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RESUMO 
 
FERREIRA, Paulo Ademar Avelar. Eficiência Simbiótica de Estirpes de 
Bactérias Fixadoras de Nitrogênio em Feijoeiro e sua Tolerância a Acidez e 
Alumínio “in vitro” 2008. 50p. Dissertação (Mestrado em Ciências do Solo) – 
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG* 

 
 

O feijão (Phaseolus vulgaris L.) é uma das leguminosas mais cultivadas e 
consumidas pela população brasileira. A simbiose desta espécie hospedeira com 
bactérias fixadoras de nitrogênio pode aumentar a produção, substituindo os 
fertilizantes nitrogenados e diminuindo os custos de produção. O objetivo deste 
trabalho foi avaliar novas estirpes de rizóbio eficientes no processo de fixação 
biológica de nitrogênio de solos de diferentes usos da terra da região 
Amazônica, em simbiose com o feijão; compará-las com uma das estirpes 
atualmente recomendadas para produção de inoculante comercial (CIAT 899) 
para a cultura do feijoeiro e avaliar sua  tolerância a acidez e alumínio “in vitro”. 
O experimento foi conduzido em vasos de Leonard, em casa de vegetação. O 
delineamento estatístico utilizado foi o inteiramente casualizado, com 20 
tratamentos (18 estirpes e duas testemunhas sem inoculação sem e com 
nitrogênio mineral) e 5 repetições. Portanto, as estirpes que obtiveram os 
melhores resultados no ensaio de casa de vegetação foram avaliadas quanto sua 
tolerância a acidez e alumino “in vitro”. No ensaio para a avaliação da eficiência 
da fixação biológica de nitrogênio, a inoculação com as estirpes 3K, 342k 
(Mesorhizobium sp.) e 10K (Mesorhizobium loti) proporcionaram maior 
crescimento das plantas, maior nutrição de nitrogênio e boa nodulação no 
experimento de Vaso de Leonard quando comparadas com a estirpe 
recomendada como inoculante e a testemunha nitrogenada. No ensaio para 
avaliar a tolerância a pH as estirpes mostraram-se tolerantes à acidez quando 
avaliadas em meio de cultura líquido. Já no ensaio com Al3+ as concentrações 
acima de 1 cmolc L-1 Al3+ inibiram o crescimento das estirpes testadas. Apesar da 
estirpe 10K apresentar tolerância à acidez, ela mostrou-se sensível à presença de 
alumínio no meio de cultura. Pode-se constatar que estas estirpes apresentam um 
grande potencial para novos testes em casa de vegetação e á campo. 
 
 
 
________________ 
*Orientadora: Fátima Maria de Sousa Moreira – UFLA. 
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ABSTRACT 

FERREIRA, Paulo Ademar Avelar. Simbiotic efficiency of nitrogen-fixing 
bacterial strains in common beans and its acidity and aluminum tolerance 
"in vitro". 2008. 50 p. Dissertation (Master in Soils Science) – Federal 
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.1 

 
 The common beans (Phaseolus vulgaris) is one of the most cultivated 
and consumed legumes by the Brazilian population. The simbiosis of this host 
plant with nitrogen fixing bacteria can increase the production, replacing the 
nitrogen fertilizers and lowering the production costs. The aim of this research 
was to evaluate the efficient of new rhizobia strains isolated from different 
Amazon land use in the process of nitrogen biological fixation in symbiosis with 
common beans comparing them with one of the currently commercial inoculant 
(CIAT 899) and evaluate their acidity and aluminum tolerance “in vitro”. The 
experiment about efficiency was conducted in Leonard pots, in a greenhouse. 
The statistical design used was completely randomized, with 20 treatments (18 
strains and two controls without inoculation; with and without mineral nitrogen) 
and 5 repetitions. The strains that showed the best results in the greenhouse 
experiment were evaluated for their tolerance to acidity and aluminum “in 
vitro”. In the test for assessing the efficiency of nitrogen biological fixation, the 
inoculation with the strains 3K, 342k (Mesorhizobium sp.) and 10K 
(Mesorhizobium loti) provided greater plant growth, higher nitrogen nutrition 
and good nodulation when compared with the strain recommended as inoculant 
and the control with nitrogen. In the pH tolerance test, the strains were tolerant 
to acidity when evaluated in liquid culture medium. In the test with Al3+, the 
concentrations above 1 cmolc L-1 Al3 + inhibited the growth of the same strains. 
The strain 10K was tolerant to acidity, but it was sensitive to the presence of 
aluminum in the culture medium. These strains have a great potential for new 
tests in greenhouse and field experiments. 
 

 

 

 

 

 

 

 

1Guidance Committee: Fátima Maria de Souza Moreira – UFLA 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O feijoeiro constitui numa importante cultura de subsistência e principal 

fonte de proteínas na dieta humana de populações pobres, especialmente na 

América Latina e alguns países africanos. O feijão possui de 20 a 25% de 

proteínas ricas em aminoácidos como a lisina, histidina, isoleucina e valina, 

exercendo assim efeito complementar na dieta das populações de baixa renda. 

O nitrogênio é o nutriente requerido em maior quantidade pela cultura 

do feijoeiro. O fornecimento desse nitrogênio pode ser feito pelo uso de 

fertilizantes nitrogenados, pela matéria orgânica do solo ou pela fixação 

biológica de nitrogênio. 

A aplicação de fertilizantes nitrogenados minerais vem alcançando 

grandes dimensões em várias culturas agrícolas, levando ao aumento no custo de 

produção, sendo sua utilização restrita ou mesmo impraticável por pequenos 

agricultores. Portanto, a fixação biológica de nitrogênio, realizada por parte dos 

procariotos, é uma alternativa para suprir o nitrogênio requerido pelas 

leguminosas, a custo mais baixo que a utilização de fertilizantes nitrogenados. 

Resultados de pesquisa apontam que é possível que a cultura do feijoeiro se 

beneficie, no campo, da fixação biológica de nitrogênio e o grande desafio que 

se apresenta é conseguir um manejo adequado dessa simbiose, visando aumentar 

a sua eficiência. 

Dessa forma, é importante selecionar estirpes que, além de eficientes no 

processo de fixação de nitrogênio, sejam adaptada a diversas condições, como 

altas temperatura, acidez do solo, baixos teores de nutrientes principalmente Ca 

e P, estabilidade genética dos microsimbiontes e cultivares adequadas para a 

fixação biológica de nitrogênio. A acidez do solo é apontada como um dos 

principais fatores limitantes ao processo de FBN, afetando o rizóbio, o 

hospedeiro e o próprio processo simbiótico.  
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Há evidências da existência de grande diversidade de bactérias que 

nodulam leguminosas na região Amazônica, sendo possível que estirpes nativas 

possam ser mais adaptadas às características adversas dos solos, tornando a 

região fonte de novas estirpes, com potencial para superar fatores críticos. Sendo 

assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar novas estirpes de rizóbio 

eficientes no processo de fixação biológica de nitrogênio de solos de diferentes 

usos da terra da região Amazônica, em simbiose com o feijão, compará-las com 

uma das estirpes atualmente recomendadas para produção de inoculante 

comercial para a cultura do feijoeiro CIAT 899 e avaliar sua e tolerância a 

acidez e alumínio. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 A cultura do feijoeiro no Brasil 

 O feijão (Phaseolus vulgaris L.) pertence à classe Dicotiledoneae, 

família Leguminosae, gênero Phaseolus. Esta leguminosa apresenta 

componentes e características que tornam seu consumo vantajoso do ponto de 

vista nutricional, tendo um importante destaque na agricultura dos países em 

desenvolvimento, em especial do Brasil, devido à sua importância na 

alimentação humana, por ser excelente fonte de proteína, além de possuir alto 

conteúdo de carboidratos e ferro.  

O Brasil se destaca como o maior produtor mundial de feijão, o qual é 

produzido em quase todo o território nacional, com destaque para os estados do 

Paraná, Minas Gerais, Bahia, São Paulo e Goiás, responsáveis por 65% da 

produção nacional. O Brasil também se destaca por ser o maior consumidor 

mundial da leguminosa, com consumo médio de 2.950 mil t/ano ou 16 kg por 

habitante/ano (Food and Agriculture Organization, 2007). 

 Nos últimos cinco anos a produção nacional de feijão variou de 2,5 a 3,2 

milhões de toneladas, em uma área que se tem mantido entre 4000 a 4500 mil 

hectares (MAPA, 2008). Cultiva-se o feijoeiro em três épocas: a “das águas” (1a 

safra) nas regiões Sul e Sudeste, com uma produtividade média de 787 kg ha-1; a 

“da seca” (2a safra), em todo o Brasil, com produtividade média de 939 kg ha-1 e 

a “de inverno” (3a safra), cultivada principalmente nos estados de Minas Gerais, 

São Paulo e Goiás, com produtividade média que pode atingir 2130 kg ha-1 

(MAPA 2008). A baixa produtividade média na 1a e 2a safras está ligada ao fato 

de serem praticadas por pequenos agricultores, que não possuem acesso à 

tecnologia disponível (Straliotto, 2002). As maiores médias de produtividade 

obtidas pela cultura na safra “de inverno” se devem ao uso de tecnologias como 

cultivares melhoradas, irrigação, manejo de solos e controle de pragas e doenças,  
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menores riscos climáticos, mas também pela mudança do perfil do produtor 

(Nehmi et al., 1999).  

