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RESUMO 

Os rizóbios possuem diferentes mecanismos de promoção do crescimento de plantas, 
importantes para o desenvolvimento vegetal e sustentabilidade dos ecossistemas. No 
entanto, fatores abióticos como pH, temperatura e presença de xenobióticos podem 
afetar o seu desempenho simbiótico de forma variável, de acordo com a 
espécie/estirpe. Levantamentos prévios apontam que as leguminosas nativas dos 
Campos Gerais do Paraná são noduladas por espécies/estirpes de rizóbios 
filogeneticamente variados, inclusive com a ocorrência de novas espécies. O objetivo 
deste estudo foi caracterizar trinta e seis estirpes de rizóbios isolados de nódulos 
radiculares de espécimes nativas de Mimosa spp. e Desmodium spp. quanto às suas 
atividades promotoras do crescimento de plantas e tolerância a estresses abióticos. 
O crescimento das estirpes foi significativamente afetado pelas temperaturas 37°C e 
40°C, pelas concentrações de 1%, 2% e 3% NaCl e pelo pH 3,0; já em pH 4,5 e 6,0, 
não houve diferença significativa quando comparado com o controle.  Pode-se 
relacionar tal resultado às condições químicas do solo de origem das plantas 
hospedeiras. Quanto à tolerância a metais pesados, nenhuma das estirpes 
apresentou resistência ao Cu nas três concentrações testadas enquanto todas foram 
capazes de crescer nas concentrações avaliadas de Zn. Quanto ao Al, 88% das 
estirpes apresentaram resistência à mais alta concentração testada (2mM). Nenhuma 
das estirpes apresentou atividade antagônica contra os fitopatógenos testados. Para 
a atividade de solubilização de fosfato 69,44% das estirpes tiveram resultados 
positivos, com índices de solubilização variando entre 0,13 a 1,22. Cinco das estirpes 
testadas produziram quantidades distintas de compostos indólicos, das quais quatro 
foram isoladas de D. barbatum. Nossos resultados indicam que fatores abióticos 
interferem de modo significativo e de forma diferencial no desenvolvimento dos 
rizóbios, demonstrando a importância da caracterização fisiológica na seleção de 
microrganismos.  
Palavras-chave: Paraburkholderia, Bradyrhizobium, Rhizobium, bactérias 

promotoras do crescimento de plantas.  
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ABSTRACT 

Rhizobia has different mechanisms for promoting plant growth, which are important for 

plant development and the sustainability of ecosystems. However, abiotic factors (i.g., 

pH, temperature, and the presence of xenobiotics) can affect symbiotic performance, 

according to the species/strain analyzed. Previous researches highlighting the 

occurrence of new species of rhizobia of Campos Gerais region in the Paraná state 

indicated that the legumes native to this ecosystem are nodulated by phylogenetically 

diverse species/strains of rhizobia. Therefore, this study aimed to characterize thirty-

six rhizobia strains isolated from root nodules of native specimens of Mimosa spp. and 

Desmodium spp. concerning plant growth-promoting activities and responses to abiotic 

stresses. Strains growth was significantly affected by temperatures of 37°C and 40°C, 

concentrations of NaCl (1%, 2%, and 3%), and at pH 3.0. While, at pH 4.5 and 6.0 

when compared to the control, we did not find significant differences. Such result may 

be related to the chemical soil conditions of origin of the host plants. Regarding 

tolerance to heavy metals, although neither of the strains had a positive response to 

Cu, all the same strains were able to grow at the evaluated concentrations of Zn. 

Concerning Al, even the highest concentrations tested (i.e., 2mM), 88% of the strains 

analyzed indicate resistance to these conditions. Neither strain reveal antagonistic 

activity against phytopathogens tested. Concerning phosphate solubilization activity, 

about 69.44% of the strains expressed positive results, with solubilization rates ranging 

from 0.13 to 1.22. Five of the strains produced different quantities of indolic 

compounds, of which four were isolated to D. barbatum. Our results indicate that 

abiotic factors significantly and differentially interfered in the growth of rhizobia, and 

emphasize the importance of physiological characterization in the selection of 

microorganisms. 

Keywords: Paraburkholderia, Bradyrhizobium, Rhizobium, plant growth-promoting 

bacteria. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Apesar da disponibilidade abundante de nitrogênio (N) na atmosfera em sua 

forma molecular (N2), este não pode ser assimilado por grande parte dos organismos. 

Para tais organismos, o N deve ser disponibilizado em formas passiveis de 

assimilação, como nitrato, amônia e N orgânico (TATE, 1995).  

Determinadas espécies vegetais estabelecem uma associação com procariotos 

aptos a realizar a conversão enzimática do N2 em amônia, em um processo chamado 

fixação biológica de nitrogênio (FBN) (DIXON; KAHN, 2004). Esse processo é 

realizado apenas por bactérias e arqueias, filogeneticamente diversas, denominadas 

coletivamente de diazotróficas (HAAG et al., 2012; REED et al., 2011). Dentre os 

diazotróficos, os rizóbios possuem a singular capacidade de estabelecer simbiose 

comumente com plantas da família Fabaceae (Leguminosae) levando à formação 

nódulos, órgãos radiculares especializados no processo de FBN (OLDROYD, 2013). 

Cabe salientar que os benefícios da interação entre bactérias diazotróficas e 

plantas hospedeiras vai além da FBN. A promoção do crescimento de plantas via 

produção de hormônios vegetais, proteção contra fitopatógenos, degradação de 

compostos xenobióticos, dentre outros processos, já foram identificados em algumas 

espécies de bactérias fixadoras de nitrogênio (AHEMAD; KHAN, 2011). 

Apesar de grande parte dos grupos de pesquisa em rizobiologia focar seus 

estudos no processo de FBN, que é um dos processos biológicos de maior impacto 

na biosfera, os rizóbios possuem uma notável versatilidade metabólica, tendo 

implicações ecológicas ainda mais abrangentes nos ecossistemas. É nesse contexto 

que o presente trabalho visou caracterizar a capacidade de tolerância a condições 

ambientais adversas e atividades promotoras do crescimento vegetal de rizóbios 

isolados de nódulos de plantas nativas da região dos Campos Gerais do Paraná. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1.  INTERAÇÕES PLANTA-MICRORGANISMOS 

 

Diferentes mecanismos envolvidos no desenvolvimento, crescimento, adaptação 

e diversificação de plantas são, de fato, derivados de sua capacidade de abrigar e 

estabelecer diferentes interações com microrganismos (PEIXOTO NETO et al., 2004). 

Plantas formam uma entidade ecológica com seu microbioma, um holobionte, e 

dependem de sua comunidade microbiana para funções e habilidades específicas 

(MENDES et al., 2013; HASSANI et al., 2018).  

Essas interações podem ocorrer na filosfera (que está relacionada com as partes 

aéreas das plantas), na endosfera (especialmente via sistema de transporte) e na 

rizosfera (qualquer volume de solo especialmente influenciado ou em associação com 

as raízes), que é a região do solo com maior riqueza microbiana. Alguns estudos 

estimaram haver de 103 a 106  espécies de bactérias por grama de solo (GANS, et al., 

2005; SCHLOSS et al., 2006). 

Os microrganismos associados a espécies vegetais podem ser comensais, com 

nenhuma função reconhecida ao hospedeiro, podem desencadear efeitos positivos 

(mutualistas) ou negativos (antagonistas), para uma dada espécie vegetal e condição 

ambiental (HARDOIM et al., 2015). Quanto aos mutualistas, suas atividades benéficas 

influenciam direta ou indiretamente a composição e produtividade de comunidades 

vegetais, mesmo em condições ambientais adversas aos hospedeiros (WAGG et al., 

2011; MENDES, 2013). Consequentemente, tais microrganismos são componentes 

indispensáveis à sustentabilidade dos ecossistemas terrestres. 

Um dos mais estudados exemplos são os rizóbios, bacilos gram-negativos 

pertencentes a vários gêneros de Alfa e Betaproteobactérias. Possuem em comum a 

habilidade de estabelecer simbiose com plantas, majoritariamente da família 

Fabaceae (=Leguminosae) levando à formação de nódulos, órgãos radiculares 

especializados no processo de FBN (OLDROYD, 2013). Em ausência da planta 

hospedeira específica ou em condições ambientais desfavoráveis à simbiose, os 

rizóbios podem viver saprofiticamente no solo, onde as condições não são 

compatíveis à sua atividade em fixar nitrogênio (HAAG et al., 2012). 



13 
 

 

 

 

2.2.  RIZÓBIOS COMO BACTÉRIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE 

PLANTAS (BPCP) 

 

BPCP são bactérias que colonizam determinada espécie de planta hospedeira e 

são capazes de aumentar a produtividade das mesmas por meio de diversas 

atividades, como aumento da aquisição de nutrientes, modulação hormonal, inibição 

do crescimento de patógenos, aumento da tolerância a estresses abióticos, dentre 

outros (ROBBS, 1991; JI et al., 2019). 

O termo BPCP envolve diversos gêneros de diferentes habitats e origem que 

representam grande diversidade funcional, ecológica e fisiológica (CHAUHAN et al., 

2015) e pode ser definido como a parte indispensável da biota da rizosfera e do solo, 

que quando associada no cultivo de plantas hospedeiras podem estimular o 

crescimento do hospedeiro.  

Em geral, as BPCP atuam em três aspectos do crescimento vegetal: (1) 

sintetizando compostos que modulam o desenvolvimento da planta hospedeira, como 

fitormônios (auxinas, citocininas e giberelinas), compostos indólicos e enzimas 

moduladoras (aminociclopropano-1-carboxilato/ACC desaminase); (2) facilitando a 

aquisição de nutrientes e solubilização de minerais (especialmente nitrogênio e 

fósforo); (3) prevenindo ou reduzindo a incidência de fitopatógenos (pela produção de 

enzimas, sideróforos e cianeto) (RAAIJMAKERS et al., 2009; HAYAT et al., 2010). 

Mais recentemente, BPCP tolerantes a condições ambientais adversas vêm sendo 

estudadas como alternativa para amenizar os efeitos de estresses abióticos em 

culturas agrícolas (GROVER et al., 2010; GOPALAKRISHNAN et al., 2015) e como 

agentes de biorremediação de solos contaminados (MYRESIOTIS et al., 2011).  

As BPCP são consideradas essenciais devido à sua alta adaptabilidade em uma 

grande variedade de ambientes, versatilidade bioquímica para metabolizar compostos 

naturais e xenobióticos e também influenciam indiretamente na morfologia geral das 

plantas (BHATTACHARYYA; JHA, 2012), sendo consideradas como um componente 

significativo no manejo de práticas agrícolas por representar um grande potencial 

genético natural (COOK, 2002).  
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O conceito de BPCP foi confinado às estirpes bacterianas que podem cumprir 

pelo menos dois dos três critérios: colonização eficiente, estimulação do crescimento 

das plantas e biocontrole (WELLER et al., 2002; VESSEY, 2003). 

Vários gêneros de bactérias já foram descritos como BPCPs, entre eles 

encontram-se: Pseudomonas, Burkholderia/Paraburkholderia, Bacillus, 

Bradyrhizobium, Rhizobium, Gluconacetobacter, Herbaspirillum e Azospirillum 

(GLICK, 1995; DOBBELAERE et al., 2003; LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009). 

De acordo com o tipo de associação com as células da raiz das plantas, as 

rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP) podem ser classificadas 

em: (1) Rizobactérias promotoras do crescimento extracelular, associadas à rizosfera, 

rizoplano e espaços intercelulares dos tecidos vegetais; e (2) Rizobactérias 

promotoras do crescimento intracelular, que podem colonizar células corticais dos 

nódulos radiculares, como os rizóbios (MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010). 

 

2.3.  FIXAÇÃO BIOLÓGICA DO NITROGÊNIO  

 

O nitrogênio é um dos elementos mais abundantes da biosfera, constituindo 

quase 80% dos gases atmosféricos, mas nenhum animal ou planta é capaz de utilizá-

lo, pois este se encontra em sua forma molecular (N2) (ARAUJO, 2006). 

As principais formas de disponibilização de nitrogênio às plantas são: 1) o solo, 

através da decomposição da matéria orgânica; 2) os fertilizantes nitrogenados, 

representando a forma de assimilação mais fácil, porém há um alto custo econômico 

e ambiental; 3) a fixação não-biológica, resultante de processos naturais, 

principalmente de descargas elétricas, combustão e vulcanismo; 4) a fixação biológica 

de nitrogênio (FBN), que é a principal via de incorporação (HUNGRIA et al., 2001). A 

FBN é um processo realizado por um grupo especializado de procariotos, 

denominados diazotróficos, e consiste na redução enzimática do N2 a amônia, 

posteriormente incorporada em compostos nitrogenados (DIXON; KAHN, 2004).   

Os organismos diazotróficos estabelecem diferentes tipos de associações com 

plantas hospedeiras, sendo classificados como de vida livre, associativos ou 

simbióticos. A associação do tipo simbiótica é a que fornece o maior aporte de N para 

o hospedeiro, possuindo uma grande importância ecológica em diversos 
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ecossistemas (HAAG et al., 2012; REED et al., 2011). Os diazotróficos simbióticos, 

coletivamente denominados de rizóbios, estabelecem uma relação específica com o 

hospedeiro e levam à formação de novos órgãos, usualmente nas raízes, 

denominados nódulos. No interior desses órgãos, mediante processo de infecção, 

formas diferenciadas de rizóbios fixam N2 utilizando energia dos fotossintatos 

fornecidos pela planta hospedeira e disponibilizam a amônia produzida aos tecidos 

vegetais (SCHULTZE; KONDOROSI, 1998). 

