

Desmonostoc sp de cianobactérias. De forma similar, Gomez (2012) verificou a 

ocorrência de grupos de diazotróficos afiliados à esse filo em M. neesii, porém por 

meio de análises de sequências do gene rRNA 16S, o que sugere que  a 

comunidade diazotrófica na filosfera de bambu da Mata Atlântica é dominada por 

bactéria do filo Proteobacteria, e a família Enterobacteriaceae.  

 

2.3 Conclusões 

 

No presente trabalho foram identificadas bactérias diazotróficas que colonizam 

a filosfera de bambu da Mata Atlântica, obtidas por meio de técnicas de isolamento 

em meio de cultura isento de N. Esses isolados apresentam pelo menos dois 

mecanismos de promoção de crescimento vegetal direto ou indireto, respostas 

positivas quanto à capacidade de fixar nitrogênio atmosférico in vitro, produzir AIA, 

quitinases, sideróforos e ACC desaminase, além de solubilizar fosfato de cálcio nas 

condições testadas.   

Os isolados foram classificados taxonomicamente ao filo Proteobacteria, e aos 

gêneros Enterobacter, Klebsiella sp. e Serratia. Os isolados mais promissores foram 

caracterizados quanto a presença do gene nifH e sequenciamento completo do gene 

rRNA 16S, confirmando assim seu caráter diazotrófico e sua afiliação à família 

Enterobacteriaceae.  
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3 POTENCIAL BIOTECNOLÓGICO DE BIOFERTILIZANTES COM BACTÉRIAS 

DIAZOTRÓFICAS EPIFÍTICAS  

 
Resumo 
  Com objetivo de desenvolver novas tecnologias para a produção de 
biofertilizantes e reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados na agricultura, dois 
ensaios foram conduzidos em casa-de-vegetação durante 60 dias, avaliando a 
inoculação de bactérias diazotróficas isoladas da filosfera de bambu da Mata 
Atlântica em cana-de-açúcar micropropagada. As taxas de FBN foram estimadas em 
folhas e solo inoculados com as bactérias diazotróficas, através da técnica de 
redução do acetileno (ARA). O monitoramento das bactérias inoculadas foi feito por 
meio de PCR quantitativo do gene rRNA 16S durante os 60 dias. O primeiro 
experimento foi realizado com a inoculação de 10 isolados de bactérias 
diazotróficas, inoculados individualmente por pulverização foliar em mudas de cana-
de-açúcar micropropagadas, com aplicação de N na forma de uréia em doses 
equivalentes a 0, 30 e 60 kg N ha-1. A inoculação via pulverização foliar mostrou um 
efeito positivo no desenvolvimento precoce das plantas, promovendo aumento 
significativo de massa seca de raízes e concentração de N nos tecidos foliares, 
principalmente 7 dias após a inoculação. Os testes de comparação de médias 
indicaram que a aplicação de 50% da dose de N recomendada para a cultura (60 kg 
de N ha-1) reduziu a taxa de FBN na parte aérea das plantas em alguns casos, 
porém ainda assim os parâmetros agronômicos avaliados foram superiores aos das 
plantas não-inoculadas. A presença dos isolados inoculados na superfície das folhas 
foi detectada até o final do experimento. No segundo ensaio, foi realizada a 
imobilização das células bacterianas por encapsulamento em micro-esferas de 
alginato. As micro-esferas foram inoculadas no solo no momento do transplantio das 
mudas micropropagadas, juntamente com N na forma de uréia em doses 
equivalentes a 0, 30 e 60 kg N ha-1. Os isolados encapsulados apresentaram 
elevado potencial em promover o crescimento das plantas e fixar N atmosférico. 
Dentre os tratamento inoculados, 60% apresentaram médias de massa seca da 
parte aérea estatisticamente superiores aos controles não-inoculados. Da mesma 
forma, 40% dos tratamentos apresentaram médias de massa seca de raízes e 
concentração de N na parte aérea superiores aos controles não-inoculados, 
principalmente 60 dias após a inoculação. Menores taxas de FBN no solo inoculado 
foram observadas na presença de N-uréia. A presença dos isolados no solo após 60 
dias de inoculação foi confirmada por PCR quantitativo do gene rRNA 16S. Em 
geral, foi possível observar um melhor desenvolvimento das plantas de cana-de-
açúcar em tratamentos inoculados com as bactérias diazotróficas, mais 
precocemente quando aplicadas sobre as folhas e mais tardiamente quando o 
inoculante foi aplicado no solo com metade da dose de N recomendada para a 
cultura. Novos testes devem ser realizados em condições de campo para confirmar 
da eficiência agronômica dos isolados. Porém, os resultados em casa-de-vegetação 
indicam que a inoculação de bactérias diazotróficas epifíticas em cana-de-açúcar 
micropropagada é uma tecnologia promissora para uso na agricultura. 
 
Palavras-chave: Filosfera; Nitrogênio; Cana-de-açúcar; Encapsulamento; Fixação 

biológica de N 
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Abstract 

Aiming to develop new technologies for the production of  biofertilizers, and 
reduction in the use of nitrogen fertilizers in agriculture, two experiments were carried 
out under greenhouse conditions for 60 days, evaluating the inoculation of 
diazotrophic bacteria isolated from the phyllosphere of bamboo from the Atlantic 
Forest in micropropagated sugarcane plantlets. The rates of BNF were estimated in 
leaves and soil inoculated with the diazotrophic bacteria, using the acetylene 
reduction assay (ARA). The monitoring of inoculated bacteria was performed by 
quantitative PCR of the rRNA 16S gene during the 60 days of incubation. The first 
experiment was performed by inoculating individually 10 diazotrophic bacterial 
isolates, using foliar spray, on plantlets of micropropagated sugarcane, with the 
application of N as urea at the equivalent to 0, 30 and 60 kg N ha-1. The inoculation 
through foliar spray showed a positive effect on plant growth at early stages of 
development, promoting a significant increase in dry root biomass and N 
concentration in shoots, mostly at 7 days after inoculation. The application of the 
equivalent to 50% of the recommended nitrogen dose (60 kg N ha-1) resulted in 
reduced BNF rates in the shoots of plants of some treatments. However, the 
agronomic parameters evaluated were better than in not-inoculated plants. The 
inoculated bacteria were detected on the leaves until the end of the experiment. In 
the second experiment, the immobilization of the bacterial cells was performed by 
encapsulation in alginate beads. The bacteria were inoculated in the soil at the 
transplantion of the plantlets, along with the addition of N-urea at the equivalent to 0, 
30 and 60 kg N ha-1. The encapsulated isolates showed high potential for promoting 
plant growth and fixing atmospheric N. 60% of the inoculated treatments showed 
means of shoot dry mass statistically higher than the not-inoculated controls. In 
addition, 40% of inoculated treatments showed root dry mass and N concentration in 
the shoots higher than the not-inoculated controls, mostly 60 days after inoculation. 
The lowest BNF rates were observed in the presence of N-urea. The presence of the 
inoculated bacteria in the soil 60 days after inoculation was confirmed by qPCR of the 
rRNA 16S gene. In general, in these experiments, plants inoculated with diazotrophic 
bacteria showed enhanced gowth at early stages when inoculation was on the leaves 
as free cells, and at late stages when inoculation was in the soil as immobilized cells 
with half the N dose recommended for the crop. New experiments should be 
performed under field conditions to confirm the agronomic efficiency of the isolates. 
However, the results under greenhouse conditions indicate that the inoculation of 
epiphytic diazotrophic bacteria in micropropagated sugarcane is a promising 
technology for the agriculture. 

 
Keywords: Phyllosphere; Nitrogen; Sugarcane, Encapsulation, Biological Nitrogen 

fixation  
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3.1 Introdução 

 
De acordo com dados da Organização das Nações Unidas para Alimentação e 

Agricultura (FAO), em 2050 existirá no mundo 9 bilhões de pessoas. Para suprir a 

demanda por alimento e biocombustível, os países deverão investir 

aproximadamente US$ 44 bilhões por ano na produção agrícola, cinco vezes mais 

do que os US$ 7,9 bilhões que são investidos atualmente. Com esse investimento, a 

produção de alimentos deverá crescer 60%, valor apontado como necessário para 

que se atenda essa demanda.  

Atualmente o Brasil é o maior produtor de cana-de-açúcar do mundo e também 

o primeiro na produção de açúcar e etanol. De acordo com levantamento da 

Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2014), a área cultivada com cana-

de-açúcar que será colhida e destinada à atividade sucroalcooleira na safra 2014/15 

será de aproximadamente 9.130,1 mil hectares, sendo a produção de açúcar 

estimada em 39,46 milhões de toneladas, 4,17% maior que a produção da safra 

anterior, e a produção de etanol estimada em 28,37 bilhões de litros.  

Para alcançar tamanha produção, são necessárias quantidades cada vez 

maiores de fertilizantes, principalmente fertilizantes nitrogenados. O N é um dos 

nutrientes com menor índice de aproveitamento pela cana-de-açúcar, sendo que 

cerca de 50% de todo o fertilizante aplicado é perdido por lixiviação na forma de 

nitrato (NO3-), contaminando o lençol freático, ou por desnitrificação na forma de 

oxido nitroso (N2O), contribuindo para o agravamento do aquecimento global 

(BRONSON et al., 1997). Algumas alternativas têm sido buscadas para a redução do 

impacto ambiental que o fertilizante nitrogenado tem causado, e uma delas é a 

utilização de biofertilizantes contendo bactérias diazotróficas.  

Segundo a lei n°6894 de 16 de novembro de 1980, inoculante ou biofertilizante 

é o produto que contem micro-organismos com ação favorável ao crescimento das 

plantas (BUCHER; REIS, 2008). Os benefícios que os biofertilizantes com bactérias 

diazotróficas trazem são por meio da fixação biológica de nitrogênio, solubilização de 

fosfatos, produção de hormônios de crescimento vegetal e proteção contra 

patógenos (KLOEPPER, 1989; BAREA, 1997). No Brasil, o uso de bactérias 

diazotróficas para o cultivo de leguminosas, é um processo muito bem sucedido. A 

inoculação da cultura da soja com bactérias do gênero Bradyrhizobium pode suprir 
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totalmente o N necessário ao desenvolvimento da cultura . Já em gramíneas, esse 

processo ainda não está bem estabelecido.  

A grande maioria dos inoculantes existentes no mercado para gramíneas, 

como por exemplo, Azototal, Zea-Nit™, “Fertilizante para milho”, Graminante que já 

foram mencionados neste trabalho, são compostos por bactérias diazotróficas 

endofíticas. Os micro-organismos quando se encontram no interior da planta, como 

no caso das bactérias endofíticas, podem ser reconhecidos como intrusos não 

benéficos nos tecidos vegetais (host non-self recognition) e serem eliminados pelo 

sistema de defesa vegetal (KOGEL et al., 2006). Desse modo, uma alternativa que 

tem sido pouco explorada é a utilização de bactérias diazotróficas de vida livre na 

produção de inoculantes. É possível que os micro-organismos diazotróficos que 

vivem na superfície das folhas (filosfera) ou na rizosfera apresentem maior vantagem 

adaptativa em relação aos endofíticos, e possam contribuir de forma mais 

eficientemente para o suprimento de N para as plantas.  

Novos veículos de aplicação de inoculantes têm sido buscados. Desde a 

década de 70, Bessems e colaboradores (1973) já vinham mostrando que a 

pulverização em folhas de milho com bactérias diazotróficas podia trazer ganhos 

significativos para a cultura. Por meio de encapsulamento de bactérias em esferas 

de alginato, Bashan (1986) verificou um aumento da vida útil das bactérias utilizadas 

como inoculantes. Sabendo disso e conhecendo o potencial diazotrófico de algumas 

bactérias diazotróficas de vida livre que foram isoladas da filosfera de Merostachys 

neesii (Bambu) da Mata Atlântica, a utilização das mesmas para elaboração de um 

novo biofertilizante que promova o crescimento da cana-de-açúcar despertou o 

interesse para o presente trabalho.  

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiência de um biofertilizante produzido 

para cana-de-açúcar contendo bactérias diazotróficas epifíticas isoladas da Mata 

Atlântica, aplicadas de duas maneiras, via pulverização foliar ou encapsuladas em 

esferas de alginato de K e inoculada no solo.  

 

3.2 Desenvolvimento 

 
3.2.1 Material e métodos 
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3.2.1.1 EXPERIMENTO 1. Inoculação de bactérias diazotróficas em cana-de-
açúcar micropropagada por meio de pulverização foliar 
 

 Este ensaio teve a finalidade de avaliar a eficiência de aplicação de 

biofertilizante contendo bactérias diazotróficas de vida livre na superfície das folhas 

de cana-de-açúcar por meio de pulverização foliar na promoção do crescimento das 

plantas e avaliar o potencial de fixação biológica de N atmosférico.  

 O experimento foi realizado em casa-de-vegetação com o plantio de mudas de 

cana-de-açúcar micropropagadas, variedade RB 855156, em vasos contendo 3 kg 

solo do horizonte A, predominantemente argiloso, coletado na camada de 0-20 cm 

em um local próximo à estrada do Paredão Vermelho (22°41'1.45"S; 47°52'1.34"O), 

no município de Piracicaba, SP. O local escolhido para coleta do solo foi uma área 

coberta com braquiária cujo manejo foi apenas a roçagem, sem aplicação de 

fertilizantes. Os atributos do solo utilizado no experimento podem ser vistos na 

tabela 3.1. O solo recebeu calagem com calcário dolomítico reativo (PRNT 88%) de 

acordo com a recomendação da cultura e com base da análise química do mesmo. 

Adubação foi feita com o equivalente a 160 kg de P2O5 ha-1 e 200 kg de K2O ha-1 na 

forma de adubo formulado NPK (0-4-28) e superfosfato simples, além de 1 mL de 

solução de Fe-EDTA e 1mL de solução de micronutrientes da solução nutritiva de 

Hoagland por vaso (SARRUGE, 1975).  

