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RESUMO 

As bactérias diazotróficas associadas às plantas representam estratégias 
adaptativas que auxiliam no suprimento nutricional e na promoção do crescimento 
vegetal de culturas, tendo como principal mecanismo a capacidade de fixar 
nitrogênio biologicamente. Estes micro-organismos podem substituir a adição de 
fertilizantes nitrogenados, sendo um importante recurso natural considerado o ponto 
chave para o desenvolvimento de produtos biotecnológicos que auxiliem a produção 
vegetal de forma sustentável em regiões semiáridas. O presente trabalho objetivou 
isolar e caracterizar a diversidade de bactérias associativas as gramíneas sorgo e 
milheto, quanto a eficiência na promoção do crescimento vegetal, avaliando a 
influência da irrigação e adubação na eficiência e biodiversidade microbiana. As 
bactérias foram isoladas das culturas em duas condições de cultivo. Para o 
isolamento foram utilizados diferentes meios semissólidos para a pré-seleção de 
bactérias diazotróficas. O DNA dos isolados foi extraído com kit comercial para 
confirmação do potencial de fixação biológica de nitrogênio pela amplificação do 
gene nifH. Os isolados também foram caracterizados quanto à capacidade de 
produção de fitormônios e sideróforos, por meio de análises bioquímicas. O 
sequenciamento parcial do gene 16s rRNA dos isolados foi realizado para 
determinação do posicionamento taxonômico. Com objetivo de avaliar a eficiência 
de inoculação das bactérias caracterizadas, estirpes selecionadas foram submetidas 
a ensaios de promoção do crescimento vegetal “in vivo”. Como resultados 108 
bactérias foram confirmadas quanto ao potencial em FBN. Dentre os grupos 
identificados destaca-se os gêneros Burkholderia sp., Kosakonia sp., Enterobacter 
sp., Klebsiella sp., Rhizobium sp., Pantoea sp. e Pseudomonas sp isolados nas 
diferentes culturas. Quanto a eficiência de produção de fitormônios, Sideróforos e 
solubilização de fosfato, número expressivo dos isolados apresentou essa 
capacidade destacando-se os isolados provindos do milheto.  Os ensaios de 
eficiência “in vivo” demonstram isolados proeminentes para o suprimento nutricional 
vegetal, indicando algumas bactérias associativas estudadas como mais eficientes 
na promoção do crescimento vegetal.  

Palavras chave: Bactérias diazotróficas, Gramíneas, crescimento vegetal, nitrogênio. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

The diazotrophic bacteria associated with plants shows adaptive strategies that helps in 

nutritional supply and in growth promotion of crops, exhibiting as main mechanism the ability 

to fix nitrogen biologically. These microorganisms can replace the supply of nitrogen 

fertilizers, being a natural resource considered as key point for the development of 

biotechnological products that supports plants production through a sustainable way in semi-

arid regions. The present research aimed to isolate and characterize the diversity of 

associative bacteria to sorghum and pearl millet grasses, regaring their efficiency on plant 

growth promotion, evaluating the influence of irrigation and fertilization on microbial efficiency 

and biodiversity. The bacterial isolates were isolated from both crops under two growth 

conditions. For the isolation, different semi-solid culture media were addopted for preliminary 

selection of diazotrophic bacteria. The genomic DNA of the isolates was extracted with a 

commercial kit and the amplification of the nifH gene was carried out to confirm their potential 

for biological nitrogen fixation. The isolates were also characterized by their ability to produce 

indolic compounds , siderophores and solubilize phosphate in vitro by means of biochemical 

analyzes. Partial sequencing of the 16S rRNA gene from the isolates was performed to 

determine their taxonomic positioning. In order to evaluate the inoculation efficiency of the 

bacteria characterized, selected strains were submitted to in vivo plant growth promotion 

trials. As results 108 bacteria were confirmed in its potential for biological nitrogen fixation. 

Among the identified groups, the genera Burkholderia sp., Kosakonia sp., Enterobacter sp., 

Klebsiella sp., Rhizobium sp., Pantoea sp., and Pseudomonas sp. stood out.. Regarding the 

production efficiency of indolic compounds, siderophores and phosphate solubilizing, an 

expressive number of isolates presented this capacity, standing out the pearl millet isolates. 

The tests in vivo efficiency trial demonstrates prominent isolates for plant nutrient supply, 

indicating some associative bacteria studied as being more efficient in promoting plant 

growth. 

 

Keywords: Diazotrophic bacteria, Grasses, plant growth promotion, nitrogen, inoculant. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Nitrogênio é um nutriente essencial para a promoção do crescimento 

vegetal. Contudo, embora esteja presente de forma livre na atmosfera, não é sempre 

bem disponibilizado no solo, estando grande parte do nitrogênio presente como N2 

nos poros do solo ou como parte de substâncias húmicas em formas não 

assimiláveis. Entre os procariotos, bactérias diazotróficas podem facilitar a nutrição 

nitrogenada das plantas a partir da fixação biológica de nitrogênio, este processo 

corresponde a redução do nitrogênio atmosférico (N2) para amônia (NH3) e 

associado às plantas fornece-lo, ao menos em parte, de forma a suprir a demanda  

de N dacultura (MOREIRA et al., 2010; BOUFFAUD et al., 2016).  

A Fixação biológica de Nitrogênio (FBN) é mais comumente associada às 

plantas leguminosas que estabelecem relação simbiótica com micro-organismos que 

formam nódulos. Entretanto, uma variedade de plantas não nodulantes também 

podem desenvolver-se em ambientes naturais com baixo teor de N, devido às 

associações com micro-organismos promotores de crescimento vegetal e fixadores 

de N. As bactérias diazotróficas que colonizam o interior dos tecidos vegetais 

denominadas endofíticas atuam no processo de fixação biológica do nitrogênio e 

apesar da especificidade da associação das bactérias endofíticas com seus 

hospedeiros ser baixa essa é mais frequente em gramíneas (BALDANI, 1997; DOTY 

et al., 2016; BOUFFAUD et al., 2016). 

Além de atuarem na fixação biológica do nitrogênio, as bactérias diazotróficas 

endofíticas possuem uma importante papel na agricultura favorecendo o 

desenvolvimento vegetal pela produção de fitormônios e sideróforos, contribuindo na 

resistência a patógenos e produção de antibióticos (MAGNANI et al., 2010). Em 

regiões Semiáridas a produção vegetal é ameaçada em decorrência do clima, 

caracterizado pela escassez de chuvas e altas temperaturas, que resultam na 

desestruturação da unidade familiar produtiva (SILVA et al., 2014). Dentre as 

atividades econômicas mais viáveis para esta região destaca-se a produção animal 

e o cultivo de culturas resistentes e adaptadas ao clima semiárido (SANTOS et al., 

2010) como as gramíneas forrageiras sorgo e milheto. 



17 

 

O cultivo vegetal de forragem requer a adição de grandes quantidades de 

fertilizantes, como os nitrogenados para suprir as necessidades nutricionais dessas 

culturas que embora sejam adaptadas à baixa precipitação e ao clima semiárido 

precisam se estabelecer em solos de fertilidade reduzida. A adição de fertilizantes 

nitrogenados, além de elevar os custos de produção, pode poluir o meio ambiente. 

Cerca de 50% do fertilizante nitrogenado adicionado às culturas não é assimilado, e 

as diferentes perdas resultam em poluição do solo e corpos de água, causando 

impacto negativo à saúde animal e humana (BERGAMASCHI et al., 2007; CLAVIJO 

et al., 2012). 

Os recursos genéticos são fontes promissoras para o desenvolvimento de 

uma agricultura sustentável. As bactérias promotoras de crescimento são 

alternativas naturais para prover a nutrição vegetal em níveis adequados, assim, 

identificar diferentes estirpes e caracterizá-las, quanto a sua eficiência de promoção 

do crescimento pode contribuir para produção de produtos biotecnológicos que 

venham a contribuir com a produção agrícola na região semiárida, a partir da 

formulação de inoculantes com isolados nativos de culturas de importância para 

região, sendo sustentável e economicamente favorável (BABALOLA, 2010; GUPTA, 

2013; MAREQUE et al., 2015).  

Os inoculantes são produtos desenvolvidos com base nos estudos de 

diversidade e caracterização de isolados aliados com a biotecnologia, algumas 

culturas de gramíneas já possuem a indicação como inoculantes específicos para o 

milho e o trigo o que pode representar maior rendimento e economia para o produtor 

(HUNGRIA, 2011). O sorgo Sorghum bicolor (L.) Moench e o milheto Penissetum 

glaucum (L.) representam grande importância agrícola para a região semiárida e 

estruturação da agricultura familiar pelo alto potencial de rendimento, mesmo em 

condições limitadas (IIJIMA et al., 2016). Porém, não possuem indicação de 

produtos inoculantes específicos, o que torna necessário os estudos focados para 

estas gramíneas na busca por selecionar estirpes que favoreçam o crescimento 

vegetal.  
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral  

Isolar e caracterizar bactérias associativas potencialmente diazotróficas do sorgo 

e do milheto utilizando diferentes abordagens bioquímicas, moleculares e ecológicas 

visando selecionar isolados eficientes para a promoção do crescimento vegetal. 

2.2 Objetivos Específicos  

Obter bactérias potencialmente promotoras do crescimento vegetal oriundas de 

plantas de sorgo e milheto cultivadas em condições de campo irrigado em Petrolina, 

PE; 

Avaliar a variabilidade genética dos isolados por meio da amplificação do gene nifH 

e das sequências parciais do gene 16S rRNA; 

Analisar a capacidade de produção de compostos indólicos, sideróforos e 

solubilização de fosfato “in vitro”, como possíveis mecanismos de promoção do 

crescimento vegetal dos isolados potencialmente diazotróficos obtidos; 

Avaliar a eficiência dos isolados selecionados na promoção do crescimento vegetal 

do sorgo e do milheto “in vivo”. 
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1 A Região Semiárida 

A Caatinga é um bioma exclusivamente brasileiro, extensa área geográfica que 

compreende uma variedade de diferentes tipos de vegetação. Representa a região 

do Semiárido ocupando grande parte do Nordeste, sendo caracterizada pelo 

agrupamento de vegetação arbustiva e floresta seca, abrangendo cerca de 800.000 

km² e suportando um grande número de espécies vegetais, apresentando condições 

edafoclimáticas distintas que criam unidades de paisagens diferenciadas (SANTOS 

et al., 2011; ALBUQUERQUE et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2014; NUNES et al., 

2015). 

As espécies típicas da Caatinga são adaptadas ao clima semiárido. Os 

municípios desta região integram áreas de ocorrência do bioma apresentando 

fragilidade socioeconômica e vulnerabilidades decorrentes da escassez de água e 

da distribuição irregular das chuvas (BRASIL, 2011). Em contraste com outras áreas 

semiáridas do mundo, no Brasil essa região é muito populosa representando mais 

ou menos 11% da população total do país. Além da expressiva presença de 

agricultores familiares, possui um elevado percentual de pessoas em extrema 

pobreza sendo uma região com menor expectativa de vida, maior índice de 

analfabetismo e baixa renda per capta (SILVA et al., 2014 ; QUEIROZ et al., 2005).  

A grande área da Caatinga, com diferentes fisionomias de relevo e a 

associação de sistemas climáticos entre as regiões de Nordeste e Sudeste propicia 

diversos períodos chuvosos e em diferentes quantidades, caracterizando o clima do 

Nordeste como um dos mais complexos do país (QUEIROZ et al., 2005). O clima 

incomum da Caatinga serve como um importante laboratório para estudos de como 

plantas se adaptam a precipitação altamente variável e ao stress ambiental. Apesar 

da riqueza em diversidade de espécies vegetais do bioma, florestas tropicais secas 

têm recebido atenção reduzida e estudos focados nesse ecossistema apresentam 

os escores mais baixos em termos de esforço de pesquisa e geração de 

conhecimento sendo indicado como um dos menos conhecidos e mais 

negligenciados dos biomas brasileiros (SANTOS et al., 2011; MONTEIRO et al., 

2015).  
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O desenvolvimento de uma estrutura sociocultural peculiar e uma forte 

relação com o uso dos recursos naturais disponíveis na região é uma estratégia de 

sobrevivência diante das dificuldades enfrentadas pelos baixos índices de 

desenvolvimento humano do Semiárido (QUEIROZ et al., 2005). A melhoria da 

agricultura sustentável requer um bom uso e gestão da fertilidade do solo e suas 

propriedades físicas, onde ambos dependem dos processos biológicos e da 

biodiversidade (SARATHAMBAL et al., 2015). Para todas as culturas importantes em 

média, os rendimentos são apenas uma fração - algo entre 20% e 50% dos 

rendimentos recordes; estas perdas são principalmente devido à seca e à alta 

salinidade do solo, condições ambientais que tendem a piorar devido à mudança 

climática global (SHRIVASTAVA & KUMAR, 2014). 

O grande potencial biotecnológico da região semiárida envolve a aplicação dos 

diferentes recursos genéticos devido às suas características peculiares decorrente 

das estratégias adaptativas às condições locais. Estas estratégias, principalmente 

da biodiversidade vegetal, resultam em organismos com elevada concentração de 

metabólitos com diferentes aplicações farmacológicas (MONTEIRO et al., 2014). 

Apesar de haver certo número de estudos sobre caracterização e exploração da 

biodiversidade vegetal, poucos estudos objetivaram avaliar a diversidade e aplicação 

biotecnológica de micro-organismos funcionais da região semiárida. Estudos que 

objetivam avaliar a diversidade e as características funcionais de micro-organismos 

benéficos são importantes, pois, poderão resultar em benefício para a produção 

vegetal sustentável com a formulação de inoculantes microbianos para a promoção 

do crescimento vegetal (BABALOLA, 2010). 

3.1.1 Os sistemas produtivos de base familiar do Semiárido 

Em decorrência da seca, a desestruturação da unidade familiar produtiva 

pode ocorrer com as perdas totais ou parciais da safra e debilitação ou morte do 

rebanho que acabam fragilizando a agricultura familiar do Semiárido (SILVA et al., 

2014). Dada a crescente demanda na produção de alimentos e a necessidade em 

assegurar fontes de subsistência para os rebanhos, há um grande interesse em 

ampliar o conhecimento sobre as plantas forrageiras nestas áreas. Com 

investigações voltadas para caracterizar os recursos naturais locais e determinar 

alternativas que podem minimizar as dificuldades enfrentadas (NUNES et al., 2015). 
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A distribuição irregular de chuvas reduz a possibilidade de produzir culturas 

anuais, sendo a produção animal considerada uma das opções importantes para o 

Nordeste do Brasil. O bioma Caatinga é um importante recurso forrageiro para esta 

região com uma grande diversidade de plantas potenciais para alimentação animal 

(SANTOS et al., 2010; NUNES et al., 2015). Porém, devido ao clima semiárido esta 

região sofre com fatores ambientais, sendo afetada por grande influência da 

sazonalidade climática, limitando o potencial produtivo e nutricional da vegetação, 

que acaba dificultando a produção animal principalmente em períodos de seca.  

Várias culturas alimentares de cereais adaptadas a ambientes com 

disponibilidades diferentes de água são relatadas quanto a utilização em todo o 

mundo no fornecimento de alimento para seres humanos e animais, tais como 

milheto e sorgo, usados desde muito tempo, por apresentarem alto potencial de 

rendimento, mesmo em condições limitadas (IIJIMA et al., 2016). 

3.1.2 Sorgo 

Dentre as culturas forrageiras, o sorgo é caracterizado por apresentar 

rendimento mesmo sob o estresse ambiental da região semiárida. É uma cultura 

tradicional tolerante à seca com potencial para sustentar altos rendimentos, mesmo 

nos ambientes onde a água é limitante. Planta do tipo C4, ereta, constituída a partir 

de um tronco principal com desenvolvimento dependente do genótipo e das 

condições de cultivo, como temperatura e fontes de nutrientes (CIAMPITTI & 

PRASAD, 2016). O tamanho final da planta é relacionado à resposta à sensibilidade 

ao fotoperíodo e condições de crescimento, apresenta um sistema radicular fibroso e 

vem sendo utilizado como principal fonte de alimento em grande parte dos países da 

África, sul da Ásia e América Central e ainda, como importante componente da 

alimentação animal nos Estados Unidos, Austrália e América do Sul (TARDIN & 

RODRIGUES, 2008; SUTKA et al., 2016). 

Segundo Ciampitti e Prasad (2016) o sorgo tem várias aplicações de grãos, 

forragem, alimentação e bioenergia, além do considerável valor nutricional da planta 

com uma composição global dos grãos de 70-80% de carboidratos, 2-5% de 

gordura, 1-3% de fibra e 1-2% de cinzas, contendo ainda cerca de 11-13 % de 

proteína, que é livre de glúten sendo uma vantajosa fonte de alimento de pessoas 

que sofrem com problemas celíacos. 
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As adaptações da cultura a uma gama de ambientes permitem o seu 

desenvolvimento e expansão em regiões de cultivo com distribuição irregular de 

chuvas e em sucessão a culturas de verão. Uma série de características torna a 

cultura de Sorgo resistente à seca, podendo responder favoravelmente em áreas 

com baixa precipitação e irrigação suplementar. Porém, diferenças consideráveis 

entre variedades são observadas em resposta a irrigação em relação à resistência a 

seca e rendimentos nessas condições limitantes (TARDIN & RODRIGUES, 2008; 

FAO, 2015). 

3.1.3 Milheto  

O Milheto pertence à família Poaceae sendo o sétimo cereal mais importante 

de colheita global. É uma cultura que geralmente prospera em áreas com chuvas 

escassas, sendo bem-adaptada a vários estresses abióticos como a seca, a alta 

temperatura e salinidade, que podem ocorrer individualmente ou combinados. 

Cultivada principalmente em regiões marginais no Árido e Semiárido da Ásia e África 

para produção de grãos e forragem onde outras culturas, como milho e sorgo são 

propensas a serem bem sucedidas (YADAV et al., 2010; GUPTA et al., 2013; 

VADEZ et al., 2012; SHIVHARE & LATA, 2016 ).  

Seu êxito de cultivo no Brasil é atribuído por ser uma cultura de fácil 

instalação e desenvolvimento em regiões com precipitação entre 200 e 800 mm 

anuais e temperatura média anual de 18 a 30 ºC. Além disso, apresenta um sistema 

radicular profundo permitindo que os nutrientes extraídos do solo permaneçam em 

função da rápida decomposição, além disso apresentam produção de massa seca e 

grãos com alto valor nutritivo. No que diz respeito à qualidade nutricional, o milheto é 

equivalente ao milho e geralmente superior ao sorgo em proteínas, taxa de eficiência 

proteica, valores de conteúdo e qualidade e níveis de energia metabolizável. Sendo 

considerado componente principal de segurança alimentar das populações rurais 

pobres em áreas secas (EMBRAPA, 2008; VADEZ et al., 2012). 

Segundo Valdez e colaboradores (2012), o milheto tende a ter um ciclo de 

cultivo mais curto do que outros cereais, sendo esta característica relacionada ao 

mecanismo de escape a seca, pela floração precoce herdada de progenitores 

selvagens, tendo evoluído com ciclos de vida curtos. Seu potencial de crescimento 

não é comparável a outros cereais de maior duração que crescem em ambientes 
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favoráveis, porém sua elevada taxa de crescimento da cultura confere um potencial 

elevado sob condições ideais.  

 

3.2 Fatores limitantes à produção vegetal  

A água é um dos fatores mais limitantes para o desenvolvimento das plantas, 

bem como todas as formas de vida, sendo determinante para a vegetação e 

exploração dos recursos naturais na região Nordeste, devido ao clima variável desde 

o super-úmido até o semiárido, ficando as chuvas restritas a uns poucos meses do 

ano. O estresse hídrico é uma ameaça que afeta o rendimento vegetal (QUEIROZ et 

al., 2005; KAVAMURA et al., 2013 ; SOUSSI et al., 2015). 

A salinização é outro fator considerado um dos maiores problemas de 

degradação do solo no mundo, podendo resultar em limitação no crescimento 

vegetal e atividade microbiana do solo devido ao estresse osmótico e presença de 

íons tóxicos, com alta concentração de sódio que influencia a estabilidade estrutural 

do solo pelo processo de sodicidade (YAN, 2015). Esses processos limitam o 

rendimento de culturas e a área afetada vem aumentando a cada dia 

(SHRIVASTAVA & KUMAR, 2014). 

Entre os fatores limitantes também são destacadas as respostas à 

temperatura que diferem entre as espécies vegetais ao longo do seu ciclo de vida e 

são principalmente respostas fenológicas isto é, estão relacionadas às fases de 

desenvolvimento da planta (HATFIELD & PRUEGER, 2015). Os estresses bióticos e 

abióticos podem ocorrer de forma interativa e simultânea, sendo relatada a influência 

da temperatura combinada com patógenos de plantas, indicando que a alta 

temperatura aumenta a susceptibilidade das plantas às doenças (RAMEGOWDA & 

SENTHIL-KUMAR, 2015). 

 A maioria de cultivos agrícolas é dependente da utilização de fertilizantes 

químicos sintetizados, os quais proporcionam nutrientes essenciais para as plantas, 

otimizando os processos produtivos, porém o uso indiscriminado desses produtos 

pode ocasionar a contaminação de solo e corpos de água, além dos altos custos de 
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produção e impacto negativo na saúde animal e humana (BERGAMASCHI et al., 

2007; CLAVIJO et al., 2012).  

 
Levando em consideração os diferentes limites a serem enfrentados para o 

sucesso da produção vegetal, Silveira & Freitas (2007) ressaltaram a importância da 

manutenção da atividade microbiana e níveis de fertilidade do solo. Em condições 

ideais, a microbiota do solo é favorecida permitindo a liberação gradual de nutrientes 

para a nutrição das plantas sem perdas por lixiviação. Porém, a fixação temporária 

dos nutrientes pode ser prejudicada pela diminuição microbiana e empobrecimento 

do solo (HUNGRIA et al., 1997). A degradação do solo é considerada um 

significativo problema global que restringe cada vez mais os ganhos na produção 

agrícola, tendo os efeitos reconhecidos como obstáculos significativos à agricultura, 

produtividade e segurança alimentar (BASS et al., 2016). 