Assim, o processo de FBN beneficia a planta hospedeira pelo aporte de N pelos 

rizóbios, que em contrapartida são beneficiados com fontes de energia e carbono pela 

planta. A simbiose rizóbio-planta hospedeira equivale a uma fertilização interna e 

natural (BROUGHTON et al., 2003).  

A FBN é muito importante nas condições habituais do Brasil, onde os solos são, 

em geral, pobres em N. No caso dos agroecossistemas, a produção de fertilizantes 

nitrogenados envolve um consumo elevado de derivados de petróleo, portanto, com 

oscilações constantes de preço. Nesse contexto, particularmente nas últimas 

décadas, vem sendo dada cada vez maior a importância dos processos biológicos 

envolvendo microrganismos do solo capazes de aportarem nutrientes, permitirem o 

melhor aproveitamento de fontes nutricionais, entre outros processos, enriquecendo 

o solo e diminuindo as perdas de nutrientes, por lixiviação ou na forma de gases 

(HUNGRIA; CAMPO, 2007). Diferentes estresses ambientais podem afetar 

negativamente a FBN como salinidade, estresse hídrico, pH do solo, temperatura e 

presença de metais pesados (PATIL et al., 2014). 

 

2.4.  PRODUÇÃO DE FITORMÔNIOS 

 

Alguns fitormônios como auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e ácido 

abicísico, que são produzidos por BPCP, auxiliam no crescimento e desenvolvimento 

vegetativo (RAVEN et al., 2001).  Uma vasta quantidade de bactérias associadas 

demonstra essa capacidade de produzir principalmente, auxinas, como ácido indol-

acético (AIA) (JHA et al., 2013), este controla uma ampla variedade de processos no 

desenvolvimento e crescimento das plantas, as baixas concentrações de AIA podem 

estimular o alongamento da raiz primária, enquanto que altos níveis de AIA estimulam 
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a formação de raízes laterais, diminuem o comprimento da raiz primária e aumentam 

a formação de pelos radiculares (DOBBELAERE et al., 1999; PATTEN; GLICK, 2002; 

PERRIG et al., 2007; SPAEPEN et al., 2007; REMANS et al., 2008). Também já foi 

demostrado o papel dos fitormônios produzidos por bactérias na modulação de 

respostas ao estresse salino e hídrico (EGAMBERDIEVA, 2009).  

As auxinas recebem um grande destaque dentro do grupo de reguladores de 

crescimento por estarem envolvidas em processos de desenvolvimento, incluindo 

divisão e diferenciação celular, fototropismo, dominância apical e diferenciação 

vascular (SUGAWARA et al, 2009). Auxinas exógenas provocam alterações 

morfológicas significativas nas raízes como o aumento do comprimento, o número de 

pêlos radiculares e raízes laterais, também estimulam respostas rápidas, como o 

aumento do alongamento celular, e respostas lentas entre elas a divisão e 

diferenciação celular (BONILLA, 2011).  

O ácido indol-acético (AIA) é a auxina natural mais abundante e estudada 

atualmente. Ela atua como uma molécula de sinalização e é um regulador chave, 

exercendo inúmeros papeis no desenvolvimento da planta, inclusive na organogênese 

de nódulos radiculares (SUGAWARA et al, 2015). A produção de AIA por bactérias 

vem sendo relatada em diversos estudos (PRINSEN et al., 1991, KUSS et al., 2007, 

TSAVKELOVA et al., 2012). Algumas bactérias associativas além de AIA são capazes 

de produzir outros fitormônios como giberelinas, ácido abscísico e citocininas (JHA et 

al., 2013; GOPALAKRISHNAN et al., 2015). 

 

2.5.  SOLUBILIZAÇÃO DE FOSFATOS 

 

A disponibilidade de fósforo (P) em muitos solos é de cerca de 1µmol/L, porém 

plantas requerem aproximadamente 30µmol/L para atingir sua máxima produtividade 

(JHA; SARAF, 2015). Especialmente em solos tropicais, o P é um nutriente de baixa 

disponibilidade às espécies vegetais, em decorrência de sua elevada reatividade com 

íons como cálcio, ferro e alumínio, provocando sua imobilização na forma de fosfatos 

inorgânicos, que não são passíveis de absorção por espécies vegetais (GLASS, 1989; 

MARRA et al., 2012).  
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Uma importante parcela da população microbiana dos solos possui a habilidade 

natural de solubilizar fosfatos inorgânicos, possibilitando a assimilação de P por 

espécies vegetais. A solubilização ocorre especialmente pela secreção de ácidos 

orgânicos, produtos do metabolismo primário e secundário de bactérias e fungos 

solubilizadores de fosfatos (RICHARDSON et al., 2009; ATIENO; LESUEUR, 2018). 

As bactérias solubilizadoras de fosfatos destacam-se por aumentar a disponibilidade 

de fósforo no solo e contribuir para a nutrição vegetal, aumentando a produtividade 

(SONG et al., 2008).  

A maioria dos fertilizantes fosfatados aplicados se tornam precipitados em 

complexos minerais insolúveis, não sendo eficientemente aproveitados pelas plantas. 

Nesse contexto, a utilização concomitante de inoculantes em agroecossistemas 

possui grande importância econômica (GAIND; GAUR, 2002; RIBEIRO et al., 2018).  

Solos também contém uma ampla gama de substratos orgânicos, que podem 

ser fonte de fósforo para plantas. Para tornar esse elemento disponível para nutrição 

vegetal, este deve ser hidrolisado em fósforo na forma iônica (JHA E SARAF, 2015). 

A mineralização de muitos compostos orgânicos ricos em fosfato é realizada por meio 

de atividade enzimática de fosfatases, fitases, fosfonoacetato hidrolases, D-α-

glicerofosfatases e C-P liases (HAYAT et al., 2010). Bactérias do solo conhecidas por 

expressarem um nível significativo de fosfatases ácidas inclui representantes dos 

gêneros Rhizobium, Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Proteus, Klebsiella, 

Pseudomonas, Bacillus, Arthrobacter, Phyllobacterium, Rhodococcus e Delftia (CHEN 

et al., 2006). 

 

2.6.  ATIVIDADE ANTAGÔNICA CONTRA FITOPATÓGENOS 

 

Muitos estudos na década de 70, destacaram as BPCP como agentes de 

controle biológico. O emprego do controle biológico de fitopatógenos atualmente tem 

despertado um grande interesse na comunidade cientifica, considerando as 

preocupações com o meio ambiente devido aos riscos de contaminação pelos 

defensivos químicos, segurança do homem na agricultura, a saúde da população em 

geral, o custo de produção e a resistência de patógenos aos agrotóxicos. Com isso, 
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os métodos alternativos de controle são necessários no manejo das principais 

doenças das plantas cultivadas (SHTIENBERG et al., 1994). 

O potencial antagônico de um microrganismo pode ser definido como a 

capacidade de atuar negativamente sobre os fitopatógenos (HOWELL, 2003; 

BENÉTEZ et al., 2004). Os organismos antagonistas podem realizar o controle 

biológico de diferentes formas, as quais se destacam: parasitismo, antibiose, 

competição, interferência nos mecanismos de virulência do patógeno e indução de 

resistência na planta (STRANGE, 2003).  

Alguns rizóbios são capazes de inibir o crescimento de fungos podendo ser 

utilizados como potenciais agentes de biocontrole contra fungos fitopatógenos. O 

antagonismo microbiano é desencadeado pela supressão do crescimento saprófito do 

patógeno da planta, por meio da produção de compostos antifúngicos ou 

antibacterianos, produção de enzimas, produção de sideróforos ou competição por 

nutrientes (ROSENBLUETH; MARTÍNEZ-ROMERO, 2006). 

 

2.7.  RIZÓBIOS E A TOLERÂNCIA A ESTRESSES ABIÓTICOS  

 

2.7.1. PH 

 

Usualmente o pH é relatado como principal fator que influencia a diversidade 

microbiana do solo (FIERER; JACKSON, 2006; LAUBER et al., 2008; NICOL et al., 

2008). Para obter sucesso no estabelecimento da simbiose, rizóbios devem ser 

capazes de tolerar as condições ambientais também da rizosfera, região acidificada 

por estar constantemente recebendo descargas de exsudatos da planta, que contém 

ácido tricarboxílico e outros ácidos orgânicos, assim como prótons H+, quando amônia 

é utilizada como fonte de N (LUND et al., 2014). 

O pH acidificado pode prejudicar o estabelecimento da simbiose, a taxa de 

nodulação e a FBN em determinados casos; além disso, relativamente poucos 

rizóbios são capazes de crescer em pHs inferiores a 5,0 (HUNGRIA; VARGAS, 2000; 

HELLWEG et al., 2009).   

Segundo Tullio e colaboradores (2019) a capacidade de tolerar condições de 

estresse causadas pelo pH ácido é determinante para a interação com a planta 
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hospedeira. Assim, a versatilidade fisiológica e metabólica de rizóbios frente a 

algumas condições de estresse abiótico é reconhecida, porém ainda pouco 

compreendida devido ao seu caráter multifatorial.  

 

2.7.2. Salinidade 

 

Em populações de rizóbios o excesso de sais pode ter efeito negativo resultando 

em uma toxidade direta, através do estresse osmótico ou estresse iônico (MAHMOOD 

et al., 2014). A salinidade também induz efeitos negativos sobre a nodulação, síntese 

de leghemoglobina e a atividade da nitrogenase (MANCHANDA; GARG, 2008. 

Quando os estresses em plantas são de longa duração acredita-se que os íons 

se acumulam e provocam toxicidade, induzindo distúrbios metabólicos e nutricionais; 

em estresses de curta duração, prevalecem os efeitos osmóticos dos sais, fazendo 

com que o potencial hídrico do ambiente radicular diminua e restrinja a absorção de 

água (MUNNS, 2002). 

Há uma estimativa de que quase 40% do total das terras agricultáveis no mundo 

são afetadas pela salinidade (PATIL et al., 2014), sendo assim, a seleção de estirpes 

de rizóbios tolerantes ao estresse salino aumenta as chances de sucesso para o 

estabelecimento e introdução das mesmas em associação com leguminosas, 

acrescendo na produtividade de grãos (XAVIER et al., 2007).   

Elevadas concentrações de sais no solo, especialmente Na+, causam efeitos 

negativos tanto nas plantas hospedeiras quanto nos rizóbios devido ao estresse iônico 

e desequilíbrio osmótico, que levam ao estresse oxidativo. Sendo os mecanismos de 

resposta frente ao estresse oxidativo variáveis entre organismos, existe grande 

variação quanto à tolerância ao estresse salino dentre diferentes estirpes de rizóbios. 

Os efeitos prejudiciais dos sais são mais evidentes para bactérias dos gêneros 

Rhizobium e Bradyrhizobium, particularmente em relação aos efeitos da concentração 

do íon específico do que ao efeito osmótico (ELSHEIKH, 1998), havendo variação de 

acordo com a forma iônica presente e a tolerância da estirpe. Desse modo, o NaCl 

tem sido considerado bom indicador da tolerância de bactérias a sais 

(ABDELMOUMEN et al., 1999).  



20 
 

 

 

Espécies de rizóbios de crescimento rápido tendem a ser mais tolerantes a altas 

concentrações salinas em meio de cultura, se comparadas com espécies de 

crescimento lento, por produzirem mais polissacarídeos extracelulares, que envolvem 

as células bacterianas, assim diminuindo o contato da superfície celular com o meio 

salino, promovendo maior resistência da célula bacteriana ao efeito osmótico 

(ELSHEIKH, 1998). 

A inoculação com rizóbios pode também representar uma eficiente alternativa 

para aumento da tolerância de espécies vegetais ao estresse salino. Qu e 

colaboradores (2015) demonstraram que a inoculação com a estirpe Sinorhizobium 

meliloti 1021 (um simbionte natural de alfafa) aumentou a capacidade de adaptação 

de uma cultivar de soja sensível a condições de elevada salinidade.  

Bactérias pertencentes ao gênero Paraburkholderia destacaram-se nos últimos 

anos por sua habilidade de tolerar estresses abióticos e modular respostas positivas 

aos mesmos em diferentes espécies de plantas hospedeiras (TALBI et al., 2013). 

 

2.7.3. Temperatura  

 

Sabe-se que a temperatura é um fator determinante para a diversidade 

microbiana do solo, cujo aquecimento, mesmo sendo de curta duração, promove 

benefícios a grupos termotolerantes, que podem aumentar significativamente sua 

abundância relativa (VOORT et al., 2016).  

A temperatura tem influência sobre o crescimento do rizóbios e é um dos 

principais fatores limitantes ao processo de FBN nos trópicos (VARGAS e HUNGRIA, 

1997). O crescimento da maioria dos rizóbios é interrompido a temperaturas abaixo 

de 10ºC e acima de 37ºC. Temperaturas abaixo deste mínimo interferem na 

reprodução das bactérias, enquanto que temperaturas muito altas desnaturam as 

enzimas e afeta o metabolismo energético e a divisão celular, comprometendo a 

reprodução dos rizóbios (XAVIER et al., 2007). Em estudos com a cultura da soja 

realizados por Castro et al. (1993) o tamanho dos nódulos parece ser o parâmetro 

com mais sensibilidade a altas temperaturas do que a taxa de nodulação. 

Essa sensibilidade a altas temperaturas podem ser exemplificada pelas 

simbioses do feijoeiro; nesse caso tanto a planta como grande parte dos rizóbios 
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compatíveis são afetados em temperaturas superiores a 34°C, podendo inclusive 

acarretar em perda de plasmídeos simbióticos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002). 

Notoriamente, a estirpe PRF81 de Rhizobium freirei é recomendada para inoculação 

do feijoeiro no Brasil por sua elevada tolerância a estresses abióticos, dentre outras 

características desejáveis. Gomes e colaboradores (2012) caracterizaram o perfil de 

expressão de proteínas diferenciais dessa estirpe em resposta à elevadas 

temperaturas e sugerem a existência de uma resposta adaptativa integrada entre 

estresse oxidativo e térmico. 

