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BAKKE3; IVONETE ALVES BAKKE4 

 
 
RESUMO - Bactérias diazotróficas não simbioticas (BDNS) desempenham papel relevante para a economia de 
fertilzantes nitrogenados em forrageiras e conservação ambiental. Com o objetivo de avaliar a ocorrência de 
bactérias diazotróficas nativas associadas a forrageiras em duas épocas distintas e  identificar isolados com po-
tencial para fixar N2 em região semiárida. Foi conduzido no Laboratório de Solo do Centro de Saúde e Tecno-
logia Rural da Universidade Federal de Campina Grande, Campus de Patos, Paraíba. Foram utilizadas amostras 
de raízes de três gramíneas forrageiras: capim Andropogon (Andropogon gayanus Kunth), capim Tanzânia 
(Panicum maximum Jacq.cv. Tanzânia) capim Buffel (Cenchrus ciliari L.) em cultivo a campo. As bactérias 
foram isoladas, em meios de enriquecimento semi-sólido NFb sem nitrogênio, específico para Azospirillum 
spp. As populações de bactérias foram quantificadas, caracterizadas fenotípicamente e purificadas. A partir de 
isolados caracterizados avaliaram-se seus potenciais para fixação do N2 pela atividade da enzima nitrogenase in 

vitro. Os resultados mostraram bactérias diazotróficas crescendo nas três forrageiras avaliadas. A ocorrência 
das bactérias é influenciada pelo genótipo da planta e pelas estações do ano. Observou-se maior diversidade de 
BDNS do gênero Azospirillum associadas às raízes das forrageiras no período mais seco do ano. As bactérias 
isoladas apresentam potencial de utilização em novos estudos, visando à caracterização genética e avaliação do 
potencial de inóculo dos isolados para fixação biológica do nitrogenio (FBN) em forrageiras em áreas da região 
semiárida.  
 
Palavras-chave: Bactérias associativas. BDNS. Atividade da nitrogenase. Fixação biologica do nitrogênio. 
 
 
OCORRENCE AND ATIVITY DIAZOTROPHIC BACTERIA NOT SIMBIOTIC IN GRASSES FOR-

AGE CULTIVAED IN THE SEMIARID IN BRAZIL 
 

ABSTRACT - Diazotrophic bacteria play  important role on economy nitrogen fertilizer in forage glasses and 
environmental sustainability. With the objective of evaluate the occurrence of diazotrophic bacteria associated 
associated with native forage at two different times and identify isolates with potential for fixing N2 in the 
semiarid region. Was conducted in the Soil Laboratory of the Centro de Saúde e Tecnologia Rural in Federal 
University of Campina Grande, Campus de Patos, Paraíba. A study was carried out at the Soil Laboratory of 
the Centro de Saúde e Tecnologia Rural of the  Federal University of Campina Grande, in Patos, Paraíba. The 
objective this study was to verify in the native diazotrophic endophytic bacteria associated with forage glasses 
and to identify isolates in NBF hability, during the rainy and dry seasons in semiarid region. Root samples of 
three forage grasses [Andropogon gayanus Kunth (Andropogon), Panicum maximum Jacq. cv. Tanzania 
(Tanzânia) and Cenchrus ciliaris L. (Buffel)] cultivated in the field experiment was utilized. The bacteria were 
isolated in NFb culture media free-N specific for Azospirillum spp., the isolates was quantified, phenotypically 
characterized, purified. From caracterized after, was evaluated for their nitrogenase activity in vitro. The resul-
tas show diazotrophics bacteria growth in the three forage grasses tested. The ocorrency diazotrophics bacteria 
be influencied by genotipic plant and seasonal variation. A more density of NSDB of the genus Azospirillum 

associated in the root grasses were obtained in dry season. The NSDB isolates, show a high potencial for new 
studies on the genetic caracteristcs and avaliation the inoculo potential to (BNF) associated on grasses in semi-
arid region.  
 
