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Se por um motivo muito grave você ficar em estado de ansiedade,

faça um teste, deixe a ansiedade subir, subir, subir, até o limite

 máximo, até onde você não pode mais suportar.

Neste momento, pense. O que poderia acontecer de pior?

Pronto, você já começou a encontrar uma saída. Ao falar isto para você

 mesmo a sua força interior começa a agir no seu cérebro

 e o próximo passo é relaxar. A hora é difícil,

mas o pior já passou e você já conseguiu se perguntar

sobre o pior que lhe pode acontecer, agora basta encher

o peito de ar e falar com segurança, assim você ganha metade

 do caminho e parte para a outra metade como vencedor.

Paulo Baleki
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RESUMO GERAL

VIDEIRA, Sandy Sampaio. Taxonomia polifásica de bactérias diazotróficas do gênero
Sphingomonas spp. e efeito da inoculação em plantas de arroz. 2008. 126f. Dissertação
(Mestrado em Agronomia, Ciência do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Seropédica, RJ, 2008.

O arroz (Oryza sativa L.) é um alimento extensamente consumido no planeta, suprindo mais
de 50% da alimentação mundial. Aproximadamente 150 milhões de hectares são utilizados
para seu cultivo, e destes, 32% crescem em condições de terras altas. O arroz é normalmente
cultivado em solos com deficiência de N, exigindo que este elemento seja fornecido por meio
de fertilizantes nitrogenados comercialmente disponíveis. Infelizmente, uma quantidade
significativa do N aplicado como fertilizantes perde-se através de diferentes mecanismos,
causando problemas de poluição ambiental e aumento no custo de produção. A utilização da
tecnologia de fixação biológica de N2 (FBN) pode diminuir a aplicação de N-fertilizantes,
reduzindo os elevados custos econômicos e ambientais. Dentre a grande diversidade de
bactérias que se associam com plantas de arroz, bactérias do gênero Sphingomonas são
frequentemente encontradas, entretanto a primeira espécie fixadora de nitrogênio só foi
descrita recentemente. Devido ao grande número de bactérias deste gênero obtidas de plantas
de arroz cultivadas no campo experimental da Embrapa Agrobiologia, o presente estudo visou
estudar a diversidade genética e identificar estes isolados, através de métodos moleculares,
fisiológicos e quimiotaxonômicos, assim como avaliar o comportamento populacional e a
eficiência de alguns isolados na promoção de crescimento vegetal de plantas de arroz de terras
altas cultivadas em casa de vegetação. Os resultados obtidos mostraram que somente 50% dos
isolados apresentaram atividade da nitrogenase in vitro e o gene relacionado a FBN. Todos os
isolados diazotróficos foram identificados como Sphingomonas spp., apresentando pouca
diversidade genética entre si e maior similaridade com a espécie Sphingomonas azotifigens. A
população de bactérias diazotróficas revelou maior número nas raízes. Verificou-se um
incremento no rendimento de grãos do arroz de até 48% quando inoculado com algumas
estirpes de Sphingomonas spp. e Herbaspirillum seropedicae (ZAE94) sobre o tratamento
sem inoculação e sem adubação nitrogenada.

Palavras – chave: Fixação biológica de nitrogênio. Nitrogenase. Oryza sativa.



GENERAL ABSTRACT

VIDEIRA, Sandy Sampaio. Poliphasic taxonomy of Sphingomonas spp. diazotrophic
bacteria and effect of inoculation in rice plants. 2008. 126p. Dissertation (Master Science
in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro. Seropédica, RJ, 2008.

Rice (Oryza sativa L.) is a widely consumed food on the planet, suppling more than 50% of
the world's food. Approximately 150 million hectares are used for its cultivation, and of these,
32% grow in upland conditions. Rice is usually grown in N-deficient soils, demanding that
the element be supplied to the field by commercially available N fertilizers. Unfortunately, a
substantial amount of the N applied as fertilizers is lost through different mechanisms,
causing environmental pollution and economical problems. Utilization of biological N2
fixation (BNF) technology may decrease the application of N fertilizers, reducing
environmental and economical risks. Among the wide variety of bacteria that are associated
with rice plants, Sphingomonas spp. are often found; although the first nitrogen-fixing specie
has been reported only recently. Due the large number of Sphingomonas spp. obtained from
rice plants grown in the experimental field of Embrapa Agrobiologia, this study aimed to
study the genetic diversity and identify these isolates through molecular, physiological and
quimiotaxonomic methods, as well as assess the behavior of the population and the efficiency
of some isolated in growth-promoting of upland condition rice plants cultivated in a
greenhouse. The results showed that only 50% of the isolates presented in vitro nitrogenase
activity and the gene related to BNF. All diazotrophic isolates were identified as
Sphingomonas spp., showing little genetic diversity among themselves and greater similarity
to Sphingomonas azotifigens. The population of diazotrophic bacteria showed great numbers
present in the rice roots. There was an increase in grain yield of rice by 48% when inoculated
with some strains of Sphingomonas spp. and Herbaspirillum seropedicae (ZAE94) on the
treatment without inoculation and without nitrogen.

Key words: Biological nitrogen fixation. Nitrogenase. Oryza sativa.



SUMÁRIO
INTRODUÇÃO GERAL 1

CAPÍTULO I. TAXONOMIA POLIFÁSICA DE BACTÉRIAS DIAZO TRÓFICAS

DO GÊNERO Sphingomonas

RESUMO 3

ABSTRACT 4

1. INTRODUÇÃO 5

2. REVISÃO DE LITERATURA 6

2.1 Taxonomia Bacteriana 6

2.1.1 Métodos genotípicos 6

2.1.2 Métodos fenotípicos 11

2.1.3. Métodos quimiotaxonômicos 12

2.2 O Gênero Sphingomonas 12

3. MATERIAL E MÉTODOS 18

3.1. Origem dos Isolados 18

3.2 Extração de DNA Genômico 19

3.3 Identificação de Bactérias Diazotróficas 19

3.4 Avaliação da Diversidade dos Isolados 21

3.4.1 Análise de restrição dos fragmentos amplificados (ARDRA) 21

3.4.2 Polimorfismo do tamanho de fragmentos amplificados (AFLP) 22

3.4.3 DGGE do gene 16S DNAr 23

3.5 Determinação do Posicionamento Taxonômico e Relação Filogenética 24

3.5.1 Hibridização in situ por fluorescência (FISH) 24

3.5.2 Gênero-específico 25

3.5.3 Seqüenciamento do gene 16S DNAr 25

3.5.4 Hibridização DNA:DNA 26

3.6 Características Fenotípicas e Quimiotaxonômicas 27

3.6.1 Curva de crescimento bacteriano 27

3.6.2 Morfologia de colônia 28

3.6.3 Morfologia celular 28

3.6.4 Reação de Gram 28

3.6.5 Testes enzimáticos 28



3.6.6 Condições ideais de pH e temperatura 29

3.6.7 Tolerância a NaCl 29

3.6.8 Tolerância a sacarose 30

3.6.9 Metabolismo de carbono 30

3.6.10 Produção de ácido-3-indolacético (AIA) 30

3.6.11 Solubilização de fosfatos 31

3.6.12 Ésteres metílicos de ácidos graxos celulares (FAME) 31

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 32

4.1 Ativação dos Isolados 32

4.2 Qualidade e Quantificação do DNA Genômico 32

4.3 Identificação de Bactérias Diazotróficas 32

4.4 Diversidade Genética 35

4.4.1 ARDRA 35

4.4.2 AFLP 37

4.4.3 DGGE 40

4.5 Posicionamento Taxonomico e Relação Filogenética 41

4.5.1 FISH 41

4.5.2 Seqüenciamento e análise filogenética da região16S DNAr 42

4.4.3 Identificação com iniciadores específicos 44

4.5.4 Hibridização DNA:DNA 45

4.6 Características Fenotípicas e Quimiotaxonômicas 47

4.6.1 Curva de crescimento 47

4.6.2 Morfologia de colônias 48

4.6.3 Morfologia celular 48

4.6.4 Reação de Gram e testes enzimáticos 48

4.6.5 Tolerância a NaCl 49

4.6.6 Tolerância a sacarose 49

4.6.7 Metabolismo de carbono 50

4.6.8 Solubilização de fosfato 51

4.6.9 Produção de AIA 52

4.6.10 FAME 53

5. CONCLUSÕES 55

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 56



7. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 57

CAPÍTULO II. EFEITO DA INOCULAÇÃO DE Sphingomonas spp. EM PLANTAS

DE ARROZ

RESUMO 82

ABSTRACT 83

1. INTRODUÇÃO 84

2. REVISÃO DE LITERATURA 85

2.1 Nitrogênio na Cultura do Arroz 85

2.2 Fixação de Nitrogênio 86

2.3 Fixação Biológica de Nitrogênio em Arroz 87

3. MATERIAL E MÉTODOS 90

3.1 Área de Estudo 90

3.2 Cultivar Utilizada 90

3.3 Delineamento Experimental 90

3.4 Preparo do Inoculante 90

3.5 Implantação do Experimento 90

3.6 Determinações 90

3.6.1 Contagem do número mais provável (NMP) 91

3.6.2 Acúmulo de biomassa e nutrientes 92

3.6.3. Análises estatísticas 92

4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 93

4.1 Número Mais Provável (NMP) - Solo e Semente 93

4. 2 Biomassa da Parte Aérea (BMS) e Acúmulo de N, P e K 93

5. CONCLUSÕES 102

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 103

7. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 104

CONCLUSÕES GERAIS 115

CONSIDERAÇÕES GERAIS 116

ANEXOS 117



INTRODUÇÃO GERAL

As bactérias estão presentes em todos os ambientes terrestres ocupando e colonizando
todos os nichos possíveis, incluindo as superfícies e interior de plantas, que constituem um
verdadeiro ecossistema microbiano (NEWMAN & BANFIELD, 2002; TORSVIK et al.,
2002). Entre as bactérias associadas a plantas, as bactérias promotoras de crescimento vegetal
(BPCV) são consideradas um dos grupos mais importantes na agricultura tropical. Há vários
efeitos positivos atribuídos às BPCV, como o controle biológico de pragas e doenças nas
plantas (DOWNING et al., 2000), fixação biológica de nitrogênio (BALDANI & BALDANI,
2005), indução de resistência sistêmica (HALLMANN, 1997), produção de antibióticos
(STROBEL & DAISY, 2003), produção de fitohormônios como as auxinas, citocininas,
giberelinas, ácido abscísico e etileno (LEE et al., 2004; ZAKHAROVA, 1999;
KUKLINSKY-SOBRAL, 2004), dentre outros.

A interação de bactérias fixadoras de nitrogênio com diversas culturas tem sido tema
de pesquisas no mundo todo, devido ao seu potencial biotecnológico, evidenciado no aumento
da produtividade das culturas, possibilidade de redução dos custos de produção ao diminuir o
volume de adubos nitrogenados aplicados e, conseqüentemente, melhoria da conservação dos
recursos ambientais (KUSS, 2006). As contribuições da fixação biológica de nitrogênio foram
verificadas inicialmente em leguminosas, mas plantas da família Poaceae como o arroz, têm
apresentado potencial significativo, podendo a contribuição da FBN chegar a 58% (MIRZA et
al., 2000; BALDANI et al., 2002). Diferentes gêneros de bactérias diazotróficas têm sido
isolados de rizosfera e tecidos de arroz, incluindo o gênero Sphingomonas (IIZUKA, 1960,
KIM et al., 1998; XIE & YAKOTA, 2006).

A literatura vem relatando um crescimento constante do número de espécies
bacterianas associadas a plantas de arroz, por isso os processos de reconhecimento e avaliação
do potencial destes novos microrganismos são necessários para que prossigam estudos quanto
à sua atuação sobre o rendimento desta cultura e possibilidade de utilização nos sistemas de
produção agrícola.

Este estudo justifica-se pela necessidade de identificar e resolver as relações
filogenéticas de isolados bacterianos do gênero Sphingomonas spp. obtidos de tecidos
vegetais de dois cultivares de arroz e verificar o potencial de aplicação destas bactérias em
plantas de arroz. Os resultados desta pesquisa podem fornecer informações valiosas, bem
como auxiliar na seleção de estirpes mais eficientes para processos de inoculação, obtendo-se
desta maneira, o máximo fornecimento de nitrogênio para a cultura do arroz.

Este estudo foi organizado em dois capítulos, o primeiro abordando a utilização da
taxonomia polifásica para avaliar a diversidade, identificar e caracterizar isolados de bactérias
do gênero Sphingomonas obtidas do interior de plantas de arroz; e o segundo se refere ao
experimento de inoculação de plantas em casa de vegetação, observando-se o comportamento
populacional das bactérias diazotróficas e o crescimento de plantas de arroz de terras altas
(sequeiro) frente aos tratamentos de inoculação e diferentes doses de nitrogênio aplicadas,
avaliando-se o possível  efeito benéfico das bactérias diazotróficas na produtividade do arroz.
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RESUMO

As plantas constituem um complexo ecossistema onde comunidades bacterianas interagem
continuamente. O número de diferentes espécies e a população de uma determinada espécie
dentro da comunidade são parâmetros essenciais para o manejo em culturas de interesse
agronômico. Visto que as bactérias podem beneficiar de muitas maneiras as plantas
hospedeiras, o conhecimento da estrutura e diversidade destes microrganismos pode ser
aplicado para melhorar a produtividade de cultivos. A maioria dos estudos de bactérias
associadas a arroz está relacionada com a fixação biológica de nitrogênio. Entretanto, estudos
de diversidade e identificação da população de bactérias do gênero Sphingomonas associadas
aos tecidos de plantas de arroz ainda não foram realizados. O objetivo deste estudo foi
identificar e avaliar a diversidade genética de bactérias do gênero Sphingomonas obtidas de
tecidos de arroz através de uma abordagem polifásica, utilizando métodos moleculares,
fisiológicos e bioquímicos. Os isolados foram obtidos durante o trabalho de tese de Rodrigues
em 2003. Das 54 isolados obtidos de tecidos vegetais de plantas de arroz recuperados do
estoque inicial, somente 50% apresentaram o gene relacionado à FBN e foram capazes de
mostrar atividade da nitrogenase in vitro. Dentre os isolados fixadores de nitrogênio, os
resultados obtidos pelo ARDRA, AFLP e FAME mostraram que os isolados se dividiram em
dois grupos distintos. As análises da seqüência parcial do gene 16S DNAr e as demais
técnicas utilizadas para posicionamento taxonômico dos isolados bacterianos permitiram a sua
classificação como membros do gênero Sphingomonas. Embora a técnica de hibridização
DNA:DNA não tenha sido finalizada, os resultados sugerem que os isolados apresentam
maior similaridade genética com as espécies S. azotifigens seguida da espécie S. trueperi. Os
isolados produziram AIA, mas não foram capazes de solubilizar fosfato. Em função de sua
constante associação com as plantas e ampla distribuição, estas bactérias podem ser
importantes não apenas pela FBN e produção de fitohormônios, mas também por apresentar
outros atributos interessantes para utilização na biotecnologia.

Palavras - chave: Bactérias fixadoras de nitrogênio. Tipagem bacteriana. Filogenia.
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ABSTRACT

Plants are a complex ecossystem where bacterial communities continuously interact. The
number of different species and the population of a specific species within the community are
essential parameters to define its structure and diversity. This knowledge can be applied to
improve the productivity and to facilitate the management of agronomic interest crops. The
majority of bacteria studies associated to rice are related to biological nitrogen fixation.
However, studies about the diversity of Sphingomonas community of rice plant tissues have
not yet been reported. The objective of this study was to identify and assess the genetic
diversity of Sphingomonas bacteria obtained from rice tissues through a poliphasic approach,
using molecular, physiological and biochemical methods. Only 50% of the isolates obtained
from rice tissues showed the gene related to the BNF and were capable of showing the
nitrogenase activity in vitro. Among the nitrogen-fixing isolates, the results obtained through
ARDRA, AFLP and FAME showed that the isolates were divided into two distinct groups.
Analyses of the partial sequence of 16S rDNA gene and the other techniques used for
taxonomic placement of the bacterial isolates allowed their classification as members of the
Sphingomonas genus. Although the technique of DNA:DNA hybridization has not been
finalized, the results suggest that the isolates show greater genetic similarity to S. azotifigens
species followed by S. trueperi. The isolates produced AIA, but have not been able to
solubilize phosphate. Because of its constant association in plants and wide distribution, these
bacteria may be important not only for the BNF and production of phytohormone, but also by
presenting other interesting attributes useful in biotechnology.

Key words: Nitrogen-fixing bacteria. Bacterial typing. Phylogeny.



5

1. INTRODUÇÃO

O Brasil é reconhecido como um dos países que apresenta um dos mais elevados
índices de biodiversidade animal e vegetal. Entretanto, são escassos dados sobre a diversidade
microbiana brasileira. Por isso, a identificação de novos microrganismos, bem como sua
preservação e classificação apropriada, é imprescindível para que a nossa diversidade seja
convenientemente utilizada e convertida em riquezas.

Os primeiros sistemas de classificação de procariontes eram baseados apenas em
propriedades fenotípicas utilizadas para agrupar linhagens, a despeito de qualquer afinidade
evolutiva verdadeira, e por isso foram tidos como artificiais. Durante as últimas duas décadas,
técnicas moleculares têm sido amplamente utilizadas para estudar bactérias obtidas de muitas
plantas, inclusive os cereais. Os métodos utilizados para detectar e isolar bactérias
diazotróficas envolve basicamente a maceração de tecidos vegetais e inoculação em meio de
cultivo semi-sólido livre de nitrogênio. Esse método pode fornecer estimativas da população
bacteriana, assim como a colonização ao longo da planta, mas não revelar a identidade exata
dos organismos.

O gênero Sphingomonas compreende mais de 50 espécies bacterianas, e embora sejam
encontradas em associação com plantas de arroz desde 1960, somente em 2006 S. azotifigens
foi descrita como a primeira espécie fixadora de nitrogênio deste gênero, obtidas de raizes de
plantas de arroz. Embora bactérias do gênero Sphingomonas sejam mundialmente estudadas,
não existem informações sobre a diversidade e distribuição de bactérias diazotróficas deste
gênero em plantas de arroz. Desta forma, estudos que buscam aumentar os conhecimentos a
respeito da população de bactérias deste gênero em plantas de arroz, podem auxiliar no
entendimento do processo interativo, visto que já foi observado que bactérias que se associam
ás plantas podem conferir ao seu hospedeiro muitos benefícios na promoção de crescimento
vegetal.

Diante do exposto, torna-se evidente a necessidade de um melhor conhecimento da
população de Sphingomonas spp. associada a plantas de arroz. Desta forma, este capítulo teve
como objetivos: (i) identificar a população diazotrófica de bactérias do gênero Sphingomonas
previamente obtidas de plantas de arroz; (ii) estudar a diversidade genética destas bactérias
através da utilização de testes moleculares e; (iii) identificar, in vitro, o metabolismo e
funcionalidade destas bactérias.



6

2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1 Taxonomia Bacteriana
As bactérias constituem um dos grupos mais diversos na terra e possuem importância

indiscutível na sustentabilidade da biosfera. Têm um papel preponderante nos ciclos
biogeoquímicos (carbono, nitrogênio, e outros elementos), processos de biorremediação,
conversão de energia, biocatálises, e síntese de produtos naturais; isto faz das bactérias uma
fonte importante para novos processos industriais e biotecnológicos (BULL et al., 2000;
DEUTSCHBAUER et al., 2006). Consequentemente, o interesse na exploração de
comunidades naturais de bactérias tem aumentado, e apesar da grande diversidade encontrada
estima-se que tenhamos conhecimento de apenas uma pequena fração das bactérias existentes
(TORSVIK et al., 2002).

A taxonomia e sistemática microbiana abordam a classificação (criação de novos
taxa), identificação (alocação de linhagens dentro de espécies conhecidas) e nomenclatura dos
microrganismos (VANDAMME et al., 1996; GEVERS et al., 2005; COENYE et al., 2005).
Os termos taxonomia e sistemática foram frequentemente utilizados de forma indiscriminada,
mas os dois termos apresentam diferentes significados. A taxonomia é a teoria e a prática de
classificar microrganismos (MAYR & ASHLOCK, 1991), a sistemática refere-se ao estudo da
diversidade dos organismos e o relacionamento entre eles, incluindo seu parentesco evolutivo
(filogenia) e todas as possíveis interações biológicas (SIMPSON, 1961).

Por mais de 100 anos, os microrganismos tem sido descritos e identificados por
metodologias dependentes de cultivo (FRY, 2000; SCHLEIFER, 2004). A maioria das
descrições tem sido baseada em certas características morfológicas, como forma e coloração
das colônias, tamanho e motilidade celular, patogenicidade, assimilação de diferentes fontes
de carbono, dentre outros, resultando na formação de grupos taxonômicos relativamente
heterogêneos e muitas vezes artificiais (WOESE, 1987). Houve, no entanto, a necessidade de
uma abordagem mais abrangente para fornecer informação convincente para determinar
linhagens bacterianas. A algumas décadas, avanços e inovações nas técnicas moleculares,
baseadas em seqüenciamento de DNA e análise de seqüências dos genes ribossomais
(principalmente as subunidades menores como 16S DNAr – SSU DNAr) de vários
procariotos, têm gerado informações relevantes nas relações taxonômicos, ecológicas e
evolucionárias das espécies de bactérias encontradas (DAHLLOF, 2002; FORNEY et al.,
2004).

A primeira tentativa de classificação microbiana baseada em DNA fita simples foi
feita por Schildkraut et al. em 1961. Esse foi um grande avanço no mundo da classificação
microbiana, preparando o caminho para o desenvolvimento do sistema polifásico atualmente
utilizado. O termo cunhado por Colwell em 1970, taxonomia polifásica, refere-se à integração
de informações genotípicas complementadas com informações fenotípicas e
quimiotaxonômicas de um microrganismo a fim de executar um agrupamento do mesmo
(PRAKASH et al., 2007). A abordagem polifásica é uma tendência recente da taxonomia
microbiana, que prevê um sistema de classificação autêntico (Figura 1).

2.1.1 Métodos genotípicos
Os métodos genotípicos de taxonomia, direcionados para moléculas de DNA ou RNA,

são conseqüência do progresso tecnológico experimentado pela biologia molecular nas
décadas recentes e atualmente dominam os estudos taxonômicos modernos (VANDAMME et
al, 1996).
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Figura 1. Fluxograma dos procedimentos a serem realizados para a caracterização
taxonômica de isolados bacterianos de acordo com Prakash et al., 2007.

Em 1987, o Comitê Internacional de Sistemática Bacteriana definiu “espécie
bacteriana” como um grupo de estirpes que apresentam mais de 70% de homologia na
hibridização DNA:DNA com 5°C ou menos de variação da temperatura de fusão (∆Tm),
desde que todas as características fenotípicas e quimiotaxonômicas estejam de acordo
(WAYNE et al., 1987). Em 1987, os trabalhos de Stackebrandt & Goebel e Woese,
demonstraram que a similaridade das seqüências do todo o gene 16S DNAr também deveria
ser utilizada na definição de espécies, onde estirpes com similaridade das seqüências de 16S >
97% deveriam ser consideradas a mesma espécie, e estripes com 97% ou menos de
similaridade não necessariamente pertenceriam a mesma espécie (STACKEBRANDT &
GOEBEL, 1994). Em 2002, um novo comitê reavaliou a definição de espécies na
bacteriologia e propuseram que além da hibridização DNA:DNA e a seqüência do gene 16S
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DNAr (apresentando mais de 1.300 nucleotídeos e similaridade com outras seqüências <
99,5%), outras técnicas envolvendo genomas deveriam ser utilizadas como base para a
definição de novas espécies (STACKEBRANDT et al., 2002).

a) Análise do gene 16S DNAr
Em procariotos são encontrados três tipos de moléculas de ribossomas: o 5S e 23S que

constituem a subunidade grande (LSU) e as moléculas de 16S que constituem a subunidade
pequena (SSU) (SEVIOUR et al., 1999). O RNA é sempre sintetizado a partir da cópia de
regiões específicas e bem delimitadas do DNA. Os genes ribossomais do DNA possuem a
informação genética, que codifica a síntese das diferentes moléculas de RNAr (LECHNER et
al., 1994). Devido a síntese de ribossomas ser tão importante para todas as células, é provável
que o sistema para tradução tenha surgido uma única vez na evolução, e não tenha sido
alterado subseqüentemente. Desta forma, por ser um processo conservado durante o período
evolutivo, as seqüências das subunidades 5S, 16S e 23S podem ser consideradas conservadas,
assim como os genes que as codificam (ABREU, 2004).

A seqüência do gene 16S DNAr foi estabelecida como marcador genético universal
por varias razões, dentre elas: (i) distribuição universal entre os procariotos, (ii) conservação
natural, apresentando baixa taxa de mutação durante a evolução, (iii) papel fundamental do
ribossomo na síntese protéica, (iv) não ocorrência de transferências horizontais, e (v) tamanho
ideal para utilização através de técnicas de PCR e seqüenciamentoc (WOESE, 1987;
CLARRIDGE, 2004).

Atualmente, este gene tem sido seqüênciado de muitas bactérias (MAIDAK et al.,
1996). Muitas das regiões conservadas são semelhantes entre diferentes bactérias, e dentro
destas, pequenas seqüências podem ser reconhecidas como únicas sendo espécie-específicas
ou estirpe-específicas (ABREU, 2004). Estas seqüências podem ser utilizadas para
identificação individual de células bacterianas (AMANN et al., 1990; 1995).

Nos estudos do gene 16S DNAr a reação em cadeia da polimerase (PCR) é o método
mais comumente utilizado; as informações obtidas podem ser comparadas através da análises
dos perfis gerados por técnicas de análise de restrição de DNA ribossomal (ARDRA) (GICH
et al., 2000; LAGACÉ et al., 2004), eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE)
(SIEVERT et al., 2000; LEYS et al., 2004), hibridização in situ por fluorescência (FISH)
(AMANN et al., 2001), dentre outras. O seqüenciamento do fragmento produzido pela
amplificação por PCR do gene 16S DNAr tem sido muito utilizado na identificação e análises
comparativas para entender as relações filogenéticas  entre os procariotos a nível de espécie.
De forma geral, estes métodos moleculares baseados no gene 16S DNAr tornaram-se mais
populares e amplamente aceitáveis devido à sua simplicidade e poder discriminatório,
podendo desta forma contribuir para a identificação taxonômica das estirpes.

b) Análise de restrição de DNA ribossomal amplificado (ARDRA)
ARDRA é uma técnica derivada do RFLP e emprega a digestão do DNA ribossomal

amplificado com diferentes enzimas de restrição. É baseada no grau de conservação do gene e
variação dos sítios de restrição do DNAr que reflete nos padrões filogenéticos. A vantagem
desta técnica, em contraste com outros métodos de análise de fragmentos, é que além de gerar
padrões específicos para gêneros e espécies (GÜRTLER at al, 1991), também gera padrões
intra-específicos (AZEVEDO et al., 1998; REIS JUNIOR et al., 2006). No caso de análise da
diversidade de grupos de isolados com elevada afinidade filogenética, o fragmento
amplificado deve incluir o espaço intergênico 16S-23S DNAr. Esta região apresenta maior
variabilidade, tanto em composição de bases quanto em tamanho, quando comparada com a
16S e 23S.
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c) Electroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE)
A técnica de DGGE foi primeiramente utilizada para identificar mutações gênicas na

área médica (BORRESEN et al., 1988). MUYZER et al. (1993) foram os primeiros a adaptar
o uso de DGGE para análises de comunidades microbanas. Inicialmente, comunidades com
diversidade limitada foram examinadas (MUYZER et al., 1995; FERRIS et al., 1996) e,
subsequentemente, muitos grupos passaram a utilizar a técnica para análise de comunidades
microbianas dos solos (HEUER et al., 1997; DUINEVELD et al., 1998). Devido à imensa
complexidade das comunidades microbianas deste ambiente, pesquisadores tiveram que
selecionar iniciadores específicos para populações conhecidas como actinomicetos (HEUER
et al., 1997) e bactérias nitrificantes (KOWALCHUK et al., 1997), ou limitar suas pesquisas a
ambientes específicos como a rizosfera e tecidos vegetais (DUINEVELD et al., 1998;
ROSADO et al., 1998; LEYS et al., 2004; NAKATSU, 2007). Qualquer gene pode ser
utilizado nesta técnica, desde que apresente regiões conservadas e variáveis em sua seqüência
de bases. A maioria dos estudos tem sido feito com o 16S DNAr, mas outros marcadores
como regiões intergênica (BECKER et al., 2004; DE OLIVEIRA et al., 2006), 5S DNAr
(STONER et al., 1996), o gene rpoB (DA MOTA et al., 2004) e o gene nifH (WARTIAINEN
et al., 2008), entre outros, também tem sido utilizados.

d) Hibridização in situ por fluorescência (FISH)
A metodologia de FISH é um exame de microscopia que tem sido utilizado para

identificação de bactérias, sendo uma das técnicas de identificação mais direta. Este método
usa hibridização de oligonucleotídeos, geralmente com 15 nucleotídeos complementares a
regiões específicas do gene 16S DNAr ou 23S DNAr para as diferentes classes, gêneros e
espécies bacterianas (AMAM et al., 2001). As sondas são capazes de entrar nas células
fixadas podendo formar ligações estáveis com a região 16S ou 23S nos ribossomos (Figura 2).
Se não existir complementaridade entre a sonda e o ribossomo, não ocorre hibridização e a
sonda é lavada da célula (LINDREA et al., 1999). As células que hibridizam com a sonda
marcada podem ser diretamente visualizadas em um microscópio de epifluorescência.

Figura 2. Hibridização in situ com sonda de oligonucleotídeos específica para o gene 16S
DNAr. Fonte: adaptado de Abreu, 2004.

e) Hibridização de ácidos nucleicos
A Hibridização DNA – DNA, ou técnica de reassociação DNA:DNA tem sido

utilizada na caracterização genotípica de bactérias a algumas décadas. É uma das primeiras
técnicas moleculares utilizadas (CROSA et al., 1973) e até agora permanece como
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metodologia fundamental para o delineamento de espécies bacterianas (ROSSELLÓ-MORA
& AMANN, 2001).

Esta técnica permite a comparação do genoma total entre duas espécies bacterianas
sob condições padronizadas. De acordo com esta metodologia, uma espécie bacteriana inclui
estirpes com 70% ou mais de similaridade DNA:DNA com 5°C ou menos de variação da
temperatura de fusão (WAYNE et al., 1987; VANDAMME et al., 1996). Estima-se que mais
de 5.000 espécies bacterianas foram identificadas com sucesso baseadas na técnica de
hibridização DNA:DNA (ROSSELLÓ-MORA, 2006).

Como todos os métodos, este apresenta algumas limitações, tais como: (i) tempo de
resposta demorado, (ii) permite o estudo de poucos grupos, (iii) apresenta elevado nível de
erros experimentais, (iv) a reprodutibilidade dos resultados é inexata, (v) não tem capacidade
de gerar um banco de dados e, (vi) não é aplicável a organismos não culturáveis (JANDA &
ABBOTT, 2002; MEHLEN et al., 2004; OREN, 2004; GEVERS, et al., 2005). Apesar da
intensa crítica (LAN & REEVES, 2001; MAYNARD SMITH et al., 2000), a hibridização
DNA:DNA ainda é referência para o delineamento de espécies em bacteriologia. Linhagens
da mesma espécie apresentam, sob condições controladas de ensaios, pelo menos 70% de
hibridização entre seus genomas, conforme definido pelo Comitê Internacional de Sistemática
Bacteriana (STACKEBRANDT et al., 2002).

f) Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrição amplificados (AFLP)
Técnicas de DNA fingerprinting têm sido descritas como poderosos métodos de

tipagem molecular para microrganismos (SWAMINATHAN & GHASSAN, 1993). O RFLP é
uma técnica que requer grande quantidade de DNA genômico, sondas de ácidos nucléicos
pré-definidas e procedimentos de hibridização laboriosos. A performance do RAPD é sensível
a muitos fatores como a seleção de iniciadores, concentração de magnésio no tampão de PCR
e ao termociclador usado para a PCR (LIN et al., 1996).

