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Sinopse: 

A utilização da simbiose leguminosa-rizóbia é uma alternativa para o desenvolvimento de uma agricultura 

sustentável e de baixos insumos logo, faz-se necessário, desenvolver pesquisas para selecionar estirpes de 

rizóbios mais eficientes quanto às diversas características favoráveis para sua utilização pelas plantas. Então, 

foram avaliadas diversas estirpes de rizóbios em laboratório, quanto a tolerância à acidez e Al tóxico, a 

capacidade de solubilização de fosfato de cálcio (P-Ca) e alumínio (P-Al) e a produção de acido indol-acético 

(AIA).  
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OBTENÇÃO DE ISOLADOS DE RIZÓBIOS COM CARACTERÍSTICAS 

AGRONÔMICAS DESEJÁVEIS PROVENIENTES DE SOLOS DA 

REGIÃO DO AMAZONAS 
 

 

RESUMO 

 

 

A maioria dos solos da Amazônia é ácida e com baixa concentração de nitrogênio e 

fósforo. A utilização da simbiose leguminosa-rizóbia é uma alternativa para o 

desenvolvimento de uma agricultura sustentável e de baixos insumos. Pesquisas têm mostrado 

que alguns isolados de rizóbio, além de fixarem o N atmosférico, podem ainda solubilizar 

fosfatos pouco solúveis existentes no solo, disponibilizando mais P para as plantas, faz-se 

necessário, desenvolver pesquisas para selecionar estirpes de rizóbios mais eficientes quanto 

às diversas características favoráveis para sua utilização pelas plantas. Este trabalho teve 

como objetivos, avaliar em laboratório, a tolerância à acidez e Al tóxico, a capacidade de 

solubilização de fosfato de cálcio (P-Ca) e alumínio (P-Al) e a produção de acido indol-

acético (AIA). Para o teste de acidez e alumínio tóxico, entre os 100 isolados testados 91 e 82 

apresentaram tolerância com crescimento acima de 3,06 aos 15 dias nos tratamento com pH 

6,5 e pH 4,5 + Al, respectivamente. O fator mais limitante para o crescimento dos isolados foi 

a acidez e o alumínio. Já para solubilização de fosfatos, dos 71 isolados, onde 46 

solubilizaram P-Ca e 25 solubilizaram P-Al, sendo que 19 isolados solubilizaram tanto P–Ca 

quanto P–Al. Dentre os que solubilizaram fosfato de cálcio, 46 se comportaram como 

precoces e somente 1 como tardio já nos solubilizadores de alumínio, 24 se comportaram 

como precoces e 1 como tardio, os outros não se mostraram solubilizadores. Para a produção 

de AIA, 38 dos 71 isolados induziram taxas de crescimento radicular das plantas de pepino 

maiores do que nas plantas não inoculadas com os mesmos. Dentre os isolados avaliados, o 

que obteve melhor resultado foi o INPA R670 no tempo de 24h.  

 

 

 

Palavras-chave: Solos Ácidos. Tolerância à acidez e Al. Solubilização de fosfato. Ácido 

indol-acético. Ecologia microbiana. 

  



 

 

 

 

OBTAINING RHIZOBIAL ISOLATES  WITH AGRONOMICAL 

DESIRABLE FEATURES OF SOILS FROM THE AMAZON REGION 
 

 

ABSTRACT 

 

 

The majority of the Amazonian soils is acid with low concentration of nitrogen and 

phosphorus. The use of leguminosae-rizhobia symbiosis is an alternative for the development 

of a sustainable agriculture of low input. Reaserches have showed that some isolates of 

rhizobia, besides fixing the atmospheric N, can still solubilize phosphate, availabiliting more 

P for the plants, then it is necessary to develop research to select strains of rhizobia more 

efficient in several favorable characteristics for use by plants. This research work had as 

objectives, to  laboratory evaluations about the tolerance to acidity and toxic Al, the capacity 

to solubilize calcium (P-Ca) and aluminum (P-Al) phosphates and the indole-acetic acid 

production (AIA). To test acidity and aluminum toxicity, Among the 100 isolates tested, 91 

and 82 presented tolerance with growth scale above 3,06 at 15th days in the treatment with pH 

6,5 and pH 4,5 + Al, respectively. The most limiting factor the growth of the isolates ones 

was acidity and the aluminum. As for phosphate solubilization of the 71 isolates, where 46 

isolated solubilized P-Ca and 25 solubilized P-Al, and 19 solubilized P-Ca as well as P-Al. 

Among the isolates able to solubilize calcium phosphate, 46 were considered as precocious 

and 1 as delayers and all the isolate evaluated presented capacity to solubilize aluminum 

phosphate, 24 were considered as precocious and 1 as delayers, the other not shown 

solubilizers. For the production of aia, 38 of the 71 isolates induced growth rate of root 

system of cucumber greater than in non-inoculated plants with them. Among the isolates, 

which had the best result was the INPA R670 in time of 24h. 

 

 

Key-Word: Acid Soils, Acidity and Al tolerance, Phosphate solubilization, Indole-acetic 

acid, Microbial ecology. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

A maioria dos solos da região amazônica é ácida, com alta concentração de alumínio e 

de baixa fertilidade, além de serem deficientes em N e P (Nicholaides et al., 1983), dois 

elementos essenciais para as plantas e de difícil aplicação como fertilizantes pelos pequenos 

agricultores (Hara e Oliveira, 2005). 

No entanto, alguns microrganismos do solo, que se associam às raízes das plantas, 

podem torná-las menos dependentes de adubos químicos, permitindo, assim, uma economia 

desses insumos e ao mesmo tempo, uma maior produtividade dos solos (Hara, 2003).  

Portanto, cabem aos profissionais da área dar ao solo o melhor manejo possível, 

permitindo a manutenção da atividade microbiana e, consequentemente, os níveis de 

fertilidade do solo. A utilização de leguminosas na agricultura, por sua característica de 

apresentar simbiose com rizóbio e fungos micorrízicos e grande capacidade de exploração do 

solo, é de fundamental importância tanto para o equilíbrio biológico como para a reciclagem 

de nutrientes (Andreola e Fernandes, 2007). Com isso, há maior equilíbrio nutricional das 

plantas e maior resistência do sistema ao aparecimento de pragas e doenças (Holtz e Sá, 1995; 

Ambrosano et al., 2000). 

A fixação biológica do nitrogênio atmosférico (FBN) é um dos processos microbianos 

mais bem estudados e explorados tecnologicamente relacionados à agricultura e, a inoculação 

de sementes de leguminosas com bactérias diazotróficas é prática comum em vários países 

(Chagas Jr, 2007). No Brasil, a inoculação da soja (Glycine max L. (Meril.)) com estirpes de 

Bradyrhizobium japonicum propicia economia em fertilizantes nitrogenados (Dobereiner, 

1997).  

A inoculação das bactérias do grupo rizóbio, por exemplo, é uma prática com 

reconhecidos benefícios agronômicos em áreas onde a espécie vegetal é cultivada pela 

primeira vez (Hume e Blair, 1992; Brockwell et al., 1998) ou em solos nos quais o número de 

rizóbios é insuficiente para permitir uma nodulação eficiente da planta (Singleton et al., 1992; 

Martins et al., 2003). 

A especificidade simbiótica e a competitividade das populações de rizóbios nativos 

influenciam as respostas da inoculação (Martins et al., 2003; Xavier et al., 2006); além disso, 

a população de rizóbios no solo também depende das condições bióticas e abióticas deste 

ambiente e das espécies de leguminosas silvestres ou cultivadas, tanto em tamanho quanto em 
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variabilidade (Simon et al., 1996; Castro et al., 1999). As leguminosas têm influência 

específica no processo de reconhecimento entre a planta e as bactérias. Através da selecção de 

estirpes eficientes de rizóbios é possível produzir mudas noduladas, com mais rápido 

crescimento e com resistência às condições de campo (Chagas Jr et al., 2012). 

A diversidade, inclusive de leguminosas, encontradas nos vários sistemas de uso da 

terra (capoeiras, pastagem tradicional, sistema agroflorestal, floresta e monocultura), na 

Amazônia, pode abrigar uma grande variabilidade de rizóbios (Pereira, 2000; Hara e Oliveira, 

2005; Lima et al., 2005), adaptados às condições de elevado pHs, acidez e temperaturas, 

predominantes nos solos da região, cujo imenso potencial ainda é pouco conhecido (Chagas 

Jr, 2007). 

O estudo da diversidade das bactérias baseado em características culturais 

(morfológicas e fisiológicas), envolve a avaliação de parâmetros, como o tempo que as 

bactérias levam para formar colônias individuais em meio de cultura, o diâmetro das colônias, 

a forma, a cor, a produção de ácido, alteração do pH do meio de cultura com azul de 

bromotimol (Martins et al., 1997b). Esses métodos fenotípicos de análise de características 

culturais de microrganismos possuem a vantagem de serem rápidos, permitindo uma análise 

prévia da diversidade (Rahmeier, 2009). Além destas, outras características utilizadas é a 

produção de exopolissacarídeos, tolerância à acidez e alumínio tóxico (Mukherjee e Asanuma, 

1998; Oliveira e Magalhães, 1999; Campo e Wood, 2001; Andrade et al., 2002), bem como, 

capacidade de solubilizar fosfatos (Igual et al., 2001; Gynaneshwar et al., 2002; Nahas, 2002; 

Vessey, 2003) e sintetizar ácido indol-acético (Hameed et al., 2004; Kuklinsky-Sobral et al., 

2004). Estas características foram utilizadas com sucesso no estudo da ecologia de rizóbios 

(Martins et al., 1997; Hara e Oliveira, 2004, 2005, Chagas Jr et al., 2009; Chagas Jr et al., 

2010c), permitindo acessar a diversidade de rizóbio presentes em diferentes ecossistemas e 

usos da terra (Jesus et al., 2005; Lima et al., 2005). 

Devido à diversidade de espécies de plantas, microrganismos e condições regionais, 

este tipo de estudo deve ser intensificado, para que se compreendam melhor essas 

associações, permitindo que sejam eficazes e auxiliem na viabilidade ecológica e econômica 

de sistemas agrícolas e agroflorestais implantados na Amazônia (Hara e Oliveira, 2004). Esta 

região apresenta, ainda, um grande potencial para a seleção de estirpes mais eficientes e 

competitivas, visto que, nos poucos estudos realizados até o momento (Hara e Oliveira, 2004, 
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2005; Jesus et al., 2005; Lima et al., 2005), já foi identificado um alto grau de diversidade 

entre as mesmas. 

Sendo assim, o trabalho pretende selecionar isolados de rizóbios de solos amazônicos 

quanto às características agronômicas desejáveis, com a finalidade de contribuir com 

informações científicas capazes de ajudar em um aumento no potencial da fixação biológica 

do nitrogênio atmosférico (FBN) em leguminosas e também no crescimento vegetal para o 

uso nesses solos. 
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2. OBJETIVO 

 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

 

Obter isolados de rizóbios quanto a várias características agronômicas desejáveis. 

 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

 

 Estudar a influência de condições estressantes (teste de tolerância à acidez e Al tóxico) 

no crescimento de isolados em meio de cultura; 

 

 Avaliar a capacidade dos rizóbios em solubilizar fosfatos de cálcio e alumínio; 

 

 Avaliar a produção de hormônio de crescimento por estirpes de rizóbios no sistema 

radicular do pepino. 

 

  



14 
 

 

 

3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

3.1. Características dos solos da região, limitação de uso e alternativas de manejo 

 

 

Na Amazônia predominam duas classes de solo, os Latossolos e os Argissolos, que, 

juntos, representam cerca de 70% da região (Rodrigues, 1996). 

Esses solos são profundos, bem drenados e apresentam, em geral, boas propriedades 

físicas. Do ponto de vista químico, esses solos são fortemente ácidos, com baixa fertilidade 

natural, elevada acidez e alta saturação com alumínio (Cochrane et al., 1985; Alfaia e 

Oliveira, 1997; Oliveira et al., 2003). Em geral, em solos ligeiramente ácidos, o suprimento 

de P, Mg, K, Ca às plantas é freqüentemente marginal ou mesmo deficiente (Goedert et al., 

1997; Keltjens, 1997). Já em solos com toxidez de alumínio e acidez extremamente alta, é o 

alumínio o principal fator dominante que limita o crescimento das plantas (Oliveira, 1994; 

Chagas Jr, 2000). Essas características dificultam o bom desenvolvimento das plantas e, por 

conseqüência, limitam os seus usos na agricultura regional (Cochrane et al., 1985; Alfaia e 

Oliveira, 1997; Oliveira et al., 2003).  

Condições de baixa fertilidade e níveis tóxicos de alumínio afetam marcadamente o 

desenvolvimento das plantas, em especial, a raiz, nodulação e relações hídricas, redução da 

produção/produtividade e certamente a sustentabilidade (Chagas Jr, 2007). 

Convencionalmente, estes estresses são facilmente “neutralizados” pela calagem e adubação 

que atuam diretamente sobre o solo (Buckman e Brady, 1976; Malavolta, 1989; Raij, 1991; 

Tucci, 1991). Segundo esses autores, o suprimento de fertilizantes pode melhorar os efeitos 

adversos ao crescimento, aliviando o impacto negativo da baixa fertilidade sobre as plantas. 

Um segundo meio de prática agrícola para reduzir os efeitos negativos da acidez do solo no 

crescimento de culturas diz respeito à seleção de espécies ou cultivares mais tolerantes 

(Oliveira, 1991a; Keltjens, 1997). Porém, o cultivo nos solos de baixa fertilidade que 

predominam na Amazônia é dificultado por problemas financeiros e tecnológicos para a 

aquisição dos insumos agrícolas (Chagas Jr, 2007). 

Uma alternativa para a eficiência do uso dos solos da região é a utilização de práticas 

com baixos insumos agrícolas, como o uso de microrganismos do solo (Oliveira, 1991b) 

voltado para um melhor aproveitamento dos nutrientes pelas plantas. Existem evidências 

suficientes dos efeitos benéficos dos microrganismos do solo e seus processos na nutrição e 
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crescimento das plantas, podendo os microrganismos serem considerados como 

modificadores da fertilidade do solo, já que a mesma está estreitamente relacionada com a 

matéria orgânica e a biomassa microbiana do solo (Fernandes, 1995; Scholles e Vargas, 

2000). 

No contexto da fertilidade do solo e nutrição vegetal, os microrganismos podem atuar 

como “facilitadores” da nutrição, interferindo na disponibilidade, contribuindo assim, para 

reduzir a necessidade ou maximizar o uso de fertilizantes manufaturados (Siqueira e Moreira, 

1996). Estes efeitos resultam de suas atividades na rizosfera e do estabelecimento de relações 

simbióticas, como a fixação biológica do nitrogênio, que é importante na substituição da 

adubação nitrogenada em diversas partes do mundo (Bothe et al., 1994), bem como na 

Amazônia (Oliveira et al., 1979, 1992).  

A disponibilização de nitrogênio para as culturas pode ocorrer de formas diferenciadas 

de acordo com a espécie vegetal. Este nutriente pode ser absorvido do solo na forma de NH4 
+
 

ou de NO3
-
 ou através do N2 atmosférico pela fixação biológica. Nas leguminosas, por 

exemplo, o N é absorvido na forma de N2 e transformado em NH4 através do processo 

simbiótico com as bactérias (Gerahty et al., 1992; Taiz e Zieger, 2004). 