Há um enorme contraste entre os sistemas de produção utilizados no 

cultivo de feijão no Brasil. De um lado estão agricultores tipicamente de 

subsistência, com praticamente nenhum emprego de insumos, com lavouras 

menores que 100 ha, correspondendo a 71% da produção nacional e com 

produtividade média de 525 kg ha-1. Do outro lado situam-se grandes produtores 

rurais, que cultivam o feijão em áreas maiores que 100 ha, com alto nível 

tecnológico obtendo produtividade média de 1440 kg ha-1 (Straliotto, 2002).     

 O feijoeiro é muito exigente em nutrientes em decorrência, 

principalmente, do seu sistema radicular reduzido e pouco profundo, além de seu 

ciclo curto, de 90 a 100 dias (Rosolem & Marubayashi, 1994), devendo ser os 

nutrientes colocados à disposição da planta, em tempo e locais adequados. Uma 

das deficiências nutricionais que ocorre com maior freqüência na cultura é a do 

nitrogênio, devendo-se propiciar um fornecimento adequado deste nutriente até à 

época do florescimento, ou seja, no momento que ainda é possível aumentar o 

número de vagens por planta (Carvalho et al., 2001).   

 

2.2 Nitrogênio  

 O nitrogênio é um dos elementos mais importantes, fazendo parte de 

proteínas, ácidos nucléicos e outros constituintes celulares, incluindo membranas 

e diversos hormônios vegetais. Embora presente em grande concentração na 

atmosfera na forma de N2 (78%), nenhum animal ou vegetal consegue assimilá-

lo diretamente, devido à estabilidade da tripla ligação existente entre os dois 

átomos, sendo fator limitante para a produção agrícola.  

O nitrogênio utilizado pela cultura do feijoeiro pode ser oriundo de 

fontes como fertilizantes nitrogenados, matéria orgânica ou fixação biológica de 

nitrogênio.  
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Os principais fertilizantes nitrogenados são sintetizados a partir do 

nitrogênio atmosférico, em um processo industrial altamente oneroso. Este 

processo de transformação do nitrogênio gasoso (N2) em amônia (NH3) requer 

hidrogênio derivado de gás de petróleo, altas temperaturas (300 a 600ºC) e altas 

pressões (200 a 800 atm). O gasto com fontes energéticas não renováveis, para a 

produção de uma tonelada de NH3 é equivalente, em média, a seis barris de 

petróleo (Carvalho, 2002).  

Os fertilizantes nitrogenados são assimilados rapidamente pelas plantas, 

no entanto, o principal agravante na sua utilização, reside na baixa eficiência, 

que raramente ultrapassa 50%. Isto ocorre, devido às perdas causadas por 

práticas culturais inadequadas e processos como lixiviação (lavagem do perfil do 

solo), denitrificação (transformação do NO3
- em formas gasosas como N2 e NO2) 

e pela volatilização do NH3 (Cantarella, 2007). Com isso, o uso desses 

fertilizantes nitrogenados em regiões tradicionais na agricultura, de forma 

intensiva e inadequada, pode apresentar sérios problemas de degradação 

ambiental e gradativa queda de produtividade.   

 A sustentabilidade dos sistemas agrícolas tem a sua manutenção 

garantida quando há preservação da matéria orgânica (M.O) no solo com 

adequada relação C/N. Isso garante a viabilidade dos sistemas de produção de 

maneira sustentável. A M.O tem seus processos de decomposição e perdas de N 

aceleradas pelas condições de temperatura e umidade que predominam no 

território brasileiro. Cultivos sucessivos podem esgotar rapidamente o 

reservatório de N presente na M.O do solo uma vez que este se apresenta 

limitado. Como resultado deste processo tem-se solos com baixos teores de N 

(0,05 a 0,30 dag kg-1 de N) afetando, conseqüentemente, a produtividade 

agrícola (Carvalho, 2002).  

 Outra fonte de nitrogênio para a cultura do feijoeiro é a FBN, realizada 

por varias espécies de bactérias fixadoras de N2 noduliferas. 
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2.3 Papel da FBN na produção do feijoeiro 

Uma das alternativas para o suprimento de nitrogênio no feijoeiro é a 

FBN, processo caracterizado pela conversão do nitrogênio gasoso (N2) em 

nitrogênio amoniacal (NH3), principalmente por bactérias especializadas 

denominadas rizóbios, que possuem o complexo enzimático chamado de 

nitrogenase, necessário para a realização do processo. O rizóbio caracteriza-se 

pela capacidade de interação com o sistema radicular da planta hospedeira, por 

meio do desenvolvimento de estruturas hipertróficas denominadas de nódulos, 

onde ocorre a fixação do nitrogênio. Esta interação caracteriza-se por uma 

simbiose (uma interação mutualística), em que a bactéria se beneficia do 

suprimento de fotossintatos fornecido pela planta hospedeira, enquanto a planta 

recebe o nitrogênio fixado pelo rizóbio microssimbionte na forma amoniacal, 

incorporando-o em compostos nitrogenados que podem ser translocados para as 

suas diferentes partes, para a síntese de proteínas. 

Segundo Moreira & Siqueira (2006), o feijoeiro pode estabelecer 

simbiose com diferentes espécies, todas de crescimento rápido: Rhizobium 

leguminosarum bv. phaseoli (Jordan, 1984), Rhizobium tropici (Martinez-

Romero et al., 1991), Rhizobium etli bvs. mimosae e phaseoli (Wang et al., 

1999, Segovia et al., 1993), Rhizobium gallicum bvs. gallicum e phaseoli 

(Amarger et al., 1997), Rhizobium giardinii bvs. giardinii e phaseoli (Amarger 

et al., 1997), Rhizobium mongolense (Van Berkun et al., 1998), Rhizobium 

yanglingense (Tan et al., 2001), R.(Sinorhizobium) fredii (Scholla & Elkan, 

1984), Sinorhizobium americanum (Toledo et al., 2003) R. (Mesozhizobium) loti 

(Jordan, 1984) e R. (Mesozhibium) huahuii (Chen et al., 1991) e Azorhizobium 

doebereinerae (Moreira et al., 2006), nem sempre sendo todas eficientes no 

processo de FBN.  
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Atualmente as estirpes recomendadas para a produção de inoculantes 

para a cultura do feijoeiro pertencem à espécie Rhizobium tropici (Martinez-

Romero et al., 1991), compreendendo as estirpes comerciais SEMIA 4077 

(CIAT 899) e SEMIA 4080 (PRF 81). Esta espécie é considerada geneticamente 

estável e tolerante a estresses, tais como temperaturas elevadas e acidez do meio, 

sendo adaptada às condições de solos tropicais (Graham, 1992; Hungria et al., 

2000). 

Pesquisas apontam que é possível que a cultura do feijoeiro se beneficie 

no campo, da fixação biológica de nitrogênio. Segundo Tsai et al. (1993), o 

feijoeiro é capaz de fixar de 20 a 60 kg ha-1 N por ciclo cultural. No Brasil, as 

taxas médias de FBN nesta espécie são da ordem de 60 kg ha-1 N e representam 

de 30% a 50% do N total acumulado pela planta (Saito, 1982), podendo chegar a 

substituir totalmente o uso da adubação nitrogenada, conforme verificado por 

Mendes et al. (1994) nas cultivares ‘Capixaba Precoce’ e ‘CNPAF-178’. Em 

solos de cerrado e sem irrigação, Peres et al. (1994) observaram que os ganhos 

de produtividade obtidos com a inoculação de estirpes de Rhizobium foram de 

63 a 290 kg ha-1 em relação às testemunhas não inoculadas. Straliotto (2002) 

relata que com o processo de inoculação, a cultura pode atingir produtividades 

de 1.500 a 2.000 kg ha-1. Em um Argissolo Vermelho eutrófico adubado com 70 

kg ha-1 de P2O5 sob irrigação, no período de inverno, Lemos et al. (2003) 

utilizando a cv. Carioca, inoculada com a estirpe de Rhizhobium tropici CM 255, 

obtiveram produtividades de 2858 kg ha-1. Hungria et al. (2000), estudando a 

eficiência de novos isolados, obtiveram rendimentos de 1356 a 3520 kg ha-1, 

com resposta à inoculação, proporcionam rendimentos de grãos semelhantes ao 

da estirpe referência CIAT 899 e mesmo da testemunha com nitrogênio mineral. 