 

3.2.1 Os Recursos Naturais e as estratégias para o cultivo 

A grande necessidade em poupar recursos naturais, reduzindo custos 

econômicos e minimizando os impactos ambientais, tornam indispensável à busca 

por soluções para amenizar a utilização de fontes finitas na agricultura. A 

sustentabilidade de sistemas agrícolas esta relacionada ao manejo adequado dos 

recursos para satisfazer as necessidades do homem, mantendo ou melhorando a 

qualidade do ambiente e os recursos naturais (BOHLOOL et al., 1992, HUNGRIA et 

al., 1997, SILVEIRA & FREITAS, 2007). 

A agricultura e a produção agrícola diretamente afetadas em regiões áridas 

por estresses abióticos, são favorecidas pelas estratégias de adaptação, com micro-

organismos capazes de lidar com difíceis condições ambientais adversas, 

desenvolvendo respostas de estresse fisiológicos e moleculares específicos, o que 

lhes permite prosperar sob condições normalmente desfavoráveis (SOUSSI et al., 

2015).  

Dentre as possíveis fontes potenciais na busca das alternativas sustentáveis, 

destaca-se o solo que é um ecossistema de enorme riqueza microbiana. Micro-

organismos podem desempenhar um papel significativo para superar as limitações 

de produção vegetal, se explorarmos suas propriedades únicas, tais como a 
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tolerância à salinidade, diversidade genética, síntese de solutos compatíveis, 

produção de hormônios promotores de crescimento das plantas, potencial de 

biocontrole, e sua interação com plantas cultivadas (SILVEIRA & FREITAS, 2007; 

CLAVIJO et al., 2012; SHRIVASTAVA & KUMAR, 2014; SOUSSI et al., 2015). 

A rizosfera representa uma das regiões de interação biológica mais 

complexas do planeta sendo considerado como principal fonte de mecanismo para 

resolução de problemas agrícolas e sustentabilidade florestal, favorecendo em 

diferentes aspectos a preservação da biodiversidade, de recursos hídricos e 

diminuição das alterações climáticas pelas suas características químicas, físicas e 

biológicas únicas. A interação entre plantas e diferentes micro-organismos é uma 

estratégia natural para enfrentar estresses bióticos e abióticos (JONES & 

HINSINGER, 2008; TRABELSI & MHAMDI, 2013).  

Diante da atual necessidade por novas tecnologias, os micro-organismos 

associados à promoção de crescimento vegetal, demonstram ser uma excelente 

alternativa para a agricultura de maneira sustentável. A aplicação de bactérias 

promotoras de crescimento vegetal e fixadoras de nitrogênio é uma alternativa 

tecnológica que visa atender a essas necessidades melhorando a fertilidade do solo 

e reduzindo os impactos negativos. Apesar do uso de bactérias promotoras de 

crescimento de plantas ser considerado uma alternativa promissora à adubação com 

fertilizantes sintéticos para o cultivo de sorgo, que é uma cultura que exige grande 

demanda de fertilizantes para produtividade ideal. São escassos estudos sobre a 

dinâmica populacional de bactérias endofíticas colonizando milheto, na busca por 

seu potencial de utilização como biofertilizantes (BABALOLA, 2010; GUPTA, 2013; 

MAREQUE et al., 2015). 

 
3.3. Bactérias promotoras de crescimento vegetal 

Micro-organismos associados à promoção de crescimento vegetal são 

considerados uma alternativa promissora para favorecer a agricultura de maneira 

sustentável. As bactérias se destacam entre os micro-organismos mais abundantes 

em associação com diferentes plantas, devido a grande capacidade de proporcionar 

por meio de mecanismos diretos e indiretos, o crescimento da raiz e da planta, 

sendo comumente definidas como Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal 
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(BPCV’s), que promovem o crescimento direto ou indireto das plantas por diversos 

mecanismos (GUPTA et al., 2013; SOUSSI et al., 2015).  

Soussi e colaboradores (2015) ressaltaram, com base nos resultados 

demonstrados na aplicação das bactérias, que estirpes têm sido propostas como 

candidatos a biofertilizantes pelas suas propriedades envolvidas na promoção de 

crescimento vegetal. A seleção de estirpes competitivas em condições de solo 

natural para utilizá-las em número elevado, permitindo que esta população 

introduzida seja favorecida em detrimento de outras indesejáveis e em menor 

número no solo (REIS, 2007). 

 

3.3.1 Fixação Biológica de Nitrogênio 

O nitrogênio é um dos elementos mais importantes em sistemas biológicos, 

compreendendo um dos componentes de ácidos nucleicos e proteínas, dentre as 

suas múltiplas funções, sendo um suprimento crucial para a produção vegetal. É um 

dos principais componentes para elevadas produções na agricultura formando cerca 

de 80% da atmosfera na forma gasosa de N2 que não é aproveitável pelas plantas, 

sendo apenas os procariotos diazotróficos capazes de transformar o N2 em formas 

assimiláveis (CHANWAY et al., 2014; COLLINO et al., 2015, DOBEREINER, 1997). 

O processo de FBN já é bem esclarecido em plantas leguminosas, sendo a 

soja um dos principais exemplos de cultura, na qual a obtenção de todo nitrogênio 

necessário se dá pela interação rizóbio-leguminosa, fato que levou o Brasil, a ser o 

segundo maior produtor de soja no mundo e  ter um produto mais competitivo no 

mercado internacional, pelo baixo custo de produção, tornando a soja um dos 

principais produtos de exportação do país há muitos anos (DOBEREINER, 1997). 

Segundo Raymond e colaboradores (2004), a fixação biológica de N2 é um processo 

que ocorre em variados contextos metabólicos abrangendo ambientes aeróbicos e 

anaeróbicos, ocorrendo nos mais diversos ambientes da Terra. O processo de 

redução do nitrogênio atmosférico a NH3 é catalisado pelo complexo enzimático 

nitrogenase em um complexo ativo redox constituído de duas proteínas, a 

dinitrogenase e a dinitrogenase redutase interagindo cooperativamente na FBN, a 

reação ocorre acoplada a produção de H2. O local ativo da redução é a subunidade 

dinitrogenase I ou Mo-Fe proteína, que pode ser encontrada em alguns organismos 
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diazotróficos com o Mo substituído por V ou Fe. A dinitrogenase redutase ou Fe-

proteína é a subunidade responsável pela transferência de elétrons para que ocorra 

a redução do N2 sendo mais sensível ao O2 (RAYMOND et al., 2004; REIS & 

TEIXEIRA, 2005) 

As práticas agrícolas devem diversificar as técnicas de cultura, buscando 

reproduzir os ecossistemas naturais, e estimar a contribuição da FBN é uma forma 

crucial de análise do uso de nutrientes e impacto humano sobre o ciclo do N em 

agro-ecossistemas (AUSTIN et al., 2013; COLLINO et al., 2015). 

Na década de 80 os estudos com inoculação de bactérias diazotróficas 

desenvolvidos por Dobereiner e colaboradores impulsionaram as pesquisas com 

FBN no Brasil. Nestes estudos, verificou-se grande variação entre as diferentes 

culturas como arroz, milho, sorgo, trigo que apresentaram rendimento em torno de 

20-30% (DOBEREINER & DAY, 1976; REIS, 2007), demonstrando a necessidade 

de se selecionar pares simbiontes mais eficazes para a FBN, o que tem sido um dos 

alvos dos estudos com FBN no Brasil desde então. 

3.3.2 FBN em plantas não leguminosas 

Desde os primeiros trabalhos desenvolvidos pela Dra. Johanna Döbereiner 

algumas bactérias diazotróficas passaram a ser associadas com plantas não 

leguminosas sendo descritas as primeiras espécies de bactérias fixadoras de N2 

isoladas a partir de gramíneas no Brasil: Beijerinckia fluminensis (Döbereiner e 

Ruschel, 1958) e Azotobacter paspali (Dobereiner, 1966). Segundo Dobereiner 

(1997), o sucesso da FBN observado em diferentes culturas de leguminosas, ocorre 

através das interações simbióticas entre as plantas e os micro-organismos, 

principalmente pelas bactérias de diversos gêneros, onde por meio da formação de 

nódulos desenvolvem estruturas favoráveis e necessárias ao processo de fixação de 

N2, sendo um grande desafio compreender a extensão da FBN para plantas não 

leguminosas. 

A adaptação de meios semissólidos com diferentes composições nutricionais 

favoreceu os avanços das pesquisas sobre a FBN e isolamento de bactérias 

fixadoras de N em plantas não leguminosas. Esse tipo de meio de cultura cria um 

ambiente com um gradiente de concentração de oxigênio, o que permite aos 
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isolados diazotróficos o estabelecimento em um ponto com a concentração de 

oxigênio adequada na coluna do meio proporcionando as condições microaerofílicas 

necessárias, em situação semelhante ao que ocorre in vivo nos tecidos vegetais 

(BALDANI et al., 2014). 

James e Baldani (2012) ressaltam que os trabalhos visando à identificação de 

diazotróficas para FBN e promoção de crescimento em gramíneas (Poaceae) e 

outras não leguminosas, já resultaram no sequenciamento dos genomas dos micro-

organismos mais eficientes (Azoarcus, Azospirillum spp., Burkholderia spp., 

Gluconacetobacter diazotrophicus e Herbaspirillum seropedicae). Estes diazotróficos 

fornecem uma visão sobre como espécies não leguminosas, especialmente 

Poaceae, podem interagir intimamente em uma associação benéfica não simbiótica, 

mesmo sendo estes apenas uma pequena representação diante da enorme 

diversidade de bactérias susceptíveis a se associar com não leguminosas. 

Quando se aborda o processo de FBN em plantas não leguminosas, é 

observada a influência exercida pelo genótipo da planta no processo de interação 

entre gramíneas e bactérias potenciais fixadoras de N2, além dos fatores abióticos 

do meio e da competitividade com os demais micro-organismos locais, levando-se 

em consideração principalmente as características genéticas do hospedeiro onde a 

variação de rendimento de culturas é demonstrada em diferentes genótipos 

(BERGAMASCHI et al., 2007; DOBEREINER, 1997; REIS et al., 2000; OLIVEIRA, 

2012).  

O conceito de associativo abordado por Dobereiner (1992) foi modificado, 

introduzindo-se o conceito de endofítico para o campo da FBN, a partir da 

identificação de novas bactérias fixadoras de nitrogênio colonizando o interior das 

plantas e pela íntima interação entre macro e micro simbiontes que foram essenciais 

para avanços na compreensão fisiológica, ecológica e genética bem como a 

interação entre planta e bactéria (BALDANI & BALDANI, 2005). 

 

3.3.3 Diversidade de bactérias diazotróficas associadas a gramíneas 

Inicialmente a inoculação de bactérias associativas não simbióticas como 

pertencentes ao gênero Azotobacter foi introduzida largamente na Rússia nas 
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décadas de 1930 e 1940, porém a prática foi abandonada pelos resultados 

inconclusivos (BASHAN,1998). Somente no final década de 1970 ocorreram os dois 

maiores avanços da tecnologia de inoculação, que consistiram na capacidade de 

Azospirilum sp. em promover o crescimento vegetal de plantas não leguminosas 

pela influência no metabolismo vegetal e a investigação do potencial de biocontrole 

associado a grupos de micro-organismos pertencentes a Pseudomonas fluorescens 

e Pseudomonas putida (DOBEREINER & DAY,1976; BASHAN,1998). 

Diferentes gramíneas de importância agrícola como cana-de-açúcar, trigo, 

sorgo e milho se associam com numerosas bactérias diazotróficas, tais como 

Gluconacetobacter sp., Herbaspirillum sp., Azospirillum sp., dentre outros, porém a 

capacidade de fixação de nitrogênio é variada nas associações com plantas não 

leguminosas (PRAKAMHANG et al., 2009). 

Haiyambo et al. (2015) ao avaliarem a eficiência de bactérias associadas as 

gramíneas Phragmites australis, Sporobolus sp., Sorghum bicolor, Pennisetum 

glaucum e Vetiveria nigritana, relataram a diversidade de isolados entre os 

diferentes grupos, destacando Pennisetum glaucum e Sorghum bicolor como 

principais fontes de isolamento de bactérias associativas, sendo pertencentes a 

Pseudomonas veronii, Stenotrophomonas maltophilia, Paenibacillus validus, Bacillus 

megaterium, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Kocuria 

sp., Bacillus licheniformis. Maropola et al. (2015) ao avaliarem a diversidade de 

bactérias endofíticas em Sorghum bicolor demonstraram variação entre os nichos de 

isolamento, sendo dominante ao tecido radicular isolados pertencentes a 

Leuconostoc sp., Sphingobium sp., e restritos ao tecido do caule Rhodococcus sp., 

Lactococcus sp., e Swaminathania sp. São relatadas ainda várias associações de 

bactérias diazotróficas pertencentes a Enterobacter dissolvens, Brevundimonas 

aurantiaca, Pantoea agglomerans e Pseudomonas sp. (PRAKAMHANG et al.,2009). 

É destacado ainda que as gramíneas são capazes de estabelecer uma 

relação associativa com diferentes bactérias promotoras de crescimento vegetal do 

gênero Azospirillum, sendo demonstrado os benefícios da inoculação com  

Azospirillum sobre o crescimento e a produção de diversas culturas (SALAMONE et 

al., 2012), havendo inclusive bactérias de Azospirillum brasilense recomendadas 
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oficialmente para as culturas do milho, trigo e arroz no Brasil (HUNGRIA et al., 

2010). 

Apesar da diversidade de bactérias endofíticas associadas ao sorgo ser 

considerada baixa quando comparada com a comunidade rizosférica (RAMOND et 

al., 2013). Diferentes gêneros bacterianos de isolados endofíticos do sorgo tais 

como Pseudomonas, Erwinia, Stenotrophomonas, Agrobacterium, Bacillus e 

Paenibacillus foram identificados, tendo o seu potencial metabólico associado à 

planta, como a influência na aquisição de nutrientes, potencial de agentes 

antimicrobianos, produção de fitormônios e ação contra patogenicidade 

(MAROPOLA et al., 2015).  

GUPTA et al. (2013) avaliando a dominância de espécies colonizando o 

milheto em vários estágios do crescimento, descreveram pertencentes a Bacillus, 

Microbacterium, Pantoea, Enterobacter, Stenotrophomonas, Pseudomonas, 

Ochrobactrum, Arthrobacter, Rhodococcus, Mycobacterium, Curtobacterium, 

Nocardioides, Acinetobacter, Agrobacterium e Rhizobium, destacando os isolados 

de Pseudomonas sp. como os micro-organismos mais eficientes em colonização e  

promoção do crescimento vegetal. 

KUMAR et al. (2014) ao estudarem a diversidade e o potencial na promoção 

do crescimento vegetal de isolados associados ao milheto cultivado nas regiões 

áridas e semiáridas identificaram Bacillus sp., Paenibacillus sp., Stenotrophomonas 

sp. e Agrobacterium tumefaciens enfatizando que a prevalência desses grupos em 

regiões com baixos índices pluviométricos pode contribuir na formulação de 

produtos biofertilizantes. 

 

3.3.4 Produção de compostos indólicos por isolados bacterianos 

Dentre as auxinas o AIA (ácido-indol-acético) é a auxina natural mais 

estudada, possui a propriedade de transporte polar em plantas e pode ser 

sintetizado por bactérias promotoras de crescimento vegetal, é um fitormônio que 

desempenha um importante papel no efeito do crescimento das plantas, sendo 

capaz de regular quase todos os aspectos como a divisão celular, alongamento, 

desenvolvimento dos frutos e senescência. Atuando na rizosfera para estimulação 

do crescimento radicular com o aumento em número e comprimento de raízes 
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favorecendo a absorção de nutrientes e estimulando a colonização bacteriana 

(BABALOLA, 2010; SUGAWARA et al., 2015; SHAO et al., 2015). 

Segundo MANO & NEMOTO (2012), diferentes espécies de plantas 

apresentem características únicas com estratégias e modificações que otimizem 

suas vias metabólicas. Contudo, estas também compartilham de alguns mecanismos 

fundamentais, evolutivamente conservados, para biossíntese de AIA por ser um 

elemento fundamental no ciclo de vida da planta.  

Diversas bactérias associativas ou simbióticas de plantas podem produzir 

quantidades significativas desses compostos indólicos como um dos principais 

mecanismos para promoção do crescimento de plantas juntamente com a fixação 

biológica de nitrogênio, sendo relatado em diversos trabalhos de caracterização de 

bactérias isoladas de plantas leguminosas e de gramíneas (BERGAMASCHI, 2007; 

ABD-ALLA et al., 2013; FERNANDES-JÚNIOR et al., 2015; SHARMA et al., 2016; 

FELESTRINO et al., 2017). 

O AIA produzido por bactérias promotoras de crescimento vegetal atuam 

também como uma molécula sinalizadora importante à resposta ao estresse, 

favorecendo as plantas hospedeiras para superarem os estresses abióticos 

(OUYANG et al., 2016).  

São propostas duas vias de biossíntese do AIA em plantas as quais podem 

ser dependente ou independente de triptofano. Entre os dependentes do triptofano 

encontram-se a via indol-acetamina (IAM), onde em duas etapas o triptofano é 

convertido inicialmente a IAM pela enzima monoxigenase e em seguida o IAM 

convertido em AIA pela enzima indol-3-acetamina hidrolase; a via indol-3-pirúvico 

(AIP) onde há desaminação do triptofano por uma aminotrasferase seguido da 

conversão de AIP a indol-3-acetaldeído o qual é oxidado a AIA; e ainda duas vias 

menos observadas incluem a via triptamina (TAM) e a via indol-3-acetamida (IAOX) ( 

MANO & NEMOTO, 2012; OLIVEIRA et al., 2015). 

Várias vias de biossíntese do AIA  também são utilizadas por bactérias, 

podendo uma única estirpe bacteriana apresentar mais de uma via. O nível de 

expressão de AIA depende da via de biossíntese; localização dos genes envolvidos, 

as sequências reguladoras de DNA cromossômico ou plasmídico e a presença de 
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enzimas que podem converter AIA livre ativo numa forma conjugada inativa. 

(PATTEN & GLICK, 1996). 

3.3.5 Solubilização de Fosfato 

Assim como a baixa disponibilidade de N representa uma dificuldade de 

cultivo, o fósforo também é um nutriente mineral considerado um elemento-chave 

necessário ao rendimento vegetal. Ainda que seja abundante em solos em formas 

orgânicas ou inorgânicas, ocorre em formas insolúveis tornando a disponibilidade 

limitada, sendo a deficiência de P um desafio significativo para produtividade 

agrícola em muitas regiões do mundo (SASHIDHAR & PODILE, 2009; SIMPSON et 

al., 2011; SHARMA et al., 2013). 

Entre as funções desempenhadas pelo P observa-se um envolvimento deste 

em praticamente todos os principais processos metabólicos incluindo a transdução 

de sinais químicos, fotossíntese, transferência de energia, biossíntese de 

macromoléculas e respiração (KHAN et al., 2010). As fontes adequadas de P no 

crescimento vegetal influenciam no desenvolvimento das fases iniciais das partes 

reprodutivas, sendo importantes no aumento das ramificações radiculares conferindo 

força, vitalidade e resistência a doenças, auxiliando também na formação de 

sementes e na maturação precoce de culturas, incluindo leguminosas e cereais 

(SHARMA et al., 2013). 

A adição de fertilizantes fosfatados ao solo é adotada, porém o 

aproveitamento desses produtos pelas plantas é reduzido, sendo necessárias 

aplicações de fertilizantes em doses maiores do que a quantidade requerida pela 

cultura, buscando neutralizar a forte ligação do fosfato ao solo (STUTTER et al., 

2012; SHARMA et al., 2013). 

Outro fator que pode influenciar a necessidade de adição de fertilizantes 

fosfatados são as perdas em sistemas pastoris. Em pastagem, grande parte do P 

absorvido pelas plantas é devolvido ao solo pelos animais, representando grandes 

entradas do nutriente, porém, este é muitas vezes devolvido para o solo numa 

localização distante do ponto de consumo (SIMPSON et al., 2011; NASH et al., 

2014). 
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A disponibilidade do fósforo na forma solúvel é de fundamental importância 

para suprir as necessidades nutricionais das culturas e os micro-organismos 

presentes no solo ajudam neste processo com o emprego de diferentes estratégias 

de solubilização das formas indisponíveis de fosfato favorecendo o crescimento 

vegetal (SASHIDHAR & PODILE, 2009). Mais significativamente micro-organismos 

usando estratégias tomadas a partir de sistemas naturais e interações planta-solo-

micro-organismo decompõem e mineralizam P a partir de alterações orgânicas do 

solo (SIMPSON et al., 2011; STUTTER et al., 2012). 

Bactérias diazotróficas podem favorecer o crescimento de plantas por meio de 

mecanismo de solubilização de formas insolúveis de fósforo a formas assimiláveis 

tornando disponíveis para as plantas. Diversos relatos demonstraram essa 

capacidade de diversos isolados caracterizados como eficientes na promoção do 

crescimento vegetal (GUPTA, 2013; SHARMA et al., 2016; ANTUNES, 2016). 

Diferentes mecanismos são utilizados por bactérias que solubilizam fosfato 

tornando formas insolúveis em solúveis. Ácidos orgânicos são liberados pelos micro-

organismos e estes agem como quelantes de cátions divalentes juntamente com a 

liberação de fosfatos a partir de compostos fosfatados insolúveis. Além disso, ácidos 

orgânicos podem formar complexos insolúveis com íons metálicos associados ao 

fósforo insolúvel sendo assim o fosfato liberado (SASHIDHAR & PODILE, 2009). 

3.3.6 Produção de Sideróforos 

O ferro (Fe) é um elemento essencial no desenvolvimento de quase todos os 

organismos vivos atuando como catalisador em alguns dos processos enzimáticos 

mais fundamentais como metabolismo de oxigênio, transferência de elétrons, 

síntese de DNA e RNA. Embora seja um elemento abundante na crosta terrestre, 

pode ser encontrado em forma não disponível para as plantas, em solos com valor 

de pH próximo ou acima de 6, encontrar-se na forma oxidada (Fe3+) que se precipita 

e não é absorvida pelos vegetais ou como complexos de hidratos de óxido 

insolúveis. (FROEHLICH & FEHR, 1981; SCHALK et al., 2011)  

A associação benéfica entre bactérias e plantas tem demonstrado um 

mecanismo de proteção contra toxicidade de metais auxiliando na promoção do 

crescimento vegetal, além de ser considerado importante componente tecnológico 

de fitorremediação, onde a compreensão dessas estratégias de sobrevivência é o 
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ponto chave para o melhor aproveitamento dessas associações (CHEN et al., 

2016a).  

