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RESUMO 

PAULA, Thiago de Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 
2018. Bactérias promotoras de crescimento vegetal associadas ao sorgo 
Orientador: Leonardo Duarte Pimentel. Coorientadores: Marliane de Cássia 
Soares da Silva e Maria Catarina Megumi Kasuya. 

O Brasil é o terceiro maior produtor agrícola mundial, porém depende da 

importação de 80% dos fertilizantes para manutenção das atividades agrícolas. 

Uma estratégia promissora para mitigar esse problema seria incorporar micro-

organismos benéficos aos sistemas de produção que promovam o crescimento 

vegetal por meio da Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN), Solubilização de 

Fosfatos Inorgânicos (SFI) e produção de Ácido Indol-Acético (AIA). O objetivou 

desse trabalho foi isolar e selecionar bactérias promotoras de crescimento 

vegetal (BPCV) associadas às raízes de sorgo que possuam potencial 

biotecnológico. Para isso, foram utilizadas raízes de plantas de sorgo, dos 

grupos biomassa e forrageiro, colhido aos trinta dias após o plantio para o 

isolamento das bactérias. Para a detecção de FBN os isolados foram inoculados 

em meio semissólido, NFb, sem nitrogênio. O teste de SFI foi realizado pela 

inoculação dos isolados em meio de fosfato insolúvel na forma de Ca3(HPO4)2 e 

para o teste de produção de AIA, as bactérias foram cultivadas em meio TSA 

10% contendo L-triptofano. Foram obtidos 24 isolados associados às raízes de 

plantas de sorgo, sendo 17 provenientes do sorgo biomassa e 7 do sorgo 

forrageiro. Desses, 4 foram positivos para FBN, SFI e produção de AIA (SB1, 

SB5, SF1, SF4) e 1 foi positivo para FBN e produção de AIA (SF6). Sendo que 

os isolados SB1 e SF1 se destacam dos demais por possuírem elevado Índice 

de solubilização, enquanto os isolados SF4 e SF6 possuem uma maior produção 

de AIA. Conclui-se que plantas de sorgo possuem bactérias promotoras de 

crescimento vegetal associadas às suas raízes capazes de realizar SFI, FBN e 

produzir AIA, indicando o potencial de uso biotecnológico desses isolado. 
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ABSTRACT 

PAULA, Thiago de Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 
2018. Sorghum-associated plant growth-promoting bacteria. Adviser: 
Leonardo Duarte Pimentel. Co-advisers: Marliane de Cássia Soares da Silva and 
Maria Catarina Megumi Kasuya. 
 
Brazil is the third largest agricultural producer in the world, but depends on the 

importation of 80 % of the fertilizers to maintain its agricultural activity. A 

promising strategy to mitigate this problem would be to incorporate beneficial 

microorganisms into the production systems that promote plant growth through 

Biological Nitrogen Fixation (BNF), Inorganic Phosphate Solubilization (ISF) and 

Indol-Acetic Acid (IAA) production. The objective of this work was to isolate and 

select plant growth promoting bacteria (PGPB) associated with the roots of 

sorghum that have biotechnological potential. For this, roots of sorghum plants, 

of the biomass and forage groups, were collected 30 days after planting, for 

isolation bacteria. For the detection of BNF the isolates were inoculated in 

semisolid medium, NFb, without nitrogen. The ISF test was perform by 

inoculating the isolates in insoluble phosphate medium as Ca3(HPO4)2. and for 

IAA test, the bacteria were cultured in 10% TSA containing L-tryptophan. Twenty 

- four isolates associated with the root of sorghum plants were obtain, 17 being 

from biomass and 7 from forage. Of these, four were positive for NBF, ISF and 

production of IAA (SB1, SB5, SF1, and SF4) and one was positive for NBF and 

production of IAA (SF6).  Since the isolates SB1 and SF1 stand out from the 

others because they have high IS, whereas the isolates SF4 and SF6 have a 

higher production of IAA. It is concluded that sorghum plants have plant growth 

promoting bacteria associated with their roots capable of performing NBF, ISF 

and produce IAA, indicating the potential of biotechnological use of these isolates. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

De acordo com a Organização das Nações Unidas para a Alimentação e 

a Agricultura (FAO, 2016), até 2050 a população mundial deverá chegar a 9 

bilhões, o que acarretará em uma maior demanda por alimentos e, 

consequentemente, o desafio de aumentar a produção agrícola de forma 

sustentável. 

No Brasil um importante fator de aumento da produtividade é o uso de 

fertilizantes químicos, porém a capacidade interna de produção é insuficiente 

para suprir sua necessidade, fazendo com que o país seja o quarto maior 

importador do insumo. Em 2015 a demanda total de fertilizantes químicos do 

Brasil foi de 30 milhões de toneladas, dos quais 14 milhões eram de 

macronutrientes primários (CRUZ et al., 2017). Para os próximos anos é 

esperado incremento no uso de fertilizantes para atender a intensificação da 

agricultura, o que resultará em um aumento dos custos de produção.  

Para suprir essa demanda o país importa 73% do seu fertilizante 

nitrogenado, 34% do fosfatado e 92% do potássico (DEPEC – Bradesco, 2017). 

Essa dependência pelo mercado externo tem sido motivo de preocupação já que 

possui efeito direto sobre o custo de produção da lavoura e, tanto o uso 

indiscriminado quanto o método de produção desses fertilizantes ocasionam 

sérios problemas de ordem ambiental, tais como a produção de chuva ácida, 

contaminação de lençol freático e eutrofização de cursos d’água (MARTINELLI, 

2007; ROSOLEM et al., 2003). Neste contexto, é importante o desenvolvimento 

de novas tecnologias sustentáveis que proporcionem a diminuição do uso de 

fertilizantes químicos aplicados no cultivo de culturas agrícolas, havendo assim 

diminuição no custo de implementação da lavoura sem afetar a produção final. 

Uma alternativa é o uso de Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal 

(BPCV), que atuam por meio de diversos mecanismos, tais como a capacidade 

de realizar a Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN); solubilização de fosfato 

inorgânico (SFI) e a produção de ácido indol-acético (AIA) (KUKLINSKY-

SOBRAL et al., 2004; PEDRINHO et al., 2010; VERMA ET al., 2001), esse grupo 

de micro-organismos pode colonizar a rizosfera, a superfície das raízes 

(rizoplano) ou o interior dos tecidos vegetais onde exerce um efeito benéfico no 

desenvolvimento e sanidade das plantas (HUNGRIA et al., 2010). As BPCV são 
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encontradas em associação com espécies de gramíneas de importância 

comercial, como trigo (KENNEDY et al., 1997), arroz (KUSS et al., 2007), milho 

(ALVES et al., 2014), cana-de-açúcar (WEI et al., 2014) e braquiária (BRASIL et 

al., 2005). Para algumas gramíneas como cana de açúcar e  milho, já existem 

estudos sobre o uso desses micro-organismos que mostram redução no uso de 

fertilizantes nitrogenados durante o cultivo dessas culturas, além de outros 

benefícios acarretados pela adoção dessa tecnologia como a maior 

sustentabilidade do sistema (ALVES et al., 2014; BODDEY et al., 1991; 

HUNGRIA et al., 2010; WEI et al., 2014).  

Assim como outras gramíneas o sorgo possui potencial para realizar 

associações com BPCV (COELHO et al., 2009). Com a evolução dos estudos 

espera-se identificar micro-organismos com maior eficiência em promover o 

crescimento vegetal em associações com a cultura, bem como determinar as 

condições ótimas para a interação entre o sorgo e as bactérias de modo a 

maximizar o rendimento em termos de produtividade agrícola através da 

promoção do crescimento vegetal. Dessa forma, há possibilidade de se reduzir 

o uso de fertilizantes durante o seu cultivo, o que pode resultar em benefícios 

tanto econômicos, quanto ambientais e sociais. Busca-se também diminuir os 

riscos e o investimento inicial atrelado ao plantio do sorgo na safrinha, 

encorajando sua produção e impulsionando o setor agropecuário e 

bioenergético. Entretanto, apesar de algumas pesquisas demonstrarem a 

presença dessas bactérias vivendo tanto na rizosfera quanto de forma endofítica 

associadas com plantas de sorgo, os resultados ainda são escassos. Assim, há 

necessidade de maiores estudos que abordem essa associação. 

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho isolar, identificar e 

caracterizar bactérias fixadoras de nitrogênio, com potencial de uso 

biotecnológico, associadas às raízes de plantas de sorgo. Além dos mecanismos 

de promoção de crescimento vegetal relacionados à solubilização de fosfato 

inorgânico e produção de ácido indol-acético presentes nessas bactérias. 

 

 

 



 

 

3 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Sorgo e sistemas de produção 

Uma das culturas que tem chamado atenção e está ganhando espaço no 

mercado agrícola devido ao seu uso diversificado é o sorgo (Sorghum bicolor L. 