Dentre as bactérias fixadoras de nitrogênio atmosférico estão as nodulíferas dos 

gêneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium (Hungria 

e Campo, 2005) genericamente designados por rizóbio, que tornam o nitrogênio atmosférico 

disponível para as plantas e para os ecossistemas. Desse modo, grande parte do nitrogênio 

necessário para a nutrição das plantas pode ser obtida através da fixação biológica (Araújo e 

Hungria, 1994; Hungria et al., 1997; Moreira e Siqueira, 2002; Hungria e Campo, 2005). 

Desse modo, pode haver um aumento do potencial produtivo das plantas nestes 

sistemas de produção com baixos insumos, tornando-as bem sucedidas na região, 

demonstrando a importância destes microrganismos (Hara, 2003). Diversas espécies 

amazônicas têm apresentado potencial fixador do nitrogênio (Moreira et al., 1991), mas a 

eficiência da associação dessas espécies com rizóbios deve ser aumentada para que as plantas 

se beneficiem adequadamente dessa simbiose (Chagas Jr, 2007).  
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3.2. Grupo rizóbio 

 

 

As plantas da família Leguminoseae, composta por aproximadamente 19.325 espécies 

distribuídos em 727 gêneros (Lewis et al., 2005), destes 250 cultiváveis (Freire, 1992), 

possuem uma interação simbiôntica com bactérias da ordem Rhizobiales. Quando a bactéria 

está presente na rizosfera de plantas leguminosas, observa-se a interação com as raízes dessas 

plantas, promovendo a geração de estruturas altamente diferenciadas, denominadas nódulos 

radiculares (Moreira e Siqueira, 2006; Santos et al., 2007). A capacidade de fixação de 

nitrogênio destes microrganismos ocorre devido ao complexo enzimático nitrogenase, que 

converte o nitrogênio atmosférico em amônia e assim disponibiliza nitrogênio para as plantas 

(Moreira e Siqueira, 2006). Estes microrganismos são bactérias Gram negativas, aeróbicas 

não esporulantes, pertencentes ao filo alpha-Proteobacteria, os quais são genericamente 

identificados como rizóbio (Zakhia e Laujudie, 2001). A lista de espécies de rizóbio cresce a 

cada dia e muitas espécies poderão vir a ser descritas, na medida em que aumenta o 

conhecimento sobre as leguminosas tropicais e dos respectivos rizóbios (Weir, 2006). 

Dentre as técnicas mais utilizadas para estudos de diversidade de rizóbios destacam-se 

a caracterização fenotípica, baseada em características culturais ou a genotípica, baseada em 

técnicas moleculares. Quanto à caracterização fenotípica, destaca-se a avaliação da mudança 

de pH do meio de cultivo, velocidade de crescimento e cor das colônias, podendo haver 

interesse em tolerância  a antibióticos, salinidade ou outras características culturais (Odee et 

al.,1997; Mohamed et al., 2000; Melloni et al., 2006). Quanto à caracterização genética, 

existe uma grande variabilidade de técnicas, sendo que a maioria envolve o uso da reação em 

cadeia da polimerase (PCR) (Odee et al., 2002; Chem et al., 2003). 

O agrupamento dos rizóbios foi, inicialmente, baseado em características fenotípicas, 

principalmente na habilidade de nodular algumas leguminosas. Posteriormente, a taxonomia 

do rizóbio baseada na especificidade hospedeira foi sendo substituída pela taxonomia 

numérica, que se apoia nas características bioquímicas, fisiológicas, sorológicas e moleculares 

(Hungria et al., 1997). 

Primeiramente, a família Rhizobiaceae era representada apenas pelo gênero 

Rhizobium, o qual era constituído por bactérias capazes de nodular e fixar nitrogênio em 

relações simbióticas com plantas da família Leguminosae. A classificação das espécies tinha 
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como base principalmente a leguminosa hospedeira com as quais fossem capazes de formar 

nódulos e fixar nitrogênio. Desse modo, Rhizobium phaseoli nodula feijoeiro; R. japonicum, a 

soja; R. meliloti, a alfafa; R. lupini, Lupinus spp. e R. trifolii, o trevo (Coutinho, 2003). 

O conceito de planta hospedeira, porém, foi modificado após a observação de muitas 

reações cruzadas entre as plantas hospedeiras e as bactérias simbióticas, pois uma única 

leguminosa, por exemplo, Acacia, Glycine max ou Leucaena poderia abrigar diferentes 

simbiontes (Terefework et al., 2000). A Acacia, por exemplo, é nodulada por Bradyrhizobium 

spp. (Dupuy e Dreyfus, 1992), Mesorhizobium, Sinorhizobium (Lajudie et al., 1992) e R. 

huakuii (Martínez-Romero, 1994). Já o feijoeiro forma nódulo uma grande diversidade de 

rizóbios e, em adição a R. tropici, R. etli, R. leguminosarum bv. phaseoli, R. giardinii e R. 

gallicum; provavelmente há novas espécies ainda não descritas (Mostasso et al., 2002; 

Grange e Hungria, 2004). 

Substituindo o conceito de inoculação cruzada, os rizóbios foram agrupados em dois 

grandes grupos: Rizóbios de crescimento rápido e lento, dando origem a dois grandes gêneros 

Rhizobium e Bradyrhizobium, respectivamente (Jordan, 1984) e posteriormente, mais quatro 

novos gêneros foram incluídos: Sinorhizobium (Chen et al., 1998; Lajudie et al., 1994), 

Azorhizobium (Dreyfus et al., 1998), Mesorhizobium (Jordan, 1984; Nour et al., 1994; 

Lindström et al., 1995) e Allorhizobium (Lajudie et al., 1998). 

As análises da diversidade desses microrganismos têm revelado estreita relação 

filogenética entre bactérias que, aparentemente, não estariam relacionadas. Além disso, esses 

novos estudos estão permitindo uma melhor compreensão dos mecanismos que atuam na 

evolução das bactérias simbióticas (Antunes, 2010). De acordo com essa ampla diversidade 

de estirpes, vários grupos de pesquisa têm se empenhado na descoberta e tentativa de 

classificar tais microrganismos (Martínez-Romero, 1994). 

É fundamental, portanto, estar atualizado com as novas correntes taxonômicas e 

atentar para o fato de que, certamente, a cada ano, novos gêneros e espécies são descritos e/ou 

reclassificados, seguindo uma tendência lógica, desde que se calcula que somente 12% das 

espécies de bactérias são conhecidas (Antunes, 2010). Atualmente, na definição de novas 

espécies, recomenda-se o uso da “taxonomia polifásica”, a qual procura integrar diferentes 

tipos de informações fenotípicas, genotípicas e filogenéticas. Essas características podem 

indicar diferenças morfológicas e fisiológicas importantes entre microrganismos, que podem 
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ser detectadas posteriormente mediante estudos mais avançados. (Lajudie et al., 1994; 

Vandamme et al., 1996; Chagas Jr et al., 2010a). 

 

 

3.3. Fatores ambientais que afetam na interação entre rizóbio e leguminosa – pH e 

Alumínio. 

 

 

A inoculação de leguminosas com estirpes eficientes, para promover a fixação 

simbiótica de nitrogênio e aumentar a produção, é uma prática agrícola muito utilizada, 

porém, a resposta da planta à inoculação é determinada por uma variedade de fatores. Em 

condições de clima tropical, os principais fatores abióticos que afetam o potencial da fixação 

biológica de nitrogênio são: acidez e toxidez de alumínio, salinidade e baixa fertilidade do 

solo (Thies et al., 1991a).  

Neste contexto estudos de seleção de inoculantes que privilegiem testes com rizóbios 

nativos ou naturalizados no local de seleção, têm sido considerados capazes de apresentar 

melhores resultados, à medida que estirpes já estabelecidas no solo, normalmente são mais 

competitivas que estirpes introduzidas de outros locais (Thies et al., 1991b). 

Solos ácidos e com baixa fertilidade são comuns nas áreas de produção e, 

freqüentemente, apresentam concentrações tóxicas de alumínio e, em alguns casos, de 

manganês (Lal, 1993). Tais condições de solos ácidos podem determinar problemas para a 

planta, bactéria e simbiose (Giller e Wilson, 1993; Kahindi et al., 1997; Zahran, 1999) 

afetando todos os aspectos da nodulação e fixação biológica de nitrogênio, desde a 

sobrevivência e multiplicação do rizóbio no solo, até o processo de infecção e 

desenvolvimento do nódulo e finalmente a atividade de fixação biológica do nitrogênio 

(Graham, 1992).  

O pH apresenta um fator limitante à sobrevivência e ao estabelecimento do rizóbio no 

solo. A faixa de pH para a sobrevivência do rizóbio e a efetivação  da nodulação parece não 

ser uma regra (Wani et al., 1995), são capazes de nodular em pH entre 4,9 a 8,1. No entanto, 

pH neutro favorece a exsudação de carbono pelas raízes, o que interfere na sobrevivência e a 

competição do rizóbio no solo, pois compostos de carbono são substratos para is 

microrganismos que vivem na rizosfera (Moreira e Siqueira, 2002).  

Porém, há variação entre espécies e entre estirpes quanto a tolerância à acidez (Vargas 

e Graham, 1988; Hungria et al., 1997; Hungria e Vargas, 2000). Estirpes ou isolados nativos 
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tolerantes à acidez são mais facilmente obtidas de populações adaptadas a este ambiente, 

sendo inclusive já encontrados genes para tolerância à acidez (Chen et al., 1993; Siqueira et 

al., 1994). Como por exemplo, a tolerância à acidez de estirpes isoladas e selecionadas de 

solos e plantas (Correa e Barneix, 1997; Mukherjee e Asanuma, 1998; Oliveira e Magalhães, 

1999; Campo e Wood, 2001; Andrade et al., 2002; Watkin et al., 2003; Barberi et al., 2004; 

Hara e Oliveira 2004, 2005). Também foi constatado que a FBN em solos ácidos com estirpes 

tolerantes pode ser equivalente à fixação com estirpes insensíveis após a calagem (Thornton e 

Davey, 1983). Assim, o desenvolvimento de plantas ou de rizóbio e práticas capazes de 

aumentar a FBN em solos ácidos podem reduzir aplicações de nitrogênio e calagem, em 

conformidade com os princípios da agricultura sustentada (Cline, 1991; Wani et al., 1995). 

A toxidade de alumínio é outro importante fator limitante ao crescimento de plantas 

em solos ácidos, além de afetar também vários microrganismos fixadores de nitrogênio em 

simbiose (Wood, 1995; Igual et al., 1997). O alumínio reduz a atividade das células de 

rizóbio, próximo à divisão celular, aumentando o tempo de geração de células, causando uma 

queda na população de rizóbios, uma vez que a taxa de mortalidade se torna mais alta que a 

multiplicação celular (Hungria e Vargas, 2000; Watkin et al., 2003). 

O grau de tolerância ao alumínio parece ser um caráter genético estável, que implica 

diferenças bioquímicas e fisiológicas (Flis et al., 1993). Geralmente Bradyrhizobium spp. são 

mais tolerantes à acidez e ao Al do que Rhizobium spp.. Mukherjee e Asanuma (1998), 

Campo e Wood (2001), Andrade et al. (2002) e Hara e Oliveira (2004) também estudaram 

tolerância ao alumínio de estirpes de Rhizobium e Bradyrhizobium, evidenciando a tolerância 

à acidez dos isolados estudados. Nem sempre, porém, a tolerância à acidez resulta em 

tolerância ao Al. Hara e Oliveira (2004) estudaram 88 isolados de rizóbio oriundos de solos 

ácidos da Amazônia e concluíram que o alumínio foi mais limitante que a acidez para o 

crescimento, apresentando diferenças metabólicas de adaptação à acidez mais o alumínio. 

Na complexa interação entre rizóbios e leguminosas, a competição por sítios de 

infecção envolve várias características inerentes à leguminosa e ao rizóbio, tais como: a 

influência do hospedeiro no processo de infecção; a concentração de células de rizóbio 

presentes no inóculo ou próximas à semente; a taxa relativa de crescimento das estirpes 

competitivas; o estado fisiológico do rizóbio na hora da inoculação; variáveis ambientais 

(temperatura, umidade, pressão de oxigênio) e nível nutricional da planta hospedeira (Trinick, 

1982; Vargas et al., 1994). Embora alguns destes fatores possam afetar diretamente a 
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competitividade, em sua maioria o efeito é direcionado sobre a persistência e sobrevivência 

das estirpes inoculadas no solo, influenciando indiretamente as interações competitivas 

(Sadowsky, 2000).  

Os estudos relativos à acidez e toxidade de alumínio são limitados pela dificuldade em 

determinar se os efeitos nocivos afetam a multiplicação do microssimbionte, o 

desenvolvimento da planta ou alguma etapa específica no estabelecimento e funcionamento 

da simbiose (Chagas Jr, 2007). Porém, os resultados obtidos até o momento sugerem que a 

sobrevivência do microssimbionte não se constitui na etapa mais sensível ao alumínio, uma 

vez que ele se mantém em número adequado para proporcionar boa nodulação primária após 

sua inoculação no solo (Vidor et al., 1986). Portanto, é de se esperar que o alumínio apresente 

um maior efeito inibidor sobre a iniciação do nódulo, por afetar a divisão celular e diminuir o 

número de sítios de infecção da raiz (Vidor et al., 1986). No entanto, a possibilidade de 

obtenção de estirpes tolerantes à acidez do solo, especialmente ao alumínio, pode 

proporcionar uma contribuição efetiva no balanço de nitrogênio tanto no solo como nas 

plantas, desde que a planta também esteja adaptada a essas condições de solo (Oliveira, 

1991b; Chagas Jr et al., 2010a). 

 

 

3.4. Capacidade de solubilização de fosfato por rizóbio 

 

 

Apesar da ampla distribuição de P na natureza, a sua deficiência é comum por causa 

da forma altamente insolúvel encontrada, principalmente, em solos ácidos de regiões tropicais 

e subtropicais com alta potencialidade de produção, o que resulta em baixa disponibilidade 

para as plantas (Zapata e Axmann, 1995). A reduzida disponibilidade de fósforo nos solos 

tropicais decorre da reatividade das formas solúveis de P com cálcio (Ca), ferro (Fe), 

magnésio (Mg) e alumínio (Al), formando compostos de baixa solubilidade (Chagas Jr et al., 

2010b). 

Em solos brasileiros, o P é encontrado em maior quantidade como fosfatos de 

alumínio e ferro (Nahas, 2002). A disponibilidade do P depende de sua solubilidade, que pode 

ser influenciada pela atividade das raízes das plantas e microrganismos do solo. Assim, no 

solo, o P é sujeito a inúmeros processos biogeoquímicos que alteram sua disponibilidade. 

Entre esses processos, destaca-se a dissolução de fosfatos, que os torna disponíveis para as 

plantas (Rodríguez e Fraga, 1999; Whitelaw, 2000). 
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Microrganismos do solo, como bactérias e fungos, solubilizam formas inorgânicas não 

disponíveis de P (Xin et al., 2002; Son et al., 2006; Barroso e Nahas, 2008; Chai et al., 2011). 

Segundo Illmer et al. (1995) e Rodríguez e Fraga (1999), esses microrganismos utilizam 

estratégias bioquímicas, como a produção de ácidos orgânicos, ou outros mecanismos que 

envolvem o crescimento microbiano e que favorece a secreção de prótons. Vários trabalhos 

têm verificado a habilidade de diferentes microrganismos solubilizar fosfatos de cálcio (P-Ca) 

(Goldstein, 1896; Chagas Jr et al., 2010b) e de alumínio (P -Al) (Silva Filho e Vidor, 2000; 

Chagas Jr et al., 2010b). Entre esse grupo, o rizóbio destaca-se como um dos mais eficientes 

(Rodríguez e Fraga, 1999). 