Mostasso et al. (2001) obtiveram resultados de rendimento de grãos de 1612 a 

2600 kg ha-1, como resultado da inoculação com estirpes selecionadas, sendo 

que as melhores se mostraram similares à CIAT 899. Soares et al. (2006), 
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avaliando a produtividade do feijoeiro inoculado com quatro estirpes de rizóbio, 

em Perdões, MG, observou que a estirpe UFLA 02-100 proporcionou um 

aumento de 487,5 kg ha-1 no rendimento de grãos em relação à testemunha sem 

nitrogênio e não diferiu da estirpe recomendada CIAT899 e da testemunha 

nitrogenada.  

No entanto, as adubações de base com fósforo e potássio usadas por 

Hungria et al. (2000) e Mostasso et al. (2001), foram superiores aos demais 

trabalhos, respectivamente, 300 kg.ha-1 da formulação N P K 0-28-20 e 84 kg 

P2O5 ha-1 mais 60 kg K2O ha-1. Além disso, ambos receberam 40 kg.ha-1 de 

micronutrientes e o de Mostasso et al. (2001), ainda recebeu calagem. Nos 

trabalhos de Hungria et al. (2000) e Mostasso et al. (2001), portanto, foram 

utilizados níveis de tecnologia mais elevados, mais próximos dos utilizados por 

grandes produtores, enquanto nos outros trabalhos a intenção foi simular 

condições adequadas a pequenos produtores. 

Estes resultados apontam que estirpes eficientes no processo de FBN são 

capazes de contribuir de forma expressiva para o rendimento do feijoeiro, 

reduzindo assim o custo de produção. 

 

2.4 Seleção de Estirpes Eficientes na FBN 

A inoculação com bactérias fixadoras de nitrogênio em sementes de 

leguminosas é um dos processos relacionados à agricultura mais estudados e 

explorados tecnologicamente e é prática comum em vários países. 

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

de Bradyrhizobium japonicum propicia economia em fertilizantes nitrogenados 

que pode ser estimada em quase nove bilhões de dólares anuais. Isto se deve, em 

boa parte, ao melhoramento vegetal direcionado para maior contribuição da FBN 

e a diversos trabalhos de seleção de rizóbios adaptados às condições dos solos 

brasileiros.  
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Em outras leguminosas como o feijoeiro (Phaseolus vulgaris), o 

processo de domesticação e seleção de cultivares, dando maior atenção apenas 

às características agronômicas do material de interesse, pode ter sido negativo ao 

processo de fixação biológica de nitrogênio, alterando o equilíbrio simbiótico 

estabelecido pela seleção natural no processo evolutivo do sistema rizóbio-feijão 

(Mytton, 1984). Além disso, a seleção do feijoeiro e seu cultivo em terras férteis 

pode também ter influenciado na capacidade de nodulação e fixação de 

nitrogênio em genótipos de feijão (Pereira, 1990). Outro ponto importante a ser 

considerado no processo de seleção de estirpes eficientes na fixação de 

nitrogênio rizóbio-feijão, é que o fluxo de carboidratos para os nódulos fica 

reduzido durante a formação das vagens, limitando a FBN (Lawn et al., 1974). 

Com isso, variedades com maior capacidade de manter o fluxo de carboidratos 

constante para os nódulos tem se mostrado mais eficientes no processo de 

fixação (Graham & Halliday, 1976). A FBN é mais eficiente em cultivares de 

hábito de crescimento indeterminado e nas cultivares de porte trepador (Graham 

& Rosas, 1977) devido, em parte, ao efeito do ciclo de crescimento mais longo. 

Já as variedades de feijoeiro de ciclo precoce, geralmente são pouco eficientes 

em fixar nitrogênio (Graham, 1981; Hardarson et al., 1993). Isso pode ser 

explicado pelo curto período vegetativo das plantas e a senescência dos nódulos 

na fase de enchimento dos grãos, devido à redução do fluxo de carboidratos para 

os mesmos (Ruschel et al., 1982; Rennie & Kemp, 1983; Sa e Israel, 1995). Em 

trabalho realizado por Morrison & Baird (1987), com variedades de feijoeiro de 

hábito de crescimento determinado e indeterminado, foi verificado que o tempo 

necessário para o estabelecimento dos nódulos não variou para os dois tipos de 

planta. Com isso, a duração da simbiose entre rizóbio-feijão parece estar 

relacionada com o ciclo de crescimento, daí o melhor resultado com genótipos 

de hábito de crescimento indeterminado. 
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A eficiência das estirpes fixadoras de nitrogênio que estabelecem 

simbiose com feijoeiro e sua capacidade de sobreviver e formar nódulos depende 

de fatores genéticos inerentes aos simbiontes e da sua interação com fatores 

edáfo-climáticos (Moreira & Siqueira, 2006). Dentre estes, destacam-se a 

efetividade das estirpes presentes no inóculo e sua competitividade com as 

estirpes nativas do solo, número de células presente no inóculo, técnicas de 

inoculação, semeadura e fatores ambientais, principalmente fatores químicos e 

físicos do solo (Vargas & Hungria, 1997; Zilli et al., 1998; Straliotto & 

Rumjanek, 1999), que garantem a sobrevivência e multiplicação do rizóbio no 

solo e rápida nodulação. A quase totalidade dos fatores que são benéficos para as 

plantas são benéficos também para as bactérias, alguns atuando direta ou 

indiretamente, ou mais acentuadamente sobre um dos simbiontes. Diversos 

fatores, como temperatura, acidez do solo, teores de nutrientes principalmente 

Ca e P no solo, instabilidade genética dos microsimbiontes e cultivares não 

adequadas, podem influenciar na fixação biológica de nitrogênio (Moreira & 

Siqueira, 2006). A acidez do solo é apontada como um dos principais fatores 

limitantes ao processo de FBN, afetando o rizóbio, o hospedeiro e o próprio 

processo simbiótico (Vargas & Graham, 1998).  

Desta forma, pesquisas têm sido desenvolvidas com o objetivo de 

selecionar estirpes eficientes para potencializar a FBN em solos com limitações 

ambientais para o estabelecimento e eficácia da simbiose, visando maior 

aproveitamento do processo para a produção da cultura do feijoeiro.  

 

2.5 Fatores ambientais que afetam a fixação biológica de nitrogênio - Acidez 

e Al3+ do solo 

Devido aos processos de formação dos solos tropicais, a maior parte das 

áreas agrícolas brasileiras apresenta problemas relacionados com acidez, baixa 

disponibilidade de nutrientes (Ca, Mg, K) e elevados teores de íons H+ e Al3+.   
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A acidez influencia na disponibilidade dos nutrientes no solo, reduzindo 

a sua absorção destes pelas plantas. Ainda, a acidez tem um efeito direto na 

atividade dos microrganismos do solo que estão ligados com a mineralização da 

matéria orgânica, nitrificação e FBN, entre outros, sendo portanto, uma das 

propriedades químicas do solo determinantes para a produção agrícola. A 

toxidez de alumínio é outro importante fator limitante ao crescimento de plantas 

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

em simbiose (Wood, 1995; Igual et al., 1997). Assim, estas condições são um 

problema para as plantas, as bactérias e sua simbiose.  

A faixa ideal de pH para crescimento de estirpes de rizóbios está entre 

6,0 e 7,0, sendo que poucos rizóbios crescem satisfatoriamente em pH menor 

que 5,0 (Graham et al., 1994). Estirpes de uma mesma espécie variam 

amplamente em certos casos de tolerância a um determinado pH. As estirpes de 

Rhizobium de crescimento rápido são em geral consideradas menos tolerantes a 

condições de pH ácido que aquelas estirpes de crescimento lento de 

Bradyrhizobium (Graham et al., 1994). Entretanto, algumas estirpes de 

crescimento rápido como R. loti, agora descrito como Mesorhizobium, R. 

meliloti e R.  tropici, são tolerantes à acidez (Wood et al., 1988; O’Hara et al., 

1989; Graham et al., 1994). Graham et al. (1994) relataram que a tolerância à 

acidez em R. tropici CIAT 899 está relacionada com a composição e a estrutura 

da membrana, que se mostrou hidrofóbica nestas condições de baixo pH. O’Hara 

et al. (1989) demonstraram que estirpes ácido tolerantes de R meliloti, que tem 

perfomace superior em sobrevivência e habilidade de nodulação em solos 

ácidos, possuem a habilidade de manter o pH intracelular entre 7,2 e 7,4 mesmo 

quando em pH externo ácido (5,6).  A tolerância à acidez em Rhizobium loti 

(Mesorhizobium) está relacionada com a composição e estrutura da membrana e 

estirpes ácido tolerantes apresentam proteínas de membrana que têm sua 

expressão aumentada sob pH 4 (Correa & Barneix, 1997).  
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A acidez afeta também os primeiros estágios do processo de infecção, 

incluindo a troca de sinais moleculares entre parceiros simbióticos e a aderência 

à raiz. A liberação dos indutores dos genes de nodulação por raízes de soja e 

feijoeiro comum foi menor a pH 4,5 que em pH 5,8 (Hungria & Stacey, 1997) 

com a falha na expressão de alguns genes de nodulação com a queda do pH. 

Além disto, Mckay & Djordevic (1993) relataram que o baixo pH pode afetar a 

produção e excreção de fatores de nodulação em estirpes de Rhizobium 

leguminosarum bv. trifolii.  