Moench). O sorgo é originário do continente Africano, onde foi domesticado e, a 

partir de então, teve sua dispersão para outras partes do mundo (DE WET, 1978; 

Harlan,1971). A cultura possui um grande potencial econômico e sua utilização  

destina-se para os mais variados fins, podendo o grão ser utilizado como 

alimento humano, como fonte energética em ração animal (DICKO et al., 2006) 

e na produção de forragem para ruminantes (SANTOS et al., 2013). Além disto, 

sua panícula pode ser utilizada na fabricação de vassouras (BERENJI; 

DAHLBERG, 2004), e seu cultivo, nos últimos anos, tem sido considerado uma 

promissora fonte para a produção de biocombustíveis (ANTONOPOULOU et al., 

2008). Atualmente é o quinto cereal mais produzido no mundo perdendo 

somente para trigo, arroz, milho e cevada. Assim, espera-se que ocorra um 

aumento substancial na área cultivada no país, principalmente devido ao 

interesse que tem despertado para o setor bioenergético, o que acarretará em 

aumento no uso de fertilizantes. 

 Devido a características que lhe confere grande capacidade de suportar 

estresses ambientais, como altas temperaturas e déficit hídrico, seu cultivo é de 

grande importância em regiões áridas, semiáridas ou que apresentam tais 

problemas durante o ano. Assim, a cultura tem sido amplamente cultivada na 

segunda safra, isto é, em sucessão a culturas de verão (COELHO et al., 2002), 

seu cultivo predomina de fevereiro a abril em sucessão a cultura da soja precoce. 

Com esse sistema de produção é possível o plantio em áreas marginais onde o 

milho não se adapta bem (RODRIGUES, 2009).  

Porém, o cultivo de segunda safra corresponde ao período que as 

condições climáticas são mais desfavoráveis, assim há menor investimento por 

parte dos produtores, principalmente em fertilizantes, visto o elevado preço do 

insumo e o maior risco. Devido ao menor investimento, o desempenho da cultura 

fica aquém do que se é esperado. Em relação à nutrição mineral, existe forte 

tendência e necessidade de otimizar a adubação na época da segunda safra, o 

que constitui um fator limitante à atividade agrícola (SCIVITTARO et al., 2005). 
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Ou seja, no caso do sorgo, que é cultivado em ambientes e épocas limitantes, 

novas tecnologias que diminuam a dependência por fertilizantes químicos 

tornam-se mais importante para reduzir os riscos do investimento.  

2.2 Mecanismo de promoção de Crescimento Vegetal 

O Brasil é atualmente o terceiro maior exportador agrícola, entretanto 

também é o quarto maior importador de fertilizantes químicos. Essa dependência 

pelo mercado externo gera certa preocupação devido ao efeito direto sobre o 

custo de produção da lavoura, além da preocupação com o uso indiscriminado 

desses fertilizantes que pode trazer riscos ambientais, tais como a eutrofização 

do lençol freático e emissão de gases.  

Dessa forma, o desenvolvimento de novas tecnologias para o setor é 

importante para a diminuição da dependência pelo uso desses fertilizante e 

maior sustentabilidade do sistema de produção agrícola. Uma das alternativas 

que pode sanar esse gargalo é o uso de inoculantes à base de Bactérias 

Promotoras do Crescimento Vegetal (BPCV), esse grupo de micro-organismos 

pode colonizar a rizosfera, a superfície das raízes (rizoplano) ou o interior dos 

tecidos vegetais onde exercem um efeito benéfico no desenvolvimento e 

sanidade das plantas (MARIANO et al., 2004). Essas bactérias podem atuar 

tanto de forma direta, suprindo a necessidade das plantas por água e nutrientes, 

pelos de mecanismos como a Fixação Biológica de Nitrogenio (FBN) e 

Solubilização de Fosfato Inorganico (SFI) entre outros (KUKLINSKY-SOBRAL et 

al., 2004; VERMA et al., 2001). Ou de forma indireta, como indução de 

resistência sistêmica e agentes de biocontrole (MARIANO et al., 2004). 

2.2.1 Fixação Biológica de Nitrogênio 

O nitrogênio é um macro nutriente essencial a todas as formas de vida e 

o quarto elemento mais demandado pelos vegetais, possuindo papel 

fundamental em diversos processos fisiológicos, tais como, fotossíntese, 

respiração, crescimento e diferenciação celular  (FAGUNDES et al., 2007; 

NUNES et al., 1993; LOBO et al., 1988). Além disto, este é constituinte de 

macromoléculas essenciais como enzimas, proteínas, ácidos nucléicos, clorofila, 

proteínas de armazenamento e paredes celulares (HARPER, 1994). Na 

atmosfera terrestre o N2 é altamente abundante, correspondendo a 
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aproximadamente 80% do total na forma de gás dinitrogênio (N2). No entanto, 

esta forma é inerte, o que se deve a características intrínsecas da molécula, tais 

como à sua ordem de ligação, não-polaridade da molécula, alta energia de 

ionização e presença de triplas ligações (SPRENT; SPRENT, 1990). Devido a 

essa inatividade, a maioria dos organismos não possui a capacidade de utilizar 

o N2 para suprir suas necessidades nutricionais. Assim, as plantas obtêm 

nitrogênio na forma de nitrato ou amônio por meio da atividade das raízes (SANTI 

et al., 2013). Atualmente a maneira mais utilizada para fornecer nitrogênio na 

forma assimilável às plantas é através da adubação com fertilizantes sintéticos. 

Porém, estes são fabricados pelo método Harber-Bosch, que ocorre sob alta 

temperatura (aproximadamente 500 °C) e pressão (200-600 atm) e requer a 

queima de uma grande quantidade de combustíveis fósseis, tornando o processo 

oneroso e contribuindo direta e indiretamente para a poluição ambiental (LEIGH, 

1998; LUTZENBERGER, 2001). 

De acordo com Gruber et al. (2008), um importante processo de 

ocorrência natural que suporta o desenvolvimento da vida sem a introdução de 

fertilizantes nitrogenados consiste na conversão de N2 a NH3, conhecido como 

fixação de nitrogênio, que pode ocorrer naturalmente por meio da atividade 

biológica de micro-organismos presentes tanto no solo quanto no tecido vegetal 

(também chamado de fixação biológica de nitrogênio). A fixação do N2 é um 

processo de grande importância para a agricultura, dado que este nutriente é 

frequentemente o principal limitante da produção agrícola no mundo (SMIL et al., 

2004).  

Segundo Franche et al. (2009), a FBN é realizada exclusivamente por 

micro-organismos pertencentes ao grupo dos procariotos, podendo estes serem 

de vida livre ou simbióticos. Os micro-organismos que possuem a capacidade de 

realizar a FBN são chamados de diazotróficos e utilizam-se da atividade de um 

grande complexo enzimático, chamado Complexo da Nitrogenase, para catalisar 

a conversão de dinitrogênio à amônia, que pode ser então utilizada pelas plantas 

em seu metabolismo. 

As bactérias diazotróficas podem ser separadas em três grupos: 

diazotróficoss de vida livre; diazotróficos associativos e os diazotróficos 

simbióticos. Os diazotróficos de vida livre e os associativos são frequentemente 
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encontrados em associações não simbióticas com monocotiledôneas (EVANS; 

BURRIS 1992).  A despeito dos micro-organismos de vida livre, que possuem de 

maneira geral uma baixa eficiência no processo de FBN, os micro-organismos 

que se associam a plantas leguminosas e não-leguminosas formando nódulos 

são os mais eficientes e também específicos. Dentre os micro-organismos 

diazotróficos podem ser citados: rizóbios (bactérias Gram-negativas membros 

do filo Proteobacteria), os quais se associam com plantas leguminosas, 

formando nódulos; Frankia sp. e cianobactérias como Nostoc sp. Além disto, 

alguns outros micro-organismos por sua vez formam simbioses associativas com 

plantas, ou são endofíticos, fixando nitrogênio, como Azospirillum spp., Azoarcus 

spp. e Herbaspirillum (SANTI, 2013). 

2.2.2 Solubilização de Fosfato Inorgânico 

O fósforo (P) é um macronutriente essencial às plantas, possuindo papel 

fundamental em diversos processos fisiológicos tais como armazenador de 

energia; atividade das enzimas relacionadas à respiração e influência no 

processo de fotossíntese.  

Embora o P esteja presente no solo, a maior parte desse nutriente 

encontra-se em formas não disponíveis para as culturas. Isso ocorre devido à 

interação com o cálcio, alumínio e ferro. Dessa forma acontece a retenção do P 

adicionado ao solo em formas lábeis ou não, seja através da precipitação deste 

em solução com formas iônicas de cálcio, ferro e alumínio, ou sua adsorção à 

superfície de óxidos, hidróxidos e oxi-hidróxidos de ferro e alumínio, dando 

origem aos fosfatos inorgânicos insolúveis (ALEXANDER, 1961; NOVAIS; 

SMITH, 1999). Devido a essas características, atualmente o P é fornecido para 

as plantas através de fertilizantes químicos fosfatados solúveis, entretanto 

devido à sua dinâmica no solo, a dose recomenda é geralmente superior à 

necessária para as culturas. 