 

Tabela 3.1 - Análise química do solo utilizado nos experimentos  

 

  Foram selecionados 10 isolados bacterianos com base nos resultados dos 

testes descritos no capitulo anterior. O experimento foi conduzido em esquema 

fatorial (10 x 3), constituído de 10 isolados e três doses de adubação nitrogenada, 

equivalente a 0, 30 e 60 kg de N ha-1 na forma de ureia, com três repetições por 

tratamento. Como controle, foram utilizados tratamentos que não receberam 

adubação nitrogenada e nem inoculação com as bactérias diazotróficas e 

tratamentos que receberam o equivalente a 30 e 60 kg de N ha-1 sem inoculação 

com bactérias diazotróficas.  
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  Após uma semana do transplantio das mudas de cana-de-açúcar 

micropropagadas, cada tratamento recebeu cerca de 40 mL do seu respectivo 

inóculo foliar com auxílio de um pulverizador de pressão prévia de 1,25L (Figura 

3.1). A eficiência do biofertilizante foi avaliada pela determinação do acúmulo de 

massa seca da parte aérea e raízes e concentração de N na parte aérea das plantas 

pelo método de digestão por balão Kjeldahl aos 7, 30 e 60 dias após a inoculação 

(DAI). Para determinação da atividade da nitrogenase nas folhas inoculadas, 

também foi realizado o teste de redução de acetileno em amostras de folhas de 

todos os tratamentos.  

 O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com três repetições por 

tratamento e três repetições em cada tempo de coleta, totalizando 297 unidades 

experimentais.  

 Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA), seguida 

de uma classificação de médias em cada período de incubação pelo teste 

aglomerativo de Scott Knott (p<0,05), de modo a comparar as médias de todos os 

tratamentos dentro de cada dose com seu respectivo controle (0, 30 ou 60 kg N ha-

1). Além disso, também foi determinada a dinâmica da população bacteriana nas 

folhas de cana-de-açúcar por meio de testes de PCR em tempo real. Para 

normalização dos dados, as médias de atividade da nitrogenase foram 

transformadas (x+1)0,5 . As medias de atividade da nitrogenase e a dinâmica da 

população bacteriana inoculada foram comparadas pelo teste de Scott-Knott 

(p<0,05) pelo programa SISVAR versão 5.1. 

 

3.2.1.1.1 Preparo do inóculo 

 

 Os isolados foram cultivados em 50 mL meio de cultura Dyg’s (ANEXO B, 

RODRIGUES NETO et al., 1986) líquido por 24 horas sob agitação constante a 28° 

C. Após este período, a suspensão bacteriana foi transferida para tubos cônicos e 

centrifugadas  a 4000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e foram 

adicionados 10 mL de solução salina (NaCl 0,85%) para lavagem das células e 

remoção do nitrogênio do meio. O processo de centrifugação e lavagem foi repetido 

novamente e o novo pélete foi ressuspendido em 40 mL de solução salina. A 

absorbância de todas as amostras foi medida a 600 nm e a densidade bacteriana 

ajustada para 0,6 O.D.mL-1. 
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Figura 3.1 - Aplicação do biofertilizante por meio de pulverização foliar. A e B– mudas de cana-de-

açúcar recebendo aplicação de biofertilizante foliar, C- teste de redução de acetileno nas 
folhas de cana-de-açúcar e D- visualização dos resultados obtidos 

 
 
3.2.1.1.2 Determinação da atividade da nitrogenase nas folhas inoculadas 
 

Todas as plantas inoculadas foram submetidas à análise da atividade da 

nitrogenase. A parte aérea de cada planta dos tratamentos de 7 e 30 DAI foram 

inseridas em frascos de vidro de 25 mL, logo após o corte, e as plantas dos 

tratamentos de 60 DAI foram inseridas em frascos de 1000 mL, os quais em seguida 

foram vedados. Retirou-se um volume de 10% de ar de cada frasco, e injetou-se o 

mesmo volume de acetileno. Todas as amostras foram incubadas por 12 horas com 

temperatura controlada de 20°C no escuro. A concentração de etileno foi 

determinada por cromatografia gasosa, injetando-se 1 mL de amostra em 
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cromatógrafo Thermo Scientific, equipado com um detector de ionização por chama 

(250o C) e uma coluna N Poropak (120° C; Supelco, Bellefonte, Pensilvânia, E.U.A.). 

Controles negativos foram utilizados a partir da injeção de amostras não incubadas 

com acetileno. 

As taxas de redução de acetileno foram calculadas em nanomoles de 

acetileno reduzido por grama de massa seca, por hora de incubação, segundo a 

equação (1): nmol etileno. g−1. ms. h−1 = (A−C).V.P.100MA.ml.R.T.t.%ms           (1) 

 

Onde: 

A= quantidade de etileno obtido na amostra após incubação (nl); 

C = quantidade de etileno em frascos não incubados; 

V = volume “headspace” nos frascos de incubação; 

P = pressão de ar sob condições padrão (101300 Pa); 

MA = massa da amostra (g)  

ml= quantidade de amostra invejada no cromatógrafo (1ml) 

R = gás constante (8.314 J. mol-1. K-1); 

T = temperatura de incubação (°C); 

t = tempo de incubação (h); 

% ms = porcentagem de matéria seca da parte aérea 

 

A transformação para quantidade de N fixado foi feita por meio da relação 

teórica (HARDY et al., 1968),  de 1 mol de NH3, por 3 mols de C2H4 formados, 

segundo a equação (2): 

 N2 fixado  em µg de N g−1h−1 = nmol etileno.g−1ms h−13 x 28             (2) 

 

Onde: 28 é a massa molecular do N2 e 3 o fator de conversão. ms é a massa de 

matéria seca. As taxas de N fixado nas folhas foram expressas em µg de N g-1 h-1 

para definição de N total na parte aérea. 
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3.2.1.1.3 Dinâmica da população bacteriana na superfície das folhas de cana-
de-açúcar inoculadas 
 

 Durante o ensaio descrito anteriormente, as folhas das plantas inoculadas 

também foram submetidas a testes de monitoramento para verificar a sobrevivência 

das bactérias inoculadas nas folhas da cana-de-açúcar por meio da técnica de PCR 

quantitativo em tempo real (qPCR) Logo após o teste de redução de acetileno 

descrito no item anterior, a parte aérea das plantas de cana-de-açúcar foi colocada 

em frascos contendo 500 mL de solução tampão fosfato 0,1M, e sonicadas por 5 

minutos a 22,5 kHz em um homogeneizador de células ultrassônico (Misonix 

Microson XL2000, Cole-Parmer Instrument Company, Illinois, USA). A suspensão 

bacteriana foi filtrada a vácuo utilizando-se uma membrana Millipore com porosidade 

de 0,22 μm. Posteriormente as membranas foram armazenadas a -20°C até o 

processo de extração de DNA. 

 O DNA da comunidade microbiana foi extraído a partir das membranas 

filtrantes, utilizando-se o kit “Fast DNA spin filter” (MP Biomedicals, Solon, USA), de 

acordo com as instruções do fabricante. A concentração de DNA foi determinada por 

fluorescência utilizando-se um fluorímetro QubitTM (Life Technologies, Carlsbad, 

Estados Unidos) e kit Quant-iTTM dsDNA BR (Life Technologies, Carlsbad, Estados 

Unidos). 

 Análises de qPCR foram realizadas para quantificação do número de cópias do 

gene rRNA 16S dos isolados inoculados nas folhas de cana-de-açúcar, utilizando-se 

os iniciadores descritos por Boye e Hansen (2003) (342-357-f) 5’-

GCCAGCAGCCGCGGTAAkAC-3’; (574-555-r) 5’-TCTACGCATTTCACyGCTAC-3’, 

onde k=G,T; y=C,T (203 pb) específicos para o gênero Klebsiella. Primeiramente, 

diluições de um DNA amplificado com os iniciadores específicos de um isolado 

foram utilizados para a realização da curva padrão. Este serviu como ponto inicial 

para os cálculos de quantificação do gene rRNA 16S nas amostras e os valores de 

Cts obtidos para cada amostra em cada tempo foram utilizados para determinar o 

número de cópias do gene rRNA 16S. 

As reações de PCR foram realizadas em solução contendo 1 µL de DNA a uma 

concentração de 1ng, 2 µM de cada iniciador a uma concentração de 10 µM, 5 µL do 

kit Platinum® quantitative PCR Super Mix-UDG (Invitrogen, São Paulo, Brasil), e o 

volume final ajustado para 10 µL. As amplificações foram realizadas em 
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termociclador Rotor Gene 6000 (Corbett Life Science, Austrália), em triplicata, nas 

seguintes condições: 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 10 minutos, 60 °C 

por 15 minutos e 72 °C por 20 segundos, com a detecção da fluorescência no final 

da extensão de cada ciclo.  

A aquisição dos dados foi feita por meio do software Rotor Gene Real Time 

Analysis 1.7.65 (Corbett), que calcula valores de cycle threshold (Ct), correlação 

logarítmica (R2) entre o número de ciclos e a quantidade de DNA nas amostras além 

da eficiência da reação (F). Controles sem inoculação também foram avaliadas para 

verificar possível contaminação do experimento. 

 

3.2.1.2 EXPERIMENTO 2. Inoculação de bactérias diazotróficas encapsuladas 
em micro-esferas de alginato em cana-de-açúcar micropropagada 

 
Este ensaio teve a finalidade de avaliar a metodologia de aplicação do 

biofertilizante contendo as mesmas bactérias diazotróficas testadas anteriormente, 

porém imobilizadas em esferas de alginato.  

Neste experimento foram avaliados a promoção de crescimento das plantas e 

o potencial de fixação biológica de nitrogênio atmosférico das bactérias aplicadas no 

solo. Adicionalmente foi realizado o monitoramento das bactérias ao longo do 

período do experimento.  

 O experimento foi realizado em casa-de-vegetação com o transplantio de 

mudas de cana-de-açúcar micropropagadas, variedade RB 83-5054, em vasos 

contendo 3 kg solo, como descrito no experimento anterior. A inoculação foi 

realizada com os mesmos 10 isolados bacterianos. Foram usadas três doses de 

nitrogênio na forma de ureia equivalente a 0, 30 e 60 kg de N ha-1, e adicionados 3 

gramas do inóculo fresco no solo de cada vaso e em seguida as mudas foram 

transplantadas. Foram feitas coletas em três diferentes tempos: 7, 30 e 60 DAI. 

 O efeito da inoculação foi avaliado por meio da determinação do acúmulo de 

massa seca da parte aérea e raízes e acúmulo de N na parte aérea das plantas. 

Além disso, também foi estimada a taxa de FBN e as populações bacterianas em 

todos os tratamentos.  

 Foi utilizado o mesmo esquema fatorial do experimento anterior, além de 

controles sem adubação nitrogenada com a inoculação de esferas sem bactérias e 

controle com a adubação crescente de N com a inoculação de esferas sem 
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bactérias. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e em 

cada período de incubação e de acordo com as doses de N aplicadas. Para o teste 

de atividade da nitrogenase e para a dinâmica da população bacteriana inoculada, 

as médias foram comparadas pelo teste aglomerativo de Scott-Knott (p<0,05) pelo 

programa SISVAR versão 5.1. 

 

3.2.1.2.1 Preparo do inóculo 

 

 Para imobilização das bactérias diazotróficas, neste ensaio foram utilizadas 

esferas produzidas de alginato. As culturas puras dos mesmos 10 isolados utilizados 

no experimento anterior foram cultivadas em 100 ml de meio de cultura Dyg’s 

(RODRIGUES NETO et al., 1986) por 24 horas a 30ºC sob agitação de 200 rpm com 

três repetições por isolado. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes em 

solução salina (0,85%) para concentração das células e remoção do nitrogênio do 

meio de cultura. O processo de centrifugação e lavagem foi repetido novamente e o 

novo pélete ressuspendido em 40 mL de solução salina. A absorbância de todas as 

amostras foi medida a 600 nm e a densidade bacteriana ajustada para 0,6 O.D.mL-1. 

As esferas foram produzidas a partir da diluição de alginato de potássio (2%) 

no meio de cultura líquido contendo as bactérias, e a partir disto, foi realizado um 

gotejamento em 300 ml de solução de CaCl2 (4%) onde foram incubados por 3 

horas. Logo após o preparo das esferas, uma parcela das mesmas foi separada para 

análise da viabilidade das bactérias após o encapsulamento, e o restante foi levado 

para casa-de-vegetação para inoculação no momento do transplantio das mudas de 

cana-de-açúcar (Figura 3.2). Esferas somente com meio de cultura, sem bactérias, 

foram utilizadas nos tratamentos controle.  

Para avaliação da viabilidade das bactérias após o encapsulamento, foi 

utilizada a metodologia descrita por Ivanova e colaboradores (2005). 10 esferas 

foram separadas de cada tratamento e dissolvidas em 10 ml de solução de tricitrato 

de sódio (10% v/v), sob agitação constante por 30 minutos. Após este período, foi 

realizada uma diluição seriada em solução salina (0,85% NaCl), e posteriormente o 

plaqueamento no meio de cultura de origem. As placas foram incubadas a 28° C por 

7 dias e o total de UFC/ml foi contado.  
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3.2.1.2.2 Determinação da atividade da nitrogenase  
 

Amostras de solo foram coletadas de todos os vasos aos 7, 30 e 60 DAI com 

auxilio de anéis de PVC de 3,5 cm de diâmetro, a uma profundidade de 10 cm. Os 

anéis foram inseridos em frascos de vidro de 25 ml e vedados. Retirou-se um 

volume de 10% de ar de cada frasco, e injetou-se o mesmo volume de acetileno 

correspondente. Todas as amostras foram incubadas por 12 horas. A concentração 

de etileno foi determinada por cromatografia gasosa, injetando-se 1 mL de amostra 

da atmosfera dos frascos em cromatógrafo Thermo Scientific, equipado com um 

detector de ionização por chama (250o C) e uma coluna N Poropak (120° C; 

Supelco, Bellefonte, Pensilvânia, E.U.A.). Controles negativos constituído de ar 

atmosférico foram incubados sem acetileno.  