Segundo Moreira (1994) estirpes ou isolados nativos tolerantes à acidez 

são mais facilmente obtidos de populações adaptadas a estes ambientes. Como 

exemplo, tem-se a estirpe de rizóbio INPA 07-B, isolada de leucena (Leucaena 

leucocefala) em solos ácidos, que apresentou maior tolerância à acidez que 

outras estirpes da mesma espécie isoladas de solos com pH menos ácido. Isso 

pode ser explicado pelo fenômeno denominado “acid habituation” ou 

“adaptative tolerance response”, segundo Dilworth et al. (1999). Esta tolerância 

intrínseca não pode ser inferida apenas a partir do local de isolamento da 

bactéria. Parece que a tolerância ao pH ácido depende da habilidade da estirpe 

em manter o pH interno entre 7,2 e 7,5, mesmo com a existência de pH ácido 

externo (O’Hara et al., 1989; Graham et al., 1994). 

Apesar de vários estudos, as bases concretas para a explicação das 

diferenças na tolerância ao pH em estirpes de Rhizobium e Bradyrhizobium 

ainda não estão bem definidas (Correa & Barneix, 1997, Graham et al., 1994) 

ainda que vários autores tenham demonstrado que o pH citoplasmático de 

estirpes ácido tolerantes não é afetado pela acidez externa (Chen et al., 1993 a; 

Chen et al., 1993 b; Goss et al., 1990; O’Hara et al., 1989). Diferenças na 

composição dos lipopolissacarídeos, exclusão e extrusão de prótons (Chen et al., 

1993 a; Chen et al., 1993 b), acúmulo de poliaminas celulares (Fujihara & 

Yoneyama, 1993), síntese de proteínas (Hickauey e Hirshfied, 1990) e o 
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acúmulo de moléculas que oferecem proteção a estresse oxidativo como a 

glutationa (Riccillo et al., 2000; Muglia et al., 2007) também estão associadas 

com o crescimento das células em pH ácido . 

Segundo Cunningham & Munns (1984), estirpes de Rhizobium que 

produzem maior quantidade de exopolissacarídeos (EPS) são mais tolerantes às 

condições de acidez quando comparadas com estirpes que produzem menor 

quantidade de EPS. Barberi et al. (2004) e Miguel & Moreira (2001) também 

encontraram resultados semelhantes para estirpes do gênero Bradyrhizobium, 

relacionando a maior produção de EPS por estas bactérias com as condições de 

acidez do meio de cultura.  

Rizóbios também possuem variadas reações à toxicidade ao alumínio em 

solos ácidos e em meios de cultura. Algumas estirpes de Rhizobium e 

Bradyrhizobium foram resistentes ao alumínio (50 µmol L-1 no meio) em baixo 

pH (4,5) (Wood et al., 1988). Geralmente estirpes de Bradyrhizobium spp. são 

mais tolerantes à toxicidade de Al3+que Rhizobium spp. Vargas e Denardin 

(1992) testaram 155 estirpes isoladas de solos de regiões de cultivo do feijoeiro 

no estado de SP, quanto à tolerância à acidez em meio de cultura sólido e 

verificaram que 111 estirpes foram tolerantes ao pH 4,5, e que 77 estirpes 

cresceram quando 100 μmol L-1 de AlCl3 foram adicionados ao meio. Mukherjee 

& Asanuma (1998), Campo & Wood (2001), Hara & Oliveira (2005) também 

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

evidenciando tolerância à acidez em diversos isolados estudados.  

Nem sempre a tolerância à acidez resulta em tolerância ao Al3+. Hara & 

Oliveira (2004) estudaram 88 isolados de rizóbio oriundos de solos ácidos da 

Amazônia e concluíram que o alumínio foi mais limitante para o crescimento 

que a acidez, apresentando diferenças metabólicas de adaptação à acidez e ao 

alumínio. Assim, a identificação de isolados resistentes a acidez, isoladamente, 

não parece ser um procedimento adequado para seleção de rizóbios (Hara & 
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Oliveira 2005). 

A nodulação em leguminosas parece ser o processo mais sensível ao 

Al3+ do que o crescimento da planta; em pH 4,5 e com 0,5 mmol L-1 Ca2+, a 

nodulação em caupi foi retardada por 12,7 mmol L-1 Al3+ e o número de nódulos 

e peso seco foram afetados (Alva et al., 1990). A disponibilidade de Ca2+ em 

solos ácidos com alto teor de Al3+ parece ser muito importante para a nodulação; 

uma baixa concentração de Ca2+ (0,127 mmol L-1) em pH 4,5 afeta o número de 

nódulos, a atividade da nitrogenase e a ultra-estrutura dos nódulos em feijão 

(Phaseolus vulgaris) (Vassileva et al., 1997). 

A natureza do processo e o local de atuação do Al3+ ainda permanecem 

indefinidos. Estudos realizados por Johnson & Wood (1990) e Wood (1995) 

indicam que os íons de Al3+ atuam se ligando ao DNA interferindo na divisão 

celular. No entanto, uma vez que estirpes sensíveis e tolerantes possuem o 

mesmo potencial de ligação ao Al3+, um mecanismo de reparo do DNA deve 

existir em estirpes tolerantes. Johnson & Wood (1990) relataram que a síntese de 

DNA por estirpes tolerantes de R. loti (Mesorhizobium) não é afetada; 

entretanto, Richardson et al. (1988) constataram que 7,5 µmol L-1 Al3+ deprimem 

a expressão dos genes nodA em estirpes de R. leguminosarum bv. trifolii.  

Outro mecanismo de tolerância ao alumínio, apresentado por estirpes de 

Bradyrhizobium japonicum, está relacionado com o acúmulo de fosfato 

inorgânico no interior da célula, neutralizando o efeito do alumínio pela 

formação de complexos insolúveis biologicamente não tóxicos (Mukherjee & 

Asanuma, 1998) além do aumento dos níveis de potássio e fósforo ligados à 

manutenção do pH interno em Rhizobium leguminosarum bv trifolii (Watkin et 

al., 2003). 

A calagem é considerada a prática mais eficiente para superar a acidez do 

solo, com alguns benefícios para a cultura de leguminosas, não apenas pelo 

aumento do pH do solo, mas também pelo aumento da disponibilidade do Ca2+ 
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para a planta e bactéria. O’ Hara et al. (1989) observaram que a taxa de 

crescimento de quatro linhagens ácido tolerantes aumentou com a adição de 2,0 

mmol L-1 de Ca2+ em meio de cultura. O Ca2+ parece atuar como cátion 

estabilizador da integridade da parede celular (de Maagd et al., 1989; Ballen et 

al., 1998), regular a expressão de algumas proteinas (Norris et al., 1991; Ballen 

et al., 1998) ou controlar o pH interno e manter o citoplasma alcalino através de 

sistemas de transporte da membrana (O’ Hara et al., 1989). 

Espécies de rizóbio que nodulam feijão variam em sua capacidade de 

fixação e competição pelo hospedeiro (Hungria et al., 1999). R. tropici é mais 

competitivo a pH baixo (em torno de 5,0) do que pH maior que 6,0 (Frey & 

Blum, 1994). Isto favorece a utilização desta espécie em solos tropicais ácidos. 

Heterogeneidade entre estirpes de R. tropici é descrita tanto para eficiência na 

fixação biológica de N, quanto na competição (Hungria et al., 1997; Hungria et 

al., 1999), indicando que melhores estirpes podem ser obtidas através de 

programas de seleção. 

Interações entre estirpes e plantas hospedeiras podem ocorrer a baixos 

pH e devem ser consideradas em solos tropicais ácidos. Além disso, como 

muitos solos brasileiros apresentam altos níveis de Al3+, a pesquisa por estirpes 

bacterianas tolerantes a acidez deve continuar, de maneira a reduzir o número de 

estirpes candidatas e evitar o desperdício na análise de bactérias ineficientes em 

experimentos de campo. 

 
3 MATERIAL E MÉTODOS 

 
3.1 Ensaio em Casa de Vegetação 

Para avaliação da eficiência simbiótica foram avaliadas 15 estirpes de 

rizóbio, com crescimento rápido característica semelhante à de estirpes que 

nodulam o feijoeiro. As estirpes foram isoladas de nódulos de plantas de siratro 

utilizadas como planta isca, que foram inoculadas com suspensão de solo com 
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diluição de 10-1 a partir de amostras obtidas de áreas de pastagem, capoeira 

velha, capoeira nova, agrofloresta e agricultura da Amazônia Ocidental 

(Tabela1), em trabalho realizado por Lima (2007). Estes solos apresentam acidez 

e teores de Al3+ elevados (Nóbrega, 2006).  