 Dessa forma, micro-organismos solubilizadores de fosfatos são de 

grande importância na disponibilização dessas formas inorgânicas de P e, assim, 

no aumento do teor desse elemento na solução do solo em formas disponíveis 

para a absorção pelas raízes das plantas. A atividade bioquímica das BPCV 

pode aumentar sensivelmente a absorção do P pelas plantas, tornando-as uma 
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das principais alternativas sustentáveis para aumentar a disponibilidade deste 

nutriente (ALEXANDER, 1961). 

Esses micro-organismos atuam por meio de diferentes mecanismos como 

extrusão de prótons H+; produção de exopolissacarídeos; produção de 

sideroforos e quelação (BOMFETI et al., 2011; GYANESHWAR et al., 2002; 

HAMDALI et al., 2008; ILLMER; SHINNER, 1992; YU et al., 2011). Porém o 

principal contribuinte para a solubilização de fosfato é a produção de ácidos 

orgânicos (SOUCHIE et al., 2005; BARROSO; NAHAS, 2008). Nos últimos anos 

vários micro-organismos solubilizadores de fosfatos têm sido descritos na 

literatura com capacidade de solubilizar diferentes complexos de P in vitro, sendo 

que esta solubilização está relacionada na maioria das vezes com a diminuição 

do pH do meio. 

2.2.3 Produção de Ácido Indol-acético 

O fitohormônio ácido indol-acético (AIA), da classe das auxinas, que atua 

no crescimento e desenvolvimento dos vegetais (LOPER; SCHROTH, 1986) é 

sintetizado no meristema apical das plantas, mas também existem micro-

organismos capazes de sintetiza-lo em associação com vegetais.  

Alguns estudos demonstram a capacidade in vitro de BPCV em sintetizar 

reguladores de crescimento vegetal (ARSHAD; FRANKENBERGER, 1998). Um 

desses é o fitohormônio AIA. O AIA pode ser sintetizado por diferentes vias 

metabólicas, porém, a principal é a que utiliza o aminoácido L-triptofano como 

precursor fisiológico na biossíntese de auxinas (KHALID et al., 2004). Estudos 

demonstram a ocorrência de duas vias biosintéticas de AIA dependentes de 

triptofano, via do ácido índole-3-acetamida (IAM) e via do ácido índole-3-piruvato 

(IpyA) (PRISEN et al., 1993).  

A inoculação com essas bactérias aumenta a superfície de absorção das 

raízes, o que resulta em maior volume de substrato do solo explorado devido a 

modificação da morfologia do sistema radicular e aumento do número de 

radicelas (OKON; VANDERLEYDEN, 1997). Também pode ter efeito benéfico 

na germinação das sementes (SCHINDWEN et al., 2008). Entretanto elevadas 

concentrações de AIA podem levar a problemas de toxidez e inibição do 
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desenvolvimento e crescimento vegetal (FETT NETO et al., 1992; 

GRATTAPAGLIA; MACHADO 1998; SALISBURY; ROOS 1991). 

2.3 Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (BPCV) associada a 

gramíneas  

As BPCV formam associação com diferentes espécies de gramíneas com 

importância comercial, tais como trigo, arroz, milho, braquiária e sorgo, os 

gêneros descritos mais conhecidos em associação com essas gramíneas são 

Burkholderia, Bradyrhizobium, Rhizobium e Azozpirillum (HUNGRIA et al. 2010).  

Um dos gêneros mais conhecidos e estudados em associação com gramíneas 

é o Azospirillum, esse grupo de micro-organismos coloniza tanto o interior quanto 

a superfície das raízes (BALDANI et al., 1986; MICHIELS et al., 1989). Estudos 

envolvendo diferentes espécies de plantas têm demonstrado que pode ocorrer 

um ganho de produção de 5 a 30% devido à inoculação com Azospirillum 

(OKON; LANBADERA-GONZALES, 1994). Essas características como alta 

capacidade de realizar o processo de FBN, possuir efeitos benéficos quando 

inoculados em plantas bem documentados e sua fácil identificação, o gênero 

Azospirillum é considerado um organismo modelo para o estudo de associações 

entre planta e micro-organismo (MICHIELS et al., 1989). Também podemos citar 

como exemplos de micro-organismos que possuem sucesso na promoção do 

crescimento vegetal bactérias do gênero Beijirinckia em cana de açúcar e 

Azotobacter em grama batatais (VINHAL-FREITAS; RODRIGUES, 2010). 

Entre as gramíneas, as culturas que têm sido melhor estudadas e 

demonstram relativo sucesso na capacidade de realizar associações eficientes 

com BPCV estão a cana-de-açúcar (BODDEY et al., 1991, 1995; TAULÉ et al., 

2012; WEI et al., 2014) e o milho (ALVES et al., 2014; DE SALAMONE et al., 

1996; MONTAÑEZ et al., 2009;). Outras culturas como o sorgo (COELHO et al., 

2009), trigo (KENNEDY et al., 1997), arroz (BODDEY et al., 1995; KUSS et al., 

2007) e braquiária (BRASIL et al., 2005) também demonstram um grande 

potencial para o estabelecimento desse tipo de associação. 

Um importante mecanismo de promoção de crescimento é a Fixação 

Biológica de Nitrogênio. Plantas pertencentes à família Poaceae não formam 

associações simbióticas para a fixação de nitrogênio, sendo menos eficientes no 

processo que as plantas leguminosas que interagem com rizóbios, por exemplo, 
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a soja (SPRENT; SPRENT, 1990). Apesar disto, atualmente tem se dado grande 

importância para a FBN em gramíneas, visando diminuir os gastos com adubos 

nitrogenados, principalmente para culturas que possuem grande valor 

econômico como a cana-de-açúcar, milho, braquiária e sorgo (DOBEREINER, 

1992). Este interesse se deve em parte ao fato destas possuírem um maior 

aproveitamento de água, devido a sua maior eficiência fotossintética e também, 

devido à sua maior eficiência no uso do nitrogênio. Dessa forma, mesmo que 

apenas parte do N seja fornecido através da associação com micro-organismos 

diazotróficos, a economia seria similar àquela verificada em leguminosas 

(DOBEREINER, 1992). 

Algumas variedades de cana-de-açúcar podem obter uma grande 

contribuição de N através da FBN, chegando em 60 a 80% do N total da planta 

(BODDEY et al., 1991). Hungria e colaboradores (2010), ao avaliarem a 

eficiência agronômica da inoculação de Azospirillum brasilense na cultura do 

milho, observaram que algumas estirpes proporcionaram incrementos de 662 a 

823 kg ha-1 na produtividade de grãos, equivalentes à 24 a 30% em relação ao 

tratamento controle que não foi inoculado.  

 A atividade bioquímica das BPCV também pode aumentar sensivelmente 

a absorção de fósforo (P) pelas plantas, o que as tornam uma das principais 

alternativas sustentáveis para aumentar a disponibilidade deste nutriente que é 

um dos mais limitantes para o crescimento e desenvolvimento vegetal. A 

dinâmica do P em solos é complexa por causa do fenômeno de fixação que 

ocorre devido à afinidade que o P possui em formar complexos com o Cálcio 

(Ca), Ferro (Fe) e Alumínio (Al) (RAIJ, 2004), o qual fica retido nas partículas de 

solo em formas estáveis de fosfato inorgânico e aqueles formados pela aplicação 

de fontes solúveis (ALEXANDER, 1961). O uso dessas bactérias pode diminuir 

a aplicação de fertilizantes fosfatados, uma vez que ocorre o melhor 

aproveitamento dos fosfatos inorgânicos insolúveis. Esse é o caso de isolados 

de rizóbio, por exemplo, que além de fixar o nitrogênio atmosférico, também 

possuem a capacidade de solubilizar fosfatos, o que faz com que seja uma 

alternativa de uso em espécies de Gramíneas (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999). 

Os mecanismos de liberação de nutrientes pelas BPCV para as plantas 

somam-se à capacidade de produção de hormônios como o ácido indol-acético 
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(AIA) do grupo das auxinas, que exerce efeito sobre crescimento e 

desenvolvimento das plantas. A inoculação com essas bactérias aumenta a 

superfície de absorção das raízes, o que resulta em maior volume de substrato 

do solo explorado. Isso ocorre pois o AIA microbiano pode atuar modificando a 

morfologia do sistema radicular e aumentando o número de radicelas (OKON; 

VANDERLEYDEN, 1997). 