A detecção visual e a estimativa quantitativa da capacidade de estirpes de rizóbio em 

solubilizar fosfatos pouco solúveis têm sido possível usando métodos em placas de Petri com 

meio de cultura para solubilizadores, no qual mostra uma zona translúcida ao redor da colônia 

em meio contendo fosfato mineral insolúvel (principalmente fosfato de cálcio ou fosfato de 

alumínio) como única fonte de fósforo (Sylvester-Bradley et al., 1982; Peix et al., 2001; 

Hameed et al., 2004; Hara e Oliveira, 2004). 

Estirpes de Bradyrhizobium solubilizaram diferentes quantidades de fosfato 

(hydroxiapatita e fosfato tricálcio) em meio de cultura líquido (Mikanová et al., 1995; Chabot 

et al., 1998; Mikanová e Kubát, 1999; Mikanová e Nováková, 2002; Silva Filho et al., 2002). 

O mesmo foi evidenciado por Ab-dalla (1994) testando a capacidade de estirpes de Rhizobium 

e Bradyrhizobium em solubilizar fosfato de rocha, onde, em solos não esterilizados, a estirpe 

testada (R. meliloti TAL 1236) foi muito eficiente na solubilização desse fosfato. Segundo 

Mikanová e Kubát (1999), estirpes de Rhizobium e Bradyrhizobium mostraram atividade de 

solubilização de fosfato em meio de cultura e, quando inoculadas em soja em solo, houve um 

aumento da produtividade da cultura e no conteúdo de fósforo lábil no solo. Chagas Jr et al. 

(2010b) testaram 205 rizóbios isolados de solos da Amazônia, dos quais 56% apresentaram 

capacidade para solubilização de fosfatos em meio de cultura. 

Segundo Halder e Chakrabartty (1993), a capacidade para solubilização de fosfatos 

inorgânicos varia entre as estirpes de Rhizobium-Bradyrhizobium em meio líquido, sugerindo 

diferentes mecanismos para a solubilização, corroborando com vários trabalhos utilizando 

meios líquidos e sólidos (Igual et al. 2001; Gyaneshwar et al., 2002; Hameed et al., 2004; 

Hara e Oliveira, 2004, 2005; Chagas Jr et al., 2010b). 
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Nesse contexto, a utilização de rizóbio é um processo chave para o manejo agrícola 

sustentável na Amazônia, a fim de proporcionar às plantas, menor dependência da aplicação 

de fertilizantes químicos, pois além da capacidade de fixar nitrogênio, algumas estirpes são 

capazes de solubilizar fosfatos pouco solúveis do solo, e disponibilizam o fósforo tanto para si 

como para a planta hospedeira, promovendo o crescimento das mesmas (Starkanova et al., 

1999). 

Embora a pesquisa tenha mostrado que os rizóbios podem tornar as plantas menos 

dependentes da aplicação de fertilizantes nitrogenados e fosfatados, fatores do solo, 

predominantes na Amazônia, como a acidez (Bonetti et al., 1984), e alta concentração de 

alumínio (Johnson e Wood, 1990; Octive et al., 1994) podem diminuir a população desses 

microrganismos no solo. Apesar disso, alguns isolados podem desenvolver mecanismos de 

tolerância a estes fatores (Kawai et al., 2000; Watkin et al., 2000). 

 

 

3.5.  Produção de hormônio por rizóbio 

 

 

O crescimento e o desenvolvimento  das plantas estão diretamente associados com o 

acesso das mesmas com minerais essenciais, tais como fósforo (Santos et al., 2010) e da 

biossíntese de hormônios vegetais como as auxinas (Multani et al., 2003.; Reinhardt et al., 

2003; Kieffer et al., 2010). 

Os hormônios vegetais são reguladores naturais de crescimento das plantas e 

influenciam os processos fisiológicos. Constituem-se de moléculas pequenas; possui efeito(s) 

específico(s); integram crescimento, desenvolvimento e todo o metabolismo e, atuam em 

baixíssimas concentrações. Os hormônios vegetais podem ser classificados como auxinas, 

giberelinas, citocininas, etileno e ácido abscísico. Outros autores incluem também 

brassinoesteróides, ácido jasmônico, ácido acetilsalicílico e poliaminas (Taiz e Zeiger, 2004; 

Kerbauy, 2008). 

Entre os hormônios vegetais, o AIA é a auxina natural mais comum encontrada em 

plantas. Sua função está relacionada ao alongamento de células, estimulando a síntese ou 

desinibindo a ação de enzimas que atuam sobre as microfibrilas da parede celular, o que 

resulta em aumento da plasticidade da membrana, ao passo que é responsável pela formação 

de raízes adventícias no caule e aumento da extensão nas raízes (Taiz e Zeiger, 2004). 
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Acredita-se que seu efeito benéfico via crescimento e morfologia da raiz seja pelo maior 

acesso à água e nutrientes do solo (Vessey, 2003). 

Existe ampla evidência que numerosos microrganismos do solo estão ativamente 

envolvidos na síntese de auxinas em meio de cultura e no solo (Antoun et al., 1998; Vega-

Hernández et al., 2002; Hameed et al., 2004; Thakuria et al., 2004).  

Zaharova et al. (1999) verificaram que 80% das bactérias isoladas de rizosfera são 

capazes de produzir AIA. Apesar disso, existem poucos trabalhos sobre a síntese de auxinas 

por microrganismos no solo, mas sabe-se que o aminoácido L-triptofano (LTrp) é um 

precursor fisiológico para a produção de auxinas em diversas plantas e microrganismos 

(Contreras et al., 2010), e que a enzima chamada ipdC (indole-3-pyruvate decarboxylase) é a 

enzima-chave para a biossíntese destes fitormônios (Kochar e Srivastava, 2011). Os exsudatos 

radiculares são fontes naturais de L-triptofano (Lum e Hirsch, 2003) para a microbiota do 

solo, contribuindo com o aumento da biosíntese de auxina na rizosfera.  

A produção e a concentração de triptofano nos exsudatos das raízes variam com as 

espécies de plantas (Patten e Glick, 1996). O milho, por exemplo, possui duas rotas de síntese 

de AIA, uma com triptofano (Glawischnig et al., 2000) e  outra sem triptofano (Michalczuk et 

al., 1992; Ostin et al., 1999). 

Adicionalmente à síntese de auxinas, microrganismos são também capazes de 

degradá-las. A capacidade de oxidação enzimática de AIA (com a formação de anthralinato) é 

exemplificada em Bradyrhizobium japonicum (Jensen et al., 1995; Tsavkelova et al., 2006). 

Os tecidos radiculares são especialmente sensíveis a flutuações da concentração de AIA e o 

desenvolvimento do sistema radicular pode ser profundamente afetado por fontes exógenas 

deste hormônio vegetal, inclusive a microbiana (Tanimoto, 2005). Neste contexto, 

microrganismos rizosféricos degradadores de AIA podem também ter um efeito positivo no 

crescimento de plantas (Gravel et al., 2007). 

Vários autores têm mostrado que a produção de AIA e a fixação biológica do 

nitrogênio por rizóbios contribuem significativamente com o crescimento de plantas 

leguminosas e não-leguminosas (Prinsen, 1991; Biswas et al., 2000b; Hafeez et al., 2004; 

Kuklinsky-Sobral et al., 2004; Thakuria et al., 2004; Chagas Jr et al., 2009; Stroschein et al., 

2011). Biswas et al. (2000a), além de constatarem a produção de AIA por rizóbio em meio de 

cultura, sugerem um mecanismo potencial pelo qual essas bactérias podem regular o 

crescimento das plantas.  Resultados semelhantes foram reportados em vários trabalhos, 
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evidenciando a produção de AIA por estirpes de rizóbio usando como precursor do AIA o 

triptofano (Vega-Hernández et al., 2002; Hameed et al., 2004; Kuklinsky-Sobral et al., 2004; 

Chagas Jr et al., 2009; Coatti et al., 2010). 

Existem também trabalhos que relatam a utilizaçãoo de rizóbios como biofertilizante, 

que ajudam a suplementar a ausência do fertilizante nitrogenado através da promoção do 

crescimento (Chouddhury e Kennedy, 2004). Dada a importância das bactérias sintetizadoras 

de AIA, tem-se buscado isolados capazes de produzir este hormônio, tornando-se este mais 

um critério a ser utilizado na seleção de estirpes, visando uma possível aplicação das bactérias 

em diversas culturas (Chagas Jr et al., 2009). 
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4 - CAPÍTULO I 

 

TOLERÂNCIA À ACIDEZ E ALUMÍNIO TÓXICO POR RIZÓBIOS ISOLADOS DE 

SOLOS DO AMAZONAS 

 

4.1 RESUMO 

 

Alguns fatores como o Al tóxico e acidez dos solos podem diminuir a população de 

rizóbios presentes no solo, porém, a seleção de estirpes existentes capazes de tolerar à acidez 

do solo bem como o alumínio é de extrema importância para o crescimento vegetal. Por tanto, 

o presente trabalho objetivou avaliar a tolerância à acidez e alumínio tóxico, de isolados de 

rizóbio oriundos de solos de diferentes regiões do Estado do Amazonas. Foi avaliado isolados 

de rizóbio em placa de Petri com meio YMA com pH 6,5 (controle) e pH 4,5 + Al, usando 

escala de crescimento 1,0 (sensível) a 4,0 (tolerante, máximo crescimento), durante 15 dias de 

avaliação. Entre os 100 isolados testados 91 e 82 apresentaram tolerância com crescimento 

acima de 3,06 aos 15 dias nos tratamento com pH 6,5 e pH 4,5 + Al, respectivamente. O fator 

mais limitante para o crescimento dos isolados foi a acidez e o alumínio. 

 

PALAVRAS-CHAVES: Acidez, Alumínio Tóxico, Amazonas. 
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TOLERANCE THE ACIDITY AND TOXIC ALUMINUM FOR RHIZOBIA 

ISOLATED FROM AMAZONAS SOILS 

 

4.2 ABSTRACT 

 

Some soil factors as the toxic Al and acidity may decrease the population of rhizobia 

in the soil however, the selection of existing strains able to tolerate soil acidity and aluminum 

is extremely important for the growth of vegetation. Thus, the objective of this study was to 

evaluate tolerant to the acidity and toxic aluminum, of isolated of rhizobia deriving of from 

soils of different regions of Amazonas State. The present method evaluated rhizobia isolates 

in Petri dishes with YMA medium with pH 6,5 (control), pH 4,5 + Al, using growth scale 

from 1,0 (sensible) to 4,0 (tolerant, maximum growth), during 15 days of evaluation. Among 

the 100 isolates tested, 91 and 82 presented tolerance with growth scale above 3,06 at 15th 

days in the treatment with pH 6,5 and pH 4,5 + Al, respectively. The most limiting factor the 

growth of the isolates ones was acidity and the aluminum.  

 

KEY WORDS: Acidity, Aluminum, Amazonas. 
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4.3 INTRODUÇÃO 

 

 

Mais de um quarto dos solos cultiváveis do mundo são ácidos, o que torna o estudo 

dos mecanismos implicados na sobrevivência ao estresse ácido de grande importância para a 

agricultura (Muglia, 2007). Fatores da acidez do solo, como pH baixo e concentrações 

elevadas de alumínio tóxico, frequentemente limitam todas as etapas do processo de infecção 

das raízes, formação de nódulos e assimilação do N pela planta (Pelegrin et al., 2009). Sendo 

assim, a capacidade dos rizóbios de se adaptarem a estas condições adversas é fundamental 

para o estabelecimento de uma simbiose eficiente. 

O pH do solo constitui um dos principais fatores limitantes na fixação de nitrogênio 

pelas leguminosas, devido ao retardamento ou supressão da formação de nódulos. Seus efeitos 

podem ser diretos, através da influência sobre a sobrevivência da bactéria, ou indiretamente 

pela maior ou menor disponibilidade de nutrientes e presença de elementos tóxicos. A acidez 

do solo vem normalmente associada com toxidez de alumínio e manganês, baixa 

disponibilidade de nutrientes como cálcio, magnésio e molibdênio, essenciais para a simbiose 

(Vidor et al., 1983; Tsai et al., 1992). 

A exposição de isolados de rizóbio à acidez diminui o crescimento, sugerindo que 

alguns processos citoplasmáticos da bactéria são sensíveis a esse fator. Em meio ácido ocorre 

uma diminuição da síntese de proteínas pelas bactérias, o que também pode afetar o 

crescimento bacteriano (Hara e Oliveira, 2004). O número de rizóbios em solos corrigidos 

chega a 10
5
 unidades formadoras de colônia (UFC)g-1, enquanto que em solos ácidos esse 

valor não ultrapassa 10
2
 UFC.g-1 (Brockwell et al., 1991). 

Em solos muito ácidos ocorre dissolução de alumínio, que passa a ser um componente 

de acidez potencial. O alumínio é, assim, causa da acidez excessiva de solos (Bohnen, 1995; 

Silva et al., 2006). Na maioria dos solos brasileiros, o teor de alumínio livre frequentemente 

atinge níveis tóxicos para as plantas, sendo muitas vezes, fator limitante ao aumento da 

produtividade das culturas (Bertan et al., 2005). Nesses solos, ocorre a diminuição na 

disponibilidade de alguns nutrientes, como o fósforo, e aumento da disponibilidade do 

manganês e alumínio, os quais, dependendo do manejo do solo e da adubação utilizada, 

podem atingir níveis tóxicos às plantas. O alumínio resulta em pequeno crescimento de raízes, 

menor volume de solo explorado e prejuízos na absorção de água e nutrientes, o que pode 

limitar o tamanho de folhas e a matéria seca acumulada na parte aérea (Sangoi et al., 2008). 
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Os efeitos do excesso de alumínio no solo sobre a disponibilidade do nitrogênio simbiótico 

para as leguminosas, podem ser divididos em: efeito inibitório sobre a formação de nódulos 

devido aos prejuízos físicos sobre o sistema radicular; efeito inibitório sobre a formação e 

funcionamento dos nódulos, devido à restrição na absorção e/ou translocação de nutrientes 

(Vidor et al., 1983). A tolerância de rizóbios ao pH baixo depende da habilidade em manter o 

pH intracelular entre 7,2 e 7,5 quando o pH externo é ácido. E em relação à tolerância ao 

alumínio, os mecanismos encontrados em isolados de rizóbios são: diminuição da quantidade 

de cargas negativas na superfície celular diminuindo a ligação com o alumínio (Bushby, 

1990); elevação do pH interno da célula (O’hara et al., 1989); complexação do alumínio por 

polissacarídeos (Flis et al., 1993); acumulação de fosfato inorgânico no interior da célula 

(Mukherjee e Asanuma, 1998), neutralizando o efeito do alumínio pela formação de 

complexo insolúvel biologicamente não tóxico (Blamey et al.,1983). 

Com respeito à seleção de estirpes de rizóbio adaptáveis a solos ácidos, com os e 

fatores ligados à acidez existe necessidade da identificação de estirpes de rizóbio tolerantes à 

acidez e alumínio tóxico capazes de aumentar a produtividade de leguminosas. 