 O experimento foi conduzido em casa de vegetação no Departamento de 

Ciências do Solo na Universidade Federal de Lavras, nos meses de fevereiro e 

março de 2008, utilizando-se vasos de Leonard, durante 38 dias período em que 

ocorreu o florescimento. O delineamento estatístico foi o inteiramente 

casualizado, com vinte tratamentos e cinco repetições. Os tratamentos foram 

constituídos pelas 15 estirpes de rizóbio isoladas de siratro, duas estirpes 

selecionadas de nódulos de feijoeiro comum (UFLA 02-127 e 02-100) em 

trabalhos anteriores (Soares et al., 2006), a estirpe controle CIAT899 

(Rhizobium tropici) recomendada como inoculante para cultura do feijoeiro pela 

RELARE (Rede de Laboratórios para Recomendação, Padronização e Difusão 

de Tecnologia de Inoculantes Microbiológicos de Interesse Agrícola) e mais 

duas testemunhas não inoculadas, uma sem nitrogênio e outra com nitrogênio 

mineral num total de 440 mg de N por vaso.  

 



 
 

TABELA 1. Origem e características culturais das estirpes de rizóbio avaliadas no ensaio em casa de vegetação (Lima, 2007). 
    Análise de solo do local de coleta Características morfológicas 

Identificador 

 
Acessos 

Estirpes 

 
% 

Local 
pH 

do solo 
Al+3 

cmolc dm-1 T.C1 pH2 Cor 

 
Absorção de 
indicador 

 
Ø3 

(mm) 

3K ref|NC_008254.1| Mesorhizobium sp. 96 FA 4,0 9,4 R ácido amarela sim 5 

10K ref|NC_002678.2| Mesorhizobium loti 98 AG 5,1 2,5 I neutro branca não 2 

268K ref|NC_008254.1| Mesorhizobium sp. 99 FP 4,5 7,5 R ácido creme sim 5 

342K ref|NC_008254.1| Mesorhizobium sp. 99 P 5,2 2,3 R neutro creme sim 4 

305K ref|NC_007511.1| Burkholderia sp. 99 FA 4,0 9,4 R neutro creme não 5 

331K ref|NC_007511.1| Burkholderia sp. 99 FI 4,6 3,4 R ácido amarela não 3 

RA6 gb|AY210714.1| Rhizobium sp. 96 AG 4,9 5,4 R ácido amarela sim 4 

RN294 ref|NC_008254.1| Mesorhizobium sp. 98 A 4,7 3,6 R neutro creme não 3 
RA49 gb|AY500260.1| Rhizobium sp. 98 A 4,9 2,5 R ácido amarela não 4 

RA35 gb|AY500259.1| Rhizobium sp. 97 AG 5,1 2,5 R neutro amarela sim 2 

RA58 gb|EF035071.1| Rhizobium sp. 99 A 4,9 2,5 R ácido amarela não 3 

RA272 ref|NC_007511.1| Burkholderia sp. 98 FI 4,4 6,7 R neutro creme não 3 

RA17 ref|NC_007761.1| Rhizobium etli 98 FP 4,5 5,2 R ácido amarela sim 5 

RA155 ref|NC_002678.2| Mesorhizobium loti 99 A 5,5 0,7 R ácido amarela não 3 

RA105 ref| X67226.2| Rhizobium sp. 99 FI 5,2 1,6 R ácido amarela sim 5 
UFLA 02-100 AY465886 Rhizobium etli 99 Theobroma, RO ----------- --------- R neutro branca Sim >2 

UFLA 02-127 AF217263 R. leguminosarum bv 

phaseoli 

97 Theobroma, RO ----------- --------- R neutro branca Sim >2 

CIAT 899  R. tropici  Colômbia ----------- --------- R ácido amarela Não >2 

Características culturais: 1. Taxa de crescimento, sendo R rápido (2 a 3 dias), I intermediário (4 a 5dias); 2. pH do meio de cultura, 3 Diâmetro da colônia. Floresta secundaria em 
estágio avançados de regeneração (FA), Agricultura (AG), Floresta primaria (FP), Pastagem (P), Agrofloresta (A), Floresta secundaria em estágio inicial de regeneração (FI).  
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A parte superior do vaso continha uma mistura 1:2 de areia (150 mL) e 

vermiculita (300 mL), e a inferior continha solução nutritiva de Hoagland e 

Arnon, (1950) sem nitrogênio mineral (NH4H2PO4 0,1 mL L-1; KNO3 0,6 mL L-1; 

Ca(NO3)2.4H2O 0,4 mL L-1; MgSO4.7H2O 2 mL L-1; K2SO4 3 mL L-1; 

Ca(H2PO4)2.H2O 10 mL L-1; CaSO4.2H2O 200 mL L-1; H3BO3 2,86 mg L-1; 

MnCl2.4H2O 1,81 mg L-1; ZnSO4.7H2O 0,22 mg L-1; CuSO4.5H2O 0,08 mg L-1 e 

Na2MoO4.H2O 0,09 mg L-1) diluída quatro vezes. Após o preparo dos vasos e da 

solução nutritiva estes foram autoclavados por uma hora, à pressão de 1,5 kg cm-

2 e a 127 °C. 

A cultivar de feijão utilizada foi a BRS-MG Talismã, de grão tipo 

carioca, lançada em 2002 e que possui resistência à antracnose e ao vírus do 

mosaico comum, sendo ainda moderadamente resistente à mancha angular 

(Ramalho et al., 2002). Antes do plantio as sementes utilizadas foram 

desinfestadas superficialmente com etanol 70% por 5 minutos e hipoclorito de 

sódio a 1,0%, por 3 minutos. Em seguida, as sementes foram lavadas seis vezes 

com água destilada esterilizada e semeadas num total de quatro sementes por 

vaso. Posteriormente, foi realizada a inoculação com as estirpes de rizóbio 

previamente crescidas em meio YMA (Vincent, 1970) semi-sólido, num período 

de dois dias sob agitação constante a 28 ºC. Um mililitro de inóculo contendo 

cerca de 1x108 células bacterianas mL-1 foi inoculado em cada semente. 

Também foi adicionado sobre a superfície do vaso, uma fina camada de mistura 

esterilizada de areia: benzeno: parafina (proporção de 5:1:0,015, 

respectivamente), com a finalidade de evitar possíveis contaminações.  

A solução nutritiva dos vasos foi periodicamente reposta com solução 

autoclavada. Após cinco dias de germinação, foi realizado o desbaste, deixando-

se somente duas plantas por vaso. A temperatura média da casa-de-vegetação foi 

avaliada semanalmente, identificando-se as médias das mínimas e máximas, que 
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foram 19 e 39,5 ºC, respectivamente. A máxima obtida foi 43 oC e a mínima, 17 
oC. 

As plantas foram colhidas no período da floração, estádio R6 do ciclo 

cultural do feijoeiro para avaliar as seguintes variáveis: número de nódulos 

(NN); matéria seca de nódulos (MSN); matéria seca de raiz (MSR); matéria seca 

da parte aérea (MSPA); teor de nitrogênio (N %); acúmulo de nitrogênio na 

parte aérea (ANPA) e eficiência relativa (ER %). A eficiência relativa (ER) de 

cada estirpe foi calculada em relação à produção de MSPA das plantas do 

tratamento com N por meio da expressão, ER = (MSPA 

tratamento)*100/(MSPA da T/CN). 

O teor de nitrogênio total foi avaliado pelo método semimicrokjedahl, de 

acordo com Sarruge & Haag (1979), determinando-se a percentagem de N na 

matéria seca da parte aérea. O N acumulado na parte aérea foi calculado 

multiplicando-se o peso da matéria seca da parte aérea pelo teor de N. 

Todos os dados foram submetidos à análise de variância, empregando-se 

o sistema de análise estatística Sisvar, versão 4.0 (Ferreira, 2000). As médias dos 

tratamentos foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. 

Os valores das variáveis número de nódulos (NN) e matéria seca de nódulos 

(MSN), foram previamente transformados pela fórmula (X+0,5)0,5.  

 

3.2 Testes de Tolerância a Acidez e Alumínio “in vitro” 

As estirpes que apresentaram melhor eficiência simbiótica no ensaio 

em casa de vegetação e a estirpe recomendada como inoculante para a cultura do 

feijoeiro, foram avaliadas quanto às suas respectivas tolerâncias à acidez e Al3+ 

em testes utilizando meio de cultura líquido.  

Colônias isoladas de cada estirpe foram inoculadas em 100 mL de meio 

YM (Vincent, 1970) sem o corante azul de bromotimol e crescidas até atingir 

uma densidade ótica (D.O) de 0,5 em 560 nm, para posterior utilização deste 
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como pré-inóculo. Um mL do pré-inóculo foi então transferido para os meios de 

cultura com os valores de pH: 5,0; 6,0 e 6,8, ajustados previamente com HCl 2 

mol L-1 e autoclavados. A influência do Al3+ foi avaliada em meios apresentando 

concentrações de 0,5; 1,0 e 2,0 cmolc L-1 de Al3+, adicionado na forma de 

AlCl3.6H2O, no meio de cultura antes de ser autoclavado, e o pH foi ajustado 

para 4,5.  