 

2.7.4. Metais Pesados 

 

Apesar da importância econômica de atividades de exploração e industrialização 

de minérios e aplicação de fertilizantes e defensivos químicos em cultivos agrícolas, 

estas práticas causam uma grande interferência em ecossistemas por promover a 

contaminação do solo por metais pesados, os quais tornam-se tóxicos às plantas e a 

comunidade microbiana do solo quando em altas concentrações (DOELMAN; 

HAANSTRA, 1984; ATAFAR et al., 2010). Enquanto alguns metais são essenciais 

para o metabolismo microbiano (como Zn e Cu), outros não apresentem função 

metabólica (por exemplo, Pb, Cr e Cd); esses elementos tornam-se tóxicos acima de 

uma concentração mínima, mas esses efeitos geralmente dependem da 

especificidade dos microrganismos em mediar um processo particular. 

A inoculação de PGPRs na rizosfera vegetal pode melhorar a eficiência da 

fitorremediação em ambientes contaminados por metais pesados (DARY et al., 2010; 

WOOD et al., 2016). A diversidade e a atividade microbiana do solo são atualmente 

consideradas indicativos de qualidade por exercer influência no funcionamento do 

sistema solo e planta, especialmente nos ecossistemas naturais, onde a ciclagem de 

nutrientes e a fertilidade do solo dependem inteiramente dos processos microbianos 

(SIQUEIRA et al., 1994). 

Chaudri e colaboradores (1992) aplicaram soluções de sais de Cd, Zn, Cu e Ni 

em solo não contaminado com população nativa de Rhizobium leguminosarum bv. 

trifolii e verificaram que os metais mais tóxicos foram Cd e Zn. Segundo Matsuda et 

al. (2002) a sobrevivência de genótipos de Bradyrhizobium, avaliada por meio do 
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número de células viáveis após 28 dias de incubação em solo com diferentes graus 

de contaminação, foi maior que a de Azorhizobium, indicando serem os primeiros mais 

tolerantes à presença de metais pesados no solo. 

 

2.7.5. Tolerância a estresse xenobióticos  

 

A aplicação de defensivos químicos pode trazer consequências negativas para 

comunidades microbianas no solo, afetando grupos funcionais de microrganismos que 

atuam na ciclagem de nutrientes essenciais à sustentabilidade dos ecossistemas. Tal 

efeito varia de acordo com o princípio ativo, formulação, dose utilizada, 

microrganismos presentes e da sensibilidade destes aos diversos produtos, condições 

climáticas e do tipo de solo (SILVA et al., 2003). 

A aplicação de herbicidas, compostos químicos destinados ao controle de ervas 

daninhas, nas culturas que realizam a simbiose com bactérias fixadoras de N pode 

prejudicar o estabelecimento da simbiose e a assimilação desse nutriente nas plantas 

(SANTOS et al., 2005; REIS et al., 2009). Isso se deve a interferências causadas pelos 

herbicidas no metabolismo do microssimbionte, nas plantas hospedeira ou em ambos 

(ARRUDA et al., 2001). A maior interferência desses compostos pode ocorrer quando 

eles agem sobre a biossíntese de aminoácidos ou rotas metabólicas comuns a 

microrganismos e plantas (SANTOS et al., 2006). 

Fatores como salinidade, estresse hídrico, pH do solo, temperatura, presença de 

metais pesados e xenobióticos podem afetar microssimbiontes sensíveis, plantas 

hospedeiras ou etapas envolvidas no estabelecimento da simbiose entre ambos 

(PATIL et al., 2014). 

 

2.8.  JUSTIFICATIVA 

 

O Brasil é reconhecido por ser o país que abriga a maior diversidade florística do 

planeta e Fabaceae é uma das famílias que apresentam maior riqueza e expressivo 

endemismo (FORZZA et al., 2014); no entanto ainda são pouco estudados os 

ecossistemas naturais e as relações ecológicas que sustentam os berçários 

intrínsecos de biodiversidade.  
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Estudos preliminares indicam que os Campos Gerais do Paraná possuem uma 

diversidade única de rizóbios dos gêneros Paraburkholderia, Bradyrhizobium e 

Rhizobium, associados a plantas leguminosas nativas/endêmicas da região 

(PAULTISCH et al., 2019a; KLEPA et al., submetido; PROTACHEVICZ, 2018). 

Paulitsch e colaboradores (2019b) recentemente descreveram a nova espécie P. 

guartelaensis, isolada de nódulos radiculares de plantas nativas do Parque Estadual 

do Guartelá. Klepa et al. (submetido) indicam a existência de outras duas novas 

espécies de rizóbios associadas a plantas do gênero Mimosa amostradas no Parque 

Estadual de Vila Velha e Parque Estadual do Guartelá. Tais resultados apontam que, 

além da região contar com reconhecido número de espécies endêmicas de plantas da 

família Fabaceae, também existe muita novidade dentre os rizóbios cognatos em 

condições naturais. 

Apesar da notória biodiversidade, várias Unidades de Conservação do Brasil, 

inclusive as dos Campos Gerais, sofrem fortes pressões da expansão da agricultura 

e silvicultura. A degradação ambiental no Estado do Paraná tem atingido níveis 

alarmantes em muitas áreas que abrigam espécies endêmicas e desconhecidas 

(CERVI, 2007). Os estudos sobre a funcionalidade da microbiota e suas interações 

com o solo, flora e os demais processos que envolvem a dinâmica dessas 

comunidades ainda são escassos e podem auxiliar no delineamento de estratégias de 

conservação e recuperação de áreas degradadas, como já vem ocorrendo em áreas 

de mineração (MELLONI, et al., 2006).
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3 OBJETIVO 

 

Caracterizar rizóbios isolados de nódulos radiculares de plantas dos gêneros 

Mimosa e Desmodium, nativas de Unidades de Conservação dos Campos Gerais do 

Paraná, quanto às suas atividades promotoras do crescimento de plantas e 

capacidade de tolerância a estresses abióticos. 

 

3.1.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Caracterizar o perfil fisiológico quanto à diferentes condições de temperatura, 

pH e salinidade das estirpes isoladas de plantas nativas de Unidades de 

Conservação dos Campos Gerais; 

• Avaliar o padrão de similaridade das estirpes em relação aos perfis fisiológicos; 

• Verificar a capacidade de tolerância a compostos xenobióticos e presença de 

diferentes concentrações de metais pesados; 

• Identificar habilidades quanto à promoção do crescimento vegetal quanto à 

solubilização de fosfato, produção de compostos indólicos e atividade 

antagônica contra Colletotrichum lindemuthianum e Rhizoctonia solani in vitro; 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1.  MATERIAL BIOLÓGICO E CONDIÇÕES DE CULTIVO 

 

Foram caracterizadas 36 estirpes de rizóbios (Tabela 1), isoladas de plantas 

hospedeiras dos gêneros Mimosa e Desmodium nativas de quatro unidades de 

conservação: Parque Nacional dos Campos Gerais (PNCG), Parque Estadual de Vila 

Velha (PEVV), Parque Estadual do Cerrado (PEC) e Parque Estadual do Guartelá 

(PEG) (Figura 1). As estirpes foram depositadas na “Coleção de culturas de 

microrganismos multifuncionais” da Embrapa Soja (Londrina-PR) e foram previamente 

caracterizadas filogeneticamente (JANONI, 2017; PAULITSCH et al., 2019a; 

PAULITSCH et al., 2019b; KLEPA et al., submetido; PROTACHEVICZ, 2018). Para 

todos os testes foram utilizadas as estirpes tipo Rhizobium freirei PRF81T e 

Paraburkholderia nodosa Br3437T como padrões comparativos. 

 

Figura 1: Localização dos pontos de amostragem de plantas leguminosas nodulíferas 

nativas dos Campos Gerais. 
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Tabela 1: Estirpes de rizóbios isoladas de leguminosas nativas dos Campos Gerais do Paraná, avaliadas quanto à tolerância a 

estresses abióticos e atividades promotoras do crescimento de plantas.                                                                         

 (Continua) 

 

Estirpe Planta hospedeira Local de coleta Referências 

Bradyrhizobium sp CNPSo 3503 D. barbatum P. N. dos Campos Gerais Protachevicz, 2018 

Bradyrhizobium sp CNPSo 3504 D. barbatum P. E. do Cerrado Protachevicz, 2018 

Bradyrhizobium sp CNPSo 3512 D. barbatum P. E. do Cerrado Protachevicz, 2018 

Bradyrhizobium sp CNPSo 3587 D. barbatum P. N. dos Campos Gerais Protachevicz, 2018 

Bradyrhizobium sp CNPSo 3588 D. barbatum P. N. dos Campos Gerais Protachevicz, 2018 

Paraburkholderia sp CNPSo 3474 D. barbatum P. E. do Cerrado Protachevicz, 2018 

Paraburkholderia sp CNPSo 3479 D. barbatum P. N. dos Campos Gerais Protachevicz, 2018 

Paraburkholderia sp CNPSo 3480 D. barbatum P. N. dos Campos Gerais Protachevicz, 2018 

Paraburkholderia sp CNPSo 3509 D. barbatum P. E. de Vila Velha Protachevicz, 2018 

Rhizobium sp CNPSo 3476 D. barbatum P. E. do Cerrado Protachevicz, 2018 

Rhizobium sp CNPSo 3482 D. barbatum P. E. de Vila Velha Protachevicz, 2018  

Rhizobium sp CNPSo 3586 D. barbatum P. N. dos Campos Gerais Protachevicz, 2018 

P. guartelaensis CNPSo 2995 M. gymnas P. E. do Guartelá Paulitsch et al., 2019 

P. guartelaensis CNPSo 3008T M. gymnas P. E. do Guartelá Paulitsch et al., 2019 

P. guartelaensis CNPSo 3016 M. gymnas P. E. do Guartelá Paulitsch et al., 2019 
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Tabela 1: Estirpes de rizóbios isoladas de leguminosas nativas dos Campos Gerais do Paraná, avaliadas quanto à tolerância a 

estresses abióticos e atividades promotoras do crescimento de plantas.                                                                         

(Continuação) 

P. guartelaensis CNPSo 3023 M. gymnas P. E. do Guartelá Paulitsch et al., 2019 

P. guartelaensis CNPSo 3248 M. gymnas P. E. do Guartelá Paulitsch et al., 2019 

Paraburkholderia sp CNPSo 3006 M. gymnas P. E. do Guartelá Paulitsch et al., 2019 

Paraburkholderia sp CNPSo 3009 M. gymnas P. E. do Guartelá Paulitsch et al., 2019 

Paraburkholderia sp CNPSo 3010 M. gymnas P. E. do Guartelá Paulitsch et al., 2019 

Paraburkholderia sp CNPSo 3032 M. gymnas P. E. do Guartelá Paulitsch et al., 2019 

Paraburkholderia sp CNPSo 3186 M. gymnas P. E. do Guartelá Paulitsch et al., 2019 

Paraburkholderia sp CNPSo 3268 M. paranapiacabae P. E. do Guartelá Klepa et al., submetido 

Paraburkholderia sp CNPSo 3270 M. paranapiacabae P. E. do Guartelá Klepa et al., submetido 

Paraburkholderia sp CNPSo 3272 M. paranapiacabae P. E. do Guartelá Klepa et al., submetido 

Paraburkholderia sp CNPSo 3273 M. paranapiacabae P. E. do Guartelá Klepa et al., submetido 

Paraburkholderia sp CNPSo 3274 M. paranapiacabae P. E. do Guartelá Klepa et al., submetido 

Paraburkholderia sp CNPSo 3276 M. paranapiacabae P. E. do Guartelá Klepa et al., submetido 

Paraburkholderia sp CNPSo 3278 M. paranapiacabae P. E. do Guartelá Klepa et al., submetido 

Paraburkholderia sp CNPSo 3281 M. paranapiacabae P. E. do Guartelá Klepa et al., submetido 

Paraburkholderia sp CNPSo 3031 M. micropteris P. E. de Vila Velha Klepa et al., submetido; Janoni, 2017 
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Tabela 1: Estirpes de rizóbios isoladas de leguminosas nativas dos Campos Gerais do Paraná, avaliadas quanto à tolerância a 

estresses abióticos e atividades promotoras do crescimento de plantas.                                                                         

(Conclusão) 

Paraburkholderia sp CNPSo 3034 M. micropteris P. E. de Vila Velha Klepa et al., submetido; Janoni, 2017 

Paraburkholderia sp CNPSo 3057 M. micropteris P. E. de Vila Velha Klepa et al., submetido; Janoni, 2017 

Paraburkholderia sp CNPSo 3058 M. micropteris P. E. de Vila Velha Klepa et al., submetido; Janoni, 2017 

Paraburkholderia sp CNPSo 3076 M. micropteris P. E. de Vila Velha Klepa et al., submetido; Janoni, 2017 

Paraburkholderia sp CNPSo 3077 M. micropteris P. E. de Vila Velha Klepa et al., submetido; Janoni, 2017 
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As estirpes foram cultivas em meio YMA (composição em g/L-1: 0,5 K2HPO4; 0,2 

MgSO4. 7H2O; 0,1 NaCl; 5,0 Manitol; 0,75 Extrato de levedura; 15,0 ágar; pH 6,8), e 

incubadas a 28°C. 

 

4.2.  TOLERÂNCIA A ESTRESSES ABIÓTICOS 

 

4.2.1. Temperatura, Salinidade e PH 

 

A capacidade de cada isolado de crescer em diferentes pH, temperatura e 

concentrações de NaCl foi testada em meio YM líquido. Colônias foram repicadas para 

frascos contendo meio líquido YM, e incubadas a 28 °C sob agitação orbital de 125 

rpm. Uma alíquota de 20µL de um cultivo (concentração aproximada de 10⁴ 

células/mL) foi inoculada em cada poço de microplaca contendo 200 µL de meio YM. 

