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RESUMO 
 
 
O trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade bacteriana endofítica cultivável 
em soja convencional e transgênica e as caracterizar fenotipicamente e 
genotipicamente com relação a características relacionadas à promoção do 
crescimento de plantas. Foram isoladas bactérias endofíticas de raízes, caules e 
folhas de cultivares de soja convencional e transgênica resistente a glifosato, 
cultivadas em três locais. Os isolados foram avaliados fenotipicamente quanto à 
produção de AIA, solubilização de fosfato, produção de exopolissacarídeos e 
sideróforos, secreção de enzimas e motilidade. Alguns isolados foram selecionados 
e submetidos à caracterização genotípica. Os fragmentos do gene ribossomal 16S 
dos isolados selecionados foram comparados e alinhados, e a relação entre os 
isolados foi avaliada por meio do algoritmo neighbor-joining. Foi verificada diferença 
significativa no número de UFC g-1 de peso fresco entre os diferentes tecidos e 
cultivares, sendo que, de forma geral, os maiores números de isolados foram obtidos 
em raízes e em cultivares transgênicas. A análise filogenética revelou maior 
divergência entre as bactérias isoladas de soja transgênica do que entre os isolados 
obtidos de soja convencional. Alguns isolados foram detectados exclusivamente em 
plantas transgênicas ou convencionais, enquanto que outros foram detectados em 
ambas. As espécies Pantoea agglomerans e Variovorax paradoxus apresentaram 
uma considerável produção de AIA e solubilização de fosfato, e são candidatas 
potenciais para o desenvolvimento de inoculantes visando a promoção do 
crescimento vegetal. 
 
Palavras-chave: Soja resistente a glifosato. Promoção do crescimento de plantas. 

Interação planta-bactéria. AIA. Solubilização de fosfato. 



LOPES, Karla Bianca de Almeida. Diversity of endophytic bacteria in transgenic 
and non-transgenic soybean. 2015. 81 p. Dissertação de Mestrado em Agronomia 
– Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015. 
 
 

ABSTRACT 
 
 
This study aimed to evaluate the diversity of endophytic bacteria in transgenic and 
non-transgenic soybean and characterize them phenotypically and genotypically with 
respect to traits related to plant growth promotion. Endophytic bacteria were isolated 
from roots, stems and leaves of different non-trangenic and glyphosate-resistant 
transgenic soybean and grown in three locations. Isolates were phenotypically 
evaluated regarding the production of IAA, phosphate solubilization, 
exopolysaccharides and siderophores, enzyme secretion and motility. Some isolates 
were submitted to genotypic characterization. The fragments of the 16S rDNA gene 
of the selected bacteria were compared and aligned, and the phylogenetic 
relationship was assessed by using the neighbor-joining algorithm. There was 
significant difference in the number of CFU g-1 fresh weight between different tissues 
and cultivars, and, in general, the largest number of isolates were obtained from roots 
and transgenic cultivars. Phylogenetic analysis revealed greater divergence between 
the bacteria isolated from transgenic than among isolates from non-transgenic 
soybean. Specific bacterial species were detected exclusively in non-transgenic or 
transgenic plants whereas others were detected in both. Pantoea agglomerans and 
Variovorax paradoxus were good IAA-producers and phosphate solubilizing, and are 
potential candidates for the development of inoculants aiming at plant growth 
promotion. 
 
Key-words: Glyphosate-resistant soybean. Plant growth promotion. Plant-bacteria 

interaction. IAA. Phosphate solubilization. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A soja é utilizada tanto na alimentação animal quanto humana 

devido a seu alto teor de proteínas, nutrientes, minerais e fibras. Algumas 

estratégias têm sido utilizadas para aumentar a produtividade e sustentabilidade da 

cultura, como é a inoculação de bactérias promotoras do crescimento. O 

microrganismo mais utilizado na soja atualmente é o Bradyrhizobium sp., que fixa o 

nitrogênio do ar e o disponibiliza para a planta. 

Outro exemplo de bactérias promotoras do crescimento que vêm 

sendo estudadas, são as bactérias endofíticas. Bactérias endofíticas são bactérias 

que habitam o interior da planta sem causar prejuízo ao hospedeiro, sendo que 

algumas delas podem promover o crescimento da planta. 

A promoção do crescimento realizada por bactérias endofíticas pode 

ser devido a efeitos diretos como a produção de fitormônios, tais quais auxina, 

giberelina e citocinina; fornecimento de N e solubilização do fosfatos; como por 

efeitos indiretos por meio da promoção do antagonismo contra fitopatógenos e 

disponibilização de ferro para a planta. 

Existem diversos fatores que podem afetar a comunidade bacteriana 

endofítica nas plantas, entre eles estão o genótipo, o tecido onde o endófito se 

encontra, o estado de desenvolvimento da planta, fatores ambientais, como 

variações na temperatura e na umidade, o manejo e a aplicação de agroquímicos. 

Estudos mostram que a aplicação do herbicida glifosato gera uma 

mudança na comunidade microbiana, sendo que este pode ser tóxico para alguns 

microrganismos e, para outros, ser utilizado como fonte de energia e nutrientes; 

assim como também existem vários estudos que indicam a influência da transgenia 

na comunidada bacteriana presente em plantas. 

Desta forma, os objetivos do trabalho foram avaliar a bacteriana 

endofítica em soja convencional e transgênica e caracterizar fenotipicamente e 

genotipicamente estas bactérias com relação a características relacionadas à 

promoção do crescimento de plantas. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 A CULTURA DA SOJA 

 

2.1.1 Importância Econômica da Soja 

 

A soja [Glycine max (L.) Merrill] é uma das principais commodities 

mundiais, juntamente com o arroz, trigo, cevada e milho. Por séculos chineses, 

japoneses e coreanos a tem utilizado em sua alimentação devido a seu alto teor de 

proteína e abundância em vitaminas, minerais e fibras (LIU; PAN, 2011). Os 

principais componentes dos grãos de soja são proteína e óleo, sendo que o grão 

contém cerca de 40% de proteína e 20% de óleo com base na matéria seca 

(MORAES et al., 2006)  

Por ser considerada como um grão de alta versatilidade, a soja é 

destinada ao processamento, originando vários produtos e subprodutos da 

agroindústria. Um dos produtos mais conhecidos que derivam dessa leguminosa é o 

óleo refinado, obtido pelo processo de esmagamento de grãos, e o farelo utilizado 

na alimentação animal (SIMAS, 2005; EMBRAPA, 2007; PRIMOMO et al, 2002; 

LEITE et al., 2012). 

A soja, além de ser um componente essencial na fabricação de 

rações, atualmente está adquirindo uma importância crescente na produção de 

biodiesel. As projeções de consumo indicam que deve haver um grande aumento da 

demanda no mercado internacional e no mercado interno. Neste mercado, espera-se 

forte aumento do consumo do grão para a produção de biodiesel, estimada em 2013 

pela Abiove em cerca de 10 milhões de toneladas. Para 2014, a projeção para a 

produção nacional deve situar-se entre 80,2 e 88,8 milhões de toneladas. As 

projeções da Abiove vêm indicando para 2020 uma produção entre 104,0 e 105,0 

milhões de toneladas, sendo que a área de produção deve aumentar cerca de 6,7 

milhões de hectares, chegando a 2023 com 34,4 milhões de hectares, 

representando um acréscimo de 24,3% sobre a área de 2013 (MAPA, 2012). 

Em vista de sua grande importância no consumo, tanto animal como 

humano, muitos estudos têm sido realizados com a cultura visando aumentar sua 

produtividade. Uma alternativa amplamente abordada na literatura é o uso do 
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Bradyrhizobium para a fixação de nitrogênio (MARGARET et al., 2011; BREAR; 

DAY; SMITH, 2013; SÁNCHEZ-PARDO; ZORZONA, 2014). 

A inoculação de leguminosas com cepas de Bradyrhizobium tem 

sido muito reconhecida, especialmente em áreas onde a nodulação natural é 

inadequada. Os benefícios do uso destes inoculantes mostram que é possível 

economizar recursos naturais e financeiros. A capacidade de fixar nitrogênio é um 

dos mais importantes critérios de seleção para variedades superiores de 

leguminosas porque a fixação de N é uma demanda básica para uma alta produção 

(ALVES; BODDEY; URQUIAGA, 2003; FATIMA; ZIA; CHAUDHARY, 2007). 

Outra metodologia abordada visando o aumento da produção da 

cultura é a utilização de bactérias que promovem o crescimento da planta pela 

síntese de fitormônios, moléculas que complexam ferro, dentre outros mecanismos. 

Vários trabalhos estão sendo realizados com o objetivo de identificar possíveis 

candidatos à inoculação em soja (HUNG; ANNAPURNA, 2004; KUKLINSKY-

SOBRAL et al., 2004; ASSUMPÇÃO et al., 2009). 

 

2.1.2 Soja Transgênica Roundup Ready® 

 

A soja geneticamente modificada foi lançada no mercado americano 

na década de 90; a cultura rapidamente ganhou espaço nos Estados Unidos e, 

posteriormente, na Argentina, os quais são os maiores produtores mundiais de soja 

geneticamente modificada. Por estar presente em área de fronteira com o Brasil, a 

tecnologia não tardou a ser incorporada pelos produtores brasileiros, motivados 

pelas facilidades de manejo (ABRAHÃO, 2008). 

Um recorde de 175,2 milhões de hectares de culturas transgênicas 

foram cultivados no mundo no ano de 2013, a uma taxa de crescimento anual de 3% 

(ISAAA, 2013). Segundo dados do ISAAA (2013), o Brasil ocupa o segundo lugar em 

área plantada de organismos geneticamente modificados no mundo, perdendo 

apenas para os Estados Unidos e está emergindo como um forte líder global em 

culturas biotecnológicas. Em 2013, foi cultivada a primeira soja com empilhamento 

de genes com tolerância a herbicidas e resistência a insetos, em uma área de 2,2 

milhões de hectares. 

A soja transgênica Roundup Ready® foi desenvolvida pela 

Companhia Monsanto (St. Louis, MO, EUA) nos anos de 1980 com o objetivo de se 
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disponibilizar um material tolerante a herbicidas cuja base fosse o glifosato, 

principalmente para a utilização em sistemas de semeadura direta (ABRAHÃO, 

2008). O glifosato (N-fosfonometil glicina) é um herbicida sistêmico, com largo 

espectro de ação, recomendado para o controle em pós-emergência de uma ampla 

gama de plantas, não seletivo na sua ação sobre mono ou dicotiledôneas, uma vez 

que inibe a enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase – EPSPS, envolvida na 

síntese de aminoácidos aromáticos, provocando atraso no desenvolvimento, 

desbalanço de aminoácidos e consequente morte das plantas (YAMADA; CASTRO, 

2007). 

O lançamento da soja transgênica, tolerante ao herbicida Roundup 

Ready® (RR) revolucionou o mercado de soja mundial. No Brasil, a história da soja 

transgênica começou em 1995. Nesse ano, por meio da Lei de Biossegurança, o 

cultivo de plantas de soja RR foi autorizado no país em caráter experimental. No 

entanto, cultivares de soja da Argentina, contrabandeadas, passaram nesta época a 

serem cultivadas ilegalmente no Sul do Brasil, tornando-se rapidamente grande 

parte da área plantada com soja nesta região. Mediante a safra de soja ilegal, em 

1998, a CTNBio (Comissão Técnica Nacional de Biossegurança) autorizou o cultivo 

da soja RR (GRIS, 2009). 

A utilização da soja RR proporcionou diversos benefícios ao 

agricultor, dentre eles a diminuição do uso de herbicidas mais tóxicos em termos de 

ação do que o glifosato, além da facilidade do manejo. De acordo com Abrahão 

(2008), o glifosato deixa menos resíduo no solo quando comparado aos outros 

princípios ativos utilizados para controle de plantas de folha larga e estreita, 

representando uma opção de menor impacto sobre o solo, a água e as culturas 

subsequentes da área. 

Apesar das vantagens, o uso do glifosato tem alguns impactos sobre 

a soja e também sobre a biota do solo. Alguns efeitos, descritos na literatura, 

causados pela aplicação de glifosato na cultura são a redução do crescimento inicial 

da parte aérea, redução da nodulação (para aplicações precoces) e, 

consequentemente, redução do sistema radicular (NORSWORTHY; FREDERICK, 

2002). De acordo com Richetti (2013), em termos de eficiência, a soja convencional 

tem ligeira vantagem sobre a soja transgênica na maioria das condições de 

favorabilidade, tanto nas variações de preços, quanto de quantidades produzidas. 
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Dallmann et al. (2010) verificaram que a utilização de herbicida e 

soja geneticamente modificada reduziu a microbiota fúngica do solo e não alterou 

significativamente a contagem bacteriana. Todavia Arantes, Lovorenti e Tornisielo 

(2007), avaliando dois tipos de solo (Neossolo quartzarênico e Latossolo vermelho) 

constataram que o glifosato reduziu a atividade microbiana, independente do uso ou 

não de calagem. Resultado semelhante foi encontrado por Andréa et al. (2003), em 

que a biomineralização do glifosato diminuiu com o aumento de aplicações, 

indicando efeito do herbicida sobre a atividade microbiológica do solo. Em estudos 

realizados com fungos e bactérias do solo, Busse et al. (2001) verificaram que 

ocorreu efeito tóxico no crescimento populacional e na diversidade metabólica pelo 

uso contínuo (9 – 13 anos) do herbicida glifosato na mesma área. 