Os metais pesados são elementos considerados tóxicos para as plantas, 

animais e humanos, sendo também graves poluentes do mundo moderno, diante 

disso, há uma necessidade de remediação da poluição por esses materiais. As 

bactérias endofíticas podem desempenhar um importante papel na fitorremediação 

pelo seu potencial de atuação na remoção de contaminantes no solo, sendo notável 

o crescente interesse nas aplicações biotecnológicas desses micro-organismos em 

melhoria da agricultura sustentável. A fitorremediação é uma tecnologia emergente 

tendo a rizosfera e os micro-organismos simbiontes um importante papel devido ao 

benefício oferecido, principalmente pelas bactérias incluindo as diazotróficas através 

da conversão de metais pesados em formas biodisponíveis pelos processos de 

metilação, quelação, lixiviação e reações redox, e na produção de sideróforos 

(RYAN et al., 2007; ULLAH et al., 2015)  

Sideróforos são agentes quelantes de baixo peso molecular produzidos por 

bactérias, fungos e plantas para facilitar absorção de ferro (Fe), desempenham um 

papel fundamental na solubilização extracelular de minerais de Fe tornando-os 

disponíveis. Apresentam diferentes estruturas químicas, formando uma família de 

pelo menos 500 compostos diferentes (SCHALK et al., 2011; WANG et al., 2014). 

Dentre os micro-organismos, diferentes bactérias vem sendo investigadas quanto a 

promoção de crescimento vegetal associado a produção de sideróforos, um exemplo 

são as bactérias do grupo Pseudomonas que apresentam característica 

fluorescente, conferida justamente por um sideróforo denominado genericamente   

pioverdina e produzido em condições de deficiência de ferro (SILVEIRA & FREITAS, 

2007). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Foram conduzidos dois experimentos diferentes. No primeiro, realizado na 

Embrapa Produtos e Mercados, o sorgo foi cultivado sob diferentes adubações 

orgânicas e regimes hídricos. Já no segundo experimento, no Campo Experimental 

de Bebedouro, nas dependências da Embrapa Semiárido, o sorgo e o milheto foram 

cultivados com e sem adubação nitrogenada. O detalhamento de cada experimento 

de campo utilizado para a obtenção dos isolados bacterianos encontra-se descrito a 

seguir. 

 

4.1 COLETA, ISOLAMENTO E PURIFICAÇÃO DAS BACTÉRIAS 

ASSOCIATIVAS 

 4.1.1 - Experimento I- Sorgo cultivado com e sem restrição hídrica e 

adubação orgânica 

4.1.1.1 Cultivo das plantas no campo e amostragem 

A variedade de sorgo-forrageiro [Sorghum bicolor (L.) Moench] BRS Ponta 

Negra foi cultivada no campo experimental da Embrapa Produtos e Mercados que 

fica situada em Petrolina-PE. As plantas foram cultivadas com e sem restrição 

hídrica promovida por meio da adoção de duas diferentes lâminas de irrigação 

representando 30% e 100% do total da demanda hídrica da cultura, calculado por 

meio de seu kc. Neste experimento outro tratamento aplicado foi a adubação 

orgânica de esterco caprino (3 L por m), perfazendo um esquema experimental 

fatorial: 2 (lâminas de irrigação) x 2 (aplicação ou não do esterco) com três 

repetições. As plantas foram semeadas em linhas de 10 m espaçadas 1 m entre 

linhas e 0,2 m entre plantas. Cada parcela foi constituída de 5 linhas de 10 m e as 

plantas foram coletadas na linha central. O experimento foi implantado em agosto de 

2015 para a feira da agricultura familiar “SemiáridoShow” e as coletas ocorreram em 

outubro de 2015, após a realização da feira. 

Em cada parcela, foram coletadas três amostras compostas por três plantas. 

As plantas foram acondicionadas em sacos plásticos, identificadas e posteriormente 

armazenadas por 24h em câmara fria a 10 °C no Laboratório de Microbiologia do 
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Solo da Embrapa Semiárido para o isolamento das bactérias endofíticas. Amostras 

do solo de cada ponto de coleta foram retiradas para caracterização da fertilidade de 

acordo com Embrapa (1997) Os resultados demonstraram as seguintes 

características químicas: pH= 5,4; C.E.= 0,35 (dS/m), P= 2,30 (mg dm-3) 

K=0,07(cmolc/dm-3), não foram realizadas correções de solo neste experimento. 

 

4.1.1.2 Isolamento e purificação de bactérias endofíticas  

Com o objetivo de isolar os micro-organismos endofíticos da raiz seguiu-se a 

metodologia de Döbereiner et al. (1995). O excesso de solo da raiz foi removido e 10 

g de raiz foi lavada em água corrente. A desinfestação superficial foi realizada por 

meio da imersão por 10 minutos em uma solução de NaClO (2% v/v), sendo o 

excesso do agente sanitizante removido por diversas lavagens em água destilada 

esterelizada (ADE). Posteriormente, a raiz foi triturada em um miniprocessador com 

90 mL de NaCl 0,85% (p/v) para a obtenção das suspensões. Casa suspensão foi 

diluída seriadamente até a diluição 10-4. 

Alíquotas de 0,1 mL das suspensões foram inoculadas em triplicata em 

frascos de vidro contendo 7 mL dos meios de cultura NFb, JMV, LGI, LGI-P 

(DOBEREINER et al., 1995) e BMGM (ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 2001) 

semissólidos recomendados para o isolamento de bactérias diazotróficas associadas 

a plantas não leguminosas. Os frascos com os meios inoculados foram incubados a 

28º C, por dez dias. Aqueles que desenvolveram película microaerofílica 

característica foram selecionados e reinoculados no mesmo meio de cultura 

respectivo e mantidos em crescimento por dez dias. 

Avaliando o crescimento das bactérias nas diferentes repetições, a 

concentração total de bactérias diazotróficas foi determinada pelo método do 

número mais provável (NMP) (HUNGRIA & ARAUJO, 1994). Os isolados que 

desenvolveram película novamente foram plaqueados em placas de Petri contendo 

os mesmos meios sólidos e as colônias apresentando diferentes morfologias foram 

inoculadas nos respectivos meios semissólidos para confirmação de da capacidade 

diazotróficas.  
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Após a confirmação as bactérias foram reinoculadas em placa de Petri 

contendo os respectivos meios sólidos e para a obtenção das colônias puras. 

Posteriormente, as colônias purificadas foram novamente inoculadas no meio 

semissólido para confirmação da formação de película, dos tubos positivos que 

apresentaram formação de película foram plaqueados os isolados em meio sólido e 

preservados em meio líquido com glicerol (25 %), armazenados em freezer a –20 ºC 

e –80 ºC na Coleção de Micro-organismos de interesse Agrícola da Embrapa 

Semiárido (CMISA). 

 

4.1.2 – Experimento II - Sorgo e Milheto cultivados com e sem adubação 

nitrogenada 

4.1.2.1 Cultivo das plantas no campo e amostragem 

Duas variedades de sorgo Sorghum bicolor BRS Ponta Negra e SF 150 e 

uma variedade de milheto Penissetum glaucum, BRS 1501, foram implantadas no 

Campo Experimental de Bebedouro da Embrapa Semiárido situado em Petrolina, 

PE. Foram implantadas duas linhas de cada variedade com a extensão de 

aproximadamente 50 m. As linhas de cada variedade foram plantadas com distância 

de 1m entre linhas e 0,2 m entre plantas. As linhas de 50 m foram divididas ao meio 

e das metades foi adubada com fertilizante nitrogenado na forma de ureia (45% N) 

na dose de 100 kg N ha-1. A adubação nitrogenada foi dividida em duas aplicações 

sendo uma aos 7 e outra aos 35 dias após o plantio.  

Uma amostra composta do solo de cada ponto de coleta foram retiradas para 

caracterização da fertilidade de acordo com Embrapa (1997) Os resultados 

demonstraram as seguintes características químicas: pH= 6,7, matéria orgânica= 5,9 

(g/k), P= 34,40 (mg dm-3), K=0,5 (cmolc/dm-3). A adubação fosfatada foi feita em 

toda a área com superfosfato simples (18% de P2O5) na dose de 20 kg P2O5 ha-1. A 

adubação potássica foi realizada com cloreto de potássio (60% de K2O) na dose de 

20 kg de K2O ha-1. Cada parcela foi constituída de aproximadamente 8 m lineares 

nas duas linhas de cada variedade. 
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Para a coleta das plantas, as amostras foram compostas de três plantas 

colhidas aleatoriamente em cada parcela. A coleta e o acondicionamento das 

plantas foram feito de acordo com o descrito no item 4.1.1.1. 

4.1.4 Isolamento e purificação de bactérias endofíticas  

Com o objetivo de isolar os micro-organismos seguiu-se a metodologia de 

(DÖBEREINER et al., 1995). Para o isolamento das bactérias, foram preparadas três 

diferentes suspensões bacterianas contendo as bactérias isoladas da superfície da 

raiz, do interior da raiz e do colmo, conforme descrito a seguir. 

A suspensão da superfície da raiz, chamada de suspensão 1, foi obtida a 

partir de 10 g de raiz lavadas levemente em água corrente. A essas amostras de  

raiz foi adicionado 90 mL de NaCl (0,85 % p/v) e em seguida agitada manualmente 

de forma vigorosa. A solução salina resultante foi utilizada para as diluições 

seriadas. Para a obtenção da suspensão 2, com o objetivo de isolar os micro-

organismos endofíticos, a raiz foi manipulada conforme descrito no subitem 4.1.1.2. 

A partir das amostras de colmo foi obtida a suspensão 3. Utilizou-se a região 

do colo ou coleto, que é parte de transição da raiz para o colmo. Para cada planta, 

10 g do colmo foi desinfestado superficialmente e triturado em solução salina  

conforme descrito para as amostras de raiz (subitem 4.1.1.1). 

As três suspensões obtidas (Suspensões 1, 2 e 3) para cada uma das 

parcelas foram diluídas seriadamente até a diluição 10-3. As diluições seriadas de 10-

1 a 10-3, para cada uma das suspensões, foram inoculadas, em triplicata, em meio 

semissólido para a obtenção dos micro-organismos capazes de fixar o N em 

condições microaerofílicas. (DÖBEREINER et al., 1995). Alíquotas de 0,1 mL das 

suspensões foram inoculadas em triplicata em frascos de vidro contendo 7 mL dos 

meios de cultura NFb, JMV, LGI, LGI-P (Dobereiner et al., 1995) e BMGM 

(ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 2001) semissólidos recomendados para o 

isolamento de bactérias diazotróficas associadas a plantas não leguminosas. Os 

frascos com os meios inoculados foram incubados a 28º C, por dez dias. Aqueles 

que desenvolveram película microaerofílica característica (Figura1) foram 

selecionados e reinoculados no mesmo meio de cultura e mantidos em crescimento 

por dez dias. 
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A concentração de bactérias nos tecidos vegetais avaliados foi determinada 

de acordo com a metodologia de NMP conforme descrito acima. Da mesma forma, a 

purificação e estoque dos isolados foram realizados como descrito anteriormente 

 

Figura 1. Película microerofílica formada por meio da inoculação de uma suspensão de raiz 

de milheto em meio JMV. Foto: Jéssica Fernanda da Silva. 
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4.2 ANÁLISES MOLECULARES 

  

4.2.1 Extração de DNA 

Todas as bactérias isoladas estocadas foram reativadas e cultivadas em 

placas de Petri contendo os meios de cultura utilizados no isolamento. Colônias 

isoladas foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio líquido Dyg’s 

(RODRIGUES NETO et al., 1986) e mantidas sob agitação constante de 120 

rotações por  minuto (rpm) por 48h em agitador orbital. Após o período de 

crescimento, o DNA das amostras foi extraído com Kit de extração de DNA 

genômico bacteriano Wizard Genomic DNA Clean-Up System (Promega) conforme 

instruções do fabricante. As amostras de DNA foram armazenadas a –20 ºC até 

manipulações futuras. 

4.2.2 Amplificação de um fragmento do gene nifH 

A caracterização genotípica dos micro-organismos endofíticos isolados foi 

realizada a partir da amplificação de um fragmento do gene nifH que codifica uma 

subunidade da enzima dinitrogenase que atua no complexo enzimático nitrogenase, 

responsável pela fixação de nitrogênio. 

O gene nifH foi amplificado por PCR direta utilizando-se os iniciadores PolF 

(TGCGAYCCSAARGCBGACTC-3’) e PolR (5’ATSGCCATCATYTCRCCGGA-3’) 

(POLY et al., 2001), amplificando um fragmento de 360 pb do gene nifH 

aproximadamente. E quando adotada a estratégia de nested-PCR utilizados os 

iniciadores nifHfor (ACCCGCCTGATCCTGCACGC) nifHrev  

(ACGATGTAGATTTCCTGGGC) (SOARES et al., 2006). 

Para cada reação de PCR foi preparado um mix de soluções, ajustado para 

10 uL, contendo tampão 1x, MgCl2 2,5 mM, dNTP 6 mM, 1,0 µM de cada iniciador 

PolF e PolR ou nifHfor e nifHrev e 1U de Taq DNA polimerase. As condições da 

reação consistiram em um ciclo de desnaturação inicial (5 minutos a 94 ºC); 35 

ciclos de desnaturação (1 minuto a 94 ºC), anelamento (45 segundos a 55 ºC); 

extensão (1 minuto a 72 ºC); um ciclo de extensão final (10 minutos a 72 ºC) e 

manutenção das amostras a 4 ºC final em termociclador Veriti 96 well (Applied 
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Biosystems). Os produtos da PCR foram corados com GelRed, (Biotium) separados 

por eletroforese em gel de agarose a 1% e observados em transiluminador UV. 

Os isolados considerados positivos para a amplificação foram selecionados 

para avaliação dos mecanismos de promoção do crescimento in vitro. 

4.2.3 Amplificação e sequenciamento parcial do gene 16S rRNA 

Para a identificação dos isolados o gene 16S rRNA de cada um dos isolados 

considerados “nifH positivos” foi amplificado e sequenciado. O gene 16S rRNA foi 

amplificado em uma reação de PCR com volume final de 30 µl, o mix de soluções foi 

preparado com tampão 1x, MgCl2 3,0 mM, dNTP 1,0 mM, 1,0 U taq DNA polimerase, 

água, 0,75 µM de cada iniciador 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) e 1492R 

(TACGGYTACCTTGTTACG) (WEISBURG et al.,1991). As condições da reação 

foram de uma etapa de desnaturação inicial a 94 ºC por 5 min, anelamento 1 min a 

58 ºC; seguido de 35 ciclos com 1 min a 94 ºC, 2 min a 72 ºC e 5 min de extensão 

final a 72 ºC. Os produtos da PCR foram purificados o Kit comercial Wizard SV Gel 

and PCR Clean-up System (Promega) e enviados para o sequenciamento na 

empresa Macrogen, Coreia do Sul. A qualidade das sequências foi verificada 

utilizando o programa SeqScanner 2.0 (Applied Biosystems). As sequências foram 

comparadas com aquelas disponíveis na plataforma EZBiocloud (YOON et al., 

2017). 

4.2.4 Amplificação dos genes rpoB, recA, atpD, glnII e da região ITS 

O gene rpoB foi inicialmente amplificado para sequenciamento parcial e 

identificação dos isolados juntamente ao 16S rRNA, visando uma caracterização 

com a abordagem polifásica. Porém, ao apresentar padrões polimórficos 

inesperados entre diferentes grupos demais genes constitutivos recA, atpD, glnII 

foram amplificados, além da região ITS pelo método RISA (Ribossomal Intergenic 

Space Analysis – CARDINALE et al., 2004) utilizado para comparação dos padrões 

polimórficos. 

Foram selecionados isolados pertencentes aos diferentes gêneros identificados 

para análise dos padrões polimórficos de amplificação com os primers rpoBF 

(CCTSATCGAGGTTCACAGAAGGC) e rpoBR (AGCGTGTTGCGGATATAGGCG) 

as condições de reação consistiram em uma etapa de desnaturação inicial a 95 °C 
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por 5 min, 3 ciclos de desnaturação por 2 min a 94 °C, anelamento por 2 min a 58°C, 

e extensão por 1 min a 72 °C, seguido de 30 ciclos de desnaturação por 30s a 94°C, 

anelamento por 1 min a 58 °C, extensão por 1 min a 72 °C e extensão final por 5 min 

a 72°C. Para a amplificação com os iniciadores recAF 

(CAACTGCMYTGCGTATCGTCGAAGG) e recAR 

(CGGATCTGGTTGATGAAGATCACCATG), atpDF 

(TCTGGTCCGYGGCCAGGAAG) e atpDR (CGACACTTCCGARCCSGCCTG) e 

glnIIF (AAGCTCGAGTACATCTGGCTCGACGG) e glnIIR 

(SGAGCCGTTCCAGTCGGTGTCG) as condições consistiram em uma etapa de 

desnaturação inicial por 2 min a 95 °C, seguido de 35 ciclos de desnaturação por  

45s a 95 °C, anelamento por 30s a 58 °C, extensão por 1,5 min a 72 °C e extensão 

final por 7 min a 72 °C. Os fragmentos foram corados com GelRed e submetidos à 

eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,5% (p/v) e observados em 

transiluminador UV. Em seguida foram analisados os padrões polimórficos obtidos, 

comparando o agrupamento dos diferentes gêneros com o perfil de amplificação da 

região ITS com os iniciadores ITSF (GTCGTAACAAGGTAGCCGTA) e ITSR 

(GCCAAGGCATCCACC) nas condições de uma etapa de desnaturação inicial por 

3min a 94 ºC seguido de 30 ciclos de desnaturação por 45s a 94 ºC, anelamento por 

1min a 55 ºC, extensão por 2 min a 72 ºC e extensão final por 7 min a 72 ºC. 
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4.3 MECANISMOS DE PROMOÇÃO DO CRESCIMENTO IN VITRO 

 

4.3.1 Produção de Compostos Indólicos 

A produção de compostos indólicos foi quantificada para 108 isolados 

selecionados a partir da caracterização molecular, tendo Azospirillum brasiliense 

(Ab-V5) como bactéria de referência, tendo como base o método colorimétrico 

desenvolvido por Sarwar e Kremer (1995).  A partir de um pré-inóculo, as bactérias 

foram inoculadas em 5 mL do meio líquido Dyg’s com e sem suplementação com 

triptofano, e incubadas sob agitação constante durante sete dias (100 rpm). Após o 

período de crescimento a densidade ótica (DO) dos isolados foi avaliada em 

espectrofotômetro a 540 nm e ajustada para DO540 0,3. Posteriormente alíquotas de 

1 mL das culturas foram centrifugadas por 3 min a 6000g. Uma alíquota de 100 µL 

do sobrenadante foi adicionado em placa multipoços e sobre este 100 µL de 

reagente Salkowski (2% de Fe Cl3 0,5M em 35% de ácido perclórico) em seguida 

foram incubadas no escuro por 30 min, após esse período as amostras foram lidas 

em espectrofotômetro a 540 nm. Uma curva padrão foi previamente obtida de 

concentrações conhecidas de AIA sintético para estimativa de produção de 

compostos indólicos pelos isolados bacterianos. 

4.3.2 Produção de Sideróforos  

Para avaliação da produção de Sideróforos foi utilizada a metodologia 

preconizada por Schwyn e Neilands (1987), sendo adaptada como método 

quantitativo. As bactérias foram crescidas em meios Dyg’s líquido por 48 h sob 

agitação constante (100 rpm). Uma alíquota de 1 mL da cultura foi centrifugada e 

100 µL do sobrenadante adicionado em placa multipoços sobre este 100 µL do 

reagente CAS (6 mL de Brometo de Hexadeciltrimetilamônio-HDTMA; 1,5 mL de 

solução de FeCl3.6H2O; 4,307 g de piperazina anidra; 6,25 mL HCl). A placa foi 

incubada no escuro por 15 min, observando a mudança da coloração de azul para 

laranja em uma avaliação qualitativa da produção, e para quantificação as amostras 

foram lidas em espectrofotômetro a 630 nm tendo uma curva padrão obtida com 

concentrações conhecidas de EDTA para estimar a produção de sideróforos pelos 

isolados. 
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4.3.3 Solubilização de Tri-fosfato de Cálcio 

As bactérias foram submetidas à avaliação da capacidade em solubilizar 

fosfato inorgânico realizada segundo a metodologia descrita por Sylvester-Bradley et 

al. (1982). Os isolados foram cultivados em meio líquido Dyg’s e alíquotas de 10 µl 

foram inoculadas em meio sólido contendo glicose (10 g L-1), extrato de levedura 

(0,5 gL-1) e ágar (15 gL-1) em triplicata. Ainda, antes da distribuição do meio em 

placas, cloreto de cálcio (10% 100 mL L-1) e fosfato de sódio bibásico (10% 50 mL L-

1) foram adicionados e homogeneizados. As placas foram incubadas por 15 dias e a 

capacidade de solubilização do fosfato foi avaliada por meio da formação do halo 

translúcido ao redor das colônias. O índice de solubilização foi calculado pela razão 

do diâmetro do halo de solubilização pelo diâmetro da colônia bacteriana que foram 

medidos com auxílio de uma régua milimetrada. 

 

4.3.4 Análise dos dados 

Todos os experimentos para avaliação dos mecanismos de promoção do 

crescimento vegetal in vitro foram conduzidos com três repetições. Os dados foram 

avaliados quanto a distribuição normal e submetidos à análise de variância e 

comparação de médias por meio do teste de Skott-Knott (p>0,05%). Para as 

análises, o programa Sisvar 5.0 (FERREIRA, 2013) foi utilizado. 
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4.4 EFICIÊNCIA NA PROMOÇÃO DO CRESCIMENTO VEGETAL 

4.4.1 – Implantação, condução e coleta dos experimentos 

Três ensaios foram conduzidos para avaliar a promoção do crescimento in 

vivo dos isolados provenientes dos dois experimentos. O primeiro ensaio foi 

conduzido com o cultivo de sorgo em vasos a pleno sol no setor do Metabolismo 

Animal da Embrapa Semiárido, localizado em Petrolina-PE no período de Junho a 

Agosto de 2016. A variedade de sorgo-forrageiro BRS Ponta negra foi utilizada. As 

sementes foram inoculadas no momento do plantio com 28 isolados selecionados 

originários do isolamento de plantas de sorgo cultivadas no campo experimental da 

Embrapa Produtos e Mercados (experimento I). 