Um novo marcador molecular de planta baseado em PCR, o polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restrição amplificados (AFLP) supera muitos dos problemas
encontrados por RFLP e RAPD. AFLP tem sido utilizado como marcador de estabilidade
genética e para localizar genes de resistência a doenças (VOS et al., 1995; THOMAS et al.,
1994). Além disso, esta técnica tem sido usada com sucesso para determinar a variabilidade
gênica em diversos gêneros de bactérias (McLAUCHLIN et al. 2002; BEN-HAIM et al.,
2003; AST et al., 2007; HILL et al., 2007; BUSCONI et al., 2008), já que resulta num arranjo
de 30 a 40 fragmentos, alguns dos quais são grupo-específicos e outros estirpe-específicos
(JANSSEN et al., 1996). A combinação de diferentes enzimas de restrição e a escolha de
nucleotídeos seletivos nos iniciadores para PCR faz do AFLP um excelente sistema para
tipagem e determinação do posicionamento taxonômico de microrganismos (LIN et al., 1996;
JANSSEN et al., 1996).

Vários estudos independentes mostram uma alta correlação entre a similaridade de
padrões de AFLP e de hibridização de DNA:DNA para diversos grupos taxonômicos. Por
esse motivo, o AFLP tem sido sugerido como uma alternativa para as hibridizações
DNA:DNA (STACKEBRANDT et al., 2002; THOMPSON et al., 2004). Apesar de a técnica
de AFLP ser rápida, altamente discriminatória e os resultados serem acumulados em bases de
dados locais, a comparação de padrões de AFLP gerados em diferentes laboratórios é muito
difícil, comprometendo fortemente a criação de bancos de dados públicos para a identificação
de microrganismos.

g) Tipagem por seqüência de múltiplos loci (MLST)
O uso da tipagem por seqüência de múltiplos loci (Multi Locus Sequence Typing -

MLST) tem ampliado a visão sobre a biodiversidade e a evolução de bactérias (COHAN,
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2002; FEIL et al., 2003) e fungos (O’DONNELL et al., 2004; BALAJEE et al., 2005). Essa
técnica originou-se da eletroforese de enzimas, amplamente utilizada por biologistas de
populações (CAUGANT, 2003). Esta técnica consiste no seqüenciamento e na análise de
fragmentos de 5 a 7 genes conservados, espaçados ao longo do genoma microbiano com pelo
menos 100 kb de distância um do outro (MAIDEN et al., 1998). A grande vantagem dessa
técnica é que a diferença entre linhagens fica diretamente indexada nas seqüências de DNA.
Como esses genes evoluem muito lentamente, tornam-se ideais para estudos de longo tempo.
Além disso, seqüências gênicas, diferentemente de padrões de banda (como AFLP), podem
ser acumuladas em bases de dados de domínio público e comparadas com facilidade
(www.cria.org.br/cgee/documentos/microtax.doc).

Em uma nova reunião em que foram discutidos a definição e o conceito de espécies
em procariontes (GEVERS et al., 2005), concluiu-se que a definição de espécie utilizada
atualmente ainda se mostra útil e operacional. Entretanto, houve a sugestão de que novas
metodologias sejam desenvolvidas com urgência para suplantar as limitações da hibridização
DNA:DNA, 16S DNAr, características fenotípicas e fingerprints. A MLST vem sendo
fortemente indicada como nova alternativa. Diversos pesquisadores têm sugerido que a
definição de espécie seja baseada em seqüências de diversos genes (LA SCOLA et al., 2003;
GEVERS et al., 2005; THOMPSON & SWINGS, 2006) pelas características de baixo custo
de ensaios, facilidade de construção de bases de dados de acesso público, incorporação de
novos dados e recursos de análise computacional.

2.1.2 Métodos fenotípicos
Fenótipo é a expressão do genótipo, e sua observação inclui características

morfológicas, fisiológicas e bioquímicas do organismo. Antes do desenvolvimento das
técnicas moleculares, a taxonomia bacteriana foi exclusivamente baseada em estudos
comparativos das características fenotípicas (VANDAMME et a., 1996). Os métodos
fenotípicos clássicos para tipagem bacteriana incluem a análise de características
morfológicas do organismo em diferentes substratos de crescimento, utilização de diferentes
fontes de carbono, diferentes condições de NaCl, pH e temperatura, susceptibilidade e
produção de antibióticos, atividades enzimáticas, entre outros (VANDAMME et a., 1996). O
perfil metabólico pode não ser uma representação acurada da comunidade microbiana, mas
certamente gera importantes informações sobre a funcionalidade metabólica das bactérias
(SMALLA, 1998). Uma das principais desvantagens dos métodos fenotípicos é o caráter
condicional da expressão do gene, onde o mesmo organismo pode mostrar diferentes
caracteres fenotípicos em diferentes condições ambientais. Além disso, é preciso notar que
características fenotípicas devem ser comparadas com outros conjuntos de dados encontrados
em estirpes relacionadas. Entretanto, a reprodutibilidade destes resultados entre os diferentes
laboratórios tem sido um problema constante, sendo necessário utilizar procedimentos muito
bem padronizados durante a execução dos testes (On SLW & HOLMES, 1991).

Com o advento da taxonomia numérica (SNEATH & SOKAL, 1962) e o surgimento
da computação, dados fenotípicos começaram a ser analisados por coeficientes numéricos que
expressam similaridade entre linhagens com o auxílio de um computador. Sem dúvida, a
taxonomia numérica proporcionou maior objetividade aos esquemas de classificação
microbiana. A abordagem pressupunha a utilização de um grande número de testes
bioquímicos (100 a 200) e uma amostragem grande e diversificada de linhagens, sendo os
resultados expressos em porcentagens (VANDAMME et al., 1996).

2.1.3. Métodos quimiotaxonômicos
O termo quimiotaxonomia refere-se à aplicação de métodos analíticos que obtenham

informações sobre diferentes produtos químicos constituintes ou marcadores
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quimiotaxonômicos das células bacterianas, a fim de agrupá-los ou organizá-los em diferentes
níveis (VANDAMME et al., 1996; ROSSELLÓ-MORA & AMANN, 2001). O princípio da
quimiotaxonomia baseia-se na distribuição desigual de marcadores entre diferentes grupos
microbianos. Os métodos mais comumente usados incluem composição da parede
celular/membrana como peptidoglicanos, ácidos, lipídeos polares, composição de ácidos
graxos, lipopolissacarídeos, quinonas e poliaminas (SCHLEIFER & KANDLER, 1972;
BUSSE & AULING, 1988), dentre outros.

A riqueza de informações contidas nos ácidos graxos, por exemplo, pode ser tanto
qualitativa (usualmente em nível de gênero), quanto quantitativa (em nível de espécie). Como
os caminhos bioquímicos para análise de ácidos graxos são conhecidos, várias relações podem
ser estabelecidas entre diferentes organismos. Kunitsky et al.
(www.store.pda.org/bookstore/tableofcontents/ermm_v3_ch01.pdf) afirmam que a
composição de ácidos graxos é altamente conservada geneticamente, e assim, um mesmo
gênero e espécies de bactérias, em condições semelhantes, terão similaridade bem elevada da
composição de ácidos graxos.

Ácidos teicóicos são polímeros de glicerol e são especificamente utilizados para
caracterizar bactérias Gram-positivas. Quinonas que pertencem a uma classe de lipídios
terpenóides são componentes de membrana plasmática bacteriana e são valiosos na
sistemática microbiana. A análise destes compostos, utilizando diferentes técnicas de
cromatografia, pode delinear com êxito as bactérias até a classificação de gênero (BISHOP et
al., 1962).

Todas as técnicas utilizadas na classificação e sistemática têm suas vantagens e
limitações, por isso, a combinação de diferentes métodos tem sido o melhor caminho para o
entendimento sobre diversidade, filogenia, ecologia, evolução e taxonomia do maior grupo de
organismos vivos da Terra – os procariotos.

2.2 O Gênero Sphingomonas
a) Descrição do gênero
Yabucchi et al. em 1990 transferiram a espécie Pseudomonas paucimobilis

(previamente conhecida como CDC grupo IIK-2) para o novo gênero Sphingomonas, com a
estirpe-tipo, S. paucimobilis. O gênero foi expandido e inclui, atualmente, cerca de 54
espécies. As bactérias do gênero Sphingomonas apresentam como características: pertencem à
subclasse α-proteobacteria; são Gram-negativas; não formadoras de esporos; apresentam
células com formato de bastão ou cocobacilos retos ou curvos; diâmetro celular de
aproximadamente 0,5 µm; reprodução por fissão binária; divisões celulares assimétricas; de
modo geral, as espécies não apresentam flagelos, com algumas exceções; metabolismo
estritamente aeróbico com o oxigênio como aceptor final de elétrons; algumas espécies
produzem bacterioclorofila a; a coloração das colônias é predominantemente amarela, com
variação de tonalidade de espécie para espécie e de acordo com os meios de cultura utilizados
e tempo de incubação (YABUCCHI & KOSAKO, 2005). A característica amarela das
colônias é devido ao carotenóide nostoxanthina, diferente de xanthomonadina que é
produzido por Xanthomonas spp. (JENKINS & STARR, 1985).

Todos os membros deste gênero apresentam uma composição de membrana
diferenciada dos procariotos, com sphingoglicolipídeos (GSL) dos tipos GSL-1 ou GSL-4
(Figura 3), em papel análogo àquele dos lipopolissacarídeos nas bactérias Gram-negativas
(KAWASAKI et al., 1994; KAWAHARA et al., 2000). KAWAHARA et al. (1999) chegaram
a conclusão que os GSL, usualmente presente em membranas de células eucarióticas, são os
maiores componentes da membrana de bactérias do gênero Sphingomonas. De acordo com
estas informações, alguns autores têm especulado algum tipo de relação entre bactérias deste
gênero e organismos superiores (IKUSHIRO et al., 2001; GIAVASIS et al., 2000). HEUNG
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et al. (2006) relatam que estes compostos atuam como moléculas sinalizadoras em muitas
funções celulares e têm papel crucial na regulação de processos patogênicos em células
humanas. Em outros eucariotos como fungos, shingolipideos têm sido relacionados com
estresse de temperaturas elevadas (JENKINS et al., 1979), endocitoses (ZANOLARI et al.,
2000), transdução de sinais (OBEID et al., 2002) e patogenicidade (CHENG et al., 2003).

Em bactérias, a funcionalidade destas moléculas ainda é desconhecida, entretanto,
Kawahara et al., (1999) sugerem que a superfície celular hidrofóbica destas bactérias é
conveniente para a utilização de compostos aromáticos e sobrevivência em nichos ecológicos
diversificados.

Figura 3. Modelo da membrana celular de Sphingomonas paucimobilis. Fonte: adaptado de
Kawahara et al., 1999.

b) Taxonomia e relações filogenéticas
O gênero Sphingomonas foi nomeado por Yabuchhi et al. (1990) devido à presença de

sphingoglicolipídeo específico contendo ácido glucurônico (YAMAMOTO et al., 1978). Este
composto foi inicialmente encontrado em lipídeos celulares de uma estirpe de Flavobacterium
devorans (ZIMMERMANN, 1890), que posteriormente foi reclassificada para Pseudomonas
paucimobilis (YABUCCHI et al., 1979).

Embora o seqüenciamento  de seu genoma ainda seja incompleto (BALKWILL et al.,
2006), baseados em resultados de análises filogenéticas do gene 16S DNAr e presença de
sphingoglicolipídeo nos lipídeos celulares das estirpes tipo, os gêneros Rhizomonas (Van
BRUGGEN et al., 1990), Blastomonas (HIRAISHI et al., 2000) e Erythromonas (YURKOV
et al., 1997) apresentam relações mais estreitas com Sphingomonas spp..

A similaridade das seqüências de 16S DNAr das estirpes tipo das espécies de
Sphingomonas e S. paucimobilis – estirpe-tipo do gênero – encontra-se entre 98 e 91%.
Devido ao rápido aumento do número de espécies, a diversidade de habilidade metabólica e a
distribuição de organismos em vários nichos ecológicos, a definição de espécies do gênero
Sphingomonas através da análise filogenética da seqüência de nucleotídeo do gene 16S DNAr
tem sido subjetiva (TAKEUCHI et al., 2001; HIRAISHI et al., 2000; STOLZ et al., 2000). De
acordo com os resultados encontrados durante análises filogenéticas de bactérias deste gênero,
Takeuchi et al. (2001) propuseram a separação do gênero Sphingomonas em 4 gêneros,
Sphingomonas, Sphingobium, Novosphingobium, e Sphingopyxis. Estes gêneros se diferem
principalmente pela composição de ácidos graxos celulares, utilização do homospermidina
como a poliamina principal e regiões do gene 16S DNAr.
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De acordo com o avanço das técnicas moleculares, muitas espécies têm sido
reclassificadas como, por exemplo, Rhizomonas suferifaciens (Sphingomonas suferifaciens),
Blastomonas natatoria e B. ursincula (S. natatoria e S. ursincula) (YABUCCHI et al., 1999).
De forma geral, estes autores concluíram que a definição do gênero e espécies de
Sphingomonas não deve ser delineada somente por análises filogenéticas, mas também ser
distinguidos pela combinação de testes fenotípicos e quimiotaxonômicos.

c) Interação com plantas
Microrganismos associados a plantas têm atraído a atenção por apresentarem

características que influenciam direta ou indiretamente o desenvolvimento das plantas com as
quais se associam (GLICK, 1995; DOBBELAERE et al., 2003). Estímulos diretos incluem
fixar nitrogênio, promover antibioses, aumentar a absorção de água e nutrientes pela planta,
aumentando a superfície exploratória das raízes ou solubilizando compostos inorgânicos,
produzir fitohormônios e vitaminas, inibir a síntese de etileno (DOBEREINER et al., 1992;
AYYADURAI et al., 2006; NOEL et al., 1996; UNNO et al., 2005; GUNARTO et al. 1999;
GLICK, 1995). Muitas espécies de bactérias têm mostrado potencial na promoção do
crescimento vegetal como Agrobacterium, Azospirillum, Alcaligens, Burkholderia,
Herbaspirillum, Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Sphingomonas, entre outras.

Sphingomonas são bactérias de vida livre encontradas em ambientes naturais e
antropogênicos. Estirpes deste gênero têm sido isoladas de uma variedade de ambientes,
incluindo solos contaminados com produtos químicos, sedimentos, água de rios e oceanos,
ambientes alcalinos, tecidos vegetais, hospitais, e associados a doenças de plantas e humanos
(YABUCCHI & KOSAKO, 2005). Sua distribuição em diversos ambientes é decorrente da
sua habilidade de utilizar uma larga escala de compostos orgânicos como fonte de carbono
(YABUUCHI & KOSAKO, 2005) e sobreviver sob condições de nutrientes limitadas (OHTA
et al., 2004).

Algumas espécies deste gênero são associadas com plantas e têm apresentado grande
número de isolados nos tecidos vegetais como folhas, flores e sementes de diversas famílias
botânicas, inclusive em poáceas como arroz (KAWAHARA et al., 1994; KIM et al., 1998;
RIVAS et al., 2004; HASHIDOKO et al., 2005; MANO et al., 2006; XIE & YAKOTA, 2006;
WARTIAINEN et al., 2008). Dentre as espécies deste gênero relacionadas a tecidos vegetais
encontram-se Sphingomonas paucimobilis, isolada de palmeiras e culturas agrícolas
(FERNANDES et al., 2001); S. trueperi, plantas de arroz; S. asaccharolytica e S. mali, raízes
de Malus spp. (TAKEUCHI et al., 1995); S. melonis, frutos de Cucunis melo (BUONAURIO
et al., 2002); S. pruni, raízes de Prunus persia (TAKEUCHI et al., 1995); S. rosa, raízes de
Rosa sp; S. roseiflava, espiga de Setaria viridis e outras poáceas (YUN et al., 2000); S.
suberifaciens, raízes de Lactuca sativa (Van BRUGGEN et al., 1990); S. yanoikuyae, raízes
de Ardisia crispa e Psychotria nairobiense (YABUUCHI et al., 1990); S. phyllosphaerae,
filosfera de Acacia caven (RIVAS et al., 2004) e S. azotifigens, raízes de arroz (XIE &
YAKOTA, 2006).

É possível que a adesão destas bactérias ao filoplano das espécies vegetais seja
tolerante à radiação UV, estando esta adaptação intimamente ligada com a sua capacidade de
formar biofilmes (MORRIS, et al., 1998; ELASRI & MILER, 1999). Com a capacidade de
permanecer aderida aos tecidos vegetais por longos períodos, estes autores acreditam que
estas bactérias consigam infectar as sementes e se dispersar ao longo da parte aérea das
plântulas, tornando-se endofíticas. Recentemente, Hashidoko et al. (2006) e Mano et al.
(2006) isolaram bactérias do gênero Sphingomonas não somente da palha, mas também de
sementes de arroz esterelizadas superficialmente.

Embora uma quantidade significativa de espécies tenha sido encontrada em tecidos
vegetais, informações sobre os benefícios gerados por esta interação são escassos. A
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existência de um grande número de Sphingomonas spp.. em folhas, flores e sementes de
diferentes plantas sugere uma associação mutualística entre ambos.

d) Sphingomonas  spp. em plantas de arroz
Um dos primeiros relatos da interação de bactérias do gênero Sphingomonas e plantas

de arroz foi feito por Iizuka em 1960. Este autor verificou um elevado número de bactérias
com pigmento amarelo em sementes de arroz e surgeriu que haveria uma relação direta entre
o número destas bactérias e a germinação das sementes. Posteriormente, Kim et al. (1998) em
estudos de população de espécies de Sphingomonas em superfície de plantas, também
relataram a presença de uma grande quantidade de bactérias com pigmento amarelo em
sementes de arroz, identificando-as como membros do gênero Sphingomonas. Estes mesmos
autores também verificaram a presença destas bactérias em flores e folhas de outras famílias
botânicas. Embora estes trabalhos indiquem que existe um efeito positivo de bactérias deste
gênero em associação com sementes de arroz, não foi possível determinar o tipo de estímulo
gerada por esta interação.

Em um estudo de bactérias fixadoras de nitrogênio do solo, Anderson (1955)
descreveu um novo diazotrófico conhecido como “Pseudomonas azotocolligans”. Entretanto,
Hill & Postgate (1969) demonstraram que esta bactéria não era fixadora de nitrogênio, sendo
posteriormente reclassificada como Sphingomonas trueperi por Kämpfer et al. (1997). Apesar
da estirpe tipo desta espécie não ser considerada fixadora de nitrogênio, Adhikari et al. (2001)
identificaram a presença do gene nifD em um isolado de arroz identificado como S. trueperi,
mas não conseguiram detectar a atividade da nitrogenase ao utilizar a técnica de redução de
acetileno (ARA).

Em 2001, Fernandes et al., estudando bactérias diazotróficas em raízes e folhas de
coqueiros cultivados em região de baixada litorânea de Sergipe, identificaram S. paucimobilis
com atividade da nitrogenase determinada através da técnica de ARA, em cultura pura. Da
mesma forma, outros autores relatam isolados diazotróficos de S. paucimobilis na rizosfera de
arroz (ENGELHARD et al., 2000), milheto e sorgo (HEBBAR et al., 1992) e sementes de
arroz (MANO et al., 2006).

Oyaizu-Masuchi & Komagata (1988) reportaram o isolamento de bactérias de vida
livre, fixadoras de nitrogênio da rizosfera e raízes de plantas de arroz. Estes isolados foram
classificados em diferentes grupos baseados nas características fenotípicas e
quimiotaxonômicas. Posteriormente, Takeuchi et al. (2001), através da análise da seqüência
de nucleotídeos do gene 16S DNAr, identificaram alguns destes isolados como membros do
gênero Sphingomonas. Em 2006, Xie & Yokota baseados nos resultados obtidos por Oyaizu-
Masuchi & Komagata (1988) e Takeuchi et al. (2001), juntamente com novas informações,
propuseram uma nova espécie, S. azotifigens. Esta bactéria foi descrita, efetivamente, como a
primeira espécie fixadora de nitrogênio do gênero Sphingomonas. A capacidade de fixação de
N foi determinada através da detecção do gene nifH e a atividade da nitrogenase, pela técnica
de ARA (XIE & YOKOTA, 2006).

e) Síntese de fitohormônios
Recentemente, metabólicos secundários, que são especialmente produzidos por

bactérias, têm mostrado grande importância na biotecnologia, beneficiando o crescimento,
desenvolvimento e produtividade de muitas plantas. Um grupo destes metabólicos
secundários são os fitohormônios, produzidos não só por plantas superiores (DAVIES, 1995;
FUJII et al., 2007; RUZICKA et al., 2007), mas por líquens e musgos (ERGUN et al., 2002),
fungos (TSAVKELOVA et al., 2003) e bactérias (MARTINEZ-MORALES et al., 2003;
PEDRAZA et al., 2004; KHALID et al., 2004, RADWAN et al., 2005; MEHNAZ &
LAZAROVITS, 2006; SPAEPEN et al., 2007).
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A síntese dos fitohormônios por bactérias associadas a plantas é uma das formas mais
importantes de interação planta-bactéria (COSTACURTA & VANDERLEYDEN, 1995;
KAMNEVA et al., 1999; SPAEPEN et al., 2007). Auxinas são reconhecidas como o principal
hormônio vegetal encontrado na natureza, sendo o ácido 3-indolacético (AIA) o composto
mais ativo e produzido (RADWAN et al., 2005). Esta substância é responsável pela divisão,
expansão e diferenciação de células e tecidos vegetais, principalmente nas raízes
(WOODWARD & BARTEL, 2005; TEALE et al., 2006), além de apresentar influência direta
na germinação de sementes (MEHNAZ & LAZAROVITS, 2006; TSAVKELOVA et al.,
2007).

A produção de AIA é difundida entre as bactérias, e sua biossíntese é realizada por
espécies simbióticas dos gêneros Rhizobium, Bradyrhizobium e Nostoc, e bactérias
associativas como Azospirillum, Herbaspirillum, Gluconacetobacter, Pseudomonas
(CACCIARI et al., 1989; RADWAN et al., 2005; MEHNAZ & LAZAROVITS, 2006).
Acredita-se que cerca de 80% das bactérias isoladas de rizosfera e tecidos vegetais são
capazes de produzir auxina (COSTACURTA & VANDERLEYDEN, 1995). Recentemente,
Spaepen et al. (2007) relataram que as bactérias utilizam os fitohormônios na interação com
plantas como estratégia de colonização, promovendo a fitoestimulação e contornando o
mecanismo de defesa basal das plantas. Desta forma, AIA produzido pelas bactérias pode ser
considerada uma molécula sinalizadora essencial na interação planta-bactéria, e na interação
com outras bactérias que ocupam o mesmo nicho (SPAEPEN et al., 2007).

Tsavkelova et al. (2003, 2005, 2007) revelaram a abundância de diferentes bactérias
colonizando raízes e parte aérea de orquídeas. Algumas destas bactérias produziram AIA em
concentrações significativas, e bioensaios confirmaram a atividade de AIA microbiana. Os
resultados apresentados por Tsavkelova et al. (2005, 2007) mostraram que o tratamento de
plantas de feijão com suspensão bacteriana aumentou significativamente a formação e volume
de raízes, assim como a germinação de sementes de orquídeas. Dentre as bactérias produtoras
de AIA isoladas de plantas de orquídeas, a estirpe identificada como Sphingomonas spp.
(AM498043) apresentou os resultados mais promissores na produção de AIA e influência na
germinação de sementes e desenvolvimento da plântula (TSAVKELOVA et al., 2007).

f) Produção de exopolissacarídeos
De acordo com Ogita et al. (2006), Sphingomonas spp. desempenham um papel de

apoio ao desenvolvimento da comunidade de microflora sob condições adversas do solo.
Estes autores relataram que a estirpe de Sphingomonas EC-K085 foi capaz de produzir um
tipo de polímero - (R, R, R, R)-3-hydroxybutyrate (HB4) - caracterizado como um fator de
promoção de crescimento para bactérias do gênero Frateuria. Além do favorecimento do
cultivo de Frateuria, Tanaka et al. (2004) relataram que uma estirpe de Sphingomonas (GF9)
isolada de lodo ativado foi capaz de proporcionar o cultivo de Catellibacterium
nectariphilum, descrita originalmente como bactéria não-cultivável.

HB4 é um polímero sinônimo de Poli-beta-hidroxibutirato (PHB), ou seja, poliésteres
acumulados por microrganismos na forma de grânulos intracelulares, produzidos geralmente
em condições de pouca disponibilidade de nutrientes (HANZLIKOVA et al., 1985). O
acúmulo deste composto se inicia na fase estacionária do crescimento microbiano, podendo
ser utilizado posteriormente como fonte de carbono e energia (LEE, 1996). Anderson &
Dawas (1990) relataram que sob condições limitadas de nitrogênio e na presença de fontes de
carbono, algumas bactérias podem acumular de 60 a 80% de seu peso em PHB. Estas
informações corroboram com o fato de que este é o polímero bacteriano mais representativo
em muitas bactérias fixadoras de nitrogênio de vida livre e simbióticas (OGITA et al., 2006;
CASTELLANE & LEMOS, 2007).
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Além deste polímero, bactérias do gênero Sphingomonas são estudadas na produção
de exopolissacarídeos (EPS) para utilização industrial (BERWANGER et al., 2007). As
estruturas de exopolissacarídeos relatadas são conhecidas como “sphingans” (POLLOCK,
1993). Industrialmente, estes EPS podem ser adicionados em vários produtos, especialmente
em leites fermentados, atuando como agentes de viscosidade, estabilizantes, emulsificantes ou
geleificantes (MAUGERI, 2001; RUAS-MADIEDO et al., 2002). Além disso, determinados
EPS produzidos são também requeridos devido aos efeitos fisiológicos para o indivíduo,
contribuindo na formação de agregados celulares bacterianos e no reconhecimento e adesão a
superfícies, facilitando a colonização de vários ambientes e formação de biofilmes (De
VUYST & DEGEEST, 1999; DUBOC & MOLET, 2001).

g) Biorremediação
Embora muitas espécies de Sphingomonas sejam isoladas de ambientes relativamente

limpos, a grande maioria tem sido descoberta em ambientes contaminados. Muitos artigos tem
sido publicados sobre as vias de degradação aeróbia por estirpes de diferentes espécies de
Sphingomonas. A maioria das espécies que se encontram associadas a ambientes
contaminados tem habilidade em degradar uma variedade de poluentes, tais como inseticidas
(NAGATA et al., 1999), compostos recalcitrantes (DAVISON et al., 1996), herbicidas
(KOHLER, 1999), fenóis clorados (CASSIDY et al., 1999), dibenzofurom (KIM et al., 2004),
além de utilizar hidrocarbonetos policíclicos aromáticos como fonte de carbono e energia
(LEYS et al., 2004). Em um estudo realizado por Nishiyama et al. (1992), S. paucimobilis
degradou hexaclorociclohexano para sobreviver e crescer no solo contaminado, especialmente
dentro dos agregados do solo com menos de 0,025 milímetros de diâmetro. Esta bactéria
manteve uma densidade de população mais elevada na presença do contaminante do que em
sua ausência. Estas descobertas demonstram que estirpes de Sphingomonas spp.. podem
utilizar contaminantes orgânicos como fonte do crescimento e energia (THOMAS et al.,
2000), sendo extremamente úteis na biorremediação de ambientes contaminados.

Além de degradar uma grande variedade de compostos, estirpes de Sphingomonas têm
sido relatadas em  biosorção de metais pesados. Em estudos de biosorção de cádmio por S.
paucimobilis, foi verificado que as células da estirpe utilizada foram capazes de remover o
cádmio do ambiente com eficiência relativamente elevada, dependendo do pH da solução e
concentração do sorvente (TANGAROMSUK et al., 2002).

O gênero Sphingomonas tem sido encontrado em plantas, especialmente da família
Poaceae, colonizando suas superfícies e o interior de seus tecidos sem causar danos aparentes.
Diferentemente da associação Rhizobium-leguminosa, sua associação parece ser mais
descentralizada, apresentando bactérias dispersas em toda a planta. Considerando a diversa
funcionalidade destas bactérias, seja pela fixação biológica de nitrogênio, produção de
fitohormônios e exopolissacarídeos, e os demais aspectos discutidos nesta revisão, vislumbra-
se que a utilização biotecnológica deste gênero torna-se altamente promissora na
agroindústria.
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Origem dos Isolados
Durante o trabalho de tese de Rodrigues (2003), que tinha por objetivo o isolamento

de bactérias diazotróficas do gênero Herbaspirillum de plantas de arroz, foram obtidos 82
isolados de colônias amarelas em meio Batata (Anexo A) que se diferenciavam do gênero
Herbaspirillum e dos demais gêneros de diazotróficos isolados com maior freqüência. O
isolamento destas bactérias foi feito de acordo com a metodologia descrita por Döbereiner et
al. (1995), no Laboratório de Gramíneas da Embrapa Agrobiologia. A origem de cada isolado
está descrita na Tabela 1.

As bactérias estavam armazenadas em tubos com meio Batata sólido inclinado sob
condições ambiente. Na reativação dessas bactérias, as mesmas foram inoculadas, com o
auxílio da alça de platina para meio DYGS líquido (Anexo A) e em seguida incubados a 30
ºC, por período de 24 horas sob agitação constante de 150 rpm. Após 24 horas de cultivo foi
retirada uma alíquota do líquido e estriada em uma placa de Petri contendo meio DYGS
sólido, a qual foi incubada em estufa sob temperatura de 30 ºC por um período de 48 horas.
Então, foi feita verificação da pureza das culturas.

Tabela 1. Origem dos isolados bacterianos provenientes de duas cultivares de arroz plantados
em dois solos distintos; isolamento feito por Rodrigues (2003).

Origem dos Isolados
Isolados Cultivar de

Arroz
Solo Parte da

Planta
62, 63, 64, 65, 66, 96 IAC4440 GO RL1

67, 68, 169, 170, 171, 192, 252 IAC4440 GO RE2

69, 193, 246 IAC4440 GO PA3

71, 172, 173 IAC4440 RJ RL

73, 74, 97, 98, 174, 175, 176, 194, 247 IAC4440 RJ RE

75, 76, 77, 78, 79, 99, 100, 101, 102, 177, 248 IAC4440 RJ PA

80, 81, 82, 83, 103, 104, 178, 179, 180, 195 IR42 GO RL

84, 85, 105, 181, 182, 233 IR42 GO RE
86, 87, 88, 89, 90, 106, 107, 183, 184, 185, 186,
187

IR42 GO PA

91, 92, 93, 108, 109, 110, 111, 188, 189, 196, 197 IR42 RJ RL

94, 95, 190, 191 IR42 RJ PA
1 - RL: Raiz Lavada; 2 - RE: Raiz Esterilizada superficialmente; 3 - PA: Parte Aérea; GO – solo proveniente do
Estado de Goiás; RJ – solo proveniente do Estado de Rio de Janeiro.

