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RESUMO 
 
A acácia-negra é uma das principais espécies florestais cultivadas no estado do Rio 
Grande do Sul. Por isso, a adoção de tecnologias, como é o caso da inoculação de 
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas, pode ser uma estratégia eficaz 
e sustentável para produção de mudas, tanto de origem seminal quanto clonal. 
Nesse contexto, foram isoladas bactérias do solo rizosférico de acácia-negra, 
diretamente dos plantios, nos municípios de Jaguarão e Cristal/RS. Os isolados 
foram avaliados quanto à capacidade de produzir auxinas equivalentes aos ácido 
indol-acético (AIA), ácido aminociclopropano carboxílico (ACC) desaminase e ácido 
cianídrico (HCN) e caracterizados genotipicamente. Também foram avaliados 
quanto à capacidade de tolerar condições de estresse como diferentes faixas de 
pH, temperaturas, estresse hídrico e salinidade e então avaliados quanto à 
capacidade de promover a germinação de sementes de acácia-negra e capim-
sudão sob condições de estresse. Também foi realizada uma meta-análise, para 
avaliar o efeito da coinoculação no crescimento de plantas leguminosas a nível 
mundial, a partir de 122 publicações, distribuídas em 32 países. Além disso, os 
isolados produtores de AIA e ACC desaminase foram avaliados quanto a 
capacidade de colonizar o tecido e no enraizamento em microestacas de acácia-
negra, bem como quanto a capacidade de promover o crescimento de mudas 
seminais, tanto em inoculação, quanto em coinoculação com a estirpe SEMIA 6163. 
Dos 32 isolados avaliados, 14 foram capazes de produzir AIA em meio de cultura, 
sendo os isolados 21N, 33N, 52K, 77J e 81L selecionados quanto aos demais 
mecanismos. Os isolados 21N e 33N foram classificados como Bacillus megaterium 
e os demais como Pseudomonas sp. O isolado 81L foi capaz de promover o 
crescimento da radícula de acácia-negra em pH 5 e favorece a germinação de 
capim-sudão sob estresse hídrico (-0,15 MPa) e em 35°C. A meta-análise revelou 
que a coinoculação é mais eficiente que a inoculação, independente da leguminosa, 
da rizobactéria coinoculada, da condição ambiental (presença de estresse e 
condição biogeoquímica do solo), exceto quando o carbono orgânico do solo é 
maior que 1%. O isolado 52K foi capaz de colonizar o rizoplano de acácia-negra e 
foi eficiente no desenvolvimento de microestacas e de mudas seminais em casa de 
vegetação. Já na coinoculação, o isolado 33N foi o organismo que apresentou 
sinergia na inoculação composta. A inoculação de rizobactérias isoladas 
diretamente do microbioma rizosférico de acácia-negra é benéfica, sendo que há 
uma especificidade quanto a condição e tipo de cultivo. 
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ABSTRACT 

 
The black wattle is one of the main forest species cultivated in Rio Grande do Sul 

state (BR). Therefore, the adoption of clean technologies, such as the inoculation of 

plant growth-promoting bacteria, can be an effective and sustainable strategy for the 

seedling’s production, both of seminal and clonal origin. In this context, bacteria were 

isolated from the rhizospheric soil of black wattle, directly from the plantations, in 

Jaguarão and Cristal, cities of Rio Grande do Sul state. The isolates were evaluated 

for their ability to produce auxins equivalent to indole acetic acid (IAA), 

aminocyclopropane carboxylic acid (ACC) deaminase, and hydrocyanic acid (HCN) 

and genotypically characterized. They were also evaluated for the ability to tolerate 

stress conditions such as different pH ranges, temperatures, water stress, and 

salinity and then evaluated for the ability to promote the germination of black wattle 

and Sudan grass seeds under stress conditions. A meta-analysis was also carried 

out to evaluate the effect of co-inoculation on the growth of leguminous plants 

worldwide, based on 122 publications, distributed in 32 countries. In addition, AIA 

and ACC deaminase-producing isolates were evaluated for their ability to colonize 

tissue and root in black wattle micro cuttings, as well as their ability to promote the 

growth of seminal seedlings, both in inoculation and co-inoculation. with the strain 

SEMIA 6163. Of the 32 isolates evaluated, 14 were able to produce AIA in a culture 

medium, and the isolates 21N, 33N, 52K, 77J, and 81L were selected for the other 

mechanisms. Isolates 21N and 33N were classified as Bacillus megaterium and the 

others as Pseudomonas sp. Isolate 81L was able to promote black wattle rootlet 

growth at pH 5 and favored Sudan grass germination under water stress (-0.15 MPa) 

and at 35°C. The meta-analysis revealed that co-inoculation is more efficient than 

inoculation, regardless of the legume, the co-inoculated rhizobacteria, the 

environmental condition (presence of stress and soil biogeochemical condition), 

except when soil organic carbon is greater than 1%. The 52K isolate was able to 

colonize the black wattle rhizoplane and was efficient in the development of micro 

cuttings and seedlings in a greenhouse. In the co-inoculation, the 33N isolate was 

the organism that presented synergy in the composite inoculation. The inoculation 

of rhizobacteria isolated directly from the rhizospheric microbiome of black wattle is 

beneficial, and there is a specificity regarding the condition and cultivation mode.  
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CAPÍTULO I - INTRODUÇÃO GERAL 

 

A acácia-negra é uma leguminosa arbórea originária da Oceania, que foi 

introduzida no Brasil na segunda década do século XX. Atualmente, sua madeira é 

utilizada para produção de energia, celulose e papel, enquanto da casca se extrai o 

tanino, que tem sido utilizado principalmente para tratamento de água 

(SKORONSKI et al., 2014), como também na indústria farmacêutica e têxtil (MORA, 

2002; OLIVEIRA, 1968).  

 Por ser uma das principais espécies florestais cultivadas na região sul do 

Brasil (com relevância comercial apenas no Rio Grande do Sul), a acácia-negra 

desempenha um importante papel socioeconômico devido à geração de empregos 

diretos e indiretos. Além disso, essa espécie é amplamente utilizada em sistemas 

agrossilvipastoris, com o plantio de culturas agrícolas nos primeiros anos, e 

introdução de gado após o fechamento do dossel. 

 Nos últimos anos, tem-se cada vez mais incentivado a adoção de sistemas 

de produção agrícola e florestal sustentáveis, priorizando, entre eles, o uso de 

tecnologias limpas em qualquer setor. O uso de microrganismos como inoculantes, 

por exemplo, tem sido uma das alternativas para a redução do uso de insumos 

químicos. 

 Em sistemas agrícolas, o uso de inoculantes em escala comercial já é uma 

realidade. A inoculação de estirpes simbióticas capazes de fixar nitrogênio em 

leguminosas, dispensa completamente o uso de fertilizantes nitrogenados, como é 

o caso de rizóbios em soja. Já em gramíneas, a inoculação de bactérias 

diazotróficas associativas é usada na promoção de crescimento pela produção de 

substâncias que estimulam o desenvolvimento radicular como também pela fixação 



2 
 

 

 

biológica de nitrogênio que pode reduzir em média, 17% da aplicação de adubos 

nitrogenados (MOREIRA et al., 2010). 

A 28ª RELARE (Reunião da Rede de Laboratórios para a Recomendação, 

Padronização e Difusão de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse 

Agrícola) que aconteceu em junho de 2016, passou a recomendar a coinoculação 

de rizóbios e Azospirillum brasilense para as culturas de soja e feijoeiro, visando um 

melhor desenvolvimento do sistema radicular e a antecipação da infecção da planta 

pelo rizóbio (HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO, 2013). Em gramíneas, estudos de 

coinoculação de rizóbios e bactérias associativas têm mostrado resultados positivos 

em plantas como milho (SANTOS et al., 2016), arroz (HAHN et al., 2016; SANTOS 

et al., 2019) e trigo (AFZAL; BANO, 2008). 

A produção de mudas de acácia-negra no Brasil ainda é, na sua maioria, de 

origem seminal, pois estudos visando o melhoramento genético de acácia-negra 

tiveram início apenas na década de 80 (MORA et al., 2001; FOELKEL et al., 2008). 

As empresas acacicultoras e viveiros comerciais obtêm parte das sementes a partir 

de APS (área de produção de sementes) e PSM (pomar de sementes por muda) 

(ENGEL, 2017; MORA et al., 2001). Porém, a maior parte da área plantada, ainda 

é proveniente de sementes coletadas em formigueiros, diretamente nos plantios 

comerciais, sem qualquer aprimoramento genético, gerando plantios desuniformes 

e com diversos problemas fitossanitários (CHAN et al., 2015; FOELKEL, 2008).  

Mais recentemente, a produção de mudas de acácia-negra de origem clonal 

vem sendo vista como uma alternativa para a obtenção de plantios mais 

homogêneos e produtivos, devido a um material genético de melhor qualidade 

(ENGEL, 2017). Dentre os métodos de propagação vegetativa, a propagação por 

estaquia e miniestaquia, são os mais utilizados na silvicultura. Esse é um dos 

grandes desafios da cultura, já que a taxa de enraizamento é de apenas 30%, 

podendo chegar a 50% quando usado AIB (ácido indol-butírico) sintético (SALLES, 

2014, BEHLING, comunicação pessoal, 2016). 

 Diante disso, o uso da inoculação de rizobactérias promotoras de 

crescimento em viveiros florestais pode favorecer o desenvolvimento de mudas, 

através de múltiplos mecanismos, como produção de substâncias fitorreguladoras, 

disponibilização de nutrientes e supressão de patógenos, como também podem agir 
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positivamente e de forma sinérgica quando inoculadas em conjunto aos rizóbios 

simbiontes em leguminosas. Sendo assim, a inoculação desses organismos, podem 

reduzir a utilização de produtos químicos na fase de produção de mudas, ou até 

mesmo suprimir a utilização, no caso de fitorreguladores sintéticos, como o AIB. 

O presente trabalho apresentou como hipótese que bactérias isoladas a partir 

do microbioma radicular de acácia-negra são capazes de melhorar o 

estabelecimento de mudas em viveiro por apresentarem diversos mecanismos de 

promoção se crescimento de plantas. O objetivo foi selecionar bactérias do 

microbioma radicular de acácia-negra (Acacia mearnsii) que apresentam 

capacidade como promotoras de crescimento vegetal, e avaliá-las quanto à 

capacidade de influenciar positivamente o desenvolvimento radicular de mudas, 

melhorando tanto o estabelecimento de mudas seminais, quanto clonais.  

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO II – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1 Acacia mearnsii 

 

A espécie Acacia mearnsii De Wild., ou acácia-negra, é nativa do sudeste da 

Austrália, especialmente na região costeira, em declives junto aos planaltos da 

região de Sidney, no Estado de Nova Gales do Sul, até o extremo sudeste do Estado 

da Austrália do Sul e em áreas de baixa e média altitude do Estado da Tasmânia 

(HIGA et al., 2009). 

Em seu habitat natural, é uma árvore com altura entre 6 e 10 m, podendo 

atingir até 15 m. Tem um caule principal, geralmente reto e dominante. Em árvores 

adultas, a casca é geralmente preto-amarronzada, dura e fissurada. A folhagem 

adulta é de cor verde-escura, com brotos suavemente amarelos. As folhas são 

bipinadas, com 8 a 21 pares de pinas, cada um com 15 a 70 pares de folíolos que 

medem 1,5 a 4,0 mm de comprimento por 0,5 a 0,7 mm de largura (BOLAND, 1984).  

A floração na Austrália ocorre entre outubro e dezembro, principalmente, em 

novembro. Os frutos são legumes mais ou menos retos, compridos entre as 

sementes, medindo entre 5 a 15 cm de comprimento por 4 a 8 mm de largura, e 

amadurecem, de 12 a 14 meses após a floração. Cada legume contém entre 1 e 14 

sementes de cor negra, ovóide, de 3 a 5 mm de comprimento por 2 a 3,5 mm de 

largura, que se caracterizam por apresentar um arilo terminal curto, de cor creme 

(BOLAND, 1984).  

A madeira apresenta alburno muito claro, cerne marrom-claro, com marcas 

avermelhadas, muito dura e resistente. A textura comumente apresenta grã reversa 
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ou entrelaçada, com durabilidade baixa a moderada. A densidade básica é de, 

aproximadamente, 800 kg/m3 (BOLAND et al., 1984). 

O gênero Acacia, se desenvolve bem sob clima árido e semiárido, é comum 

em regiões subumidas, pouco frequente em regiões úmidas e raro em florestas 

tropicais (BOLAND et al., 1984). Cresce bem em solos moderadamente profundos, 

bem drenados e de textura média. Apresenta sistema radicular superficial, 

conferindo um bom desenvolvimento em solos rasos, mas torna-se muito suscetível 

a ventos fortes, ocorrendo o seu tombamento (MÜLLER, 2006). 

Por se tratar de uma leguminosa, a acácia-negra é utilizada para restauração 

de áreas degradadas pelos benefícios ao solo (incorporando um alto teor de matéria 

orgânica no solo e fixando nitrogênio atmosférico), por apresentar baixo risco de 

incêndio (pelo rápido processo de decomposição de resíduos e não formação de 

manta), e ainda permitir a coexistência de várias espécies como gramíneas, devido 

à boa penetração de luz através das copas, o que favorece o estabelecimento da 

fauna silvestre, assim como a sobrevivência da biota e microbiota existente no solo 

(MÜLLER, 2006). Estima-se que a fixação de nitrogênio de acácia-negra fica em 

torno de 200 kg/ha/ano (FRANCO; DÖBEREINER, 1994). É uma pioneira de vida 

curta, cobre rapidamente o terreno, não demonstra ser uma invasora agressiva dos 

ambientes naturais no sul do Brasil, não rebrota de cepa ou raiz e não inibe a 

sucessão local. Devido a essas características, apresenta perfil ideal para 

recuperação de ambientes degradados (CARPANEZZI, 1998). 

A acácia-negra é cultivada comercialmente no Brasil, somente no estado do 

Rio Grande do Sul. Os primeiros plantios comerciais foram realizados em 1928 no 

Município de Estrela/RS, com sementes provenientes da África do Sul, tendo como 

objetivo a utilização da casca in natura em curtumes (OLIVEIRA, 1968). A instalação 

de indústrias para o processamento de tanino a partir da década de quarenta, 

promoveu uma expansão da acacicultura na região da Encosta da Serra Geral até 

o Vale do Jacuí, início da Depressão Central (OLIVEIRA, 1968), chegando a atingir 

em 2008 aproximadamente 200 mil hectares de área plantada no estado 

(AGEFLOR, 2020). Mora (2002), numa revisão sobre produções obtidas em 

diversas plantações no Rio Grande do Sul, cita produções de madeira de 22,8 a 

31,4 st/ha/ano e de casca, de 10,5 a 19,0 t/ha. 
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A acácia-negra é a principal fonte de casca para a indústria de taninos 

vegetais em nível mundial (MORA, 2002). Da sua casca são retirados extratos 

vegetais ricos em tanantes e fenóis, que origina taninos, utilizados no curtimento do 

couro; condicionadores de lama, para perfuração de poços de petróleo; adesivos, 

para painéis de madeira e resinas, a base fenólica. Atualmente, o principal uso para 

o tanino extraído da casca é como coagulante e floculante, para tratamento de água 

e esgoto (BELTRÁN-HEREDIA et al., 2010; SKORONSKI et al., 2014). Além de 

gerar um lodo biodegradável, não há a necessidade da correção posterior de pH 

(BELTRÁN-HEREDIA et al., 2010).  

A madeira é usada na indústria de celulose, como madeira aglomerada, e 

lenha, na secagem de grãos, fumo, padarias e olarias, além do uso doméstico, em 

lareiras e fogões à lenha. É, também, matéria-prima para a produção de celulose 

kraft, com rendimentos, propriedades óticas e físico/mecânicas adequadas (HIGA 

et al., 2009; TONIETO; STEIN, 1997). 

 

2 Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) 

 

A rizosfera é a zona do solo que recobre a raiz, especificamente influenciada 

pelo sistema radicular (DOBBELAERE et al., 2003). Esta zona é rica em nutrientes, 

quando comparada com o solo em geral devido à acumulação de uma variedade de 

exsudatos liberados pelas plantas, tais como aminoácidos e açúcares, fornecendo 

uma rica fonte de energia e nutrientes para os microrganismos (GRAY; SMITH, 

2005). Por esse motivo, o número de microrganismos que se encontram ao redor 

das raízes de plantas, é geralmente de 10 a 100 vezes mais elevado do que no solo 

não-rizosférico, e composto de uma grande variedade, sendo as bactérias que 

colonizam esse habitat chamadas de rizobactérias (SCHROTH; HANCOCK, 1982; 

WELLER; THOMASHOW, 1994). 

Bactérias associadas a plantas podem ser classificadas em grupos 

benéficos, deletérios e neutros, com base em seus efeitos no crescimento das 

plantas (DOBBELAERE et al., 2003). Bactérias benéficas de vida livre do solo são 

geralmente referidas como rizobactérias promotoras do crescimento de plantas 
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(RPCP) (KLOEPPER et al., 1989), do inglês “plant growth-promoting rhizobacteria” 

(PGPR). Independente dos mecanismos de promoção de crescimento vegetal, 

RPCPs colonizam a rizosfera, o rizoplano (superfície radicular), ou até mesmo os 

tecidos radiculares (endofíticas) (GRAY; SMITH, 2005).  

