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RESUMO 

BENTO, Manuela Aparecida de Oliveira, M.Sc., Universidade Estadual do 

Norte Fluminense Darcy Ribeiro, maio de 2013. Prospecção e avaliação do 

potencial biotecnológico de bactérias da serrapilheira e do solo em área de 

floresta atlântica do Norte Fluminense. Orientador: Prof. Fabio Lopes Olivares. 

 

A Mata Atlântica é reconhecida como um dos biomas brasileiros mais 

ricos em espécies de plantas e animais. O volume relativamente elevado de 

informações sobre a diversidade vegetal contrasta com os estudos reduzidos 

sobre a diversidade de microrganismos existentes no solo deste bioma. Esta 

carência pode gerar oportunidades para descrição de novas espécies de 

micróbios, com impactos na conservação de nosso patrimônio genético e 

possíveis aplicações biotecnológicas para agricultura e outros domínios da ciência 

e tecnologia. Propõe-se nesta dissertação, um trabalho de quantificação de 

bactérias heterotróficas totais e bactérias fixadoras de nitrogênio. 

Subsequentemente, a partir do isolamento e caracterização microbiológica das 

bactérias, foram avaliados a capacidade dos isolados de fixar biologicamente o 

nitrogênio, secretar compostos indólicos,  solubilizar minerais fosfatados e de 

zinco e foram realizadas análises para identificação molecular dos isolados. 

Foram obtidos um total de 232 isolados, onde, no primeiro grupo (coleta 

setembro/2011), encontram-se 169 isolados bacterianos e no segundo grupo 

(coleta abril/2012), foram obtidos 63 isolados bacterianos. A estimativa do 
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tamanho das populações bacterianas na condição de potencial basal (pB) e no 

potencial carbono induzido (pC) na serrapilheira (S) e nas diferentes 

profundidades no solo (P1, P2 e P3) revelaram os maiores níveis populacionais 

de bactérias diazotróficas na fração serrapilheira  e populações não detectáveis 

em diferentes profundidades. As estimativas pC indicaram incremento das 

populações de diazotróficos em todo perfil do solo  analisadas. Dos isolados 

obtidos no grupo I, 75% apresentaram características morfológicas de bastões e 

25% apresentaram características morfológicas esféricas e 89% foram 

caracterizadas como Gram-negativas e 11% como Gram-positivas. Quanto à 

solubilização de P e Zn, respectivamente 91 e 67% dos isolados bacterianos 

foram capazes de solubilizar. No segundo grupo, dos 63 isolados bacterianos, 

60% se apresentam na forma bastão e 40% na forma esférica, 62% das bactérias 

foram caracterizadas como Gram-negativas e 38% como Gram-positivas. Quanto 

à solubilização de P e Zn, respectivamente 56 e 41% foram positivos para esta 

característica. Todos os isolados bacterianos, na presença ou ausência de 

triptofano foram capazes de produzir compostos indólicos nos dois grupos. A 

quantificação de AIA variou de 15,3 a 688,0 μM em meio sem triptofano e de 12,8 

a 603,2 μM em meio na presença de triptofano para o grupo I e 53,5 a 625,0 μM 

em meio sem triptofano e 48, 0 a 619, 2 μM em meio acrescido de triptofano para 

o grupo II. Identificação molecular das bactérias pelo sequenciamento do gene 

16S rDNA resultou em 13 gêneros distribuídos em 25 táxons pertencentes aos 

filos Proteobacteria (76 % das linhagens), Firmicutes (16 %), Actinobacteria (4%) 

e Bacteroidetes (4%). Estes dados de sequenciamento são relativos apenas às 

bactérias oriundas do grupo II (coleta de abril/2012) e cobrem 36% do universo de 

isolados. Os resultados permitem concluir que o índice pluviométrico afeta a 

quantidade e diversidade populacional de microrganismos culturáveis, que as 

maiores densidades e diversidade taxonômica de bactérias heterotróficas 

encontram-se no compartimento serrapilheira e que o sistema solo-serrapilheira 

deste bioma possui elevado potencial para geração de processos e produtos 

microbianos. 

 

 

Palavras-chave: fixação de nitrogênio, diversidade microbiana, ciclagem de 

nutrientes. 
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ABSTRACT 

BENTO, Manuela Aparecida de Oliveira, M.Sc., Universidade Estadual do 

Norte Fluminense Darcy Ribeiro, May, 2013. Exploration and evaluation of the 

biotechnological potential of bacteria from litter and soil in an area of Atlantic 

Forest at North Fluminense. Advisor: Prof. Fabio Lopes Olivares.  

  

The Atlantic Rainforest is known as one of the richest Brazilian plant and animal 

biomes. The relatively high amount of information on vegetable diversity contrasts 

with poor studies on microorganisms living on that biome soil. Such a lack of 

information may give place to opportunities for description of new species of 

microbe, influencing the conservation of our genetic heritage and possible 

applications in biotechnology for agriculture and other sciences and technologies 

issues. This dissertation intends to quantify a total of heterotrophic bacteria and 

nitrogen-fixing bacteria. Subsequently, from the microbiological isolation and 

characterization of bacteria it was assessed the capacity of the isolated ones to 

biologically fix nitrogen, secrete indole composites, solubilize zinc and phosphate 

minerals, and there were performed analysis for molecular identification of the 

isolated. Were obtained a total of 232 bacterial isolates, where, in the first group 

(September/2011 collection) were found 169 bacterial and in the second group 

(April/2012 collection) were obtained 63 bacterial strains. The estimated size of 

bacterial populations in the conditions of basal potential (pB) and the potential 

induced carbon (pC) in the litter (S) and in different depths in soil (P1, P2, P3) 
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reveals greater diazotrophic bacteria population within the litter fraction and non-

detectable populations in different depths. The pC estimations have indicated 

increased dizotrophic populations throughout the extent of soil analyzed. From the 

isolated obtained in Group I, 75% presented rod-shaped characteristics and 25% 

presented sphere-shaped characteristics, 89% were characterized as Gram-

negative and 11% as Gram-positive. As for the solubilization of Phosphate and 

Zinc, 91% and 67% respectively of the bacterial isolation were able to solubilize. In 

the Second Group, out of the 63 bacterial isolations, 60% of which are rod-shaped 

and 40% are sphere-shaped, 62% were characterized as Gram-negative and 38% 

as Gram-positive. As for the solubilization of Phosphate and Zinc, 56% and 41% 

respectively were able to it. All the isolates, with or without tryptophan, were able 

to produce indole composites in both groups. The Quantification of IAA ranged 

from 15.3 to 688.0 μM in medium without tryptophan and from 12.8 to 603.2 μM 

amidst the presence of tryptophan in group I and from 53.5 to 625.0 μM in medium 

without 48 and tryptophan, from 0 to 619 μM in the second medium supplemented 

with tryptophan for group II. The molecular identification of bacteria by sequancing 

of the gene 16s rDNA resulted in 13 genders distributed in 25 taxa belonging to 

phyla Proteobacteria (76% of lineage), Firmicute (16%), Actinobacteria (4%) and 

Bacteroidete (4%). These sequencing data are only related to bacteria from Group 

II (collection April 2012) and refer to 36% of the total amount of isolates. Results 

allow us to conclude that rain rates affects quantity and diversity of culture-able 

microorganism populations, that greater density and taxonomic diversity of 

heterotrophic bacteria are found in litter and that the system soil-litter of that biome 

has a high potential for generation of microbial processes and products. 

 

Key words: Biological Nitrogen Fixation, Microbial Diversity, Nutrient Cycling.
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1. INTRODUÇÃO 

Embora exista um volume relativamente elevado de informações sobre a 

diversidade vegetal, esta contrasta com os estudos reduzidos sobre a estrutura e 

diversidade de microrganismos existentes nos solos da Mata Atlântica. Segundo 

Gonçalves e Diniz (2008) estimasse que na Mata Atlântica encontram-se de dois 

a treze milhões de espécies de bactérias, microrganismos estes que 

desempenham papel importante em vários processos responsáveis pela 

sustentabilidade dos ecossistemas, tais como a ciclagem de nutrientes, promoção 

do crescimento vegetal por meio da produção de compostos indólicos, 

solubilização de fontes minerais inorgânicas fosfatadas e zinco, dentre outros. 

Estes processos são influenciados pela complexidade, heterogeneidade, dinâmica 

e interação dos diversos fatores físicos, químicos e biológicos do sistema edáfico 

(Moreira e Siqueira, 2006).  

Neste bioma, encontram-se nas Matas de Tabuleiros, um ecossistema 

estacional dos domínios da Floresta Atlântica associado à de tabuleiros formado 

por sedimentos terciários e quaternários (cenozóicos) com depósitos arenosos e 

argilo-arenosos de cores vivas, denominado Formação Barreiras, estendendo-se 

na costa leste do Brasil, desde a cidade de Cabo Frio até a cidade de Natal, no 

Rio Grande do Norte (Rabelo, 2007). 

Um exemplo deste tipo de ambiente, presente na área de atuação da 

Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF), é a Mata do Carvão, 

elevada ao status de Estação Ecológica de Guaxindiba. Atualmente, restam 1.200 
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de 6.000 hectares da área original desta mata, devido às atividades agro-

açucareiras, a pecuária, a produção de carvão vegetal e a comercialização de 

madeiras como, por exemplo, das espécies Aspidosperma spp., Copaifera lucens, 

Paratecoma peroba e Tabebuia spp., principalmente ocorridas nas décadas de 60 

e 70 (Silva e Nascimento, 2001). 

A matéria orgânica tem pronunciada significância para qualidade do solo, 

face sua ampla influência nas diferentes propriedades químicas, físicas e 

biológicas. Particularmente importante é sua inter-relação com as comunidades 

microbianas do solo, atuando por si como nicho ou na estruturação de agregados 

para estabelecimento de comunidades microbianas e como fonte de compostos 

orgânicos e minerais para condicionamento da estrutura, diversidade e atividade 

microbiana do solo (Lopes, 2012).  

Em ambientes florestais, a deposição de material orgânico na superfície 

do solo é um evento chave para a manutenção da produtividade primária nestes 

ecossistemas. Esta matéria orgânica, oriunda principalmente de estruturas 

vegetativas e reprodutivas de espécies vegetais presentes na área é conhecida 

como serrapilheira. A decomposição da serrapilheira mediada, em parte, pela 

comunidade microbiana do solo, assegura a transferência de nutrientes para o 

sistema solo-planta e gera matéria orgânica estabilizada, importante para o 

equilíbrio do ciclo virtuoso que envolve a planta, a serrapilheira, o solo e a 

comunidade microbiana manifestos em um dos serviços ambientais mais 

relevantes para a sustentabilidade do planeta terra, a ciclagem de nutrientes. (Bini 

et al, 2012). 

A caracterização microbiológica e dos traços fenotípicos relacionados à 

promoção do crescimento vegetal são importantes para conhecer e preservar as 

bactérias presentes no solo, assim como avaliar o potencial dos isolados a fim de 

desenvolver novas formulações de bioinoculantes destinados a produção 

agrícola, são fundamentais também nos processos biológicos de bioremediação 

através da decomposição dos resíduos e na atividade de biocontrole de 

patógenos (Pereira e Freitas, 2012; Machado et al. 2012). Desta forma, além da 

caracterização microbiológica e fenotípica testada, a caracterização química do 

ambiente edáfico que abriga a diversidade e a atividade microbiana foi avaliada, 

com intuito de relacionar características abióticas com as características de 

diferentes grupos microbianos.  
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OBJETIVO GERAL: Ampliar o conhecimento sobre a biodiversidade 

microbiana e realizar a prospecção de bactérias com potencial biotecnológico 

associado ao solo e a serrapilheira em quatro parcelas permanentes de um setor, 

na Estação Ecológica de Guaxindiba, RJ em períodos de tempo distintos. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

I. Isolar bactérias diazotróficas e heterotróficas; 

II. Determinar o potencial populacional basal e potencial populacional induzido 

por carbono-lábil para bactérias presentes no solo e na serrapilheira; 

III. Caracterizar celular e culturalmente as bactérias heterotróficas e 

diazotróficas presentes na serrapilheira e no solo em estudo; 

IV. Avaliar a capacidade de fixar nitrogênio, solubilizar fósforo, zinco e produzir 

compostos indólicos dos isolados; 

V. Determinar a taxonômica das bactérias isoladas  através da identificação 

molecular dos isolados (ao menos ao nível de gênero); 

VI. Relacionar os resultados qualitativos e quantitativos obtidos para os grupos 

microbianos estudados com fatores edáficos em função da profundidade do solo 

em dois períodos climáticos distintos, após o período de seca e após o período 

chuvoso. 

 

 HIPÓTESE: 

 

Bactérias culturáveis provenientes do Bioma Mata Atlântica  podem 

apresentar características fisiológicas relevantes para seu aproveitamento  

biotecnológico e sua densidade pode apresentar relações com atributos edáficos 

e variações sazonais.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Biodiversidade microbiana do solo 
 

O estudo e o manejo de tecnologias para análises de componentes 

biológicos do solo constituem fontes tecnológicas promissoras na agricultura 

sustentável. Desta forma, estudos sobre a diversidade microbiológica são 

essenciais para uma compreensão mais ampla e definida sobre sua função no 

ecossistema. 

O conceito de qualidade do solo vem sendo discutido mais incisivamente 

desde a década de setenta, na qual se determinava que um solo considerado 

bom fosse aquele com elevada fertilidade, ou seja, quanto maior produtividade, 

maior a qualidade atribuída ao solo. Porém, evoluções conceituais ocorreram e a 

definição de qualidade do solo não mais se restringe à fertilidade, mas também à 

abundância e diversidade de organismos (Doran e Zeiss, 2000). Estes autores 

apontam que existem indicadores empíricos que determinam as potencialidades 

do solo por meio da presença ou não de plantas, animais, erosão, qualidade da 

matéria orgânica, compactação do solo, além da atividade de microrganismos, 

promovendo assim, uma relação entre diversidade microbiana e qualidade do 

solo. 

A avaliação da biodiversidade no solo é uma importante ferramenta para 

identificação das interações entre microrganismos e plantas, além de esclarecer o 

equilíbrio destas estruturas no meio em que vivem (Pereira et al., 1996). No 
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entanto, diversos estudos fazem-se necessários devido à vasta e desconhecida 

estrutura e inter-relações funcionais entre as comunidades microbianas. 

Estes microrganismos representam uma ampla diversidade química e 

molecular existente no meio ambiente, onde estabelecem uma base para os 

sistemas ecológicos, como os ciclos biogeoquímicos e a cadeia trófica. Membros 

da comunidade microbiana sofrem não apenas mudanças proporcionadas por 

suas atividades metabólicas e fisiológicas, como também estão sujeitos a 

interferências físicas e químicas do meio que o circunda (Hunter-Cevera, 1998). 

Estudos da diversidade e estrutura microbiana envolvem o emprego de 

ensaios biológicos e químicos, dos quais podem ser citados: contagem direta de 

células com o auxílio da microscopia de epifluorescência, utilizando fluorocromos 

não específicos (p.ex, DAPI), contagem de colônias em placas de Petri contendo 

diferentes meios de cultura, e métodos moleculares, utilizando DNA genômico. 

Mais recentemente, uma gama de métodos moleculares tem permitido avançar 

significativamente no conhecimento sobre táxons e funcionalidades microbianas 

através de técnicas que incluem a investigação de parte da sequência do DNA, 

como do gene 16S rDNA em bactérias e 18S rDNA em fungos, que é amplificado 

por PCR (reação em cadeia da polimerase) e, subsequentemente, caracterizado 

através da clonagem e sequenciamento ou então analisado por eletroforese, 

através das técnicas de ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis), 

T-RFLP (Terminal Restriction Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified 

Polymorphic DNA), RISA (Ribossomal Intergenic Spacer Amplification), 

DGGE/TGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis/Temperature Gradient 

Gel Electrophoresis) e SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism) 

(Ranjard et al., 2000; Kozdrój e Van Elsas, 2001). 

 

2.2. Diversidade funcional de microrganismos no solo 
 

Compreende-se por diversidade funcional o conjunto de processos e 

serviços desempenhados pelos microrganismos no solo (Kennedy, 1999). É 

importante elucidar o papel, as potencialidades e as relações dos microrganismos 

em um dado bioma, devido ao conhecimento incipiente sobre diversidade 

estrutural e funcional desses micróbios (Zilli et al, 2003). Exemplos destes 
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processos incluem fixação biológica do nitrogênio (FBN), ciclagem de nutrientes, 

solubilização de fósforo e zinco, dentre outros processos. 
 

2.2.1. Fixação Biológica de Nitrogênio 
 

O nitrogênio é um elemento essencial para a constituição de biomoléculas 

importantes como ATP, NADH, NADPH, proteínas, ácidos nucleicos, clorofila e 

uma série de enzimas (Miflin e Lea, 1976; Harper, 1994). Embora sua 

concentração na atmosfera seja de aproximadamente 78% na forma de nitrogênio 

atmosférico (N2), as plantas não são capazes de absorvê-lo e incorporá-lo ao seu 

metabolismo como ocorre com outras moléculas, devido à elevada estabilidade 

da ligação tripla entre os átomos de nitrogênio (Döbereiner, 1997; Dalla Santa et 

al., 2004, Sabino, 2007). 

O fornecimento de nitrogênio às plantas, nas formas absorvíveis, nítrica 

(NO3
-) ou amoniacal (NH4 

+) provém, principalmente, da aplicação de fertilizantes 

químicos nitrogenados e/ou da fixação biológica do N2 (FBN) (Dalla Santa et al., 

2004). A FBN é o processo pelo qual o N2, forma molecular inerte, é transformado 

em íon amônio (NH4
+) de acordo com a equação abaixo. Os microrganismos 

responsáveis por tal conversão são denominados diazotróficos, um grupo 

específico de procariotos que possuem o complexo enzimático nitrogenase que 

catalisa a reação (Simpson e Burris, 1984). 
 

N2 + 8H+ + 8e- + 16Mg ATP → 2NH3 + H2 + 16Mg ADP + 16Pi 
 

Os microrganismos diazotróficos podem ser classificados em três grupos: 

os que vivem livres no solo, os associativos que fixam nitrogênio sem provocar 

mudanças na estrutura na planta hospedeira e os diazotrófos simbióticos, que 

estimulam a formação de estruturas diferenciadas, denominado nódulos (Marin, 

1999). Segundo Kuss (2006), os organismos de vida livre compreendem aqueles 

que necessitam de um ambiente com disponibilidade de carbono utilizável para a 

realização do processo de FBN, sendo caracterizados heterotróficos (Marin, 

1999). Na rizosfera, região limítrofe do solo com o sistema radicular, rica em 

compostos de carbono e nutrientes, há uma alta competição entre estes 

microrganismos. Exemplos de organismos de vida livre incluem representantes 



 

 
 

7

dos gêneros Bacillus, Paenibacillus, Beijerinkia, Azomonas e Azotobacter (Kuss, 

2006; Becking,1991; Döbereiner e Ruschel, 1958). 

O grupo de microrganismos classificados como associativos, também 

reconhecidos como endofíticos, tem por definição aqueles que colonizam o 

interior das plantas, sem causar sintomas e que podem ser isolados de tecidos 

vegetais superficialmente desinfestados (Kloepper et al., 1997). Bactérias 

diazotróficas que estabelecem associação endofítica do tipo obrigatória são 

genericamente conhecidas como rizóbios, estabelecem uma eficiente associação 

simbiótica com leguminosas, por meio de estruturas especializadas chamadas 

nódulos em raízes e caules do hospedeiro (Stroschein, 2007; Hungria et al., 

2007).  

O trabalho de Xavier (2006) exemplifica o potencial benéfico que a FBN 

possui na produção sustentável da cana-de-açúcar, no qual a atividade mediada 

por microrganismos fixadores de nitrogênio no sistema solo planta, associados ao 

manejo adequado e a utilização de variedades de cana-de-açúcar eficientes para 

FBN possam reduzir ou até mesmo eliminar a adubação química nesta cultura. 

 

2.2.2. Solubilização de fósforo 
 

O fósforo é um macronutriente fundamental por compor moléculas de DNA 

e RNA responsáveis pela transmissão de informações genéticas. Além disso, 

apresenta papel importante no ecossistema por constituir moléculas que exercem 

funções metabólicas e de transferência de energia como o ATP (Ferreira et al., 

2011; Nahas, 1991). 
Para Barber (1995), o fósforo presente no solo pode ser dividido em 

quatro categorias, dentre as quais podem ser citadas: (i) o fósforo na forma iônica 

e em compostos na solução no solo; (ii) fósforo adsorvido nas superfícies dos 

constituintes minerais presentes no solo; (iii) minerais cristalinos e amorfos de 

fósforo e (iv) o presente na matéria orgânica (P-orgânico).  

A maior reserva de fósforo encontra-se na matéria orgânica, nas rochas, 

apatitas, e em outros minerais (Cerigioli, 2005), no entanto, devido à sua baixa 

mobilidade, a disponibilidade na solução do solo é bastante limitada. Muitos 

destes materiais fosfatados possuem massa molecular elevada, necessitando ser 

primeiramente convertido a formas iônicas solúveis (fósforo inorgânico: HPO4
2-, 
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H2PO4
-) ou fosfato de baixo peso molecular para então serem assimilados pelas 

células (Goldstein, 1994). 

Segundo Khan et al. (2006), na interface solo-planta, a microbiota exerce 

um papel essencial nos processos de mineralização e solubilização por meio de 

enzimas fosfatases (Rodríguez e Fraga, 1999), fitases (Nahas, 2002) e ácidos 

orgânicos, tornando-os, desta forma, disponíveis aos vegetais.  

Dentre as formas de solubilização de fósforo inorgânico, a liberação de 

ácidos orgânicos sintetizados pelos microrganismos do solo consiste no principal 

mecanismo. Dentre tais ácidos, o ácido glucônico parece ser o agente mais 

frequente na solubilização mineral deste macronutriente (Rodríguez et al., 2006). 

Outros ácidos orgânicos, tais como ácido lático, oxálico, malônico, pirúvico, 

tatárico e succínico, também, são destacados como solubilizadores de fosfato 

(Whitelaw et al., 1999; Reyes et al., 2001). Diversos gêneros bacterianos são 

importantíssimos nesta conversão para fósforo disponível aos vegetais, dos quais 

podemos citar Pseudomonas (Gügi et al., 1991), Bacillus, Delftia, Rhodococcus, 

Arthrobacter, Phyllobacterium (Chen et al., 2006),  Rhizobium (Abd-Alla, 1994), 

Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Proteus, Klebsiella, Escherichia (Thaller, 1995) 

enquanto nas populações fúngicas, se destaca os gêneros Aspergillus e 

Penicillium (Vassilev et al., 1996). 

A estimativa da capacidade de solubilização de fosfato por parte destes 

microrganismos acima citados, tem sido possível através de métodos de cultivo 

em placas, no qual  áreas ao redor das colônias de microrganismos em meios 

contendo fosfatos minerais insolúveis como única fonte de P se diferenciam, 

podendo ser observadas através da formação de zonas claras (Rodríguez e 

Fraga, 1999, Nautiyal, 1999, Vazquez et al., 2000, Pérez et al., 2007). 

Mesmo sendo considerado um método de confiança para o isolamento e 

caracterização preliminar de microrganismos solubilizadores de P (Mehta e 

Nautiyal, 2001), Gupta e colaboradores (1994), aperfeiçoaram o procedimento 

com a inserção de azul de bromofenol ao meio. Os halos amarelados formados 

são provenientes da queda do pH produzido pela liberação de ácidos orgânicos, 

responsáveis pela solubilização de fosfato. 

A atividade solubilizadora de Burkholderia cepacia foi avaliado em três 

tipos de fosfatos insolúveis, indicando que a solubilização de  fosfato de cálcio e 

de fosfato de hidroxiapatita foi mais intenso em comparação 
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ao fosfato de alumínio. Análises cromatográficas indicam que esta atividade se da 

pela queda do pH por meio do ácido glucônico liberado por esta estirpe (Song et 

al., 2008). O trabalho de Intorne et al. (2009) comprova a participação destes 

compostos na solubilização de fósforo através de mutantes de Gluconacetobacter 

diazotrophicus (Pal 5), identificando o gene PQQ da estirpe selvagem envolvido 

na conversão de glucose em ácido glucônico. 