Um novo estoque em glicerol 50% foi feito para cada uma das estirpes. Inicialmente
as colônias individuais obtidas das placas de Petri foram coletadas e reinoculadas em meio
DYGS líquido, permanecendo sob temperatura de 30°C por 24 horas com agitação constante
a 150 rpm. Posteriormente uma alíquota de 2 ml da cultura de bactérias foi transferida para
um microtubo e procedeu-se uma centrifugação a 8.000 rpm por 15 minutos. Ao precipitado
foi adicionado 500 µl de glicerol 50% estéril e estes estocados em freezer – 20°C.
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3.2 Extração de DNA Genômico
O DNA genômico foi extraído de células bacterianas cultivadas em meio líquido

DYGS por 24 horas. A extração do DNA foi feita utilizando o Kit MiniKit QUIamp DNA

(QIAGEN) de acordo com as recomendações do fabricante (Figura 4).
A quantificação e qualificação do DNA genômico foi feita por eletroforese em gel de

agarose a 1% segundo Sambrook & Russell (2001). Um µl de cada amostra de DNA e
diferentes concentrações conhecidas de DNA lambda, juntamente com 2 µl de tampão da
amostra (0,25% de azul de bromofenol e 40% de sacarose) foram submetidos a uma voltagem
de 100 volts por 2 horas em tampão TAE 1X (0,04 M Tris acetato e 1 mM de EDTA). Em
seguida, o gel foi corado em solução de brometo de etídeo (0,5 µg ml-1) e visualizado sob luz
ultravioleta em fotodocumentador Kodak Logic 100 (Kodak).

Figura 4. Representação esquemática das etapas de extração do DNA genômico utilizando o
QUIAmp Minikit. Fonte: Manual de instruções do Kit MiniKit QUIamp DNA
fornecido pelo fabricante.

3.3 Identificação de Bactérias Diazotróficas
a) Atividade de redução de acetileno (ARA)
A atividade da nitrogenase dos isolados foi avaliada pelo método de redução de

acetileno (BODDEY et al., 1990), utilizando frascos de vidro (volume de 10 ml) contendo 5
ml de meio LGI semi-sólido (Anexo A). Estes frascos foram inoculados com 20 µl de
bactérias previamente cultivadas em meio LGI líquido e incubados sob temperatura de 30°C.
Após a formação da película os frascos foram fechados com rolhas de borracha perfurável do
tipo sub-seal e 10% da capacidade do frasco foi injetado com acetileno e estes incubados por
1 hora a 30°C. Posteriormente, 0,5 ml da fase gasosa do frasco foi introduzida no
cromatógrafo de gás com ionização de chama, Perkin Elmer modelo F11, utilizando uma
coluna Poropak N de 50 cm a 40°C.

Após leitura de ARA, os frascos foram submetidos ao agitador de mesa para tubos de
ensaio até a completa homogeneização da película e o meio de cultura. Uma alíquota de 100
µl da amostra homogeneizada foi colocada em tubos de ensaio, contendo 400 µl de água
destilada estéril e 500 µl de NaOH 1M para lisar as células e posteriormente aquecidos por 5
minutos a 100ºC para extração das proteínas totais e desnaturação do ágar. Em seguida, foram
adicionados 2,5 ml do reagente de Lowry (pH 7,0), contendo uma mistura de 50 ml de
solução de carbonato de sódio 5%, 1 ml de solução de tartarato de sódio e potássio 20 % e 1
ml de solução de sulfato de cobre 1% . Os tubos foram agitados no vortex e incubados por 10
minutos no escuro. Então, 500 µl do reagente de Folin-Ciocalteau 1M, diluído 3X, foi
adicionado a mistura e, em seguida, os tubos foram incubados no escuro por 30 minutos.
Após incubação foi feita a leitura de absorbância a 750 nm em espectrofotômetro (LOWRY et
al., 1951). Como controle (branco) foram utilizadas amostras contendo 100 µl de meio de
cultivo semi-sólido LGI, submetidos ao mesmo tratamento descrito anteriormente.

Amostra

Lise das
células

Aderência do
DNA na sílica

Lavagem com
tampão AW1

Lavagem com
tampão AW2

Eluição do
DNA

DNA
genômico
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A concentração de proteínas foi determinada usando-se a curva padrão obtida pelos
valores de absorbância das quantidades conhecidas da proteína Albumina Bovina nas
seguintes concentrações: 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 µg ml-1.

b) Amplificação do gene nifH
Um fragmento de aproximadamente 390 pb do gene nifH (que codifica a Fe-proteína

da nitrogenase) foi amplificado a partir do DNA extraído conforme descrito no item 3.2,
usando o par de iniciadores degenerados descritos por Ueda et al. (1995) (Tabela 2). Cada
reação de amplificação com volume final de 50 µl foi composta de 50 ng de DNA genômico;
tampão 1X; 2 mM de MgCl2; 200 mM de cada dNTP; 0,12 µM de cada iniciador e 1 U da
enzima Taq DNA polimerase. As reações de amplificação foram realizadas em termociclador
PTC 100 (MJ Research). Os ciclos de amplificação constituíram-se de uma etapa de
desnaturação a 94ºC por 1 minuto, uma etapa de anelamento 50ºC por 1 minuto e uma etapa
de extensão a 72ºC por 1 minuto Depois de 35 ciclos, foi efetuada uma última etapa de
extensão a 72ºC por 4 minutos.

Tabela 2. Iniciadores utilizados nas reações de amplificação do gene nifH e respectivas
seqüências de nucleotídeos.

Iniciador Seqüência 5’→→→→3’ Referência
19f GCI WTY TAY GGI AAR GGI GG
407r AAI CCR CCR CAI ACI ACR TC

UEDA et al., 1995

c) Eletroforese em gel de agarose 1%
Após a reação de amplificação, os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose a 1% segundo Sambrook & Russell (2001). 5 µl de cada amostra, juntamente com
2 µl de tampão da amostra foram submetidos a uma voltagem de 80 volts por 2 horas em
tampão TAE 1X. Em seguida, o gel foi corado com solução de brometo de etídeo (0,5 µg ml-
1) e visualizado sob luz ultravioleta em fotodocumentador Kodak Logic 100 (Kodak) para
avaliação do produto amplificado com relação ao sucesso da reação, tamanho e concentração
aproximada.

d) Seqüenciamento do fragmento amplificado
Para o seqüenciamento do fragmento do gene nifH dos isolados bacterianos, foram

utilizados 300 ng dos produtos de PCR purificados, 5,0 µM de cada iniciador (Tabela 2), 4 µl
do Kit de seqüenciamento Dye-terminator (DYEnamic ET, Amersham Biosciences) e água
ultrapura (ultraPURETM, Invitrogen Co.) para um volume final de 20 µl. Os ciclos de
amplificação constituíram-se de uma etapa de desnaturação a 95ºC por 20 segundos, uma
etapa de anelamento 50ºC por 15 segundos e uma etapa de extensão a 60°C por 1 minuto.
Depois de 30 ciclos, foi efetuada uma última etapa de extensão a 72ºC por 4 minutos. Após a
reação de seqüenciamento, as amostras foram precipitadas adicionando 1,0 µl de acetado de
amônio 7,5 M e 27,5 µl de etanol 70% e incubadas a 4°C por uma noite. Posteriormente à
incubação, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 30 minutos sob temperatura de
4°C. O sobrenadante foi então descartado e o precipitado foi lavado com 150 µl de etanol
70% e centrifugado novamente a 14.000 rpm por 5 minuto a 4°C. As amostras foram secas ao
ar, ressuspendidas em 7,5 µl de tampão de corrida e analisadas em seqüenciador automático
MegaBACE 1000 (Amershan Biosystem). As seqüências contíguas foram montadas a partir
das seqüências diretas e reversas utilizando-se os programas PHRED/PHRAP ou
CAP3/CONSED em ambiente Linux pelo setor de bioinformática da Embrapa Agrobiologia.
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e) Análise de similaridade e filogenia
A pesquisa por similaridade foi realizada no Genbank, pelo programa BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com as seqüências contíguas possuindo em média 300 pb. O
programa MegaBLAST (ZHANG et al., 2000), cuja comparação se dá pela pesquisa contra
banco de dados de nucleotídeos NCBI, foi utilizado para fazer as comparações. Para a
construção da árvore filogenética, as seqüências foram alinhadas usando o programa
CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994). A árvore baseada na comparação de
aproximadamente 250 pb foi construída usando o método Neighbor-Joining (SAITOU &
NEI, 1987). A topologia da árvore filogenética foi avaliada pelo método de bootstrap com
1000 repetições (FELSENSTEIN, 1985). A distância evolucionária foi computada usando o
método Kimura 2-parameter (KIMURA, 1980) e a análise filogenética foi conduzida no
programa MEGA4 (TAMURA et al., 2007).

3.4 Avaliação da Diversidade dos Isolados
3.4.1 Análise de restrição dos fragmentos amplificados (ARDRA)

a) Amplificação do gene 16S DNAr
Para a amplificação do fragmento, foi utilizada a combinação de iniciadores 27f e

Amp2 (Tabela 3). Cada reação de amplificação com volume final de 50 µl foi composta de 50
ng de DNA genômico; tampão 1X; Tween 201,25X; 2 mM de MgCl2; 200  mM de cada
dNTP; 2 U de Taq DNA polimerase e 0,5 pmol de cada iniciador. As reações de amplificação
foram realizadas em termociclador PTC 100 (MJ Research). Os ciclos de amplificação
constituíram-se de uma etapa de desnaturação a 93°C por 45 segundos, uma etapa de
anelamento a 62°C por 45 segundos e uma etapa de extensão a 72ºC por 2 minutos. Ao final
de 35 ciclos, foi efetuada uma última etapa de extensão a 72ºC por 5 minutos. Ao final da
reação os produtos de PCR foram analisados em eletroforese em gel de agarose conforme
descrito no item 3.3 (c).

Tabela 3. Iniciadores utilizados nas reações de amplificação para amplificação do gene 16S
DNAr.

Iniciador Seqüência 5’→→→→3’ Referência

27f AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG FURUSHITA et al., 2003

Amp2 AAG GAG GTG ATC CAR CCG CA WANG et al., 1993

b) Análise de restrição
As enzimas foram selecionadas com base na análise da seqüência do gene 16S DNAr

de espécies bacterianas do gênero Sphingomonas depositadas no banco de dados, realizada
pelo programa de análise de DNA pDRAW 32.

De um total de 50 µl do produto amplificado, 5 µl foram digeridos separadamente a
37°C por 2 horas, utilizando-se 10 U das enzimas de restrição HinfI, HindIII , RsaI (Gibco
BRL), MboI, HaeIII  e HhaI (Invitrogen) (Tabela 4) e tampão correspondente 1X.  Ao final
da digestão, os produtos foram seperados em eletroforese em gel de agarose 3 % em tampão
TAE 1X. Todo o volume da amostra, juntamente com 4 µl de tampão de amostra, foram
submetidos a uma voltagem de 50 volts por 4 horas. Em seguida, o gel foi corado conforme
descrito no item 3.3 (c).

c) Análise dos perfis de restrição
A imagem foi analisada com o programa GelCompar II (Molecular Analyst Programa

Fingerprinting Plus; Bio-Rad Laboratories, Hercules, Calif.). O perfil de bandeamento foi
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usado para construir um dendrograma usando o método UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetical Averages) (SNEATH & SOKAL, 1962) e os coeficientes de
correlação de Pearson e Jaccard.

Tabela 4. Sítios de restrição das endonucleases utilizadas para digestão de produtos de PCR
da região 16S DNAr dos isolados e estirpes-tipo de Sphingomonas.

Endonuclease Sítios de restrição Endonuclease Sítios de restrição

HhaI
5'-G C G^C-3'
3'-C^G C G-5'

MboI
5'-^G A T C -3'
3'- C T A G^-5'

HinfI
5'-G^A N T C-3'
3'-C T N A^G-5'

RsaI
5'-G T^A C-3'
3'-C A^T G-5'

HindIII
5'-A^A G C T T-3'
3'-T T C G A^A-5'

HaeIII
5'-G G^C C-3'
3'-C C^G G-5'

^ - Sítio de corte das endonucleases

3.4.2 Polimorfismo do tamanho de fragmentos amplificados (AFLP)
A técnica de AFLP foi utilizada com o propósito de avaliar a diversidade dos isolados

e comparação com o perfil produzido pelas estirpes-tipo do gênero Sphingomonas. A técnica
consiste no desenvolvimento de inúmeras etapas, descritas a seguir:

a) Digestão com endonucleases de restrição e ligação dos adaptadores
O DNA das amostras foi digerido com as endonucleases de restrição e ligado aos

adaptadores seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante do Kit AFLP - Core Reagent
(InvitrogenTM). Em tubo de microcentrífuga de 1,5 ml, foram adicionado 500 ng de DNA
genômico, 5 µl de tampão 5X, 2 µl das endonucleases EcoRI/MseI e água de PCR para
completar o volume final de 25 µl. Esta mistura foi homogeneizada, centrifugada rapidamente
e incubada por 2 horas a 37ºC em banho-maria. Em seguida, as amostras foram mantidas sob
temperatura de 70ºC em banho-maria durante 15 minutos e posteriormente acomodadas no
gelo. A esta mistura foram adicionados 24 µl de solução de ligação aos adaptadores e 1 µl de
T4 DNA ligase. As amostras foram incubadas a 20ºC por 2 horas.

b) Reação de pré-amplificação
Após a ligação dos adaptadores, as amostras foram amplificadas usando uma

combinação de iniciadores sem nucleotídeo adicional na extermindade 3’ (MseI+ 0 e EcoRI +
0). Cada reação de amplificação com volume final de 50 µl foi composta por 5 µl do produto
de ligação; tampão para PCR 1X; 2 mM de MgCl2; 200 mM de cada dNTP; 1U de Taq DNA
polimerase e 0,5 pmol de cada iniciador. As reações de amplificação foram realizadas em
termociclador PTC 100 (MJ Research). A amplificação constituiu-se de 27 ciclos com uma
etapa de desnaturação a 94°C por 30 segundos, uma etapa de anelamento 60°C por 1 minuto e
uma etapa de extensão a 72ºC por 1 minuto. O produto pré-amplificado foi visualizado por
eletroforese em gel de agarose 1% conforme descrito no item 3.3 (c).

c) Marcação radioativa dos iniciadores específicos
Como o método de revelação do gel foi a autoradiografia, foi necessária a marcação

do iniciador dirigido ao adaptador da endonuclease de corte raro, EcoRI, com o radioisótopo
[γ32P]-ATP. A marcação foi feita com tampão 10X, 0,2 U da enzima polinucleotídeo kinase,



23

10 ng do iniciador e 600 ci/mmol do radioisótopo [γ 32P]-ATP. A reação foi incubada a 37ºC
por 1 hora, e posteriormente mantida a 80ºC por 10 minutos para inativação da enzima.

d) Reação de amplificação seletiva
Nesta segunda fase, foram usados iniciadores com um nucleotídeo adicional na

extremidade 3’, isto para que apenas os fragmentos que possuem nucleotídeos
complementares aos nucleotídeos seletivos fossem amplificados. Os produtos da pré-
amplificação, foram reamplificados com os iniciadores EcoRI+A/MseI+C, EcoRI + C/MseI+
G e EcoRI+G/MseI+C. As reações de amplificação com volume final de 25 µl ocorreram com
a mistura de tampão 1X; 2 mM de MgCl2; 200 mM de cada dNTP; 1 mM do iniciador EcoRI
marcado com radioisótopo [γ32P]-ATP; 1 mM do iniciador MseI; 2 U de Taq DNA polimerase
e 5 µl do produto da pré-amplificação diluído 5 vezes. As reações de amplificação foram
realizadas em termociclador PTC 100 (MJ Research). Os ciclos de amplificação constituíram-
se de uma etapa de desnaturação a 94ºC por 1 minuto, uma etapa de anelamento a 62°C por
30 segundos e uma etapa de extensão a 72ºC por 30 segundos; este ciclo foi repetido 9 vezes
com diminuição de 0,7°C da temperatura de anelamento por ciclo. O último ciclo, onde a
temperatura de anelamento atingiu ∼56ºC, foi repetido mais 22 vezes.

e) Preparação do gel e migração das amostras
Para montagem do gel de poliacrilamida utilizou-se um par de placas de vidro com 40

cm de comprimento e 30 cm de largura. As placas foram inicialmente lavadas com detergente
alconox 5% e água destilada. Posteriormente a secagem sob temperatura ambiente, as placas
foram limpas com etanol P.A. e submetidas à aplicação de repelente de água para vidros
(Proauto), bem distribuído sobre as duas placas. As placas foram colocadas uma sobre a
outra, separadas por espaçadores de 1 mm de espessura e vedadas com fita tipo silver tape
(Adelbras). O gel foi preparado pela mistura de 100 ml de solução para gel (Anexo B), 500
µl de persulfato de amônio 10% e 100 µl de TEMED (N, N, N’, N’ – tetra
metiletilenodiamina). Após polimerização do gel, as placas foram acomodadas em cuba de
eletroforese vertical e submersas em tampão TBE 1X (Trishidroximetilaminometano 89
mmol/l; ácido bórico 89 mmol/l e EDTA 1 mmol, pH 8,2) a 50ºC e submetidas a 1568 volts
por 30 minutos. As amostras foram desnaturadas por 5 minutos a 95ºC e imediatamente
transferidas para o gelo. Alíquotas de 10 µl de cada amostra foram aplicadas no gel de
poliacrilamida e migraram por 1 hora e 30 minutos sob as mesmas condições anteriores.
Depois da eletroforese, o gel foi transferido para um papel de filtro e acomodado em uma
secadora de gel (Bio-Rad), por 2 horas a 80ºC. O papel, com o gel aderido, foi acomodado em
cassete e exposto a um filme de raio-X a - 80ºC por 2 dias. O filme de raio-X foi revelado
pela imersão em solução reveladora Kodak D 79 (Anexo B). A avaliação do perfil gerado foi
feita conforme descrito no item 3.4 (c).

3.4.3 DGGE do gene 16S DNAr
O DNA dos isolados bacterianos foi submetido à amplificação por PCR em reação

com volume final de 50 µl, contendo 50 ng de DNA genômico, tampão 1X, 0,2 µM de cada
iniciador (Tabela 5), 200 mM de cada dNTP, 3 mM de MgCl2, 2 U de Taq DNA polimerase.
As reações de amplificação foram realizadas em termociclador PTC 100 (MJ Research). Os
ciclos de amplificação constituíram-se de uma etapa de desnaturação a 93ºC por 1 minuto,
uma etapa de anelamento 55°C por 1 minuto e uma etapa de extensão a 72ºC por 2 minutos.
Ao final de 30 ciclos, foi efetuada uma última etapa de extensão a 72ºC por 5 minutos.   

Após o término da reação de amplificação, 5 µl do produto de amplificação foram
submetidos à eletroforese em gel de agarose 1% conforme descrito no item 3.3(c).
Posteriormente a verificação em gel de agarose o produto amplificado foi utilizado
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diretamente para análise de DGGE em gel de poliacrilamida conforme descrito por Muyzer et
al. (1993) com algumas modificações. Um gel de poliacrilamida a 6% em TBE 1X com
gradiente de desnaturação de 55 para 65% foi usado para análise de DGGE. A eletroforese foi
realizada a uma voltagem constante de 120 volts por 16 horas em tampão de corrida TAE 0,5
x (20 mM Tris acetato e 0,5 mM EDTA), sob temperatura de 60ºC em uma eletroforese
vertical para DGGE (INGENYphorU-2; INGENY International BV). Após a eletroforese, o
gel foi submetido à etapa de coloração com nitrato de prata (AgNO3) para visualização das
bandas segundo a metodologia descrita por Creste (2001).

Tabela 5. Iniciadores utilizados nas reações de amplificação para análise por DGGE e
respectivas seqüências de nucleotídeos.

Inicador Seqüência 5’→→→→3’ Referência
R 1378 CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG

F 968^GC
CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG

GCA CGG GGG GAA CGC GAA GAA CCT TAC

MUYZER et al.,
1993

3.5 Determinação do Posicionamento Taxonômico e Relação Filogenética
3.5.1 Hibridização in situ por fluorescência (FISH) (KIRCHHOF et al., 2001)

a) Fixação das células bacterianas
Alíquotas de 1 ml de bactérias cultivadas em meio líquido DYGS foram centrifugadas

a 5.000 rpm por 5 minutos, lavadas duas vezes em 1 ml de tampão PBS estéril e novamente
centrifugadas. O precipitado formado foi ressupendido em 1 ml de paraformaldeído 4 %
(PFA:PBS), permanecendo por l hora sob temperatura ambiente. Logo após, foram
centrifugados, lavados em PBS, novamente centrifugados, ressuspendidos em 1 ml de
etanol:PBS (6:4) e, por fim, armazenados em freezer - 20°C.

b) Montagem das lâminas
As lâminas contendo 6 campos de marcação foram previamente lavadas em água

destilada e submetidas a um processo de sonicação, imersas em álcool isopropanol por 10
minutos. Posteriormente as lâminas foram secas sob temperatura ambiente e banhadas em
Bacto Gelatin (Difco) a 1% em água milli-Q. Após o banho permaneceram secando durante a
noite sob temperatura ambiente.

Em cada campo da lâmina de hibridização foram colocados 10 µl da suspensão de
células armazenadas em etanol:PBS. Essas lâminas foram secas sob temperatura ambiente por
30 minutos e então, imersas por 3 minutos em soluções de etanol a 50, 80 e 100%,
sucessivamente.

c) Processo de hibridização
Para o processo de hibridização foram utilizadas sondas específicas para o domínio

Eubactérias e para as subclasses α e β de proteobactérias disponíveis na Embrapa
Agrobiologia (Tabela 6).

Tabela 6. Identificação das sondas oligonucleotídias utilizadas para FISH.

Sondas Organismo Alvo Seqüência (5’→→→→3’) Referência

EUB338 Eubacteria GCT GCC TCC CGT AGG AGT AMANN et al.,1990

BET42a β-Proteobacteria GCC TTC CCA CTT CGT TT

ALF1b α-Proteobacteria CGT TCG YTC TGA GCC AG
MANZ et al., 1992
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Foram adicionados 9 µl de tampão de hibridização e 1 µl de sonda oligonucleotídia
por poço da lâmina. Em seguida, as lâminas foram incubadas a 46°C em tubos cônicos (tipo
Falcon), contendo papel embebido com 2 ml do tampão de hibridização correspondente, por 1
hora e 30 minutos, lavando-se logo após, com tampão de lavagem por 20 minutos a
temperatura de 48°C. Posteriormente, as laminas foram lavadas em água destilada para
remover o excesso de tampão de lavagem e secas sob temperatura ambiente. A avaliação foi
feita em microscópio de epifluorescência com adição da solução de glicerol:PBS 1:1 sob a
lamínula e entre os campos.

3.5.2 Gênero-específico
a) PCR
Para a amplificação do fragmento específico do gênero Sphingomonas, foi utilizada a

combinação de iniciadores 108f e 420r conforme descrito por Leys et al. (2004) (Tabela 7).
Cada reação de amplificação com volume final de 50 µl foi composta de 50 ng de DNA
genômico; tampão para PCR 1X; Tween 20 1,25X; 3,75 mM de MgCl2; 200 mM de cada
dNTP; 2U de Taq DNA polimerase; 0,5 pmol de cada iniciador. As reações de amplificação
foram realizadas em termociclador PTC 100 (MJ Research). Os ciclos de amplificação
constituíram-
se de uma etapa de desnaturação a 94°C por 1 minuto, uma etapa de anelamento 56°C por 1
minuto e uma etapa de extensão a 72ºC por 2 minuto Após 30 ciclos, foi efetuada uma última
etapa de extensão a 72ºC por 5 minutos. Após o término da reação de amplificação, os
produtos de amplificação foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, conforme
descrito no item 3.3 (c).

Tabela 7. Iniciadores utilizados nas reações de amplificação para análise por PCR e DGGE
de um fragmento específico do gene 16S DNAr e respectivas seqüências de
nucleotídeos.

Iniciador Seqüência 5’→→→→3’ Referência

108f GCG TAA CGC GTG GGA ATC TG

Sphingo420r TTA CAA CCC TAA GGC CTT C

Sphingo420r^GC
CGC GGG CGG CGC GCG GCG GGC GGG
GCG GGG GCG CGG GGG G TTA CAA CCC
TAA GGC CTT C

LEYS et al., 2004

b) DGGE
O DNA obtido foi submetido à amplificação por PCR em uma reação com volume

final de 50 µl, contendo 25 ng de DNA molde, tampão 1X; 0,12 pmol dos iniciadores
sphingo420r por sphingo420r^GC (Tabela 07);  200 mM de cada dNTP; 2 mM de MgCl2;
5,0 U de Hot Start Taq DNA polimerase. A reação foi colocada em termociclador PTC-100
(MJ Reserch, Inc. USA), programado para gerar uma desnaturação inicial de 15 minutos
a 95°C, e 50 ciclos com uma etapa de desnaturação a 94°C por 5 segundos, uma etapa de
anelamento a 62°C por 10 segundos, e uma etapa de extensão a 72°C por 30 segundos,
seguidos de uma extensão final de 10 minutos a 72°C. Após o término da reação de
amplificação, os procedimentos para análise de DGGE foram realizados conforme o item
3.4.3.
3.5.3 Seqüenciamento do gene 16S DNAr

a) Purificação do produto amplificado
32 µl do produto de amplificação da região 16S DNAr obtido no item 3.4 (a) foram

preciptados em uma reação com 8 µl de NaCl 5M e 40 µl de polietilinoglicol 8000 22 %. A
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mistura foi incubada sob temperatura de 4°C durante à noite, e posteriormente centrifugada a
14.000 rpm por 30 minutos, sendo o sobrenadante descartado e o precipitado lavado com 500
µl de etanol 70%. Após o processo de lavagem, a mistura foi centrifugada a 4°C por 15
minutos e mantida a temperatura ambiente para secagem. O precipitado foi ressuspendido em
20 µl de água milli-Q esterilizada.

Visando verificar a qualidade de material amplificado e estimar a concentração para
posterior reação de seqüenciamento, o produto da purificação foi analisado por eletroforese
em gel de agarose a 1% conforme o item 3.3 (c).

b) Reação de seqüenciamento
A reação de seqüenciamento do gene 16S DNAr dos isolados bacterianos foi realizada

conforme descrito no item 3.3 (d) com os iniciadores descritos na tabela 8.

Tabela 8. Iniciadores utilizados para seqüenciamento do gene 16S DNAr dos isolados
bacterianos.

Iniciador Seqüência (5’→→→→3’) Referência

27f AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG FURUSHITA et al., 2003

108r CAG ATT CCC ACG CGT TAC GC LEYS et al., 2004

Amp2 AAG GAG GTG ATC CAR CCG CA WANG et al., 1993

420r TTA CAA CCC TAA GGC CTT C LEYS et al., 2004

16S1203f GAG GTG GGG ATG ACG TCA AGT CCT C SOARES-RAMOS et al., 2003

16S1110r TGC GCT CGT TGC GGG ACT TAA CC SOARES-RAMOS et al., 2003

c) Análise de similaridade e filogenia
A pesquisa por similaridade foi realizada no Genbank, pelo BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com as seqüências contíguas possuindo em média 1.400 pb
conforme descrito no item 3.4 (e).

3.5.4 Hibridização DNA:DNA
a) Preparação das amostras
Inicialmente, 8 µg do DNA genômico das amostras foram digeridos com 10 U da

endonuclease EcoRI em tampão correspondente 1 X. As amostras foram incubadas durante a
noite sob temperatura de 37ºC em banho-maria. Após digestão total, 3 µg do DNA digerido
foi separado por eletroforese em gel de agarose 1%, submetido a uma corrente de 20 volts por
24 horas em tampão de corrida TAE 1X. Em seguida, o gel passou por um processo de
lavagens sucessivas de: (i) depurinização, com uma solução de HCl 0,25 N durante 7 minuto
sob leve agitação, seguida de três lavagens com água destilada; (ii) desnaturação com de
NaOH 0,5 N + NaCl 1,5 M com 2 lavagens consecutivas de 45 minutos; (iii) neutralização
com solução de SSC 6 X (Anexo B) com 2 lavagens de 1 hora. O processo de transferência do
DNA para a membrana de nitrocelulose Hybond-C (Amershan Bioscienses) ocorreu por
capilaridade, com a imersão em solução de SSC 10 X, por 36 horas (Figura 5).
Posteriormente, procedeu-se a fixação do DNA à membrana através da incubação por um
período de 2 horas sob temperatura de 80ºC.

b) Marcação da sonda e processo de hibridização
Como sonda para a hibridização foi utilizado um volume 20 µl contendo 100 ng de

DNA de Sphingomonas azotifigens digerido com EcoRI durante à noite, sob temperatura de
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37ºC. A sonda passou por um processo de desnaturação por 5 minutos sob temperatura de
95°C e em seguida foi marcada com [α-32P]-dCTP, conforme descrito pelo fabricante do Kit
Random primers DNA labeling system (InvitrogenTM).

Figura 5. Representação esquemática do processo de transferência do DNA impregnado no
gel de agarose para a membrana de nitrocelulose. Fonte: adaptada de
www.gbiosciences.com/Image/BE315.jpg

A membrana foi tratada com sonda marcada e o processo de hibridização ocorreu
durante a noite à temperatura de 65ºC. Em seguida, a membrana passou por lavagens
sucessivas com solução de: (i) SSC 3 X SDS 10% durante 30 minuto a 65ºC; (ii) solução SSC
1X durante 30 minutos a 65ºC e, (iii) solução SSC 0,1X a 65ºC para eliminar possíveis
hibridizações inespecíficas. Encerrado o processo de lavagens, a membrana foi acomodada
em cassete e exposto a um filme de raio-X a -80oC por 2 dias. Após exposição, o filme de
raio-X foi revelado pela imersão em solução reveladora Kodak D 79.

3.6 Características Fenotípicas e Quimiotaxonômicas
3.6.1 Curva de crescimento bacteriano

Para a determinação da curva de crescimento foi selecionada a estirpe 194 de
Sphingomonas spp.. Uma alíquota de 1 ml de cultura crescida em meio DYGS por 24 horas
foi adicionada a um erlenmeyer de 1 litro contendo 300 ml de meio de cultura DYGS com pH
6,0, permanecendo sob agitação constante de 150 rpm a uma temperatura de 30ºC. Durante
um período de 67 horas, alíquotas de 2 ml foram retiradas do tubo para determinação do
número de células viáveis e densidade ótica (DO).

A estimativa do número de células viáveis foi feita através de diluições decimais da
cultura bacteriana em meio DYGS, seguido do espalhamento de uma alíquota de cada
diluição em placas de Petri contendo meio DYGS sólido. Nesta etapa, 100 µl da cultura foi
adicionada a 900 µl de meio DYGS líquido e em seguida, diluições decimais sucessivas
foram feitas até que a cultura fosse diluída 10-15 vezes. Posteriormente, alíquotas de 20 µl das
diluições foram plaqueadas separadamente em placas contendo meio DYGS sólido com o
auxílio de uma alça de Drigalski. As placas foram incubadas por 48 horas sob temperatura de
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30ºC e após o crescimento das colônias foi realizada a contagem das placas que apresentaram
um número entre 30 e 300 colônias.

O aumento da biomassa total da cultura bacteriana cultivada em meio DYGS líquido
foi monitorado por medidas da densidade óptica da cultura. Alíquotas de 1 ml da cultura
foram retiradas nos intervalos de tempo pré-determinadas e mediu-se a absorbância da
amostra em um comprimento de onda de 600 nm (cor laranja). Os dados obtidos sobre o
número de unidades formadoras de colônias e densidade ótica por unidade de tempo foram
plotados em gráfico para a determinação da curva de crescimento dos isolados.