Sabe-se que apenas 1 a 2% das bactérias rizosféricas promovem o 

crescimento de plantas (ANTOUN; KLOEPPER, 2001). Desde modo, somente pode 

se dizer que uma bactéria é uma RPCP, após seu isolamento a partir do solo, 

rizosfera, ou da própria raiz e sua reintrodução pela inoculação de plantas, seguido 

de avaliação da sua capacidade de colonizar rizosfera e causar efeito positivo 

(KLOEPPER; SCHROTH, 1978). 

As RPCP podem induzir o crescimento de plantas de maneira direta ou 

indireta. De forma direta, a promoção do crescimento das plantas pode se dar tanto 

pela liberação para a planta de compostos que são sintetizados pela bactéria, como 

os fitormônios, quanto por facilitar a absorção de certos nutrientes do solo pela 

planta. Indiretamente, se dá quando a RPCP diminui ou previne os efeitos deletérios 

de um ou mais organismos fitopatogênicos, tanto pela produção de substâncias 

antagonistas quanto pela indução de resistência sistêmica a patógenos (GLICK, 

2012). As RPCP podem induzir o crescimento e desenvolvimento da planta, 

utilizando qualquer um ou mais de um destes mecanismos. Uma RPCP que é usada 

como agente de biocontrole, por exemplo, pode agir por meio de vários 

mecanismos, independentemente do seu papel na promoção de crescimento direta, 

como pela produção conhecida do fitormônio auxina (PATTEN; GLICK, 2002), 

diminuição dos níveis de etileno da planta (GLICK et al., 2007) ou da fixação de 

nitrogênio associada às raízes (DÖBEREINER, 1992). 

As RPCP e suas interações com as plantas já são exploradas 

comercialmente e são uma grande promessa para a agricultura sustentável 

(PODILE; KISHORE, 2006). Já existem pesquisas que estudam essas associações, 

com inúmeras espécies vegetais. O uso de RPCP como inoculantes para 

biofertilização na agricultura é uma opção atraente para reduzir o uso de fertilizantes 

químicos (BLOEMBERG; LUGTENBERG, 2001). Além disso, apresentam grande 

adaptação a ambientes extremos, como em situações de estresse hídrico 

(ARZANESH et al., 2011; RAVANBAKHSH et al., 2017), estresse salino (MAYAK et 
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al., 2004, SAFARI et al., 2018), altas temperaturas, ambiente áridos (MOTA et al., 

2008) e ambientes contaminados (DELL’AMICO et al., 2008), o que indica que eles 

podem contribuir positivamente para a agricultura em áreas com baixo potencial 

agrícola. 

 

 

2.1 Solubilização de fosfato  

 

O fósforo (P) é um nutriente essencial para o metabolismo de plantas e 

apresenta baixa disponibilidade em muitos solos agrícolas. Hoje, muitos solos 

agrícolas têm um teor total de P elevado devido à aplicação de fertilizantes durante 

longos períodos. Por outro lado, a maior parte deste fósforo se encontra em forma 

mineral insolúvel, que é lentamente disponibilizada para as plantas (RICHARDSON; 

SIMPSON, 2011).  

As formas insolúveis de P, tais como fosfato tricálcico (Ca3PO4)2, o fosfato de 

alumínio (Al3PO4), fosfato de ferro (Fe3PO4), podem ser convertidos em P solúvel 

por organismos solubilizadores que habitam diferentes ecossistemas do solo 

(SHARMA et al., 2013; SONG et al., 2008). Entre as comunidades bacterianas do 

solo, estirpes ectorizosféricas como Pseudomonas sp., Bacillus sp., Burkholderia 

sp. e simbiontes como rizóbios têm sido descritos como solubilizadores de fosfato 

eficazes (IGUAL et al., 2001; SONG et al., 2008).  

A capacidade das bactérias da rizosfera de solubilizar fosfatos insolúveis é 

atribuída a mecanismos primários como a excreção de íons H+, a produção de 

ácidos orgânicos e a biossíntese de fosfatases ácidas (ARCAND; SCHNEIDER, 

2006; RICHARDSON; SIMPSON, 2011). Dentre os ácidos orgânicos produzidos 

pode-se citar acetato, lactato, malato, oxalato, succinato, citrato, gluconato, os quais 

formam complexos com o ferro ou alumínio presentes nos fosfatos de ferro e 

alumínio, tornando assim, o fosfato presente no solo disponível para as plantas 

(GYANESHWAR et al., 2002). Estes microrganismos têm a capacidade de se 

desenvolver em meios com fosfato tricálcico ou materiais insolúveis semelhantes 

como a única fonte de fosfato e não só assimilam o elemento, mas também 
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solubilizam quantidades além das suas exigências nutricionais, tornando o 

excedente disponível para as plantas (CHEN et al., 2006).  

Inúmeros estudos já demonstraram o efeito da inoculação de bactérias 

solubilizadoras de fosfato em plantas. Afzal e Bano (2008) inocularam uma estirpe 

de rizóbio, associada com uma estirpe bacteriana solubilizadora de fosfato, em 

cultivo de trigo em um solo arenoso deficiente em fósforo, e verificaram um aumento 

na absorção de fósforo, sendo 30 a 40% maior quando comparado ao tratamento 

que recebeu somente a aplicação de fertilizantes. Além disso, houve um aumento 

significativo no peso seco da raiz, na altura das plantas, no comprimento das 

espigas, no rendimento de grãos e no teor de açúcar e proteína foliar.  

 

2.2 Produção de substâncias fitorreguladoras 

 

A produção de fitormônios por rizobactérias promotoras de crescimento é 

considerada um dos mecanismos mais importantes na promoção de crescimento 

das plantas (SPAEPEN et al., 2007). Fitormônios são compostos orgânicos que, em 

concentrações extremamente baixas influenciam os processos bioquímicos, 

fisiológicos e morfológicos em plantas, e a sua síntese é finamente regulada 

(FUENTES-RAMIREZ; CABALLERO-MELLADO, 2006). Em termos gerais, com 

base em suas estruturas químicas e seus efeitos sobre as plantas, essas 

substâncias reguladoras de crescimento têm sido divididas em cinco grandes 

grupos: auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e um grupo chamado de inibidores, 

que inclui o ácido abscísico (ABA), compostos fenólicos e alcalóides (FERGUSON; 

LESSENGER, 2006).  

A produção de auxinas apresenta um papel muito importante na interação 

planta/microrganismo, sendo o ácido indol-acético (AIA), o mais importante das 

auxinas. O AIA é o principal responsável pela divisão e expansão de células, 

diferenciação de tecidos de plantas e estímulo à rizogênese. A capacidade de 

sintetizar AIA tem sido detectada em muitas rizobactérias de vida livre, bactérias 

simbióticas, bem como em espécies bacterianas patogênicas (COSTACURTA; 

VANDERLEYDEN, 1995; TSAVKELOVA et al., 2006).  
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Atualmente, a capacidade de sintetizar auxinas é o mecanismo mais bem 

estudado em rizobactérias (SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007; 

TSAVKELOVA et al., 2006). A grande maioria das rizobactérias sintetiza AIA a partir 

do precursor triptofano, devido à excreção de triptofano pela raiz no ambiente 

rizosférico, porém, o AIA pode também ser sintetizado através de vias 

independentes do triptofano, embora em quantidades inferiores (KRAVCHENKO et 

al., 2004; SPAEPEN et al., 2007). A síntese de AIA por microrganismos é realizada 

por uma dessas três vias: a primeira é a via ácido indol-3-pirúvico e aldeído indol-3-

acético, que é o que ocorre na maioria das bactérias, como espécies saprófitas do 

gênero Agrobacterium e Pseudomonas e algumas estirpes pertencentes aos 

gêneros Bradyrhizobium, Rhizobium, Azospirillum, Klebsiella e Enterobacter, a 

segunda é a conversão do triptofano em aldeído indol-3-acético, que pode envolver 

uma via alternativa em que se forma triptamina, que ocorre em Pseudomonas e 

Azospirillum, e a terceira é através da biossíntese indol-3-acetamida, que é a rota 

realizada por bactérias fitopatogênicas (KHAN et al., 2014).  

O AIA produzido por rizobactérias como os rizóbios pode induzir a formação 

de raízes e, consequentemente, um incremento em volume e peso seco e área da 

superficial de raízes quando inoculados em não-leguminosas (DAZZO; YANNI, 

2006). A inoculação com bactérias produtoras de auxina podem também resultar no 

aumento da formação de raízes adventícias (RAMOS-SOLANO et al., 2010).  

Estirpes produtoras de AIA são amplamente utilizadas em cultivos agrícolas, 

como promotoras de crescimento de plantas. Em um estudo com as estirpes 

Azospirillum brasilense Az39 e Bradyrhizobium japonicum E109, verificou-se que 

estas são capazes de excretar AIA em meio de cultura, a uma concentração 

suficiente para produzir as alterações morfológicas e fisiológicas em tecidos jovens 

de sementes de milho (Zea mays) e soja (Glycine max), sendo responsáveis pelo 

crescimento precoce das plântulas (CASSÁN et al., 2009).  

Um consórcio utilizando duas estirpes, Burkholderia sp. MSSP e 

Sinorhizobium meliloti PP3 conhecidas como produtoras de AIA, quando inoculadas 

em guandu (Cajanus cajan) mostraram um aumento excepcional no crescimento de 

mudas (PANDEY; MAHESHWARI, 2007).  
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Assim como as auxinas, as citocininas influenciam na divisão celular e 

crescimento celular, como também afetam a dormência das sementes, floração, 

frutificação e senescência da planta (FERGUSON; LESSENGER, 2006). A 

produção de citocininas por rizobactérias promotoras de crescimento é, no entanto, 

menos expressiva em comparação com a produção de auxinas (BOIERO et al., 

2007). Métodos utilizados para a detecção de citocinina ainda estão em estudo e, 

portanto, resultados sobre a síntese de citocinina por rizobactérias em geral, são 

escassos.  

A giberelina é outro regulador de crescimento que afeta a germinação de 

sementes (MIRANSARI; SMITH, 2009), estimula o crescimento (GOU et al., 2011) 

e retarda o envelhecimento de plantas (FERGUSON; LESSENGER, 2006).  

O etileno é responsável pela inibição do alongamento de raízes, senescência 

e abscisão de vários orgãos e a maturação de frutos. Rizobactérias que produzem 

a enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase podem promover o 

crescimento de plantas, já que reduzem a produção de etileno através da síntese 

de seu precursor (ACC), sendo uma característica de interesse em bactérias 

utilizadas como promotoras de crescimento (GLICK et al., 2007).  

 

2.3 Produção de ácido amino ciclopropano carboxílico desaminase (ACC 

desaminase) 

 

O hormônio etileno, encontrado em todas as plantas superiores, é um 

metabólito essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas (KHALID et 

al., 2006). É produzido endogenamente na planta, sendo sua produção ativada por 

diferentes processos bióticos e abióticos e é importante na indução de múltiplas 

alterações fisiológicas (AHEMAD; KRIBET, 2014).  Muitos aspectos do crescimento 

de tecidos vegetais, como raízes, caules, folhas, flores e frutos, bem como todos os 

estágios do desenvolvimento da planta são afetados pelo etileno (GLICK, 2014). 

Vários outros processos vegetais envolvem o etileno, incluindo a nodulação de 

rizóbios em leguminosas (KHALID et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2018), 

enraizamento de estacas (Li et al., 2005; MONTERO-CALASANZ et al., 2013), bem 
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como a interação planta-micorriza (GAMALERO et al., 2008; KHATABI; SCHÄFER, 

2012). 

Além disso, é conhecido como o “hormônio do stress”, pois sob condições 

como presença de metais, produtos químicos orgânicos e inorgânicos, 

temperaturas extremas, muita ou pouca água, alto índice de radiação ultravioleta, 

danos causados por inseto e nematóides, doenças (causadas por fungos, vírus e 

bactérias) e ferimentos mecânicos, o nível endógeno de etileno é significativamente 

aumentado, o que afeta negativamente o desenvolvimento geral da planta (GLICK, 

2014; GUPTA; PANDEY, 2019). 

Algumas rizobactérias promotoras de crescimento de plantas apresentam a 

capacidade de produzir a enzima ACC (ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico) 

desaminase (GLICK, 2014). A enzima ACC desaminase é responsável pela 

degradação do ACC, tendo como produtos amônia e α-cetobutirato (GAMALERO; 

GLICK, 2015; RAGHUWANSHI; PRASAD, 2018). O ACC é precursor imediato do 

etileno, sendo assim, há uma modulação nos níveis de etileno na planta. Portanto, 

a RPCP que produz ACC-desaminase tem o potencial de conter a produção 

excessiva de etileno induzido por situações de stress e seu efeito adverso associado 

às plantas (GUPTA; PANDEY, 2019). Diversos trabalhos relatam o efeito da 

inoculação de rizobactérias produtoras de ACC desaminase em plantas, como uma 

maior resistência a patógenos (GHOSH et al., 2018), stress hídrico 

(RAVANBAKHSH et al., 2017), salinidade (POURBABAEE et al., 2016; SAFARI et 

al., 2018), também o incremento em raiz e parte aérea das plantas, bem como, 

maior absorção de nutrientes (SHAHAROONA et al., 2008). Em leguminosas, 

quando coinoculadas com rizóbios, são capazes de antecipar a nodulação 

(CEDEÑO-GARCÍA et al., 2018), modificar a arquitetura radicular, aumentar 

biomassa e altura de plantas e também o número de nódulos (SHAHZAD et al., 

2010). 

 

2.4 Produção de ácido cianídrico (HCN) 

 

Algumas rizobactérias são capazes de produzir HCN (sigla para “hydrogen 

cyanide”, em português, ácido cianídrico), que é um metabólito secundário volátil, 
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considerado tóxico ao ambiente de uma forma geral (REZZONICO et al., 2006). É 

formado a partir do seu precursor, a glicina (que é comumente encontrado em 

exsudatos radiculares), através da enzima HCN sintetase, que está associada à 

membrana plasmática das rizobactérias produtoras de HCN (BLUMER; HAAS, 

2000). Sua toxidez se dá através da inibição do citocromo C oxidase, o componente 

final da cadeia respiratória aeróbica, além de outras metaloenzimas essenciais 

(KNOWLES, 1976; SOLOMONSON, 1981). 

Devido ao seu efeito tóxico, desempenha um importante papel na supressão 

de patógenos de uma forma sinérgica com outros mecanismos, como a produção 

de antibióticos, sideróforos e enzimas degradadoras de parede celular 

(OLANREWAJU et al., 2017; RAMETTE et al., 2006; SIDDIQUI et al., 2006).  

Estudos demonstram o efeito do HCN produzido por rizobactérias, no 

controle de doenças como o nó da raiz em tomateiro, causada pelo nematoide 

Meloidogyne javanica e também da podridão negra da raiz, em plantas de tabaco, 

causada pelo nemoatóide Thielaviopsis basicota (SIDDIQUI et al., 2006; VOISARD 

et al., 1989). Abd El-Rahman et al. (2019) avaliaram o efeito de rizobactérias 

produtoras de HCN sobre a ocorrência isolada e conjunta de Agrobacterium 

tumefaciens e Meloidogyne incognita em plantas de tomateiro e os resultados 

mostraram que houve controle tanto na ocorrência de apenas uma das 

enfermidades, quando na ocorrência concomitante delas. Também no controle de 

Odontotermes obesus, um cupim subterrâneo que é uma praga presente em 

diversas culturas agrícolas e florestais na Índia (DEVI et al., 2007; KUMAR et al., 

2015).  

Na supressão de fungos patogênicos, alguns trabalhos mostram que o uso 

de pseudomonas fluorescentes produtoras de HCN, apresentaram um papel de 

definitivo no controle das doenças (BLUMER; HAAS, 2000; LAVILLE et al., 1998; 

MICHELSEN; STOUGAARD, 2012). No entanto, alguns resultados se mostraram 

contraditórios. (NAGARAJKUMAR et al., 2004; PAL et al., 2000; REZZONICO et al., 

2006). Porém, tais discrepâncias provavelmente sejam resultado de diferentes 

parâmetros experimentais utilizados (NANDI et al., 2017). 

Há também diversos relatos que indicam que o HCN é também prejudicial ao 

desenvolvimento de plantas (SIDDIQUI et al., 2006). Bakker e Schippers (1987) 
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verificaram que o HCN produzido por rizobactérias causaram a inibição do 

metabolismo energético em células da raiz de plantas de batata, assim como foi 

observada a redução no crescimento radicular de alface (ALSTRÖM; BURNS, 

1989). Em um trabalho com Arabidopsis thalilana, o HCN produzido por bactérias 

do gênero Pseudomonas inibiu o crescimento primário das raízes devido à 

supressão de um gene responsivo a auxina (RUDRAPPA et al., 2008). Porém, 

alguns trabalhos mostram que não há efeito negativo direto nas plantas 

hospedeiras, quando há inoculação da rizobactéria específica (simbiótica e/ou 

endofítica) da planta, podendo atuar diretamente no controle de plantas daninhas 

em culturas agrícolas (ZELLER et al., 2007). 