Desta forma, um maior entendimento da capacidade e da eficiência dos 

microrganismos em solubilizar diferentes fosfatos, pode nos levar à prospecção 

de isolados com alto potencial de mineralização para compor inoculantes capazes 

de fornecer P-lábil para as plantas (Souchie et al., 2005). 

 

2.2.3. Solubilização de zinco 

 
Os efeitos biológicos na mobilidade dos metais como o fósforo e o zinco 

no solo resultam da comunicação imediata com os microrganismos através da 

solubilização indireta que ocorre pela reação de um produto do metabolismo 

microbiológico ou pela mudança no solo, provocada por estes micróbios (Costa et 

al., 2002). 

O zinco no solo está presente em três frações: (i) Zn solúvel em água (Zn2 

+ e frações orgânicas solúveis); (ii) os adsorvidos na fração coloidal (associados a 

argila, compostos húmicos e hidróxidos de Al e Fe) e (iii) complexos insolúveis de 

Zn e minerais (Broadley et al., 2007). 

Sua distribuição nos solos depende de diversos fatores, como o tipo de 

solo, pH, tipos de argila, regiões geográficas, taxa de intemperismo, qualidade da 

matéria orgânica e a biota ativa. Todos este fatores podem afetar a distribuição de 

Zn no solo (Pereira et al., 2007, Broadley et al., 2007). Entretanto, a concentração 

na solução do solo é geralmente muito baixa, encontrando-se mais de 90% deste 

zinco na fração insolúvel, estando desta forma, pequenas frações disponíveis a 

nutrição vegetal (Broadley et al., 2007). 

No trabalho de Saravanan et al. (2007), Gluconacetobacter diazotrophicus 

estirpe PAL 5 exibiu maior halo de solubilização quando testadas em um ensaio 

em placa com Zn metálico, quando comparado com cloreto de zinco (ZnCl2). 

Análises de espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier 

indicaram como um dos agentes de solubilização do Zn metálico, o ácido 
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glucônico. A estirpe de Pseudomonas aeruginosa, isolada de amostras de solo, foi 

capaz de solubilizar óxido de zinco e fosfato de zinco em meios contendo glicose 

através da observação de zonas claras ou halos em torno das colônias (Fasim et 

al. 2002). Em Baldoto (2009), foram testadas 20 estirpes de  bacterias 

diazotróficas quanto a sua capacidade de solubilizar óxido de zinco e dentre estas 

estirpes, cinco delas formaram um halo de solubilização, sendo a estirpe UENF 

118501b, aquela que apresentou maiores valores  em torno de 11,22 mm de 

diâmetro. 

Assim, a seleção e inoculação de bactérias solubilizadoras de zinco pode 

ser útil na conversão em formas assimiláveis, tornando-os disponível ao sistema 

do solo, proporcionando ganhos a produção agrícola e a nutrição do solo e planta. 

 

2.2.4. Produção de fitormônios 
 

As bactérias rizosféricas podem também influenciar no desenvolvimento 

das plantas por meio da produção de fitormônios (Junior et al., 2009). Os 

hormônios vegetais (citocinina, giberelina, etileno e auxina) são reguladores 

naturais de crescimento e desenvolvimento das plantas, apresentando a 

capacidade de interferir nos processos fisiológicos em baixas concentrações 

(Marchioro, 2005).  
Dentre os hormônios vegetais, temos a auxina, um regulador do 

crescimento vegetal. Dentre as auxinas, a mais conhecida é o ácido indol acético 

(AIA), reconhecido por provocar efeitos rápidos na estrutura vegetal que envolve 

as taxas e orientação da divisão, o alongamento e a diferenciação celular 

(Dobbelaere et al., 2003), que afetam o programa genético de modelagem 

corporal dos vegetais. 

Além da produção nos tecidos vegetais, a síntese de AIA é creditada a 

bactérias associadas à planta (Spaepen et al., 2007), as quais influenciam 

diversos mecanismos que alteram o programa genético de crescimento e 

desenvolvimento da planta. Várias rotas metabólicas foram reportadas para a 

biossíntese de AIA em bactérias, porém o triptofano tem sido destacado como um 

precursor fisiológico para a biossíntese de auxinas em microrganismos e plantas 

(Spaepen et al., 2007; Lambrecht et al., 2000, Radwan et al., 2004). Os 

exsudados radiculares são fontes naturais do aminoácido triptofano (Lum e 
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Hirsch, 2003) para os microrganismos presentes no solo, favorecendo o aumento 

da biossíntese microbiana de auxina na rizosfera. Vários estudos indicam que os 

microrganismos estão ativamente envolvidos na síntese de auxinas, tanto em 

meio de cultura como no solo (Zimmer e Bothe, 1988, Sottero, 2006, Ahmad, 

2005).  

A biossíntese de AIA é importante no crescimento e desenvolvimento de 

plantas, e pode ser usado como um dos critérios para a seleção de 

microrganismos eficazes na promoção do crescimento vegetal (Ali et al., 2008). 

Neste sentido, microrganismos que sintetizam AIA são considerados importantes 

promotores de crescimento vegetal, podendo melhorar o rendimento das culturas 

vegetais (Arkhipova et al., 2005). 

No trabalho de Patten e Glick (2002), em que foi realizada inoculação de 

Pseudomonas putida selvagem e deficiente para produção de ácido indol acético 

em raízes de canola, foi observado que o crescimento das raízes inoculadas com 

a estirpe selvagem teve um aumento de 35 a 50 % em relação à planta inoculada 

com a bactéria mutante e ao controle (não inoculado), demonstrando a 

importância que o AIA bacteriano exerce sobre as taxas de crescimento das 

raízes de plantas. 

 

2.3. Matéria orgânica no solo 
 

Ao longo da história, a definição de matéria orgânica apresentou caráter 

enigmático. Significados como terra, solo, argila e horizonte foram atribuídos à 

palavra húmus até que este fosse considerado um termo precursor para o atual 

significado da matéria orgânica, com base nas definições de Thaër (1856) em 

“Principles of Rational Agriculture” (Manlay et al., 2006). 

A matéria orgânica do solo (MOS) é definida, segundo Stevenson (1994), 

como uma mistura de compostos em etapas variadas de decomposição, 

resultantes da degradação biológica de resíduos vegetais e animais. Silva e 

Mendonça (2007), por sua vez, definiram MOS como a fração do solo que 

compreende todos os organismos vivos nele presentes e seus restos em 

diferentes graus de decomposição. 

A fração húmica da matéria orgânica é considerada um componente 

fundamental para o ecossistema, pois está envolvida em diversas reações 
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químicas no ambiente edáfico (Stevenson, 1994). Nele, a matéria húmica atua na 

sua estruturação, formação de quelatos com metais pesados, adsorção de 

pesticidas e no processo de assimilação de nutrientes pelos vegetais (Canellas e 

Santos, 2005; Trevisan et al., 2010). 

A percepção da complexidade da MOS tem direcionado muitos estudos 

científicos sobre os processos ecológicos, biológicos e físico-químicos por elas 

governados. Avanços no conhecimento sobre a diversidade de seus 

componentes, as vias de transformação e estabilização levaram a uma 

compreensão ampliada da natureza química, estrutural e funcional de suas 

frações (Pillon et al., 2002).  

Com relação à estabilização, a MOS pode ser dividida em fração leve ou 

lábil, cujo processo de decomposição é ativo, e fração humificada ou estável, 

compostas por substâncias húmicas e outras macromoléculas orgânicas 

resistentes à atividade microbiana. Estas frações húmicas desempenham papel 

importante na fertilidade dos solos (Abbruzzini, 2011).  

A MOS cumpre uma série de funções cuja importância está intimamente 

relacionada aos diferentes tipos de solo, clima e manejo da terra. Sua 

contribuição para a fertilidade, produtividade e sustentabilidade de ecossistemas 

agrícolas é indubitavelmente relevante (Craswell e Lefroy, 2001; Tiessen E 

Shang, 1998). Destacamos seu papel como uma das principais fontes de energia 

e nutrientes ao ecossistema, capaz de manter a produtividade dos solos em geral. 

Dentre os benefícios gerados pela MOS, tem-se a melhoria das condições físicas 

do solo e o fornecimento de energia para o crescimento microbiano (Silva e 

Resck, 1997), o que reflete em maior ciclagem de nutrientes e aumento da CTC 

(capacidade de troca catiônica) do solo (Paes et al., 1996). 

As principais características químicas do solo afetadas pela MOS são a 

CTC, a disponibilidade de nutrientes como nitrogênio, enxofre e boro para as 

espécies vegetais cultivadas e a complexação de elementos tóxicos e 

micronutrientes ( Bayer e Mielniczuk, 2008). No que diz respeito à CTC do solo, a 

matéria orgânica é, por vezes, a principal representante desta característica. A 

fração húmica da MOS é atribuída à elevada concentração de grupos 

carboxílicos, capazes de promover a retenção de nutrientes e consequentemente, 

reduzir a lixiviação destes (Bayer e Mielniczuk, 2008). 



 

 
 

13

A disponibilidade de nutrientes para a solução do solo pode ser afetada 

pela presença de compostos orgânicos como fosfatases ácidas que solubilizam 

pequenas fontes de fósforo presentes no solo, fitossideróforos queladores de íons 

metálicos como Fe++ e Zn++, além de mucilagens que reduzem a concentração de 

íon Ca2+ na solução do solo, evitando a complexação de fósforo em pH elevado 

(Marschner, 1993). 

A habilidade complexante apresentada pela MOS também é atribuída a 

grupos funcionais reativos oxigenados tais como carboxilas, hidroxilas fenólicas e 

carbonilas, presentes na estrutura molecular húmica (Stevenson, 1972). Estudos 

realizados por Jordão et al. (1993), avaliou o comportamento de metais Cu, Cd, 

Pb, Zn e Co na presença de ácidos húmicos extraídos de solo, em diferentes 

valores de pH. Os resultados obtidos demonstraram que, em pH 8,5, 99% do Cu 

foi retido pelos sítios de ligação das macromoléculas orgânicas, e que em pH 4,5, 

próximo àquele apresentado naturalmente pelo solo em estudo a preferência de 

retenção dos metais pelos ácidos húmicos foi Pb, Cu, Co, Ca e Zn. 

Quanto aos efeitos físicos, a agregação é a principal característica do solo 

influenciada pela matéria orgânica e resulta do arranjo das partículas primárias do 

solo, mantida por agentes cimentantes como argilas e matéria orgânica (Lima et 

al., 2003; Salton, 2005). Solos bem agregados apresentam maior porosidade 

quando comparados àqueles pobres em agregação, resultando numa melhor 

capacidade de infiltração de água da chuva, favorecendo a troca gasosa entre o 

solo e a atmosfera e com isso atividades microbiana como a nitrificação, por 

exemplo. De forma geral, solos bem estruturados conferem melhores condições 

para o desenvolvimento das plantas, principalmente por oferecem menores 

restrições mecânicas ao desenvolvimento da raiz e emergência da planta 

(Dufranc et al., 2004). Os demais efeitos de ordem física como aeração, 

porosidade, densidade e capacidade de retenção de água, resultam indiretamente 

da agregação (Bayer e Mielniczuk, 2008). 

Em relação aos efeitos biológicos, a MOS funciona como fonte primária 

de energia e nutrientes para muitos organismos do solo, funcionando como uma 

força motriz para a atividade biológica. Microrganismos quimioheterotróficos 

utilizam essa energia para mineralização de nitrogênio e enxofre presentes no 

solo (Bayer e Mielniczuk, 2008). 
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A MOS ainda pode interferir nas características biológicas do solo por 

meio da presença de exsudatos orgânicos rizodepositados. Estes exsudatos 

podem ser ácidos orgânicos, açúcares, compostos fenólicos, aminoácidos, 

fitosideróforos, mucilagens e ectoenzimas. Tais substâncias podem estimular a 

comunidade microbiana, levando à fixação biológica do N atmosférico por 

diazotróficos e à produção de substâncias reguladoras do crescimento vegetal 

(Marschner, 1993). 

 

2.4. Interação entre matéria orgânica e microrganismos do solo 

 

Os ecossistemas possuem dois compartimentos fundamentais nos 

processos de ciclagem de nutrientes: os produtores e os decompositores 

(Gonçalvez e Diniz, 2008). No primeiro compartimento encontram-se as plantas 

vasculares e no outro compartimento os fungos, bactérias e outros 

microrganismos. A co-dependência entre estes compartimentos provém da 

interação entre os produtores que fornecem compostos orgânicos ao sistema e 

aos microrganismos decompositores que, por sua vez os convertem em 

moléculas mais simples e inorgânicas que servirão para a nutrição dos próprios 

vegetais (Naeem et al., 2000). Assim, além da atividade de mineralização e 

solubilização dos nutrientes que os microrganismos dispõem as plantas, parte dos 

compostos simples provenientes da matéria orgânica é utilizada pelo próprio 

metabolismo microbiano, o que eleva a biomassa no solo e imobiliza parte destes 

nutrientes, funcionando como um reservatório temporário (Schloter et al., 2003).  
Embora escassos, os estudos sobre a ciclagem de nutrientes e processos 

biogeoquímicos são essenciais à compreensão do funcionamento de 

ecossistemas (Schlesinger, 1997), pois através do entendimento desta dinâmica 

de nutrientes, podem-se obter informações sobre a distribuição de elementos no 

sistema e inferir sobre os fluxos de nutrientes entre os diferentes compartimentos 

(Golley, 1996; Jordan, 1985). Como destaca Parron (2004), nos ecossistemas 

tropicais encontra-se grande biodiversidade, e o entendimento do fluxo de 

nutrientes e energia que ocorrem no solo, serrapilheira e raízes podem 

proporcionar uma maior compreensão sobre a mineralização dos nutrientes e a 

relação das comunidades com o ambiente, sendo a serrapilheira a grande 
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representante da transferência de nutrientes das plantas ao solo em ecossistemas 

florestais (figura 1) (Cunha et al., 1993; Brun, 2004; Vogel, 2012 ). 

 

 
Figura 1: Ciclagem de nutrientes em floresta tropical (de acordo com Schlesinger, 
1997). 

 

Cardoso et al., (2009)  afirmam que ambientes de floresta nativa, com 

solos de baixa fertilidade natural, têm sua manutenção fortemente associada ao 

equilíbrio entre a cobertura vegetal e os processos biogeoquímicos do solo, 

processos estes mediados por microrganismos presentes no solo.  A biomassa 

microbiana, segundo Gama-Rodrigues et al. (2005) e Barreto et al. (2008), 

interfere diretamente no ciclo do carbono e nitrogênio e representa um importante 

reservatório de nutrientes nos solos e fonte para o estudo de ciclagem de 

nutrientes, em diferentes ecossistemas, além de representar um importante 

indicador do grau de perturbação dos biomas (Cardoso et al., 2009, Peña et al., 

2005). O tamanho e a atividade desta comunidade microbiana determinarão a 
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intensidade que os processos bioquímicos irão acontecer (Vargas e Scholles, 

2000). 

O trabalho de Lisboa et al. (2012) analisou diversos atributos microbianos, 

como a atividade das enzimas β-glicosidase, urease, fosfatase ácida e 

arilsulfatase, juntamente com a determinação da atividade respiratória e da 

biomassa microbiana do solo, a fim de avaliar a qualidade de um solo na Estação 

Experimental Agronômica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Este 

solo foi submetido a diferentes sistemas de preparo (convencional e plantio direto) 

e de culturas em relação a um sistema referência, considerado como condição 

original do solo para a realização de comparações entre os diferentes manejos, 

indicando que a microbiota pode ser considerada um bioindicador da qualidade do 

solo. 

Um exemplo mais explícito das inúmeras vertentes que envolvem o 

aproveitamento tecnológico da interação entre microrganismos e a matéria 

orgânica está refletida no trabalho de Ndaw et al. (2011), que avaliaram o efeito 

da inoculação da bactéria Herbaspirillum seropedicae (Z67) na presença de 

ácidos húmicos (AH) sobre a comunidade bacteriana nativa da rizosfera e no 

interior das raízes de milho, onde se verificou que em plantas inoculadas na 

presença de ácidos húmicos (AH) tiveram um aumento no número de bactérias 

diazotróficas nativas tanto no solo rizosférico como nas raízes lavadas, em 

relação ao controle, destacando a relação existente dos materiais orgânicos com 

a microbiota presente no solo. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

3.1. Caracterização da área de estudo e amostragem 

 

A Estação Ecológica de Guaxindiba, regionalmente conhecida como Mata 

do Carvão, localiza-se na propriedade da Fazenda São Pedro (21º24’ S e 41º04’ 

W), no município de São Francisco do Itabapoana, ao Norte do Estado do Rio de 

Janeiro. A Estação Ecológica Estadual de Guaxindiba foi criada no final de 2002 

para proteger o maior remanescente contínuo de Mata Estacional Semidecidual 

de todo o estado do Rio de Janeiro. É o último remanescente da Mata Atlântica 

localizado no domínio dos tabuleiros costeiros do Nordeste Fluminense. O clima é 

classificado como Aw, de acordo com Köppen (1948). Possui uma precipitação 

média anual de aproximadamente 1000 mm e solo classificado como Argissolo 

amarelo álico de alta granulometria, baixa capacidade de retenção de água e 

pobre em nutrientes (Villela et al., 2006).  
As coletas foram conduzidas mediante a autorização para atividades com 

finalidade científica em unidade de conservação, sob nº E-07/507.637/2011 

(específica para a Estação Ecológica de Guaxindiba), expedida pela Fundação 

Instituto Estadual de Florestas do Rio de Janeiro (atualmente Instituto Estadual do 

Ambiente – INEA). 

Foram selecionados quatro pontos de coleta referenciados, designados 

AM1 (21º42’99” S e 41°08’40.3’’); AM2 (21º41’91.5” S e 41°08’41.4’’);  AM3 

(21º41’92” S e 41°08’20.3’’);  e AM4 (21º41’87.4” S e 41°08’30.7’’) (figura 2); 

dentro de um setor preservado da mata com área total de 2500 m2, onde vem 
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sendo conduzidos uma série de estudos, envolvendo composição florística, 

estrutura de comunidades vegetais e eventos de sucessão vegetal, bem como, 

estudos de anatomia e fisiologia vegetal para diferentes famílias botânicas na 

área (Rabelo et al., 2007,; Archanjo et al., 2009).  

 

 
Figura 2: Imagem de satélite dos quatro pontos pontos referenciados da Estação 
Ecológica de Guaxindiba, onde os estudos se desenvolveram. 
 
 
 O presente estudo é parte integrante de um projeto aprovado no edital de 

Apoio ao Estudo da Biodiversidade (Biota/FAPERJ), que propõe um trabalho 

inicial de bioprospecção de grupos microbianos específicos do solo, a saber, 

bactérias, fungos nematófagos e nematoides entomopatogênicos, associados à 

caracterização do ambiente edáfico e na química da matéria orgânica. 

O esquema de amostragem em cada local foi baseado em gabaritos de 

30 por 30 cm, dos quais foram coletadas a serrapilheira (S), e amostras do perfil 

do solo em três profundidades (P1: 0-10; P2: 10-20; P3: 20-40 cm) em dois 

períodos distintos, um período seco (setembro-2011) e período chuvoso (abril-

2012), como demostrado pela precipitação pluviométrica na figura 3 . As amostras 

de solo para as diversas finalidades foram coletadas com auxilio de um trado. 

Para cada ponto, as subamostras foram colocadas em sacos plásticos, 

homogeneizadas e estocadas a 4 oC até o seu processamento, representando 

quatro pontos de coleta por período (quatro repetições). 
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A NO  
M ÉD IA D O S ÚL TIM OS  3 0 AN OS  

TO TA L  

J A N  FE V  M AR  A B R  M AI  JU N  J U L A GO  SE T OUT  N OV  D E Z 

1 97 6 /2 0 0 5 11 0 ,1  6 1,0  78,1  7 2 ,8 4 7,4  31 ,1  3 3 ,0  3 1,8  69 ,7 8 1 ,9  1 29 ,0  15 6 ,3 9 02 ,2  

 
 

 

 
Figura 3: Precipitação pluviométrica (expressa em mm) observada no posto 
climatológico do campus Dr. Leonel Miranda (Campos dos Goytacazes- RJ). (A) 
Série mensal no ano de 2011 com precipitação total acumulada de 741,6 mm; (B) 
Série mensal no ano de 2012 com precipitação total acumulada de 868,2 mm; em 
(C) é possível observar a média de precipitação mensal nos últimos 30 anos. (as 
setas indicam o período de coleta) 
 
 
3.2. Isolamento das bactérias diazotróficas e não diazotróficas 

 

Para o isolamento das bactérias diazotróficas, foi utilizado o método das 

diluições seriadas para a serrapilheira e para o solo em 03 profundidades (0-10 

cm (P1), 10-20 cm (P2) e 20-40 cm (P3)).  

Na serrapilheira, 1 g das amostras foi transferido para tubos de ensaio 

contendo 9 mL de solução salina (8,5 g/L de NaCl)  e para P1, P2 e P3 foram 

transferidos 10 g da amostra do solo para recipientes de vidro (volume de 100 

mL) contendo 90 mL de solução salina. Todas estas diluições foram realizadas 

para as diferentes amostras (04 pontos), totalizando 16 tratamentos para o 

período seco e 16 tratamentos para o período chuvoso. Em seguida, os tubos de 

ensaio e os recipientes de vidro foram submetidos a agitação por 1/2 hora em 

agitador orbital a 170 rpm. Depois, foram feitas diluições seriadas em tubos de 

ensaio, contendo um volume de 9 mL de solução salina. As diluições vão de 10-2 

a 10-6, transferindo-se sucessivamente 1 mL da suspensão, com pipetas 

automáticas ou graduadas, de cada diluição, para outros tubos de solução salina. 

De cada uma das diluições, alíquotas de 100µL foram inoculadas na parte central 

dos vidros de penicilina (vol. 16 mL) contendo 5 mL dos meio semi-sólidos JNFB 

A B 

C 
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e LGI (livres de N, Döbereiner et al., 1995). A composição do meio JNFB semi-

sólido em 1L consiste de: 5g de ácido málico, 5 mL de K2HPO4 (sol. 10%), 2 mL 

de MgSO4.7H2O (sol. 10 %), 1 mL de NaCl (sol. 10 %), 2 mL de CaCl2.2H2O (sol. 

1 %), 4 mL de FeEDTA (sol. 1,64 %), 2 mL de azul de bromotimol (sol. 0,5 % em 

0,2N de KOH), 2 mL de solução de micronutrientes para meio de cultura, 1 mL de 

vitamina para meio de cultura, 4,5 g de KOH e 1,6 g de agar; pH de 6,5. A 

composição do meio LGI semi-sólido consiste de: 5g de açúcar cristal, 2 mL de 

K2HPO4 (sol. 10%), 6 mL KH2PO4 (sol. 10%), 2 mL MgSO4.7H2O (sol. 10%), 2 mL 

CaCl2.2H2O (sol. 1%), 2mL  Na2MoO4.2H2O (sol. 0,1%), 1 mL FeCl3.6H2O (sol. 

1%), 5 mL Azul de bromotimol 0.5% em 0.2 N de KOH, 1 mL de vitamina para 

meio de cultura e 1,8g de Agar. Completou-se o volume para 1000 mL com H2O 

destilada. O pH foi ajustado para 6.0-6.2 com H2SO4 sol.5%.  

A avaliação da fixação de N2 foi realizada após serem incubadas na 

estufa a, aproximadamente, 30 °C por uma semana. Após este período, 

visualizou-se a presença ou não de película aerotáxica que se forma na parte 

superior do vidro de penicilina, contendo o meio isento de nitrogênio. Os 

microrganismos que cresceram, ou seja, os que formaram películas neste meio, 

foram transferidos para placas de Petri, contendo o meio sólido Nutrient Broth 

(NB) na composição de (0,8 g/L) de caldo nutritivo com o auxílio da alça de 

platina. Acrescentou-se 15 g de ágar para cada litro deste meio de cultura. Não é 

necessário ajustar o pH da solução. A seguir, foram purificados até que se 

obtiveram culturas puras e, seguidamente, estocadas em tubos eppendorf com 1 

mL de água destilada, previamente autoclavadas. 