Keywords: Associativy bacteria. NSDB. Nitrogenase activity. Biological nitrogen fixation. 
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INTRODUÇÃO 
 

O nitrogênio (N) é considerado o nutriente 
mais importante para o crescimento de plantas. Na 
natureza este elemento é encontrado na forma de N2, 
que é inacessível  aos vegetais. Sendo, para tal, ne-
cessário sua transformação.  

Apenas uma pequena parcela de microrganis-
mos procariotos possuem a enzzima nitrogenase que 
é capaz de reduzir o N2 para a forma inorgânica 
combinada NH4, tornando-os acessiveis as plantas 
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Os organismos 
com essse conteudo enzimático são denominados 
diazotroficos. Sendo o processo de incorporação de 
N à biomassa chamado fixação biológica de nitrogê-
nio (FBN). 

A simbiose rizóbio-leguminosa situa-se entre 
os sistemas biológicos mais especializados e eficien-
tes. São capazes de suprir 94% do N requerido pela 
cultura da soja (HUNGRIA et al., 2006). Por ser 
estratégica para a economia nacional, desperta gran-
de interesse dos pesquisadores no Brasil. Por outro 
lado, atualmente, vem aumentando a espectativa na 
maximização do uso  da FBN, para outras culturas, 
como gramíneas e cereais, que são culturas de gran-
de importância sócio-econômica (SALA et al., 
2005), especialmente nas regiões mais pobres do 
Mundo. 

As associações entre bactérias diazotróficas 
em não leguminosas são geralmente donominadas de 
simbiose associativa ou fixação de N2 associativa 
(BALDANI et al., 1992). 

Então as bactérias diazotróficas não simbioti-
cas (BDNS), assim denominadas por Kennedy et al. 
(2004) as mais estudadas são as pertencentes aos 
gêneros Azospirillum, Herbaspirillum e Burkloderia 
que já foram isolados em plantas de arroz 
(RODRIGUES et al., 2006), milho (PERIN et al., 
2006), cana-de- açúcar (REIS JUNIOR et al., 2004). 
Outros estudos consideram bactérias do genero A-

zospirillum com diazotródica facultativas, capazes 
de colonizar plantas não leguminosas interna e exter-
namente (BALDANI et al., 1997). Essas bactérias 
desempenham importante papel na nutrição das gra-
míneas e são as principais responsáveis pela fixação 
biológica do N2 em gramíneas forrageiras (REIS 
JUNIOR et al., 2004). 

As BDNS desempenham papel importante na 
sustentabilidade dos ecossistemas, pois são capazes 
de incorporar N2 por meio da FBN, podendo ainda 
produzir substâncias reguladoras do crescimento 
vegetal (DOBBLAERE et al., 2003), como auxinas, 
giberilinas e citocinicas que contribuem para a me-
lhoria nutricional e utilização de água pela planta 
(BAZZICALUPO; OKUM, 2000; KUSS et al., 
2007). 

A ocorrência e a atividade de bactérias diazo-
tróficas no solo e na planta podem ser  fortemente 
influenciadas por estresses físicos (baixa umidade e 
alta temperatura) (BRASIL et al., 2005), químicos 

(acidez e baixos teores de nutrientes) e biológicos 
(bactéria, espécie vegetal não hospedeira) (HAN; 
NEW, 1998; BALDANI et al., 1999; REIS JUNIOR 
et al., 2000; REIS JUNIOR, 2000). 

O Município de Patos na Paraíba, caracteriza-
da pelo clima semi-árido apresenta vocação pecuá-
ria. Tem grande parte de suas terras mais nobres 
cultivadas com bancos de gramíneas africanas. Des-
tacam-se nessa região o cultivo dos capins Andropo-
gom, Tanzânia e Buffel, por serem mais rústicos e 
produtivos do que os nativos (MOREIRA et al., 
2006). Caracteriza-se também, por ser um ecossiste-
ma com baixo indice pluviometrico geralmente po-
bre em N e C. O estudo das BDNS nativas nessas 
condições é importante para a melhoria da incorpo-
ração do N ao solo e melhor aproveitamento de água 
pela planta. Essas informações, serão uma ótima 
ferramenta para melhoria do manejo destas pasta-
gens, com benefícios econômicos e ambientais para 
as populações nessa região. 