 

 
Figura 3.2 – Preparo das micro-esferas de alginato de contendo bactérias diazotróficas epifíticas 

isoladas da Mata Atlântica e inoculação no solo. A e B- procedimento para produção das 
esferas de alginato. C- diâmetro das esferas produzidas, D- inoculação nos vasos antes 
do plantio.  
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3.2.1.2.3 Dinâmica da população bacteriana no solo 

 

 Após o teste de redução de acetileno descrito no item anterior, as amostras de 

solo foram submetidas a extração de DNA para monitoramento das bactérias 

inoculadas por meio de análise de PCR quantitativo (qPCR), seguindo o mesmo 

procedimento do experimento anterior. O DNA total do solo foi extraído de 0,5 g de 

cada amostra, utilizando-se o Fast DNA Kit (Qbiogene, Irvie, CA, USA), de acordo 

com instruções do fabricante. A concentração do DNA foi determinada por 

fluotimetria utilizando-se um fluorímetro QubitTM (Life Technologies, Carlsbad, 

Estados Unidos) e o kit Quant-iTTM dsDNA BR (Life Technologies, Carlsbad, Estados 

Unidos).   

 Os mesmos iniciadores e a mesma curva padrão utilizadas no experimento 

anterior foram utilizados nesta avaliação. As amplificações de PCR foram realizadas 

em solução contendo 1 µL de DNA a uma concentração de 1ng, 2 µM de cada 

iniciador, 5 µL de Platinum SYBR-Green qPCR Super Mix-UDG 2X (Invitrogen, São 

Paulo, Brasil), para um volume final de 10 µL, em termociclador Rotor Gene 6000 

(Corbett Life Science, Austrália), em triplicata. A ciclagem usada foi: 95° C por 10 

minutos, 40 ciclos de 95° C por 10 minutos, 60° C por 15 minutos e 72° C por 20 

segundos, com a detecção da fluorescência no final da extensão de cada ciclo.  

A aquisição dos dados foi feita por meio do software Rotor Gene Real Time 

Analysis 1.7.65 (Corbett), o qual calcula valores de cycle threshold (Ct), correlação 

logarítmica (R2) entre o número de ciclos e a quantidade de DNA nas amostras além 

da eficiência da reação (F). Para normalização dos dados, as médias de atividade da 

nitrogenase foram transformadas (x+1)0,5 . As medias de atividade da nitrogenase e 

dinâmica da população bacteriana inoculada foram comparadas pelo teste de Scott-

Knott (p<0,05) pelo programa SISVAR versão 5.1. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



115 
 

3.2.2 Resultados e discussão 

 

3.2.2.1 EXPERIMENTO 1. Inoculação de bactérias diazotróficas em cana-de-

açúcar micropropagada por meio de pulverização foliar 

 

Diferenças significativas (p<0,05) entre as plantas inoculadas e controles não-

inoculados foram observados principalmente 7 DAI para massa seca de parte aérea 

(Tabela 3.2). A maioria dos tratamentos com inoculação de bactérias diazotróficas 

não apresentou aumento de massa seca de parte aérea significativamente diferente 

do respectivo controle não-inoculado que recebeu a mesma adubação nitrogenada 

(p<0,05). 

Com relação ao acúmulo de massa seca de parte aérea da cana-de-açúcar, 7 

DAI, 3 dos 10 tratamentos (J8L, G4L e F5L) sem adubação nitrogenada com 

inoculação de bactérias diazotróficas nas folhas apresentaram médias 

estatisticamente (p<0,05) superiores ao controle. Com adição de N equivalente a 30 

e 60 kg de N ha-1, no mesmo período, não foram observadas diferenças 

significativas entre os tratamentos. Nas coletas realizadas aos 30 e 60 DAI, também 

não foram observadas diferenças entre as médias dos tratamentos inoculados 

independente das doses de N aplicada e seus respectivos controles (Tabela 3.2). 

 A massa seca de raízes nos diferentes tratamentos inoculados não apresentou 

diferença significativa aos 7 e 30 DAI com relação aos controles não-inoculados 

independente da dose de N aplicada. Somente 60 DAI, 7 dos 30 tratamentos (23%) 

apresentaram médias significativamente superiores aos tratamentos controles 

(p<0,05, Tabela 3.3). Dessa maneira, na ausência de adubação nitrogenada e com a 

inoculação dos isolados B6F e E5L e com o equivalente a 60 kg de N ha-1 e 

inoculação com os isolados J8L, E5L, B6F, A6L e I7L, as médias de massa seca de 

raízes foram estatisticamente superiores aos respectivos controles, sugerindo que 

esses isolados possuem habilidade em promover o crescimento de raízes 

possivelmente pela produção de auxinas ou alterações do metabolismo hormonal 

das plantas.  

 As plantas inoculadas com bactérias diazotróficas com o equivalente a 30 kg 

de N ha-1 não apresentaram diferenças estatísticas de massa seca e raízes com 

relação ao controle não-inoculado. Diferentemente dos resultados observados para 
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crescimento de parte aérea em que foram encontrados aumentos significativos no 

início do experimento, a promoção de crescimento de raízes foi significativa apenas 

nos períodos mais tardios do desenvolvimento da cultura. 

 A concentração de N na parte aérea da cana-de-açúcar foi analisada também  

7, 30 e 60 DAI (Tabela 3.4). Aos 7 DAI sem adição de adubação nitrogengada não 

foram observadas diferenças significativas entre os tratamentos inoculados em 

relação ao controle não-inoculado. Com a aplicação do equivalente a 30 kg de N ha-

1, foi observado que 40% dos tratamentos apresentaram médias significativamente 

menores do que os controles não-inoculados e os demais tratamentos apresentaram 

concentração de N na parte aérea estatisticamente igual ao controle. Com adição do 

equivalente a 60 kg de N ha-1, 60% dos tratamentos inoculados apresentaram 

médias de concentração de N na parte aérea estatisticamente superiores ao controle 

não- inoculado. 

  Aos 30 DAI, 50% dos tratamentos inoculados que não receberam adubação 

nitrogenada 50% que receberam o equivalente a 30 kg de N ha-1 apresentaram 

concentração de N na parte aérea significativamente superiores aos controles não-

inoculação (p<0,05). Com o equivalente a 60 kg de N ha-1 não foi verificado aumento 

significativo com relação ao controle não inoculado. 

 Aos 60 DAI sem adubação nitrogenada, 30% dos tratamentos inoculados 

apresentaram concentração de N na parte aérea significativamente superiores ao 

controle não-inoculado (p<0,05). Com o equivalente a 30 kg de N ha-1 40% dos 

tratamentos inoculados apresentaram medias estatisticamente superiores aos 

controles não inoculados. Com a adição do equivalente a 60 kg de N ha-1, apenas as 

plantas inoculadas com o isolado F5L apresentaram médias de concentração de N 

na parte aérea superiores aos controles não inoculados. Os demais tratamentos não 

apresentaram diferenças estatisticamente significativas em relação ao controle não-

inoculado. Esses resultados sugerem que em algumas interações cana-de-açúcar-

bactéria, ocorre assimilação do N fixado mais tardiamente, e os incrementos 

precoces de massa seca de parte aérea podem não estar relacionados com a FBN 

mas sim com algum outro mecanismo de promoção de crescimento vegetal. 
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Tabela 3.2 – Médias de massa seca de parte aérea (MSPA) (g) em cana-de-açúcar inoculada com 

bactérias diazotróficas via pulverização foliar e com diferentes doses de N aos 7, 30 e 
60 DAI  

 
 

Dias após a inoculação 
ISOLADOS Doses de N 7 30 60 
A6L 0 0,62 c 6,15 a 11,50 a 

 
30 0,76 a 8,12 a 9,01 a 

 
60 0,76 b 9,37 a 16,51 a 

B6F 0 0,85 c 5,79 a 11,67 a 

 
30 0,86 a 7,87 a 18,47 a 

 
60 0,51 b 4,84 a 16,99 a 

C5L 0 0,81 c 10,47 a 15,14 a 

 
30 0,84 a 7,82 a 18,31 a 

 
60 0,65 b 10,27 a 15,94 a 

C6F 0 0,88 c 6,99 a 11,36 a 

 
30 1,02 a 7,57 a 16,91 a 

 
60 1,34 a 7,60 a 13,60 a 

D4F 0 0,87 c 4,81 a 8,33 a 

 
30 0,87 a 7,20 a 13,48 a 

 
60 0,59 b 11,32 a 16,81 a 

E5L 0 0,98 c 8,18 a 9,77 a 

 
30 0,91 a 6,81 a 17,87 a 

 
60 0,74 b 7,67 a 20,21 a 

F5L 0 1,08 b 7,13 a 9,34 a 

 
30 0,67 a 6,95 a 13,47 a 

 
60 0,67 b 9,42 a 16,01 a 

G4L 0 1,45 a 7,58 a 11,41 a 

 
30 0,83 a 6,17 a 12,88 a 

 
60 0,76 b 10,27 a 19,54 a 

I7L 0 0,70 c 4,41 a 9,79 a 

 
30 0,75 a 6,04 a 11,53 a 

 
60 0,84 b 11,47 a 14,09 a 

J8L 0 1,09 b 6,10 a 11,48 a 

 
30 0,76 a 6,48 a 13,91 a 

 
60 1,08 a 8,63 a 18,11 a 

Não-inoculado 0 0,69 c 5,66 a 10,55 a 

 
30 0,75 a 9,05 a 15,30 a 

  60 1,13 a 11,26 a 15,59 a 
CV (%) 

 
23,02 21,08 33,70 

Valores correspondem às médias de 3 repetições  
Médias seguidas de mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott 
(p<0,05), na mesma coluna e na mesma dose de N 
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 Tabela 3.3 – Médias de massa seca de raízes (MSR) (g) em cana-de-açúcar inoculada com 
bactérias diazotróficas via pulverização foliar e com diferentes doses de N aos 7, 30 e 
60 DAI 

    Dias após a inoculação 
ISOLADOS Doses de N 7 30 60 
A6L 0 5,21 a 8,55 a 12,57 b 

 
30 4,92 a 6,55 a 13,55 a 

 
60 5,02 a 8,08 a 16,18 a 

B6F 0 6,08 a 7,12 a 17,57 a 

 
30 5,93 a 8,70 a 13,96 a 

 
60 3,95 a 8,04 a 18,39 a 

C5L 0 7,10 a 14,28 a 8,39 b 

 
30 6,28 a 9,51 a 13,90 a 

 
60 3,99 a 11,14 a 10,07 b 

C6F 0 5,70 a 10,05 a 10,58 b 

 
30 6,58 a 10,02 a 14,84 a 

 
60 6,81 a 9,60 a 9,82 b 

D4F 0 6,09 a 5,94 a  12,74 b 

 
30 6,77 a 6,90 a 13,25 a 

 
60 3,88 a 9,63 a 10,55 b 

E5L 0 6,77 a 10,52 a 16,71 a 

 
30 5,88 a 6,40 a 12,44 a 

 
60 5,70 a 9,32 a 18,67 a 

F5L 0 6,58 a 9,88 a 11,95 b 

 
30 4,73 a 9,11 a 12,44 a 

 
60 6,47 a 13,96 a 11,00 b 

G4L 0 6,91 a 10,02 a 12,29 b 

 
30 6,77 a 9,05 a 9,30 a 

 
60 5,88 a 13,88 a 11,44 b 

I7L 0 5,35 a 6,32 a 11,36 b 

 30 5,52 a 6,89 a 12,72 a 

 
60 5,66 a 9,61 a 15,71 a 

J8L 0 6,13 a 6,92 a 11,19 b 

 
30 6,92 a 9,15 a 8,53 a 

 
60 5,52 a 10,59 a 19,41 a 

Não-inoculado 0 5,31 a 6,78 a 10,22 b 

 
30 5,46 a 8,90 a 12,29 a 

 60 6,21 a 12,64 a 11,94 b 
CV (%)  22,98 17,15 25,56 
Valores correspondem às médias de 3 repetições  
Médias seguidas de mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott 
(p<0,05), na mesma coluna e na mesma dose de N 
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Tabela 3.4 – Médias de concentração de N (g kg-1) na parte aérea de cana-de-açúcar inoculada com 
bactérias diazotróficas via pulverização foliar e com diferentes doses de N aos 7, 30 e 
60 DAI  

    Dias após a inoculação 
ISOLADOS Doses de N 7 30 60 
A6L 0 25,87 a 6,72 b 4,13 c 

 
30 21,59 b 7,71 b 3,88 c 

 
60 26,03 a 11,22 a 4,49 c 

B6F 0 21,75 a 9,19 a 4,22 c 

 
30 22,28 a 10,57 a 3,79 c 

 
60 21,83 b 10,05 a 4,48 c 

C5L 0 22,48 a 9,73 a 4,03 c 

 
30 23,52 a 9,74 a 3,99 c 

 
60 24,06 a 10,78 a 4,91 c 

C6F 0 19,43 a 9,84 a 6,06 a 

 
30 23,74 a 8,86 a 5,52 a 

 
60 25,42 a 9,13 b 5,89 b 

D4F 0 21,50 a 7,65 b 4,06 c 

 
30 19,03 b 8,11 b 3,88 c 

 
60 22,16 b 9,43 a 4,81 c 

E5L 0 21,92 a 9,02 a 4,95 b 

 
30 24,85 a 8,12 b 4,11 c 

 
60 25,17 a 9,98 a 5,33 b 

F5L 0 24,64 a 9,12 a 4,54 c 

 
30 22,82 a 9,48 a 4,76 b 

 
60 22,45 b 8,21 b 6,71 a 

G4L 0 22,80 a 7,90 b 4,61 c 

 
30 20,48 b 7,86 b 5,02 b 

 
60 20,21 b 8,35 b 4,53 c 

I7L 0 22,97 a 8,39 b 4,59 c 

 30 20,93 b 9,71 a 4,03 c 

 
60 25,59 a 8,34 b 4,27 c 

J8L 0 20,59 a 8,32 b 5,52 a 

 
30 23,18 a 7,11 b 5,95 a 

 
60 26,53 a 7,37 b 5,62 b 

Não-inoculado 0 20,89 a 8,44 b 3,65 c 
  30 23,63 a 7,19 b 4,18 c 
  60 23,57 b 9,51 a 5,01 b 
 CV (%) 

 
6,76 10,32 9,79 

Valores correspondem às médias de 3 repetições  
Médias seguidas de mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott 
(p<0,05), na mesma coluna e na mesma dose de N 
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 Mesmo não sendo uma prática comum na agricultura, desde trabalhos 

publicados por Pati e colaboradores (1981) são reportados resultados promissores 

com a aplicação de bactérias diazotróficas via pulverização foliar em gramíneas. 