No isolamento das bactérias não diazotróficas para os dois períodos 

diferentes (seco e chuvoso), foram transferidos para placas de Petri, 

aproximadamente, 20 mL do meio NB. Após sua secagem no fluxo laminar sob 

luz ultravioleta por 15 minutos, uma alíquota de 100 µL das diluições 10-5 e10-6 de 

todas as amostras foram semeadas com o auxílio da alça de Drigalski sobre toda 

a superfície das placas. Após três dias de incubação na estufa a 30 ºC, os 

isolados foram purificados até que se obteve culturas puras e, seguidamente, 

estocadas em tubos eppendorf com 1 mL de água destilada previamente 

autoclavadas.  Posteriormente, foram determinadas as densidades populacionais 

e as características morfológicas das colônias formadas após estes passos 

sucessivos de purificação. 
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3.3. Quantificação da população basal e carbono induzido de bactérias 
fixadoras de nitrogênio e não fixadoras nas diferentes amostras de solo 
 
 
 A determinação da população de diazotróficos e não fixadoras nas 

diferentes amostras de solo foram realizadas, baseando-se na quantificação da 

população na ausência de estímulo (potencial populacional basal de diazotróficos) 

e com a adição de um coquetel de fontes de carbono (potencial populacional 

induzido). 
Para determinação da população de diazotróficos nas amostras de solo 

na ausência de estímulo (potencial populacional basal de diazotróficos), 1 g da 

serapilheira e 10 g das diferentes profundidades (0-10 cm,10-20 cm e 20-40 cm) 

foram diluídas e processadas como descrito no item 3.2.  O meio de cultura 

utilizado para estimativa da população foi o meio JNFB e LGI. Após a inoculação, 

os frascos foram colocados em estufa a 300 C por um período de sete dias. Após 

este período, foi realizada a avaliação quanto à presença de crescimento típico de 

bactérias fixadoras de N2, caracterizado pela formação de uma película branca na 

superfície do meio. O número populacional foi obtido com o uso da tabela de 

McCrady com cinco repetições por diluição, tomando-se por base o número de 

repetições com formação de película em cada diluição (Döbereiner et al., 1995). 

Na quantificação das colônias bacterianas sem estímulo (basal) formadas em 

meio sólido NB, a contagem foi expressa por unidade formadora de colônia (UFC/ 

ml) em todas as amostras e profundidades do solo. 

Para determinação do potencial populacional substrato de C-induzido de 

diazotróficos, 1 g de serrapilheira e 10 g de P1, P2 e P3 nas 04 amostras foram 

armazenadas em potes de plástico esterilizados e vedados e foram incubadas em 

estufa por 24 horas a 30 ºC, após aplicação de uma solução contendo três fontes 

de carbono na concentração final de 1 % (glicose, manitol, glicerol) esterilizada 

por filtração em membrana de nitrocelulose miliporeTM de diâmetro de 0,22 m de 

diâmetro de poro, distribuídas homogeneamente sobre a superfície.  Decorrido o 

período de incubação, alíquotas foram diluídas seriadamente e inoculadas em 

meio JNFB e LGI semi-sólido para estimativa de densidade populacional de 

diazotróficos conforme descrito para a determinação da população basal 

Döbereiner et al. (1995). Na quantificação das colônias bacterianas (não 
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diazotróficas) com estímulo (carbono induzido) formado em meio sólido NB, a 

contagem foi expressa por unidade formadora de colônia (UFC/ml) em todas as 

amostras e profundidades do solo. 

 

3.4. Caracterização morfológica e cultural dos isolados 

 

Os isolados obtidos no ítem 3.3 foram caracterizados de acordo com a 

morfologia da célula e da colônia. As colônias foram caracterizadas quanto à 

coloração e à morfologia. Na morfologia, foi considerado o tamanho (menor que 1 

mm, puntiforme, maior que 1mm), forma (circular ou irregular), elevação (plana, 

lente, convexa, pulvinada, umbonada, umbilicada), bordo (ondulado, lobado, 

denteado, filamentoso, inteiro) e superfície (lisa, rugosa, papilada) (Perin, 2003). 
 

 
Figura 4: Caracterização morfológica das colônias bacterianas, de acordo com a 
elevação, bordo e superfície (Adaptado de Perin, 2003). 

 

Para avaliar a coloração de Gram, esfregaços bacterianos em lâminas de 

microscopia foram obtidos de acordo com a seguinte metodologia: foram imersos 

por um minuto em solução de cristal violeta; lavado com água destilada; depois foi 

adicionada solução fixadora lugol por um minuto, seguido da descoloração em 

etanol/acetona 1:1. A seguir, foi realizada a lavagem em água destilada e 
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adicionado à solução de safranina sobre o esfregaço, por um período de 30 

segundos, e então, lavado com água destilada. A lâmina preparada foi observada 

em objetiva de 100X sob óleo de imersão em microscópio óptico Axioplan-Zeiss, 

acoplado a uma câmara fotográfica digital Canon Paner Shot A 640 e a aquisição 

das imagens foram feitas por meio do programa Zoom Browser EX. As bactérias 

Gram-positivas foram identificadas pela coloração azulada e as Gram-negativas 

pela coloração avermelhada. 

 
3.5. Determinação de traços fenotípicos para promoção do crescimento 

 

Para determinação da capacidade de solubilização de fosfato, as bactérias 

foram crescidas em tubo de ensaio contendo o meio líquido DYGS por 24 horas, a 

30 0C e 170 rpm. A composição do meio DYGS (Döbereiner, et al., 1995) em 1 L 

consiste de: 2 g de glicose, 2 g de ácido málico, 1,5 g de peptona bacteriológico, 2 

g de extrato de levedura, 0,5 g de K2HPO4, 0,5 g de MgSO4.7H2O, 1,5 g de ácido 

glutâmico, pH 6,0 (Baldani, 1996). Com o auxílio de uma pipeta automática, 

alíquotas de 2 μL foram retiradas das soluções bacterianas e colocadas em 

placas de Petri com meio de cultura sólido (Verma et al., 2001) contendo 10 g L-1 

de glicose, 5 g L-1 de cloreto de amônio (NH4Cl), 1 g L -1 de cloreto de sódio 

(NaCl),   1 g L -1 de sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO4.7H2O), 1,0 g L-1 

de fosfato de Ca (Ca5(PO4)3OH), 15 g L-1 de ágar, 1 L de água destilada a pH 7,0 

e incubadas a aproximadamente 30 0C por uma semana. A capacidade de 

solubilização foi identificada pela presença de halo translúcido ao redor da 

colônia. O índice de solubilização (IS) foi determinado através da formula IS = 

diâmetro do halo (mm)/ diâmetro da colônia (mm) (Berraquero et al., 1976) e 

classificado quanto à capacidade de solubilização em baixa (IS<2), média (2 ≤IS ≤ 

4) e alta (IS>4). 
Para determinar a capacidade de solubilização de zinco, as bactérias 

foram crescidas em meio líquido DYGS por 24 horas, a 30 0C e 170 rpm. Com a 

pipeta automática, alíquotas de 2 μL das suspensões bacterianas foram 

colocadas em placas de Petri com meio de cultura sólido (Saravanan et al., 2003) 

contendo 10 g L-1 de glicose, 1 g L-1 de sulfato de amônio ((NH4)2SO4), 0,2 g L-1 

de cloreto de potássio (KCl), 0,1 g L-1 de fosfato de dibásico potássio (K2HPO4), 

0,2 g L-1 de sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO4.7H2O), 1,0 g L-1 de 
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óxido de Zn (ZnO), 15 g L-1 de ágar, 1 L de água destilada a pH 7,0 e incubadas a 

aproximadamente 30 0C por sete dias. A avaliação do índice de solubilização de 

zinco foi realizada por meio da razão do diâmetro do halo translúcido que se 

forma em torno das colônias bacterianas solubilizadoras com o diâmetro da 

colônia (IS = diâmetro do halo (mm)/ diâmetro da colônia (mm)) e classificado 

quanto à capacidade de solubilização em baixa (IS<2), média (2 ≤IS ≤ 4) e alta 

(IS>4) (Berraquero et al., 1976). 

Na quantificação da produção de compostos indólicos em meio de cultura, 

as isolados bacterianos foram crescidas previamente em meio líquido DYGS 

(Döbereiner et al., 1995) por 24 horas, a 30 0C e 170 rpm. Alíquotas de 25 μL 

foram transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL dos meios Dygs, com e 

sem adição de triptofano (100 mg L-1) e incubadas no escuro por 72 horas, a 30 

ºC e 150 rpm. Para avaliação da síntese de indol (Sarwar e Kremer, 1995), 150 

μL da cultura bacteriana foram transferidos para microplacas de poliestireno, 

sendo adicionados 100 μL do reagente de Salkowsky (1 mL de tricloreto de 

ferrohexa-hidratado (FeCl3.6H2O) – 0,5 mol L-1, em 50 mL de ácido perclórico 

(HClO4) – (35 % em água), seguido de incubação no escuro por 30 minutos. Após 

esse período, foram realizadas leituras em espectrofotômetro a 492 nm. A 

concentração de indol foi dosada com curva de calibração, relacionando 

absorbância e concentração de ácido indol acético (AIA). Foram realizadas três 

repetições para cada estirpe bacteriana. Como controle positivo, foi utilizada a 

bactéria Herbaspirillum seropedicae HRC54 (Radwan et al., 2005). 

 

3.6. Identificação molecular dos isolados 
 

Os isolados bacterianos obtidos a partir do estoque foram crescidos em 5 

mL de meio líquido DIGYs por 24 horas a 30ºC a 170 rpm em agitador orbital. 

Uma alíquota de 20 L do pré-inóculo foi transferida para novo meio DIGYs nas 

mesmas condições descritas acima. Após 12 horas de crescimento, 1 mL da 

cultura foi colocada em  microtubos e peletizada por centrifugação a 5000 G por 5 

minutos. Para extração e purificação do DNA genômico total das bactérias 

isoladas e purificadas neste trabalho, foi utilizado o procedimento preconizado 

pelo kit de extração DNeasy Blood e Tissue Kit (Qiagen®) como descrito pelo 

fabricante. O DNA extraído de cada isolado bacteriano foi visualizado por 
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eletroforese em gel de agarose, usando tampão TAE 1x (Tris: 4,84 g; 2 mL de 

EDTA 0,5 M  e ácido acético 1,15 mL) contendo brometo de etídio e observados 

em um sistema de fotodocumentação do tipo UV Bio - Imaging Systems (MF – 

ChemiBis 3.2). A amplificação do gene 16S rDNA foi realizada em um 

termociclador baseado na reação de PCR (“polymerase chain reaction”) utilizando 

os iniciadores universais para as bactérias: 27F (5′-AGA GTT TGA TCM TGG 

CTCAG-3′) e 1492R (5′-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3′) (Weisburg et al., 

1991). As condições de amplificação foram realizadas em um volume final de 50 

µL contendo 1 µL (0.5 – 10.0 ng) do DNA total, 0,2 µM do iniciador 27F, 0.2 µM do 

iniciador 1492R, 5 µM de cada dNTP, 3 µL MgCl2 e 2 U de Taq DNA polimerase  

(Invitrogen). O controle negativo constou da mistura de PCR sem DNA. Os 

produtos da amplificação foram purificados (Dunn e Blattner, 1987), armazenados 

em freezer – 70 ºC e, posteriormente, enviados para a firma Ludwig Biotecnologia 

para sequenciamento dos amplicons. As sequências 16S foram comparadas no 

banco de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com sequências 

conhecidas, por uma pesquisa de similaridade via Blast (Altschul et al., 1990). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4. 1. Isolamento e contagem das bactérias 
 

Neste trabalho foram isoladas, purificadas e estocadas um total de 232 

bactérias oriundas da coleta em duas estações climáticas. No primeiro grupo de 

isolamento, obtido a partir de amostras de serrapilheira e solo em setembro de 

2011 (designado grupo I), foram obtidos 169 isolados bacterianos a partir de 

diluições e plaqueamento em meio sólido de composição complexa (meio NB) e 

semi-sólido isento de N, onde foram obtidos 39 isolados de bactérias diazotróficas 

cultivadas em meio semi-sólido JNFb e LGI, detectadas a partir da formação de 

uma película aerotáxica e com sua população estimada através da metodologia 

do Número Mais Provável (NMP) (Tabela 4 A). 

No segundo grupo de isolamento, obtidos a partir de amostras de 

serrapilheira e solo em abril de 2012 (designado grupo II), foram obtidos 63 

isolados bacterianos a partir de diluições e plaqueamento em meio sólido de 

composição complexa (meio NB). Não foram isoladas bactérias diazotróficas 

crescidas em meio JNFb e/ou LGI, utilizando a metodologia do Número Mais 

Provável (NMP) (Tabela 5 A). 

Nas amostragens que deram origem aos isolados do grupo I e II, uma 

nova abordagem metodológica para avaliações comparativas do potencial do 

inóculo de bactérias diazotróficas e heterotróficas culturáveis naturalmente 

presentes no solo e serrapilheira foi testada. Assim, a estimativa do número de 
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bactérias por grama de solo obedeceu a dois parâmetros, os quais foram: (a) 

quantificação da população sem indução, chamado neste trabalho de potencial 

populacional basal (pB) e (b) quantificação da população após aplicação de uma 

solução contendo três fontes de carbono prontamente assimiláveis, chamado de 

potencial populacional carbono-induzido (pC). Esta metodologia foi utilizada com 

sucesso por Aguiar (2012) para discriminar vermicompostos com diferentes 

potenciais primários de inóculo de bactérias fixadoras de nitrogênio, naturalmente 

associadas a este material. Assim, enquanto as populações diazotróficas 

estimadas no potencial basal variaram de muito baixas a não detectáveis, não 

permitindo a discriminação dos materiais, quando a fonte de carbono foi aplicada, 

um incremento populacional foi observado para todos os materiais, com 

diferenças baseadas no tamanho inicial das populações. Estas diferenças são 

relevantes na distinção e seleção de materiais para futuros estudos de veículos 

microbianos apropriados para proposição de novas formulações microbianas para 

aplicação na agricultura. 

As estimativas dos tamanhos das populações bacterianas na condição de 

potencial basal (pB) e no potencial carbono induzido (pC) na serrapilheira (S) e 

nas diferentes profundidades no solo (P1, P2 e P3), podem ser observadas na 

tabela 1 (grupo I) e 2 (grupo I e II). 

 

Tabela 1: Estimativa da densidade populacional de bactérias diazotróficas totais 
do grupo I, em dois meios semi-sólidos (JNFb e LGI), por meio de estimativa da 
população e carbono induzido na serrapilheira (S) e nas diferentes profundidades 
no solo (P1, P2 e P3). (Os dados são expressos em log10 do número de células/g 
+ log10 do desvio padrão com n=4) 

 
DENSIDADE POPULACIONAL DE BACTÉRIAS DIAZOTRÓFICAS  

(log10 NMP/g solo ou serrapilheira) 
AMOSTRAS            Potencial Basal (pB)  Potencial Carbono Induzido (pC) 

                                        JNFb                  LGI                           JNFb                LGI 
S        3,6 ± 0,9            0,32 ± 0,7                  1,8 ± 2,1                nd 

 P1             nd                       nd    1,2 ± 2,4            0,7±1,3  
P2             nd                       nd                        0,9 ±1,9                 nd 
P3             nd                 0,65 ±1,3   0,4 ± 0,8           1,2 ±1,4 

Onde: nd* - não detectável, P1 (0-10 cm), P2 (10-20 cm) e P3 (20-40 cm). 
Utilizou-se tanto para o pB quanto para o pC, as diluições 10-2 a 10-6 para NMP. 

 

Pode-se notar que, para todas as profundidades do solo cultivadas em 

meio semi-sólido JNFb-malato, números não detectáveis de diazotróficos por 
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grama de solo foram obtidos quando nenhum estímulo ao incremento da 

população nativa foi imposto (potencial basal). Exceção feita para o 

compartimento serrapilheira, no qual foi verificado o crescimento destas bactérias 

com populações estimadas entre 2,7 e 4,5 unidades log10, o que pode ser 

decorrente do carbono prontamente assimilável presente na fração serrapilheira, 

via processo de decomposição desta matéria orgânica, composta basicamente 

por  galhos grossos, folhas, troncos, raízes, resíduos de animais e detritos em 

geral (Selle, 2007). Comportamento similar ocorreu para bactérias cultivadas em 

meio LGI, embora populações de diazotróficos utilizadores de sacarose estejam 

numa ordem de grandeza log10 menor que aquelas que utilizam C-malato. 

Bactérias fixadoras de nitrogênio que utilizam C-sacarose foram detectadas na 

camada de 20 - 40 cm do solo. 

Fatores edáficos que podem colaborar com a explicação para a baixa 

densidade populacional de bactérias fixadoras de nitrogênio em amostras de solo 

nas diferentes profundidades podem ser encontrados na análise da Figura 1 A e 

tabela 1 A, em que, à medida que aumentamos a distância da fração 

serrapilheira, o teor de carbono (%) e por via de consequência os valores de 

matéria orgânica (g/dm3) diminuem, resultando na redução da atividade 

microbiana e da sua densidade populacional. A condição de oligotrófia para 

carbono em profundidade, limitando populações de bactérias diazotróficas pode 

ser parcialmente comprovada pela análise da segunda parte da tabela 1, onde a 

aplicação de C-assimilável estimulou o incremento deste grupo funcional em 

profundidade, embora populações baixas tenham sido notadas. 

Quando adotada a metodologia de aplicação e incubação com carbono 

prontamente assimilável (pC), verificou-se um incremento de microrganismos 

diazotróficos nas amostras do solo antes não detectável (P1, P2 e P3) para o 

grupo I (Tabela 1). Isto sugere uma nova modulação e comportamento destes 

organismos quando suplementados com a solução de carbono. Trabalho de 

Aguiar (2012) avaliou o potencial das bactérias diazotróficas presentes nas 

diferentes fontes de matéria orgânica estabilizada através desta nova 

metodologia, baseada na quantificação das populações bacterianas induzidas ou 

não pela aplicação de fontes de carbono ou exsudados da rizosfera. A autora 

observou neste trabalho, um incremento populacional bacteriano significativo em 

três dos cinco materiais testados. A comparação das bactérias fixadoras de N2 
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entre (pB) e (pC) ilustra a possibilidade que esta metodologia oferece para 

discriminar o potencial de inóculo de diferentes vermicompostos e reforça a idéia 

de carbono como nutriente limitante em profundidade para a comunidade 

diazotrófica. 

Para os diazotróficos crescidos em meio semi-sólido LGI, cuja fonte de 

carbono é a sacarose, não se verificou um comportamento como descrito para o 

meio JNFb entre os tratamentos (pB) e (pC). Ressalta-se ainda, o fato de não ser 

possível isolar diazotróficos em meio LGI e da aparente redução nas populações 

de diazotróficos de meio JNFb, ambos associados à serrapilheira pré-incubada 

com um coquetel de carbono solúvel. Uma possível explicação para estes dados 

advém da alteração do equilíbrio ecológico e dos princípios de sucessão 

microbiana que ocorrem durante as diferentes fases de decomposição da 

serrapilheira na floresta. Embora, na comparação com solo, este compartimento 

seja mais rico em carbono lábil, estes são rapidamente utilizados pelos 

colonizadores iniciais, restando a fração carbono mais recalcitrante e de alta 

relação C/N. Sob tais condições físico-químicas, um importante equilíbrio se 

estabelece entre microrganismos decompositores de celulose, hemicelulose, 

lignina e a comunidade capaz de fixar biologicamente o nitrogênio com 

transferência mútua de oligômeros de carbono e N-fixado. A aplicação de C 

prontamente assimilável romperia com esse equilíbrio, alterando a dinâmica de 

sucessão e desfavorecendo os diazotróficos. Esta seria uma hipótese 

interessante a ser testada a partir dos dados obtidos.  

Segundo a classificação de Ribeiro et al. (1999), estas médias dos teores 

de carbono orgânico para as diferentes profundidades do solo deste grupo, 

caminham na classificação de média baixo quando as análises decorrem de 

gradientes superficiais para os mais profundos. Trabalho de Júnior e Melo (1999) 

evidenciaram que o teor de carbono orgânico é afetado de modo significativo pela 

profundidade de amostragem e pelo tipo de manejo do solo. Amostras de Terra 

Roxa Estruturada (Nitossolo Vermelho) de uma mata natural obtiveram índices 

mais baixos em horizontes do solo mais profundos (intervalo de valores entre 23,5 

g/kg de C a 13,8 g/kg de C), além de apresentarem valores mais elevados de teor 

de carbono orgânico em relação a outros sistemas de manejo de solo analisados. 

A quantificação da biomassa e da atividade microbiana, quando avaliada 

em conjunto com os atributos químicos e físicos do solo, como valores de pH, teor 
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de carbono orgânico, nitrogênio total e teor de argila do solo, por exemplo, 

possibilita uma avaliação sistêmica do ecossistema analisado, assim como a 

comparação com outros diferentes ecossistemas (Ozaki, 2008). Assim, mesmo 

sendo uma característica muito dinâmica e, de certa forma pouco informativa, a 

quantificação da biomassa microbiana pode estimar o potencial microbiológico da 

serrapilheira ou do solo e sua capacidade de transformação; pode quantificar 

substâncias relacionadas às quantidades de nutrientes essenciais aos 

microrganismos; possibilita relacionar estas quantidades de microrganismos com 

formas inorgânicas de importância agronômica e ecológica do solo (Grisi, 1986). 

 
Tabela 2: Estimativa da densidade populacional de bactérias heterotróficas totais 
do grupo I e do grupo II, por meio de contagem basal e carbono induzido na 
serrapilheira (S) e nas diferentes profundidades no solo (P1, P2 e P3). (Os dados 
são expressos em log10 do número de células/g ou mL-1 + log10 do desvio padrão 
com n=4) 

 
 DENSIDADE POPULACIONAL DE BACTÉRIAS 

HETEROTRÓFICAS (log UFC/g solo) 
 

AMOSTRAS Potencial Basal (pB)  Potencial Carbono Induzido (pC) 
    GRUPO I         GRUPO II        GRUPO I  GRUPO II 

S 3,8±3,1 6,6 ± 0,1 7,5 ±1,2                   5,6 ± 0,4 
 P1 nd 

 
2,5 ± 0,9 8,2±1,1 7,4 ± 0,4 

P2 nd  
 

2,6 ± 1,0 7,2±1,7 7,1 ± 0,1 
P3 1,5±3,0 1,5 ± 1,5 4,2±4,9 7,2 ± 0,1 

Onde: nd* - não detectável, P1 (0-10 cm), P2 (10-20 cm) e P3 (20-40 cm). 
Utilizamos tanto para o pB quanto para o pC, as diluições 10-4 , 10-5 e 10-6 mL. 

 
 

A densidade populacional de bactérias heterotróficas oriundas de 

amostras serrapilheira no (pB) do grupo I (Tabela 2), evidenciam mais uma vez, 

agora para o grupo biodiverso de bactérias heterotróficas, a importância dessa 

fração na manutenção e sustentabilidade de diversos ecossistemas. Análises 

qualitativas e quantitativas do material orgânico da serrapilheira são fundamentais 

para a compreensão da dinâmica e funcionamento dos ecossistemas, pois a 

serrapilheira abriga importantes processos de transferência de nutrientes da 

fitomassa ao solo, gerando ainda, carbono estrutural na forma de matéria 

orgânica estabilizada para fornecer nichos microbianos para atividade microbiana. 

Os estudos de Rigobelo e Nahas (2004) demonstraram que o clima e as variáveis 

do solo afetam a densidade das bactérias e suas atividades. No verão, devido à 

maior umidade e precipitação de chuva, houve um incremento da fração 
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serrapilheira em florestas de eucalipto e de Pinus. Esta correlação entre o 

aumento na massa total da fração serrapilheira e a matéria orgânica favoreceu ao 

aumento da densidade microbiana. 