Além da inoculação dos 28 isolados, foi avaliado o tratamento inoculado com 

a estirpe de referência de Azospirillum brasilense (Ab-V5), dois tratamentos sem 

inoculação e com a adubação nitrogenada (50% e 100% de nitrogênio demandado 

pela cultura em uma dose de 100 kg N ha-1) e a testemunha absoluta (sem 

inoculação e sem adubação) em quatro repetições, que totalizaram 128 unidades 

experimentais. Amostras superficiais de um Argissolo Vermelho-Amarelo coletado no 

campo experimental do Bebedouro da Embrapa Semiárido foi utilizado como 

substrato. E as plantas foram coletadas aos 55 dias após o plantio. 

Um segundo ensaio foi realizado como os isolados obtidos de plantas de 

sorgo cultivadas no campo Experimental de Bebedouro (experimento II). O 

experimento foi implantado e conduzido nas mesmas condições de cultivo do 

primeiro ensaio utilizando-se a variedade de sorgo forrageiro BRS Ponta negra para 

inoculação dos isolados do sorgo. Neste ensaio foram avaliados 33 isolados 

bacterianos do sorgo, além dos tratamentos controle descritos acima. Assim, este 

ensaio foi constituído de 148 unidades experimentais. 

No terceiro experimento, a variedade de milheto BRS 1501 foi utilizada como 

planta para inoculação de isolados do milheto obtidos a partir do experimento de 

campo II conduzido no Campo Experimental de Bebedouro. O experimento foi 

implantado e conduzido nas mesmas condições de cultivo dos primeiros ensaios.  

O segundo e o terceiro experimentos foram implantados em novembro de 

2016 e colhidos em janeiro de 2017. O milheto foi coletado aos 47 dias após a 
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emergência das plantas (DAE) e o sorgo aos 54 DAE para avaliação da massa seca 

da raiz e parte aérea e o nitrogênio total acumulado (descritos a seguir). 

Para a inoculação nos três experimentos, os isolados bacterianos foram 

crescidos em meio líquido Dyg’s por 48 h até atingirem o final da fase exponencial 

do crescimento (em torno de 109 células por mL). Foram semeadas quatro sementes 

por vaso e a inoculação de 2 mL do caldo de cultivo por semente foi realizada, logo 

após o plantio, diretamente sobre as sementes que foram em seguida cobertas com 

solo. Aos 10 DAE um desbaste foi realizado e foram deixadas duas plantas por 

vaso. Os tratamentos nitrogenados receberam 50% da dose de N na forma de ureia 

aos 4 DAE e os 50% restantes aos 24 DAE. 

Para os tratamentos inoculados, foi realizada uma reinoculação das plantas 

com os mesmos isolados bacterianos aos 24 DAE. As plantas foram irrigadas com 

água destilada duas vezes ao dia. Aos 45 dias de cultivo as plantas foram coletadas 

separando-se raiz e parte aérea para secagem a 65 ºC em estufa de circulação 

forçada de ar até atingirem peso constante. Foram determinadas a massa das raízes 

e partes aéreas secas por pesagem. Para a quantificação do teor de nitrogênio 

acumulado na parte aérea, as mesmas foram moídas em moinho tipo Wiley. A 

quantificação do N se deu em um analisador elementar TruSpec LecoSorb CN 

(Leco, EUA), por meio do método da combustão seca. O nitrogênio acumulado na 

parte aérea foi calculado por meio da multiplicação do teor de nitrogênio (em %) pela 

massa da parte aérea (em g) x 10 (fator de correção). 

 

4.4.2 – Análise dos dados 

Para os ensaios de avaliação da capacidade de promoção do crescimento 

vegetal, os dados foram avaliados quanto a distribuição normal e submetidos à 

análise de variância e comparação de médias por meio do teste de Skott-Knott com 

significância de (p>0,05% ou p> 0,1%) com o emprego da transformação dos dados 

em (x +1)0,5 utilizando-se o programa Sisvar 5.0 (FERREIRA, 2013). 

 

 



47 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Quantificação e isolamento das bactérias diazotróficas 

5.1.1 Experimento I – Sorgo cultivado sob diferentes condições de 

adubação e irrigação. 

A população de bactérias diazotróficas encontrada variou entre 35,7 à 91,7 x 

103 UFC por grama de raiz entre os isolados do sorgo. (Tabela 1.) 

Tabela 1. Estimativa das populações de isolados bacterianos potencialmente diazotróficos 

associados ao sorgo (experimento I) pela técnica de número mais provável (NMP) com 

probabilidade de 95%. 

Irrigação + 
Adubação Repetição NMP IC (min) IC (max) 

30% C 
R1 35,7x 103 8,7 205,8 

R2 91,7x 103 28,8 377,3 

100% C 
R1 35,7x 103 8,7 205,8 

R2 91,7x 103 28,8 377,3 

30%S 
 

R1 35,7x 103 8,7 205,8 

R2 91,7x 103 28,8 377,3 

100%S 
 

R1 91,7x 103 28,8 377,3 

R2 35,7x 103 8,7 205,8 

R3 91,7x 103
 28,8 377,3 

(C: com adição de esterco caprino, S: sem adição, 30%: lâmina de 30% 
de irrigação, 100%: lâmina de 100% de irrigação). 

 

Tabela 2. Número de isolados obtidos do sorgo (Sorghum bicolor) BRS Ponta Negra 

cultivados no Campo Experimental da Embrapa Produtos e Mercados, considerados 

positivos para formação de película microaerofílica. 

Tratamento NFb LGI JMV BMGM Total 

30% C 7 2 0 0 9 

100% C 6 0 7 2 15 

30% S 1 2 6 0 9 

100% S 1 0 0 2 3 

Total 15 4 13 4 36 

(30%: lâmina com 30% de irrigação, 100%: lâmina com 
100% de irrigação, S: sem esterco, C: com esterco). 
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Em relação à distribuição das bactérias potencialmente diazotróficas 41,7% 

foram isolados no meio NFb, 11,1% no LGI, 36,11% em JMV e 11,11% no meio 

BMGM (Tabela 2.). 

5.1.2 Experimento II- Sorgo e Milheto cultivado com e sem adubação 

nitrogenada 

Os valores variaram entre 0,057x 104 a 366,17x104 UFC g -1 de amostra 

vegetal do sorgo e de 0,0357 à 91,7x 104  UFC g -1 de amostra vegetal do milheto. 

(Tabelas 3 e 5). 

Tabela 3. Estimativa das populações de isolados bacterianos potencialmente diazotróficos 

associados ao sorgo (experimento II) pela técnica de número mais provável (NMP) com 

probabilidade de 95%. 

Dentre os isolados do sorgo neste experimento, 17,64% das bactérias foram 

isoladas em meio NFb, 11,76% em LGI, 35,29% em meio BMGM e  em JMV (Tabela 

4.). 

Variedade Adubação Nicho Repetição NMP IC (min) IC (max) 

 
Sorgo SF 

150 
 

N+ 
 

Superfície 
da raiz  

R1 9,527x 104 3,75 39,788 
R2 0,37x 104 0,87 2,10 
R3 357,92x 104 8,99 209,57 

Endofítico 
da raiz  

R1 186,97x 104 58,47 775,18 
R2 35,7x 104 8,7 205,8 
R3 12,74x 104 3,75 58,31 

Superfície 
da raiz 

 
R1 3,57x 104 0,87 20,58 

R2 3,57x 104 0,87 20,58 

N- 
 

Superfície 
da raiz  

R1 3,57x 104 0,87 20,58 

R2 357,36x 104 87,09 2060,06 

Endofítico 
da raiz 

R1 3,57x 104 0,87 20,58 
R2 366,17x 104 89,88 58,31 

Endofítico 
do colmo R2 3,57x 104 87 20,58 

Sorgo  
BRS 

Ponta negra 
 

N+ 
 

Superfície 
da raiz R1 360,57x 104 87,87 2078,58 

Endofítico 
da raiz 

R1 357x 104 87 2058 

R2 357x 104 87 2058 
 

N- 
Superfície 

da raiz 
R1 0,057x 104 0,0087 0,2058 

 
Endofítico 
do colmo R1 360,57x 104 87,87 2078,58 

(N+: com adição de nitrogênio, N-: sem adição de nitrogênio).  
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Tabela 4. Número de isolados obtidos do sorgo (Sorghum bicolor) BRS Ponta Negra e SF 

150 cultivados no Campo Experimental de Bebedouro, considerados positivos para 

formação de película microaerofílica. 

Variedade Nicho 
 

Adubação 
NFb LGI BMGM JMV Total Isolados 

BRS Ponta 
Negra 

Raiz S  c/N 2 0 1 2 5 

Colmo  c/N 0 0 0 0 0 

Raiz E  c/N 1 0 2 0 3 

Raiz S  s/N 2 0 1 0 3 

Colmo  s/N 0 0 1 0 1 

Raiz E  s/N 0 0 0 0 0 

SF 150 

Raiz S  c/N 1 0 2 9 12 

Colmo  c/N 0 0 2 0 2 

Raiz E  c/N 2 1 2 7 12 

Raiz S  s/N 0 2 2 0 4 

Colmo  s/N 1 2 0 0 3 

Raiz E  s/N 0 1 5 0 6 

 Total  9 6 18 18 51 

(S: superfície, E: endofítico, s/N: sem nitrogênio, c/N: com nitrogênio) 

 

Tabela 5. Estimativa das populações de isolados bacterianos potencialmente diazotróficos 

associados ao milheto (experimento II) pela técnica de número mais provável (NMP) com 

probabilidade de 95%. 

Adubação Isolamento Repetição NMP IC (min) IC (max) 

N+ 

Superfície 
da raiz 

R1 9,17x 104 2,88 37,73 
R2 0,0357x 104 0,0087 0,2058 
R3 0,357x 104 0,087 2,058 

Endofítico 
da raiz 

 
R1 35,7x 104 8,7 205,8 
R2 917x 104 288 3773 

Endofítico 
do colmo 

 
R1 91,7x 104 28,8 37,73 
R2 357x 104 87 2058 

N- 

Superfície 
da raiz 

 

R1 0,357x 104 0,087 2,058 

R2 0,357x 104 0,087 2,058 

Endofítico 
da raiz  

 
R1 9,17x 104 28,8 37,73 

R2 9,17x 104 28,8 37,73 

R3 357x 104 87 2058 

 
Endofítico 
do colmo 

 
R1 91,7104 28,8 37,73 

R2 3,57x 104 0,87 20,58 

R3 3,57x 104 0,87 20,58 

(N+: com adição de nitrogênio, N-: sem adição de nitrogênio). 
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Em relação à distribuição das bactérias diazotróficas associadas ao milheto 

27,9% foram isoladas no meio NFb, 39,53% no meio LGI, 4,65% em BMGM e 27,9% 

em JMV (Tabela 6.) 

Tabela 6. Número de isolados obtidos do milheto (Penissetum glaucum) BRS 1501 cultivado 

no Campo Experimental de Bebedouro, considerados positivos para formação de película 

microaerofílica. 

Tratamento Adubação NFB LGI BMGM JMV Total  

Raiz S c/N 1 5 2 2 10 

Colmo c/N 3 2 0 0 5 

Raiz E c/N 2 2 0 1 5 

Raiz S s/N 0 2 0 1 3 

Colmo s/N 0 1 0 3 4 

Raiz E s/N 6 5 0 5 16 

Total  12 17 2 12 43 

(S: superfície, E: endofítico) 

São escassos os relatos sobre a quantificação e caracterização de bactérias 

diazotróficas associadas ao sorgo e ao milheto sendo mais comumente relatada a 

eficiência de bactérias diazotróficas isoladas de plantas como milho, arroz e trigo 

(KUSS et al., 2007; BERGAMASCHI, 2007; SALAMONE et al., 2012; ABD-ALLA et 

al., 2013; JI et al., 2014). 

A densidade total de bactérias potencialmente diazotróficas observada no 

experimento I demonstrou um equilíbrio entre os tratamentos de adubação com 

esterco e irrigação. Levando em consideração o número de repetições e de isolados 

considerados positivos após a purificação, foram obtidos mais isolados das amostras 

do sorgo cultivado na área com a lâmina de 100% da irrigação necessária e com 

adubação orgânica com esterco caprino. Segundo Kipe-Nolt et al. (1985) os 

genótipos de sorgo tem mostrado diferentes níveis de atividade enzimática da 

nitrogenase dos isolados associados, sendo influenciada por diferentes fatores 

bióticos e abióticos que são diretamente relacionados à composição e liberação dos 

exsudatos radiculares pelas plantas, que determinam as interações e o 

estabelecimento de micro-organismos promotores de crescimento. 

No presente trabalho a maior disponibilidade de água pode ter favorecido a 

liberação de exsudatos radiculares, permitindo assim uma maior colonização por 

micro-organismos no tratamento com adubação orgânica. Porém, o sorgo é uma 
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cultura adaptada a condições de baixa disponibilidade hídrica e outras condições 

desfavoráveis, desse modo as bactérias promotoras de crescimento vegetal auxiliam 

suprindo as necessidades nutricionais para a resistência da cultura (SUTKA et al., 

2016) o que justifica o número de isolados diazotróficos também obtidos dos 

tratamentos com baixa disponibilidade hídrica com ou sem adubação com esterco. 

Em relação aos genótipos avaliados no experimento II foi observado que dos 

94 isolados, 43 foram provenientes do milheto (BRS 1501) e 51 das duas variedades 

de sorgo (SF 150 e BRS Ponta Negra), sendo destacada melhor associação das 

bactérias diazotróficas com o milheto e ainda uma diferença entre as variedades do 

sorgo. Gupta et al. (2013), ao estudar o padrão de colonização de isolados 

bacterianos endofíticos de diferentes partes do milheto e em diferentes estágios do 

crescimento vegetal, encontraram valores totais de 0,2-8,6 × 104 UFC g -1 de peso 

fresco de material vegetal, sendo semelhante aos resultados desse estudo.  

Segundo Doberëiner (1997) o processo de FBN em plantas não leguminosas 

é influenciado pelo genótipo da planta e a competitividade entre micro-organismos 

locais, os fatores abióticos do meio e a interação direta de bactérias e gramíneas 

podem determinar a diversidade de micro-organismos diazotróficos encontrados. 

Além disso, a variedade de exsudatos liberados pelas plantas pode variar entre os 

genótipos influenciando a associação com os micro-organismos (BERGAMASCHI et 

al., 2007). O que pode justificar as diferenças na variação de isolados do sorgo e 

milheto estudadas. 

 Comparando o sucesso de colonização nos diferentes nichos ecológicos, 

observa-se que no milheto a maioria dos isolados foi resultante da raiz das plantas 

cultivadas sem adubação nitrogenada em colonização endofítica, o que sugere a 

maior efetividade das bactérias para suprir, mesmo que parcialmente a demanda de 

N da cultura em solo com deficiência de N (SARATHAMBAL et al., 2015). Além 

disso, as bactérias endofíticas podem ter uma vantagem sobre bactérias 

associativas e rizobactérias já que se estabelecem dentro dos tecidos das plantas 

em nichos menos competitivos com melhores condições de fixação e assimilação do 

N (CARVALHO et al., 2014). 

 Já em relação ao sorgo, o maior número de micro-organismos potencialmente 

diazotróficos foi variável entre os diferentes nichos sendo no sorgo BRS Ponta 
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Negra cultivado com adição de N, a superfície radicular melhor hospedeira para os 

isolados e a colonização endofítica e da superfície das raízes do sorgo SF 150 

sendo equivalentes em número de isolados. 

 O metabolismo das diferentes fontes de carbono, nos diferentes meios de 

cultura utilizados neste estudo, representa um mecanismo de pré-seleção de 

bactérias, pois permite estimar as características das culturas e os grupos isolados 

em comparação com padrões de bactérias diazotróficas já descritas (VIDEIRA et al., 

2007). São comuns relatos de isolamento de bactérias dos gêneros Azospirilum e 

Herbaspirilum em associação com gramíneas forrageiras como Azospirilum 

brasilense e Azospirilum lipoferum isolados com o meio semissólido NFb (REIS 

JÚNIOR et al., 2004; BRASIL et al., 2005), assim como o isolamento de Azospirilum 

amazonense utilizando-se o meio LGI (DÖBEREINER et al., 1995, REIS JÚNIOR et 

al., 2004) e de isolados de Burkholderia (ESTRADA DE LOS SANTOS et al., 2001) 

Enterobacter e Bacillus (FERNANDES-JÚNIOR et al., 2015). Assim, a utilização de 

diferentes meios de cultura é uma estratégia importante que pode nos permitir 

acessar maior diversidade de bactérias com exigências nutricionais distintas. 
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5.2 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR 

5.2.1 Amplificação do gene nifH dos isolados 

 Por meio da amplificação de um fragmento do gene nifH foi observado um 

amplicom de 360 pb em 29 dos 36 isolados do sorgo (experimento I) (Figura 2) e 38 

dos 42 isolados provenientes do milheto (experimento II) (Figura 3), utilizando os 

iniciadores PolF e PolR.  

Figura 2. Amplificação de um fragmento do gene nifH com iniciadores PolF e PolR dos 

isolados do sorgo (experimento I). Isolados de 1 a 36 seguidos de duas bactérias de BR 

3299 (Microvirga vignae) e BR 3262 (Bradyrhizobium pachyrhizi) respectivamente, M= 

marcador 100 pb DNA Ladder. 

 

Figura 3. Amplificação de um fragmento do gene nifH com iniciadores PolF e PolR dos 

isolados do milheto (experimento II). Isolados de 1 a 42 seguidos de duas bactérias de BR 

3299 (Microvirga vignae) e BR 3262 (Bradyrhizobium pachyrhizi) respectivamente, M= 

marcador 100 pb DNA Ladder. 
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 Os resultados pela amplificação do fragmento nos isolados provenientes do 

sorgo (experimento II) utilizando apenas os mesmos iniciadores não foram 

satisfatórios (Figura 4.), pois apenas 16 bactérias apresentaram a amplificação 

positiva de um total de 46 isolados. Contudo foi adotada a estratégia do nested-PCR 

com utilização dos iniciadores nifHfor e nifHrev, sendo observada uma banda menor 

porém, característica em 42 dos 46 isolados (Figura.5). 

Figura 4. Amplificação de um fragmento do gene nifH com iniciadores PolF e PolR dos 

isolados do sorgo (experimento II). Isolados de 1 a 46 seguidos de duas bactérias de BR 

3299 (Microvirga vignae) e BR 3262 (Bradyrhizobium pachyrhizi) respectivamente, M= 

marcador 100 pb DNA Ladder. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Amplificação de um fragmento do gene nifH com iniciadores nifHfor e nifHrev dos 

isolados do sorgo (experimento II). Isolados de 1 a 46 seguidos de duas bactérias de BR 

3299 (Microvirga vignae) e BR 3262 (Bradyrhizobium pachyrhizi) respectivamente, M= 

marcador 100 pb DNA Ladder. 
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 Os isolados considerados positivos pela amplificação do nifH foram 

selecionados para realização das avaliações posteriores com relação aos 

mecanismos de promoção do crescimento vegetal. 

 A amplificação do fragmento do gene nifH foi utilizada como ferramenta de 

seleção para bactérias potencialmente diazotróficas, por considerar os isolados que 

apresentam o amplicom característico com 360pb, sendo positivos quanto ao 

potencial de fixação biológica do nitrogênio. A análise de transcrição de gene nifH 

determina a abundância de bactérias capazes de fixar nitrogênio (SHARMA & 

SINGH, 2017). 

Este método de seleção já é utilizado para determinar o potencial de bactérias 

diazotróficas, como no estudo de FERNANDES-JÚNIOR et al. (2013) ao caracterizar 

bactérias fixadoras de nitrogênio associadas ao arroz silvestre de forma 

complementar a utilização dos meios semissólidos com diferentes fontes de carbono 

para seleção de isolados diazotróficos assim como adotado no presente trabalho e 

bem como em diversos relatos existentes (JHA & KUMAR, 2009; VENIERAKI et al., 

2011; SILVA et al., 2013a; FERRANDO & ESCAVINO, 2015; FELESTRINO et al., 

2017). O nifH também é utilizado para caracterizar comunidades de micro-

organismos diazotróficos diretamente  do solo (SILVA, 2013b). 

Segundo Coelho et al. (2008) o gene nifH que codifica a subunidade da 

proteína de ferro nitrogenase é o gene mais estudado minuciosamente entre os 

genes do nif operon com uma extensa coleção de sequências obtidas de micro-

organismos cultivados a partir de vários ambientes, pode ser utilizado como 

marcador molecular tendo como principal vantagem a forte evidência para o 

potencial de fixação de nitrogênio, sendo relatado boa correlação entre o gene nifH e 

a filogenia do 16s  rRNA para micro-organismos diazotróficos. 

 O gene nifH é frequentemente usado para examinar a fixação de nitrogênio 

em vários ambientes devido a alta conservação entre os procariotos e ser 

largamente correlacionado com 16S rRNA filogeneticamente (BOUFFAUD et al., 

2016). 
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5.2.2 Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA  

Todos os isolados foram submetidos ao sequenciamento a partir da amplificação 

do gene 16S rRNA, e estão apresentados nas tabelas 7, 8 e 9. Aqueles que não 

apresentaram sequências satisfatórias, não puderam ser identificados. 

Tabela 7. Identificação de 20 isolados bacterianos do sorgo (Sorghum bicolor) cultivado sob 

diferentes lâminas de irrigação e adubação orgânica (experimento I) por meio da 

comparação das sequências parciais do gene 16S rRNA com aquelas disponíveis no banco 

de dados EzBiocloud (Yoon et al., 2017). 