A ação dos microrganismos sobre substâncias xenobióticas 

presentes no ambiente constitui-se mecanismo de suma importância, sendo 

reconhecida como o principal fator que determina a taxa e a extensão em que são 

degradados (BEIGEL; CHANNAY, 1999). 

 

2.2 INTERAÇÃO PLANTA-BACTÉRIA 

 

As plantas possuem um microecossitema complexo que abriga uma 

diversificada gama de bactérias capazes de colonizar seus diferentes órgãos e 

tecidos, como raízes, folhas, flores, frutos e sementes (HALLMANN et al., 1997; 

GRAY; SMITH, 2005), e que podem causar efeitos diversos no hospedeiro 

(KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004). A interação planta-bactéria pode se dar de 

quatro formas: como um patógeno, como um simbionte, como uma epífita ou como 

uma endofítica (INIGUEZ et al., 2005). 

Bactérias fitopatogênicas são patógenos de plantas que provocam 

lesões em seu hospedeiro e possuem um difícil controle (ROMEIRO, 1976). Para 

que a doença ocorra, é necessário que ocorra uma interação entre o patógeno, o 

hospedeiro e o ambiente, onde a planta deve ser susceptível e o ambiente favorável 

para que aconteça a infecção (ROMEIRO, 1976; AGRIOS, 1978; MONTESINOS et 

al., 2002). Normalmente, os fitopatógenos colonizam o apoplasto de plantas e, deste 

local, fora das paredes das células, provocam uma variedade de doenças em 

diversas plantas cultivadas (ALFANO; COLLMER, 1996). Neste tipo de interação, 

apenas a bactéria é beneficiada. 
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Na simbiose, tanto a bactéria quanto o hospedeiro são beneficiados. 

Neste tipo de interação há uma ajuda mútua entre os organismos, sendo que o fluxo 

de nutrientes não é exclusivamente requerido. Qualquer efeito protetor entre 

organismos, que aumente a capacidade de sobrevivência ou reprodução, é 

suficiente para que se configure a simbiose (SELOSSE; BAUDOIN; 

VANDENKOORNHUYSE, 2004). Um exemplo deste tipo de interação que tem 

grande relevância na área agronômica é a fixação biológica de nitrogênio (FBN), 

onde o microrganismo transforma o N atmosférico em amônia e esta é assimilada 

pelas plantas, enquanto que a bactéria absorve os assimilados do hospedeiro, sem 

prejudicar seu desenvolvimento (MITHÖFER, 2002). 

O termo epífita etimologicamente refere-se a habitantes da 

superfície de plantas (do Grego epi: sobre e phyton: planta). No entanto, seu uso é 

geralmente limitado à parte aérea do hospedeiro (JACQUES; MORRIS, 1995). 

Apesar de o termo dar a entender que são microrganismos localizados, pelo menos 

primariamente, na superfície de plantas, algumas bactérias podem estabelecer 

populações internas atuando como patógenos (BEATTIE; LINDOW, 1999). 

Bactérias endofíticas são definidas como aquelas que habitam, pelo 

menos por um período de seu ciclo de vida, o interior de um vegetal (AZEVEDO et 

al., 2000), e que podem contribuir para a saúde e o crescimento de seu hospedeiro, 

sem causar efeitos negativos sobre o seu desenvolvimento (KUKLINSKY-SOBRAL 

et al., 2004; SHENPAGAM et al., 2012). Hallmann et al. (1997) sugerem que 

evolutivamente as bactérias endofíticas são intermediárias entre as bactérias 

saprófitas e patogênicas, além de especularem a possibilidade de as bactérias 

endofíticas serem mais evoluídas que as patogênicas por se nutrirem do hospedeiro 

sem matá-lo. 

De acordo com Azevedo et al. (2000), a diferença entre endofíticas, 

epífitas e fitopatógenos tem um significado puramente didático; existe um gradiente 

de separação entre eles, desta forma é complexo traçar um limite de forma a 

discriminar cada categoria. Conclui-se que o conceito de bactérias endofíticas não 

mais se refere à localização e sim à função que esses microrganismos exercem no 

ecossistema, estando em constante modificação, por depender de informações 

sobre a associação endófito-bactéria que ainda não estão completamente 

compreendidas (BORGES, 2006). 
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2.3 BACTÉRIAS ENDOFÍTICAS 

 

O sistema radicular da planta, além de ser o responsável pela sua 

sustentação e absorção de água e nutrientes, regula numerosas interações com 

microrganismos benéficos como rizóbios, fungos micorrízicos, bactérias endofíticas, 

rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR - Plant-Growth 

Promoting Rhizobacteria); e interações com parasitas e com microrganismos 

patogênicos que habitam o solo. As plantas constituem um vasto e diverso nicho 

para organismos endofíticos sendo que não há uma única espécie de planta 

desprovida de endófitos (DUDEJA et al., 2012).  

Bactérias endofíticas podem ser definidas como bactérias 

associadas a plantas que habitam a parte interna dos tecidos (AZEVEDO et al., 

2000; KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; SHENPAGAM et al., 2012). A colonização 

de bactérias endofíticas pode ser local, em um tecido específico da planta, como o 

córtex, ou pode ser sistêmica, sendo transportada pelos elementos condutores ou 

via apoplastos (JAMES et al., 1994). A colonização é preferencialmente intercelular, 

com apenas poucos relatos de colonização intracelular (HALLMANN et al., 1997). 

A capacidade das bactérias em colonizar tecidos internos de plantas 

pode conferir uma vantagem ecológica sobre as que somente conseguem colonizar 

a planta epifitamente. Acredita-se que os tecidos internos das plantas provêm um 

ambiente mais uniforme e protegido para os microrganismos do que a superfície, 

onde estes estão expostos aos estresses ambientais tais como temperatura, 

potencial osmótico, radiação ultravioleta, e competição entre microrganismos, que 

são fatores limitantes para a sobrevivência da bactéria (HALLMANN et al., 1997; 

REINHOLD-HUREK; HUREK, 1998). Entretanto, provavelmente existem outros 

fatores limitantes que podem sobressair durante o estabelecimento das populações 

nos tecidos internos das plantas. Assim, o estabelecimento e manutenção da 

população bacteriana poderiam ser limitados e influenciados pelos mesmos fatores 

que afetam a saúde da planta (HALLMANN et al., 1997). 

Pesquisas indicam que as bactérias endofíticas não estão sujeitas à 

competição por nutrientes que normalmente ocorre na rizosfera, e têm maior 

eficiência do que bactérias colonizadoras da rizosfera na promoção do crescimento, 

absorção de água e na supressão de microrganismos deletérios, em razão de se 

encontrarem no interior do sistema radicular (AMORIM; MELO, 2002; SANTOS et 
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al., 2005). Atualmente, não é claro se as plantas se beneficiam das bactérias 

endofíticas ou das rizobactérias, ou se é mais vantajoso para uma bactéria se tornar 

endofítica quando comparada com uma rizobactéria. Ambas podem promover o 

crescimento da planta, ou trabalhar em conjunto; mas os benefícios conferidos às 

endofíticas são bem conhecidos (DUDEJA et al., 2012). 

Desde os primeiros trabalhos sobre o isolamento de bactérias 

endofíticas de plantas (MUNDT; HINKLE, 1976), mais de 200 gêneros de bactérias 

de 16 filos tem sido reportados como endofíticas, como as pertencentes aos filos 

Acidobacteria, Actinobacteria, Aquificae, Bacteroidetes, Cholorobi, Chloroflexi, 

Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus, Firmicutes, Fusobacteria, 

Gemmatimonadetes, Nitrospira, Planctomycetes, Proteobacteria, Spirochaetes e 

Verrucomicrobiae, que incluem tanto bactérias cultiváveis como não cultiváveis 

(BERG; HALLMANN, 2006; MENGONI et al., 2009; MANTER et al., 2010; 

SESSITSCH et al., 2012). Entretanto, as endofíticas mais estudadas e de maior 

predominância pertencem aos três maiores filos (Actinobacteria, Proteobacteria e 

Firmicutes) e incluem os membros do filo Azoarcus (KRAUSE et al., 2007), 

Acetobacter (renomeadas como Gluconobacter) (BERTALAN et al., 2009), Bacillus 

(DENG et al., 2011), Enterobacter (TAGHAVI et al., 2010), Burkholderia 

(WEILHARTER et al., 2011), Herbaspirillum (PEDROSA et al., 2011), Pseudomonas 

(TAGHAVI et al., 2009), Serratia (TAGHAVI et al., 2009), and Streptomyces (SUZUKI 

et al., 2005). Espécies destes gêneros são ubíquas no solo/rizosfera, que 

representam a principal fonte dos colonizadores endofíticos (HALLMANN; BERG, 

2006). Outro possível sítio de recuperação de endofíticas inclui a filosfera e as 

sementes (COMPANT; CLÉMENT; SESSITSCH, 2010). A ocorrência de bactérias 

endofíticas pode ser visualizada por FISH (Fluorescent in situ hybridization) com 

microscopia confocal com escaneamento a laser usando sondas específicas 

(AMANN et al., 1990; LOY et al., 2007).  

Um fator de extrema importância e limitante nas investigações de 

bactérias endofíticas é a metodologia de isolamento. O procedimento de isolamento 

das bactérias endofíticas envolve cuidados especiais e é de fundamental 

importância para o enquadramento do organismo como um endofítico. 

Teoricamente, qualquer procedimento que elimina a microbiota epifítica e retrata as 

populações internas de forma completa deve ser considerado. Como o caráter 

endofítico é atribuído às bactérias isoladas, exclusivamente, a partir de tecidos 
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vegetais sadios superficialmente esterilizados, os processos de desinfestação 

superficial são definitivos para manter o conceito e delimitar o habitat endofítico. 

Entretanto, erros podem advir como resultado de uma desinfestação incompleta da 

superfície, da adsorsão de células bacterianas por estruturas celulares das plantas 

ou da penetração do agente esterilizante, no interior dos tecidos da planta, 

resultando na perda de endofíticas (HALLMANN et al., 1997). 

Exemplos de aplicações biotecnológicas de bactérias endofíticas 

descritas na literatura abrangem a sua utilização na produção de antibióticos e 

outras moléculas bioativas, relacionados aos efeitos antagônicos da microbiota 

benéfica contra microrganismos patogênicos (STURZ; CHRISTIES; NOWAK, 2000), 

em processos de biorremediação (LODEWYCKX et al., 2002) e na promoção do 

crescimento de plantas (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004). 

De acordo com Kuklinsky-Sobral (2003), a utilização de bactérias 

endofíticas na produção agrícola depende do conhecimento sobre os mecanismos 

de interação planta-bactéria e da habilidade de manter, manipular e modificar 

populações benéficas sob condições de campo. 

Na literatura existem diversos trabalhos envolvendo isolamento, 

caracterização, sequenciamento genômico, antagonismo a fungos e bactérias 

patogênicos, e promoção do crescimento de plantas promovido por bactérias 

endofíticas em diversas culturas como arroz, batata, feijão, girassol, helicônia, 

pimenta, plantas medicinais, entre outras (STURZ et al., 1997; SANTOS et al., 2005; 

BERG; HALLMANN, 2006; KANG et al., 2007; KRAUSE et al., 2007; SUN et al., 

2008; BERTALAN et al., 2009; TAGHAVI et al., 2009; MANTER et al., 2010; 

BHORE; SATHISHA, 2010; TAGHAVI et al., 2010; DENG et al., 2011; PEDROSA et 

al., 2011; ZHAO et al., 2011; WEILHARTER et al., 2011; COSTA et al., 2012; GOES 

et al., 2012; SHENPAGAM et al., 2012; DING; PALMER; MELCHER, 2013; SINGH; 

MALIK; SINGH, 2013). 

Todavia, em soja o número de trabalhos não é tão expressivo e, de 

maneira geral, envolvem isolamento, caracterização, promoção do crescimento em 

plantas, estudo do dinamismo populacional bacteriano e antagonismo a fungos 

(KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2003; KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; HUNG; 

ANNAPURNA, 2004; KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2005; HUNG et al., 2007; 

ASSUMPÇÃO et al., 2009; SENTHILKUMAR et al., 2009; DALAL; KULKARNI, 

2013). Além disso, pouco se sabe sobre as interações planta-bactéria e sobre os 
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benefícios que as bactérias podem propiciar à planta de forma que possam ser 

utilizadas como inoculantes no campo (HUNG; ANNAPURNA, 2004; KUKLINSKY-

SOBRAL et al., 2005; HUNG et al., 2007; KANG et al., 2007; ASSUMPÇÃO et al., 

2009; ANDREOTE et al., 2010). 