Este trabalho teve o objetivo de avaliar a o-
corrência de bactérias diazotróficas nativas associa-
das a forrageiras em duas épocas distintas e  identifi-
car isolados com potencial para fixar N2 em região 
semiárida. 
 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
O estudo foi conduzido no Centro de Saúde e Tecno-
logia Rural na Universidade Federal de Campina 
Grande - UFCG, situado na microregião de Patos no 
semi-árido paraibano, com coordenadas geográficas 
07° 04’ 32” S e 37° 16’ 26” W e altitude 282 m.  O 
solo da área é predominantemente Luvissolo Crômi-
co Órtico típico (EMBRAPA, 1999). Os dados plu-
viosidade e temperatura durante o período de estudo 
estão apresentados na figura 1.  

Foram utilizadas três espécies de plantas for-
rageiras da família Poaceae, também conhecidas 
como gramíneas. Foram selecionadas: o capim An-
dropogon (Andropogon gayanus Kunth), o capim 
Tanzânia (Panicum maximum Jacq.cv. tanzânia) e o 
capim Buffel (Cenchrus ciliaris L.), cultivadas na 
região semiárida sem adubação. 

As amostras de raízes de três espécies forra-
geiras, esabelecidas a campo experimental, foram 
coletadas aleatóriamente, em dois períodos distintos 
do ano e em triplicata. As coletas foram feitas nas 
estações normalmente peculiares da região semi-
árida: epóca das chuvas (março) e da seca (agosto) 
no ano de 2008. 

Imediatemente após a coleta e acondiciona-
mento em sacos plásticos as amostras de raízes das 
três forrageiras foram encaminhadas e análisdas no 
Laboratório de Solos da Unidade Acadêmica de En-
genharia Florestal da UFCG, Campus de Patos (PB). 
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Para avaliação da população de BDNS foram 
utilizadas subamostras retiradas das amostras de raí-
zes de cada espécie de forrageira. Parte das raízes foi 
lavada com água destilada (RL) e outra parte foi de-
sinfestada superficialmente (RDS) com solução de 
hipoclorito de sódio (2%) por cinco minutos, para 
quantificação das populações na superficie e no inte-
rior da raiz, respectivamente.  

O método utilizado para contagem dessas 
bactérias foi o Número Mais Provável (NMP), con-
forme descrito por Döbereiner et al., (1995). Para 
cada repetição  foram utilizadas 10 g de  raizes fres-
cas cortadas em fagmentos de cerca de 2,0 cm e ma-
ceradas.  Juntaram-se 90 mL de solução salina (sais 
do meio NFb) esterilizada contido em erlenmyer de 
250 mL (10g de raiz fresca: 90 mL de solução sali-
na), e diluídas seriadamente em tubos de ensaio com 
9 mL de solução salina, homogenizadas em vortex.  

Para o isolamento das BDNS realizou-se a 
inoculação de 1,0 mL de cada diluição em recipien-
tes de vidro com capadidade de 12 mL com 5 mL de 

meio de cultura NFb semi-sólido, recomendado para 
isolamento e contagem de Azospirillum spp. com a 
seguinte composição por litro: 5,0 g - Ácido málico; 
0,5 g - K2HPO4; 0,2 g - MgSO4.7H2O; 0,1 g – NaCl; 
0,02 g - CaCl2.2H2O; 2 ml de solução de micronutri-
entes (0,04g CuSO4.5H2O; 1,2 g ZnSO4.7H2O; 1,4 g 
H3BO3; 1,0 g NaMoO4.2H2O; 1,175 g MnSO4.H2O); 
2 ml de azul de bromotimol (solução 0,5% em KOH 
0,2 N); 4 ml de Fe EDTA (solução 1,64%); 1,0 mL 
solução de vitamina (100 mg de biotina; 200 mg 
piridoxol-HCl). Em seguida, ajustou-se o pH para 
6,5 com KOH e adicionou-se 1,8 g de Agar. 