Então, este trabalho teve como objetivo avaliar a tolerância à acidez e alumínio tóxico, 

de isolados de rizóbio oriundos de solos de diferentes regiões do Estado do Amazonas. 

 

 

4.4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.4.1. Coleta de material  

 

Inicialmente foram obtidos nódulos coletados dos sistemas radiculares de leguminosas 

em solos de várzea e terra firme da região. Para a coleta dos nódulos foi usada a metodologia 

descrita por Hungria (1994) conforme locais descritos (Tabela 1). 

 

 

4.4.2. Isolamento dos nódulos 

 

 

Após a obtenção dos nódulos, foram isoladas as estirpes de rizóbios usando a 

metodologia descrita por Vincent (1970) e Somasegaran e Hoben (1985). Os nódulos foram 
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lavados com etanol (90%; três minutos), seguindo uma desinfecção superficial com 

hipoclorito de sódio (cinco minutos) e dez lavagens com água estéril. 

Em seguida os nódulos foram pressionados com uma pinça e feitas as riscagens em 

placas de Petri contendo meio YMA (yeast manitol agar) (Vincent, 1970) (Tabela 2). Após o 

isolamento, as placas foram incubadas a 28°C até o crescimento de colônias de bactérias e 

então foram repicadas para novas placas contendo o mesmo meio e novamente incubadas até 

o novo crescimento bacteriano. Os isolados obtidos por último foram mantidos em tubos de 

ensaios contendo o meio YMA inclinado, segundo descrito por Vincent (1970) e 

Somasegaran e Hoben (1985). Dos isolados mantidos em tubos de ensaio, foram utilizados 

100 para o teste descrito abaixo. 

 

 

Tabela 1 – Isolamento dos nódulos e seus respectivos locais de coleta. 

 
Rizóbio Local (L) Planta  

INPA R546, INPA R547, 

 INPA R548, INPA R549,  

INPA R550, INPA R551, 

 INPA R552, INPA R553, 

 INPA R554, INPA R555, 

 INPA R556, INPA R557, 

 INPA R558, INPA R559 

Ramal do Caldeirão, Terra firme, 

km 3 

S 3
0 
12’ 26” 

W 60
0 
12’ 2,5” 

Pueraria 

phaseoloides 

(Feijão Bravo) 

 

INPA R560, INPA R561, 

 INPA R562, INPA R563, 

 INPA R564, INPA R565, 

 INPA R566, INPA R567,  

INPA R568, INPA R569, 

 INPA R588, INPA R571, 

 INPA R572, INPA R573,  

INPA R574, INPA R575, 

 INPA R576, INPA R577,  

INPA R578, INPA R579,  

INPA R580, INPA R581,  

INPA R582, INPA R583, 

 INPA R584, INPA R585, 

 INPA R586, INPA R587,  

INPA R588, INPA R589 

 

 

Ramal do Caldeirão km3 

S 3
0 
13’ 41,9”  

W 60
0 
13’ 27,8” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pueraria 

phaseoloides 

(Feijão Bravo) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(continua) 

  (continuação) 

 

INPA R590, INPA R591,  

INPA R592, INPA R593,  

INPA R594, INPA R595, 

  INPA R596, INPA R598, 

 

Estrada de terra para Jandira; 

Beira do Rio Solimões, Várzea 

S 03
0 
15’ 21,3” 

 W 060
0 
15’ 17,2” 

 

Inga edulis 

(Ingá) 
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Rizóbio Local (L) Planta  

 INPA R600, INPA R602, 

 INPA R603, INPA R604, 

 INPA R605, INPA R606 

 INPA R607, INPA R610, 

 INPA R611, INPA R612, 

 INPA R613, INPA R614, 

 INPA R615, INPA R616, 

 INPA R617, INPA R618, 

 INPA R619 

 

INPA R620, INPA R621,  

INPA R622, INPA R623, 

 INPA R624, INPA R625,  

INPA R626, INPA R627, 

 INPA R628, INPA R629,  

INPA R630, INPA R631, 

 INPA R632, INPA R633, 

 INPA R634, INPA R635, 

 INPA R636 

 

Jandira, propriedade São João 

S 03
0 
15’ 20,0”  

W 060
0 
15’ 33,1” 

 

Vignia 

unguiculata 

(Feijão Caupi) 

 

INPA R637, INPA-R639,  

INPA R640,  INPA R642, 

 INPA R643, INPA R644, 

 INPA R645, INPA R646, 

 INPA R647, INPA R648, 

 INPA R649, INPA R650, 

 INPA R651, INPA R652, 

 INPA R653, INPA R654, 

 INPA R655, INPA R656, 

 INPA R657,  INPA R659, 

 INPA R660, INPA R661, 

 INPA R662, INPA R663, 

 INPA R664 

 

Ramal do Caldeirão 

S 03
0 
14’ 37” 

W 60
0 
14’ 37,6” 

 

Pueraria 

phaseoloides 

(Feijão Bravo) 

 

INPA R665, INPA R666 

 

INPA, campus v8 

S 03
0 
05’ 28,6”  

W 059
0 
59’ 36,7” 

 

Swartzia 

polyphylla 

(Arabá) 

 

INPA R667, INPA R668,  

INPA R669,  INPA R672, 

        INPA R674,  INPA R675, 

 INPA R676, INPA R677 

 

Viveiro de Urucu 

S 04
0
 53’ 15.1” 

W 065
0
 13’ 31.5” 

 

Cedrelinga 

catenaeformis 

(Cedrorana) 
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Tabela 2 - Meio YMA  

 

Componentes Quantidade 

Mannitol 10,0 g 

K2HPO4   0,5 g 

MgSO4.7H2O   0,2 g 

NaCl   0,1 g 

Ext. Levedura   0,5 g 

Ágar 15,0 g 

H2O Destilada 1000 mL 

                                   Fonte: Vicente (1970) 

 

 4.4.3 Teste de tolerância à acidez e ao alumínio tóxico 

 

 

Os tratamentos utilizados foram meios YMA com pH 4,5 + 2,0 cmolc (+) Al/L e, pH 

6,5, com quatro repetições cada. Foi acrescentado o corante bromocresol verde nos meios 

com  pH 4,5 + Al, e no meio com pH 6,5 foi acrescentado o azul de bromotimol, com o 

objetivo de visualizar a alteração do pH do meio pelas bactérias, em função da alteração da 

cor. 

Para a avaliação foi utilizado o método de riscagem proposto por Oliveira e Magalhães 

(1999). Nesse método, as avaliações foram feitas a cada três dias durante um período de 15 

dias, em condições de laboratório a uma temperatura média de 28
o 

C. De acordo com o 

crescimento celular nas respectivas zonas (Figura 1), foram dados valores de crescimento para 

cada isolado variando de 1 (sem crescimento visível após riscagem na zona 1) a 4 (máximo 

crescimento na zona 4) (Figura 2), podendo ter valores intermediários entre esses extremos. 

Esse método leva a um processo de diluição do microrganismo, onde a zona 1 é a de maior 

concentração bacteriana e a zona 4 a mais diluída. Este método permitiu ainda selecionar 

isolados a partir da escala determinada na Tabela 1 e classificá-los de acordo com o grau de 

tolerância. 
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Figura 1. Ilustração do método de riscagem proposto por Oliveira e Magalhães (1999). A 

figura demonstra apenas uma repetição. 

 

 
 

 

 

Figura 2. Valores de crescimento para as estirpes de rizóbia nos respectivos tratamentos em 

placas de Petri com meio YMA (Oliveira e Magalhães 1999). 

 

 
 

 

Tabela 3. Escala de valores para a avaliação do crescimento de rizóbio nos meios YMA (pH 

6,5; pH 4,5+Al). 

 

Graus de tolerância Intervalos de pontuação 

Sensível 1,00 - 2,00 

Mediano 2,06 * - 3,00 

Tolerante 3,06 * - 4,00 

 

* Três repetições com nota 2,0 e uma com 2,25. 

** Três repetições com nota 3,0 e uma com 3,25. 
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Dos 100 isolados testados, 47 apresentaram escores de crescimento tolerante (superior 

a 3,06) logo aos seis dias de crescimento (Figura 3). Entre os 100 isolados estudados com 

base na escala de valores para a avaliação do crescimento (Tabela 3), 91 apresentaram alto 

crescimento, 3 baixo  e 6 crescimento médio, no meio com pH 6,5 aos 15 dias de avaliação 

(Figura 3). O crescimento baixo verificado por alguns isolados nesse meio, é um indicativo de 

dificuldade de crescimento nesse meio de cultura, característica indesejável para indicá-los 

como inoculantes mesmo em solos com pH próximos à alcalinidade (6,5). Entre os isolados 

que apresentaram alto crescimento no pH 6,5, aos 15 dias de avaliação, cinco (INPA R591, 

INPA R656, INPA R672, INPA R656, INPA R657) apresentaram o crescimento máximo 

(escore 4,00) estabilizado já no terceiro dia (Tabela 4). Resultados semelhantes foram 

observados por Oliveira e Magalhães (1999) e Hara e Oliveira (2004; 2005).  

 

Figura 3: Crescimento de isolados de rizóbio durante de 15 dias de avaliação em meio YMA 

com pH 6,5. 

 

 

 

Quanto à tolerância à acidez e ao alumínio tóxico no meio de cultura, foi verificado 

que 82 isolados apresentaram escore de crescimento acima de 3,06 (Figura 4), o que permite 

dizer que são tolerantes à acidez e ao alumínio, com base na escala de valores da Tabela 3. 

75 

16 

6 
3 3 

13 

37 

12 
8 6 

12 

47 

82 

89 91 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

3 6 9 12 15

N
ú

m
er

o
 d

e 
is

o
la

d
o
s 

Dias de crescimento 

sensível

moderado

tolerante



34 
 

 

 

Entre estes isolados tolerantes à acidez e ao alumínio 45 apresentaram escore acima de 3,06 a 

partir do sexto dia (Figura 4), sendo que desses, 5 (INPA R656, INPA R672, INPA R674, 

INPA R656, INPA R657) apresentaram escore 4,00 a partir do terceiro e sexto dia após a 

riscagem em placas (Tabela 5). De acordo com Graham et al. (1994), a tolerância ao pH ácido 

em rizóbio depende da habilidade em manter o pH intracelular entre 7,2 e 7,5 quando o pH 

externo é ácido. O tempo de crescimento também pode ser usado para a seleção, pois os 

isolados que apresentaram escores superiores a 3,06 em menor período de tempo podem ser 

mais tolerantes a baixos pHs. A acidez e o alumínio do meio também afetou o crescimento de 

isolados de rizóbio, como foi observado por Oliveira e Magalhães (1999) e Hara e Oliveira 

(2004; 2005) analisando isolados de rizobia de amostras de solos procedentes de diferentes 

regiões na Amazônia. Para Hungria et al. (2001a) e Hara e Oliveira (2004), a proporção de 

isolados oriundos de solos ácidos, tolerantes á acidez e ao alumínio foi baixa, em torno de 

25%. 

Figura 4: Crescimento de isolados de rizóbio durante de 15 dias de avaliação em meio YMA 

com pH 4,5 + Al. 

 

 

No terceiro dia de avaliação, foi observado máximo crescimento (escore 4,00) no meio 

com pH 4,5 + Al, para o isolado INPA R656, INPA R672, INPA R674, INPA R656 e  INPA 

R657 e no sexto dia para os mesmos isolados (Tabela 5). Apesar disso, o tempo de 

crescimento pode também ser usado para a seleção quanto à tolerância a acidez e ao Al. 

Houve inibição do crescimento de 4 isolados pelo efeito tóxico do alumínio quanto a acidez 
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(sensíveis, com baixo crescimento); 14 apresentaram crescimento moderado (Figura 4), 

porém o crescimento dos isolados nos meios aumentou com o tempo de exposição. Ao longo 

das avaliações, a cada três dias, houve aumento do número de isolados tolerantes ao meio pH 

4,5 + Al, mostrando a ocorrência de adaptação às condições iniciais do meio (Figura 4). Em 

alguns trabalhos tem sido demonstrada melhor adaptação de bactérias à acidez quando 

previamente crescidas em meios de cultura levemente ácidos, fenômeno conhecido como 

“acid habituation” (Goodson e Rowbury, 1989) ou “adaptative tolerance response” (Dilworth 

et al., 1999). Entretanto, vários trabalhos reportam a baixa correlação entre estirpes tolerantes 

a pH ácido em meio de cultura e tolerantes à acidez do solo (Howieson et al., 1992; Gemell e 

Roughley, 1993). 

Alguns autores relatam a ocorrência de diferentes mecanismos de tolerância à acidez e 

ao alumínio encontrado em isolados de rizóbio, como diminuição da quantidade de carga 

negativa na superfície celular, diminuindo a ligação com o alumínio (Bushby, 1990); 

acumulação de fosfato inorgânico no interior da célula, neutralizando o efeito do alumínio 

pela formação de complexos insolúveis biologicamente não tóxicos (Mukherjee e Asanuma, 

1998); aumento dos níveis de potássio e fósforo ligados à manutenção do pH interno 

(Mukherjee e Asanuma, 1998; Watkin et al., 2003) e maior produção de exopolissacarídeos 

(Barberi et al., 2004). Para Correa e Barneix (1997), a tolerância à acidez por estirpes de 

Rhizobium loti é um fenômeno complexo, envolvendo mecanismos constitutivos tal como 

permeabilidade da membrana externa como resposta adaptativa ao pH do meio, incluindo o 

estádio de crescimento da bactéria e mudanças na expressão de proteínas. Peick et al. (1999) 

mostraram que a redução do pH afeta a síntese de diferentes proteínas em estirpes de 

Rhizobium tropici e R. etli.  

Os trabalhos envolvendo a solubilização de PAl escassos, e nenhum até o momento, 

foi realizado para investigar o papel da população de rizóbio neste processo, embora, nas 

condições tropicais e subtropicais, sejam as formal predominantes de fosfato (Rau, 1991). 

Há a necessidade de se desenvolver mais pesquisa enfocando este mecanismo de 

sobrevivênncia dos rizóbios em solos da região, para que possa selecionar isolados não só 

capazes de tolerar a acidez e ao alumínio tóxico, mas que também possam solubilizar o P para 

ser utilizado futuramente como inoculante em leguminosas de interesse agrícola (Hara e 

Oliveira, 2007). 
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Tabela 4: Médias do crescimento de rizóbio em meio YMA com pH 6,5 isolados de amostras 

de solos na Amazônia. Média de quatro repetições. 