 

2.4 PROMOÇÃO DO CRESCIMENTO DE PLANTAS  

 

Bactérias promotoras do crescimento das plantas (PGPB – Plant 

Growth Promoting Bacteria) incluem microrganismos de vida livre, que tem um 

relacionamento simbiótico com as plantas (ex., Rhizobium spp. e Frankia spp.), 

bactérias endofíticas, que podem colonizar parcialmente ou completamente o interior 

de um tecido vegetal, e cianobactérias. Contudo, apesar de existirem diferenças 

entre estas bactérias, elas utilizam os mesmos mecanismos (GLICK, 1995). 

Algumas bactérias endofíticas têm vários efeitos benéficos no 

crescimento e desenvolvimento do hospedeiro. O estímulo do crescimento de 

plantas promovido por estas bactérias é resultado de efeitos indiretos, como 

antagonismo contra patógenos e competição por ferro (KANG et al., 2007; GOES et 

al., 2012), e de efeitos diretos, tais quais a produção de fitormônios, fornecimento de 

nitrogênio e solubilização do fósforo do solo (BASHAN, 1998; VESSEY, 2003; 

KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; KANG et al., 2007). 

Bactérias que produzem sideróforos podem atuar de forma benéfica 

ao hospedeiro; estes microrganismos secretam sideróforos quando estão em 

ambientes com baixa disponibilidade de Fe e estes atuam como promotores do 

crescimento vegetal por disponibilizar o Fe à planta em forma de complexo 

sideróforo-Fe+3 e por imobilizar o ferro disponível para a proliferação de 

fitopatógenos (VESSEY, 2003). 

Outro mineral importante para o desenvolvimento de plantas é o 

fósforo. A absorção de fósforo pelas plantas é complicada, pois este é presente no 

solo em formas insolúveis e não disponíveis para a absorção. Bactérias que habitam 

a rizosfera de plantas que secretam ácidos orgânicos e fosfatases que possibilitam 

que esse nutriente se torne disponível para o hospedeiro (KIM; JORDAN; 

McDONALD, 1998). Algumas espécies de bactérias que são capazes de solubilizar 

compostos fosfatados orgânicos são Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium e 

Burkholderia (VESSEY, 2003). 
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Tem-se observado que muitas PGPB podem secretar hormônios de 

plantas, como auxinas, giberelinas e citocininas. Estes hormônios têm sido 

implicados na promoção do crescimento de plantas por bactérias uma vez que os 

efeitos da inoculação de bactérias na arquitetura de raízes (como o incremento no 

volume de raízes e no número de raízes laterais) são similares aos efeitos da 

aplicação exógena de uma solução contendo estes hormônios (TIEN; GASKINS; 

HUBBELL, 1979). 

Apesar dos efeitos benéficos descritos, bactérias endofíticas 

promotoras do crescimento geralmente não têm efeitos previsíveis para o 

crescimento e desenvolvimento de todos os hospedeiros, embora os mecanismos 

implícitos possam ser semelhantes (DUDEJA et al., 2012). 

Algumas pesquisas têm sido direcionadas a fim de encontrar 

bactérias endofíticas que possam aumentar a produtividade de diferentes culturas 

quando inoculadas. Para revelar o efeito dessas bactérias, experimentos com 

inoculação têm sido realizados, todavia, tem sido um problema eliminar endófitos 

residentes ou nativos de modo a ter plantas ou sementes livres de bactérias. A 

redundância funcional de endofíticas residentes e adicionadas via inoculação pode 

limitar os efeitos observados com a inoculação. Interações complexas entre 

comunidades microbianas e plantas, uma rizosfera pobre de organismos endógenos 

(STURZ; CHRISTIES; NOWAK, 2000), e flutuações bacterianas devido às condições 

ambientais podem ser fatores limitantes na aplicabilidade da inoculação de bactérias 

endofíticas a campo (STURZ; NOWAK, 2000). Além disso, a campo, a ampla 

abundância e diversidade de bactérias do solo podem ser uma rica fonte de 

bactérias endofíticas e, por isso, os efeitos da inoculação podem não ser observados 

(ROSENBLUETH; MARTÍNEZ-ROMERO, 2006). 

Inoculantes têm se mostrado bem sucedidos na micropropagação de 

plantas, uma vez que existam poucos ou nenhum outro microrganismo com os quais 

competir. Nestes casos, quando as plântulas são inoculadas, estas são mais 

vigorosas e têm maior resistência à seca, a patógenos, sofrem menores danos 

devido ao transplantio e apresentam mortalidade reduzida (SAHAY; VARMA, 1999; 

BARKA et al., 2000; MARTÍNEZ et al., 2003). 

Existem poucos produtos à base de bactérias promotoras de 

crescimento recomendados para plantas não leguminosas e, os que vêm sendo 

utilizados, normalmente pertencem ao gênero Azospirillum (OKON; ITZIGSOHN, 
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1995). A baixa difusão do uso de inoculantes pode ser devido à baixa 

reprodutibilidade dos resultados por causa das condições edafo-climáticas, 

interações com a biota do solo, influência do veículo inoculante e forma de aplicação 

e à escassez de programas de seleção de estirpes (BUCHER; REIS, 2008). 

Em leguminosas, mais especificamente em soja, já são 

comercializados inoculantes contendo bactérias do gênero Bradyrhizobium que 

promovem o crescimento do hospedeiro pela fixação do N do ar e posterior 

disponibilização do nutriente para a planta (MARGARET et al., 2011; BREAR; DAY; 

SMITH, 2013; SÁNCHEZ-PARDO; ZORZONA, 2014). 

 

2.5 FATORES QUE AFETAM A COMPOSIÇÃO DA COMUNIDADE BACTERIANA NO INTERIOR 

DAS PLANTAS 

 

As comunidades bacterianas são, em sua maioria, bastante 

complexas e sensíveis a alterações ambientais; sabe-se que estas apresentam uma 

alta capacidade reprodutiva, com ciclos vitais muito curtos, levando a uma alta 

capacidade adaptativa, com rápida alteração no perfil destas comunidades de 

acordo com alterações ambientais (ABBY; DAUBIN, 2007). 

Existem diversos fatores que podem afetar a população de 

bactérias no interior das plantas, entre eles estão espécie, tecido ou estágio de 

desenvolvimento do hospedeiro, alterações no metabolismo da planta, aplicações de 

substâncias químicas, como herbicidas, e interações com outros microrganismos 

(ANDREOTE et al., 2010; KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; KUKLINSKY-SOBRAL 

et al., 2005; ZINNIEL et al., 2002). 

O genótipo da planta pode ter influência direta na associação 

planta-bactéria, pois este pode alterar os exsudados liberados pelas raízes e 

disponibilizados aos grupos bacterianos, afetando a colonização por rizobactérias, 

assim como os níveis de proteínas presentes na planta (KOZDROJ; VAN ELSAS, 

2000; GARCÍA-VILLALBA et al., 2008; BRANDÃO; BARBOSA; ARRUDA, 2010; 

BARBOSA et al., 2012). 

Andreote (2007) comparando a composição da comunidade 

bacteriana da rizosfera e do rizoplano entre duas cultivares de eucalipto 

convencionais e quatro transgênicas, verificaram a diminuição da população de 

Methylobacterium spp., bactéria de grande importância em interação com plantas, 
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em apenas uma das cultivares transgênicas avaliadas. O autor atribuiu o resultado 

observado ao fato de que o local onde este gene foi inserido para obtenção da 

planta pode ter interferido na atividade de outros genes. Acredita-se que o cultivo de 

plantas geneticamente modificadas possa gerar mudanças na atividade microbiana 

devido às diferenças na quantidade e composição dos exsudados liberados pelas 

raízes ou devido às alterações de práticas de cultivo para estas culturas 

(MOTAVALLI et al., 2004). 

O estádio de desenvolvimento do hospedeiro também pode 

influenciar a população de bactérias. Dalal e Kulkarni (2013), estudando bactérias 

endofíticas associadas à soja, verificaram que a população bacteriana aumentou 

com o desenvolvimento da planta, sendo que esta começou a diminuir no início do 

estádio reprodutivo. 

Além da influência causada pelo genótipo e estádio de 

desenvolvimento, bactérias associadas a plantas sofrem grande influência do 

ambiente. Mocali et al. (2003), estudando bactérias endofíticas isoladas de olmos, 

verificaram que a população bacteriana foi influenciada por variações na 

temperatura (calor ou frio, dependendo da estação em que as amostras foram 

coletadas) e pelo tecido observado (raízes ou caules). Já Dalmastri et al. (1999) 

observaram que o solo foi o principal fator na variação da população de Burkholderia 

cepacia associadas a raízes de milho. 

A inoculação de outros microrganismos também afeta a 

comunidade bacteriana. No solo, os grupos bacterianos estão em associação e 

equilíbrio. Desta forma a inoculação de bactérias pode gerar uma modificação deste 

ambiente e consequente alteração da comunidade bacteriana (ANDREOTE et al., 

2004). Andreote et al. (2006) mostraram que a inoculação de Methylobacterium 

mesophilicum causou mudanças na população de bactérias endofíticas da raiz e do 

caule, verificadas por meio da alteração nos perfis de PCR-DGGE para os grupos 

das α e β-proteobactérias. 

O manejo da cultura é um fator de extrema importância e de 

grande impacto na comunidade microbiana, principalmente devido à aplicação de 

agroquímicos. Rosseto (2008), analisando a densidade de bactérias em plantas de 

cana-de-açúcar convencionais e transgênicas, verificou que o manejo, 

independentemente da cultivar, pode influenciar a comunidade bacteriana; o autor 
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observou redução na densidade de bactérias associada à rizosfera de plantas de 

cana-de-açúcar transgênicas e tratadas com o herbicida Imazapyr. 

Outro químico amplamente utilizado na agricultura, principalmente 

após o lançamento das cultivares transgênicas no mercado, é o glifosato. A adição 

deste herbicida pode gerar modificação na composição de bactérias endofíticas 

associadas à plantas (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2005), sendo que este químico 

pode ser letal para alguns microrganismos (BUSSE et al., 2001), todavia pode servir 

como fonte de nutrientes e energia para outros. 

Sabe-se que a utilização do glifosato pode alterar a comunidade 

microbiana endofítica (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2005), todavia são necessários 

mais estudos para confirmar se essas alterações têm efeitos benéficos ou não para 

a planta e quais são as implicações destas mudanças para o ambiente. 
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3 ARTIGO: DIVERSIDADE BACTERIANA ENDOFÍTICA EM SOJA 

TRANSGÊNICA E CONVENCIONAL 

 

3.1 RESUMO E ABSTRACT 

 

RESUMO 

Os objetivos do trabalho foram avaliar a diversidade bacteriana endofítica cultivável 

presente em soja transgênica e convencional e caracterizar fenotipicamente e 

genotipicamente estas bactérias de acordo com características relacionadas à 

promoção do crescimento de plantas. Bactérias endofíticas isoladas de raízes, 

caules e folhas de soja transgênica resistente a glifosato e convencional, cultivadas 

em diferentes locais, foram avaliadas. Houve diferença significativa no número de 

isolados recuperados entre os diferentes tecidos e cultivares, assim como entre as 

entre as diferentes espécies de bactérias identificadas pelo sequenciamento parcial 

do gene 16S DNAr. Algumas espécies foram identificadas como produtoras de AIA e 

solubilizadoras de fosfato in vitro. De maneira geral, o maior número de isolados foi 

obtido em raízes e em cultivares transgênicas. As espécies Pantoea agglomerans e 

Variovorax paradoxus apresentaram características relacionadas à promoção do 

crescimento de plantas e são candidatas potenciais para o desenvolvimento de 

inoculantes. O estudo demonstrou diferenças em termos de densidade e 

composição da comunidade bacteriana em soja convencional e transgênica. 

Palavras-chave: Bactérias endofíticas, soja resistente a glifosato, AIA, 

exopolissacarídeos, solubilização de fosfato, motilidade, interação planta-bactéria. 

 

DIVERSITY OF ENDOPHYTIC BACTERIA IN CONVENTIONAL AND 

TRANSGENIC SOYBEAN CULTIVARS 

 

ABSTRACT 

The aims of the study were to assess the diversity among the culturable endophytic 

bacterial population present in non-transgenic and transgenic soybean and 

characterize them phenotypically and genotypically focusing on characteristics 

related to plant growth promotion. Endophytic bacteria isolated from roots, stems and 

leaves of non-transgenic and glyphosate-resistant transgenic (GR) soybean, grown in 

different locations, were phenotypically and genotypically evaluated. There was 
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significant difference in the number of isolates recovered among different tissues and 

cultivars, as well as among different species of bacteria identified by partial 

sequencing of the 16S rDNA. Some species have been identified as high IAA 

producers and high phosphate solubilizing in vitro. In general, higher number of 

isolates was observed in roots, especially in GR cultivars. Pantoea agglomerans and 

Variovorax paradoxus showed characteristics related to plant growth promotion and 

are potential candidates for the development of inoculants. Our study demonstrated 

differences concerning the density and compostion of the endophytic bacteria 

community in non-transgenic and transgenic soybean. 

Keywords: Endophytic bacteria, glyphosate-resistant soybean, IAA, 

exopolysaccharides, phosphate solubilization, motility, bacteria-plant interaction. 

