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Bactérias endofíticas e fungo micorrízico arbuscular na produção de mudas cítricas 

 
RESUMO 

 

Bactérias diazotróficas endofíticas como promotoras de crescimento de plantas têm sido 

estudadas em várias culturas, como milho e cana-de-açúcar, porém em plantas cítricas pouco 

se conhece a respeito.  O efeito de fungos micorrízicos arbusculares em citros, entretanto, já é 

bastante conhecido e tem resultado em maior crescimento e estado nutricional das plantas. O 

emprego de isolados bacterianos e de fungos micorrízicos adaptados às condições tanto de 

manejo dos viveiros quanto ao genótipo dos citros pode contribuir para o crescimento, estado 

nutricional e sanitário da planta, além da redução parcial do uso de fertilizantes nitrogenados e 

fosfatados. Assim, o projeto teve como objetivo avaliar o efeito do emprego conjunto de 

bactérias diazotróficas endofíticas e de fungos micorrízicos arbusculares para produção de 

mudas cítricas. Realizou-se o isolamento, contagem e seleção de bactérias diazotróficas 

endofíticas dos porta-enxertos limoeiro ‘Cravo’, tangerina ‘Sunki’ e ‘Cleópatra’ e citrumelo 

‘Swingle’, produzidos em viveiros. Todas as bactérias obtidas foram caracterizadas quanto à 

capacidade de solubilização de fosfato, produção de substâncias indólicas, produção de 

sideróforos e fixação de nitrogênio pela presença do gene nifH e de promoção de crescimento 

das plantas. Realizou-se um experimento para avaliar o crescimento de dois porta-enxertos, 

variando-se os níveis de N e P no substrato, com inoculação do fungo micorrízico arbuscular, 

Glomus intraradices, e bactérias diazotróficas endofíticas eficientes, selecionadas 

anteriormente. Foram analisados o crescimento das plantas, teor de pigmentos 

fotossintetizantes, atividades da redutase do nitrato e fosfatase ácida, teor de N e P e 

colonização micorrízica. Isolaram-se 32 bactérias endofíticas dos porta-enxertos. Quinze 

isolados apresentaram capacidade de solubilização de fosfato de cálcio em meio sólido. Em 

meio líquido, todos os isolados apresentaram capacidade de solubilização de fosfato e 

produção de substâncias indólicas. Três isolados foram positivos quanto a produção de 

sideróforos e oito foram positivos quanto a presença do gene nifH. Tais características 

fisiológicas podem ter contribuído para a promoção de crescimento das plantas. O porta-

enxerto tangerina ‘Sunki’ foi o que mais respondeu à inoculação das bactérias em relação à 

produção de matéria seca, sendo que 71% dos isolados promoveram maior crescimento que o 

controle, enquanto que no citrumelo ‘Swingle’, 93% dos isolados. Já a tangerina ‘Cleópatra’ 

foi a que menos respondeu à inoculação das bactérias endofiticas. Observou-se efeito da 

interação entre os tratamentos em algumas varáveis estudas, porém, o efeito sinérgico entre os 
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microrganismos não foi observado. Melhor crescimento das plantas foi constatado com a 

inoculação de bactérias endofíticas.  

 

Palavras chaves: bactérias promotoras de crescimento, citros, fósforo, fungos micorrízicos 

arbusculares e nitrogênio. 
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Endophytic bacteria and arbuscular mycorrhizal fungus in the production of citrus 

seedlings 

 
ABSTRACT 

 
 

Diazotrophic endophytic bacteria as promoters of plant growth have been studied in several 

crops, such as maize and sugar cane, but little is known about it in citrus plants. The effect of 

arbuscular mycorrhizal fungus in citrus, however, is well known and has resulted in increased 

plant growth and nutritional status. The use of bacterial isolates and mycorrhizal fungi 

adapted to nursery management and citrus genotypes may contribute to plant growth, 

nutritional status and health and to the partial decrease of nitrogen and phosphate fertilization. 

Thus, the project aimed to evaluate the combined use of diazotrophic bacteria and 

mycorrhizal fungus to citrus seedlings production. Isolation, enumeration and selection of 

diazotrophic bacteria from rootstocks 'Rangpur' lime, 'Sunki' and 'Cleopatra' tangerine and 

'Swingle’ citrumelo, obtained in nurseries, were carried out. All bacteria obtained were 

characterized as the ability of phosphate solubilization, indolic substances production, 

siderophores production and nitrogen fixation by the presence of nifH probe gene and plant 

growth promotion. An experiment was conducted to evaluate the growth of two rootstocks, 

with addition of N and P to the substrate, inoculated with the arbuscular mycorrhizal fungus, 

Glomus intraradices, and efficient bacteria previously selected. It was analyzed plant growth, 

photosynthetic pigments content, activities of nitrate reductase and acid phosphatase, shoot N 

and P content and mycorrhizal colonization. It was obtained 32 endophytic bacteria isolates 

from rootstocks. Fifteen isolates showed ability to calcium phosphate solubilizing on solid 

medium. In liquid medium, all isolates showed ability to phosphate solubilizing and indolic 

substances production. Three isolates were positive for siderophores production of and eight 

showed presence of nifH gene. These physiological characteristics may have contributed to 

plant-growth promotion. The rootstock 'Sunki' tangerine was the most responsive to bacteria 

inoculation, in relation to shoot dry matter production, and 71% of the isolates promoted 

higher plant growth than control without bacteria inoculation, while 93% of isolates increased 

'Swingle’ citrumelo growth. The ‘Cleopatra’ tangerine rootstock was the least responsive to 

the endophytic bacteria inoculation. It was verified some positive interactions among 

treatments, but the synergistic effect between microorganisms was not observed. Best plant 

growth was observed with endophytic bacteria inoculation.  
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Key words: plant-growth promoting bacteria, citrus, phosphorus, mycorrhizal fungus and 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Secretaria de Agricultura do Estado de São Paulo editou regras para a produção de 

mudas cítricas que entraram em vigor em janeiro de 2001, devido a problemas fitossanitários 

graves, principalmente a clorose variegada dos citros (CVC) e a gomose (TOMASETO et al., 

2009). Entre estas se destaca o uso obrigatório de substratos desinfestados em recipientes sob 

viveiros telados, o que inibe a aproximação de insetos vetores e favorece o emprego de alguns 

microrganismos, tais como bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCPs) e fungos 

micorrízicos arbusculares (FMAs), consequentemente, melhorando o crescimento e o estado 

nutricional e sanitário das plantas, aumentando a eficiência no uso de nutrientes disponíveis 

(SILVEIRA & GOMES, 2007). Sendo a muda considerada a base do setor citrícola, a sua 

qualidade sanitária torna-se importante para um empreendimento de sucesso (CARVALHO et 

al., 2005). 

As bactérias diazotróficas endofíticas como promotoras de crescimento de plantas têm 

sido estudadas em várias culturas do Estado de São Paulo, como milho e cana-de-açúcar, 

porém em plantas cítricas pouco se conhece a respeito. O uso de fungos micorrízicos 

arbusculares em citros têm resultado em maior crescimento e desenvolvimento das plantas. 

Desta forma, o emprego de isolados bacterianos e de fungos micorrízicos adaptados às 

condições tanto de manejo dos viveiros de produção de mudas  quanto aos porta-enxertos de  

citros pode contribuir para o crescimento, estado nutricional e sanitário da planta, além da 

redução parcial do uso de fertilizantes nitrogenados e fosfatados. Esses fertilizantes 

representam um elevado custo para o agricultor e processos microbianos, como a fixação 

biológica do N2, pode se tornar interessante e economicamente viável ao setor citrícola do 

Estado de São Paulo, que representa 80% da produção do Brasil. Tais bactérias diazotróficas 

podem estimular o crescimento de algumas espécies de plantas e aumentar a resistência a 

doenças (KUSS et al., 2007; REIS et al., 2000). Isolados do gênero Azospirillum podem 

sintetizar auxinas (principalmente ácido 3-indol-acético) (BASHAN et al., 2004), que são 

conhecidos por produzir tanto respostas rápidas (alongamento celular), quanto lentas (divisão 

e diferenciação celular) (DOBBELAERE et al., 2003). 

A micorriza integra sistemas de produção, especialmente de certas culturas arbóreas 

como cafeeiro e citros, que são dependentes dos fungos micorrízicos arbusculares (FMAs), ou 

seja, são micotróficas (CARDOSO et al., 1986).  Um dos fatores que mais influencia o efeito 

benéfico da micorrização é o nível adequado de fertilidade do substrato, que deve permitir o  
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estabelecimento e o máximo desempenho da simbiose, garantindo o desenvolvimento da 

planta.  

Os porta-enxertos de citros diferem quanto ao grau de dependência em relação aos 

FMAs, porém, mostram significativos benefícios com a presença de micorrizas (CARDOSO 

& LAMBAIS, 1992). Assim, a seleção de fungos eficientes e a adequação do substrato são 

aspectos que devem ser avaliados e são importantes para a adesão da prática na produção de 

mudas cítricas com altos padrões agronômicos em termos de qualidade, custo e proteção do 

meio ambiente (SENA et al., 2004; SILVEIRA & GOMES, 2007).  

Há poucos estudos que avaliam o efeito da micorrização no crescimento das plantas 

em substratos comerciais e não se sabe como o manejo da fertilidade do substrato, 

principalmente de P e N, pode favorecer o grau de eficiência da associação micorrízica. 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o emprego conjunto de bactérias 

diazotróficas endofíticas e fungos micorrízicos arbusculares como parte do manejo da 

produção de mudas cítricas. Os objetivos específicos foram: i) isolar e selecionar bactérias 

endofíticas diazotróficas de porta-enxertos; ii) verificar a promoção de crescimento dos porta-

enxertos associados a bactérias diazotróficas endofíticas; iii) avaliar o efeito sinérgico da 

inoculação de fungos micorrízicos e de bactérias diazotróficas endofíticas na produção de 

mudas em substrato com diferentes  níveis de N e P. 

. 

2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

A laranja originou-se na China, há cerca de 4.000 anos. Foi introduzida no Brasil no 

início da colonização e expandiu-se por todo o território nacional, sendo uma das frutas mais 

plantadas no país. Os estados da Bahia e de Sergipe representam 13% da área citrícola, 

enquanto que os Estados do Paraná, Alagoas, Goiás, Pará, Amapá e Acre dobraram seu 

plantio nos últimos anos, sendo a produção destinada ao mercado interno de fruta in natura. 

Mas, é em São Paulo e no Triângulo Mineiro, o chamado cinturão citrícola, de onde saem 

mais de 80% das laranjas produzidas no país (NEVES, 2010). 

  Atualmente, o país detém mais de 50% da produção mundial de suco de laranja e 

exporta 98% da sua produção. Em 2009, as exportações do complexo citrícola totalizaram 

2,15 milhões de toneladas de produtos e US$ 1,84 bilhão em receita. De cada cinco copos de 

suco de laranja consumidos no mundo, três são produzidos no Brasil (NEVES, 2010). 

Segundo dados do CEPEA/ESALQ (2012), a safra de 2011/12 no Estado de São Paulo será de 

375,7 milhões de caixas de 40,8 kg, com um aumento de 26,6% em relação à safra anterior.   
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As primeiras espécies cítricas introduzidas no Brasil foram propagadas com o uso de 

sementes, predominando até a metade do século XIX, quando problemas relacionados ao 

ataque de Phytophthora sp. (stramenopila do solo), na Ilha dos Açores (Portugal), 

determinaram o uso de porta-enxertos tolerantes a estes microrganismos (ANDRADE & 

MARTINS, 2003).  Assim, as mudas passaram a ser produzidas pelo método tradicional de 

porta-enxertos em sementeiras com complementação da formação em viveiros. Na década de 

80, foi introduzido o uso de recipientes, substratos e ambiente com cobertura plástica. Desde 

então, os avanços tecnológicos não pararam. O uso de telas nos viveiros para proteção das 

mudas contra vetores de microrganismos fitopatogênicos tornaram-se obrigatório em 1994. 

Em 1998, surgiram as novas normas para produção de mudas certificadas de citros no Estado 

de São Paulo, visando a melhoria na qualidade genética e sanitária das sementes dos porta-

enxertos (CARVALHO et al., 2005). Tais mudanças refletiram de forma positiva nos 

viveiros, que passaram por um processo de profissionalização, modernização e 

conscientização da importância das mudas como o principal investimento na implantação de 

um pomar (FOCHESATO et al., 2008). 

A Secretaria de Agricultura do Estado de São Paulo editou regras para a produção de 

mudas, que entraram em vigor em janeiro de 2001, a partir da ocorrência de problemas 

fitossanitários graves, principalmente, como a clorose variegada dos citros (CVC) e a gomose 

(TOMASETO et al., 2009). Destaca-se o uso obrigatório de substratos desinfestados em 

recipientes sob viveiros telados, favorecendo o emprego de fungos micorrízicos arbusculares 

(FMAs) e bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCPs), melhorando o 

desenvolvimento das plantas, o estado nutricional e sanitário e aumentando a eficiência no 

uso de nutrientes (SILVEIRA & GOMES, 2007). A formação de mudas em viveiros depende, 

na maioria das vezes, de um tratamento fitossanitário prévio do substrato, para diminuição ou 

eliminação de sementes de plantas invasoras, pragas e/ou patógenos. Contudo, esta prática 

acarreta também a redução ou eliminação de microorganismos benéficos.  

O nitrogênio (N) é o macronutriente mais limitante para produtividade das culturas e 

representa um dos mais altos custos para o agricultor. No Brasil, o fertilizante nitrogenado 

não é subsidiado e, portanto, a maioria dos genótipos utilizados comercialmente foram 

selecionados para obtenção de alta produtividade em condições de baixo nível de N no solo, 

favorecendo, mesmo que indiretamente, a seleção de variedades que são capazes de suprir 

parte das suas necessidades de N pela associação com bactérias diazotróficas 

(DÖBEREINER, 1995).  
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A fixação biológica de N é um processo microbiano importante, bastante pesquisado e 

explorado pela sua aplicação biotecnológica, sendo realizada por bactérias que possuem a 

enzima nitrogenase capaz de romper a tripla ligação existente na molécula de N atmosférico. 

É responsável por 65% do nitrogênio fixado anualmente. Existem os organismos fixadores de 

N, ditos diazotróficos de vida livre e os que vivem em simbiose com outros organismos. A 

simbiose de algumas bactérias com plantas da família das leguminosas foram as pioneiras 

nestes estudos. Posteriormente, descobriu-se bactérias diazotróficas vivendo endofiticamente 

e na rizosfera de plantas não-leguminosas, como milho, trigo e cana-de-açúcar, beneficiando o 

desenvolvimento dessas plantas de importância sócio-econômica no Brasil (PERIN, 2007). 

Pesquisas visando a obtenção de bactérias diazotróficas endofíticas como promotoras 

de crescimento de plantas não-leguminosas têm sido estudadas em várias culturas do Estado 

de São Paulo, como milho e cana-de-açúcar, porém em plantas cítricas pouco se conhece a 

respeito. Além da capacidade de fixar nitrogênio atmosférico, esses microrganismos podem 

colonizar nichos ecológicos semelhantes ao de fitopatógenos e dessa forma, tornam-se 

candidatos a agentes de controle biológico (HALLMANN et al., 1997 apoud ARAUJO et al.,  

2002).  

Existem poucos estudos sobre a presença de endofíticos em plantas de citros 

(ARAUJO et al., 2002). Algumas bactérias como: Achromobacter spp., Acinetobacter 

baumannii, A. lwoffii, Alcaligenes sp., Arthrobacter spp., Alcaligenes-moraxella spp., 

Bacillus spp., Burkholderia cepacia, Citrobacter freundii, Corynebacterium spp., 

Curtobacterium flaccumfaciens, Enterobacter cloacae, E. aerogenes, Methylobacterium 

extorquens, Panthoea  agglomerans (ARAUJO et al., 2001); Pseudomonas aeruginosa 

(GARDNER et al., 1982  apoud  ARAUJO et al., 2002) e Pseudomonas spp. (GARDNER et 

al., 1985 apoud ARAUJO et al., 2002) foram isoladas do xilema de raízes de Citrus jambhiri. 

Segundo ARAUJO et al. (2002) bactérias endofiticas Methylobacterium spp. ocupam 

o mesmo nicho ecológico que Xylella fastidiosa subsp. pauca (Xfp), em plantas cítricas. 

Sendo isoladas, frequentemente, de plantas com sintomas de CVC. LACAVA et al. (2004), 

afirmam que a bactéria X. fastidiosa pode ser inibida pela endofitica Curtobacterium 

flaccumfaciens. Estudos com bactérias endofiticas de citros pode ser importante para 

evidenciar a interação entre endofiticos e patógenos, facilitando um melhor entendimento da 

doença.  

A entrada de bactérias diazotróficas nas plantas pode estar relacionada à presença de 

FMA (LI & STRZELCZYK , 2000). Uma hipótese é que existe uma interação funcional entre 

os FMAs e as bactérias endofiticas sem que ocorra competição entre os dois microrganismos 



  

5 

(PAULA et al., 1992). As bactérias diazotróficas endofiticas, primeiramente, estabelecem-se e 

se multiplicam na rizosfera, tornando-se posteriormente endofítica e dependentes das fontes 

de carbono disponibilizadas pela planta (SALA et al., 2007).  