3.6.2 Morfologia de colônia
Para o conhecimento da morfologia das colônias de bactérias diazotróficas de

Sphingomonas spp. foram utilizados os meios de cultura geralmente utilizados para as demais
bactérias diazotróficas: LGI (sacarose 0,5%), LGI - P (sacarose 10%), JNFb (malato), NFb
(malato), JMV (manitol 0,5%), Meio 79 (manitol 1%), Batata (N, malato e sacarose), Batata –
P (N, malato e sacarose 10%), NB (Nutriente – broth) e DYGS (Anexo A). Foram avaliadas
características culturais como tempo em dias para o desenvolvimento das colônias, coloração,
consistência, diâmetro, produção de goma, elevação, forma, bordo, superfície e detalhe
óptico. A morfologia das colônias nos diferentes meios de cultura foi analisada aos 7 dias de
crescimento.

3.6.3 Morfologia celular
a) Microscopia ótica
A morfologia e motilidade celular foram avaliadas com células vivas. Uma alíquota da

suspensão bacteriana cultivada previamente em meio DYGS por 24 horas foi posicionada
entre a lâmina e a lamínula e observada ao microscópio óptico de contraste de fase, através
das objetivas de 40X e 100X.

b) Microscopia eletrônica de transmissão (MET)
As bactérias foram crescidas em placas contendo meio sólido DYGS por 48 horas a

30ºC. Posteriormente ao período de incubação, colônias individualizadas foram isoladas com
bastões de vidro oco, onde se adicionou 100 µl de água destilada estéril. Após 10 minutos,
uma alíquota de 20 µl da suspensão foi depositada sobre uma placa de cera e uma grade de
cobre, previamente preparada com um filme de Formvar 0,4 % em clorofórmio, foi colocada
sobre a suspensão durante 2 minutos. A grade foi lavada por 2 minutos em água destilada
estéril e, em seguida, adicionada sob uma solução de acetato de uranila 5% por 2 minutos.
Após a retirada do excesso do contrastante, a grade permaneceu secando sob papel de filtro
por 2 horas para posterior visualização ao microscópio eletrônico de transmissão (MET)
(VIDEIRA, 2003).

3.6.4 Reação de Gram
De acordo com o protocolo sugerido por Yano et al. (1991), as bactérias foram

crescidas em meio sólido DYGS e o esfregaço preparado a partir de uma colônia isolada. A
técnica consistiu na seguinte marcha: (i) preparação de um esfregaço em lâmina de vidro; (ii)
secagem ao ar e fixação das células em chama; (iii) cobertura da lâmina com cristal violeta
por 1 minuto; (iv) lavagem em água corrente; (v) cobertura da lâmina com lugol por 2
minutos; (vi) lavagem com água corrente; (vii) descoramento com álcool-acetona; (viii)
lavagem da lâmina com água corrente; (ix) cobertura com safranina diluída por 30 segundos
e, por fim, procedeu-se a lavagem da lâmina com água, secagem e avaliação da coloração das
células em microscópio ótico de contraste de fase com a objetiva de 100X com óleo de
imersão.
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3.6.5 Testes enzimáticos
a) Oxidase
Uma alíquota de 50 µl de suspensão bacteriana cultivada previamente em meio DYGS

foi depositada em tiras de papel de filtro. Posteriormente, uma gota de solução aquosa de
TEMED (1%) foi depositada sob a cultura no papel de filtro. O aparecimento de uma
coloração roxa indica teste positivo para a enzima. Nenhuma mudança da cor dentro de 1
minuto indica um teste negativo (KOVACS, 1956).

b) Catalase
As bactérias foram crescidas durante 7 dias sob temperatura de 35°C em meio DYGS

sólido. Em seguida, uma gota de peróxido de hidrogênio a 3% (v/v) foi depositada sob as
colônias bacterianas formadas no meio de cultura. A presença de enzima catalase nas
bactérias é indicada pelo desprendimento de bolhas de ar (YANO et al., 1991).

c) Hidrólise de tween-80
Para a determinação da atividade esterásica foi utilizado o meio de cultura descrito por

Sierra (1957), contendo (em gramas por litro): peptona 10, NaCl 5, CaCl2.2H2O 0,1, ágar
18,0, pH 7.4. Após a esterilização do meio de cultura, adicionou-se Tween 80 (previamente
esterilizado) numa concentração final de 1% (v/v). O meio foi vertido sob placas de Petri
esterilizadas e após solidificação, 20 µl de suspensção bacteriana previamente cultivada em
meio DYGS líquido por 24 horas foram inoculados na superfície das placas e incubadas por
um período de 7 dias sob temperatura de 30ºC. A atividade lipolítica positiva é indicada pelo
aparecimento de zonas opacas ao redor do crescimento bacteriano.

d) Gelatinase
As bactérias foram crescidas em tubos de ensaio contendo 8 ml de meio preparado

com (em gramas por litro ): extrato de levedura (3), peptona (5) e gelatina (B.D.H.) (120).
Após incubação por 24 horas, os tubos foram transferidos para geladeira por 2 horas sob
temperatura e 4ºC e depois para nova incubação, a operação foi repetida durante 5 dias. A
presença das enzimas proteolíticas extracelulares é indicada pela liquefação do meio de
cultura após refrigeração (YANO et al., 1991).

3.6.6 Condições ideais de pH e temperatura
A influência do pH para o desenvolvimento bacteriano, foi avaliada sob condições de

fixação de nitrogênio em frascos contendo 5 ml de meio de cultura LGI semi-sólido sem
nitrogênio e sob condições ótimas de crescimento em tubos contendo 5 ml de meio líquido
LGI acrescido de KNO3 (10 mM). Os frascos e tubos contendo meios de cultura com os
diferentes índices de pH (4,0; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 9,0) foram inoculados com 20 µl
de bactérias previamente cultivadas em meio DYGS líquido. Os frascos foram incubados
durante 10 dias a 30ºC e os tubos mantidos sob agitação de 150 rpm à temperatura de 30ºC
por 48 horas.

A temperatura ótima para o crescimento dos isolados foi avaliada sob condições de
fixação de nitrogênio, em frascos contendo 5 ml de meio de cultura LGI semi-sólido sem
nitrogênio. Os frascos foram inoculados com 30 µl de bactérias cultivadas em meio líquido.
Os frascos foram incubados durante 10 dias sob temperaturas de 25, 28, 30, 32, 34, 36, 38 e
40°C.
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3.6.7 Tolerância a NaCl
Para avaliação de tolerância a NaCl, as bactérias foram crescidas em meio líquido

DYGS por 24 horas a 30°C. Posteriormente, uma alíquota de 1 ml de cultura foi transferida
para um tubo de microcentrífuga (tipo eppendorf) e este submetido a uma centrifugação a
8.000 rpm a 25°C por 4 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas
em 1 ml de tampão PBS estéril. O processo de lavagem das células foi repetido 3 vezes. Em
seguida, alíquotas de 100 µl das células em suspensão foram inoculadas em placas de Petri
contendo meio DYGS com diferentes concentrações de NaCl em sua composição (0, 10, 20,
30, 50, 80 e 100 gramas por litro). Na avaliação de tolerância à salinidade, foi observada a
presença ou ausência, assim como a intensidade de crescimento no meio de cultura, após 6
dias de incubação a 30°C.

3.6.8 Tolerância a sacarose
Para avaliação de tolerância à sacarose, soluções com diferentes concentrações deste

açúcar (2, 5, 10 e 20 %) foram preparadas separadamente e esterilizadas em filtro milipore
0,22 µm. As soluções foram adicionadas a frascos contendo 5 ml de meio LGI semi-sólido,
sem ácido málico e ajustado para pH 6,0. Em seguida, 30 µl de bactérias cultivadas em meio
líquido foram inoculadas nos frascos, sendo estes incubados a 30°C e avaliados aos 3, 4, 6 e 7
dias de cultivo quanto à formação de película.

3.6.9 Metabolismo de carbono
a) Meio semi-sólido livre de nitrogênio
Para avaliar o cultivo das bactérias sob condições de fixação de nitrogênio foram

utilizados diferentes meios de cultivo semi-sólidos, livres de nitrogênio, como JMV, LGI-P,
LGI, JNFb, NFb e LG+79. O inóculo foi obtido a partir do cultivo das bactérias em meio LGI
líquido suplementado com 10 mM de KNO3 a 30ºC por 24 horas, sob agitação de 150 rpm.
Em seguida, 30 µl da suspensão bacteriana foi inoculada em frascos contendo 5 ml de meio
de cultivo e estes incubados a 30°C. As avaliações foram feitas aos 7 e 12 dias após a
inoculação, sendo considerado como crescimento positivo, aqueles frascos onde houve
formação de película característica de diazotróficos.

b) Biolog
Os isolados foram cultivados em meio líquido DYGS sob agitação de 150 rpm sob

temperatura de 30°C por 24 horas. Em seguida, uma alíquota foi estriada em meio BUG
sólido (Kit BIOLOG) e as placas foram incubadas por 48 horas sob a temperatura de 30°C.
As colônias puras foram retiradas cuidadosamente das placas com o auxílio de um cotonete
estéril (swab) e suspendidas em um fluido inoculante (Kit BIOLOG) ajustando-se a
concentração das células para 52% de transmitância (± 3%) com o auxílio de um
espectrofotômetro com filtro de 590 nm (TANG et al., 1998).

Com o auxílio de um pipetador multicanal, 150 µl desta suspensão foram adicionados
em cada um dos 96 poços da microplaca BIOLOG GN2 (Kit BIOLOG). As placas foram
tampadas e mantidas sob temperatura de 30°C, sendo as avaliações realizadas após 4 e 24
horas de incubação. A cor púrpura resultante da utilização das diferentes fontes de carbono foi
caracterizada como crescimento positivo. Os resultados foram avaliados pelo banco de dados
BIOLOG MICROLOG 1 Release 4.01B.

3.6.10 Produção de ácido-3-indolacético (AIA)
Os isolados e estirpes-tipo foram analisados quanto à produção de ácido-3-

indolacético através do método de microplaca descrito por Sarwar & Kremer (1995). Para este
teste, 1 µl de cultura bacteriana cultivada previamente por 24 horas em meio DYGS foi
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inoculada em 20 ml de meio DYGS suplementado com L - triptofano na concentração final de
200 µg ml-1. Os tubos permaneceram no escuro sob agitação de 150 rpm a temperatura de
30°C. Alíquotas de 1 ml foram retiradas após 24 e 42 horas de cultivo e centrifugadas a
10.000 rpm por 15 minutos. Em microplacas de 96 poços, uma alíquota de 150 µl do
sobrenadante foi misturado a 100 µl do reagente de Salkowski (1 ml de 0,5 M FeCl3 em 49 ml
de ácido perclórico 35 %) previamente preparado. As amostras permaneceram no escuro por
30 minutos sob temperatura ambiente e a leitura de absorbância foi feita em um leitor de
microplaca (Labsystem iems reader MF, Labsystem) em um comprimento de onda de 540 nm.
A quantificação de compostos indol foi avaliada utilizando da curva de calibração preparada
com diluições seriadas de padrões de AIA (10-80 µg ml-1). Para padronização das amostras os
resultados foram expressos na unidade µg ml-1 de AIA por unidade de DO. Todas as amostras
de AIA foram analisadas em triplicata nas placas de 96 poços e o resultado foi decorrente de
uma média das 3 leituras.

3.6.11 Solubilização de Fosfato
A capacidade de solubilização de fosfato insolúvel foi testada em meio de cultura GL

sólido (Anexo A) conforme descrito por Sylvester-Bradley et al. (1982). Depois de
esterilizado e com temperatura em torno de 50ºC, foram adicionados a 200 ml de meio, 50 ml
de K2HPO4 (10 %) e 100 ml de CaCl2 (10 %) para formação de precipitado insolúvel de
CaHPO4. O meio cuidadosamente foi distribuído em placas de Petri a fim de evitar a
formação de bolhas que dificultam a visualização no halo.

As bactérias foram previamente cultivadas em meio DYGS por 24 horas e uma
alíquota de 20 µl foi inoculada na superfície da placa de Petri, em forma de pontuações.
Foram estabelecidas 3 alíquotas por placa e 3 placas por isolado. O diâmetro do halo de
solubilização, percebido como uma área translúcida em torno da colônia, foi medido após 7
dias de incubação.

3.6.12 Ésteres Metílicos de Ácidos Graxos Celulares (FAME)
Esta análise foi realizada pelo Laboratório de Biotecnologia e Biodiversidade para o

Meio Ambiente, no Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Viçosa. Os
ácidos graxos foram analisados em bactérias cultivadas em meio sólido TSA (Anexo A) por
48 horas sob temperatura de 30ºC. Os ácidos graxos celulares foram saponificados, metilados,
extraídos e analisados por cromatografia gasosa de acordo com os procedimentos descritos
pelo método Sherlock Microbial Identification System (MIDI, Inc., 2008). A identificação e
comparação dos resultados foram feitas utilizando o banco de dados de Sherlock Microbial
Identification System (TSBA 50 5.00). O dendrograma foi construído pelo próprio programa
MIDI (sistema Tracker).
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Ativação dos Isolados
Durante a etapa de recuperação da coleção baceriana, do total de 82 isolados, somente

51 puderem ser reavivados. Os isolados utilizados nas etapas subsequentes estão
descriminados no Anexo C.

4.2 Qualidade e Quantificação do DNA Genômico
O método de extração de DNA genômico forneceu um DNA de qualidade para as

análises moleculares, sem a necessidade de etapas de purificações posteriores. Foram
observadas algumas variações na quantidade de DNA genômico entre as amostras,
provavelmente em função da diferença do número de células de cada bactéria no momento da
extração. Comparando-se com concentrações conhecidas de DNA lambda, as amostras
apresentam uma média entre 50 e 100 ng µl-1.

4.3 Identificação de Bactérias Diazotróficas
a) Atividade de nitrogenase
Durante o ensaio de redução de acetileno, somente 22 dos 51 isolados e a espécie S.

azotifigens formaram película característica de bactérias diazotróficas e mostraram atividade
da nitrogenase sob condições microraerofílicas (Figura 6). Os isolados que apresentaram
valores nulos não foram apresentados.

A figura 6 mostra que houve grande variabilidade na quantidade de etileno produzido
pelos diferentes isolados, apresentando valores entre 2,5 e 180 nmol de etileno por mg de
proteína total, no período de 1 hora de incubação em atmosfera de acetileno. Outros autores
também encontraram grande variabilidade na atividade da nitrogenase entre isolados de
bactérias dos gêneros Herbaspirillum isoladas de arroz (RODRIGUES et al., 2003) e
Burkholderia isoladas de cana-de-açúcar (PERIN, 2007).

Figura 6. Atividade da nitrogenase (ARA) dos isolados, estirpes padrões de Sphingomonas e
Azospirillum amazonense; valores referentes à média de três repetições.
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O método de redução do acetileno vem sendo amplamente utilizado como uma técnica
indireta para mensurar a atividade da nitrogenase em amostras naturais, organismos isolados,
extratos de células ou tecidos vegetais (STAAL et al., 2001). A técnica de ARA foi
desenvolvida por Stewart et al. (1967) e Hardy et al. (1968), tornando-se uma técnica
popularizada por apresentar baixo custo, sensibilidade e um rápido tempo de resposta.

Esta técnica determina teoricamente a quantidade de N que o organismo ou o sistema
estaria fixando, entretanto, muitos fatores interferem nos resultados desta análise incluindo a
luminosidade, quantidade de oxigênio, concentração de acetileno, difusão de gás por longos
períodos de incubação, limite de detecção do cromatógrafo utilizado, entre outros (FAY,
1992; ZUCKERMANN et al., 1997; STAAL et al., 2001), além do estado fisiológico dos
organismos fixadores de nitrogênio. Por isso, apesar de ser considerada por muitos autores
uma análise quantitativa, optou-se neste estudo por atribuir um caráter qualitativo a esta
análise, não tendo como objetivo quantificar com exatidão a taxa de fixação biológica de
nitrogênio das bactérias em estudo.

b) Amplificação e seqüenciamento do gene nifH
Durante muitos anos a amplificação por PCR do gene nifH tem sido realizada em

comunidades de diazotróficos do solo (ROSADO et al., 1998; POLY et al., 2001;
BURGMANN et al., 2004; WAKELIN et al., 2007) e em associação com plantas (UEDA et
al., 1995; BURGMANN et al., 2004; KNAUTH et al., 2005;  ZHANG et al., 2007). Embora a
seqüência do gene nifH seja altamente conservada entre os diazotróficos, diversos iniciadores
para PCR tem sido desenhados para amplificar regiões deste gene muito semelhantes ou com
diferentes níveis de degeneração a fim de estudar certos grupos ou populações dentro de
comunidades microbianas (AUMAN et al. 2001; MEHTA et al. 2003).

Neste estudo optou-se por utilizar o par de iniciadores degenerados para o gene nifH
(codifica para Fe-proteína da nitrogenase) descrito por Ueda et al. (1995). Todos os isolados
recuperados foram utilizados nesta análise. Os resultados mostraram que somente os isolados
que apresentaram atividade da nitrogenase in vitro e S. azotifigens, amplificaram um framento
de aproximadamente 390 pb correspondente ao gene nifH. O isolado 103 não mostrou
atividade da nitrogenase pela ARA, entretanto amplificou o fragmento correspondente ao
gene nifH. Outros autores também relatam que algumas estirpes amplificam genes
relacionados com a nitrogenase, mas não apresentam atividade da mesma (ACHOUAK et al.,
1999; BERGE et al., 2002; DING et al., 2005).

Sphingomonas trueperi e S. paumobilis não mostraram resultado de amplificação para
o gene nifH (Figura 7). Resultados semelhantes foram encontrados por outros autores para
estas estirpes. Kämper et al. (1997) demostraram que a atividade da nitrogenase e fragmentos
de genes relacionados com a nitrogenase não foram detectados em S. trueperi. Embora alguns
trabalhos relatem que algumas estirpes de S. paucimobilis apresentam atividade da
nitrogenase (REINHOLD-HUREK & HUREK, 2000; FERNANDES et al., 2001; XIE &
YAKOTA, 2005a), nenhum trabalho comprova sua capacidade de fixar nitrogênio através da
detecção de genes relacionados com a FBN. Xie & Yakota (2006) reportaram que um
fragmento do gene nifH foi amplificado por PCR em S. azotifigens e a atividade da
nitrogenase foi comprovada pela ARA, descrevendo então a primeira espécie diazotrófica
deste gênero.

Dentre os fragmentos do gene nifH amplificados por PCR, 6 foram selecionados ao
acaso para a etapa de seqüenciamento. As seqüências foram alinhadas com seqüências de
outras proteobactérias e o alinhamento foi utilizado para gerar a árvore filogenética. A análise
de similaridade realizada pelo programa MegaBLAST (ZHANG et al., 2000) no banco de
dados NCBI, mostrou que as seqüências parciais do fragmento do gene nifH amplificado
apresentaram elevada similaridade com seqüências da Fe-proteína da nitrogenase (nifH) de
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de amplificação da região
flanqueada pelo par de iniciadores 19f e 407r para o gene nifH. PM: Marcador de
Peso Molecular  1 Kb DNA ladder - Invitrogen, Sa: S. azotifigens, Sp: S.
paucimobilis e St: S. trueperi, Isolados (4-54).

Sphingomonas azotifigens (nº de acesso no GenBank AB217474.1) e clones de diferentes
bactérias diazotróficas não cultiváveis obtidas de Spartina alterniflora. Similaridades
moderadas foram encontradas para seqüências do gene nifH de outros representantes de
proteobactérias.

A seqüência do gene nifH foi selecionada como um outro marcador filogenético para
elucidar as relações evolucionárias entre bactérias diazotróficas. Este gene tem sido
examinado como parte do grupo dos genes da FBN (nifHDK), apresentando regiões muito
conservadas e algumas regiões variáveis, e sua análise tem sido altamente consistente com a
filogenia do gene 16S DNAr (YOUNG, 1992; ROSADO et al., 1998; ZEHR et al., 2003;
RAYMOND et al., 2004; XIE & YOKOTA, 2004). Baseado na análise de filogenia do nifH,
foi observado que os isolados apresentam grande similaridade entre si, formando um grupo
separado das outras bactérias diazotróficas utilizadas, inclusive Sphingomonas azotifigens
(Figura 8). Para a análise filogenética as seqüências foram alinhadas e submetidas a uma
edição para que todas apresentassem o mesmo número de nucleotídeos, ~ 250 pb. Embora a
análise de similaridade mostre que as bactérias apresentam maior identidade com
Sphingomonas azotifigens, é provável que durante a edição das seqüências, a região de maior
similaridade tenha sido removida, utilizando-se então uma região com maior variabilidade
genética.

 PM      1        2        3        4        5        6        7         8         9       10       11      12      13      14

 PM      15     16      17     18      19      20      21      22     23      24      25     26      27      28      29

 PM      30        31       32       33      34        35       36       37       38       39        40       41      42

 PM     43       44        45        46         47        48        49        50         51       52         53        54
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Figura 8. Árvore filogenética baseada nas seqüências parciais do nifH, incluindo as
seqüências dos isolados e outras proteobactérias fixadoras de nitrogênio do banco
de dados NCBI. A árvore foi gerada pelo método neighbour-joining. A análise de
bootstrapping foi calculada com 1000 repetições.

4.4 Diversidade Genética
4.4.1 ARDRA

A amplificação por PCR usando os 2 iniciadores degenerados para amplificação do
fragmento correspondente ao gene 16S DNAr, 27f e Amp2, foi testada com DNA
cromossomal dos 23 isolados bacterianos que apresentaram a capacidade de fixar nitrogênio e
as 3 estirpes-tipo de Sphingomonas. Foi obtido um fragmento único de aproximadamente
1.500 pb, que corresponde ao tamanho esperado para o gene 16S DNAr (Figura 9).

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de amplificação do gene 16S DNAr
flanqueado pelos iniciadores 27f e Amp2 para os isolados bacterianos e estirpes-
tipo. PM: Marcador de Peso Molecular  1 Kb DNA ladder - Invitrogen, Neg.:
controle negativo, Sa: S. azotifigens, Sp: S. paucimobilis e St: S. trueperi.

1.600 pb

800 pb
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O método de ARDRA foi primeiro aplicado aos isolados e estirpes tipo usando a
enzima MboI para verificar se o método era capaz de promover a discriminação entre as
bactérias. A análise do perfil de ARDRA obtido com a endonuclease MboI mostrou que o
método foi capaz de diferenciar as bactérias testadas em 3 grupos polimórficos distintos
(Figura 10).

De acordo com o dendrograma (Figura 10), os isolados foram divididos em dois
grupos distintos, sendo os isolados 68, 71, 75, 87, 93, 98, 100, 103, 109, 111, 173, 177, 194,
196 e 252 componentes do grupo 1, e os isolados 63, 65, 74, 79, 190, 233 constituem o
segundo grupo polimórfico juntamente com as espécies S. azotifigens e S. trueperi. A estirpe
de S. paucimobilis apresentou um perfil com bandas semelhantes e uma banda diferenciada,
formando um grupo separado.

Figura 10. Dendrograma de ARDRA gerado pela eletroforese em gel de agarose 3%
ilustrando a relação entre os diferentes isolados e estirpes-tipo de Sphingomonas
spp. O perfil de ARDRA foi obtido pela digestão do gene 16S DNAr
amplificado por PCR com a andonuclease MboI. O dendrograma foi construído
com o programa GelCompar II e o agrupamento feito pelo método UPGMA.

Representantes de cada grupo formado na digestão com MboI foram selecionados e o
fragmento do gene 16S DNAr, amplificado por PCR, foi utilizado para novas digestões
individuais com as endonucleases HinfI, HindIII, HaeIII, HhaI e RsaI. O resultado gerado
com estas endonucleases mostrou perfis de restrição idênticos para todos os isolados e
estirpes-tipo, com exceção para a endonuclease HhaI que revelou um perfil diferenciado para
S. paucimobilis. Em todos os casos, a soma dos tamanhos de fragmentos gerados no perfil de
restrição foi aproximadamente 1.500 pb, tamanho da banda do fragmento da 16S (Figura 11 –
A-F).

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 3% com perfil de restrição dos fragmentos
amplificados do gene 16S DNAr gerados após digestão com as enzimas MboI
(A), HhaI (B), HinfI (C), HindIII (D), RsaI (E), HaeIII (F). PM: Marcador de
Peso Molecular  1 Kb DNA ladder - Invitrogen, Sa: S. azotifigens, Sp: S.
paucimobilis e St: S. trueperi.

Lindström et al. 1998 em estudos de taxonomia de bactérias diazotróficas, mostraram
que este método é uma ferramenta poderosa para a estimativa rápida de relações filogenéticas.
Muitos estudos têm mostrado que além da separação de gêneros, esta técnica pode ser
utilizada para separar espécies e estirpes. Diferentes espécies de bactérias diazotróficas dos
gêneros Azospirillum, Herbaspirillum e Burkholderia têm sido facilmente distinguidas através
da utilização desta técnica (ECKERT et al., 2001; REIS JUNIOR, 2002; RODRIGUES, 2003;
BRASIL et al., 2005; PERIN, 2007). Para avaliar a diversidade intraespecífica de estirpe de
Azospirillum amazonense, Reis Junior et al., (2004) utilizaram os genes 16S e 23S DNAr  e o
espaço intergênico 16-23S DNAr (IGS). Estes autores constataram maior variabilidade
genética apresentada pela IGS quando comparada com as regiões 16S e 23S DNAr (regiões
mais conservadas). Brasil (2001) utilizou com sucesso essa mesma técnica para o
agrupamento de isolados de Azospirillum provenientes de gramíneas forrageiras da região do
Pantanal Sul Mato-Grossense.

De acordo com os resultados citados anteriormente, é possível que a utilização da IGS
para as análises de ARDRA forneça resultados mais significativos quanto à diversidade dos
isolados bacterianos e estirpes-tipo testados neste estudo.

4.4.2 AFLP
A análise de AFLP foi realizada com DNA genômico de 11 bactérias dos diferentes

grupos gerados pela ARDRA. Fragmentos de restrição entre 50 e 800 nucleotídeos foram
obtidos durante a etapa de digestão com as endonucleases de corte raro EcoRI e de corte
freqüente MseI (Figura 12-A). Os fragmentos foram ligados aos adaptadores para as
respectivas endonucleases e o produto da ligação foi utilizado para a etapa de pré-
amplificação. A maior parte dos produtos resultantes da pré-amplificação apresentou um
tamanho variando de 50 e 600 nucleotídeos (Figura 12-B).
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Figura 12. Eletroforese em gel de agarose 1% com produto de digestão do DNA total das
bactérias com as endunucleases EcoRI e MseI (A) e fragmentos gerados pela pré-
amplificação com iniciadores EcoRI+0/MseI+0. PM: Marcador de Peso Molecular
1 Kb DNA ladder - Invitrogen, Sa: S. azotifigens, Sp: S. paucimobilis e St: S.
trueperi.

No AFLP, o número de bandas gerado é determinado pelo tamanho e complexidade do
genoma e número de nucleotídeos seletivos presentes nas extremidades 3’ dos iniciadores na
etapa de amplificação seletiva (LIN et al., 1996; VOS et al., 1995). Blears et al. (1998), em
revisão sobre a técnica de AFLP e suas aplicações, afirmaram que genomas pequenos (como
das bactérias) necessitam de apenas um ou dois nucleotídeos seletivos na extremidade 3’ de
cada iniciador para que o polimorfismo do DNA seja observado.

Neste estudo, optou-se por utilizar um nucleotídeo seletivo para cada iniciador nas
combinações EcoRI+A/MseI+C; EcoRI+C/ MseI+G e EcoRI+G/MseI+C. Considerando
somente as bandas de alta intensidade no gel, por não gerarem ambigüidade, foram
observadas uma média de 150 bandas para cada combinação. Os perfis de AFLP obtidos
foram analisados com o programa GelCompar II (Figura 13). Analisando-se os 3
dendrogramas, é possível observar a formação de 3 grupos distintos com ∼ 20% de
similaridade, sendo os isolados e S. azotifigens constituintes de um único grupo, S. trueperi e
S. paucimobilis formando dois outros grupos polimórficos distintos. Este resultado mostrou
que esta técnica, diferentemente de ARDRA, foi capaz de gerar um perfil de AFLP
característico para cada espécie de Sphingomonas testada, diferenciados pelo número e
distribuição das bandas (Figura 13).

A maior semelhança dos isolados com S. azotifigens é decorrente do grande número de
bandas monomórficas encontradas entre eles (setas sólidas). O perfil dos isolados apresentou
∼ 50% de similaridade com o perfil gerado por S. azotifigens. Dentro do grupo formado pelos
isolados, foi observado uma divisão em dois subgrupos, constituindo o subgrupo 1 os isolados
190, 233, 79 e o subgrupo 2 os isolados 177, 194, 98, 196 e 111. Este resultado mostra que a
classificação por AFLP foi correlacionada com os dados obtidos no ARDRA (indicados pelos
símbolos no dendrograma). Dentro destes subgrupos, os isolados 190 e 233 mostraram um
perfil de AFLP altamente homogêneo para todas as combinações de iniciadores testadas.
Resultado semelhante foi observado entre os isolados 194, 111, 98 e 196, que revelaram
bandas específicas entre si (seta em traço) (Figura 13).

800 pb

100 pb
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Figura 13. Dendrograma gerado pelo método UPGMA, construído com base no coeficiente
de correlação de Pearson, a partir da análise dos perfis gerados por AFLP de
isolados e estripes-tipo. Os iniciadores usados foram: A - EcoRI+A/MseI+C; B -
EcoRI+C/ MseI+G e C -EcoRI+G/MseI+C. � Isolados do grupo 1 de ARDRA; *
Isolados do grupo 2 de ARDRA.
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Na técnica de AFLP, quando se faz uma comparação de todo o genoma de organismos
com certo grau de parentesco, é comum e imprescindível que bandas monomórficas sejam
obtidas em todos os perfis. Dentre as combinações utilizadas, foi possível observar claramente
a presença destas bandas somente nas combinações B e C (seta em losango).

De acordo com Jansenn et al. (1996), a combinação de iniciadores utilizada neste
estudo, EcoRI/MseI, é mais adequada para genomas pobres em G+C e combinações como
ApaI/TaqI para genomas ricos em G+C, como por exemplo bactérias do gênero
Sphingomonas que apresentam % G+C entre 58 e 69%. Embora a combinação de iniciadores
utilizada tenha mostrado que o AFLP pode ser considerado uma poderosa técnica para
diferenciação das espécies de Sphingomonas testadas, é possível que combinações de
endonucleases de restrição mais apropriadas para os genomas estudados revelem resultados
mais promissores na análise de diversidade genética de bactérias deste gênero.

4.4.3 DGGE
O produto amplificado por PCR com iniciadores universais para o gene 16S DNAr

R1378 e F968-CG desenhados por Muyzer et al. (1993), geraram uma banda de tamanho
esperado (450 pb), e uma banda inespecífica (750 pb) para  todos os isolados e estirpes-tipo
utilizadas (Figura 14). Este produto foi utilizado diretamente para a análise de DGGE.

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de PCR amplificado com o par de
iniciadores R1378 e F968-CG. PM: Marcador de Peso Molecular  1 Kb DNA
ladder - Invitrogen, Sa: S. azotifigens, Sp: S. paucimobilis e St: S. trueperi.