 

3.2 INTRODUÇÃO 

 

A soja [Glycine max (L.) Merrill] é uma das principais commodities 

mundialmente, juntamente com arroz, trigo, cevada e milho (MORAES et al., 2006; 

LIU; PAN, 2011). Mais de 80% da soja cultivada no mundo é transgênica e resistente 

a herbicida, sendo que o Brasil é o segundo país com maior área cultivada (JAMES, 

2012). 

Considerando a importância da soja no consumo humano e animal, 

muitos estudos têm sido desenvolvidos com o objetivo de desenvolver estratégias 

para aumentar a produtividade da cultura. Uma estratégia que vem sendo 

amplamente adotada é o uso do Bradyrhizobium para a fixação biológica de 

nitrogênio (MARGARET et al., 2011; BREAR et al., 2013; SÁNCHEZ-PARDO; 

ZORNOZA, 2014). Os efeitos benéficos devido à inoculação com Bradyrhizobium 

são conhecidos, especialmente em áreas onde a nodulação natural é inadequada. A 

habilidade de fixar N é um dos mais importantes critérios de seleção para 

leguminosas devido esta ser uma demanda básica para uma alta produtividade 

(FATIMA et al., 2007). Outra metodologia que vem sendo estudada é o uso de 

bactérias promotoras do crescimento de plantas. 

Bactérias Promotoras do Crescimento de Plantas (Plant Growth 

Promoting Bacteria – PGPB) incluem microrganismos que tem um relacionamento 

simbiótico com as plantas (por exemplo, Rhizobia spp., Frankia spp. e Azospirillum 

brasiliense), bactérias associativas que podem colonizar parcialmente ou 
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completamente o interior do tecido da planta, como as bactérias endofítcas, e as 

bactérias de vida livre. Muitos estudos têm sido conduzidos de maneira a identificar 

possíveis candidatos para a inoculação em soja (HUNG; ANNAPURNA, 2004; 

KUKLINSKI-SOBRAL et al., 2004; LI et al., 2008; ASSUMPÇÃO et al., 2009). 

Os principais fatores que envolvem a promoção do crescimento de 

plantas por bactérias são a produção de ácido indolacético (AIA), a solubilização de 

fosfatos inorgânicos, a fixação biológica de nitrogênio e a produção de fatores 

antimicrobianos capazes de controlar patógenos. O AIA é um hormônio sintetizado 

em plantas com aparentemente nenhuma função para as células bacterianas e 

estudos têm sido desenvolvidos sobre os benefícios deste hormônio na interação 

planta-bactéria (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004). Bactérias produtoras de AIA 

influenciam o crescimento e desenvolvimento da planta por alterar a condição 

fisiológica e morfológica das raízes inoculadas, aumentando a absorção de 

nutrientes (SINGH et al., 2013). 

O fósforo é um macronutriente essencial para o crescimento da 

planta, todavia, sua disponibilidade e solubilização no solo é baixa, tornando-se 

menos disponível para ser absorvido pelas plantas (ROLIM NETO et al., 2004). Para 

que o fósforo orgânico seja convertido a inorgânico e se torne disponível para as 

plantas, é necessário que ocorra uma hidrólise que promova esta clivagem (NAHAS, 

2002). De acordo com Malboobi et al. (2009), bactérias solubilizadoras de fósforo 

inorgânico (Pi) facilitam a hidrólise de uma ampla gama de compostos de fósforo, 

resultando em uma maior produtividade e em uma redução no uso de agroquímicos. 

As plantas têm um complexo ecossistema que abriga uma grande 

variedade de bactérias capazes de colonizar diferentes órgãos e tecidos como 

raízes, folhas, flores, frutas e sementes (HALLMANN et al., 1997; GRAY; SMITH, 

2005), e que podem causar diversos efeitos no hospedeiro (KUKLINSKY-SOBRAL et 

al., 2004). Entre as bactérias associadas a plantas, existem as bactérias endofíticas 

que são definidas como organismos que habitam por pelo menos um período de seu 

ciclo de vida o interior de uma planta (AZEVEDO et al., 2000) e que podem contribuir 

para a saúde e crescimento de seu hospedeiro, sem causar efeitos negativos sobre 

o seu desenvolvimento (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; SHENPAGAM et al., 

2012). As bactérias endofíticas estão menos sujeitas aos estresses ambientais e à 

competição por nutrientes que tipicamente ocorre na rizosfera (HALLMANN et al., 

1997; ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2004; SANTOS et al., 2005). 
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Apesar do fato de as bactérias endofíticas estarem protegidas no 

interior do hospedeiro contra os estresses ambientais, existem vários fatores que 

podem as afetar qualitativa e quantitativamente, como por exemplo o genótipo da 

planta, que pode influenciar diretamente as bactérias associadas a plantas por 

causar mudanças nos exsudados radiculares e torná-los disponíveis aos grupos 

bacterianos, afetando a colonização por rizobactérias (KOZDROJ; VAN ELSAS, 

2000); o estádio de desenvolvimento, como mostrado por Dala e Kulkarni (2013) em 

seu estudo com bactérias endofiticas associadas à soja, em que a população 

bacteriana aumentou conforme o desenvolvimento da planta e começou a decrescer 

no começo do estágio reprodutivo; e o manejo da cultura. 

O manejo da cultura tem um grande impacto na comunidade 

microbiana, principalmente devido ao uso de agroquímicos. Recentemente, tem-se 

aumentado a preocupação com o uso intensivo de herbicidas devido o seu papel na 

poluição ambiental. O glifosato (N-fosfonometil glicina) é um herbicida não-seletivo 

de elevada eficiência, amplamente utilizado devido ao seu controle efetivo de 

plantas daninhas, rápida inativação no solo e baixa toxidade para mamíferos. 

Sabe-se que a aplicação de glifosato acarreta em alteração na 

comunidade microbiana (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2005), e que este pode ser 

tóxico para certos organismos ou até ser usado como fonte de energia e nutrientes 

por outros (BUSSE et al., 2001). Dallmann et al. (2010) observaram em seus 

estudos que o uso de glifosato em soja transgênica reduziu a microbiota fúngica do 

solo e não alterou significativamente a contagem bacteriana. Todavia, Arantes et al. 

(2007), avaliando dois tipos de solo, observaram que o glifosato reduziu a atividade 

microbiana, independentemente da calagem. De acordo com Kononova e 

Nesmeyanova (2002) a identificação de organismos capazes de mineralizar 

organofosforados, como o glifosato, usando-os como fonte de carbono e nitrogênio 

por meio de enzimas com especificidade elevada para estes compostos, está se 

tornando comum. 

Sabe-se que tanto as bactérias endofíticas como as rizobactérias 

podem promover o crescimento de plantas. Entretanto há um interesse no estudo de 

bactérias endofíticas para entender o seu papel na promoção do crescimento de 

plantas e para o desenvolvimento de biofertilizantes, visando aumentar a 

produtividade das culturas (DUDEJA et al., 2012). Contudo, existem algumas etapas 

críticas relacionadas à manutenção da bactéria na planta, assim como o 
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estabelecimento da bactéria no interior da planta por causa da competição com a 

microbiota já presente na planta, que devem ser consideradas. Desta forma, uma 

possível estratégia seria o estabelecimento precoce de comunidades bacterianas 

isoladas do mesmo ambiente que as bactérias já presentes no hospedeiro, devido 

ao fato de que isolados nativos podem apresentar características mais favoráveis 

para serem utilizados como inoculantes quando comparados a estirpes exóticas 

(FORCHETTI et al., 2007). 

Atualmente, pouco se sabe sobre bactérias endofíticas associadas à 

soja, sobre seus efeitos benéficos sobre a cultura e sobre a influência do ambiente 

na população bacteriana. Assim sendo, o presente trabalho teve como objetivo 

avaliar a diversidade da população bacteriana endofítica cultivável presente em 

raízes, caules e folhas de soja convencional e transgênica resistente a glifosato, 

cultivadas em diferentes ambientes, e caracterizá-las fenotipicamente e 

genotipicamente com respeito a características relacionadas à promoção do 

crescimento de plantas. 

 

3.3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.3.1 Material Vegetal 

 

Para o isolamento bacteriano foram utilizadas plantas de soja 

cultivadas em três locais (Tabela 3.1): Campos Novos/SC (27º24'06"S, 51º13'30"W), 

apresentando um solo do tipo Latossolo Roxo Alumínico (EMBRAPA, 2006) e um 

clima Cfa - subtropical, com verão quente, de acordo com a classificação de Köppen; 

Guarapuava/PR (25º23'43"S, 51º 27'29"W), com um Latossolo Roxo Alumínico e 

clima Cfb - temperado, com verão ameno; e Ponta Grossa/PR (25º05'42"S, 50º 

09'43"W) com um Latossolo Vermelho e clima Cfb. Todas as cultivares foram obtidas 

de ensaios de Valor de Cultivo e Uso (VCU) pertencentes à Empresa Brasileira de 

Pesquisa Agropecuária – Soja (EMBRAPA). Foi realizada a coleta ao acaso de três 

plantas de cada cultivar em cada local experimental no estádio R6 (FARIAS; 

NEPOMUCENO; NEUMAIER, 2007). 
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3.3.2 Coleta das Amostras de Folhas, Raízes e Caules, e Determinação de 

Unidades Formadoras de Colônia (UFC) 

 

As amostras de folhas, raízes e caules das plantas, coletadas em 

triplicata, foram submetidas a lavagens seriadas com água, álcool 75%, hipoclorito 

(2%) e solução salina de fosfato esterilizado (PBS - 1,44 g de Na2HPO4; 0,24 g de 

KH2PO4; 0,20 g de KCl; 8,00 g de NaCl; pH 7,4). As amostras foram pesadas e 

maceradas em 1 mL de tampão PBS. As suspensões obtidas foram utilizadas para 

contagem e isolamento a partir da diluição seriada (1:10, v:v) em tampão PBS até a 

diluição 10-3, segundo a metodologia de Döbereiner, Baldani e Baldan (1995); as 

diluições subsequentes foram inoculadas em meio de cultura solidificado sendo três 

repetições por diluição. Para o controle da desinfecção dos tecidos, foram realizados 

testes com amostras das plantas, colocando-as nas placas de Petri e observando-se 

a ausência crescimento de fungos e bactérias no meio. Os meios de cultivo 

utilizados foram o Nutrient Agar (NA) acrescido de glicerol 20%, e Trypticase Soy 

Agar (TSA), de acordo com a metodologia de Kado e Heskett (1970) e Döbereiner, 

Baldani e Baldan (1995) respectivamente. 
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Tabela 3.1 -  Locais, manejo da cultura e dados de coleta das cultivares 
convencionais e transgênicas utilizadas no trabalho. 

Campos Novos/Santa Catarina 

BRQ09-11694 BMX Energia 
Cultivar 

Convencional 
Transgênica resistente a 

glifosato 

Plantio 10/11/2012 15/11/2012 

Coleta 04/04/2013 04/04/2013 

Manejo do solo Plantio direto com 360 kg ha-1 Plantio direto com 360 kg ha-1 

 de NPK 00-12-12 de NPK 00-12-12 

Herbicidas Glifosato no pré-plantio Glifosato em pré e pós-plantio 
 e Fusiflex® no pós-plantio  

Fungicidas Opera®, Sfer® e Fox® Opera®, Sfer® e Fox® 

Guarapuava/Paraná 

BRQ09-11694 BMX Energia 
Cultivar 

Convencional 
Transgênica resistente a 

glifosato 

Plantio 15/11/2012 20/11/2012 

Coleta 04/04/2013 04/04/2013 

Manejo do solo Plantio direto com 350 kg ha-1 Plantio direto com 350 kg ha-1 

 de NPK 00-20-20 de NPK 00-20-20 

Herbicidas Glifosato no pré-plantio Glifosato em pré e pós-plantio 
 e Fusiflex® no pós-plantio  

Fungicidas Opera®, Sfer® e Fox® Opera®, Sfer® e Fox® 

Ponta Grossa/Paraná 

BRS 361 BRS 245 RR 
Cultivar 

Convencional 
Transgênica resistente a 

glifosato 

Plantio 18/11/2012 13/11/2012 

Coleta 11/04/2013 11/04/2013 

Manejo do solo Plantio direto com 300 kg ha-1 Plantio direto com 300 kg ha-1 

 de NPK 00-20-20 de NPK 00-20-20 

Herbicidas Glifosato no pré-plantio Glifosato em pré e pós-plantio -
 e Cobra® e Flex® no pós-plantio  

Fungicidas Opera® e Priori® Opera® e Priori® 
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3.3.3 Isolamento das Bactérias Endofíticas 

 

Após a incubação, as colônias foram estriadas, individualmente, em 

placas de Petri contendo os mesmos meios em que haviam sido cultivadas 

anteriormente, incubadas a 30 °C por 2 a 3 dias e, em seguida, armazenadas a 4 °C. 