Os valores populacionais obtidos para amostras de serrapilheira e do solo 

no (pC) ainda do grupo I, demonstram um incremento populacional em todas as 

frações analisadas (de até quatro unidades logarítmicas) e o aparecimento de 

populações detectáveis no P1 e P2 (Tabela 2). Tais resultados já eram 

esperados, e foram anteriormente discutidos para a comunidade de bactérias 

diazotróficas, visto que a aplicação de carbono funciona como fonte de energia 

para o desenvolvimento desses microrganismos. 

Seguidamente, serão apresentados os dados para estimativa 

populacional de bactérias diazotróficas e heterotróficas nos potenciais basais e C-

induzido no segundo período de coleta (abril/2012).  

  Como relatado anteriormente, na segunda época de amostragem 

(designado grupo II), foi obtido um número menor de isolados e não foi possível 

isolar bactérias formadoras de película aerotáxica, quando alíquotas de 

suspensões de serrapilheira e diferentes profundidades do solo foram semeadas 

em JNFb e LGI semi-sólidos isentos de N.  

A distribuição das chuvas nas parcelas está demonstrada na figura 3, 

através do quantitativo de chuva que ocorreu onde estão localizadas as mesmas, 

fazendo com que sejam claramente detectadas as diferenças pluviométricas. Sua 

sazonalidade apresenta maior precipitação pluviométrica no período que 

antecede a coleta deste solo, tendo os meses de janeiro e março de 2012, valores 

acima dos verificados para o período da coleta I (ano de 2011). Para  Michereff et 

al. (2005), as bactérias são mais higrofílicas que os fungos. Efeitos estressantes, 

como o excesso hídrico, reduzem a aeração e causam anoxia, afetando 

diretamente a densidade microbiana e seus processos metabólicos, justificando 

os baixa densidade populacional bacteriana observada no grupo II (Tabela 5 A). 

Essas e outras particularidades dificultam as interpretações dos estudos 

ecológicos, pois esperava-se que houvesse maior isolamento de bactérias em 

virtude de maior umidade do solo, porém, o nível de umidade excedeu, 

diminuindo a aeração, interferindo diretamente na densidade bacteriana total. 

Por outro lado, para todos os compartimentos amostrados no sistema 

serrapilheira/solo, bactérias heterotróficas foram detectadas e quantificadas. 
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Analisando primeiramente os dados populacionais basais (pB) mostrados na 

tabela 2, os maiores índices populacionais para bactérias heterotróficas foram 

obtidos na fração serrapilheira, com valores populacionais médios de 4,1x106 

cels/g de serrapilheira. Estes valores, quando comparados aos valores de 

bactérias oriundas de amostras de solo para as diferentes profundidades, 

revelaram incrementos populacionais com valores superiores a 3 unidades log10, 

o que ressalta a importância desta fração para manutenção e magnitude de 

processos de ciclagem e outros que sustentam este ecossistema. O trabalho de 

Penã et al. (2005) correlaciona a atividade microbiana com diferentes horizontes 

do solo, onde observou-se um gradiente de produção de CO2 entre as camadas 

do solo na seguinte ordem: folhas fragmentadas > húmus > solo mineral. Isto 

concorda com a visão científica de que a atividade microbiana está concentrada, 

principalmente, nas camadas mais orgânicas do solo. 

Os valores dos nutrientes apresentados na  figura 1 A e tabela 2 A, 

referentes ao segundo grupo, indicam maiores teores de carbono orgânico nos 

horizontes do solo mais superficiais, valores estes, decorrentes do maior aporte 

de matéria orgânica expressos em g/dm3 (Fraga et al., 2012). Ainda, segundo 

estes autores, os maiores valores descritos nos horizontes mais superficiais do 

solo, contribuem também, para os maiores valores de K, elemento este facilmente 

lixiviável no material em decomposição. Observando ainda, a tabela 2 A, verifica-

se que as amostras mais superficiais do solo (P1) são classificadas como 

eutróficas, pois sua saturação de bases (V%) é maior que 50% (Dosciatti, 2003). 

Existe uma variação considerável nos valores mínimos, ótimos e máximos 

de pH para o crescimento de gêneros de bactérias, mas a maioria está 

compreendida na faixa de pH mínimo, variando de 4,5 a 5,0 e máximo de 8,0 a 

8,5, sendo o pH ótimo entre 6,5 a 7,5 (Oginsky e Umbreit, 1959). Desta forma, o 

pH referente às quatro amostras do solo, descritas nas tabelas acima, é 

considerado bom para fungos, pois estes microrganismos sobrevivem bem em 

solos ácidos (valores variando de 4,3 a 6,1). Já para bactérias não é muito bom, 

pois exigem um pH na faixa de 6,5 e 7,5 (Alexander, 1980) e agronomicamente 

falando, esta acidez ativa do solo encontra-se na faixa de classificação de muito 

baixo a baixo segundo Ribeiro et al. (1999).  

Sessistsch et al. (2001) propuseram que a diversidade está relacionada 

com o tamanho da partícula e com o pH do ambiente, onde afirmam que quanto 
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maior o tamanho da partícula e menor o pH, menor será a biomassa e diversidade 

microbiana.  As amostras da profundidade P3 apresentaram baixos valores de pH 

e maiores granulometrias de areia (1 A e 3 A), o que há possibilidade de redução 

da diversidade de microrganismos nesta fração (P3) com o aumento do tamanho 

da partícula do solo (Kanazawa e Filip, 1986) e com a diminuição do pH. 

Observando a tabela 2, na contagem-pC, foram obtidos maiores valores 

populacionais na comparação com a contagem no pB.  Interessante ressaltar que 

a aplicação de carbono não alterou a densidade populacional da serrapilheira 

(comparação pB x pC), o que sugere que  neste compartimento pode não existir 

limitação no conteúdo de C para sustentar populações de bactérias heterotróficas. 

Silva et al. (2012) avaliaram o efeito de dois tipos de manejo agroflorestais (SAFs 

1 e 2) sobre os estoques de serrapilheira, sobre as características químicas do 

solo, a atividade e a biomassa microbiana do solo (BMS), comparando-os a uma 

área com agricultura anual (AgAn) e uma mata secundária no município de 

Paraty-RJ. Antes do manejo (poda), verificou-se que a área de mata secundária 

apresentou maiores estoques de serrapilheira, carbono orgânico total, teor de 

nitrogênio, carbono da biomassa microbiana e quociente microbiano quando 

comparadas com as outras áreas, evidenciando a sustentabilidade deste 

compartimento sobre o desenvolvimento e atividade microbiana. Já o mesmo não 

pode ser dito para o solo onde as populações do pC apresentados na tabela 2, 

foram 104 a 105 superiores as populações basais, ambiente sabidamente C-

oligotrófico. 

A disponibilidade de fósforo, de acordo com o teor de argila descrita na 

tabela 3 A, apresentam-se na faixa de muito baixo (Ribeiro et al., 1999), o que 

justifica os estudos sobre esta interface solo-planta, onde a microbiota exerce 

papel fundamental nos processos de mineralização e solubilização através da 

excreção de enzimas, fitases e principalmente ácidos orgânicos (Junior et al., 

2010) e (Silva et al., 2011). 

 O trabalho de Ourives (2010) demonstrou um incremento no teor de fósforo 

conforme a elevação dos teores de Bokashi (definição japonesa para todo 

composto de origem orgânica). Esta correlação direta pode ser verificada na 

figura 1 A (grupo I), onde, horizontes do solo mais superficiais apresentam 

maiores valores de matéria orgânica (g/dm3), por conseguinte, maiores teores de 

P. Já para Ozaki (2008), solos com alto teor de argila fixam mais P do que 
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aqueles com baixo teor de argila. Desta forma, os dados apresentados na tabela 

3 A vão de encontro com esta afirmação, pois na fração do solo mais superficial 

(P1) o teor de argila apresentado em g/Kg é menor quando comparados com 

perfil do solo em maior profundidade (P2 e P3). Diante disto, a disponibilidade 

deste macronutriente no solo é reduzida em maiores profundidades (Figura 1 A). 

 
4. 2. Caracterização Morfológica e Cultural dos Isolados 
 

Como mencionado anteriormente, 169 isolados bacterianos (grupo I) 

foram obtidos em meio NB e em meios semi-sólido JNFb e LGI, oriundos de 

diferentes amostras e profundidades. Na figura abaixo, seguem algumas imagens 

ilustrativas. (Figura 5) 

 

 
Figura 5: Exemplos de isolados bacterianos oriundos do solo (Grupo I). 

 

 Na tabela 4 A, pode-se observar a morfologia celular descrita ao 

microscópio de luz em material corado e a reação de Gram para todos os isolados 

obtidos. Os resultados dessa tabela mostram que 75% destes isolados 

bacterianos apresentaram características morfológicas de bastões (curtos ou 

longos) e 25% apresentaram características morfológicas esféricas (cocos e duplo 

cocos) (Figura 6). Estudos de Stieven et al. (2009) indicaram um predomínio de 

bactérias gram-negativas com formas em bastões em solos de mata nativa, 

quando comparadas com pastagem cultivada e pastagem nativa. 
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Figura 6: Característica morfológica da célula dos isolados bacterianos, obtidos na 
coleta de setembro de 2011(Grupo I), em área de Floresta Atlântica. 

 

A coloração de Gram é um importante método bacterioscópico utilizado 

na classificação de microrganismos com base em suas características tintoriais e 

morfológicas (Langoni et al., 2009). As bactérias são classificadas basicamente 

em dois grandes grupos: Gram-positivas e Gram-negativas. Com relação às 

características tintoriais, as bactérias Gram-positivas coram-se de roxo e as 

bactérias Gram-negativas coram-se de rosa (Carvalho, 2012). Isto ocorre, pois as 

bactérias Gram-positivas, que têm a parede celular composta por uma espessa 

camada de peptídeoglicano, permanecem com a coloração conferida pelo corante 

primário (roxo).  Já as bactérias Gram-negativas, com parede celular composta 

predominantemente por ácidos graxos (lipopolissacarídeos e lipoproteínas), são 

incapazes de reter a coloração violeta, devido à descoloração da camada lipídica 

por etanol/acetona, assumindo a coloração do último corante (vermelho) (Martins, 

et al., 2001) 

Foram realizadas coloração de Gram em cada uma das amostras. De 

acordo com essa análise, verificou-se que das colônias de bactérias isoladas do 

grupo I (Tabela 4 A), 89% foram caracterizadas como Gram-negativas e 11% 

como Gram-positivas (Figura 7).  
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Figura 7: Característica morfológica da célula dos isolados bacterianos, obtidos 
pela coloração de Gram da coleta de setembro de 2011(Grupo I), em área de 
Floresta Atlântica.  

 

Considerando suas características tintoriais, este dado não corrobora com 

outros resultados citados na literatura, no qual foram relatados microrganismos 

em forma de bastões gram-positivos como o representante majoritário na 

comunidade bacteriana do solo de florestas (Batista, 2010). De acordo com a 

autora, a prevalência dos bastões gram-positivos podem estar relacionados ao 

fato de que a maioria das bactérias pertencentes a esse grupo formarem esporos, 

tornando-se mais resistentes a situações adversas, seguido ainda, do relato de 

um número expressivo de cocos gram-positivos. Esse resultado também pode ser 

justificado, conjecturando que o solo não representa um ambiente isolado, 

possuindo ligações diretas com a água, ar, planta e animais.  

No segundo grupo de isolados (Grupo II), foram obtidos 63 isolados 

bacterianos. A identificação parcial desses isolados teve início pela observação 

das características morfológicas e a coloração de Gram (Tabela 5 A). Os 

resultados indicaram que 60% se apresentaram na forma bastão e 40% na forma 

esférica (Cocos e duplo cocos) (Figura 8). O emprego da coloração de Gram teve 

como objetivo verificar a pureza da cultura e a forma predominante como as 

bactérias se apresentavam (Cocos ou bastões). Sendo que 62% das bactérias 

foram caracterizadas como Gram-negativas e 38% como Gram-positivas (Figura 

8). 
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Figura 8: Característica morfológica da célula dos isolados bacterianos, obtidos 
pela coloração de Gram na coleta de abril de 2012 (Grupo II), em área de Floresta 
Atlântica.  
 
 Abaixo, seguem algumas imagens ilustrativas visualizadas ao microscópio 
óptico dos isolados bacterianos, obtidos do grupo I e do grupo II.  

 

 
 
Figura 9: Caracterização morfológica e cultural dos isolados microbianos do grupo 
I (A e B) e grupo II (C) e (D) imagem ilustrativa. Onde: A= isolado bacteriano 4T.F 
(bastão gram positivo), B=  isolado bacteriano 15D.B (bastão gram negativo), C= 
isolado bacteriano 6E (cocos gram negativo) e D= Imagem ilustrativa (cocos gram 
positivo). 
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4. 3. Classificação dos microrganismos isolados quanto às características 
fenotípicas da colônia, segundo Perin (2003) 
 
 

As características morfológicas dos isolados do grupo I em meio Dygs 

sólido estão descritas na tabela 6 A. De acordo com a coloração das colônias, 

90% dos isolados apresentaram coloração bege, 4% branca, 3% amarelo, 2% 

transparente e 1% roxa. Com relação ao tamanho dos isolados, 85% são maiores 

que 1mm e 15% são puntiformes, a forma das colônias 88% são circulares e 12% 

mostraram-se irregulares. Nessa tabela, verifica-se também que a elevação dos 

isolados apresentaram 91% do tipo plana, 4% Umbonada, 3% convexa e 2% 

umbilicada. 64% dos isolados apresentaram bordo inteiro, 26% ondulada, 9% 

denteada e 1% filamentosa. E em quase sua totalidade, 97% dos isolados 

bacterianos apresentaram superfície lisa, contra 3% que apresentaram superfície 

rugosa ( figura 10). 

 
Figura 10: Características morfológicas das colônias dos isolados bacterianos, 
obtidos na coleta de setembro de 2011(Grupo I), em área de Floresta Atlântica. 
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Na tabela 7 A, estão dispostos os isolados bacterianos pertencentes ao 

grupo II e sua classificação, segundo algumas características das colônias. De 

acordo com a coloração das colônias, 67% apresentaram cor bege, 19% branco, 

11% amarela, 2% transparente e 1% vermelho. 86% tiveram tamanho maior que 

um milímetro, enquanto 14% apresentaram-se puntiformes. 81% apresentaram 

forma circular e 19% irregular. 66% dos isolados bacterianos apresentaram a 

elevação plana, 13% Umbonada, 11% convexa e 5% pulvinada e umbilicada.  

Quanto ao bordo, 51% apresentaram bordo inteiro, 35% ondulada, 8% denteada, 

5% filamentosa e 1% lobada. E em sua maioria, os isolados bacterianos 

apresentaram superfície lisa 86% e 14% rugosa ( Figura 11). 

 

 
 
Figura 11: Características morfológicas das colônias dos isolados bacterianos, 
obtidos na coleta de abril de 2012 (Grupo II), em área de Floresta Atlântica. 
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4. 4. Características fenotípicas dos isolados relacionadas à promoção do 
crescimento vegetal 
 

Todos os isolados foram testados quanto à capacidade de solubilizar 

fosfato de cálcio, óxido zinco e de produzir compostos indólicos na presença ou 

não de triptofano. 
Na solubilização do fósforo do grupo I, 91% dos isolados bacterianos 

apresentaram o halo translúcido em torno de suas colônias, indicando que 

solubilizaram P, contra 9% que não apresentaram este alo indicativo de 

solubilização (Figura 12).  

 

 
Figura 12: Solubilização de óxido de zinco (ZnO) e fosfato de cálcio (Ca3(PO4)2) 
dos isolados bacterianos, obtidos na coleta de setembro de 2011 (grupo I) e abril 
de 2012 (grupo II), em área de Floresta Atlântica. 
 

 
Destacam-se os isolados 4 R.F, 10 D.B, 2 D.B que se encontram na 

fração serrapilhiera (S), apresentando alto índice  de solubilização de fosfato de 

cálcio (Ca(PO)4), assim como os isolados 10 A (P1), 7 B.B, 11 C e 16 D.B (P2) e 

41 B (P3) (Tabela 8 A).  

Para os isolados bacterianos do grupo II, 56% apresentaram altos índices 

de solubilização, verificados por meio de um halo solubilizador presente em torno 

das colônias, de acordo com a metodologia de Berraquero et al. (1976), contra 

44% dos isolados que não conseguiram produzir este halo solubilizador (Figura 

12).  Os isolados de destaque foram 10 E (P2), 4L (S) e 14 H (P3) (Tabela 9 A). 
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Esses dados corroboram com os fornecidos na figura 1 A e tabela 1 A 

para o grupo I, onde os maiores teores de P encontram-se na fração P1 e P2, 

advindos do maior aporte de matéria orgânica e da solubilização promovida por 

microrganismos presentes nestas frações mais superficiais do solo. Não foram 

apresentados os dados de P para a fração serrapilheira, mas acredita-se que os 

teores mais elevados de fósforo (mg/dm3) estejam nesta fração, decorrente deste 

acúmulo de matéria orgânica. São inúmeros os fatores que afetam a 

disponibilidade do fósforo no solo. Podemos citar o teor de matéria orgânica e o 

de argila (Bahia Filho et al., 1893, Guerra et al., 2006; Moreira et al., 2006). 

A disponibilidade de nutrientes é um dos fatores determinantes para o 

desenvolvimento vegetal. No caso dos solos brasileiros, o fósforo é um dos 

elementos mais limitantes (Massenssini et al., 2008). A matéria-prima básica para 

a fabricação de fertilizantes fosfatados é a rocha fosfática, sendo mais 

comumente utilizadas, as apatitas. Trata-se de um recurso natural não-renovável 

e que não tem sucedâneo para as plantas, além de ocorrer apreciável consumo 

de energia e mão-de-obra especializada para a produção de fertilizantes solúveis. 

Estes altos custos contribuem para a redução da aplicação por agricultores, 

havendo necessidade de estabelecer estratégias para o uso eficiente e 

econômico das rochas fosfáticas (Stamford et al., 2004). 

Uma alternativa para biodisponibilidade destas formas de P envolve a 

capacidade de solubilizar fontes de fosfatos inorgânicos insolúveis, aumentando o 

conteúdo de fósforo solúvel na solução do solo pela ação de diferentes grupos 

microbianos, por meio de diferentes mecanismos. Nesta direção, a seleção de 

isolados capazes de solubilizar P se constitui um passo inicial para alavancar tais 

tecnologias nos diferentes sistemas de produção.  

Os estudos de Cerigioli (2005) demonstraram a habilidade de 43 isolados 

endofíticos de planta de milho em solubilizar fosfato inorgânico. Deste total, 

apenas dois isolados não foram capazes de solubilizar o fosfato de cálcio. Nestes 

ensaios, foram observados diversos gêneros bacterianos já citados na literatura, 

capazes de solubilizar o fosfato de cálcio, dos quais podem-se destacar os 

Pseudomonas, Bacillus, Alcaligenes, Klebsiella, Enterobacter e outros que ainda 

não tinham relatos na literatura, como Sphingobacterium, Ochrobactrum, 

Stenotrophomonas e Methylobacterium. 
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Para solubilização de zinco, um grupo mais restrito de isolados (67% dos 

isolados do grupo I) apresentou o halo translúcido em torno das colônias de 

bactérias (Figura 12).  

Os isolados inoculados em meio a base de óxido de zinco (ZnO) mais 

promissores para a solubilização desse nutriente são os isolados 4 A, 5D.B, 

11D.B, 6D.B, 8D.B da fração serrapilheira, 5 B.B, 11 A, 12 A, 13 A da primeira 

profundidade do solo (P1), 7 B.B, 29 A, 23 A, 22 A, 24 A, 21 A da segunda 

profundidade (P2) e 37 B, 37 A, 40 A, 44 A, 45 A, 2 H.F da fração P3 do solo 

(Tabela 8 A). Diferente da tendência no grupo I, nos dados de solubilização de 

zinco para os isolados do grupo II foram maiores os valores para os 

microrganismos que não apresentaram a formação de um alo translúcido em 

torno das colônias, indicando que não são capazes de solubilizar o óxido de 

zinco.  

Dos 41% dos isolados bacterianos que solubilizaram Zn (Figura 12), 

destacam-se os isolados 1 B (P1), 2 E (P2), 14 H (P3), 13 E (P2), 6 E (P2) e 14 B 

(P3) (Tabela 9 A). As bactérias cujos códigos são 7 B.B e 14 H, são bem  

promissores na solubilização, tanto de Zn quanto de P, respectivamente, para o 

grupo I e grupo II (Tabela 8 A e 9 A).  

Para Fernandes (2006), no solo, o zinco é encontrado nos horizontes 

mais superficiais, o que está relacionado ao fato de os resíduos das plantas se 

depositarem na superfície, sendo posteriormente liberados os nutrientes via 

decomposição e devido à baixa mobilidade do zinco no perfil, decorrente da sua 

capacidade de ser fixado a MO, argilas silicatadas, óxidos e hidróxidos de ferro. 

Diante disto, os dados da tabela 1 A e 2 A legitimam os maiores teores deste 

micronutriente do grupo I e grupo II nas frações mais superficiais do solo, quando 

correlacionados aos maiores valores de matéria orgânica. 

Imagens ilustrativas do potencial de solubilização de zinco e fósforo para 

os isolados do grupo II podem ser observadas na figura 13. 
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Figura 13: Solubilização de Zn e P do grupo II. Onde: Os isolados A (13B), B 
(13H) e C(7L) são isolados solubilizadores de Zn e D (4E), E (7H) e F(11B) são 
solubilizadores de P. 
 

 

Além da capacidade de fixar nitrogênio, solubilizar fontes fosfatadas e  

zinco, pesquisas têm demonstrado mudanças na anatomia e fisiologia de 

diferentes genótipos de cana-de-açúcar, quando inoculados pela bactéria G. 

diazotrophicus. Alterações como o aumento das raízes laterais, assim como 

mudanças na geometria das raízes pelo aumento da proporção de raízes finas e 

do sistema radicular como um todo (Olivares et al., 2001), são atribuídas à 

capacidade destes microrganismos em produzir e secretar fitormônios.  

Existem muitos relatos na literatura evidenciando a capacidade de 

bactérias associadas a plantas em produzir fitormônios e, consequentemente, 

influenciar o crescimento de planta. Farina et al. (2012) relatam a capacidade de 

302, dentre os 308 microrganismos isolados do solo, rizosfera e raízes de canola 

(Brassica napus), em produzir compostos indólicos. 

Para avaliação da produção de ácido indol acético (AIA) por bactérias 

endofíticas de folhas de diferentes espécies de bromélias, foram utilizadas duas 

metodologias distintas no trabalho de Reginatto (2008). A primeira metodologia 

adotada no trabalho desta autora foi descrita por Bric et al. (1991), onde as 

bactérias foram incubadas em ágar típico de soja suplementado de 5mM de L-

triptofano, cobertos com membrana de nitrocelulose estéril e a segunda 

metodologia foi descrita por Glickmann e Dessaux (1995),  onde utilizou-se um 
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caldo Lúria enriquecido de 5mM de L-triptofano e duas diferentes formulações do 

reagente Salkowski. De 76 isolados bacterianos, 57 cepas bacterianas foram 

evidenciadas na utilização do método de Glickmann e Dessaux e 20 

apresentaram resultados positivos, quando empregada a membrana de 

nitrocelulose. Apenas 13 isolados bacterianos tiveram a detecção da produção do 

fitormônio nas duas metodologias empregadas. O aparente insucesso da 

metodologia de Bric et al. decorre do tamanho que as colônias podem atingir, pois 

caso a colônia cresça muito, o AIA espalha-se na membrana, dificultando a 

interpretação dos resultados. 

Devido à sua facilidade, rapidez, sensibilidade e custo, o reagente de 

Salkowski tem sido largamente empregado na detecção do AIA produzido por 

bactérias diazotróficas e fitopatogênicas (Hartmann, 1983; Radwan et al., 2005; 

Steenhoud e Vanderleyden, 2000). O método colorimétrico baseia-se na oxidação 

de compostos indólicos por sais férricos. A reação de uma solução de AIA com o 

reagente de Salkowski resulta na coloração amarelada para o teste negativo e 

rosa avermelhado para o teste positivo (Marchioro, 2005).  