Isolados 

Pontuação
1
 / dias de crescimento 

3 dias 6 dias 9 dias 12 dias 15 dias 

INPA R546 1,06 2,69 3,50 3,50 3,81 

INPA R547 1,19 2,63 3,25 3,31 3,31 

INPA R548 1,06 3,06 3,56 3,63 3,63 

INPA R549 1,19 2,69 3,50 3,56 3,56 

INPA R550 1,06 2,56 3,63 3,63 3,63 

INPA R551 1,19 2,31 3,00 3,38 3,38 

INPA R552 1,13 3,19 3,69 3,69 3,69 

INPA R553 1,25 3,63 3,94 4,00 4,00 

INPA R554 1,31 3,56 3,88 4,00 4,00 

INPA R555 1,38 3,50 3,81 3,88 3,88 

INPA R556 1,00 1,31 1,81 2,69 3,31 

INPA R557 3,19 3,38 3,38 3,63 3,63 

INPA R558 2,75 3,81 4,00 4,00 4,00 

INPA R559 2,13 3,38 3,88 3,88 4,00 

INPA R560 0,69 2,81 3,50 3,56 3,56 

INPA R561 1,13 1,19 2,69 2,81 3,44 

INPA R562 1,06 1,19 2,38 2,63 2,69 

INPA R563 1,06 3,31 3,81 3,88 3,88 

INPA R564 1,13 3,13 4,00 4,00 4,00 

INPA R565 1,06 3,75 4,00 4,00 4,00 

INPA R566 1,06 3,38 4,00 4,00 4,00 

INPA R567 2,44 3,63 3,94 4,00 4,00 

INPA R568 1,00 3,50 3,94 4,00 4,00 

INPA R569 1,00 3,38 3,81 3,94 4,00 

INPA R588 0,44 2,50 3,38 3,38 3,38 

INPA R571 1,06 3,38 3,88 4,00 4,00 

INPA R572 1,06 3,25 3,94 4,00 4,00 

INPA R573 1,06 3,00 4,00 4,00 4,00 

INPA R574 1,06 3,13 4,00 4,00 4,00 

INPA R575 1,38 2,31 3,44 4,00 4,00 

INPA R576 1,94 2,88 3,88 4,00 4,00 

INPA R577 3,31 2,81 3,75 4,00 4,00 

INPA R578 2,25 3,50 4,00 4,00 4,00 

INPA R579 2,06 3,06 4,00 4,00 4,00 

INPA R581 2,44 3,50 4,00 4,00 4,00 

INPA R582 1,63 3,06 3,88 4,00 4,00 

INPA R583 2,13 3,75 3,94 4,00 4,00 

INPA R587 1,25 1,31 2,31 3,06 3,38 
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INPA R588 1,63 2,94 3,75 4,00 4,00 

INPA R589 2,38 3,75 4,00 4,00 4,00 

INPA R591 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 

INPA R592 1,19 1,44 1,88 2,38 2,38 

INPA R593 1,00 1,13 1,44 2,00 2,00 

INPA R595 1,00 1,00 1,25 2,00 2,00 

INPA R596 1,06 1,19 2,19 3,50 4,00 

INPA R597 1,00 3,00 3,88 4,00 4,00 

INPA R599 1,00 2,63 3,38 4,00 4,00 

INPA R600 1,19 2,25 2,94 4,00 4,00 

INPA R601 1,19 1,94 3,44 4,00 4,00 

INPA R604 1,81 2,44 2,75 3,25 3,25 

INPA R606 1,19 2,63 3,75 4,00 4,00 

INPA R607 1,31 2,19 3,81 4,00 4,00 

INPA R608 1,13 2,13 3,25 4,00 4,00 

INPA R609 1,00 1,00 1,00 1,13 1,56 

INPA R610 1,00 1,88 2,81 4,00 4,00 

INPA R611 1,00 2,19 3,88 4,00 4,00 

INPA R612 1,00 2,19 3,50 4,00 4,00 

INPA R613 1,38 2,31 3,75 4,00 4,00 

INPA R614 2,00 2,38 3,31 4,00 4,00 

INPA R615 1,00 1,00 1,69 3,38 4,00 

INPA R616 1,25 1,63 3,56 4,00 4,00 

INPA R618 2,50 3,44 3,63 4,00 4,00 

INPA R619 1,00 2,69 3,81 4,00 4,00 

INPA R620 1,31 2,13 3,75 4,00 4,00 

INPA R621 2,31 2,94 3,50 4,00 4,00 

INPA R622 1,25 2,19 3,56 3,88 4,00 

INPA R623 1,00 2,13 3,69 4,00 4,00 

INPA R624 1,69 2,38 3,50 4,00 4,00 

INPA R626 2,13 2,56 3,81 4,00 4,00 

INPA R627 1,63 2,63 3,94 4,00 4,00 

INPA R628 1,44 2,25 3,75 4,00 4,00 

INPA R629 3,75 3,88 3,94 4,00 4,00 

INPA R630 1,44 2,31 3,56 4,00 4,00 

INPA R631 1,50 2,00 3,50 4,00 4,00 

INPA R632 1,13 2,00 4,00 4,00 4,00 

INPA R633 1,19 2,00 3,31 4,00 4,00 

INPA R634 1,13 3,25 3,88 4,00 4,00 

INPA R635 1,38 2,00 2,25 2,56 2,56 

INPA R636 1,38 2,88 3,81 4,00 4,00 

INPA R640 1,69 3,25 3,38 3,38 3,38 
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INPA R642 1,25 3,25 3,94 4,00 4,00 

INPA R644 1,00 2,31 2,88 2,88 2,88 

INPA R645 1,25 3,56 4,00 4,00 4,00 

INPA R647 1,50 3,63 4,00 4,00 4,00 

INPA R651 2,00 4,00 4,00 4,00 4,00 

INPA R652 1,00 2,31 3,13 3,13 3,13 

INPA R653 1,81 3,56 3,94 4,00 4,00 

INPA R654 1,00 1,75 2,88 2,88 2,88 

INPA R655 1,00 2,00 3,19 3,19 3,19 

INPA R656 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 

INPA R660 2,38 3,50 4,00 4,00 4,00 

INPA R664 1,00 1,00 2,63 2,63 2,63 

INPA R666 3,69 3,81 4,00 4,00 4,00 

INPA R668 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 

INPA R670 3,56 3,94 4,00 4,00 4,00 

INPA R672 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 

INPA R673 1,00 1,25 2,06 2,06 3,00 

INPA R674 3,88 4,00 4,00 4,00 4,00 

INPA R656 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 

INPA R657 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 

       1-Pontuação: 1,00 crescimento não visível; 4,00 máximo crescimento (Oliveira e 

Magalhães, 1991). 

 

Tabela 5: Médias do crescimento de rizóbio em meio YMA com pH 4,5 + Al isolados de 

amostras de solos na Amazônia. Média de quatro repetições. 

Isolados 

Pontuação
1
 / dias de crescimento 

3 dias 6 dias 9 dias 12 dias 15 dias 

INPA R546 1,13 2,00 3,31 3,75 4,00 

INPA R547 1,25 2,25 3,00 4,00 4,00 

INPA R548 1,13 2,19 3,75 4,00 4,00 

INPA R549 1,00 2,63 3,81 4,00 4,00 

INPA R550 1,00 2,25 3,50 4,00 4,00 

INPA R551 1,06 2,00 3,81 4,00 4,00 

INPA R552 1,13 2,25 3,88 4,00 4,00 

INPA R553 1,00 2,06 3,50 4,00 4,00 

INPA R554 1,25 2,13 3,56 4,00 4,00 

INPA R555 1,06 2,13 3,69 4,00 4,00 

INPA R556 1,00 1,06 1,06 1,06 1,06 

INPA R557 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13 

INPA R558 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 
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INPA R559 1,38 3,31 3,88 4,00 4,00 

 

   

             

     

INPA R560 1,06 2,06 3,56 4,00 4,00 

INPA R561 1,00 1,00 2,00 2,00 2,81 

INPA R562 1,00 1,00 1,31 2,13 2,69 

INPA R563 1,00 2,25 3,88 4,00 4,00 

INPA R564 1,13 3,38 3,63 4,00 4,00 

INPA R565 1,13 2,75 3,75 4,00 4,00 

INPA R566 1,13 3,00 4,00 4,00 4,00 

INPA R567 1,13 2,00 3,69 4,00 4,00 

INPA R568 1,00 1,81 3,88 4,00 4,00 

INPA R569 1,13 2,81 3,19 3,19 3,19 

INPA R588 2,19 2,44 2,44 2,44 2,44 

INPA R571 1,00 2,69 3,75 4,00 4,00 

INPA R572 1,06 2,69 3,75 4,00 4,00 

INPA R573 1,13 2,81 3,81 4,00 4,00 

INPA R574 1,19 2,94 4,00 4,00 4,00 

INPA R575 1,25 3,25 3,94 4,00 4,00 

INPA R576 1,50 3,31 3,94 4,00 4,00 

INPA R577 1,19 2,13 2,88 2,88 2,88 

INPA R578 1,50 3,50 4,00 4,00 4,00 

INPA R579 1,50 3,63 4,00 4,00 4,00 

INPA R581 1,94 3,50 4,00 4,00 4,00 

INPA R582 1,81 3,63 4,00 4,00 4,00 

INPA R583 2,00 3,63 4,00 4,00 4,00 

INPA R587 1,00 2,06 2,44 2,44 2,44 

INPA R588 2,00 3,81 4,00 4,00 4,00 

INPA R589 2,00 3,50 4,00 4,00 4,00 

INPA R591 3,81 3,94 4,00 4,00 4,00 

INPA R592 1,13 1,56 3,00 3,00 3,00 

INPA R593 1,88 2,63 3,94 4,00 4,00 

INPA R595 1,06 2,13 2,25 3,00 3,00 

INPA R596 1,00 2,13 2,50 3,00 3,00 

INPA R597 1,88 2,88 3,94 4,00 4,00 

INPA R599 1,56 2,81 3,94 4,00 4,00 

INPA R600 1,44 3,69 4,00 4,00 4,00 

INPA R601 1,75 2,75 4,00 4,00 4,00 

INPA R604 1,13 2,00 2,50 3,00 3,00 

INPA R606 1,38 2,88 4,00 4,00 4,00 

INPA R607 1,56 3,19 4,00 4,00 4,00 

INPA R608 1,94 3,75 3,94 4,00 4,00 

INPA R609 1,00 1,38 2,44 3,06 3,06 

INPA R610 1,88 2,94 3,94 4,00 4,00 
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INPA R611 1,50 2,31 3,88 4,00 4,00 

 

   

             

       

INPA R612 1,13 3,44 4,00 4,00 4,00 

INPA R613 1,19 2,31 3,31 3,31 3,31 

INPA R614 1,38 3,25 4,00 4,00 4,00 

INPA R615 1,19 3,13 3,38 3,38 3,38 

INPA R616 1,19 3,31 3,94 4,00 4,00 

INPA R618 2,50 3,06 4,00 4,00 4,00 

INPA R619 1,75 2,94 3,81 4,00 4,00 

INPA R620 1,13 3,00 3,88 4,00 4,00 

INPA R621 1,13 3,56 3,94 4,00 4,00 

INPA R622 1,13 3,81 4,00 4,00 4,00 

INPA R623 1,63 3,44 3,75 4,00 4,00 

INPA R624 1,25 3,19 3,94 4,00 4,00 

INPA R626 1,38 3,44 3,81 4,00 4,00 

INPA R627 1,00 2,56 2,81 2,81 2,81 

INPA R628 1,81 3,63 3,94 4,00 4,00 

INPA R629 2,25 3,50 3,88 4,00 4,00 

INPA R630 1,69 3,81 4,00 4,00 4,00 

INPA R631 1,75 3,88 4,00 4,00 4,00 

INPA R632 1,63 3,63 3,94 4,00 4,00 

INPA R633 1,06 3,75 3,94 4,00 4,00 

INPA R634 1,63 3,56 4,00 4,00 4,00 

INPA R635 1,00 2,38 2,81 2,81 2,81 

INPA R636 1,69 3,44 4,00 4,00 4,00 

INPA R640 1,00 2,00 2,63 2,94 2,94 

INPA R642 1,75 3,13 4,00 4,00 4,00 

INPA R644 1,00 1,88 2,88 3,19 3,19 

INPA R645 1,75 3,69 4,00 4,00 4,00 

INPA R647 1,88 3,69 3,94 4,00 4,00 

INPA R651 1,81 3,50 3,88 4,00 4,00 

INPA R652 1,00 2,25 3,19 3,19 3,19 

INPA R653 1,94 3,50 3,88 4,00 4,00 

INPA R654 1,00 1,19 1,88 2,88 3,63 

INPA R655 1,13 2,25 3,00 3,31 3,31 

INPA R656 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 

INPA R660 1,88 3,56 3,94 4,00 4,00 

INPA R664 1,13 1,19 2,00 2,50 2,50 

INPA R666 1,88 2,88 3,88 4,00 4,00 

INPA R668 1,81 2,81 4,00 4,00 4,00 

INPA R670 2,44 3,25 4,00 4,00 4,00 

INPA R672 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 

INPA R673 1,00 1,81 2,44 2,69 2,69 
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INPA R674 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 

 

   

       

 

INPA R656 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 

INPA R657 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 

              1-Pontuação: 1,00 crescimento não visível; 4,00 máximo crescimento (Oliveira e 

Magalhães, 1991). 

 

 

 

 

 

4.6 CONCLUSÕES 

 

 

1) No 6° dia de avaliação, 47 dos 100 isolados testados apresentaram alto valor 

para o crescimento em meio pH 6,5. Os isolados INPA R591, INPA R656, INPA R672, INPA 

R656, INPA R657 já possuíam o escore máximo (4,00) no 3° dia; 

2) Para o meio 4,5 + Al, a partir do 6° dia foi verificado que 40 isolados dos 100 

apresentavam valor alto (acima de 3,06). Os isolados INPA R656, INPA R672, INPA R674, 

INPA R656 e  INPA R657 já obtiveram máximo crescimento (4,00) no 3° dia; 

3) O aumento nos níveis de tolerância foi observado com o tempo de crescimento. 
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5 - CAPÍTULO II 

 

 

CAPACIDADE DE SOLUBILIZAÇÃO DE FOSFATOS DE CÁLCIO E ALUMÍNIO 

DE RIZÓBIO ISOLADOS DE SOLOS DO AMAZONAS 

 

5.1 RESUMO 

 

Em solos com baixa disponibilidade de fósforo, como os de solos de terra firme da 

Amazônia, a capacidade de estirpes de rizóbio de solubilizar compostos de fosfato inorgânico 

é extremamente importante. Assim o objetivo desse trabalho foi determinar a capacidade de 

solubilização de fosfato de cálcio e fosfato de alumínio de rizóbio isolados de solos ácidos e 

de baixa fertilidade na Amazônia. Os isolados de rizóbio foram repicados para meios 

específicos para solubilização de fosfatos de cálcio (PCa) e Alumínio (P-Al), onde os isolados 

foram avaliados por um período de 15 dias, obtendo-se os índices de solubilização. Foram 

avaliados 71 isolados, onde 46 solubilizaram P-Ca e 25 solubilizaram P-Al, sendo que 19 

isolados solubilizaram tanto P–Ca quanto P–Al. Dentre os que solubilizaram fosfato de cálcio, 

46 se comportaram como precoces e somente 1 como tardio já nos solubilizadores de 

alumínio, 24 se comportaram como precoces e 1 como tardio, os outros não se mostraram 

solubilizadores. Esses resultados de laboratório indicam possibilidade de se utilizar isolados 

de rizóbio capazes de solubilizar fosfatos, visando incrementar a concentração de fósforo 

solúvel na rizosfera e promover a nutrição de plantas com esse elemento. 