Alguns autores observaram aumento no crescimento radicular ocasionado 

provavelmente, à produção de fitormônios por bactérias. Por exemplo, isolados do gênero 

Azospirillum podem sintetizar auxinas (principalmente ácido 3-indol acético; AIA), 

citoquininas e giberelinas (BASHAN et al., 2004). O ácido indolacético é conhecido por 

produzir tanto respostas rápidas, como o alongamento celular quanto lentas, como a divisão e 

diferenciação celular (DOBBELAERE et al., 2003). MEHNAZ & LAZAROVITS (2006) 

sugerem que a capacidade de sintetizar AIA representa o principal mecanismo de promoção 

de crescimento em plantas de milho promovida pela inoculação de Pseudomonas putida, 

Gluconacetobacter azotocaptans e Azospirillum lipoferum.  

Foi relatado que a estirpe padrão de B. vietnamiensis, TVV75, tem a capacidade de 

produzir AIA (TABACCHIONI et al., 1993). MENDES et al. (2007) isolaram 13 estirpes 

pertencentes ao gênero Burkholderia, de plantas de cana-de-açúcar, sendo, seis produtoras de 

AIA.  

A capacidade de produzir altas taxas de indóis in vitro não é necessariamente um pré-

requisito para que ocorra aumento do crescimento das plantas, pois o efeito benéfico depende 

de sua concentração. Tais substâncias indólicas podem estimular o crescimento das raízes em 

baixas concentrações, porém, podem causar efeito inibitório em altas concentrações, 

sugerindo que a inoculação com grande número de células bacterianas viáveis pode causar 

inibição, ao invés de estimular o crescimento das raízes (DOBBELAERE et al., 2002).  

Devido ao complexo modo de atuação dessas bactérias, vários mecanismos são 

responsáveis pelos benefícios propiciados às plantas, auxiliando no crescimento e 

desenvolvimento das culturas (SALA et al., 2007). Além da capacidade de sintetizar AIA, 

alguns isolados bacterianos podem solubilizar fosfato inorgânico, através da produção de 

ácidos orgânicos, liberando fósforo assimilável para as plantas (SILVA FILHO, 1998). 

Segundo SOUCHIE & ABBOUD (2007), estudos visando o isolamento de 

microrganismos solubilizadores de fosfatos e consequentemente seu possível uso como 

biofertilizantes, justificam-se na diminuição do uso de fertilizantes fosfatados solúveis na 

agricultura.   

De acordo com BASHAND & LEVANONY (1990), aumentos moderados no teor de 

N nas plantas, em torno de 20%, atribuídos à inoculação com diazotróficos endofíticos, 

seriam considerados comercialmente significativos na agricultura contemporânea. Entretanto, 
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observam-se respostas muito variáveis, em função da falta de reprodutibilidade dos 

resultados, que são principalmente atribuídas às técnicas de inoculação (BASHAN, 1986), ao 

genótipo da planta hospedeira (INIGUEZ et al., 2004), às características do solo, 

(DOBBELAERE et al., 2002) ou à comunidade nativa de microrganismos (BALDANI et al., 

1986), que limita a produção de um inoculante comercial (DOBBELAERE et al., 2002). 

A comunidade de diazotróficos cultiváveis é extremamente variada e somente poucas 

bactérias foram identificadas e caracterizadas. Ressalta-se assim, a importância da pesquisa 

com o objetivo de obter novos isolados bacterianos mais aptos a competir com os isolados 

nativos do solo, capazes de fixar altas taxas do N atmosférico ou ainda, outras características 

desejáveis como bactérias promotoras de crescimento de plantas (YANNI et al.,1997).  

Micorrizas são associações simbióticas, mutualistas e benéficas entre fungos e as raízes 

de plantas vasculares e cultiváveis. O fungo componente pertence ao filo Glomeromycota e 

está distribuído por todo o mundo (PAUL, 2007). As plantas micorrizadas apresentam maior 

desenvolvimento e produtividade com alterações metabólicas diversas, maior atividade 

fotossintética, maior atividade enzimática, maior resistência a pragas e doenças e melhor 

estado nutricional (FILHO & NOGUEIRA, 2007). As raízes apresentam uma maior superfície 

de contato favorecendo a absorção de nutrientes, principalmente fósforo, cobre e zinco cuja 

mobilidade no solo é baixa (MALAVOLTA, 1980).  

A capacidade do fungo beneficiar a planta é referida como eficiência simbiótica 

(SAGGIN JÚNIOR & SIQUEIRA, 1995). Considera-se como eficiente o fungo que, em uma 

ampla faixa de condições ambientais, coloniza rápida e extensivamente as raízes, compete 

com outros microrganismos pelos sítios de infecção e absorção de nutrientes, forma 

rapidamente um extenso micélio extra-radicular, absorve e transfere nutrientes para a planta e 

promove benefícios não nutricionais à planta como agregação e estabilidade do solo e alívio 

de estresses. Quando se pretende empregar FMAs na agricultura, deve-se priorizar a seleção 

de fungos com elevada eficiência simbiótica. Estes devem ser adaptados às condições 

edafoclimáticas e às práticas de manejo da cultura (SAGGIN JÚNIOR & LOVATO, 1999). 

Diversas formas de inoculantes de fungos micorrízicos vêm sendo testadas dentre elas 

o “substrato-inóculo”, que consiste no substrato onde se multiplicou o fungo, contendo 

esporos, hifas e raízes micorrizadas. Os procedimentos de inoculação de mudas podem ser de 

vários tipos: inoculação na semeadura; inoculação durante a repicagem de plântulas pré-

germinadas e inoculação durante o transplante para o campo (SAGGIN JÚNIOR & 

LOVATO, 1999). 
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Em solo com baixo teor de fósforo, a associação micorrízica favorece o crescimento e 

a nutrição das plantas (ORTAS et al., 2002). O P é o mais importante nutriente inorgânico que 

afeta o desenvolvimento das micorrizas, controlando principalmente a taxa de crescimento 

fúngico intrarradicular (KIRIACHEK et al., 2009). As hifas externas dos FMAs aumentam a 

superfície de contato da raiz e podem se estender além da rizosfera (NOGUEIRA & 

CARDOSO, 2007). As plantas cítricas podem se beneficiarem da inoculação dos FMA pelo 

fato de possuem poucos pêlos radiculares.  

Por outro lado, altas taxas de colonização micorrízica em solos com alto teor de 

fósforo podem diminuir o desenvolvimento das mudas, pelo fato da simbiose tornar-se 

parasítica devido ao elevado custo de carbono para a manutenção do fungo na raiz, com baixo 

benefício em torno da absorção de nutrientes (NOGUEIRA & CARDOSO, 2007; SENA et 

al., 2004).  

A compatibilidade entre a espécie vegetal, a espécie ou isolado do FMA e o meio de 

cultivo (solo ou substrato) são fatores que garantem o desempenho e a máxima expressão da 

eficiência da associação simbiótica. Assim a seleção de fungos eficientes e o manejo de 

substrato são aspectos que devem ser avaliados para a adesão da prática e produção de mudas 

cítricas com altos padrões agronômicos em termos como produção, qualidade, custo e meio 

ambiente (SENA et al., 2004; SILVEIRA, 1992). 

O conhecimento básico das interações dos processos fisiológicos e bioquímicos e os 

efeitos dos fatores ambientais sobre eles permitem o manejo da produção de mudas para que 

estas, posteriormente em condições de campo, atinjam maior eficiência produtiva. 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Isolamento, contagem e caracterização de bactérias diazotróficas endofíticas de 

porta-enxertos cítricos  

  

Foram obtidos isolados de bactérias diazotróficas endofíticas dos porta-enxertos de 

plantas cítricas - limão ‘Cravo’ (Citrus limonia), tangerina ‘Sunki’ (C. sunki),  tangerina 

‘Cleópatra’ (C. reshni) e citrumelo ‘Swingle’ (Poncirus trifoliata x Citrus paradisi) a partir 

de mudas comerciais produzidas em substrato de casca de pinus.  

No isolamento, 10 g de raízes de cada porta-enxerto foram lavadas em água corrente e 

desinfetadas por meio de imersões sucessivas em etanol 70% (1 min), solução de hipoclorito 

de sódio 2% (5 min), etanol 70% (30 s) e dois enxágues em água destilada esterilizada 
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(ARAÚJO et al.; 2001). Alíquotas da água utilizada no enxágue foram semeadas sobre meio 

TSA (triptona 15 g, peptona 5 g, e NaCl 5 g) 5% para avaliar a eficiência da desinfecção 

superficial. 

Posteriormente, as raízes foram trituradas com solução de sacarose a 5% por 2min. Em 

seguida, foram feitas diluições seriadas das amostras em solução de sacarose 5%, de 10-2  a  

10-7. Transferiu-se 0,1mL de cada diluição em meios de cultivo semi-sólidos e semi-

específicos para os gêneros Burkholderia spp. (BALDANI, 1996), Gluconacetobacter 

diazotrophicus e Herbaspirillum spp. (DÖBEREINER, 1995). A contagem foi realizada 

empregando-se a técnica do número mais provável (NMP), com auxilio da tabela de McCrady 

para 3 repetições de cada diluição (DÖBEREINER, 1995). Para proceder ao isolamento, as 

películas foram retiradas dos tubos de maior diluição e transferidas para um novo meio semi-

sólido. Após 10 dias, as películas foram transferidas para placas de Petri com meio sólido, 

acrescido de 20 mgL-1 de extrato de levedura. Para obtenção de culturas puras as películas 

foram transferidas para placa de Petri contendo meio de cultivo batata dextrose ágar (BDA). 

Após a purificação, cada isolado recebeu uma nomenclatura de acordo com o meio de 

cultivo semi-específico (B, G ou H) e com o porta-enxerto (tangerina ‘Sunki’ = SK e 

‘Cleópatra’ = Cleo, limão ‘Cravo’ = CR e citrumelo ‘Swingle’ = SW) de onde foram isolados. 

Seguidos por uma sequência numérica. A nomenclatura de todos os isolados inicia-se com a 

sigla IAC. Exemplo: IAC-HSK30 (bactéria pertencente ao Instituto Agronômico, Campinas, 

isolada a partir do meio de cultivo para o gênero Herbaspirillum, do porta-enxerto tangerina 

‘Sunki’ e isolado número 30). 

Os isolados foram repicados para placas de Petri contendo meio BDA, e após 48 h de 

incubação a 30±2 ºC foram avaliados quanto às características morfológicas, considerando: o 

diâmetro médio das colônias (mm), a produção de goma, a coloração, a consistência das 

colônias (mole, consistente ou dura), a forma (circular ou irregular), a elevação (elevada, 

convexa ou plana) e a margem (inteira, na forma de onda ou irregular). Em seguida, os 

isolados foram conservados em óleo mineral e em água destilada.  

 

3.2 Caracterização de alguns mecanismos de atuação das bactérias isoladas – testes em 

cultura pura 

 

3.2.1 Solubilização de fosfato in vitro 
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A capacidade de solubilização de fosfato pelos isolados bacterianos foi confirmada 

pela formação de halo transparente ao redor das colônias, após o cultivo das bactérias no meio 

de cultura, contendo: 10 g de glicose, 2 g de extrato de levedura, 18 g de ágar dissolvidos em 

1000 mL de água destilada, esterilizado em autoclave, a 121°C, por 20 min. Acrescentou-se 

ao meio esterilizado uma solução a 100 g L-1 de K2HPO4 esterilizada e uma solução a 10 g L-1 

de CaCl2 para a formação de fosfato de cálcio precipitado. Ajustou-se o pH para 6,5 com 

NaOH esterilizado, conforme SYLVESTER-BRADLEY et al. (1982). Os isolados foram 

crescidos em meio de cultivo Dyg’s liquido (2 g-dextrose, 1,5 g peptona bacteriológica, 0,5 g 

K2HPO4, 2 g extrato de levedura, 0,5 g de MgSO4.7H2O, 1,5 g de ácido L-Glutâmico, 1000 

mL água destilada, esterilizado em autoclave, a 121 °C, por 20 min) por 24-48 h e inoculados 

no meio de solubilização. Estabeleceram-se quatro colônias de cada isolado por placas e duas 

placas por isolado. Os isolados foram avaliados a cada três dias, por 18 dias, quanto à 

formação de um halo claro ao redor das colônias (solubilizadores) e não solubilizadores (não 

formação de halo até o décimo oitavo dia). 

 

3.2.2 Quantificação da solubilização de fosfato inorgânico insolúvel 

 

 Os isolados foram testados quanto a capacidade de solubilizar fosfato de cálcio 

insolúvel em meio de cultivo liquido contendo: 10 g de glucose, 0,15 g de (NH4)2SO4, 0,2 g 

de KCl, 5 g MgCl2.6H2O, 0,25 g MgSO4.7H2O, 5 g de Ca3(PO2) e 1 L de água destilada.  

Após 10 dias de incubação a 28 °C, sob agitação constante, as amostras foram centrifugadas a 

5.000 g x 10 min e o sobrenadante foi filtrado em papel filtro Watman n.42. Foi feita a leitura 

do pH das amostras. A leitura foi realizada em espectrometria de massa com plasma acoplado. 

Uma alíquota foi separada para análise da proteína. 

 

3.2.3 Quantificação de substâncias indólicas 

 
A análise da produção de substâncias indólicas foi realizada por método colorimétrico 

baseado em KUSS et al. (2007). Para quantificar as substâncias indólicas produzidas em meio 

de cultura, os isolados (500 μL) foram crescidos em 20 mL meio de cultura líquido, Dyg’s, 

suplementado com 100 µg mL-1 de L-triptofano e não suplementado, incubados sob agitação 

constante no escuro, por 72 h a 30±2 °C. Após esse período, 14 mL de cada uma das culturas 

homogeneizadas foram transferidas para tubos e centrifugadas a 5.000 g x 15 min, a 4 °C. Do 

sobrenadante obtido, 3 mL foram vertidos em frascos, aos quais foram adicionados 2 mL de 
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reagente de Salkowski (1 mL de FeCl3.6H2O 0,5 mol L-1 + 50 mL de HClO4 35 % v/v)  

(SARWAR & KREMER, 1995). 

Os frascos com o sobrenadante e o reagente de Salkowski foram, então, reservados por 

30 min em ambiente escuro, para desenvolvimento de cor, que se apresenta rósea mais intensa 

quando há maior quantidade de substâncias indólicas. A intensidade da cor foi determinada 

em espectrofotômetro a 535 nm (ASGHAR et al., 2002). A concentração dos compostos 

indólicos foi estimada com uma curva-padrão, previamente preparada com meio de cultura 

esterilizado não inoculado e quantidades conhecidas de ácido indol acético de 0, 25, 50, 100, 

150, 200 e 300 μg mL-1.  

 

3.2.4 Quantificação de proteínas 

 

Para quantificação de proteínas utilizaram-se os mesmos tubos com os isolados 

crescidos por 72 h em meio Dyg’s, usados na análise da produção de substâncias indólicas. 

Uma alíquota de 1 mL de cada isolado crescidos em meio Dyg’s foi centrifugada a 5.000 g x 

5 min, o sobrenadante foi descartado e suspendido com 1 mL de água deionizada estéril (este 

processo foi repetido a fim de lavar as células). Em seguida, as amostras foram 

homogeneizadas e uma alíquota de 250 µL foi retirada e depositada em tubos de ensaio. 

Acrescentou-se 250 µL de água deionizada estéril e 0,5 mL de NaOH 1 mol L-1. Os tubos 

foram agitados e submetidos à banho-maria a 100 °C por 5 min. Após atingir a temperatura 

ambiente, adicionou-se 2,5 mL do reagente de Lowry  (50 mL de solução de Na2CO3  50 g L-1 

de água ; 1 mL de solução de KNaC4H4O6.4H2O  20 g L-1 de água; 1 mL de solução de 

CuSO4.5H2O 10gL-1de água), os tubos foram agitados e incubados por 10 min no escuro. A 

seguir, adicionou-se 0,5 mL do da solução de Fenol Ciocalteau diluído com água deionizada 

estéril, na proporção de 1 parte de reagente para 2 partes de água. Os tubos foram agitados 

novamente e incubados no escuro por 30 min. Procedeu-se a leitura da absorbância em 

espectrofotômetro a 750 nm e a quantidade de proteínas totais presentes na amostra foi 

estimada usando uma curva padrão com quantidades conhecidas de albumina bovina nas 

concentrações de 7,5, 15, 22,5, 30, 45, 60, 75, 90, 120 e 150 µg mL-1. 

 

3.2.5 Produção de sideróforos 

 

Foi utilizado um método adaptado de SCHWYN & NEILANDS (1987) in 

CATTELAN (1999). As bactérias foram cultivas em meio de cultivo TSA diluído 10 vezes 
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por 24 h, a 28±2ºC. Posteriormente, a cultura foi centrifugada a 5.000 g x 15 min. Uma 

alíquota de 1 mL do sobrenadante foi transferida para tubo de ensaio e adicionado 1 mL da 

solução indicadora de cromo azurol S (CAS). Os isolados que converteram a cor azul do CAS 

para amarelo, dentro de 15 min, foram considerados positivos para a produção de sideróforos. 

Utilizou-se um controle positivo (Pseudomonas sp.) e um controle negativo (Bacillus sp.). 