No presente trabalho, 100% dos isolados bacterianos pertencentes aos  

dois grupos, na presença e ausência de triptofano, foram capazes de produzir 

esse fitormônio. Resultados semelhantes foram obtidos num estudo desenvolvido 

por Assumpção (2009), no qual foi avaliada a diversidade da comunidade 

bacteriana endofítica de soja e seu potencial biotecnológico in vitro e verificou-se 

que dos 176 isolados avaliados, 100% produziram AIA, 18% dos isolados 

controlaram o crescimento de fungos fitopatogênicos e 39% solubilizaram fosfato 

de cálcio. 

 As produções de AIA, neste estudo, variaram de 15,3 a 688,0 μM em 

meio sem triptofano e de 12,8 a 603,2 μM em meio na presença de triptofano para 

o grupo I (Tabela 10 A no anexo). Estes valores são similares aos observados por 

Milani et al. (2009), em que foram verificadas variações de 289 a 487 μM nos 

valores da concentração de AIA de cinco estirpes testadas de A. lipoferum em 

meio sem triptofano e de 321-441 μM em meio acrescido de triptofano. Para as 

estirpes de Gluconacetobacter avaliadas, houve um incremento na produção de 

AIA em relação aos Azospirillum testados. As estirpes de Gluconacetobacter 

produziram de 312 a 538 μM em meio sem triptofano e de 239 a 601 μM em meio 

com triptofano. Porém, Reis Junior et al. (2004), observaram menor produção de 
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AIA em isolados de A. amazonense associados a diferentes genótipos de 

Brachiaria spp. com variações na ordem de 35 a 110 μM. 

As figuras a seguir (figs 14 a 17) representam a média da produção de 

AIA na presença ou não de triptofano dos isolados nos diferentes compartimentos 

(S, P1, P2 e P3). Os isolados que produziram valores acima da linha tracejada em 

vermelho representam aqueles isolados bacterianos que produziram 

concentração deste fitormônio acima da média, na presença de triptofano. Quanto 

aos isolados que apresentaram concentrações acima da linha tracejada em azul, 

são os que produziram AIA acima da média, na ausência de triptofano. Na Figura 

14, observam-se isolados potenciais para a produção de AIA da fração 

serrapilheira, tanto em meio acrescido quanto ausente de triptofano. Destaca-se a 

capacidade de alguns isolados produzirem AIA acima da média em meio de 

cultura sem o precursor triptofano, assim como o trabalho de Balota et al. (1995), 

onde a Klebsiella sp. M-51 acumulou AIA in vitro, independente do fornecimento 

do precursor triptofano até as 120 horas de incubação. Nos estudos de Milani et 

al. (2009), dos três isolados de Azospirillum testados na ausência do triptofano, os 

isolados IPRA-13 e IPRA-21 apresentaram maior acúmulo de AIA em relação aos 

padrões testados (BR 11001, A. brasiliense e BR 11080, A. lipoferum).  

 

 
Figura 14: Produção de ácido indol acético por isolados da fração serrapilheira da 
Reserva Ecológica Estadual de Guaxindiba do grupo I. 

 

As figuras abaixo (Figura 15, 16 e 17) representam a produção de AIA 

dos isolados do solo P1, P2 e P3, respectivamente. Para todos estes 

compartimentos, valores da produção de AIA acima da média foram detectados.  

 



 

 
 

46

 
Figura 15: Produção de ácido indol acético por isolados da fração dos solo (P1) 
da Reserva Ecológica Estadual de Guaxindiba do grupo I. 
 
 
 

 

 
Figura 16: Produção de ácido indol acético por isolados da fração dos solo (P2) 
da Reserva Ecológica Estadual de Guaxindiba do grupo I. 
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Figura 17: Produção de ácido indol acético por isolados da fração dos solo (P3) 
da Reserva Ecológica Estadual de Guaxindiba do grupo I. 

 
 
Para o grupo de isolados II, o intervalo de produção de AIA variou de 53,5 

a 625,0  μM em meio sem triptofano e 48, 0 a 619, 2 μM em meio acrescido de 

triptofano (Tabela 10 A). Numa proporção menor que o grupo anterior, valores da 

concentração de AIA acima da média neste grupo (Grupo II) foram detectados na 

fração serrapilheira para os isolados cultivados, tanto em meio de cultura 

acrescido quanto isento de triptofano (Figura 18). 

 

 
Figura 18: Produção de ácido indol acético por isolados da fração serrapilheira da 
Reserva Ecológica Estadual de Guaxindiba do grupo II. 

 

Para as profundidades do solo P1, P2 e P3, também foram observados 

potenciais isolados na produção deste fitormônio. As profundidades P1 e P2 
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apresentaram isolados expressivos na produção de AIA, apresentando valores 

próximos a 600 μM na concentração . 

 

 
Figura 19: Produção de ácido indol acético por isolados da fração dos solo (P1) 
da Reserva Ecológica Estadual de Guaxindiba do grupo II. 
 
 

 

 
Figura 20: Produção de ácido indol acético por isolados da fração dos 

solo (P2) da Reserva Ecológica Estadual de Guaxindiba do grupo II. 
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Figura 21: Produção de ácido indol acético por isolados da fração dos 

solo (P3) da Reserva Ecológica Estadual de Guaxindiba do grupo II. 
 

4.5. Identificação taxonômica dos isolados 

 

A identificação molecular das bactérias pelo sequenciamento do gene 16S 

rDNA (Tabela 11) resultou em 13 gêneros distribuídos em 25 táxons pertencentes 

aos filos Proteobactéria (76 % das linhagens), Firmicutes (16 %), Actinobactéria 

(4%) e Bacteroidetes (4%). Estes dados de sequenciamento são relativos apenas 

à parte das bactérias oriundas do grupo II (coleta de abril/2012) e cobrem 36% do 

universo de isolados, a análise de outras sequências esté em curso. 

 

Tabela 3: Identificação molecular dos isolados bacterianos, obtidos em amostras 
de serrapilheira (S) e diferentes profundidades de amostras de solo (P1: 0-10 cm; 
P2: 10-20 cm e P3: 20-40 cm), oriundos de Floresta de Tabuleiro da Estação 
Ecológica de Guaxindiba, baseados em suas sequências 16S rDNA com base em 
consultas BLAST 

 

Código e origem 
do isolado 

GenBank Nº do 
acesso 

Cobertura 
(bases) 

Ident. 
(%) 

7H - AM2 P3 (-5) Sphingobium sp. JQ433940.1 1441 99 

11O - AM4 S (-6) Enterobacter sp. JN210900.1 1315 98 
10B - AM3 P2 (-5) Burkholderia sp. AB299575.1 1581 99 
8B - AM3 S (-5) Lactococcus lactis HM638424.1 1400 99 

11E - AM4 S (-5) Novosphingobium sp. JQ316300.1 1349 99 
13L - AM4 P2 (-6) Citrobacter sp. JQ765858. 1 1378 99 
11B - AM4 S (-5) Burkholderia sp. NR043890.1 1219 99 
3B - AM1 P3 (-6) Burkholderia sp. NR025097.1 1520 99 
13E - AM4 P2 (-5) Paenibacillus barcinonensis NR042272.1 1567 98 
1L - AM1 P1 (-5) Pseudomonas mosselii NR024924.1 1543 98 

12E - AM4 P1 (-5) Serratia nematodiphila NR044385.1 1519 99 
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2H - AM1 P2 (-5) Burkholderia diffusa NR042633.1 1520 99 
11L - AM4 S (-6) Paenibacillus barcinonensis NR042272.1 1498 98 

12H - AM4 P1 (-5) Novosphingobium 
panipatense 

NR044210.1 1482 99 

12L - AM4 P1 (-6) Lysinibacillus boronitolerans NR041276.1 1502 99 
1H - AM1 P1 (-5) Burkholderia diffusa NR042633.1 1452 99 
1O - AM1 P1 (-5) Arthrobacter sp. NR025083.1 1347 98 
8HB - AM4 S (-5) Chryseobacterium sp. NR042507.1 1404 99 
8E - AM3 S (-5) Enterobacter asburiae NR024640.1 1419 98 

2E - AM1 P2 (-5) Enterobacter ludwigii NR042349.1 1463 99 
9E - AM3 P1 (-6) Enterobacter sp. NR024640.1 1570 99 
3EB - AM2 S (-5) Enterobacter sp. NR042349.1 1437 99 
13B - AM4 P2 (-5) Burkholderia arboris NR042634.1 1395 99 

13BB – AM4 P2 (-6) Citrobacter sp. NR028894.1 1402 99 
14L - AM4 P3 (-6) Burkholderia sp. NR042634.1 1330 99 

 

 

No Filo Proteobactéria, predominante na serrapilheira (62,5% dos táxons) 

e em todas as profundidades amostradas (P1: 71,5%; P2: 86%; P3: 100%), 

isolados bacterianos das classes Alfa- (16%), Beta- (37%) e Gama-proteobactéria 

(47%) foram relatados. No Filo Firmicutes, todos isolados pertenceram à classe 

bacilli, isolados da serrapilheira e duas primeiras profundidades do solo. Já para 

os filos Actinobactéria e Bacteroidetes, respectivamente, um representante da 

classe Actinomycetales (isolado do solo 0-10 cm) e Flavobacterium (isolado da 

serrapilheira). 

Dentre os gêneros bacterianos de ocorrência mais comuns destacaram-

se Burkholderia (28%), presente na serrapilheira e em todas as profundidades de 

solo amostradas, Enterobacter (20%) presente na serrapilheira e em 0-10 e 10-20 

cm, Paenibacillus (8%) isolado da serrapilheira e na camada de solo de 10-20 cm, 

Citrobacter (8%) presente na camada de 10-20 cm e Novosphingobium (8%), 

presente na serrapilheira e na camada de 0-10 cm. Os outros sete táxons com 

apenas um representante se concentraram, majoritariamente, na serrapilheira e 

na camada superficial em interface com a mesma (Tabela 11). 

O gênero Burkholderia abriga um grande número de espécies de 

bactérias em bastonetes gram-negativas, móveis, aeróbicas obrigatórias, tanto 

associadas enfermidades no reino animal como vegetal, bem como algumas 

espécies importantes no sistema solo-planta em processos de biofertilização e 

bioremediação. Algumas espécies como B. xenovorans, B. cepacia e B. fungorum 

são conhecidas por sua capacidade de degradar compostos xenobióticos (Gibson 
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et al.,1993),como por exemplo, halogenados aromáticos das classes bifenilas 

policloradas (PCBs). Bactérias deste gênero têm sido consideradas habitantes 

comuns do solo e desempenham funções ambientais relevantes no ambiente 

solo-planta pela ampla capacidade de associação com diferentes espécies 

vegetais, induzindo a formação de nódulos radiculares em leguminosas, 

colonizando endofiticamente e epifiticamente diferentes plantas de interesse 

agroflorestal e como agentes de controle biológico (Estrada-de Los Santos et al., 

2001). 

Dentre as espécies de Burkholderia identificadas neste estudo, estão 

Burkholderia diffusa e Burkholderia arboris, ambas isoladas do compartimento 

solo. Estas espécies foram recentemente propostas por Vanlaere et al. (2008), a 

partir de isolados oriundos do complexo cepacia, associados a pacientes 

portadores de fibrose cística, água de rio, solo, resíduos industriais, entre outras 

fontes. Burkholderia diffusa é descrita como células aeróbias em bastão, não 

esporulantes, Gram-negativas. Possuem crescimento ótimo a 30 ºC, embora 

estirpes pigmentadas não tenham sido detectadas e hemólise não tenha sido 

observada. Estirpes são capazes de assimilar glicose, L-arabinose, D-manose, D-

manitol, N-acetilglucosamina, D-gluconato, caprato, adipato, L-malato, citrato e 

fenilacetato, mas não a maltose. A acidificação da glucose, maltose, lactose, 

sacarose e xilose são observadas, mas acidificação adonitol é dependente da 

estirpe. Nitrato é reduzido, positiva para a atividade das enzimas oxidase, beta-

galactosidase e lisina descarboxilase, mas não ornitina descarboxilase, 

triptofanase, arginina dihidrolase ou urease. O teor de G+ C é 67% em mol. As 

estirpes foram isoladas de amostras de expectoração de pacientes com fibrose 

cística, amostras de sangue de pacientes com fibrose, solo e da água. A cepa é 

AU1075T é a estirpe tipo (LMG 24065) e foi recuperada a partir de muco de um 

paciente com fibrose cística nos EUA em 1999 (Vanlaere et al., 2008). 

Já Burkholderia arboris possui células em bastão aeróbias, não 

esporulantes e gram-negativas. Crescimento ótimo a 30 ºC. Algumas estirpes são 

capazes de produzir um pigmento avermelhado após vários dias de crescimento, 

são capazes de assimilar glucose, D-manose, D-gluconato, adipato, L-malato, 

citrato. A assimilação de L-arabinose, D-manitol, N-acetilglucosamina, a maltose, 

o ácido capróico, o fenilacetato e a redução de nitrato são estirpe-dependente. A 

acidificação de glucose, sacarose, maltose, lactose e adonitol são observadas, 
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mas não da xilose. Atividades oxidase e beta-galactosidase estão presentes, mas 

não triptofanase, arginina dihidrolase ou atividade urease. O conteúdo G+ C é de 

67% mol. As diferentes cepas foram isoladas do escarro de pacientes com fibrose 

cística e de fontes ambientais. A cepa é ES0263AT(LMG 24066) é a estirpe-tipo 

(Vanlaere et al., 2008). 

O gênero Enterobacter pertence à família Enterobacteriaceae e agrupa 

bactérias gram-negativas e anaeróbias facultativas. São bactérias com ampla 

ocorrência na natureza, sendo isoladas de água doce, solos, esgotos, vegetais, 

animais e fezes humanas (Madhaiyan et al., 2010). Algumas são agente 

patogênicos oportunistas, sendo a causa de queimaduras, ferimentos e infecções 

urinárias. Ocasionalmente, podem também, provocar septicemia e meningite. 

Este gênero é claramente separado de outros táxons bacterianos e forma um 

ramo distinto com 22 espécies, tendo Enterobacter cloacae como a espécie-tipo 

(Hormaeche e Edwards,1960). É crescente o número de relatos de membros 

deste gênero em associação com plantas (Egamberdieva et al., 2008; 

Madhaiyan et al., 2010) com a descrição de efeitos benéficos sobre o crescimento 

da planta que incluem a produção de fitormônios, fixação biológica de nitrogênio e 

biocontrole (Götz et al., 2006). Em um trabalho conduzido por Vassileva et al. 

(1999), a bacterização de plantas de alface (Lactuca sativa) com células de  

Enterobacter formulada em capsulas de alginato melhorou a absorção de íons 

fosfato e estimulou micorrização das plantas. 

Dentre as espécies de Enterobacter identificadas neste estudo, estão 

Enterobacter asburiae e Enterobacter ludwigii, respectivamente isoladas da 

serrapilheira e de amostras de solo (10-20 cm). E. asburiae, de acordo com 

Brenner et al. (1986) é uma nova espécie, que foi anteriormente alocada no grupo 

Entérico 17 e que consistia de 71 cepas, 70 das quais, isoladas de seres 

humanos (urina, aparelho respiratório, feridas e sangue), sem significado clínico . 

Estirpes desta espécie são positivas para os testes de vermelho de metila, a 

utilização de citrato, hidrólise de ureia, L-ornitina-descarboxilase, crescimento em 

KCN, produção de ácido e gás a partir de glicose e produção de ácido a partir de 

L-arabinose, celobiose, glicerol (negativa em 1 a 2 dias, positivo em 3-7 dias), a 

lactose, D-manitol, a alfa-metil-D-glicosídeo, D-sorbitol, sacarose, trealose e D-

xilose. Exibem resultados negativos no teste de Voges-Proskauer e no teste para 

compostos indólicos, produzem H2S, fenilalanina, L-lisina descarboxilase, 
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possuem lipases, ADNases, e produzem ácido a partir de adonitol, D-arabitol, 

dulcitol, eritritol, i(mio)-inositol e L-ramnose. Mais recentemente, isolados desta 

espécie têm recebido atenção destacada em diferentes estudos, envolvendo 

segurança alimentar na agricultura e aproveitamento de resíduos vegetais para 

produção de etanol de segunda geração (Ye et al., 2009;  Bi et al., 2009). Uma 

combinação de Enterobacter asburiae JX1 com cinco bacteriófagos líticos foi 

avaliada para o controle de Salmonella javiana na rizosfera de plantas e em pré-e 

pós-colheita de tomate, com resultados promissores na redução da persistência 

de Salmonella pela ação antagônica do isolado JX1 (Ye et al., 2009). Já, o isolado 

JDR-1 de E. asburiae, obtido a partir de amostras de madeira, tem sido utilizado 

como um biocatalisador etanologênico para produção de combustíveis, a partir de 

resíduos agrícolas de origem vegetal, catalisando a hidrólise de hemicelulose 

(metilglucuronoxilose e xilose) e produzindo etanol e acetato. Interessante 

destacar que o isolado bacteriano E. asburiae,  obtido no presente estudo, deriva 

da serrapilheira da Floresta da Mata do Carvão, sendo um componente da  

comunidade microbiana responsável pela decomposição dos resíduos vegetais, 

ciclagem dos nutrientes e sustentação da floresta na área da reserva. 

Enterobacter ludwigii foi descrito com base nas características de 16 

estirpes isoladas, a partir de casos clínicos (Hoffmann et al., 2005). Essas 

bactérias formam um grupo genético distinto em análises filogenéticas da 

estrutura populacional do complexo de Enterobacter cloacae. Caracterizam-se 

como  bactérias bastonetes gram-negativos com motilidade, metabolismo 

fermentativo  e  características gerais de Enterobacter cloacae. E. ludwigii podem 

ser diferenciados a partir das outras espécies Enterobacter pelo seu crescimento 

em mio-inositol e 3-O-metil-D-glucopiranose. A cepa EN-119 é a estirpe-tipo 

(DSM 16688T). Dentre as características de interesse biotecnológicas 

relacionadas à espécie, estudos de bioremediação têm sido conduzidos com a 

estirpe de E. ludwigii Ez-185-17 (isolado dos nódulos radiculares de plantas 

colhidas na área da usina nuclear de Chernobyl). Neste estudo, Pau-Roblot et al. 

(2013) isolaram e caracterizaram quimicamente um exopolissacarideo de alta 

massa molecular (EPS) e evidenciaram suas propriedades de ligação com metais 

pesados, reduzindo o sequestro de cádmio (Cd) em sementes de plantas de linho 

(Linum usitatissimum). Em outro estudo conduzido por Yousaf et al. (2011), foi 

avaliada a  capacidade de colonização endofítica de três isolados de E. ludwigii 
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em plantas de azevém (Lolium multiflorum), cornichão (Lotus corniculatus) e alfafa 

(Medicago truncatula) cultivadas em solo desinfestado, enriquecida com 1% de 

diesel. Todas as estirpes foram capazes de colonizar eficientemente a rizosfera e 

interior das plantas e degradar hidrocarbonetos (taxas de degradação de óleo 

diesel até 68%), expressando os genes CYP153 (degradação de alcanos) em 

diferentes compartimentos das plantas, indicando um papel ativo na degradação 

de diesel, em associação com plantas.  

Na bactéria psicrotrófica, Enterobacter ludwigii estirpe PAS1 foi 

identificada uma proteína “cold shock protein E” e sua estrutura elucidada por 

análises de biologia computacional. Há um interesse considerável no uso de 

bactérias psicrotróficas para fixação de nitrogênio, especialmente em regiões 

montanhosas, assim, uma melhor compreensão dos mecanismos de adaptação 

ao frio se justifica (Kandasamy et al., 2013).  

Entre os  táxons com ocorrência intermediária, temos Paenibacillus, 

Citrobacter e Novosphingobium (8%), majoritariamente associados a  serrapilheira 

e na camada de solo de 0-10 cm.  

Paenibacillus é um gênero de bactéria anaeróbia facultativa, formadoras 

de endósporos, inicialmente incluído no gênero Bacillus e, posteriormente,  

reclassificada como um gênero separado (Ash et al.,1993). É um gênero de ampla 

ocorrência na natureza, com espécies isoladas de solo, água, rizosfera, material 

vegetal, associados epifiticamente e endofiticamente a plantas, larvas de insetos, 

bem como isolados clínicos (Lal e Tabacchioni, 2009; Ouyang et al., 2008). 

Várias espécies de Paenibacillus estão relacionadas à promoção do 

crescimento vegetal, atuando simultaneamente como biofertilizantes 

(solubilização de fosfato, fixação de nitrogênio e produção hormonal) e 

antagonistas (biopesticidas) de patógenos radiculares pela produção de 

antibióticos, sideróforos ou enzimas líticas contra bactérias, fungos e nematoides 

fitopatogênicos (McSpadden Gardener, 2004). Outro aspecto relevante para 

fertilidade dos solos em diferentes biomas reside da capacidade de isolados de 

Paenibacillus sp.em degradar substâncias húmicas do solo e promover uma 

ciclagem mais eficiente do carbono orgânico (Park e Kim, 2013). 

Isolado da serrapilheira e da camada de 10-20 cm do solo da Mata do 

Carvão, Paenibacillus barcinonensis é reconhecida como uma bactéria produtora 

de xilanase. Trata-se de uma bactéria gram-positiva, formadora de endósporos e 



 

 
 

55

primeiramente isolada de um campo de arroz (Sánchez et al., 2005). Possui 

crescimento entre 10 e 40 graus ºC e em presença de lisozima ou de 5% (w / v) 

de NaCl. A estirpe tipo é a BP-23T (Sánchez et al., 2005). Aplicações 

biotecnológicas mais recentes apontam para a clonagem e expressão heteróloga 

da enzima xilanase A de P. barcinonensis em Escherichia coli e atividade elevada 

a 60 ºC, em ambiente alcalino (acima de pH 9,5), revelando-se como candidata 

para despolimerização da madeira de eucalipto (liberação de xilo-oligômero) na 

industria de papel e celulose (Valenzuela et al., 2010). Asha et al. (2012) 

purificaram e caracterizaram na mesma espécie (estirpe MG7) uma celulase com 

elevada atividade catalítica e estável em temperaturas elevadas, variações de pH, 

presença de surfactantes e íons metálicos, indicando que a enzima celulase MG7 

é uma boa candidata para aplicações biotecnológicas em programas de 

degradação de celulose. 

Citrobacter é um gênero de bactérias aeróbicas, gram-negativas coliformes 

pertencentes à família Enterobacteriaceae. Proposto pela primeira vez como 

Citrobacter freundii por Werkman e Gillen (1932). Possui atualmente, dez 

espécies reconhecidas, incluindo C. freundii MTCC 1658, este isolado de canal de 

água nos Estados Unidos. As espécies C. amalonaticus, C. koseri e C. freundii 

utilizam citrato como única fonte de carbono. Espécies de Citrobacter são 

diferenciados pela sua capacidade para converter o triptofano em indol, fermentar 

a lactose, e utilizar malonato (Lipsky et al., 1980). Bactérias do gênero são 

capazes de acumular urânio através da construção de complexos com íons 

fosfatos. Estas bactérias podem ser encontradas no solo, água, águas residuais, 

e associadas ao intestino humano. Uma versão preliminar do genoma 

sequenciado de Citrobacter freundii estirpe MTCC 1658T foi publicada por Kumar 

et al. (2013). Dentre os genes destacam-se aqueles relacionados à decomposição 

da ureia, quitina e utilização de N-acetilglicosamina, complexo desidrogenase, a 

via metabólica de  Entner-Doudoroff, glicólise e gliconeogênese, as vias das 

pentoses fosfato, o ciclo do ácido tricarboxílico, absorção e utilização de lactose e 

galactose, o metabolismo do ácido siálico, síntese de riboflavina, dois sistemas 

para o metabolismo do piruvato, dentre outros genes relevantes. 