As estirpes foram crescidas sob agitação a 110 rpm a 28 oC. As 

avaliações foram feitas retirando-se alíquotas de 4 mL da cultura para 

determinação da D.O e inoculação em placa pelo método de diluições sucessivas 

para contagem do número de unidades formadoras de colônias (UFC) de acordo 

com o descrito por Miles & Misra (1938) nos intervalos de 6, 12, 24, 48, 72, 96 

e 120 horas de incubação. 

 O número de UFC foi calculado pela contagem direta do número de 

colônias nas placas em cada diluição, sendo obtidas equações de regressão pela 

relação do logarítimo do número de UFC por mililitro de meio de cultura em 

função do tempo e da densidade óptica. Comparou-se a produção de 

exopolissacarídeos entre as estirpes, tomando-se um mesmo número de UFC 

mL-1 para todas as estirpes. Esse número foi determinado na fase log, na 

tentativa de se obter maior número de células viáveis, diminuindo assim, a 

interferência da fase estacionária nas leituras de densidade óptica. 

No experimento de alumínio não foi possível tomar como base um 

mesmo número de UFC mL-1 para todas as estirpes, pois nas concentrações de 

1,0 e 2,0 cmolc de Al3+ a fase log não atingiu a número de células das menores 

concentrações de Al3+. Foi calculado a D.O para o valor do máximo crescimento 

de cada estirpe e transformado pela equação Y=-LOG10(D.O./UFC) para 

comparação. 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 Ensaio em Casa de Vegetação 
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 No experimento em vaso-de-Leonard, as plantas inoculadas com as 

estirpes 3K, 10K e 342K promoveram maior produção de matéria seca da parte 

aérea (MSPA), situando-se no mesmo grupo da estirpe CIAT899 (recomendada 

com inoculante pela RELARE) e mostrou-se superiores aos demais tratamentos 

com exceção da testemunha nitrogenada. Em média, a testemunha nitrogenada 

apresentou MSPA que superou a dos tratamentos CIAT899, 3K, 10K e 342K em 

1,3; 1,37; 1,4 e 1,49 vezes, respectivamente. Quanto à produção de matéria seca 

de raiz (MSR) a testemunha nitrogenada também superou os demais tratamentos, 

enquanto as estirpes 3K, 10K, 342K e CIAT899 situaram-se no mesmo grupo e 

foram superiores às demais estirpes e a testemunha sem nitrogênio (Figura 1). 
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FIGURA 1. Matéria seca da parte aérea (a) raízes (b) do feijoeiro cv. Talismã inoculado     

com diferentes estirpes de rizóbio. Letras iguais indicam médias de um 
mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott ao nível de 5% de probabilidade. 

 

Assim como observado para a produção de matéria seca, verificou-se 

que os maiores valores de número de nódulos (NN) e matéria seca de nódulos 

(MSN) foram obtidos nos tratamentos 3K, 10K e 342K cujo comportamento foi 

compatível com o da estirpe recomendada CIAT899 e superior aos demais. As 

estirpes 331K, 305K, RA49, RA272, RA155, RA58, RA35, UFLA02-100 e 
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RA105 não apresentaram nódulos nos sistemas radiculares das plantas 

inoculadas. Além disso, as testemunhas não apresentaram nódulos nas suas 

raízes indicando, portanto, que não houve contaminação do experimento (Figura 

2). 
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FIGURA 2. Número de nódulos (a) e matéria seca de nódulos (b) do feijoeiro cv. 

Talismã inoculado com diferentes estirpes de rizóbio. Letras iguais 
indicam médias de um mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott ao nível de 
5% de probabilidade. 

 

Em relação ao teor de nitrogênio (TN) na parte aérea, as estirpes 3K, 

10K, 342K, 268K, RA6 e UFLA 02-127, assim como a estirpe referência 

CIAT899 superaram a testemunha nitrogenada, com concentrações variando de 

32 a 43,6 g kg-1. Os valores encontrados no presente trabalho situaram-se dentro 

da faixa de suficiência indicada por Ambrosano et al. (1997), e acima do nível 

crítico de 30 g kg-1. Segundo Lima et al. (2005), isolados de Bradyrhizobium de 

diferentes solos da Amazônia que apresentaram eficiência simbiótica próxima a 

100%, obtiveram concentrações de nitrogênio superiores a 30 g kg-1.  

 Com relação ao acúmulo de nitrogênio na parte aérea (ANPA), as 

estirpes 3K, 10K, 342K e a estirpe referência CIAT899 tiveram comportamento 
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equivalente ao da testemunha nitrogenada que recebeu 440 mg de N por vaso 

(Figura 3), certamente em função das diferenças na produção de matéria seca. 

Este resultado, Salvador et al. (1994) pode ser explicado pelo fato de que à 

medida que a planta cresce, há uma diluição dos teores de nutrientes, diminuindo 

a concentração dos mesmos. 
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FIGURA 3. Teor de nitrogênio (a) e acúmulo de nitrogênio (b) do feijoeiro cv. Talismã 

inoculado com diferentes estirpes de rizóbio. Letras iguais indicam médias 
de um mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott ao nível de 5% de 
probabilidade. 

  

As estirpes 3K, 10K, 342K e a CIAT899 apresentaram eficiência 

relativa inferior à da testemunha nitrogenada, variando de 68,0 a 77,0% (Figura 

4), mas superaram os demais tratamentos. Barberi (2007), estudando algumas 

estirpes isoladas de solo da Amazônia na cultura do feijoeiro, também encontrou 

resultados semelhantes ao deste trabalho. 
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FIGURA 4. Eficiência relativa das estirpes inoculadas no feijoeiro cv. Talismã 

inoculado com diferentes estirpes de rizóbio. Letras iguais indicam médias 
de um mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott ao nível de 5% de 
probabilidade. 

 

A matéria seca de nódulos correlacionou-se positivamente com ANPA 

(r:0,82; p<0,01), com TN (r:0,75; p<0,01). O número nódulos também 

apresentou uma boa correlação com ANPA (r:0,72; p<0,01), e com o TN (r:0,77; 

p<0,01). Correlações positivas e significativas entre a massa nodular e a 

quantidade de N fixado biologicamente foram relatadas também por Döbereiner 

et al. (1966), Bohrer & Hungria (1998) e Fernandes & Fernandes (2000).  

Os resultados do experimento de casa de vegetação demonstram que as 

estirpes 3K, 10K e 342K obtiveram desempenho na simbiose com o feijoeiro 

semelhante ao da estirpe CIAT899 recomendada como inoculante, de acordo 

com os parâmetros de crescimento e nutrição mineral de N pelo feijoeiro. Essas 

estirpes são classificadas geneticamente como Mesorhizobium sp (Tabela 1), 

cujos genes de nodulação e FBN estão inseridos no cromossomo, indicando 

maior estabilidade genética, enquanto em Rhizobium tropici esses genes 

simbióticos estão no plasmídeo (pSym) e podem estar sujeitos a perdas em 
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condições adversas com altas temperaturas. As estirpes 3K, 10K e 342K, 

portanto apresentam maior potencialidade de uso como inoculante.  

 

4.2 Tolerância a acidez e a Alumínio “in vitro”  

As estirpes 3K, 10K e 342K, que apresentaram melhor eficiência 

simbiótica no ensaio em casa de vegetação e a estirpe CIAT899 (recomendada 

como inoculante) foram avaliadas quanto às suas respectivas tolerâncias a 

diferentes valores de pH e concentrações de Al3+.  

O máximo crescimento, determinado por meio das equações da Figura 5, 

foi obtido em pH 5,0 para as estirpes CIAT899, 3K ,10K e 342K nos tempos de 

48, 72, 96 e 120 horas respectivamente (Tabela 2). Os números de UFC mL-1 

analisados no tempo necessário para o máximo crescimento das estirpes foram 

bastante semelhantes entre os valores de pH, mas o tempo necessário para o 

máximo crescimento foi diferenciado. Essa diferença no tempo para atingir o 

máximo crescimento pode ser devido a mecanismos constitutivos, como a 

permeabilidade da membrana externa, junto com respostas adaptativas, 

incluindo o estado de crescimento bacteriano e mudanças na expressão de 

proteínas (Correa & Barneix, 1997), afetando o tempo de geração necessário 

para o crescimento das diferentes estirpes.  
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    pH6,0 y=6,91+2,32(1-exp(-0,14x))  R2:0,94 

    pH6,9 y=7,64+1,55(1-exp(-0,09x))  R2:0,90 

    pH5,0 y=6,67+2,85(1-exp(-0,08x))  R2:0,95

    pH6,0 y=4,08+5,38(1-exp(-0,22x))  R2:0,96 

    pH6,9 y=6,66+2,84(1-exp(-0,08x))  R2:0,95 
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FIGURA 5. Crescimento das estirpes CIAT899, 10K, 3K e 342K em meio liquido em   

função do tempo e do pH de cultivo.  
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 TABELA 2. Tempo necessário para o máximo crescimento das estirpes nos diferentes 
valores de pH do meio de cultivo.  