Entretanto, o uso dessa tecnologia ainda encontra alguns obstáculos que 

impedem sua maior adoção por parte dos agricultores. Apesar de se apresentar 

como promissora, existe certa inconsistência das respostas à inoculação, que 

normalmente está relacionada às interações com a biota do solo que é complexa 

e à qualidade dos inoculantes à base de BPCV encontrados no mercado. O que 

torna importante maiores estudos que visem conhecer melhor a interação entre 

gramíneas e esses micro-organismos e, assim, selecionar àquelas espécies 

realmente eficazes para um futuro uso biotecnológico. 

2.4 Bacterias promotoras do crescimento vegetal associadas ao sorgo 

(Sorghum bicolor L. Moench) 

No Brasil o sorgo tem sido amplamente cultivado na segunda safra, isto 

é, em sucessão a culturas de verão (COELHO et al., 2002). Nesse sistema de 

cultivo, como as condições climáticas são adversas, há menor investimento 

devido ao maior risco. Isso faz com que a presença de BPCV que atuam por 

meio de diversos mecanismos, tais como Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN), 

capacidade de Solubilizar Fosfato inorgânico (SFI) e a produção de Ácido-Indol-

Acético (AIA) possa ser alternativa sustentável para redução de custos sem 

afetar a produção final. 

Para a cultura do sorgo os estudos envolvendo BPCV ainda são escassos. 

Entretanto, algumas pesquisas têm demonstrado a presença dessas bactérias 

vivendo tanto na rizosfera quanto de forma endofítica associadas com as plantas, 

podemos citar: Herbaspirillum, Azospirillum, Klebsiella, Enterobacter, 

Burkholderia (COELHO et al., 2008, 2009; JAMES et al., 1997; MAREQUE et al., 

2015; MOREIRA et al., 2013; ZINNIEL et al., 2002).  

Dentre as BPCV descritas na literatura em associação com plantas de 

sorgo, algumas apresentam resultados promissores quanto a contribuição de 
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nitrogênio para as plantas via FBN. Azospirillum, Acetobacter, Herbasplirillum e 

Azotobacter sp. são alguns exemplos de bactérias promotoras de crescimento 

encontradas em associação com plantas de sorgo que podem aumentar a 

produtividade das plantas através da fixação de N2 e produção de fitohormônios 

(BASAGLIA et al., 2003; KENNEDY et al., 1997; MAREQUE et al., 2015). 

Stein e colaboradores (1997) ao realizarem a técnica de diluição isotópica 

com 15N para avaliar a contribuição da FBN em plantas de sorgo inoculadas com 

Azoarcus sp. observaram que 10,7% do N no caule e 2% do N na raiz eram 

derivados da fixação de N2 atmosférico, demostrando assim, que tais bactérias 

podem ser eficientes na realização do processo de FBN quando em associação 

com o sorgo.  

Zinniel e colaboradores (2002) demonstraram que Gluconacetobacter 

diazotrophicus podem contribuir com a FBN na cultura. Através da diluição 

isotópica com 15N foi observado que plantas inoculadas obtiveram de 5 a 45% 

do nitrogênio através da FBN. Também foi observado que a contribuição através 

da inoculação foi maior aos 30 dias após a inoculaçao. Essa bactéria está 

presente na planta de forma endofítica em raízes, colmo e folhas, o que indica o 

potencial para uso agronômico para o sorgo, sendo que existe uma correlação 

positiva entre o teor de sacarose de diferentes genótipos e a proporção de 

plantas colonizadas, sugerindo assim que trabalhos futuros devem ser 

realizados com foco em genótipos de sorgo com maiores concentrações de 

açucares (YOON et al., 2016). 

Dentre as bactérias fixadoras de N em associação com o sorgo, as 

pertencentes ao gênero Azospirillum são as que apresentam maiores relatos e 

estudos na literatura. Patil (2014) durante a realização de um estudo de campo, 

em que se avaliou a utilização de Azosprillium com material orgânico e ureia na 

produtividade de sorgo de inverno durante três anos, a fim de alcançar os 

melhores resultados com a utilização mínima de N, observou que ao aplicar 50% 

da dose recomendada através de uréia e 50% através de materiais orgânicos e 

de tratamento de sementes com Azospirillum produziu-se um rendimento de 

grãos cerca de de 32 a 66%. Enquanto isso, o aumento no rendimento de grãos 

quando foi aplicada 100% da dose recomendada na forma de ureia foi de 37 a 

67% em comparação com a dose de 0 kg de nitrogênio por ha-1 . Os autores 
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observaram então que a inoculação de sementes com Azospirillum é capaz de 

fixar cerca de 10 a 25 kg N ha-1. Kushwaha e colaboradores (2014) descrevem 

que 25% da fertilização nitrogenada para o sorgo pode ser reduzida através da 

inoculaçao com Azospirillum. 

Em relação à solubilização de fosfato inorgânico alguns gêneros dessas 

bactérias como Acinetobacter; Bacillus; Pseudomonas e Micrococcus tem sido 

relatado em associação com plantas de sorgo (CHANDRASEKERAN; 

MAHALINGAM, 2014). A Inoculação com essas bactérias tem demonstrado um 

aumento na material seca de caule e raiz (SRINIVASAN et al., 2011).  De acordo 

com Alagawadi e Gaur (1992) a inoculação de plantas de sorgo com bacterias 

solubilizadoras de fosfato levam a um incremento na produção final.  

Outra característica importante dessas bactérias encontradas em 

associação com o sorgo e outras gramíneas é a produção de diversas 

substâncias que são responsáveis pala promoção do crescimento vegetal, 

principalmente fitohormônios tais como auxinas, giberelinas e citocininas 

(RUPAEDAH et al., 2014; SRINIVASAN et al., 2011). Plantas de sorgo em 

condições de estresse hídrico possuem um melhor desenvolvimento quando 

inoculadas com BPCV em relação àquelas não inoculadas (SARIG et al., 1988). 

A inoculação tem um efeito na massa do colmo (60%), acúmulo de biomassa (17 

– 24%) e número de grãos por panícula (17 – 24%), sendo que o número de 

grãos por panícula é considerado o fator mais afetado pelo estresse hídrico. O 

teor de N também foi maior em plantas inoculadas. As plantas inoculadas tiveram 

uma maior área foliar, assim, cresceram melhor mantendo constante sua 

evapotranspiração e atividade estomática, enquanto que em plantas não 

inoculadas ambos foram reduzidos. Esses resultados podem ser devidos ao fato 

de que além, dessas bactérias promoverem ganhos através da FBN, também 

promovem aumento da superfície de absorção das raízes, o que resulta em 

maior volume de substrato do solo explorado devido a modificação da morfologia 

do sistema radicular e aumento do número de radicelas, o que estaria 

relacionado com a produção por esses micro-organismos de fitohôrmonios tais 

como o ácido-indol-acético (AIA) (OKON; VANDERLEYDEN, 1997).  

Esses resultados demonstram a capacidade de BPCV atuarem como 

promotores do crescimento vegetal em plantas de sorgo por meio de diferentes 
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mecanismos, e não somente da FBN. Entretanto, apesar de algumas bactérias 

se mostrarem promissoras, esse tipo de associação é complexa e, assim, 

algumas características devem ser levadas em consideração para que estudos 

futuros possam ser aprofundados. No caso do sorgo, que é cultivado em 

ambientes e épocas limitantes, a promoção do crescimento vegetal através de 

micro-organismos torna-se ainda mais importante para reduzir os riscos do 

investimento. Porém, apesar de ser bem documentada em associações com 

outras gramíneas, são poucos os relatos na literatura da associação entre BPCV 

e plantas de sorgo, assim, há necessidade de maiores estudos que abordem 

essa associação. 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

O trabalho foi realizado nos Departamentos de Fitotecnia e de 

Microbiologia Agrícola, laboratórios de sorgo, associações micorrízicas e 

genética de micro-organismos, pertencentes à Universidade Federal de Viçosa 

(UFV). 

A seguir é apresentado o fluxograma com as etapas de execução da 

pesquisa (Figura 1).  

 

Figura 1 – Fluxograma com as etapas de execução da pesquisa desde a 
amostragem de plantas de sorgo pertencentes aos grupos biomassa e 
forrageiro, até a seleção dos isolados in vitro considerados promissores.  

3.1 Local e Amostragem 

Foram coletadas raízes de seis plantas de sorgo pertencentes a cada um 

dos grupos biomassa e forrageiro, cultivadas no Campo Experimental “Diogo 

Primeira Etapa: 

Amostragem 

Segunda Etapa: 

Isolamento 

Terceira Etapa: 

Identificação 

 

Quinta Etapa: 

Seleção (in vitro) 

Quarta Etapa: 

Caracterização Fisiológica 
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Alves de Mello” (lat 20º 45' 14" S, long 42º 52' 55" O e alt 648 m), da Universidade 

Federal de Viçosa (UFV), Viçosa, MG, Brasil.  