Novosphingobium é um gênero de bactérias Gram-negativas, que inclui 

espécies com potencial para bioremediação de ambiente contaminados (Liu et al., 

2005), em face de sua capacidade de degradar compostos aromáticos (fenol, 
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anilina, nitrobenzeno e fenantreno). Estas bactérias são usualmente encontradas 

em substratos com alta relação C/N, ambientes degradados e são capazes de 

metabolizar diversos poluentes industriais. Várias destas espécies são capazes 

de acumular poli-hidroxialcanoato (PHA) e a espécie N. nitrogenifigens (isolada de 

águas de lavagem de fábrica de papel – meio com alta relação C/N). O perfil 

fisiológico destas bactérias é compatível com o ambiente de decomposição na 

interface serrapilheira-solo, onde a liberação de nutrientes depende da ação 

microbiana sobre C-recalcitrante como lignina, suberina, polifenóis em ambiente 

com baixa concentração de nitrogênio.  

 Novosphingobium panipatense foi originalmente isolado de solo 

contaminado com óleo, formando colônias amarelo-pigmentadas. As bactérias 

são gram-negativas e halofílicas. Em estudos  polifásicos, a estirpe SM16T  exibiu 

uma gama de propriedades fenotípicas e quimiotaxonômicas consistentes com as 

de membros do gênero Novosphingobium, por exemplo a presença de  

espermidina, como  a principal poliamina na parede da célula (Gupta e Lal, 2009). 

 No grupo minoritário, temos Lactococcus lactis, Chryseobacterium sp., 

Pseudomonas mosselii, Serratia nematodiphila, Lysinibacillus boronitolerans, 

Arthrobacter sp. e Sphingobium sp. 

Lactococcus é um gênero de bactérias com morfologia de cocos gram-

positivos, não móveis, catalase negativos e encontrados isoladamente, em pares 

ou em cadeias, e inicialmente incluídos no gênero Streptococcus Grupo N1 

(Schleifer et al.,1985). Relatados como homofermentadores por produzirem o 

ácido láctico como produto único, a partir da fermentação da glicose, possui  

estirpes conhecidas por crescer a 7 ºC. Sete espécies de Lactococcus são 

reconhecidos atualmente, juntamente com quatro subespécies. No presente 

estudo, relatou-se a ocorrência da espécie Lactococcus lactis na serrapilheira. 

Esta espécie é relatada como uma das principais bactérias lácteas de interesse 

industrial, sendo comumente utilizada como cultura iniciadora na indústria de 

lacticínios para a fabricação de produtos lácteos fermentados (De Vos e Simons, 

1994). Além disso, esta espécie ganhou notoriedade por ser o primeiro 

organismo, geneticamente modificado, a ser utilizado vivo no tratamento de 

doenças humanas (Doença de Crohn), uma  inflamação intestinal crônica, que 

atinge geralmente o íleo e o cólon (Braat et al., 2006) 
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Lactococcus lactis é uma das espécies de bactérias gram positivas de 

baixo conteúdo de GC mais bem caracterizadas com relação a sua genética, 

metabolismo e biodiversidade (Van Hylckama Vlieg et al., 2006). Isoladas 

majoritariamente de ambiente de produção de laticínios e material vegetal, 

representam um caso emblemático de erosão do genoma ou evolução redutiva, 

em que isolados oriundos de produtos lácteos evoluíram a partir de isolados de 

plantas, através da perda ou repressão de genes não expressos em bactérias 

cultivadas em leite (Bachmann et al., 2012). 

Chryseobacterium é um gênero de bactérias gram-negativas em forma de 

bastonete, não formadoras de esporos e não móveis, pertencente à família 

Flavobacteriaceae. Caracterizam-se por bactérias exibindo colônias com 

pigmentos amarelos ou nenhum pigmento (colônias brancas). Várias bactérias 

formalmente classificados no gênero Flavobacterium foram reclassificados dentro 

do gênero Chryseobacterium (Vandamme et al.,1994). O gênero possui ampla 

distribuição, incluindo solo, plantas, água fresca, ambiente marinho, águas 

residuais e fontes e alimento como leite e frango, e isolados associados a animais 

doentes e ambientes hospitalares (Vandamme et al.,1994). A atividade 

queratinolítica de metaloproteases isoladas desta bactéria  são de interesse no 

tratamento do couro e outras aplicações agrícolas e industriais (Wang et al., 

2008). 

Pseudomonas é um gênero de bactérias Gram-negativas aeróbias, 

pertencente à família Pseudomonadaceae, contendo 191 espécies válidas e uma 

grande diversidade metabólica, com grande capacidade de colonizar a uma vasta 

gama de nichos no ambiente, incluindo o solo e as plantas (Palleroni, 2010). 

Pseudomonas mosselii foi descrita a partir de 22 estirpes fluorescentes 

reconhecidas como outras espécies de Pseudomonas de origem clínica. Doze 

dos 22 isolados clínicos foram agrupados dentro de um grupo específico (grupo 

IV), fenotipicamente diferente de todos os outros grupos e subgrupos de 

pseudomonas fluorescentes. Com base em atributos fenotípicos,  hibridação de 

DNA-DNA e análises filogenéticas, uma nova espécie foi proposta, com a cepa de  

P. mosselii CFML 90 83T como estirpe tipo (ATCC BAA-99T)  = CIP 105259T). As 

cepas de P. mosselii são fenotipicamente homogêneas e podem ser diferenciadas 

de outras espécies fluorescentes por várias características fenotípicas, a 
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tipificação da estrutura da cadeia de peptídeos da pioverdina (Dabboussi et al., 

2002). 

Serratia é um gênero de bactérias anaeróbias facultativas, bastonetes 

gram-negativos, e pertencentes àfamília Enterobacteriaceae. As espécies mais 

comunis são S. marcescens, S. plymuthica, S. liquefaciens, S. rubidaea e S. 

odoriferae (Saito, 1965). Os membros deste gênero produzem pigmento vermelho 

(prodigiosina) e se distinguem  de outros membros da família Enterobacteriaceae 

pela produção de três enzimas, DNase, lipase e gelatinase (Ashelford et al., 

2002). Serratia nematodiphila é uma bactéria em forma de bastonete, gram-

negativa, possuidora de pigmento vermelho, móvel, fluorescente, com um único 

flagelo lateral, e originalmente isolada do intestino do nematódeo 

Heterorhabditidoides chongmingensis (Zhang et al., 2009). Esta associação 

simbiótica com nematoides, não foi relatada para nenhuma das espécies do 

gênero Serratia. A estirpe padrão é  DZ0503SBS1T. Atividade larvicida contra os 

mosquitos Aedes aegypti, Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatus foi 

demonstrada em S. nematodiphila estirpe SV6, indicando seu potencial como 

inseticida bacteriano para o controle de doenças transmitidas por vetores do 

mosquito (Patil et al., 2012).  

Lysinibacillus boronitolerans foi descrita por Ahmed et al.,(2007) com base 

em três isolados obtidos do solo. Estas bactérias são bastonetes móveis, gram-

positivas, formadoras de esporos. Estas toleram 5% NaCl e 150 mM de boro. A 

temperatura ótima para o crescimento é de 37 º C (faixa de 16-45 ºC) e o pH 

ótimo foi de 7,0 - 8,0 (faixa de pH 5,5-9,5). Com base na composição dos 

peptidoglicanos e as análises filogenéticas e fisiológicas, foi proposta uma nova 

espécie com a estirpe tipo 10aT. O genoma desta bactéria foi recentemente 

sequenciado (isolado F1182), obtido a partir de um produto de soja fermentado. A 

sequência do genoma continha 4,46 Mbp com um teor de 37,5% de G+ C. O  

genoma de  L. boronitolerans F1182 possui um grande número de genes 

relacionados com o metabolismo de proteínas e carboidratos, capazes de utilizar 

uma diversidade de substratos no ambiente, tais como ureia ou etanolamina (Nam 

et al., 2012). Os autores afirmam que uma análise mais detalhada desse genoma 

vai fornecer informações úteis para a aplicação de microrganismos na indústria de 

alimentos e na agricultura. 
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Arthrobacter é um gênero de bactéria que é comumente encontrada no 

solo. Todas as espécies deste gênero são obrigatórios aeróbios gram-positivos, 

formando bastões durante o crescimento exponencial e cocos em sua fase 

estacionária. Suas colônias possuem um centro metálico esverdeado em meio 

caldo piridona quando incubada a 20 °C. Este gênero é diferenciado por causa de 

seu processo de divisão celular em que os bastonetes dão origem a cocus 

gerando formas em “V”. Outras características notáveis são que ele pode utilizar 

piridona como a sua única fonte de carbono, e que os seus cocus são resistentes 

à dessecação e fome. O gênero Arthrobacter foi proposto por Conn e Dimmick 

(1947). As espécie tipo Arthrobacter globiformis, e as espécies estreitamente 

relacionadas são caracterizados por peptidoglicano tipo A3α com uma ponte 

interpeptídeo, contendo 1-4 moléculas de L-alanina (Collins et al.,1977) e MK-9 

(H2), como o principal menaquinona. Aplicações biotecnológicas incluem eventos 

de bioremediação como a redução de cromo hexavalente por A. crystallopoietes 

(Camargo et al., 2003). 

De acordo com Takeuchi et al. (2001), o gênero Sphingomonas está 

arranjado em quatro grupos. Algumas diferenças quimiotaxonômicas e fenotípica 

foram observadas entre estes agrupamentos  e três novos gêneros, Sphingobium, 

Novosphingobium e Sphingopyxis foram propostos, além do gênero 

Sphingomonas. Sphingobium foi proposto para acomodar Sphingomonas 

chlorophenolica, Sphingomonas herbicidovorans yanoikuyae e Sphingomonas. O 

gênero abarca bactérias resistentes a elevados níveis de cobre como 

Sphingobium cupriresistens, isolado de solo em minas de cobre (Li et al., 2013) e 

espécies capazes de degradar fenantreno como Sphingobium fuliginis (Prakash e 

Lal, 2006). 

A ciclagem de nutrientes e diferentes processos microbianos, com a 

fixação biológica e nitrogênio e a solubilização de fósforo são fundamentais para a 

sustentabilidade do ecossistemas. No caso das florestas tropicais, 

predominantemente formadas em solo de baixa fertilidade, a importância destes 

processos é ainda mais acentuada, apontando para a importância da 

caracterização taxonômica e funcional da comunidade microbiana associada ao 

processo de decomposição e disponibilização de nutrientes. No presente estudo, 

os primeiros passos nesta direção foram dados na caracterização da comunidade 

bacteriana culturável associada ao sistema solo/serrapilheira. Ademais, este 
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representa o primeiro estudo com o objetivo de caracterizar microrganismos do 

solo, presentes na área da Mata do Carvão, contribuindo para descrição da 

diversidade na área, conservação de espécies e gerando dados possíveis de 

serem correlacionados com as comunidades vegetais, dinâmica da serrapilheira e 

os fatores edáficos relacionados à fração mineral e orgânica. Por fim, o 

isolamento e caracterização das bactérias produzem potenciais produtos para 

aplicação em diversas áreas. 
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5. RESUMO E CONCLUSÕES 

 

 

 

A Mata Atlântica é reconhecida como um dos biomas brasileiros mais 

ricos em espécies de plantas e animais, porém, a maior parte da sua vegetação 

natural foi substituída, devido às intervenções humanas, ameaçando a sua 

biodiversidade. As diversas informações sobre a sua diversidade vegetal 

contrasta com os estudos reduzidos sobre a diversidade de microrganismos 

existentes no solo deste bioma. Estima-se que a Mata Atlântica possa abrigar 

entre dois e treze milhões de novas espécies bacterianas somente na filosfera. 

Esta imensa diversidade não é explorada adequadamente e, presumivelmente, é 

ainda maior na interface serrapilheira/solo, gerando oportunidades para descrição 

de novas espécies de micróbios, com impactos na conservação de nosso 

patrimônio genético e possíveis aplicações biotecnológicas para agricultura e 

outros domínios da ciência e tecnologia. Diante disto, propõe-se neste trabalho a 

quantificação de bactérias heterotróficas totais e bactérias fixadoras de nitrogênio. 

Subsequentemente, a partir dos isolamentos e caracterização microbiológica das 

bactérias, foram conduzidos ensaios de laboratório com o intuito de explorar as 

propriedades relacionadas à promoção do crescimento vegetal pela 

caracterização de sua capacidade de fixar biologicamente o nitrogênio, secretar 

compostos indólicos,  solubilizar minerais fosfatados e de zinco, gerando 

potenciais candidatos para composição de insumos biológicos. Também foram 

realizadas análises pra identificação molecular das bactérias da matéria orgânica, 

buscando relacionar com as características fenotípicas e genotípicas dos isolados 

bacterianos e sua diversidade. Neste estudo, foi obtido um total de 232 isolados 
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bacterianos para os dois períodos distintos de tempo de coleta. No primeiro grupo 

(coleta setembro/2011) encontram-se 169 isolados bacterianos (130 isolados não 

diazotróficos e 39 isolados diazotróficos) que foram isolados após períodos de 

seca nas áreas amostradas. No segundo grupo (coleta abril/2012) foram obtidos 

63 isolados bacterianos (todos não diazotróficos). Mesmo a coleta sendo feita 

após períodos expressivos de chuva, houve uma queda na densidade de 

populações neste período, advindo provavelmente do acúmulo de água, 

reduzindo a aeração e causando anoxia.  A estimativa do tamanho das 

populações bacterianas na condição de potencial basal (pB) e no potencial 

carbono induzido (pC) na serrapilheira (S) e nas diferentes profundidades no solo 

(P1, P2 e P3) revelaram os maiores níveis populacionais de bactérias 

diazotróficas na fração serrapilheira (103 a 104 células por grama de serrapilheira) 

e populações não detectáveis em diferentes profundidades. As estimativas pC 

indicaram incremento das populações de diazotróficos em todo perfil do solo (de 

até quatro unidades logarítmicas) analisado e o aparecimento de populações 

detectáveis no P1 e P2, apontando para limitação de sua atividade pela limitação 

de carbono prontamente assimilável. Dos isolados obtidos no grupo I (set/2011), 

75% apresentaram características morfológicas de bastões (curtos ou longos) e 

25% apresentaram características morfológicas esféricas (cocos e duplo cocos) e 

89% foram caracterizadas como Gram-negativas e 11% como Gram-positivas. 

Quanto à solubilização de P e Zn, respectivamente, 91 e 67% dos isolados 

bacterianos foram capazes de solubilizar. Destacaram-se os isolados 4 RF, 10 

DB, 2 DB que se encontram na fração serrapilheira (S), apresentando alto índice  

de solubilização de fosfato de cálcio (Ca(PO)4), assim como os isolados 10 A (P1), 

7 B.B, 11 C e 16 D.B (P2) e 41 B (P3). Os isolados inoculados em meio a base de 

óxido de zinco (ZnO) mais promissores para a solubilização desse nutriente são 

os isolados 4 A, 5D.B, 11D.B, 6D.B, 8D.B da fração serrapilheira, 5 B.B, 11 A, 12 

A, 13 A da primeira profundidade do solo (P1), 7 B.B, 29 A, 23 A, 22 A, 24 A, 21 A 

da segunda profundidade (P2) e 37 B, 37 A, 40 A, 44 A, 45 A, 2 H.F da última 

profundidade do solo analisada (P3). No segundo grupo de isolados (coleta 

abr/2012), dos 63 isolados bacterianos, 60% se apresentam na forma bastão e 

40% na forma esférica (cocos e duplo cocos), 62% das bactérias foram 

caracterizadas como Gram-negativas e 38% como Gram-positivas. Quanto à 

solubilização de P e Zn, respectivamente, 56 e 41% foram positivos para esta 
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característica, com os isolados 10 E (P2), 4L (S) e 14H (P3) com os maiores 

índices de solubilização de fosfato de cálcio. Destacam-se na solubilização de 

óxido de zinco os isolados 1 B (P1), 2 E (P2), 14 H (P3), 6 E (P2),13 E (P2) e 14 B 

(P3). Todos os isolados bacterianos, na presença ou ausência de triptofano foram 

capazes de produzir compostos indólicos nos dois grupos. A quantificação de 

equivalente AIA neste estudo variou de 15,3 a 688,0 μM em meio sem triptofano e 

de 12,8 a 603,2 μM em meio na presença de triptofano para o grupo I e 53,5 a 

625,0 μM em meio sem triptofano e 48, 0 a 619, 2 μM em meio acrescido de 

triptofano para o grupo de isolados II. Identificação molecular das bactérias pelo 

sequenciamento do gene 16S rDNA resultou em 13 gêneros distribuídos em 25 

táxons pertencentes aos filos Proteobacteria (76 % das linhagens), Firmicutes (16 

%), Actinobacteria (4%) e Bacteroidetes (4%). Estes dados de sequenciamento 

são relativos apenas às bactérias oriundas do grupo II (coleta de abril/2012) e 

cobrem 36% do universo de isolados, a análise de outras sequencias está em 

curso. 
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Figura 1 A: Variação nas características químicas em função da profundidade em 
amostras de solo (amostragem outubro/2011 e abril/2012), obtidas em quatro 
pontos de um setor preservado da Mata de Tabuleiro, em área de proteção 
permanente da Estação Ecológica de Guaxindiba. (dados apresentados como 
média e desvio padrão para n = 4). 
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Tabela 1 A: Análise química do Argissolo Amarelo do grupo I, coletado em setembro de 2011, em área de Mata Atlântica 

 

Amostras C MO pH P K+ Ca2+ Mg2+ Al3+ H+Al SB T t m V Fe3+ Cu2+ Zn2+  Mn2+ Na1+ 
 % g/dm3  -mg dm-3-- ------------------- cmolcdm-3 ------------------- -- % -- -------------mg/dm3 ------------- cmolcdm-3 
AM1 – P1 2,49 42,9 4,9 2 67 3,0 1,0 0,4 8,0 4,3 12,3 4,7 9 35 71,4 0,2 0,8 7,0 0,09 
AM1 – P2 1,77 30,5 4,4 2 24 0,8 0,3 1,5 7,7 1,2 8,9 2,7 56 13 90,6 0,2 0,3 1,2 0,04 
AM1 – P3 1,06 18,3 4,3 1 12 0,2 0,1 1,9 6,0 0,4 6,4 2,3 84 6 55,2 0,3 0,3 0,5 0,04 
AM2 – P1 1,83 31,5 5,3 3 72 2,8 1,0 0,0 4,4 4,0 8,4 4,0 0 48 30,0 0,2 1,5 6,4 0,05 
AM2 – P2 1,32 22,8 4,6 3 33 0,5 0,4 1,1 4,9 1,0 5,9 2,1 52 17 69,6 0,1 0,6 0,9 0,02 
AM2 – P3 1,06 18,3 4,8 2 31 0,3 0,1 1,5 5,3 0,5 5,8 2,0 75 9 60,6 0,2 0,4 0,8 0,02 
AM3 – P1 2,42 41,7 5,2 2 95 3,9 1,0 0,0 5,1 5,2 10,3 5,2 0 51 26,0 0,2 1,7 7,4 0,08 
AM3 – P2 1,59 27,4 4,4 2 31 0,6 1,0 1,4 6,5 1,7 8,2 3,1 45 21 80,4 0,1 0,5 1,2 0,04 
AM3 – P3 1,21 20,9 4,4 2 31 0,3 0,1 1,8 6,0 0,5 6,5 2,3 78 8 64,2 0,2 0,2 0,6 0,04 
AM4 – P1 2,08 35,9 6,1 2 88 5,2 1,1 0,0 2,5 6,6 9,1 6,6 0 72 15,5 0,2 1,6 10,6 0,04 
AM4 – P2 1,59 27,4 5,7 2 74 3,1 0,7 0,0 3,1 4,0 7,1 4,0 0 56 25,3 0,1 0,7 3,8 0,02 
AM4 – P3 1,32 22,8 5,1 2 45 2,0 0,4 0,4 4,6 2,5 7,1 2,9 14 36 57,6 0,2 0,5 4,0 0,02 

Conforme as recomendações Embrapa (1997): C = dicromatometria em meio ácido; P e K+ = extrator Carolina do Norte; Ca2+, 
Mg2+ e Al3+ = extrator KCl 1mol L-1 (Análises feitas no Laboratório de Análise de Solos e Fertilizantes da UFRRJ, Campus Leonel 
Miranda. Campos dos Goytacazes, RJ). Onde: C= teor de carbono orgânico; pH= potencial hidrogeniônico em água; P e K= fósforo e 
potássio disponível; Ca2+, Mg3+= cálcio e magnésio trocável; H+Al= acidez potencial; SB= soma de bases (K+, Ca2+, Mg3+); T= 
capacidade de troca de cátions= SB+(H+Al) ; t= capacidade efetiva de troca de cátions= SB+Al3+; m= saturação de Al3+ ; V= 
saturação por bases; Fe3+, Cu2+, Zn2+, Mn2+ , Na1+ = ferro, cobre, zinco, manganês e sódio trocável. Onde: AM1, AM2, AM3 e AM4 
representam amostras compostas representativas e, P1, P2 e P3 são as profundidades de coleta das amostras em 0-10 cm, 10-20 
cm e 20-40 cm, respectivamente. 
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Tabela 2 A: Análise química do Argissolo Amarelo do grupo II, coletado em abril 2012, na área de Floresta Atlântica 

 

Amostras C MO pH P K+ Ca2+ Mg2+ Al3+ H+Al SB T t m V Fe3+ Cu2+ Zn2+ Mn2+ Na1+ 
 % g/dm3  -mg dm-3- ------------------- cmolcdm-3 ------------------- -- % -- --------mg/dm3 ------ cmolcdm-3 

AM1 – P1 2,87 49,5 5,3 3 57 4,1 1,4 0,2 8,0 5,7 13,7 5,9 3 42 21,3 0,3 1,8 13,4 0,06 
AM1 – P2 2,14 36,9 4,5 3 26 1,5 0,5 1,4 9,4 2,1 11,5 3,5 40 18 63,0 0,2 0,5 4,2 0,04 
AM1 – P3 1,77 30,5 4,3 5 22 0,8 0,3 2,0 8,8 1,2 10,0 3,2 63 12 69,0 0,2 0,3 1,9 0,02 
AM2 – P1 3,78 65,2 5,8 4 74 13,7 2,7 0,0 4,7 16,7 21,4 16,7 0 78 5,0 0,4 3,5 13,2 0,07 
AM2 – P2 2,35 40,5 5,7 3 43 8,5 1,6 0,0 5,1 10,3 15,4 10,3 0 67 12,5 0,3 1,8 6,7 0,08 
AM2 – P3 1,95 33,6 5,7 5 33 4,6 1,1 0,0 4,6 5,8 10,4 5,8 0 56 16,0 0,2 1,3 5,0 0,04 
AM3 – P1 2,71 46,7 6,1 3 88 9,1 2,0 0,0 3,2 11,4 14,6 11,4 0 78 8,5 0,2 2,2 19,3 0,06 
AM3 – P2 1,83 31,5 5,8 3 62 3,3 1,2 0,0 5,2 4,7 9,9 4,7 0 48 17,0 0,3 1,6 5,1 0,06 
AM3 – P3 1,26 21,7 5,0 4 36 1,0 0,5 0,0 5,5 1,6 7,1 2,5 36 23 57,0 0,2 0,9 1,2 0,03 
AM4 – P1 2,87 49,5 5,6 4 86 8,9 1,4 0,0 6,3 10,6 16,9 10,6 0 63 8,2 0,2 2,8 7,2 0,06 
AM4 – P2 2,56 44,1 5,5 3 76 7,7 1,3 0,5 5,2 9,3 14,5 9,8 5 64 12,5 0,3 2,5 6,0 0,06 
AM4 – P3 1,42 24,5 5,4 2 26 2,8 0,6 0,2 4,7 3,5 8,2 3,7 5 43 19,7 0,2 0,5 1,4 0,05 

 