Para a avaliação de tolerância a salinidade, o meio YM foi modificado com a adição 

de NaCl (2,0 e 3,0% p/v) e para o pH foi acrescentado HCl 0,1M suficiente para atingir 

os pH 3,0, 4,5 e 6,0. Para o ensaio de temperatura, as microplacas foram incubadas 

em BOD a 28, 37 e 40°C. 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, realizados em 

placas de 96 poços, com 4 repetições. 

Após 72h de incubação em BOD, o crescimento foi avaliado de forma indireta 

em espectrofotômetro (DO620nm), em seguida os valores foram subtraídos do valor do 

branco (YM + pré-inóculo) para obtenção do real valor de crescimento das estirpes. 

Os isolados cultivados em YM (pH 7,0, NaCl 0,01%) e incubadas a 28°C foram 

utilizados como controles. 

 

4.2.2. Tolerância a Metais Pesados 

 

Para avaliar a capacidade de crescimento dos rizóbios em presença dos metais 

pesados Al, Cu e Zn, as estirpes foram inoculadas em YM sólido (YM com acréscimo 

de 1,5% de ágar) contendo os seguintes sais metálicos em três concentrações: 0,1, 

0,5 e 2,0 mM de AlCl3; 0,5, 2,0 e 5,0 mM de CuSO4 e 0,5, 2,0 e 5,0 mM de ZnSO4 

(PLATERO, et al., 2016). As culturas foram incubadas a 28ºC e avaliadas diariamente 
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durante 7 dias. O comportamento das bactérias foi avaliado por uma escala visual do 

padrão de crescimento em relação ao controle (YM). Os resultados obtidos foram 

convertidos em caractere, onde (-) significa que não houve crescimento e (+) que 

houve crescimento. 

 

4.2.3. Tolerância a Xenobióticos 

 

Para avaliar a capacidade de tolerância aos herbicidas Gramoxone (Syngenta, 

0,00741779 mM de Paraquat); Primóleo (Syngenta, 0,02356977 mM de Atrazina), as 

estirpes foram inoculadas em placas de petri contendo meio YM sólido + 95,38 µL de 

Gramoxone ou 127,16 µL de Primóleo, e incubadas por 72 horas, a 28°C. Os 

resultados obtidos foram convertidos em caractere, onde (-) significa que não houve 

crescimento e (+) que houve crescimento. 

 

4.3.  ATIVIDADES PROMOTORAS DO CRESCIMENTO 

 

4.3.1. Solubilização de Fosfato  

 

A capacidade dos isolados em solubilizar CaHPO4 foi determinada em meio de 

cultivo desenvolvido por Pikovskaya (1948) por inoculação pontual seguido de 

incubação a 28°C. Se os isolados possuem potencial de solubilização é observado a 

formação de um halo claro ao redor da colônia. 

Em placas contendo 50mL ágar Pikovskaya (HIMEDIA) (31,3 g de ágar 

Pikovskaya/L de água destilada), os rizóbios foram inoculados e incubados a 28ºC por 

dez dias. Para aquelas que apresentaram resultado positivo, foi determinado o Índice 

de Solubilização (IS), calculado da seguinte forma: IS = diâmetro do Halo 

(mm)/diâmetro da colônia (mm) (BERRAQUERO et al., 1976). 

 

4.3.2. Produção Ácido Indol-Acetico (AIA) 

 

Para os ensaio de quantificação de auxinas, 0,3 mL do pré-inóculo (DO600 nm de 

0,4) foi inoculado em 30 mL de meio líquido YM com L-triptofano (100 µg.mL-1), em 
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três repetições biológicas. As bactérias foram cultivadas a 28°C sob agitação orbital 

de 120 rpm por 72 horas. Após esse período uma alíquota de 1000 µL de cultura foi 

coletada e o crescimento foi avaliado por absorbância (D.O.600nm). A cultura foi 

centrifugada a 12000 xg por 10 minutos, em seguida a 500 µL do sobrenadante foram 

acrescentados 2000 µL do reagente Salkowski (30 mL de ácido sulfúrico; 50 mL de 

água destilada; 1 mL de cloreto de ferro 0,5 M) (GORDON; WEBER, 1951) e o restante 

do sobrenadante, junto com o pellet, foram congelados. 

Após incubação por 30 minutos no escuro e em temperatura ambiente, foi 

realizada a leitura em espectrofotômetro, no comprimento de onda de 540 nm.  Para 

estimativa da quantidade de auxinas foi construída uma curva de calibração com 

concentrações crescentes de AIA sintético (SIGMA) de 0 a 100 μg/mL. A reação com 

o reagente de Salkowski resulta em uma coloração amarelada para ausência de AIA 

e rosa avermelhado para a presença de AIA (Figura 2).  

 

Figura 2: Curva de calibração com concentrações crescentes de AIA sintético (Sigma) 

de 0 a 100 μg/mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.3. Determinação de Proteínas Totais 
 

Para a obtenção da quantificação de proteínas totais foi utilizada a metodologia 

conforme Bradford (1976), adaptado para condições de realização do teste em placas 
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de 96 poços descritas por Schwab (2007). As amostras que haviam sido previamente 

congeladas, foram descongeladas e 20 µL deste material foram transferidos em 

microtubos juntamente com 80 µl de água ultrapura autoclavada e 100 µL de NaOH 

0,2 M, deixando decorrer a lise celular, por cerca de 1h, à temperatura ambiente. Em 

seguida, 20µL do lisado foram transferidos para novo microtubo e adicionado 200 µL 

do reagente de Bradford, seguido de homogeneização e a leitura em comprimento de 

onda de 570 nm. Para determinação da concentração de proteína produzida pelas 

bactérias foi realizado uma curva padrão (0 – 50 µg/mL) de BSA (albumina de soro 

bovino) a partir de uma solução de estoque de 1 mg/mL (Figura 3). 

 

Figura 3: Curva de calibração com concentrações de 0 a 50 g/mL de BSA. 

 

 

 

4.3.4. Atividade Antagônica Contra Fito-Patógenos 

Para avaliar o antagonismo dos isolados de rizóbios contra Colletotrichum 

lindemuthianum (agente causador da antracnose) e Rhizoctonia solani (agente 

causador da rizoctoniose) foram utilizadas a estratégia de confronto direto, utilizando 

o método de pareamento de culturas, de acordo com Dennis; Webster (1971). A 

multiplicação inicial, tanto dos isolados dos patógenos, foi realizada em placas 

contendo o meio de batata-dextrose-ágar (BDA), acondicionadas em incubadora a 

28°C, por 10 dias. Discos (5 mm de diâmetro) retirados das culturas puras dos 

patógenos foram depositados a uma distância de 1,0 cm da borda em placas de Petri, 

contendo o mesmo meio. Seguidamente, o antagonista foi posicionado no lado oposto 

ao patógeno e mantidas nas mesmas condições descrita acima até que ocorresse um 

ponto de contato entre as duas colônias.  

As avaliações do crescimento micelial foram realizadas quando toda a superfície 

do meio se apresentou colonizada no tratamento testemunha (patógeno cultivado na 

ausência do antagonista). Cada cultivo pareado foi realizado em triplicata. Os 

tratamentos foram distribuídos ao acaso na câmara de crescimento e, findo o período 
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de cultivo, foram realizadas as avaliações sendo o potencial antagonista detectado 

pela formação de halo de inibição. 

 

4.4.  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

4.4.1. Análise de Variância  

 

Usou-se da estatística descritiva para apresentar os dados (porcentagem, 

mediana, média e desvio padrão), e utilizamos o teste estatístico não paramétrico de 

Kruskal-Wallis (equivalente ANOVA), devido aos dados não apresentarem 

distribuições normais, determinados a priori pelo histograma de frequência e pelo teste 

Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK 1965), para avaliar possíveis diferenças entre o 

crescimento das estirpes em função dos diferentes tratamentos e em relação ao 

tratamento controle (28º C). Como identificamos diferenças estatisticamente 

significantes, realizamos comparações pareadas usando o teste de Tukey e Kramer 

(Nemenyi) com aproximação de Tukey-Dist para amostras independentes 

(NORDSTOKKE; STELNICKI, 2014). Todas as análises foram realizadas usando o 

software R, com base no pacote "Vegan versão 2.4-1" (OKSANEN et al., 2019). 

Para testar as diferenças entre o controle e as diferentes condições de estresse 

abióticos de cada estirpe foi utilizado o teste t, aplicado para dados com distribuição 

normal. Para os dados que não apresentaram distribuição normal utilizou-se o teste 

de Wilcoxon, sendo um teste não paramétrico (Gordon et al. 2015). 

 

4.4.2. Agrupamento e Similaridade  

 

Foi utilizada a análise de agrupamento hierárquico (cluster) para verificar a 

similaridade entre as estirpes em relação às variáveis dos testes de crescimento 

(temperatura, salinidade e pH). A similaridade entre as estirpes foi calculada através 

do coeficiente de similaridade de Bray-Curtis e o método de agrupamento, pelas 

médias das distâncias “Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean” 

(UPGMA) (LEGENDRE; LEGENDRE, 1998). Para a verificação do ajuste entre a 

matriz de similaridade e o dendrograma, foi calculado o coeficiente de correlação 
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cofenética (r), conforme (SOKAL; ROHLF 1962). Todas as análises foram realizadas 

usando o software R, com base no pacote "Vegan versão 2.4-1" (OKSANEN et al., 

2019). 
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5 CARACTERIZAÇÃO DE RIZÓBIOS NATIVOS DOS CAMPOS GERAIS 
QUANTO À ATIVIDADES PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL E 
TOLERÂNCIA A ESTRESSES ABIÓTICOS 

 

RESUMO 

Os rizóbios possuem diferentes mecanismos de promoção do crescimento de plantas, 
importantes para o desenvolvimento vegetal e sustentabilidade dos ecossistemas. No 
entanto, fatores abióticos como pH, temperatura e presença de xenobióticos podem 
afetar o seu desempenho simbiótico de forma variável, de acordo com a 
espécie/estirpe. Levantamentos prévios apontam que as leguminosas nativas dos 
Campos Gerais do Paraná são noduladas por espécies/estirpes de rizóbios 
filogeneticamente variados, inclusive com a ocorrência de novas espécies. O objetivo 
deste estudo foi caracterizar trinta e seis estirpes de rizóbios isolados de nódulos 
radiculares de espécimes nativas de Mimosa spp. e Desmodium spp. quanto às suas 
atividades promotoras do crescimento de plantas e tolerância a estresses abióticos. 
O crescimento das estirpes foi significativamente afetado pelas temperaturas 37°C e 
40°C, pelas concentrações de 1%, 2% e 3% NaCl e pelo pH 3,0; já em pH 4,5 e 6,0, 
não houve diferença significativa quando comparado com o controle.  Pode-se 
relacionar tal resultado às condições químicas do solo de origem das plantas 
hospedeiras. Quanto à tolerância a metais pesados, nenhuma das estirpes 
apresentou resistência ao Cu nas três concentrações testadas enquanto todas foram 
capazes de crescer nas concentrações avaliadas de Zn. Quanto ao Al, 88% das 
estirpes apresentaram resistência à mais alta concentração testada (2mM). Nenhuma 
das estirpes apresentou atividade antagônica contra os fitopatógenos testados. Para 
a atividade de solubilização de fosfato 69,44% das estirpes tiveram resultados 
positivos, com índices de solubilização variando entre 0,13 a 1,22. Cinco das estirpes 
testadas produziram quantidades distintas de compostos indólicos, das quais quatro 
foram isoladas de D. barbatum. Nossos resultados indicam que fatores abióticos 
interferem de modo significativo e de forma diferencial no desenvolvimento dos 
rizóbios, demonstrando a importância da caracterização fisiológica na seleção de 
microrganismos.  
 
Palavras-chave: Paraburkholderia, Bradyrhizobium, Rhizobium, bactérias 
promotoras do crescimento de plantas.  
 

5.1.  INTRODUÇÃO 

 

Os microrganismos associados a espécies vegetais podem ser comensais, com 

nenhuma função reconhecida ao hospedeiro, podem desencadear efeitos positivos 

(mutualistas) ou negativos (antagonistas), para uma dada espécie vegetal e condição 

ambiental (HARDOIM et al., 2015). Quanto aos mutualistas, suas atividades benéficas 

influenciam direta ou indiretamente a composição e produtividade de comunidades 
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vegetais, mesmo em condições ambientais adversas aos hospedeiros (WAGG et al., 

2011; MENDES, 2013). Consequentemente, tais microrganismos são componentes 

indispensáveis à sustentabilidade dos ecossistemas terrestres. 

Um dos mais estudados exemplos são os rizóbios, bacilos gram-negativos 

pertencentes a vários gêneros de Alfa e Betaproteobactérias, que possuem em 

comum a habilidade de estabelecer simbiose com plantas, majoritariamente da família 

Fabaceae (=Leguminosae) levando à formação de nódulos, órgãos radiculares 

especializados no processo de FBN (OLDROYD, 2013).  

Rizóbios podem ser consideradas bactérias promotoras do crescimento de 

plantas (BPCP), onde podem atuar em diferentes aspectos do crescimento vegetal: 

(1) sintetizando compostos que modulam o desenvolvimento da planta hospedeira, 

como fitormônios (auxinas, citocininas e giberelinas), compostos indólicos (ácido-

indol-acético – AIA) e enzimas moduladoras (aminociclopropano-1-carboxilato/ACC 

desaminase); (2) facilitando a aquisição de nutrientes e solubilização de minerais 

(especialmente nitrogênio e fósforo); (3) prevenindo ou reduzindo a incidência de 

fitopatógenos (pela produção de enzimas, sideróforos e cianeto) (RAAIJMAKERS et 

al., 2009; HAYAT et al., 2010).  