Segundo Sudhakar e colaboradores (2000), a inoculação foliar de bactérias 

diazotróficas pode apresentar várias vantagens como: (I) o nitrogênio fixado está 

próximo ao seu local de assimilação, (II) as bactérias na filosfera podem ter ação 

antagonistas a fungos e outras bactérias patogênicas, (III) na filosfera existe 

nutrientes suficientes para o crescimento e desenvolvimento das bactérias (IV) a 

competição com outros micro-organismos é menor do que na rizosfera. Os 

resultados desse trabalho indicam que houve uma resposta positiva da cana-de-

açúcar inoculada com bactérias diazotróficas via pulverização foliar na fase inicial do 

desenvolvimento da cultura para a variedade de cana-de-açúcar testada.  

 A interação de plantas com micro-organismos benéficos no início do 

desenvolvimento das plantas é de grande importância e reportado por vários autores 

(OLIVEIRA et al, 2009; BISWAS et al., 2000; AZIZ et al, 2012; VARGAS et al., 2012; 

CANELLAS et al., 2013). Para plantas que passam por fase de viveiro, por exemplo, 

a associação com bactérias promotoras de crescimento é de grande importância, 

pois antecipa o tempo de transplantio para o campo, estimulando o crescimento 

precoce da muda e, consequentemente, reduzindo o seu tempo de aclimatação, o 

que aumenta a produtividade, a rotatividade na ocupação da infraestrutura e a 

eficiência de utilização da mão-de-obra especializada (SILVEIRA et al., 2003). 

 O efeito benéfico da inoculação de bactérias diazotróficas nas plantas em 

estágios precoces já foi observado em tomate e pimenta vermelha inoculadas com 

bactérias dos gêneros Pseudomonas sp. e Serratia sp, as quais promoveram 

principalmente aumento do vigor das plantas (ISLAM et al., 2012). Em milho 

inoculado com bactérias diazotróficas, independente da dose de N aplicada, foi 

verificado um aumento significativo de raízes logo após a inoculação com bactéria 

endofíticas, o que permitiu um melhor estabelecimento das plantas e maior 

resistência a estresses ambientais (KNOTH et al., 2013). A combinação de 

substâncias húmicas e bactérias diazotróficas endofíticas em um biofertilizante, 

promoveu em milho um aumento significativo de raízes laterais na fase inicial do 
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desenvolvimento da cultura, resultando em maior eficiência fotossintética em 

condições de baixa disponibilidade de nitrogênio (CANELLAS et al., 2013).  

 Dessa forma os resultados sugerem que a inoculação foliar com bactérias 

diazotróficas isoladas da filosfera de bambu podem trazer benefícios para o 

crescimento da variedade de cana-de-açúcar estudada, principalmente nas fases 

iniciais do seu desenvolvimento, com base nos dados de massa seca de parte aérea 

na concentração de N na parte aérea, e também mais tardiamente também visto 

pelo incremento da concentração de N na parte aérea e raízes da cana-de-açúcar 

inoculada.  

 É importante ressaltar que a adição de N não resultou em efeito supressor 

sobre os isolados bacterianos. Da mesma forma, Govindarajan e colaboradores 

(2007), verificaram que a inoculação de bactérias diazotróficas e aplicação de N 

promoveram aumentos significativos de biomassa de cana-de-açúcar, e o N aplicado 

via fertilizante não afetou significativamente a interação planta-bactéria. Nesse 

estudo, os isolados Klebsiella sp. GR9, Gluconacetobacter diazotrophicus 

ATCC49037, Herbaspirillum seropedicae ATCC35892, Burkholderia vietnamiensis 

LMG10929T e Azospirillum lipoferum LMG4348, foram inoculados em cana-de-

açúcar adubada com o equivalente a 140 kg N ha-1 foi observado que a inoculação 

associada à adubação resultou em massa seca de parte aérea superior ao controle 

fertilizado com o equivalente a 280 kg N ha-1, até seis meses após o plantio. Esses 

dados sugerem que o N aplicado via fertilizante pode não ter efeito negativo sobre 

os isolados bacterianos inoculados. 

A utilização da técnica de inoculação de bactérias diazotróficas nas folhas 

também foi testada em amoreira com adição de diferentes doses de adubo 

nitrogenado no solo. Os resultados mostraram que a comunidade diazotrófica na 

filosfera não foi afetada pela aplicação do fertilizante (SUDHAKAR et al., 2000). 

 A ausência de resposta positiva na produção de massa seca de parte aérea 

devido à inoculação de bactérias diazotróficas nas fases mais tardias do 

desenvolvimento da planta, como observado neste estudo, também já foi observado 

em ensaios com trigo inoculado com Azospirillum spp. (RODRIGUES et al., 2000), 

no qual não foi verificado efeito significativo da inoculação sobre a produção de 

grãos. No entanto, o teor de nitrogênio nos grãos aumentou significativamente nos 

tratamentos inoculados, o que, segundo os autores, já justificaria a inoculação. Sala 

e colaboradores (2005) também mostraram que o acúmulo de massa seca de trigo 
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inoculados com Azospirillum spp., Herbaspirillum spp. e Gluconacetobacter 

diazotrophicus não diferiu significativamente do controle não-inoculado, porém a 

concentração de N na parte aérea foi maior nas plantas inoculadas, sugerindo que a 

inoculação com bactérias diazotróficas pode trazer benefícios adicionais para as 

plantas, melhorando a qualidade nutricional do produto final, e não apenas 

promovendo o crescimento vegetal em si.  

 Canuto e colaboradores (2003) mostraram que a inoculação de bactérias 

diazotróficas endofíticas em cana-de-açúcar em casa-de-vegetação não promoveu 

aumento significativo de massa seca de parte aérea e raízes comparadas aos 

controles não-inoculados. Em alguns casos, a inoculação promoveu diminuição no 

crescimento das plantas. O mesmo efeito pode ser observado neste estudo em 

plantas inoculadas com o equivalente a 30 ou 60 kg de N ha-1. 

Como visto no capítulo anterior, muitos dos isolados bacterianos estudados 

possuem pelo menos um mecanismo potencial de promoção de crescimento vegetal 

in vitro e um ou mais de um mecanismo pode ser o responsável pelo maior 

crescimento da cana-de-açúcar, nas condições testadas. A capacidade de bactérias 

da filosfera em produzirem ácido indol-3-acetico (AIA) ou biossurfactantes é uma 

vantagem adaptativa e ainda pode favorecer o crescimento das plantas (LINDOW; 

BRANDL, 2003; SCHREIBER et al., 2005). As auxinas são os principais hormônios 

capazes de regular o crescimento de plantas, aumentando o crescimento radicular e 

melhorando a absorção de nutrientes (LAMBRECHT et al., 2000). Elas são 

produzidas principalmente no meristema apical das plantas e transportadas por meio 

de células do parênquima até as raízes (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001). A 

inoculação de bactérias diazotróficas nas folhas poderia alterar o metabolismo das 

auxinas e favorecer o crescimento de raízes, como observado neste estudo. A maior 

biomassa de raízes observadas em plantas inoculadas com os isolados E5L, B6F, 

J8L, I7L e A6L após a inoculação possibilitam uma maior exploração do solo e 

consequentemente maior absorção de nutrientes e água, aumentando a tolerância 

das plantas a condições de estresse. 

Pati e colaboradores (1995) comprovaram que bactérias isoladas da filosfera 

de arroz (Azotobacter chroococcum e Azomonas macrocytogenes) inoculadas em 

sementes de trigo promoveram aumento significativo de raízes adventícias pela 

produção de AIA e giberelinas. Da mesma maneira, a inoculação de 

Gluconacetobacter e um mutante defectivo no gene nif em cana-de-açúcar 
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promoveu o crescimento da planta não apenas pela FBN, mas também por outros 

mecanismos de crescimento (SEVILLA et al., 2001). Com isso, o somatório da FBN 

e ação de fitormônios de forma conjunta pode ter favorecido o crescimento da cana-

de-açúcar.  

A concentração de N na parte aérea de todos os tratamentos apresentou uma 

redução ao longo do tempo. Esses resultados corroboram os apresentados por 

Oliveira (2009) que também observou concentração de N na parte aérea da cana-

de-açúcar decrescendo linearmente até o final do ciclo da cultura.  

  

3.2.2.1.1 Atividade da nitrogenase  

 

As taxas de FBN nas folhas de cana-de-açúcar inoculadas com bactérias 

diazotróficas foram avaliadas nas três épocas de coleta e oscilaram de 0 a 2,2 mg de 

N g de folha h-1 7 DAI (Tabela 3.5). Menores taxas de FBN foram observadas 30 dias 

após a inoculação com relação as demais épocas avaliadas. Segundo Jagnow 

(1983) diferentes taxas de redução de acetileno ao longo do desenvolvimento da 

planta podem estar relacionadas à redução das concentrações inibitórias de N no 

solo. Além disso, qualquer fator externo durante o desenvolvimento da planta 

acarretando em redução na taxa fotossintética pode afetar indiretamente a regulação 

da FBN (PATE, 1977).  

Para todos os tratamentos e doses aos 7 DAI, cerca de 50% das amostras 

inoculadas apresentaram taxas de FBN  significativamente superiores em relação as 

amostras não-inoculadas. Aos 30 DAI, as taxas de FBN não diferiram 

estatisticamente (p>0,05) entre nenhum dos tratamentos. Aos 60 DAI, 97% das 

amostras inoculadas apresentaram diferença significativa de FBN em relação ao 

controle não-inoculado, indicando que a FBN ocorre em taxas elevadas no ínicio e 

ao final do experimento. 

De maneira geral, as plantas apresentaram taxas de FBN elevadas no início do 

experimento (até 2,2 mg N g-1h-1) nas plantas inoculadas com o isolado A6L, sem 

adição de N. Aos 30 DAI, a taxa de FBN diminuiu, chegando a valores mínimos de 

10 µg de N g-1h-1 em plantas que foram inoculadas com o isolado G4L e adubadas 

com o equivalente a 60 kg de N ha-1. Aos 60 DAI, a taxa de FBN se elevou 

novamente, chegando a 1,1 mg N g-1h-1 para os isolados D4F e J8L na ausência de 

adubação nitrogenada. Freiberg (1998) relatou que a taxa de FBN na filosfera 
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aumenta de acordo com a idade da folha, da mesma forma que aumenta a 

densidade dos micro-organismos na filosfera. Porém a redução da taxa de FBN 30 

DAI pode ter ocorrido devido ao tempo necessário para os micro-organismos 

diazotróficos introduzidos se adaptarem ao novo habitat, sendo que esse fator pode 

influenciar diretamente no processo de FBN (TRINICK, 1982). 

A adição de fertilizante nitrogenado interferiu negativamente na atividade da 

nitrogenase 60 DAI, sendo observadas redução de 30 a 50% no ARA nas plantas 

que receberam a dose mais elevada de adubo nitrogenado. Resultados similares 

foram reportados por Gupta e colaboradores (1982) em folhas de arroz inoculadas 

com bactérias diazotróficas e com aplicação de diferentes doses de N. 

É importante ressaltar que nem todo N fixado pelas bactérias é assimilado 

pelas plantas. O destino do N fixado por diazotróficos de vida livre é constantemente 

motivo de questionamento. Uma parte do nitrogênio fixado pode ser perdido 

rapidamente por desnitrificação, como nos casos relatados em desertos (SKUJINS; 

KLUBEK, 1978), ou após a morte celular dos micro-organismos, o N pode ser 

mineralizado como observado em cianobactérias (JONES; WILSON; 1978) ou em 

bactérias heterotróficas de vida livre (JONES, 1978). Mas de fato, uma grande fração 

do N fixado fica retido nos ecossistemas, incorporado no solo em compartimentos da 

matéria orgânica, ou lançado no meio extra celular como N orgânico, o qual pode ser 

absorvido na filosfera das folhas ou mesmo no solo pelas plantas vasculares, 

bactérias, cianobactérias ou fungos (JONES, 1978; JONES; WILSON, 1978).  

