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Introdução 
No Brasil o setor agropecuário tem participação ativa no Produto Interno Bruto (PIB) 

e a expectativa é que o setor cresça 3,61% no ano de 2017, representando 25% do PIB 

brasileiro (IBGE, 2016). Culturas como o milho tiveram sua produção estimada para a safra 

2016/2017 em 28,04 milhões de toneladas com área semeada de 4,7 milhões de hectares 

no estado, (Imea, 2017). Na pecuária, o Brasil é o maior produtor comercial de bovinos do 

mundo com um rebanho de aproximadamente 215,2 milhões de cabeça (IBGE, 2016). Mato 

Grosso é destaque como o maior produtor de gado de corte com 13,6% da criação nacional 

(IBGE, 2016) e a Brachiaria brizantha é a fonte mais utilizada como alimento para o rebanho 

bovino (Montagner, 2014). 

Um dos fatores que limita o desenvolvimento das culturas, seja para a produção de 

grãos como é o caso do milho ou para a produção de carne como é o caso das pastagens, é 

a adubação com nitrogênio (N2). O nitrogênio é um dos nutrientes que proporciona os efeitos 

mais expressivos na produção por ser essencial para os constituintes de moléculas de 

proteínas, enzimas, coenzimas, ácidos nucléicos e citocromos, além de sua importante 

função como integrante da molécula de clorofila (Gross et al., 2006). 

Uma das alternativas utilizadas para minimizar os custos de produção de grãos é na 

fixação biológica de nitrogênio (FBN), a qual é realizada por um grupo restrito de bactérias 

denominadas diazotróficas que possuem a capacidade de fixar o nitrogênio atmosférico 

(Hungria, 2011) e secretar hormônios de crescimento radicular (Moreira, 2010). A tecnologia 

de FBN atualmente está disponível no mercado somente para as culturas do milho, arroz e 

trigo (Hungria, 2011). Adicionalmente, outros estudos têm sido realizados na busca por 

novas bactérias fixadoras de nitrogênio em associação com gramíneas, como por exemplo, 

trigo (Moreira, 2012), milho (Reis, 2015) e cana de açúcar (Silva et al., 2012). 

A substituição de insumos minerais por organismos biológicos a fim de reduzir a 

contaminação do ambiente está relacionada à busca pela sustentabilidade do sistema 

agrícola e na busca por alimentos mais saudáveis (Zuffo, 2016). Nesse sentido, o presente 

trabalho teve como objetivos: i) isolar bactérias de solos cultivados com sistema de 
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integração lavoura – pecuária - floresta; lavoura - pecuária; e pecuária; ii) identificar isolados 

com capacidade de fixar nitrogênio in vitro com foco em gramíneas. 

 
Material e Métodos 
 A coleta dos solos foi realizada na área experimental da Embrapa Agrossilvipastoril, 

em Sinop, MT (11º 52′ 23″ Sul, 55° 29′ 54″ Oeste, a 384 m de altitude). O solo é classificado 

como latossolo Vermelho-Amarelo distrófico típico, textura argilosa, horizonte A moderado e 

com relevo plano (Diel, 2014). As coletas foram realizadas com auxílio de trado holandês na 

camada 0-10 cm, com delineamento em Blocos ao Acaso. Foram coletadas 20 subamostras 

para formar uma amostra composta, a qual foi acondicionada a 7 ºC. As bactérias foram 

isoladas do solo e da rizosfera com cultivo de Brachiaria brizantha cv. Marandu onde 10 g 

de solo foram colocados em 90 mL de solução tampão de fosfato salino – PBS (0,20 KCl, 

0,24 KH2PO4, 1,44 Na2HPO4, 8 NaCl, g L-1) e submetido à agitação por 1 hora/150 rpm. Em 

seguida, foram realizadas diluições seriadas (-3 -4 -5), as quais foram aplicadas em volume 

de 100 μL sobre placas de petri contendo o meio de cultura sólido TSA (trypticase soy agar) 

10%, pH 7,3, sempre em triplicata. Os isolamentos foram repetidos três vezes, sempre 

colocados em câmara de crescimento do tipo B.O.D por 7 dias a 28 ºC. Após o período de 

crescimento, foram quantificadas as Unidades Formadoras de Colônias (UFCs) de 

bactérias. As bactérias presentes no solo foram selecionadas de acordo com a sua 

morfologia de crescimento, cor e tamanho, totalizando 90 isolados do solo e rizosfera foram 

selecionados para o teste de fixadores de nitrogênio, com meio de cultura NFb semi-sólido 

descrito por (Döbereiner, 1995). Para o teste foram adicionados 10 mL de meio de cultura 

em tubo de 50 mL e inoculada a bactéria a 2 cm de profundidade no meio de cultura. A 

incubação foi em câmara de crescimento B.O.D, no período de 10 dias para avaliação. 