Na ausência da planta hospedeira específica ou em condições desfavoráveis à 

simbiose, os rizóbios podem viver saprofiticamente no solo, onde não realizam o 

processo de FBN e estão mais vulneráveis aos efeitos de estresses abióticos. Fatores 

como salinidade, estresse hídrico, pH do solo, temperatura, presença de metais 

pesados e xenobióticos podem afetar microssimbiontes sensíveis, plantas 

hospedeiras ou etapas envolvidas no estabelecimento da simbiose entre ambos 

(PATIL et al., 2014). 

BPCP tolerantes a condições ambientais adversas vêm sendo estudadas como 

alternativa para amenizar os efeitos de estresses abióticos em culturas agrícolas 

(GROVER et al., 2010; GOPALAKRISHNAN et al., 2015) e como agentes de 

biorremediação de solos contaminados (MYRESIOTIS et al., 2011).  

Nesse contexto, o presente estudo apresenta a caracterização de rizóbios frente 

a diferentes condições de estresses abióticos bem como verifica suas habilidades 

potenciais in vitro como bactérias promotoras do crescimento de plantas. Tais rizóbios 

foram isolados de leguminosas, pertencentes aos gêneros Desmodium e Mimosa, 
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nativas de unidades de conservação dos Campos Gerais do Paraná (Brasil). Os locais 

onde os rizóbios foram isolados caracterizam-se por possuírem solos de baixa 

fertilidade natural, com pH ácido, elevados teores de Al e baixa capacidade de 

retenção hidríca (JANONI, 2017; PAULITSCH et al., 2019a; KLEPA et al., submetido; 

PROTACHEVICZ, 2018).  

 

5.2.  MATERIAL E MÉTODOS  

 

5.2.1. Material Biológico e Condições de Cultivo 

 

Foram caracterizadas 36 estirpes de rizóbios (Tabela 1), isoladas de plantas 

hospedeiras dos gêneros Mimosa e Desmodium, nativas de quatro unidades de 

conservação: Parque Nacional dos Campos Gerais (PNCG), Parque Estadual de Vila 

Velha (PEVV), Parque Estadual do Cerrado (PEC) e Parque Estadual do Guartelá 

(PEG) (Figura 2). As estirpes foram depositadas na “Coleção de culturas de 

microrganismos multifuncionais” da Embrapa Soja (Londrina-PR) e foram previamente 

caracterizadas filogeneticamente (JANONI, 2017; PAULITSCH et al., 2019a; 

PAULITSCH et al., 2019b; KLEPA et al., submetido; PROTACHEVICZ, 2018). Para 

todos os testes foram utilizadas as estirpes Rhizobium tropici PRF81T e 

Paraburkholderia nodosa Br3437T como padrões comparativos. 

As estirpes foram cultivas em meio YMA (composição em g/L-1: 0,5 K2HPO4; 0,2 

MgSO4. 7H2O; 0,1 NaCl; 5,0 Manitol; 0,75 Extrato de levedura; 15,0 ágar; pH 6,8), e 

incubadas a 28°C. 

 

5.2.2. Tolerância a Temperatura, Salinidade e PH 

 

A capacidade de cada estirpe de crescer em diferentes concentrações de NaCl, 

pH e temperatura foi testada em meio YM líquido. As bactérias foram pré-inoculadas 

em meio YM e incubadas a 28 °C sob agitação orbital de 125 rpm. Após o crescimento 

até fase exponencial (concentração aproximada de 10⁴ células/mL), alíquotas de 20 

µL foram inoculadas em microplacas de 96 poços contendo 200 µL de meio YM para 

as várias condições avaliadas. Para a avaliação de tolerância a salinidade, o meio YM 
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foi modificado com a adição de NaCl (2,0 e 3,0% p/v) e para o pH foi acrescentado 

HCl 0,1M suficiente para atingir os pH 3,0, 4,5 e 6,0. Para o ensaio de temperatura, 

as microplacas foram incubadas em BOD a 28, 37 e 40°C. 

Após 72 horas de incubação em BOD, o crescimento foi avaliado de forma 

indireta em espectofotômetro (DO620nm), em seguida os valores foram subtraídos do 

valor do branco (YM + pré-inóculo) para obtenção do real valor de crescimento das 

estirpes. Os isolados cultivados em YM (pH 7,0, NaCl 0,01%) e incubadas a 28°C 

foram utilizados como controle. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente 

ao acaso, realizados em placas de 96 poços, com 4 repetições. 

 

5.2.3. Tolerância a Metais Pesados 

 

Para avaliar a capacidade de crescimento dos rizóbios em presença dos metais 

pesados metais pesados Al, Cu e Zn, as estirpes foram inoculadas em YM sólido (YM 

com acréscimo de 1,5% de ágar) contendo os seguintes sais metálicos em três 

concentrações: 0,1, 0,5 e 2,0 mM de AlCl3; 0,5, 2,0 e 5,0 mM de CuSO4 e 0,5, 2,0 e 

5,0 mM de ZnSO4 (PLATERO, et al., 2016). As culturas foram incubadas a 28ºC e 

avaliadas diariamente durante 7 dias. O comportamento das bactérias foi avaliado por 

uma escala visual do padrão de crescimento em relação ao controle (YM). Os 

resultados obtidos foram convertidos em caractere, onde (-) significa que não houve 

crescimento e (+) que houve crescimento. 

 

5.2.4. Tolerância a Xenobióticos 

 

Para avaliar a capacidade de tolerância aos herbicidas Gramoxone (Syngenta, 

0,0074 mM de Paraquat) e Primóleo (Syngenta, 0,0235 mM de Atrazina) foi avaliada. 

Para tanto, as estirpes foram inoculadas em placas de petri contendo meio YM sólido 

+ Gramoxone (0,185mM) ou  Primóleo (0,147mM) em concentrações correspondentes 

às doses de campo dos referidos herbicidas, e incubadas por 72 horas, a 28°C. Os 

resultados obtidos foram convertidos em caractere, onde (-) significa que não houve 

crescimento e (+) que houve crescimento. 
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5.2.5. Atividades Promotoras do Crescimento 

 

5.2.5.1.  Solubilização de fosfato  

 

A capacidade dos isolados em solubilizar CaHPO4 foi determinada em meio de 

cultivo desenvolvido por Pikovskaya (1948) por inoculação pontual de pré-inóculo 

seguido de incubação a 28°C. Para aquelas que apresentaram resultado positivo, foi 

determinado o Índice de Solubilização (IS), calculado da seguinte forma: IS = diâmetro 

do Halo (mm)/diâmetro da colônia (mm) (BERRAQUERO et al., 1976). 

 

5.2.5.2.  Produção ácido indol-acetico (AIA) 

 

Para os ensaio de quantificação de auxinas, 0,3 mL do pré-inóculo (DO600 nm de 

0,4) foi inoculado em 30 mL de meio líquido YM com L-triptofano (100 µg.mL-1), em 

três repetições biológicas. As bactérias foram cultivadas a 28°C sob agitação orbital 

de 120 rpm por 72 horas. Após esse período uma alíquota de 1000 µL de cultura foi 

coletada e o crescimento foi avaliado por absorbância (D.O.600nm). A cultura foi 

centrifugada a 12000 xg por 10 minutos, em seguida a 500 µL do sobrenadante foram 

acrescentados 2000 µL do reagente Salkowski (30 mL de ácido sulfúrico; 50 mL de 

água destilada; 1 mL de cloreto de ferro 0,5 M) (GORDON; WEBER, 1951).  

Após incubação por 30 minutos no escuro e em temperatura ambiente, foi 

realizada a leitura em espectrofotômetro (540 nm).  Para estimativa da quantidade de 

auxinas foi construída uma curva de calibração com concentrações crescentes de AIA 

sintético (SIGMA) de 0 a 100 μg/mL.  

Os microtubos que foram centrifugados e retirados o sobrenadante foram 

congelados para a posterior quantificação de proteínas totais conforme Bradford 

(1976), adaptado para condições de realização do teste em placas de 96 poços 

descritas por Schwab (2007). Para determinação da concentração de proteína 

produzida pelas bactérias foi realizado uma curva padrão (0 – 50 µg/mL) de BSA 

(albumina de soro bovino) a partir de uma solução de estoque de 1 mg/mL. 
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5.2.5.3.  Atividade antagônica contra fito-patógenos 

 

Para avaliar o antagonismo dos isolados de rizóbios contra Colletotrichum 

lindemuthianum (agente causador da antracnose) e Rhizoctonia solani (agente 

causador de podridão radicular) foi utilizada a estratégia de confronto direto, utilizando 

o método de pareamento de culturas, de acordo com Dennis e Webster (1971).  

 

5.2.6. Análise Estatística 

 

5.2.6.1. Análise de variância  

 

Usou-se da estatística descritiva para apresentar os dados (porcentagem, 

mediana, média e desvio padrão), e utilizamos o teste estatístico não paramétrico de 

Kruskal-Wallis (equivalente ANOVA), devido aos dados não apresentarem 

distribuições normais, determinados a priori pelo histograma de frequência e pelo teste 

Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK 1965), para avaliar possíveis diferenças entre o 

crescimento das estirpes em função dos diferentes tratamentos e em relação ao 

tratamento controle (28º C). Como identificamos diferenças estatisticamente 

significantes, realizamos comparações pareadas usando o teste de Tukey e Kramer 

(Nemenyi) com aproximação de Tukey-Dist para amostras independentes 

(NORDSTOKKE; STELNICKI, 2014). Todas as análises foram realizadas usando o 

software R, com base no pacote "Vegan versão 2.4-1" (OKSANEN et al., 2019). 

Para testar as diferenças entre o controle e as diferentes condições de estresse 

abióticos de cada estirpe foi utilizado o teste t, aplicado para dados com distribuição 

normal. Para os dados que não apresentaram distribuição normal utilizou-se o teste 

de Wilcoxon, sendo um teste não paramétrico (GORDON et al. 2015). 

 

5.2.6.2.  Agrupamento e similaridade  

 

Utilizou-se a análise de agrupamento hierárquico (cluster) para verificar a 

similaridade entre as estirpes em relação às variáveis dos testes de crescimento 

(temperatura, salinidade e pH). A similaridade entre as estirpes foi calculada através 
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do coeficiente de similaridade de Bray-Curtis e o método de agrupamento, pelas 

médias das distâncias “Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean” 

(UPGMA). (LEGENDRE; LEGENDRE, 1998). Para a verificação do ajuste entre a 

matriz de similaridade e o dendrograma, foi calculado o coeficiente de correlação 

cofenética (r), conforme (SOKAL; ROHLF 1962). Todas as análises foram realizadas 

usando o software R, com base no pacote "Vegan versão 2.4-1" (OKSANEN et al., 

2019). 

 

5.3.  RESULTADOS  

 

Trinta e seis rizóbios isolados de leguminosas nativas dos Campos Gerais foram 

avaliados quanto à tolerância a estresses abióticos e habilidades in vitro como BPCP. 

Esses isolados já foram previamente caracterizados quanto à sua variabilidade 

genética, assegurando a não utilização de clones nesse estudo. Utilizou-se como 

padrão comparativo um alfa e um beta-rizóbio (Rhizobium freirei PRF81 e 

Paraburkholderia nodosa Br3437).  

Nenhuma das estirpes avaliadas apresentou atividade antagônica contra 

Colletotrichum lindemuthianum e Rhizoctonia solani, inclusive as estirpes utilizadas 

como padrões comparativos.  

 

5.3.1. Dinâmica do Crescimento de Rizóbios em Diferentes Faixas de Temperaturas, 

PH e Salinidade 

 

As estirpes foram analisadas em conjunto quanto à tolerância a diferentes faixas 

de temperatura, pH e salinidade (NaCl). Enquanto o crescimento das estirpes foi 

significativamente afetado (p < 0,05) pelas temperaturas de 37 e 40°C, pelas 

concentrações de 1%, 2% e 3% NaCl e pH 3,0. O mesmo não foi observado para as 

condições de pH 4,5 e 6,0 (Figura 4).  

Com base na análise de agrupamento e considerando um corte a um nível de 

similaridade de 70% para classificação das unidades, pode-se observar a formação 

de cinco grupos (Figura 5). A metodologia utilizada na análise de agrupamento 

propiciou um coeficiente e correlação cofenético de 0,876; este valor, sendo superior 
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a 0,7, demonstra que a metodologia empregada foi adequada para resumir a 

informação ao conjunto dos dados utilizados. 

 

Figura 4: Diagrama de caixa ilustrando as diferenças entre as taxas de crescimento 

das estirpes de rizóbios em diferentes condições de salinidade (NaCl), pH e 

temperaturas comparadas ao controle (NaCl 0,01%, pH 7,0, 28°C). 

 

 

As estirpes Bradyrhizobium sp. CNPSo 3512 e Paraburkholderia sp. CNPSo 

3509, ambas simbiontes de D. barbatum, não foram agrupadas. Ambas foram 

altamente sensíveis às condições de estresse 2 e 3% de NaCl (Tabela 2). Como 

evidenciado na Figura 4 e Tabela 2, poucas estirpes exibiram crescimento em 

presença de NaCl 3%; dentre as que foram tolerantes, destaca-se a estirpe 

Bradyrhizobium sp. CNPSo 3504, cujo crescimento foi pouco afetado nas três 

condições de salinidade analisadas. 

A temperatura foi o fator que mais afetou o crescimento das estirpes do Grupo 

3.2. Em alguns casos, foram obtidas maiores taxas de crescimento em temperatura 

de 40°C do que 37°C, podendo ser atribuído à indução de formação de biofilme por 

determinadas estirpes (Material Suplementar S1). 