O solo do local é classificado, conforme Embrapa (2011), como Argissolo 

Vermelho Amarelo distrófico, de textura argilosa. Os resultados da análise 

química do solo referentes à camada de 0 a 20 cm de profundidade 

apresentaram as seguintes características: pH (H2O) = 5,87; P = 14,7 mg dm-3; 

K = 45 mg dm-3; Ca2+= 3,44 cmolc dm-3; Mg2+= 1,25 mg dm-3; Al3+ = 0,0 cmolc dm-

3; H + Al = 3,6 cmolc dm-3; SB= 4,81 cmolc dm-3; CTC(t) = 4,81 cmolc dm-3; CTC 

(T)= 8,41 cmolc dm-3, V = 57,2% e MO= 2,79 dag kg-1.  

A coleta foi realizada em pontos aleatórios aos 30 dias após o plantio, 

antes de ser realizada a adubação de cobertura, e as raízes coletadas foram 

armazenadas em gelo durante o transporte, em seguidas colocadas em 

geladeira por 48 horas e utilizadas para o isolamento de bactérias endofíticas 

promotoras de crescimento vegetal.  

3.2 Isolamento  

Para a desinfestação das raízes, foi utilizado o método com hipoclorito de 

sódio (ARAÚJO et al., 2001; PEREIRA et al., 1993), que consiste em lavar as 

raízes em água corrente, retirar 1 g, retirar o excesso de água e desinfestar 

superficialmente, com as seguintes etapas: imersão das raízes por 1:30 min. em 

álcool 70%, 4 min. em hipoclorito de sódio 2,5%, 30 seg. em álcool 70% e lavar 

duas vezes em água destilada esterilizada por 2 min. Após essa etapa as raízes 

desinfestadas foram trituradas em 9 mL de solução salina (8,5 g L-1 de NaCl), 

sendo essa a diluição 10-1, e mantidas em repouso por 1 h, então, foram 

realizadas as diluições 10-2 e 10-3. De cada uma das diluições, alíquotas de 100 

µL foram inoculadas em triplicata, em placas de Petri contendo 20 mL dos meios 

sólidos JNFb e NFb (DÖBEREINER et al., 1992). As placas inoculadas foram 

incubadas a 28 °C até o aparecimento de crescimento microbiano.   

3.3 Identificação 

3.3.1 Purificação de bactérias  

Para a obtenção de cultura pura, foi realizada a transferência das culturas 

para os meios sólidos, JNFb e NFb (DÖBEREINER et al., 1992), mantendo-se o 
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sistema a 28 °C por 5 dias para a visualização das colônias. As diferentes 

colônias obtidas foram riscadas em placas de Petri contendo o meio de cultura 

batata-dextrose-ágar (BDA). Após a obtenção das culturas puras, as bactérias 

foram transferidas para o meio líquido NBY com glicerol e armazenadas a -80 °C 

para preservação. 

3.3.2 Extração de DNA 

O protocolo de extração térmica foi adaptado de ROWLANDS et al. 

(2006). Cada colônia foi transferida para um micro tubo com 1 mL de água 

ultrapura (Milli-Q) e levada ao banho fervente por 5 min e em seguida ao banho 

de gelo por mais 5 min. Depois centrifugado à 10.000 rpm por 5 min. Ao final 

deste processo foram retirados 600 μL do sobrenadante e descartado o 

precipitado. 

3.3.3 Amplificação do gene 16S rDNA e sequenciamento 

Após a extração do DNA de cada isolado o sequenciamento foi realizado 

a partir da amplificação do gene 16S rDNA bacteriano. Para a amplificação do 

gene os iniciadores utilizados foram o 27F (5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 

1492R (5’ ACGGCTACCTTGTTACGACTT) (LANE,1991). A reação de PCR 

consistiu em 20 ng de DNA total, 0,2 μM de cada iniciador, 200 μM de dNTP, 2 

mM de MgCl2, 0,5 mg mL-1 de BSA e 1,25 U de GO Taq DNA polimerase em um 

volume final de 50 μL. Na reação com os inciadores 27F/1492R foram usadas 

as seguintes condições de tempo e temperatura:1 ciclo 95 °C por 5 mins; 40 

ciclos de 95 °C por 1 min, 50 °C por 1 min e 72 °C por 2 min; e, finalmente, 1 

ciclo de 72 °C por 7 min. A quantificação e visualização do produto de PCR 16S 

rDNA foi realizada em gel de agarose a 1,5 % juntamente com um marcador de 

1500 pb.  

O sequenciamento das amostras amplificadas foi realizado utilizando-se 

o método de Sanger. As sequências foram submetidas à consulta de similaridade 

de nucleotídeos, com sequências depositadas no banco de dados GenBank 

acessado pelo site do National Center for Biotecnology Information (NCBI).  
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3.4 Caracterização Fisiológica  

3.4.1  Fixação Biológica de Nitrogênio  

Para a detecção da fixação biológica de nitrogênio foram utilizados tubos 

de cultura contendo 10 mL do meio NFb semissólido, sem nitrogênio. As 

bactérias inoculadas foram incubadas a 28 °C por 72 horas. Após este período 

foi observado a formação de película de crescimento que indica a capacidade de 

fixar nitrogênio (BODDEY et al., 1995). O experimento seguiu o delineamento 

inteiramente casualizado (DIC) com três repetições por tratamento. 

3.4.2 Solubilização de Fosfato Inorgânico  

Os isolados foram inoculados em meio de fosfato insolúvel na forma de 

Ca3(HPO4)2 e avaliados por um período de 15 dias. O índice de solubilização (IS) 

foi calculado seguindo a metodologia proposta por Berraquero et al. (1976), por 

meio da fórmula: IS = diâmetro halo (mm) / diâmetro da colônia (mm). Os 

isolados foram classificados como precoces, cujo início da solubilização se dá 

até o terceiro dia e, tardios, com início da solubilização após o terceiro dia 

(HARA; OLIVEIRA, 2005). O experimento seguiu o delineamento inteiramente 

casualizado (DIC) com quatro repetições por tratamento em esquema fatorial 

24x2, sendo: 24 isolados e 2 épocas de avaliação. 

3.4.3  Produção de Ácido indol-acético (AIA) 

Para a quantificação de AIA, as bactérias foram cultivadas em meio líquido 

TSA 10 % contendo L-triptofano (5 mM), e incubadas no escuro a 28 °C por 24 

h. sob agitação constante de 120 rpm. Após este período de incubação, realizou-

se centrifugação por 6 min a 10.000 rpm e 900 μL do sobrenadante foram 

coletados e colocados em cubetas adicionando-se 400 μL do Reagente de 

Salkowski (BRIC et al., 1991), as amostras ficaram incubadas por 30 min em 

temperatura ambiente. Após este período foram realizadas leituras no 

espectrofotômetro com comprimento de onda de 520 nm. As leituras foram 

normalizadas através da curva padrão obtidas por meio de diferentes 

concentrações de AIA comercial (Figura 2). O experimento seguiu o 

delineamento inteiramente casualizado (DIC) com três repetições por 

tratamento. 
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Figura 2 – Curva padrão utilizada para determinação da concentração de AIA 
(μ/ mL). 
 
3.5 Seleção (in vitro) 

A seleção dos isolados considerados promissores foi realizada de acordo 

com os resultados obtidos nos testes de caracterização fisiológica in vitro (SFI, 

AIA e FBN). Sendo que foram selecionados para posterior inoculação em plantas 

de sorgo aqueles isolados positivos para FBN e os que apresentaram os 

melhores resultados para os testes de SFI e produção de AIA.  

3.6 Análise Estatística  

Os dados foram submetidos à ANOVA seguido de teste de Tukey para 

comparação de médias (p<0,01).   

y = 5,8267x + 0,026 
R² = 0,9901 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Isolamento e identificação 

Foram obtidos 24 isolados associados às raízes de plantas de sorgo, 

sendo 17 provenientes do sorgo biomassa (SB) e 7 do sorgo forrageiro (SF) 

(Tabela 1).  

Tabela 1 – Isolados de bactérias obtidos das raízes de plantas dos grupos de 
sorgo biomassa e forrageiro. 

Grupo Identificação 

Sorgo Biomassa SB1, SB2, SB3, SB4, SB5, SB6, SB7, SB8, 

SB9, SB12, SB13, SB14, SB16, SB17, 

SB18, SB19, SB20 

Sorgo Forrageiro SF1, SF2, SF4, SF6, SF8, SF10, SF11 

 

Após a amplificação e o sequenciamento do gene 16S foram identificados 

através do BLAST, com base no banco de dados do National Center for 

Biotecnology Information (NCBI), doze gêneros associados às raízes de plantas 

de sorgo biomassa e forrageiro (Tabela 2). Todos os isolados são pertencentes 

ao domínio bactérias, sendo o gênero Streptomyces pertencente ao filo 

actinobacteria. 