 

PALAVRAS CHAVES: Amazônia, Ecologia microbiana, Metabolismo microbiano. 
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CALCIUM AND ALUMINUM PHOSPHATE SOLUBILIZING ABILITY OF 

RHIZOBIA ISOLATED FROM AMAZONAS SOILS 

 

5.2 ABSTRACT 

 

On low available phosphorus soils, such as the Amazonian upland the ability of strains 

of rhizobia to solubilize composed inorganic phosphates is of extreme importance. The 

objective of this work was to determine the capacity of soil Amazonian rhizobia isolates to 

solubilize calcium and aluminum phosphate. The rhizobia isolates were evaluated on specific 

growth media containing phosphate of calcium (P-Ca) and aluminum (P-Al), where the 

isolated ones were appraised for a period of 15 days, when solubilizing indexes were 

obtained. They were appraised 71 isolates, where 46 isolated solubilized P-Ca and 25 

solubilized P-Al, and 19 solubilized P-Ca as well as P-Al. Among the isolates able to 

solubilize calcium phosphate, 46 were considered as precocious and 1 as delayers and all the 

isolate evaluated presented capacity to solubilize aluminum phosphate, 24 were considered as 

precocious and 1 as delayers, the other not shown solubilizers. These laboratory results 

indicate the possibility to use isolates of rhizobia able to solubilize phosphates, in order to 

increase the concentration of soluble phosphorus in the rhizosphere and to promote the 

nutrition of plants with this element. 

 

KEY WORDS: Amazon, Microbial ecology, Microbial metabolism. 
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5.3 INTRODUÇÃO 

 

O fósforo (P) é, após o nitrogênio, o segundo macronutriente limitante para o 

crescimento e a produção de culturas agrícolas (Vance, 2000). Ele está envolvido em funções 

biológicas básicas como a formação de ácidos nucleicos, fosfolipídios, metabolismo 

energético, ativação de metabolismo intermediário e regulação enzimática através das 

cascatas de tradução de sinais (Rausch e Bucher, 2002; Schünmann et al., 2004). Na verdade, 

o fosforo e um dos nutrientes menos solúveis no ambiente, com menos do que 5% do fosfato 

total do solo estando disponível para as plantas (Dobbelaere et al., 2003).  

Sendo o fosforo um elemento nutricional essencial para o crescimento das plantas, a 

adição de fertilizantes fosfatados e uma prática comum na agricultura moderna. Entretanto, 

uma grande porção do fosfato inorgânico solúvel aplicado ao solo como fertilizante e 

rapidamente imobilizada pelo ferro e pelo alumínio, em solos ácidos, e por cálcio, em solos 

calcários, logo depois da aplicação, tornando-se, assim, indisponível para as plantas (Holford, 

1997). 

Os recursos globais de fertilizantes fosfatados economicamente acessíveis vão se 

esgotar num futuro próximo, resultando em aumento de custos dos fertilizantes fosfatados, 

bem como na sua escassez (Isherwood, 2000). Para evitar uma possível escassez de P, 

especialmente em economias menos competitivas, estratégias de melhoria da produtividade de 

diversas culturas devem ser desenvolvidas com abordagens sustentáveis de adaptação de 

cultivares a ambientes de baixa fertilidade, melhorando, para tanto, sua capacidade de 

aquisição de nutrientes (Lynch, 2007; Beddington, 2010). 

O fornecimento de P para as plantas por meio de insumos biológicos é uma alternativa 

sustentável e viável, já que o P solúvel é liberado a partir de reações de solubilização de 

fosfatos insolúveis envolvendo diversos microrganismos (Marschner e Dell, 1994). Esses 

microrganismos presentes no solo são capazes de solubilizar fosfato mineral insolúvel pela 

produção de vários ácidos orgânicos que acidificam o solo, liberando íons ortofosfato 

solúveis, que podem ser captados pelas plantas (Jones, 1998). Adicionalmente, tais 

microrganismos são capazes de mineralizar compostos orgânicos fosfatados pela liberação de 

enzimas fosfatases (Garcia et al., 1992). A presença de quantidades significativas de atividade 

de fosfatases tem sido reportada e a maior fonte dessa atividade no solo e considerada como 
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sendo de origem microbiana. Esta atividade é  substancialmente aumentada na rizosfera 

(Rodriguez e Fraga, 1999). 

Um grande número de bactérias solubilizadoras de fosfato tem sido isolado da 

rizosfera de varias lavouras. Foi estimado que esses microrganismos possam constituir de 20 a 

40% da população de microrganismos cultiváveis do solo e que uma proporção significativa 

deles possa ser isolada do solo da rizosfera (Chabot et al., 1993). Embora haja uma boa 

evidência para a solubilização de fosfato por estes microrganismos em culturas puras, é difícil 

demonstrar a solubilização de fosfato nos sistemas planta-micro-organismo. A produção por 

estas linhagens bacterianas de outros metabólitos benéficos para as plantas tais como fito-

hormônios, antibióticos ou sideroforos, entre outros, tem criado confusão sobre o papel 

especifico da solubilização de fosfato no crescimento vegetal e na estimulação da produção 

vegetal (Kloepper et al., 1989). 

Tais microrganismos solubilizadores de fosfato têm atraído a atenção dos 

pesquisadores que objetivam melhorar o crescimento e o rendimento das plantas. Bactérias 

solubilizadoras de fosfato (BSP) têm sido identificadas entre os gêneros Pseudomonas, 

Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, 

Flavobacterium e Erwinia (Rodríguez e Fraga, 1999). 

Assim, os estudos de rizóbio a partir da avaliação “in vitro” da capacidade de 

solubilização de fosfatos pode proporcionar uma base segura para selecionar isolados de 

rizóbio efetivos com essa característica. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi a avaliação 

“in vitro” da capacidade de solubilização de fosfatos de cálcio e alumínio de rizóbio isolados 

de solos na Amazônia. 

 

5.4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

5.4.1 Coleta de material  

 

 

Inicialmente foram obtidos nódulos coletados dos sistemas radiculares de leguminosas 

em solos de várzea e terra firme da região. Para a coleta dos nódulos foi usado a metodologia 

descrita por Hungria (1994) conforme locais descritos (Tabela 1, pág 29). 
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5.4.2 Isolamento dos nódulos 

 

 

Após a obtenção dos nódulos, foram isoladas as estirpes de rizóbios usando a 

metodologia descrita por Vincent (1970) e Somasegaran e Hoben (1985). Os nódulos foram 

lavados com etanol (90%; três minutos), seguindo uma desinfecção superficial com 

hipoclorito de sódio (cinco minutos) e dez lavagens com água estéril. Em seguida os nódulos 

foram pressionados com uma pinça e feita as riscagens em placas de Petri contendo meio 

YMA (yeast manitol agar) (Vincent 1970) (Tabela 2, pág 31). Após o isolamento, as placas 

foram incubadas a 28°C até o crescimento de colônias de bactérias e então foram repicadas 

para novas placas contendo o mesmo meio e novamente incubadas até o novo crescimento 

bacteriano. Os isolados obtidos por último foram mantidos em tubos de ensaios contendo o 

meio YMA inclinado, segundo descrito por Vincent (1970) e Somasegaran e Hoben (1985). 

Dos isolados mantidos em tubos de ensaio, foram utilizados os 71 melhores provenientes do 

primeiro teste de acidez e alumínio tóxico para então ser feito o teste descrito abaixo. 

 

 

5.4.3 Solubilização de Fosfato de Cálcio e Alumínio 

  

Foram utilizados dois meios específicos para bactérias solubilizadoras, sendo um para 

solubilizadoras de fosfato de cálcio (P-Ca), contendo 10 g de glucose, 2 g de extrato de 

levedura e 15 g de ágar. Neste meio acrescentou-se uma solução A contendo 5 g de K2HPO4 

(50 mL de água) e uma solução B contendo 10 g de CaCl2 (100 mL de água), para a formação 

do fosfato de cálcio precipitado (Hara e Oliveira, 2004), ajustando-se o pH para 6,5. Um 

segundo meio para verificar a solubilização de fosfato de alumínio (P-Al) continha 10 g de 

manitol, 2 g de extrato de levedura, 6 g de K2HPO4 e 18g de ágar. Neste meio foi 

acrescentada, também, uma solução contendo 5,34 g de AlCl3, para formar o precipitado de 

fosfato de alumínio (Hara e Oliveira, 2004), e o pH ajustado para 4,5.  

Foi acrescentado o corante bromocresol verde no meio P-Al e azul de bromotimol no 

meio P-Ca, com o objetivo de visualizar a alteração do pH do meio pelas bactérias, em função 

da alteração da cor do meio. 
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Os isolados de rizóbio crescidos em meio YMA (pH 5,5), foram repicados para cada 

meio de solubilização de fosfatos com auxílio de uma alça de platina, estabelecendo-se cinco 

colônias por placa (Figura 5) com duas placas por isolado. 

Os isolados foram avaliados por um período de 15 dias, cujas medidas do diâmetro (f) 

dos halos de solubilização, percebido como uma área translúcida ao redor da colônia, e f das 

colônias foi mensurada a cada três dias, utilizando-se um paquímetro digital. A partir dessas 

medidas foram obtidos os índices de solubilização de cada isolado através da fórmula: IS = f 

Halo (mm)/ f Colônia (mm) (Berraquero et al., 1976). 

 

Figura 5. Distribuição das colônias nas placas de petri para verificação do halo de 

solubilização como indicativo de solubilização de fosfatos de cálcio e de alumínio. 

 
 

 

Com base nos índices de solubilização, as bactérias foram classificadas como isolados 

com baixa (IS < 2), média (2 £ IS < 4) e alta solubilização (IS > 4). De acordo com o início da 

solubilização, as bactérias foram classificadas ainda como precoces, cujo início da 

solubilização se deu até o terceiro dia, tardias, com início da solubilização depois do terceiro 

dia e “não solubilizadoras aparentes”, aquelas que não apresentaram solubilização visível até 

o décimo quinto dia de avaliação. 

 

 

5.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 
A figura 6 mostra os 46 isolados, dos 71 estudados, que solubilizaram o fosfato de 

cálcio, sendo que apenas 6 isolados (L4N18,  L5N18, L5N21, L7N9, L7N14 E L7N15) 

apresentaram alto índice de solubilização final, dentre esses, o que teve maior índice de 

solubilização final foi o L4N18 com o IS = 4,29 e 40 apresentaram índice de solubilização 
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médio, variando de 2,11 a 3,80 (Tabela 6). Dentre os isolados capazes de solubilizar o fosfato 

de cálcio, 46 se comportaram como precoces e 1 como tardios. Os outros isolados não 

apresentaram solubilização aparente no período de 15 dias de avaliação. 

Segundo Piex et al. (2001), isolados de rizóbia foram efetivos quanto à solubilização 

de fosfato de cálcio em laboratório, mas a eficiência de solubilização variou entre as estirpes.  

Vários estudos (Mikanova e Kubat, 1999; Rodríguez e Fraga, 1999; Hara e Oliveira, 

2004, 2005) evidenciam que a capacidade dos isolados de rizóbio solubilizarem o P-Ca está 

correlacionada com a diminuição do pH do meio pelos ácidos orgânicos ou prótons. Os ácidos 

orgânicos secretados podem diretamente dissolver o fosfato mineral como resultado da troca 

de ânion de PO4-2 por ânion ácido ou podem quelatar íons de Fe e Al associados com 

fosfatos. As bactérias solubilizadoras de fosfatos produzem ácidos orgânicos, tais como, 

acetato, lactato, oxalato, tartarato, succinato, citrato, gluconato, ketogluconato, glicolato, etc. 

(Cunningham e Kuiack, 1992; Gyaneshwar et al., 1998; Kim et al., 1998,1999). Para estirpes 

de rizóbio, o ácido orgânico identificado em estirpes com capacidade de solubilização de 

fosfato foi o ácido 2- ketogluconico, presente em Rhizobium leguminosarum (Halder et al., 

1990) e Rhizobium meliloti (Halder e Chakrabartty, 1993). 

Alguns trabalhos têm mostrado o efeito positivo da inoculação com bactérias 

solubilizadoras de fosfato também sobre cultivos agrícolas. Chabot et al. (1998) observaram 

um incremento no rendimento da matéria seca do milho, assim como Mikanova et al. (2000), 

Mikanova e Kubát (1999) e Piex et al. (2001) detectaram aumento na produtividade de 

ervilha, soja e feijão, respectivamente, quando inoculados com bactérias solubilizadoras de 

fosfato. 

Em um outro trabalho, embora cepas de Burkholderia sejam relatadas na literatura 

quanto à capacidade de solubilizar P, essa capacidade foi demonstrada pela primeira vez em 

diversas condições como alta concentração de sal, pH extremo e baixa temperatura para 

Burkholderia vietnamiensis. Em tal trabalho, realizado por Park et al. (2010), tal bactéria foi 

sugerida como um ótimo bioinoculante, não somente pala característica de solubilizar P, mas 

sobretudo pela sua capacidade de se adaptar bem sob diversas condições de estresse. 
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Figura 6: Índices de solubilização de cálcio dos isolados testados em 15 dias. 

 

 

 

 

Tabela 6: Capacidade de solubilização de fosfato de cálcio dos isolados de rizóbio. 

Isolados 
Início de Solubilização 

(dia) 
I.S. 

1
 

Solubilização 
Inicial (mm) Final (mm) 

INPA R546 3 2,17 (médio) 2,51 (médio) Precoce 

INPA R548 3 2,12 (médio) 2,23 (médio) Precoce 

INPA R549 3 1,64 (baixo) 2,11 (médio) Precoce 

INPA R553 3 1,67 (baixo) 2,16 (médio) Precoce 

INPA R555 6 0 (baixo) 2,35 (médio) Normal 

INPA R559 3 2,15 (médio) 2,60 (médio) Precoce 

INPA R560 3 1,72 (baixo) 2,27 (médio) Precoce 

INPA R563 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R564 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R565 3 2,17 (médio) 3,13 (médio) Precoce 

INPA R566 3 2,15 (médio) 3,11 (médio) Precoce 

INPA R567 3 1,75 (baixo) 2,43 (médio) Precoce 

INPA R568 3 2,15 (médio) 3,16 (médio) Precoce 

INPA R571 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R572 3 1,52 (baixo) 2,39 (médio) Precoce 

INPA R573 3 1,62 (baixo) 2,29 (médio) Precoce 

INPA R574 3 2,92 (médio) 3,20 (médio) Precoce 

INPA R575 3 2,25 (médio) 2,39 (médio) Precoce 
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INPA R576 3 1,83 (baixo) 

 

 

3,10 (médio) Precoce 

INPA R577 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R579 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R580 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R581 3 1,44 (baixo) 2,67 (médio) Precoce 

INPA R582 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R583 3 1,94 (baixo) 2,34 (médio) Precoce 

INPA R588 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R589 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R591 3 2,48 (médio) 3,12 (médio) Precoce 

INPA R593 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R597 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R599 3 2,12 (médio) 2,82 (médio) Precoce 

INPA R600 3 2,18 (médio) 3,12 (médio) Precoce 

INPA R601 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R606 3 1,84 (baixo) 3,40 (médio) Precoce 

INPA R607 3 2,50 (médio) 3,55 (médio) Precoce 

INPA R608 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R610 3 1,88 (baixo) 2,49 (médio) Precoce 

INPA R611 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R612 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R614 3 2,39 (médio) 3,31 (médio) Precoce 

INPA R616 3 2,14 (médio) 2,87 (médio) Precoce 

INPA R618 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R619 3 2,42 (médio) 2,71 (médio) Precoce 

INPA R620 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R621 3 2,02 (médio) 3,09 (médio) Precoce 

INPA R622 3 2,12 (médio) 3,09 (médio) Precoce 

INPA R623 3 2,25 (médio) 2,42 (médio) Precoce 

INPA R624 3 2,05 (médio) 2,87 (médio) Precoce 

INPA R626 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R628 3 1,84 (baixo) 2,70 (médio) Precoce 

INPA R629 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R630 3 2,33 (médio) 3,65 (médio) Precoce 

INPA R631 3 2,09 (médio) 3,5 (médio) Precoce 

INPA R632 3 2,47 (médio) 3,49 (médio) Precoce 

INPA R633 3 2,37 (médio) 3,33 (médio) Precoce 

INPA R634 3 2,57 (médio) 4,29 (alto)  Precoce 

INPA R636 3 3,34 (médio) 3,65 (médio) Precoce 

INPA R642 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R645 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R647 3 2,26 (médio) 3,23 (médio) Precoce 
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INPA R651 3 2,16 (médio) 3,13 (médio) Precoce 

INPA R653 3 2,31 (médio) 4,10 (alto) Precoce 

INPA R656 3 2,01 (médio) 4,28 (alto) Precoce 

INPA R660 3 1,48 (baixo) 3,80 (médio) Precoce 

INPA R666 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R668 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R670 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R672 3 2,01 (médio) 4,15 (alto) Precoce 

INPA R674 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R676 3 2,70 (médio) 4,22 (alto) Precoce 

INPA R677 3 2,02 (médio) 4,18 (alto) Precoce 

1 
IS = Índice de solubilização. 

 

Quanto à solubilização de P-Al, dos 71 isolados estudados, 25 apresentaram a 

capacidade de solubilização (Figura 7). 12 destes isolados apresentaram índice de 

solubilização alto (INPA R563, INPA R582, INPA R621, INPA R623, INPA R628, INPA 

R630, INPA R632, INPA R634, INPA R651, INPA R666, INPA R672, INPA R676 e INPA 

R677 ) sendo que dentre eles, o que teve maior índice de solubilização foi o  INPA R623 com 

o IS = 4,31 e 12 apresentaram índice de solubilização médio, variando de 2,12 a 3,04 (Tabela 

7). Entre os isolados solubilizadores, 24 comportaram-se como precoces e 1 como normal, 

solubilizando o fosfato depois do 6º, dia. Os outros isolados não apresentaram solubilização 

aparente em meio com P-Al. Segundo Hara e Oliveira (2005), esta capacidade de 

solubilização de P-Al pode estar relacionada ao fato de que o alumínio e o fosfato ligado a ele 

predominam nos solos da região (Raij, 1991). Resultados de Hara e Oliveira (2004) 

mostraram a capacidade de solubilização de P-Al em 67% dos isolados. 