Posteriormente, colônias escolhidas ao acaso isoladas nos meios NA e TSA, foram 

cultivadas em meio líquido Nutrient Broth (NB) e Caldo Triptona Soja (TSB), 

respectivamente, por 18 h a 30 °C sob agitação constante. Cada isolado bacteriano 

foi suspenso com glicerol esterilizado 15% e armazenados a -80 °C. 

 

3.3.4 Caracterização Fenotípica dos Isolados Bacterianos 

 

As seguintes metodologias foram utilizadas para caracterizar os 

isolados: 

 

3.3.4.1 Produção de ácido indolacético (AIA) 

 

Todos os isolados foram caracterizados quanto à produção de AIA 

de acordo com a metodologia utilizada por Loper e Schroth (1986). As culturas 

bacterianas foram inoculadas no meio de cultura NB acrescido de triptofano (5 mg 

ml-1) e incubados a 30 ± 2 °C por um dia. As culturas foram centrifugadas a 3000 

rpm por 30 min. Duas gotas de ácido ortofosfórico e 4 ml do reagente de Salkowski 

(50 ml de 35% ácido perclórico; 1 mL de 0,5 mL FeCl3) foram adicionados a 2 mL de 

sobrenadante. Os isolados foram classificados conforme o desenvolvimento de uma 

coloração avermelhada em: (-) ausência de coloração, ou seja, não produção de 

AIA; (+) leve coloração, pouca produção; (++) média coloração, média produção; 

(+++) coloração intensa, alta produção de AIA. 

 

3.3.4.2 Solubilização de fosfato 

 

A solubilização de fosfato foi determinada qualitativamente de 

acordo com a metodologia descrita por Nautiyal (1999) modificada. Os isolados 

bacterianos foram testados qualitativamente em ensaios em placas de Petri 

utilizando o meio NBRI-P [por litro: 10 g de glucose; 5 g de fosfato natural de Gafsa; 
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5 g de MgCl2.6H2O; 0,25 g de MgSO4.7H2O; 0,2 g de KCl; 0,1 g de (NH4)2SO4]. As 

bactérias foram estriadas nas placas e incubadas a 30 °C por 7 dias. A formação de 

um halo ao redor das colônias indica que os isolados possuem a capacidade de 

solubilizar fosfato inorgânico; os isolados foram classificados em: (-) ausência de 

halo, ou ausência de atividade; (+) halo pequeno (1 – 2 mm), pouca atividade; (++) 

halo médio (2 – 4 mm), atividade mediana; (+++) halo grande (superior a 4 mm), alta 

atividade. 

 

3.3.4.3 Produção de exopolissacarídeos (EPS) 

 

A produção de EPS foi testada pelo cultivo de colônias isoladas no 

meio Yeast Extract Mannitol (YM) (por litro: 0,5 g de extrato de levedura e 4 g de 

manitol suplementado com 15 g de ágar), como descrito anteriormente por Zlosnik et 

al (2008). A produção foi monitorada visualmente de acordo com a morfologia da 

colônia e seu aspecto viscoso; os isolados foram classificados em (-) ausência de 

produção de EPS; (+) pouca produção; (++) média produção; (+++) alta produção. 

 

3.3.4.4 Produção de sideróforos 

 

A metodologia utilizada para detectar sideróforos foi adaptada do 

ensaio químico universal em placas de Petri contendo Chrome Azurol S (CAS) 

(SCHWYN; NEILANDS, 1987). Os isolados foram estriados nas placas e incubados 

a 30 ± 2 °C por 2 dias. A produção de sideróforos foi mensurada pelo tamanho do 

halo alaranjado formado ao redor das colônias utilizando o mesmo critério de 

classificação anterior. 

 

3.3.4.5 Atividade enzimática 

 

A atividade proteolítica foi avaliada pelo cultivo dos isolados em 

placas de Petri contendo leite em pó (1,0%), extrato de levedura (0,01%), KH2PO4 

(0,15%), MgSO4.7H2O (0,05%) NaCl (0,5%) e ágar (1,5%); os isolados foram 

incubados a 30 °C por 18 h. 

A atividade lipídica foi detectada utilizando o método TBA plate de 

acordo com Kumar et al. (2012) (por litro: 5 g de bacto-peptona; 3 g de extrato de 
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levedura; 10 g de Tributirin; 12 g de ágar). As bactérias foram estriadas em placas 

de Petri contendo o meio TBA e incubadas a 30 °C por 18 h. 

A atividade quitinolítica foi mensurada utilizando-se o meio Bacillus 

Minimal Medium (BMM) (para uma solução de 100 ml: 0,65 g de KH2PO4; 1,5 g de 

K2HPO4; 0,25 g de NaCl; 0,5 g de (NH4)2SO4; 0,12 g de MgCl2; 0,12 g de MgSO4; 

ZnSO4, FeCl3 e CaCl2 foram adicionados até uma concentração final de 10-6 mol L-1) 

acrescido de quitina coloidal (1,0%) preparada a partir de quitina comercial de 

acordo com o método de Wen et al. (2002). 

A degradação de quitina e atividades proteolítica e lipolítica foram 

avaliadas pela mensuração do halo formado ao redor das colônias e utilizando o 

mesmo método de classificação anteriormente descrito: (+) pouca atividade; (++) 

média atividade; (+++) alta atividade. 

 

3.3.4.6 Motilidade: swarming e swimming 

 

O teste de swarming foi realizado utilizando placas com o meio M8 

contendo uma concentração de 0,5% ágar (300 mL de H2O; 1,5 g de ágar; 9,07 g de 

Na2HPO4; 1,8 g de KH2PO4; 0,3 g de NaCl; 1,2 g de glucose; 0,3 g de ácido 

glutâmico; 1,2 mL de MgSO4 1M; 50 μL de CaCl2 1M) como descrito anteriormente 

por Murray e Kazmierczak (2006). A inoculação foi feita pipetando-se 0,5 μL de uma 

cultura crescida durante a noite no centro da placa de Petri com o meio. As placas 

foram incubadas a 30 °C de 24 a 48 h. 

O teste de swimming foi realizado em placas contendo o meio M8 

com uma concentração de 0,25% de ágar. A inoculação e incubação foi realizada da 

mesma forma que o teste de swarming. 

A classificação foi dada quanto ao crescimento dos isolados na 

placa, onde: (-) ausência de motilidade; (+) pouca motilidade; (++) média motilidade; 

(+++) alta motilidade. 

 

3.3.5  Caracterização Genotípica dos Isolados 

 

Isolados selecionados com base em suas características fenotípicas 

foram submetidos à análise filogenética do gene 16S DNAr. O DNA genômico dos 

isolados foi extraído utilizando-se o PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Life 
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Technologies). O gene 16S DNAr foi parcialmente amplificado em reações de PCR 

utilizando os primers 338F e 778R, e 27F e 800R, como descrito na literatura (LANE, 

1991; ANZAI; KUDO; OYAIZU, 1997; RÖSCH; BOTHE, 2005; XING et al., 2008). A 

sequência de nucleotídeos foi determinada pelo sequenciamento dos produtos da 

PCR, purificados com o PureLink® Quick Gel Extraction Kit (Life Technologies), 

realizado pela empresa Macrogen (Macrogen Inc., Seoul, South Korea). As 

sequências foram comparadas e analisadas com outras sequências presentes no 

GenBank® utilizando o programa BLAST disponível no website do NCBI (National 

Center for Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Os alinhamentos 

múltiplos das sequências (Clustal W), bem como a construção das árvores 

filogenéticas (parâmetros padrão, algoritmo neighbor-joining) foram esquematizados 

no programa MEGA v. 6.0 (www.megasoftware.net/). Suporte estatístico para os nós 

da árvore foi avaliado por análises de bootstrap com 1000 repetições. 

 

3.3.6 Análise dos Dados 

 

As médias de UFC foram determinadas a partir dos valores 

observados nas diluições 100, 10-1, 10-2 e 10-3, com três repetições de cada diluição. 

A análise dos dados de UFC foram transformados em logaritmo de base 10 e 

submetidos aos pressupostos da análise de variância. Para os dados com 

distribuição normal, foram realizadas a ANAVA e o teste de Tuckey a 5% de 

probabilidade. Para os dados que não apresentaram distribuição normal, foi 

realizada a análise de variância de Kruskal-Wallis e as médias foram comparadas 

pelo teste de Dunn (p<0,05). 

 

3.4 RESULTADOS 

 

A densidade bacteriana endofítica obtida de raízes, caules e folhas 

de soja transgênica e convencional cultivadas em diferentes locais foram estimadas. 

Os valores de unidades formadoras de colônia (UFC) por grama de peso fresco 

verificados nos diferentes tecidos e localidades estão descritos na Tabela 3.2. Como 

não foram utilizadas as mesmas cultivares, assim como o mesmo manejo em todos 

os locais de coleta, não foi possível fazer uma comparação dos valores entre os 

diferentes locais, todavia foram feitas comparações entre as plantas convencionais e 
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transgênicas separadamente para cada ambiente. 

O teste de Shapiro-Wilk revelou que o número de isolados 

recuperados das raízes, caules e folhas de soja convencional e transgênica 

cultivada em Campos Novos/SC, não apresentou distribuição normal. Assim sendo, 

os dados foram submetidos ao teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis e as médias 

foram comparadas pelo teste de Dunn. Não foi observada diferença significativa 

entre os diferentes tecidos, porém foi observada diferença significativa entre as 

cultivares, sendo que, o maior número de isolados encontrados em raízes e caules 

foi observado na cultivar transgênica, enquanto que o maior número de isolados 

recuperados das folhas foi observado na cultivar convencional (Tabela 3.2). 

 

Tabela 3.2 –  Comunidade bacteriana endofítica obtida de diferentes tecidos de 
soja convencional (C) e transgênica resistente a glifosato (GR) 
cultivada em diferentes locais. 

No. bactérias (log10 UFC g-1 peso fresco) Locais Tecidos 
C GR 

Raízes 0,00 B a 1,99 A a 
Caules 0,00 B a 2,16 A a Campos Novos/SCa 
Folhas 2,07 A a 1,57 B a 
Raízes 1,97 B a 3,28 A a 
Caules 1,00 A b 1,20 A c Guarapuava/PRb 
Folhas 1,23 B b 2,74 A b 
Raízes 2,70 A a 2,79 A a 
Caules 2,90 A a 2,05 B b Ponta Grossa/PRb 
Folhas 0,00 B b 2,41 A ab 

aMédias seguidas pela mesma letra maiúscula (horizontal) e minúscula (vertical) não diferem 
significativamente entre si pelo teste de Dunn (p<0,05). bMédias seguidas pela mesma letra maiúscula 
(horizontal) e minúscula (vertical) não diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey 
(p<0,05). 

 

Entre o número de isolados recuperados da soja cultivada em 

Guarapuava/PR, foi observada diferença significativa entre os tecidos de cada 

cultivar, onde o maior número observado em ambas as cultivares foram nas raízes. 

Já entre as cultivares, foi observada diferença significativa entre os isolados obtidos 

de raízes e folhas, sendo que o maior número de isolados foi observado na cultivar 

transgênica. 

Em Ponta Grossa/PR, foi observada diferença estatística entre todos 

os tecidos, exceto as raízes. Na cultivar convencional, o caule foi o tecido que 

apresentou o maior número de isolados recuperados, não diferindo estatisticamente 
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das raízes. Na cultivar transgênica, a raiz foi o tecido com o maior número de 

isolados, não diferindo significativamente das folhas. De maneira geral, as cultivares 

transgênicas foram as que apresentaram o maior número de isolados recuperados, 

sendo que a maioria deles foi obtida de raízes (Figura 3.1). 

 

Figura 3.1 –  Densidade populacional total de bactérias endofíticas isoladas de 
raízes caules e folhas de soja convencional (C) e transgênica resistente 
a glifosato (GR). 

 

Analisando características relacionadas à promoção do crescimento, 

dos 138 isolados recuperados, foi observado que aproximadamente 69,0% dos 

isolados (95 estirpes) foram capazes de sintetizar AIA in vitro, sendo 38 destes 

obtidos de cultivares convencionais (24 de raízes, 8 de caules e 6 de folhas) e 57 de 

transgênicas (32 de raízes, 7 de caules e 18 de folhas). Em ambas as cultivares, o 

maior número de isolados produtores de AIA foi obtido de raízes (Figura 3.2). 
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Figura 3.2 –  Número de bactérias endofíticas isoladas de raízes, caules e folhas 
de soja convencional (C) e transgênica resistente a glifosato (GR) que 
produzem ácido indolacético (AIA), solubilizam fosfato (Psolub), 
produzem exopolissacarídeos (EPS) e sideróforos (Sidero), 
apresentam motilidade (Swarm+Swim) ou são imóveis (No Mot.) e 
que produzem protease (Prot.), lipase e quitinase (Chitin). 

 

 

Aproximadamente 53,0% das bactérias endofíticas estudadas são 

capazes de solubilizar fosfatos inorgânicos, onde os maiores números de isolados 

foram observados em raízes de cultivares convencionais (12) e folhas de cultivares 

transgênicas (18). Em relação ao total de isolados avaliados, apenas 35,5% (49) 

produziam AIA e solubilizavam fosfato, a maioria deles obtidos de cultivares 

transgênicas. Diferentes níveis de síntese de AIA e solubilização de fosfato foram 

observados. 