Foram observadas diferenças na quantidade e entre os micro-organismos 

cultiváveis que colonizam as raízes dos grupos biomassa e forrageiro. No grupo 

biomassa foram encontradas bactérias pertencentes aos gêneros Burkholderia; 

Rhizobium; Paenilbacillus; Streptomyces; Virgibacillus e Microbacterium; 

enquanto que para o grupo forrageiro foi encontrado os gêneros Burkholderia; 

Curtobacterium; Sphingomonas; Mesorhizobium e Terriglobus. Essa variação 

também é observada no isolamento de bactérias endofiticas de diferentes 

cultivares de arroz (KNAUTH et al., 2005; KUSS et al., 2007). 
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Tabela 2 – Identificação, dos isolados de bactérias, com base na amplificação 
do gene 16S rDNA dos isolados bacterianos obtidos das raízes de plantas dos 
grupos de sorgo biomassa e forrageiro.  

Isolado Identificação *e-value Similaridade 
(%) 

SB1 Burkholderia sp. 0,0 99,90 
SB2 Streptomyces sp. 0,0 99,40 
SB3 Burkholderia sp. 0,0 99,90 
SB4 Rhizobium sp. 0,0 99,70 
SB5 Rhizobium sp. 0,0 99,80 
SB6 Paenilbacillus sp. 0,0 99,80 
SB7 Streptomyces sp. 0,0 99,90 
SB8 Streptomyces sp. 0,0 99,70 
SB9 Streptomyces sp. 0,0 99,00 

SB12 Streptomyces sp. 0,0 81,30 
SB13 Virgibacillus sp. 0,0 99,90 
SB14 Microbacterium sp. 0,0 96,20 
SB16 Microbacterium sp. 0,0 99,60 
SB17 Microbacterium sp. 0,0 99,90 
SB18 Rhizobium sp. 0,0 100,00 
SB19 Microbacterium sp. 0,0 99,80 
SB20 Roseomonas sp. 0,0 100,00 
SF1 Burkholderia sp. 0,0 99,60 
SF2 Curtobacterium sp. 0,0 100,00 
SF4 Sphingomonas sp. 0,0 99,70 
SF6 Rhizobium sp. 0,0 99,90 
SF8 Mesorhizobium sp. 0,0 99,90 

SF10 Rhizobium sp. 0,0 99,70 
SF11 Terriglobus sp. 0,0 99,70 

* e-value - medida que considera a probabilidade de o alinhamento ter ocorrido 
por acaso. 

Para plantas de sorgo a cultivar pode influenciar a densidade e 

diversidade da população microbiana associada (COELHO et al., 2009). Yoon e 

colaboradores (2016) demonstraram que há estreita relação entre planta e 

bactéria, sendo que ocorrem diferenças na densidade da população a depender 

do genótipo do sorgo. No caso da fixação biológica de nitrogênio, por exemplo, 

também pode haver diferentes graus de atividade da enzima nitrogenase de uma 

bactéria quando essa é inoculada em diferentes genótipos de sorgo (BODDEY 

et al., 1991). Essa relação entre planta e bactéria que pode acarretar diferentes 

respostas a depender do genótipo da planta foi igualmente observado em 

diferentes genótipos de trigo com Azospirillum (MILLET et al., 1984). O que pode 

estar relacionado aos diferentes compostos que são produzidos pelas plantas e 
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excretados pelas raízes, que influencia no ambiente da rizosfera (área do solo 

que sofre influência das raízes), e recrutamento de diferentes espécies 

microbianas (KOWALCHUK et al., 2002; WIELAND et al., 2001). Devido a essa 

diferença de compostos que são excretados pelas plantas existe então uma 

diferença na densidade e diversidade da microbiota da rizosfera que é refletida 

no ambiente do interior do tecido das raízes colonizado por micro-organismos 

endofiticos (BENIZRI et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2003; VALÉ et al., 2005).  

Esses gêneros têm sido relatos em associação com plantas de sorgo e 

outras gramíneas, tais como milho e cana-de-açúcar, tanto na rizosfera quanto 

de forma endofítica (COELHO et al., 2008, 2009). Sendo que os gêneros 

Burkholderia, Rhizobium e Streptomyces são relatados como promissores 

promotores de crescimento vegetal quando em associações com gramíneas 

(GOPALASKRISHNAN et al., 2013; LUVIZOTTO et al., 2010).  

O gênero Burkholderia tem sido relatado em associação com uma vasta 

gama de espécies vegetais, incluindo as gramíneas (PAUNGFOO-LONHIENNE 

et al., 2013; SANTI et al., 2013). Devido a sua versatilidade genética e fisiológica 

apresenta elevado potencial para a promoção do crescimento vegetal 

(LUVIZOTTO et al., 2010; PERIN et al., 2006). Luvizotto e colaboradores (2010) 

demonstraram que cepas de Burkholderia spp. isoladas da rizosfera de cana-de-

açúcar possuem eficientes mecanismos de promoção de crescimento vegetal 

tais como a solubilização de fosfatos, produção de ácido indol-acético (AIA) e 

inibição de agentes patogênicos. O gênero também é considerado um eficiente 

fixador de nitrogênio quando em associação com gramíneas (ELLIOTT et al., 

2006; SANTI et al., 2013), o que demonstra potencial para futuro uso 

biotecnológico.  

Bem documentado em plantas leguminosas, por serem excelentes 

fixadores de nitrogênio, o gênero Rhizobium também está presente em 

associações com gramíneas (COELHO et al., 2008, 2009). Acredita-se que em 

plantas não leguminosas a principal contribuição de bactérias pertencentes a 

esses gêneros para a promoção do crescimento vegetal é através da produção 

de fitohormonios, principalmente auxinas, como o ácido indol-acético (AIA). A 

síntese de AIA promove o crescimento das raízes e a proliferação de pêlos 

radiculares que aumentam o volume de solo explorado e, consequentemente, a 
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absorção de água e nutrientes, favorecendo o desenvolvimento da planta 

(OKON; VANDERLEYDEN, 1997). Esses micro-organismos também são 

considerados eficientes solubilizadores de fosfato inorgânico já que são capazes 

de liberar diversos ácidos orgânicos que diminuem o pH da rizosfera e dissociam 

formas de fosfato como P-Ca (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).  

O gênero Streptomyces pertencente às actinobacterias tem sido 

relacionado ao controle de doenças de plantas relacionadas a diversos 

patógenos oriundos do solo, atuando por diferentes mecanismos como a 

promoção de crescimento, competição, antibiose e produção de sideróforos e 

enzimas extracelulares (JOG et al., 2014; RAMAMOORTHY et al., 2001). 

Gopalaskrishnan e colaboradores (2013) ao inocular 5 estirpes de Streptomyces 

em plantas de sorgo sob condições de casa de vegetação observaram um efeito 

positivos no crescimento e desenvolvimento das plantas o que atribuiu à 

produção de AIA e sideróforos por essas estirpes.  

Os demais gêneros também têm sido isolados e descritos como 

promotores de crescimento em plantas gramíneas, porém com menos 

frequência.  

4.2 Fixação biológica de nitrogênio 

Dos 24 isolados obtidos 6 foram positivos para o teste de Fixação 

Biológica de Nitrogênio (FBN) (Tabela 5) representado pela formação de película 

de crescimento que indica a capacidade de fixar nitrogênio e alteração do pH do 

meio (cor azul). (Figura 6).  
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Figura 3-  Isolado SF4 inoculado em meio NFb semissólido, sem nitrogênio e . 
As incubada a 28 °C por 72 horas. Película de crescimento indica capacidade de 
fixar nitrogênio. 
 
Tabela 3 – Isolados de bactérias dos grupos de sorgo biomassa e forrageiro 
classificados em positivos (+) ou negativos (-) para o teste de Fixação Biológica 
de Nitrogênio (FBN). 

Isolado Identificação FBN 
SB1 Burkholderia sp. + 
SB2 Streptomyces sp. - 
SB3 Burkholderia sp. - 
SB4 Rhizobium sp. - 
SB5 Rhizobium sp. + 
SB6 Paenilbacillus sp. - 
SB7 Streptomyces sp. - 
SB8 Streptomyces sp. - 
SB9 Streptomyces sp. - 

SB12 Streptomyces sp. - 
SB13 Virgibacillus sp. - 
SB14 Microbacterium sp. - 
SB16 Microbacterium sp. - 
SB17 Microbacterium sp. - 
SB18 Rhizobium sp. - 
SB19 Microbacterium sp. - 
SB20 Roseomonas sp. - 
SF1 Burkholderia sp. + 
SF2 Curtobacterium sp. - 
SF4 Sphingomonas sp. + 
SF6 Agrobacterium sp. + 
SF8 Mesorhizobium sp. - 

SF10 Rhizobium sp. - 
SF11 Terriglobus sp. + 

 

Controle SF4 
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Os 6 isolados (SB1, SB5, SF1, SF4, SF6 e SF10) positivos para o teste 

de FBN são pertencentes aos gêneros: Burkholderia, Rhizobium e 

Sphingomonas.  Esses gêneros têm sido relatados na literatura como fixadores 

de nitrogênio quando em associação com plantas não leguminosas (SANTI et 

al., 2013; COCKING, 2003; RODRIGUES et al., 2006, VIDEIRA et al., 2009). 