Na análise de DGGE, o produto de PCR amplificado a partir de uma amostra,
contendo fragmentos de DNAr do gene 16S de mesmo comprimento, mas com seqüências de
bases diferentes, pode ser separado de acordo com o comportamento de desnaturação
particular de cada fragmento, relacionado ao conteúdo total de G+C e à distribuição destas ao
longo do fragmento (CANHOS & MANFIOS, 2001).

O resultado desta análise mostrou um padrão idêntico de bandas de DNA, distribuído
ao longo do gradiente de desnaturação do gel para o fragmento do gene 16S DNAr dos
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isolados e estirpes tipo (Figura 15). Embora os valores de %G+C total sejam diferentes entre
as espécies testadas (S. paucimobilis – 64%; S. trueperi - 65,6% e S. azotifigens – 68%) e a
seqüência do 16S DNAr de S. paucimobilis apresente similaridade menor que 96% com as
outras duas espécies testadas, o perfil de migração em gel de DGGE não foi diferenciado. Este
resultado sugere que a técnica de DGGE utilizando o par de iniciadores R1378 e F968-CG é
inviável como ferramenta para determinação da diversidade genética dos membros do gênero
Sphingomonas testados.

Figura 15. Análise de DGGE do fragmento de DNA amplificado com os iniciadores R1378 e
F968-CG. M: Marcador, Sa: S. azotifigens, Sp: S. paucimobilis e St: S. trueperi.

Alguns autores têm relatado a dificuldade em separar diferentes seqüências bacterianas
através desta metodologia (KOWALCHUK et al., 1997; VALLAEYS et al., 1997; JACKSON
et al., 1999). Jackson et al. (1999) observaram que duas seqüências que apresentaram o
mesmo perfil de migração em gel de DGGE, embora apresentassem o mesmo conteúdo de %
G+C, diferiam em 5% de seus pares de base, o que poderia teoricamente revelar uma
migração diferenciada das bandas. Posteriormente, estes autores demonstraram
experimentalmente que seqüências parciais do gene 16S DNAr diferentes por mais de um par
de base podem migrar em posições idênticas no gel de DGGE, sem necessariamente
confirmar a presença de uma mesma espécie bacteriana.

Embora estas limitações não eliminem a utilização do DGGE nos estudos de avaliação
de diversidade de espécies microbianas, alguns autores sugerem que outras análises
complementares sejam feitas para gerar conclusões mais precisas (JACKSON et al., 1999;
MARIEL et al., 2005).

4.5 Posicionamento Taxonômico e Relação Filogenética
4.5.1 FISH

Neste estudo foram utilizados 23 isolados bacterianos nifH+, estirpes-tipo de
Sphingomonas e outras bactérias fixadoras de nitrogênio pertencentes às diferentes subclasses
de proteobactéria. Como sondas foram utilizadas EUB338, ALF1b e Bet42a disponíveis na
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Embrapa Agrobiologia. Na avaliação da técnica de FISH para a identificação dos isolados e
diferentes estirpes-tipo, verificou-se que todas as bactérias testadas apresentaram sinal de
hibridação positivo com a sonda EUB338, universal para o domínio específico Eubateria
(AMANN et al., 1990). Todos os isolados e Rhizobium tropici, Azoarcus sp, Azospirillum
amazonense e Gluconacetobacter diazotrophicus apresentaram também sinal de hibridização
positivo para a sonda específica para membros da subclasse α de Proteobacteria (ALF1b). A
fim de verificar a confiabilidade dos resultados, optou-se por utilizar uma sonda específica
para um outro grupo de proteobactérias. Conforme o esperado, nenhum isolado e outras
bactérias da subclasse α de Proteobacteria hibridizou com a sonda Bet42a, específica para a
subclasse β de Proteobacteria. Somente Burkholderia tropica e Herbaspirillum seropedicae
apresentaram sinal positivo para Bet42a, confirmando assim a especificidade desta sonda
(Tabela 9).

Thomas et al. (1997), desenharam uma sonda, SPHIN (5’-
ATCCAGCCGAACTGAAGGAAAGTG-3’), específica para diversas espécies de
Sphingomonas (não especificadas pelo autor), entretanto, somente uma estirpe de S.
paucimobilis foi identificada pela sonda. No mesmo ano, Snaidr et al., desenvolveram uma
sonda para FISH específica para a espécie S. capsulata. Nenhum trabalho até o momento
relatou a síntese de sondas de FISH para identificação da maioria das espécies do gênero
Sphingomonas.

Tabela 9. Resultados da técnica de FISH dos isolados e estirpe padrões de outras
proteobactérias.

Estirpes/Sondas EUB338 ALF1b BET42a

Rhizobium tropici +1 + -2

Burkholderia tropica + - +

Azoarcus sp. + + -

Azospirillum amazonense + + -

Herbaspirillum seropedicae + - +

Gluconacetobacter diazotrophicus + + -

Sphingomonas trueperi + + -

Sphingomonas azotifigens + + -

Sphingomonas paucimobilis + + -

Isolados + + -

1.presença de sinal; 2. ausência de sinal.

3.5.2 Seqüenciamento e análise filogenética da região 16S DNAr

Depois de amplificados, os produtos de PCR da região 16S DNAr foram purificados e
sequenciados em um sequenciador automático MegaBace 1000. Os nucleotídeos foram
reunidos e submetidos à montagem de seqüências contíguas com o auxílio de programas
PHRED/PHRAP pelo setor de bioinformatíca da Embrapa Agrobiologia.

De forma geral, o resultado da análise de similaridade realizada no GenBank pelo
programa BLASTn para os isolados mostrou similaridade de até 99% com estirpes do gênero
Sphingomonas.
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A árvore filogenética baseada na seqüência do gene 16S DNAr mostrou que os
isolados apresentam similaridade maior que 95% com S. azotifigens (nº de acesso no
GenBank AB217471.1) e S. trueperi (nº de acesso no GenBank X97776.1), confirmando os
resultados da análise de BLAST (Figura 16). Embora os isolados e estirpes tipo, exceto S.
paucimobilis, tenham apresentado elevado nível de similaridade, os isolados foram
distribuídos em 2 grupos semelhantes aos encontrados por ARDRA e AFLP.

Figura 16. Árvore filogenética baseada nas seqüências parciais do gene 16S DNAr dos
isolados, estirpes-tipo de Sphingomonas e outras proteobactérias fixadoras de
nitrogênio. A árvore foi gerada pelo método neighbour-joining. A análise de
bootstrapping foi calculada com 1000 repetições.

O gene 16S DNAr é considerado atualmente o melhor marcador filogenético para
procariotos, principalmente por apresentar um elevado nível de conservação ao longo dos
tempos (ROSADO et al., 1997). Entretanto, alguns autores vêm discutindo o uso desta técnica
para classificar espécies de bactérias muito próximas (PEARCE et al., 2003). Algumas
espécies podem apresentar até 99,5% de similaridade na seqüência deste gene, e ainda assim
serem consideradas espécies distintas, como por exemplo, S. azotifigens e S. trueperi (XIE &
YAKOTA, 2006), Herbaspirillum frisingense e H. seropedicae (KIRCHHOF et al., 2001).
Ash et al. (1991) também demonstraram que as espécies de Bacillus anthracis, B. cereus, e B.
thuringiensis apresentam nível de similaridade nas seqüências do gene 16S DNAr maior que
97%.
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A recomendação da utilização de outras técnicas baseadas em DNA genômico total,
como AFLP e hibridização DNA:DNA, são procedentes, visto que a análise do gene 16S
DNAr pode apresentar elevado nível de conservação e desta forma revelar baixo
polimorfismo entre diferentes espécies.

4.5.3 Identificação com iniciadores específicos
a) PCR
O produto amplificado por PCR com os iniciadores específicos, sphingo108f e

sphingo420r, desenhados por Leys et al. (2004), geraram uma única banda de tamanho
esperado (300 pb) para todos os isolados e estirpes-tipo utilizadas (Figura 17). Embora S.
azotifigens não tenha sido utilizada para desenho dos iniciadores, apresentou amplificação do
fragmento, confirmando a especificidade dos iniciadores para os membros do gênero
Sphingomonas.

Figura 17. Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de amplificação da região
flanqueada pelos iniciadores sphingo108f e sphingo420r. PM: Marcador de Peso
Molecular  1 Kb DNA ladder - Invitrogen, Sa: S. azotifigens, Sp: S. paucimobilis
e St: S. trueperi.

Bactérias do gênero Sphingomonas têm sido encontradas em muitos ambientes.
Entretanto, um número limitado de estudos tem reportado técnicas para detecção específica
deste gênero. Leung et al. (1997) foram os primeiros a desenvolveram um par de iniciadores
degenerados (SPf-190/SPr1-852) para detecção por PCR de diferentes espécies de
Sphingomonas presente nos solos. Entretanto, estes iniciadores não apresentaram uma
cobertura total das espécies descritas e, a degeneração feita nos iniciadores foi direcionada
para detectar diretamente a diversidade de Sphingomonas nos solos por DGGE.
Posteriormente, Leys et al. (2004) desenharam um par de iniciadores -  sphingo108f e
sphingo420r - não-degenerados para detecção específica de todas as espécies de
Sphingomonas conhecidas por PCR e permitindo a diferenciação das mesmas por análise de
DGGE. Posteriormente ao desenvolvimento destes iniciadores específicos, muitos trabalhos
mostram a eficiência dos mesmos na detecção de bactérias do gênero Sphingomonas de
diversos ambientes (CUNLIFFE et al., 2006; UYTTEBROEK et al., 2007; SHI & BENDING,
2007).

b) DGGE
Conforme citado anteriormente, os iniciadores - sphingo108f e sphingo420r^GC - têm

sido utilizados para avaliar a diversidade de espécies de Sphingomanas por análise de DGGE.
No intuito de verificar o perfil de DGGE dos isolados e estirpes tipo do gênero, analisou-se
todas as amostras com os iniciadores citados em gel de DGGE 6%. Todas as estirpes testadas
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amplificaram um único fragmento de aproximadamente 350 pb. A análise do gel de DGGE
mostrou que as diferentes espécies e os isolados apresentaram o mesmo perfil nas condições
testadas (Figura 18). Correlacionando este resultado com aquele obtido pela análise de DGGE
para o gene 16S DNAr, era esperado que as espécies testadas não apresentassem perfis
diferenciados. Leys et al. (2004), embora tenham desenhado um par de iniciadores para
verificar a diversidade de bactérias do gênero Sphingomonas, também mostraram que
diferentes espécies com similaridade > 97% do gene 16S DNAr apresentaram o mesmo perfil
de DGGE.

De forma geral, a utilização deste par de iniciadores foi eficiente na identificação de
bactérias do gênero Sphingomonas, mas a avaliação da diversidade para as espécies testadas e
isolados foi inviável.

Figura 18. Análise de DGGE do fragmento de DNA amplificado com os iniciadores
sphingo108f e sphingo420r^CG. Marcador (M), S. paucimobilis (Sp), S. trueperi
(St) e S. azotifigens (Sa).

4.5.4 Hibridização DNA:DNA
Após digestão total do DNA genômico com a endonuclease EcoRI, a eletroforese em gel

de agarose 1% mostrou uma elevada concentração de fragmentos de alto peso molecular
(Figura 19). Provavelmente, este resultado foi obtido pela existência de um baixo número de
sítios de corte desta endonuclease no genoma das bactérias estudadas. Uma grande quantidade
de fragmentos de tamanhos semelhantes interfere no processo de marcação com a sonda
radioativa e na revelação da autoradiografia, devido à alta sensibilidade do filme de raio-X
utilizado. Conforme o esperado, após o processo de revelação da autoradiografia, observou-se
grande intensidade de sinal na parte superior das amostras, ocasionando uma saturação de
sinal, impossibilitando a quantificação para análise da % de homologia das bactérias testadas
(Figura 20).

Embora o processo não tenha sido concluído sob condições ideais, foi possível
observar que o DNA de S. azotifigens digerido apresentou maior intensidade de sinal, seguido
por S. trueperi que apresenta maior similaridade quando comparada com S. paucimobilis. Os
isolados também apresentaram elevada intensidade de sinal. Os isolados 172, 179, 184, 192 e
248 foram identificados previamente como bactérias do gênero Sphingomonas não fixadores
de nitrogênio. Dentre estes isolados, com exceção do isolado 248, o sinal de marcação foi
semelhante aos demais isolados identificados como fixadores de nitrogênio. Herbaspirillum
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seropedicae (ZAE67) foi utilizada como controle negativo e nenhum grau de marcação foi
observado, confirmando a especificidade da sonda utilizada.

Figura 19. Digestão total do DNA genômico com a enzima EcoRI em gel de agarose 1% de
Sa: S. azotifigens, Sp: S. paucimobilis e St: S. trueperi, ZAE67: Herbaspirillum
seropedicae.

Figura 20. Autoradigrafia da membrana após hibridização com sonda de DNA genômico de
Sa: S. azotifigens, Sp: S. paucimobilis e St: S. trueperi, ZAE67: Herbaspirillum
seropedicae.

Esta técnica, assim como o seqüenciamento do gene 16S DNAr, são primordiais para
o posicionamento taxonômico de novas estirpes, por isso, novas análises estão sendo feitas
para que esta metodologia seja concluída de maneira precisa e eficiente. Resultados
preliminares mostram que a digestão do DNA genômico total com a endonuclease de
restrição, RsaI, apresenta distribuição mais homogêna dos fragmentos gerados (análise em
andamento).

A avaliação geral dos testes moleculares utilizados para determinação da diversidade e
posicionamento taxonômico dos isolados indicam que os mesmos se dividem em dois grupos
distintos, onde um dos grupos apresenta maior similaridade genética com S. azotifigens
quando comparado com S. trueperi e S. paucimobilis.

4.5 Características Fenotípicas e Quimiotaxonômicas
4.5.1 Curva de crescimento

O cultivo dos organismos em condições laboratoriais é um pré-requisito para um
estudo adequado e, portanto, é necessário o conhecimento de suas exigências. Quando
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bactérias são transferidas para um meio de cultivo, sem que qualquer mudança tenha sido feita
no mesmo, o crescimento segue uma curva típica onde tempo e forma de cada fase desta
curva varia entre as diferentes bactérias. Embora as bactérias desenvolvam-se bem em meios
de cultura sólidos, os estudos de crescimento são feitos essencialmente em meios líquidos e as
considerações que seguem são válidas para essas condições.

Ao se fazer o experimento para estimativa do número de células viáveis, através da
contagem do número de células, e a determinação do aumento da massa bacteriana com
medidas da densidade ótica (DO) de Sphingomonas spp. (estirpe 194), observou-se que os
resultados obtidos foram estreitamente correspondentes (Anexo C) e o seu crescimento seguiu
uma curva característica apresentando 4 fases distintas (Figura 21).

Na Fase Lag, obtida no período de 0 a 4 horas após inoculação, não houve aumento
significativo do número de células. Este período é considerado pelos microbiologistas como o
período para adaptação das células ao novo ambiente.

Figura 21. Curva de crescimento de Sphingomonas spp. (estirpe 194) em meio de cultivo
DYGS, pH 6,0 mantido sob agitação de 150 rpm e temperatura de 30ºC.

A segunda fase, denominada Fase Exponencial ou Log, ocorrida entre 4 e 20 horas de
cultivo, as células se multiplicaram a uma taxa constante até atingir um máximo de
crescimento. Após 20 horas de cultivo, iniciou-se a Fase Estacionária, onde a relação entre o
número total de células em divisão e ao número de células mortas, resulta na verdadeira
população celular estacionária. Geralmente, esta fase chega ao final devido à escassez de
nutrientes essenciais, diminuição de oxigênio em cultura aeróbia ou acúmulo de metabólitos
tóxicos. Na última fase da curva, a Fase de Declínio, foi possível observar que o número de
células viáveis diminuiu, assim como o valor de DO. Nesta fase, as condições se tornam
fortemente impróprias para o crescimento, as células se reproduzem mais lentamente e as
células mortas aumentam em números crescentes (ALTERTHUM, 2004).

Em todas as fases da curva de crescimento foi claramente observado que o número de
células viáveis está diretamente relacionado à medida de DO do meio de cultivo. As
informações geradas por este ensaio são de extrema importância para o conhecimento do
comportamento fisiológico destas bactérias nas condições testadas. Além disso, a estimativa
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do número de células viáveis a partir de mensurações de DO é uma grande vantagem, visto
que a técnica de contagem, embora eficiente, é muito mais laboriosa.

4.5.2 Morfologia de colônias
As colônias apresentaram coloração variada de acordo com o meio de cultivo

utilizado: amarela em meios sem indicador; verde com corante azul de bromotimol e laranja
em meios com sacarose, de forma circular com bordo regular, elevação lente, superfície lisa e
de característica opaca. Nos meios ricos como DYGS e Batata, houve maior produção de
goma quando comparados com os outros meios de cultivo. A maioria dos isolados apresentou
maior semelhança de colônias com S. azotifigens, com exceção do isolado 103 que foi mais
similar a S. paucimobilis. A figura 22 mostra o aspecto geral das colônias de Sphingomonas
spp. (estirpe 194) nos diferentes meios de cultivo utilizados. De forma geral, a morfologia de
colônias corrobora com os dados descritos na literatura, onde a coloração amarela surge como
indicativo da produção do carotenóide nosthandina e o aspecto gomoso das colônias,
provavelmente está relacionado à produção de exopolissacarídeo por membros do gênero
Sphingomonas (YABUCCHI et al., 1990).

Figura 22. Morfologia das colônias de Sphingomonas spp. (estirpe 194) com 7 dias de cultivo
nos meio Batata (A), NFb 3x (B), LGI (C), DYGS (D); 79 (E); LGI-P (F); JNFb
(G); Batata-P (H); JMV (I) e NB (J).

4.5.3 Morfologia celular
De forma geral, os isolados apresentam células individualizadas em forma de

bastonete, movimento espiralóide, semelhantes às células de Herbaspirillum spp., com
dimensões de 2,5 a 3,0 µm x 1,0 a 1,5 µm. Ao microscópio eletrônico de transmissão foi
possível observar a presença de flagelos polares, caracterizando as bactérias como lofotríquia
(Figura 23).

4.5.4 Reação de gram e testes enzimáticos
As bactérias foram identificadas como Gram-negativas, apresentando testes de

oxidase, hidrólise de Tween-80 e gelatinase negativos e catalase positivo (Tabela 10). Sob
condições ótimas de crescimento em meio líquido sob agitação os isolados cresceram em uma
faixa de pH entre 5,0 a 7,5, e sob condições de fixação de nitrogênio a faixa foi mais restrita,
de 5,5 a 6,5.
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Figura 23. Micrografia de microscopia eletrônica de transmissão (MET) de Sphingomonas
spp. (estirpe 194), evidenciando a célula em forma de bastonete e a estrutura da
inserção dos flagelos.

Os isolados foram capazes de crescer sob temperaturas entre 22 a 34ºC (Tabela 10).
De acordo com as faixas de pH e temperatura encontradas, as bactérias foram classificadas
como neutrófilas e mesófilas, respectivamente.

Os resultados encontrados para faixas de pH e temperatura, reação de gram e testes
enzimáticos estão de acordo com as características gerais encontradas em bactérias do gênero
Sphingomonas descritas por Yabucchi et al. (1990). No nível de espécie, a grande maioria
segue o padrão descrito no gênero. Resultados semelhantes foram encontrados por Xie &
Yakota (2006) no trabalho de descrição da espécie fixadora de nitrogênio, S. azotifigens.

4.5.5 Tolerância a NaCl
Neste estudo, a concentração máxima tolerada pelos isolados cultivados em meio

DYGS suplementado com diferentes concentrações de NaCl foi de 50 g l-1 (5 %) para a
maioria dos isolados testados. Alguns isolados foram capazes de se desenvolver na
concentração de 80 g l-1 (8 %) (Tabela 10).

Em 2001, Daane et al. detectaram a presença de bactérias do gênero Sphingomonas
associadas a plantas de ambientes salinos, entretanto não avaliaram o nível de tolerância das
estirpes. S. azotifigens, também isolada de plantas de arroz, apresentou inibição de
crescimento na concentração de 2,5 % de NaCl (XIE & YAKOTA, 2006). Nóbrega et al.,
(2004) trabalhando com Azospirillum irakense, espécie isolada de raízes de arroz, mostraram
que esta espécie foi tolerante a 5 % de NaCl.

Estes resultados sugerem que, provavelmente, as bactérias testadas possuem um
mecanismo de osmoadaptação que evita a desidratação das células, apresentando resposta
adaptativa a condições salinas.

4.5.6 Tolerância à sacarose
Foi possível observar crescimento dos isolados nos meios com concentração de até 10

% de sacarose (Tabela 10). Este resultado sugere que os isolados testados apresentam alta
tolerância osmótica, assim como outras bactérias dizotróficas como Burkholderia spp.
(PERIN, 2007) e Gluconacetobacter diazotrophicus (DÖBEREINER et al., 1995)
encontradas no interior de plantas de cana-de-açúcar. Perin (2007), na etapa de identificação
de isolados obtidos do interior de plantas de cana-de-açúcar, obteve 4 bactérias identificados
pelo sistema Biolog como Sphingomonas spp.. (comunicação pessoal).

2,5 µm
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Tabela 10. Resumo de algumas características fisiológicas das estirpes tipo S. trueperi e S.
azotifigens e isolados bacterianos.

Características S. trueperi S. azotifigens Isolados

Cor da Colônia Amarela Amarela Amarela

Reação de Gram -* -* -

Motilidade + + +

Flagelos +* +* +

Tolerância a NaCl Até 10%* Até 2,5%* Até 8%

Tolerância a sacarose nd nd Até 10%

Temperatura nd 25 a 37ºC* 25 a 34ºC

pH nd nd 5 - 7,5

Oxidase +* v* -

Tween 80 +* +* -

Catalase +* +* +

Gelatinase -* v* -

Cresc. semi-sólido - + +

ARA - + +

Solubilização de fosfato - - -

Produção de AIA + + +
* Informações extraídas dos trabalhos de descrição das espécies S. trueperi (KAMPFER et al., 1997) e S.
azotifigens (XIE & YAKOTA, 2006); v - dados variáveis entre estirpes; nd - não determinado.

A cana-de-açúcar foi identificada com hospedeira de diversas espécies de bactérias
diazotróficas endofíticas, sendo as principais Gluconacetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillum spp.. e Azospirillum spp. (JAMES & OLIVARES, 1997; BALDANI et al.,
1997; JAMES, 2000; BODDEY et al., 2003). Sabe-se que o interior de plantas de cana-de-
açúcar apresenta teores de sacarose elevados, podendo ser considerado um fator limitante para
o estabelecimento de microrganismos pelo potencial osmótico gerado. Desta forma, é possível
que as bactérias testadas apresentem um mecanismo de osmoadaptação, podendo colonizar
plantas como a cana-de-açúcar.

4.5.7 Metabolismo de carbono
Döbereiner et al. (1995) descreveram uma metodologia específica para o isolamento

de bactérias diazotróficas, apresentando como fator principal o desenvolvimento de meios de
cutivos semi-sólidos. Admitindo-se que o metabolismo de carbono bacteriano apresenta
grandes variações, cultivamos os isolados nos meios utilizados para os diferentes gêneros e
espécies de diazotróficos, conforme descrito por Döbereiner et al. (1995). Os isolados
formaram película característica de diazotróficos somente nos meios JNFb, LGI, LGI-P e
NFb. O tempo para a formação da película variou de 5 a 10 dias de incubação.

O sistema BIOLOG é uma ferramenta comumente utilizada na geração de perfis
fisiológicos bacterianos (BIOLOG manual, 1993; McCAIG et al., 2001; TORSVIK et
al.,1996). As microplacas de BIOLOG GN (Gram-negativo) são tipicamente empregadas nos
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estudos de diversas estirpes bacterianas e a análise é baseada na utilização de 95 diferentes
fontes de carbono.

Os isolados 79, 98, 111, 177, 190, 194, 196 e 233 e Sphingomonas azotifigens e S.
trueperi foram cultivados no meio de cultura BUG e posteriormente testados em microplacas
de BIOLOG GN. Comparando-se o perfil de utilização de fontes de carbono gerado com
resultados do banco de dados Microlog, todos os isolados foram identificados como
Sphingomonas spp., apresentando similaridade com as espécies S. paucimobilis e S. sanguis.
O teste auxiliou na identificação do gênero, mas não é possível utilizá-lo para determinar o
posicionamento taxonômico dos isolados. A utilização das 95 fontes de carbono apresentou
variabilidade entre isolados e estirpes tipo. Entretanto, 11 fontes de carbono foram usadas por
todas as bactérias testadas e somente 4 diferiram de S. azotifigens e S. trueperi (Tabela 11).

Embora este teste seja muito eficiente na determinação do perfil fisiológico,
proporciona uma boa resolução a nível de espécie, mas tem mostrado uma menor eficiência
na discriminação de estirpes (McSPADDEN-GARDENER et al., 2000; McCAIG et al.,
2001). Outra limitação deste teste é que ele consome muito tempo (McCAIG et al., 2001).
Além disso, o sistema BIOLOG® pode identificar incorretamente os isolados bacterianos
devido à limitação do bando de dados da Microlog (ACHOUAK et al., 1999; PICARD et al.,
2000).

Tabela 11. Perfil geral do teste em microplacas de BIOLOG GN dos isolados e S. azotifigens
e S. trueperi.

Fontes de carbono S. azotifigens S. trueperi Isolados
α-ciclodextrina, dextrina, glicogênio, tween 40,
tween 80, N-acetil-glucosamina, gentiobiose, α-
D-glucose, maltose, ácido succinico, D-galactose,
L-arabinose, celobiose

+ + +

L-alanina - + +

L-aspartato + + -

Frutose + + -

Piruvato + - -

4.5.8 Solubilização de fosfato
Das estirpes testadas neste estudo, Burkholderia vietnamiensis e B. tropica utilizadas

como controles positivos, formaram em torno de si um halo facilmente visível por contraste
com o meio opaco, indicando capacidade de solubilização de fosfato in vitro, conforme
descrito por Perin (2007). Já B. silvatlantica, os isolados bacterianos, S. azotifigens, S.
paucimobilis e S. trueperi não solubilizaram fosfato nas condições testadas.

O fósforo é um nutriente essencial às plantas, mas encontra-se em baixa
disponibilidade em solos tropicais. Muitos microrganismos participam no ciclo do fósforo
transformando e disponibilizando esse elemento para as plantas, através da imobilização de
fosfato solúvel ou pela solubilização de fosfato insolúvel, apresentando potencial de uso na
forma de inoculante (SILVA FILHO et al., 2002; SOUCHIE et al., 2005). Um maior
entendimento da capacidade e da eficiência de microrganismos em solubilizar diferentes
fosfatos pode levar à seleção de isolados com alto potencial de uso para a inoculação em
plantas (SOUCHIE et al., 2007).
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4.5.9 Produção de AIA
O triptofano é considerado o principal precursor da biosíntese de AIA, por isso foi

utilizado como substrato no meio de cultivo para análise de compostos indólicos,
principalmente AIA. A produção de AIA pelos isolados e estirpes-tipo foi detectada por
colorimetria usando o reagente de Salkowski. As avaliações foram feitas com 24 e 42 horas.
Alguns trabalhos de produção de compostos indol por bactérias mostram que o maior
acúmulo de AIA ocorre na fase estacionária de crescimento (TSAVKELOVA et al., 2005;
2007). Para determinar a fase de maior acúmulo de AIA das bactérias em estudo, foi realizado
um ensaio preliminar com Sphingomonas spp. (estirpe 194), cultivada em meio DYGS
acrescido de 200 µg ml-1 de L-triptofano. Este ensaio mostrou que a produção de AIA
começou a partir de 4 horas de cultivo e obteve uma produção máxima após 42 horas.
Confrontando estes dados com a curva de crescimento realizada previamente (Figura 21),
concluiu-se que efetivamente a maior acumulação de AIA ocorreu durante a fase estacionária.

Todos os isolados bacterianos e estirpes-tipo foram capazes de produzir AIA na
presença de L-triptofano nas condições testadas. Houve grande variação na produção deste
fitohormônio entre os isolados (Figura 24). A maioria dos isolados e S. azotifigens,
apresentaram uma produção média de 15 µg ml-1 de AIA por unidade de DO. S. trueperi e os
isolados 63, 74, 173, 190 e 233 mostraram os menores valores na produção deste
fitohormonio, enquanto os isolados 194, 177, 103 e S. paucimobilis apresentaram a maior
produção. Durante o cultivo, houve acúmulo de AIA para alguns isolados, enquanto outros
mostraram diminuição na sua concentração (Figura 24).

Figura 24. Produção de AIA in vitro por estirpes-tipo de Sphingomonas e isolados
bacterianos.

Muitos trabalhos relatam a variabilidade na produção deste composto por bactérias
fixadoras de nitrogênio, apresentando uma média de produção de 20 a 100 µg de AIA ml-1

(RADWAN et al., 2002; PEDRAZA et al., 2004; REIS JUNIOR, 2004; MARCHIORO,
2005). Tsavkelova et al. (2005; 2007) relatam a ocorrência de uma estirpe de Sphingomonas
spp., isolada de plantas de orquídeas, com elevado potencial de produção de AIA. Estes
autores mostram que com 200 µg ml-1 de DL-triptofano, a estirpe de Sphingomonas spp.
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testada foi capaz de produzir 68 µg ml-1 de AIA por unidade de DO. Além da produção de
AIA, também foi demonstrado por estes autores o efeito estimulatório de AIA produzido por
Sphingomonas spp., na formação do sistema radicular de plântulas de feijão e na germinação
de sementes de orquídeas.

4.5.10 FAME
A composição de ácidos graxos de bactérias do gênero Sphingomonas tem sido muito

utilizada na identificação de diferentes espécies. A análise de FAME foi feita com os isolados,
79, 98, 111, 177, 190, 194, 196, 233, S. trueperi e S. azotifigens. O resultado da análise de
ácidos graxos mostrou que houve uma baixa similaridade entre os perfis dos isolados,
Sphingomonas azotifigens e S. trueperi e a biblioteca de referência do sistema Sherlock da
MIDI. Todos os isolados e S. azotifigens apresentaram maior similaridade com a espécie
Novoshingobium capsulatum, embora com índice de similaridade muito próximo ao limite
mínimo aceitável pelo sistema Sherlock (0,300) (Figura 25). A espécie S. trueperi não foi
similar às espécies do banco de dados utilizado, apresentando valores de similaridade de
0,594. Neste teste, uma boa identificação apresenta valores de índice de similaridade > 0,500.
Valores acima de 0,300 indicam que o isolado é um representante atípico dentro de uma
espécie. Este resultado indica que os isolados e as estirpes de Sphingomonas testadas não
pertencem a qualquer espécie presente na biblioteca de referência TSBA 50 5.00, entretanto
apresentam uma elevada relação com bactérias do gênero Sphingomonas, visto que o gênero
Novoshingobium é uma subdivisão de Sphigomonas porposta por Takeuchi et al. (2001).

Figura 25. Dendrograma de similaridade construído com base no perfil de ácidos graxos
celulares dos isolados e estirpes-tipo de Sphingomonas.