A produção de EPS foi detectada em 30 isolados (22,0%), a maioria 

deles obtidos de raízes. A habilidade de produzir sideróforos foi observada em 



48 

apenas 11 isolados (8,0%), sendo 6 deles obtidos de soja convencional e 5 de soja 

transgênica. 

Um total de 46,0% das bactérias endofíticas (64) apresentou 

motilidade (ambos swarming e swimming), sendo que 31,0% (43) se mostraram 

imóveis nas condições testadas. O maior número de bactérias com motilidade em 

ambas as cultivares foi observado nas raízes. Nas cultivares convencionais e 

transgênicas, o número de isolados recuperados de raízes, caules e folhas que 

apresentam motilidade foi 15, 5, 1 e 24, 9, 10, respectivamente (Figura 3.2). 

Com relação à secreção de enzimas, 35 isolados (25,0%) 

produziram protease, 63 (46%) lipase e 4 (3%) quitinase. O maior número de 

bactérias produtoras de lipase e quitinase foi observado em raízes de cultivares 

transgênicas. Um total de 60 isolados (43%) não produrizam nenhuma das enzimas 

avaliadas, sendo que apenas dois isolados produziram todas as enzimas em teste. 

Baseado em características relacionadas à promoção do 

crescimento de plantas, como a produção de AIA, a solubilização de fosfato e a 

atividade antagônica contra patógenos de soja (dados não apresentados), 54 

isolados foram selecionados para serem submetidos à caracterização genotípica 

(Tabela 3.3). 

Dentre todos os isolados identificados pela homologia com o gene 

ribossomal 16S, as espécies Enterobacter ludwigii e Variovorax paradoxus foram as 

que apresentaram o maior número de isolados observados (Tabela 3.3). 
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Tabela 3.3 –  Análise das sequências do gene ribossomal 16S e caracterização 
fenotípica das bactérias endofíticas isoladas de raízes (R), caules 
(C) e folhas (F) de soja convencional (C) e transgênica resistente a 
glifosato (GR), cultivadas em Ponta Grossa/PR (PG), Campos 
Novos/SC (CN) e Guarapuava/PR (G). 

Isol
ad
o 

Correspondên
cia com o 

NCBI 

% 
Iden

t 

Cultiv
ar 

Teci
do 

Loca
l 

AIA
a 

Psolu
bb 

EPS
c 

Sid
erob

Swa
rmd Swimd

P
r
o
t
b

Lipas
eb 

C
h
it
i
n
b

1 Acinetobacter 
oleivorans 

99 C R PG + ++ - - + ++ - + -

2 Agrobacterium 
tumefaciens 

98 C R PG ++ - + - + + - + -

3 Agrobacterium 
tumefaciens 

98 GR C CN - - +++ - + ++ - - -

4 Agrobacterium 
tumefaciens 

99 GR R PG +++ - +++ - +++ +++ - - -

5 Arthrobacter 
globiformis 

97 C F G + - - - - - - - -

6 Arthrobacter 
nicotinovorans 

98 GR R PG ++ - + - - + +
+
+

- -

7 Arthrobacter 
nicotinovorans 

97 GR R PG + + - - - - +
+

- -

8 Arthrobacter 
niigatensis 

92 GR C CN ++ + - - - - - + -

9 Bacillus 
aryabhattai 

95 GR R CN ++ + - - - - +
+
+

+ -

10 Bacillus subtilis 95 C C PG - - - - - - - - -
11 Burkholderia 

cepacia 
97 C R PG ++ ++ - - + ++ + ++ -

12 Burkholderia 
cepacia 

98 C R PG + + - - + ++ + +++ -

13 Burkholderia 
cepacia 

99 C R PG ++ ++ + - ++ +++ +
+

- -

14 Citrobacter 
freundii 

98 GR R PG + - - - + +++ - - -

15 Citrobacter 
freundii 

99 GR C G - - - - - - - - -

16 Curtobacterium 
flaccumfaciens 

pv. 
flaccumfaciens 

91 C F CN + - - + - + +
+
+

++ +
+
+

17 Enterobacter 
asburiae 

99 GR C CN + + - - + +++ - - -

18 Enterobacter 
asburiae 

95 GR R PG ++ - ++ - +++ +++ - - -

19 Enterobacter 
asburiae 

98 GR R PG + - ++ - +++ +++ - - -

20 Enterobacter 
cloacae 

93 C R PG ++ - - - - ++ +
+

++ +

21 Enterobacter 
ludwigii 

95 C F CN - +++ +++ - ++ +++ - - -
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Tabela 3.3 – Continuação. 

Isolad
o 

Correspon
dência 
com o 
NCBI 

% 
Id
en
t 

Cultiv
ar 

Teci
do 

Loc
al 

AIAa 

Ps
ol
ub

b 

EPSc Siderob Swar
md 

Swi
md 

Prot
b 

Lip
ase

b 

Ch
iti
nb 

22 Enterobact
er ludwigii 

98 C R PG + - - - ++ +++ - - - 

23 Enterobact
er ludwigii 

99 GR R PG + - + - +++ +++ - - - 

24 Enterobact
er ludwigii 

90 GR R PG +++ ++ + - + ++ - - - 

25 Enterobact
er ludwigii 

95 GR F PG ++ + - - + ++ - + - 

26 Enterobact
er ludwigii 

99 GR C PG ++ + +++ - +++ +++ - - - 

27 Enterobact
er ludwigii 

99 GR R PG + ++
+ 

+++ - +++ +++ - - - 

28 Enterobact
er sp. 

98 C C G + ++
+ 

+++ - + +++ - - - 

29 Kosakonia 
cowanii 

99 GR F CN - ++
+ 

- - ++ +++ - - - 

30 Kosakonia 
cowanii 

90 GR R G + ++ - - + +++ + - - 

31 Microbacter
ium binotii 

99 GR R PG + - - + - - - - - 

32 Microbacter
ium 

takaoensis 

96 C R PG + - - - - - - - - 

33 Nocardioide
s 

alkalitoleran
s 

96 GR C G + - - - - + + + - 

34 Pantoea 
agglomeran

s 

84 GR R CN +++ ++
+ 

- - - ++ - - - 

35 Pantoea 
agglomeran

s 

97 GR F PG +++ ++
+ 

- - - +++ - - - 

36 Pantoea 
agglomeran

s 

93 GR F PG +++ ++
+ 

- - + +++ - - - 

37 Pantoea 
stewartii 

89 GR R PG + ++ - - + +++ - - - 

38 Pseudomon
as fulva 

10
0 

C F CN + ++ ++ - - + - - - 

39 Ralstonia 
insidiosa 

99 C R G + ++
+ 

- - - + - +++ - 

40 Rhizobium 
pusense 

94 GR R PG ++ - +++ - ++ + - - - 

41 Serratia 
symbiotica 

85 GR R PG +++ ++ - - - - + - - 

42 Staphyloco
ccus 

aureus 

97 C C PG + - - - - - - + + 

43 Staphyloco
ccus 

aureus 
subsp. 
aureus 

99 C F G - + - - - - - +++ - 
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44 Staphyloco
ccus 

pasteuri 

98 C C PG - + - +++ - - - ++ - 

45 Stenotroph
omonas 

maltophilia 

95 C R PG ++ ++ - - - + +++ - - 

 

Tabela 3.3 – Continuação. 

Isolado

Correspon
dência 
com o 
NCBI 

% 
Iden

t 

Culti
var 

Teci
do 

Loca
l 

A
I
A
a 

Psolu
bb 

EPSc Sider
ob 

Swarm
d 

S
wi
md

Protb
Lip
ase

b 

C
h
it
i
n
b

46 
Stenotroph

omonas 
maltophilia 

98 GR R G + - - - + 
++
+ 

+++ + -

47 Variovorax 
paradoxus 

99 C R G + - ++ - - + - ++ -

48 Variovorax 
paradoxus 

90 GR R CN +
+
+ 

- - - ++ ++ ++ +++ -

49 Variovorax 
paradoxus 

90 GR F PG +
+
+ 

+++ - - ++ ++
+ 

- - -

50 Variovorax 
paradoxus 

88 GR F PG +
+
+ 

+++ ++ - + ++
+ 

- - -

51 Xanthomon
as 

arboricola 

95 C C PG + + - - + + +++ ++ -

52 Xanthomon
as 

axonopodis

96 C R PG + - - - + + +++ + -

53 Xanthomon
as 

campestris 

95 GR F PG + + ++ - ++ - +++ - -

54 Xanthomon
as 

translucens 
pv. 

graminis 

96 GR R PG +
+ 

- - - - + +++ ++ -

AIA-produção de ácido indolacético; Psolub-solubilização de fosfato; EPS-produção de exopolissacarídeos; 
Sidero-produção de sideróforos; Swarm-Swarming; Swim-Swimming; Prot-produção de protease; Lipase-
produção de lipase; Chitin-produção de quitinase. 
a Produção de AIA: (-) ausência de coloração, ou seja, não produção de AIA; (+) leve coloração, pouca produção; 
(++) média coloração, média produção; (+++) coloração intensa, alta produção de AIA. b Solubilização de fosfato, 
sideróforos, protease, lipase e quitinase: (-) ausência de halo, ou ausência de atividade; (+) halo pequeno (1 – 2 
mm), pouca atividade; (++) halo médio (2 – 4 mm), atividade mediana; (+++) halo grande (superior a 4 mm), alta 
atividade. c Produção de EPS: (-) ausência de produção de EPS; (+) pouca produção; (++) média produção; 
(+++) alta produção. c Motilidade: (-) ausência de motilidade; (+) pouca motilidade; (++) média motilidade; (+++) 
alta motilidade. 
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Enquanto que determinadas espécies de bactérias foram 

encontradas exclusivamente em soja convencional e outras em soja transgênica, as 

espécies A. tumefaciens, E. ludwigii, S. maltophilia e V. paradoxus foram observadas 

nos dois tipos de soja cultivada (Figura 3.3). 

 

Figura 3.3 -  Espécies de bactérias endofíticas encontradas apenas em soja 
convencional (C) e transgênica resistente a glifosato (GR), e em 
ambas as cultivares (C+GR). 

 

 

As sequências parciais do gene 16S DNAr obtidas foram alinhadas e 

a relação filogenética entre as bactérias isoladas das cultivares convencionais 

(Figura 3.4) e transgênicas (Figura 3.5) foram avaliadas pela construção de uma 

árvore filogenética usando o algoritmo neighbor-joining. Observou-se uma maior 

homogeneidade entre os grupos de linhagens recuperadas de cultivares 

convencionais do que entre o grupo de linhagens recuperadas de cultivares 

transgênicas resistentes a glifosato. 
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Figura 3.4 –  Árvore filogenética obtida pelo método do algoritmo neighbor-joining 
construída utilizando as sequências parciais de nucleotídeos do 
gene 16S DNAr obtidas de bactérias endofíticas isoladas de 
diferentes tecidos de soja convencional. Os valores em cada ramo 
representam porcentagens de 1.000 réplicas bootstrap. 
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Figura 3.5 –  Árvore filogenética obtida pelo método do algoritmo neighbor-joining 
construída utilizando as sequências de nucleotídeos parciais do gene 
16S DNAr obtidas de bactérias endofíticas isoladas de diferentes 
tecidos de soja transgênica resistente a glifosato. Os valores em cada 
ramo representam porcentagens de 1.000 réplicas bootstrap. 

 

 

Verificou-se que os 22 isolados obtidos de soja convencional se 
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agruparam em dois grupos filogenéticos distintos principais, sendo o grupo I 

constituído por 14 isolados, agrupando os isolados solubizadores de P; e o grupo II 

constituído por oito isolados. Os isolados 51 e 52, 21 e 28, 42 e 44, e 11 e 12, 

apresentaram  valores acima de 98% de similaridade entre as suas sequências 

amplificadas do gene 16S DNAr (Figura 3.4). 

A árvore filogenética construída a partir das sequências parciais do 

gene 16S DNAr das bactérias endofíticas recuperadas de cultivares transgênicas 

resistente a glifosato agrupou as 32 linhagens em dois grupos principais. O grupo I 

agrupou 18 isolados e apresentou maior heterogeneidade quando comparado ao 

grupo II que agrupou 14 isolados (Figura 3.5). 

Considerando os diferentes tecidos analisados no estudo, E. ludiwigii 

foi a única espécie encontrada em todos os tecidos. Os isolados Acinetobacter 

oleivorans, Arthrobacter nicotinovorans, Bacillus arayabhattai, B. cepacia, E. 

cloacae, Microbacterium binotii, M. takaoensis, Pantoea stewartii, Ralstonia 

insidiosa, R. pusense, Serratia symbiotica, S. maltophilia, X. axonopodis e X. 

translucens pv. graminis foram observados exclusivamente em raízes; Arthrobacter 

niigatensis, Bacillus subtilis, Norcadioides alkalitolerans, Staphylococcus pasteuri e 

X. arboricola, exclusivamente em caules; e Arthrobacter globiformis, Curtobacterium 

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, Pseudomonas fulva e X. campestris, 

exclusivamente em folhas. Além disso, as raízes foram os tecidos que apresentaram 

a maior diversidade bacteriana endofítica. 