Também há relatos da presença desses-microrganismos em associação com 

plantas de sorgo, colonizando tanto a rizosfera como o interior dos tecidos 

vegetais (COELHO et al., 2008, 2009; JAMES et al., 1997; MAREQUE et al., 

2015; MOREIRA et al., 2013; ZINNIEL et al., 2002).  

Estudos tem demonstrado a contribuição dessas bactérias para a 

obtenção de nitrogênio via a fixação biológica (TALUÉ et al., 2012). Apesar de 

bactérias endofiticas contribuírem de forma mais efetiva para a FBN, uma vez 

que a troca de nutrientes ocorre de forma direta e existe menor competição por 

fontes de carbono, a eficiência do processo em associação com gramíneas é 

menor (BALDANI et al., 1997).  

Para gramíneas o gênero melhor estudado e que possui maior 

contribuição para fixação biológica de nitrogênio é o Azospirillum, sua presença 

também já foi documentada em plantas de sorgo, porém no presente trabalho 

bactérias pertencentes ao gênero não foram isoladas. O que pode ser explicado 

pela estreita relação entre planta e bactéria que possui influencia na diversidade 

da população a depender do genótipo do sorgo (COELHO et al., 2009). 

4.3 Solubilização de Fosfato inorgânico  

As BPCV desempenham importante papel na disponibilização de formas 

inorgânicas de fosfatos, que leva ao aumento do teor P na solução do solo e, 

assim, a maior aproveitamento do nutriente e rendimento das culturas. 

Dos 24 isolados obtidos 16 foram positivos para o teste de solubilização 

de fosfato inorgânico representado pela formação do halo (área translucida) de 

solubilização ao redor das colônias (Figura 3), sendo que 10 foram classificados 

como precoce e 6 tardios em relação ao tempo de aparição do halo de 

solubilização (Tabela 3).  
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Figura 4 –  Halo (área translucida) de solubilização ao redor das colônias. 
 
Tabela 4 – Classificação dos isolados em precoce ou tardio de acordo com o 
tempo de aparecimento do halo de solubilização. 
Isolado  Início da Solubilização (dias)  Classificação 

SB1 2 Precoce 
SB2 2 Precoce 
SB4 2 Precoce 
SB5 2 Precoce 
SB7 2 Precoce 
SB8 2 Precoce 
SB12 3 Precoce 
SF1 1 Precoce 
SF8 2 Precoce 

SF10 3 Precoce 
SB13 5 Tardio 
SB14 5 Tardio 
SB16 5 Tardio 
SB19 5 Tardio 
SF2 5 Tardio 
SF4 5 Tardio 

 

Os isolados de bactérias foram classificados como precoces, cujo início 

da solubilização se dá até o terceiro dia e, tardios, com início da solubilização 

após o terceiro dia de inoculação.  

O tempo de aparição de halo de solubilização variou entre 1 e 5 dias após 

a inoculação dos isolados em meio contendo CaHPO4. Chandrasekeran e 

Mahalingam (2014) encontraram resultados semelhantes que variam entre 24 e 

48 h para o aparecimento do halo de solubilização de isolados provenientes de 

plantas de sorgo. 

 SB1 
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Os IS variaram entre os diferentes micro-organismos, dos quais os 

isolados SB1 e SF1 (Burkholderia) se destacaram dos demais por apresentarem 

elevado IS tanto inicial quanto final (Tabela 4). Sendo que o tempo de incubação 

tem influência sobre a solubilização, assim, os isolados SB1 e SF1 além de 

serem considerados precoces mantiveram o elevado índice de solubilização até 

o décimo quinto dia de avaliação, o que pode ser importante para que o fosforo 

solubilizado esteja disponível após o esgotamento da reserva da semente.  

Também foi observado que alguns isolados possuem o IS inicial maior 

que o final, o que pode ser devido ao fato desses micro-organismos solubilizarem 

apenas o necessário para suprir a demanda de seu metabolismo e cessar então 

a solubilização do fosfato visando diminuir o gasto energético.  

Tabela 5 – Índice de solubilização (IS) inicial e final dos isolados obtidos das 

raízes de sorgo pertencentes aos grupos biomassa (SB) e forrageiro (SF).  

Isolado IS (Inicial) IS (Final) 
SB1 2,20 (± 0,36) abcB 6,10 (± 0,86) aA 
SB2 1,45 (± 0,10) cB 3,04 (± 0,38) bA 
SB4 1,55 (± 0,08) bcA 2,07 (± 0,11) cA 
SB5 1,58 (± 0,09) bcA 2,10 (± 0,06) cA 
SB7 1,40 (± 0,10) cB 3,12 (± 0,21) bA 
SB8 1,49 (± 0,05) bcB 2,04 (± 0,21) cA 

SB12 1,44 (± 0,09) cA 1,63 (± 0,04) cA 
SB13 2,31 (± 0,94) abA 1,92 (± 0,64) cB 
SB14 2,33 (± 0,21) abA 1,97 (± 0,04) cA 
SB16 1,52 (± 0,26) bcA 1,95 (± 0,24) cA 
SB19 2,03 (± 0,11) abcA 1,81 (± 0,12) cA 
SF1 2,53 (± 0,23) aA 5,30 (± 0,42) aA 
SF2 1,42 (± 0,11) cA 1,66 (± 0,22) cA 
SF4 1,73 (± 0,11) abcA 1,52 (± 0,08) cA 
SF8 1,81 (± 0,27) abcA 1,81 (± 0,11) cA 

SF10 1,63 (± 0,05) bcA 1,53 (± 0,08) cA 
IS = diâmetro halo (mm) / diâmetro da colônia (mm). Médias seguidas de mesma 
letra (minúsculas para coluna e maiúsculas para linha) não diferem entre si, pelo 
teste de Tukey (p<0,01).  
 

O resultado obtido nesse trabalho corrobora com os resultados de Gomes 

et al. (2014) que, ao testarem 18 isolados entre fungos e bactérias quanto à 

solubilização de fosfato, observaram maiores taxas de solubilização para os 

isolados CMSB58, CMSB48 e CMSB82, também pertencentes ao gênero 

Burkholdheria. Diversos autores relatam que bactérias pertencentes ao gênero 

Burkholdheria são eficientes promotora de crescimento atuando na solubilização 
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de diversas fontes de fosfato, sendo que o principal mecanismo de solubilização 

de fosfato observado in vitro é através da diminuição do pH do meio devido a 

liberação de ácidos orgânicos, principalmente o ácido glucônico (SONG et al., 

2008). De acordo com CHUANG et al. (2007) o ácido glucônico é um dos 

principais ácidos orgânicos envolvidos na solubilização de fosfato de cálcio. 

Os isolados SB2 e SB7 (Streptomyces), IS 3,04 e 3,12 respectivamente, 

apesar de serem inferiores aos Isolados SB1 e SF1 apresentaram um IS superior 

aos demais. Alguns trabalhos na literatura mostram que o gênero Streptomyces 

é considerado um bom solubilizador de fosfato (JOG et al., 2014; MOLLA et al., 

1984). Sousa et al. (2009) ao inocular e incubar substrato orgânico com isolados 

de Streptomyces observaram que esses promovem maior crescimento de mudas 

de tomateiro, o crescimento das mudas pode estar associado à produção de 

substâncias reguladoras de crescimento e aos processos de mineralização e 

solubilização de nutrientes, uma vez que também foi observado pelos autores a 

capacidade dos isolados em solubilizar fosfato. Assim como para Burkholdria a 

solubilização de fosfato por Streptomyces também é caracterizada pela liberação 

de ácidos orgânicos e diminuição do pH do meio, sendo o ácido gluconico um 

dos principais responsáveis pela solubilização de diversas fontes de fosfato 

(FARTHAT et al., 2015).  

Chandrasekeran e Mahalingam (2014) relatam que isolados 

solubilizadores de fosfato provenientes da rizosfera de plantas de sorgo 

possuem valores de IS parecidos com os encontrados no presente trabalho, 

variando entre 1,23 e 1,75. Em bactérias isoladas de cana-de-açúcar o IS varia 

entre 1,21 a 3,48 (SANTOS et al., 2012). Já para bactérias isoladas de plantas 

de milho variaram entre 4,48 e 4,88 (PANDE et al., 2017). Islam et al. (2007) ao 

testar 17 isolados da rizosfera de arroz obtiveram resultados ente 1,2 e 6,7. Os 

isolados SB1 e SF1, cujo IS foi de 6,19 e 5,30, foram superiores à maioria dos 

isolados obtido pelos autores supracitados, o que demonstra potencial para a 

promoção de crescimento de plantas.  