 

3.2.6 Amplificação do gene nifH 

  

A presença do gene nifH foi analisada em todos os isolados obtidos. A extração do 

DNA genômico foi realizada com o Kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega). Os 

iniciadores utilizados para reação de PCR foram Pol-f (TGC-GAY-CCS-AAR-GCB-GAC-

TC) e Pol-r (ATS-GCC-ATC-ATY-TCP-CCG-GA) ou PP-f (GCA-AGT-CCA-CCA-CCT-

CC) e PPr (TCG-CGT-GGA-CCT-TGT-TG) descritos para Azotobacter vinelandii (POLY et 

al., 2001) e Azospirillum brasilense (REINHARDT et al., 2008). Para reação de amplificação 

com volume final de 50 μL, foram utilizados 25 μL de Master Mix (Promega), 20 µL de 

DNAse Free Water, 2 μM de cada iniciador e 50 ng de DNA. O programa para reação de 

amplificação seguiu as seguintes etapas: Primers PP-f e PP-r: etapa inicial de desnaturação do 

DNA a 94 °C por 3 min., seguindo-se 30 ciclos, cada um deles compreendendo desnaturação 

a 94 °C por 30 s, anelamento a 58 °C por 30 s e extensão a 72 °C por 45 s, e extensão final 

por 7 min a 72 °C.  Primers Pol-f e Pol-r: etapa inicial de desnaturação do DNA a 94 °C por 2 

min, seguindo-se 30 ciclos, cada um deles compreendendo desnaturação a 94 °C por 1 min, 

anelamento a 55 °C por 1 min e extensão a 72 °C por 3 min, e extensão final por 10 min a 72 

°C. 

 

3.2.7 Análise estatística  

 

As análises foram feitas em triplicatas e os dados obtidos foram submetidos à análise 

de variância e teste de Scott Knott a 5%, utilizando-se o programa SISVAR.  

 

3.3 Seleção de bactérias na promoção de crescimento dos porta-enxertos                      

 

O experimento foi realizado em casa de vegetação do Centro de Solos e Recursos 

Ambientais do Instituto Agronômico, em Campinas, São Paulo, em delineamento 

experimental inteiramente ao acaso, com cinco repetições. 
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 Todas as bactérias isoladas dos porta-enxertos de plantas cítricas (item 3.1) foram 

testadas quanto à promoção de crescimento em três porta-enxertos de citros: tangerinas 

‘Sunki’ e ‘Cleópatra’ e citrumelo ‘Swingle’. Foram 32 bactérias, um controle que não recebeu 

inoculante bacteriano, três portas-enxertos e cinco repetições, totalizando 99 tratamentos. 

As sementes dos porta-enxertos foram desinfestadas com álcool 70% e hipoclorito 3% 

e germinadas em substrato especifico para citros em tubetes. Foi feita uma inoculação das 

bactérias quando as plantas estavam com aproximadamente 5 cm de altura. Inoculou-se 1 mL 

de suspensão bacteriana na concentração de 108 células mL-1, em meio de cultivo Dyg’s. Após 

20 dias foi feita uma segunda inoculação. A altura das plantas foi medida a cada 20 dias 

durante 150 dias. As plantas foram irrigadas com solução nutritiva com baixo teor de 

nitrogênio (Tabela 1). 

A parte aérea das plantas foi coletada e lavada com água destilada, seca em estufa de 

circulação de ar a 65 ºC, pesada para obtenção da massa da matéria seca (MSPA), triturada em 

moinho tipo Willey e utilizada para determinação do teor de N pelo método Kjeldahl. Com 

base na MSPA e no teor de N foi calculado o N acumulado e o Índice de eficiência de 

utilização de N (IEN), segundo SIDDQI & GLASS (1981). A raiz foi lavada e seca em estufa 

para obtenção de massa da matéria seca.  

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e teste de Scott Knott a 5%, 

utilizando-se o programa SISVAR.  

 

    Tabela 1. Composição da solução nutritiva com baixo teor de nitrogênio. 
 

Composição 
 

Concentração 
mg L-1 

Nitrogênio – total 55 
Nitrogênio – amônio  2 
Nitrogênio – total 57 
Potássio – total 167 
Cálcio  98 
Magnésio  27 
Enxofre 36 
Boro  0,37 
Cobre  0,37 
Ferro - total 1,48 
Manganês 0,37 
Molibdênio 0,07 
Zinco 0,15 
Níquel 0,07 
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3.4 Avaliação da interação entre bactérias endofíticas, fungo micorrízico arbuscular e 

doses de N e P para obtenção de porta-enxertos cítricos 

 

A adequação dos níveis de nitrogênio e fósforo foi feita, separadamente, em dois 

experimentos realizados em casa de vegetação do Centro de Solos e Recursos Ambientais do 

Instituto Agronômico, em Campinas, São Paulo, em delineamento experimental inteiramente 

ao acaso em esquema fatorial, com dez repetições.  

Os tratamentos consistiram de dois portas-enxertos (tangerina ‘Sunki’ e citrumelo 

‘Swingle’), FMA, bactérias diazotróficas endofíticas e duas doses de N e de P, uma 

considerada baixa e outra adequada.   

Utilizou-se substrato comercial a base de casca de pínus específico para citros e 

tubetes de 55cm3. O inóculo do FMA, Glomus intraradices, pertence à coleção de FMAs do 

setor de Microbiologia do Solo do Centro de Solos e Recursos Ambientais (IAC). 

Misturaram-se com o substrato aproximadamente 1000 esporos/tubete do FMA no momento 

da semeadura. 

As bactérias utilizadas foram selecionadas no experimento anterior (item 3.6) e 

consistiram de uma mistura dos isolados IAC-BCleo02, IAC-BCleo03, IAC-BSw06, IAC-

BSw17, IAC-BSk18, IAC-BCR19, IAC-HCR29, IAC-HSw32 e IAC-HSk35. A dose baixa de 

N foi de 40 mg L-1 e a adequada foi de 200 mg L-1, enquanto que a dose baixa de P foi de 0,8 

mg L-1 e a adequada foi de 15,5 mg L-1.  A dose de P no experimento que avaliou as doses de 

N foi a recomendada, assim como a dose de N no experimento que avaliou as doses de P. O 

protocolo da solução nutritiva utilizada neste experimento encontra-se tabelas 2 e 3. 

Dessa forma os tratamentos dos experimentos em delineamento inteiramente 

casualizado e esquema fatorial foram: i) os dois porta-enxertos sem inoculação de 

microrganismos e irrigados com dose baixa de N; ii) os dois porta-enxertos sem inoculação de 

microrganismos e irrigados com dose adequada de N; iii) os dois porta-enxertos e inoculação 

de FMA e irrigados com dose baixa de N; iii) porta-enxertos e inoculação de FMA e irrigados 

com dose adequada de N; iv) porta-enxertos e inoculação de uma mistura das bactérias e 

irrigados com dose baixa de N; v) porta-enxertos e inoculação de uma mistura das bactérias e 

irrigados com dose adequada de N; vi) porta-enxertos e inoculação de FMA juntamente com a 

mistura de bactérias e irrigados com dose baixa de N; vii) porta-enxertos e inoculação de 

FMA juntamente com a mistura de bactérias e irrigados com dose adequada de N. Os mesmos 

tratamentos se repetiram, mas com doses baixa e adequada de P. O controle consistiu do 

tratamento sem inoculação de microrganismos. Sendo assim, o esquema fatorial foi de 2 
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(porta-enxertos) x 4 (sem inóculo, com FMA e sem bactérias, sem FMA com bactérias e com 

FMA e bactérias) x 2 (doses de nutrientes). 

O manejo da irrigação com as soluções nutritivas foi realizado uma vez por semana e 

nos intervalos foi realizada irrigação com água destilada em excesso para propiciar a 

lixiviação e evitar possíveis acúmulos de sais. 

As plantas foram colhidas aos 120 dias após a semeadura, quando foi feita uma 

avaliação da altura. A parte aérea coletada foi lavada com água destilada, seca em estufa a 65 

ºC para obtenção da massa da matéria seca da parte aérea (MSPA). A raiz coletada foi lavada 

em água corrente sobre peneira de malha 0,53 mm, seca em papel absorvente e pesada para 

obtenção da massa da matéria fresca da raiz (MFR). Foi retirado 1 g de raiz fina para 

avaliação da colonização micorrízica, após clarificação com KOH a 4% por 10 min, 

acidificação com HCl a 2% por 24 h e coloração com trypan-blue por 5 min (PHILLIPS & 

HAYMAN, 1970). A colonização foi avaliada pelo método da lâmina com segmentos de raiz 

(GIOVANNETTI & MOSSE, 1980), com o auxílio de um microscópio, com aumento de até 

40 vezes. 

 

Tabela 2. Composição da solução nutritiva com doses baixa e adequada de N. 
 

Composição N baixa N adequada 
 mg L-1 mg L-1 

   
Ca(NO3)2 . 4H2O 170,0 875,0 
CaCl2 . 2H2O 496,0 - 
KCl 72,1 26,0 
KH2PO4 68,6 68,6 
KNO3 38,0 100,0 
MgSO4 . 7H2O 533,0 533,0 
NH4NO3 29,6 140,0 
H3BO3 2,86 2,86 
MnCl2 4H2O 1,81 1,81 
ZnSO4 7H2O 0,88 0,88 
CuSO4 5H2O 0,20 0,20 
Na2MoO4 2H2O 0,13 0,13 
FeSO4 7H2O 24,90 24,90 
2Na EDTA 2H2O 30,00 30,00 
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Tabela 3. Composição da solução nutritiva com doses baixa e adequada de P. 
 

Composição P baixa P adequada 
 mg L-1 mg L-1 

   
Ca(NO3)2 . 4H2O 875,0 875,0 
KCl 61,0 26,0 
KH2PO4 3,5 68,6 
KNO3 100,0 100,0 
MgSO4 . 7H2O 533,0 533,0 
NH4NO3 140,0 140,0 
H3BO3 2,86 2,86 
MnCl2 4H2O 1,81 1,81 
ZnSO4 7H2O 0,88 0,88 
CuSO4 5H2O 0,20 0,20 
Na2MoO4 2H2O 0,13 0,13 
FeSO4 7H2O 24,90 24,90 
2Na EDTA 2H2O 30,00 30,00 

 
 
 

3.4.1 Determinação de marcadores bioquímicos e fisiológicos  

 

Nas folhas das plantas foram realizadas determinações bioquímicas e enzimáticas, por 

ocasião da colheita.  

 

3.4.1.1 Determinação dos teores de clorofilas e carotenóides 

 

Para a determinação do conteúdo de clorofila foliar e carotenóides realizou-se a 

extração dos pigmentos de 50 mg de tecido foliar (do segundo e terceiro pares de folhas), 

utilizando-se 100% de dimetilsulfóxido, em banho maria a 65 ºC por 1 h. A leitura dos 

extratos foi realizada por espectrofotometria UV-visível em três comprimentos de onda: 470 

(para carotenóides), 646 e 663 nm (clorofilas a e b). A estimativa das concentrações de 

clorofilas a e b foi feita a partir das seguintes equações: cla (µg mL-1) = 12,7 A663 - 2,69 A645, 

clb (µg mL-1) = 22,9 A645 - 4,68 A663 e Tcl=cla+clb. A estimativa de carotenóides totais foi 

feita a partir dos mesmos extratos usados para as clorofilas, utilizando a equação de 

LICHTENTHALER & WELLBURN (1983): Tcar (µg mL1) = (1000 A470 – 3,27 cla – 104 

clb)/229. Os resultados foram expressos em μg mL-1 de extrato.  

 

3.4.1.2 Análise da atividade da redutase do nitrato 
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A atividade da enzima redutase do nitrato foi determinada de acordo com 

HAGEMAN & FLESHER (1960). Folhas das plantas foram cortadas em pedaços de 

aproximadamente 3 mm. Utilizaram-se 200 mg de folhas, que foram colocadas em tubos com 

tampa rosqueável e adicionaram-se 5 mL de substrato tamponado (KNO3 200 mmol L-1 em 

tampão fosfato 50 mmol L-1 com pH 7,4 e 0,5% v/v de Tween-20). Esses tubos, com as 

tampas desrosqueadas, foram colocados em dessecador e introduziu-se vácuo durante 2 min, 

por 3 vezes. Os tubos foram rosqueados e envoltos com papel alumínio para incubação em 

banho maria, a 35 ºC, por 60 min. Após o período de incubação, 2 mL do substrato das 

amostras foram transferidos para tubos de ensaio preparados com 1 mL de solução de 

sulfanilamida 1% m/v em HCl 2 mol L-1 (40 mL de HCl concentrado; 2,5 g de sulfanilamida 

e o volume completado para 250 mL com água destilada) e 1 mL de solução de α-

naftilenodiamino 0,05% m/v (0,125 g de -naftil em 250 mL de água destilada). Preparou-se 

um tubo com 2 mL de substrato tamponado, 1 mL de solução de sulfanilamida 1% em HCl 2 

mol L-1 e 1 mL de solução de α-naftilenodiamino 0,05% m/v para ser usado como branco e 

calibrar o espectrofotômetro. A curva padrão foi obtida com as seguintes concentrações de 

NO2: 0; 0,001; 0,002; 0,003; 0,004 e 0,005 μmol L-1. A absorbância foi determinada em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram expressos em 

μmol NO2
- g-1. 

 

3.4.1.3 Análise da atividade da fosfatase ácida 

A atividade da enzima fosfatase ácida foi determinada segundo BESFORD (1980). 

Uma amostra de 100 mg de tecido foliar (do segundo e terceiro pares de folhas), cortado em 

pedaços de aproximadamente 3x2 mm, foi incubada em 8 mL da solução p-nitrofenilfosfato 

de sódio (0,0328 g de p-nitrofosfato foi diluído em 500 mL de acetato de sódio 0,1 mol L-1 e, 

posteriormente, foi corrigido o pH para 4,0 com adição de HCl) por 20 min a 30 ºC. 

Prepararam-se tubos com 2 mL de NaOH 2 mol L-1 e acrescentaram-se 5 mL da mistura 

reatora. Os mesmos procedimentos foram efetuados para as soluções-padrão. Posteriormente, 

foi realizada a leitura em espectrofotômetro, no UV visível, a 410 nm. A curva padrão foi 

feita com as seguintes concentrações de 4-nitrofenol: 0; 25; 50; 75; 100 e 125 μmol L-1. A 

atividade da fosfatase ácida foi expressa em µg p-NP g-1 de matéria fresca de tecido foliar. 

 

3.5 Nitrogênio e Fósforo total 
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A parte aérea das plantas foi seca em estufa de circulação de ar a 65 ºC, pesada para 

obtenção da massa da matéria seca (MSPA), triturada em moinho tipo Willey e utilizada para 

determinação do teor de N pelo método Kjeldahl e de P, por digestão nítricoperclórica e 

posterior análise por método colorimétrico. Com base na MSPA e no teor de N e de P foram 

calculados o N e P acumulados e os índices de eficiência de utilização de N e de P (IEN e IEP), 

segundo SIDDIQ & GLASS (1981).  

 

3.6 Análise estatística 

 

As análises foram feitas em triplicatas e os dados obtidos foram submetidos à análise 

de variância e teste Tukey a 5% para comparação de médias, utilizando-se o programa Sisvar. 

Os dados referentes à colonização das raízes foram transformados para arco-seno da raiz de 

x/100 antes de serem analisados estatisticamente.  

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Isolamento, contagem e caracterização de bactérias diazotróficas endofíticas de 

porta-enxerto cítrico  

 

A presença das bactérias diazotróficas endofiticas foi verificada nos três meios de 

cultivo utilizados, pela formação de uma película na superfície do meio, após sete dias de 

crescimento.  

O maior número de bactérias foi obtido no meio JMV semi-específico para o gênero 

Burkholderia nas raízes do porta-enxerto citrumelo ‘Swingle’ (6,1 105 bactérias g-1 raiz); no 

meio LGI-P para o gênero Gluconoacetobacter, na tangerina ‘Sunki’ (4,8 105 bactérias g-1 de 

raiz); JNFb para o gênero Herbaspirillum, no citrumelo ‘Swingle’ (5,5 105 bactérias g-1 raiz) 

(Tabela 4). 

O número total de isolados de bactérias endofíticas foi trinta e dois, sendo que 56% foi 

isolado do meio JMV (semi-seletivo para Burkholderia), 16% no meio LGI-P (para 

Gluconoacetobacter) e 28% no meio JNFb para o gênero Herbaspirillum, cuja nomenclatura 

consta na tabela 5. 

A maioria dos estudos com bactérias endofíticas diazotróficas é realizada em tecidos 

internos de gramíneas, principalmente em cana-de-açúcar, milho e arroz ou em nódulos de 

leguminosas. Porém, em plantas perenes, como em citros, poucos estudos foram realizados. 
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Segundo, PERIN et al. (2006), cultura como cana-de-açúcar convive com inúmeras bactérias 

diazotróficas endofiticas, porém não se sabe até o momento qual espécie participa em maior 

número ou eficiência na fixação biológica do N.  

O gênero Burkholderia já foi encontrado em tecidos internos de porta-enxertos de 

citrus (ARAÚJO et al., 2001). Maior número de isolados, 56%, foi obtido no meio semi-

seletivo para gênero Burkholderia como também observado por RODRIGUES et al. (2006) 

em plantas de arroz. Vale ressaltar, que algumas espécies de Burkholderia já foram relatadas 

como solubilizadoras de fosfatos e produtoras de substância indólicas (INUI, 2009), o que 

torna o estudo de tais bactérias bastante interessante, já que essas características fisiológicas 

são mecanismos que podem auxiliar as plantas no seu crescimento e desenvolvimento, 

atuando, dessa forma, como bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCPs). 