A eficiência do uso do N fornecido para as plantas foi estudado por Andrews e 

colaboradores (2009) em que foi avaliado a eficiência da assimilação do N fixado por 

bactérias diazotróficas em comparação a assimilação de NH4+ ou NO3-. Essa 

eficiência é dada pela capacidade da planta em converter o N assimilado em massa 

seca de parte aérea e proteína bruta. Neste trabalho foi reportado que o custo 

energético envolvido no processo de crescimento das plantas, regulação do pH e 

assimilação do N são de 5 a 7% maiores quando há fixação de N, comparado a 

assimilação de NH4+ ou NO3-, principalmente no caso das leguminosas, devido 

necessidade de formação dos nódulos radiculares. Já em associação com bactérias 

de vida livre o custo energético para as plantas é relativamente menor, o que sugere 

uma maior eficiência do processo de assimilação do N fornecido por bactérias de 

vida livre. 
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Tabela 3.5 – Atividade da nitrogenase (µg N g-1 de folha h-1) em cana-de-açúcar inoculada com 
bactérias diazotróficas via pulverização foliar e com diferentes doses de N aos 7, 30 e 
60 DAI 

    Dias após a inoculação 
ISOLADOS Doses de N 7 30 60 
A6L 0 2.285,95 a 26,59 a 259,98 b 

 
30 667,23 a 27,40 a 1.578,24 a 

 
60 1.016,51 a 18,70 a 495,77 a 

B6F 0 0,00 b 29,53 a 818,70 a 

 
30 288,65 b 53,04 a 424,21 a 

 
60 428,34 a 30,00 a 450,28 a 

C5L 0 739,42 a 23,08 a 963,78 a 

 
30 527,91 a 41,75 a 496,15 a 

 
60 1.143,19 a 45,23 a 273,05 b 

C6F 0 356,41 b 26,39 a 937,02 a 

 
30 347,09 b 25,81 a 783,69 a 

 
60 289,51 b 16,50 a 695,57 a 

D4F 0 109,89 b 38,85 a 1.117,75 a 

 
30 168,95 b 21,38 a 849,34 a 

 
60 302,82 b 13,02 a 406,52 b 

E5L 0 0,00 b 19,38 a 1.043,17 a 

 
30 190,18 b 39,73 a 481,44 a 

 
60 513,38 a 15,21 a 279,14 b 

F5L 0 231,49 b 25,42 a 759,40 a 

 
30 437,18 a 21,49 a 664,07 a 

 
60 238,01 b 15,01 a 829,20 a 

G4L 0 281,36 b 30,26 a 832,83 a 

 
30 1.016,35 a 37,85 a 488,16 a 

 
60 869,85 a 10,44 a 341,25 b 

I7L 0 447,38 a 45,96 a 1.158,40 a 

 30 236,86 b 23,85 a 495,31 a 

 
60 166,86 b 10,77 a 456,61 a 

J8L 0 565,78 a 31,78 a 714,27 a 

 
30 852,48 a 16,81 a 496,80 a 

 
60 448,86 a 20,08 a 530,29 a 

Não-inoculado 0 166,68 b 23,32 a 400,84 b 
  30 392,85 b 7,89 a 145,60 b 
  60 0,00 b 7,60 a 47,56 c 
CV (%) 

 
52,87 37,77 35,07 

Valores correspondem às médias de 3 repetições  
Médias seguidas de mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott 
(p<0,05), na mesma coluna e no mesmo tempo de cultivo. 
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Poucos são os trabalhos reportando taxas de FBN na filosfera. Um deles é o 

trabalho reportado por Murty (1984) em que foi observado que na filosfera de 

diferentes espécies de algodão (Gossypium hirsutum L. e G. herbaceum L.), a 

atividade da nitrogenase variou entre 0,18 e 0,78 nmol de C2H4 cm-2 h-1. Neste caso, 

Beijerinckia sp foi observada como o micro-organismo predominante na filosfera das 

variedade de algodão testadas. Comparando as taxas de FBN na filosfera de cana-

de-açúcar, sorgo, bambu e amoreira, Murty (1983) verificou taxas em torno de 

174,11; 166,07; 72,32 e 37,36 nmol C2H4 g
-1 h-1 respectivamente. O autor relata que 

a superfície cerosa das folhas de amoreira pode ter relação direta com a menor taxa 

de FBN observada. Sendo assim, a combinação de dois fatores: a presença de 

micro-organismo diazotrófico específico com habilidade de colonizar a filosfera e 

crescer em ambientes limitantes em fontes de C e a permeabilidade das folhas 

facilitando a entrada de nutrientes, combinam para obtenção de taxas de FBN 

ideais. Além dos fatores citados, a intensidade luminosa, estresse osmótico, 

exposição à radiação UV, umidade da folha e disponibilidade de nutrientes também 

são fatores importantes que podem afetar a FBN na filosfera (BENTLEY, 1987). 

Gomez (2012) avaliando a FBN em folhas de bambu da Mata Atlântica, local de 

origem dos isolados, usando a técnica de redução de acetileno, verificou valores 

entre 72 e 2.164 nmol etileno g-1 de folha h-1. Os valores de ARA observados nas 

folhas de cana-de-açúcar, neste estudo, chegaram a 5,61 nmol etileno g-1h-1 no 

período de 7 DAI e 1,59 nmol etileno g-1h-1 60 DAI. Essa grande diferença se deve 

possivelmente a existência de uma grande diversidade de espécies de micro-

organismos diazotróficos na filosfera de bambu na Mata Atlântica com capacidade 

variada de fixar N atmosférico, como mostrado por Gomez (2012) e Andreote (2013). 

Além disso, a FBN em florestas pode ser maior, pois em áreas onde a demanda e as 

perdas de N são relativamente altas como na liteira em decomposição, a FBN 

poderia ser favorecida (HEDIN et al., 2009).  

Resultados apresentados por Gupta e colaboradores (1982) que realizaram o 

mesmo teste de redução de acetileno em plantas de arroz inoculadas com micro-

organismos diazotróficos epifíticos mostraram que as taxas de FBN variaram de 664 

a 816 nmol g-1 de folha h-1, porém os autores relatam uma redução drástica da 

atividade da nitrogenase quando era aplicado fertilizante nitrogenado mineral, 

reduzindo os benefícios que as bactérias diazotróficas traziam.  
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A análise da atividade da nitrogenase na filosfera de plantas inoculadas é muito 

importante, pois nem sempre o potencial que os isolados expressam nos testes in 

vitro é verificado quando em contato com a planta. Em meio de cultura são dadas 

todas as condições para que a bactéria expresse seu potencial máximo, como 

nutrientes, temperatura e ausência de competição com outros micro-organismos. O 

mesmo não acontece quando os micro-organismos estão no ambiente natural. 

Características como capacidade de adaptação e competitividade são importantes 

quando se pensa em utilizar um micro-organismo como inoculante. Assim, a 

dinâmica da população dos diferentes isolados foi avaliada na superfície das folhas 

de cana-de-açúcar usando qPCR para determinar a variação do número de cópias 

do gene rRNA 16S. 

 

3.2.2.1.2 Dinâmica da população bacteriana na superfície das folhas de cana-

de-açúcar inoculadas 

 

O monitoramento do número de cópias do gene rRNA 16S por PCR em tempo 

real (qPCR) é uma técnica de alta sensibilidade que permitiu determinar a dinâmica 

da população das bactérias inoculadas na superficie das folhas, com base na 

relação de valores de Ct (Cycle threshhold) e de curvas padrão de DNA do micro-

organismo alvo (D’HAENE; VANDESOMPELE; HELLEMANS, 2010). O objetivo 

principal da análise de qPCR utilizando oligonucleotídeos específicos para o gênero 

Klebsiella foi verificar a presença dos mesmos nas filosfera de cana-de-açúcar ao 

longo dos 2 meses de experimento.  

Com base nos resultados apresentados na Figura 3.3, é possivel verificar que o 

elevado número de cópias do gene rRNA 16S de todos os isolados foi elevado 

durante todo o tempo do experimento, indicando que as bactérias inoculadas 

sobreviveram na filosfera da cana-de-açúcar.  

Os isolados A6L, C5L, I7L, J8L, G4L e C6F apresentaram elevado número de 

cópias do gene rRNA 16S por massa foliar no ínicio do experimento (até 2,6.109). 

Para esses isolados, aos 30 DAI, houve uma redução no número de cópias do gene 

rRNA 16S, e aos 60 DAI o número de cópias volta a aumentar. O número de cópias 

do gene rRNA 16S dos isolados E5L, F5L e D4F diminuiu ao longo do tempo. Já o 

número de cópias do gene rRNA 16S do isolado B6F se manteve constante durante 

todo o experimento. Apenas o isolado C6F 7 DAI apresentou número de cópias do 
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gene rRNA 16S significativamente superior aos demais tratamentos, e nos tempos 

seguintes essa diferença não foi siginificativa (p<0,05). Nos controles não-inoculados 

não foi detectado cópias do gene rRNA 16S dos isolados do gênero Klebsiella com 

os iniciadores selecionados, sugerindo que a FBN observada em alguns desses 

tratamentos pode estar associada a presença de outras bactérias epifiticas ou 

mesmo endofíticas porém aparentemente em menores quantidades. Assim, nos 

tratamentos inoculados, parte da FBN pode estar sendo realizada por bactérias 

diferentes das inoculadas.  

Os resultados sugerem que o número de bactérias na superfície das folhas de 

cana-de-açúcar aumentou de acordo com o crescimento das folhas, já que os 

cálculos levam em consideração a massa fresca das plantas em todos os tempos de 

avaliação. Além disso, as taxas de FBN nas folhas apresentadas anterioremente 

foram menores 30 DAI, momento em que se observa uma redução no número de 

cópias do gene rRNA 16S na maioria dos casos. Isso fica evidente quando se 

compara a taxa de FBN em plantas inoculadas com  o isolado G4L 30 DAI, com o 

número de cópias do gene rRNA 16S do isolado neste periodo (2.8.106) as quais 

foram as menores obervadas em todas as doses de N aplicadas. Porém, o mesmo 

comportamento não é observado em todos os tratamentos.  

Considerando-se as diferentes doses de nitrogênio aplicados no solo, não 

foram observadas diferenças significativas entre o número de cópias do gene rRNA 

16S de Klebsiella entre os tratamentos, sugerindo que a aplicação de fertilizante no 

solo não foi um fator determinante na sobrevivência dos isolados na filosfera de 

cana-de-açúcar.  
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Figura 3.3 – Quantificação do gene rRNA 16S dos isolados inoculados em cana-de-açúcar aos 7,30 e 
60 DAI em condições de casa-de-vegetação. Os valores são médias de três repetições e 
as barras representam o desvio padrão da média. 
 *Indica diferença significativa entre a quantidade de cópias do gene rRNA 16S do 
isolado comparado aos demais isolados aos 7 DAI (p<0.05) 
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Pouco se conhece sobre a dinâmica das populações de bactérias de vida livre 

inoculadas na filosfera de plantas. Pesquisas realizadas por Pati e Chandra (1981) 

mostravam que a pulverização de bactérias de vida livre em folhas de trigo 

promoveram o crescimento das plantas por meio principalmente da FBN. Mas, após 

o reisolamento das bactérias inoculadas, foi verificada uma queda siginificativa do 

número de bactérias, com relação a população no tempo inicial. Sendo assim, os 

autores sugerem que nem toda bactéria diazotrofica de vida livre é capaz de 

sobreviver na filosfera das plantas. O mesmo foi relatado por Sengupta e 

colaboradores (1978) que utilizaram bactérias de vida livre isoladas do solo, e 

inocularam na superfície das folhas porém, não obtiveram resultados satisfatórios.  

A colonização da filosfera é dependente da exsudação de nutriente pela planta, 

injúrias no tecido foliar causadas por insetos, ou aporte de nutrientes pela água da 

chuva (YANG et al., 2001). Avaliando o tempo de sobrevivência de 

Gluconacetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum sp inoculadas em toletes de 

cana-de-açúcar, Muthukumarasamy e colaboradores (2006) mostraram que aos 180 

dias após a inoculação, a população de Herbaspirillum sp se manteve estável, já a 

população de Gluconacetobacter foi reduzida, com relação à população inicial, 

indicando a maior estabilidade de bactérias de Herbaspirillum comparadas a de 

Gluconacetobacter. Também com objetivo de verificar o período de sobrevivência de 

um conjunto de bactérias aplicadas em toletes de cana-de-açúcar juntamente com 

um polímero de carboximetilcelulose, Silva e colaboradores (2012) constataram que 

as 5 bactérias (Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, H. 

rubrisubalbicans, Azospirillum amazonense e Burkholderia tropica) inoculadas juntas 

ou individalmente foram capazes de sobreviver por 90 dias, beneficiando tanto no 

crescimento das plantas quanto na concentração de N na parte aérea. 

Dessa maneira, os resultados apresentados neste trabalho contribuem para o 

melhor entendimento do comportamento de bactérias introduzidas na filosfera de 

cana-de-açúcar, e mostraram que a aplicação das bactérias via pulverização foliar é 

uma técnica eficaz, confirmando que a população microbiana inoculada se manteve 

em níveis elevados até o final do experimento.  
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3.2.2.2 EXPERIMENTO 2. Inoculação de bactérias diazotróficas encapsuladas 
em micro-esferas de alginato em cana-de-açúcar micropropagada 
 

Este experimento teve a mesma abordagem e o mesmo planejamento 

experimental do experimento anterior, mudando apenas a forma de aplicação do 

inoculante e a variedade de cana-de-açúcar. Deste modo, todas as plantas que 

receberam o inoculante bacteriano encapsulado individualmente também receberam 

o equivalente a 0, 30 e 60 kg de N ha-1 de fertilizante nitrogenado, e também foram 

avaliados 7, 30 e 60 DAI.  

Concomitantemente à inoculação das microesferas em solo, o inóculo 

encapsulado em polímero de alginato foi avaliado para determinar a viabilidade das 

bactérias após o encapsulamento. Após 7 dias, todos os isolados encapsulados 

apresentaram, em meio de cultivo, aproximadamente 106 UFC por esfera, resultado 

similar ao obtido por Ivanova e colaboradores (2006).  

Aos 7 DAI, sem adição de fertilizante nitrogenado e com o equivalente a 60 kg 

de N ha-1 não foram verificados ganhos significativos de massa seca de parte aérea 

das plantas inoculadas em comparação aos controles sem inoculação. Na presença 

do equivalente a 30 kg de N ha-1, 40% das plantas inoculadas apresentaram médias 

de massa seca de parte aérea significativamente superiores ao controle sem 

inoculação (p<0,05).  

Aos 30 DAI, não foi observada diferença significativa dos tratamentos 

inoculados em comparação aos controles não inoculação com relação ao acúmulo 

de massa seca na parte aérea.  