Conforme as recomendações Embrapa (1997): C = dicromatometria em meio ácido; P e K+ = extrator Carolina do Norte; Ca2+, 
Mg2+ e Al3+ = extrator KCl 1mol L-1 (Análises feitas no Laboratório de Análise de Solos e Fertilizantes da UFRRJ, Campus Leonel 
Miranda. Campos dos Goytacazes, RJ). Onde: C= teor de carbono orgânico; pH= potencial hidrogeniônico em água; P e K= fósforo e 
potássio disponível; Ca2+, Mg3+= cálcio e magnésio trocável; H+Al= acidez potencial; SB= soma de bases (K+, Ca2+, Mg3+); T= 
capacidade de troca de cátions= SB+(H+Al) ; t= capacidade efetiva de troca de cátions= SB+Al3+; m= saturação de Al3+ ; V= 
saturação por bases; Fe3+, Cu2+, Zn2+, Mn2+ , Na1+ = ferro, cobre, zinco, manganês e sódio trocável. Onde: AM1, AM2, AM3 e AM4 
representam amostras compostas representativas e, P1, P2 e P3 são as profundidades de coleta das amostras em 0-10 cm, 10-20 
cm e 20-40 cm, respectivamente. 
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Tabela 3 A: Análise granulométrica do Argissolo Amarelo grupo I. 
Análises feitas no Laboratório de Análise de Solos e Fertilizantes da UFRRJ, 
Campus Leonel Miranda. Campos dos Goytacazes – RJ 

 
Amostras Areia Silte Argila 
 ---------- g/Kg -------- 
AM1 – P1 600 90 310 
AM1 – P2 570 100 330 
AM1 – P3 500 126 374 
AM2 – P1 730 83 187 
AM2 – P2 690 92 218 
AM2 – P3 600 114 286 
AM3 – P1 670 124 206 
AM3 – P2 630 109 261 
AM3 – P3 570 120 310 
AM4 – P1 640 122 238 
AM4 – P2 630 117 253 
AM4 – P3 620 102 278 
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Tabela 4 A: Características morfológicas dos isolados bacterianos, 
obtidos na coleta de setembro de 2011(Grupo I), em área de Floresta Atlântica 
 

Isolados Morfologia da célula Fonte Coloração Gram 
11 B Bastões  P1 Gram-negativo 
7 B Bastões S Gram-negativo 
5 B Bastões S Gram-negativo 
10 B Bastões S Gram-negativo 
13 B Bastões P1 Gram-negativo 
12 B Cocos P1 Gram-negativo 
6 B Bastões S Gram-negativo 
2 B Bastões S Gram-negativo 
1 B Bastões S Gram-negativo 
3 B Cocos S Gram-negativo 
8 B Bastões S Gram-negativo 
9 B Bastões S Gram-negativo 
4 B Bastões S Gram-negativo 
17 B Bastões P1 Gram-negativo 
2 B.F Bastões S Gram-positivo 
27 B Bastões P2 Gram-negativo 
14 B Bastões P1 Gram-negativo 
29 B Bastões P2 Gram-negativo 
3 F.F Bastões S Gram-negativo 
30 B Bastões P2 Gram-negativo 
25 B Bastões P2 Gram-negativo 
31 B Bastões P2 Gram-negativo 
32 B Bastões P2 Gram-negativo 
26 B Bastões P2 Gram-negativo 
18 B Bastões P1 Gram-negativo 
3 E.F Bastões S Gram-positivo 
20 B Cocos P1 Gram-negativo 
22 A Cocos P2 Gram-negativo 
21 A Bastões P2 Gram-negativo 
16 B Bastões P1 Gram-negativo 
3 P.F Bastões P1 Gram-negativo 
19 B Bastões P1 Gram-negativo 
22 B Bastões P2 Gram-negativo 
3 D.B Bastões S Gram-negativo 
24B Bastões P2 Gram-negativo 
15B Bastões P1 Gram-negativo 

1 B.F Bastões S Gram-negativo 
38B Bastões P3 Gram-negativo 
37B Bastões P3 Gram-negativo 
41B Bastões P3 Gram-positivo 

2 G.F Duplo cocos S Gram-negativo 
36B Duplo cocos P3 Gram-positivo 
33B Cocos P2 Gram-positivo 
2 F.F Cocos S Gram-positivo 



 

 
 

89

Tabela 4 A, Cont. 
 

43B Bastões P3 Gram-positivo 
2 A.F Bastões S Gram-positivo 
42B Cocos P3 Gram-negativo 
14 A Bastões P1 Gram-negativo 
40B Duplo cocos P3 Gram-negativo 

2 D.F Cocos S Gram-negativo 
2 E.F Cocos S Gram-negativo 
39 B Bastões P3 Gram-positivo 
4 J.F Cocos S Gram-negativo 
4 H.F Cocos S Gram-positivo 
10 A Bastões P1 Gram-negativo 
4 D.F Cocos S Gram-positivo 
4 R.F Duplo cocos S Gram-negativo 
4 V.F Cocos P3 Gram-negativo 
7 C Bastões P1 Gram-negativo 

4 D.B Bastões S 
 

Gram-negativo 
6 C Bastões P1 Gram-negativo 
19 A Bastões P2 Gram-negativo 
29 A Bastões P2 Gram-negativo 
4 T.F Bastões P1 Gram-positivo 
17 A Bastões P1 Gram-negativo 
5 D Cocos S Gram-negativo 
11 A Bastões P1 Gram-positivo 
3 R.F Bastões P1 Gram-negativo 
16 A Cocos P1 Gram-negativo 
4 P.F Bastões S Gram-negativo 
28 A Bastões P2 Gram-negativo 
7 D.B Cocos S Gram-negativo 
5 A Cocos S Gram-negativo 

3 Q.F  Bastões P1 Gram-negativo 
4 B.F Bastões S Gram-negativo 
4 N.F Bastões S Gram-negativo 

12 D.B Bastões S Gram-negativo 
39 A Bastões P3 Gram-negativo 
4 A  Cocos S Gram-negativo 
8 C  Bastões P1 Gram-negativo 
23 A 

 
Bastões P2 Gram-positivo 

4 I.F Bastões S Gram-negativo 
3 A Bastões S Gram-negativo 

9 D.B Bastões S Gram-negativo 
16 D.B Bastões P2 Gram-negativo 
4 G.F Bastões S Gram-negativo 
5 C.B Bastões S Gram-negativo 
45 A Bastões P3 Gram-negativo 
3 M.F Bastões S Gram-negativo 
5 C Cocos S Gram-negativo 
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11 C Cocos P2 Gram-negativo 
33 A Bastões P3 Gram-negativo 
6 C.B Bastões S Gram-negativo 
6 B.B Bastões P1 Gram-negativo 
1 D.B Bastões S Gram-negativo 
3 S.F Bastões P1 Gram-negativo 
2 D.B Bastões S Gram-negativo 
7 B.B Bastões P2 Gram-negativo 
4 L.F Bastões S Gram-negativo 
36 A Bastões P3 Gram-negativo 
4 F.F Bastões S Gram-negativo 
2 D Bastões S Gram-negativo 
38 A Cocos P3 Gram-negativo 
4C Bastões S Gram-negativo 

13 A Bastões P1 Gram-negativo 
1 C.B Bastões S Gram-positivo 
17 D.B Bastões P2 Gram-negativo 
4 U.F Bastões P1 Gram-negativo 
7 D Bastões P1 Gram-negativo 

6 D.B Bastões S Gram-negativo 
44 A Bastões P3 Gram-negativo 
1 D Cocos  S Gram-negativo 

3 G.F Bastões S Gram-negativo 
32 A Bastões P3 Gram-negativo 
5 D.B Bastões S Gram-negativo 
13 D.B Bastões S Gram-negativo 
11 D.B Bastões S Gram-negativo 

9 C Cocos P1 Gram-negativo 
9 D Cocos P1 Gram-negativo 
3 D Cocos S Gram-negativo 
18 A Bastões P1 Gram-positivo 

14 D.B Cocos P2 Gram-negativo 
10 D.B Bastões S Gram-negativo 
11 D Bastões P2 Gram-negativo 
43 A Bastões P3 Gram-negativo 
8 A  Cocos P1 Gram-negativo 
42 A Bastões P3 Gram-negativo 
3 D.F Bastões S Gram-negativo 
4 Z.F Cocos P3 Gram-negativo 
1 C Bastões S Gram-negativo 
4 D Bastões S Gram-negativo 

18 D.B Bastões P2 Gram-negativo 
10 D Bastões P1 Gram-negativo 
3 L.F Bastões S Gram-positivo 
3 J.F Cocos S Gram-negativo 
1 A Bastões S Gram-negativo 
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3 O.F Bastões S Gram-negativo 
6 D Bastões S Gram-negativo 

20 D.B Cocos P2 Gram-negativo 
37 A Cocos P3 Gram-negativo 
4 X.F Bastões P3 Gram-negativo 
8 D Bastões P1 Gram-negativo 
12 A Cocos P1 Gram-positivo 
34 A Cocos P3 Gram-positivo 
2 H.F Bastões P3 Gram-negativo 

15 D.B Bastões P2 Gram-negativo 
9 A Bastões P1 Gram-negativo 

2 C.B Cocos S Gram-negativo 
2 A Bastões S Gram-negativo 

8 D.B Cocos S Gram-negativo 
4 S.F Cocos S Gram-negativo 
27 A Cocos P2 Gram-negativo 
24 A Cocos P2 Gram-negativo 
5 B.B Bastões P1 Gram-negativo 
30 A Bastões P3 Gram-negativo 
6 A Cocos S Gram-negativo 
7 A Bastões P1 Gram-negativo 
41 A Bastões P3 Gram-negativo 
3 C.F Bastões P3 Gram-negativo 

19 D.B Bastões P2 Gram-negativo 
35 A Bastões P3 Gram-negativo 
3 I.F Bastões S Gram-negativo 
7 C.B Bastões S Gram-negativo 
10 C Bastões P1 Gram-negativo 
40 A Bastões P3 Gram-negativo 
21 B Bastões P1 Gram-negativo 
4 C.B Bastões S Gram-negativo 
4 B.B Bastões P1 Gram-negativo 
31 A Bastões P3 Gram-negativo 
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Tabela 5 A: Características morfológicas dos isolados bacterianos, 
obtidos na coleta de abril de 2012 (Grupo II), em área de Floresta Atlântica 
 

Isolados Morfologia da célula Fonte Coloração 
2E Cocos P2 Gram-negativo 
6E Cocos P2 Gram-negativo 
4B Cocos S Gram-negativo 
5B Bastões  P1 Gram-positivo 
8E Duplo cocos S Gram-negativo 
7L Bastões  P3 Gram-negativo 
110 Cocos S Gram-negativo 
11E Bastões  S Gram-positivo 
12B Bastões  P1 Gram-positivo 
11H Cocos S Gram-positivo 
13B Bastões  P2 Gram-negativo 
9E Cocos P1 Gram-negativo 
14E Bastões  P3 Gram-negativo 
14H Cocos P3 Gram-positivo 
1L Bastões  P1 Gram-negativo 
3E Bastões  P3 Gram-negativo 
6H Bastões  P2 Gram-negativo 
8B Cocos S Gram-positivo 
3H Bastões  P3 Gram-negativo 
3B Cocos P3 Gram-positivo 
4H Bastões  S Gram-negativo 
12E Cocos P1 Gram-negativo 
12H Bastões  P1 Gram-positivo 
8H.B Cocos S Gram-negativo 
7E.B Bastões  S Gram-positivo 
5B.B Bastões  P2 Gram-negativo 
3H.B Bastões  S Gram-positivo 
3E.B Cocos S Gram-positivo 
13H Duplo cocos P2 Gram-positivo 
11B Duplo cocos S Gram-negativo 
10E Cocos P2 Gram-positivo 
11L Bastões  S Gram-negativo 
13E Bastões  P2 Gram-negativo 
12L Bastões  P1 Gram-negativo 
120 Bastões  P1 Gram-negativo 
1B Cocos P1 Gram-negativo 
1O Bastões  P1 Gram-negativo 
5L Bastões  P1 Gram-positivo 
4E Bastões  S Gram-negativo 
13L Bastões  P2 Gram-negativo 
14B Bastões  P3 Gram-positivo 
9B.B Duplo cocos P3 Gram-positivo 
3B.B Duplo cocos S Gram-negativo 
5H Cocos P1 Gram-negativo 
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Tabela 5 A, Cont. 
 

10B Bastões  P2 Gram-negativo 
6B Bastões  P2 Gram-negativo 
5E Cocos P1 Gram-negativo 
1E Cocos P1 Gram-positivo 
4L Bastões  S Gram-negativo 
1H Duplo cocos P1 Gram-negativo 
2H Bastões  P2 Gram-negativo 
14L Bastões  P3 Gram-negativo 
8L Bastões  S Gram-positivo 
8H Cocos S Gram-negativo 
7H Bastões P3 Gram-positivo 

8BB Cocos S Gram-negativo 
7BB Bastões S Gram-negativo 
8EB Bastões S Gram-negativo 
5O Bastões P1 Gram-positivo 
7B Bastões P3 Gram-positivo 

2BB Bastões P1 Gram-positivo 
7E Bastões P3 Gram-positivo 
3LB Bastões S Gram-positivo 
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Tabela 6 A: Características das colônias dos isolados bacterianos, obtidos 
na coleta de setembro de 2011 (Grupo I), em área de Floresta Atlântica 
 

CARACTERIZAÇÃO DA COLÔNIA DAS BACTÉRIAS HETEROTRÓFICAS 
  ISOLADOS COR TAMANHO FORMA ELEVAÇÃO BORDO SUPERFÍCIE 

22 B Bege < 1mm Irregular Plana Denteada Lisa 
6 B.B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
13 B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
38 A Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
42 A Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
36 B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
13 A Bege < 1mm Irregular Plana Ondulada Lisa 
39 B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
34 A Bege < 1mm Circular Umbilicada Ondulada Lisa 
16 A Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
30 A Bege < 1mm Circular Plana Denteada Lisa 
12 A Bege < 1mm Circular Plana Denteada Lisa 
32 A Bege < 1mm Irregular Plana Denteada Lisa 
27 A Bege < 1mm Irregular Plana Denteada Lisa 
4 A Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 

33 A Bege < 1mm Irregular Plana Ondulada Lisa 
19 A Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
38 B Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
29 A Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
24 A Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
35 A Bege < 1mm Circular Umbonada Ondulada Lisa 
32 B Bege < 1mm Circular Plana Denteada Lisa 
16 B Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
42 B Bege < 1mm Circular Plana Denteada Lisa 
14 A Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
4 B Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
1 B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 

29 B Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
40 B Bege < 1mm Circular Umbilicada Inteira Lisa 
41 A Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
39 A Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
31 A Bege < 1mm Irregular Umbilicada Ondulada Lisa 
7 B Bege < 1mm Circular Plana Denteada Lisa 
6 A Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 

41 B Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
1 A Bege < 1mm Circular Plana Denteada Lisa 

17 A Bege < 1mm Circular Plana Denteada Lisa 
6 B Bege < 1mm Irregular Plana Ondulada Lisa 

21 A Bege < 1mm Irregular Plana Denteada Lisa 
25 B Branca < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
43 A Bege < 1mm Circular Plana Denteada Lisa 
24 B Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
7 A Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
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Tabela 6 A, Cont. 
 

17 B Bege < 1mm Circular Plana Denteada Lisa 
36 A Bege < 1mm Circular Convexa Inteira Lisa 
2 B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
2 A Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 

44 A Bege < 1mm Circular Umbonada Denteada Lisa 
28 A Bege < 1mm Circular Plana Denteada Lisa 
30 B Bege < 1mm Circular Umbilicada Denteada Lisa 
15 B Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
9 B Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 

21 B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
43 B Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
20 B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
5 B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
5 A Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 

37 B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
8 A Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 

18 B Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Rugosa 
18 A Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
33 B Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
26 B Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
10 A Roxa < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
14 B Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
8 B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 

45 A Bege < 1mm Irregular Plana Ondulada Rugosa 
40 A Bege < 1mm Irregular Plana Ondulada Rugosa 
9 A Branco < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 

15 D.B Branco < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
4 C.B Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
18 D.B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 

4 C Bege < 1mm Irregular Plana Ondulada Lisa 
1 D.B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
5 C.B Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
6 D Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 

14 D.B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
5 D.B Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
7 C Transparente Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 

11 D.B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
7 C.B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
16 D.B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 

5 D Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
4 D.B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
6 C Transparente Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 

9 D.B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
6 D.B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
7 D.B Amarelo < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
1 C Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
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1 C.B Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
6 C.B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
9 C Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 

12 D.B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
4 D Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
8 C Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
7 D Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
3 D Transparente Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
2 D Amarelo < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 

11 C Amarelo Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
9 D Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
8 D Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 

3 D.B Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
10 D.B Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 

5 C Bege < 1mm Irregular Plana Inteira Lisa 
10 D Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
2 C.B Bege < 1mm Circular Umbonada Inteira Lisa 
10 C Amarelo Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 

17 D.B Branco < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
20 D.B Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
13 D.B Bege < 1mm Circular Umbonada Inteira Lisa 

1 D Amarelo Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
8 D.B Branco < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
2 D.B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
11 D Bege < 1mm Circular Convexa Inteira Lisa 
5 B.B Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
3 A Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 

23 A Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
12 B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
22 A Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
11 B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
27 B Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Rugosa 

19 D.B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
19 B Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
37 A Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
31 B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
10 B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
3 B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
7BB Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
11 A Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
4BB Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 

3 G.F Bege < 1mm Irregular Plana Ondulada Lisa 
2 E.F Bege < 1mm Circular Umbonada Inteira Lisa 
4 B.F Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
4 P.F Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
4 J.F Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
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3 D.F Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
3 P.F Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
3 L.F Bege < 1mm  Circular Plana Inteira Lisa 
4 S.F Bege < 1mm Irregular Plana Filamentosa Lisa 
4 T.F Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
2 G.F Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
3 F.F Bege < 1mm Irregular Plana Inteira Lisa 
2 F.F Bege < 1mm Irregular Plana Inteira Lisa 
3 Q.F Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
4 N.F Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
2 D.F Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
3 C.F Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
2 H.F Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
2 A.F Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
3 J.F Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
4 R.F Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
4 F.F Bege < 1mm Circular Convexa Inteira Lisa 
4 D.F Bege < 1mm Irregular Plana Inteira Lisa 
4 H.F Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
4 U.F Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
3 O.F Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
4 V.F Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
4 I.F Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
4 L.F Bege < 1mm Irregular Umbonada Ondulada Lisa 
4 G.F Amarelo < 1mm Irregular Plana Denteada Lisa 
1 B.F Branco < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
4 X.F Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
3 R.F Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
4 Z.F Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
3 I.F Bege < 1mm Circular Convexa Inteira Lisa 

3 M.F Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
3 E.F Bege < 1mm Irregular Plana Ondulada Rugosa 
3 S.F Bege < 1mm Circular Umbonada Inteira Lisa 
2 B.F Bege Puntiforme Circular Convexa Inteira Lisa 
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Tabela 7 A: Características das colônias dos isolados bacterianos, obtidos na 
coleta de abril de 2012 (Grupo II), em área de Floresta Atlântica 

ISOLADOS COR TAMANHO FORMA ELEVAÇÃO BORDO SUPERFÍCIE 
2E Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
6E Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
4B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
5B Amarelo < 1mm Irregular Umbilicada Ondulada Lisa 
8E Branca < 1mm Circular Convexa Ondulada Lisa 
7L Branca < 1mm Circular Convexa Inteira Lisa 

11O Branca Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
11E Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
12B Branco Puntiforme Circular Convexa Inteira Lisa 
11H Bege < 1mm Irregular Plana Ondulada Lisa 
13B Bege < 1mm Irregular Plana Lobada Rugosa 
9E Bege < 1mm Circular Umbonada Ondulada Lisa 

14E Bege < 1mm Circular Convexa Inteira Lisa 
14H Bege Puntiforme Circular Plana Denteada Lisa 
2B.B Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
1L Bege < 1mm Irregular Plana Filamentosa Rugosa 

3L.B Amarelo < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
3E Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
7B Branco < 1mm Irregular Plana Filamentosa Rugosa 
6H Bege < 1mm Circular Umbonada Inteira Lisa 
8B Transparente Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
3H Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
3B Bege Puntiforme Circular Umbonada Inteira Lisa 
4H Amarelo < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
12E Vermelho < 1mm Circular Umbonada Inteira Lisa 
12H Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
8H.B Amarelo < 1mm Circular Convexa Inteira Lisa 
8E.B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
7 B.B Amarelo Puntiforme Circular Convexa Inteira Lisa 
7E.B Bege < 1mm Circular Pulvinada Inteira Lisa 
5B.B Branca < 1mm Irregular Plana Ondulada Lisa 
3H.B Bege < 1mm Circular Pulvinada Inteira Lisa 
3E.B Bege < 1mm Irregular Plana Filamentosa Rugosa 
13H Branca < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
11B Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
7E Bege < 1mm Circular Umbilicada Denteada Rugosa 
7H Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
10E Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
11L Amarelo < 1mm Irregular Plana Ondulada Lisa 
13E Branca < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
8B.B Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Rugosa 
12L Bege < 1mm Circular Umbonada Inteira Lisa 
12O Bege < 1mm Circular Umbonada Inteira Lisa 
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1B Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
1O Bege Puntiforme Circular Plana Inteira Lisa 
5L Bege < 1mm Irregular Umbilicada Ondulada Rugosa 
4E Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
13L Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
14B Bege < 1mm Circular Plana Denteada Lisa 
9B.B Branco < 1mm Irregular Plana Denteada Lisa 
3B.B Amarelo < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
5H Branco < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
10B Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
6B Branco < 1mm Circular Umbonada Ondulada Lisa 
5E Bege < 1mm Circular Plana Denteada Lisa 
1 E Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
5O Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
4L Bege < 1mm Circular Plana Ondulada Lisa 
1H Branco < 1mm Circular Convexa Ondulada Lisa 
2H Bege < 1mm Circular Pulvinada Ondulada Lisa 
14L Bege < 1mm Circular Plana Inteira Lisa 
8H Bege < 1mm Irregular Umbonada Ondulada Rugosa 
8L Bege < 1mm Irregular Plana Inteira Rugosa 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

100

Tabela 8 A: Valores de índice de solubilização (IS) e classificação dos 
isolados bacterianos do grupo I, quanto à capacidade de solubilizar fosfato de Ca 
e óxido de zinco. (IS como média de três repetições) e Nd (não detectável) 
 

Isolados 
Bacterianos 

Origem Valor 
IS (P) 

Classificação 
IS 

Valor 
IS (Zn) 

Classificação 
IS 

11 B P1 3,17 Médio 1,02 Baixo 
7 B S 2,67 Médio 1,65 Baixo 
5 B S 2,25 Médio 2,69 Médio 

10 B S 3,00 Médio 1,71 Baixo 
13 B P1 3,92 Médio 1,90 Baixo 
12 B P1 3,50 Médio 1,63 Baixo 
6 B S 2,67 Médio 0,00 nd 
2 B S 3,00 Médio 2,25 Médio 
1 B S 2,46 Médio 1,50 Baixo 
3 B S 3,17 Médio 2,38 Médio 
8 B S 3,00 Médio 1,33 Baixo 
9 B S 3,00 Médio 1,13 Baixo 
4 B S 3,50 Médio 2,00 Médio 

17 B P1 2,03 Médio 1,54 Baixo 
2 B.F S 2,17 Médio 0,00 nd 
27 B P2 2,33 Médio 2,04 Médio 
14 B P1 0,00 nd 0,80 Baixo 
29 B P2 3,04 Médio 1,69 Baixo 
3 F.F S 2,17 Médio 0,00 nd 
30 B P2 3,17 Médio 1,66 Baixo 
25 B P2 4,00 Médio 1,21 Baixo 
31 B P2 3,04 Médio 1,36 Baixo 
32 B P2 4,00 Médio 2,00 Médio 
26 B P2 3,67 Médio 2,55 Médio 
18 B P1 2,21 Médio 2,95 Médio 
3 E.F S 0,00 nd 0,00 nd 
20 B P1 1,97 Baixo 3,33 Médio 
22 A P2 1,50 Baixo 4,63 Alto 
21 A P2 2,58 Médio 4,08 Alto 
16 B P1 2,17 Médio 1,85 Baixo 
3 P.F P1 2,83 Médio 0,00 nd 
19 B P1 2,13 Médio 2,88 Médio 
22 B P2 3,17 Médio 0,80 Baixo 
3 D.B S 3,50 Médio 0,00 nd 
24B P2 3,00 Médio 1,58 Baixo 
15B P1 3,00 Médio 1,83 Baixo 

1 B.F S 2,50 Médio 0,00 nd 
38B P3 2,54 Médio 3,13 Médio 
37B P3 2,20 Médio 5,17 Alto 
41B P3 4,17 Alto 2,65 Médio 

2 G.F S 1,54 Baixo 2,47 Médio 
36B P3 3,67 Médio 1,50 Baixo 
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33B P2 3,00 Médio 1,50 Baixo 
2 F.F S 2,20 Médio 1,13 Baixo 
43B P3 4,00 Médio 3,63 Médio 

2 A.F S 0,86 Baixo 0,58 Baixo 
42B P3 3,83 Médio 3,13 Médio 
14 A P1 1,88 Baixo 3,75 Médio 
40B P3 3,00 Médio 3,83 Médio 

2 D.F S 1,92 Baixo 1,23 Baixo 
2 E.F S 2,02 Médio 1,22 Baixo 
39 B P3 3,00 Médio 3,50 Médio 
4 J. F S 2,69 Médio 0,00 nd 
4 H. F S 1,33 Baixo 0,00 nd 
10 A P1 4,90 Alto 3,40 Médio 
4 D.F S 1,13 Baixo 0,00 nd 
4 R.F S 4,33 Alto 0,00 nd 
4 V.F P3 1,60 Baixo 0,00 nd 
7 C P1 0,00 nd 0,00 nd 

4 D.B S 4,00 Médio 3,38 Médio 
6 C P1 0,00 nd 0,00 nd 
19 A P2 2,00 Médio 3,50 Médio 
29 A P2 1,50 Baixo 4,71 Alto 
4 T.F P1 2,83 Médio 0,00 nd 
17 A P1 1,75 Baixo 4,00 Médio 
5 D S 2,50 Médio 3,25 Médio 
11 A P1 1,50 Baixo 4,67 Alto 
3 R.F P1 2,00 Médio 0,00 nd 
16 A P1 2,04 Médio 3,13 Médio 
4 P.F S 2,50 Médio 0,00 nd 
28 A P2 1,50 Baixo 3,13 Médio 
7 D.B S 1,00 Baixo 0,00 nd 
5 A S 3,83 Médio 3,04 Médio 

3 Q.F  P1 2,83 Médio 0,00 nd 
4 B.F S 2,17 Médio 0,00 nd 
4 N.F S 3,50 Médio 0,00 nd 

12 D.B S 2,50 Médio 3,50 Médio 
39 A P3 3,00 Médio 3,80 Médio 
4 A  S 2,67 Médio 4,13 Alto 
8 C  P1 1,69 Baixo 0,00 nd 
23 A 

 
P2 1,50 Baixo 4,08 Alto 

4 I.F S 3,13 Médio 3,13 Médio 
3 A S 2,50 Médio 3,17 Médio 

9 D.B S 3,00 Médio 2,75 Médio 
16 D.B P2 4,17 Alto 3,33 Médio 
4 G.F S 2,33 Médio 0,00 nd 
5 C.B S 3,08 Médio 3,63 Médio 
45 A P3 2,83 Médio 5,00 Alto 



 

 
 

102

Tabela 8 A, Cont. 
 