 

 

Tabela 4 Isolamento de bactérias endofíticas da raiz dos porta-enxertos tangerina ‘Sunki’, 
citrumelo ‘Swingle’, tangerina ‘Cleópatra’ e limão ‘Cravo’.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    * médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas não diferem significativamente pelo teste Tukey a 5%. 
    ** meio de cultivo semi-específico para o genêro Burkholderia  
    *** meio de cultivo semi-específico para o genêro Gluconoacetobacter 
    **** meio de cultivo semi-específico para o genêro Herbaspirillum  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Porta-enxerto NMP 
(número mais provável - bactérias g-1 raiz) 

 JMV** LGI-P*** JNFb**** 
t. ‘Sunk’ 5,5 105 ±  1,0 a * 4,8 105 ± 2,3 a  4,8 105 ± 2,3 a 
c. ‘Swingle’ 6,1 105 ± 1,7 a 3,8 105 ± 0,7 a 5,5 105 ± 2,1 a 
t. ‘Cleópatra’ 5,5 105 ± 2,0 a 3,8 105 ± 0,7 a 3,8 105 ± 0,7 a 
l. ‘Cravo’ 3,1 105 ± 0,6 a 2,4 105 ± 1,2 a 3,8 105 ± 0,7 a 
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Tabela 5. Nomenclatura atribuída aos trinta e dois isolados bacterianos obtidos de porta-
enxertos de citros, selecionados nos meios de cultivo semi-específicos JMV, LGI-P e JNFb. 
 

Meios de cultura 
JMV LGI-P JNFb 

IAC-BCleo01 IAC-GSk20 IAC-HCR26 
IAC-BCleo02 IAC-GSk21 IAC-HCR27 
IAC-BCleo03 IAC-GSw23 IAC-HCR28 
IAC-BCleo04 IAC-GCR24 IAC-HCR29 
IAC-BCleo05 IAC-GCR25 IAC-HSk30 
IAC-BSw06  IAC-HSw32 
IAC-BSw07  IAC-HSw33 
IAC-BSw08  IAC-HSk34 
IAC-BCR09  IAC-HSk35 
IAC-BCR10   
IAC-BCR11   
IAC-BCR12   
IAC-BSk14   
IAC-BSk15   
IAC-BSk16   
IAC-BSw17   
IAC-BSk18   
IAC-BCR19   

 

4.2 Caracterização dos mecanismos de atuação das bactérias isoladas 

4.2.1 Solubilização de fosfato  

 

Todos os isolados obtidos foram caracterizados quanto à capacidade de solubilizar fosfato 

de cálcio, tanto qualitativa quanto quantitativamente (Tabela 6).  

A formação de halo claro ao redor das colônias foi observada em 46,8% dos isolados, o 

que corresponde a 15 isolados bacterianos. Destes, 7 foram isolados da tangerina ‘Sunki’, 4 

do citrumelo ‘Swingle’, 3 do limão ‘Cravo’ e 1 da tangerina ‘Cleópatra’ (Figura 1 e Tabela 6). 
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Tabela 6. Solubilização de fosfato de cálcio, indicando a presença e ausência da formação de 
halo claro ao redor das colônias das bactérias e quantificação da solubilização de fosfato de 
cálcio insolúvel.   
 

Isolados Presença e ausência do halo 
claro ao redor das colônias 

Quantificação da solubilização 
(mg mg-1proteína) 

 
 Presença Ausência  

IAC-BCleo01  x  1,60 g* 
IAC-BCleo02 x  1,49 g 
IAC-BCleo03  x --------** 
IAC-BCleo04  x 8,01 e 
IAC-BCleo05  x ------- 
IAC-BSw06 x  8,02 e 
IAC-BSw07  x 5,04 f 
IAC-BSw08  x 4,66 f 
IAC-BCR09  x ------ 
IAC-BCR10  x ------ 
IAC-BCR11  x 1,69 g 
IAC-BCR12  x 4,48 f 
IAC-BSk14 x  24,7 b 
IAC-BSk15  x ------- 
IAC-BSk16 x  24,9 b 
IAC-BSw17  x 4,17 f 
IAC-BSk18 x  40,6 a 
IAC-BCR19 x  26,2 b 
IAC-GSk20  x 17,5 c 
IAC-GSk21 x  37,1 a 
IAC-GSw23 x  8,10 e 
IAC-GCR24 x  0,65 g 
IAC-GCR25 x  15,0 d 
IAC-HCR26  x 14,5 d 
IAC-HCR27  x 8,75 e 
IAC-HCR28  x 1,59 g 
IAC-HCR29  x 4,10 f 
IAC-HSk30 x  18,4 c 
IAC-HSw32 x  4,79 f 
IAC-HSw33 x  9,24 e 
IAC-HSk34 x  14,5 d 
IAC-HSk35 x  19,3 c 

*médias seguidas pelas mesmas letras não diferem significativamente pelo teste Scott Knott a 5%. 
 **ND: Não determinados. 
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Figura 1: Freqüência dos isolados, em porcentagem, da solubilização de fosfato de cálcio, 
indicando a presença e ausência de halo claro ao redor da colônia. A: presença de halo ao 
redor da colônia e B: ausência de halo. (n=32 isolados). 
 

Microrganismos solubilizadores, como as bactérias dos gêneros Burkholderia, 

Pseudomonas, Rhizobium, Agrobacterium, Erwinia e Bacillus têm sido frequentemente 

estudados. O manejo de suas populações é uma forma de diminuir o uso de fertilizantes 

fosfáticos solúveis, através do melhor aproveitamento dos fosfatos naturais existentes no solo 

(GOLDSTEIN, 1986). O gênero Burkholderia tem sido apontado como microrganismo 

eficiente na solubilização de fosfato (INUI, 2009).  

O principal mecanismo utilizado pelas bactérias na solubilização de fosfatos inclui a 

acidificação do meio. Segundo SOBRAL (2003), as bactérias solubilizadoras de fosfatos 

atuam pela liberação de ácidos orgânicos e inorgânicos e/ou redução do pH, disponibilizando 

fosfato às plantas.  

O isolado IAC-BSk18 apresentou a maior média de concentração de fosfato de cálcio 

solúvel, com pH do meio de 3,6, seguido pelo isolado IAC-GSk21, com pH de 3,2. Os outros 

isolados apresentaram médias que variaram de 26,25 a 0,65 mg mg-1 proteína (Tabela 6 e 

Figura 2). O pH do meio de cultivo passou de 7,5 para faixa de 6,2 a 3,2.  

 Os isolados IAC-BSk18, IAC-GTSk21, IAC-BCR19, IAC-BSk16, IAC-BSk14, IAC-

HSk35, IAC-HSk30, IAC-GCR25, IAC-HSk34 e IAC-HCR33 foram os que apresentaram as 

maiores médias de concentração de fosfato solúvel. Esses mesmos isolados foram positivos 



  

22 

no teste com meio de cultivo sólido. Alguns isolados não apresentaram halo claro ao redor das 

colônias, no teste in vitro, mas apresentaram médias de fosfato que variaram de 8,01 a 1,59 

mg L-1 mg-1 proteína. A redução do pH do meio de cultivo é diretamente correlacionada com a 

concentração de fósforo solubilizado (SONG et al., 2008; INUI, 2009). 

 INUI (2009), entretanto, observou que, em alguns casos, pode ocorrer uma elevação 

de pH do meio de cultivo e, dessa forma, a acidificação do meio não é o único mecanismo de 

solubilização. Isso significa que algum fator pode ter interferido no metabolismo da bactéria, 

ou mesmo na atividade enzimática, como por exemplo, a composição do meio, temperatura, 

pH, entre outros. Segundo, DVORAK et al. (1988), de acordo com o pH ótimo, a enzima 

fosfatase é encontrada em dois grupos, fosfatase ácida (pH ótimo de 2,5 a 6,0) e alcalina (pH 

8,0 - 10,0). A presença da enzima fosfatase ácida já foi encontrada ligada à membrana de um 

isolado de Burkholderia, por ROMBOLA (2008). 

No presente trabalho não foi determinado por qual mecanismo houve solubilização do 

fosfato de cálcio, mas é fato que ocorreu a acidificação do meio na maioria dos tratamentos, o 

que gera a hipótese da produção e liberação de ácidos orgânicos. Microrganismos com a 

capacidade de solubilizar fosfatos são favoráveis candidatos a promotores de crescimento de 

plantas. 

 
 

 
Figura 2. Frequência relativa dos isolados em relação à concentração de fosfato de cálcio 
solubilizado no meio de cultivo. Os resultados seguidos pelas diferentes letras diferiram 
significativamente pelo teste Scott Knott a 5% (n=32 isolados). 
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4.2.2 Quantificação de substâncias indólicas 
 

O isolado IAC-GSk20 foi o que apresentou maior produção de substâncias indólicas 

(264,20 µg AIA mg-1 proteína), diferindo significativamente dos demais isolados, seguido 

pelo isolado IAC-BSk18 (192,91 µg AIA mg-1 proteína). O isolado IAC-BCR11 foi o que 

apresentou menor produção (1,36 µg AIA mg-1 proteína) (Tabela 7, Figura 3). Os outros 

isolados apresentaram médias que variaram de 28,35 a 1,63 µg AIA mg-1 proteína. 

 

Tabela 7.  Quantificação de substâncias indólicas produzidas pelos isolados bacterianos. 

 

Isolados Substâncias indólicas 

(µgAIA mg-1proteína) 

Isolados Substâncias indólicas 

(µgAIA mg-1proteína) 

IAC-GSk20  264,2 a* IAC-HSw32 4,29 d 
IAC-BSk18 192,9 b IAC-BSk16 4,00 d 
IAC-BSk15 28,18 c IAC-HCR27 3,97 d 
IAC-BCR09 22,42 c IAC-BSw17 3,68 d 
IAC-HSw33 10,77 d IAC-HSk34 3,51 d 
IAC-HSk35 10,22 d IAC-BSw07 3,18 d 
IAC-BCR10 8,20  d IAC-BCleo05 3,08 d 
IAC-BSw08 7,45  d IAC-HCR28 2,91 d 
IAC-BCleo04 6,28  d IAC-BCleo01 2,54 d  
IAC-GSk21 6,25  d IAC-BCR12 2,32 d 
IAC-GSw23 5,41  d IAC-BCleo02 2,28 d 
IAC-BCleo03 4,88  d IAC-BSk14 2,17 d 
IAC-BCR19 4,78  d IAC-BSw06 2,04 d 
IAC-HCR29 4,62  d IAC-HCR26 1,84 d 
IAC-GCR24 4,59  d IAC-GCR25 1,64 d 
IAC-HSk30 4,39  d IAC-BCR11 1,36 d 

        * Os isolados seguidos pelas mesmas letras não diferem significativamente pelo teste Scott Knott a 5%. 
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Figura 3: Frequência relativa dos isolados em relação à quantificação de substâncias 
indólicas. Os resultados seguidos por diferentes letras diferiram significativamente pelo teste 
Scott Knott a 5% (n=32 isolados). 
 

A produção de substâncias indólicas por microrganismos pode estar relacionada à sua 

capacidade de produção de fitormônios, como o ácido 3- indol acético, que é o mais estudado 

e o mais produzido pelas bactérias (RADWAN et al., 2005). Pode influenciar positivamente o 

desenvolvimento das plantas, por meio de modificações da morfologia das raízes, aumentando 

o comprimento e o número de pêlos radiculares (BARBIERI et al., 1986).  

No presente trabalho, os isolados que apresentaram as maiores concentrações de 

substâncias indólicas foram selecionados no meio de cultivo semi-específico para os gêneros 

Glucanoacetobacter e Burkholderia. Resultado semelhante foi observado por FREITAS 

(2011) com isolados endofíticos de cana-de-açúcar, em que as maiores concentrações de 

substâncias indólicas foram encontradas pelos isolados selecionados também no meio de 

cultivo para o gênero Burkholderia.  

DOBBELAERE et al. (2003) afirmam que a capacidade de sintetizar substâncias 

indólicas, como o ácido 3-indol acético, é amplamente distribuída entre as bactérias que se 

associam às plantas, já constatado em isolados selecionados de várias culturas, como 

mandioca (BALOTA et al., 1997), cana-de-açúcar (PERIN, 2007), arroz (KUSS et al., 2007), 

entre outras. BALDOTTO et al. (2010), estudando bactérias endofíticas diazotróficas isoladas 

de abacaxizeiro, encontrou valores de concentração de substâncias indólicas que variaram de 

10,65 a 153,76 µmol L-1 de AIA. DA SILVEIRA (2008) encontrou valores na faixa de 9,8 a 

29,36 µg mL-1 de AIA, por isolados selecionados de arroz. Valores de 58,3 µg mL-1 de AIA 

apresentado por um isolado de Burkholderia foi encontrado por INUI (2009). Porém, não se 

sabe qual concentração de substâncias indólicas produzidas pelos microrganismos seria 
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eficiente nas plantas. Sabe-se, entretanto, que tais bactérias podem ter grande influência nos 

primeiros estágios de desenvolvimento e no processo de enraizamento das plantas (BROEK et 

al., 1999), atuando, dessa forma, como bactérias promotoras do crescimento das plantas. 

 

4.2.3 Produção de sideróforos 

 

Os isolados IAC-GCR24, IAC-HSw33 e IAC-HSk35 foram positivos na produção de 

sideróforos, correspondendo a 9,3% dos isolados. 

Sideróforos são compostos orgânicos com baixo peso molecular e alta afinidade pelo 

íon Fe+3, ou seja, possuem capacidade de quelar o íon férrico e transporta-lo para o interior 

das células. São utilizados por vários microrganismos em condições de baixa disponibilidade 

de ferro no ambiente, característica que os torna, possivelmente, mais competitivos. Dessa 

forma, as bactérias que possuem a capacidade de produzir sideróforos, são muito interessantes 

para estudos sobre a possível disponibilização de ferro quelado para a planta (AMBROSINI et 

al., 2007). Embora vários resultados têm mostrado que a presença de sideróforos pode inibir o 

crescimento de alguns patógenos, em plantas cítricas tem ocorrido o contrário. Sabe-se que 

bactérias endofíticas do gênero Methylobacterium ocupam o mesmo nicho ecológico de 

Xylella fastidiosa em plantas cítricas. Dessa forma, LACAVA et al. (2008), estudando a 

produção de sideróforos pelas bactérias Methylobacterium, levantaram a hipótese de que a 

bactéria Xylella fastidiosa possui habilidade de usufruir o sideróforo produzido pela bactéria 

endofítica, como fonte de ferro. Ou seja, as bactérias Methylobacterium, produtoras de 

sideróforos, ajudam as patogênicas a sobreviverem no interior dos vasos do xilema de plantas 

cítricas. No entanto, trata-se de um caso específico entre a bactéria endofítica produtora de 

sideróforo, a bactéria fitopatogênica e entre as plantas com sintomas de CVC.  

O uso de sideróforos como biofertilizante foi relatado por RENGEL et al. (1999), 

visando  aumentar a concentração de ferro em cultura de arroz, feijão e milho destinados ao 

consumo humano, demonstrando, dessa forma, uma estratégia de uso de microrganismos 

produtores de sideróforos no campo da agricultura.   

 

4.2.4 Amplificação do gene nifH 

  

Os isolados IAC-BCleo02, IAC-BSw06, IAC-BSw17, IAC-BCR19, IAC-GSk21, 

IAC-HCR27, IAC-HCR29 e IAC-HSk30 foram positivos quanto à presença do gene nifH. Os 

demais foram negativos (Figura 4). 
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 Os genes nif estão relacionados com o controle genético da fixação biológica de N2.  

São responsáveis pelo funcionamento da enzima nitrogenase, que é sintetizada apenas quando 

não há outra fonte de nitrogênio disponível. Os genes nifH, nifD e nifK codificam as duas 

subunidades da nitrogenase, enquanto que outros estão envolvidos na formação de compostos 

da cadeia de transportes de elétrons específica para a dinitrogenase redutase e na síntese do 

cofator FeMo da dinitrogenase. São encontrados nos plasmídios bacterianos juntamente com 

outros genes relacionados à fixação, mas também podem ser encontrados nos cromossomos 

das bactérias (NEVES & RUMJANECK, 1992). Como esses genes podem estar nos 

plasmídios, muitas vezes são perdidos, resultando na perda da capacidade de fixação do N2, o 

que pode justificar o número baixo de isolados com presença do nifH. 

 

  
Figura 4. Amplificação do gene nifH de bactérias endofíticas. M: marcador; P: padrão; 2: 
isolado IAC-BCleo02; 6: isolado IAC-BSw06; 17: isolado IAC-BSK17; 19: isolado IAC-
BCR19; 21: isolado IAC-GSk21; 27: isolado IAC-HCR27; 29: isolado IAC-HCR29; 30: 
isolado IAC-HSK30. 
 

As bactérias diazotróficas fixam nitrogênio atmosférico pela transformação do N2 da 

atmosfera em NH3 ou aminoácidos que podem ser utilizados pelas plantas. Mesmo que o 

efeito dessas bactérias seja menos efetivo em plantas não-leguminosas, vários estudos com 

cana-de-açúcar e milho plantados com baixos níveis de adubo nitrogenado demonstraram 

efeito significativo das bactérias. REINHARDT et al. (2008) isolaram quatorze linhagens de  

bactérias fixadoras de nitrogênio de diversas espécies de plantas, incluindo milho e cana-de-
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açúcar. TEIXEIRA et al. (2007) observaram a amplificação por PCR do gene nifH em oito 

espécies de bactérias endofíticas de mandioca. Segundo, esses autores, os mecanismos pelos 

quais os microrganismos endofíticos podem promover o crescimento das plantas ainda não 

estão elucidados. Porém, a utilização de microrganismos com potencial para fixação de N 

atmosférico é uma forma inicial de selecionar bactérias que podem ser utilizadas como 

promotoras do crescimento de plantas. Bactérias diazotróficas excretam metade do nitrogênio 

que elas fixam para as plantas que o assimilam diretamente e sem competição 

(DOBEREINER, 1995). Dessa forma, obtêm-se uma economia de fertilizantes nitrogenados, 

assegurando uma maior sustentabilidade aos sistemas agroindustriais. 