Isolado Gênero Similaridade 

Tamanho do 
fragmento 

Número de 
Acesso  

S02 Kosakonia sp. 98.38% 924 pb EF488759 

S03 Kosakonia sp. 99.43% 877 pb AY563134 

S04 Kosakonia sp. 99.46% 934 pb EF488759 

S05 Kosakonia sp. 99.23%  914 pb EF488759 

S06 Kosakonia sp. 99.78%  908 pb EF488759 

S07 Kosakonia sp. 98.78%  924 pb EF488759 

S11 Enterobacter sp. 99.78%  890 pb AB004744 

S12 Klebsiella sp. 99.26%  811 pb AF250285 

S13 Rhizobium sp. 99.88%  852 pb AF531767 

S15 Klebsiella sp. 99.68%  932 pb CP010523 

S16 Burkholderia sp. 92.74%  730 pb CP000086 

S20 Kosakonia sp. 99.68%  939 pb EF488759 

S21 Enterobacter sp. 97.82%  804 pb DQ273688 

S22 Pantoea sp. 99.09%  882 pb DQ504305 

S24 Enterobacter sp. 98.93%  935 pb Z96079 

S27 Pantoea sp. 100%  885 pb DQ504305 

S28 Enterobacter sp. 99.66%  878 pb AB004744 

S29 Enterobacter sp. 99.46  922 pb Z96079 

S30 Klebsiella sp. 99.78%  927 pb AJJI01000018 

S31 Klebsiella sp. 99.89%  938 pb AJJI01000018 

 

Os isolados pertencentes à Kosakonia sp., representaram o grupo dominante 

em colonização no sorgo (experimento I) com sete isolados, dentre os 20 

identificados. As bactérias apresentaram entre 98% e mais de 99% de similaridade 

com as sequências disponíveis no banco de dados EzBiocloud, o segundo grupo 

predominante abrange cinco isolados apresentando entre 97% e mais de 99% de 

similaridade com o gênero Enterobacter, seguido de quatro isolados com mais de 

99% de similaridade com Klebsiella sp., dois isolados com similaridade entre 99% e 



57 

 

100% com Pantoea sp., um isolado com 99% de similaridade com Rhizobium sp. e 

um identificado como Burkholderia sp. com uma afinidade filogenética mais baixa de 

92,73% de similaridade com as sequências depositadas no banco de dados. 

Tabela 8. Identificação de 27 isolados bacterianos do sorgo (Sorghum bicolor) cultivado com 

e sem adição de nitrogênio (experimento II) por meio da comparação das sequências 

parciais do gene 16S rRNA com aquelas disponíveis no banco de dados EzBiocloud (Yoon 

et al., 2017). 

Isolado Gênero  Similaridade 

Tamanho do 
fragmento 

Número de 
Acesso 

SSB449 Sphingomonas sp. 98.01% 854 pb CP006644 

SSB452 Rhizobium sp. 99.58% 963 pb AF531767 

SSB453 Rhizobium sp. 98.69% 989 pb AF531767 

SSB454 Pseudomonas sp. 98.83% 854 pb BBIV01000080 

SSB456 Sphingobium sp. 97.99% 993 pb JH992904 

SSB457 Rhizobium sp. 99.79% 953 pb AF531767 

SSB462 Rhizobium sp. 98.87% 706 pb AM931436 

SSB463 Burkholderia sp. 99.90% 961 pb JX986970 

SSB464 Rhizobium sp. 99.77% 858 pb AF531767 

SSB465 Stenotrophomonas sp. 99.37% 951 pb GQ86217 

SSB466 Chitinophaga sp. 99.46% 932 pb AB078049 

SPB467 Stenotrophomonas sp. 99.23% 970 pb JALV01000036 

SPB470 Flavobacterium sp. 96.43% 896 pb KP711654 

SPB471 Citrobacter sp. 98.14% 807 pb AF025368 

SSB472 Pantoea sp. 97.85% 836 pb DQ504305 

SSB476 Pseudomonas sp. 99.78% 910 pb AB021391 

SSB481 Burkholderia sp. 99.23% 908 pb AB021423 

SSB482 Burkholderia sp. 99.57% 921 pb AB021423 

SSB483 Stenotrophomonas sp. 99.18% 979 pb JALV01000036 

SSB485 Burkholderia sp. 99.22% 774 pb AB021423 

SSB486 Burkholderia sp. 98.48% 984 pb AB021423 

SPB488 Bacillus sp. 99.70% 996 pb AMXN00 

SPB489 Burkholderia sp. 98.59% 990 pb AB021423 

SSB490 Kosakonia sp. 98.21% 896 pb EF488759 

SSB491 Pseudomonas sp. 100% 878 pb AB021391 

SPB492 Rhizobium sp. 97.95% 928 pb AQHN01000056 

SSB493 Kosakonia sp. 99.47% 943 pb EF488759 

1a letra= S: Sorgo 2a letra= S: Sacarino, P: Ponta negra, 3a letra= B: Bebedouro 

 

 Isolados bacterianos fixadores de nitrogênio já foram obtidos previamente das 

raízes do sorgo e milheto apresentando grande diversidade de Enterobacteriaceae 

como Klebisiela pneumoniae, Enterobacter cloacae e Erwinia herbícola, além de 
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Pantoea sp. Pseudomonas sp. e Rhizobium sp. em estudos conduzidos em Minas 

Gerais no Brasil (COELHO et al, 2008) e na Índia (GUPTA et al, 2013). 

Ao analisar os isolados associados ao sorgo do segundo experimento 

observa-se uma maior diversidade em grupos. Embora o isolamento de bactérias 

pertencentes ao gênero Rhizobium seja mais comparado a relação simbiótica 

estabelecida com plantas leguminosas (DOBEREINER, 1997), entre os doze grupos 

identificados, este gênero representou um grupo com maior número de bactérias 

composto por seis isolados que apresentaram entre 97% e 100% de similaridade 

com as sequências disponíveis no banco de dados.  

Os isolados de Rhizobium sp podem favorecer a cultura por mecanismos 

individuais ou associados aos mecanismos de outras estirpes agregadas. Hahn et al. 

(2016) ao avaliarem a inoculação e coinoculação de estirpes de  Rhizobium sp., 

juntamente com um produto comercial contendo Azospirillum brasiliense que é uma 

estirpe indicada a inoculação em gramíneas, observou efeito positivo quanto a 

eficiência na promoção do crescimento de arroz tanto pelos isolados de forma 

individual quanto pela coinoculação.  

O isolamento de Rhizobium sp. no presente trabalho corrobora com diversos 

relatos sobre o isolamento deste gênero também em associação com gramíneas no 

Brasil inclusive na região da Caatinga (PISA et al., 2011; FERNANDES-JÚNIOR et 

al., 2013; ZHANG et al., 2015; ANTUNES, 2016). 
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Tabela 9. Identificação de 24 isolados bacterianos do milheto (Pennisetum glaucum) 

cultivado com e sem adição de nitrogênio (experimento II) por meio da comparação das 

sequências parciais do gene 16S rRNA com aquelas disponíveis no banco de dados 

EzBiocloud (Yoon et al., 2017). 

Isolado Gênero Similaridade 

Tamanho do 
fragmento 

Número de 
Acesso 

M122 Pantoea sp. 98.64% 588 pb DQ504305 

M123 Pantoea sp. 98.34% 879 pb EU216736 

M124 Kosakonia sp. 99.32% 589 pb AY563134 

M126 Kosakonia sp. 98.10% 631 pb EF488759 

M129 Pseudomonas sp. 92.87% 926 pb AB021405 

M131 Pseudomonas sp. 98.42% 824 pb AB021405 

M134 Burkholderia sp. 99.67% 916 pb AB021423 

M135 Burkholderia sp. 99.78% 925 pb AB021423 

M136 Burkholderia sp. 99.56% 912 pb AB021423 

M139 Burkholderia sp. 99.76% 925 pb AB021423 

M140 Kosakonia sp. 99.67% 915 pb EF488759 

M141 Rhizobium sp. 100% 907 pb FJ969841 

M142 Rhizobium sp. 100% 929 pb AF531767 

M144 Enterobacter sp. 99.77% 887 pb AB004744 

M145 Kosakonia sp. 99.24% 924 pb EF488759 

M146 Kosakonia sp. 99.75% 925 pb EF488759 

M147 Kosakonia sp. 99.57% 929 pb EF488759 

M148 Kosakonia sp. 99.36% 939 pb EF488759 

M149 Kosakonia sp. 99.8% 929 pb EF488759 

M150 Kosakonia sp. 98.05% 840 pb EF488759 

M151 Burkholderia sp. 97.41% 773 pb AB021423 

M152 Burkholderia sp. 96.94% 784 pb AB021423 

M154 Rhizobium sp. 98.64% 663 pb JX446583 

M155 Kosakonia sp. 94.21% 587 pb EF488759 

 

A maioria das bactérias pertencentes a Rhizobium sp. foram isoladas na 

superfície rizosférica ou de forma endofítica na raiz do sorgo cultivado sem 

adubação nitrogenada. 

Entre os isolados provenientes do sorgo e do milheto nos dois experimentos, 

grande parte apresentou similaridade com Burkholderia sp., Kosakonia sp., 

Enterobacter sp., Klebsiella sp., Rhizobium sp., Pantoea sp., e Pseudomonas sp., 

sendo os isolados do sorgo (experimento II) o grupo com maior diversidade em  

gêneros pela identificação de Sphingomonas sp., Sphingobium sp., 
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Stenotrophomonas sp., Chitinophaga sp., Flavobacterium sp., Citrobacter sp. e 

Bacillus sp. 

Os grupos identificados no presente trabalho corroboram com alguns dos 

isolados diazotróficos que vem sendo obtidos de forma endofítica das raízes de 

diferentes gramíneas como o sorgo, milheto, arroz, Tripogon spicatus apresentando 

grande diversidade com membros de Klebisiela pneumoniae, Enterobacter cloacae, 

Erwinia herbícola, além de Pantoea sp., Pseudomonas sp., Rhizobium sp., 

Azospirilum sp., Herbaspirillum sp., Gluconacetobacter sp. e Bacillus sp. (COELHO 

et al., 2008; PRAKAMHANG et al., 2009; GUPTA et al., 2013; HAIYAMBO et al., 

2015;  FERNANDES- JÚNIOR et al., 2015).  

A ocorrência de grupos identificados em associação as culturas cultivadas 

nas mesmas condições de outras gramíneas relatadas podem indicar a influência 

das condições ambientais em relação à diversidade de colonização de bactérias 

diazotróficas associativas. Fernandes-Júnior et al. (2015) ao isolarem bactérias 

diazotróficas de Tripogon spicatus na região semiárida do Brasil, caracterizou 

isolados que apresentaram similaridade a Enterobacteriaceae como pertencentes a 

Pantoea sp. e Enterobacter sp., além de isolados de Bacillus sp., 

Strenotrophomonas sp. e Rhizobium sp. assim como foi observado no presente 

estudo pelos isolados das gramíneas sorgo e milheto também cultivados na região 

da Caatinga .  

A variabilidade genética pode ser analisada nas figuras 6 e 7, de acordo com 

a comparação das sequências realizada, entre os grupos mais abundantes 

identificados com aquelas disponíveis no EzBioClound (YOON et al., 2017). 

 

 

 

 

 



61 

 

Figura 6. Árvore filogenética com base nas sequências parciais do gene 16S rRNA dos 

isolados bacterianos do sorgo e do milheto pertencentes a Rhizobium sp. e Burkholderia sp.  

Agrupamento utilizado Neighbour-Joing. Números de Bootstrap (1000 réplicas) superiores a 

50% representados. 

 

Ao analisar a relação filogenética entre as bactérias mais abundantes, 

observa-se que o isolado M154 proveniente do milheto cultivado sem adição de 

nitrogênio, apresentou similaridade a estirpe de Rhizobium orizycola e o isolado S13 

proveniente do sorgo BRS Ponta Negra cultivado em uma lâmina de 100% da 

irrigação com esterco caprino, juntamente com M141 e M142 isolados do milheto 

cultivado com adição de nitrogênio, constituíram um grupo com similaridade a 

estirpe de referência de Rhizobium pusense (Figura 6). 

Foi observada a ocorrência de isolados da mesma espécie colonizando as 

diferentes culturas tanto do sorgo quanto do milheto, sendo o gênero Rhizobium 

relatado dentre as bactérias ambientais pelo seu potencial para promover o 

crescimento de plantas por meio da fixação biológica do nitrogênio e outros 

mecanismos. Zhang et al., (2015) caracterizaram diversas bactérias pertencentes a 

Rhizobium, dentre elas descreveu a espécie de Rhizobium orizycola  isolada do 

 M135 ESA-BRS 1501- c/N

 M136 ESA-BRS 1501- c/N

 M134 ESA-BRS 1501- c/N

 M139 ESA-BRS 1501- c/N

 M152 ESA-BRS 1501- c/N

 Burkholderia caryophylli ATCC 25418(AB021423.1)

 Rhizobium oryzicola ZYY136 (JX446583.2)

 M154 ESA-BRS 1501- s/N

 Rhizobium pusense LMG 25623 (jgi.1102370)

 S13 EPM- BRS PN-c/esterco-100

 M141 ESA-BRS 1501- c/N

 M142 ESA-BRS 1501- c/N
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arroz, destacando o potencial de isolados desta nova espécie quanto a capacidade 

para promover o crescimento vegetal de gramíneas. 

Panday et al. (2011) ao isolar diferentes estirpes de Rhizobium sp. a partir do 

solo rizosférico, caracterizou estas bactérias quanto ao potencial de nodulação, 

desse modo descreveu a espécie Rhizobium pusense como uma nova espécie entre 

isolados de Rhizobium sp. que não apresentam a capacidade de nodular e podem 

se associar a plantas não leguminosas como no presente estudo. 

Os isolados M134, M135, M136, M139 e M152 provenientes do milheto 

cultivado com adição de nitrogênio, foram agrupados pela relação filogenética com a 

estirpe de referência de Burkholderia caryophylli.  O gênero Burkholderia é 

constituído de diversas espécies de bactérias provenientes de diferentes ambientes, 

incluindo animais, humanos, plantas, sedimentos, rios e solo (AIZAWA et al., 2011).  

Recentemente foi proposta a divisão taxonômica do gênero Burkholderia, e a 

partir dessa nova divisão as estirpes de bactérias humanas são agrupadas dentro do 

mesmo gênero e as bactérias de fontes ambientais reclassificadas em um novo 

gênero (SAWANA et al., 2014). Estirpes pertencentes à Burkholderia caryophylli 

estão sendo classificadas a partir deste novo posicionamento taxonômico dentro do 

novo gênero Paraburkholderia.  Estão presentes no grupo de bactérias ambientais 

não patogênicas 20 espécies capazes de fixar nitrogênio atmosférico através da 

relação simbiótica com plantas leguminosas e formação de nódulos ou de forma 

endofítica em associação com plantas não leguminosas (ANGUS et al., 2014; SILVA 

et al., 2016).  
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Figura 7. Árvore filogenética com base nas sequências parciais do gene 16S rRNA dos 

isolados bacterianos do sorgo e do milheto pertencentes a Enterobacteriaceae. 

Agrupamento utilizado Neighbour-Joing Números de Bootstrap (1000 réplicas) superiores a 

50% representados. 
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 S7- EPM- BRS PN - c/esterco-30

 S6- EPM- BRS PN - c/esterco-30

 S05- EPM- BRS PN - c/esterco-30

 S04- EPM- BRS PN - c/esterco-30

 S3-EPM BRS PN - c/esterco-30

 S2  EPM- BRS PN-s/esterco-30

 Kosakonia oryzae Ola 51 (EF488759)

 Klebsiella singaporensis LX3 (AF250285)

 S31- EPM-BRS PN-c/esterco-100

 S30 EPM-BRS PN-c/esterco-100

 S15- EPM-BRS PN-c/esterco-100

 S12-EPM-BRS PN-c/esterco-100

 Enterobacter dissolvens LMG 2683 (Z96079)

 S24 - EPM-BRS PN-s/esterco-30

 S29- EPM-BRS PN-c/esterco-100

 Enterobacter sp. YIM Hb-3 (KP990658)

 M144-ESA BRS 1501-s/N

 S11- EPM-BRS PN-c/esterco-100

 S28 EPM-BRS PN-c/esterco-100

 Pantoea dispersa LMG2603(DQ504305)

 S27- EPM-BRS PN-c/esterco-100

 S21 EPM-BRS PN-s/esterco-30
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Em relação ao agrupamento de isolados de Enterobacteriaceae são 

destacadas bactérias que apresentaram similaridade a Kosakonia oryzae, sendo 

estas isoladas do milheto tanto do cultivo com ou sem adição de nitrogênio, além de 

isolados do sorgo cultivado em lâminas de 30% da irrigação com ou sem esterco.  A 

relação filogenética entre os grupos de Enterobacteriaceae foi reclassificada sendo 

Kosakonia um dos novos gêneros que agrupam bactérias antes classificadas a 

Enterobacter (BRADY et al., 2013; CHEN et al., 2014; KÄMPFER et al., 2016).  

O gênero Enterobacter foi reclassificado sendo transferidas onze espécies 

para Cronobacter e três novos gêneros Lelliottia, Pluralibacter e Kosakonia. Dentre 

as espécies agrupadas no gênero Kosakonia são destacados relatos dessas 

bactérias colonizando gramíneas de forma endofítica e do potencial para a 

promoção do crescimento vegetal por diferentes mecanismos como a fixação de 

nitrogênio (CHEN et al., 2014; KÄMPFER et al., 2016).  

Kosakonia oryzae tem sido associada ao arroz apresentando propriedades 

promotoras do crescimento de plantas, principalmente pela fixação do nitrogênio 

atmosférico (MENG et al., 2015).  

Um grupo de isolados do sorgo BRS Ponta Negra cultivado em lâmina de 

100% da demanda hídrica foram agrupados a estirpe tipo de Klebsiella 

singaporensis; embora K. singaporensis tenha sido descrita pela identificação e 

caracterização de isolados bacterianos do solo (LI et al., 2004). Dentre as espécies 

constituintes de Klebsiella são escassos relatos de associação com diferentes 

plantas, sendo diferentes espécies desse gênero comumente relacionadas a 

patógenos humanos (BRISSE et al., 2014), ou espécies ambientais atuando na 

fitorremediação pela acumulação de metais em solos contaminados (BOECHAT et 

al., 2016) e na tolerância a salinidade em plantas por meio de mecanismo de 

promoção do crescimento (SHARMA et al., 2016).  

Demais isolados do sorgo apresentaram similaridade a Pantoea dispersa, e a 

Enterobacter sp. ou Enterobacter dissolvens. O gênero Enterobacter abrange uma 

vasta gama de bactérias colonizando diferentes ambientes, como a rizosfera, 

plantas, animais e humanos. Algumas espécies são promotoras de crescimento 

vegetal por meio dos diferentes mecanismos diretos e indiretos (RAMESH et al., 

2014). Estes gêneros de bactérias são relatados em associação com plantas não 
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leguminosas, como os isolados de Enterobacter sp. e Pantoea sp. associados a 

espécies vegetais da Caatinga (FERNANDES-JÚNIOR et al.,2015; ANTUNES, 

2016). 

Figura 8. Diversidade de isolados associados representados pelos diagramas de Venn. 

Fonte: Jéssica Fernanda da Silva. 

 

Em relação à dominância dos grupos isolados nos diferentes nichos, são 

observados (Figura 8) isolados pertencentes à Burkholderia sp. constituindo um 

grupo comum de bactérias associativas, obtidas do sorgo em ambos os 

experimentos e variedades e do milheto no experimento II. Pertencentes a 

Kosakonia sp., Pantoea sp., e Rhizobium sp. também foram grupos considerados 

frequentes não sendo identificados estes gêneros apenas entre os isolados do sorgo 

variedade Ponta Negra no segundo experimento. 

Uma avaliação do diagrama de Venn nos permite analisar que alguns gêneros 

bacterianos foram identificados de forma exclusiva a algumas culturas avaliadas. O 

milheto apresentou isolados pertencentes à Enterobacter sp. e Pseudomonas sp. 

como grupos em comum com o sorgo cultivado no campo experimental da Embrapa 

Produtos e Mercados EPM (Experimento I) e o sorgo cultivado no campo 

 

 
 Figura A 
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experimental da Embrapa Semiárido ESA 150 (Experimento II) respectivamente. 

Não foram observados grupos de isolados em associação exclusiva a esta cultura. 

Klebsiella sp. foi o único gênero exclusivamente encontrado associado ao 

sorgo EPM (experimento I). As variedades de sorgo cultivadas na Embrapa 

Semiárido (Experimento II) apresentaram o maior número de grupos únicos isolados, 

em comparação com as demais culturas estudadas, apresentando maior diversidade 

de isolados. Embora doze grupos tenham sido identificados, apenas os gêneros 

Stenotrophomonas foi comum as duas variedades. Antunes (2016) também ao isolar 

e caracterizar bactérias promotoras de crescimento em associação com diferentes 

plantas forrageiras cultivadas na mesma região da Caatinga encontrou pertencentes 

à Stenotrophomonas sp. entre os isolados da variedade de sorgo BRS Ponta Negra. 

 
O sorgo SF 150 foi a variedade com maior predominância de grupos isolados 

quando comparado com a BRS Ponta Negra. Esse resultado indica que variedades 

com aplicações agronômicas distintas, como é o exemplo do sorgo forrageiro BRS 

Ponta Negra, e do sorgo sacarino SF 150, podem se associar a diferentes grupos 

bacterianos. 

Mareque et al. (2015) ao isolar e caracterizar bactérias endofíticas associadas 

ao sorgo, identificaram entre a diversidade de isolados, alguns pertencentes a 

Alphaproteobacteria com bactérias do gênero Rhizobium, Gammaproteobacteria 

incluindo Enterobacter e Pantoea,  Firmicutes com isolados de Bacillus, assim como 

no presente estudo, além de isolados relacionados a Actinobacteria e Bacterioidetes 

com gêneros que não foram identificados neste trabalho. 

Dentre as bactérias aqui identificadas, sete isolados representam o grupo 

dominante em colonização sendo pertencentes ao gênero Kosakonia e grande parte 

provenientes dos tratamentos com plantas do milheto sem adubação nitrogenada ou 

sorgo cultivado com adubação orgânica e submetido à restrição hídrica com 

irrigação de 30% da demanda da cultura.  

A diversidade de bactérias diazotróficas pode ser influenciada pela variedade 

de exsudatos que podem ser liberados entre as culturas ou pelo genótipo da planta 

que acabam influenciando a associação com os micro-organismos (BERGAMASCHI 

et al, 2007). Sorghum bicolor é descrito como um hospedeiro com grande 
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diversidade de bactérias associativas, pertencentes a Pseudomonas sp. 