A análise do agrupamento dos perfis de ácidos graxos (sistema Tracker) indicou que
todos os isolados e S. azotifigens pertencem à mesma espécie (distância euclidiana < 10). Esta
análise também mostrou que os isolados 190 e 233 apresentam perfis idênticos, assim como
98 e 111 (distância euclidiana < 2) (Figura 25). Os isolados foram subdivididos em dois
grupos semelhantes aos encontrados por ARDRA e AFLP (indicados pelos símbolos). O
perfil de ácidos graxos dos isolados e estirpes-tipo encontra-se na tabela 12. Conforme o
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esperado, o ácido oléico (C18:1) foi o maior componente dos ácidos graxos totais, e o ácido
mirístico (C14:0 2-OH) o maior ácido graxo hidroxilado em todos os isolados e estirpes-tipo
testados. Nenhum ácido graxo 3-OH foi encontrado nos isolados e estirpes-tipo.

Quando se comparou os resultados obtidos nesta análise com os descritos por Xie &
Yakota (2006), no trabalho de descrição da espécie S. azotifigens, observou-se uma variação
nos valores encontrados e presença de ácido palmitoléico (16:1ω5c) em S. azotifigens e o
ácido pentadecanóico (2-OH 15:0) em S. trueperi, ambos não encontrados pelos autores.
Outra diferença observada foi a presença de ácido láurico (2-OH 12:0) nos isolados de
Sphingomonas spp. e sua ausência em S. azotifigens (Tabela 12).

Os perfis de lipídeos têm encontrado muitas aplicações na quimiotaxonomia
bacteriana, incluindo a circunscrição de Sphingomonas spp. Características distintivas destes
organismos incluem a ausência de ácidos 3-OH, e a presença de ácidos mirísticos (2-OH-14:
0) e oléico (18:1) como principais componentes, juntamente com uma série de
glicosphingolipídeos (YAMAMOTO et al., 1978; YABUUCHI et al., 1999; KAWAHARA et
al., 1991; TAKEUCHI et al., 1995; KAMPFER et al., 1997). Com o avanço desta técnica, o
método MIDI foi desenvolvido para extrair ácidos graxos de culturas puras de isolados
bacterianos com propósito de identificação destes organismos (SCHUTTER & DICK, 2000).

Tabela 12. Composição de ácidos graxos celulares (%) dos isolados, S. azotifigens e S.
trueperi.

Ácidos graxos 190 233 79 177 98 111 194 196

Àcidos saturados

C14:0 0,73 0,58 0,96 0,00 0,53 0,68 0,95 0,84

C16:0 19,34 19,68 17,96 17,35 19,25 18,83 19,69 17,24

C18:0 0,63 0,51 0,95 0,80 0,68 0,55 0,91 0,94

Summed feature3* 1,17 1,19 2,24 1,27 1,04 1,04 1,70 1,54

Ácidos insaturados

C17:1ω6c 1,41 1,77 3,27 3,76 1,10 1,07 1,94 2,34

C18:1ω7c 53,16 52,64 52,83 49,79 57,56 57,18 57,70 53,83

C18: ω5c 2,49 0,00 3,14 2,35 1,54 1,66 2,05 2,21

11 methyl 18:1ω7c 4,46 4,02 6,15 5,59 4,38 3,74 5,25 5,57

Ácidos hidroxilados

2-OH C14:0 12,77 14,79 9,02 14,30 10,56 11,56 7,06 12,74

2-OH C16:0 0,77 1,27 0,00 1,00 0,82 0,95 0,84 0,85
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5. CONCLUSÕES

� Dos 50 isolados provenientes de plantas de arroz, somente 22 apresentam o gene nifH e
fixam nitrogênio em condições microaerofílicas;
� O resultado da análise de diversidade genética revelou que os isolados se dividiram em 2
grupos distintos;
� A análise da seqüência de nucleotídeos do gene 16S DNAr, juntamente com os demais
testes realizados para obtenção do posicionamento taxonômico dos isolados, permitiram
identificá-los como membros do gênero Sphingomonas;
� Em nível de espécie, S. azotifigens apresentou maior similaridade genética com as
bactérias testadas;
� A análise polifásica baseada nos testes moleculares, bioquímicos e fisiológicos foi
consistente na classificação dos organismos em estudo;
� Nenhuma estirpe-tipo e os isolados testados foram capazes de solubilizar fosfato;
� Todos os isolados testados foram capazes de utilizar o L-triptofano como precursor na
biossíntese de AIA.
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS

A maioria dos estudos de bactérias associadas a arroz está relacionada à fixação
biológica de nitrogênio, entretanto, estudos de identificação e avaliação de diversidade da
população de bactérias do gênero Sphingomonas de tecidos de plantas de arroz ainda não
foram realizados.

Na presente dissertação, as bactérias diazotróficas obtidas de tecidos de arroz e isoladas
em estudos prévios, foram identificadas e caracterizadas de acordo com uma abordagem
polifásica. A taxonomia das bactérias foi baseada em testes moleculares como ARDRA,
AFLP, DGGE, seqüenciamento parcial do 16S DNAr e na análise do perfil fisiológico e
bioquímico. Primeiramente foi demostrado que somente 50% dos isolados obtidos de tecidos
de plantas de arroz apresentaram o gene relacionado à FBN e foram capazes de mostrar
atividade da nitrogenase in vitro. Dentre os isolados fixadores de nitrogênio, os resultados
obtidos pelo ARDRA, AFLP e FAME mostraram claramente que os isolados se dividiram em
dois grupos distintos, onde 27 % dos isolados apresentaram maior similaridade com a espécie
S. azotifigens. As análises da seqüência parcial do gene 16S DNAr e as demais técnicas
utilizadas para posicionamento taxonômico dos isolados permitiram a sua classificação no
nível de gênero. Embora a técnica de hibridização DNA:DNA não tenha sido finalizada, os
resultados preliminares sugerem que os isolados apresentam maior similaridade genética com
as espécies S. azotifigens seguida da espécie S. trueperi. Na classificação polifásica utilizada,
embora na maioria das vezes os métodos tenham sido concordantes, em alguns casos esses
resultados foram ambíguos, resultando na alocação dos isolados em grupos diferentes pelos
métodos utilizados. Isso pode ser devido ao fato de que, às vezes, uma mesma espécie de
bactéria pode apresentar perfis bioquímicos e fisiológicos diferenciados em função da
expressão diferenciada dos seus genes.

Os resultados dos testes fisiológicos mostram que estas bactérias têm potencial para
contribuir no desenvolvimento das plantas hospedeiras através da combinação dos
mecanismos de fixação biológica de nitrogênio e produção de AIA. Vale a pena ressaltar que
estas bactérias podem apresentar outros mecanismos de ação na promoção de crescimento
vegetal, por isso, estudos posteriores devem ser realizados.
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CAPÍTULO II

EFEITO DA INOCULAÇÃO DE Sphingomonas spp. EM PLANTAS
DE ARROZ
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RESUMO

A cultura do arroz de terras altas (sequeiro) tem grande importância econômica e social no
Brasil, pois contribui com 32% do total do arroz produzido no País. Entre os principais
nutrientes essenciais para as plantas, o N, juntamente com o P, são os que mais limitam a
produtividade das culturas anuais, incluindo o arroz de terras altas. Embora o N seja o maior
represente entre os componentes do ar atmosférico, ele necessita ser reduzido para que se
torne disponível para as plantas. Esta redução pode ocorrer através da fixação industrial,
responsável por 20% de todo o N fixado por ano. Este processo é oneroso e envolve a
utilização de recursos não renováveis da natureza. Outro processo é a fixação biológica de
nitrogênio (FBN), responsável por 80% do N fixado por ano, realizado por alguns
microrganismos, denominados diazotróficos. Dentre as plantas que se associam a estes
microrganismos o arroz tem sido caracterizado como habitat de inúmeros grupos de
diazotróficos, que podem contribuir para a promoção de crescimento destas plantas. Apesar
dos extensos estudos de FBN em plantas de arroz, não existem informações sobre as
contribuições de N via FBN de bactérias do gênero Sphingomonas. Um experimento de casa
de vegetação foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito da inoculação de bactérias do
gênero Sphingomonas em plantas de arroz de terras altas cultivar BRS Talento. Foi utilizado
um delineamento inteiramente casualizado em fatorial 10 x 4 com 6 repetições. Os
tratamentos constituíram de uma testemunha absoluta, 3 doses de nitrogênio (20, 50 e 100 kg
ha-1) e inoculação com Herbaspirillum seropedicae (ZAE94) e 5 estirpes de Sphingomonas,
sendo efetuadas 4 coletas para cada tratamento (30, 70, 105 e 128 dias após plantio). Os
resultados obtidos pela técnica de NMP mostram que a maior população de bactérias
diazotróficas foi encontrada nas raízes. Resultados significativos foram obtidos pela
inoculação das bactérias na cultivar BRS Talento. Os resultados mostraram que as estirpes
inoculadas responderam de modo diferenciado no acúmulo de biomassa seca da parte aérea,
nitrogênio, fósforo e potássio, durante os estádios de desenvolvimento desta cultivar de arroz.
Quanto a produção de grãos, os tratamentos inoculados com ZAE94, S. azotifigens, S.
trueperi e Sphingomonas spp. (estirpe 179) apresentaram efeitos positivos, podendo ser
observado aumento de até 48 % na produção de grãos em relação ao controle não inoculado.

Palavras – chave: Promoção de crescimento vegetal. Nitrogênio. Oryza sativa.
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ABSTRACT

The cultivation of upland rice has high economic and social importance in Brazil, because
contributes with 32% of the total rice produced in the country. Among the main essential
nutrients for plants growth, the N, together with P, are the most limit for productivity of
annual crops, including upland rice. Although the N is the largest representing among
components of the atmosphere, for becoming available to the plants is necessery to be
reduced. For this, two processes are known: the industrial setting, responsible for 20% of the
N fixed per year, it’s very expensive process and involves the use of non-renewable resources
of nature. The other process is the biological nitrogen fixation (BNF), responsible for 80% of
N fixed per year, held by some microrganisms named diazotrophics. Among the plants that
are associated with these microorganisms, the rice has been characterized as a habitat of many
groups of diazotrophics, which can contribute to the growth promotion these plants. Despite
extensive studies of BNF in rice plants, there is no information about the contributions of
BNF by Sphingomonas genus. A greenhouse experiment was conducted with the objective to
evaluate the inoculation effects of type strains of Sphingomonas genus and some isolates
previously obtained from rice plants. The treatments were control without nitrogen and
bacteria, three nitrogen doses (20, 50 and 100 kg ha-1) and inoculation with Sphingomonas
strains and Herbaspirillum seropedicae (ZAE94). The rice root presented the higher values of
the diazotrophic bacteria population mensured by MPN. Significant results were obtained by
inoculation of bacteria in the rice cultivar BRS Talento. The results showed that the strains
inoculated responded differently to the accumulation of dry biomass, nitrogen, phosphorus
and potassium, during the stages of culture development. In addition, the production of grains
the treatments inoculated with ZAE94, S. azotifigens, S. trueperi and Sphingomonas spp.
(strain 179) had positive effects and increased the grain production in up to 48% in relation to
the control.

Key words: Plant growth-promoting. Nitrogen. Oryza sativa.
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1. INTRODUÇÃO

Arroz, trigo e milho são os três principais cereais utilizados na alimentação da
população mundial. A cultura do arroz extrai cerca de 16-17 kg N para produzir 1 Mg de peso
seco de grãos, incluindo palha. A maioria dos solos do mundo, principalmente aqueles
localizados em clima tropical, são deficientes em N, sendo necessárias aplicações de N
fertilizantes para a obtenção de um bom rendimento de grãos deste cereal. Infelizmente,
menos de 50% dos adubos nitrogenados aplicado é utilizado pelas plantas. Esta baixa
eficiência de utilização é essencialmente causada pelos processos de volatilização,
desnitrificação, e perdas por lixiviação. Estes processos causam inúmeros problemas
ambientais, dentre eles a contaminação de cursos d’água e aumento da concentração de gases
do efeito estufa. Fontes alternativas de N tais como o uso de tecnologia da FBN pode
completar ou substituir o uso destes fertilizantes químicos.

A maioria dos estudos de bactérias associadas a plantas de arroz está relacionada com
a fixação biológica de nitrogênio. Bactérias diazotróficas pertencentes aos gêneros
Azospirillum, Azoarcus, Herbaspirillum, e Burkholderia parecem ser colonizadores mais
freqüentes dos cereais e, por isso têm sido extensivamente estudadas. Entre as bactérias
fixadoras de nitrogênio associadas ao arroz, Sphingomonas azotifigens foi recentemente
isolada das raízes deste cereal, entretanto, estudos sobre o seu efeito sobre as plantas
hospedeiras não foram realizados.

Levando em conta que muitos microrganismos são utilizados como inoculantes
agrícolas por estimular o crescimento vegetal, através da fixação biológica do nitrogênio
atmosférico, produção de hormônios vegetais, entre muitos outros efeitos positivos gerados
pela interação planta-bactéria, este capítulo refere-se à avaliação do efeito da inoculação de
Sphingomonas spp. identificadas no capítulo I desta dissertação.

Os principais objetivos foram: (i) observar o comportamento populacional das
bactérias diazotróficas do gênero Sphingomonas nas plantas de arroz e, (ii) avaliar o
crescimento de plantas de arroz de terras altas (sequeiro) frente aos tratamentos de inoculação
e diferentes doses de nitrogênio aplicadas, avaliando-se o efeito benéfico ou não, na produção
de biomassa seca da parte aérea, acúmulo de nutrientes, produção de grãos e teor de proteína
dos grãos.
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2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1 Nitrogênio na Cultura do Arroz
Diversos historiadores e cientistas apontam o sudeste da Ásia como o local de origem

do arroz. Na Índia, uma das regiões de maior diversidade e onde ocorrem numerosas
variedades endêmicas, as províncias de Bengala e Assam têm sido referidas como centros de
origem dessa espécie. Duas formas silvestres são apontadas na literatura como precursoras do
arroz cultivado: a espécie Oryza rufipogon, procedente da Ásia, originando a O. sativa; e a
Oryza barthii (= Oryza breviligulata), derivada da África Ocidental, dando origem à O.
glaberrima. O gênero Oryza é o mais rico e importante da tribo Oryzeae e engloba cerca de
20 espécies, dispersas espontaneamente nas regiões tropicais da Ásia, África e Américas. A
espécie O. sativa é considerada polifilética, resultante do cruzamento de formas espontâneas
variadas (EMBRAPA, 2007). De acordo com a classificação de Cronquist (1988), estas
plantas são monocotiledôneas da família Poaceae (antiga Gramineae), que se caracterizam
por possuir caules ocos, flores reduzidas de cor verde e aquênios especializados, ou cariopses,
como frutos (PINHEIRO, 2006). É uma planta cultivada nos cinco continentes, tanto em
regiões tropicais quanto temperadas.

O arroz é o alimento básico para mais de 2 bilhões de pessoas no mundo e, segundo
estimativas, até 2050 a produção mundial deverá dobrar para atender à demanda da população
(NAVES & BASSINELLO, 2006). No Brasil, o arroz ocupa a terceira posição em termos de
produção de grãos, sendo antecedido pela soja e milho. De acordo com dados do IBGE, o
arroz, o milho 1ª e 2ª safras e a soja, detêm cerca de 91% da produção brasileira de grãos.
Para o arroz, a produção esperada para 2008 totaliza 12,0 milhões de toneladas sendo 7,8%
maior que a colhida em 2007 (IBGE, 2008). O grande aumento na produção deste cereal tem
estimulado experimentos na busca de contribuições que produzam menor impacto ambiental e
aumento no rendimento desta cultura, de forma a reduzir seu custo de produção e aumentar a
produtividade (CHOULHURY & KENNEDY, 2004).

Dentre as várias formas de incrementar a produção vegetal, destaca-se a importância
do suprimento de nutrientes. A planta de arroz é bastante exigente em nutrientes, sendo
necessário que eles estejam prontamente disponíveis nos momentos de demanda, para não
limitar a produtividade. Depois do K, o N é o nutriente que a planta de arroz mais acumula.
As aplicações de nitrogênio em plantas de arroz podem favorecer o crescimento vegetativo,
promover o perfilhamento e a expansão foliar, aumentar o número de panículas por área, o
número de espiguetas férteis e a massa dos grãos, contribuindo diretamente para o aumento de
produção de grãos (WADA et al., 1986; AKITA, 1989; CASTILLO et al., 1992; FAGERIA et
al., 2003). É na fase reprodutiva, porém, que a planta apresenta maior eficiência na absorção
do nitrogênio para a produção de grãos. É nesta fase que o sistema radicular se encontra mais
desenvolvido e, conseqüentemente, com maior potencial de absorção de nutrientes
(SCIVITTARO & MACHADO, 2004).

O aporte de N aos solos pode ser por meio de decomposição de material orgânico,
descarga elétrica, utilização de fertilizantes nitrogenados e fixação biológica de nitrogênio.
Dentre estas possibilidades, a utilização de fertilizantes sintéticos é, sem dúvida, a prática
mais empregada para reposição do N aos solos cultiváveis. Estes fertilizantes são
demasiadamente dispendiosos, custeando para a agricultura cerca de U$$ 45 bilhões
anualmente (LADHA & REDDY, 2003). Atrelado a este fator, inúmeros danos são gerados
quando estes fertilizantes são aplicados. Cerca de 50% do nitrogênio aplicado é utilizado
pelas plantas, o restante deste nutriente é perdido do sistema solo-planta gerando um grande
dano ambiental e econômico. O uso excessivo deste nutriente vem causando contaminação de
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recursos hídricos devido à mobilidade no solo através do fluxo de massa, além de grandes
perdas por volatilização e denitrificação (STOLZFUS et al., 1997; SAIKIA & JAIN, 2007).

Nesse contexto, processos biológicos de incorporação de N ao sistema solo-planta,
como a fixação biológica de nitrogênio (FBN) vêm sendo amplamente estudados para avaliar
o potencial de sua utilização nos sistemas de produção agrícola (BODDEY et al., 1995;
MIRZA et al., 2000; MALIK et al., 2002; GUIMARÃES, et al., 2003; DOBBELAERE et al.,
2003; FERREIRA, 2004; MUTHUKUMARASAMY et al., 2007; GOVINDARAJAN et al.,
2008).

2.2 Fixação de Nitrogênio
O nitrogênio molecular (N2), embora seja o principal componente da atmosfera

terrestre (aproximadamente 78,084 %), é quimicamente inerte a temperatura ambiente
(SPRENT & SPRENT, 1990), e diferentemente de outros elementos, suas reservas minerais
são relativamente escassas. Apesar de termodinamicamente favorável, a reação de redução de
nitrogênio molecular à amônia – fixação do nitrogênio – requer uma energia de ativação
extremamente alta, não ocorrendo espontaneamente sem a presença de catalisadores
adequados. Na indústria, a fixação do nitrogênio é feita pelo processo de Haber (também
conhecido como Processo Haber-Bosch) desenvolvido por Fritz Haber e Carl Bosch em 1909
e patenteado em 1910. Neste processo o hidrogênio e o nitrogênio (do ar) são combinados
para produzir amônia (Figura 1). Esta reação é catalisada com o ferro, sob condições de 200
atmosferas de pressão, a temperatura de 450ºC, sendo necessário mais de 1 Mg de
combustível fóssil para produzir 1 Mg de amônia (KIM & REES, 1994).

Figura 1. Ilustração simplificada do processo químico de produção de amônia (NH3)
(processo Haber-Bosch). Fonte: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/thumb/
7/74/HaberBoschProcess.png

Na natureza, nem as plantas nem os animais conseguem realizar a fixação de
nitrogênio, sendo este um processo restrito a alguns organismos procarióticos, como certas
espécies de bactérias e cianobactérias. Estes organismos denominados fixadores de nitrogênio
ou diazotróficos, são capazes de reduzir nitrogênio molecular (N2) à amônia (NH3) em
condições normais de temperatura e pressão. Esse processo, denominado fixação biológica do
nitrogênio (FBN), é realizado por procariotos que apresentam o complexo protéico da
nitrogenase, que hidrolisa 16 adenosinas trifosfato (ATP) e transfere 8 elétrons por molécula
de N2 fixado (EADY & POSTGATE, 1974) (Figura 2).

Os sistemas biológicos fixam aproximadamente 100 a 170 milhões de Mg de N
anualmente, sendo este um valor que se manteve relativamente constante no último século.
Quanto à fixação industrial de N através do processo de Haber, no ano de 2002 a produção
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anual foi cerca de 80 milhões de Mg. A fixação não biológica de nitrogênio, em virtude da
energia fornecida pelos relâmpagos, corresponde a um valor comparativamente insignificante,
de cerca de 10 milhões de Mg por ano de N, valor este que se admite não ter variado
significativamente ao longo dos tempos (http://www.e-
escola.pt/site/topico.asp?topico=387&canal=5). Desta forma, pode-se concluir que o processo
de FBN é um dos dois maiores processos que regulam a vida no planeta, juntamente com a
decomposição da matéria orgânica e a fixação biológica de carbono (fotossíntese).

Figura 2. Ilustração simplificada do processo biológico de produção de amônia (NH3)
(fixação biológica de nitrogênio).  Fonte: adaptado de www.cegep-ste-
foy.qc.ca/profs/gbourbonnais/pascal/nya/botanique

2.3 Fixação Biológica de Nitrogênio em Arroz
A pesquisa de FBN am Poaceae no Brasil foi iniciada por Johanna Döbereiner com a

descoberta de Beijerinckia fluminensis na rizosfera de plantas de cana-de-açúcar em 1958, e
Azotobacter paspali associada à Paspalum notatum cv batatais em 1966 (BALDANI &
BALDANI, 2005). Embora estas descobertas tenham sido feitas na década de 60, somente a
partir da década de 70 é que os estudos envolvendo a associação de bactérias diazotróficas
com diversas plantas da família Poaceae de importância econômica se intensificaram. Esta
época coincidiu também com a crise do petróleo, fazendo com que o interesse por alternativas
biológicas ao uso de fertilizantes nitrogenados na agricultura fosse despertado (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2002).

Devido à importância do potencial econômico e ambiental, a fixação biológica de
nitrogênio tem atraído muitos estudos. Um dos pontos importantes nas pesquisas de FBN
atualmente é a procura por bactérias diazotróficas associadas a plantas não-leguminosas como
cana-de-açúcar, arroz, milho, trigo e algumas gramíneas forrageiras (BALDANI et al., 1997;
2002; BODDEY et al., 2003; JAMES et al., 2000; LOIRET et al., 2004; BRASIL, 2005;
ZHANG et al., 2007; MEHNAZ et al., 2007).

A cultura do arroz remove cerca de 16-17 kg de N para produzir uma megagrama de
peso de arroz bruto, incluindo a palha (DE DATTA, 1981; PONNAMPERUMA &
DETURCK, 1993; SAHRAWAT, 2000). Como a maioria dos solos são deficientes em N e a
aplicação de N fertilizante é onerosa e causa sérios problemas ambientais, a FBN pode ser
utilizada para complementar ou suprir as necessidades de N pelas plantas de arroz
(KENNEDY et al., 2004).

Bactérias de diversos gêneros têm sido isoladas de plantas de arroz, como Klebsiella
oxytoca, Enterobacter cloacae, Bradyrhizobium, Alcaligens, Azospirillum spp., Paenibacillus
azotofixans, Acetobacter, Ideonella, Herbaspirillum spp., Burkholderia spp., Klebsiella,
Sphingomonas azotifigens, Pleomorphomonas oryzae, Azorhizobium caulinodans, Azospira
oryzae, Phytobacter diazotrophicus, dentre outras (LADHA et al., 1983; BALDANI &
DOBEREINER, 1980; MALIK et al., 1981; FUJIE et al., 1987; TOU & ZHOU, 1989;
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ROSADO et al., 1998; REINHOLD-HUREK & HUREK, 2000; ENGELHARD et al., 2000;
KIRCHHOF et al., 2001; XIE & YAKOTA, 2006; 2005a,b; ZHANG et al., 2007). Entretanto,
bactérias pertencentes aos gêneros Azospirillum, Azoarcus, Herbaspirillum e Burkholderia
parecem ser as colonizadoras mais freqüentes deste cereal e têm sido extensivamente
estudadas.

Segundo Evans & Burris (1992), as bactérias diazotróficas podem ser: (i) de vida livre,
que fixam o nitrogênio para seu próprio uso; (ii) associativas, que de acordo com Baldani et
al. (1997), são subdivididas em endofíticas facultativas (podem colonizar tanto a rizosfera
como o interior dos tecidos) e endofíticas obrigatórias (colonizam o interior dos tecidos sem a
formação de uma simbiose); e (iii) simbióticas, que estabelecem uma interação muito estreita
entre o macro e microsimbionte, formandos estruturas diferenciadas denominadas nódulos
(FRANCO et al., 1995).

Atualmente, as maiores contribuições da FBN são encontradas pela simbiose
Rhizobium-leguminosa, entretanto, experimentos de inoculação de bactérias diazotróficas em
plantas de arroz vêm mostrando efeitos positivos. A inoculação de H. seropedicae em plantas
de arroz mostrou um aumento no rendimento dos grãos equivalente à aplicação de 40 kg N ha-

1 (PEREIRA & BALDANI, 1995), enquanto inoculação de Azospirillum sp. contribuiu com
30% do N total nas plantas (MALIK et al., 2002). Baldani et al. (2000) mostraram que, em
condições de casa de vegetação, estirpes M130 (Burkholderia sp.), ZAE94 (H. seropedicae) e
M209 (Burkholderia sp.) contribuíram com 20, 17 e 11 % respectivamente do nitrogênio
acumulado na massa seca das plantas de arroz. Guimarães (2003) mostrou que a inoculação
de estirpes de H. seropedicae e Burkholderia brasilensis contribuiu no aumento de matéria
seca, acúmulo de nitrogênio e produção de grãos de arroz nas cultivares Guarani, IR42 e
IAC4440. Mais recentemente, Sabino (2007) utilizando as mesmas estirpes de H. seropedicae
e B. brasilensis, não observou influência da inoculação na produção de grãos, no entanto, o
teor de nitrogênio nos grãos aumentou significativamente nos tratamentos com bactérias e
sem a adição de nitrogênio. Resultados semelhantes foram encontrados por Rodrigues et al.
(2000), avaliando o efeito de estirpes de Azospirillum spp. em plantas de arroz. Já os
resultados obtidos por Mirza et al. (2000) mostraram que a inoculação de A. lipoferum
aumentou significativamente o rendimento de plantas de arroz.

Embora muitos resultados individualizados de ganhos de produção e acúmulo de
nitrogênio nos grãos de plantas de arroz forneçam informações significativas, de forma geral,
dados contraditórios são frequentemente observados. De acordo com Bashan & Levanony
(1990), o principal problema dos experimentos de casa de vegetação e campo são as respostas
inconsistentes da planta à inoculação, apresentando baixa repetibilidade. Muitas variáveis
contribuem para a complexidade da resposta à inoculação, como o genótipo da planta
utilizada, estirpe inoculada, condições de cultivo e ambiente, disponibilidade de nitrogênio no
substrato, dentre outros (BODDEY, 1995; GUIMARÃES et al., 2001; BALDANI et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2002; SALA et al., 2005; SABINO, 2007). Embora os resultados
relacionados com a FBN em plantas de arroz sejam ainda inconclusivos, alguns trabalhos têm
mostrado que parte do nitrogênio acumulado em plantas de arroz é oriundo da FBN
(OLIVEIRA, 1994; BALDANI et al., 2000; KENNEDY, 2001; GUIMARÃES et al., 2000).

A maioria das pesquisas em plantas de arroz tem como objetivo principal o estudo de
bactérias promissoras à FBN, entretanto estas plantas podem receber das bactérias outros
benefícios (PATRIQUIN et al., 1983; STURZ et al., 1997; DOBBELAERE et al., 2003).
Vários trabalhos mostraram que as bactérias diazotróficas presentes na rizosfera e no interior
dos tecidos vegetais são capazes de estimular o crescimento, através da produção de
substâncias promotoras como os fitorhormônios, ácido 3-indolacético (EL-KAWAS &
ADACHI, 1999; BACA & ELMERICH, 2007), citocininas (TAKEI et al., 2001) e giberilinas
(CASSÁN et al., 2001), inibição da síntese de etileno (GLICK et al., 1999), solubilização e



89

hidrólise de fosfatos (GYANESHWAR et al., 2002), biocontrole (BALLY & ELMERICH,
2007), melhora na assimilação de N, P e K (WU et al., 2005), dentre outros. Bactérias que
apresentem mais de uma característica para a promoção de crescimento vegetal, como por
exemplo, fixar nitrogênio e produzir fitohormônios ou solubilizar fosfato e produzir
sideróforos, entre outras, são almejadas e rastreadas para uma possível aplicação no campo,
objetivando a produção agrícola (VERMA et al., 2001).

Considerando o progresso dos resultados de FBN em plantas de arroz, Baldani &
Baldani (2005) sugerem que as pesquisas devem continuar e novas estratégias de estudo da
interação planta-bactéria, como por exemplo, a utilização de biofertilizantes contendo uma
mistura de bactérias deve ser explorada a fim de otimizar este processo biológico de grande
interesse para os sistemas agrícolas.

Oyaizu-Masuchi & Komagata (1988) reportaram o isolamento de um grande número
de bactérias fixadoras de nitrogênio da rizosfera e raízes de plantas de arroz. Posteriormente,
estas bactérias foram identificadas e 3 isolados foram classificados como a primeira espécie
fixadora de nitrogênio do gênero Sphingomonas, S. azotifigens (XIE & YAKOTA, 2006).
Conforme revisado no capítulo 1 desta dissertação, outros estudos mostram o isolamento de
bactérias deste gênero de inúmeras plantas, inclusive o arroz, entretanto não existem
informações sobre o efeito da inoculação destas bactérias em plantas de arroz. Desta forma,
este capítulo propõe estudar o efeito da inoculação de diferentes estirpes de bactérias do
gênero Sphingomonas no crescimento, acúmulo de nutrientes e produção de grãos de plantas
de arroz sob condições de casa de vegetação.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Área de Estudo
O experimento de inoculação em plantas de arroz com bactérias do gênero

Sphingomonas foi conduzido sob condições de casa de vegetação, no Campo Experimental da
Embrapa Agrobiologia (CNPAB), Seropédica, RJ, entre os meses de novembro e janeiro de
2007.

3.2 Cultivar Utilizada
Em função de trabalhos realizados com a inoculação de bactérias diazotróficas em

plantas de arroz no Maranhão, a cultivar BRS Talento apresentou o maior ao potencial para a
fixação biológica de nitrogênio (FBN), sendo então escolhida para este estudo. É uma cultivar
que tem, em sua base genética, uma forte contribuição de ancestrais altamente adaptadas às
condições de terras altas como IAC 47, cultivar tradicional de arroz de terras altas, já
amplamente utilizada no Brasil (CASTRO et al., 2002).

3.3 Delineamento Experimental
As parcelas experimentais constituíram-se de vasos, arranjados em um delineamento

experimental inteiramente casualizado com 10 tratamentos, 4 épocas de coletas e 6 repetições.
Em decorrência da análise de atividade de redução de acetileno e detecção do gene nifH
realizadas no capítulo I desta dissertação, foram selecionadas 4 estirpes com capacidade de
fixar nitrogênio, representadas por Sphingomonas spp. (estirpes 98 e 233), S. azotifigens e
Herbaspirillum seropedicae (ZAE94); 2 estirpes não não fixadoras de nitrogênio: S. trueperi
e Sphingomonas spp. (estirpe 179); 3 tratamentos adubados com nitrogênio mineral, sob a
forma de nitrato de amônio, com doses de 20, 50 e 100 kg ha-1; e 1 tratamento testemunha sem
inoculação e sem adubo nitrogenado.