Aos 60 DAI e na ausência de adubação nitrogenada, as plantas inoculadas 

com os isolados C5L, D4F e E5L produziram biomassa aérea significativamente 

superior (p<0,05) do que os demais tratamentos e controle e sem inoculação. Com 

adição do equivalente a 30 kg N ha-1, 60% dos tratamentos apresentaram massa 

seca de parte aérea estatisticamente superior (p<0,05) ao controle. Com o 

equivalente a 60 kg de N ha-1, 70% dos tratamentos inoculados também 

apresentaram médias superiores (p<0,05) em relação ao controle sem inoculação. O 

tratamento que recebeu as micro-esferas contendo o isolado E5L e o equivalente a 

60 kg N ha-1 apresentou a maior massa seca de parte aérea 60 DAI, comparado com 

o controle não-inoculado que recebeu a mesma dose de N , ou mesmo ao 

tratamento não-inoculado que não recebeu adubação nitrogenada. Os resultados 
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obtidos sugerem que a inoculação de bactérias diazotróficas encapsuladas em 

micro-esferas de alginato foi eficiente em promover aumentos significativos da parte 

aérea da cana-de-açúcar inoculada mesmo com adição de N na forma de uréia, 

principalmente aos 60 DAI. 

Com relação ao aumento de massa seca de raízes, aos 7 DAI não foram 

verificadas diferenças significativas entre os tratamento (Tabela 3.7).  

Aos 30 DAI foram observadas diferenças significativas (p<0,05) no incremento 

de massa seca de raízes somente para os tratamentos com o biofertilizante e com o 

equivalente a 30 kg de N ha-1, onde 40% deles apresentaram médias superiores ao 

tratamento controle.  

Aos 60 DAI foram verificados que 50% dos tratamentos inoculados na 

presença do equivalente a 60 kg de N ha-1apresentaram médias estatisticamente 

superiores (p<0,05) aos controles não-inoculado (Tabela 3.7).  

 Segundo Bashan & Levanony (1990), ganhos de aproximadamente 20% 

atribuídos à inoculação com bactérias diazotróficas seria considerado significativo 

para comercialização e aplicação de um inoculante na agricultura. Neste 

experimento, 30 DAI, a planta inoculada com o isolado D4F apresentou um ganho 

de 120%, comparado ao tratamento controle não-inoculado. Aos 60 DAI, as plantas 

inoculadas com o isolado J8L também apresentaram ganhos de 72% comparados 

aos tratamentos não inoculados, indicando assim, incremento significativo atribuído 

à inoculação do solo com micro-esferas de alginato contendo bactérias diazotróficas. 
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Tabela 3.6- Médias de massa seca de parte aérea (MSPA)(g) em cana-de-açúcar inoculada com 
bactérias diazotróficas encapsuladas em microesferas de alginato e com diferentes 
doses de N  aos 7, 30 e 60 DAI                                                                                                        

    Dias após a inoculação 
ISOLADOS Doses de N 7 30 60 
A6L 0 2,06 a 6,27 a 20,87 b 

 
30 2,08 a 10,17 a 22,23 b 

 
60 1,76 a 8,88 a 30,84 a 

B6F 0 1,07 a 6,52 a 20,02 b 

 
30 1,08 b 9,17 a 31,12 a 

 
60 1,41 a 10,41 a 22,32 b 

C5L 0 1,28 a 6,32 a 28,03 a 

 
30 1,72 a 8,66 a 31,91 a 

 
60 1,24 a 8,85 a 33,24 a 

C6F 0 1,13 a 5,36 a 17,07 b 

 
30 1,15 b 7,49 a 24,37 b 

 
60 1,19 a 6,33 a 21,46 b 

D4F 0 1,41 a 7,73 a 27,47 a 

 
30 1,71 a 7,84 a 34,00 a 

 
60 1,06 a 7,83 a 30,45 a 

E5L 0 1,13 a 6,22 a 24,91 a 

 
30 1,41 b 8,26 a 36,05 a 

 
60 1,01 a 8,54 a 37,74 a 

F5L 0 1,08 a 6,66 a 17,45 b 

 
30 1,32 b 9,09 a 18,97 b 

 
60 0,99 a 8,58 a 36,91 a 

G4L 0 1,96 a 5,95 a 18,41 b 

 
30 1,89 a 5,77 a 26,61 b 

 
60 1,08 a 7,96 a 24,31 b 

I7L 0 1,17 a 7,05 a 20,51 b 

 30 1,22 b 8,31 a 37,51 a 

 
60 1,23 a 8,83 a 33,11 a 

J8L 0 1,23 a 5,34 a 15,81 b 

 
30 1,39 b 6,23 a 29,11 a 

 
60 1,73 a 7,39 a 28,89 a 

Não-inoculado 0 1,02 a 5,01 a 13,18 b 
  30 1,28 b 7,51 a 21,16 b 
  60 1,28 a 7,02 a 19,53 b 
CV (%) 

 
31,71 22,02 21,68 

Valores correspondem às médias de 3 repetições  
Médias seguidas de mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott 
(p<0,05), na mesma coluna e na mesma dose de N 
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Tabela 3.7- Médias de massa seca de raízes (MSR) (g) em cana-de-açúcar inoculada com bactérias 

diazotróficas encapsuladas em esferas de alginato e com diferentes doses de N  aos 7, 30 e 
60 DAI  

    Dias após a inoculação 
ISOLADOS Doses de N 7 30 60 
A6L 0 6,01 a 9,16 a 11,34 a 

 
30 5,75 a 11,12 a 15,33 a 

 
60 5,46 a 10,89 a 17,12 c 

B6F 0 5,08 a 8,08 a 16,22 a 

 
30 4,36 a 10,62 b 20,71 a 

 
60 5,72 a 11,2 a 20,99 b 

C5L 0 4,82 a 7,54 a 14,88 a 

 
30 4,96 a 13,24 a 20,48 a 

 
60 4,78 a 14,51 a 20,98 b 

C6F 0 5,75 a 6,81 a 14,26 a 

 
30 5,19 a 8,27 b 20,49 a 

 
60 5,7 a 8,38 a 16,3 c 

D4F 0 4,97 a 10,77 a 17,29 a 

 
30 4,59 a 14,84 a 19,64 a 

 
60 4,63 a 11,16 a 18,36 c 

E5L 0 4,86 a 6,26 a 16,62 a 

 
30 5,81 a 8,45 b 20,48 a 

 
60 4,73 a 10,62 a 20,37 b 

F5L 0 5,25 a 6,76 a 12,97 a 

 
30 4,94 a 8,35 b 18,37 a 

 
60 5,37 a 8,41 a 17,47 c 

G4L 0 5,83 a 8,56 a 15,91 a 

 
30 4,42 a 6,06 b 18,93 a 

 
60 5,45 a 11,19 a 19,17 c 

I7L 0 5,21 a  7,48 a 13,78 a 

 30 4,82 a 10,99 a 20,21 a 

 
60 4,12 a 11,58 a 23,62 b 

J8L 0 5,01 a 4,51 a 13,5 a 

 
30 5,32 a 8,93 b 19,67 a 

 
60 5,96 a 9,03 a 26,19 a 

Não-inoculado 0 5,11 a 9,85 a 13,58 a 
  30 6,08 a 6,74 b 13,27 a 
  60 5,21 a 9,91 a 15,21 c 
CV (%) 

 
19,27 27,38 25,04 

Valores correspondem às médias de 3 repetições  
Médias seguidas de mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05), 
na mesma coluna e na mesma dose de N. 
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A concentração de N na parte aérea das plantas inoculadas não apresentou 

diferenças significativas em relação aos controles não-inoculados 7 e 30 DAI. Porém 60 

DAI, foi verificado aumento significativo na concentração de N na parte aérea em relação 

as plantas que não receberam inoculante (p<0,05, Tabela 3.8). A adição do equivalente a 

60 kg de N ha-1 resultou em 40% dos tratamentos com médias significativamente 

superiores (p<0,05) aos controles não inoculados. Plantas inoculadas com os isolados 

A6L e E5L apresentaram concentração de N na parte aérea estatisticamente superior ao 

controle não-inoculado e ao demais tratamentos inoculados. 

São escassos os trabalhos que relatam a promoção de crescimento vegetal por 

bactérias encapsuladas inoculadas no solo. Rekha e colaboradores (2007) testando a 

inoculação de Pseudomonas putida CC-FR2-4 e Bacillus subtilis CC-pg104 encapsulados 

verificaram que o procedimento de encapsulamento não inibiu os efeitos benéficos dos 

isolados. De forma semelhante, o encapsulamento e inoculação de Enterobacter no solo 

promoveu significativo crescimento das plantas principalmente quando associado à 

inoculação de fungos micorrízicos arbusculares devido ao potencial de solubilização de P 

apresentado pela bactéria (VASSILEVA et al., 1999), sugerindo assim que o 

encapsulamento de bactérias promotoras de crescimento de plantas é uma técnica 

promissora e pode trazer muitos benefícios para as plantas hospedeiras. 

Testando várias formulações para produção de inoculante, Trivedi e colaboradores 

(2005) constataram que a inoculação de bactérias imobilizadas em polímeros de alginato 

promoveu maior crescimento de milho principalmente em regiões de clima frio. Foi 

verificado um aumento significativo da planta inoculada comparada ao controle não 

inoculado, principalmente com relação ao aumento de massa radicular, o que possibilitou 

um melhor estabelecimento da cultura. De forma semelhante, foram observados 

aumentos significativos de raízes de cana-de-açúcar inoculadas em ambos os ensaios 

testados, sugerindo então que as bactérias diazotróficas da Mata Atlântica podem 

contribuir de forma significativa para o crescimento das raízes e estabelecimento da 

cultura inoculada tanto na forma liquida quanto encapsulado. 
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Tabela 3.8 – Médias de concentração de N (g.kg-1) na parte aérea de cana-de-açúcar inoculada com 
bactérias diazotróficas encapsuladas em esferas de alginato e com diferentes doses de N  
aos 7, 30 e 60 DAI 

    Dias após a inoculação 
ISOLADOS Doses de N 7 30 60 
A6L 0 13,18 a 6,99 a 5,00 a 

 
30 13,86 a 9,18 a 5,15 a 

 
60 15,73 a 10,50 a 8,63 a 

B6F 0 15,31 a 8,39 a 4,97 a 

 
30 18,03 a 9,06 a 6,54 a 

 
60 17,46 a 10,85 a 5,18 c 

C5L 0 13,82 a 7,84 a 4,69 a 

 
30 15,13 a 12,27 a 6,20 a 

 
60 14,19 b 9,34 a 7,07 b 

C6F 0 14,08 a 9,45 a 5,63 a 

 
30 13,95 a 12,54 a 5,83 a 

 
60 14,15 b 10,28 a 6,86 b 

D4F 0 13,95 a 8,18 a 5,54 a 

 
30 15,05 a 10,96 a 5,70 a 

 
60 15,50 a 10,08 a 5,11 c 

E5L 0 14,76 a 8,45 a 5,29 a 

 
30 14,45 a 9,11 a 4,69 a 

 
60 15,24 a 9,31 a 9,40 a 

F5L 0 15,17 a 8,69 a 5,33 a 

 
30 12,13 a 8,67 a 5,26 a 

 
60 15,33 a 11,56 a 5,08 c 

G4L 0 15,14 a 8,62 a 5,31 a 

 
30 13,38 a 9,38 a 6,66 a 

 
60 13,45 b 9,37 a 6,18 c 

I7L 0 13,75 a 7,73 a 5,12 a 

 30 15,11 a 7,89 a 4,43 a 

 
60 13,00 b 8,73 a 4,80 c 

J8L 0 12,15 a 10,60 a 5,32 a 

 
30 13,98 a 12,31 a 6,96 a 

 
60 14,91 a 11,83 a 4,91 c 

Não-inoculado 0 15,01 a 9,20 a 5,24 a 

 
30 14,37 a 8,14 a 5,23 a 

 60 15,62 a 10,98 a 5,08 c 
CV (%) 

 
12,87 19,43 8,76 

Valores correspondem às médias de 3 repetições  
Médias seguidas de mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05), 
na mesma coluna e na mesma dose de N 

 
 



137 
 

Não somente o encapsulamento das bactérias promotoras de crescimento tem 

mostrado bons resultados, mas também outras formulações foram relatadas com grande 

eficiência na promoção de crescimento vegetal. Uma formulação suplementada com 

quitina e a bactéria Bacillus subtilis utilizadas no tratamento de sementes de amendoim e 

feijão guandu mostrou não só uma promoção do crescimento das plantas, mas também 

eficiência no controle biológico contra fungos patogênicos (MANJULA, PODILE, 2001).  

A resposta positiva da planta, principalmente depois de 60 DAI, pode ter sido 

causada pela liberação lenta das bactérias que foram imobilizadas nas micro-esferas de 

alginato. Segundo Schoebitz e colaboradores (2013) o encapsulamento de rizobactérias 

oferece as vantagens de liberação controlada das bactérias e proteção contra estresses 

bióticos e abióticos no solo. Utilizando marcadores moleculares Trivedi e colaboradores 

(2005) verificaram que um inoculante formulado com polímero de alginato apresentou 

uma baixa colonização das raízes de milho nas fases iniciais do desenvolvimento da 

planta e foi aumentando o número de células colonizando as raízes ao logo das semanas, 

comparados a formulação líquida que apresentou alta população nas raízes nas fases 

iniciais e reduziu com o passar do tempo. Essa maior capacidade de sobrevivência e 

colonização da rizosfera em etapas mais tardias do desenvolvimento das plantas com 

inoculação de células imobilizadas de bactérias promotoras de crescimento já foram 

reportadas em outros trabalhos (HAMMAD; EL-MOHANDES, 1999). 

O uso de polímeros biodegradáveis com finalidade de manter células bacterianas de 

inoculantes viáveis por mais tempo é uma prática que vem sendo estudada há algum 

tempo. Estudos apontam que a utilização de polímeros biodegradáveis que promovem o 

encapsulamento de células bacterianas e só liberam após sua degradação favorecem a 

multiplicação e sobrevivência dos micro-organismos quando aplicados ao solo 

(DENARDIN; FREIRE, 2000), protegendo as células contra estresses ambientais. 