Com relação ao pH, todas as estirpes tiveram capacidade de crescimento em pH 

moderadamente ácido (4,5) e vinte e três rizóbios isolados dos Campos Gerais do 

Paraná cresceram em pH 3,0. Destes, destacam-se as estirpes CNPSo 2995, CNPSo 
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3008 e CNPSo 3023, todas pertencentes à nova espécie P. guartelaensis 

(PAULISTCH et al., 2019). 

Todas as estirpes do gênero Rhizobium que foram isoladas de plantas nativas 

dos Campos Gerais apresentaram crescimento nas condições abióticas avaliadas; já 

a estirpe R. freirei PRF81 que é recomendada por possuir habilidade de tolerância a 

estresses abióticos, não apresentou crescimento em duas condições testadas (3% 

NaCl e pH 3,0). 
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Figura 5: Análise de agrupamentos baseada nos dados de crescimento das estirpes de rizóbios em diferentes faixas de pH, 

salinidade e temperatura. 
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Tabela 2: Crescimento das estirpes (D.O.600nm) em meio líquido YM em diferentes condições de estresse abiótico. 

                                                                                                                                                                                        (Continua) 

 

Estirpe Controle 
Temperatura NaCl pH 

37°C 40°C 1% 2% 3% 3 4,5 6 

Paraburkholderia sp.          

CNPSo 3474 0,837 ± 0,008 0,563 ± 0,029* 0,169 ± 0,012* 
0,364 ± 

0,016* 

0,043 ± 

0,010* 
- 

0,027 ± 

0,006* 
0,835 ± 0,043 0,690 ± 0,007* 

CNPSo 3479 0,429 ± 0,023 0,125 ± 0,012* 0,090 ± 0,076* 
0,278 ± 

0,076* 

0,030 ± 

0,004* 
- - 0,392 ± 0,029 0,362 ± 0,047 

CNPSo 3480 0,753 ± 0,024 0,299 ± 0,068* 0,056 ± 0,019* 
0,09 ± 

0,002* 

0,046 ± 

0,012* 
- - 

0,569 ± 

0,052* 
0,371 ± 0,064* 

CNPSo 3509 0,693 ± 0,006 0,042 ± 0,011* 0,039 ± 0,016* 
0,128 ± 

0,014* 
- - 

0,015 ± 

0,017* 

0,165 ± 

0,016* 
0,078 ± 0,047* 

CNPSo 3010 0,315 ± 0,016 0,078 ± 0,025* 0,141 ± 0,012* 
0,162 ± 

0,009* 

0,049 ± 

0,025* 

0,125 ± 

0,027* 

0,222 ± 

0,011* 

0,288 ± 

0,026* 
0,184 ± 0,059* 

CNPSo 3006 0,483 ± 0,021 0,081 ± 0,035* 0,137 ± 0,024* 
0,223 ± 

0,049* 

0,136 ± 

0,021* 
- 

0,149 ± 

0,081* 
0,516 ± 0,029 0,396 ± 0,041* 

CNPSo 3032 0,375 ± 0,030 - - 
0,177 ± 

0,024* 

0,102 ± 

0,019* 
- 

0,013 ± 

0,010* 
0,339 ± 0,038 0,234 ± 0,037* 

CNPSo 3186 0,384 ± 0,031 - - 
0,189 ± 

0,028* 

0,099 ± 

0,045* 
- 

0,047 ± 

0,021* 
0,411 ± 0,013 0,298 ± 0,050* 

CNPSo 3009 0,349 ± 0,024 0,091 ± 0,020* 0,106 ± 0,058* 
0,264 ± 

0,015* 

0,052 ± 

0,011* 
- - 

0,294 ± 

0,032* 
0,253 ± 0,029* 

CNPSo 3281 0,366 ± 0,018 0,057 ± 0,016* 0,035 ± 0,022* 
0,148 ± 

0,034* 

0,059 ± 

0,039* 
- 

0,039 ± 

0,004* 
0,351 ± 0,025 0,291 ± 0,023* 

CNPSo 3273 0,382 ± 0,028 0,048 ± 0,008* 0,025 ± 0,018* 
0,174 ± 

0,050* 

0,034 ± 

0,010* 
- 

0,043 ± 

0,015* 
0,379 ± 0,012 0,295 ± 0,044* 
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Tabela 2: Crescimento das estirpes (D.O.600nm) em meio líquido YM em diferentes condições de estresse abiótico. 

                                                                                                                                                                               (Continuação) 

 

CNPSo 3272 0,329 ± 0,010 0,181 ± 0,036* 0,088 ± 0,030* 
0,257 ± 

0,044* 

0,034 ± 

0,004* 

0,014 ± 

0,002* 

0,013 ± 

0,008* 

0,254 ± 

0,055* 
0,229 ± 0,044* 

CNPSo 3268 0,412 ± 0,025 0,054 ± 0,014* 0,038 ± 0,024* 
0,266 ± 

0,016* 

0,015 ± 

0,013* 
- 

0,011 ± 

0,006* 
0,393 ± 0,017 0,326 ± 0,039* 

CNPSo 3270 0,341 ± 0,016 0,096 ± 0,015* 0,092 ± 0,009* 
0,343 ± 

0,023 

0,013 ± 

0,004* 
- - 0,338 ± 0,032 0,368 ± 0,020 

CNPSo 3274 0,318 ± 0,016 0,067 ± 0,023* 0,108 ± 0,017* 
0,359 ± 

0,022* 

0,091 ± 

0,004* 
- - 0,350 ± 0,024 0,348 ± 0,026 

CNPSo 3276 0,273 ± 0,024 0,218 ± 0,024 0,164 ± 0,015* 
0,194 ± 

0,046* 

0,028 ± 

0,013* 

0,016 ± 

0,003* 
- 0,278 ± 0,029 0,292 ± 0,025 

CNPSo 3278 0,254 ± 0,009 0,174 ± 0,036* 0,172 ± 0,019* 
0,150 ± 

0,012* 

0,069 ± 

0,022* 

0,052 ± 

0,011* 
- 0,274 ± 0,026 0,243 ± 0,026 

CNPSo 3058 0,348 ± 0,023 0,299 ± 0,054 0,214 ± 0,004* 
0,161 ± 

0,004* 

0,044 ± 

0,012* 

0,057 ± 

0,001* 
- 

0,289 ± 

0,033* 
0,299 ± 0,014* 

CNPSo 3034 0,395 ± 0,026 0,216 ± 0,032* 0,211 ± 0,034* 
0,206 ± 

0,035* 

0,069 ± 

017* 
- - 0,351 ± 0,17* 0,379 ± 0,033 

CNPSo 3077 0,319 ± 0,038 0,240 ± 0,027 0,206 ± 0,052* 
0,203 ± 

0,059* 

0,063 ± 

0,003* 
- - 

0,226 ± 

0,034* 
0,278 ± 0,018 

CNPSo 3076 0,308 ± 0,022 0,260 ± 0,024* 0,221 ± 0,020* 
0,222 ± 

0,006* 

0,111 ± 

0,026* 

0,011 ± 

0,001* 
- 

0,245 ± 

0,019* 
0,299 ± 0,011 

CNPSo 3057 0,309 ± 0,022 0,247 ± 0,007* 0,223 ± 0,022* 
0,142 ± 

0,001* 

0,047 ± 

0,003* 
- - 0,255 ± 0,011 0,250 ± 0,019* 

CNPSo 3031 0,301 ± 0,018 0,104 ± 0,028* 0,215 ± 0,018* 
0,147 ± 

0,009* 

0,061 ± 

0,015* 
- - 0,292 ± 0,036 0,245 ± 0,014 

CNPSo 3008 0,396 ± 0,015 0,122 ± 0,042* 0,054 ± 0,026* 
0,236 ± 

0,022* 

0,123 ± 

0,016* 
- 

0,253 ± 

0,029* 
0,293 ± 0,015 

0,272 ± 0,030 
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Tabela 2: Crescimento das estirpes (D.O.600nm) em meio líquido YM em diferentes condições de estresse abiótico. 

                                                                                                                                                                               (Continuação) 

 

CNPSo 2995 

0,360 ± 0,018 

0,219 ± 0,029* 

0,115 ± 0,033* 

0,352 ± 0,032 

0,064 ± 

0,009* 

0,064 ± 0,006* 

0,316 ± 0,032* 

0,354 ± 0,018 

0,408 ± 0,026* 

CNPSo 3016 0,291 ± 0,017 0,369 ± 0,067* 0,088 ± 0,021* 
0,272 ± 

0,035 

0,120 ± 

0,012* 

0,010 ± 

0,014* 

0,260 ± 

0,012* 

0,727 ± 

0,030* 
0,708 ± 0,060* 

CNPSo 3023 0,461 ± 0,025 0,077 ± 0,005* 0,046 ± 0,024* 
0,262 ± 

0,025* 

0,091 ± 

0,035* 

0,013 ± 

0,007* 

0,338 ± 

0,043* 

0,307 ± 

0,013* 
0,245 ± 0,037* 

CNPSo 3248 0,396 ± 0,015 0,122 ± 0,056* 0,054 ± 0,045* 
0,260 ± 

0,017 

0,104 ± 

0,014* 

0,011 ± 

0,003* 

0,213 ± 

0,042* 
0,246 ± 0,037 0,231 ± 0,033 

Br3437 0,327 ± 0,016 0,073 ± 0,012* 0,185 ± 0,052* 
0,220 ± 

0,033* 

0,129 ± 

0,036* 

0,177 ± 

0,044* 

0,214 ± 

0,099* 
0,316 ± 0,014 0,254 ± 0,034* 

Bradyrhizobium sp.          

CNPSo 3503 0,350 ± 0,017 0,097 ± 0,018* 0,033 ± 0,028* 
0,212 ± 

0,083 

0,079 ± 

0,033* 
- - 0,384 ± 0,032 0,333 ± 0,088 

CNPSo 3512 0,343 ± 0,007 0,189 ± 0,054 0,035 ± 0,023* 
0,129 ± 

0,006* 
- - 

0,011 ± 

0,004* 
0,230 ± 0,093 0,102 ± 0,048 

CNPSo 3587 0,395 ± 0,016 0,122 ± 0,075* 0,057 ± 0,045* 
0,149 ± 

0,030* 

0,065 ± 

0,008* 
- - 

0,359 ± 

0,018* 
0,335 ± 0,023* 

CNPSo 3588 0,690 ± 0,059 0,010 ± 0,057* 0,037 ± 0,076* 
0,125 ± 

0,037* 

0,108 ± 

0,035* 
- - 

0,465 ± 

0,044* 
0,432 ± 0,037* 

CNPSo 3504 0,317 ± 0,014 0,198 ± 0,082* 0,142 ± 0,051* 
0,288 ± 

0,020* 

0,270 ± 

0,024* 

0,261 ± 

0,018* 

0,014 ± 

0,004* 
0,300 ± 0,031 0,323 ± 0,086 

Rhizobium sp.          

CNPSo 3476 0,351 ± 0,010 0,152 ± 0,048 0,136 ± 0,028* 
0,106 ± 

0,019* 

0,105 ± 

0,014* 

0,119 ± 

0,018* 

0,033 ± 

0,004* 

0,370 ± 

0,072* 
0,345 ± 0,071* 
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Tabela 2: Crescimento das estirpes (D.O.600nm) em meio líquido YM em diferentes condições de estresse abiótico. 

                                                                                                                                                                               (Conclusão) 

 

CNPSo 3482 0,417 ± 0,036 0,096 ± 0,029* 0,056 ± 0,030* 
0,201 ± 

0,048* 

0,119 ± 

0,053* 

0,153 ± 

0,053* 

0,027 ± 

0,003* 

0,284 ± 

0,020* 
0,304 ± 0,017* 

CNPSo 3586 0,508 ± 0,010 0,127 ± 0,059* 0,099 ± 0,029* 
0,369 ± 

0,024* 

0,225 ± 

0,022* 

0,178 ± 

0,013* 

0,034 ± 

0,002* 

0,477 ± 

0,064* 
0,361 ± 0,058* 

PRF81 0,242 ± 0,014 0,079 ± 0,020* 0,163 ± 0,033 
0,155 ± 

0,035* 

0,066 ± 

0,005* 
- - 0,172 ± 0,008 0,145 ± 0,014* 

*  Estirpes que tiveram diferença significativa quando comparadas ao controle.
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5.3.2. Tolerância a Metais Pesados 

 

Nenhuma das estirpes apresentou resistência ao Cu nas três concentrações 

testadas e o oposto foi verificado para o Zn, visto que todas as estirpes apresentaram 

crescimento compatível com a condição controle em todas as concentrações 

avaliadas (Figura 6, Tabela 3).  

A estirpe Paraburkholderia sp CNPSo 3032 destacou-se pela ausência de 

crescimento em presença de Al, nas três concentrações avaliadas. Outras três 

estirpes de Paraburkholderia sp (CNPSo 3479, CNPSo 3006, CNPSo 3034) não 

apresentaram resistência à concentração de 2mM (Tabela 3). As estirpes R. freirei 

PRF81 e P. nodosa Br3437 também não apresentaram resistência ao Cu e 

apresentaram resistência aos demais metais testados. 