Stenotrophomonas sp., e Bacillus sp. (HAIYAMBO et al., 2015), grupos que foram 

identificados também nesse estudo. Foi relatado, também, variação entre os nichos 

de isolamento com isolados do gênero Sphingobium dominante ao tecido radicular 

do sorgo (MAROPOLA et al., 2015), como observado no presente trabalho.  

Dentre os grupos dominantes aos isolados do milheto foi observada maior 

predominância do gênero Kosakonia, apresentando cerca de 99% de similaridade 

com as sequências depositadas no EzBiocloud (YOON et al., 2017) entre sete dos 

dez isolados, seguido de Burkholderia sp. com 99% de similaridade em quatro dos 

seis isolados considerados pertencentes a esse gênero. Em relação ao nicho, 

grande parte das bactérias pertencentes a Kosakonia sp. são endofíticas da raiz e 

as Burkholderia sp. isoladas na superfície da raiz do milheto. 

Entre os diferentes grupos taxonômicos são relatados os mais favoráveis à 

colonização e promoção do crescimento de plantas. A dominância de colonização. 

de Pseudomonas sp. já foi relatada em vários estágios do crescimento do milheto 

(GUPTA et al., 2013). A eficiência de colonização deste gênero também pode estar 

relacionada às formas estratégicas desenvolvidas para suprir a necessidade 

nutricional do vegetal, já que no presente estudo este grupo de bactérias foi 

identificado em associação com plantas do milheto cultivadas sem adição de 

nitrogênio. 
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5.2.3 Amplificação dos genes rpoB, recA, atpD, glnII e da região ITS 

A amplificação do gene rpoB apresentou um polimorfismo inesperado, com 

agrupamento de isolados de diferentes gêneros por padrões específicos fato que 

poderia permitir utilizar esse fragmento como uma nova ferramenta molecular para o 

agrupamento de bactérias associativas, para isso foi realizada a amplificação dos 

demais genes constitutivos e da região ITS que já é aplicada para este fim.  

Os isolados identificados a partir do sequenciamento do fragmento do gene 

16s rRNA tiveram seu posicionamento taxonômico determinado quando comparadas 

as sequências com as disponíveis no EzBiocloud. As sequências com melhor 

identidade foram utilizadas para a construção da arvore filogenética apresentada na 

Figura 9. 

Foi observado um padrão polimórfico característico pela amplificação do RISA 

entre os grupos avaliados, tornando possível agrupá-los pelos diferentes padrões 

obtidos correspondentes a cada gênero (Figura 10). Analisando a amplificação com 

os iniciadores para os genes glnII, recA e atpD não foi possível fazer essa 

determinação tão concisa como pelo método RISA, pois os tamanhos dos 

fragmentos foram semelhantes entre todos os isolados, não apresentando 

polimorfismo considerável para agrupamento e seleção dos grupos de bactérias. 

Porém, o padrão de amplificação com iniciadores para o gene rpoB apresentou 

polimorfismo correspondente ao que foi observado pelo RISA agrupando os 

diferentes grupos com os diferentes padrões obtidos e pode ser observado na figura 

11. 

Não há relatos que abordem este polimorfismo do gene rpoB para o 

agrupamento de bactérias associativas, sendo descrito mais comumente análises 

dos fragmentos de amplificação deste gene com restrição por enzimas, avaliando os 

perfis obtidos. Além do sequenciamento desse gene para determinação taxonômica 

de isolados que também é aplicado para os demais genes estudados (ASERSE et 

al., 2013; HADIFAR et al., 2015). 
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Figura 9. Padrões polimórficos entre os diferentes grupos taxonômicos identificados. 

 

 

 

Figura 10. Padrão polimórfico de amplificação dos isolados pelo método RISA 
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Figura 11. Padrão polimórfico de amplificação dos isolados com iniciadores do gene rpoB. 

 

Embora a aplicação do método RISA seja favorecido pela alta similaridade 

entre os isolados agrupados, estudos recentes abordam que o RISA pode não 

seguir perfeitamente o ritmo evolutivo, exibindo variações intra-estirpes ou intra-

espécies em uma ampla variedade de organismos (CHEN et al., 2016b) O 

polimorfismo do rpoB pode ser mais vantajoso em relação ao RISA pelo fato do 

fragmento amplificado ser um gene constitutivo e não um espaço intergênico 

podendo se manter mais conservado e ser mais representativo. 
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5.3 Avaliação dos mecanismos de promoção do crescimento vegetal 

5.3.1 Produção de compostos indólicos “in vitro” 

Tabela 10. Produção de compostos indólicos na presença e ausência de L-triptofano (µg 

mL-¹) por bactérias diazotróficas isoladas do  sorgo cultivado com e sem restrição hídrica e 

adubação orgânica (experimento I). 

Isolado Gênero 
Adubação 
orgânica 

Irrigação Indol c/L-
triptofano 

Indol s/L-
triptofano 

S01 NI     s/E 30% 110,0b
 91,2b

 

S02 Kosakonia sp. c/E 30% 158,5a
 90,2b

 

S03 Kosakonia sp. c/E 30% 112,1b
 106,2b

 

S04 Kosakonia sp. c/E 30% 143,5a
 130,0a

 

S05 Kosakonia sp. c/E 30% 75,7b
 77,6b

 

S06 Kosakonia sp. c/E 30% 92,6b
 93,3b

 

S07 Kosakonia sp. c/E 30% 113,3b
 93,5b

 

S08 NI c/E 30% 126,9b
 108,8b

 

S11 Enterobacter sp. c/E 100% 94,0b
 136,9a

 

S12 Klebsiella sp. c/E 100% 129,5b
 128,5a

 

S13 Rhizobium sp. c/E 100% 126,6b
 138,5a

 

S15 Klebsiella sp. c/E 100% 192,8a
 207,6a

 

S16 Burkholderia sp. s/E 100% 71,2b
 113,3b

 

S18 NI c/E 30% 98,5b
 124,5b

 

S19 NI c/E 30% 79,0b
 141,6a

 

S20 Kosakonia sp. s/E 30% 90,0b
 89,5b

 

S21 Enterobacter sp. s/E 30% 83,5b
 85,7b

 

S22 Pantoea sp. s/E 30% 80,7b
 84,7b

 

S23 NI s/E 30% 122,8b
 105,2b

 

S24 Enterobacter sp. s/E 30% 140,9a
 78,3b

 

S25 NI s/E 30% 100,4b
 93,5b

 

S26    NI    c/E 100% 113,5b
 97,8b

 

S27 Pantoea sp. c/E 100% 111,4b
 88,8b

 

S28 Enterobacter sp. c/E 100% 106,4b
 103,3b

 

S29 Enterobacter sp. c/E 100% 186,6a
 99,5b

 

S30 Klebsiella sp. c/E 100% 109,5b
 146,4a

 

S31 Klebsiella sp. c/E 100% 102,6b
 120,4b

 

S33 NI c/E 100% 180,5a
 140,7a

 

S35 NI c/E 100% 123,1b
 158,8a

 

      

Ab V5 Azospirillum brasilense 138,92a
 112,14b

 

Letras minúsculas compara entre isolados com ou sem try, letras iguais não diferem pelo 

teste de Skott-Knott a 5% (p<0,05) (NI: não identificado).  



72 

 

Tabela 11. Produção de compostos indólicos na presença e ausência de L-triptofano (µg 
mL-¹) por bactérias diazotróficas isoladas do  milheto cultivado com e sem adubação 
nitrogenada (experimento II). 

Isolado Gênero Nicho 
Adubação 

Nitrogenada 
Indol c/L 
triptofano 

Indol s/L-
triptofano 

M122 Pantoea sp. raiz S c/ N 166,40c 252,60b 

M123 Pantoea sp. raiz E c/ N 144,74c 360,93a 

M124 Kosakonia sp. raiz E c/ N 84,50c 164,50c 

M126 Kosakonia sp. Colmo c/ N 385,93a 81,88c 

M127 NI Colmo c/ N 159,50c 235,45b 

M128 NI raiz E s/N 300,21b 197,83b 

M129 Pseudomonas sp. raiz E s/N 113,55c 383,79a 

M130 NI raiz E s/N 135,69c 226,17b 

M131 Pseudomonas sp. raiz E s/N 124,74c 299,02a 

M133 NI raiz E s/N 127,60c 359,74a 

M134 Burkholderia sp. raiz S c/N 97,12c 128,07c 

M135 Burkholderia sp. raiz S c/N 146,40c 263,79b 

M136 Burkholderia sp. raiz S c/N 282,60b 361,40a 

M138 NI raiz (S c/N 161,88c 216,64b 

M139 Burkholderia sp. raiz E c/N 170,21c 296,88a 

M140 Kosakonia sp. raiz E c/N 156,40c 120,21c 

M141 Rhizobium sp. Colmo c/N 121,64c 379,26a 

M142 Rhizobium sp. Colmo c/N 137,36c 312,12a 

M143 NI raiz S s/N 125,69c 349,02a 

M144 Enterobacter sp. raiz S s/N 290,45b 318,55a 

M146 Kosakonia sp. raiz E s/N 224,26b 219,50b 

M148 Kosakonia sp. raiz E s/N 148,79c 221,64b 

M149 Kosakonia sp. raiz E s/N 95,69c 279,74a 

M150 Kosakonia sp. Colmo s/N 349,74a 337,83a 

M151 Burkholderia sp. raiz S c/ N 413,79a 203,55b 

M152 Burkholderia sp. raiz S c/ N 505,45a 61,64c 

M154 Rhizobium sp. raiz S s/N 304,26b 135,69c 

M155 Kosakonia sp. raiz E s/N 71,17c 93,07c 

M156 NI raiz E s/N 297,12b 235,45b 

M157 NI raiz E s/N 70,69c 98,55c 

M158 NI raiz E s/N 244,50b 218,79b 

M159 NI raiz E s/N 215,21b 223,55b 

M160 NI Colmo s/N 250,93b 207,83b 

M161 NI Colmo s/N 267,12b 150,21c 

M162 NI Colmo s/N 213,31b 136,17c 

M163 NI raiz S c/ N 349,74a 159,98c 

M164 NI raiz S c/ N 425,21a 93,55c 

      Ab-V5          Azospirillum brasiliense 

 
278,31b 235,21b 

Letras minúsculas compara entre isolados com ou sem try, letras iguais não diferem pelo 
teste de Skott-Knott a 5% (p<0,05) (raiz E: isolados endofíticos da raiz, raiz S= isolados da 

superfície da raiz, NI: não identificado).  
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Todos os isolados analisados produziram compostos indólicos em alguma 

quantidade quando submetidos às condições de crescimento com ou sem a 

suplementação do meio de cultura com L- triptofano. Os resultados das avaliações 

estão apresentados nas tabelas 10 para isolados do sorgo (experimento I), 11 e 12 

para isolados do milheto e sorgo (experimento II) respectivamente.  As 

concentrações de compostos indólicos foram obtidas a partir da equação y = 

0,0014x + 0,0027 (R² = 0,9871) determinada por meio de quantidades conhecidas 

de AIA sintético. 

A produção de compostos indólicos pelas bactérias isoladas do sorgo 

(experimento I) no ensaio com adição do precursor triptofano, apresentou valores 

que variaram entre 71,2 µg mL-¹ e 192,8 µg mL-¹ para os isolados S16 e S15 

respectivamente. Os isolados considerados mais promissores foram S 2, S 4, S15, 

S24, S 29, S33 com uma produção estatisticamente igual a estirpe de referência Ab-

V5 que produziu 138,92 µg mL-¹ 

Os valores de compostos indólicos com triptofano variaram de 70,69 µg mL-1  

à 505,45 µg mL-1  entre os isolados M157 e M152 respectivamente provenientes do 

milheto.   Sendo observada a melhor produção de compostos indólicos por alguns 

isolados considerados mais promissores quando comparados com a estirpe de 

referência que produziu 278,31 µg mL-1, apresentando valores superiores entre os 

isolados tais como M126, M150, M151, M152, M163, M164. 

Os valores de compostos indólicos com triptofano entre os isolados do sorgo 

(experimento II) variaram de 60,93 à 254,74 µg mL-1 entre os isolados SSB450 e 

SSB476 respectivamente, embora todos os isolados tenham produzido valores 

significativos de compostos indólicos estes não foram superiores a produção 

observada entre os isolados do milheto, indicando que a eficiência da síntese dos 

compostos pode estar relacionada à planta hospedeira. Os isolados mais efetivos 

quanto à produção dos compostos indólicos apresentaram valores considerados 

iguais aos da estirpe de referência e estes representam 50% dos 42 isolados 

avaliados.   
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Tabela 12. Produção de compostos indólicos na presença e ausência de L-triptofano (µg 
mL-¹)  por bactérias diazotróficas isoladas de duas variedades de  sorgo cultivado com e 
sem adubação nitrogenada.  

Isolado 
Gênero 

Nicho 
Adubação 

nitrogenada 

Indol c/L 
triptofano 

Indol s/L-
triptofano 

SSB445 NI raiz S c/N 144,98ª 97,83c
 

SSB446 NI raiz E c/N 105,45b
 176,40b

 

SSB447 NI raiz E c/N 81,40b
 91,17c

 

SSB448 NI Colmo s/N 134,50ª 122,12c
 

SSB449 Sphingomonas sp. raiz S c/N 110,93b
 208,31b

 

SSB450 NI raiz S c/N 60,93b
 83,07c

 

SSB452 Rhizobium sp. raiz S s/N 70,93b
 95,21c

 

SSB453 Rhizobium sp. raiz S s/N 115,45b
 122,83c

 

SSB454 Pseudomonas sp. raiz S c/N 165,21ª 114,50c
 

SSB456 Sphingobium sp. raiz E c/N 83,07b
 100,45c

 

SSB457 Rhizobium sp. raiz E c/N 100,93b
 111,88c

 

SSB459 NI Colmo c/N 161,17ª 214,74b
 

SSB462 Rhizobium sp. raiz E s/N 153,79ª 244,98b
 

SSB463 Burkholderia sp. raiz E s/N 119,26ª 360,45ª 

SSB464 Rhizobium sp. raiz E  s/N 127,60ª 73,07c
 

SSB465 Stenotrophomonas sp. raiz E s/N 170,93ª 302,60ª 

SSB466 Chitinophaga sp. raiz E s/N 109,98b
 82,83c

 

SPB467 Stenotrophomonas sp. raiz E c/N 113,07b
 101,88c

 

SPB468 NI raiz E c/N 128,79ª 74,50c
 

SPB470 Flavobacterium sp. raiz E s/N 130,69ª 64,50c
 

SPB471 Citrobacter sp. raiz S c/N 76,64b
 60,69c

 

SSB472 Pantoea sp. raiz S c/N 94,50b
 89,26c

 

SSB473 NI raiz S c/N 104,02b
 82,60c

 

SSB474 NI raiz S c/N 113,31b
 93,31c

 

SSB476 Pseudomonas sp. raiz S c/N 254,74ª 201,88b
 

SSB477 NI raiz S c/N 82,60b
 54,02c

 

SSB478 NI raiz S c/N 76,64b
 52,60c

 

SSB479 NI raiz S c/N 138,79ª 69,98c
 

SSB480 NI raiz S c/N 180,45ª 97,83c
 

SSB481 Burkholderia sp. raiz E c/N 135,69ª 112,60c
 

SSB482 Burkholderia sp. raiz E c/N 99,02b
 84,02c

 

SSB483 Stenotrophomonas sp. raiz E c/N 118,55ª 86,64c
 

SSB484 NI raiz E c/N 106,64b
 99,74c

 

SSB485 Burkholderia sp. raiz E c/N 133,79ª 107,83c
 

SSB486 Burkholderia sp. raiz E c/N 130,21ª 100,93c
 

SSB487 NI raiz E c/N 125,21ª 74,50c
 

SPB488 Bacillus sp. raiz S c/N 120,93ª 77,36c
 

SPB489 Burkholderia sp. raiz S c/N 143,55ª 88,07c
 

SSB492 Kosakonia sp. raiz S s/N 93,79b
 222,83b

 

SSB493 Pseudomonas sp. raiz E s/N 132,12ª 115,21c
 

SSB494 Rhizobium sp. Colmo s/N 93,31b
 95,69c
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SSB495 Kosakonia sp. Colmo s/N 85,21b
 99,98c

 

Ab V5  Azospirillum brasiliense  135,93a
 111,17c

 

 
Letras minúsculas compara entre isolados, letras iguais não diferem pelo teste de Skott-
Knott a 5% (p<0,05). (raiz E: isolados endofíticos da raiz, raiz S: isolados da superfície da 
raiz, SS: sorgo Sacarino SF150, SP: Sorgo Ponta Negra, B: Bebedouro, NI: não 
identificado).  
 

A produção de compostos indólicos foi analisada em meio com e sem a 

suplementação com L-triptofano, embora melhores resultados tenham sido 

observados na presença do precursor, o que demonstra a elevada capacidade das 

bactérias em produzir indóis pela via metabólica dependente do triptofano, que é a 

rota metabólica mais bem entendida na síntese de auxinas (ABD-ALLA et al., 2013).

 É possível observar um alto índice de produção de compostos indólicos entre 

os isolados provenientes do milheto também submetidos ao ensaio em cultivo sem 

suplementação do meio com L-triptofano. Dentre eles é possível ressaltar a 

eficiência do isolado M150 pertencente ao gênero Kosakonia que produziu valores 

superiores à estirpe de referência nas duas condições testadas. Entre os isolados do 

sorgo (experimento I) também foi observado um alto índice de produção de 

compostos indólicos pelo cultivo sem L-triptofano. Além disso, apenas nessa 

condição avaliada vários isolados foram superiores a estirpe de referência. 

Segundo Khamna et al. (2010), os altos níveis de triptofano presentes no 

exsudatos radiculares das plantas influenciam diretamente a biossíntese de AIA de 

micro-organismos isolados a partir de suas rizosferas. Os índices de produção de 

compostos indólicos pelos isolados do sorgo demonstraram resultados superiores 

com suplementação do meio de cultura com L-triptofano, corroborando com diversos 

relatos da literatura. Os compostos indólicos podem ser sintetizados pelos micro-

organismos em diferentes rotas metabólicas, podendo ser pela via dependente do 

triptofano como precursor ou pela via independente com diferentes precursores 

como o indol-3-glicerol fosfato em rotas metabólicas pouco conhecidas.  

Além disso, embora o AIA seja a principal auxina sintetizada e de maior 

importância para o crescimento vegetal, outros compostos intermediários indólicos 

podem ser produzidos e a análise apenas quantitativa não diferencia os compostos 

biossintetizados, este fato pode justificar os valores significativos observados pelos 

isolados que apresentaram maior eficiência na ausência de triptofano como os 
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valores produzidos pelos isolados do sorgo, considerados superiores à estirpe de 

referência (MANO & NEMOTO, 2012; SZKOP & BIELAWSKI; 2013).  

As concentrações de compostos indólicos associadas à biossíntese dos 

isolados no presente estudo foram muito superiores a relatos descritos na literatura. 

Bergamaschi et al. (2007) ao avaliarem a quantificação de AIA das bactérias 

isoladas do sorgo forrageiro encontraram valores de 0,70 µg /mg  a 10,70 µg /mg. 

Abd-Alla et al. (2013) ao avaliarem a produção de AIA por Streptomyces sp. 

associados a cultura de gramíneas relatam índices de produção dos isolados que 

variaram entre 3 à 22,5 µg mL-1 e Ji  et al. (2014) ao caracterizarem isolados 

endofíticos de várias partes  do arroz descrevem a maior atividade de produção de 

auxina variando entre 11 à 24,6 µg mL-1.  

Comparando a eficiência de produção entre isolados provenientes do cultivo 

com e sem adição de N observa-se que os isolados que mais produziram compostos 

indólicos com triptofano foram provenientes do isolamento de plantas de milheto 

cultivadas com adubação nitrogenada, porém destaca-se que a maioria dos isolados 

do cultivo sem adição de N apresentaram valores de produção de compostos 

indólicos superiores a estirpe controle.  

Já os isolados das variedades de sorgo que apresentaram melhores 

resultados foram provenientes de plantas cultivadas sem adição de N nas duas 

condições do ensaio. Segundo Mano & Nemoto (2012), apesar de espécies vegetais 

serem diferentes, estas apresentam estratégias únicas e modificações para otimizar 

suas vias metabólicas, compartilhando mecanismos fundamentais que foram 

conservados evolutivamente para a biossíntese de auxina AIA por ser um elemento 

fundamental no ciclo de vida vegetal.  

Avaliando os isolados mais eficientes destaca-se grupos pertencentes aos 

gêneros Kosakonia, Burkholderia, Enterobacter e Rhizobium. Diversos estudos 

apontam Burkholderia sp. como promotora no crescimento de plantas tanto em 

associações rizosféricas como endofíticas, sendo relatada a eficiência de produção 

de hormônios na presença de triptofano (NAVEED et al., 2015). 

A biossíntese de auxinas por micro-organismos associados a gramíneas 

como o sorgo e milheto tem sido pouco relatada, e os altos níveis de quantificação 
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dos compostos indólicos induzidos pelas diferentes vias dependente e independente 

do triptofano, no presente trabalho podem indicar estas culturas como boas 

hospedeiras propicias de bactérias promotoras de crescimento vegetal, destacando-

se que o AIA é um importante fitormônio que auxilia o crescimento radicular, 

aumentando o metabolismo da raiz e absorção de água sendo uma alternativa para 

o favorecimento da produção agrícola no semiárido. 

 5.3.2 Solubilização de Tri-fosfato de Cálcio 

Ao analisar a capacidade de solubilização de tri-fosfato de cálcio pelos 

isolados, 24 bactérias apresentaram essa característica com a formação do halo 

transparente em diferentes diâmetros observados ao redor da colônia.   

Tabela 13. Índice de solubilização de fosfato Tri-cálcio calculado pela razão entre o diâmetro 

do halo/diâmetro da colônia dos isolados associativos ao sorgo e ao milheto. 

  

 

Dentre os isolados que mais se destacaram, cinco foram provenientes do 

isolamento do sorgo (experimento I), com índice de solubilização (IS) entre 3,5 e 4,0 

em oito isolados do sorgo (experimento II) com IS entre 1,3 e 7,7 e o maior número 

de isolados capazes de solubilizar fosfato tri-cálcio estavam entre as bactérias 

obtidas do milheto com IS entre 3,1 e 5,8. Todos os isolados foram considerados 

superiores a estirpe de referência Ab-V5 que apresentou IS de 1,1.  