Wu e colaboradores (2011), a fim de reduzir o estresse salino sofrido pela população 

bacteriana inoculada no solo, verificaram que bactérias do gênero Klebsiella após serem 

encapsuladas tinham maior taxa de sobrevivência se comparadas as bactérias livres 

inoculadas em solos cultivados com algodão, e proporcionavam maior crescimento da 

planta. Posteriormente, Wu e colaboradores (2014) confirmaram a eficácia da tecnologia, 

mostrando que bactérias encapsuladas sobreviviam melhor à inoculação em solos com 

alta salinidade e proporcionavam melhor germinação de semente de algodão, 

comparadas a bactérias livres. Com isso, possivelmente a aplicação de fertilizantes 

nitrogenados no solo apresentou menor influência na atividade das bactérias diazotróficas 
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do que se as bactérias tivessem sido aplicadas livremente no solo, promovendo de forma 

mais eficiente o crescimento da cana-de-açúcar. Altas doses de fertilizantes nitrogenados 

já foram sugeridas como responsáveis pela diminuição do número populacional de 

bactérias fixadora de N em variedades de cana-de-açúcar cultivadas no México 

(FUENTES-RAMÍREZ et al., 1999). 

Silva e colaboradores (2009), aplicando uma mistura de bactérias diazotróficas em 

campo juntamente com polímero carboximetilcelulose e amido, verificaram o aumento da 

produtividade de colmos e massa seca da cana-de-açúcar aos 11 meses após o plantio, 

indicando que o uso de polímeros pode beneficiar na sobrevivência das bactérias no solo 

e consequentemente possibilitar que as bactérias inoculadas promovam o crescimento 

das plantas por mais tempo ou em momentos tardios do desenvolvimento das plantas.  

 
3.2.2.2.1 Determinação da atividade da nitrogenase  
 

 As taxas de FBN no solo inoculado com micro-esferas contendo bactérias 

diazotróficas oscilaram entre 0 e 4 g de N g-1 h-1(Tabela 3.9). Aos 7 DAI, todas as 

amostras testadas apresentaram atividade da nitrogenase, sendo que foram observadas 

as maiores taxas de FBN comparados aos demais tempos avaliados, chegando a 4 g de 

N g-1h-1 no tratamento inoculado com o isolado I7L.  No momento desta avaliação, as 

micro-esferas estavam íntegras no solo. Aos 30 DAI, a atividade da nitrogenase não foi 

detectada em alguns dos tratamentos. As taxas de FBN chegaram ao máximo a 84 mg de 

N h-1 em média, nas plantas inoculadas com o isolado E5L sem a aplicação de N mineral. 

Aos 60 DAI, foram observadas taxas de FBN variando de 0 a 13 mg de N g-1h-1. 

 Aos 30 DAI, não foi possível detectar as esferas íntegras no solo, indicando que elas 

se degradaram. Também foi possível verificar que a aplicação de N mineral interferiu na 

atividade da nitrogenase dos isolados inoculados principalmente 30 e 60 DAI, em 

comparação com solos que não receberam adubação nitrogenada.  

 De maneira geral, solos inoculados e sem adubação nitrogenada apresentaram 

maiores taxas de FBN em comparação aos tratamentos com adubação (p<0,05). Novos 

testes serão realizados testando, por exemplo, outros veículos que possam ter maior 

durabilidade no solo impedindo que as esferas se degradem com facilidade. 

 Apesar da técnica de imobilização por encapsulamento de bactérias ser uma prática 

utilizada por muitos anos e apresentar bons resultados, o teste de redução de acetileno 

em solos inoculados com micro-esferas contendo bactérias diazotróficas ainda não havia 

sido reportado.  



139 
 

 Os resultados deste trabalho sugerem que o processo de imobilização de bactérias 

diazotróficas de vida livre para produção de um inoculante é uma alternativa eficaz aos 

inoculantes atualmente disponíveis no mercado, uma vez que promoveu aumentos 

significativos de massa seca de parte aérea, raízes e concentração de N na variedade de 

cana-de-açúcar estudada e nas condições testadas e, além disso, apresentou elevada 

taxa de FBN no solo inoculados com as micro-esferas de alginato. 
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Tabela 3.9 – Atividade da nitrogenase (mg N g-1 h-1) em solo inoculado com esferas contendo bactérias 
diazotrófica isoladas da Mata Atlântica e diferentes doses de adubação nitrogenada 

    Dias após a inoculação 
ISOLADOS Doses de N 7 30 60 
A6L 0 332,64 b 8,59 b 13,81 a 

 
30 2.461,00 a 2,44 b 3,04 b 

 
60 1.010,31 b 0,00 b 1,98 b 

B6F 0 2.806,30 a  19,07 b 5,96 a 

 
30 1.516,14 a 11,33 a 0,56 b 

 
60 250,83 b 13,14 a 1,47 b 

C5L 0 3.018,42 a 2,32 b 12,60 a 

 
30 1.156,74 a 1,04 b 0,31 b 

 
60 398,93 b 0,79 b 4,67 a 

C6F 0 2.353,27 a 0,52 b 9,17 a 

 
30 1.126,68 a 1,28 b 3,16 b 

 
60 2.041,30 a 0,00 b 0,00 b 

D4F 0 1.445,61 a 1,08 b 2,63 b 

 
30 278,34 b 0,00 b 0,25 b 

 
60 1.906,24 a 0,00 b 0,00 b 

E5L 0 865,26 b 84,86297 a 6,98 a 

 
30 612,35 b 7,56 b 1,53 b 

 
60 1.984,58 a 0,46 b 4,61 a 

F5L 0 3.686,04 a 13,03 b 3,46 b 

 
30 2.023,54 a 0,38 b 1,43 b 

 
60 774,98 b 0,61 b 10,23 a 

G4L 0 2.010,25 a 4,76 b 11,99 a 

 
30 1.907,23 a 1,07 b 11,07 a 

 
60 1.757,34 a 1,69 b 0,72 b 

I7L 0 261,74 b 4,35 b 1,60 b 

 30 298,43 b 0,67 b 2,90 b 

 
60 4.281,09 a 1,26 b 0,00 b 

J8L 0 936,45 b 10,24 b 11,70 a 

 
30 1.999,10 a 4,10 b 0,00 b 

 
60 1.468,31 a  0,93 b 2,81 b 

Não-inoculado 0 224,04 b 2,60 b 0,00 b 

 
30 368,32 b  1,53 b 0,62 b 

 60 388,04 b 0,00 b 0,00 b 
CV(%) 

 
62,58 144,52 89,23 

Valores correspondem às médias de 3 repetições  
Médias seguidas de mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Scott Knott (p<0,05), 
na mesma coluna e na mesma dose de N 
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3.2.2.2.2 Dinâmica da população bacteriana no solo 

 

 A dinamica da população bacteriana dos solos inoculados foi determinada por qPCR 

usando iniciadores especificos para Klebsiella. Aos 7 DAI, amostras de solo ainda 

apresentavam as micro-esferas visíveis, como citado anteriormente, e a análise por qPCR 

confirmou a presença das bactérias inoculadas.  

 Aos 7 DAI foi observado no solo inoculado com o isolado A6L até 6.1010 bactérias 

por grama de solo. Aos 30 e 60 DAI, não foi possível detectar as micro-esferas no solo, 

porém foi realizado o monitoramento no solo inoculado e foi confirmada a presença dos 

isolados em todos os tempos. A presença de 109 e 1010 bactérias por grama de solo tanto 

30 dias quanto 60 DAI foi confirmada para todos os isolados (Figura 3.4). 

 Assim como no ensaio de inoculação via pulverização foliar, no presente ensaio 

pode-se observar a presença de cópias do gene 16S rRNA  de bactérias pertencentes 

aos gênero Klebsiella, o mesmo dos isolados inoculados, aos 60 DAI, mesmo após a 

degradação das esferas. O comportamento de 7 dos 10 isolados foi de declínio no 

número de cópias do gene  rRNA 16S ao longo do ensaio. Apenas os isolados C5L, D4F 

e E5L aumentaram sua população ao final do experimento porém essa diferença não foi 

significativa para nenhum dos isolados analisados. De modo geral, houve pouca variação 

da quantidade de bactérias no solo. As amostras de solo apresentaram entre 109 e 1010 

bactérias por grama de solo durante todo o experimento.   

 Diferentemente do que foi observado no ensaio anterior, foram observadas cópias 

do gene rRNA 16S de Klebsiella com os iniciadores selecionados no solos dos 

tratamentos não-inoculados com as bactérias diazotróficas, porém em menores 

quantidades (5.108). Por se tratar de um solo que não foi esterilizado, e as bactérias 

utilizadas no inoculante pertencerem a um grupo de micro-organismos que naturalmente 

em solos tropicais (THALLER et al. 1995; WIDMER et al, 1999), era esperado que se 

detectasse a presença de cópias desse gene no solo não inoculado, porém os dados de 

taxa de FBN nessas amostras indicam uma fixação extremamente baixas, quando foram 

detectadas. Dessa forma pode-se sugerir que algumas bactérias nativas do solo utilizado 

neste ensaio, mesmo sendo do mesmo gênero das bactérias inoculadas, não 

contribuíram efetivamente para o crescimento da planta quanto as bactérias inoculadas. 
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Figura 3.4 – Quantificação do gene rRNA 16S dos isolados inoculados no solo com cana-de-açúcar aos 
7,30 e 60 DAI em condições de casa-de-vegetação. Os valores são médias de três repetições e 
as barras representam o desvio padrão das médias 
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 Bashan e colaboradores (2002) verificaram que mesmo com uma redução da 

população bacteriana durante o processo de encapsulamento, durante os 16 dias de 

experimento houve uma multiplicação das bactérias no interior das micro-esferas. Além 

disso, segundo os autores, o tempo de degradação das esferas de alginato contendo 

bactérias promotoras de crescimento em solo úmido seria em torno de 15 dias. 

   Resultados semelhantes aos apresentados neste estudo foram observados por Joe 

e colaboradores (2012), que avaliaram a sobrevivência de Azospirillum brasilense após o 

encapsulamento em associação com milho sob condições de campo. Houve uma redução 

no número de células da bactéria inoculada, mas mesmo assim, as bactérias quando 

encapsuladas se mostraram mais eficientes quando comparadas com bactérias não 

encapsuladas durante os 12 meses de experimento. 

 Tittabutr e colaboradores  (2007) analisando a sobrevivência de bactérias do gênero 

Bradyrhizobium em inoculantes na forma líquida, turfosa ou com polímeros como o 

alginato de sódio, concluíram que a adição de alginato de sódio permitiu a sobrevivência 

das células bacterianas por maior tempo comparado com o inoculante turfoso ou apenas 

na forma líquida sem aditivos, porém não houve diferença de produtividade dos diferentes 

inoculantes quando aplicados no campo.  

 Comparando o carvão mineral com o alginato como veículos para inoculantes 

contendo bactérias que solubilizam fosfatos, Viveganandan e Jauhri (2000) confirmaram 

que o alginato apresentou menor perda de umidade, promovendo uma maior 

sobrevivência de Pseudomonas e Bacillus ao longo de 12 meses e, além disso, suportou 

melhor as variações de temperatura. Utilizando a mesma técnica de encapsulamento, 

trabalhos desenvolvidos com bactérias oxidantes de enxofre encapsuladas mostraram 

alta atividade oxidativa quando encapsuladas em matriz de alginato, resultando em um 

aumento de até 5350% de SO4
2- no solo (LUCHETA, 2010). 

 Além das vantagens citadas do uso de alginato como veículo para biofertilizante, 

esse produto é de fácil obtenção por ser o polímero marinho mais abundante do mundo e 

capaz de suportar altas densidades de populações bacterianas (YOUNG et al., 2006). 

Com isso, fica claro que a utilização de polímeros de alginato como veículo de 

biofertilizantes contendo bactérias diazotróficas de vida livre é uma técnica viável que 

possibilitou a sobrevivência das bactérias por todo o período de realização do 

experimento, podendo ser aplicada na agricultura com objetivo de promover o 

crescimento da cultura e ainda reduzir a adubação nitrogenada. 
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Apesar das plantas de cana-de-açúcar neste experimento terem apresentado 

aumento significativos de massa seca de parte aérea, raízes e concentração de N 

principalmente 60 dias após a inoculação, no experimento anterior, com inoculação foliar 

foram observados efeitos significativos aos 7 DAI, mostrando que a eficiência do 

inoculante depende do veículo de inoculação e do ambiente no qual o mesmo é aplicado. 

É fundamental a realização de ensaios em campo testando as duas técnicas de 

inoculação separadamente ou em conjunto, pois em condições de casa-de-vegetação 

pode-se verificar que cada técnica de inoculação atua em um momento diferente do 

desenvolvimento da cultura. Com a inoculação de bactérias diazotróficas de vida livre nas 

folhas favorecendo o crescimento da cana-de-açúcar no início do desenvolvimento da 

cultura e a inoculação de bactérias imobilizadas no solo favorecendo o crescimento da 

cana-de-açúcar mais tardiamente, as plantas podem apresentar um melhor 

desenvolvimento, pois a FBN ocorreria por períodos mais prolongados, contribuindo de 

forma mais efetiva para o crescimento e desenvolvimento da cultura.  

 

3.3 Conclusões 

 

A inoculação em cana-de-açúcar com bactérias diazotróficas isoladas da filosfera e 

liteira de bambu da Mata Atlântica via pulverização foliar mostrou um efeito precoce na 

promoção de crescimento de raízes e na concentração de N na parte aérea de cana-de-

açúcar micropropagada enquanto que a inoculação de bactérias imobilizadas em esferas 

de alginato promoveu o crescimento da cana-de-açúcar principalmente 60 dias após a 

inoculação. 

De modo geral, as taxas de FBN das amostras inoculadas nos dois experimentos 

apresentaram grande variabilidade, o que sugere que as bactérias inoculadas possuem 

diferentes capacidades de fixar N in vivo. As doses de N aplicadas interferiram na 

atividade da nitrogenase dos isolados. Apesar disso, todos os 10 isolados testados 

apresentaram capacidade de promoção de biomassa de parte aérea ou radicular ou de 

aumentar a concentração de N na parte aérea, sugerindo a possibilidade de utilização das 

bactérias isoladas da filosfera de bambu da Mata Atlântica na produção de biofertilizantes 

para cana-de-açúcar.  