 

5.3.3. Tolerância a Xenobióticos  

 

Todas as trinta e seis estirpes foram capazes de crescer na presença de 

quantidade compatível à dose de campo do herbicida comercial Primóleo. Quanto ao 

Gramoxone, vinte e quatro estirpes (66,6%) apresentaram tolerância (Figura 6), e as 

estirpes CNPSo 3480, CNPSo 3509, CNPSo 3504, CNPSo 3010, CNPSo 3006, 

CNPSo 3032, CNPSo 2995, CNPSo 3273, CNPSo 3272, CNPSo 3276, CNPSo 3278 

e CNPSo 3076 não foram capazes de crescer na dose avaliada (Tabela 3). As estirpes 

R. freirei PRF81 e P. nodosa Br3437 apresentaram resistência a ambos herbicidas. 
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Figura 6: Porcentagem de estirpes resistentes as concentrações de Al (0,1; 0,5 e 2,0 

mM) e Zn (0,5; 2,0 e 5,0 mM) e aos herbicidas Gramoxone (0,185 mM) e Primóleo 

(0,147 mM). 
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Tabela 3: Crescimento das estirpes em meio YM com a presença de AL, Zn (em três concentrações), dos herbicidas Gramoxone e 

Primóleo e avaliação da capacidade de solubilização de fosfato de cálcio em meio de cultivo sólido descrita pelo índice de 

solubilização (IS). 

                                                                                                                                                                                        (Continua) 

Estirpe 
Alumínio (AlCl3) Zinco (ZnSO4) Primóleo Gramoxone Solubilização P  

0,1 mM 0,5 mM 2,0 mM 0,5 mM 2,0 mM 5,0 mM 0,147mM 0,185mM (IS1) 

Paraburkholderia sp.          

CNPSo 3474 + + + + + + + + 0,61 ± 0,17 

CNPSo 3479 + + - + + + + + - 

CNPSo 3480 + + + + + + + - 0,40 ± 0,09 

CNPSo 3509 + + + + + + + - 0,56 ± 0,06 

CNPSo 3010 + + + + + + + - 0,14 ± 0,02 

CNPSo 3006 + + - + + + + - 0,13 ± 0,02 

CNPSo 3032 - - - + + + + - 0,41 ± 0,01 

CNPSo 3186 + + + + + + + + 1,15 ± 0,01 

CNPSo 3009 + + + + + + + + 0,59 ± 0,05 

CNPSo 3281 + + + + + + + + 0,37 ± 0,07 

CNPSo 3273 + + + + + + + - 0,65 ± 0,09 

CNPSo 3272 + + + + + + + - 0,12 ± 0,04 

CNPSo 3268 + + + + + + + + - 

CNPSo 3270 + + + + + + + + 0,44 ± 0,07 

CNPSo 3274 + + + + + + + + 0,38 ± 0,04 

CNPSo 3276 + + + + + + + - 0,48 ± 0,05 

CNPSo 3278 + + + + + + + - - 

CNPSo 3058 + + + + + + + + - 

CNPSo 3034 + + - + + + + + - 
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Tabela 3: Crescimento das estirpes em meio YM com a presença de AL, Zn (em três concentrações), dos herbicidas 

Gramoxone e Primóleo e avaliação da capacidade de solubilização de fosfato de cálcio em meio de cultivo sólido descrita pelo 

índice de solubilização (IS).  

                                                                                                                                                                            (Conclusão) 

CNPSo 3077 + + + + + + + + - 

CNPSo 3076 + + + + + + + - - 

CNPSo 3057 + + + + + + + + 0,51 ± 0,05 

CNPSo 3031 + + + + + + + + - 

P. guartelaensis CNPSo 3008 + + + + + + + + 0,52 ± 0,10 

P. guartelaensis CNPSo 3248 + + + + + + + + - 

P. guartelaensis CNPSo 2995 + + + + + + + - 1,22 ± 0,12 

P. guartelaensis CNPSo 3016 + + + + + + + + 0,43 ± 0,06 

P. guartelaensis CNPSo 3023 + + + + + + + + 0,59 ± 0,05 

BR3437 + + + + + + + + 0,55 ± 0,05 

Bradyrhizobium sp.          
CNPSo 3503 + + + + + + + + 0,42 ± 0,07 

CNPSo 3512 + + + + + + + + - 

CNPSo 3587 + + + + + + + + 0,49 ± 0,10 

CNPSo 3588 + + + + + + + + 0,39 ± 0,02 

CNPSo 3504 + + + + + + + - 0,15 ± 0,01 

Rhizobium sp.          
CNPSo 3476 + + + + + + + + - 

CNPSo 3482 + + + + + + + + 0,47 ± 0,07 

CNPSo 3586 + + + + + + + + 0,21 ± 0,04 

PRF81 + + + + + + + + - 
 1IS= diâmetro do Halo (mm)/diâmetro da colônia (mm) 
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5.3.4. Atividades Promotoras do Crescimento 

 

5.3.4.1.  Solubilização de fosfato 

 

Dentre as estirpes avaliadas, vinte e cinco (69,44%) apresentaram formação de 

halo em meio de cultivo contendo CaPO4, ou seja, foram positivas para a atividade de 

solubilização de fosfato (Tabela 3). Das duas estirpes utilizadas como referência, 

apenas P. nodosa Br3437 apresentou formação de halo. 

Das vinte e oito estirpes do gênero Paraburkholderia utilizadas nesse estudo, 

vinte e quatro apresentaram formação de halo, com IS variando de 0,12mm a 1,22mm. 

Os maiores valores de IS foram obtidos por estirpes de Paraburkholderia isoladas de 

M. gymnas nativas do Parque Estadual do Guartelá (CNPSo 2995 e CNPSo 3186). 

Uma das cinco estirpes do gênero Bradyrhizobium (CNPSo 3587) e uma das três 

de Rhizobium (CNPSo 3482) apresentaram formação de halo.  

 

5.3.4.2. Produção ácido indol-acetico (AIA) 

Apenas cinco estirpes foram positivas para produção de AIA (Tabela 4), sendo 

que a estirpe Paraburkholderia sp CNPSo 3474 foi a que apresentou a maior produção 

de AIA/mg de proteínas totais. Essa, bem como as estirpes Bradyrhizobium sp CNPSo 

3503, Bradyrhizobium sp CNPSo 3503 e Rhizobium sp CNPSo 3476, também 

produtoras de AIA, foram isoladas de Desmodium barbatum.  

 

Tabela 4: Avaliação quantitativa de rizóbios quanto à produção in vitro de compostos 
indólicos. 
 

Estirpe ug AIA/mg proteína 

Paraburkholderia sp  
CNPSo 3474 9,98 

CNPSo 3270 0,88 

Bradyrhizobium sp.  
CNPSo 3503 2,24 

CNPSo 3588 4,47 

Rhizobium sp.  
CNPSo 3476 1,05 
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5.4. DISCUSSÃO 

 

Os “Campos Gerais do Paraná” definem uma zona fitogeográfica natural, 

composta por campos limpos, matas de galeria, capões de mata com araucária e 

refúgios de cerrado. Situada na porção centro-leste do estado do Paraná-Brasil, na 

borda do Segundo Planalto, essa região fitogeográfica representa uma zona limítrofe, 

devido às características climáticas e topográficas, as quais determinam suas 

formações vegetais distintas (CARMO, 2006). A região apresenta característica de 

ecótono com zonas de transição entre os Biomas Mata Atlântica e Cerrado, resultando 

em uma composição única quanto à diversidade de espécies vegetais (RITTER et al., 

2010). Apesar de ser classificado como pertencente ao Bioma Mata Atlântica, as 

características edáficas e composição florística de várias unidades de conservação 

dos Campos Gerais do Paraná assemelham-se às do Cerrado (PAULISTCH et al., 

2019).  

Como previamente relatado, a ocorrência de plantas leguminosas noduladas por 

rizóbios nativos na região foi associada à áreas com solos arenosos de pH muito ácido 

(< 5,0), altas concentrações de Al e baixo teor de matéria orgânica (PAULISTCH et 

al., 2019; KLEPA et al., no prelo; PROTACHEVICZ, 2018). Usualmente, rizóbios são 

relatados por possuírem baixa capacidade de tolerância a pH inferior a 5 e a simbiose 

com as respectivas plantas hospedeiras é afetada em tais condições (HUNGRIA; 

VARGAS, 2000; HELLWEG et al., 2009). Verificamos que rizóbios dos gêneros 

Paraburkholderia, Bradyrhizobium e Rhizobium, isolados de nódulos nativos de 

Mimosa spp e Desmodium spp não tem o crescimento significativamente afetado pelo 

pH 4,5 e muitos são tolerantes ao pH 3,0, algo raramente observado dentre rizóbios. 

De modo geral a disponibilidade de fósforo é maior em solos com pH na faixa de 

5,5 a 7,0 (PROCHNOW et al., 2003). Segundo Rheinheimer et al. (2001) com a 

elevação do pH ocorre um retardo no processo de dissolução do fosfato natural, 

ocasionando a diminuição da disponibilidade de fosforo proveniente desse fertilizante 

às plantas. Solos ácidos apresentam maior quantidade de Fe e Al enquanto que solos 

alcalinos são ricos em fosfato de Ca (RANNO et al., 2007). 

Em relação aos estudos dos efeitos da salinidade observou-se, que conforme a 

concentração de NaCl aumenta ocorre uma redução na taxa de crescimento e na 
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porcentagem de estirpes tolerantes a este composto. Contudo, quando comparadas 

ao controle ocorreram diferenças significativas no crescimento das estirpes. Nossos 

resultados são congruentes com Castellane e Lemos (2007) que descreveram que a 

tolerância dos rizobios à salinidade é uma etapa fundamental no processo de sua 

seleção, de maneira que nossos resultados indicam que a salinidade é um fator que 

pode inibir seu crescimento. 

Nossas análises indicaram uma baixa taxa de crescimento dos rizóbios quando 

expostos a elevadas temperaturas (≥ 37ºC), de maneira que ao compararmos as 

estirpes com o controle constatamos que ocorreu diferenças significativas na taxa de 

crescimento. Silva e colaboradores (2007) mostraram em seu estudo que todos os 

nove isolados suportaram a temperatura de 37ºC, assim como a estirpe padrão 

Bradyrhizobium sp. Semia 6145 porém, em temperatura mais elevada (39ºC) seis 

isolados se mostraram suscetíveis incluindo à estirpe padrão 6145. Quinõnes et al. 

(2011) também relataram que rizóbios não apresentam crescimento satisfatório em 

altas temperaturas. 

Com base na análise de agrupamento foi possível observar que os fatores 

abióticos testados (temperatura, pH e salinidade) têm relação com os gêneros, pois 

essa formou grupos onde as estirpes mais similares com relação a taxa de 

crescimento foram agrupadas (Figura 3). As estirpes Bradyrhizobium sp. CNPSo 3512 

e Paraburkholderia sp. CNPSo 3509, ambas simbiontes de D. barbatum, não foram 

agrupadas. Ambas foram altamente sensíveis às condições de estresse 2 e 3% de 

NaCl (Tabela 2), indicando uma baixa tolerância dessas estirpes a solos com alta 

concentração de sais. Não foi observada relação significativa com os perfis de 

tolerância, planta hospedeira/espécie rizobiana e área amostral. 

Observou-se que todas as estirpes avaliadas tem capacidade de tolerar os níveis 

avaliados de Zn e apenas quatro estirpes não apresentaram tolerância a Al, sendo 

que a estirpe CNPSo 3032 não apresentou resistência em nenhuma concentração e 

as outras três estirpes (CNPSo 3479, CNPSo 3006, CNPSo 3034) não apresentaram 

resistência apenas na concentração 2mM (Figura 5). Cabe ressaltar que as estirpes 

que não apresentaram resistência pertencem ao gênero Paraburkholderia, de maneira 

que não observamos relação dessa característica com o gênero, pois outras estirpes 

do gênero apresentaram resistência aos três níveis avaliados.  
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Em relação ao Cu nenhuma das estirpes apresentou tolerância as três 

concentrações testadas, corroborando com estudos anteriores que o classificaram 

como o metal mais tóxico aos microrganismos (CHAUDRI et al., 1992; ANGLE et 

al.,1993; TRANNIN et al., 2001).  

Sabe-se que a aplicação de herbicidas pode trazer consequências indesejáveis 

para a microbiota do solo dependendo da dose utilizada, do princípio ativo, da 

formulação, dos microrganismos presentes e da sensibilidade desses aos diversos 

produtos, do tipo de solo e das condições climáticas (SILVA et al., 2003). Assim 

testando dois herbicidas com diferentes princípios ativos e formulações constatamos 

que primóleo não afetou o crescimento de nenhuma das estirpes testadas na dose 

utilizada, porém não se sabe como se comportam com doses superiores. No entanto, 

em relação ao Gramoxone, onze isolados de Paraburkholderia e um de 

Bradyrhizobium foram incapazes de crescer em meio YM com este herbicida, 

indicando ser uma barreira para o crescimento dessas estirpes equivalente a 33% de 

todas as extirpes testadas. Os outros vinte e quatro isolados foram considerados 

tolerantes a este herbicida.   

Segundo Weller e Warren (1995) o fato de Gramoxone apresentar maior toxidez 

às estirpes pode estar relacionado ao seu mecanismo de ação, o qual, por meio da 

captura de elétrons provenientes da respiração, forma radicais tóxicos instáveis que 

rapidamente sofrem a auto-oxidação, durante esse processo são produzidos radicais 

superóxido e peróxido de hidrogênio, que reagem, produzindo hidroxil e oxigênio 

singleto, juntas essas substancias promovem a degradação de membranas 

(peroxidação de lipídios), ocasionando a morte da célula. Pode também a toxicidade 

de Gramoxone ser atribuída a um ou mais ingredientes da formulação comercial do 

produto (SANTOS et al., 2006).  Contudo, pode ainda ter ocorrido, interação entre 

esses dois fatores. 

A suscetibilidade de Bradyrhizobium sp. aos compostos xenobióticos são 

geralmente relacionados, mas em nosso estudo das seis estirpes analisadas apenas 

uma foi afetada pela presença do Gramoxone. Perin et al. (2006) descrevem as 

estirpes do gênero Burkholderia/Paraburkholderia como tolerantes a xenobióticos. 