 
Estirpes 

CIAT899 10K 3K 342K pH 

Tempo     UFC Tempo     UFC Tempo(h)    UFC Tempo(h)     UFC 

5,0 48 9,41 96 9,51 72 9,37 120 9,34 

6,0 78 9,23 72 9,46 56,41 9,29 51,38 9,34 

6,9 82 9,19 120 9,50 55,74 9,32 72 9,16 

 

As estirpes 3K e 342K identificadas como Mesorhizobium sp., e a 

CIAT899 (R. tropici) tiveram melhor crescimento em pH 5,0, enquanto a estirpe 

10K identificada como Mesorhizobium loti teve um crescimento diferenciado no 

pH 6,0 durante as primeiras 24 horas. Após 48 horas, o crescimento da estirpe 

10K nos pH 5,0 e 6,9 assemelhou-se ao observado no pH 6,0 sendo que o 

crescimento bacteriano a partir deste período atingiu a fase estacionária (Figura 

5 e Tabela 2). 

A estirpe 3K no pH 5,0 também atingiu sua fase estacionária em 24 

horas, entretanto para os pH 6, 0 e 6,9 este comportamento no crescimento não 

ocorreu, havendo um decréscimo na população bacteriana após 48 horas. Para a 

estirpe 342K, nos pH 5,0 e 6,9 a fase estacionária foi atingida após 24 horas de 

incubação , sendo que no pH 6,0 esta mesma fase não foi observada, ocorrendo 

uma diminuição no número de UFC mL-1 a partir do período de 48 horas. 

Após 120 horas foi medido o pH do meio e verificou-se que houve 

redução do pH inicial por todas as estirpes (Tabela 3). Isso pode ser explicado 

pelo fenômeno denominado “acid habituation” ou “adaptative tolerance 

response”, segundo Dilworth et al. (1999). Uma possível explicação para a 

tolerância a acidez apresentada pelos isolados 3K, 10K e 342K pode estar 
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relacionada com o fato de que as três estirpes foram isoladas de solos ácidos e 

com alto teor de Al3+ provenientes da região Amazônica Ocidental (Tabela 1). 

 

TABELA 3. pH final do meio de cultivo após 120 horas de crescimento das estirpes nos 
diferentes valores iniciais de Ph 

 
Estirpes 

pH CIAT899 10K 3K 342K 

5,0 4,65 4,72 4,61 4,67 

6,0 4,75 4,80 4,80 4,70 

6,9 6,37 6,26 6,30 6,30 

 

Segundo Graham et al. (1994), estirpes ácido tolerantes de R. tropici 

possuem habilidade de manter o pH intracelular entre 7,2 e 7,5 quando o pH 

externo é ácido. Segundo Correa & Barneix (1997) a tolerância à acidez (pH 

4,0) em R. loti está relacionada com a composição e estrutura da membrana 

celular e com a expressão de algumas proteínas. Alguns autores afirmam que a 

produção de algumas proteínas como glutationa  fornecem proteção contra 

estresse oxidatativo em R. tropici, são essenciais para o crescimento em 

condições ambientais extremas (Riccillo et al., 2000; Muglia et al., 2007).   

  Dessa maneira, pode-se constatar que as estirpes avaliadas no presente 

experimento devem possuir mecanismos intrínsecos de resistência a condições 

ácidas, uma vez que se mostraram tolerantes ao pH 5,0 quando crescidas em 

meio de cultivo líquido. Para um melhor entendimento dos fatores fisiológicos 

envolvidos nesta resistência a acidez das estirpes 3K, 342K e 10K identificadas 

pelo seqüenciamento do gene 16S rRNA como Mesorhizobium sp. (Lima 2007) 

avaliadas neste trabalho, seriam necessários novos testes para esclarecer os 

mecanismos envolvidos.   
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A densidade ótica é o resultado da soma do número de células presentes 

no meio de cultivo e da quantidade de exopolissacarídeos produzidos. Tomando-

se como base o mesmo número de UFC para todas as estirpes na fase log (108,8 

UFC mL-1) e fazendo-se uso das equações de correlação da Tabela 4, foram 

obtidas as densidades óticas referentes apenas a produção quantitativa de 

exopolissacarídeos (Figura 6).  

A produção de exopolissacarídeos foi diferenciada entre as estirpes, em 

função dos pH de cultivo (Figura 6). Em pH 6,9 as estirpes CIAT899, 3K e 10K 

apresentaram as maiores quantidades de exopolissacarídeos e quanto a estirpe 

342K apresentou maior produção no pH de 6,0. A estirpe 3K, quando cultivada 

em pH 6,9, se destacou em relação as demais, com produção mais acentuada de 

exopolissacarídeos.  

 Nas condições de menor crescimento, com maior influência do pH na 

multiplicação celular das estirpes pode-se notar, no geral, maior produção de 

exopolissacarídeos (Figuras 5 e 6) . Isto significa que as estirpes CIAT899 e 3K, 

que apresentaram menor crescimento em pH 6,9, produziram mais 

exopolissacarídeos neste pH. O mesmo pode ser visualizado para a estirpe 342K, 

que apresentou maior produção de exopolissacarídeos no pH em que o seu 

crescimento apresentou um decréscimo em função do tempo (pH 6,0). No caso 

da estirpe 10K a influência dos pH 5,0 e 6,9, reduzindo o seu crescimento até 48 

horas, pode estar relacionada com uma maior produção de exopolissacarídeos 

nestes pH em relação ao pH 6,0.  

 Segundo Cunniighan & Munns (1984), Miguel & Moreira (2001) e 

Barberi et al. (2004), a produção de polissacarídeos extracelulares está associada 

a maior tolerância a acidez. Os dados encontrados no presente trabalho 

indicaram que as três estirpes estudadas, por serem provenientes de ambiente 

com alta acidez, desenvolveram-se de maneira eficiente no pH 5,0. Ficou 

evidenciado que a maior produção de exopolissacarídeos está associada com o 
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pH onde o crescimento bacteriano foi mais inibido, o que diferencia em parte do 

relatado pelos autores citados acima. No entanto, estes resultados demonstram 

que uma maior produção de exopolissacarídeos pode estar relacionada com uma 

resposta adaptativa às condições ambientais estressantes para o desenvolvimento 

microbiano. 

 

TABELA 4. Equações e coeficientes de correlação entre UFC/mL e densidade ótica das        
estirpes testadas a diferentes valores de pH do meio de cultivo. 

 
Estirpes pH: 5,0 pH: 6,0 pH: 6,9 

CIAT899 Y=3,51x+7,58 

r:0,96** 

Y=1,67x+8,10 

r:0,97** 

Y=1,27+8,21 

r:0,95** 

3K Y=3,91x+7,4 

r:0,98** 

Y=1,26+8,31 

r:0,83** 

Y=1,22+8,22 

r:0,76** 

10K Y=2,79x+7,85 

r:0,93** 

Y=1,59+8,40 

r:0,82** 

Y=2,34+7,82 

r:0,94** 

342K Y=3,13x+7,67 

r:0,97** 

Y=1,19+8,22 

r:0,66ns 

Y=0,90x+8,52 

r:0,86** 

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de t. 
ns Não significativo a 1% de probabilidade.  
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FIGURA 6. Densidade ótica das estirpes em 108,8 UFC mL-1, correspondente a produção 

de exopolissacarídeos em função do pH de cultivo 
 

O efeito do aumento das concentrações de alumínio no meio de cultivo 

sobre o crescimento das estirpes selecionadas encontra-se na Figura 7. Verifica-

se que as estirpes CIAT899, 342K e 3K tiveram crescimentos semelhantes nas 

concentrações 0,0 e 0,5 cmolc L-1de Al3+, enquanto que em 0,5 cmolc L-1 de Al3+ 

a estirpe 10K demonstrou decréscimo no crescimento a partir de 48 horas.  

Na concentração de 1,0 cmolc L-1 de Al3+ a estirpe CIAT899 apresentou 

crescimento exponencial até 72 horas, ocorrendo leve redução após este tempo. 

Para a estipe 3K, um decréscimo em seu crescimento foi observado já a partir de 

48 horas. A mesma multiplicação celular não foi observada para a estirpe 10K 

em 1,0 cmolc L-1 de Al3+, havendo uma redução brusca no número de UFC mL-1 

ao longo do período analisado. Com relação à estirpe 342K, o crescimento 
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constante a partir de 24 horas em 1,0 cmolc L-1 de Al3+, indica uma tolerância ao 

estresse de alumínio da mesma, quando avaliada nestas condições. Não houve 

crescimento das estirpes CIAT899, 342K, 10K e 3K na concentração de 2,0 

cmolc L-1 de Al3+ havendo uma redução no número de UFC mL-1 por tempo 

(Figura 7).  
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Figura 7. Crescimento das estirpes CIAT899, 10K, 3K e 342K em meio liquido em 

função das diferentes concentrações de Al+3 no meio de cultivo.  
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O crescimento máximo foi obtido na concentração de 0,0 cmolc L-1  de 

Al3+, para as estirpes CIAT899, 10K , 3K e 342K nos tempos de 72, 120, 72 e 96 

horas respectivamente (Tabela 5). O crescimento na concentração de 2,0 cmolc 

L-1 de Al3+ foi afetado, mostrando assim que alta concentração de alumínio em 

meio de cultura líquido é um fator limitante para o crescimento de estirpes de 

rizóbio. 