 

4.3 Seleção de bactérias para promoção de crescimento dos porta-enxertos 

4.3.1 Crescimento das plantas 

 

Os resultados do crescimento das plantas, avaliado pela altura, massa da matéria seca 

da parte aérea e da raiz, estão na tabela 8. 

No porta-enxerto tangerina ‘Sunki’, 33% dos isolados diferiram significativamente do 

controle (sem inoculação de bactérias), sendo que a maior altura foi obtida pela inoculação do 

isolado IAC-BCleo03 (Tabela 8, Figura 5). No porta-enxerto citrumelo ‘Swingle’, 81% dos 

isolados promoveram maior crescimento em altura das plantas que o controle. Os isolados que 

promoveram maior altura foram: IAC-BCleo03 (20,0 cm), IAC–GSk20 (19,7 cm), IAC-

GSk21 (19,5 cm), IAC-HSk35 (19,2 cm), IAC-GCR25 (19,0 cm) e IAC-HSw32 (17,1 cm), 

que não diferenciaram estatisticamente entre si (Tabela 8, Figura 6). 

 A maior altura na tangerina ‘Cleópatra’ foi obtida pela inoculação do isolado IAC-

HSw32 (27,2 cm). As plantas do controle apresentaram média de 22,7 cm de crescimento, 

diferenciando-se estatisticamente de alguns tratamentos (Tabela 8, Figura 7). 
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Tabela 8. Crescimento dos porta-enxertos tangerina ‘Sunki’ (TS), citrumelo ‘Swingle’ (CS) e 
tangerina ‘Cleópatra’ (TC) inoculados com bactérias endofíticas. Altura (cm), Massa de 
Matéria Seca da Parte Aérea (MSPA) e da Raiz (MSR). 
 

*médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas não diferem significativamente pelo teste Scott Knott a 5% 
 

 

  

 

 

 

 

 

Altura (cm) MSPA (mg) MSR (mg) Tratamentos    
(isolados) TS CS TC TS CS TC TS CS TC 

Controle 20,6b* 14,2 c 22,7c 637,5 c 432,2c 738,5a 241,2c 365,2c 355,7a 
IAC-BCleo01 19,8b 15,5b 18,7e 736,2b 405,8c 766,0a 275,2b 338,2c 255,1b 
IAC-BCleo02 22,1a 18,3a  21,9d 827,6b 565,3b 629,3b  294,7b 449,0b 266,3b 
IAC-BCleo03 23,7a  20,0a 22,5c 925,6a 562,0b 780,2a 340,6a 416,0b 331,9a 
IAC-BCleo04 16,6c 16,0b 20,9d 641,8c 498,9b 605,7b 186,8d 315,2 c  219,3c 
IAC-BCleo05 18,5c 16,4b  18,9e 736,4b 545,0b 691,1b  234,2c 380,8 c  195,8c 
IAC-BSw06 21,3a 17,9a  24,5b 788,2b 543,3b 766,0a 248,7c 366,5 c 270,8b 
IAC-BSw07 17,6c 13,7c  21,2d 642,7c 463,5c 697,4b 220,0c 330,0 c 195,0c 
IAC-BSw08 18,2c 16,9b 22,0d 592,4d 459,9c 684,3b 311,1a  378,6 c 212,0c 
IAC-BCR09 13,6d 14,3c  19,7e 508,5c 315,4c 635,6b  158,5d 253,7 c 195,2c 
IAC-BCR10 14,5d 17,6a 16,7f 624,9c 432,2c 645,9b  209,7c 312,8c 266,5b 
IAC-BCR11 19,7b 17,8a 23,0c 790,7b 528,2b 749,2a 265,2b  399,8c  252,6b 
IAC-BCR12 18,2c 17,3 a 21,7d 808,8b 502,6b 708,8b 246,1c 335,7c 231,6c 
IAC-BSK14 20,3b 18,5a 22,8c 752,3b 528,3b 694,4b 243,4c 352,0c 225,8c 
IAC-BSK15 18,8b 16,5b  25,2b 666,3c 571,0b 735,8a 235,0c 469,9b 294,6a 
IAC-BSK16 20,3b  16,0b  20,2d 604,1c 430,7c 672,6b  271,0b 392,9c  256,0b 
IAC-BSw17 22,1a  18,9a 26,7a 800,3b 541,8b 829,2a 291,6b 400,0c  246,5b 
IAC-BSk18 21,0a 17,7a 24,7d 767,3b 562,3b 784,9a 263,3b 591,0a  252,1b 
IAC-BCR19 21,5a 15,8b 24,3b 912,9a 449,1c 841,6a 285,5b 421,3b 265,9b 
IAC-GSk20 20,2b 19,7a 23,0c 756,7b 574,2b 804,5a 251,5c 311,8c 272,0a 
IAC-GSk21 19,1b 19,5a 20,7d 728,5b 590,0b 674,2b  237,0c 369,3c 197,6c 
IAC-GSw23 21,3a 17,5a 22,8c 800,5b 519,8b 630,4b  317,8a 369,4c  221,4c 
IAC-GCR24 20,1b 17,9a 22,1d 694,4b 541,3b 713,7b 239,3c 432,2b 264,3b 
IAC-GCR25 19,4b 19,0a  23,3c 815,5b 542,1b 732,8a 268,7b 390,2c 245,3b 
IAC-HCR26 14,6d 18,3a 21,2d 556,3c 677,4a 580,9b 184,6d 356,4c 162,0c 
IAC-HCR27 19,4b 16,8b 22,7c 750,4b 460,2c 687,4b 215,2c 285,2c 208,8c 
IAC-HCR28 19,2b 15,5c  21,4d 758,1b 368,3c 603,6b 359,7a 360,2c 268,3b 
IAC-HCR29 22,2a  17,6a 21,1d 864,7a 578,8b 691,2b 276,6b 339,7c 211,0c 
IAC-HSk30 21,4a 16,7b 22,4c 973,6a 438,8c 714,9b 295,9b 438,8b 235,4c  
IAC-HSw32 20,5b 17,1a 27,2a 279,0d 558,7b 955,8a 279,0b 384,4c 330,1a 
IAC-HSw33 21,8a 15,5b 20,7d 803,1b 393,5c 531,5b 301,5b 302,5c 253,9b 
IAC-HSk34 20,4b 15,9b 21,5d 773,3b 545,0b 700,5b 249,3c 352,1c  227,3c 
IAC-HSk35 23,5a  19,2a 25,4b 868,2a 688,7a 785,3a 274,7b 460,7b 301,9a 
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Figura 5. Frequência relativa dos isolados bacterianos quanto ao crescimento em altura do 
porta-enxerto tangerina ‘Sunki’. O tratamento controle apresentou média de altura de 20,6 
(coluna B). Os resultados seguidos pelas mesmas letras não diferem significativamente pelo 
teste Scott Knott a 5%. (n=33 tratamentos). 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 6. Frequência relativa dos isolados bacterianos quanto ao crescimento em altura do 
porta-enxerto citrumelo ‘Swingle’. O tratamento controle apresentou média de altura de 14,3 
(coluna C). Os resultados seguidos pelas mesmas letras não diferem significativamente pelo 
teste Scott Knott a 5%. (n=33 tratamentos). 
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Figura 7. Frequência relativa dos isolados bacterianos quanto ao crescimento em altura do 
porta-enxerto tangerina ‘Cleópatra’. O tratamento controle apresentou média de altura de 22,7 
(coluna C). Os resultados seguidos pelas mesmas letras não diferem significativamente pelo 
teste Scott Knott a 5%. (n=33 tratamentos). 
 

 

Constatou-se que 52% dos isolados promoveram significativamente maior produção 

de massa da matéria seca da raiz no porta-enxerto tangerina ‘Sunki’, sendo que o isolado 

IAC-HCR28 causou o maior incremento na massa radicular (Tabela 8, Figura 8). Em relação 

à matéria seca da parte aérea, 70% dos isolados apresentou maior produção de matéria seca 

que o controle, sendo que a maior média foi apresentada pelo tratamento IAC-HSk30 e a 

menor pelo IAC-HSw32 (Tabela 8, Figura 8). 
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Figura 8. Frequência relativa dos isolados bacterianos quanto a massa da matéria seca da raiz 
e da parte aérea do porta-enxerto tangerina ‘Sunki’. O tratamento controle apresentou média 
de MSR de 241,2 (coluna C) e de MSPA de 637,5 (coluna C).  Os resultados seguidos pelas 
mesmas letras não diferem significativamente pelo teste Scott Knott a 5%. (n=33 
tratamentos).  
 

 

      No porta-enxerto citrumelo ‘Swingle’, 24% dos isolados promoveram, significativamente, 

maior massa de matéria seca da raiz que das plantas controle, sendo que o melhor tratamento 

foi o isolado IAC-BSk18 (Tabela 8, Figura 9). Já as maiores médias da massa de matéria seca 

da parte aérea das plantas foram obtidas pelos tratamentos IAC-HSk35 e IAC-HCR26, sendo 

que 64% dos isolados promoveram maior massa comparada ao tratamento controle (Tabela 8, 

Figura 9). 
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Figura 9. Frequência relativa dos isolados bacterianos quanto a massa da matéria seca da raiz 
e da parte aérea do porta-enxerto citrumelo ‘Swingle’. O tratamento controle apresentou 
média de MSR de 365,2 (coluna C) e de MSPA de 432,2 (coluna C).  Os resultados seguidos 
pelas mesmas letras não diferem significativamente pelo teste Scott Knott a 5%. (n=33 
tratamentos). 
 

 

No porta-enxerto tangerina ‘Cleópatra’, tanto para a produção de matéria seca de parte 

aérea como de raiz, as plantas do controle sem inoculação mostraram-se significativamente 

superiores aos tratamentos com os isolados bacterianos inoculados (Tabela 8, Figura 10). 
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Figura 10. Frequência relativa dos isolados bacterianos quanto a massa da matéria seca da 
raiz e da parte aérea do porta-enxerto tangerina ‘Cleópatra’. O tratamento controle apresentou 
média de MSR de 355,7 (coluna A) e de MSPA de 738,5 (coluna A). Os resultados seguidos 
pelas mesmas letras não diferem significativamente pelo teste Scott Knott a 5%. (n=33 
tratamentos). 
 

De um modo geral, os porta-enxertos tangerina ‘Sunki’ e citrumelo ‘Swingle’ foram 

os que mais responderam à inoculação das bactérias endofíticas, enquanto que a tangerina 

‘Cleópatra’ praticamente não teve incremento no crescimento.  

Os resultados apresentados mostram que os isolados IAC-BCleo03, IAC-BSw17, 

IAC-HSk35, IAC-HSw32 e IAC-BSk18 apresentaram promoção de crescimento, quanto à 

altura e massa de matéria seca, nos três porta-enxertos utilizados. Porém, outros isolados 

mostraram-se promissores em apenas um porta-enxerto, como por exemplo, o isolado IAC-

HCR29 que foi eficiente na promoção de crescimento apenas do porta-enxerto tangerina 

‘Sunki’. Já o isolado IAC-BCR19 foi eficiente na tangerina ‘Cleópatra’, enquanto que o 

isolado IAC-GSk21 foi eficaz no porta-enxerto citrumelo ‘Swingle’. Esses três isolados foram 

positivos quanto à presença do gene nifH. Segundo TEIXEIRA et al. (2007), a utilização de 
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bactérias endofiticas, tanto com potencial para a fixação biológica do N quanto produtoras de 

substâncias indólicas, é uma forma inicial de selecionar isolados endófitos para a promoção 

de crescimento de plantas. 

Esses resultados mostram que os porta-enxertos respondem de maneira diferente à 

inoculação de bactérias. Analisando os resultados, observa-se certa especificidade no 

comportamento dos isolados utilizados no experimento, e, talvez seja por esse motivo que a 

formulação em grande escala de inoculantes comerciais necessite de um tempo maior para 

experimentação e obtenção de resultados mais consistentes.   

 Observando os resultados da promoção de crescimento com os resultados dos testes de 

atuação das bactérias usados nos experimentos, conclui-se que alguns dos isolados que se 

apresentaram promissores na promoção de crescimento, também foram positivos para alguns 

mecanismos de atuação como, solubilização de fosfatos, produção de sideróforos e produção 

de substâncias indólicas. O isolado IAC-HSk35 foi positivo para a solubilização de fosfato, 

para a produção de substâncias indólicas e de sideróforos, assim como o isolado IAC-BSk18 

que apresentou a maior concentração de substâncias indólicas e foi positivo para a 

solubilização de fosfato. Tais isolados também promoveram maior crescimento dos porta-

enxertos. FREITAS & VILDOSO (2004) estudando rizobactérias e promoção de crescimento 

em dois porta-enxertos, tangerina ‘Cleópatra’ e limão ‘Cravo’, obtiveram resultados positivos 

da inoculação de Pseudonomas e Bacillus nas plantas. Esses mesmos autores observaram uma 

instabilidade no comportamento das bactérias, concluindo que tais bactérias têm seu 

desenvolvimento influenciado por fatores como o tipo de substrato e o ambiente em que se 

desenvolvem, como por exemplo, a rizosfera em que estão estabelecidas. O conhecimento do 

modo de ação das bactérias é importante para se determinar quais as condições que favoreçam 

sua atuação, estabelecendo a melhor forma de utilização, tanto pela inoculação de isolados 

comprovadamente benéficos, quanto pelo manejo das condições do meio.  

Embora alguns pesquisadores afirmem que os mecanismos pelos quais os 

microrganismos endofíticos podem promover o crescimento das plantas ainda não estão 

claros, atividades como solubilização de fosfatos, produção de substâncias indólicas e de 

sideróforos e presença do gene nifH possam proporcionar benefícios ao crescimento das 

plantas. Dessa forma, isolados com tais características devem ser avaliados quanto à 

possibilidade de atuarem como microrganismos promotores de crescimento de plantas. 

 

4.3.2 Teor de Nitrogênio, N acumulado e índice de eficiência da utilização de N   
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O teor de N, N total acumulado e o índice de eficiência de utilização do N pelos porta-

enxertos de citros sob influência da inoculação de isolados de bactérias diazotróficas 

endofíticas estão na tabela 9. 

 
Tabela 9. Teor de nitrogênio, N acumulado e índice de eficiência de utilização do N (IE) nos 
porta-enxertos tangerina ‘Sunki’ (TS), citrumelo ‘Swingle’ (CS) e tangerina ‘Cleópatra’ (TC). 
Tratamentos 

(isolados) 

Teor de N 

(g kg-1) 

N acumulado 

(mg  planta-1) 

IE 

(g2 biomassa g-1 nutriente) 

 TS CS TC TS CS TC TS CS TC 
controle 23,1e* 18,0 e 8,2 b 16,3 b 7,2 b 5,9 a 0,031a 0,022b 0,086a 
IAC-BCleo01 19,4 g 21,1 d 12,0 b 14,3 b 7,9 b 7,3 a 0,038a 0,018c 0,054c 
IAC-BCleo02 19,1 g 20,8 d 21,6 a 15,1 b 12,5 a 13,7 a 0,041a 0,029a 0,028c 
IAC-BCleo03 31,0 c 32,0 a 16,4 a 26,3 a 15,2 a 10,1 a 0,028b 0,014c 0,037c 
IAC-BCleo04 23,2 e 25,6 c 18,1 a 12,5 c 11,2 b 10,5 a 0,024b 0,018c 0,033c 
IAC-BCleo05 20,4 f 32,0 a 14,0 b 15,0 b 17,1 a 9,9 a 0,036a 0,017c 0,051c 
IAC-BSw06 32,4 b 28,0 b 12,0 b 19,8 a 14,1 a 9,0 a 0,019b 0,017c 0,063b 
IAC-BSw07 18,4 g 19,5 d 11,0 b 14,1 b 9,4 b 6,1 a 0,041a 0,025b 0,050c 
IAC-BSw08 15,3 h 20,1 d 14,5 b 9,77 c 9,5 b 9,7 a 0,043a 0,024b 0,050c 
IAC-BCR09 24,5 e 15,3 e 10,9 b 12,2 c 5,5 b 6,8 a 0,021b 0,023b 0,057b 
IAC-BCR10 19,2 g 13,6 e 13,8 b 13,3 b 6,0 b 7,7 a 0,036a 0,033a 0,041c 
IAC-BCR11 15,7 h 16,0 e 12,0 b 11,8 c 8,6 b 9,5 a 0,049a 0,034a 0,067b 
IAC-BCR12 15,7 h 20,8 d 15,4 a 11,8 c 9,8 b 9,3 a 0,048a 0,025b 0,039c 
IAC-BSK14 17,0 h 21,8 d 15,,7 a 10,9 c 11,6 b 12,1 a 0,037a 0,024b 0,052c 
IAC-BSK15 35,5 b 31,4 a 13,0 b 25,2 a 15,6 a 10,5 a 0,020b 0,016c 0,064b 
IAC-BSK16 16,0 h 19,8 d 14,4 b 10,0 c 8,4 b 7,7 a 0,040a 0,022b 0,038c 
IAC-BSw17 34,1 b 30,0 b 14,5 b 27,0 a 17,1 a 11,3 a 0,023b 0,019c 0,056b 
IAC-BSk18 37,5 a 21,3 d 15,4 a 27,0 a 10,2 b 10,1 a 0,019b 0,022b 0,043c 
IAC-BCR19 26,5 d 21,8 d 10,9 b 23,8 a 11,2 b 8,8 a 0,036a 0,023b 0,074a 
IAC-GSk20 15,3 h 25,0 c 11,2 b 10,7 c 14,3 a 8,2 a 0,046a 0,023b 0,064b 
IAC-GSk21 19,1 g 23,5 c 16,7 a 11,4 c 12,2 b 11,1 a 0,032a 0,022b 0,040c 
IAC-GSw23 14,6 h 22,6 d 12,5 b 7,96 c 9,4 b 7,2 a 0,037a 0,019c 0,048c 
IAC-GCR24 30,0 c 26,2 b 15,0 a 18,8 b 12,4 a 10,1 a 0,021b 0,019c 0,045c 
IAC-GCR25 25,2 e 26,6 b 18,7 a 18,7 b 14,5 a 13,1 a 0,030b 0,020c 0,037c 
IAC-HCR26 20,4 f 24,9 c 11,4 b 10,6 c 15,8 a 6,7 a 0,026b 0,025b 0,051c 
IAC-HCR27 19,1 g 22,3 d 15,0 a 13,5 b 9,7 b 9,9 a 0,037a 0,020c 0,045c 
IAC-HCR28 18,4 g 22,9 d 18,8 a 11,8 c 9,0 b 11,2 a 0,037a 0,018c 0,032c 
IAC-HCR29 27,6 d 21,2 d 13,6 b 23,3 a  12,6 a 8,9 a 0,031a 0,028a 0,049c 
IAC-HSk30 33,1 b 34,4 a 14,0 b 29,9 a 16,9 a 8,2 a 0,028b 0,014c 0,046c 
IAC-HSw32 37,8 a 35,1 a 11,8 b 10,0 c 19,1 a 11,2 a 0,007b 0,015c 0,081a 
IAC-HSw33 35,5 b 17,1 e 13,4 b 25,0 a 6,387b 7,2 a 0,020b 0,023b 0,040c 
IAC-HSk34 35,1 b 25,4 c 15,7 a 26,2 a 13,8 a 7,7 a 0,021b 0,022b 0,032c 
IAC-HSk35 34,4 b 34,8 a 18,2 a 30,0 a 21,9 a 14,3 a 0,025b 0,018c 0,043c 
*médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas não diferem significativamente pelo teste Scott Knott a 5% 