Utilizaram-se três frascos por diluição, con-
tendo 5,0 mL de meio de cultivo. Estes, após repica-
gem, foram mantidos sob incubação em estufa bacte-
riológica (28-30 ºC) por cinco dias. Após este perio-
do, foi feita a contagem das bactérias nas amostras, 
baseando-se na presença (+) e ausência (-) de pelícu-
la em forma de véu próximo a superficie do meio de 
cultura, características da presença ou não de cresci-
mento bacteriano. 

A tabela de McCrady (DÖBEREINER et al., 
1995) foi usada para determinar, pelo método esta-
tístico do NMP, a população de bactérias diazotrófi-
cas (por gramas de raiz fresca) presentes nas amos-
tras. 

A seleção das BDNS e a avaliação da diversi-
dade fenotípica foram realizados após a contagem, 
utilizando-se os frascos com películas das maiores 
diluíções seriadas. Os isolados foram então, repica-
dos para novos meios semi-sólidos específico (NFb) 
com ajuda de alça de platina e incubadas por 72 ho-
ras em estufa bacteriológica (28 – 30 ºC). As forma-
ção de novas películas foram riscadas em placa de 
Petri com meio NFb de consistência sólida (15 g L-1 
de agar e extrato de levedura). 

Para purificação final das culturas de BDNS 
foi utilizado o meio de cultura batata 
(DÖBEREINER et. al., 1995), segundo metodologia 
utilizada por Melloni et al., (2004). Nesta etapa, as 
características morfológicas fenótipicas culturais das 
colônias e agrupados segundo os valores descritos 
por Melloni et al. (2004), modificado (Tabela 1). Os 
isolados que apresentaram caracteristicas fenotipicas 
idênticas foram separados em grupos fenotípicos 
culturais. 

Em função do número de grupos fenotípicos 
de similaridade morfológicas obtidos, pôde-se calcu-
lar o índice de diversidade de Shannon e Weaver, 
que relaciona a riqueza e uniformidade de espécies 
(ODUM, 1983), nas diferentes épocas de coleta. 
Para comparação, tomou-se como referência as ca-
racterísticas fenotípicas obtidas por Silva e Melloni, 
(2011), para as estirpes-tipo Azospirillum lipoferum 
(BR11080), A. brasiliense (BR11001), A. amazonen-

se (BR11040), Herbaspirillum seropedicae 
(BR11175) e Burkoholderia brasiliensis (BR11340)  

Figura 1. Distribuição de chuvas e temperaturas durante o 
período experimental. (Fonte: INMET/UFCG, 2008) 
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Para o teste da capacidade de fixação de N2 in 

vitro foram utilizados 25 isolados com crescimento 
mais vigoroso através do método da redução do ace-
tileno (C2H2) a etileno (C2H4) (HARDY et al., 1973). 
Os isolados bacterianos foram repicados para o meio 
NFb semi-sólido em recipiente de vidro com capaci-
dade de 12 mL com 5 mL de meio. Após o cresci-
mento bacteriano caracterizado pela formação do 
véu, os vidros foram hermeticamente fechados com 
tampas de borracha. Em seguida, com auxílio de 
uma seringa, retirou-se 10% do volume de ar restan-
te, injetando-se o mesmo volume de C2H2, incuban-
do-se por 24 horas em estufa bacteriológica. 

Ao término desse período, amostras de 5 mL 
do gás do interior dos frascos foram colocadas em 
“Vacuteiner” e remetidos para análise em cromató-
grafo de fase gasosa no Departamento de Química 
da Universidade Federal de Pernambuco.  

Os resultados foram submetidos à análise da 
variância de acordo com o delineamento inteiramen-
te casualizado e a comparação das médias foi feita 
pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabi-
lidade, utilizando o programa estatístico Assistat, 
versão 7,5 beta (SILVA; AZEVEDO, 2002).  

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Na coleta realizada em março/2008 na super-
ficie das raizes (SR) do capim Buffel registraram-se 
as maiores densidades de BDNS em relação as de-
mais forrageiras no periodo chuvoso. Já para o capim 
tanzânia registraram-se maiores densidades  do que 
as demais no período seco. Por outro lado, a popula-
ção de bactérias endofíticas obtidas no interior das 
raízes (RDS)  no período das chuvoso, apresentou-
se, no adropogom  cerca de 400 vezes maior que no  
Buffel e este 10 vezes maior que em Tanzânia 
(Tabela 2). 