 

2.5 Produção de sideróforos  

 

Os sideróforos são compostos de baixo peso molecular que são produzidos 

e utilizados por bactérias e fungos como agentes quelantes de ferro (Fe). Estes 

compostos são produzidos por vários tipos de bactérias, em resposta à deficiência 

de ferro que ocorre normalmente em solos de pH neutro a alcalino, devido à baixa 

solubilidade do ferro em pH elevado (SHARMA; JOHRI, 2003). Muitos processos 

celulares são dependentes de ferro, tais como o transporte de elétrons, a redução 

de oxigênio durante a síntese do ATP, a fotossíntese e a síntese de aminoácidos 

(RATLEDGE; DOVER, 2000).  

Uma série de fatores ambientais modulam a síntese de sideróforos, incluindo 

o pH, o teor e a forma de íons de ferro disponíveis, a presença de outros 

oligoelementos, e fontes adequadas de carbono, nitrogênio e fósforo (DUFFY; 

DÉFAGO, 1999). O crescimento bacteriano assim como a produção de sideróforos 

é estimulada na presença de sulfato de amônio [(NH4)2SO4] e determinados 

aminoácidos, no entanto, uma maior produção de sideróforos é observada na 

presença de uréia (SAYYED et al., 2005).  

A produção de sideróforos por rizobactérias promotoras de crescimento pode 

evitar a proliferação de microorganismos patogênicos na rizosfera, devido a 

capacidade de sequestrar o ferro na forma Fe3+, tornando-o indisponível para esses 

microrganismos (SIDDIQUI et al., 2006). 
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3 Uso de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas em espécies 

florestais 

 

 Apesar dos estudos com RPCPs terem avançado muito nos últimos anos em 

sistemas agrícolas, as pesquisas voltadas para espécies florestais ainda precisam 

de estudos mais aprofundados (TEIXEIRA et al., 2007). Em espécies florestais, o 

objetivo não é o aumento na produção de madeira, já que o tempo de rotação é 

bastante longo, mas sim proporcionar a planta uma maior taxa de sobrevivência, 

conferindo maior robustez para a muda, melhor desenvolvimento do sistema 

radicular e a proteção contra patógenos (MAFIA et al., 2007). 

 Teixeira et al. (2007) utilizando isolados provenientes de mudas clonais e 

eucalipto, verificaram um aumento de até 110% no enraizamento de mudas e 250% 

no crescimento. A maioria desses isolados pertencia aos gêneros Bacillus e 

Pseudomonas. A partir desse estudo e outros conduzidos pelo mesmo grupo de 

pesquisa, uma parceria entre UFV e a Bio Soja Indústrias Químicas e Biológicas, 

desenvolveu duas formulações (sólida e líquida) para veicular isolados de 

rizobactérias benéficas para a produção de mudas clonais e eucalipto, denominado 

Rizolyptus®, composto por Bacillus subtilis, criado para viabilizar o emprego desse 

inoculante em larga escala (ZARPELON, 2007). 

O Bacsol® também é um biofertilizante que já é utilizado comercialmente. 

Trata-se de um composto que contém uma gama de bactérias, além de outros 

microorganismos classificados como rizosféricos, decompositores, nitrogenadores 

e parasitas. Esses microorganismos entram em intensa multiplicação em contato 

com a umidade do solo. O produto possui propriedades de tornar disponíveis os 

nutrientes no solo, além de propiciar defesa contra nematóides, pragas e doenças 

no solo (HOPPE et al., 2004a). Entre os microrganismos presentes no composto, 

estão os gêneros Bacillus, Pseudomonas, Nitrosomonas e Nitrobacter (MONTEIRO 

et al., 2017). 

Hoppe et al., (2004a), em um estudo com mudas de Acacia mearnsii em 

viveiro, onde se aplicou o produto Bacsol em sementes, obteve um incremento em 
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altura de quase 100% em relação ao tratamento sem aplicação do produto. Em 

estudo semelhante, em mudas de Pinus eliotti, o incremento foi superior a 40% 

(HOPPE et al., 2004b). Monteiro et al. (2017), testaram o produto no 

desenvolvimento de mudas de Eucalyptus benthamii, e observaram um incremento 

em altura maior que 70% em relação ao tratamento controle, e em massa seca da 

parte aérea o incremento foi de quase 180%.  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO III – Estudo 1: Isolamento, caracterização e seleção de 

bactérias do microbioma radicular de Acacia mearnsii quanto aos 

mecanismos de promoção de crescimento de plantas 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 O solo é um dos ambientes com maior riqueza e diversidade de 

microrganismos que existe, principalmente nas regiões próximas às raízes, o que 

se deve a exsudação de fotoassimilados que são prontamente utilizados no 

metabolismo microbiano (BAIS et al., 2006). Essa região é definida como rizosfera, 

que é a zona de solo que sofre influência das raízes (HARTMANN; ROTHBALLER; 

SCHMID, 2008; HILTNER, 1904). Devido à complexidade, a rizosfera não apresenta 

um tamanho mensurável, mas sim um gradiente químico, físico e biológico, que 

muda radialmente e longitudinalmente ao redor da raiz (MCNEAR, 2013). Nesse 

ambiente, as plantas têm a capacidade de moldar a comunidade microbiana 

associada às raízes através dos rizodepósitos (TIAN et al., 2020). Por esse motivo, 

é nessa região que se encontram a maioria dos organismos associativos, que são 

benéficos às plantas, como as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas 

(RPCP). 

 As RPCP são bactérias habitantes do ambiente rizosférico, sejam elas 

endofíticas (habitam internamente o tecido das plantas nos espaços intercelulares), 

simbiontes (capazes de formar estruturas específicas, como os rizóbios) ou de vida 

livre, que são capazes de interagir de forma benéfica com a planta (KHAN, 2005; 

OLANREWAJU; GLICK; BABALOLA, 2017). Através dessa interação, expressam 
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múltiplos mecanismos de promoção de crescimento, como aumento da 

disponibilidade de nutrientes (EMAMI et al., 2020; ETESAMI; EMAMI; ALIKHANI, 

2017; SANTOS et al., 2020; SILVA et al., 2020), a regulação de substâncias 

fitorreguladoras (GLICK, 2014; HAYAT et al., 2010; PAÇO et al., 2020), o 

biocontrole de doenças e pragas pela produção de metabólitos e indução de 

resistência sistêmica (FERREIRA et al., 2020; OLANREWAJU; GLICK; BABALOLA, 

2017) e produção de exopolissacarídeos e outras substâncias (ASHRY et al., 2021; 

MORCILLO; MANZANERA, 2021; NASEEM; BANO, 2014). 

 Um dos pontos críticos para a utilização bem-sucedida de inoculantes 

microbianos, é a capacidade desses microrganismos de sobreviver, competir com 

a microbiota nativa e colonizar a rizosfera da planta (NIU et al., 2018). Por esse 

motivo, organismos tolerantes a condições ambientais extremas, como estresse 

hídrico, temperaturas altas ou baixas, salinidade, diferentes faixas de pH do solo e 

presença de metais pesados, apresentam vantagens sobre os outros (GETAHUN 

et al., 2020). Além de suportar ambientes extremos, a função das PGPR nesse 

contexto é de aumentar a tolerância ao estresse e por consequência, promover o 

crescimento de plantas através da expressão dos múltiplos mecanismos de 

promoção de crescimento, independente do estresse ao que a planta estiver 

submetida (CHANDRA et al., 2019a; RHO et al., 2018; RUBIN; VAN GROENIGEN; 

HUNGATE, 2017). 

 Embora a pesquisa mundial demonstre através de dados robustos que a 

utilização de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas é uma estratégia 

eficaz em cultivos agrícolas, ainda há uma lacuna quando se fala do seu uso na 

silvicultura (MONTEIRO et al., 2019). Estudos em FBN, promoção de crescimento 

de plantas por bactérias e fungos micorrízicos, assim como o controle biológico de 

doenças e pragas em cultivos florestais ainda são pouco explorados, e seus 

benefícios são subestimados (MONTEIRO et al., 2019; WINAGRASKI et al., 2019). 

Diante disso, o presente estudo tem como hipótese central que bactérias do 

microbioma rizosférico apresentam mecanismos de promoção de crescimento 

vegetal e são capazes de expressar seu potencial em diferentes condições de 

estresse abiótico.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Isolamento dos microrganismos 

 

Amostras de solo da região rizosférica de Acacia mearnsii foram coletadas 

em duas áreas de plantio da Empresa Tanac SA, localizadas nas cidades de Cristal 

e Jaguarão, na região sul do estado do Rio Grande do Sul (Apêndice 1). As áreas 

de estudo encontravam-se com plantio estabelecido há dois anos, é consistiam em 

testes clonais de A. mearnsii. Antes da instalação do experimento, a área de 

Jaguarão era composta de campo nativo. Já na área de Cristal, a área foi convertida 

de campo nativo, onde houve oito ciclos de plantio de A. mearnsii e no ano anterior 

a instalação do experimento, foi cultivado soja. As raízes foram coletadas com o 

solo aderido, em uma profundidade de até 20 cm. O solo da área de Jaguarão é 

classificado como Neossolo Regolítico Distrófico e o de Cristal, Litossolo Brunizém 

(WINAGRASKI, 2018). 

Para o isolamento bacteriano, amostras de 10 g de solo rizosférico foram 

colocadas em frascos de Erlenmeyer com 90 mL de solução salina (NaCl, 0,85%) 

esterilizada e agitados por 30 minutos. Após esse período, foram feitas diluições 

decimais seriadas até a diluição 1010, e então foram retiradas alíquotas de 100 µL 

de cada diluição que foram espalhadas em placas de petri com diferentes meios de 

cultura com o auxílio de uma alça de Drigalski.  

Foram utilizados cinco meios de cultura, visando o isolamento de bactérias 

de diversos gêneros. Os meios utilizados foram: meio King B (KING et al., 1954), 

para isolamento de bactérias do gênero Pseudomonas; meio NFb para isolamento 

de bactérias do gênero Azospirillum; meio JNFb, para isolamento de bactérias do 

gênero Herbaspirillum (DÖBEREINER et al., 1995); meio JMV (BALDANI; 

BALDANI; DÖBEREINER, 1996), para isolamento de bactérias do gênero 

Burkholderia. 

Todas as placas foram incubadas a 28°C por sete dias, sendo observadas 

diariamente quanto às características de crescimento das colônias. Visando a 

viabilidade de execução do trabalho, todos os isolados foram submetidos a 
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crescimento em meio de cultura LM, sendo apenas os com crescimento persistente 

em LM, utilizados nas próximas etapas. Colônias com características diversas, 

quanto à cor, tamanho e tempo de crescimento foram purificadas por inoculações 

sucessivas em placas com meio LM. Após a obtenção de colônias homogêneas e 

com características persistentes, os isolados foram transferidos para tubos 

contendo meio LM inclinado, incubados por 4 a 7 dias a 28ºC e armazenados sob 

refrigeração. 

 

2.2 Quantificação da produção de auxinas equivalentes ao Ácido Indol-acético 

(AIA) 

 

 Os isolados foram avaliados quanto à capacidade de produzir ácido indol-

acético em meio de cultura sem e com adição de triptofano, conforme metodologia 

descrita por Asghar et al., 2002, adaptada (SILVA et al., 2020).  

Para isso, cada um dos isolados foi inoculado em frascos de Erlenmeyer de 

200 mL, contendo 80 mL de caldo LM com adição de 50 mg.L-1 de triptofano. Os 

isolados foram incubados sob temperatura de 28°C e agitação de 120 rpm por 72 

horas. 

Após o período de incubação, 2 mL do caldo foram transferidos para tubos 

de micro centrífuga, do tipo eppendorf e centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos. 

Foi retirada uma alíquota de 1,5 mL do sobrenadante de cada um dos isolados, a 

qual foi adicionado 1 mL de solução de Salkowski (20 g.L-1 de FeCl3.6H2O e 421 

mL.L-1 de HClO4 35%) e então manteve-se protegida da luz por 30 minutos, tempo 

necessário para que ocorra a reação de oxidação.  

Os isolados que apresentaram mudança na coloração do meio para rosa, são 

considerados produtores de AIA. 

Os isolados bacterianos que apresentaram capacidade de produzir AIA foram 

então submetidos a uma avaliação quantitativa em meio de cultura, com ou sem 

adição de triptofano. Para isso, os isolados foram submetidos aos mesmos 

procedimentos já citados. Porém, após serem mantidos protegidos da 
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luminosidade, foi realizada a quantificação de AIA, utilizando-se espectrofotômetro 

Biospectro (modelo SP220), sob um comprimento de onda de 530 nm. 

A concentração de AIA das amostras foi calculada comparando-se as leituras 

com uma curva padrão que foi calculada com concentrações conhecidas de AIA 

sintético (0,5, 3, 9, 13, 17 e 25 µL mL-1). Os dados obtidos foram submetidos à 

análise de variância e teste de comparação de médias (Tukey, 5%). 

 

2.3 Produção de ácido cianídrico 

 

 Para a avaliação quanto a produção de HCN (sigla para o termo “hydrogen 

cyanide” em inglês, ou ácido cianídrico), os isolados foram inoculados em meio King 

B suplementado com 0,4% (p/v) de glicina. Um disco de papel filtro Whatman, de 

formato circular, com as mesmas dimensões da tampa de uma placa de Petri foi 

saturado com solução de ácido pícrico alcalino (Na2CO3 a 2% em ácido pícrico a 

0,5%) e então colocado nas tampas das placas de Petri inoculadas com os isolados. 

O crescimento dos isolados foi monitorado por 72 horas, onde se observou a 

capacidade de produzir HCN. Por se tratar de um gás, a reação causa a mudança 

na coloração do papel filtro de amarela para marrom avermelhada, indicando que 

há a produção de HCN pelo isolado (MILLAR; HIGGINS, 1970). 

  

2.4 Produção da enzima ACC Desaminase 

 

Para estimativa da produção de aminociclopropano carboxilato (ACC) 

desaminase foi utilizado o método descrito por Gupta e Pandey (2019), onde a 

capacidade de crescimento dos isolados, em presença de ACC como única fonte 

de nitrogênio foi verificada em placas. 

Para isso, foi utilizado um meio mínimo, com adição de 1-aminociclopropano-

1-carboxilato (ACC) como única fonte de N (GLICK, 1995), com a seguinte 

composição: 4 g de KH2PO4, 10 mg de H3BO4, 6 g de Na2HPO4, 10 mg de 

MnSO4.7H2O, 0,2 g de MgSO4.7H2O, 70 mg de ZnSO4, 1 mg de FeSO4.7H2O, 50 

mg de CuSO4, 2 g de glicose, 10 mg de MoO3, 2 g de ácido glucônico, 2 g de ácido 
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cítrico, 3 mM de ACC, 15 g de ágar e 1 L de água destilada. Foram feitas quatro 

repetições para cada isolado. As placas foram incubadas por 72 horas a 28°C e os 

isolados que cresceram, reinoculados em novas placas com o mesmo meio de 

cultura e incubadas novamente, sendo considerados produtores de ACC 

desaminase, todos os isolados que foram capazes de crescer no meio de cultura ao 

final do período. 

 

2.5 Avaliação da capacidade dos isolados em tolerar diferentes temperaturas, 

faixas de pH, salinidade e déficit hídrico 

 

 Os isolados que apresentaram características de interesse como promotores 

de crescimento de plantas foram testados quanto a capacidade de crescer em 

condições de estresse, como diferentes temperaturas, pH, níveis de salinidade e de 

déficit hídrico em meio de cultura. 

 

2.5.1 Tolerância a diferentes temperaturas 

 Para avaliar a capacidade de crescer em diferentes temperaturas, os 

isolados foram submetidos a crescimento em caldo LM para a avaliação quanto a 

capacidade de crescer na temperatura considerada controle de 28°C e a cada 4°C 

tanto para mais quanto para menos.  

 

2.5.2 Tolerância a diferentes faixas de pH 

Para avaliar a tolerância a diferentes faixas de pH, foram submetidos a 

crescimento a cada 0,5, a partir do pH considerado controle (6,5), tanto para mais, 

quanto para menos. O caldo LM foi utilizado para crescimento dos isolados e para 

ajuste de pH à faixa desejada, foi utilizado NaOH e HCl, ambos 1M. 

 

2.5.3 Tolerância à salinidade 

Para tolerância a salinidade, foi adicionado NaCl ao caldo LM em intervalos 

de 0,1M. O caldo sem adição de NaCl foi considerado o tratamento controle. 
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2.5.4 Tolerância a déficit hídrico 

Para a tolerância à déficit hídrico, foi adicionado ao caldo LM, concentrações 

conhecidas de PEG6000, para que obtivesse as condições de potencial hídrico de  

-0,15, -0,49, -0,73 e -1,2 MPa (ASHRY et al., 2021; KAUFMANN; MICHEL, 1973). 

O caldo sem adição de PEG6000 foi utilizado como tratamento controle. 

 

2.6 Efeito da inoculação sobre a germinação de acácia-negra (Acacia mearnsii) 

e capim-sudão (Sorghum sudanense) em diferentes temperaturas, faixas de 

pH, salinidade e déficit hídrico 

 

Para avaliação do efeito da inoculação dos isolados sob a germinação de 

acácia-negra e capim-sudão em condições de estresse, foram realizados testes de 

germinação em placas de petri. 

O inóculo foi preparado em frascos de vidro, contendo 15 mL meio de cultura 

LM líquido, incubados por 72 horas em incubador orbital, a 28°C e 120 rpm. 