3 M.F S 1,57 Baixo 0,00 nd 
5 C S 0,00 nd 0,00 nd 
11 C P2 4,67 Alto 0,00 nd 
33 A P3 2,04 Médio 2,44 Médio 
6 C.B S 2,63 Médio 3,13 Médio 
6 B.B P1 2,83 Médio 3,20 Médio 
1 D.B S 1,70 Baixo 2,97 Médio 
3 S.F P1 2,29 Médio 0,00 nd 
2 D.B S 4,58 Alto 3,42 Médio 
7 B.B P2 4,13 Alto 8,50 Alto 
4 L.F S 2,00 Médio 0,00 nd 
36 A P3 1,70 Baixo 2,80 Médio 
4 F.F S 1,31 Baixo 0,00 nd 
2 D S 0,00 nd 0,00 nd 
38 A P3 3,00 Médio 3,83 Médio 
4C S 0,00 nd 0,00 nd 

13 A P1 2,13 Médio 4,55 Alto 
1 C.B S 0,83 Baixo 0,00 nd 
17 D.B P2 0,00 nd 0,00 nd 
4 U.F P1 3,17 Médio 0,00 nd 
7 D P1 1,70 Baixo 0,00 nd 

6 D.B S 3,83 Médio 5,57 Alto 
44 A P3 2,75 Médio 4,13 Alto 
1 D S 0,00 nd 0,00 nd 

3 G.F S 3,25 Médio 0,00 nd 
32 A P3 2,20 Médio 3,33 Médio 
5 D.B S 2,08 Médio 5,00 Alto 
13 D.B S 2,42 Médio 3,75 Médio 
11 D.B S 3,50 Médio 4,61 Alto 

9 C P1 1,63 Baixo 1,75 Baixo 
9 D P1 1,73 Baixo 0,00 nd 
3 D S 0,00 nd 0,00 nd 
18 A P1 0,83 Baixo 0,00 nd 

14 D.B P2 2,17 Médio 2,92 Médio 
10 D.B S 7,67 Alto 2,80 Médio 
11 D P2 0,00 nd 0,00 nd 
43 A P3 3,50 Médio 3,38 Médio 
8 A  P1 1,75 Baixo 3,35 Médio 

42 A P3 2,83 Médio 3,05 Médio 
3 D.F S 1,88 Baixo 0,00 nd 
4 Z.F P3 1,53 Baixo 0,00 nd 
1 C S 3,00 Médio 0,00 nd 
4 D S 1,33 Baixo 1,56 Baixo 

18 D.B P2 3,00 Médio 3,50 Médio 
10 D P1 1,44 Baixo 0,00 nd 
3 L.F S 1,88 Baixo 0,00 nd 
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3 J.F S 1,45 Baixo 0,00 nd 
1 A S 1,75 Baixo 3,50 Médio 

3 O.F S 1,58 Baixo 3,00 Médio 
6 D S 0,00 nd 0,00 nd 

20 D.B P2 3,00 Médio 3,79 Médio 
37 A P3 3,17 Médio 4,67 Alto 
4 X.F P3 0,00 nd 0,00 nd 
8 D P1 1,38 Baixo 0,00 nd 
12 A P1 1,67 Baixo 4,33 Alto 
34 A P3 3,33 Médio 3,88 Médio 
2 H.F P3 1,33 Baixo 4,80 Alto 

15 D.B P2 0,00 nd 0,00 nd 
9 A P1 1,55 Baixo 1,17 Baixo 

2 C.B S 1,83 Baixo 3,38 Médio 
2 A S 2,67 Médio 3,58 Médio 

8 D.B S 2,92 Médio 4,25 Alto 
4 S.F S 2,90 Médio 0,00 nd 
27 A P2 2,50 Médio 3,97 Médio 
24 A P2 1,50 Baixo 4,25 Alto 
5 B.B P1 2,01 Médio 5,36 Alto 
30 A P3 1,75 Baixo 3,50 Médio 
6 A S 3,50 Médio 3,38 Médio 
7 A P1 2,00 Médio 3,83 Médio 

41 A P3 2,83 Médio 3,75 Médio 
3 C.F S 1,88 Baixo 0,00 nd 

19 D.B P2 3,17 Médio 2,63 Médio 
35 A P3 3,33 Médio 3,92 Médio 
3 I.F S 1,67 Baixo 0,00 nd 
7 C.B S 4,00 Médio 3,16 Médio 
10 C P1 0,00 nd 0,00 nd 
40 A P3 3,17 Médio 7,50 Alto 
21 B P2 2,31 Médio 3,95 Médio 
4 C.B S 4,00 Médio 4,00 Médio 
4 BB P1 1,94 Baixo 0,42 Baixo 
31 A P3 1,50 Baixo 3,58 Médio 
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Tabela 9 A: Valores de índice de solubilização (IS) e classificação dos 
isolados bacterianos do grupo II, quanto à capacidade de solubilizar fosfato de Ca 
e óxido de zinco. (IS como média de três repetições) e Nd (não detectável) 
 

Isolados 
Bacterianos 

Origem Valor 
IS (P) 

Classificação 
IS 

Valor 
IS (Zn) 

Classificação 
IS 

7H P3 2,08 Médio 1,88 Baixo 
8 E.B S 0,00 nd 2,80 Médio 
3 L.B S 0,00 nd 3,40 Médio 
5 O P1 0,00 nd 0,00 nd 
6 E P2 3,00 Médio 4,47 Alto 
6 H P2 0,00 nd 0,00 nd 
8 B S 1,40 Baixo 0,00 nd 
7 L P3 2,50 Médio 1,94 Baixo 

10 E P2 4,37 Alto 0,00 nd 
11 B S 3,15 Médio 0,00 nd 
11 H S 1,90 Baixo 0,00 nd 
11 E S 0,00 nd 0,00 nd 
8 E S 1,76 Baixo 1,17 Baixo 
8 L S 1,96 Baixo 2,86 Médio 
9 E P1 2,70 Médio 0,00 nd 
10 B P2 1,65 Baixo 0,00 nd 
1 B P1 3,80 Médio 7,63 Alto 
1 E P1 3,20 Médio 0,00 nd 
1 H P1 1,14 Baixo 0,00 nd 
1 L P1 1,43 Baixo 0,00 nd 

12 H P1 0,00 nd 0,00 nd 
12 L P1 0,00 nd 0,00 nd 
13 B P2 3,00 Médio 3,75 Médio 
12 O P1 2,42 Médio 0,00 nd 
8 H.B S 0,00 nd 0,00 nd 
7 B.B S 0 nd 1,3 Baixo 
9 B.B P3 1,20 Baixo 0,00 nd 
4 E S 2,50 Médio 0,00 nd 
4 H S 0,00 nd 0,00 nd 
4 L S 4,32 Alto 0,00 nd 
5 B P1 0,00 nd 0,00 nd 
1 O P1 0,00 nd 0,00 nd 
8 H S 0 nd 0,00 nd 
2 E P2 3,80 Médio 8,46 Alto 
2 H P2 1,18 Baixo 1,77 Baixo 
14 E P3 0,00 nd 1,24 Baixo 
14 H P3 4,88 Alto 6,00 Alto 
3 B.B S 0,00 nd 0,00 Nd 
14 L P3 1,65 Baixo 1,54 Baixo 
3 E.B S 1,58 Baixo 2,93 Médio 
3 H.B S 0,00 nd 0,00 nd 
7 E.B S 0,00 nd 0,00 nd 
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5 B.B P2 0,00 nd 0,00 nd 
11 L S 0,00 nd 0,00 nd 
11 O S 2,01 Médio 1,37 Baixo 
12 E P1 1,72 Baixo 3,45 Médio 
12 B P1 0,00 nd 0,00 nd 
13 E P2 0,00 nd 4,50 Alto 
13 H P2 0,00 nd 2,63 Médio 
14 B P3 2,20 Médio 5,00 Alto 
13 L P2 3,50 Médio 0,00 nd 
3 B P3 1,94 Baixo 0,00 nd 
3 E P3 0,00 nd 0,00 nd 
3 H P3 3,25 Médio 0,00 nd 
4 B S 2,60 Médio 3,03 Médio 
5 E P1 1,60 Baixo 3,88 Médio 
5 H P1 1,75 Baixo 3,04 Médio 
5 L P1 0,00 nd 0,00 nd 
6 B P2 1,33 Baixo 2,33 Médio 

2 B. B P1 0 nd 0,00 nd 
7 E P3 0 nd 0,00 nd 

8 B.B S 0 nd 2,7 Médio 
7B P3 0 nd 0,00 nd 
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Tabela 10 A: Valores da produção de AIA em μM dos isolados 
bacterianos do grupo I e grupo II 

ISOLADOS G.I AIA s/trip AIA c/trip ISOLADOS 
G.II 

AIA s/trip AIA c/trip 

CONTROLE 308,50 (6,4) 267,375 (4,07)    
7 D 44,167 (0,24) 28,333 (0,94) 12 E 349,333 396,833 
8 C 36,833 (3,54) 47,167 (9,19) 12 H 320,833 170,833 
21 B 128,125(4,42) 188,875 (0,53) 12 O 115,167 384,833 
11B 144,875 (1,24) 252,250 (4,95) 9 E 122,500 73,167 
12B 213,250 (1,06) 264,000 (7,07) 5H 571,250 531,750 
13B 250,875 (3,71) 295,375 (5,13) 5L 108,750 151,500 
16 B 236,250 (2,12) 229,250 (3,18) 1B 592,500 569,250 
17 B 212,000 (7,42) 211,250 (0,35) 1E 138,500 109,250 
19 B 159,000 (0,71) 148,875 (23,86) 1H 360,750 454,500 
20 B 139,750 (1,06) 196,375 (14,67) 1L 521,750 543,000 

4 B. B 155,375 (1,94) 84,250 (1,41) 1O 457,250 421,250 
5 B.B 221,375 (3,71) 95,375 (0,88) 5E 458,250 516,750 
18 B 137,625 (8,66) 72,125 (12,20) 2BB 83,250 202,000 
10 D 100,500 (3,54) 133,167 (4,95) 5B 214,375 216,375 
7 C 36,833 (3,06) 79,333 (13,20) 5O 268,375 234,625 
8 D 343,167 (3,54) 348,500 (20,98) 12L 164,250 196,125 
9 C 168,167 (5,42) 185,333 (1,89) 12B 192,000 275,250 
9 D 355,000 (0,47) 391,667 (10,37) 5 B.B 115,000 154,167 
3QF 194,500 (2,47) 250,750 (25,46) 10 E 181,667 171,500 
4TF 567,250 (10,61) 525,750 (3,54) 13 B 227,000 338,500 
4UF 547,000 (20,86) 498,250 (1,41) 13 E 203,667 290,500 
3PF 571,000 (5,66) 477,250 (1,77) 13 H 211,167 302,333 
3SF 520,500 (6,36) 546,250 (10,96) 13 L 53,500 48,000 
10A 278,500 (41,37) 288,375 (0,88) 10 B 116,833 117,333 
11A 220,625 (6,54) 259,875 (3,01) 6B 418,000 374,500 
12A 352,500 (159,81) 235,125 (14,32) 6E 616,500 616,250 
13A 210,875 (7,60) 216,375 (5,83) 6H 322,000 419,750 
14A 223,750 (10,96) 236,500 (0,35) 2E 625,000 538,250 
16A 256,625 (8,66) 254,625 (6,54) 2H 397,250 542,500 
17A 250,500 (8,13) 218,750 (4,60) 9 B.B 76,333 130,500 
18A 54,875 (2,65) 198,125 (3,36) 14 B 318,333 447,167 
7A 237,750 (3,89) 227,500 (6,72) 14 E 295,500 229,833 
8A 239,875 (13,26) 252,500 (1,06) 14 H 288,167 363,167 
9A 61,875 (4,07) 199,000 (5,66) 7 H 299,167 251,167 

3RF 273,750 (9,19) 285,250 (4,24) 7 L 197,167 212,000 
6C 198,625 (7,25) 219,875 (17,50) 3B 511,500 342,750 

6BB 240,750 (4,24) 241,375 (2,30) 3E 315,250 247,750 
10C 106,250 (0,35) 218,500 (3,54) 7B 99,000 (-) 79,000 
11 C 82,667 (3,77) 177,333 (0,47) 7E 153,500 151,750 

15 D.B 27,500 (11,08) 49,500 (24,28) 3H 401,500 304,500 
16 D.B 67,167 (4,95) 77,833 (0,24) 14L 311,250 219,750 
17 D.B 23,833 (3,06) 12,833 (2,12) 3 E.B 290,167 313,667 
18 D.B 101,833 (0,24) 165,167 (0,71) 7 E.B 242,667 261,833 
20 D.B 164,667 (3,77) 124,333 (7,54) 8 H.B 244,167 358,500 

22B 169,750 (2,12) 313,875 (13,97) 11 B 221,833 223,500 
24 B 131,000 (11,31) 206,375 (1,94) 11 E 282,667 317,333 
25 B 91,250 (1,06) 151,875 (1,59) 11 O 424,500 414,000 
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26 B 96,750 (4,24) 105,375 (4,77) 11 H 128,333 (1,89) 126,833 (4,95) 
27 B 189,875 (2,65) 256,125 (11,14) 8 B 107,000 (3,77) 120,667 (0,47) 
29 B 137,125 (1,24) 103,125 (3,36) 8 E 378,000 (3,30) 296,833 (4,95) 
31 B 257,250 (46,67) 145,500 (3,89) 8 L 380,500 (1,18) 371,333 (8,49) 
32 B 91,000 (3,89) 131,375 (39,07) 4B 228,500 (6,36) 160,500 (2,12) 
33 B 175,500 (5,66) 115,625 (3,36) 4E 203,500 (2,83) 162,500 (3,54) 
30 B 160,750 (3,18) 114,750 (2,12) 4L 383,250 (13,08) 271,500 (4,95) 
7 B.B 258,125 (8,31) 251,250 (8,49) 3HB 100,625 (13,97) 225,875 (0,53) 
11 D 96,500 (4,01) 91,333 (0,47) 3LB 199,000 (11,67) 225,250 (3,18) 

14 D.B 167, 500 (43,13) 167,167 (0,24) 7BB 143,875 (30,23) 235,250 (9,19) 
19 D.B 199,833 (2,12) 288,167 (3,54) 8EB 168,000 (32,53) 216,875 (1,94) 

19A 198,000 (4,95) 233,500 (0,71) 4H 167,625 (75,48) 209,000 (1,41) 
21A 211,875 (5,83) 235,750 (0,71) 11L 190,375 (5,13) 221,750 (9,19) 
22A 235,750 (13,44) 227,250 (8,13) 3BB 148,375 (2,65) 215,125 (5,13) 
23A 244,500 (8,84) 173,500 (1,06) 8BB 113,625 (8,309) 294,500 (27,22) 
24A 256,250 (2,12) 244,250 (4,24) 8H 197,750 (63,286) 68,375 (16,44) 
27A 162,875 (9,02) 231,875 (3,36)    
28A 260,125 (6,54) 179,625 (3,36)    
29A 224,375 (6,89) 228,375 (0,53)    
36 B 134,625 (2,65) 191,500 (3,18)    
37 B 124,500 (3,18) 88,875 (2,65)    
38 B 136,250 (3,18) 114,000 (-)    
39 B 134,250 (0,35) 117,625 (1,94)    
40B 245,250 (5,66) 245,500 (7,07)    
41B 195,000 (4,60) 267,000 (8,13)    
42 B 111,625 (0,53) 136,375 (1,94)    
43B 226,500 (2,83) 222,500 (2,47)    
35 A 226,375 (17,85) 122,000 (0,35)    
42 A 215,000 (4,95) 209,625 (0,18)    
32A 95,250 (8,49) 250,625 (5,13)    
33 A 206,500 (3,54) 224,750 (3,89)    
34 A 227,875 (21,74) 191,875 (6,89)    
44 A 150,125 (9,02) 98,875 (4,42)    
45 A 161,250 (2,12) 85,500 (3,54)    
37 A 259,125 (6,54) 130,375 (4,07)    
38 A 229,000 (4,95) 140,125  (1,24)      
39 A 191,000 (1,77) 115,375 (3,71)      
40 A 207,125 (3,71) 197,500 (3,54)      
41 A 178,125 (1,94) 116,000 (1,77)      
43 A 242,000 (0,35) 151,625 (0,53)      
2HF 473,250 (21,21) 439,750 (4,24)      
3CF 525,000 (13,79) 517,500 (4,60)      
4XF 196,000 (8,13) 162,500 (2,47)      
4ZF 576,750 (3,18) 446,000 (31,11)      
4VF 80,375 (2,30) 281,000 (13,79)      
30A 232,750 (0,35) 218,000 (4,95)      
31A 247,750 (6,36) 356,000 (122,68)      
36A 174,500 (3,18) 241,000  (3,18)      
2 D 76,333 (3,30) 153,667 (2,36)      
3 D 22,000 (2,83) 13,167 (0,71)      
4C 175,500 (3,06) 147,167 (3,54)      
5 C 56,000 (5,19) 63,000 (0,47)      
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5 D 166,500 (12,49) 214,500 (10,14)      
6 D 15,333 (0,47) 12,833 (0,24)      

1 D.B 156,167 (4,01) 136,333 (7,07)      
10 D.B 123,000 (0,94) 278,000 (9,90)      
2 C.B 160,167 (0,24) 237,333 (0,94)      
3 D.B 58,167 (1,65) 178,833 (12,49)      
8 D.B 270,333 (0,47) 390,500 (2,59)      
1 B 190,875 (4,42) 143,500 (1,41)      

10 B 218,500 (1,77) 133,625 (4,77)      
2 B 259,125 (18,56) 202,875 (1,94)      
5 B 192,750 (10,25) 88,500 (2,47)      
9 B 196,625 (4,07) 131,500 (2,12)      
6B 74,000 (2,47) 243,125 (24,93)      
7B 250,500 (3,54) 306,000 (12,37)      
8 B 223,375 (5,13) 207,125 (6,19)      
1 C 290,833 (10,61) 191,167 (12,96)      
4 D 266,333 (- ) 181,667 (8,01)      

11 D.B 169,667 (3,30) 163,333 (17,44)      
13 D.B 197,500 (3,54) 273,000 (4,71)      
2 D.B 290,167 (11,55) 317,167 (9,66)      
4 C.B 147,833 (0,71) 76,667 (-)      
5 C.B 284,667 (1,89) 307,667 (7,07)      
6 D.B 221,833 (8,72) 99,667 (3,30)      
7 D.B 286,167 (10,14) 270,833 (11,55)      
9 D.B 283,667 (11,79) 183,500 (1,65)      
6 C.B 89,500 (5,42) 97,833 (1,18)      

12 D.B 280,500 (11,08) 376,000 (6,13)      
7 C.B 278,167 (9,66) 148,667 (1,41)      
2EF 613,000 (99,35) 499,500 (2,47)      
2FF 568,000 (15,91) 424,750 (16,26)      
3DF 563,500 (8,84) 552,500 (14,50)      
3FF 538,000 (18,03) 527,500 (39,24)      
3GF 603,750 (2,83) 496,750 (22,63)      
3LF 560,500 (33,59) 475,500 (4,60)      
3OF 416,250 (54,45) 170,250 (11,31)      
4BF 249,250 (1,06) 285,000 (55,86)      
4FF 106,375 (4,42) 116,000 (0,71)      
4JF 688,000 (10,25) 603,250 (11,31)      
4LF 555,250 (17,68) 475,750 (51,62)      
4PF 557,000 (6,72) 602,250 (15,56)      
4RF 167,000 (3,89) 191,250 (8,49)      
4SF 607,500 (5,30) 571,750 (9,19)      
1BF 342,250 (5,30) 295,250 (70,36)      
3EF 425,500 (21,21) 474,000 (15,56)      
3IF 425,750 (10,25) 393,500 (2,83)      
3JF 179,625 (4,77) 270,875 (2,65)      
4DF 145,500 (2,12) 135,250 (4,60)      
4GF 175,250 (1,77) 68,500 (1,41)      
4HF 488,000 (12,02) 322,500 (8,49)      
4NF 631,500 (4,95) 478,500 (5,66)      
1A 179,625 (0,53) 249,625 (6,89)      
2A 216,500 (4,24) 229,500 (2,83)      
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3A 277,750 (29,70) 207,500 (7,78)      
4A 253,500 (6,01) 240,750 (7,78)      
5A 266,750 (1,77) 229,500 (2,83)      
6A 239,625 (9,37) 226,500 (2,47)      

2BF 225,625 (37,30) 262,625 (1,94)      
2GF 187,125 (0,88) 175,250 (1,41)      
3B 209,500 (7,78) 241,375 (8,66)      
4B 202,250 (28,64) 245,125 (1,24)      
1D 180,250 (1,77) 236,875 (9,02)      

1CB 110,375 (4,42) 234,000 (12,02)      
4DB 237,875 (0,53) 245,000 (4,95)      
2AF 569,000 (33,59) 446,500 (5,30)      
4IF 234,375 (1,24) 186,750 (3,18)      
15B 193,375 (15,38) 199,000 (2,83)      
14B 96,625 (23,51) 68,125 (24,93)      
2DF 286,250 (2,83) 320,250 (2,47)      
5DB 214,375 (6,54) 147,875 (12,90)      
3MF 335,875 (18,21) 208,875 (13,26)      