Notou-se que, para a coleta nas RDS no perí-
odo seco a população de BDNS foi nula, sem a for-
mação do véu característico do crescimento da bacté-
ria. Embora tenha ocorrido mudança de pH no meio 
de cultura. Resultados também observados por Bal-
dani et al., 2000, que sugeriram que estas bactérias 
podem estar em um estado viável, mas não cultivável 
(Tabela 2). 

Tabela 1.Valores abribuídos as características fenotípicas para as épocas seca e chuvosa.  

Características fenotípicas Valores 
Diâmetro ds colônias 1 ( < 1 mm) 

2 (1- 3 mm) 
3 ( > 3 mm) 

Coloração das colônias 1 (creme) 
2 (creme de centro escuro) 
3 (rosa) 
4 (branca) 

Consistência da colônia 1 (consistente/gomosa) 
2 (mole/baixa produção de goma) 
3 (dura/seca) 

 

Tabela 2. Densidade (NMP-número mais provável) de bactérias diazotróficos não simbióticas (BDNS) de raízes lavadas 
(RL) e desinfestadas (RDS) de gramíneas forrageiras coletadas em duas épocas diferentes em Patos - PB. 

 
Forrageiras 

Épocas de coleta 
março 2008  setembro 2008 

RL RDS RL RDS 
 Limites*  Limites*  Limite*  Limite* 

 (NMP x 103) bactérias g-1 de raiz 
Andropogon 0,3 0,066-0,8 45,0 10-210 93,0 23-380 - - 
Tanzânia 2,5 0,66-8,1 0,9 0,2-3,7 >1100,0 - - - 
Buffel 25,0 6,7-86 11,5 3,0-44,0 210,0 61-760 - - 

 *95% de Probabilidade; RL (raízes lavadas); RDS ( raizes desinfestadas); - (dados ausentes)  

A maior densidade de BDNS foi obtida em 
RL no período seco, para todas as gramineas estuda-
das, pode esta relacionado ao estresse provocado no 
solo pelo deficit hidrico, baixa disponibilidade de 
alimento (matéria orgânica) e alta competição mi-
crobiana, em contra ponto à melhores condições de 
proteção e sobrevivência na superfície das raízes das 
gramineas.  

Geralmente, na região sob influência da raiz 
há grande concentração/exudação de nutrientes. Vá-
rios fatores são citados na literatura como indutores 

da migração destes microrganismos à superficie das 
raízes, dentre eles: aderência das bactérias, baixa 
competição com outros organismos, especificidade 
com a gramínea hospedeira, provavelmente devido a 
afinidade entre bactérias endofíticas e espécies de 
plantas hospedeiras são moduladas pela via fitossin-
tética mais eficiente em situações ambientais especí-
ficas (BALDANNI et al., 1999) ou devido à plastici-
dade adaptativa das forrageiras sob às variações sa-
zonais (ALLEM; VALLS (1987). É possível, que em 
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situação de estresse, como a seca, possa ter provoca-
do ocorrência rara ou nula dessa bactéria não simbió-
ticas nas raízes, por carência de fotoassimilados. 
Resultados similares foram observados em zona de 
menor influência das raizes (MELLONI et al., 2004). 

De forma geral, a densidade de BDNS obtidos 
neste estudo apresentaram amplitude entre 103 e 106. 
Estes resultados se asemelham ao observado por 
Reis Junior et al. (2000), em braquiárias cultivadas 
em solos de Goiás e Minas Gerais. Indicando um 
aspecto edafologicamente cosmopolita destes mi-
crorganismos, além de mostrar uma relação direta 
entre as gramíneas e estas bactérias, também obser-
vada em outro estudo (Baldani et al., 1999). Varia-
ções similares, foram observadas em outras gramí-
neas forrageiras como Brachiaria humidicola e B. 

decunbens (REIS JUNIOR, 2002) e B. humidicola, 
capim Mimoso (Axonopus purpusii) e capim Corona 
(Esyonurus muticus) no Pantanal Matogrossense 
(BRASIL et al., 2005), sugerindo afinidade destes 
isolados bacterianos por determinada espécie hospe-
deira. 