As sementes de acácia-negra foram gentilmente cedidas pelo viveiro da 

empresa Tanac SA, sendo que já haviam passado pelo processo de quebra de 

dormência (imersão em água à 80°C, por uma hora). As sementes de capim-sudão 

foram doadas pelo IRGA (Instituto Riograndense do Arroz). Ambas foram 

desinfestadas (30 segundos em álcool 70%, 2 minutos em hipoclorito de sódio 2% 

e cinto lavagens sucessivas em água destilada estéril) e colocadas em placas de 

petri com papel filtro previamente esterilizadas. Foram realizadas três repetições 

com 20 sementes por repetição (considerando cada placa, uma das repetições). 

Cada placa recebeu 3 mL de água destilada esterilizada, e foi inoculado 1 mL do 

inóculo, com concentração média de 8,9.109 UFC.mL-1. Além disso, foi conduzido 

um tratamento controle com adição de 1 mL de meio de cultura LM esterilizado. 

Para avaliação da germinação, foram utilizados como parâmetros o 

percentual de germinação, a velocidade de germinação acumulada (VGA) e o 

comprimento da radícula. A VGA foi calculada da seguinte maneira: 

 

VGA = N1/1 + N2/2 + N3/3 + ... Nn/n 
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 Onde N1, N2, N3 e Nn são os números acumulados de sementes germinadas 

ao longo dos dias 1, 2, 3 e n dias (CHIAPUSIO et al., 1997).  

Todos os resultados foram submetidos à avaliação de homoscedasticidade 

e normalidade, pelos testes de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. Quando 

atendido os pressupostos, os dados foram submetidos a análise de variância 

(ANOVA) e teste de média de Tukey (5%) em uma análise bifatorial, onde o fator 1 

é a inoculação (21N, 33N, 52K, 77J, 81L e controle) e o fator 2 o estresse abiótico 

(dois níveis de estresse e o controle, para cada um dos quatro tipos de estresse). 

Sendo o modelo estatístico descrito abaixo: 

 

Yijk = µ + Ai + Bj + ABij + e(ij)k 

 

Onde: µ = média geral do experimento; A = Inoculação (i = 1, 2, 3, 4, 5, 6); B = 

Estresse abiótico (j = 1, 2, 3); repetições (k = 1, 2, 3) e, e = erro experimental. 

 

2.7 Caracterização genotípica 

  

 Os isolados bacterianos que apresentaram características de interesse foram 

destinados à caracterização genotípica. Para isso, o DNA foi extraído utilizando-se 

o Kit Wizard® (Promega Corporation), conforme instruções do fabricante. Após 

extração, o DNA foi quantificado em espectrofotômetro (Nanodrop ThermoScientific 

modelo 2000) com a determinação da absorbância a A260 nm e A280 nm. A 

concentração do DNA foi ajustada no intervalo 0-50 ng/µL utilizando-se água 

ultrapura. 

A região que codifica a porção 16S rRNA dos isolados 21N e 33N foi 

amplificada com o kit para PCR (sigla para “Polymerase Chain Reaction”, em 

português Reação da Cadeia Polimerase) GoTaq® Master Mix (Promega 

Corporation), usando-se os oligonucleotídeos 8F (AGAGTTTGATCCTTGGCTCAG) 

e 1492R (GCYTACCTTGTTACGACTT) (STROSCHEIN et al., 2011). Durante a 

reação, os ciclos empregados foram: um ciclo inicial a 94°C por 2 minutos, 30 ciclos 
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que intercalam desnaturação a 94°C por 15 segundos, 30 segundos de anelamento 

a 55°C, e extensão a 68°C por 1 minuto e um ciclo de extensão final a 68°C por 8 

minutos. Para os isolados 52K, 77J e 81L, foi amplificada a região gyrB 

(YAMAMOTO; HARAYAMA, 1995). Foram usados os iniciadores gyrB1 e gyrB2R. 

O mix de PCR continha 2,0 μL de DNA genômico, 0,60 μL de cada iniciador (1 μM), 

4,30 μL de água ultrapura estéril, 7,50 μL de GoTaq® Colorless Master Mix. O 

programa de amplificação consistiu em 94 °C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos 

de 94 °C por 30 segundos, 59 °C por 45 segundos e 72 °C por 45 segundos, com 

extensão final de 72 °C por 7 minutos. 

Os produtos da PCR para os genes gyrB e 16S foram purificados utilizando 

o ReliaPrepTM DNA Clean-Up and Concentration System (Promega, Madison, 

EUA) e foram sequenciados pelo método de eletroforese por capilaridade, em 

sequenciador modelo AB-3500 (Apllied Biosystems). As sequências obtidas foram 

editadas no programa BioEdit 7.0.5.3 e as sequências de consenso foram 

analisadas por meio do software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA 

7) (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016), construído com o algoritmo ClustalW e 

comparadas no banco de dados NCBI GenBank. A similaridade da sequência de 

nucleotídeos do isolado foi calculada utilizando-se a ferramenta BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool).  
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3 RESULTADOS 

 

3.1 Isolamento de bactérias rizosféricas 

 

 Foram obtidos 106 isolados bacterianos, sendo 54 isolados do solo 

proveniente do plantio localizada no município de Jaguarão e 52 isolados do solo 

de Cristal. Apenas 32 foram capazes de crescer em meio de cultivo LM após 

sucessivos reisolamentos, sendo estas selecionadas para a realização dos demais 

testes (Apêndice 1). 

 

3.2 Caracterização dos isolados quanto à produção de AIA, produção de ACC 

desaminase e produção de HCN 

  

Quando os isolados bacterianos foram avaliados qualitativamente quanto à 

capacidade de produzir AIA em meio de cultura com triptofano, 14 foram positivos 

para o teste (Tabela 1). Estes 14 e a estirpe SEMIA6163 foram então avaliados 

quanto à produção de AIA sem e com adição de triptofano. 

Quando avaliados quanto à produção de AIA sem adição de triptofano, todos 

apresentaram uma baixa produção (Tabela 1). A SEMIA6163 apresentou a menor 

produção de AIA (0,41 µg mL-1), e entre os isolados, os valores variaram entre 0,66 

(isolado 79J) a 1,32 µg mL-1 (isolado 53K). 

Quando avaliados com adição de triptofano ao meio, houve um aumento na 

produção de AIA, que variou de 23,3 (isolado 78J) a 167,4 µg mL-1 (isolado 98L). A 

SEMIA6163 não foi tão responsiva quanto os isolados à adição de triptofano ao 

meio, tendo uma produção de 1,2 µg mL-1 (Tabela 1). 
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 Tabela 1 – Avaliação da produção de auxinas semelhantes ao AIA em meio de 

cultura sem adição de triptofano (AIA ST) e com adição de triptofano (AIA CT), e da 

produção de ACC desaminase e de HCN por bactérias isoladas do microbioma 

radicular de plantas de acácia-negra. 

Isolado 
AIA ST AIA CT ACC HCN 

 µg mL-1     

10N 0,84 ef1 91,46 de + + 

21N 1,23 b 149,41 b + - 

24N 1,07 c 62,53 g - - 

33N 1,10 c 33,22 hi + - 

52K 0,83 f 59,55 g + + 

53K 1,32 a 67,76 g - - 

77J 0,70 g 66,33 g + + 

78J 0,73 g 23,38 i - + 

79J 0,66 g 107,97 c + - 

80N 0,84 ef 98,88 cd + + 

86L 0,82 f 85,17 ef - - 

90L 0,91 de 37,60 h - - 

91L 0,88 ef 167,42 a + - 

98L 0,96 d 77,89 f - - 

SEMIA6163 0,41 h 1,16 j - - 

¹ Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna, não diferem entre si pelo teste de médias de 

Tukey, ao nível de probabilidade de erro de 1%. 

  

 Os 14 isolados e a SEMIA6163 foram testados quanto à produção de ACC 

desaminase, sendo que os isolados 10N, 21N, 33N, 52K, 77J, 79J, 80n e 91L foram 

capazes de crescer repetidamente em meio de cultura contendo ACC como única 

fonte de nitrogênio (Tabela 1). Quanto a produção de HCN em meio de cultura, 

apenas os isolados 10N, 52K, 77J, 78J, 80N apresentaram esta característica 

(Tabela 1, Figura 1). 
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Figura 1 – Produção de HCN por bactérias isoladas do microbioma radicular de 
acácia-negra. A – Meio de cultura não inoculado. B – SEMIA 6163, não produtora 
de HCN. C – Isolado 80N, produtor de HCN. D – Isolado 52K, produtor de HCN. 
 

3.3 Avaliação do crescimento de rizobactérias do microbioma radicular de 

acácia-negra em diferentes condições de estresse abiótico 

 

 Os isolados 21N, 33N, 52K, 77J e 81L foram selecionados para serem 

testados nos demais testes de promoção de crescimento, devido suas 

características como potenciais promotores de crescimento de planta (Tabela 2). 

Foram selecionados dois isolados capazes de produzir AIA e ACC desaminase e 

que não produzem HCN (21N e 33N); dois isolados que produzem AIA, ACC 

desaminase e HCN (52K e 77J); e um que produz apenas HCN (81L). 
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Tabela 2 – Isolados bacterianos provenientes do microbioma radicular de acácia-
negra, selecionados para avaliação com promotores de crescimento de plantas. 

Isolado AIA ACC HCN 

21N + + - 

33N + + - 

52K + + + 

77J + + + 

81L - - + 

  

 Os isolados foram capazes de suportar diferentes faixas de estresse abiótico 

(Tabela 3). Quanto a salinidade, os níveis variaram de 0,6 a 1 M de NaCl em meio 

de cultura, sendo que o isolado 77J foi o mais tolerante, crescendo em meio de 

cultura com adição de 1M de NaCl (58,44 g L-1 de meio de cultura). A temperatura 

suportada pelos isolados foi de 12 até 44°C, sendo que os isolados 52K, 77J e 81L 

cresceram em temperatura de 12°C e os isolados 21N, 33N e 81L, foram capazes 

de crescer em até 44°C. Em relação ao pH, nenhum isolado foi capaz de crescer 

abaixo do pH 5, mas demonstraram tolerar níveis mais altos de pH, como os 

isolados 33N, 52K e 77J, que cresceram em meio de cultura com pH 11. Em relação 

ao estresse hídrico, os isolados foram capazes de suportar de -0,73 a -1,2 MPa, 

sendo que o mais tolerante foi o isolado 33N, que suportou um potencial hídrico de 

-1,2 MPa. 

 

Tabela 3 – Nível de tolerância dos isolados a diferentes condições de estresse 
abiótico  

Isolado 
NaCl Temperatura pH 

Potencial 
hídrico 

M °C   MPa 

21N 0,6 20 a 44 5 a 9 - 0,73 

33N 0,6 20 a 44 5 a 11 - 1,2 

52K 0,8 12 a 36 5 a 11 - 0,73 

77J 1 12 a 36 5 a 11 - 0,73 

81L 0,6 12 a 44 5 a 9 - 0,73 
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3.4 Avaliação da capacidade de germinação de sementes de acácia-negra e 

capim-sudão submetidas diferentes condições de temperatura, pH, salinidade 

e estresse hídrico e inoculadas com bactérias do microbioma radicular de 

acácia-negra 

 

3.4.1 Germinação de acácia-negra 

 Os resultados do efeito da inoculação dos isolados sobre a germinação de 

sementes de acácia-negra em condições de estresse abiótico estão apresentados 

nas tabelas 4 a 7. Nas diferentes condições de pH, não houve diferença nos 

tratamentos inoculados e nos diferentes pH, tanto no percentual de germinação com 

média 84%, quanto na VGA com valor médio de 23% (Tabela 4). No comprimento 

radicular houve interação entre o inoculo e o pH. Em pH 5,0, o tratamento inoculado 

com o isolado 81L apresentou maior comprimento de radícula quando comparado 

com o controle sem inoculação. No tratamento inoculado com 33N em pH 5,0, o 

comprimento radicular foi menor quando comparado aos demais valores de pH (6,5 

e 9,0).  

Não houve interação no efeito da inoculação e do potencial hídrico em 

nenhum dos parâmetros avaliados, mas foi possível observar efeito principal no 

fator potencial hídrico (diferenças entre as médias finais de potencial hídrico, 

independente da inoculação) (Tabela 5). Principalmente no menor potencial (-0,49 

MPa), que diminuiu germinação, VGA e comprimento de radícula, 

independentemente do tratamento. Essa redução também foi observada no 

potencial hídrico de -0,15 Mpa na germinação e VGA. 

Os níveis de salinidade (NaCl 0,1 e 0,2 M) afetaram negativamente o 

percentual de germinação e a VGA, independente da inoculação (Tabela 6). No 

comprimento de radícula, houve interação entre os fatores, onde observou-se que 

o controle e a inoculação com 21N, 52K e 81L diminuíram o crescimento radicular 

apenas com 0,2 M de NaCl. Já, os inoculados com os isolados 33N e 77J 

diminuíram o crescimento radicular a partir de 0,1 M de NaCl, sendo esse efeito 

mais expressivo com 0,2 M de NaCl. No ambiente com 0,1 M de NaCl, a inoculação 

com 77J levou a um menor comprimento de radícula em comparação ao controle. 
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Tabela 4 – Efeito da inoculação dos isolados bacterianos estudados na germinação 
de sementes de acácia-negra em diferentes condições de pH 

Tratamento 
pH 

5,0 6,5 9,0 Média 

 Germinação 
 ------------------------------- %  ----------------------------- 

21N 90 88 85 88 

33N 87 90 87 88 

52K 85 83 80 83 

77J 83 85 77 82 

81L 82 73 83 79 

Controle 85 85 92 87 

Média 85 84 84 84 

 Velocidade de germinação acumulada 

 
    

21N 28 25 22 25 

33N 24 25 24 24 

52K 21 21 21 21 

77J 20 24 22 22 

81L 21 21 26 23 

Controle 25 25 25 25 

Média 23 24 23 23 

 Comprimento de raiz 

 ------------------------------ mm ------------------------------ 

21N 35 ab1 34 ab 35 35 

33N 29 Bb 40 Aa 39 A 36 

52K 29 b 28 b 33 30 

77J 36 ab 40 a 34 37 

81L 44 a 38 ab 37 40 

Controle 30 b 31 ab 33 31 

Média 34 35 35 35 
1 Análise bifatorial: Médias seguidas pela mesma letra minúscula na mesma coluna (fator inoculação) 
e médias seguidas pela mesma letra maiúscula na mesma linha (fator estresse), não diferem entre 
si pelo teste de médias de Tukey, ao nível de probabilidade de erro de 5%. A ausência de letras 
indica que não houve diferença estatística. 
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Tabela 5 – Efeito da inoculação dos isolados bacterianos estudados na germinação 
de sementes de acácia-negra em diferentes condições de potencial hídrico 

Tratamento 
MPa 

0 -0,15 -0,49 Média 

 Germinação 
 ------------------------------- %  ----------------------------- 

21N 88 47 0 45 

33N 90 42 5 46 

52K 83 35 7 42 

77J 85 40 0 42 

81L 73 43 0 39 

Controle 85 33 0 39 

Média 84 A1 40 B 2 C 42 

 Velocidade de germinação acumulada 

 
    

21N 25 12 0 12 

33N 25 10 1 12 

52K 21 9 2 11 

77J 24 9 0 11 

81L 21 9 0 10 

Controle 25 9 0 11 

Média 24 A 10 B 1 C 11 

 Comprimento de raiz 

 ------------------------------ mm ------------------------------ 

21N 34 35 0 23 

33N 40 37 10 29 

52K 28 36 12 25 

77J 40 32 0 24 

81L 38 34 0 24 

Controle 31 35 0 22 

Média 35 A 35 A 4 B 25 
1 Análise bifatorial: Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na mesma linha (fator estresse), 
não diferem entre si pelo teste de médias de Tukey, ao nível de probabilidade de erro de 5%. A 
ausência de letras indica que não houve diferença estatística. 
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Tabela 6 – Efeito da inoculação dos isolados bacterianos estudados na germinação 
de sementes de acácia-negra em diferentes condições de salinidade 

Tratamento 
M 

0 0,1 0,2 Média 

 Germinação 
 ------------------------------- %  ----------------------------- 

21N 88 88 37 71 a1 

33N 90 72 22 61 ab 

52K 83 62 23 56 ab 

77J 85 78 27 63 ab 

81L 73 60 25 53 b 

Controle 85 78 23 62 ab 

Média 84 A 73 B 26 C 61 

 Velocidade de germinação acumulada 

 
    

21N 25 21 9 19 a 

33N 25 16 6 16 ab 

52K 21 15 5 14 b 

77J 24 17 7 16 ab 

81L 21 13 5 13 b 

Controle 25 15 7 16 ab 

Média 24 A 16 B 7 C 16 

 Comprimento de raiz 

 ------------------------------ mm ------------------------------ 

21N 34 A 32 Aab 7 B 24 

33N 40 A 28 Bab 5 C 25 

52K 28 A 28 Aab 7 B 21 

77J 40 A 21 Bb 8 C 23 

81L 38 A 28 Aab 9 B 25 

Controle 31 A 33 Aa 8 B 24 

Média 35 28 7 24 
1 Análise bifatorial: Médias seguidas pela mesma letra minúscula na mesma coluna (fator inoculação) 
e médias seguidas pela mesma letra maiúscula na mesma linha (fator estresse), não diferem entre 
si pelo teste de médias de Tukey, ao nível de probabilidade de erro de 5%. A ausência de letras 
indica que não houve diferença estatística. 