Os resultados foram superiores aos encontrados por Venieraki et al. (2011) 

que ao caracterizarem isolados associativos a gramíneas  relataram índices de 

solubilização entre 1,7 e 4,7. 

Sorgo (Exp.I) Sorgo (Exp.II) Milheto (Exp.II) 
Isolado IS Isolado IS Isolado IS 

S6 4,0ª S448 7,7a
 M123 5,8ª 

S12 3,1ª S453 1,4d
 M124 5,5ª 

S28 3,5ª S462 1,6d
 M126 4,0b

 

S33 3,8a
 S464 1,3d

 M127 3,7b
 

S35 3,5ª S470 4,3b
 M131 3,7b

 

Ab-V5 1,1b
 S471 2,0c

 M133 3,8b
 

  S477 1,6d
 M134 3,9b

 

  S480 2,0c
 M142 3,6b

 

  Ab-V5 1,1d
 M144 3,3b

 

    M160 3,5b
 

    M161 3,1b
 

    Ab-V5 1,1c
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Os isolados com capacidade de solubilização foram classificados como 

pertencentes a  Kosakonia sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp.,  Rhizobium sp., 

Flavobacterium sp., Citrobacter sp., Pantoea sp., Pseudomonas sp., Burkholderia 

sp., Enterobacter sp. 

A capacidade dos micro-organismos em solubilizar formas insolúveis em 

solúveis de fosfatos, é atribuída às estratégias tomadas pelas interações planta-solo-

micro-organismo em sistemas naturais, decompondo e mineralizando P a partir de 

alterações orgânicas do solo (SIMPSON et al., 2011; STUTTER et al., 2012).  Entre 

os mecanismos para a ocorrência da solubilização é relatado à produção de ácido 

glucônico, dentre outros ácidos orgânicos, que favorece a solubilização de fosfatos 

inorgânicos e vem sendo atribuído a isolados como pertencentes aos gêneros 

Pseudomonas e Azospirillum (VENIERAKI et al., 2011). 

Essa característica contribui para o favorecimento do crescimento vegetal de 

forma sustentável, pois, embora o fósforo seja um nutriente mineral de grande 

importância nutricional, ocorre em formas insolúveis com disponibilidade limitada 

assim como o nitrogênio (SASHIDHAR & PODILE, 2009; SHARMA et al., 2013).  

Os resultados positivos quanto à eficiência de solubilização de fosfato indicam 

o potencial desses isolados para promoção do crescimento vegetal.  Selecionando 

as estirpes mais promissoras por apresentarem essa característica e podendo ser 

complementar a outros mecanismos de promoção do crescimento  

Desse modo, a identificação de isolados atuantes na promoção do 

crescimento vegetal pela capacidade de solubilizar fosfatos inorgânicos, pode vir a 

contribuir com a produção vegetal. Visto que a necessidade de adição de 

fertilizantes químicos para suprir a necessidade nutricional e em quantidades 

elevadas para neutralizar a forte ligação do fosfato ao solo, acaba prejudicando o 

meio ambiente com diferentes danos causados pela síntese química e perdas ao 

solo desses compostos (STUTTER et al., 2012; SHARMA et al., 2013). 
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5.3.3 Produção de Sideróforos  

Os isolados foram avaliados quanto a produção de sideróforos por análise 

qualitativa (Figura 12). Seguida de quantificação da produção por 

espectrofotometria, em leitura num comprimento de onda de 630 nm. As 

concentrações foram determinadas a partir da equação y = -9,9143x + 0,1414 (R² = 

0,9961) obtida por doses conhecidas de EDTA utilizado para comparação por ser 

considerado um quelador de ferro. Os valores estão apresentados na tabela 13. 

Ao avaliar os isolados de forma qualitativa é possível notar a modificação na 

cor entre os isolados que reagiram com o CAS, do azul de maior por menor 

intensidade indicando a produção de sideróforos (Figura 12), porém embora a 

mudança na coloração seja mais evidente para alguns isolados, modificações pouco 

perceptíveis não determinam sua capacidade produtiva. Assim a quantificação em 

espectrofotômetro adotada possibilitou avaliar em valores a eficiência de produção 

dos compostos de todas as estirpes estudadas 

Figura 12. Análise qualitativa de produção de sideróforos dos isolados com reagente CAS. 

Maior produção de compostos observada pelas amostras em amarelo. Menor produção de 

sideróforos nas amostras em azul. Foto: Jéssica Fernanda da Silva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



80 

 

Tabela 14. Quantificação da produção de sideróforos equivalentes a EDTA (mmol L’1) por 
bactérias isoladas do sorgo e do milheto cultivados com e sem adubação nitrogenada 
(experimento II).   

Sorgo (Exp.I) Sorgo (Exp.II) Milheto (Exp.II) 

Isolado Produção Isolado Produção Isolado Produção 

S01 0,19b
 SSB445 0,36ª M122 0,51ª 

S02 0,10d
 SSB446 0,04c

 M123 0,49ª 
S03 0,26ª SSB447 0,47ª M124 0,31c

 

S04 0,25ª SSB448 0,04c
 M126 0,33b

 

S07 0,20b
 SSB449 0,51ª M127 0,50ª 

S08 0,02f
 SSB450 0,19b

 M128 0,40b
 

S15 0,06e
 SSB452 0,32b

 M129 0,49ª 
S20 0,23ª SSB453 0,25b

 M130 0,39b
 

S21 0,06e
 SSB454 0,26b

 M131 0,33b
 

S23 0,12c
 SSB459 0,15c

 M133 0,14d
 

Ab-V5 0,23ª SSB462 0,01c
 M134 0,35b

 

  SSB465 0,09c
 M135 0,36b

 

  SSB472 0,01c
 M136 0,51ª 

  SSB473 0,19b
 M138 0,33b

 

  SSB474 0,26b
 M139 0,51ª 

  SSB476 0,14c
 M140 0,35b

 

  SSB477 0,13c
 M141 0,51ª 

  SSB478 0,30b
 M142 0,50ª 

  SSB479 0,15c
 M143 0,16d

 

  SSB480 0,39ª M144 0,49ª 
  SSB481 0,13c

 M146 0,29c
 

  SSB482 0,27b
 M148 0,03e

 

  SSB487 0,13c
 M149 0,23c

 

  SPB488 0,07c
 M150 0,14d

 

  SPB489 0,20b
 M151 0,51ª 

  SSB492 0,52ª M152 0,20c
 

  SSB493 0,16c
 M154 0,03e

 

  SSB494 0,20b
 M155 0,32b

 

  SSB495 0,23b
 M156 0,30c

 

  Ab-V5 0,22b
 M157 0,28c

 

    M158 0,28c
 

    M159 0,29c
 

    M160 0,22c
 

    M161 0,26c
 

    M162 0,46a
 

    M163 0,43a
 

    M164 0,14d
 

    Ab-V5 0,25c
 

Letras minúsculas compara entre isolados, letras iguais não diferem pelo teste de Skott-
Knott a 5% (p<0,05). (S: sorgo, SS: sorgo Sacarino SF150, SP: Sorgo Ponta Negra, B: 
Bebedouro M: milheto).  
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 Ao analisar a produção de sideróforos entre os 29 isolados do sorgo 

(experimento I) observa-se que apenas 10 isolados tiveram capacidade de produção 

desses compostos, com valores entre 0,02 e 0,26 mM em quantidades equivalentes 

as mesmas quantidades de EDTA para os isolados S08 e S03. Os isolados S20, S03 

e S04 que produziram 0,26, 0,25 e 0,23 respectivamente, foram mais eficazes na 

produção de sideróforos por serem considerados iguais a estirpe de referência que 

produziu 0,23.  

Dos 42 isolados do sorgo (experimento II) avaliados, 29 produziram 

sideróforos, com valores que variaram entre 0,01 (isolados SSB462 e SSB472) e 

0,52 (isolado SSB492), destacando-se os isolados SSB445, SSB447, SSB449, 

SSB480, SSB492 que apresentaram produção elevada sendo superior a estirpe de 

referência que produziu 0,22 mM em quantidades equivalentes as mesmas 

quantidades de EDTA.   

Resultados positivos também foram observados por todos os isolados do 

milheto, com valores que variaram entre 0,03 (isolados M148 e M154) e 0,51 

(isolados M122, M141 e M151). As estirpes consideradas mais eficientes foram 

M122, M123, M127, M129, M136, M139, M141, M142, M144, M151, M162, M163 

que apresentaram valores superiores a produção da estirpe de referência de 0,25 

mM em quantidades equivalentes a quantidades de EDTA. 

A produção e utilização de sideróforos é a estratégia mais eficaz dos micro-

organismos para adquirir ferro protegendo-se dos efeitos tóxicos potenciais, estes 

compostos desempenham a função de solubilizar o ferro, em presença de outros 

íons metálicos, e incorporá-lo ao metabolismo celular (BENITE & MACHADO, 2002). 

Muitos relatos sobre a produção de sideróforos são encontrados apenas com 

avaliações qualitativas, e os índices de caracterização em número de isolados com 

essa capacidade é muito inferior quando comparado às análises quantitativas como 

realizada nesse estudo. KUMAR et al. (2014) em análise qualitativa descreve que 

dos isolados provenientes de milheto e algodão 20,58%  foram capazes de produzir 

sideróforos. Comparando com o presente trabalho, 69,04% dos isolados do sorgo e 

97,36% dos isolados do milheto demonstraram essa capacidade em análises 

quantitativa.  
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A identificação de novas estirpes com potencial na produção de sideróforos 

em associação com uma diversidade de culturas de gramíneas indicam resultados 

positivos quanto a capacidade na promoção do crescimento vegetal, sendo a 

principal função desses compostos quelar o ferro diminuindo assim a disponibilidade 

para patógenos, além de serem considerados importantes componentes 

tecnológicos para fitorremediação pelo mecanismo de proteção contra toxicidade de 

metais (SCHALK et al., 2011; WANG et al., 2014; CHEN et al., 2016ª). 

Figura 13.  Análise dos mecanismos de promoção do crescimento “in vitro” dos isolados 

provenientes do sorgo e do milheto avaliados. Diagrama de Venn Fonte: Jéssica Fernanda 

da Silva 
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Ao analisar os diferentes mecanismos de promoção do crescimento vegetal 

“in vitro” observa-se que entre os 108 isolados obtidos dos quais todos foram 

capazes de produzir compostos indólicos, são destacadas 16 bactérias que 

produziram também sideróforos e tiveram capacidade de solubilizar tri-fosfato de 

cálcio. Demais isolados indicaram a eficiência da promoção do crescimento vegetal 

associada a mecanismos exclusivos de promoção do crescimento para alguns 

grupos de isolados, com 60 isolados que além de compostos indólicos produziram 

apenas sideróforos e oito que foram somente capazes de solubilizar tri-fosfato de 

cálcio e produzir compostos indólicos em quantidades variáveis (Figura 13). 

O isolamento de bactérias apresentando mais de um mecanismo de 

promoção do crescimento de plantas representam resultados positivos pelo 
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favorecimento da interação destes isolados em atuarem de diferentes formas com as 

plantas nas condições de campo, estando diretamente ligados à eficiência na 

promoção do crescimento vegetal pelo suprimento nutricional e necessidades 

específicas das culturas. A maioria dos isolados que apresentaram esta 

característica foi proveniente do milheto. 

O efeito da inoculação de estirpes pode ser influenciado pela competitividade 

entre elas, assim, a combinação de diferentes mecanismos de promoção de 

crescimento em uma mesma estirpe pode beneficiar o desenvolvimento de produtos 

inoculantes mais efetivos a partir da inoculação destes isolados (TRABELSI & 

MHAMDI, 2013), 

As bactérias que apresentam apenas um mecanismo de promoção do 

crescimento indicam a possibilidade de atuação da comunidade bacteriana com um 

mecanismo individual para favorecer o crescimento de plantas em campo. Observa-

se no presente trabalho que todos os isolados apresentaram capacidade de produzir 

compostos indólicos, porém, uma diversidade de isolados foi considerada mais 

eficiente quanto à capacidade de produzir sideróforos ou solubilizar fosfato. Estes 

resultados corroboram com os de Felestrino et al. (2017) que ao isolarem e 

caracterizarem bactérias promotoras de crescimento identificaram uma diversidade 

de grupos de isolados que se destacaram quanto aos mesmos mecanismos de 

promoção avaliados nesse estudo.  

Embora menor diversidade de grupos tenha sido isolada do milheto, sem a 

ocorrência de gêneros de bactérias exclusivos, Esta cultura representou a maior 

associação de bactérias com potencial para os mecanismos de promoção do 

crescimento “in vitro”. 

Entre os 16 isolados que apresentaram mais de um mecanismo de promoção 

do crescimento, 11 foram provenientes do milheto pertencentes a Pantoea sp., 

Kosakonia sp., Pseudomonas sp., Burkholderia sp., Rhizobium sp. e Enterobacter 

sp, nos quais determinados mecanismos se destacaram em relação a outros, ou 

ainda o potencial em eficiência de promoção foi estimado em algumas bactérias pela 

combinação de mais de um mecanismo avaliado. 
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Os isolados do sorgo cultivado com e sem adubação nitrogenada 

(experimento II), apresentaram cinco bactérias mais eficientes quanto ao potencial 

para promoção do crescimento vegetal, em relação a todos os mecanismos de 

promoção do crescimento avaliados in vitro. Entre estes cinco mais efetivos foram 

identificados apenas isolados de Rhizobium sp., porém,  a maior diversidade de 

grupos de bactérias foi obtida desta cultura. 

A abundância de bactérias capazes de fixar nitrogênio pode ser determinada 

pela análise de transcrição do gene nifH (SHARMA & SINGH, 2017). A comunidade 

bacteriana mais diversa do sorgo (experimento II) apresentou menor amplificação do 

gene nifH quando utilizados os primers universais (POLY et al., 2001) para 

amplificação deste fragmento, o que pode indicar uma maior diversidade de genes 

nifH entre estes isolados, sendo atribuída a estes a capacidade de fixação biológica 

de nitrogênio como principal contribuição para promover o crescimento de plantas.  

Sharma & Singh (2017) ressaltam que a abundância de comunidades 

diazotróficas pode ser influenciada pelas condições ambientais de cultivo. O sorgo e 

o milheto foram cultivados nas mesmas condições, mas a associação dos isolados 

diazotróficos se diferenciou entre as culturas favorecendo a maior diversidade de 

bactérias diazotróficas no sorgo e a maior eficiência no potencial de promoção do 

crescimento pelos diferentes mecanismos analisados entre os isolados dos milheto.  
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5.4 EFICIÊNCIA NA PROMOÇÃO DO CRESCIMENTO VEGETAL 

5.4.1 Ensaio I- Eficiência dos isolados do sorgo (experimento I) 

O primeiro ensaio foi conduzido com o cultivo de sorgo em vasos a pleno sol, 

para avaliar a eficiência de inoculação de isolados selecionados, quanto à influência 

no crescimento do sorgo, analisando o acúmulo de nutrientes e relacionando a 

capacidade dos isolados em promover o crescimento vegetal. Foi observado o efeito 

significativo dos tratamentos em relação a massa da parte aérea seca (MPAS), 

massa da raiz seca (MRS), massa total seca (MTS), Teor de N e N total, além da 

relação entre carbono e nitrogênio (Tabela 15 ). 

Os valores médios de MPAS variaram entre 1,89 e 4,43g por planta com a 

inoculação dos isolados S30 e S13 respectivamente, os tratamentos controle não 

diferiram entre si e apenas cinco tratamentos inoculados com os isolados avaliados 

foram inferiores aos grupos controle. Não foi observada diferença significativa 

quanto a MRS, MTS, Rel C/N entre os tratamentos inoculados e os grupos controle. 

Em relação ao teor de N os valores apresentados variam de 10,32 mg/g para o 

isolado S04 a 34,97 mg/g para o tratamento controle com 100% de N adicionado. 

Os resultados em relação ao teor de N apresentaram valores entre 10,32 

mg/g correspondendo ao isolado S04  pertencente ao gênero Kosakonia  a  34,97 

mg/g para o tratamento controle com 100% de N adicionado. Os isolados S11, S27 e 

S30 correspondendo a Enterobacter sp., Pantoea sp. e Klebsiella sp.,  

respectivamente se destacaram por apresentarem valores considerados iguais ao 

tratamento controle inoculado com 50% de N que produziu 22,85 mg/g e ainda 

superiores a estirpe de referência  Ab-V5 com 15,53 mg/g.  

Os resultados mais expressivos quanto as diferenças significativas entre os 

tratamentos avaliados foram observados em relação ao N total acumulado, 

apresentando valores entre 23,01 mg/planta para o isolado S29 inoculado 

pertencente a Enterobacter sp. e 142,13 mg/planta obtido do tratamento controle 

com 100% N inoculado que foi superior a todos os grupos avaliados, bem como 

equivalente ao dobro do valor obtido pelo grupo controle de 50% N que produziu 

76,41 mg/planta.  
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Tabela 15. Eficiência na promoção do crescimento vegetal de bactérias associativas 

isoladas do sorgo cultivado com e sem restrição hídrica e adubação orgânica (experimento 

I) inoculadas em sorgo cultivado em condições de casa de vegetação. 

Tratamento MPAS MRS MTS 

Teor N 
(mg/g) 

N total 
(mg/planta) 

Rel 
C/N 

S01 4,38ª 5,36ª 9,74ª 13,23c
 53,75b

 40,33ª 
S02 2,59b

 3,94ª 6,54ª 18,65c
 35,87c

 27,87ª 
S03 4,21ª 6,45ª 10,7ª 14,09c

 59,83b
 40,11ª 

S04 4,25ª 5,71ª 9,96ª 10,32c
 42,36c

 48,04ª 
S05 3,17ª 4,38ª 7,55ª 19,49c

 55,69b
 28,65ª 

S06 3,26ª 4,79ª 8,06ª 17,37c
 54,02b

 27,75ª 
S07 3,16ª 5,69ª 8,85ª 15,64c

 43,56c
 36,80ª 

S08 4,25ª 4,63ª 8,88ª 15,92c
 66,64b

 32,56ª 
S11 2,72b

 3,69ª 6,41ª 19,71b
 52,32b

 25,96ª 
S12 4,24ª 6,30ª 10,5ª 12,33c

 53,18b
 42,29ª 

S13 4,43ª 4,36ª 8,80ª 14,46c
 65,03b

 33,43ª 
S15 2,51b

 4,28ª 6,80ª 15,64c
 36,16c

 33,28ª 
S16 3,67ª 4,53ª 8,21ª 16,29c

 53,33b
 30,96a

 

S18 3,89ª 5,07ª 8,97ª 15,83c
 56,13b

 30,17a
 

S19 3,82ª 5,89ª 9,72ª 16,22c
 60,98b

 30,30ª 
S20 3,48ª 4,27ª 7,75ª 14,66c

 47,65c
 33,58ª 

S21 4,24ª 4,52ª 8,77a
 15,40c

 65,18b
 32,42ª 

S22 2,76b
 6,01ª 8,78a

 17,69c
 40,35c

 29,60ª 
S23 3,59ª 6,20ª 9,80a

 16,75c
 47,84c

 39,36ª 
S24 3,56ª 4,60ª 8,17a

 17,73c
 61,44b

 29,87ª 
S25 2,84b

 6,34ª 9,19a
 16,30c

 44,08c
 28,62ª 

S27 2,02b
 2,60ª 4,63a

 22,74b
 44,13c

 20,16ª 
S28 3,27ª 5,16ª 8,44a

 13,88c
 41,65c

 35,42ª 
S29 1,98b

 4,33ª 6,31a
 13,94c

 23,01c
 37,48ª 

S30 1,89b
 3,99ª 5,88a

 20,76b
 37,71c

 22,66ª 
S31 3,54ª 4,25ª 7,79a

 16,02c
 53,02b

 30,56ª 
S33 3,64ª 6,13ª 9,78ª 13,14c

 45,58c
 36,51ª 

S35 3,90ª 4,41ª 8,31ª 15,54c
 53,11b

 34,06ª 

Controles 

100N 4,37ª 4,10ª 8,48a
 34,97a

 142,13a
 13,74a

 

50N 3,5ª 4,00a
 7,54a

 22,85b
 76,41b

 21,79a
 

Test. Abs 3,15ª 3,45ª 6,61ª 13,64c
 40,15c

 37,72a
 

Ab-V5 3,43ª 6,05ª 9,49ª 15,53c
 51,39b

 30,55a
 

Letras minúsculas compara entre isolados, letras iguais não diferem pelo teste de Skott-

Knott a 10% (p<0,1). MPAS: massa seca da parte aérea, MRS: massa seca da raiz, MTS: 

massa total seca, N total: nitrogênio total da parte aérea, Teor N: teor de nitrogênio.   

As bactérias inoculadas consideradas mais promissoras correspondem a 14 

isolados que apresentaram similaridade a Kosakonia sp., Enterobacter sp., 

Klebsiella sp., Rhizobium sp., e Burkholderia sp. Os tratamentos correspondem a 

inoculação dos isolados S01, S03, S05, S06, S08, S11, S12, S13, S16, S18, S19, 
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S21, S31 e S35 estes exibiram resultados considerados iguais a estirpe de 

referência Ab-V5 que produziu 51,39 mg/planta e foram superiores ao controle 

inoculado com 50% de N.  

O N total acumulado pode ser considerado a variável mais efetiva para 

caracterizar os isolados quanto à promoção do crescimento vegetal entre os 

tratamentos, pelo maior número de isolados destacados e a diferenciação entre os 

grupos controle. Porém, avaliando-se a relação dos isolados entre as diferentes 

variáveis observadas, destaca-se o isolado S11 que apresentou melhor resultado 

quanto a eficiência da inoculação quando comparado com a estirpe de referência, 

por apresentar valor superior a este tratamento em relação ao teor de N e igual em 

relação ao N total acumulado.  

O isolado S11 pertencente ao gênero Enterobacter foi proveniente do 

isolamento do sorgo cultivado com adição de adubação orgânica com esterco 

caprino em uma lâmina de irrigação de 100% da demanda hídrica necessária, em 

meio semissólido Nfb.  O gênero Enterobacter é descrito entre os diversos grupos 

que abrangem bactérias diazotróficas isoladas a gramíneas (MOREIRA et al., 2010). 