 

Quanto ao teor de N no porta-enxerto tangerina ‘Sunki’, 40% dos isolados foram 

superiores ao tratamento controle (sem inoculação de bactérias) e 34% dos isolados causaram 
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incremento no acúmulo N na parte aérea em relação ao tratamento controle. Os resultados 

observados mostraram que a inoculação de bactérias não causou diferença significativa em 

relação ao tratamento controle, quanto ao índice de eficiência de utilização de N nos porta-

enxerto tangerina ‘Sunki’ (Tabela 9, Figura 11).   

A 

 
B 

 
C 

 
Figura 11. Frequência relativa dos isolados quanto ao teor de nitrogênio (A), N acumulado 
(B) e índice de eficiência de utilização de N (C) na parte aérea do porta-enxerto tangerina 
‘Sunki’. O tratamento controle - sem inóculo bacteriano.  As médias foram comparadas pelo 
teste Scott Knott a 5%. (n=33 tratamentos). 
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No porta-enxerto citrumelo ‘Swingle’, 87% dos isolados causaram aumento no teor de 

N na parte aérea das plantas, 45% no N acumulado e 12% índice de eficiência de nitrogênio 

em relação ao tratamento controle (Tabela 9 e Figura 12). 

A 

 
B 

 
C 

 
Figura 12. Frequência relativa dos isolados quanto ao teor de nitrogênio (A), N acumulado 
(B) e índicie de eficiência de utilização de N (C) na parte aérea do porta-enxerto citrumelo 
‘Swingle’. O tratamento controle – sem inóculo bacteriano.  As médias foram comparadas 
pelo teste Scott Knott a 5%. (n=33 tratamentos).  
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No porta-enxerto tangerina ‘Cleópatra’, os resultados mostraram que 40% dos isolados 

proporcionaram aumentos nos teores de N na parte aérea das plantas. Em relação ao N 

acumulado e ao índice de eficiência, os resultados mostraram que nenhum tratamento 

diferenciou-se estatisticamente do controle (Tabela 9, Figura 13).  

A 

 
B 

  
C 

     
Figura 13. Frequência relativa dos isolados quanto ao teor de nitrogênio (A), N acumulado 
(B) e índicie de eficiência de utilização de N (C) na parte aérea do porta-enxerto tangerina 
‘Cleópatra’. O tratamento controle – sem inóculo bacteriano.  As médias foram comparadas 
pelo teste Scott Knott a 5%. (n=33 tratamentos). 
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As plantas com os isolados IAC-BSk18 e IAC-HSw32 apresentaram os maiores teores 

de N no porta-enxerto tangerina ‘Sunki’ e de forma geral, as plantas com os isolados IAC-

BCR19, IAC-HCR29 e IAC-HSk30, que foram positivos quanto a presença do gene nifH, 

destacaram-se quanto ao teor de N e à matéria seca da parte aérea. Porém, quanto ao índice de 

eficiência, tais tratamentos não apresentaram diferenças significativas em relação ao 

tratamento controle. No porta-enxerto citrumelo ‘Swingle’, o isolado IAC-HSk30 causou 

maior teor de N, sendo positivo quanto à presença do gene nifH. Em relação ao N acumulado, 

destacam-se, entre outros, os tratamentos IAC-BCleo02, IAC-BSw06, IAC-HCR29 e IAC-

HSk30 e quanto ao índice de eficiência, os isolados IAC-BCleo02 e IAC-HCR29, que foram 

superiores ao controle e positivos quanto gene nifH. Na tangerina ‘Cleópatra’, entre os 

tratamentos das plantas que causaram os melhores teores de N destacam-se os isolados IAC-

BCleo02, IAC-GSk21, IAC-HCR27.  

Os resultados obtidos mostram que os teores de N variaram bastante entre os 

tratamentos nos três porta-enxertos, porém essa variação diminui em relação ao N acumulado 

e ao IE. Observou-se uma semelhança nos tratamentos que apresentaram maiores teores de N 

e N acumulado nos três porta-enxertos, destacando-se os isolados IAC-BCleo03, IAC-

BSw17, IAC-HSk35, IAC-HSw32, IAC-BSk18, IAC-BSw06 entre outros. Esses mesmos 

isolados destacaram-se em outros testes, ou seja, foram promissores na promoção de 

crescimento. Todos os isolados que foram positivos quanto à presença do gene nifH foram 

superiores ao tratamento controle na maioria dos resultados. Esses tratamentos podem ter 

influenciado nos teores de N e N acumulado nas plantas, principalmente nos porta-enxertos 

tangerina ‘Sunki’ e citrumelo ‘Swingle’, porém apenas o citrumelo ‘Swingle’ apresentou 

resultados significativos em relação aos índices de eficiência de utilização de N, ou seja, 

somente este porta-enxerto foi eficiente em converter o N em matéria seca.   

 DECARLOS NETO et al. (2002), estudando vários porta-enxertos de plantas cítricas 

submetidos a várias doses de N, encontraram um teor de N na parte aérea do porta-enxerto 

‘Cleópatra’ entre 17-20 g kg-1 e na ‘Sunki’ entre 18-21 g kg-1. Resultado próximo ao 

encontrado no presente estudo, em que a média foi de aproximadamente 23 g kg-1 de N no 

porta-enxerto ‘Sunki’ e de aproximadamente 15 g kg-1 na ‘Cleópatra’.  Os teores de N 

encontrados em cana-de-açúcar tratada com bactérias endofíticas diazotróficas encontrados 

por FREITAS (2011) foi de aproximadamente 12 g kg-1 de N. 

 O N faz parte de muitos compostos, como proteínas e clorofilas, que estão diretamente 

relacionados ao crescimento das plantas. Segundo SIDDIQI & GLASS (1981), o crescimento 

das plantas está relacionado à concentração de nutrientes nos tecidos e não apenas na 
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quantidade acumulada, já que o crescimento ocorre a partir de uma quantidade mínima nos 

tecidos, que pode variar entre espécies e variedades. Fato observado neste experimento, em 

que a produção de biomassa não foi um fator determinante para diferenciar os tratamentos 

quanto ao maior ou menor índice de eficiência de utilização de N. Sugere-se então, que a 

maior ou menor eficiência no uso do N por um porta-enxerto pode estar relacionada às 

próprias características genéticas e/ou fisiológicas da planta. De acordo com os resultados do 

presente trabalho, observou-se diferença fisiológica importante no acúmulo e no índice de 

eficiência de utilização do N na parte aérea das plantas quando na presença de bactérias 

endofíticas diazotróficas.  

 

4.4 Avaliação da interação entre bactérias endofíticas, fungo micorrízico arbuscular e 

doses de N e P para obtenção de porta-enxertos cítricos 

 

4.4.1 Crescimento das plantas 

 

 Os resultados de altura, massa de matéria fresca de raiz e seca de parte aérea dos porta-

enxertos de citros, sob influência de isolados de bactérias endofíticas e com adição de doses 

de N, estão na tabela 10. Como as interações entre os fatores não deram significativas, houve 

efeito apenas de fatores isolados. 

 Observou-se efeito de porta-enxerto apenas na variável massa de matéria fresca da 

raiz, em que o porta-enxerto citrumelo ‘Swingle’ apresentou-se com maior massa. Em relação 

aos microrganismos estudados, as plantas tratadas com as bactérias endofíticas apresentaram-

se superiores ao tratamento controle nas variáveis altura e massa de matéria fresca da raiz, 

enquanto que na dose adequada de N, houve efeito na altura e massa de matéria seca da parte 

aérea (Tabela 10). 
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Tabela 10. Altura, Massa de Matéria Fresca da Raiz (MFR) e Massa de Matéria Seca da Parte 
Aérea (MSPA) dos porta-enxertos tangerina ‘Sunki’ (t.‘Sunki’) e citrumelo ‘Swingle’ 
(c.‘Swingle’) irrigados com doses baixa (40 mg L-1) e adequada (200 mg L-1) de nitrogênio 
(N).  
 

ALTURA  
(cm) 

MFR  
(mg) 

MSPA  
(mg) 

           TRATAMENTOS 

 
t. ‘Sunki’   16,1 a* 737,3 b 655,0 a 
c. ‘Swingle’ 15,3 a 1161,9 a 587,3 a 

 
  porta-enxerto 

  
controle 15,7 b 853,8 b 595,0 ab 
FMA 13,8 b 880,2 b 618,2 ab 
bactérias 17,7 a 1104,5 a 720,7 a 
FMA + bactérias 15,5 b 959,8 ab 550,8 b 

 
 
microrganismos 

  
baixa 13,2 b 947,7 a 523,0 b 
adequada 18,2 a 951,4 a 719,3 a 

 
    doses de N 

 
                *médias seguidas pela mesma letra nas colunas não diferem pelo teste tukey a 5%,  
                     entre os  tratamentos microbianos ou entre porta-enxertos ou entre doses de N. 
 
 

Os resultados de altura, massa de matéria fresca de raiz e seca de parte aérea dos porta-

enxertos de citros, sob influência de isolados de bactérias endofíticas e com adição de doses 

de P estão na tabela 11. Houve efeito apenas dos fatores isolados. 

 

Tabela 11. Altura, Massa de Matéria Fresca da Raiz (MFR) e Massa de Matéria Seca da Parte 
Aérea (MSPA) dos porta-enxertos tangerina ‘Sunki’ (t.‘Sunki’) e citrumelo ‘Swingle’ 
(c.‘Swingle’) irrigados com doses baixa (0,8 mg L-1) e adequada (15,5 mg L-1) de fósforo (P).  
 

ALTURA  
(cm) 

MFR  
(mg) 

MSPA  
(mg) 

TRATAMENTOS 

 
t. ‘Sunki’   17,6 a* 807,1 b 750,1 a 
c. ‘Swingle’ 15,8 b 1193,8 a 584,3 b 

 
  porta-enxerto 

  
controle 16,2 b 1083,9 a 602,0 b 
FMA 15,2 b 1121,7 a 677,8 ab 
bactérias 18,8 a 922,1 a 738,7 a 
FMA + bactérias 16,6 b 874,1 a 650,3 ab 

 
 
microrganismos 

  
baixa 16,2 a 991,1 a 634,2 a  

    doses de P adequada 17,2 a 1009,8 a 700,1 a  
                *médias seguidas pela mesma letra nas colunas não diferem pelo teste tukey a 5%,  
                     entre os  tratamentos microbianos ou entre porta-enxertos ou entre doses de P. 
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Em relação ao experimento utilizando as doses de P, observou-se que os porta-

enxertos diferenciaram-se nas três variáveis de crescimento estudadas. Semelhante ao 

ocorrido no experimento com doses de N, o porta-enxerto citrumelo ‘Swingle’ apresentou-se 

com maior massa de matéria fresca da raiz, enquanto que a tangerina ‘Sunki’ apresentou 

maior altura e maior massa de matéria seca da parte aérea. As plantas tratadas com as 

bactérias novamente apresentaram-se superiores ao tratamento controle em relação à altura e 

massa de matéria seca da parte aérea. As doses de P não se diferenciaram entre si nas três 

variáveis estudadas. 

 A inoculação do fungo micorrízico arbuscular não resultou em efeito significativo, 

tanto no experimento com doses de N quanto com doses de P. A interação entre os dois 

microrganismos também não foi eficiente, pois não diferenciou do tratamento controle. A 

maioria dos estudos mostra que em baixas doses de fosfato, as plantas micorrizadas 

apresentam maior altura, quando comparadas com as plantas controle. Em doses altas de P 

ocorre uma tendência de redução do crescimento das plantas. Conforme observado por SENA 

et al. (2004), estudando mudas de citros micorrizadas e doses de P, as plantas com FMA 

apresentaram maior altura quando comparadas com o tratamento controle e doses de P de até 

240 mg kg-1 de substrato, enquanto que, em doses mais elevadas, observou-se uma redução da 

altura e MSPA em relação ao controle. Os autores relacionaram esse fato a um possível dreno 

de carboidratos na raiz, o que prejudicaria a associação mutualística entre a planta e o fungo 

micorrízico. Este fato não foi observado no presente trabalho, uma vez que as plantas 

micorrizadas não diferiram significativamente do controle.   

  No entanto, de acordo com os resultados obtidos nesses dois experimentos no presente 

trabalho, os microrganismos que apresentaram efeito na promoção de crescimento das plantas 

foram as bactérias endofíticas, já, que se apresentaram, de um modo geral, superiores ao 

tratamento controle (sem inoculação) nas três variáveis de crescimento avaliadas. 

 

4.4.2 Aspectos bioquímicos e fisiológicos de mudas de citros sob influência de 

microrganismos benéficos 

 

Quanto aos teores de clorofila a e b e carotenóides no experimento com doses baixa e 

adequada de N, observou-se efeito das doses de N, não havendo, entretanto, interação entre os 

tratamentos (Tabela 12). 
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Tabela 12. Teores de clorofila a, b, total e carotenóides nas folhas dos portas-enxertos 
tangerina ‘Sunki’ (t.‘Sunki’) e citrumelo ‘Swingle’ (c.‘Swingle’) irrigados com doses baixa 
(40 mg L-1) e adequada (200 mg L-1) de nitrogênio (N). 
 

Clorofila a Clorofila b Clorofila 
total 

Carotenóides Tratamentos 

(µg mL-1 de extrato) 
t. ‘Sunki’ 0,6456 a* 13,27 a 13,91 a 593,6 a 
c. ‘Swingle’ 0,7299 a 14,89 a 15,62 a 608,9 a 

 
porta-enxertos 

  
controle 0,6321 a 14,18 a 14,82 a 586,1 a 
FMA 0,5999 a 13,61 a 14,21 a 573,3 a 
bactérias 0,6983 a 14,83 a 15,53 a 648,7 a 
FMA + 
bactérias 

0,8207 a 13,68 a 14,50 a 596,9 a 

 
 

microrganismos 

 
baixa 0,4648 b 8,86 b 9,33 b 389,1 b 
adequada 0,9108 a 19,29 a 20,20 a 813,4 a 

 
doses de N 

  
*médias seguidas pela mesma letra nas colunas não diferem pelo teste tukey a 5%, entre os tratamentos 
microbianos ou entre porta-enxertos ou entre doses de N. 
 

Em relação às concentrações de clorofilas a, b e total no experimento com doses de 

fósforo também não foi observado efeito significativo das interações, porém, novamente 

observou-se que o fator fósforo foi significativo, conforme tabela 13. 

 

Tabela 13. Teores de clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenóides nas folhas dos 
porta-enxertos tangerina ‘Sunki’ (t.‘Sunki’) e citrumelo ‘Swingle’ (c.‘Swingle’) irrigados com 
doses baixa (0,8 mg L-1) e adequada (15,5 mg L-1) de fósforo (P).  
 

*As médias seguidas pela mesma letra nas colunas não diferem significativamente pelo teste Tukey a 5%, entre 
os tratamentos microbianos ou entre porta-enxertos ou entre as doses de P. 