 

 O aumento da temperatura influenciou negativamente, todos os parâmetros 

de germinação, independentemente da inoculação (Tabela 7). O percentual de 

germinação só foi afetado quando a temperatura chegou à 40°C, diferente da VGA 

e do comprimento da radícula, que tiveram efeito negativo já à 35°C. Não houve 

diferença da inoculação no efeito principal, em nenhum dos parâmetros de 

germinação.  



34 
 

 

 

Tabela 7 – Efeito da inoculação dos isolados bacterianos estudados na germinação 
de sementes de acácia-negra em diferentes condições de temperatura 

Tratamento 
°C 

25 35 40 Média 

 Germinação 
 ------------------------------- %  ----------------------------- 

21N 88 77 5 57 

33N 90 78 13 61 

52K 83 80 10 58 

77J 85 83 13 61 

81L 73 77 7 52 

Controle 85 77 17 59 

Média 84 A1 79 A 11 B 58 

 Velocidade de germinação acumulada 

 
    

21N 25 14 1 13 

33N 25 12 3 13 

52K 21 16 1 13 

77J 24 16 2 14 

81L 21 14 1 12 

Controle 25 12 2 13 

Média 24 A 14 B 2 C 13 

 Comprimento de raiz 

 ------------------------------ mm ------------------------------ 

21N 34 8 1 15 

33N 40 6 2 16 

52K 28 8 3 13 

77J 40 7 2 17 

81L 38 7 1 15 

Controle 31 7 1 13 

Média 35 A 7 B 2 C 15 
1 Análise bifatorial: Médias seguidas pela mesma letra maiúscula na mesma linha (fator estresse), 
não diferem entre si pelo teste de médias de Tukey, ao nível de probabilidade de erro de 5%. A 
ausência de letras indica que não houve diferença estatística. 

 

3.4.2 Germinação de capim-sudão 

 Os efeitos da inoculação em diferentes níveis de pH na germinação de 

sementes de capim-sudão estão apresentados na tabela 8. Não houve diferença da 

inoculação em relação ao controle em nenhum dos parâmetros de germinação. Já 

os diferentes níveis de pH afetaram a germinação. Quando o pH foi alterado para 

5,0 e 9,0, houve uma redução, tanto no percentual de germinação, quanto na VGA. 

Já o comprimento da radícula foi maior, tanto em pH 5,0, quanto em pH 9,0. 
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Tabela 8 – Efeito da inoculação dos isolados bacterianos estudados na germinação 
de sementes de capim-sudão em diferentes condições de pH 

Tratamento 
pH 

5,0 6,5 9,0 Média 

 Germinação 
 ------------------------------- %  ----------------------------- 

21N 47 60 45 51 a1 

33N 28 55 38 41 ab 

52K 38 38 20 32 b 

77J 28 20 33 27 b 

81L 28 43 38 37 ab 

Controle 30 50 27 36 ab 

Média 33 B 44 A 34 B 37 

 Velocidade de germinação acumulada 

 
    

21N 11 14 11 12 

33N 7 12 9 9 

52K 7 9 5 7 

77J 7 5 7 6 

81L 7 10 9 9 

Controle 7 11 6 8 

Média 7 B 10 A 8 AB 9 

 Comprimento de raiz 

 ------------------------------ mm ------------------------------ 

21N 84 55 95 78 

33N 107 50 85 81 

52K 87 59 104 83 

77J 68 44 97 70 

81L 113 63 93 90 

Controle 90 54 89 78 

Média 91 A 54 B 94 A 80 
1 Análise bifatorial: Médias seguidas pela mesma letra minúscula na mesma coluna (fator inoculação) 
e médias seguidas pela mesma letra maiúscula na mesma linha (fator estresse), não diferem entre 
si pelo teste de médias de Tukey, ao nível de probabilidade de erro de 5%. A ausência de letras 
indica que não houve diferença estatística. 

 

 Houve interação entre os fatores na avaliação da germinação sob inoculação 

em diferentes potenciais hídricos (no percentual de germinação e na VGA) (Tabela 

9). O percentual de germinação foi reduzido em -0,15 Mpa e não houve germinação 

em -0,49 MPa no tratamento controle. Na inoculação com 21N, 33N e 52K, o 

percentual de germinação foi reduzido já em -0,15 MPa e manteve-se em -0,49 
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MPa. Quando inoculado com 77J e 81L, o percentual de germinação só foi reduzido 

em -0,49MPa. Apesar disso, o percentual de germinação do tratamento inoculado 

com 77J, foi menor quando comparado ao controle em 0 MPa. O tratamento controle 

e o inoculado com 81L causaram uma redução na VGA em -0,15 MPa, chegando a 

zero em -0,49 MPa. A VGA nos tratamentos inoculados com 21N, 33N e 52K foi 

reduzida em -0,15 MPa em relação a condição em estresse, o mesmo ocorreu em 

-0,49 MPa. Quanto ao efeito da inoculação em relação ao controle, o tratamento 

inoculado com 77J apresentou menor VGA em relação ao controle em 0 MPa. Já 

em -0,15 MPa, o tratamento inoculado com 21N causou uma redução na VGA em 

relação ao controle, enquanto o 81L causou um aumento na VGA. No comprimento 

da radícula, houve efeito principal nos níveis de potencial hídrico, sendo que quanto 

menor o potencial hídrico, menor o comprimento da radícula. 

 Sob diferentes níveis de salinidade (NaCl), houve interação entre fatores no 

percentual de germinação e na VGA (Tabela 10). No tratamento controle e na 

inoculação com 81L, houve uma redução do percentual de germinação em 0,2 M 

de NaCl. Já quando inoculados com 21N e 33N, houve uma redução no percentual 

de germinação com 0,1 M de NaCl. A inoculação com 77J reduziu o percentual de 

germinação em relação ao controle, tanto em 0,1 M, quanto em 0,2 M de NaCl. A 

VGA foi afetada pela salinidade independente do nível, sendo mais evidente no 

tratamento controle. A inoculação com 77J reduziu a VGA em relação ao tratamento 

controle em 0 e 0,1 M de NaCl. A salinidade reduziu o comprimento de radícula em 

0,2 M de NaCl e a inoculação não apresentou efeito sob esse atributo. 
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Tabela 9 – Efeito da inoculação dos isolados bacterianos estudados na germinação 
de sementes de capim-sudão em diferentes condições de potencial hídrico 

Tratamento 
MPa 

0 -0,15 -0,49 Média 

 Germinação 
 ------------------------------- %  ----------------------------- 

21N  60 Aa1 8 Bb 10 B 26 

33N 55 Aab 13 Bab 5 B 24 

52K 38 Ab 10 Bb 3 B 17 

77J 20 Ac 18 Aab 3 B 14 

81L 43 Aab 30 Aa 0 B 24 

Controle 50 Aab 25 Bab 0 C 25 

Média 44 18 4 22 

 Velocidade de germinação acumulada 

 
    

21N 14 Aa 1 Bc 2 B 6 

33N 12 Aab 3 Babc 1 B 5 

52K 9 Ab 2 Bbc 1 B 4 

77J 5 Ac 3 ABabc 1 B 3 

81L 10 Ab 6 Ba 0 C 5 

Controle 11 Aab 5 Bb 0 C 6 

Média 10 3 1 5 

 Comprimento de raiz 

 ------------------------------ mm ------------------------------ 

21N 55 14 5 25 

33N 50 26 3 27 

52K 59 21 2 27 

77J 44 31 2 26 

81L 63 29 0 31 

Controle 54 25 0 26 

Média 54 A 24 B 2 C 27 
1 Análise bifatorial: Médias seguidas pela mesma letra minúscula na mesma coluna (fator inoculação) 
e médias seguidas pela mesma letra maiúscula na mesma linha (fator estresse), não diferem entre 
si pelo teste de médias de Tukey, ao nível de probabilidade de erro de 5%. A ausência de letras 
indica que não houve diferença estatística. 

 

  

 

 

 

 

 



38 
 

 

 

Tabela 10 – Efeito da inoculação dos isolados bacterianos estudados na 
germinação de sementes de capim-sudão em diferentes condições de salinidade 

Tratamento 
M 

0 0,1 0,2 Média 

 Germinação 
 ------------------------------- %  ----------------------------- 

21N 60 Aa1 23 Bab 7 B 30 

33N 55 Aa 23 Bab 7 B 28 

52K 38 Aab 23 ABab 5 B 22 

77J 20 b 7 b 7 11 

81L 43 Aa 28 Aab 8 B 27 

Controle 50 Aa 40 Aa 5 B 32 

Média 44 24 6 25 

 Velocidade de germinação acumulada 

 
    

21N 14 Aa 4 Bab 1 B 6 

33N 12 Aab 4 Bab 1 B 6 

52K 9 Ab 4 Bab 1 B 5 

77J 5 Ac 1 Bb 1 B 2 

81L 10 Aab 4 Bab 1 B 5 

Controle 11 Aab 7 Ba 1 C 6 

Média 10 4 1 5 

 Comprimento de raiz 

 ------------------------------ mm ------------------------------ 

21N 55 38 10 34 

33N 50 52 5 36 

52K 59 59 9 42 

77J 44 30 13 29 

81L 63 63 15 47 

Controle 54 48 5 36 

Média 54 A 48 A 10 B 37 
1 Análise bifatorial: Médias seguidas pela mesma letra minúscula na mesma coluna (fator inoculação) 
e médias seguidas pela mesma letra maiúscula na mesma linha (fator estresse), não diferem entre 
si pelo teste de médias de Tukey, ao nível de probabilidade de erro de 5%. A ausência de letras 
indica que não houve diferença estatística. 

 

 Houve interação entre os fatores em todos os atributos de germinação, nas 

diferentes temperaturas (Tabela 11). O tratamento controle e os inoculados com 

33N e 81L tiveram o percentual de germinação reduzidos em 35°C, assim como em 

40°C. A inoculação com 21N reduziu a germinação em 35°C e em 40°C. A 

inoculação com 52K manteve o percentual de germinação em 35°C, sendo reduzido 

em 40°C. A inoculação com 77J aumentou o percentual de germinação em 35°C. 
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Já em 25°C a inoculação com 77J reduziu o percentual de germinação em relação 

ao controle. A VGA do tratamento controle e do inoculado com 81L foi reduzida em 

35°C, já os tratamentos inoculados com 21N e 52K foi reduzida apenas em 40°C. A 

VGA do tratamento inoculado com 77J foi aumentada em 35°C e reduzida 

novamente em 40°C. A inoculação com 77J em 25°C reduziu a VGA em relação ao 

tratamento controle. Aos 35°C o comprimento da radícula foi maior em todos os 

tratamentos quando comparado aos 25°C e quando submetidas à 40°C, houve uma 

redução no comprimento em relação às outras temperaturas. O tratamento 

inoculado com 81L teve maior comprimento de radícula em comparação com o 

tratamento controle em 35°C. 

  

3.5 Caracterização genotípica 

 

 As sequências do gene 16S dos isolados 21N e 33N apresentaram 100% de 

cobertura e 100% de identidade com sequências da mesma região da espécie 

Bacillus megaterium (números de acesso MT525296.1 e MT487648.1, 

respectivamente, depositadas no banco de dados de nucleotídeos - GenBank 

(NCBI)). As sequências do gene gyrB dos isolados 52K, 77K e 81L apresentaram 

similaridade com sequências da mesma região de várias espécies do gênero 

Pseudomonas. 
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Tabela 11 – Efeito da inoculação dos isolados bacterianos estudados na 
germinação de sementes de capim-sudão em diferentes condições de temperatura 

Tratamento 
°C 

25 35 40 Média 

 Germinação 
 ------------------------------- %  ----------------------------- 

21N 60 Aa1 37 Bab 15 C 37 

33N 55 Aa 30 Bab 22 B 36 

52K 38 Aab 32 Aab 10 B 27 

77J 20 Bb 43 Aa 8 B 24 

81L 43 Aab 17 Bb 5 B 22 

Controle 50 Aa 22 Bab 18 B 30 

Média 44 30 13 29 

 Velocidade de germinação acumulada 

 
    

21N 14 Aa 9 Aab 3 B 9 

33N 12 Aa 8 ABab 4 B 8 

52K 9 Aab 8 Aab 2 B 7 

77J 5 Bb 10 Aa 2 B 6 

81L 10 Aa 5 Bb 1B 5 

Controle 11 Aa 6 Bab 4 B 7 

Média 10 8 3 7 

 Comprimento de raiz 

 ------------------------------ mm ------------------------------ 

21N 55 B 103 Ab 6 C 55 

33N 50 B 85 Ab 11 C 49 

52K 59 B 104 Ab 7 C 57 

77J 44 B 116 Ab 8 C 56 

81L 63 B 167 Aa 15 C 82 

Controle 54 B 92 Ab 5 C 51 

Média 54 111 9 58 
1 Análise bifatorial: Médias seguidas pela mesma letra minúscula na mesma coluna (fator inoculação) 
e médias seguidas pela mesma letra maiúscula na mesma linha (fator estresse), não diferem entre 
si pelo teste de médias de Tukey, ao nível de probabilidade de erro de 5%. A ausência de letras 
indica que não houve diferença estatística. 
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4 DISCUSSÃO 

 

Dos 32 isolados bacterianos estudados neste trabalho, 14 foram capazes de 

produzir AIA, sendo que a adição de triptofano aumentou a produção em todos os 

isolados. O AIA é um dos principais fitormônios responsáveis pelo enraizamento de 

plantas e enlongamento radicular, emissão de raízes secundárias e pelos 

radiculares (GROBELAK et al., 2015). Tanto é produzido de forma endógena pela 

planta, quanto pode ser produzido de forma exógena por microrganismos presentes 

no solo, principalmente na zona radicular das plantas e também por microrganismos 

endofíticos.  

A produção de AIA é feita por diversas rotas metabólicas, sendo a do 

triptofano, a mais comum em bactérias rizosféricas (HASSAN; BANO, 2015; 

SPAEPEN et al., 2007). A estirpe SEMIA 6163 produziu 0,4 e 1,2 µg mL-1 (sem e 

com adição de triptofano, respectivamente), que foram valores muito inferiores 

comparando-se com a produção obtida com os demais isolados, principalmente no 

meio com adição de triptofano. Valores similares também foram observados em 

estudo que quantificou a produção de AIA com adição de triptofano por rizóbios de 

acácia-negra (1,2 a 3,3 µg mL-1), os quais foram avaliados na germinação de 

sementes de alface (SCHLINDWEIN et al., 2008).   

Os demais isolados produziram uma baixa quantidade de AIA sem adição de 

triptofano. Porém, quando adicionado triptofano, as quantidades de AIA 

aumentaram de 32 a 190 vezes em relação ao meio sem triptofano. Segundo 

Spaepen et al. (2007), a produção de AIA por vias independentes do triptofano são 

em menores quantidades do que na via dependente. Bal et al. (2013), em estudo 

avaliando a produção de AIA por bactérias isoladas da região rizosférica do arroz, 

também observaram um aumento considerável (na ordem de 100-200 µg mL-1) na 

produção de AIA quando adicionado triptofano ao meio de cultura, e quando 

inoculados em plantas de arroz, pode-se observar uma correlação positiva entre a 

produção de AIA e o comprimento radicular em condições controladas. 

O AIA, assim como outros fitormônios, é capaz de estimular o crescimento 

de plantas em uma pequena faixa de concentração, que pode variar entre plantas, 
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sendo que a partir de uma certa concentração é pontecialmente tóxico (BISWAS et 

al., 2000). A concentração de triptofano presente no solo da rizosfera é bem menor 

do que a adicionada a meios de cultura como do presente trabalho, pois é 

dependente da exsudação pelas raízes, o que faz com que a produção de AIA 

ocorra numa concentração bem menor do que se obtém in vitro, reduzindo o 

potencial efeito tóxico para a planta (KRAVCHENKO et al., 2004; OLANREWAJU et 

al., 2017). 

O cultivo de acácia-negra, além de ser feito em monocultura, pode também 

ser conduzido em sistemas mistos, como em consórcio com culturas agrícolas ou 

em sistemas silvipastoris. Nesse contexto, o capim-sudão foi utilizado como modelo 

para avaliação da inoculação com isolados de acácia-negra, em condições de 

estresse. Os sistemas mistos podem ser uma alternativa viável para gerar renda 

extra (como a produção pecuária, por exemplo) dentro de um curto período, 

reduzindo os custos gerais de produção de produtos florestais (MONTEIRO et al., 

2019). Além disso, são sistemas mais sustentáveis, visto que a produtividade é 

resultado da interação entre componentes florestais, agrícolas e pecuários na 

mesma área e ao mesmo tempo.  

