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Introdução 

O nitrogênio é um constituinte nutricional essencial para as plantas, presentes em 

grandes quantidades, que podem ser obtido do solo a partir da decomposição de materiais 

orgânicos, utilização de fertilizantes, ou pela fixação biológica de nitrogênio atmosférico (N2) 

(Motta, 2007). Este elemento pode ser encontrado disponível no solo na forma de nitrato, 

amônia, aminoácidos, peptídeos e purinas (Barbosa et al., 2012). As plantas possuem 

habilidade de absorver esse nitrogênio quando disponível em sua forma de íon nitrato (NO3-) 

e amônio (NH4+), no entanto o nitrogênio presente na atmosfera se encontra em sua forma 

molecular (N2) inacessível para as mesmas (Gírio, 2014). Desta forma, a fixação biológica 

de nitrogênio (FBN) ocorre pela ação de bactérias diazotróficas, que possuem nitrogenases 

que promovem a redução do N2 atmosférico em compostos úteis para planta (Nunes, 2013). 

Estes organismos podem ser encontrados de forma livre, como endofíticos obrigatórios ou 

facultativos e simbióticos (Silva, 2015). As bactérias diazotróficas fazem parte do grupo de 

bactérias denominado rizobactérias presentes com grande variabilidade no solo capazes de 

colonizar raízes de plantas promovendo efeito positivo sobre elas (Nunes, 2013).  

Os processos pelo qual as rizobactérias favorecem o crescimento de planta, por 

meio de ação direta, envolvem o estímulo da nodulação de plantas leguminosas, a fixação 

assimbiótica de nitrogênio, a produção de hormônios, produção de fosfatases entre outros 

fatores (Ribeiro, 2010). Bactérias diazotróficas do gênero Azospirillum, Herbaspirillum e 

Burkholderia, entre outras, podem ser responsáveis pelo suprimento de N em gramíneas 

forrageiras do tipo braquiária. A adubação nitrogenada é um método utilizado para aumentar 

a disponibilidade de nitrogênio em plantas, porém quando aplicados ao solo sofrem grandes 

perdas por lixiviação ou por volatilização, tornando-se um processo de alto custo para o 

produtor, além de o consumo ser em larga escala (Sartor, 2009). Desta forma, como saída 

sustentável torna-se necessário a exploração do potencial de fixação de nitrogênio (FBN) 

atmosférico em gramíneas (Silva, 2010). No presente estudo objetivou-se isolar bactérias 

endofíticas de folhas de Brachiaria brizantha cv. Marandu e de Cymbopogon spp. e avaliar a 

capacidade desses isolados fixar nitrogênio. 



256 

 

 

Material e Métodos 
O presente estudo foi realizado no Laboratório de Microbiologia e Ecologia da 

Embrapa Agrossilvipastoril, localizada na cidade de Sinop, MT. As amostras de Brachiaria 

brizantha cv Marandu. foram coletadas no experimento ILPF corte da Embrapa 

Agrossilvipastoril e as amostras de Cymbopogon spp. coletas em 3 residências no município 

de Sinop (uma no bairro Boa Esperança (11,8418 S’ 55,5284 W’) e duas no bairro Jardim 

Itália II (11,8487 S’ 55,5339 W’)). Foram coletadas 3 plantas diferentes para cada espécie 

em estudo. E para cada planta foi realizado um isolamento diferente. O método utilizado 

para o isolamento de bactérias endofíticas foi o descrito por Araújo et al. (2001). As folhas 

foram lavadas em água corrente para retirar resíduos de poeira e solo. Em seguida, foi 

realizada a descontaminação superficial imergindo as amostras de folha em álcool 70% por 

1 minuto, seguido de hipoclorito de sódio a 2% por 2 minutos, posterior imersão em álcool 

70% por 1 minuto, seguido de duas lavagens em água esterilizada. Após a 

descontaminação o tecido vegetal foi triturado em uma solução salina tamponada (PBS: 

1,44 Na2HPO4; 0,24 KH2PO4; 0,20 KCl; 8,00 NaCl; pH 7,4). Foi utilizado 1 g de tecido 

vegetal e 9 mL de PBS. 

Para inoculação, utilizaram-se amostras na diluição 10-1, 10-2 e 10-3. O meio de 

cultura utilizado foi TSA (Tryptone Soya Agar) a 10% (5 g de Tryptone Soya Agar e 15 g de 

Agar Base para 1 L de água ultra pura, em pH de 7,3). Os isolamentos foram repetidos três 

vezes colocados em câmara de climática do tipo B.O.D, no período de 7 dias à 28 ºC. Para 

verificar se o processo de desinfestação foi eficiente, alíquotas da última água utilizada para 

lavagem foram inoculadas nas mesmas condições acima. Para purificação das bactérias 

aplicou-se a técnica de estria de esgotamento em meio de cultura sólido TSA. Após a 

purificação as bactérias foram submetidas ao teste de fixação biológica de nitrogênio em 

meio NFB conforme citado por Döbereiner et al. (1995). Os frascos foram incubados cerca 

de 7 a 9 dias, até que o meio apresentasse turbidez ou formação de película. Como controle 

positivo foi inoculado tubos com a bactéria Azospirillum spp. comercial. 

Para as análises estatísticas, os dados foram avaliados quanto sua normalidade pelo 

teste de Shapiro Wilk e posteriormente analisada quanto à homogeneidade de variâncias 

pelo teste de Bartlett. Após isso, os dados foram submetidos a teste de médias Tukey de 5% 

de significância. Todas as análises foram realizadas com Software R (versão 2.7.1). 
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Resultados e Discussão 
Ao comparar os isolamentos das folhas da B. brizantha e capim limão verificou-se 

que a espécie B. brizantha cv. Marandu apresentou quantidades de Unidades Formadoras 

de Colônia (UFC) 12x superiores aos encontrados em Cymbopogon spp. As plantas de B. 

brizantha possuem 79,93 x 103 g e capim-limão 6,4 x 103 g de tecido vegetal. 

Através do teste em meio de cultivo NFB foi possível observar que 25,33% dos 

isolados de capim-limão e 22,22% de B. brizantha foram capazes de fixar nitrogênio. As 

braquiárias são hospedeiras comuns de bactérias endofíticas diazotróficas fixadoras de 

nitrogênio (Melloni et al., 2004), porém no presente trabalho observou-se que capim limão 

também hospeda bactérias fixadoras de nitrogênio e em maior quantidade. Uma das 

possíveis explicações para a maior presença de fixadores de nitrogênio em capim limão é 

divido ao não uso de adubação nitrogenada nas plantas estudadas. O não uso de adubação 

nitrogenada força as espécies vegetais a fazerem simbiose com bactérias para obtenção 

desse importante nutriente (Sartor, 2009). Já, a B. brizantha avaliada recebeu adubação 

nitrogenada, o que acaba reduzindo as interações com bactérias fixadoras de nitrogênio. O 

presente trabalho reforça a importância de se prospectar bactérias fixadoras de nitrogênio 

em outras espécies de gramíneas que não as espécies já utilizadas em sistemas produtivos. 

Adicionalmente, esse é o primeiro relato de isolamento de bactérias endofíticas fixadoras de 

nitrogênio em B. brizantha e Cymbopogon sp no norte de Mato Grosso. 

 

Conclusão 
A braquiária apresentou 12 vezes mais UFC que o capim-limão. O capim-limão 

possui maiores quantidades de isolados bacterianos capazes de fixar nitrogênio. 
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