Embora as estirpes avaliadas não representem eficiência de inoculação 

superior ao tratamento nitrogenado 100% em nenhuma das variáveis analisadas, a 

maioria dos isolados foi equivalente ao controle 50% N em relação ao N total, outras 

ainda superiores à estirpe de referência quanto ao teor de N, o que representa um 

suprimento nutricional que pode ser potencialmente aplicado quando associado a 

outras estratégias de inoculação como o aumento da concentração de células 

viáveis inoculadas, coinoculação com diferentes estirpes, ou mesmo para suprir 

parcialmente a demanda de N fertilizante (TRABELSI & MHAMDI, 2013). 
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5.4.2 Ensaio II- Eficiência dos isolados do sorgo (experimento II) 

O segundo ensaio foi conduzido nas mesmas condições do experimento 

anterior sendo neste avaliado o cultivo de sorgo em vasos a pleno sol com a 

inoculação dos isolados do sorgo no experimento II, para analisar a eficiência de 

inoculação de 33 isolados selecionados para cultura, avaliando a influência no 

rendimento e relacionando a capacidade dos isolados em promover o crescimento 

vegetal. Os resultados estão apresentados na tabela 16 e figura 14.  

Ao avaliar a influência da inoculação em relação ao rendimento do sorgo no 

segundo ensaio realizado, observa-se que entre as variáveis analisadas não houve 

diferença significativa em relação ao C/N. A análise da MPAS apresentou valores 

entre 0,72 g/planta para testemunha absoluta e 3,70 g/planta do tratamento 

inoculado com isolado 463, grande parte dos isolados se destacaram em relação a 

produção de MPAS por serem considerados  iguais a estirpe de referência Ab-V5 

que produziu  2,70 g/planta e ao tratamento inoculado com 100% de N que 

apresentou 2,63 g/planta , sendo ainda este grande número de isolados superiores 

ao tratamento inoculado com 50% de N. 

Analisando os resultados obtidos para MRS observa-se valores entre 0,81 

g/planta e 4,02 g/planta dos tratamentos inoculados com os isolados 454 e 492 

respectivamente. Ao comparar com os grupos controle foi observado efeito 

semelhante aos resultados obtidos da MPAS com grande parte dos tratamentos 

apresentando valores de MRS iguais a estirpe Ab-V5 (3,57g/planta) usada como 

referência e o tratamento nitrogenado 100%N (2,47 g/planta). Nenhum tratamento foi 

considerado inferior aos controles.  

Em relação ao teor de N os valores estiveram entre 0,61% para o tratamento 

inoculado com o isolado 468 e 2,48% para o controle de 100% de N inoculado. Os 

isolados inoculados considerados mais eficientes em relação a esta variável 

apresentaram valores estatisticamente iguais aos tratamentos nitrogenados e 

superiores a estirpe de referência que apresentou 1,41 % sendo este valor igual a 

todos os demais tratamentos analisados. 
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Tabela 16. Eficiência na promoção do crescimento vegetal de bactérias associativas 

isoladas do sorgo cultivado com e sem adubação nitrogenada (experimento II), inoculadas 

em sorgo cultivado em condições de casa de vegetação. 

Tratamento  MPAS MRS Teor N (%) Ntotal Real c/n 

445 1,66b
 1,88b

 1,49b
 21,87c

 39,48ª 
446 2,84ª 3,86ª 1,73ª 48,35ª 26,84ª 
448 2,62ª 2,80ª 1,54ª 37,73b

 30,81ª 
449 1,92b

 1,56 b
 1,96ª 33,74b

 25,03ª 
450 1,88b

 1,94 b
 1,26b

 22,39c
 41,88ª 

452 3,17ª 3,0a 
 1,67ª 44,93a

 36,84ª 
453 1,66b

 1,73 b
 1,56ª 23,72c

 38,15ª 
454 0,97b

 0,81 b
 1,92ª 21,04c

 24,08ª 
457 1,54b

 1,61 b
 2,12ª 32,28b

 21,61ª 
459 2,76ª 2,10 b

 1,35b
 32,43b

 42,29ª 
462 1,09b

 1,86 b
 1,42b

 15,45d
 33,20ª 

463 3,70ª 2,54ª 1,00b
 36,57b

 47,37ª 
464 2,54ª 2,26 b

 1,78ª 41,43b
 26,93ª 

465 2,98ª 3,92ª 1,15b
 34,64b 41,05ª 

468 2,21ª 3,13ª 0,61b
 12,39d

 78,84ª 
470 2,36ª 3,09ª 1,66ª 31,57b

 34,12ª 
472 2,23ª 2,13 b

 1,14b
 22,60c

 46,98ª 
473 2,46ª 2,00 b

 1,40b
 25,61b

 52,74ª 
476 2,08ª 2,83ª 1,72ª 31,24b

 31,28ª 
477 3,27ª 3,73ª 1,02b

 34,00b
 51,47ª 

479 1,79b
 2,26 b

 1,63ª 26,98b
 30,01ª 

480 2,76ª 2,75ª 1,07b
 24,76b

 60,46ª 
481 1,79b

 2,03 b
 1,86ª 33,76b

 35,10ª 
483 2,68ª 3,46ª 1,22b

 29,50b
 49,74ª 

485 2,57ª 3,10ª 1,36b
 31,00b

 39,74ª 
486 0,80b

 1,13 b
 1,58ª 11,31d

 34,44ª 
487 3,09ª 2,04 b

 1,86ª 55,92ª 25,28ª 
488 2,36ª 2,90ª 1,06b

 25,28b
 45,68ª 

489 1,92b
 2,13 b

 1,62ª 29,74c
 31,89ª 

492 2,64ª 4,02ª 1,06b
 27,73c

 49,45ª 
493 2,59ª 2,73ª 1,07b

 26,73b
 43,38ª 

494 1,28b
 2,29 b

 2,41ª 30,83b
 42,78ª 

495 3,31ª 3,07ª 1,52ª 48,73ª 31,21ª 

Controles 

50% N 1,01b
 1,99 b

 2,17ª 22,57c
 24,03ª 

100% N 2,63ª 2,47ª 2,48ª 63,01ª 19,78ª 
Ab-V5 2,70ª 3,57ª 1,41b

 37,19b
 38,20ª 

T.abs 0,72b
 1,50 b

 1,32b
 7,13d

 47,54ª 
      

Letras minúsculas compara entre isolados, letras iguais não diferem pelo teste de Skott-

Knott a 10% (p<0,05). MPAS: massa seca da parte aérea, MRS: massa seca da raiz, MTS: 

massa total seca, N total: nitrogênio total da parte aérea, Teor N: teor de nitrogênio.  
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Assim como no primeiro ensaio de inoculação de isolados do sorgo, os 

resultados que mais se destacaram em relação às variáveis avaliadas foram em 

relação ao N total acumulado entre os tratamentos. Os valores estiveram entre 7,13 

mg/planta obtido do controle não inoculado testemunha absoluta e 63,01 mg/planta 

do tratamento inoculado com 100% de N. São destacados os tratamento inoculados 

com  os isolados 446, 452, 487 e 495 que foram superiores a estirpe de referência e 

considerados iguais ao inoculado com 100%N o que representa um suprimento 

nutricional de nitrogênio eficiente por ser equivalente a adição do fertilizante  

nitrogenado, estes isolados destacados também demonstraram eficiência já descrita 

para a MPAS e MRS e teor de N.  

Ainda em relação ao N total acumulado um grande número de isolados 

também demonstrou eficiência já descrita para a MPAS e MRS e teor de N, e foram 

eficientes tanto quanto a estirpe de referência que apresentou 37,19 mg/planta. 

A nutrição vegetal é altamente dependente da disponibilidade de N2, sendo 

atribuída a bactérias diazotróficas a capacidade em facilitar a nutrição nitrogenada 

das plantas a partir da fixação biológica de nitrogênio fornecendo parte do 

suprimento de N demandado pela cultura (MOREIRA et al., 2010; BOUFFAUD et al., 

2016).  

Figura 14. Avaliação da eficiência de promoção do crescimento do sorgo. Da esquerda para 

direita: Tratamentos inoculados com os isolados 477, 493, Ab-V5, 100%N e testemunha 

absoluta. Foto: Jéssica Fernanda da Silva. 
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5.4.3 Ensaio III- Eficiência dos isolados do milheto (experimento II) 

O terceiro ensaio foi conduzido nas mesmas condições dos experimentos 

anteriores avaliando o cultivo de milheto em vasos a pleno sol com a inoculação dos 

isolados do milheto do experimento II, para analisar a eficiência de inoculação de 33 

isolados selecionados para cultura, avaliando a influência relacionada a capacidade 

dos isolados em promover o crescimento vegetal (Tabela 17, Figura 15). 

Os resultados obtidos quanto ao efeito de inoculação do milheto pelos 

isolados não apresentaram diferença significativa tanto em relação ao C/N quanto ao 

teor de N. Porém, os valores da MPAS variaram de 1,82 a 10,43 g/planta entre os 

tratamentos inoculados com as bactérias 159 e 163 respectivamente. Os isolados 

que mais se destacaram foram considerados iguais aos tratamentos nitrogenados 

50% de N e 100% de N e inoculado com a estirpe de referência que não diferiram 

entre si.  

Em relação a MRS o menor valor obtido foi de 1,65 g/planta do tratamento 

inoculado com a estirpe de referência Ab-V5 e o maior valor de 6,20 g/planta do 

isolado 143. Grande parte dos isolados se destacou quanto à eficiência de 

inoculação pela grande produção de MRS sendo estes superiores a todos os 

tratamentos controle.  

Assim, como nos demais ensaios de eficiência de inoculação realizados no 

presente trabalho, os resultados do N total acumulado destacaram os isolados mais 

promissores quanto ao efeito de inoculação. Os valores obtidos estiveram entre 

51,46 mg/planta do tratamento testemunha absoluta e 230,20 mg/planta do 

inoculado com o isolado 163. Os isolados 122, 131, 139, 142, 160, 162 e 164 foram 

os mais eficientes sendo considerados iguais ao efeito dos tratamentos controle 

100% N, 50% N e Ab-V5 que não diferiram entre si. 

Estes isolados foram oriundos das plantas cultivadas com ou sem adição de 

nitrogênio. Como os isolados inoculados que apresentaram maiores valores de N 

total acumulado nos tratamentos inoculados.  O isolado 163 demonstrou o maior 

valor obtido, sendo proveniente do isolamento na superfície da raiz do milheto 

cultivado com adição de nitrogênio, seguido do isolado 160 oriundo do isolamento 

endofítico no colmo cultivado sem adição de N. 
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Tabela 17. Eficiência na promoção do crescimento vegetal de bactérias associativas 

isoladas do milheto cultivado com e sem adubação nitrogenada (experimento II) inoculadas 

em milheto cultivado em condições de casa de vegetação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Letras minúsculas compara entre isolados, letras iguais não diferem pelo teste de Skott-

Knott a 10% (p<0,05). MPAS: massa seca da parte aérea, MRS: massa seca da raiz, MTS: 

massa total seca, N total: nitrogênio total da parte aérea, Teor N: teor de nitrogênio.   

Tratamento  MPAS MRS Teor N (%) N total Rel c/n 

M122 5,84ª 5,71ª 2,41ª 145,27ª 18,74ª 
M123 3,71b 4,22ª 2,38ª 85,23b 18,69ª 

M126 3,85b
 5,15ª 2,05ª 79,90b

 22,09ª 
M127 2,32b

 3,67b
 2,29ª 48,65b

 22,30ª 
M128 5,62ª 5,01ª 1,89ª 107,77b

 22,89ª 

M129 2,65b
 2,72b

 2,18ª 54,36b
 23,77ª 

M130 2,69b
 3,22b

 2,21ª 44,51b
 23,14ª 

M131 6,42ª 5,03ª 2,04ª 128,84ª 20,72ª 
M133 3,12b 4,26ª 2,73ª 84,62b 25,53ª 
M134 3,13b 3,04b 2,20ª 68,75b 26,80ª 

M135 3,71b 2,85b 1,95ª 70,37b 23,71ª 

M136 3,21b
 4,38ª 2,09ª 81,04b

 21,65ª 
M138 5,33ª 3,91ª 2,00a 106,27b 22,92ª 
M139 5,66ª 4,41ª 2,47ª 147,31ª 19,90ª 

M140 3,84b 4,00a 2,06ª 86,55b 23,80ª 
M141 3,81b 4,05ª 2,03ª 77,05b 23,02ª 

M142 5,70ª 4,92ª 2,56ª 155,86ª 16,88ª 
M143 5,63ª 6,20ª 2,09ª 106,40b 21,37ª 

M144 4,33b
 2,30b

 2,19ª 97,03b
 23,04ª 

M146 4,16b 5,53ª 1,71ª 77,12b 30,47ª 

M150 4,89ª 5,93ª 2,18ª 109,46b
 19,74ª 

M151 5,63ª 5,45ª 2,32ª 139,49ª 20,11ª 
M152 3,61b 2,64b 1,82ª 63,61b 24,39ª 

M154 5,03ª 5,26ª 2,24ª 114,38b
 23,40ª 

M155 3,75b 3,09b 2,20ª 87,55b 21,09ª 

M156 5,13ª 4,86ª 1,82ª 89,50b 26,73ª 
M158 3,92b 3,31b 2,39ª 94,09b 17,79ª 

M159 1,82b 3,00b 1,89ª 32,27b 25,28ª 
M160 6,22ª 5,38ª 2,95ª 192,44ª 14,53ª 
M161 2,87b 3,21b 2,05ª 54,79b 21,84ª 
M162 6,63ª 6,09ª 2,72ª 178,14ª 16,23ª 

M163 10,48ª 5,93ª 1,99ª 230,20ª 23,57ª 
M164 5,78ª 5,30ª 2,19ª 126,77ª 20,41ª 

 Controles   

50% 5,11ª 1,80b 2,87ª 119,84ª 16,93ª 
100% 4,97ª 2,87b 3,20ª 142,98ª 14,31ª 
Ab-V5 4,85ª 1,65b 2,36ª 113,96ª 19,14ª 

T.abs 3,00b 2,59b 1,62ª 51,46b 27,17ª 
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Figura 15. Avaliação da eficiência de promoção do crescimento do milheto. Tratamentos 

inoculados com os isolados M143, M163, Ab-V5, 50%N, 100%N e testemunha absoluta. 

Foto: Jéssica Fernanda da Silva. 

 

Os isolados destacados apresentaram rendimento elevado em todas as 

variáveis avaliadas. Entre os já identificados são observados como pertencentes a 

Pantoea sp. (M122), Pseudomonas sp.(131), Burkholderia sp.(139) e Rhizobium 

sp.(142). 

Os melhores resultados observados nos tratamentos inoculados mais 

promissores podem estar relacionados à capacidade desses micro-organismos em 

atuarem na promoção do crescimento vegetal, tanto pela FBN quanto por demais 

mecanismos que favorecem o desenvolvimento da cultura (SUGAWARA et al, 2015; 

SHAO et al, 2015; BABALOLA, 2010; OLIVEIRA et al., 2015). Podendo estimar a 

eficiência de novos grupos de bactérias, pelo potencial em contribuir no suprimento 

nutricional das plantas, além dos resultados superiores a estirpes de referência que 

já são efetivas na inoculação. 

Os isolados abrangem bactérias com efeito positivo de inoculação nos 

ensaios de eficiência “in vivo” no sorgo e no milheto. Avaliando as bactérias 

associativas que mais se destacaram na inoculação do sorgo no primeiro ensaio e 

correlacionando com os diferentes mecanismos de promoção do crescimento 

analisados, destaca-se entre os isolados mais eficazes para o crescimento do sorgo 

inoculado, alguns pertencentes a Kosakonia sp., Klebisiella sp. Rhizobium sp. e 
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Burkholderia sp. que apresentaram valores iguais ao tratamento da estirpe controle 

e foram superiores ao controle com 50% de N, todos estes isolados S01, S03, S05, 

S06, S08, S12, S13, S16, S18, S19, S21, S31, S35 demonstraram capacidade de 

produção de compostos indólicos e os isolados S1, S03, S08, S21 produziram 

também sideróforos.  

O isolado S11 Enterobacter sp pode ser considerado o mais eficiente entre os 

isolados avaliados no primeiro ensaio quanto à promoção do crescimento vegetal, 

pois além do seu potencial diazotrófico confirmado, apresentou capacidade para 

produzir compostos indólicos em valores considerados iguais a estirpe de referência 

Ab-V5 que é considerada uma bactéria eficiente pela boa produção de hormônios 

vegetais, tendo ainda este mesmo isolado S11 sido superior a mesma estirpe 

controle quanto ao teor de N e igual em relação ao N total acumulado observado no 

ensaio de eficiência ‘in vivo”.  

Cabe ressaltar que, avaliando os três experimentos em relação às variáveis 

que apresentaram diferenças significativas, 56 isolados foram considerados iguais a 

estirpe Ab V5 na produção de massa da parte aérea seca, 67 foram iguais a estirpe 

de referência na produção de raízes secas, 20 isolados foram superiores a Ab V5 

em relação ao teor de N e quatro isolados foram superiores a mesma estirpe de 

referência em relação ao nitrogênio total acumulado. A estirpe de referência foi 

selecionada, pois apresenta eficiência agronômica nas culturas do milho, trigo e 

arroz (HUNGRIA et al., 2010), sendo oficialmente recomendada pelo MAPA para 

estas culturas. Além destas, este isolado já foi testado e apresentou elevada 

eficiência agronômica em forrageiras como o capim brachiaria (Brachiaria sp.) 

(HUNGRIA et al., 2016). Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram 

que os isolados de sorgo e milheto obtidos apresentam potencial para ter melhor 

desempenho que a estirpe Ab V5 em condições de campo. 

Liu et al. (2016) relata diversos trabalhos com ensaios de promoção do 

crescimento vegetal dos quais a maior  eficiência de inoculação foi atribuída a 

isolados pertencentes a Bacillus sp. e Pseudomonas sp., e comparou esses relatos 

com seus resultados destacando o gênero Enterobacter sp. como superior em 

eficiência na promoção do crescimento aos demais grupos identificados 

corroborando com o presente trabalho. 
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 Em relação às bactérias inoculadas no segundo ensaio são destacados os 

isolados do sorgo 446, 452, 487 e 495 que além da produção de compostos 

indólicos tiveram a capacidade de produzir sideróforos. O que pode ter favorecido o 

bom rendimento da MPAS e MRS e teor de N. Os isolados identificados 452 e 495 

são pertencentes a Rhizobium sp. e Kosakonia sp. respectivamente. 

 Dentre os isolados do milheto foram destacados 122, 131, 139, 142, 160, 162 

e 164 como os mais eficientes no terceiro ensaio in vivo avaliando o rendimento da 

MPAS e MRS e teor de N. Além da boa produção de compostos indólicos por estes 

isolados já citados com destaque ao isolado 164 proveniente da superfície da raiz do 

milheto cultivado com adição de nitrogênio que produziu compostos indólicos em 

quantidades superiores a estirpe de referência. 

É ressaltado ainda que entre os isolados mais promissores inoculados ao 

milheto todos produziram sideróforos em quantidades superiores a estirpe de 

referência como observados nos isolados M122 Pantoea sp. , 139 Burkholderia sp. e 

142 Rhizobium sp. que foram isolados tanto da superfície da raiz (M122) como de 

forma endofítica na raiz (M139) e no colmo (M142) e todos cultivados com adição de 

N. 

Os diversos mecanismos diretos e indiretos das bactérias promotoras de 

crescimento vegetal influenciam o crescimento da raiz e das plantas em maior ou 

menor proporção a depender da associação dos micro-organismos com diferentes 

plantas (GUPTA et al., 2013; SOUSSI et al., 2015).  

 

Apesar dos isolados do sorgo apresentaram resultados relevantes em relação 

a eficiência de inoculação como observado pelo efeito dos isolados nos tratamento 

que foram considerados iguais ao controle nitrogenado 100%N suprindo 

completamente a demanda nutricional da planta. 

As bactérias caracterizadas como promotoras de crescimento demonstraram 

melhor associação a cultura do milheto em comparação com sorgo, em relação ao 

maior número de isolados eficientes. Entre os 37 isolados do milheto todos 

produziram compostos indólicos e sideróforos e 11 solubilizaram Tri-fosfato de 

cálcio, porém, embora todos os 42 isolados do sorgo também tenham produzido 

compostos indólicos apenas 29 apresentaram capacidade de produzir sideróforos e 
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8 de solubilizar fosfato. O que pode ter contribuído diretamente para a maior 

eficiência de inoculação de isolados do milheto no ensaio de promoção do 

crescimento vegetal “in vivo” suprindo a necessidade nutricional das plantas de 

forma equivalente aos tratamentos nitrogenado ou superiores a estirpe de 

referência. 
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CONCLUSÕES 

Uma diversidade de bactérias potencialmente promotoras de crescimento vegetal foi 

obtida em associação com o sorgo e o milheto em todas as condições de cultivo das 

culturas em campo.  

Os isolados foram provenientes de plantas cultivadas nas diferentes condições de 

irrigação e adubação, sendo destacados alguns mais eficientes em associação com 

plantas submetidas ao déficit hídrico ou ausência de adubação nitrogenada. 

Maior número de grupos taxonômicos foram obtidos do sorgo em relação ao milheto; 

incluindo diversidade de grupos relatados pela associação com diferentes 

gramíneas. 

Do total de 124 isolados a partir dos dois experimentos, 87,90% foram confirmados 

quanto ao potencial de fixação de N por meio da formação da película 

microaerofílica e amplificação do gene nifH; 

As bactérias isoladas do sorgo e milheto apresentaram capacidade de produção de 

compostos indólicos, Sideróforos e solubilização de tri-fosfato de cálcio, de forma 

individual ou combinada entre os isolados, destacando-se as estirpes provenientes 

do milheto que apresentaram melhores resultados quanto a esses mecanismos. 

Entre os isolados avaliados quanto a inoculação “in vivo” alguns apresentaram 

resultados positivos em relação ao teor de N e N acumulado pelas plantas, suprindo 

o equivalente aos valores obtidos pelos tratamentos com 50% de N e 100% de N ou 

ainda sendo superiores a estes controles e a estirpe de referência Ab-V5. 

Os isolados do milheto demonstraram melhor eficiência de inoculação, com maior 

número de isolados apresentando diferentes mecanismos de promoção do 

crescimento. 

 
.  
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