3.4 Preparo do Inoculante
As estirpes foram cultivadas em 50 ml de meio DYGS sob agitação de 150 rpm a uma

temperatura de 30ºC durante 24 horas. Em seguida, todas as suspensões bacterianas foram
ajustadas para uma densidade ótica de 0,8 a λ = 600 nm, em um espectrofotômetro (∼ 109

células ml-1).
O inoculante foi preparado à base de turfa previamente moída, seca e analisada, com a

acidez corrigida, com carbonato de cálcio. A turfa passou por um processo de esterilização a
temperatura de 121ºC em autoclave por 2 dias com intervalos de 24 horas (FERREIRA et al.,
2003; GUIMARÃES, 2006). Os inoculantes foram preparados com a adição de 15 ml de
suspensão bacteriana em sacos de polietileno contendo 35 g de turfa. O inoculante foi mantido
por 24 horas sob temperatura de 30ºC antes de ser utilizado. Após o preparo, as sementes
foram imersas em goma arábica a 3 % e em seguida, foram envoltas na turfa e colocadas para
secar à sombra antes do plantio (FERREIRA et al., 2003; GUIMARÃES, 2006).

3.5 Implantação do Experimento
Como substrato do experimento foi utilizado os primeiros 20 cm do horizonte A de um

Argissolo Vermelho Amarelo, Série Itaguaí, coletados no campo experimental da Embrapa
Agrobiologia. A deficiência de alguns nutrientes foi corrigida mediante análise química da
terra (Tabela 1). A adubação de plantio consistiu da incorporação de 120 kg ha-1 de P2O5, na
forma de superfosfato simples e 60 kg ha-1 de FTE-BR12 a terra no momento do
acondicionamento nos vasos.
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Tabela 1. Resultado da análise química de terra utilizada no experimento.

pH em
H2O

Al Ca+Mg Ca Mg P K

    --------------------cmolc dm-3-----------------------     --------mg dm-3-------
5,6 0,1 2,2 1,5 0,7 2,3 90,0

O plantio foi feito em vasos com capacidade para 5 litros, onde foram acondicionados
o equivalente a 4 kg de terra homogeneamente adubada com fósforo e micronutrientes. Após
a semeadura de 5 sementes por vaso, a terra contida nos vasos foi umedecida até 30% da
capacidade de campo e durante o cultivo os vasos foram irrigados diariamente para que a
umidade ficasse sempre em torno deste valor. Quinze dias após a emergência das plantas foi
feito um desbaste, deixando-se 3 plantas por vaso.

A adubação nitrogenada, quando realizada, foi dividida em três aplicações, sendo a
primeira com o equivalente a 10 kg de N ha-1, realizada 10 dias após a germinação em todos
os tratamentos nitrogenados. As outras duas adubações foram feitas em cobertura aos 30 dias
após o plantio (DAP) por ocasião do início da diferenciação floral e aos 60 DAP por conta da
floração, ambas na forma de nitrato de amônio.

Foram realizadas 4 coletas de acordo com quatro estádios de desenvolvimento da
planta de arroz, sendo a primeira no período de desenvolvimento vegetativo (30 DAP); a
segunda no estádio de diferenciação da panícula (70 DAP); a terceira no estádio de
florescimento (105 DAP) e a quarta, no estádio de maturação completa dos grãos (128 DAP).
Em cada coleta o vaso representante de cada tratamento foi retirado por inteiro e as plantas
contidas no mesmo foram separadas para as determinações.

3.6 Determinações
3.6.1 Contagem do número mais provável (NMP)

A técnica do NMP foi utilizada de acordo com a metodologia descrita por Döbereiner
et al. (1995) para a contagem do número de bactérias presente no substrato, nas sementes
utilizadas no plantio e no material vegetal produzido durante os diferentes estádios de
desenvolvimento das plantas cultivadas.

a) substrato e semente
Foi utilizado para a contagem 10 g de substrato devidamente homogeneizado e 10 g de

sementes esterelizadas superficialmente com hipoclorito de sódio 10% conforme descrito por
Döbereiner et al. (1995). Ambas as amostras foram trituradas em 90 ml de solução salina e 1
ml da solução precedente foi retirado, para a realização das diluições seriadas até 10-8. Em
seguida, 0,1 ml de cada diluição foi inoculada em frascos contendo 5 ml de meio semi-sólido
LGI, LGI-P, NFb, JNFb e JMV com 3 repetições. Após 7 dias de incubação sob uma
temperatura de 30ºC procedeu-se a contagem das bactérias, sendo considerados com
crescimento positivo aqueles que apresentavam a película característica de crescimento de
bactérias diazotróficas (na condição microaerofílica). A contagem da população de bactérias
diazotróficas foi realizada pela técnica de NMP, utilizando a tabela de McCrady para três
repetições por diluição (DÖBEREINER et al., 1995).

b) material vegetal
O material vegetal obtido nas diferentes coletas foi devidamente lavado com água

destilada e separado em raízes, colmos e folhas, e 1 g (para a primeira e segunda coletas) e 10
g (para a terceira e quarta coletas) de cada parte foi triturada em 9 e 90 ml de solução salina,
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respectivamente e 1 ml da solução precedente foi retirada, para a realização das diluições
seriadas conforme descrito anteriormente.

A contagem do número mais provável de bactérias diazotróficas foi feita nos meios
LGI, para os tratamentos inoculados com Sphingomonas spp. e JNFb para o tratamento
inoculado com Herbaspirillum seropedicae (ZAE94). Para os tratamentos nitrogenados e a
testemunha absoluta foram utilizados ambos os meios.

3.6.2 Acúmulo de biomassa e nutrientes
Para determinação da biomassa seca da parte aérea, foi feita a secagem das plantas em

uma estufa de circulação forçada, a uma temperatura constante de 65°C por um período de 48
horas.

A produção de grãos foi determinada após a coleta das panículas de todas as plantas.
Os grãos foram retirados de cada panícula, e em seguida o peso foi determinado.

Após a colheita, a parte aérea e os grãos foram secados separadamente, pesados,
moídos e analisados quimicamente, determinando-se os teores de N, P e K. Para a digestão
das amostras, 200 mg de material vegetal, seco e moído, foram colocados em tubos de
digestão, adicionando 1 ml de solução contendo H2O2 a 30 %, 1,5 ml de ácido sulfúrico
concentrado e, por último 0,7 g de uma mistura catalisadora contendo 100 g de sulfato de
sódio, 10 g de sulfato de cobre e 1,0 g de selênio. As amostras foram mantidas no bloco
digestor até digestão total do material vegetal.

Para a quantificação do teor de nitrogênio, foi adotada metodologia proposta por
Tedesco et al. (1985), a qual possibilita a recuperação do nutriente de forma semelhante à
obtida com o método de Kjeldahl. Nos mesmos extratos mineralizados, foram determinados
os teores de P e K, pelo método colorimétrico vanadato-molibdato (TEDESCO et al., 1995), e
por espectrometria de chama (EMBRAPA, 1979), respectivamente. O acúmulo de N, P e K
foram obtidos pelo produto entre a massa seca e os teores dos nutrientes em cada parte do
vegetal.

Para se obter o teor de proteína bruta dos grãos, os valores de N total foram
multiplicados por 5,95, fator baseado em 16,8% de glutelina, a principal proteína de reserva
do arroz (JULIANO, 1985).

3.6.3 Análises estatísticas
Os dados foram analisados no programa SAEG 8.0 (EUCLYDES, 1983) quanto a sua

normalidade (teste de Lilliefors) e homogeneidade de variância (teste de Cockran e Bartlet).
Em seguida, foram feitas análises de variância com auxílio do programa SISVAR 5.0
(FERREIRA, 2003) e comparação de médias pelo teste Scott-Knott (SCOTT & KNOTT,
1974) a 5 % de probabilidade. A análise dos dados foi feitra para cada coleta separadamente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES

Durante as fases de experimentação, a cultivar BRS Talento satisfez a expectativa em
todas as regiões para as quais é recomendada como Amazonas, Goiás, Maranhão, Minas
Gerais, Mato Grosso, Piauí, Rondônia e Tocantins. Como nenhum estudo com esta cultivar
foi realizado nas condições testadas neste trabalho foi construída sua fenologia de acordo com
algumas fases do desenvolvimento baseadas em critérios morfológicos (Figura 3).

Figura 3. Descrição dos eventos e marcadores morfológicos (em dias após plantio) relativos
às fases e estádios de desenvolvimento da cultivar BRS Talento durante o período
de experimentação.

4.1 Número Mais Provável (NMP)
a) Solo e semente
Entre a população de bactérias diazotróficas presentes na terra utilizada como

substrato para a implantação do experimento (Tabela 2) verificou-se que a maior população
bacteriana foi recuperada em meio LGI, semi-específico para Azospirillum amazonense e
Sphingomonas spp.. Os demais meios de cultivo utilizados, JNFb (para Herbaspirillum spp.)
NFb (A. brasilense e A. lipoferum), JMV (Burkolderia spp.) e LGI-P (Gluconacetobacter
spp.) apresentaram valores populacionais menores que LGI e semelhantes entre si. Já nas
sementes, a maior população foi recuperada no meio LGI-P, apresentando os demais meios
valores inferiores e semelhantes entre si.

O solo constitui um dos principais reservatórios de carbono orgânico da Terra e um
dos mais importantes habitats para microrganismos, principalmente os procariotos
(WHITMAN et al., 1998). Dentre microbiota do solo, particularmente da rizosfera, está uma
grande parte das bactérias diazotróficas (POLY et al., 2001; WAKELIN et al., 2007).

Tabela 2. Número mais provável (NMP) de bactérias diazotróficas presente na terra utilizada
como substrato e nas sementes utilizadas.

Número de células / g de massa (log)
Amostra

JNFb LGI-P JMV LGI NFb

Solo 1,84 1,84 2,17 3,65 2,60

Semente 2,30 3,17 2,95 2,30 2,30

Estas bactérias utilizam os exsudatos radiculares para seu desenvolvimento e além de
contribuírem na incorporação do nitrogênio atmosférico ao sistema, podem atuar na promoção
do crescimento vegetal através da liberação de substâncias promotoras de crescimento,

S = semeadura; 
V4 = colar visível da 4ª folha do colmo principal; 
R1 = diferenciação da panícula; 
R4 = antese; 
R7 = início da maturação dos grãos; R8 = maturação completa dos grãos

Período vegetativo Período reprodutivo Formação e enchimento dos grãos

720601823 720601823
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mineralização de compostos orgânicos, disponibilização de nutrientes, etc. (DOBBELAERE
et al., 2003). Dentre as bactérias diazotróficas mais estudadas, algumas espécies foram
caracterizadas como endofíticas, como G. diazotrophicus, Herbaspirillum spp. e Burkholderia
spp., apresentando baixa sobrevivência em solos desnudos (REIS et al., 2000, 2006;
OLIVARES et al., 1996). Entretanto, bactérias de vida livre, capazes de sobreviver no solo e
também colonizar as plantas, representam o maior grupo de diazotróficas, compreendendo
principalmente espécies de Azospirillum spp., Azotobacter spp., Beijerinkia sp, Derxia sp,
entre outras.

A existência de um elevado número de bactérias diazotróficas associadas ao interior de
tecidos de plantas de arroz é bastante conhecida, entretanto, pouco se sabe sobre bactérias
endofíticas nas sementes de arroz (MANO et al., 2006). Baldani et al. (1992), localizaram
bactérias do gênero Herbaspirillum na faixa interna do tegumento de sementes de arroz. Reis
et al. (1994), por sua vez, sugeriram a disseminação de Gluconacetobacter por duas formas,
sendo uma delas a disseminação pelas sementes das poáceas, inclusive arroz.

b) Material vegetal
A contagem do NMP de bactérias diazotróficas mostrou que as raízes tiveram maior

número de bactérias quando comparadas com o colmo e as folhas. Comparando-se somente a
parte aérea das plantas, o colmo apresentou maior número de células bacterianas que as
folhas, que em alguns casos apresentou valores inferiores aos níveis mínimos de detecção pela
técnica de NMP (Tabela 3). Estes resultados foram observados durante todas as fases de
desenvolvimento das plantas em todos os tratamentos, inclusive na testemunha absoluta. A
quantificação da população diazotrófica feita por diversos autores em diferentes cultivares de
arroz revelam números mais elevados nas raízes, quando comparada com a parte aérea
(BARRAQUIO et al. 1997; GUIMARÃES, 2001; RODRIGUES et al., 2006; SABINO,
2007). Brasil et al. (2005) também encontram em braquiária, capim carona e capim mimoso
maior número de bactérias diazotróficas nas raízes do que na parte aérea ou no solo.

Os tecidos da superfície da planta sofrem mudanças drásticas nas suas condições
físicas constantemente (temperatura, umidade, radiação UV). Essa situação de estresse impõe
uma restrição no crescimento de populações bacterianas nas folhas (HIRANO & UPPER,
2000). Além disso, os exsudatos das folhas consistem de açúcares, aminoácidos, ácidos
orgânicos e outros compostos que exige dos microrganismos uma grande versatilidade
metabólica (MERCIER & LINDOW, 2000).

Os tratamentos inoculados, assim como o tratamento com 20 kg de N ha-1 e a
testemunha absoluta apresentaram valores superiores aos tratamentos com 50 e 100 kg de N
ha-1 (Tabela 3). Entre os tratamentos nitrogenados houve um decréscimo do número de
células bacterianas por grama de massa fresca com o aumento da dose de nitrogênio aplicada.
Estes resultados sugerem que plantas crescidas no solo, a população de bactérias diazotróficas
naturais pode atingir populações semelhantes às observadas nos tratamentos inoculados
(BALDANI, 1996; SABINO, 2007). As adubações com fertilizantes nitrogenados nas
poáceas, também têm influenciado na população de bactérias diazotróficas, principalmente
nas raízes (SALA et al., 2005). Na presença de elevado nível de N-mineral ocorre uma
redução na população de bactérias diazotróficas, porque a FBN ocorre em resposta às
necessidades da planta e desta forma não há estímulo à FBN. O grau de inibição pode variar
de acordo com a fonte de N utilizada e com as espécies vegetais (MOREIRA & SIQUEIRA,
2006). Entretanto, alguns resultados têm mostrado que pequenas doses de N podem beneficiar
a FBN, funcionando como dose de arranque em determinadas culturas, principalmente em
culturas anuais e leguminosas que apresentam nodulação tardia, como o feijão (ALVES et al.,
2003; GUIMARÃES, 2006; SABINO, 2007).
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Tabela 3. População de bactérias diazotróficas recuperada pela técnica de NMP durante o ciclo de desenvolvimento da cultivar de arroz BRS
Talento.

2,953,174,473,974,175,653,954,656,17ND2,954,17Testemunha           LGI

2,472,843,952,472,842,951,472,953,391,472,842,95                           JNFb

3,173,654,202,842,843,652,602,603,041,773,653,39                           JNFb

3,174,656,873,652,956,653,604,658,652,843,955,0420 kg N ha-1            LGI

2,843,656,172,843.656,173,653,976,652,954,175,30                           JNFb

3,973,654,973,652,843,973,652,602,84ND2,603,95100 kg N ha-1         LGI

3,653,975,652,953,653,953,392,843,65ND2,843,6550 kg N ha-1           LGI

3,954,205,173,143,954,203,653,956,173,952,844,54                           JNFb

3,973,976,972,954,177,653,954,977,173,954,175,65179 (nifH-)

6,174,657,173,653,976,653,843,656,173,655,176,17233 (nifH+)

2,844,876,653,653,976,653,653,977,174,304,875,1798 (nifH+)

3,653,976,974,173,975,303,654,176,173,472,844,54S. trueperi (nifH-)

3,974,176,973,973,656,303,976,176,655,175,175,65S. azotifigens (nifH+)

4,975,397,173,652,847,173,653,976,174,144,045,17ZAE 94 (nifH+)

FolhaColmoRaizFolhaColmoRaizFolhaColmoRaizFolhaColmoRaiz

Maturação do  GrãoAnteseDiferenciação da
panícula

Vegetativo

Número de células por grama de massa fresca (log10)

Tratamentos
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Observando-se a dinâmica da população de bactérias diazotróficas nas condições
testadas, no decorrer do ciclo da cultivar de arroz BRS Talento, não se verificou diferenças
acentuadas no valor numérico da população entre as épocas de coleta para colmo e folha. Nas
raízes foi possível verificar que houve um pequeno aumento nos valores posteriormente ao
período vegetativo. Estes dados mostram que não houve uma tendência definida a respeito de
qual seria o comportamento das bactérias testadas durante o ciclo da cultivar de arroz BRS
Talento. Em geral, para a cultura do arroz, a contagem da população de bactérias diazotróficas
em tratamentos de inoculação e sem adubação nitrogenada, indica que o número de bactérias
diminui com a idade da planta, havendo um equilíbrio no estádio de maturação, o que
corresponde à fase final do ciclo da cultura (BALDANI, 1996; BARRAQUIO et al., 1997;
GUIMARÃES, 2001; FERREIRA, 2004).

4.2 Biomassa da Parte Aérea (BMS) e Acúmulo de N, P e K
Os resultados obtidos na análise de variância (Anexo D) mostraram que não ocorreram

diferenças estatísticas significativas entre os tratamentos testados ao nível de 5 % de
probabilidade, na biomassa seca da parte aérea e acúmulo de N, P e K no período vegetativo
da cultivar BRS Talento. A Tabela 4 mostra as médias obtidas para cada parâmetro analisado.
Já a análise de variância dos resultados obtidos para os demais estádios de desenvolvimento
mostrou diferenças estatísticas significativas ao nível de 5% de probabilidade para todos os
parâmetros analisados, inclusive para a produção de grãos (Anexo D; Tabelas 4 e 5).

Com relação à inoculação com as bactérias diazotróficas, o tratamento inoculado com
Herbaspirillum seropedicae (ZAE94) apresentou acúmulo de biomassa da parte aérea
estatisticamente igual e/ou superior às plantas adubadas com 50 e 100 kg N ha-1 nos períodos
de diferenciação das panículas, no florescimento e na maturação dos grãos. Resultados
semelhantes foram observados para a estirpe de S. azotifigens, nos períodos de florescimento
e maturação dos grãos. Os demais tratamentos de inoculação apresentaram valores de
acúmulo de BMS iguais aos tratamentos nitrogenados somente no período de diferenciação da
panícula, com exceção do tratamento inoculado com a estirpe 179 (não-fixadora), que foi
semelhante à tetemunha em todas as fases de desenvolvimento. GUIMARÃES (2006)
também verificou que o acúmulo de massa seca nas cultivares de arroz IR42 e IAC4440
inoculadas com a estirpe ZAE94, apresentou valores acima aos do controle, e estatisticamente
iguais aos tratamentos com doses de 50 e 100 kg N ha-1.

O acúmulo de biomassa da parte aérea da cultivar de arroz estudada mostrou
crescimento inicial lento e semelhante, até próximo aos 40 dias após a emergência (DAE)
(Tabelas 3 e 4). A partir daí, o acúmulo de BMS foi mais intenso até a fase de diferenciação
da panícula. De acordo com Fageria et al. (2004), esta acumulação até aproximadamente 100
dias de idade está relacionada com o aumento de perfilhos e de área foliar. Posteriormente à
fase de florescimento, foi possível observar que houve uma diminuição do aumento de BMS
para a maioria dos tratamentos inoculados e para a testemunha. O tratamento com S.
azitifigens, por sua vez, apresentou uma taxa intermediária de acúmulo de biomassa seca na
fase de diferenciação da panícula, porém, mostrou crescimento linear que se estendeu até a
fase de maturação dos grãos. Resultados semelhantes foram obtidos para os tratamentos que
receberam adubações nitrogenadas. Segundo Fageria et al. (1997), a diminuição do acúmulo
de BMS da parte aérea de cultivares de arroz de terras altas após o período de floração está
associada com a translocação do produto fotossintético para os grãos.
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Tabela 4. Efeito da inoculação de bactérias diazotróficas na produção de biomassa da parte aérea (BMS) e acúmulo de N, P e K durante os
períodos vegetativo e diferenciação da panícula (média de 4 repetições).  Valores seguidos da mesma letra não diferem entre si pelo
teste Scott-knott ao nível de significância 0,05.

8,92 c1,66 c59,47  b3,50 b4,90,3750,900,86Testemunha

15,7 a2,44 b106,45 a4,70 a6,30,4361,971,03100 kg N ha-1
17,1 a2,62 b115,19 a5,02 a6,40,4263,651,0550 kg N ha-1
19,0 a2,53 b73,92  b4,87 a6,50,4163,991,0820 kg N ha-1
12,3 b1,68 c68,89  b3,63 b5,90,3960,120,98179 (nifH-)

18,7 a3,54 a111,61 a5,59 a5,40,3654,520,90233 (nifH+)

16,3 a1,86 c109,88 a5,21 a6,20,3958,031,0298 (nifH+)

19,7 a2,43 b103,35 a5,04 a5,40,3251,140,84S. trueperi (nifH-)

13,8 b1,79 c87,87  b4,06 b4,40,2845,120,71S. azotifigens(nifH+

14,2 b2,49 b88,87  b4,99 a6,40,4663,671,10ZAE94 (nifH+)

--------------- (mg / planta)-----------
--

(g / planta)----------------(mg / planta)--------------
--

(g / planta)

KPNBMSKPNBMS

      Diferenciação da panícula               Vegetativo

Tratamentos
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Tabela 5. Efeito da inoculação de bactérias diazotróficas na produção de BMS da parte aérea e acúmulo de N, P e K durante o período de
florescimento e maturação do grão (média de 4 repetições). Valores seguidos da mesma letra não diferem entre si pelo teste Scott-
knott ao nível de significância 0,05.

*A biomassa seca da parte aérea na maturação dos grãos é composta de colmo e folhas.

23,9 c0,61 c48,36 b4,07 b13,3 c1,27 b49,77 b3,60 bTestemunha

46,6 a0,95 b77,80 a6,98 a23,6 c2,79 a83,06 a4,97 b100 kg N ha-1
45,9 a0,97 b72,18 a6,92 a20,5 c2,09 b86,27 a5,42 b50 kg N ha-1
45,3 a1,42 a64,83 b6,61 a16,9 c1,59 b66,25 b4,60 b20 kg N ha-1
36,2 b0,93 b54,23 b4,91 b30,0 b1,85 b61,00 b5,01 b179 (nifH-)

36,9 b1,10 a60,53 b5,37 b17,1 c2,77 a66,08 b4,62 b233 (nifH+)

32,9 b0,72 c57,80 b5,27 b18,5 c2,05 b76,07 a5,31 b98 (nifH+)

29,1 c0,73 c45,51 b4,59 b16,9 c1,71 b65,85 b5,41 bS. trueperi (nifH-)

46,3 a1,18 a79,60 a7,50 a28,3 b2,91 a86,06 a6,46 aS. azotifigens (nifH+)

40,1 a0,97 b63,74 b6,47 a43,5 a2,82 a95,40 a6,69 aZAE94 (nifH+)

     ----------- (mg / planta)-----------
-

(g / planta)---------------(mg / planta)----------------
---

(g /planta)

KPNBMS*KPNBMS

         Maturação dos grãos               Antese

Tratamentos
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Em relação ao acúmulo de N na parte aérea, os resultados dos tratamentos inoculados
foram variáveis durante os diferentes estádios de desenvolvimento da cultura, com exceção do
tratamento com Sphingomonas spp. - estirpe 179 - que apresentou valores semelhantes à
testemunha em todos os estádios de desenvolvimento (Tabelas 4 e 5). O tratamento inoculado
com S. azotifigens apresentou acúmulo de N estatisticamente igual aos tratamentos adubados
com as doses de 50 e 100 kg N ha-1 nos estádios de florescimento e maturação dos grãos.
Resultados semelhantes foram observados na inoculação com ZAE94 e a estirpe 98 no estádio
de florescimento. A maioria dos resultados de inoculação de ZAE94 em plantas de arroz
mostra efeito positivo no acúmulo de N, principalmente no estádio de florescimento
(GUMARÃES, 2001, 2006; SABINO, 2007). Os tratamentos adubados com 50 e 100 kg N
ha-1 foram estatisticamente superiores no acúmulo de N na parte aérea das plantas em todas as
fases da cultura.

O acúmulo de fósforo na parte aérea das plantas de arroz também apresentou
diferenças estatísticas variáveis no decorrer do desenvolvimento da cultura com relação aos
tratamentos inoculados e adubados com diferentes doses de nitrogênio (Tabelas 4 e 5). Os
tratamentos inoculados com S. trueperi, e Sphingomonas spp. - estirpes 98 e 179, assim como
o tratamento adubado com 50 kg N ha-1 e a testemunha absoluta, apresentaram os menores
valores de acúmulo deste nutriente em todos os estádios de desenvolvimento das plantas. Os
tratamentos inoculados com S. azotifigens e ZAE94 apresentaram acúmulo de P
estatisticamente igual ao tratamento adubado com 100 kg N ha-1 no estádio de florescimento.
Além disso, S. azotifigens mostrou valores estatisticamente superiores aos tratamentos
adubados com 50 e 100 kg N ha-1 no estádio de maturação de grãos, semelhante ao tratamento
adubado com 20 kg N ha-1. O tratamento de inoculação com a estirpe 233, que só apresentou
valores de BMS da parte aérea e acúmulo de N semelhantes aos tratamentos nitrogenados na
fase de deferenciação da panícula, apresentou maior acúmulo de P em todas as fases da
cultura, inclusive na diferenciação da panícula, onde apresentou valor estatisticamente
superior aos demais tratamentos.

Da mesma forma que os resultados encontrados para BMS da parte aérea, N e P,
houve diferença significativa no acúmulo de K entre os tratamentos com variações durante os
diferentes estádios de desenvolvimento (Tabelas 4 e 5). No estádio de diferenciação da
panícula somente os tratamentos inoculados com S. azotifigens e ZAE94 apresentaram valores
significativamente inferiores aos tratamentos adubados com N, mas, significativamente
superiores à testemunha. Já no estádio de florescimento, o tratamento inoculado com ZAE94
apresentou valor estatisticamente superior aos demais tratamentos. Embora o tratamento com
S. azotifigens tenha sido estatisticamente inferior ao de ZAE94, foi superior aos demais,
inclusive àqueles que receberam adubações nitrogenadas. No último estádio de
desenvolvimento, ambas estirpes mostraram valores estatisticamente iguais aos tratamentos
nitrogenados, S. trueperi e a testemunha apresentaram os menores valores de acúmulo de K.

A interação entre íons é um assunto bastante estudado, por ser um fator importante no
aproveitamento dos nutrientes pelas plantas (MALAVOLTA et al., 1980). O acúmulo de N
pela cultivar de arroz utilizada seguiu o modelo de acúmulo de biomassa da parte aérea,
embora tenha apresentado valores elevados do acúmulo de N nos estádios iniciais de
crescimento da planta. O acúmulo de N atingiu sua concentração máxima no estádio de
diferenciação da panícula, decrescendo linearmente até a fase de maturação de grão. O
acúmulo de P na parte aérea de plantas de arroz apresentou-se lento no início do ciclo da
cultura e aumentou até a idade de 100 dias (período da floração). Posteriormente, da mesma
forma que o N, a acumulação de P diminuiu, provavelmente devido à translocação destes
nutrientes para os grãos, seguindo o padrão de acumulação de BMS discutido anteriormente.

O acúmulo de K nos tecidos da parte aérea das plantas apresentou valores mais baixos
nos estádios iniciais de crescimento aumentando linearmente até o estádio de maturação de
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grãos. Quanto aos valores de acumulação máxima de N, P e K houve divergência quando
comparados com os resultados obtidos por Fageria et al. (2004), onde K seria o
macronutrientes de maior acumulação, seguido de N, Ca, Mg e P. É possível que as diferenças
observadas na literatura, quanto à absorção de K, estejam relacionadas com as diferenças
existentes entre os cultivares utilizados (FAGERIA & SOUZA, 1995; CRUSCIOL et al.,
1999). O K, apesar de juntamente com o N serem os mais absorvidos pela planta, não se tem
verificado resposta à aplicação deste nutriente com tanta freqüência como para o fósforo, em
termos de aumento de produtividade de grãos de arroz (CRUSCIOL et al., 1999; FAGERIA,
2004).

Takenaga (1995) relata que em arroz a taxa de absorção de todos os nutrientes
essenciais é maior durante a fase vegetativa e chega ao valor máximo até o estádio de
floração. Aproximadamente 80% dos nutrientes que a planta absorve durante seu ciclo são
absorvidos até a fase de floração. A maior parte destes nutrientes é acumulada nas folhas e
colmos e translocadas para os grãos durante o estádio de enchimento de grão. Entre os
macronutrientes, a translocação de N, P e S para os grãos é máxima e a de K, Ca e Mg é
mínima (TAKENAGA, 1995).

De modo geral, todos os tratamentos encontram-se dentro da faixa de suficiência para
o teor de N nos estádios vegetativo e de diferenciação da panícula, entretanto, nas últimas
duas fases de desenvolvimento da cultura mantiveram-se abaixo do limite adequado de 2,6 a
4,2% (dados não apresentados). Para o teor de P e K, todos os tratamentos apresentaram
valores abaixo do limite adequado preconizado em 0,25 - 0,48% e 1,5 - 4%, respectivamente
(FAGERIA, 2006). Embora a deficiência nutricional dos macronutrientes N, P e K tenha sido
detectada pela análise química da planta, nenhum sintoma visual de deficiência foi observado
durante a condução do experimento. O teor de nutriente é usado como indicador de
deficiência ou suficiência na planta, por isso, para a interpretação dos resultados das análises
realizadas neste estudo buscou-se na literatura algumas informações para estabelecer um
padrão de comparação para cada nutriente. Entretanto, admite-se que a absorção e a eficiência
e utilização de nutrientes pelas plantas de arroz estejam condicionadas também a processos
fisiológicos inerentes a cultivar utilizada, condições ambientais, propriedades físico-químicas
do solo, dentre outros fatores bióticos e abióticos (FAGERIA et al., 1995).

Com relação à avaliação dos grãos, foram observados efeitos significativos na
produção e acúmulo de N, P e K. Na produção de grãos e teor de N, com exceção das estirpes
de Sphingomonas spp. 98 e 233 todos os demais tratamentos foram estatisticamente iguais aos
tratamentos adubados, os quais não apresentaram diferenças entre si (Tabela 6). Os
tratamentos inoculados com ZAE94, S. azotifigens, S. trueperi e Sphingomonas spp. (estirpe
179) apresentaram efeitos positivos, podendo ser observado aumento de até 48% na produção
de grãos em relação à testemunha. Embora Sphingomonas spp. (estirpe 179), identificada
previamente como não fixadora de nitrogênio, tenha mostrado resultados significativamente
menores quanto aos demais parâmetros analisados, sua produção de grãos foi boa,
provavelmente devido a presença de uma, ou mais, características relacionada à promoção de
crescimento vegetal. Toescher et al. (2005), avaliando a produtividade de diversas cultivares
de arroz de terras altas mostraram que, em condições ideais de cultivo, a cultivar BRS Talento
teve uma produção média de 2,21 gramas por planta, produção esta semelhante a encontrada
neste trabalho.

Aumentos na produção de grãos e no conteúdo de nitrogênio dos grãos de outras
cultivares de arroz também foram observados em experimentos realizados por outros autores.
Ferreira (2004) verificou contribuições que variaram de 13 % a 19 % em plantas que foram
inoculadas com a estirpe ZAE94. Resultados similares foram obtidos em experimentos de
inoculação com Azospirillum spp.. na cultura do milho, com aumentos de 17 % na produção
de grãos (CAVALLET et al., 2000). Estes autores observaram que a inoculação contribuiu
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para o aumento na produção dos grãos, independente do manejo da adubação nitrogenada. A
adubação com N, isoladamente, não aumentou a produtividade dos grãos de milho, sugerindo
que os efeitos da bactéria podem ser outros, além da fixação biológica de nitrogênio, como
por exemplo, efeitos hormonais que promovem o aumento do volume radicular.