Clorofila a Clorofila b Clorofila 
total 

Carotenóides Tratamentos 

                                  (µg mL-1 de extrato) 
t. ‘Sunki’ 1,47 a 22,3 a 23,7 a 972,5 a 
c. ‘Swingle’ 2,08 a 21,8 a 25,8 a 1028,9 a 

 
porta-enxertos 

  
controle 1,32 a 19,1 a 24,4 a 856,4 a 
FMA 2,45 a 23,6 a 26,0 a 1133,3 a 
bactérias 1,94 a 24,6 a 26,6 a 1082,0 a 
FMA + 
bactérias 

1,39 a 20,7 a 22,1 a 930,3 a 

 
 

microrganismos 

 
baixa 2,21 a 17,0 b 21,2 b 955,4 a 
adequada 1,34 b 27,0 a 28,3 a 1046,0 a 

 
doses de P 
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DECARLOS NETO et al. (2002) afirmam que teores foliares de clorofila podem ser 

utilizados como característica para a determinação do N absorvido pelas plantas e que o 

monitoramento do verde da folha pode indicar uma possível deficiência de N. Esse fato foi 

observado neste experimento, em que a maioria das plantas irrigadas com dose baixa de N 

apresentou suas folhas com coloração verde mais claro do que as plantas irrigadas com dose 

adequada de N, evidenciando que talvez não tenha ocorrido uma contribuição do nutriente 

por parte dos microrganismos inoculados em disponibilizar o nitrogênio para as plantas.  

A determinação dos teores foliares de clorofila em plantas cítricas pode auxiliar no 

diagnóstico do estado nutricional de N e está diretamente relacionado com as características 

de crescimento dos porta-enxertos (DECARLOS NETO et al., 2002). 

Os teores dos pigmentos fotossintéticos não se relacionaram com a produção de MSPA. 

METZNER (2009), estudando diferentes doses de Cu em limoeiro ‘Cravo’, fez a mesma 

observação. Relação positiva entre os teores de clorofila e MSPA foi observado em plantas 

de cafeeiro por TRISTÃO (2005).  

 

4.4.3 Redutase do nitrato e fosfatase ácida 

 

 A atividade da redutase do nitrato e da fosfatase ácida nas folhas das plantas 

apresentou resposta significativa da interação entre os fatores porta-enxerto, microrganismos e 

doses de N (Tabelas 14 e 15).  

 

Tabela 14. Atividade da redutase do nitrato nas folhas dos porta-enxertos tangerina 
‘Sunki’ (t. ‘Sunki’) e citrumelo ‘Swingle’ (c. ‘Swingle’) irrigados com doses baixa 
(40 mg L-1) e adequada (200 mg L-1) de nitrogênio (N). 
Porta-enxerto Microrganismos Doses de N 

  baixa adequada 
  nitrato redutase (µmol NO2 g-1) 

t.’Sunki’ controle 2,5 abA 2,0 aA 
 FMA 4,0 abA 5,0 aA 
 bactérias 8,0 aA 4,5 aA 
 FMA + bactérias 2,0 bA 1,0 aA 
    

c. ‘Swingle’ controle 13,0 abB* 20,5 bA* 
 FMA 10,0 bB* 15,0 bA* 
 bactérias 17,0 aA* 6,5 cB 
 FMA + bactérias 14,5 abB* 22,5 aA* 

Média seguida pela mesma letra não difere pelo teste Tukey a 5%. Letra minúscula compara 
microrganismos dentro dos porta-enxertos e doses de N. Letra maiúscula compara doses de N dentro 
dos porta-enxertos e microrganismos. * compara porta-enxertos dentro de microrganismos e doses de 
N. 
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Tabela 15. Atividade da fosfatase ácida nas folhas dos porta-enxertos tangerina 
‘Sunki’ (t. ‘Sunki’) e citrumelo ‘Swingle’ (c. ‘Swingle’) irrigados com doses baixa 
(40 mg L-1) e adequada (200 mg L-1) de nitrogênio (N). 

Porta-enxerto Microrganismos Doses de N 
  baixa adequada 
  fosfatase ácida  (µg p-NP g-1) 

t.’Sunki’ controle 48,5 abA 55,5 aA 
 FMA 29,5 aB 71,0 aA* 
 bactérias 80,5 aA* 86,0 aA* 
 FMA + bactérias 51,0 abA 66,5 aA 
    

c. ‘Swingle’ controle 43,5 aA 57,5 aA 
 FMA 45,0 aA 38,5 aA 
 bactérias 48,5 aA 52,5 aA 
 FMA + bactérias 38,0 aA 45,0 aA 

Média seguida pela mesma letra não difere pelo teste Tukey a 5%. Letra minúscula compara 
microrganismos dentro dos porta-enxertos e doses de N. Letra maiúscula compara doses de N dentro 
dos porta-enxertos e microrganismos. * compara porta-enxertos dentro de microrganismos e doses de 
N. 

 

Observou-se que a enzima nitrato redutase (RN) apresentou maior atividade nas folhas 

do porta-enxerto citrumelo ‘Swingle’, quando comparado ao porta-enxerto tangerina ‘Sunki’, 

exceto no tratamento com bactéria, na maior dose de N, em que a atividade não diferiu da 

tangerina ‘Sunki’, sendo baixa em ambos, mas superou o tratamento com fungo micorrízico e 

não diferiu do controle e do tratamento com fungo e bactérias juntos, na menor dose de N. Na 

maior dose, o tratamento com bactéria foi significativamente menor que os demais. No porta-

enxerto tangerina ‘Sunki’, não houve diferença entre os tratamentos microbianos e nem entre 

as doses de N, evidenciando que, neste porta-enxerto, as doses de N não interferiram na 

atividade da enzima. O porta-enxerto tangerina ‘Sunki’ apresentou maior atividade da enzima 

fosfatase ácida no tratamento com bactérias endofíticas, comparado com o citrumelo 

‘Swingle’, nas duas doses de N. 

Em relação ao experimento com doses de P, também houve resposta significativa da 

interação entre os tratamentos nas duas enzimas estudadas (Tabela 16 e 17).  
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Tabela 16. Atividade da redutase do nitrato nas folhas dos porta-enxertos tangerina 
‘Sunki’ (t. ‘Sunki’) e citrumelo ‘Swingle’ (c. ‘Swingle’) irrigados com doses baixa 
(0,8 mg L-1) e adequada (15,5 mg L-1) de fósforo (P). 

Porta-enxerto Microrganismos Doses de P 
  baixa adequada 
  nitrato redutase (µmol NO2 g-1) 

t.’Sunki’ controle 3,0 aA 4,5 aA 
 FMA 2,0 aA 7,5 aA 
 bactérias 5,0 aA 1,5 aA 
 FMA + bactérias 1,0 aA 3,0 aA 
    

c. ‘Swingle’ controle 13,5 aA* 6,5 aA 
 FMA 4,0 aA 3,5 aA 

 bactérias 12,5 aA 8,0 aA 
 FMA + bactérias 7,0 aA 4,0 aA 

Média seguida pela mesma letra não difere pelo teste Tukey a 5%. Letra minúscula compara 
microrganismos dentro dos porta-enxertos e doses de P. Letra maiúscula compara doses de P dentro 
dos porta-enxertos e microrganismos. * compara porta-enxertos dentro de microrganismos e doses de 
P. 
 
 

Tabela 17. Atividade da fosfatase ácida nas folhas dos porta-enxertos tangerina 
‘Sunki’ (t. ‘Sunki’) e citrumelo ‘Swingle’ (c. ‘Swingle’) irrigados com doses baixa 
(0,8 mg L-1) e adequada (15,5 mg L-1) de fósforo (P). 
Porta-enxerto Microrganismos Doses de P 

  baixa adequada 
  fosfatase ácida  (µg p-NP g-1) 

t.’Sunki’ controle 60,0 aA 46,0 aA 
 FMA 73,5 aA 55,0 aA 
 bactérias 66,0 aA 81,0 aA 
 FMA + bactérias 89,0 aA 74,0 aA 
    

c. ‘Swingle’ controle 71,0 aA 74,0 aA* 
 FMA 88,5 aA 93,5 aA* 

 bactérias 92,0 aA 82,0 aA 
 FMA + bactérias 81,0 aA 73,0 aA 

Média seguida pela mesma letra não difere pelo teste Tukey a 5%. Letra minúscula compara 
microrganismos dentro dos porta-enxertos e doses de P. Letra maiúscula compara doses de P dentro 
dos porta-enxertos e microrganismos. * compara porta-enxertos dentro de microrganismos e doses de 
P. 
 

O porta-enxerto citrumelo ‘Swingle’ apresentou uma maior atividade da enzima 

redutase do nitrato (RN) quando comparado ao porta-enxerto tangerina ‘Sunki’, na ausência 

de microrganismos e dose baixa de P. A fosfatase ácida apresentou menor atividade quando 

irrigada com doses adequadas de P nos tratamentos controle e com fungo micorrízico 

arbuscular no porta-enxerto tangerina ‘Sunki’. 

Além disso, a RN apresentou maior atividade no experimento com diferentes doses de 

nitrogênio do que no experimento com diferentes doses de fósforo. Neste, observou-se 
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diferença apenas nos porta-enxertos, na ausência de microrganismos, em que o c. ‘Swingle’ 

apresentou maior atividade da RN, no tratamento controle.  

Algumas plantas apresentam uma estratégia de adaptação a condições de baixa 

disponibilidade de N com rápida absorção e acúmulo de nitrato para posterior utilização pelas 

plantas (PIMENTEL, 1998). DONATO et al. (2004) afirmam que é possível a influência das 

bactérias fixadoras de N2 na atividade da enzima RN em variedades de cana-de-açúcar, 

permitindo a incorporação e o transporte de N para a parte aérea. FREITAS (2011) encontrou 

aumentos significativos da atividade da enzima RN nos tratamentos utilizando isolados de 

bactérias diazotróficas em cana-de-açúcar, diferindo deste estudo, em que tanto a presença da 

bactéria quanto a do fungo micorrízico não aumentaram a atividade da enzima. As médias da 

atividade da enzima NR encontradas por FREITAS (2011) variaram de 0,3100 a 0,0867 µmol 

NO2 g-1, inferiores as encontradas neste estudo com plantas cítricas.  

No experimento com doses de fósforo esperava-se uma maior atividade da enzima 

fosfatase ácida nos tratamentos sem inoculação de microrganismos, uma vez que era esperado 

que os mesmos suprissem a necessidade do fósforo da planta na dose baixa e, dessa forma, a 

atividade da enzima não se diferenciaria em ambas as doses. Em condições de maior 

disponibilidade de P, ocorre o seu acúmulo na forma inorgânica nos vacúolos, servindo como 

reserva (FERNANDES et al., 2000). Porém, observou-se uma menor atividade da enzima no 

tratamento controle e com fungo micorrízico na dose alta de P, na tangerina ‘Sunki’. No 

citrumelo ‘Swingle’ não houve diferenças significativas entre os tratamentos. 

As fosfatases são responsáveis pela desfosforilação de moléculas orgânicas, dessa 

forma, à medida que diminui o suprimento de P para as plantas ocorre um aumento da 

atividade dessas enzimas, assim espera-se maior atividade da enzima nas doses mais baixas de 

P. No entanto, ZAMBROSI (2010) observou uma diminuição da atividade da enzima 

fosfatase ácida no porta-enxerto citrumelo ‘Swingle’ quando suprimido com doses mais 

elevadas de P. 

 

4.4.4 Nitrogênio e Fósforo total   

O teor de N, N acumulado e índice de eficiência de utilização do N pelos porta-

enxertos de citros sob influência das bactérias endofíticas e do fungo microrrízico arbuscular 

(Glomus intrarradices) apresentaram resposta significativa da interação entre os fatores porta-

enxerto, microrganismos e doses de N (Tabelas 18). Também apresentou resposta 

significativa da interação no experimento com as doses de P (Tabela 19). 
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Tabela 18. Teor de nitrogênio, N acumulado e índice de eficiência e utilização do N (IE) nos 
porta-enxertos tangerina ‘Sunki’ e citrumelo ‘Swingle’ irrigados com doses baixa (40 mg L-1) 
e adequada (200 mg L-1) de nitrogênio (N). 

 
  

Teor de N 
(g  kg-1) 

 
N acumulado 

(mg planta-1) 

 
IE 

(g2 biomassa g-1 
nutriente) 

 
Doses de N 

Porta-
enxertos 

 
Microrganismos 

baixa adeq. baixa adeq. baixa adeq. 
       

controle 5,5 aB 9,0 aA 2,8 aB 7,1 aA 0,10 aA 0,10 aA* 
FMA 5,6 aA 7,9 aA 3,1 aA 6,0 aA 0,09 aB 0,12 aA* 

bactérias 6,9 aA 8,5 aA 4,9 aB 8,4 aA 0,09 aA 0,11 aA 

 
t. 

‘Sunki’ 

FMA + bactérias 5,7 aA 7,8 aA 2,7 aA 5,7 aA 0,08 aB 0,11 aA* 
       

controle 6,6 aB 12,1 aA 3,9 aB 8,7 aA 0,09 aA  0,06aB 
FMA 5,4 aB 10,6 aA 3,0 aB 7,1 aA 0,09 aA 0,06 aA 

bactérias 6,9 aA 9,6 aA 4,1 aB 7,9 aA 0,10 aA 0,09 aA 

 
c. 

‘Swingle’ 

FMA + bactérias 7,5 aA 8,7 aA 4,3 aA 4,3 aA 0,08 aA 0,06 aA 
Média seguida pela mesma letra não difere pelo teste Tukey a 5% nas variáveis analisadas. Letra minúscula compara 
microrganismos dentro dos porta-enxertos e doses de N. Letra maiúscula compara doses de N dentro dos porta-enxertos e 
microrganismos. * compara porta-enxertos dentro de microrganismos e doses de N. 
 
 
Tabela 19. Teor de nitrogênio, N acumulado e índice de eficiência de utilização de N (IE) nos 
porta-enxertos tangerina ‘Sunki’ e citrumelo ‘Swingle’ irrigados com doses baixa (0,8 mg L-1) e 
adequada (15,5 mg L-1) de fósforo (P). 

 
  

Teor de N 
(g  kg-1) 

 
N acumulado 

(mg planta-1) 

 
IE 

(g2 biomassa g-1 
nutriente) 

 
Doses de P 

Porta-
enxertos 

 
Microrganismos 

baixa adeq. baixa adeq. baixa adeq. 
       

controle 7,1 aA 6,0 aA 4,2 aA 5,1 aA 0,08 aA  0,14 aA 
FMA 5,5 aB 7,4 aA 3,8 aA 5,7 aA 0,13 aB 0,38aA* 

bactérias 6,3 aA 7,1 aA 4,9 aA 6,7 aA 0,12 aA  0,13aA 

 
t. 

‘Sunki’ 

FMA + bactérias 6,1 aA 6,5 aA 4,5 aA  5,7 aA* 0,12 aA 0,13 aA 
       

controle 8,1 aA 7,9 abA 4,8 aA  5,0 abA 0,07 aA 0,08 aA 
FMA 5,6 aB 9,3 aA 4,0 aB 6,7 bA 0,12 aA 0,07 aA 

bactérias 6,2 aA 6,5 bA 4,0 aA   4,8 abA 0,10 aA 0,11 aA 

 
c. 

‘Swingle’ 

FMA + bactérias 6,7 aA 5,7 bA 4,1 aA 3,4 aA 0,09 aA 0,10 aA 
Média seguida pela mesma letra não difere pelo teste Tukey a 5% nas variáveis analisadas. Letra minúscula compara 
microrganismos dentro dos porta-enxertos e doses de P. Letra maiúscula compara doses de P dentro dos porta-enxertos e 
microrganismos. * compara porta-enxertos dentro de microrganismos e doses de P. 
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Quanto ao teor de N, não houve diferença entre os tratamentos microbianos e nem 

entre os porta-enxertos. O tratamento controle foi significativamente maior na dose adequada, 

quando comparado com a dose baixa nos dois porta-enxertos. O tratamento com fungo 

micorrízico diferenciou-se em relação às doses de N, sendo superior na dose adequada, no porta-

enxerto c. ‘Swingle’. O N acumulado nas plantas não apresentou diferenças entre os tratamentos 

microbianos nos dois porta-enxertos. Tanto na t. ‘Sunki’, quanto no c. ‘Swingle’, os tratamentos 

controle e bactérias diferenciaram-se quanto às doses de N, sendo superiores na dose adequada. 

O tratamento com fungo micorrízico também se diferenciou quanto às doses de N, no porta-

enxerto c. ‘Swingle’. O índice de eficiência de N apresentou diferenças quanto as doses de N, 

nos tratamentos com fungo micorrízico e no tratamento com fungo junto com as bactérias, no 

porta-enxerto t. ‘Sunki’, sendo superiores na dose adequada de N. No porta-enxerto t. ‘Sunki’, o 

IEN foi significativamente superior ao c. ‘Swingle’, na dose adequada de N, exceto no 

tratamento com bactérias.  

No porta-enxerto t. ‘Sunki’, não houve diferença entre os tratamentos microbianos, 

mas houve diferenças entre as doses de P, em que o tratamento com fungo micorrízico foi 

superior na dose adequada de P, quanto ao teor de N nas plantas. No c. ‘Swingle’ houve 

diferenças de tratamentos microbianos e de doses de P, em que o tratamento com fungo 

micorrízico foi superior ao tratamento com bactérias e ao tratamento com fungo e bactérias, mas 

não se diferenciou do tratamento controle, na dose adequada de P. Quanto ao N acumulado, no 

porta-enxerto t. ‘Sunki’ não houve diferença entre os tratamentos microbianos e nem entre as 

doses de P. No c. ‘Swingle’, o tratamento com fungo e bactéria foi superior ao tratamento 

somente com o fungo micorrízico, mas não se diferenciou dos outros tratamentos, enquanto que 

foi superior na dose adequada, quando comparado com a dose baixa de P. A t. ‘Sunki’ foi 

superior ao c. ‘Swingle’ no tratamento com fungo junto com bactérias na dose adequada de P. 