Estudos apontam que a baixa incidência de solubilização de P-Al está mais 

relacionada ao estado físico do meio (sólido) e à sua composição do que à capacidade dos 

isolados de solubilizar este fosfato (Souchie et al., 2005a). Resultados semelhantes da estirpe 

INPA 03-11B são observados em estudos anteriores (Marra et al., 2012). 

Assim, vários fatores podem ter afetado esta relação, entre eles, as quantidades de P 

imobilizadas pelos microrganismos durante o crescimento (Silva Filho et al.,2002). 

Os dados das Figuras 6 e 7 evidenciam que 19 dos isolados que solubilizaram o P-Ca 

também solubilizaram o P-Al. Resultados reportados por Hara e Oliveira (2004), estudando 

88 isolados de rizóbio de solos agrícolas amazônicos, mostram que o P-Ca foi solubilizado 
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por 39% dos isolados e a maioria dos isolados de rizóbio que solubilizou P-Ca (76,5% dos 

isolados) também solubilizou o P-Al. Porém, Silva Filho e Vidor (2000) identificaram uma 

baixa ocorrência de isolados que solubilizaram ambos os fosfatos. Silva Filho e Vidor (2000) 

citam que a baixa freqüência de solubilizadores de P-Al se deve ao fato de inicialmente os 

isolados serem obtidos em meios contendo o P-Ca para, depois, serem avaliados na presença 

de P-Al. 

Têm sido reportado, também, que estirpes de Bradyrhizobium solubilizaram diferentes 

quantidades de fosfato (hydroxiapatita e fosfato tricálcio) em meio de cultura líquido (Chabot 

et al., 1998; Mikanová e Kubát, 1999; Mikanová e Nováková, 2002; Bano e Musarrat, 2003). 

Segundo Mikanová e Kubát (1999), estirpes de Rhizobium e Bradyrhizobium 

mostraram atividade de solubilização de fosfato em meio de cultura e, quando inoculadas em 

plantas de soja, observou-se um aumento da produtividade da cultura e o conteúdo de fósforo 

lábil no solo. 

Outros trabalhos têm mostrado o efeito positivo da inoculação de plantas com 

bactérias solubilizadoras de fosfatos sobre cultivos agrícolas. Piex et al. (2001) observaram 

aumento na produção de culturas como soja, feijão e ervilha quando inoculadas com rizóbios 

capazes de solubilizarem fosfatos de cálcio. 

É muito provável que o efeito microbiano na rizosfera de plantas pode proporcionar 

uma resposta fisiológica positiva nas plantas hospedeiras, como a capacidade de solubilizar 

fosfatos inorgânicos, disponibilizando-os para as plantas (Silva Filho et al., 2002; Vessey, 

2003). Assim, a avaliação de bactérias do solo a partir da avaliação “in vitro” da capacidade 

de solubilização de fosfatos pode proporcionar uma base segura para selecionar isolados de 

bactérias solubilizadoras de fosfatos efetivos. Porém, há a necessidade de se estudar o uso 

dessas bactérias como inoculantes, enfocando os mecanismos de sobrevivência em solos da 

região amazônica, para que se possa selecionar isolados que possam solubilizar o fósforo 

insolúvel (Silva et al, 2011). 
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Figura 7: Índices de solubilização de alumínio dos isolados testados em 15 dias. 

 

 

 

   Tabela 7: Capacidade de solubilização de fosfato de alumínio dos isolados de rizóbio. 

Isolados 
Início de Solubilização 

(dia) 
I.S. 

1
 

Solubilização 
Inicial (mm) Final (mm) 

INPA R546 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R548 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R549 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R553 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R555 3 2,07 (médio) 2,15 (médio) Precoce 

INPA R559 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R560 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R563 3 2,65 (médio) 4,2 (alto) Precoce 

INPA R564 3 1,89 (baixo) 3 (médio) Precoce 

INPA R565 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R566 3 2,15 (médio) 2,34 (médio) Precoce 

INPA R567 3 2,47 (médio) 3,01 (médio) Precoce 

INPA R568 3 1,69 (baixo) 2,25 (médio) Precoce 

INPA R571 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R572 3 2,13 (médio) 2,35 (médio) Precoce 

INPA R573 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R574 6 0 (baixo) 2,20 (médio) Normal 

INPA R575 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R576 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 
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INPA R577 3 1,65 (baixo) 

 

2,12 (médio) Precoce 

INPA R579 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R580 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R581 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R582 3 2,82 (médio) 4,31 (alto) Precoce 

INPA R583 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R588 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R589 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R591 3 2,56 (médio) 3,04 (médio) Precoce 

INPA R593 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R597 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R599 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R600 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R601 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R606 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R607 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R608 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R610 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R611 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R612 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R614 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R616 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R618 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R619 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R620 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R621 3 2,19 (médio) 4,10 (alto) Precoce 

INPA R622 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R623 3 2,16 (médio) 4,31 (alto) Precoce 

INPA R624 3 1,88 (baixo) 2,51 (médio) Precoce 

INPA R626 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R628 3 1,92 (baixo) 4,22 (alto) Precoce 

INPA R629 3 2,10 (médio) 2,73 (médio) Precoce 

INPA R630 3 2,18 (médio) 4,17 (alto) Precoce 

INPA R631 3 2,12 (médio) 3,02 (médio) Precoce 

INPA R632 3 2,18 (médio) 4,12 (alto) Precoce 

INPA R633 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R634 3 2,17 (médio) 4,23 (alto)  Precoce 

INPA R636 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R642 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R645 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R647 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R651 3 2,15 (médio) 4,18 (alto) Precoce 

INPA R653 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 
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INPA R656 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R660 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R666 3 2,40 (médio) 4,15 (alto) Precoce 

INPA R668 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R670 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R672 3 2,14 médio) 4,11 (alto) Precoce 

INPA R674 0 0 (baixo) 0 (baixo) Não solubilizador 

INPA R676 3 2,62 (médio) 4,28 (alto) Precoce 

INPA R677 3 2,10 (médio) 4,26 (alto) Precoce 

1 
IS = Índice de solubilização 
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5.6 CONCLUSÕES 

 

1) O fosfato de cálcio foi solubilizado por 46 dos 71 isolados de rizóbio estudados; 

2)  Somente os isolados INPA R634, INPA R653, INPA R656, INPA R672, INPA 

R676 e INPA R677 apresentaram alto índice de solubilização; 

3) Somente 25 dos 71 isolados solubilizaram fosfato de alumínio; 

4) 12 desses isolados apresentaram índice de solubilização alto (INPA R563, INPA 

R582, INPA R621, INPA R623, INPA R628, INPA R630, INPA R632, INPA 

R634, INPA R651, INPA R666, INPA R672, INPA R676 e INPA R677) 

5) Do total de 71 isolados de rizóbio, 19 solubilizaram ambos os fosfatos de cálcio e 

de alumínio. 

6) Os isolados que solubilizaram tanto os fosfatos de cálcio e de alumínio foram: 

INPA R555, INPA R566, INPA R567, INPA R568, INPA R572, INPA R574, 

INPA R591, INPA R621, INPA R623, INPA R624, INPA R628, INPA R630, 

INPA R631, INPA R633, INPA R634, INPA R651, INPA R672, INPA R676, 

INPA R677. 
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6 - CAPÍTULO III 

 

 

PRODUÇÃO DE HORMÔNIO DE CRESCIMENTO POR RIZÓBIOS ISOLADOS DE 

SOLOS DO AMAZONAS NO SISTEMA RADICULAR DO PEPINO 

 

6.1 RESUMO 

 

Os rizóbios existentes nos solos sintetizam naturalmente o ácido indol-acetico (AIA), 

sendo a auxina de ocorrência natural mais abundante. O presente estudo teve como objetivo 

avaliar a produção de hormônio de crescimento por isolados de rizóbios em sistema radicular 

de pepino. Para tanto, foram utilizados 70 isolados de rizóbios nativos do Amazonas. A 

avaliação do crescimento radicular através da produção de AIA foram utilizados sacos 

plásticos de 1L contendo papel filtro, solução nutritiva e duas sementes de pepino. Os 

tratamentos utilizados foram 70 isolados de rizóbios e 3 doses diferentes de AIA comercial: 

10, 25, 50 mg além da testemunha não contendo estirpe nem AIA. Dentre os 71 isolados 

estudados, 38 induziram taxas de crescimento radicular das plantas de pepino maiores do que 

nas plantas não inoculadas com os mesmos. Dentre os isolados avaliados, o que obteve 

melhor resultado foi o INPA R670 no tempo de 24h.  

 

PALAVRAS-CHAVES: AIA. Rizóbio. Amazonas. 
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INDOLE ACETIC ACID PRODUCTION BY RHIZOBIA ISOLATED FROM 

AMAZONONAS SOILS OF ROOT SYSTEM CUCUMBER 

 

6.2 ABSTRACT 

 

The existing rhizobia in soils naturally synthesize indole-acetic acid (IAA) and the 

most abundant naturally occurring auxin. The present study has as objective to evaluate the 

the production of IAA by 70 strains of rhizobia Amazon. For evaluation of root growth by 

producing IAA were used 1L plastic bags containing filter paper, nutrient solution and two 

cucumber seeds. The treatments were 70 strains of rhizobia and 3 different doses of 

commercial IAA: 10, 25, 50 mg and the control strain containing no or IAA. Of the 71 

isolates tested, 38 induced growth rate of root system of cucumber greater than in non-

inoculated plants with them. Among the isolates, which had the best result was the INPA 

R670 in time of 24h. 

 

KEY WORDS: IAA. Rhizobia. Amazonas. 
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6.3 INTRODUÇÃO 

 

Os rizóbios são classificados como organismos promotores de crescimento vegetal, 

devido à sua capacidade de exercer algum efeito benéfico no crescimento e/ou 

desenvolvimento das plantas, por meio de mecanismos diretos e indiretos (Santillana et al., 

2005). Os mecanismos gerais de promoção indireta de crescimento são basicamente 

relacionados com biocontrole, incluindo a produção de antibióticos, a quelação de Fe 

disponível na rizosfera, síntese de enzimas extracelulares para hidrolisar a parede celular 

fúngica e da competição com patógenos por nichos dentro da rizosfera (Van Loon, 2006) e os 

mecanismos gerais de promoção de crescimento diretos, de acordo com Castro et al. (2009), 

incluem a fixação biológica de nitrogênio, produção de fitormônios como auxinas, citocininas 

e giberelinas, solubilização de minerais como fósforo e ferro, a produção de sideróforos e a 

indução de resistência sistêmica. 

Os rizóbios são reconhecidamente capazes de produzir substâncias fitoestimuladoras 

influenciando o crescimento e o desenvolvimento vegetal de não leguminosas (Biswas et al., 

2000; Belimov et al., 2001; Yanni et al., 2001; Kravchenko et al., 2004). As principais 

substâncias fitoestimuladoras produzidas por rizóbios são os hormônios pertencentes ao grupo 

das auxinas (Biswas et al., 2000; Erum e Bano, 2008), citocininas (Persello-Cartieaux et al., 

2003) e giberelinas (Yanni et al., 2001; Erum e Bano, 2008). 

Entre as auxinas o ácido indol-acético (AIA) é o mais estudado e o mais produzido por 

bactérias (Radwan et al. 2005). O AIA atua principalmente na formação de raízes laterais e de 

pêlos radiculares que aumentam a absorção de nutrientes pela planta (Biswas et al., 2000). 

Diferentes rotas metabólicas de biossíntese de AIA já foram identificadas em bactérias 

(Spaepen et al., 2007), sendo que duas das principais rotas metabólicas já descritas para a 

produção de AIA dependem de triptofano. São elas a rota da indole-3-acetamida (IAM) e 

indole-3-piruvato (IpyA) (Lambrecht et al., 2000). Osorio Filho (2009) inferiu que 

provavelmente a rota de biossíntese de AIA em rizóbios seja a rota do indole-3-acetonitrilo 

(IAN). No mesmo estudo, o autor inseriu o gene Gus nos rizóbios, e com a utilização destas 

bactérias marcadas, observou a sua capacidade de colonização de plantas de arroz, tanto no 

tecido radicular quanto nas folhas. 

Teores de triptofano têm sido encontrados em exudados radiculares. Kravchenko et al. 

(2004) quantificaram a exudação de triptofano por raízes assépticas de tomate e rabanete. 
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Plântulas de tomate liberaram diariamente de 2,8 a 5,3 ng de triptofano por planta, enquanto 

que em rabanete a liberação diária de triptofano variou de 190 a 390 ng por planta. 

Em experimento conduzido em câmara de crescimento, Silveira (2008) estudou o 

efeito da inoculação de cinco estirpes de Rhizobium leguminosarum bv trifolii quanto à 

capacidade de promover o crescimento de arroz, cultivar IAC103, em solução nutritiva. 

Quanto ao acúmulo de massa seca, as plantas inoculadas com as estirpes SEMIA235 e 

SEMIA250 foram superiores ao tratamento controle em mais de 100%. 

Portanto, a avaliação da produção de AIA por rizóbio pode proporcionar uma base 

para selecionar isolados efetivos de solos da região.  

Este trabalho teve como objetivo avaliar a produção de AIA por rizóbio nativos da 

Amazônia através de testes em sacos plásticos e papel filtro. 