 

TABELA 5. Tempo necessário para o máximo crescimento das estirpes em diferentes 
concentrações de Al em meio líquido.  

 
Estirpes 

CIAT899 10K 3K 342K Al+3 

Tempo(h)   UFC Tempo(h)   UFC Tempo(h)    UFC Tempo(h)     UFC 

0,0 72 9,13 120 9,12 72 9,04 96 9,21 

0,5 120 8,70 54,26 8,64 72 8,48 72 8,64 

1,0 74,53 7,98 6 7,29 46,31 8,46 96 8,23 

2,0 6 7,40 6 7,26 6 7,27 11,61 7,23 

 

Os resultados obtidos demonstraram que a estirpe 342K foi tolerante a 

concentrações de alumínio de até 1,0 cmolc L-1  de Al3+, enquanto as estirpes 

CIAT899 e 3K, na mesma concentração, já tiveram afetado seu crescimento. 

Esta tolerância não pode ser, entretanto, observada para a estirpe 10K, que 

apresentou crescimento exponencial apenas em meio de cultura com 0,5 cmolc L-

1   de Al3+. Hara & Oliveira (2004 e 2005) também estudaram a tolerância de 

estirpes de rizóbio oriundas de solo ácidos da Amazônia, encontrando isolados 

que foram tolerantes a 2 cmolc L-1   de Al3+ em meio de cultura sólido. Vargas & 

Denardin (1992), estudando isolados de rizóbio de diferentes áreas de cultivo de 

feijoeiro, encontraram que 77 estirpes foram capazes de sobreviver em 100µM 

de Al+3 em meio sólido. Karanja & Wood (1988) avaliando a tolerância de R. 



 
 

34

phaseoli em diferentes concentrações de Al3+ em meio sólido e líquido, não 

encontraram relação positiva quanto ao comportamento das estipes nos 

diferentes meios. Segundo estes autores, as estirpes que cresceram em meio 

sólido com 20 e 50µM de Al+3 não conseguiram crescer em meio líquido com as 

mesmas concentrações, mostrando maior atividade do alumínio no meio líquido. 

Em estudos de tolerância de rizóbios a metais, Angle et al. (1993) observaram 

que as estirpes que cresciam em meio sólido não cresciam em meio líquido 

devido a uma maior atividade dos metais neste meio. Avaliando a tolerância a 

Al+3 em meio liquido de 10 isolados de nódulos de plantas de acácia-negra, 

Vargas et al. (2007) encontraram que 50µM de Al3+ não afetou o crescimento 

dessas estirpes em meio de cultura líquido. 

O pH foi medido após 120 horas e observou-se que na concentração de 

0,0 cmolc L-1   de Al3+ o pH do meio de cultura ficou na faixa de 4,5 para as 

quatro estirpes, já nas concentrações de 0,5, 1,0 e 2,0 cmolc L-1   de Al3+ houve 

um redução no pH do meio (Tabela 6). 

 

TABELA 6. pH final do meio de cultivo após 120 horas de crescimento das estirpes nos 
diferentes concentrações de Al3+ 

 
Estirpes 

Al3+ CIAT899 10K 3K 342K 

0,0 4,43 4,38 4,35 4,35 

0,5 3,9 3,96 3,95 3,95 

1,0 4,2 4,00 4,10 3,95 

2,0 4,11 4,16 4,08 4,19 

 

Tomando-se como base o máximo crescimento das estirpes e fazendo-se 

uso das equações de correlação da tabela 7, os dados foram transformados pela 

equação Y=-LOG(D.O/UFC) sendo obtidas densidades referentes apenas à 



 
 

35

produção de exopolissacarídeos por UFC mL-1. A produção de 

exopolissacarídeos mostrou-se constante para as estirpes 3K, 10K, 342K e 

CIAT899 em função das concentrações de alumínio no meio de cultivo 

avaliados neste trabalho (Figura 8). 

TABELA 7. Equações e coeficientes de correlação da UFC e densidade ótica das 
estirpes testadas. 

 
Estirpes 0,0 cMolc 0,5 cMolc 1,0 cMolc 2,0 cMolc 

CIAT899 Y=3,21x+7,5 

r:0,97** 

Y=2,96x+7,5 

r:0,99** 

Y=2,37x+7,27 

r:0,84** 

Y=-72,92x+8,45 

r:0,54ns 

10K Y=2,84x+7,7 

r:0,98** 

Y=2,20x+7,6 

r:0,70** 

Y=-3,97x+7,44 

r:0,89** 

Y=-125,98x+9,81 

r:0,89** 

3K Y=2,56x+7,8 

r:0,90** 

Y=1,90x+7,8 

r:0,72** 

Y=0,54x+7,99 

r:0,14ns 

Y=-94,31x+9,04 

r:0,61ns 

342K Y=3,12x+7,6 

r:0,94** 

Y=2,35x+7,7 

r:0,87** 

Y=2,33x+7,56 

r:0,76** 

Y=-151,98x+10,6 

r:0,91** 

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de t. 
ns Não significativo a 1% de probabilidade.  
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FIGURA 8. Densidade ótica das estirpes por UFC, considerando as diferentes 

concentrações de Al+3 no meio de cultivo 
 

Resultados semelhantes foram encontrados por Kingsley & Bohlool 

(1992), que avaliando a produção de exopolissacarídeos em uma estirpe de 

Rhizobium leguminosarum bv phaseoli, encontraram que em meios contendo de 

0 a 300 µM de Al a estirpe alumínio tolerante não apresentou variações na 

produção destes compostos. Os mesmos autores analisando o comportamento de 

uma estirpe mutante para a produção de EPS observaram que esta estirpe exo- foi 

igualmente tolerante ao Al quando comparada com a estirpe selvagem. Estes 

resultados sugerem que estes compostos não são intimamente relacionados à 

tolerância a toxicidade ao Al em estirpes ácido tolerantes, podendo ocorrer 

outros mecanismos que estejam atuando na tolerância a este elemento. 
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Os mecanismos de tolerância ao alumínio encontrados em isolados de 

rizóbio parecem estar relacionados com a diminuição da quantidade de carga 

negativa na superfície celular, diminuindo a ligação da célula com o alumínio 

(Bushby, 1990); acúmulo de fosfato inorgânico no interior da célula, 

neutralizando o efeito do alumínio pela formação de complexos insolúveis 

biologicamente não tóxicos (Mukherjee & Asanuma, 1998); e aumento dos 

níveis de potássio e fósforo ligados à manutenção do pH interno (Mukherjee & 

Asanuma, 1998; Watkin et al., 2003).  

Os isolados avaliados neste estudo mostraram-se tolerantes à acidez e ao 

alumínio, porém estes isolados necessitam ser testados ainda em simbiose com a 

planta na presença destes fatores limitantes. A possibilidade de obtenção de 

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

proporcionar aumentos de rendimento da leguminosa hospedeira resultante de 

uma fixação mais eficiente do N2, no entanto, é importante que a planta também 

esteja adaptada a essas condições de solo e, por isso, estudos relacionando a 

eficiência simbiótica e a tolerância a fatores ambientais adversos devem 

continuar.  

 Alguns autores afirmam que a espécie Rhizobium tropici é tolerante à 

acidez, como demonstrado em vários trabalhos para a estirpe CIAT899 

(Martinez-Romero et al., 1991; Graham et al., 1994; Riccillo et al., 2000; Muglia 

et al., 2007). Entretanto, a partir dos resultados do presente trabalho, ficou 

evidenciado que outras espécies de rizóbio tais como Mesorhizobium sp. 

também apresentam esta característica de tolerância à acidez. Outro fato 

relevante é o baixo número de estirpes de R. tropici testadas nós trabalhos de 

Martinez-Romero et al. (1991) e Graham et al. (1994), o que impossibilita fazer 

generalizações sobre a tolerância desta espécie, podendo haver tolerâncias 

diferenciadas dentro da mesma espécie.  

5 CONCLUSÕES 
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- A inoculação com as estirpes 3K, 10k e 342K proporcionou maior crescimento 

das plantas, maior nutrição de nitrogênio e boa nodulação no quando 

comparadas com a estirpe recomendada como inoculante e a testemunha 

nitrogenada. 

- As estirpes 3K, 10K e 342K mostraram-se tolerantes à acidez em meio de 

cultura líquido. 

- A estirpe 10K apresentou tolerância à acidez, esta estirpe mostrou-se sensível a 

presença de alumínio no meio de cultura. 

- Concentrações acima de 1 cmolc Al3+ inibiram o crescimento das estirpes 3K, 

10k, 342K e CIAT899. 

- A tolerância ao pH esta relacionada a maior produção de exopolissacarídeos 

pelas estirpes, o mesmo não ocorreu com relação ao Al3+. 
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