O número total de BDNS por gramíneas for-
rageiras em diferentes períodos (chuvoso e seco) e 
formas de coleta nas raízes (lavadas e desinfestadas), 
encontra-se na figura 2.  

O isolamento realizado a partir da maior dilu-
íção confirmou a presença de bactéria diazotróficas 
do gênero Azospirillum spp. associadas às três forra-
geiras na região em estudo. Foram obtidos isolados 
dessas bactérias em todas as forrageiras nos períodos 
chuvoso e seco nas RL, mas não foram obtidos isola-
dos no seco em RDS, conforme já mencionado.   

Do total de isolados obtidos (72) nas forragei-
ras avaliadas, o maior percentual foi obtido em RL 
(72,28%) contra 27,72% em RDS, sendo 30,56% 
originários de Adropogon, 22,27% de Tanzânia e 
19,45% de Buffel (Figura 2). 

Os 50 isolados de bactérias obtidos nas forra-
geiras no ambiente semiárido, diferenciaram-se em 
oito grupos de acordo com as similaridades de carac-

terísticas culturais das bactérias isoladas (diâmetro 
médio, cor e consitência da colônia) (Tabela 3). Sen-
do, três isolados no grupo I, três no grupo II, um no 
grupo III, dois no grupo IV, quatro no grupo V, onze 
no grupo VI, vinte e cinco no grupo VII e um no 
grupo VIII. Estes resultados mostram pequena diver-
sidade fenotípica quando comparados com os obtidos 
por Melloni et al. (2004), que observaram 36 grupos 
(fenótipos) de isolados bacterianos em outras espé-
cies de gramíneas, em campo e serra em áreas de 
mineração em recuperação no sudeste brasileiro. Isto 
sugere, uma pretensa estabilidade biológica dessas 
bactérias nas raízes neste ambiente ou devido a dife-
rença entre as metodologia.  

O indice de diversidade de Shanon-Weaver 
(H'), em relação as épocas de coleta das raizes, foi 
maior em agosto (0,67) do que em março-2008 
(0,51), ratifica os resultados observado neste traba-
lho (Tabela 3). O que indica haver maior diversida-
de populacional de BDNS do gênero Azospirillum 
em  raízes das forrageiras, no periodo mais seco do 
ano. Premissa, que possívemente deve ser confir-
mada através de métodos moleculares. 

Figura 2. Frequência relativa (Fr) do número de isolados 
de bactérias diazotróficas não simbioticas em amostras de 
raízes de Andropogon, Tanzânia e Buffel por época de 
amostragem. 

Tabela 3. Descrição dos grupos fenótipos culturais de isolados de bactérias do gênero Azospirillum obtidas em raízes fres-
cas das forrageiras em diferentes épocas de coleta. 

 
Fenótipo  

 
Descrição(1) 

 
Épocas de coleta 

cultural  Março-2008 Agosto-2008 
  Nº de identificação de Isolados de BDNS (Prefixo UFCG) 

I 2 – 1 – 1  27,29,50 
II 2 – 1 – 2 15 40,41 
III 2 – 2 – 2  21 
IV 2 – 1 – 3 20 22 
V 2 – 2 – 1 18 43,45,48 
VI 2 – 4 – 1 4,6,7,13,14,16,17,19 30,32,34 
VII 2 – 4 – 2 1,2,3,5,8,9,10,11,12 23,24,26,28,31,33,35,36,37 

38,39,41,42,44,46,47 
VIII 2 – 4 – 3  25 

 

  (1)Descrição: 1º valor (diâmetro médio da colônia): 1 = < 1 mm, 2 = 1-3 mm, 3= > 3 mm. 2º valor (cor das colônia): 1 = creme, 2 = cre-
me de centro escuro, 3 = rosa, 4 = branco. 3º valor (consitência da colônia): 1 = mole, 2 = média, 3 = dura/quebradiça. 
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 Bactérias isoladas de mesma forrageira 
distribuíram-se em grupos de similaridades diferen-
tes. Sendo, a maioria dos isolados de Andropogon, 
Tanzânia e Buffel distribuída principalmente nos 
grupos VI e VII, embora tenham sido observados 
isolados originários de vários grupos de similaridade 
como no Adropogon (seis grupos) e no Buffel (cinco 
grupos) (Figura 3). 