Mesmo que os rizóbios tenham sido amostrados em ambientes não seletivos para a 
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tolerância ao herbicida, observou-se a tolerância ao Primóleo e ao Gramoxone na 

maioria dos isolados.  

Existem diferenças no potencial dos microrganismos em solubilizar fosfato 

(SILVA FILHO; VIDOR, 2000), um importante macronutriente para a planta e 

extremamente abundante nos solos, porém, encontrado principalmente na forma 

insolúvel (FERREIRA et al., 2011), tornando-se indisponíveis para as plantas 

(RODRIGUEZ; FRAGA, 1999). Esses microrganismos possuem a capacidade de 

imobilizar parte do mineral para seu próprio metabolismo e dispor uma parte às plantas 

(ACHAL et al., 2007).  

Estudos mostraram que bactérias se destacam na solubilização de fosfato mais 

do que certas espécies de fungo (SOUCHIE et al., 2006). Essas bactérias encontradas 

no solo podem aumentar a produtividade da planta, dentre as quais se destaca o 

gênero Burkholderia/Paraburkholderia (PANDEY et al., 2006). A espécie Burkholderia 

cepacia tem sido estudada por sua habilidade de promover o crescimento de plantas 

devido à solubilização de fosfato (MARIANO et al, 2004; SONG et al., 2008). 

Neste estudo, 25 estirpes de um total de 36 (69,4%) apresentaram capacidade 

de solubilizar fosfato, dentre essas Paraburkholderia (Tabela 3) foi o gênero que 

apresentou os maiores índices de solubilização (IS). Contudo, vale ressaltar que a 

abundância desse gênero foi relativamente maior do que para os demais gêneros 

testados. Com relação à planta hospedeira, todos as estirpes isoladas de Mimosa 

micropteris e M. paranapiacabae apresentaram capacidade de solubilizar fosfato 

mesmo que com baixo índice. Já em relação ao local de coleta não encontramos 

nenhuma relação direta com potencial de solubilização, uma vez que do mesmo local 

ocorreram isolados que obtiveram capacidade de solubilização e outros que não. 

Entre as 36 estirpes testadas apenas cinco demonstraram capacidade para 

produzir auxina (ácido indol-3-acetico (AIA), um importante fitormônio que coordena 

diferentes processos de desenvolvimento em plantas. Esses compostos estimulam na 

planta respostas rápidas, como o aumento do alongamento celular e respostas lentas 

entre elas a divisão e diferenciação celular (BONILLA, 2011).  

Os valores de AIA obtidos nas estirpes que demostraram capacidade de 

sintetizar AIA são semelhantes ao encontrado por Biswas et al. (2000), que 

trabalhando com rizóbios inoculados em arroz inundado, registraram concentrações 
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de AIA inferiores a 10 μg mL-1. Ahmad e colaboradores (2015) relataram que 

fitormônios assim como AIA, estimulam o crescimento de plantas dentro de uma faixa 

estreita de concentração, não sendo nessa faixa benéfica, as concentrações mais 

baixas se tornam ineficazes e as mais elevadas tóxicas para as plantas. 

 

5.5. Considerações finais  

 

A caracterização de espécies de rizóbios por muitas décadas foi baseada na 

habilidade específica da bactéria em nodular a planta hospedeira. Embora atualmente 

conta-se com várias técnicas robustas baseadas em biologia molecular, a 

caracterização fisiológica ainda é uma técnica muito importante na classificação de 

microrganismos, pois fatores abióticos e xenobióticos interferem de modo significativo 

no crescimento dos rizóbios e suas habilidades ecológicas.  

Assim o isolamento e caracterização de estirpes melhores adaptadas e 

resistentes às diferentes condições ambientais, que são fatores limitantes para o 

desenvolvimento dos rizóbios pode vir a ser uma alternativa para produção e 

recomendação de novos inoculantes. Já para comprovarmos que as estirpes são de 

fato promotoras do crescimento vegetal, mais testes precisam ser realizados 

evidenciando seu potencial como PGPR com perspectivas de aplicações como 

biofertilizantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



59 

 

 

 

6 CONCLUSÃO  

 

A habilidade de lidar com diferentes condições abióticas e manter suas funções 

ecológicas em seus ambientes naturais é uma importante propriedade entre os 

rizóbios. Os rizóbios podem desempenhar um papel crucial melhorando condições 

para adaptação, produção e estabelecimento de espécies vegetais. Considerando que 

as espécies vegetais em estudo são leguminosas pioneiras, a identificação da 

capacidade de crescimento em condições abióticas variadas e caracterização de 

atividades promotoras do crescimento vegetal pelos seus simbiontes podem contribuir 

no entendimento da implicação de tais microrganismos na sustentabilidade de seus 

ecossistemas de origem. 

Verificamos que, acompanhando sua já descrita variabilidade genética, os 

rizóbios simbiontes de plantas nativas dos Campos Gerais do Paraná, pertencentes 

aos gêneros Mimosa e Desmodium, apresentam ampla variação quanto à tolerância 

a estresses abióticos, sendo notória sua geral capacidade de tolerância a pH 

ácidos/moderadamente ácidos e alguns metais pesados. Salienta-se que um elevado 

percentual dos rizóbios analisados foi capaz de solubilizar fosfato de cálcio, apontando 

seu duplo potencial na promoção do crescimento vegetal quanto à aquisição de 

nutrientes (nitrogênio e fosfóro) pela planta hospedeira. Os dados obtidos servirão de 

base para seleção de microrganismos para aplicação como inoculantes de plantas 

utilizadas na recuperação de áreas degradadas.  
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APÊNDICE A - MATERIAL SUPLEMENTAR 

Material Suplementar S1 - Teste de produção de biofilme avaliado em espectrofotômetro (D.O.570) entre 

as diferentes estirpes.                                                                                                                     (Continua)                                                                                                                                                                                                                                                                  

Estirpe Controle 
Temperatura NaCl pH 

37°C 40°C 1% 2% 3% 3 4,5 6 

Paraburkholderia sp.          

CNPSo 3474 0,019 0,049 0 0 0 0 0 0,064 0 

CNPSo 3479 0,025 0 0 0,032 0,004 0 0,004 0,193 0 

CNPSo 3480 0,585 0 0 0 0 0 0 0,052 0 

CNPSo 3509 0,081 0,028 0 0,002 0 0 0,01 0,097 0 

CNPSo 3010 0,26 0 0 0,101 0 0 0,068 0,036 0,075 

CNPSo 3006 0,132 0,002 0 0 0 0,394 0,753 1,016 0,148 

CNPSo 3032 0,402 0,002 0 0 0 0 0,081 1,217 0,292 

CNPSo 3186 0,405 0,008 0 0,037 0 0,003 0 0,682 0,282 

CNPSo 3009 0,258 0 0 0 0 0 0 0,072 0,008 

CNPSo 3281 0,265 0,001 0 0 0 0,008 0,009 1,028 0,033 

CNPSo 3273 0,272 0 0 0 0 0 0,021 0,627 0,101 

CNPSo 3272 0,638 0,006 0 0,112 0 0,001 0,059 0,89 0,136 

CNPSo 3268 0,055 0 0,003 0 0 0,002 0,026 0,18 0 

CNPSo 3270 0,236 0 0,004 0,007 0 0,009 0,026 0,345 0,157 

CNPSo 3274 0,332 0 0,007 0 0 0,009 0,033 0,55 0,174 

CNPSo 3276 0,721 0 0 0 0,01 0 0,149 0,562 0,345 

CNPSo 3278 1,225 0 0 0 0 0 0,019 0,641 0,496 

CNPSo 3058 0,305 0 0 0 0,001 0 0,028 0,576 0,165 

CNPSo 3034 0,095 0 0 0,211 0 0 0,035 0,232 0,095 
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Material Suplementar S1 - Teste de produção de biofilme avaliado em espectrofotômetro (D.O.570) entre 

as diferentes estirpes.                                                                                                                     (Conclusão)                                                                                                                                                                                                                                                                  

CNPSo 3077 0,325 0 0 0 0 0 0,049 0,639 0,181 

CNPSo 3076 0,192 0 0 0,055 0,094 0 0,104 0,294 0,137 

CNPSo 3057 0,174 0 0 0 0,005 0 0,029 0,343 0,09 

CNPSo 3031 0,148 0 0 0 0 0 0,025 0,304 0,073 

CNPSo 3008 0,106 0 0 0,167 0 0 0,168 0,81 0 

CNPSo 3248 0,116 0 0 0,088 0,181 0 0,27 0,702 0,027 

CNPSo 2995 0,236 0,084 0 0 0,014 0 0,015 0,487 0,009 

CNPSo 3016 0,405 0 0 0 0 0 0,26 0,344 0,012 

CNPSo 3023 0,265 0 0 0 0 0 0,014 0,812 0,008 

BR3437 0,353 0 0 0,099 0 0,007 0,004 0,009 0 

Bradyrhizobium sp.          

CNPSo 3503 0,002 0,01 0,011 0 0,099 0,005 0,041 1,406 1,426 

CNPSo 3512 0,92 0,086 0,077 0,454 0,536 0 0 0,821 0 

CNPSo 3587 0,098 0,044 0 0 0 0,077 0,041 1,006 0,386 

CNPSo 3588 0,115 0,075 0 0 0 0,118 0 0,449 0,11 

CNPSo 3504 0,826 0,432 0,025 0,069 0,104 0,47 0,005 1,041 0,412 

Rhizobium sp.          

CNPSo 3476 0,007 0,54 0 0 0 0,115 0 1,08 0,668 

CNPSo 3482 0,824 0 0 0,024 0 0,065 0,017 1,228 0,025 

CNPSo 3586 0,32 0,036 0 0 0 0,026 0 0,752 0,023 

PRF81 0,007 0,039 0 0 0 0 0 0 0,012 
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Material suplementar S2 – Valores referentes ao teste t e Wilcoxon para comparações pareadas entre o controle (28°C) e as 
diferentes condições abióticas. Diferenças significativas p < 0,05.  
                                                                                                                                                                                          (Continua) 
 

Estirpe 
Temperatura NaCl pH 

37°C 40°C 1% 2% 3% 3 4,5 6 

Paraburkholderia sp         

CNPSo 3474 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,343 0,029 

CNPSo 3479 0,029 0,029 0 0,029 0,029 0,027 0,094 0,056 

CNPSo 3480 0,003 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,006 

CNPSo 3509 0,029 0,029 0,029 0,021 0,021 0,029 0,03 0,016 

CNPSo 3010 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0 0,012 0,005 

CNPSo 3006 0,003 0,029 0,001 0,029 0,029 0,029 0,121 0,015 

CNPSo 3032 0,029 0,021 0,029 0,029 0,029 0,029 0,309 0,006 

CNPSo 3186 0,021 0,029 0,084 0,029 0,004 0,029 0,183 0,033 

CNPSo 3009 0,029 0,029 0,002 0,029 0,029 0,021 0,034 0,002 

CNPSo 3281 0,005 0,029 0,029 0,029 0,021 0,029 0,553 0,002 

CNPSo 3273 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,844 0,029 

CNPSo 3272 0,032 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 

CNPSo 3268 0,029 0,028 0 0,029 0,029 0,029 0,27 0,013 

CNPSo 3270 0,029 0,029 0,889 0,029 0,029 0,021 0,895 0,083 

CNPSo 3274 0,029 0,029 0,027 0,029 0,029 0,021 0,072 0,116 

CNPSo 3276 0,772 0,001 0,002 0,029 0,029 0,021 0,8 0,317 

CNPSo 3278 0,008 0,001 0,002 0,029 0,029 0,021 0,232 0,586 

CNPSo 3058 0,101 0,029 0,029 0,029 0,029 0,021 0,032 0,017 

CNPSo 3034 0 0,06 0,029 0,029 0,029 0,021 0,035 0,469 

CNPSo 3077 0,067 0,014 0,001 0,029 0,029 0,021 0,011 0,12 

CNPSo 3076 0,02 0,001 0,003 0,001 0,029 0,021 0,005 0,285 
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Material suplementar S2 – Valores referentes ao teste t e Wilcoxon para comparações pareadas entre o controle 
(28°C) e as diferentes condições abióticas. Diferenças significativas p < 0,05.  
                                                                                                                                                                                          (Conclusão) 

CNPSo 3057 0,003 0,001 0 0,029 0,029 0,021 0,058 0,007 

CNPSo 3031 0,029 0,001 0,029 0,029 0,029 0,021 0,755 0,079 

CNPSo 3008 0,029 0,002 0,01 0,029 0,029 0 0,121 0,073 

CNPSo 3248 0,025 0,029 0,949 0,029 0,029 0,02 0,518 0,19 

CNPSo 2995 0 0,029 0,949 0,029 0,029 0 0,343 0,027 

CNPSo 3016 0,035 0,029 0,388 0,029 0,029 0,029 0,029 0 

CNPSo 3023 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0 

BR3437 0,029 0 0,001 0,029 0,024 0,029 0,381 0,017 

Bradyrhizobium sp.         

CNPSo 3503 0,029 0,029 0,188 0,029 0,029 0,029 0,667 0,729 

CNPSo 3512 0,62 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,343 0,147 

CNPSo 3587 0,004 0,029 0,029 0,029 0,029 0,021 0,027 0,006 

CNPSo 3588 0,003 0,021 0,029 0,029 0,029 0,029 0,002 0,001 

CNPSo 3504 0,018 0,029 0,004 0,029 0,087 0,029 0,166 0,073 

Rhizobium sp.         

CNPSo 3476 0,343 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,026 0,018 

CNPSo 3482 0,029 0,029 0,076 0,029 0,029 0,029 0 0 

CNPSo 3586 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 0,029 

PRF81 0,029 0,107 0,026 0,027 0 0,018 0,075 0,01 

Em destaque resultados que não foram significativos (p>0,05). 

 

 

 

 