 

6.4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

6.4.1 Coleta de material  

 

Inicialmente foram obtidos nódulos coletados dos sistemas radiculares de leguminosas 

em solos de várzea e terra firme da região. Para a coleta dos nódulos foi usado a metodologia 

descrita por Hungria (1994) conforme locais descritos (Tabela 1, pág 29). 

 

6.4.2 Isolamento dos nódulos 

 

Após a obtenção dos nódulos, foram isoladas as estirpes de rizóbios usando a 

metodologia descrita por Vincent (1970) e Somasegaran e Hoben (1985). Os nódulos foram 

lavados com etanol (90%; três minutos), seguindo uma desinfecção superficial com 

hipoclorito de sódio (cinco minutos) e dez lavagens com água estéril. 

Em seguida os nódulos foram pressionados com uma pinça e feita as riscagens em 

placas de Petri contendo meio YMA (yeast manitol agar) (Vincent 1970) (Tabela 2, pág 31). 

Após o isolamento, as placas foram incubadas a 28°C até o crescimento de colônias de 

bactérias e então repicadas para novas placas contendo o mesmo meio e novamente incubadas 

até o novo crescimento bacteriano. Os isolados obtidos por último foram mantidos em tubos 



61 
 

 

 

de ensaios contendo o meio YMA inclinado, segundo descrito por Vincent (1970) e 

Somasegaran e Hoben (1985). Dos isolados mantidos em tubos de ensaio, foram utilizados os 

70 melhores rizóbios selecionados em testes anteriores para os testes descritos abaixo. 

 

6.4.3 Produção de hormônio de crescimento através de isolados de rizóbios no sistema 

radicular do pepino 

 

A produção foi determinada através do crescimento das raízes em plantas de pepino 

(Cucumis sativus) através da metodologia descrita por Oliveira e Graham (1990). Para isso, as 

sementes foram previamente esterilizadas com álcool, hipoclorito de sódio e 10 lavagem com 

água esterelizada (Vincent, 1970), pré-germinadas em placa de Petri com algodão e foram 

assepticamente transplantadas para sacos de plástico de 1L contendo papel de filtro 

esterilizado e solução nutritiva. Cada saco plástico de 1 L continha 50 ml de solução nutritiva 

possuindo todos nutrientes com exceção do nitrogênio (modificada de Specht et al. 1956 e 

Smith et al. 1983, segundo Oliveira e Graham 1990) e 2 sementes pré-germinadas de pepino. 

Foi tomado cuidado para que as radículas estivessem em contato com o papel de filtro e, 

conseqüentemente, com a solução nutritiva. As inoculações com as estirpes de rizóbios foram 

realizadas 24 horas após o transplante das sementes pré-germinadas de pepino. A solução 

bacteriana foi preparada através de suspensões de células contendo 10
7
 UFC/mL, inoculando-

se 10 mL por saco plástico, sendo a padronização das concentrações de células foram feita 

através da contagem em câmara de Neubauer.  

Após a inoculação com as estirpes foram feitas avaliações para a determinação do 

crescimento radicular através de medições do comprimento radicular utilizando-se paquímetro 

digital. Para isso foram feitas marcações (externamente, no saco plástico com pincel atômico) 

nos segmentos de raiz no momento da inoculação, usando a metodologia descrita por 

Bhuvaneswari et al. (1980). 

A avaliação do crescimento foi feita 24, 48 e 72 horas após a inoculação das estirpes 

nos saquinhos contendo as plantas da espécie citada. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 43 x 3 

x 4  sendo cada tratamento representado pelas estirpes eficientes utilizadas e mais três 

tratamentos sendo representados por três doses diferentes do AIA comercial: 10, 25 e 50 mg, 

em três tempos diferentes bem como 24, 48 e 72h com quatro repetições cada, contendo duas 
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plantas de pepino por saco, totalizando 8 plantas por tratamento. O tratamento controle foi 

realizado sem a inoculação da estirpe. Foi aplicado o teste Scott-Knott a 5% de probabilidade 

usando o programa ASSISTAT. 

 

6.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Dentre os 71 isolados de rizóbios testados, apenas 38 (além das 3 doses de AIA 

comercial) apresentaram crescimento das raízes (Tabela 8), as outras tiveram valores zero e 

por isso não foram apresentadas. Dentre os 43 isolados, pôde-se observar que essas bactérias 

influenciaram no crescimento radicular das plantas de pepino por contribuírem com a 

produção de hormônios. Tais efeitos estão associados à capacidade destes e muitos outros 

microrganismos rizosféricos liberarem substâncias reguladoras do crescimento. Têm sido 

observadas alterações na densidade e no comprimento dos pelos radiculares, resultando no 

aumento da superfície do sistema radicular e permitindo melhor exploração dos nutrientes e 

água do solo (Gutiérrez Manero et al., 1996; Solano et al., 2008).  

Comparando com o tratamento controle, onde as plantas não foram inoculadas com 

rizóbio, percebeu-se uma notável diferença no valor das médias de crescimento das raízes, 

visto que as maiores médias encontraram-se nos saquinhos plásticos que continham a 

inoculação da bactéria. Em relação ao tratamento controle com o tempo, o controle foi bom 

para todos os tempos, porém, em comparação com os outros isolados de rizóbios, eles se 

apresentaram com um rendimento muito baixo, ficando em último lugar na escala de 

crescimento. Mesmo com a inoculação do AIA comercial, foi possível verificar que na 

dosagem de 10 e 50 mg mesmo sendo bom nos 3 tempos (24h, 48h e 72h) não diferiram entre 

si nem entre o tratamento controle. Somente a dosagem de 25 mg de AIA no tempo de 24h 

demonstrou diferença entre as médias mas mesmo assim, muito inferior aquelas inoculadas 

com os isolados de rizóbios (Tabela 8). Isso pode estar ligado ao fato de que esse estímulo é 

dependente da dosagem do hormônio, pois o excesso dele pode retardar ou até inibir o 

crescimento do vegetal (Ahmad et al., 2005). 

O isolado de rizóbio com o maior destaque foi INPA R670, pois foi o que melhor se 

apresentou dentre os outros isolados no tempo de 24h, porém, no tempo de 48h e 72h ele já 

teve um decréscimo e suas raízes já obtiveram pouco crescimento, demonstrando que o tempo 

influencia no crescimento das raízes e não somente os isolados de rizóbios. É notável e foi 
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demonstrado que com o passar das horas, as raízes cresciam cada vez mais lentamente 

(Tabela 8). 

Mesmo assim, no tempo de 48h e 72h os melhores isolados de rizóbios continuaram 

sendo aqueles apresentados como bons no tempo de 24h. Outros isolados que tiveram bom 

crescimento depois do INPA 670 foram: INPA R674, INPA R676, INPA R677 (Tabela 8). 

Resultados semelhantes foram encontrados por Araujo et al. (2010) ao estudarem as respostas 

de inóculos de rizóbios em mudas de Leucena e feijão-cupi onde a matéria seca das raízes de 

ambas as espécies aumentou com a inoculação.  

Os rizóbios da espécie Bradyrhizobium japonicum isolados de raízes de soja, 

Azorhizobium caulinodans, isolados de Sesbania rostrata, Rhizobium NGR234 de Lablab 

purpureus, Sinorhizobium meliloti de Medicago sativa, Rhizobium leguminosarum bv. viceae 

Cn6, e R. leguminosarum bv. Viceae estirpe 30 de Vicia faba foram capazes de infectar e 

colonizar raízes de sorgo e/ou sectária (Matiru e Dakora, 2004). Baseados no fato deste 

diverso grupo de rizóbios isolados de diferentes gêneros de leguminosas serem capazes de 

colonizar estas duas gramíneas, os autores sugerem que a infecção de não leguminosas por 

rizóbios é provavelmente mais ocorrente na natureza do que se imagina. 

Em relação a quantidade de raízes produzidas em cada planta de pepino, o isolado  que 

teve a maior quantidade foi o INPA R670 (24), justamente o mesmo que apresentou maior 

número de crescimento radicular, seguido por INPA R676, INPA R628 e INPA R629 (22). 

Os únicos isolados que produziram raízes terciárias foram o INPA R670 e INPA R674 

(Tabela 9). Isso pode sugerir que quanto maior a quantidade de raízes, melhor será a absorção 

dos nutrientes provenientes do solo, como relata Gutiérrez-Manero et al., (1996) e Solano et 

al., (2008) onde mostram que os efeitos da colonização dos rizóbios sobre a morfologia e 

fisiologia das raízes das plantas com as quais se associam são marcantes. Tem sido 

observadas alterações na densidade e no comprimento dos pelos radiculares, resultando no 

aumento da superfície do sistema radicular e permitindo melhor exploração dos nutrientes e 

água do solo. 

A produção relativamente alta de AIA pelos isolados avaliados sugere o uso potencial 

desses rizóbios comonpromotores de crescimento radicular de espécies leguminosas e não 

leguminosas, conforme documentado por Ahmad et al. (2005) e Sottero et al. (2006). 
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Tabela 8. Crescimento radicular das plantas (mm/planta) de pepino em resposta à inoculação 

por isolados de rizóbios e 3 doses de AIA comercial
1
. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             1 - As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si  (Teste 

de Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade). 

 

Isolados 24h 48h 72h 

controle 37,00 iA 22,75 cA 11,00 aA 

10 mg AIA 27,00 iA 17,75 cA 9,50 aA  

25 mg AIA  48,50 hA 25,00 cB 12,75 aB 

50mg AIA  19,50 iA 11,25 cA  4,75 aA 

INPA R565 118,25 fA 29,00 cB 11,00 aB 

INPA R567 129,00 fA  46,25 cB 16,00 aC  

INPA R568 115,00 fA 16,50 cB 6,25 aB 

INPA R572 81,25 gA 0,00 cB 0,00 aB  

INPA R573 171,00 eA 31,00 cB 12,75 aB 

INPA R577 64,75 hA 23,50 cB 9,25 aB   

INPA R579  107,75 fA 28,25 cB 10,50 aB 

INPA R583  119,75 fA 18,00 cB 8,75 aB 

INPA R589 197,25 eA 64,75 bB 24,75 aC 

INPA R593  149,25 fA 31,50 cB 12,75 aB 

INPA R597 114,75 fA 25,75 cB 8,00 aB 

INPA R606 241,75 dA 57,50 bB 19,50 aC 

INPA R607 171,25 eA 55,00 bB 16,75 aC  

INPA R610 172,00 eA  63,75 bB 20,00 aC  

INPA R611 203,75 eA 87,00 aB  26,50 aC 

INPA R612 237,00 dA 83,00 aB 30,00 aC 

INPA R614  235,25 dA 60,00 bB 25,00 aC 

INPA R616 190,50 eA 65,00 bB 13,75 aC 

INPA R622 240,75 dA 80,25 aB 25,25 aC 

INPA R623 200,25 eA 59,25 bB 19,25 aC 

INPA R626 243,25 dA 76,75 aB 34,00 aC   

INPA R628 262,75 cA  73,75 bB 30,75 aC  

INPA R629  245,50 dA 78,50 aB 41,50 aC 

INPA R630 279,75 cA 61,25 bB 20,75 aC 

INPA R631 222,75 dA 62,75 bB 26,50 aC 

INPA R632  182,50 eA 83,00 aB 31,75 aC 

INPA R633 257,00 dA  54,00 bB 26,00 aB 

INPA R634 220,25 dA 82,50 aB 17,75 aC 

INPA R636 223,00 dA 73,75 bB 22,50 aC  

INPA R642 190,00 eA  88,25 aB 30,50 aC 

INPA R653 272,25 cA 69,00 bB  27,00 aC 

INPA R656 271,50 cA 81,50 aB 24,50 aC 

INPA R660 238,50 dA 65,25 bB  20,75 aC 

INPA R666 229,50 dA  50,25 bB 10,50 aC 

INPA R670 366,25 aA 103,00 aB 37,00 aC 

INPA R674 325,75 bA 103,50 aB 46,50 aC 

INPA R676 332,00 bA 76,00 aB 30,50 aC 

INPA R677 340,25 bA 109,50 aB 54,00 aC 
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Tabela 9. Quantidade das raízes crescidas em plantas de pepino em resposta à inoculação por 

isolados de rizóbios e 3 doses de AIA comercial. 

Isolados 
raízes primárias  raízes secundárias  raízes terciárias  Total 

 

Controle 4 3 0 7 

10 mg AIA 5 4 0 10 

25 mg AIA 5 7 0 13 

50mg AIA 5 9 0 15 

INPA R565 4 8 0 12 

INPA R567 0 0 0 0 

INPA R568 4 9 0 13 

INPA R572 4 10 0 14 

INPA R573 4 11 0 15 

INPA R577 4 9 0 13 

INPA R579 4 10 0 14 

INPA R583 5 9 0 14 

INPA R589 4 10 0 14 

INPA R593 0 0 0 0 

INPA R597 2 4 0 6 

INPA R606 3 6 0 9 

INPA R607 3 5 0 8 

INPA R610 3 7 0 10 

INPA R611 4 4 0 8 

INPA R612 4 6 0 10 

INPA R614 0 0 0 0 

INPA R616 3 5 0 8 

INPA R622 0 0 0 0 

INPA R623 5 16 0 21 

INPA R626 7 10 0 17 

INPA R628 0 0 0 0 

INPA R629 8 14 0 22 

INPA R630 7 15 0 22 

INPA R631 0 0 0 0 

INPA R632 6 13 0 19 

INPA R633 5 15 0 20 

INPA R634 4 12 0 16 

INPA R636 0 0 0 0 

INPA R642 4 7 0 11 

INPA R653 0 0 0 0 

INPA R656 0 0 0 0 

INPA R660 5 5 0 10 

INPA R666 2 4 0 6 
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INPA R670 7 16 1 24 

INPA R674 6 14 1 21 

INPA R676 7 15 0 22 

INPA R677 6 14 0 20 

 

 

 

6.6 CONCLUSÕES 

 

1) De 71 isolados de rizóbios avaliados, 38 induziram taxas de crescimento 

radicular das plantas de pepino maiores do que nas plantas não inoculadas com os mesmos, 

indicando o efeito positivo da produção de AIA nas plantas; 

2) O tempo pode afetar no crescimento das raízes inoculadas com rizóbios; 

3) O melhor isolado de rizóbio dentre os 43 foi o INPA R670 no tempo de 24h de 

inoculação; 

4) A produção do AIA pelos isolados avaliados sugere o uso potencial desses 

rizóbios como promotores de crescimento radicular de espécies de plantas. 
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8. APÊNDICE 

 

Tabela A. Resumo das análises de variação conjuntas contendo as fontes de variação (FV) 

graus de liberdade (GL) e valores dos quadrados médios com respectivas significâncias pelo 

teste F de crescimento radicular das plantas (mm/planta) de pepino em resposta à inoculação 

por isolados de rizóbios e 3 doses de AIA comercial. 

 

QUADRO DE ANÁLISE                          

----------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

FV                  GL             SQ                                QM                                    F         

----------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Fator1(F1)       41           806653.03373             19674.46424                      46.4005 ** 

Fator2(F2)       2             2753055.86111           1376527.93056                  3246.4218 ** 

Int. F1xF2       82           570770.80556              6960.61958                       16.4160 ** 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Tratamentos    125          4130479.70040           33043.83760                       77.9310 ** 

Resíduo          378          160277.25000             424.01389                 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

Total         503    4290756.95040                                 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < .01)         

 * significativo ao nível de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)  

ns não significativo (p >= .05)                                    