4.4 Produção de ácido indol-acético (AIA) 

O ácido indol acético (AIA) é um fitohormônio da classe das auxinas que 

promove o alongamento celular diferencial e funciona como regulador de 
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crescimento. Essa auxina é sintetizada no meristema apical das plantas, 

podendo também ser produzida por bactérias em associação com vegetais e sua 

principal via de produção é através do aminoácido triptofano (PRISEN et al., 

1993).  

Dos 24 isolados testados 14 apresentaram a capacidade de produzir 

Ácido Indol-acético in vitro após 24 horas de incubação, sendo identificadas por 

meio de reação colorimétrica com o reagente de Salkowski, que promoveu o 

aparecimento de cor vermelha variando de intensidade de acordo com as 

concentrações de AIA presentes no meio (figura 4).  

 
Figura 5 – Reação colorimétrica com o reagente de Salkowski, que promove o 
aparecimento de cor vermelha na presença de Ácido indol-acético (AIA).  
 

A concentração de AIA variou entre 0,19 (SB14) e 5,20 (SF4) gmL-1 

(Figura 5). 

Controle SF4 
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Figura 6 – Concentração de AIA em μg mL-1 dos isolados SB1, SB4, SB5, 
SB13, SB14, SB16, SB17, SB18, SB19, SB20, SF1, SF4 e SF6. Médias 
seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,01). 

Os isolados SF4 (Sphingomonas), SF6 (Rhizobium) e SB18 (Rhizobium) 

destacaram-se por apresentarem uma maior produção de AIA em comparação 

com os demais isolados. Pedrinho et al. (2010) relatam valores parecidos para 

produção de AIA na presença de triptofano por rizobacterias isoladas de plantas 

de milho, os valores para os 27 isolados testados variaram entre 1,23 e 14,50 μg 

mL-1 nas primeiras 24 horas da avaliação, sendo que o isolado R4.1 pertencente 

ao gênero Sphingomonas apresentou uma produção de 7,73 μg mL-1, esse valor 

é próximo ao encontrado no presente trabalho, 5,40 μg mL-1, para o isolado SF4 

também pertencente a este gênero. Isolados provenientes de raízes de plantas 

de arroz irrigado também apresentaram resultados semelhantes, entre 2,49 a 

13,47 μg mL-1 após 72 horas de crescimento (KUSS et al., 2007). Bactérias 

pertencentes ao gênero Rhizhobium também são consideradas boas produtoras 

de AIA (Schindwen et al., 2008).  

Os valores obtidos no presente trabalho estão abaixo do relatado por 

outros autores, o que pode ter ocorrido devido ao tempo de avaliação do 

experimento de 24 h. Porém a aparente baixa produção de AIA in vitro por micro-

organismos pode ser algo benéfico para a planta, uma vez que elevadas 

concentrações do fitohormônio pode ter efeito contrário ao esperado e ocasionar 
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toxidez, que em alguns casos pode chegar à inibição completa do crescimento 

das raízes (FETT NETO et al., 1992; GRATTAPAGLIA; SALISBURY; ROOS 

1991). Essa toxicidade pode ser explicada pelo efeito que as auxinas possuem 

no estimulo à produção de etileno, o principal hormônio inibidor do crescimento 

das raízes (BERTELL; ELIASSON, 1992; CARY et al., 1995; STENLID, 1982). 

Schindwen e colaboradores (2008) observaram que os isolados TV-13 

(Rhizobium) possuíam uma produção de 171,1 μg mL-1 de AIA, sendo essa 

concentração prejudicial para plântulas de alface. Os mesmos autores também 

observaram que isolados de Bradyrhizobium sp. que possuem uma produção 

menor, entre 1,2 e 3,3 μg mL-1, valores parecidos com os encontrados no 

presente trabalho, aumentaram o vigor das plântulas em comparação com o 

tratamento sem inoculação. 

4.5 Solubilização de Fosfato Inorgânico, Produção de Ácido Indol-Acético, 

Fixação Biológica de Nitrogênio e Seleção (in vitro) 

No presente trabalho dos 24 isolados 4 apresentaram os 3 mecanismos 

de promoção de crescimento testados in vitro, 6 apresentaram 2 mecanismos, 

10 apresentaram pelo menos 1 mecanismo e 4 não apresentaram nas condições 

testadas neste trabalho, in vitro, os mecanismos de promoção de crescimento 

estudados (Tabela 6 e Figura 7).  

Bactérias promotoras de crescimento vegetal podem apresentar 

diferentes mecanismos de atuação (LODEWYCKX et al., 2002; STURZ et al., 

2010). Há relatos na literatura de bactérias que podem ter um ou mais 

mecanismos de promoção de crescimento (CHAUHAN et al., 2017). Kuss e 

colaboradores (2007) observaram que bactérias isoladas de plantas de arroz 

possuem os mecanismos de promoção de crescimento associados à fixação 

biológica de nitrogênio e produção de Ácido indol-acético.  
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Tabela 6 - Isolados de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) 
associadas às raízes de plantas de sorgo biomassa (SB) e sorgo forrageiro (SF), 
quanto a capacidade de realizar, solubilização de fosfato (SFI), produção de 
ácido-indol-acético (AIA) e fixação biológica de nitrogênio (FBN). 

Isolado Identificação SFI AIA FBN 
SB1 Burkholderia sp. + + + 
SB2 Streptomyces sp. + - - 
SB3 Burkholderia sp. - - - 
SB4 Rhizobium sp. + + - 
SB5 Rhizobium sp. + + + 
SB6 Paenilbacillus sp. - - - 
SB7 Streptomyces sp. + - - 
SB8 Streptomyces sp. + - - 
SB9 Streptomyces sp. - - - 

SB12 Streptomyces sp. + - - 
SB13 Virgibacillus sp. + + - 
SB14 Microbacterium sp. + + - 
SB16 Microbacterium sp. + + - 
SB17 Microbacterium sp. - + - 
SB18 Rhizobium sp. - + - 
SB19 Microbacterium sp. - + - 
SB20 Roseomonas sp. - + - 
SF1 Burkholderia sp. + + + 
SF2 Curtobacterium sp. + - - 
SF4 Sphingomonas sp. + + + 
SF6 Agrobacterium sp. - + + 
SF8 Mesorhizobium sp. + - - 

SF10 Rhizobium sp. + - + 
SF11 Terriglobus sp. - - - 
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Figura 7 - Isolados de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) 
associadas às raízes de plantas de sorgo biomassa forrageiro quanto a 
capacidade de realizar Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN), Solubilização de 
Fosfato (SFI) e Produção de Ácido-Indol-Acético (AIA).  

Os resultados obtidos para os três testes mostram que as bactérias 

associadas às raízes de plantas de sorgo pertencentes aos grupos biomassa e 

forrageiro podem contribuir para a promoção de crescimento vegetal através de 

diferentes mecanismos, sendo que algumas bactérias possuem os três 

mecanismos testados, o que mostra um provável potencial para uso 

biotecnológico que vise a diminuição dos custos de implementação da cultura.  

Ao total, foram selecionados 7 isolados, pertencentes aos gêneros 

Burkholderia, Rhizobium e Sphingomonas, considerados promissores para 

posterior inoculação em plantas de sorgo (Tabela 7).  
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Tabela 7 – Isolados de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) 
associadas às raízes de plantas de sorgo biomassa (SB) e sorgo forrageiro (SF), 
selecionados com base nos resultados obtidos nos testes de caracterização 
fisiológica in vitro. 
 

Isolado Identificação Mecanismo de Promoção de 
Crescimento 

SB1 Burkholderia sp. FBN, SFI, AIA 
SB5 Rhizobium sp FBN, SFI, AIA 

SB18 Rhizobium sp AIA 
SF1 Burkholderia sp FBN, SFI, AIA 
SF4 Sphingomonas sp. FBN, SFI, AIA 
SF6 Rhizobium sp FBN, SFI, AIA 

 

Esses Isolados serão utilizados para testes de inoculação em plantas de 

sorgo nas condições de casa de vegetação e campo.  
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5 CONCLUSÃO 

Raízes de plantas de sorgo, dos grupos biomassa e forrageiro, se 

associam com bactérias endofíticas, promotoras de crescimento vegetal, 

capazes de realizar a fixação biológica de nitrogênio, solubilização de fosfato 

Inorgânico e produzir ácido indol-acético in vitro. Porém, são necessários 

estudos do efeito da inoculação dos isolados em condições de campo para 

comprovar a eficácia e o potencial de uso biotecnológico dessas bactérias. 
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