Considerando a utilização de sistemas silvipastoris, a implantação de 

pastagens adequadas ao clima e que sejam uma boa fonte nutricional para o gado 

é de grande importância. O capim-sudão vem ganhando espaço no cultivo de 

pastagens para alimentação animal, devido a facilidade de cultivo, rápido 

estabelecimento e crescimento, alto valor nutricional e alta oferta de forragem (LIMA 

et al., 2017). Porém, a exposição a altas temperaturas e baixa pluviosidade, 

características comuns no verão do sul do Brasil, podem afetar o seu potencial 

produtivo (SIMILI et al., 2011). Por esse motivo, o uso de estratégias como a 

utilização de inoculantes microbianos, que apresentam potencial para minimizar 

esses impactos, são uma boa alternativa. Dentre os isolados bacterianos obtidos da 

região rizosférica de acácia-negra, o isolado 81L se destacou em relação aos 

demais nas avaliações de germinação sob inoculação em condições de estresse, 

pois aumentou o comprimento de radícula de acácia-negra em pH 5 e em capim-

sudão aumentou a VGA em estresse hídrico (-0,15 MPa) e a VGA e comprimento 

de radícula em 35°C. O isolado 81L apresentou capacidade de produzir apenas 
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HCN, mas não foi capaz de produzir AIA e ACC desaminase. Isso sugere, que os 

mecanismos utilizados pelo isolado para promover o crescimento de plantas e 

tolerar condições de estresse sejam outros.  

O HCN é relatado tanto como supressor de patógenos, como também por 

afetar negativamente o desenvolvimento de plantas (SIDDIQUI et al., 2006). Por 

esse motivo, foram selecionados três isolados produtores de HCN (52K, 77J e 81L) 

e dois não produtores (21N e 33N) para avaliação da interação com plantas, para 

que se pudesse avaliar o potencial efeito tóxico. Os resultados obtidos mostram que 

os isolados podem não ter produzido HCN nas condições de cultivo, ou que se 

produzido pelos isolados bacterianos, o HCN não causou toxidez às plântulas de 

acácia-negra e de capim-sudão em cultivo in vitro, em especial o isolado 81L, que 

apresentou efeito benéfico à germinação, tanto de acácia-negra quanto de capim-

sudão.  

 Além disso, não houve aumento nos parâmetros de germinação das 

sementes de acácia-negra nos tratamentos inoculados em relação ao controle sob 

estresse hídrico. Porém, em -0,49 MPa os tratamentos inoculados com 33N e 52K 

foram os tratamentos em que houve germinação (5 e 7%, respectivamente), 

diferente do que ocorreu no tratamento controle e inoculados com 21N, 77K e 81L. 

Um dos mecanismos que pode explicar tal efeito, é a produção de 

exopolissacarídeos (EPS), que pode ser mais expressiva nesses isolados. Os EPS 

são substâncias excretadas pelas células de algumas bactérias, formadas por 

longas cadeias de açúcar, como glicose, galactose e ramnose em várias porções 

(ETESAMI; MAHESHWARI, 2018). Esses EPS são produzidos principalmente em 

resposta à estresses fisiológicos, como seca, salinidade e altas temperaturas, e são 

fundamentais para a sobrevivência dessas bactérias nesses ambientes. Em 

condições de seca, os EPS são capazes de criar um microambiente hidratado ao 

redor da célula, reduzindo a desidratação e auxiliando na manutenção da atividade 

metabólica bacteriana (MORCILLO; MANZANERA, 2021). Isolados bacterianos do 

gênero Bacillus, produtores de EPS e resistentes à seca, foram testados na 

germinação de sementes de milho sensíveis a seca (ASHRY et al., 2021). Os 

autores observaram que o percentual de germinação, o comprimento total de 
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plântulas e o índice de vigor foram maiores quando houve inoculação combinada 

dos isolados. 

 Os resultados deste estudo mostraram que os isolados 21N e 33N, que foram 

identificados como pertencentes à espécie Bacillus megaterium, são produtores de 

AIA e ACC desaminase, porém não apresentaram efeito positivo no 

desenvolvimento inicial de plantas de acácia-negra e capim-sudão em condições 

normais e de estresse. Porém, outros mecanismos como a solubilização de 

nutrientes devem ser testados.  Resultados obtidos em trabalho com inoculação de 

estirpes solubilizadoras de fosfatos, B. megaterium B119, testado em conjunto com 

B. subtilis B2084, no cultivo de milho em diferentes estados do Brasil foram positivos 

(PAIVA et al., 2020). Os autores observaram, que a utilização do inoculante 

aumentou a produtividade de grãos em 8,9%, em média. Quando avaliado o 

desempenho no cultivo de soja, o ganho médio foi de 4,3 sacas ha-1 em relação à 

não adição do inoculante (OLIVEIRA et al., 2020). A partir desses estudos 

conduzidos pela Embrapa Sorgo e Milho, foi desenvolvido o primeiro inoculante para 

solubilização de fósforo do Brasil.  Os resultados com os isolados bacterianos 

estudados mostram que existe grande potencial biotecnológico a ser explorado, 

incluindo a capacidade de solubilização de nutrientes e de controle biológico, 

características comumente encontradas em bactérias dos gêneros Bacillus e 

Pseudomonas. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 Os isolados bacterianos obtidos do microbioma rizosférico de acácia-negra 

apresentam mecanismos desejáveis como promotores de crescimento de plantas, 

como produção de AIA, ACC desaminase e HCN. Além disso, demonstram ser 

tolerantes a diferentes condições de salinidade, de seca, temperaturas altas e 

ambientes ácidos. A análise genética dos isolados 21N e 33N mostra que 

pertencem à espécie Bacillus megaterium e os isolados 52K, 77J e 81L pertencem 

ao gênero Pseudomonas spp.. O isolado 77J, é deletério à germinação de acácia-

negra em 0,1 M de salinidade, pois reduz o comprimento de radícula. Também é 

prejudicial ao desenvolvimento de capim-sudão em condições normais, reduzindo 

o percentual de germinação e a velocidade de germinação acumulada. Além disso, 

reduz o percentual de germinação e a velocidade de germinação acumulada na 

presença de 0,1 M de NaCl. O isolado bacteriano 81L, promove o desenvolvimento 

da radícula de acácia-negra em pH 5, da velocidade de germinação acumulada de 

capim-sudão em potencial hídrico de -0,15 MPa e também a velocidade de 

germinação e o comprimento da radícula em 35°C. O isolado bacteriano 81L 

apresenta interação positiva com acácia-negra e capim-sudão e pode ser uma boa 

alternativa como inoculante em sistemas silvipastoris como consórcio de acácia-

negra e capim-sudão. O mesmo não produz AIA e nem ACC desaminase, 

demonstrando que os mecanismos utilizados como promotor de crescimento de 

plantas são outros. 
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CAPÍTULO IV – Estudo 2: Resposta de leguminosas à 

coinoculação de rizobactérias promotoras de crescimento de 

plantas e rizóbios: uma meta-análise  

  

1 INTRODUÇÃO 

 

As plantas leguminosas são mundialmente conhecidas pelo importante papel 

que desempenham. Tanto no ecossistema natural, no caso das nativas, como em 

cultivos agrícolas, as leguminosas auxiliam no aporte de nitrogênio ao solo, via 

resíduo de baixa relação C/N e exsudação de nitrogênio via nódulo (BAYER et al., 

2000; CHINTALA et al., 2013). São amplamente utilizadas para alimentação 

humana e animal, fornecendo proteínas de alto valor biológico, carboidratos 

complexos, fibras, gorduras insaturadas, vitaminas e minerais, essenciais para uma 

dieta equilibrada (ÇAKIR et al., 2019). Por sua riqueza nutricional, facilidade de 

produção e baixo custo devido ao uso de inoculantes, as leguminosas são 

consideradas a segunda classe alimentar mais importante depois dos cereais 

(MAPHOSA; JIDEANI, 2017). A produção de alimentos de forma sustentável é cada 

vez mais importante, no contexto da segurança alimentar mundial. Pois devido ao 

cenário atual que inclui a pandemia global de Covid-19, conflitos armados em 

regiões pobres do globo e as mudanças climáticas, o Global Hunger Index (GHI) 

aponta para um aumento no número de países em situação severa de fome em 

relação aos últimos anos (VON GREBMER et al., 2021).  

Diante disso, o uso da biotecnologia por meio do emprego de inoculantes 

microbianos que reduzem a necessidade de insumos químicos para a produção de 



47 
 

 

 

alimentos é uma estratégia que está em constante evolução, principalmente no 

cultivo de leguminosas (GARCIA et al., 2021; SANTOS; NOGUEIRA et al., 2019). 

No ciclo do nitrogênio, cerca de 60% é originário de processos biológicos, sendo 

que quase metade da demanda de N na agricultura mundial é fornecida via simbiose 

entre rizóbios e leguminosas, através da fixação biológica de nitrogênio (FBN). 

Sabe-se que a FBN em leguminosas é o fenômeno simbiótico entre plantas e 

microrganismos mais bem estudado. A soja (Glycine max), é a leguminosa de maior 

importância econômica no mundo, pois é produzida com a utilização de inoculantes 

compostos por rizóbios simbiontes do gênero Bradyrhizobium (HUNGRIA; 

MENDES, 2015). A planta é o melhor exemplo desse sucesso, pois seus simbiontes 

fornecem o nitrogênio requerido para que a soja atinja altas produtividades, sem 

que haja a necessidade da adição de N na forma mineral (MORETTI et al., 2020). 

No Brasil, além de fornecer até 300kg ha-1 de nitrogênio via FBN, esses rizóbios 

também permitem que o cultivo de soja forneça até 30kg ha-1 de N ao solo, via 

resíduos vegetais (HUNGRIA; MENDES, 2015; MORETTI et al., 2020). 

Além dos rizóbios, outros organismos habitantes do solo agem ativamente 

para o desenvolvimento de plantas, como as rizobactérias promotoras de 

crescimento de plantas (RPCP). Essas bactérias, assim como os rizóbios, 

interagem com as plantas em uma relação comensal, sendo benéficas às plantas 

através da disponibilização de nutrientes, da produção e regulação de substâncias 

fitorreguladoras e controle biológico de doenças e pragas. Estudos tem 

demonstrado que a inoculação com RPCP pode também reduzir os efeitos de 

estresses bióticos e abióticos em plantas, como seca (CHANDRA et al., 2019a, 

2019b; RUBIN et al., 2017) salinidade (KUMAWAT et al., 2021), temperaturas 

extremas (FERNANDEZ et al., 2012a, 2012b), presença de metais pesados 

(FRANCO-FRANKLIN et al., 2021; JIAN et al., 2019) e ocorrência de doenças 

(FERREIRA et al., 2020). Por esse motivo, o uso de inoculantes a base de RPCP é 

uma abordagem amplamente aceita e utilizada no mundo inteiro em cultivos 

agrícolas (GUPTA; PANDEY, 2019), e estudos sobre o tema vem ganhando força 

nos últimos anos, o que torna a técnica de baixo custo e cada vez mais aplicável na 

agricultura. 
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 O uso conjunto de rizóbios e RPCP no cultivo de leguminosas é estudado 

desde a década de 1990 (FREITAS et al., 1993; GUPTA et al., 1998; REQUENA et 

al., 1997). Ao longo desses anos, trabalhos vem demonstrando que os mecanismos 

presentes nas RPCP como a regulação de hormônios, são capazes de potencializar 

o efeito do rizóbio na planta hospedeira, havendo antecipação da nodulação 

(CEDEÑO-GARCÍA et al., 2018), aumento no número de nódulos, respondendo 

assim, em uma maior biomassa vegetal e produção de grãos (HUNGRIA et al., 

2010; HUNGRIA et al., 2013). No Brasil, esses resultados levaram à adoção da 

prática da coinoculação em soja em mais de 25% da área cultivada com a planta 

(GARCIA et al., 2021; SANTOS et al., 2019). 

 Embora estudos avaliando espécies de plantas e bactérias de forma local e 

isolada demonstrem o efeito positivo da coinoculação em leguminosas, pouco se 

sabe sobre o assunto em uma escala global. Meta-análises recentes confirmam o 

efeito positivo da coinoculação em soja (BARBOSA et al., 2021; ZEFFA et al., 2020), 

onde é possível notar efeitos como um aumento no número e biomassa de nódulos, 

e de biomassa de raiz e parte aérea (ZEFFA et al., 2020) e quando avaliado 

especificamente a coinoculação com Azospirillum brasilense, há também um 

incremento em N, tanto nos grãos como na biomassa aérea e também o aumento 

da produtividade de grãos (BARBOSA et al., 2021). Visando compreender o 

sinergismo na coinoculação de rizóbios e PGPR em leguminosas de uma forma 

geral, o presente trabalho apresenta a hipótese de que a coinoculação de 

rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) em conjunto com 

rizóbios, melhoram a nodulação e promovem o crescimento de plantas 

leguminosas, independente da espécie, tanto em condições adequadas de cultivo, 

quanto em ambientes estressantes.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Pesquisa na literatura e compilação de dados 

 

  As bases de dados selecionadas para a busca foram o Google Scholar, a 

Web of Science e a Scopus. Após testes realizados, os termos de busca que 

encontraram os resultados mais robustos e precisos foram: “PGPR” ou “endophytic” 

ou “rhizobacteria” e “co-inoculation”, todos na língua inglesa. Os critérios de 

exclusão utilizados ao longo da coleta de dados foram: 1) publicação que não fosse 

na forma de artigo publicado em periódico científico; 2) estudo com plantas não 

leguminosas; 3) estudo sem inoculação simples com rizóbio; 4) estudo envolvendo 

fungos e micorrizas; 5) estudo que não contivesse pelo menos duas das variáveis 

avaliadas. Após uma exaustiva busca, foram selecionadas 122 publicações 

(Apêndice 2), distribuídas entre 32 países (Figura 2) (AAMIR et al., 2013; AFZAL et 

al., 2010; AHMAD et al., 2013; AHMAD et al., 2016; ALEMNEH et al., 2021; 

ARAUJO et al., 2021; ATIENO et al., 2012; BECHTAOUI et al., 2019; BENJELLOUN 

et al., 2021; BESSADOK et al., 2020; BETTIOL et al., 2020; BHATTACHARJYA; 

CHANDRA, 2013; CASSÁN et al., 2009; CEDEÑO-GARCÍA et al., 2018; CEREZINI 

et al., 2016; CHIBEBA et al., 2020; CHINNASWAMY et al., 2018; SOUZA; 

FERREIRA, 2017; DUTTA et al., 2014; EGAMBERDIEVA et al., 2016, 2017a, 

2017b; EGAMBERDIEVA et al., 2016; FAGOTTI et al., 2019; FERREIRA et al., 

2020, 2018; FIGUEIREDO et al., 2008; FIGUEREDO et al., 2017; FILIPINI et al., 

2021; FOX et al., 2011; FREITAS et al., 1993; GABRE et al., 2020; GALINDO et al., 

2021; GARCIA et al., 2021; GUPTA et al., 1998; HAKIM et al., 2020; HUNGRIA et 

al., 2013, 2015; ILANGUMARAN et al., 2021; IQBAL et al., 2012; JABBOROVA et 

al., 2020, 2021, 2018; JESUS et al., 2018; JIAN et al., 2019; JU et al., 2019, 2020; 

KAUR et al., 2015; KHALIFA; ALMALKI, 2015; KHANNA; SHARMA, 2011; KORIR 

et al., 2017; KUMAWAT et al., 2019b, 2019a, 2021; KUZMICHEVA et al., 2017; LE 

et al., 2016; LEITE et al., 2022; MARINKOVIĆ et al., 2018; MASCIARELLI et al., 

2017; LUNA, 2014; MATSE et al., 2020; MIRZA et al., 2007; MISHRA et al., 2010; 

MISHRA et al., 2009, 2014; MOREL et al., 2015; MORETTI et al., 2020; NAGPAL 
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et al., 2021; NASCIMENTO et al., 2019; NIMNOI et al., 2014; OLIVEIRA-LONGATTI 

et al., 2013; OLIVEIRA-LONGATTI et al., 2015; PAÇO et al., 2020; PAN et al., 2002; 

PASTOR-BUEIS et al., 2021; QURESHI et al., 2011; REQUENA et al., 1997; 

RONDINA et al., 2020; ROSIER et al., 2021; SAFRONOVA et al., 2012; SAIDI et 

al., 2021; SAINI et al., 2015; SALEM et al., 2012; SAMAVAT et al., 2012; SÁNCHEZ 

et al., 2014; SEYED SHARIFI, 2016; SHAHAROONA; ARSHAD; ZAHIR, 2006; 

SHAHZAD et al., 2014; SHEHATA et al., 2012; SIBPONKRUNG et al., 2020; SILVA 

et al., 2019; SINGH; SINGH et al., 2016; SOLANS et al., 2009; STAJKOVIC et al., 

2009; STAJKOVIĆ et al., 2011; STAR et al., 2012; STEINER et al., 2020b, 2020a; 

STEINER et al., 2019; SULEWSKA et al., 2019; TAVARES et al., 2018; TONELLI et 

al., 2017; TOUKABRI et al., 2021; TU et al., 2021; VALVERDE et al., 2006; 

VARGAS-DÍAZ et al., 2019; VERMA et al., 2013; VERMA et al., 2010, 2012; 

VICARIO et al., 2016; VIEIRA et al., 2021; VIJAYABHARATHI et al., 2018; VO et 

al., 2021; WANI et al., 2007; YADAV; VERMA, 2014; YADEGARI et al., 2008; 

YADEGARI; RAHMANI, 2010; YASMEEN; BANO, 2014; ZHAO et al., 2011, 2013). 