Dentre as 54 bactérias endofíticas identificadas pelo 

sequenciamento do gene ribossomal 16S (Tabela 3.3), 24 produziam AIA e 

solubilizavam fosfato, onde 5 deles (P. agglomerans – isolados 34, 35 e 36; e V. 

paradoxus – isolados 49 e 50), todos obtidos de plantas transgênicas, apresentaram 

os maiores índices de atividade in vitro para ambas as características. 

Apesar de a produção de enzimas, como protease e lipase, ter sido 

relativamente frequente entre os isolados identificados, apenas três sintetizavam 

quitinase; estes isolados são: C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (isolado 16), E. 

cloacea (isolado 20) e Staphylococcus aureus (isolado 42). O isolado C. 

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens foi o que apresentou a maior atividade de 

produção de quitinase in vitro. 
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3.5 DISCUSSÃO 

 

Bactérias endofíticas são definidas como bactérias que habitam o 

interior do tecido de plantas por pelo menos um período de seu ciclo de vida 

(AZEVEDO et al., 2000) sem causar prejuízos ao hospedeiro. Apesar do fato de as 

endofíticas estarem protegidas contra estresses ambientais, existem diversos fatores 

que podem afetar a população bacteriana no interior das plantas, como a espécie 

hospedeira, o tecido e o estádio de desenvolvimento, mudanças no metabolismo da 

planta, aplicação de agroquímicos, como o glifosato, e interações com outros 

microrganismos (ZINNIEL et al., 2002; KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; 

KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2005; ANDREOTE et al., 2010). 

No presente estudo, foram verificadas diferenças significativas entre 

a comunidade de bactérias endofíticas nos diferentes tecidos de duas, das três 

localidades avaliadas, e, de maneira geral, as raízes apresentaram o maior número 

de UFC g-1 de peso fresco, seguidas pelos caules e folhas. Resultados similares 

foram encontrados por Kuklinsky-Sobral et al. (2004) e Dalal e Kulkarni (2013), 

sugerindo que as bactérias endofíticas entram nas plantas através de sementes em 

germinação ou através das raízes, e migram para os outros tecidos. 

O maior número de isolados que apresentaram motilidade foi 

verificado também em raízes. É interessante notar que enquanto nas cultivares 

convencionais o número de isolados com motilidade foi maior em raízes, seguido 

pelos caules e folhas, sugerindo um gradiente da população/densidade bacteriana 

das raízes para as folhas, nas cultivares transgênicas o número de isolados foi maior 

nas raízes, menor nos caules, e novamente alto nas folhas. Este fato não é evidente 

quando se consideram os isolados que não apresentam motilidade. Ambos os dados 

sugerem que a motilidade é um fator importante para a colonização da planta, assim 

como foi comprovado por Hao et al. (2012). De acordo com os autores, o swarming 

facilitou o movimento de bactérias pertencentes ao gênero Salmonela através dos 

exudatos viscoso das raízes. 

A população bacteriana variou não apenas entre os tecidos, mas 

também entre as cultivares em todos os locais estudados. Certos gêneros foram 

encontrados especificamente em cultivares convencionais e outros apenas em 

cultivares transgênicas. Também foi observada diferença na homologia entre os 

isolados recuperados, sendo que bactérias obtidas de cultivares transgênicas 
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mostraram maior divergência entre si do que as obtidas de cultivares convencionais, 

sugerindo um papel desempenhado pela tolerância ao glifosato das plantas e 

também pela sua aplicação sobre estas, na seleção da população bacteriana 

endofítica de soja. 

Estudos prévios também evidenciaram diferenças na comunidade 

endofítica isolada de diferentes tecidos e genótipos (RASCHE et al., 2006; 

İNCEOĞLU et al., 2010; İNCEOĞLU et al., 2011; DIAS et al., 2013). Estudos 

comparando a diversidade da população bacteriana presentes na rizosfera de 

plantas transgênicas e convencionais de canola mostraram que há um impacto na 

abundância e diversidade das rizobactérias devido a modificação genética da planta 

(SICILIANO; GERMIDA, 1999; DUNFIELD; GERMIDA, 2001; DUNFIELD; 

GERMIDA, 2003). Corroborando estes resultados, Dias et al. (2013) encontraram 

quantidades variáveis de Pseudomonas e Burkholderia na rizosfera de batatas 

geneticamente modificadas quando estas foram comparadas ao seu isogene, 

indicando que o genótipo também tem influência na comunidade microbiana 

presente na rizosfera de batata. 

Assumpção (2008), avaliando sementes de soja convencionais e 

transgênicas, encontrou que a comunidade bacteriana endofítica isolada de 

sementes de soja geneticamente modificada apresentavam maior diversidade 

quando comparadas às sementes não transgênicas. 

Estudos de proteômica em sementes de soja mostraram que 

existem diferenças entre os níveis de certas proteínas observadas em soja 

transgênica e convencional (GARCÍA-VILLALBA et al., 2008; BRANDÃO et al., 2010; 

BARBOSA et al., 2012). Este fato pode influenciar a população bacteriana no interior 

das plantas. Entretanto, no presente estudo não foi possível comparar a cultivar 

transgênica com o seu isogene devido este não estar disponível, sendo assim não 

se pôde concluir que a diferença observada foi devido à modificação genética. 

Além do tecido e genótipo, existem outros fatores que também 

podem afetar a comunidade bacteriana no interior do hospedeiro, como a 

temperatura e o local em que a planta é cultivada e o manejo da cultura. 

Egamberdiyeva e Hoflich (2003), avaliando bactérias promotoras do crescimento de 

plantas obtidas de trigo cultivado em diferentes solos e temperaturas, observou que 

as espécies Mycobacterium sp., Pseudomonas fluorescens e Pantoea agglomerans, 

isoladas de um clima semi-continental, foram responsáveis por um maior aumento 
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no crescimento de raízes e plântulas de trigo de inverno a 16 °C, do que quando o 

trigo foi cultivado a 26 °C. 

Os diferentes tipos de solo onde o hospedeiro é cultivado também 

têm grande influência sobre a comunidade bacteriana endofítica. Long et al. (2010), 

avaliando a influência dos diferentes tipos de solo e da transgenia para a regulação 

da biossíntese de etileno sobre a diversidade de bactérias endofíticas presente em 

Nicotiana attenuata, verificaram que a população de endofíticas dependia 

significativamente do genótipo e do solo, sendo que, em média, a colonização dos 

genótipos selvagens (não transgênicos) foi maior, porém variável entre os solos, e 

que as plantas cultivadas em solos orgânicos apresentavam mais bactérias. 

No presente estudo foi observado que a densidade de bactérias 

endofíticas em soja convencional cultivada em Campos Novos/SC foi menor que as 

demais, além do que o número de UFC g-1 de peso fresco encontrado em folhas e 

raízes desta cultivar foi zero. Analisando as informações contidas na Tabela 3.1 

observa-se que as datas de plantio e coleta e o manejo são similares para todas as 

cultivares. As únicas diferenças entre todos os locais avaliados, são o clima e o tipo 

de solo. A cidade de Campos Novos/SC é caracterizada por apresentar um clima do 

tipo Cfa, de acordo com a classificação de Köppen, onde geralmente as 

temperaturas são altas e ocorrem precipitações durante o verão, enquanto que 

Guarapuava/PR e Ponta Grossa/PR têm um clima do tipo Cfb, caracterizado por ser 

um clima temperado, com precipitação uniformemente distribuída e ocorrências 

frequentes de geadas. 

Sabe-se que o manejo da cultura tem uma grande influência sobre a 

comunidade bacteriana endofítica. Estudos já demonstraram que a aplicação de 

herbicidas, tal como o glifosato, pode resultar em alterações na comunidade 

microbiana em plantas (BUSSE et al., 2001; ANDREOTE et al., 2004; KUKLINSKY-

SOBRAL et al., 2005). 

O glifosato é responsável por inibir a enzima 5-enolpiruvil 

chiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) da via do ácido chiquímico, envolvida na 

síntese de aminoácidos aromáticos. A via do ácido chiquímico é ubíqua em 

microrganismos, todavia alguns grupos microbianos são capazes de usar o glifosato 

como fonte de energia e nutrientes (BUSSE et al., 2001), enquanto que para outros 

grupos, este pode ser tóxico (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2005). Portanto, é 
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possível que a aplicação de glifosato possa induzir uma alteração na comunidade 

bacteriana endofítica de algumas plantas. 

O presente estudo indicou diferenças na abundância e na 

diversidade da comunidade bacteriana endofítica entre as cultivares de soja 

convencionais e transgênicas resistentes a glifosato. Todavia, não se pôde concluir 

que a aplicação de glifosato foi a responsável pela diferença estatística observada 

devido a existência de outros fatores também responsáveis pela alteração na 

comunidade microbiana, como condições do experimento, fatores ambientais, 

temperatura, características do solo, entre outros, que não foram isolados. Além 

disso, a seletividade do meio de cultivo também podem causar alterações na 

população de bactérias. 

Estudos a campo sobre a interação entre o sistema de manejo de 

soja convencional e de soja transgênica resistente a glifosato e a sua influência 

sobre a comunidade bacteriana não têm sido explorados. A fim de proporcionar 

melhores informações visando um manejo mais efetivo da cultura, estudos 

envolvendo experimentos a campo e a análise independente do cultivo de bactérias, 

devem ser realizados de forma a melhorar a compreensão da interação entre a 

aplicação de herbicidas e a comunidade bacteriana associada a plantas. 

Sabe-se que algumas bactérias endofíticas podem contribuir para a 

saúde e crescimento de seu hospedeiro atuando diretamente pela produção de 

fitormônios, suplementação de nitrogênio e atuação na solubilização de fosfatos 

(BASHAN, 1998; VESSEY, 2003; KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004; KANG et al., 

2007), ou indiretamente por serem antagônicas a certos fitopatógenos (KANG et al., 

2007). 

Neste trabalho foram identificadas bactérias que apresentam uma 

alta capacidade de produzir AIA e solubilizar fosfatos inorgânicos in vitro 

pertencentes às espécies P. agglomerans e V. paradoxus. Kuklinsky-sobral et al. 

(2004), encontraram bactérias associadas a soja pertencentes aos gêneros 

Acinetobacter, Enterobacter, Pseudomonas e Ralstonia que também apresentaram 

características relacionadas a promoção do crescimento de plantas. A presença de 

bactérias no interior do hospedeiro que apresentam características relacionadas à 

promoção do crescimento de plantas in vitro pode ter importância para a saúde da 

planta e também é potencialmente interessante para o desenvolvimento de 

inoculantes. Entretanto, os isolados devem ser testados também in vivo para as 
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mesmas propriedades a fim de verificar se o resultado se mantém. 

Em estudos anteriores, algumas bactérias pertencentes ao mesmo 

gênero dos isolados identificados neste estudo foram testadas in vivo e 

apresentaram um desempenho eficiente quando testadas como inoculantes. 

Bertrand et al. (2001), estudando bactérias promotoras do crescimento em canola, 

verificou que plantas inoculadas com Pseudomonas migulae, A. tumefaciens, 

Phyllobacterium myrsinacearum, Phyllobacterium rubiacearum e V. paradoxus 

apresentaram um aumento significativo no peso seco de raiz. Jiang et al. (2012) 

observaram que a inoculação de V. paradoxus em Pisum sativum promoveu um 

aumento na biomassa de raízes e plântulas. Parra-Cota et al. (2014), testando a 

inoculação de Burkholderia ambifaria e B. caribensis inoculados em Amaranto 

constataram que foram capazes de promover o crescimento da planta e de aumentar 

a sua produtividade. 

Para o desenvolvimento de inoculantes, algumas características 

relacionadas à colonização e estabelecimento da bactéria na planta devem ser 

consideradas. Neste trabalho, dentre todos os isolados que apresentavam 

características interessantes para a promoção do crescimento de plantas, apenas o 

isolado 50 (V. paradoxus) também produzia EPS. Sabe-se que os microrganismos 

que produzem exopolissacarídeos têm uma maior proteção contra estresses 

ambientais, antibióticos e defesas do hospedeiro (BRANDA et al., 2005). A produção 

de sideróforos também é uma característica interessante devido o seu papel na 

complexação do ferro (CATTELAN, 1999) permitindo com que a bactéria que tem 

essa capacidade tenha melhores condições de sobreviver em ambientes limitados 

de ferro e sejam mais competitivas nesse aspecto. Todavia, nenhum dos isolados 

identificados como potenciais promotores do crescimento de plantas produziram 

sideróforos. 

O interesse em bactérias endofíticas não é somente devido suas 

propriedades como promotoras do crescimento de plantas, mas também devido o 

seu potencial no biocontrole de patógenos de plantas. No presente estudo foram 

encontradas poucas bactérias capazes de hidrolisar quitina in vitro: C. 