Quanto ao IEN, na t. ‘Sunki’, não houve diferenças de tratamento microbiano, mas houve 

diferenças entre as doses de P, em que, o tratamento com fungo micorrízico apresentou maior 

IEN na dose adequada de P. No c. ‘Swingle’, não houve diferenças significativas entre os 

tratamentos microbianos e nem entre as doses de P. A t. ‘Sunki’ foi superior ao c. ‘Swingle’ no 

tratamento com fungo micorrízico, na dose adequada de P. 

O teor de P, P acumulado e índice de eficiência de utilização do P pelos porta-enxertos 

de citros sob influência das bactérias endofíticas e do fungo microrrízico arbuscular (Glomus 

intrarradices) apresentou resposta significativa da interação entre os fatores porta-enxerto, 

microrganismos e doses de N (Tabela 20). O experimento com as doses de P também apresentou 

resposta significativa da interação entre os fatores estudados, conforme tabela 21. 
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Tabela 20. Teor de fósforo, P acumulado e índice de eficiência de utilização de P (IEP) nos 
porta-enxertos tangerina ‘Sunki’ e citrumelo ‘Swingle’ irrigados com doses baixa (40 mg L-1) e 
adequada (200 mg L-1) de nitrogênio (N). 

 
  

Teor de P 
(g  kg-1) 

 
P acumulado 

(mg planta-1) 

 
IEP 

(g2 biomassa g-1 
nutriente) 

 
Doses de N 

Porta-
enxertos 

 
Microrganismos 

baixa adeq. baixa adeq. baixa adeq. 
       

controle 1,4aA 1,4 aA 0,7 aA 1,2 aA 0,4aA 0,6aA 
FMA 1,4 aA 1,2 aA 0,8 aA   1,1 aA* 0,4aB 0,8aA 

bactérias 1,6 aA 1,3 aA 0,9 aA 1,0 aA 0,4aA 0,7aA 

 
t. 

‘Sunki’ 

FMA + bactérias 1,4 aA 1,2 aA 0,6 aA 0,8 aA 0,3aA 0,5aA 
       

controle 1,1 aA 1,5 aA 0,7 aA   1,2 abA 0,5aA 0,5aA 
FMA 1,1 aA 1,1 aA 0,6 aA   0,6 abA 0,4aA 0,5aA 

bactérias 1,2 aA 1,2 aA 0,6 aB 1,3 aA 0,5aA 0,8aA 

 
c. 

‘Swingle’ 

FMA + bactérias 1,1 aA 1,0 aA 0,6 aA 0,5bA 0,5aA 0,5aA 
Média seguida pela mesma letra não difere pelo teste Tukey a 5% nas variáveis analisadas. Letra minúscula compara 
microrganismos dentro dos porta-enxertos e doses de N. Letra maiúscula compara doses de N dentro dos porta-enxertos e 
microrganismos. * compara porta-enxertos dentro de microrganismos e doses de N. 
 
 
Tabela 21. Teor de fósforo, P acumulado e índice de eficiência de utilização de P (IEP) nos 
porta-enxertos tangerina ‘Sunki’ e citrumelo ‘Swingle’ irrigados com doses baixa (0,8 mg L-1) e 
adequada (15,5 mg L-1) de fósforo (P). 

 
  

Teor de P 
(g  kg-1) 

 
P acumulado 

(mg planta-1) 

 
IEP 

(g2 biomassa g-1 
nutriente) 

 
Doses de P 

Porta-
enxertos 

 
Microrganismos 

baixa adeq. baixa adeq. baixa adeq. 
       

controle 1,3aA 1,3 aA 0,7aA 1,1 aA 0,4aA 0,6 aA 
FMA 1,2 aA 1,1 aA 0,8 aA 0,8 aA 0,5 aA 0,7 aA 

bactérias 1,3 aA 1,4 aA 1,0 aA 1,4 aA 0,6 aA 0,7 aA 

 
t. 

‘Sunki’ 

FMA + bactérias 1,2 aA* 1,3 aA 0,9 aA   1,2 aA* 0,6 aA 0,6 aA 
       

controle 1,1 aA 1,2 aA 0,6 aA 0,6 aA 0,5 aA 0,6 aA 
FMA 0,9 aA 1,1 aA 0,6 aA 0,8 aA 0,7 aA 0,6 aA 

bactérias 1,2 aA 1,1 aA 0,8 aA 0,9 aA 0,6 aA 0,6 aA 

 
c. 

‘Swingle’ 

FMA + bactérias 0,9 aA 1,1 aA 0,5 aA 0,6aA 0,7 aA 0,5 aA 
Média seguida pela mesma letra não difere pelo teste Tukey a 5% nas variáveis analisadas. Letra minúscula compara 
microrganismos dentro dos porta-enxertos e doses de P. Letra maiúscula compara doses de P dentro dos porta-enxertos e 
microrganismos. * compara porta-enxertos dentro de microrganismos e doses de P. 
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Tanto no porta-enxerto t. ‘Sunki’, quanto no c. ‘Swingle’, não houve diferença entre 

os tratamentos microbianos e nem entre as doses de N, quanto ao teor de P total. O P acumulado 

apresentou diferenças no porta-enxerto c. ‘Swingle’ quanto à dose de P. No tratamento com 

bactérias, na dose adequada, o P acumulado foi maior que na dose baixa. Este mesmo tratamento 

foi superior ao tratamento com fungo micorrízico junto com bactéria, porém não se diferenciou 

dos tratamentos somente com fungo micorrízico e controle. Quanto ao IEP, a t. ‘Sunki’ não 

apresentou diferença entre os tratamentos microbianos, mas diferenciou-se entre as doses de N. 

O tratamento com fungo micorrízico, na dose adequada, apresentou maior IEP em relação à dose 

baixa de P. O c. ‘Swingle’ não apresentou nenhuma diferença entre os tratamentos. 

No porta-enxerto t. ‘Sunki’, não houve diferença entre os tratamentos microbianos e 

nem entre doses de P, mas apresentou maior teor de P total no tratamento com fungo micorrízico 

junto com bactérias e dose baixa de P, comparado ao c. ‘Swingle’ e, também, maior P 

acumulado na dose adequada de P. Quanto ao IEP não houve diferenças significativas entre os 

tratamentos. 

A atividade das enzimas nas plantas pode ser influenciada por vários fatores, entre os 

quais, os teores de N e P, que neste trabalho foram considerados fatores importantes na avaliação 

da atividade da nitrato redutase e da fosfatase ácida. Segundo BERGES (1997), a atividade da NR 

é estimulada pela disponibilidade de nitrato. No presente trabalho, a atividade dessa enzima nas 

folhas do c. ‘Swingle’, irrigadas tanto com doses baixa quanto adequada de N, foi superior à 

atividade na t. ‘Sunki’, entretanto, não foi superior quanto ao teor de N nas plantas e nem quanto 

ao N acumulado. No experimento, que avaliou as doses de N, não se observou relação entre a 

atividade da fosfatase ácida e o teor de P encontrado nas plantas. 

 Em relação ao experimento que testou as doses de P, observou-se diferenças entre os 

porta-enxertos na dose adequada de P, em que o c. ‘Swingle’ apresentou uma maior atividade da 

fosfatase ácida, nos tratamentos controle e com fungo micorrízico, sem, entretanto, haver 

alteração no teor de P nessas plantas. Isso evidencia que as doses de P não interferiram na 

atividade da enzima. FERNANDES et al. (2000) observaram um aumento da atividade da 

fosfatase com aumento da dose de P em alguns tratamentos. Os autores afirmaram que a 

concentração de fósforo não estava alta o suficiente para inibir a atividade da fosfatase ácida. 

Dessa forma, uma explicação é que no presente trabalho, a concentração de fósforo nas plantas 

tratadas com os microrganismos não estava baixa suficiente para prejudicar os processos 

metabólicos normais da planta. 

 

4.4.5 Colonização micorrízica 
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Tanto no experimento com doses de N quanto com doses de P, a colonização 

micorrízica não diferiu significativamente entre os tratamentos avaliados e não foi observado 

efeito de interação (Tabelas 22 e 23). 

  

Tabela 22. Colonização micorrízica das raízes dos portas-enxertos tangerina ‘Sunki’ 
(t.‘Sunki’) e citrumelo ‘Swingle’ (c.‘Swingle’) irrigados com doses baixa (40 mg L-1) e 
adequada (200 mg L-1) de nitrogênio (N).  
 

Tratamentos Colonização micorrízica 
(%) 

t. ‘Sunki’ 10,5 a* 
c. ‘Swingle’ 10,5 a 

 
porta-enxertos 

 
FMA 8,2 a 
FMA + bactérias 12,7 a 

 
microrganismos 

 
baixa 10,5 a 
adequada 10,5 a 

 
doses de N 

 
                     *As médias seguidas pelas mesmas letras não diferem significativamente pelo teste 
                           Tukey a 5%, entre os tratamentos microbianos ou entre porta-enxertos ou entre 
                           as doses de N. 
 
 
Tabela 23. Colonização Micorrízica das raízes dos portas-enxertos tangerina ‘Sunki’ 
(t.‘Sunki’) e citrumelo ‘Swingle’ (c.‘Swingle’) irrigados com doses baixa (0,8 mg L-1) e 
adequada (15,5 mg L-1) de fósforo (P). 
 

Colonização micorrízica Tratamentos 
(%) 

t. ‘Sunki’ 16,5 a 
c. ‘Swingle’ 19,5 a 

porta-enxertos 

 
FMA 16,2 a 
FMA + bactérias 19,7 a 

microrganismos 

 
baixa 17,2 a 
adequada 18,7 a 

doses de P 

 
                    *As médias seguidas pelas mesmas letras não diferem significativamente pelo teste  
                          Tukey a 5%, entre os tratamentos microbianos ou entre porta-enxertos ou entre as  
                          doses de P. 

 

De um modo geral, as plantas cítricas podem se beneficiar da associação micorrízica 

na absorção de nutrientes, pelo fato de possuírem poucos pêlos absorventes (FONSECA et al., 

1994). O fator que mais afeta a micorriza arbuscular é a disponibilidade do P no solo 

(CARDOSO et al., 1986; SIQUEIRA & COLOZZI-FILHO, 1986; MELLONI & CARDOSO 
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(1999), observando-se redução no crescimento de plantas micorrizadas em condições de alta 

disponibilidade de P. 

O P foi o nutriente limitante no experimento que testou as doses de P, porém não foi 

observado diferenças significativas entre os tratamentos com e sem inoculação de FMA, tanto 

em relação ao crescimento da planta quanto à colonização micorrízica. Diferente de outros 

autores, como MELLONI et al. (2000), que estudando a relação FMA e doses de P em porta-

enxerto limoeiro-cravo concluiu que este porta-enxerto apresentou alta dependência 

micorrízica na absorção de nutrientes quando inoculado o fungo micorrízico G. intraradices, 

com valores de colonização radicular inversamente proporcional às doses de P adicionados ao 

substrato.  

Provavelmente, o substrato orgânico empregado já tinha uma concentração de P 

relativamente adequada e a adição de mais P interferiu no estabelecimento da associação e 

mesmo no desempenho da simbiose, já que a inoculação do FMA não promoveu o 

crescimento esperado dos porta-enxertos de citros, sem, entretanto, haver efeito parasítico do 

fungo. Além disso, o efeito positivo da interação bactéria endofítica – FMA também não foi 

constatado devido, provavelmente, à disponibilidade de P no substrato, que inibiu um melhor 

desempenho do fungo micorrízico.  

 

5 CONCLUSÕES 
 
• Isolados de bactérias endofíticas promoveram crescimento dos porta-enxertos tangerina 

‘Sunki’ e citrumelo ‘Swingle’. 

• Os isolados bacterianos apresentaram mais de um mecanismo de promoção de crescimento 

de plantas.  

• Bactérias endofíticas e fungos micorrízicos arbusculares não apresentaram um efeito 

sinérgico no crescimento das plantas cítricas nas condições deste estudo.  
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7 ANEXO 
 

 
Anexo 1.  Caracterização fenotípica dos isolados bacterianos em meio de cultivo batata     
dextrose ágar. 
 

Isolados Caracterização fenotípica das colônias 
 

 diâmetro 
médio 
(mm) 

produção de 
goma 

coloração consistência forma e 
elevação 

margem 

IAC-BCleo01 
 
 

1 pouco 
gomosa 

branca consistente circular 
elevada 

inteira 

IAC-BCleo02 1 muito 
gomosa 

 

creme mole irregular 
elevada 

inteira 

IAC-BCleo03 0,5 pouco 
gomosa 

 

branca consistente circular 
elevada 

inteira 

IAC-BCleo04 0,5 pouco 
gomosa 

 

creme claro consistente circular 
elevada 

inteira 

IAC-BCleo05 1 muito 
gomosa 

 

creme mole circular 
elevada 

inteira 

IAC-BSw06 3 muito 
gomosa 

 

creme consistente circular 
elevada 

inteira 

IAC-BSw07 1 muito 
gomosa 

 

laranja consistente circular 
elevada 

inteira 

IAC-BSW08 0,3 pouco 
gomosa 

 

amarelo mole irregular 
elevada 

irregular 

IAC-BCR09 
 
 

0,3 gomosa 
 

branca mole circular 
elevada 

inteira 

IAC-BCR10 0,2 pouco 
gomosa 

 

creme claro mole irregular 
elevada 

inteira 

IAC-BCR11 0,3 muito 
gomosa 

 

creme mole circular 
elevada 

inteira 

IAC-BCR12 1,5 pouco 
gomosa 

 

branca mole circular 
elevada 

inteira 

 
Continua... 
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Anexo 1. Continuação... 
 

Isolados Caracterização fenotípica das colônias 
 

 diâmetro 
médio 
(mm) 

produção 
de goma 

 
coloração 

 
consistência 

forma e 
elevação 

 
margem 

IAC-BSk14 3 gomosa branca com 
centro 

mais escuro 
 

mole circular 
elevada 

inteira 

IAC-BSk15 
 
 

0,5 pouco 
gomosa 

branca mole circular 
elevada 

inteira 

IAC-BSk16 3 muito 
gomosa 

 

branca consistente circular 
elevada 

inteira 

IAC-BSw17 
 
 

3 muito 
gomosa 

creme consistente circular 
elevada 

inteira 

IAC-BSk18 
 
 

0,4 pouco 
gomosa 

branca consistente circular 
elevada 

inteira 

IAC-BCR19 2 muito 
gomosa 

branca com 
centro 

mais escuro 
 

mole circular 
elevada 

inteira 

IAC-GSk20 2,5 gomosa creme com 
centro 

mais escuro 
 

mole irregular 
elevada 

inteira 

IAC-GSk21 2 gomosa creme com 
centro mais 

escuro 
 

mole irregular 
plana 

inteira 

IAC-GSw23 3 gomosa creme com 
centro 

mais escuro 
 

mole irregular 
plana 

inteira 

IAC-GCR24 
 
 

1 gomosa creme consistente circular 
elevada 

inteira 

IAC-GCR25 3 muito 
gomosa 

creme com 
centro 

mais escuro 

mole circular 
elevada 

inteira 

 
 

Continua... 
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Anexo 1. Continuação... 
 

Isolados Caracterização fenotípica das colônias 
 

 diâmetro 
médio (mm) 

produção 
de goma 

 
coloração 

 
consistência 

forma e 
elevação 

 
margem 

IAC-HCR26 1,5 gomosa creme com 
centro 
branco 

 

mole irregular 
elevada 

inteira 

IAC-HCR27 
 
 

1 gomosa creme mole circular 
elevada 

inteira 

IAC- HCR28 
 
 

1,5 pouco 
gomosa 

laranja mole irregular 
plana 

irregular 

IAC-HCR29 3 muito 
gomosa 

creme com 
centro 

mais escuro 
 

mole irregular 
plana 

inteira 

IAC-HSk30 
 

3,5 muito 
gomosa 

 

creme mole irregular 
plana 

inteira 

IAC-HSw32 
 

1 muito 
gomosa 

 

creme consistente irregular 
elevada 

inteira 

IAC-HCR33 
 

1,5 muito 
gomosa 

 

creme mole irregular 
plana 

irregular 

IAC-HSk34 1 muito 
gomosa 

creme com 
centro 

mais escuro 
 

mole irregular 
plana 

irregular 

IAC-HSk35 
 

1,5 muito 
gomosa 

 

creme consistente irregular 
elevada 

inteira 
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Anexo 2. Re-isolamento de bactérias endofíticas da raiz de três porta-enxertos do tratamento 
controle e de três porta-enxertos do tratamento com inoculação de bactérias.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                     
                       Resultados seguidos pelas mesmas letras não diferem significativamente pelo teste Duncan a 5%.                        
                     ** meio de cultivo semi-específico para o gênero Burkholderia 
                     *** meio de cultivo semi-específico para o gênero Glucanacetobacter 
                     **** meio de cultivo semi-específico para o gênero Herbaspirillum 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Tratamento Porta-enxerto NMP 
 (número mais provável) 

  JMV** LGI-P*** JNF-b**** 
controle t. ‘Sunki’ 0,03.105 i* 0,07.105 g 0,04.105 h 
controle c. ‘Swingle’ 0,015.105 j 0,09.105 f 0,09.105 f 
controle t. ‘Cleopatra’ 0,03.105 i 0,04.105  h 0,04.105 h 

IAC-BTc03 t. ‘Sunki’ 2,5.105 b 2,0.105 c 0,95.105 d 
IAC-BCs17 t. ‘Cleopatra’ 0,95.105 d 0,25.105 e 0,95.105 d 

IAC-HTsu35 c. ‘Swingle’ 4,5.105 a 0,95.105 d 2,5.105 b 