 Foram extraídas informação gerais sobre a condução da pesquisa e valores 

de média (X), desvio padrão (SD) e número de repetições (n) usadas para compor 

os valores de X para atributos determinados nas plantas (massa seca da raiz, 

massa seca de nódulos, número de nódulos, massa seca da parte aérea, teor de N 

na parte aérea e produtividade de grãos). Em estudos que reportaram apenas o 

coeficiente de variação (CV%), utilizou-se a equação (1) para obtenção dos valores 

de SD: 

SD = 
CV%

100
X          (1) 
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Figura 2 – Número de publicações em cada país que apresentou estudo sobre 
coinoculação de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas e rizóbio em 
leguminosas. 
 

Para estudos que não reportaram informações de variabilidade dos dados, 

calculou-se o CV% médio para os tratamentos controle e experimental utilizando-

se SD dos dados e equação 2, depois aplicando-se na equação 1 os valores 

obtidos.  

CV% = 
SD

X
100        (2) 

Todos os dados foram extraídos e compilados em planilha Excel®. Quando 

os dados estavam disponíveis apenas em figuras foi utilizado o software Plot 

Digitizer (versão 2.6.6) para a extração de dados.  

 

2.2 Variáveis moderadoras 

 

As variáveis moderadoras foram: condição experimental (casa de vegetação 

ou campo); espécie de leguminosa; gênero da RPCP; gênero de rizóbio; presença 

ou não de stress; atributos de solo. Para os sub-grupos das variáveis moderadoras, 

foi realizada a análise apenas naqueles que apresentam n>10. 

Os experimentos foram conduzidos em condições de campo e casa de 

vegetação, portanto, essas duas condições experimentais foram utilizadas como 
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variáveis moderadoras. Considerando-se que essa é uma característica importante 

do experimento e que pode afetar os resultados, todas as análises das demais 

variáveis moderadoras foram realizadas separadamente para condições de campo 

e casa de vegetação. 

Com relação às espécies de leguminosas, foram analisadas como subgrupos 

as espécies grão-de-bico (Cicer arietinum L.), soja (Glycine max (L.) Merr.), feijão-

comum (Phaseolus vulgaris L.), feijão-mungo (Vigna radiata L.) e alfafa (Medicago 

sativa L.).  

Foi possível analisar os seguintes gêneros de RPCP: Azospirillum spp.; 

Bacillus spp.; Pseudomonas spp.; Serratia spp.; Enterobacter spp. e Streptomyces 

spp. Enquanto para os gêneros de rizóbio foram analisados Bradyrhizobium spp., 

Mesorhizobium spp., Rhizobium spp. e Sinorhizobium spp. 

Para avaliar condições de estresse foram utilizados apenas estudos 

realizados em casa de vegetação, pois poucos estudos foram avaliados em campo, 

repercutindo em baixo número de comparações (n<10). Assim, foram analisadas 

condições de estresse hídrico, salino, metais pesados e doenças.  

O efeito do solo na eficiência da coinoculação foi avaliado por meio de 

atributos químicos do solo, sendo: acidez do solo – pH ≤ 7 e pH > 7; teor de carbono 

orgânico – C ≤ 1% e C > 1%; nitrogênio total – N ≤ 0,6% e N > 0,6%. 

 

2.3 Meta-análise  

 

A magnitude do efeito da coinoculação foi calculada usando o logaritmo 

natural da razão de resposta (lnRR; equação 3) como effect size (HEDGES et al., 

1999): 

lnRR = ln
Xe

Xc
         (3) 

onde Xe e Xc são os valores de média para os tratamentos experimental e 

controle, respectivamente. A variância (v) foi calculada como: 

𝑣 =  
𝑆𝐷𝑒

2

𝑛𝑒𝑋𝑒
2 +

𝑆𝐷𝑐
2

𝑛𝑐𝑋𝑐
2        (4) 

onde SDe, ne, SDc e nc representam o desvio padrão e o número de 

repetições para os tratamentos experimental (coinoculação) e controle (inoculação 
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apenas com rizóbio), respectivamente. A variância da razão de resposta foi utilizada 

para se obter os valores de razão de resposta e 95% do intervalo de confiança (IC). 

O efeito da coinoculação nas leguminosas foi considerado significante quando os 

valores de 95% IC da razão de resposta não sobrepõem o zero. A razão de resposta 

média e os valores de IC foram calculados usando random-effects method com 

restricted maximum likelihood estimation. Visando facilitar a interpretação dos 

resultados, a razão de resposta e o IC dos tratamentos foram transformados 

(BARBOSA et al., 2021): 

%𝑚𝑢𝑑𝑎𝑛ç𝑎 = (𝑒𝑙𝑛𝑅𝑅 − 1)𝑥100      (5) 

Os efeitos do viés de publicação e a robustez da meta-análise foram 

avaliados utilizando-se o teste fail-safe N. Para valores maiores que 5n+10 (n é 

número de observações na análise) o resultado da meta-análise foi considerado 

robusto (ROSENBERG, 2005). As análises foram realizadas com o software 

OpenMEE (WALLACE et al., 2017). 
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3 RESULTADOS 

 

A análise geral do efeito da coinoculação em leguminosas mostrou que houve 

efeito positivo em relação à inoculação simples, tanto em casa de vegetação, como 

também em campo (Fig. 3a). Em casa de vegetação, houve um incremento de 9-

17% na massa seca de nódulos, 15-25% no número de nódulos, 21-33% na massa 

seca de raiz, 16-24% na massa seca da parte aérea e 34-56% no N total da parte 

aérea. Em estudos de campo, houve um incremento de 10-18% na massa seca de 

nódulos, 13-24% no número de nódulos, 11-17% na massa seca de raiz, 12-19% 

na massa seca da parte aérea, 5-12% no N total da parte aérea e 8-28% na 

produtividade de grãos. A correlação de Pearson entre os valores de effect size 

foram significativas para todos os atributos de plantas cultivadas a campo (Fig. 3b), 

exceto quando comparado o N da parte aérea com a massa seca de raiz. Já em 

casa de vegetação, todos os atributos tiveram correlações positivas e significativas 

(Fig. 3c). 

Quando avaliado o efeito da coinoculação nas diferentes leguminosas, 

verificou-se que todas tiveram efeito positivo (Fig. 4). A produtividade de grãos foi 

aumentada com a coinoculação em 14-54% em feijão, 11-26% em grão-de-bico e 

0-4% em soja. Em todas as leguminosas, houve um incremento em massa seca 

quando avaliadas em casa de vegetação e em experimentos de campo, o efeito foi 

positivo em feijão-comum (11-21%) e grão-de-bico (19-44%). 
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Figura 3 – Efeito geral da coinoculação com rizobactérias promotoras do 
crescimento de plantas e rizóbio sobre o rendimento de grãos, matéria seca de raiz 
e parte aérea, teor de N na parte aérea e nodulação (número e matéria seca de 
nódulos) de leguminosas (a) e coeficientes de correlação de Pearson entre os 
valores de effect size dos atributos avaliados nas plantas no campo (b) e em casa 
de vegetação (c). Para o efeito da coinoculação os valores são as médias ± 95% do 
intervalo de confiança, sendo que o número de comparações utilizadas na análise 
de cada atributo da planta é apresentado entre parênteses (campo/casa de 
vegetação). Para as correlações os símbolos *, ** e ns indicam significância: p<0,05, 
p<0,01 e não significativo, respectivamente. MS = Matéria seca. 

 

Em relação ao nitrogênio da parte aérea, observou-se aumento em feijão-

mungo de 19-79% e em soja de 7-11% em plantas cultivadas em casa de vegetação 

e em feijão-comum em 6-16% e grão de bico em 9-12% na condição de campo. Na 

massa seca de raiz, todas as leguminosas responderam positivamente à 

coinoculação, tanto em casa de vegetação quanto a campo. O número de nódulos 

radiculares aumentou em plantas em casa de vegetação em alfafa (8-24%), feijão-

comum (13-41%), grão-de-bico (11-27%) e soja (17-37%), e em campo, o NN 

aumentou em todos as plantas avaliadas. No atributo massa seca de nódulos, em 

casa de vegetação o efeito foi positivo em alfafa (13-45%), grão-de-bico (10-20%) 
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e soja (4-22%), já em experimento de campo houve um incremento em feijão-

comum (10-32%) e grão-de-bico (11-18%). 

 

 
Figura 4 – Efeito da coinoculação com rizobactérias promotoras do crescimento de 
plantas e rizóbio sobre rendimento de grãos, matéria seca de raiz e parte aérea, 
teor de N na parte aérea e nodulação (número e matéria seca de nódulos) de 
leguminosas. Para o efeito da coinoculação os valores são as médias ± 95% do 
intervalo de confiança, sendo que o número de comparações utilizada na análise de 
cada atributo da planta é apresentado entre parênteses (campo/casa de 
vegetação). MS = Matéria seca. 
 

  Quando avaliado o efeito das PGPR coinoculadas, diazotróficos do gênero 

Azospirillum aumentaram a massa seca da parte aérea (2-10%), da raiz (0,5-6%) e 

o número de nódulos (1-21%) em casa de vegetação. Em campo estes 

microrganismos foram capazes de aumentar todos os atributos de planta 

(produtividade de grãos, massa seca de parte aérea, nitrogênio da parte aérea, 

massa seca de raiz, massa seca de nódulos, número de nódulos) (Fig. 5). Bactérias 

do gênero Bacillus inoculadas em plantas em casa de vegetação causaram efeito 

positivo na massa seca (10-24%), no teor de N da parte aérea (45-75%), massa 

seca da raiz (24-65%) e número (10-29%) e massa seca de nódulos (9-22%). Em 

campo, bactérias do gênero Bacillus aumentaram a produtividade de grãos (3-25%), 

massa seca (2-7%) e N da parte aérea (2-26%), massa seca de raiz (3-15%) e 

número de nódulos (8-50%). Leguminosas coinoculadas com Pseudomonas 
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tiveram incremento em todos os atributos avaliados, tanto em casa de vegetação 

quanto a campo. A coinoculação com Enterobacter aumentou massa seca (1-31%) 

e o N (27-97%) da parte aérea e a massa seca da raiz (5-45%) em casa de 

vegetação. O gênero Serratia aumentou a massa seca da parte aérea (10-15%) e 

da raiz (7-13%) e o número (5-22%) e a massa seca de nódulos (1-13%) em 

experimentos de campo. A coinoculação com Streptomyces é capaz de aumentar a 

massa seca de raiz (0,5-21%) e parte aérea (6-17%) e a massa seca de nódulos 

(0,5-16%) quando comparada com a inoculação simples, em casa de vegetação.  

 

 
Figura 5 – Efeito da coinoculação com rizobactérias promotoras do crescimento de 
plantas (RPCP) e rizóbios sobre o rendimento de grãos, matéria seca de raiz e parte 
aérea, teor de N na parte aérea e nodulação (número e matéria seca de nódulos) 
em função do tipo de RPCP. Para o efeito da coinoculação os valores são as médias 
± 95% do intervalo de confiança, sendo que o número de comparações utilizadas 
na análise de cada atributo da planta é apresentado entre parênteses (campo/casa 
de vegetação). MS = Matéria seca. 
 

A resposta das plantas aos rizóbios na coinoculação também foi avaliada 

(Fig. 6). Houve uma resposta positiva aos rizóbios na coinoculação em todos os 

atributos de planta, com exceção do N foliar de plantas coinoculadas com 

Sinorhizobium, que não diferiu na inoculação simples. 

 



58 
 

 

 

 
Figura 6 – Efeito da coinoculação com rizobactérias promotoras do crescimento de 
plantas e rizóbio sobre o rendimento de grãos, matéria seca de raiz e parte aérea, 
teor de N na parte aérea e nodulação (número e matéria seca de nódulos) em 
função do tipo de rizóbio. Para o efeito da coinoculação os valores são as médias ± 
95% do intervalo de confiança, sendo que o número de comparações utilizadas na 
análise de cada atributo da planta é apresentado entre parênteses (campo/casa de 
vegetação). MS = Matéria seca. 
 

 O efeito da coinoculação em condições de estresse demonstrou que a 

utilização em conjunto de rizóbios e PGPR apresenta um efeito positivo quando 

comparado com a inoculação simples com rizóbios em casa e vegetação (Fig. 7). 

Em condições normais (sem estresse), todos os atributos de planta foram afetados 

positivamente com a coinoculação. Nas avaliações em condições de plantas 

submetidas a patógenos, a coinoculação aumentou a massa seca da parte aérea 

(4-40%), o número (23-57%) e a massa seca de nódulos (2-35%). A coinoculação 

também aumentou a massa seca da parte aérea (3-19%) e de raiz (2-17%), e dos 

nódulos (1-29%) de plantas em condições de seca, e a massa seca da parte aérea 

(4-18%), da raiz (2-16%) e o número de nódulos (2-22%) de plantas cultivadas em 

presença de metais pesados. Quando as plantas são cultivadas com salinidade, a 

coinoculação aumenta todos os atributos, sendo que é a condição de estresse que 

apresenta a melhor reposta a coinoculação (aumento médio de 37% nos atributos 

de planta), em comparação com a inoculação simples. 
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Figura 7 – Efeito da coinoculação com rizobactérias promotoras do crescimento de 
plantas e rizóbio sobre matéria seca de raiz e parte aérea e nodulação (número e 
matéria seca de nódulos) em função do tipo de estresse para experimentos 
conduzidos em casa de vegetação. Para o efeito da coinoculação os valores são as 
médias ± 95% do intervalo de confiança, sendo que o número de comparações 
utilizadas na análise de cada atributo da planta é apresentado entre parênteses. MS 
= Matéria seca. 
 

 No efeito da coinoculação em função dos atributos químicos, a coinoculação 

foi positiva para o crescimento de leguminosas independente da condição química 

do solo, seja em casa de vegetação ou em campo (Fig. 8). Em relação ao C orgânico 

do solo, o N da parte aérea teve incremento com a coinoculação, quando o C 

orgânico foi ≤1%, diferente do que ocorre quando foi >1%. Também se observa 

incremento com a coinoculação em massa seca de parte aérea e produtividade de 

grãos quando o C orgânico foi ≤1%. 
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Figura 8 – Efeito da coinoculação com rizobactérias promotoras do crescimento de 
plantas e rizóbio sobre rendimento de grãos, matéria seca de raiz e parte aérea, 
teor de N na parte aérea e nodulação (número e matéria seca de nódulos) em 
função de atributos biogeoquímicos do solo. Para o efeito da coinoculação os 
valores são as médias ± 95% do intervalo de confiança, sendo que o número de 
comparações utilizada na análise de cada atributo da planta é apresentado entre 
parênteses. Círculo vermelho indica experimento de campo; círculo azul indica 
experimento em casa de vegetação. MS = Matéria seca. 
  



61 
 

 

 

4 DISCUSSÃO 

 

 A coinoculação de rizóbios e rizobactérias promotoras de crescimento de 

plantas (RPCP) em leguminosas mostrou-se uma estratégia capaz de aumentar 

todos os atributos de plantas, tanto em estudos de campo, como em casa de 

vegetação (Fig. 3a). Com relação à resposta das plantas ao efeito da inoculação 

com RPCP, observou-se incremento na nodulação (número e massa seca de 

nódulos), massa seca de raiz e parte aérea, teor de N na parte aérea, assim como 

no rendimento de grãos. Essa resposta foi observada com variações entre os 

experimentos a campo e em casa de vegetação provavelmente causadas por 

diversos fatores que os diferenciam como, por exemplo, a espécie da planta, o tipo 

de substrato/solo, tamanho do vaso, densidade de semeadura, histórico da área de 

cultivo.  

As RPCP são bactérias do solo que interagem positivamente com a planta, 

podendo colonizar as raízes de forma rizosférica (incluindo o rizoplano), endofítica 

ou simbiótica (KHAN, 2005; OLANREWAJU et al., 2017). Através dos seus 

mecanismos, são capazes de disponibilizar nutrientes (via fixação biológica de N, 

solubilização de P, K e Zn, etc) (EMAMI et al., 2020; ETESAMI et al., 2017; SANTOS 

et al., 2020), de produzir substâncias fitorreguladoras (como auxinas, giberelinas, 

citocininas e ACC desaminase) (GLICK, 2014; MACHADO et al., 2016; SILVA et al., 

2020) e de proteger a planta contra patógenos e doenças (via indução de resistência 

sistêmica e produção de metabólitos, como os sideróforos por exemplo) 

(FERREIRA et al., 2020; OLANREWAJU et al., 2017). Por esse motivo, são 

amplamente utilizadas ao redor do mundo como promotoras de crescimento em 

diferentes grupos de plantas. Além disso, tem sido demonstrado que também são 

capazes de aumentar a resistência da planta a situações adversas como estresse 

hídrico, salinidade, temperaturas extremas e presença de metais pesados no solo 

(FRANCO-FRANKLIN et al., 2021; RHO et al., 2018; RUBIN et al., 2017). 

 A correlação do entre os valores de effect size dos atributos de planta, foi 

positiva em todas as combinações, tanto em casa de vegetação como à campo (Fig. 

3b, 3c). Em casa de vegetação, o N da parte aérea é fortemente correlacionado com 

a massa seca da parte aérea e da raiz, assim como a massa seca da parte aérea 
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com a massa seca de raiz e o número de nódulos com a massa seca de nódulos 

(r>0,5, p<0,01). Já no campo, o N da parte aérea tem correlação positiva com a 

massa seca da parte aérea (r = 0,82, p<0,01), mas não se observou relação 

significativa com a massa seca da raiz (r = 0,18, p = ns). 