Tais resultados podem estar relacionados com 
a composição química dos exudados liberados pela 
planta. Isto sugere preferência de alguns isolados por 
determinadas espécies de plantas, muito embora ain-
da não tenha sido demonstrada especificidade hospe-
deira típica entre as especies de Azospirillum spp. e a 
planta hospedeira (BASHAN; HOLGUIN, 1997). 
Grayston et al., (1998) observaram que a variedade 
de compostos orgânicos liberados pela planta influ-
ência a diversidade de microganisos presentes na sua 
rizosfera. 

Todo os isolados de BDNS selecionados pelo 
crescimento mais característicos e vigorosos (in vi-

tro), coincidentemente os obtidos na época mais seca 
(agosto/2008), apresentaram atividade enzimática. 
Observaram-se grande amplitude da atividade quan-
do comparados os isolados obtidos entre as diferentes 
forrageiras 26 a 256 nmoles C2H4 h

-1. 
Do total de isolados avaliados, 68% apresen-

taram atividade enzimatíca acina de 190 nmoles h-1, 
28% entre 110 e 160 e apenas 4% abaixo de 50 nmo-
les h-1 (Figura 4). 

Do total de isolados avaliados, 68% apresen-
taram atividade enzimatíca acina de 190 nmoles h-1, 
28% entre 110 e 160 e apenas 4% menores de 50 
nmoles h-1. 

Dessa forma, os resultados concordam com o 
obtidos por Han e New, (1998) que tambem avalia-
ram a habilidade em fixar N2 de Azospirillum em 
cultura pura. Segundo estes autores estes isolados 
apresentavam alta atividade da nitrogenase (110 
nmoles C2H4 mg proteína-1) in vitro. O que tornam os 
isolados obtidos neste estudo promissores, para uso 

em programa que visem uma produção sustentável e 
a economia no uso de fertilizantes nirogenados. 

Observou-se ainda, que os maiores valores da 
atividade da nitrogenase oscilaram entre 192 e 256 
nmoles de C2H4 h

-1) e  foram obtidos do capim Adro-
pogon, sendo as mais altas atividades observadas nos 
isolados UFCG 22, 25, 26, 27 e 29. E no campim 
Tanzânia  se destacaram os isolados UFCG 31, 
32,33, 34, 36, 37 e 38, cujas atividades não diferiram 
entre si. 

Já os isolados obtidos do capim Buffel apre-
sentaram maior variação nos valores da atividade da 
nitrogenase do que as outras duas forrageiras. Assim 
sendo, UFCG 42, 45, 49 e 50 apresentaram valores 
de atividade significativamente iguais aos melhores 
valores observados no Andropogom e no Tanzânia e 
diferiram dos isolados UFCG 40, 41, 43, 44, 47 e 48 
obtidos neste campim. Esta grande variação observa-
da da atividade da nitrogenase observada para o ca-
pim Buffel também foram observadas por Han e 
New, (1998), em raízes coletadas de trigo em condi-
ções naturais. Parece provável que estas variações 
também sejam moduladas, por fatores ligados ao 
hospedeiro e microsimbionte, como ocorre com a 
associações simbioticas.   
 
 
CONCLUSÕES 
 

As maiores densidades de bactérias do gênero 
Azospirilum na região semiárida foram obtidas em 
raízes na época seca do ano; 

Os isolados de bactérias diazotroficas não 
simbioticas gênero Azospirilum obtidos nas raizes 
das forrageiras apresentaram alto potencial para fixa-
ção biológica do nitrogênio; 
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