Foram classificadas como positivas as bactérias que apresentaram alterações no meio de 

cultura de acordo com a metodologia (Döbereiner, 1995). Como controle positivo foram 

usados tubos inoculados com a bactéria Azospirillum spp nas mesmas condições acima 

descritas. Para as análises estatísticas dos dados foram avaliados quanto a normalidade 

pelo teste de teste de Shapiro Wilk e a homogeneidade de variâncias pelo teste de Bartlett. 

Atendidos os pressupostos os dados foram submetidos à análise de variância e teste de 

médias Tukey a 5% de significância. Todas as análises foram realizadas com Software R 

(versão 2.7.1). 
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Resultados e Discussão 

Foi avaliada a quantidade de bactérias presentes no solo com o cultivo de Brachiaria 

brizantha cv. Marandu. A metodologia utilizada possibilitou a obtenção de isolados 

bacterianos de diferentes grupos morfológicos, dos três tratamentos estudados (Pecuária, 

Pecuária – Lavoura e Integração Lavoura Pecuária Floresta (ILPF)). 

A densidade bacteriana nos tratamentos variou de 12,2 a 39,3 x 105 UFC.g-1 de solo 

(Tabela 1). Foram observadas diferenças significativas entre os tratamentos onde o número 

médio de UFCs isoladas foi superior no tratamento com Pecuária seguido do tratamento 

Lavoura-Pecuária e do tratamento ILPF. 

Em solos com presença de animais o pastejo em intensidade moderada pode 

influenciar positivamente a diversidade e intensidade da microbiota no solo (Chávez et al., 

2011). Segundo Chávez et al. (2011), o pastejo exerce um papel importante na ecologia 

microbiana do solo, por meio de uma série de fatores específicos associados à presença 

dos animais, como a deposição de urina e esterco e a compactação do solo. 

Para o teste de Fixação biológica de Nitrogênio, os maiores números de isolados 

positivos foram observados no tratamento Lavoura – Pecuária seguido do ILPF e Pecuária. 

Com valores de 26,8%, 5,4% e 4,3% respectivamente. 

Em estudo realizado por Campos (2015), observou um elevado teor de Carbono da 

Biomassa Microbiana, proporcionado por diferentes fontes de exsudatos com diferentes 

fontes de matéria orgânica para serem metabolizados e decompostos pela microbiota do 

solo. Estudos realizados por Moura et al. (2015) em área de pastagens degradada, 

observaram que além de menor composição da matéria orgânica disponível apresenta 

diferença nos exsudatos das plantas afetando a comunidade microbiana, principalmente os 

fixadores de nitrogênio além destas populações serem sensíveis a fatores abióticos, como 

temperatura. 

Tabela 1. Densidade bacteriana no diferentes cultivos (Pecuária – Lavoura Pecuária –  
Integração Lavoura Pecuária Floresta – (ILPF)).  
 
 

*coletadas 20 sub-amostras de solo em cada repetição para formar uma amostra composta. 
**médias obtidas de três isolamentos. i) área com Pecuária, ii) área de Lavoura – Pecuária, iii) área de 
Integração Lavoura – Pecuária e Floresta. 
Médias seguidas das mesmas letras na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância. 
 
  

Tratamentos Médias de bactérias (105UFC g-1 de solo)** 
i* 30,1 a 
ii 30,6 a 
iii 16,4 b 
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Conclusão 
 O presente trabalho mostrou diferentes grupos morfológicos bacterianos nos 

tratamentos (Pecuária, Lavoura-Pecuária, ILPF). O tratamento com Pecuária apresenta 

maior número de UFC do que os demais. O solo cultivado com lavoura – pecuária apresenta 

maior quantidade de bactérias fixadoras de nitrogênio do que os demais tratamentos 

estudados. 
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