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, E. cloacae e Staphylococcus aureus. Um grande 

interesse tem sido gerado sobre a produção de quitinases devido sua possível 

aplicação no biocontrole de patógenos fúngicos de plantas (YE; NG, 2005; 

MUKHERJEE; SEM, 2006; PRAPAGDEE; KUEKULVONG; MONGKOLSUK, 2008). 
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Brzezinska e Jankiewicz (2012), avaliando a produção de quitinase por Aspergillus 

sp. observaram que a quitinase inibia o crescimento in vitro de Fusarium culmorum, 

Fusarium solani e Rhizoctonia solani. Hoster, Schmitz e Daniel (2005) mostraram 

que a quitinase produzida por 13 diferentes bactérias pertencentes aos gêneros 

Bacillus e Streptomyces teve uma alta atividade antifúngica. 

O estudo da associação entre plantas e bactérias é importante para 

a compreensão do papel ecológico da bactéria em sua interação com o hospedeiro e 

também para a utilização destas bactérias no desenvolvimento de produtos 

biotecnológicos visando a promoção do crescimento de plantas e o controle de 

doenças. O presente estudo demonstrou diferenças em termos de densidade e 

composição da população bacteriana endofítica em soja convencional e transgênica. 

No presente estudo foi reportado pela primeira vez a abundância de bactérias 

endofíticas presente em folhas de soja transgênica. As informações reportadas no 

trabalho podem ser utilizadas futuramente para o desenvolvimento de ferramentas 

biotecnológicas para a promoção do crescimento de plantas. 

 

3.6 CONCLUSÕES 

 

As espécies Pantoea agglomerans e Variovorax paradoxus 

apresentaram características relacionadas à promoção do crescimento de plantas e 

são candidatas potenciais para o desenvolvimento de inoculantes. 
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APÊNDICE A  

Caracterização genotípica e fenotípica de bactérias endofíticas isoladas de raízes 
(R), caules (C) e folhas (F) de soja convencional (C) e transgênica resistente a 

glifosato (GR), cultivadas em Ponta Grossa/PR (PG), Campos Novos/SC (CN) e 
Guarapuava/PR (G). 

solado
Correspondência com o 

NCBI 
Cultivar Tecido Local AIAa Psolubb EPSc Siderob Swarmd Swimd Protb Lipaseb

1  C C G - - - + - - - +++ 
2  C C G - + ++ - - + - + 
3  C C G + - + - +++ +++ - - 
4 Enterobacter sp. C C G + +++ +++ - + +++ - - 
5 Xanthomonas arborícola C C PG + + - - + + +++ ++ 
6 Staphylococcus pasteuri C C PG - + - +++ - - - ++ 
7 Bacillus subtilis C C PG - - - - - - - - 
8  C C PG + + - - - - + + 
9  C C PG + + - - + +++ - - 
10  C C PG + + - - - - - + 
11 Staphylococcus aureus C C PG + - - - - - - + 
12  C C PG + - - - + + ++ - 
13  C C PG - - - - - - - + 
14  C F CN + - - - - - - - 
15  C F CN - ++ ++ - - - - - 
16 Pseudomonas fulva C F CN + ++ ++ - - + - - 

17 

Curtobacterium 
flaccumfaciens pv. 

flaccumfaciens C F CN + - - + - + +++ ++ 
18  C F CN + - - - + ++ - +++ 
19  C F CN + + - - - - - - 
20 Enterobacter ludwigii C F CN - +++ +++ - ++ +++ - - 
21  C F G - - - + - - - ++ 

APÊNDICE A  

Continuação. 

solado
Correspondência com o 

NCBI 
Cultivar Tecido Local AIAa Psolubb EPSc Siderob Swarmd Swimd Protb Lipaseb

22 
Staphylococcus aureus 

subsp. aureus 
C F G - + - - - - - +++ 

23  C F G - + - + - +++ - +++ 
24 Arthrobacter globiformis C F G + - - - - - - - 
25  C F G - + - + - - - +++ 
26 Ralstonia insidiosa C R G + +++ - - - + - +++ 
27 Variovorax paradoxus C R G + - ++  - - + - ++ 
28  C R G - + - - - + - + 
29  C R G - - - - + +++ - + 
30  C R G - - ++  - - - - +++ 
31  C R G + + + - - - - ++ 
32  C R G - + - - - + + ++ 
33 Burkholderia cepacia C R PG + + - - + ++ + +++ 
34  C R PG + - - - ++ +++ - - 

35 
Stenotrophomonas 

maltophilia C R PG ++ ++ - - - + +++ - 
36  C R PG ++ - - - - + ++ + 
37 Microbacterium takaoensis C R PG + - - - - - - - 
38  C R PG + - - - + + ++ + 
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39  C R PG + - - - - + ++ + 
40  C R PG + - - - ++ +++ - ++ 
41 Xanthomonas axonopodis C R PG + - - - + + +++ + 
42  C R PG + - - - +++ +++ - + 
43 Agrobacterium tumefaciens C R PG ++ - + - + + - + 
44  C R PG + + - - - - - + 
45 Enterobacter cloacae C R PG ++ - - - - ++ ++ ++ 
46  C R PG + - - - - - - - 

APÊNDICE A  

Continuação. 

solado
Correspondência com o 

NCBI 
Cultivar Tecido Local AIAa Psolubb EPSc Siderob Swarmd Swimd Protb Lipaseb

47 Burkholderia cepacia C R PG ++ ++ - - + ++ + ++ 
48 Acinetobacter oleivorans C R PG + ++ - - + ++ - + 
49  C R PG + + - - + + ++ - 
50  C R PG + - - - + +++ - + 
51 Enterobacter ludwigii C R PG + - - - ++ +++ - - 
52 Burkholderia cepacia C R PG ++ ++ + - ++ +++ ++ - 
53  C R PG + +++ +++ - ++ +++ +++ - 
54 Arthrobacter niigatensis GR C CN ++ + - - - - - + 
55  GR C CN - ++ - - - ++ - + 
56  GR C CN - - - - - - - - 
57  GR C CN - - +++ - + ++ - - 
58  GR C CN - + ++ - + - - + 
59  GR C CN - - - - ++ +++ - - 
60 Enterobacter asburiae GR C CN + + - - + +++ - - 
61  GR C CN - + -  - - - - ++ 
62 Agrobacterium tumefaciens GR C CN - - +++ - + ++ - - 
63  GR C CN ++ + + - ++ +++ - - 
64 Enterobacter ludwigii GR C PG ++ + +++ - +++ +++ - - 
65  GR C PG - ++ - ++ ++ +++ - ++ 
66  GR C PG - - - - + + - + 
67  GR C PG - ++ - - - - - - 
68  GR C PG - + - - - ++ - - 
69  GR C PG + + - - +++ +++ - ++ 
70 Kosakonia cowanii GR F CN - +++ - - ++ +++ - - 
71  GR F CN - - - - - - - - 
72  GR F CN - + - - - + - - 

APÊNDICE A  

Continuação. 

solado
Correspondência com o 

NCBI 
Cultivar Tecido Local AIAa Psolubb EPSc Siderob Swarmd Swimd Protb Lipaseb

73  GR F PG + - - - + +++ - - 
74  GR F PG + - - - + +++ + - 
75  GR F PG + + - - - - - - 
76  GR F PG + - - - + +++ - - 
77 Enterobacter ludwigii GR F PG ++ + - - + ++ - + 
78  GR F PG + + - - ++ - - - 
79 Pantoea agglomerans GR F PG +++ +++ - - - +++ - - 
80  GR F PG + + - - + +++ ++ - 
81  GR F PG + ++ - - - ++ + + 
82 Xanthomonas campestris GR F PG + + ++ - ++ - +++ - 
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83  GR F PG ++ ++ - - - - - + 
84 Pantoea agglomerans GR F PG +++ +++ - - + +++ - - 
85  GR F PG + ++ - - - ++ - ++ 
86  GR F PG + + - - - - - - 
87 Variovorax paradoxus GR F PG +++ +++ - - ++ +++ - - 
88  GR F PG + ++ - - + +++ - - 
89 Variovorax paradoxus GR F PG +++ +++ ++ - + +++ - - 
90  GR F PG ++ + - - - ++ - ++ 
91  GR F PG + ++ - - - - - - 
92  GR R CN ++ ++ + - +++ +++ - - 
93  GR R CN - ++ - + + +++ - - 
94  GR R CN - - - - - - - - 
95  GR R CN - ++ - - +++ +++ - - 
96  GR R CN + - - - +++ +++ - - 
97  GR R CN - ++ - - + ++ + + 
98 Bacillus aryabhattai GR R CN ++ + - - - - +++ + 

APÊNDICE A  

Continuação. 

solado
Correspondência com o 

NCBI 
Cultivar Tecido Local AIAa Psolubb EPSc Siderob Swarmd Swimd Protb Lipaseb

99 Variovorax paradoxus GR R CN +++ - - - ++ ++ ++ +++ 
100 Pantoea agglomerans GR R CN +++ +++ - - - ++ - - 
101  GR R CN - - ++ + - - - ++ 
102  GR R CN + - - - - + - + 
103 Arthrobacter nicotinovorans GR R PG + + - - - - ++ - 
104  GR R PG + - - - + + ++ - 
105  GR R PG - - - - + + - - 
106  GR R PG - - - - - + - - 

107 
Xanthomonas translucens pv. 

graminis GR R PG ++ - - - - + +++ ++ 
108 Enterobacter ludwigii GR R PG + - + - +++ +++ - - 
109  GR R PG + - - - ++ +++ - - 
110 Enterobacter ludwigii GR R PG +++ ++ + - + ++ - - 
111  GR R PG + - - - ++ +++ - ++ 
112 Pantoea stewartii GR R PG + ++ - - + +++ - - 
113 Enterobacter asburiae GR R PG + - ++ - +++ +++ - - 
114  GR R PG ++ - + - - - - - 
115 Citrobacter freundii GR R PG + - - - + +++ - - 
116  GR R PG ++ - - - ++ +++ - - 
117 Arthrobacter nicotinovorans GR R PG ++ - + - - + +++ - 
118  GR R PG - - - - - - - + 
119 Agrobacterium tumefaciens GR R PG +++ - +++ - +++ +++ - - 
120  GR R PG ++ - - - +++ +++ ++ - 
121 Enterobacter asburiae GR R PG ++ - ++ - +++ +++ - - 
122  GR R PG +++ ++ - - - ++ + + 
123  GR R PG + - - - - - - - 

APÊNDICE A  

Continuação. 

solado
Correspondência com o 

NCBI 
Cultivar Tecido Local AIAa Psolubb EPSc Siderob Swarmd Swimd Protb Lipaseb

124 Serratia symbiotica GR R PG +++ ++ - - - - + - 
125 Microbacterium binotii GR R PG + - - + - - - - 
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126  GR R PG - - - - - - - + 
127 Rhizobium pusense GR R PG ++ - +++ - ++ + - - 
128 Enterobacter ludwigii GR R PG + +++ +++ - +++ +++ - - 
129  GR C G - ++ - ++ - - - ++ 
130 Citrobacter freundii GR C G - - - - - - - - 
131 Nocardioides alkalitolerans GR C G + - - - - + + + 
132  GR C G - + - - - - + + 
133  GR C G - ++ - - - - - - 
134  GR C G - ++ - - - - - + 
135  GR R G ++ - - - - + - ++ 

136 
Stenotrophomonas 

maltophilia GR R G + - - - + +++ +++ + 
137 Kosakonia cowanii GR R G + ++ - - + +++ + - 
138  GR R G + ++ - - + +++ ++ - 

AIA-produção de ácido indolacético; Psolub-solubilização de fosfato; EPS-produção de exopolissacarídeos; 
Sidero-produção de sideróforos; Swarm-Swarming; Swim-Swimming; Prot-produção de protease; Lipase-
produção de lipase; Chitin-produção de quitinase. 
a Produção de AIA: -, não (-) ausência de coloração, ou seja, não produção de AIA; (+) leve coloração, pouca 
produção; (++) média coloração, média produção; (+++) coloração intensa, alta produção de AIA. b Solubilização 
de fosfato, sideróforos, protease, lipase e quitinase: -, (-) ausência de halo, ou ausência de atividade; (+) halo 
pequeno (1 – 2 mm), pouca atividade; (++) halo médio (2 – 4 mm), atividade mediana; (+++) halo grande 
(superior a 4 mm), alta atividade. c Produção de EPS: (-) ausência de produção de EPS; (+) pouca produção; 
(++) média produção; (+++) alta produção. c Motilidade: (-) ausência de motilidade; (+) pouca motilidade; (++) 
média motilidade; (+++) alta motilidade. 
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APÊNDICE B  

Bactérias endofíticas isoladas de raízes de cultivares de soja A) convencionais e B) 
transgênicas, obtidas do ensaio no município de Guarapuava/PR. 
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APÊNDICE C  

Caracterização fenotípica de bactérias endofíticas isoladas de soja convencional e 
transgênica quanto a A) produção de AIA, B) produção de sideróforos, C) produção 

de EPS, D) solubilização de fosfato inorgânico, E) produção de protease. 
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APÊNDICE D 

Teste de motilidade de bactérias endofíticas isoladas de soja convencional e 
transgênica quanto a habilidade de A) swarming e B) swimming. 

 

 