Os inoculantes contendo bactérias diazotróficas isoladas da filosfera de bambu da 

Mata Atlântica foram apresentados atividade de promoção de crescimento em condições 

de casa-de-vegetação, tanto na fase inicial do desenvolvimento da cultura quanto mais 
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tardiamente (60 dias após a inoculação). Testes em condições de campo são necessários 

para determinar sua eficiência agronômica em condições usuais de cultivo e em 

diferentes condições edafoclimáticas. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Considerando o bioma Mata Atlântica, poucos são os estudos que relatam a 

contribuição da comunidade microbiana na ciclagem dos elementos, principalmente o 

nitrogênio. Ainda mais escassos são os estudos e descrições da diversidade de micro-

organismos diazotróficos que colonizam a filosfera de espécies vegetais da Mata 

Atlântica.  

Dentro deste contexto, foi realizado um isolamento em meio de cultura isento de N 

de bactérias epifíticas da superfície de folhas e liteira de bambu da Mata Atlântica. Os 

isolados foram caracterizados e foi confirmado o potencial biotecnológico dos mesmos em 

testes in vitro. Estes apresentaram potenciais mecanismos de promoção de crescimento 

vegetal in vitro como fixação biológica de nitrogênio, produção de AIA, sideróforos, ACC 

desaminase, quitinases e solubilização de fosfatos. 

A técnica de isolamento permitiu a seleção de grupos de micro-organismos 

diazotróficos e através do sequenciamento do gene  rRNA 16S, foi observada alta 

similaridade à família Enterobacteriaceae e alguns isolados ao gênero Klebsiella, 

importante grupo de bactérias fixadoras de N. Dessa forma observou-se que bactérias do 

gênero klebsiella tem importante contribuição na promoção de crescimento de gramíneas. 

Além disso o gene nifH foi confirmado em alguns dos isolados, confimando o caráter 

diazotrófico dos mesmos.  

Devido a grande demanda por tecnologias que visem uma produção agrícola mais 

sustentável, foi testada a inoculação das bactérias diazotróficos em cana-de-açúcar 

micropropagada com objetivo de avaliar o potencial das mesmas em promover o 

crescimento das plantas e analisar a possibilidade de reduzir o uso de adubação 

nitrogenada. 

Foram observados resultados positivos com a inoculação de bactérias diazotróficas 

selecionadas na superfície das folhas de cana-de-açúcar micropropagada, uma vez que 

foram observados incrementos de massa seca de parte aérea, raízes e concentração de 

N, principalmente nas fases precoces do desenvolvimento da cultura. 

O encapsulamento das bactérias em micro-esferas de alginato e posterior  

inoculação no solo onde foram transplantadas mudas de cana-de-açúcar 

micropropagadas, também apresentou incrementos significativos de massa seca na parte 

aérea, raízes e concentração de N em fases tardias do desenvolvimento da cultura, com 

redução de até 50% da adubação nitrogenada recomendada. 
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Este trabalho gerou importantes informações não somente sobre alguns grupos de 

bactérias que colonizam a superfície de folhas e liteiras de bambu da Mata Atlântica, mas 

também sugere a possibilidade de aplicação dessas bactérias na agricultura, na forma de 

biofertilizante, com diferentes veículos de aplicação, como foi o caso da aplicação de 

forma líquida por pulverização foliar ou por encapsulamento em micro-esferas de alginato 

e inoculação no solo.  

 O uso de um consórcio com as bactérias isoladas da Mata Atlântica para produção 

do biofertilizante ou mesmo o veículo de aplicação do biofertilizante que será utilizado, 

líquido ou encapsulado, para inoculação em cana-de-açúcar ou em outras gramíneas de 

interesse agronômico, dependerá de resultados em condições de campo para 

confirmação dos resultados observados em casa-de-vegetação, e validação da viabilidade 

do inoculante para futuras aplicações na agricultura. 
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Anexo A - Meio de cultura para bactérias diazotróficas assimbiontes (DOBEREINER  et 
al., 1995). 

Glicose...................................................... 20g 
K2HPO4..................................................... 1g 
MgSO4.7H2O............................................ 0,5g 
FeEDTA.................................................... 4mL 
NaMoO4.2H2O.......................................... 0,02g 
CaCO3...................................................... 3g 
Azul de Bromotimol.................................. 2,5mL 
Agar.......................................................... 18g 

 
Completar com agua destilada para 1L 
Ajustar pH para 7,5 
 
 
Anexo B – Meio de cultura Dyg’s (RODRIGUES NETO et al., 1986) 

Glicose............................................................ 2g 
Ácido málico.................................................. 2g 
Peptona.......................................................... 1,5g 
Extrato de levedura......................................... 2g 
K2HPO4.......................................................... 0,5g 
MgSO4.......................................................... 0,5g 
Ácido glutâmico............................................. 1,8g 

  Completar com agua destilada para 1L 
Ajustar pH para 7,5 
 
Anexo C –  Meio de cultura JNFb (DOBEREINER  et al., 1995). 
 

Ácido Málico ........................................................ 5g 
K2HPO4............................................................... 0,6g 
KH2PO4............................................................... 1,8g 
MgSO4.7H2O...................................................... 0,2g 
NaCl..................................................................... 0,1g 
CaCl2.2H2O......................................................... 0,02g 
NaMoO4.2H2O..................................................... 0,002g 
Azul de Bromotimol (0,5% em 2N de KOH) ..... 2mL 
FeEDTA (1,64%) ................................................. 4mL 
KOH...................................................................... 4,5g 
CuSO4.5H2O....................................................... 0,00008g 
ZnSO4.7H2O ...................................................... 0,0024g 

 
Completar com agua destilada para 1L 
Ajustar pH para 7,5 
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Anexo D - meio de cultura M9 
 
 

Na2HPO4..................................... 6g 
KH2PO4................................... .... 3g 
NaCl ........................................... 0,5g 
MgSO4 ........................................ 1mL 
CaCl2 .......................................... 10mL 
Glicose........................................ 2g 
Ágar............................................. 15g 

 
Completar com agua destilada para 1L 
Ajustar pH para 7,5 
 
 
Anexo E- Meio de cultura para produção de quitinase (Hsu; Lockwood, 1975) 
 

Quitina Coloidal ........................... 4g 
K2HPO4.......................................... 0,7g 
KH2PO4.......................................... 0,3g 
MgSO4.5H2O................................... 0,5g 
FeSO4.7H2O .................................. 0,01g 
ZnSO4............................................... 0,001g 
MnCl2............................................... 0,001g 
Ágar.................................................. 20g 

 
 
Completar com agua destilada para 1L 
Ajustar pH para 7,0 
 
Anexo F-  Caracterização morfológica dos isolados bacterianos obtidos de Folhas e 

liteiras de bambu da Mata Atlântica  
                                                                                                                                  

(Continua) 
Identificação  Parcela de origem Amostra de origem Consistência Cor pH 

A4F A4 Folha Gomosa amarela Ácido 

A5F A5 Folha Gomosa amarela Ácido 

A6F A6 Folha Gomosa amarela Ácido 

A7F A7 Folha Gomosa amarela Ácido 

A7FA A7 Folha Gomosa branca Ácido 

A8F A8 Folha Gomosa amarela Ácido 

B2F B2 Folha Gomosa branca Ácido 

B4F B4 Folha Gomosa amarela Ácido 

B5F B5 Folha Gomosa amarela Ácido 

B6F B6 Folha Gomosa amarela Ácido 

B7F B7 Folha Gomosa branca Ácido 

C1F C1 Folha Gomosa amarela Ácido 
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Anexo F- Caracterização morfológica dos isolados bacterianos obtidos de Folhas e liteiras 
de bambu da Mata Atlântica 

                                                                                                                          (Continua) 
Identificação  Parcela de origem Amostra de origem Consistência Cor pH 

C4F C4 Folha Gomosa amarela Ácido 

C5F C5 Folha Gomosa amarela Ácido 

C6F C6 Folha Gomosa amarela Ácido 

C7F C7 Folha Gomosa amarela Ácido 

D4F D4 Folha Gomosa amarela Ácido 

D4FA D4 Folha Gomosa branca Ácido 

D5F D5 Folha Gomosa amarela Ácido 

D6F D6 Folha Gomosa amarela Ácido 

D7F D7 Folha Gomosa branca Ácido 

E4F E4 Folha Gomosa amarela Ácido 

E5F E5 Folha Gomosa amarela Ácido 

E6F E6 Folha Gomosa amarela Ácido 

E6FA E6 Folha Gomosa amarela Ácido 

E7F E7 Folha Gomosa amarela Ácido 

G4F G4 Folha Gomosa amarela Ácido 

G5F G5 Folha Gomosa amarela Ácido 

G6F G6 Folha Gomosa amarela Ácido 

G7F G7 Folha Gomosa amarela Ácido 

G8F G8 Folha Gomosa amarela Ácido 

G8FA G8 Folha Gomosa branca Ácido 

H3F H3 Folha Gomosa branca Ácido 

H4F H4 Folha Gomosa amarela Ácido 

H5F H5 Folha Gomosa branca Ácido 

H6F H6 Folha Gomosa amarela Ácido 

H7F H7 Folha Gomosa amarela Ácido 

H8F H8 Folha Gomosa amarela Ácido 

I4F I4 Folha Gomosa amarela Ácido 

I5F I5 Folha Gomosa amarela Ácido 

I6F I6 Folha Gomosa amarela Ácido 

I7F I7 Folha Gomosa amarela Ácido 

I8F I8 Folha Gomosa branca Ácido 

J1F J1 Folha Gomosa amarela Ácido 

J3F J3 Folha Gomosa amarela Ácido 

J4F J4 Folha Gomosa amarela Ácido 

J5F J5 Folha Gomosa amarela Ácido 

J6F J6 Folha Gomosa amarela Ácido 

J7F J7 Folha Gomosa amarela Ácido 

J8F J8 Folha Gomosa branca Ácido 

A2L A2 Folha Gomosa branca Ácido 

A3L A3 Folha Gomosa branca Ácido 

A5L A5 Liteira Gomosa amarela Ácido 

A6L A6 Liteira Gomosa amarela Ácido 
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Anexo F-  Caracterização morfológica dos isolados bacterianos obtidos de Folhas e 

liteiras de bambu da Mata Atlântica  
                                                                                                                              (Continua) 
Identificação  Parcela de origem Amostra de origem Consistência Cor pH 

A7L A7 Liteira Gomosa amarela Ácido 

B2L B2 Liteira Gomosa amarela Ácido 

B5L B5 Liteira Gomosa amarela Ácido 

B6L B6 Liteira Gomosa amarela Ácido 

B7L B7 Liteira Gomosa amarela Ácido 

B8L B8 Liteira Gomosa branca Ácido 

C1L C1 Liteira Gomosa branca Ácido 

C3L C3 Liteira Gomosa amarela Ácido 
C4L C4 Liteira Gomosa amarela Ácido 

C6L C6 Liteira Gomosa amarela Ácido 

C5L C5 Liteira Gomosa amarela Ácido 

C7L C7 Liteira Gomosa amarela Ácido 

C9L C9 Liteira Gomosa amarela Ácido 

D0L D0 Liteira Gomosa amarela Ácido 

D3L D3 Liteira Gomosa branca Ácido 

D4L D4 Liteira Gomosa branca Ácido 

D5L D5 Liteira Gomosa amarela Ácido 

D6L D6 Liteira Gomosa amarela Ácido 

D9L D9 Liteira Gomosa branca Ácido 

E2L E2 Liteira Gomosa branca Ácido 

E4L E4 Liteira Gomosa amarela Ácido 

E5L E5 Liteira Gomosa amarela Ácido 

E6L E6 Liteira Gomosa amarela Ácido 

E7L E7 Liteira Gomosa amarela Ácido 

E9L E9 Liteira Gomosa amarela Ácido 

F0L F0 Liteira Gomosa amarela Ácido 

F2L F2 Liteira Gomosa amarela Ácido 

F4L F4 Liteira Gomosa amarela Ácido 

F5L F5 Liteira Gomosa amarela Ácido 

F6L F6 Liteira Gomosa amarela Ácido 

F7L F7 Liteira Gomosa amarela Ácido 

F8L F8 Liteira Gomosa amarela Ácido 

G2L G2 Liteira Gomosa amarela Ácido 

G4L G4 Liteira Gomosa amarela Ácido 

G4LA G4 Liteira Gomosa amarela Ácido 

G5L G5 Liteira Gomosa branca Ácido 

G6L G6 Liteira Gomosa branca Ácido 

G7L G7 Liteira Gomosa branca Ácido 

G9L G9 Liteira Gomosa amarela Ácido 

H0L H0 Liteira Gomosa amarela Ácido 

H2L H2 Liteira Gomosa amarela Ácido 
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Anexo F-  Caracterização morfológica dos isolados bacterianos obtidos de Folhas e 
liteiras de bambu da Mata Atlântica 

                                                                                                                       (Conclusão) 
Identificação  Parcela de origem Amostra de origem Consistência Cor pH 

H4L H4 Liteira Gomosa amarela Ácido 

H5L H5 Liteira Gomosa branca Ácido 

H5LA H5 Liteira Gomosa branca Ácido 

H6L H6 Liteira Gomosa branca Ácido 

H7L H7 Liteira Gomosa amarela Ácido 

I1L I1 Liteira Gomosa amarela Ácido 

I4L I4 Liteira Gomosa amarela Ácido 

I5L I5 Liteira Gomosa amarela Ácido 

I6L I6 Liteira Gomosa amarela Ácido 

I7L I7 Liteira Gomosa amarela Ácido 

I7la I7 Liteira Gomosa amarela Ácido 

I8L I8 Liteira Gomosa amarela Ácido 

J3L J3 Liteira Gomosa amarela Ácido 

J4L J5 Liteira Gomosa amarela Ácido 

J6L J6 Liteira Gomosa amarela Ácido 

J7L J7 Liteira Gomosa amarela Ácido 

J8L J8 Liteira Gomosa amarela Ácido 

J9L J9 Liteira Gomosa amarela Ácido 

J5L J5 Liteira Gomosa amarela Ácido 
 
 
 
 