Em relação ao teor de P dos grãos, somente o tratamento inoculado com a estirpe 98
de Sphingomonas spp. apresentou valor estatisticamente inferior aos demais tratamentos,
inclusive a testemunha (dados não mostrados). O teor de K encontrado nos grãos também
mostrou diferença significativa, sendo os tratamentos inoculados com S. azotifigens, S.
trueperi, ZAE94 e 179 estatisticamente iguais ao tratamento adubado com 50 kg N ha-1 e
superiores aos demais.

O teor de proteína dos grãos não mostrou diferença significativa entre os tratamentos e
a testemunha. Os valores encontrados neste estudo para proteína dos grãos da cultivar BRS
Talento foram superiores ao encontrados por Martin-Didonet et al. (2006) (6,7% de proteína).
Entretanto, a quantidade de proteína no grão pode variar de 7 a 14%, sendo esta influenciada
também pelas condições de cultivo e fatores do ambiente (LIU et al., 2005). Vale a pena
ressaltar que a avaliação deste parâmetro é de grande importância, já que a qualidade dos
alimentos envolve múltiplos fatores e para o arroz, uma das mais importantes é a quantidade
de proteína no grão (KRISHNAN & WHITE, 1995).  

Tabela 6. Efeito da inoculação de bactérias diazotróficas na produção, acúmulo de N, P e K e
teor de proteína dos grãos (média de 4 repetições). Valores seguidos da mesma letra
não diferem entre si pelo teste Scott-knott ao nível de significância 5%.

14,301,5 b1,28 b56,35 b2,35 bTestemunha

15,062,0 b2,30 a87,19 a3,43 a100 kg N ha-1
13,793,1 a2,00 a77,57 a3,35 a50 kg N ha-1
13,211,9 b2,03 a67,97 a3,07 a20 kg N ha-1
13,073,5 a2,02 a74,66 a3,43 a179 (nifH-)

11,551,7 b1,74 a50,29 b2,56 b233 (nifH+)

14,172,0 b1,30 b51,75 b2,16 b98 (nifH+)

13,943,3 a1,97 a75,22 a3,20 aS. trueperi (nifH-)

14,013,8 a2,07 a80,99 a3,43 aS. azotifigens
(nifH+)

13,923,1 a2,28 a79,42 a3,40 aZAE94 (nifH+)

(%)-------------------(mg / planta)-----------
------

(g / planta)

ProteínaKPNMassaTratamentos
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5. CONCLUSÕES

� A maior população de bactérias diazotróficas isoladas das plantas de arroz foi encontrada
nas raízes.
� As estirpes inoculadas repercutiran efeito diferenciado para a produção de biomassa seca
da parte aérea, acúmulo de nitrogênio, fósforo, potássio e produção de grãos de arroz na
cultivar testada.
� Os tratamentos inoculados com Herbaspirillum seropedicae (ZAE94), S. azoitifgens, S.
trueperi e Sphingomonas spp. (estirpe 179) promoveram aumento de até 48 % na produção de
grãos em relação ao controle não inoculado e não adubado.
� Não houve relação entre a população de bactérias dizotróficas presente nos tecidos
vegetais e os parâmetros analisados nos diferentes estádios de desenvolvimento em que as
plantas foram coletadas.
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS

Na microbiologia do solo, a FBN é uma das áreas que tem recebido maior atenção da
pesquisa no mundo todo, devido ao fato de a aplicação prática do processo ser viável em
importantes leguminosas cultivadas e culturas anuais, trazendo benefícios econômicos e
ambientais. Desde o início dos estudos a simbiose Rhizobium-leguminosa tem sido
grandemente explorada, proporcionando uma economia em fertilizantes nitrogenados de pelo
menos R$ 8 bilhões anualmente (ZILLI, 2005). Dentre os cereais, o arroz tem sido
caracterizado como habitat de inúmeros grupos de diazotróficos, que podem contribuir
significativamente para a nutrição nitrogenada destas plantas (KENNEDY et al., 2004).
Apesar dos extensos estudos de FBN em plantas arroz, os conhecimentos atuais sobre as
contribuições de N são predominantemente relacionados a bactérias dos gêneros Azospirillum,
Burkholderia, Herbaspirillum e Azorcus (BALDANI, 1996, 2000; CHOUDHURY &
KENNEDY, 2004; KENNEDY et al., 2004).

Embora muitos trabalhos mostrem a associação de bactérias do gênero Sphingomonas
com plantas de arroz desde 1960, somente em 2006 foi descrita a primeira espécie
diazotrófica deste gênero, S. azotifigens.  Com o objetivo de avaliar se bactérias deste gênero
obtidas de plantas de arroz, poderiam promover o crescimento vegetal desta cultura,
implantou-se um experimento de inoculação das mesmas em uma cultivar de arroz sob
condições de casa de vegetação. De forma geral, pode-se concluir que as informações
preliminares obtidas neste experimento indicam que a inoculação de S. azotifigens e ZAE94
na cultivar de arroz BRS Talento apresentam resultados promissores quanto a suplementação
de N, P e K, além de ganhos de biomassa da parte aérea e produção de grãos. No entanto,
novos experimentos deverão ser feitos buscando otimizar as condições para que se obtenha
uma melhor interação planta-bactéria.

Da mesma forma que se iniciaram as pesquisas com inoculação de bactérias de outros
gêneros em plantas de arroz, é provável que estudos preliminares de seleção de estirpes de
bactérias diazotróficas do gênero Sphingomonas que apresentem outras características
relacionadas à promoção de crescimento vegetal, mostrem resultados mais satisfatórios
quanto ao aumento dos rendimentos de grãos, reduzindo a dependência em relação aos
fertilizantes sintéticos. Além de características intrínsecas das bactérias, alguns autores têm
mostrado que interações entre bactéria-genótipo, genótipo-ambiente, dentre outras, também
interferem diretamente na eficiência da promoção de crescimento das plantas hospedeiras
(OLIVEIRA, 1994; KENNEDY, 2004). Sendo assim, a inoculação das bactérias diazotróficas
caracterizadas e testadas neste estudo nas mesmas cultivares que foram isoladas podem
apresentar resultados mais promissores devido à melhor interação planta-bactéria.

Cocking (2002) e muitos outros pesquisadores vêm mostrando a importância da
utilização destes biofertilizantes no mundo agrícola. A utilização destes produtos contribuiria
muito na superação de problemas como a baixa produtividade dos cereais obtida por pequenos
produtores, devido à falta de recursos para custear os fertilizantes sintéticos, além de atuar
como uma medida mitigadora dos impactos ambientais negativos causados principalmente
pela utilização de fertilizantes químicos em excesso. No entanto, muitos trabalhos científicos
ainda precisam ser feitos para que o uso destas bactérias possa ser utilizado na produção
agrícola sem colocar em risco a produção.
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CONCLUSÕES GERAIS

O resultado obtido pelo seqüenciamento do gene 16S DNAr, juntamente com as
informações geradas pelos demais testes moleculares, fisiológicos e quimiotaxonômicos
foram eficientes na determinação do gênero das bactérias isoladas de plantas de arroz.

Em nível de espécie, os isolados testados revelaram maior similaridade genética com a
espécie fixadora de nitrogênio Sphingomonas azotifigens. Entretanto, somente após a
realização da técnica de hibridização DNA:DNA será possível obter maior precisão na
determinação taxonômica dos isolados.

Os métodos fenotípicos mostraram informações relevantes quanto ao metabolismo das
bactérias testadas como, por exemplo, a tolerância a elevadas concentrações de NaCl e
sacarose, fixação biológica de nitrogênio e produção de AIA in vitro, utilização de diferentes
fontes de carbono, dentre outras. Além dessas, a busca de novas características como a
produção de sideróforos e outros fitohormônios, supressão de bactérias e/ou fungos
fitopatogênicos, produção de exopolissacarídeo e interação com outras bactérias, podem
revelar bactérias mais promissoras para utilização na promoção de crescimento vegetal.

O comportamento populacional das bactérias na cultivar BRS Talento mostrou que a
maior população foi encontrada nas raízes quando comparada com caules e folhas. O número
de bactérias nos tecidos vegetais foi menor na coleta do período vegetativo, aumentando no
período de florescimento e mantendo-se constante até a maturação de grãos.

A inoculação da cultivar de arroz BRS Talento com Herbaspirillum seropedicae
(ZAE94) e diferentes estirpes de Sphingomonas revelaram efeitos positivos na produção de
biomassa seca da parte aérea, acúmulo de nutrientes e produção de grãos. De forma geral, os
tratamentos inoculados foram semelhantes aos tratamentos adubados com N-fertilizante e
significativamente superiores ao controle não adubado e não inoculado.
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CONSIDERAÇÕES GERAIS

A cultura do arroz de terras altas tem grande importância econômica e social no Brasil,
pois contribui com 32% do total de arroz produzido no País. Algumas condições favoráveis
como o tipo de grãos produzido, a elevada produtividade e um menor custo de produção têm
tornado o cultivo destas plantas uma opção viável no sistema de produção (FAGERIA, 2006).
Entre os principais nutrientes essenciais para as plantas, o N, juntamente com o P, são os que
mais limitam a produtividade das culturas anuais, incluindo o arroz de terras altas.

O nitrogênio constitui quase 78% de nossa atmosfera, na forma de N2, sendo a
principal fonte deste nutriente. Para que haja o aproveitamento do N2 atmosférico existem
dois processos: a fixação industrial, conhecido como Processo Harber-Bosch, é um processo
que envolve um alto investimento, sendo responsável por 20% de todo o N fixado por ano; e a
fixação biológica de nitrogênio (FBN), responsável por 80% do N fixado por ano, realizado
por microrganismos diazotróficos, que são capazes de reduzir nitrogênio molecular (N2) à
amônia (NH3) em condições normais de temperatura e pressão.

A pesquisa de FBN em poáceas no Brasil foi iniciada por Johanna Döbereiner com a
descoberta de bactérias diazotróficas associadas à rizosfera de plantas  de  cana-de-açúcar em
1958 e, grama batatais em 1966. A partir daí muitos estudos vem sendo realizados no intuito
de obter estirpes que possam suprir, ao menos em parte, o N necessário para o
desenvolvimento da plantas da família Poaceae. Embora estudos no mundo inteiro mostrem
resultados promissores quanto à inoculação de bactérias diazotróficas de diferentes gêneros
em diferentes cultivares de arroz, os experimentos não apresentam repetibilidade.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que as bactérias isoladas de plantas de
arroz pertencem ao gênero Sphingomonas, com maior similaridade genética com S.
azotifigens, apresentam potencial para a promoção de crescimento vegetal, podendo contribuir
diretamente com o N via FBN e com a produção de fitohormônios como AIA. Entretanto,
outros estudos precisam ser realizados para ratificar as informações preliminares geradas.
Para a determinação do posicionamento taxonômico das bactérias em nível de espécie ou
estirpes, será necessário: (i) finalizar a hibridização DNA:DNA, (ii) fazer novas análises de
restrição com a região intergênica 16S-23S DNAr, e (iii) analizar outros genes conservados.
Para avaliar os efeitos na promoção de crescimento, além da avaliação do rendimento da
cultura inoculada, os estudos futuros devem incluir análises, como: (i) a utilização de
cultivares adaptadas a diferentes sistemas de cultivo (sob inundação e terras altas), com o
objetivo de verificar se estas bactérias apresentam algum sistema de proteção para a
nitrogenase, visto que esta enzima é altamente sensível ao O2, (ii) a localização das bactérias
no interior das plantas, assim como a expressão e quantificação da nitrogenase in situ, e (iii)
localização dos genes relacionados à FBN no DNA cromossomal ou plasmidial.
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ANEXOS

A. Meios de Cultivo

� Meio JMV  (BALDANI V. L. D., 1996. Tese (Doutorado) - Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro)

Manitol 5g
K2HPO4 sol. 10 % 6 ml
KH2PO4   sol. 10 % 18 ml
MgSO4.7H2O sol. 10 % 2 ml
NaCl sol. 10 % 1 ml
CaCl2. 2H2O sol. 1 % 2 ml
Azul de bromotimol sol. 0,5 % em 0,2 N de KOH 2 ml
FeEDTA sol. 1,64 % 4 ml
Sol. de micronutrientes para meio de cultura 2 ml
Vitamina para meio de cultura 1 ml
Extrato de levedura 100 mg

Ajustar o pH para 5,0 – 5,4.
Completar para 1000 ml com água destilada.
Adicionar 1,6 g l-1 de agar para semi-sólido e 25 g l-1 para sólido.
Para meio líquido adicionar 10 mM de glutamato de sódio (1,87g/l) (indicador opcional).

� Meio LGI  (MAGALHÃES et al., Anais da Academia Brasileira de Ciências. v. 55, p.
417-430, 1983)

Açúcar cristal (sacarose) 5g
K2HPO4 sol. 10 % 2 ml
KH2PO4   sol. 10 % 6 ml
MgSO4.7H2O sol. 10 % 2 ml
CaCl2. 2H2O sol. 1 % 2 ml
Na2MoO4.2H2O sol. 0.1 % 2 ml
FeCl3.6H2O sol. 1 % 1 ml
Azul de bromotimol sol. 0,5 % em 0,2 N de KOH 5 ml
FeEDTA sol. 1,64 % 4 ml
Vitamina para meio de cultura 1 ml

Ajustar o pH para 6,0 – 6,2 com solução de H2SO4 a 5 %
Completar para 1000 ml com H2O destilada.
Adicionar 1,4 g l-1 de agar para semi-sólido e 15 g l-1 para sólido.

� Meio DYGS (RODRIGUEZ NETO, Summa Phytopathologica, Campinas, v. 12, n. 1-2,
p. 16, 1986. )

Glicose 2 g
Ácido málico 2 g
Peptona bacteriológica 1,5 g
Extrato de levedura 2 g
K2HPO4 0,5 g
MgSO4.7H2O 0,5 g
Acido glutâmico 1,5 g
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Ajustar o pH com solução de KOH a 10%:
pH 6,0 para Herbaspirillum.
pH 6,0 para Gluconacetobacter (menos ácido málico).
pH 6,8 para Azospirillum.
Completar para 1000 ml com H2O destilada.
Adicionar 15g l-1 de agar para meio sólido.

� Meio 79 (FRED & WAKSMAN,  Laboratory manual of general microbiology. New
York: McGraw Hill, 1928. 145 p.)

Manitol 10 g
K2HPO4 Sol. 10 % 1 ml
KH2PO4   Sol. 10 % 4 ml
MgSO4.7H2O Sol. 10 % 2 ml
NaCl Sol. 10 % 1 ml
Extrato de levedura 0,4 g
Azul de bromotimol Sol. 0,5 % em 0,2 N de KOH 5 ml
FeEDTA Sol. 1,64 % 4 ml
Vitamina para meio de cultura 1 ml

Ajustar pH para 6,8 – 7,0 com solução de KOH a10 %
Completar para 1000 ml com H2O destilada.
Adicionar 1,0 g l-1 de agar para semi-sólido e 15 g l-1 para sólido.

� Meio LGI-P  (DÖBEREINER et al., Embrapa-SPI, Brasília, 1995)
Açúcar Cristal (sacarose) 100 g
K2HPO4 sol. 10 % 2 ml
KH2PO4   sol. 10 % 6 ml
MgSO4.7H2O sol. 10 % 2 ml
CaCl2. 2H2O sol. 1 % 2 ml
Na2MoO4.2H2O sol. 0.1 % 2 ml
FeCl3.6H2O sol. 1 % 1 ml
Azul de bromotimol sol. 0,5 % em 0,2 N de KOH 5 ml
Vitamina para meio de cultura 1 ml

Ajustar o pH para 5,5 com solução de ácido acético a 1%.
Completar para 1000ml com água destilada.
Adicionar 1,3 g l-1de agar para semi-sólido e 25 g l-1para sólido.

� Meio JNFb (DÖBEREINER et al., Embrapa-SPI, Brasília, 1995)
Ácido málico 5 g
K2HPO4 sol. 10 % 6 ml
KH2PO4   sol. 10 % 18 ml
MgSO4.7H2O sol. 10 % 2 ml
NaCl sol. 10 % 1 ml
CaCl2. 2H2O sol. 1 % 2 ml
Azul de bromotimol sol. 0,5 % em 0,2 N de KOH 2 ml
FeEDTA sol. 1,64 % 4 ml
Sol. de micronutrientes para meio de cultura 2 ml
Vitamina para meio de cultura 1 ml
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KOH 4,5 g
Extrato de levedura (somente para meio sólido) 20 mg

Ajustar o pH para 5,8 com solução de KOH a 1%.
Completar para 1000 ml com água destilada.
Adicionar 1,7 g l-1 de agar para semi-sólido e 17 g l-1para sólido.

� Meio NFb (BALDANI & DÖBEREINER, Soil Biology & Biochemistry. Oxford, v. 12,
n. 4, p. 433-439, 1980)

Ácido málico 5 g
K2HPO4 sol. 10 % 5 ml
MgSO4.7H2O sol. 10 % 2 ml
NaCl sol. 10 % 1 ml
CaCl2. 2H2O sol. 1 % 2 ml
Azul de bromotimol sol. 0,5 % em 0,2 N de KOH 2 ml
FeEDTA sol. 1,64 % 4 ml
Sol. de micronutrientes para meio de cultura 2 ml
Vitamina para meio de cultura 1 ml
KOH 4,5 g
Extrato de levedura (somente para meio sólido) 50 mg

Ajustar o pH para 6,5 com solução de KOH a 1%.
Completar para 1000 ml com água destilada.
Adicionar 1,3 g l-1 de ágar para semi-sólido e 15g l-1 para sólido .

� Meio LG (DÖBEREINER et al., Embrapa-SPI, Brasília, 1995)
Açúcar Cristal (sacarose) 20 g
K2HPO4 sol. 10 % 0,5 ml
KH2PO4   sol. 10 % 1,5 ml
MgSO4.7H2O sol. 10 % 2 ml
CaCl2. 2H2O sol. 1 % 2 ml
Na2MoO4.2H2O sol. 0.1 % 2 ml
FeCl3.6H2O sol. 1 % 1 ml
Azul de bromotimol sol. 0,5 % em 0,2 N de KOH 5 ml

Ajustar o pH para 6,6 – 7,0.
Completar para 1000 ml com água destilada.
Adicionar 15 g l-1 de agar para sólido.

� Meio Batata  (BALDANI & DÖBEREINER, Soil Biology & Biochemistry. Oxford, v.
12, n. 4, p. 433-439, 1980)

Batata cozida 200 g
Ácido málico 2,5 g
Açúcar cristal 2,5 g
Solução de micronutrientes 2 ml
Solução de vitaminas 1 ml

Pesar os 200 g de batata e cozinhar em água destilada durante 30 minutos. Paralelamente,
adicionar o ácido málico em 50 ml de água destilada com 2 gotas de azul de bromotimol sol.
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0,5% em 0,2 N de KOH. Adicionar o açúcar cristal, o micronutriente e a vitamina e ajustar o
pH com KOH ate atingir pH 6,8 – 7,0.
Filtrar a batata em algodão e juntar a solução preparada anteriormente ao filtrado. Completar
o volume para 1000 ml.
Adicionar 1,84 g l-1 de agar para semi-sólido e 15 g l-1 de agar para sólido.

� Meio Batata-P (DÖBEREINER et al., Embrapa-SPI, Brasília, 1995)
Batata cozida 200 g
Açúcar cristal 100 g
Solução de micronutrientes 2 ml
Solução de vitaminas 1 ml

Pesar os 200 g de batata e cozinhar em água destilada durante 30 minutos. Paralelamente o
açúcar cristal, o micronutriente e a vitamina em 50 ml de água destilada com 2 gotas de azul
de bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de KOH. Filtrar a batata em algodão e juntar a solução
preparada anteriormente ao filtrado. Completar o volume para 1000 ml. Adicionar e ajustar o
pH com ácido acético ate atingir pH 5,5.
Adicionar 25g l-1  de ágar para sólido.

B. Soluções
� Solução salina para diluição seriada
K2HPO4 sol. 10 % 1 ml
MgSO4 sol. 10 % 0,5 ml
NaCl sol. 10 % 0,2 ml
CaCl2.2H2O sol. 10 % 0,5 ml
FeEDTA sol. 1,64 % 1 ml
Sol. De micronuturientes para meio de cultura 0,5 ml

Ajustar o pH para 6,5 com solução de H2SO4 a 5 %,
Completar com água destilada para 1000 ml.

� Solução de micronutrientes para meio de cultura
Na2MoO4.2H2O 0,200g
MnSO4.H2O 0,235g
H3BO3. 0,280g
CuSO4.5H2O 0,008g
ZnSO4.7H2O 0,024g

Completar o volume para 200 ml com água destilada.

� Solução de vitaminas
Biotina 10 mg
Piridoxol – HCl 20 mg

Dissolver em banho-maria e completar o volume para 100 ml com água destilada,
Manter a solução em geladeira.

� Reagente de Lowry (LOWRY et al., Journal of Biological Chemistry, Bethesda, v. 193,
n. 1, p. 265-275, 1951)

Solução A: 50 g de Na2C03 em 1 l de água destilada, 0,47 M
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Solução B: 1 g de tartarato duplo de sódio e potássio e 1 l de água, KNaC4H4O6.4H20, 0,08
M,
Solução C: 1 g de CuSO4.5H2O em 1 l de água destilada, 0,04 M
Juntar 50 ml da solução A, mais 1 ml da solução C e 1 ml da solução B, nesta ordem.

� Tampão fosfato – 0,5M
K2HPO4 170 g 2 l H20
KH2PO4         68 g 1 l H2O

Promover a mistura das duas soluções e ajustar o pH para 7,0.
Guardar em geladeira e diluir em água destilada na hora do uso.

� Tampão PBS
NaCL 8 g
KCL 0,2 g
Na2HPO4. 2H2O 1,4 g
KH2PO4 0,2 g

Completar para 1000 ml de água destilada.

� SSC 20 X
NaCl Tris base 175,3 g
Citrato de sódio 88,2 g

Completar para 1000 ml de água destilada.

� Revelador kodak D79
Metol 3,5 g
Sulfito de sódio 60 g
Hidroquinona 9 g
Carbonato de sódio 40 g
Brometo de potássio 3 g

Aquecer 700 ml de água a 50° C, colocar os reagentes na seqüência e completar para 1000 ml
com água destilada.

� Solução para gel - acrilamida/bisacrilamida
Solução A
Acrilamida 190 g
Bisacrilamida 10 g
Completar para 500 ml com água destilada
Aquecer até no máximo 60oC e filtrar em papel de filtro

Solução B
Uréia 450 g
Solução acrilamida – bisacrilamida 112,5 ml

Colocar no máximo 850 ml de agua destilada e aquecer, sob agitação, no máximo a 60ºC.

TBE 10 X 100 ml
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EDTA (0,5 M, pH 8) 4 ml

Completar para 1000 ml com água destilada e filtrar com papel de filtro.

C. Resultados do Capítulo I

� Isolados viáveis obtidos durante as etapas de recuperação do estoque.

Isolados Cultivar de
Arroz

Solo Planta

62*, 63, 65, 96 IAC4440 GO RL

67, 68, 169, 192, 252 IAC4440 GO RE

71, 172, LS 173 IAC4440 RJ RL

73, 74, 98, 194 IAC4440 RJ RE

75, 77, 79, 99, LS 100, 101, 102, 177, 248 IAC4440 RJ PA

81, 82, 103, 104, 179, 180, 195 IR42 GO RL

233 IR42 GO RE

87, 88, 106, 184 IR42 GO PA

93, 108, 109, 110, 111, 196 IR42 RJ RL

94, 95, 190 IR42 RJ PA
*Os isolados em negrito não apresentaram habilidade de fixar nitrogênio in vitro.

� Resultado da contagem do número de élulas viáveis e determinação da densidade ótica do
isolado 194 cultivado em meio DYGS, pH 6,0.

Tempo (horas) Nº de células viáveis DO
0 3 x 101 0,012
4 1,3 x 102 0,094
8 4,3 x 105 0,541
12 5,3 x 107 0,880
16 1,8 x 109 1,010
20 1,2 x 1011 1,183
24 2,3 x 1012 1,202
30 2,5 x 1012 1,241
42 4,9 x 1011 1,300
48 6 x 108 1,234
55 3,8 x 105 1,191
67 1,2 x 103 1,021

� Resultado da produção de AIA em meio DYGS pelas estirpes tipo de Sphingomonas e
isolados bacterianos.

Bactéria Tempo (h) Unidade de DO
(600nm)

Prod. máx.
AIA.( µµµµg ml-1)

Prod. (µµµµg ml-1

/Unid.DO600nm)
S. azotifigens 24 1,37 16,59 12,14

42 1,30 9,45 7,27
S. trueperi 24 1,10 6,18 5,63

42 1,13 6,31 5,60
S.paucimobilis 24 1,35 21,85 16,19
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42 1,39 53,58 38,57
63 24 1,24 10,18 8,20

42 1,40 11,59 8,29
65 24 1,29 14,80 11,48

42 1,35 12,04 8,95
68 24 1,31 22,20 16,92

42 1,28 16,85 13,16
71 24 1,27 30,95 24,43

42 1,15 16,95 14,74
74 24 1,27 6,14 4,82

42 1,34 9,96 7,45
75 24 1,25 16,37 13,08

42 1,24 13,64 11,01
79 24 1,12 18,39 16,43

42 1,17 15,95 13,68
88 24 1,40 18,93 13,53

42 1,35 14,89 11,01
89 24 1,24 15,15 12,22

42 1,23 14,06 11,43
93 24 1,18 12,52 10,57

42 1,19 24,19 20,34
94 24 1,35 15,95 11,86

42 1,35 11,24 8,30
98 24 1,35 19,67 14,58

42 1,28 11,72 9,18
100 24 1,30 19,03 14,64

42 1,23 16,02 13,00
103 24 1,36 27,01 19,85

42 1,28 49,86 38,95
109 24 1,23 24,13 19,57

42 1,19 20,41 17,19
111 24 1,20 16,18 13,46

42 1,15 15,44 13,38
173 24 1,37 11,82 8,65

42 1,23 11,50 9,33
177 24 1,11 6,98 6,27

42 1,28 33,90 26,44
190 24 1,22 5,98 4,89

42 1,32 12,23 9,27
194 24 1,32 25,41 19,31

42 1,32 20,25 15,34
196 24 1,14 22,43 19,68

42 1,21 20,92 17,23
233 24 1,28 9,00 7,06

42 1,31 9,86 7,54
252 24 1,13 24,96 22,19

42 1,18 20,06 17,03
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D. Análise de Variância do Capítulo II
� Tabela da análise de variância do acúmulo de biomassa seca da parte aérea, N, P e K do

período vegetativo.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

Biomassa seca da parte aérea (g / planta)
TRAT 9 0.556379 0.061820 1.674 0,1395
erro 30 1.107886 0.036930
Total corrigido 39 1.664265
CV (%) 19,95

N (mg / planta)
TRAT 9 1563.113980 173.679331 1.237 0.3104
erro 30 4211.329477 140.377649
Total corrigido 39 5774.443457
CV (%) 20,67

P (mg / planta)
TRAT 9 0.099928 0.011103 1.672 0.1399
erro 30 0.199179 0.006639
Total corrigido 39 0.299107
CV (%) 21.13

K (mg / planta)
TRAT 9 19.605131 2.178348 1.414 0.2262
erro 30 46.212540 1.540418
Total corrigido 39 65.817671
CV (%) 21,19

FV - Fonte de variação; GL - Grau de liberdade; SQ - Soma dos quadrados; QM - Quadrado médio dos desvios;
F - Teste F; CV - coeficiente de variação

� Tabela da análise de variância do acúmulo de biomassa seca da parte aérea, N, P e K do
período de diferenciação da panícula.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Biomassa seca da parte aérea (g / planta)

TRAT 9 17,536437 1,948493 4,738 0,0006
erro 30 12,337432 0,411248
Total corrigido 39 29,873869
CV (%) 13,74

N (mg / planta)
TRAT 9 14097,248595 1566,360955 6,163 0,0001
erro 30 7624,982478 254,166083
Total corrigido 39
CV (%) 17,22

P (mg / planta)
TRAT 9 12,040705 1,337856 4,339 0,0011
erro 30 9,251033 0,308368
Total corrigido 39 21,291737
CV (%) 24,05

K (mg / planta)
TRAT 9 410,019862 45,557762 6,147 0,0001
erro 30 222,334350 7,411145
Total corrigido 39 632,354212
CV (%) 17,43
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� Tabela da análise de variância do acúmulo de biomassa seca da parte aérea, N, P e K do
período de florescimento (antese).

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Biomassa seca da parte aérea (g / planta)

TRAT 9 29,189267 3,243252 5,276 0,0002
erro 30 18,441276 0,614709
Total corrigido 39 47,630543
CV (%) 15,21

N (mg / planta)
TRAT 9 7135,262733 792,806970 4,230 0,0013
erro 30 5623,313101 187,443770
Total corrigido 39 12758,575833
CV (%) 18,61

P (mg / planta)
TRAT 9 12,773632 1,419292 4,053 0,0018
erro 30 10,506594 0,350220
Total corrigido 39 23,280226
CV (%) 27,03

K (mg / planta)
TRAT 9 2913,756109 323,750679 13,568 0,0000
erro 30 715,842819 23,861427
Total corrigido 39 3629,598928
CV (%) 21,32

� Tabela da análise de variância do acúmulo de biomassa seca da parte aérea, N, P e K do
período de maturação do grãos.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Biomassa seca da parte aérea (g / planta)

TRAT 9 49,168448 5,463161 10,443 0,0000
erro 30 15,694977 0,523166
Total corrigido 39 64,863425
CV (%) 12,31

N (mg / planta)
TRAT 9 4842,275862 538,030651 5,497 0,0002
erro 30 2936,056692 97,868556
Total corrigido 39 7778,332554
CV (%) 15,84

P (mg / planta)
TRAT 9 2,055810 0,228423 5,839 0,0001
erro 30 1,173654 0,039122
Total corrigido 39 3,229463
CV (%) 20,51

K (mg / planta)
TRAT 9 2289,395803 254,377311 5,769 0,0001
erro 30 1322,784384 44,092813
Total corrigido 39 3612,180188
CV (%) 17,31
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� Tabela da análise de variância da produção de grãos, acúmulo de N, P e K e teor de
proteína nos grãos.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc

Massa dos grãos (g / planta)

TRAT 9 8,733453 0,970384 5,366 0,0002
erro 30 5,424750 0,180825
Total corrigido 39 14,158203
CV (%) 13,98

N (mg / planta)

TRAT 9 6092,455427 676,939492 4,491 0,0009

erro 30 4521,763793 150,725460
Total corrigido 39 10614,219220
CV (%) 17,50

P (mg / planta)

TRAT 9 4,590068 0,510008 4,048 0,0018
erro 30 3,779287 0,125976
Total corrigido 39 8,369355
CV (%) 18,64

K (mg / planta)

TRAT 9 25,568180 2,840909 8,340 0,0000
erro 30 10,219372 0,340646
Total corrigido 39 35,787552
CV (%) 22,02

Proteína  (%)

TRAT 9 31,510437 3,501160 1,237 0,3104
erro 30 84,892239 2,829741
Total corrigido 39 116,402676
CV (%) 12,27