 

4.1 A coinoculação é eficiente em leguminosas, independente da espécie. 

 

Os dados mostram que todas as espécies são beneficiadas pela 

coinoculação em nível semelhante, já que de forma geral há uma sobreposição do 

IC, tanto em casa de vegetação como em campo (Fig. 4). Estudos anteriores 

realizados com soja, em forma de meta-análises já indicavam o efeito benéfico da 

coinoculação (BARBOSA et al., 2021; ZEFFA et al., 2020). Nosso estudo com dados 

obtidos com outras espécies de leguminosas demonstra que a coinoculação 

produziu melhor resposta quando comparadas com a soja. Por exemplo, o efeito na 

produtividade de grãos em grão-de-bico (aumento de 22%) e feijão comum 

(aumento de 38%) são mais pronunciados que em soja (aumento de 3%). Isso 

ocorre, porque a soja é a leguminosa de maior importância agrícola e econômica no 

mundo. Por esse motivo, os principais avanços em eficiência do uso de inoculantes 

rizobianos foram alcançados na cultura da soja. Isso levou a um alto nível de 

eficiência a partir do uso de inoculantes, onde a taxa de FBN pode chegar a 337 kg 

ha-1 (SALVAGIOTTI et al., 2008), levando a cultura da soja a alcançar altas 

produtividades sem o uso de fertilizantes nitrogenados.  

 Uma meta-análise que avaliou o efeito da coinoculação de diversas PGPR 

em soja, verificou que em estudos de campo, a coinoculação não foi capaz de 

aumentar a massa seca de raiz e de nódulos, N da parte aérea e produtividade, por 

outro lado, aumentou o número de nódulos, massa seca da parte aérea (ZEFFA et 

al., 2020). Esses resultados concordam em parte com os nossos, pois verificamos 

que a soja responde bem a coinoculação quando avaliados produtividade de grãos, 

massa seca da raiz e número de nódulos, e que a massa seca de parte aérea e de 

nódulos e o N da parte aérea não diferem do tratamento com inoculação simples 

em ensaios de campo (Fig. 4).  
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 A alfafa respondeu à coinoculação em todos os atributos de plantas em casa 

de vegetação (Fig. 4). Esse achado é importante, dada a relevância da leguminosa, 

cultivada em mais de 80 países, e que é uma forrageira de alta qualidade para 

alimentação animal (LE et al., 2016; RADOVIC et al., 2009). 

 A coinoculação a campo em feijão-comum, levou a um incremento tanto nos 

atributos de parte aérea, quanto de raiz, e isso refletiu em um aumento de 

produtividade de grãos de 38% em relação a inoculação simples (Fig. 4). Diferente 

da soja, para o feijão-comum a inoculação não é capaz de suprir totalmente a 

necessidade de N, sendo necessária a utilização de parte da adubação nitrogenada 

no momento da implantação da cultura (SANTOS et al., 2019). Porém, dependendo 

da quantidade, o efeito pode se tornar prejudicial, afetando a nodulação da planta e 

a consequente redução da produtividade (HUNGRIA et al., 2003). Dessa forma, 

nossos resultados mostram que a coinoculação é uma excelente opção para 

aumentar a produtividade de feijão-comum. 

Assim como o feijão-comum, o grão-de-bico foi favorecido pela coinoculação. 

Todos os atributos de planta tiveram incremento em relação a inoculação simples 

(Fig. 4). O grão-de-bico é uma excelente fonte proteica, o que a leva a ser a terceira 

leguminosa mais produzida no mundo (OLIVEIRA et al., 2017; VO et al., 2021). 

Porém, estudos envolvendo a seleção de rizóbios mais eficientes na FBN ainda 

devem ser conduzidos, pois a taxa de fixação é de 70kg de N ha-1, o que não é 

suficiente para suprir a demanda da planta por N. Além disso, é cultivada 

principalmente e em regiões semiáridas, onde há uma grande propensão à estresse 

hídrico e condições climáticas extremas, o que afeta drasticamente a capacidade 

dos rizóbios em se estabelecer e fixar nitrogênio (BENJELLOUN et al., 2021; 

NASCIMENTO et al., 2012). Os resultados do presente trabalho demonstram a 

importância de mais estudos, pois a coinoculação é capaz de aumentar o N da arte 

aérea e a produtividade de grãos. 

 No cultivo de feijão-mungo em casa de vegetação, não houve diferença 

significativa no número e massa seca de nódulos, mesmo assim o N foliar e a massa 

seca da raiz tiveram um incremento de 49% e na massa seca de parte aérea, um 

incremento de 15% quando coinoculado com RPCP (Fig. 4). Esses resultados 

indicam um efeito direto na promoção de crescimento. Ou seja, a coinoculação não 
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interfere na simbiose entre rizóbio e planta, mas é capaz de favorecer o 

desenvolvimento radicular e consequentemente o desenvolvimento da parte aérea 

e aquisição de N pela planta. 

 

4.2 O efeito da inoculação de rizóbios e rizobactérias promotoras de 

crescimento de plantas e o sinergismo entre eles. 

 

A coinoculação com as RPCP estudadas causaram em geral, efeito positivo 

no desenvolvimento de leguminosas (Fig. 3). Azospirillum e Pseudomonas, foram 

capazes de aumentar todos os atributos de planta em relação à inoculação simples 

com rizóbios, em ambas as condições experimentais. De maneira geral, estirpes de 

Pseudomonas seguidas de Bacillus foram as mais eficientes em promover o 

crescimento de plantas leguminosas. Para o sucesso de uma RPCP como 

promotora de crescimento, além dos mecanismos como produção de substâncias 

reguladoras de crescimento, disponibilização de nutrientes e controle biológico, ela 

deve ser capaz de sobreviver e se estabelecer no ambiente após a inoculação, onde 

irá competir por espaço e substrato com a microbiota autóctone (CHAUHAN et al., 

2015). Pseudomonas e Bacillus são os gêneros microbianos mais bem estudados 

como promotores de crescimento de planta, juntamente com o gênero Azospirillum, 

que tem sido utilizado no cultivo de diversas espécies de gramíneas (ARZANESH 

et al., 2011; HAHN et al., 2013; HUNGRIA et al., 2010; SANTOS et al., 2019, 2020). 

Os nossos dados mostraram a partir do número de publicações, que também são 

os gêneros mais explorados em estudos de coinoculação em leguminosas, e 

confirmam o sucesso no sinergismo entre rizóbio e PGPR. 

Bactérias do gênero Serratia não aumentam a produtividade de grãos de 

leguminosas, porém apresentam efeito positivo na produção de massa seca de 

parte aérea (aumento de 14%), assim como o gênero Streptomyces (aumento de 

13%) (Fig. 5). A biomassa vegetal é o principal produto no cultivo de plantas 

forrageiras, principalmente para alimentação animal. Logo, o uso de métodos 

capazes de aumentar o seu rendimento de forma econômica e ecologicamente 

eficiente, como é o caso da utilização de inoculantes microbianos, são cada vez 

mais empregados na forragicultura, juntamente com o consórcio de plantas e a 
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diversificação via rotação (HUNGRIA et al., 2021). Pesquisas anteriores 

demonstram essas estratégias, além de aumentar o rendimento produtivo, são 

capazes de melhorar a qualidade da forragem (FINGER; BUCHMANN, 2015; 

HUNGRIA et al., 2021; SCHAUB et al., 2020).  

Devido ao número de dados, a coinoculação com Enterobacter foi avaliada 

apenas em casa de vegetação. Os resultados mostraram que não houve efeito nos 

atributos relacionados à simbiose, mas a coinoculação com Enterobacter foi capaz 

de aumentar a biomassa da parte aérea e da raiz, assim como o N da parte aérea 

(Fig. 5). Benjelloun et al. (2021), demonstraram que o efeito a campo é ainda mais 

expressivo. Eles avaliaram a coinoculação de Mesorhizobium ciceri com Bacillus 

sp. e Enterobacter aerogenes em grão-de-bico em um experimento de campo e 

verificaram que a combinação de M. ciceri e E. aerogenes foi capaz de aumentar 

em mais de 270% a nodulação, 192% o peso seco da parte aérea e 242% o 

rendimento de grãos de grão-de-bico em relação a inoculação simples 

(BENJELLOUN et al., 2021). 

Avaliando como o efeito rizóbios influenciam na coinoculação, obtivemos 

resultados positivos (Fig. 6). A coinoculação nos tratamentos inoculados com 

Bradyrhizobium e Mesorhizobium foi capaz de aumentar em 67% e 65% o N foliar 

em casa de vegetação, já em campo, esse efeito foi menos expressivo: 5% e 10%, 

respectivamente. É comum que haja essa diferença no tamanho do efeito, pois em 

casa de vegetação há menos interferência de fatores externos, como eventos 

climáticos adversos e a própria interação com a microbiota nativa (RUBIN et al., 

2017), sendo uma estratégia importante para se avaliar como o rizóbio e a RPCP 

interagem entre si em estudos de coinoculação. 

Em relação ao rendimento de grãos, a coinoculação com os gêneros 

Mesorhizobium e Rhizobium responderam melhor em comparação à coinoculação 

com o gênero Bradyrhizobium (Fig. 6). Isso é coerente com os demais dados do 

trabalho, pois o gênero Bradyrhizobium é principalmente utilizado no cultivo de soja, 

que foi a planta menos responsiva a coinoculação, comparando com as demais (Fig. 

4).  
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4.3 Os fatores ambientais influenciando a coinoculação. 

 

Devido ao valor de n, apenas os dados de cultivos em casa de vegetação 

foram avaliados para as condições de estresse (Fig. 7). Apesar disso, os dados 

demonstram que a coinoculação com RPCP é capaz de atenuar condições 

desfavoráveis para o cultivo de plantas (doenças, seca, presença de metais 

pesados e salinidade), pois há um incremento nos atributos de plantas em todas as 

condições. Em uma meta-análise, Rho et al. (2018) demonstraram que organismos 

endofíticos são capazes de atenuar efeitos estressantes, independente da planta e 

do tipo de estresse causado. Devido aos múltiplos mecanismos de promoção de 

crescimento de plantas expressados pelas RPCP, elas são capazes atenuar 

situações potencialmente estressantes para as plantas. 

Em condições de doença, além de atenuar o efeito negativo de patógenos, a 

coinoculação é capaz de causar um incremento em massa seca de parte aérea e 

número e massa seca de nódulos (Fig. 7). A massa seca de raiz foi o único atributo 

de planta que não apresentou incremento em relação a inoculação simples sob 

doença. Isso é explicável, pois um dos mecanismos utilizados pelas PGPR para a 

supressão de organismos patogênicos é a produção de HCN. Esse gás, além de 

ser tóxico para os patógenos, também é relatado na literatura como potencialmente 

tóxico para o desenvolvimento radicular (NADEEM et al., 2014; RUDRAPPA et al., 

2008; SIDDIQUI et al., 2006). Além disso, quando há a produção de auxinas pelas 

PGPR além da demanda requerida pela planta, seu efeito pode ser deletério, 

inibindo a divisão e elongação celular nas raízes (BISWAS et al., 2000; NADEEM et 

al., 2014). 

Rubin et al. (2017), avaliaram o efeito de RPCP em condições de seca em 

diferentes grupos funcionais de plantas e o resultado foi positivo, incluindo em 

plantas leguminosas. No presente trabalho, em condições de seca, a massa seca 

da parte aérea, da raiz e de nódulos foi aumentada em relação ao tratamento não 

inoculado (Fig. 7). A utilização de RPCP em condições de seca favorece a produção 

de massa seca, pois há a produção de substâncias como os exo-polissacarídeos 

(EPS), que são responsáveis por aumentar a capacidade de retenção de água no 

solo na região rizosférica (NASEEM; BANO, 2014; TIMMUSK et al., 2014). Por esse 
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motivo, o desenvolvimento da planta é favorecido pelos múltiplos mecanismos de 

promoção de crescimento, mesmo que haja déficit hídrico (TITTABUTR et al., 2013; 

VURUKONDA et al., 2016).  

A salinidade é a condição que apresenta a melhor resposta a coinoculação 

(Fig. 7). Provavelmente, a inoculação conjunta de rizóbios e PGPR, além de 

promover o crescimento de forma direta pelos mecanismos de promoção de 

crescimento, melhora a relação simbiótica entre rizóbio e leguminosa e a atividade 

enzimática na região rizosférica (KUMAWAT et al., 2021). Além disso, o principal 

mecanismo utilizado pelas PGPR na indução de resistência à salinidade é a redução 

da produção endógena de etileno pela planta. Isso ocorreria porque essas bactérias 

produzem ACC desaminase, que degrada o ACC à amônia e alfa-cetobutirato, 

interrompendo a produção de etileno (GLICK, 2014). Esse hormônio é conhecido 

como o “hormônio do estresse”, sendo responsável pela senescência da planta. O 

efeito positivo demonstrado no presente trabalho é uma importante evidência, já 

que a salinidade afeta mais de 100 milhões de hectares ao redor do mundo, o que 

equivale a 20% das terras cultiváveis (GUPTA; PANDEY, 2019), causados por altas 

temperaturas, falta de água, água de irrigação salina ou um mal manejo de irrigação 

(PLAUT et al., 2013). 

 Na coinoculação em presença de metais pesados, todos os atributos de 

planta tiveram incremento em relação à inoculação simples (Fig. 7), diferente do 

que foi relatado por Franco-Franklin et al. (2021), em uma meta-análise que avaliou 

o efeito de bactérias endofíticas em plantas expostas a metais pesados. Os autores 

sugerem que os benefícios podem ser específicos para alguns hospedeiros e 

também são dependentes do nível de estresse ao que a planta é submetida 

(FRANCO-FRANKLIN et al., 2021). Na presença de metais pesados há uma maior 

produção de nódulos pela planta, porém a massa seca desses nódulos permanece 

igual ao tratamento com inoculação simples. O etileno é um dos principais inibidores 

de nodulação em leguminosas (YUHASHI et al., 2000). Por esse motivo, a 

coinoculação favorece a produção de nódulos através da produção de ACC 

desaminase pelas PGPR, pois interrompe a produção excessiva de etileno que 

ocorre devido à exposição ao metal pesado (NASCIMENTO et al., 2016; 

SUBRAMANIAN et al., 2015).  
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Em relação aos atributos químicos de solo, de uma forma geral, há um efeito 

positivo da coinoculação, independente da condição à que as plantas são expostas 

(Fig. 8). O pH do solo é um fator determinante para estruturação da comunidade 

microbiana do solo, pois apesar da grande maioria dos organismos do solo 

apresentarem o pH ótimo entre 5,5 e 6,5, há uma seleção dos organismos tolerantes 

em função da faixa de pH em que se encontram (MSIMBIRA; SMITH, 2020). Além 

disso, à medida que se diferenciam as faixas de pH, são alterados muitos outros 

fatores bioquímicos do solo, que tornam praticamente impossível de se analisar o 

efeito do pH isoladamente (ROUSK et al., 2009). No presente estudo, a 

coinoculação foi benéfica independente da faixa de pH, mas na produtividade de 

grãos o efeito foi mais pronunciado em pH>7 (Fig. 8). O principal efeito da 

alcalinidade do solo para a as plantas é a baixa disponibilidade da maioria dos 

micronutrientes, assim como o P, que é precipitado em forma de fosfatos de cálcio 

(RASHID; RYAN, 2004). A grande maioria dos solos alcalinos se encontram em 

regiões áridas do mundo, que ocorrem em decorrência do acúmulo de carbonatos 

e bicarbonatos, devido à insuficiência de precipitação para lixiviar esses sais. Sendo 

assim, a alcalinidade é um efeito secundário da seca (MSIMBIRA; SMITH, 2020). 

Nesse caso, nossos resultados mostram que a utilização da coinoculação pode ser 

uma alternativa para cultivo de plantas em regiões áridas, já que fornece além da 

resistência ao estresse hídrico, um melhor desempenho no crescimento relacionado 

também a alcalinidade que ocorre em decorrência da falta de água. Uma hipótese 

para a maior produtividade em pH>7, é que essas bactérias resistentes à 

alcalinidade expressam sua capacidade como promotoras de crescimento de 

plantas e com isso, disponibilizam nutrientes via solubilização, como por exemplo 

P, Zn, e Fe, que são os nutrientes que tem a disponibilidade para as plantas afetada 

em solos alcalinos. 

No geral, independente do modo de cultivo, as maiores respostas da planta 

foram observadas em solos com baixo teor de C orgânico (COS), principalmente 

número de nódulos e rendimento de grãos (Fig. 8). Diferente do relatado por 

Barbosa et al. (2021), na meta-análise sobre coinoculação em soja, que não 

encontrou diferença em produtividade de grãos em função do teor de carbono 

orgânico do solo. O COS é considerado um dos principais indicativos de qualidade 
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do solo. Pode afetar propriedades químicas, físicas e biológicas do solo e tem um 

importante papel nas funções de solos agrícolas, como ciclagem de nutrientes, 

formação de agregados, retenção de água e substrato para a manutenção da 

biodiversidade (BONGIORNO et al., 2019; BÜNEMANN et al., 2018). A interação 

planta-microrganismo pode impactar consideravelmente a dinâmica da MOS na 

rizosfera. Inclusive no “efeito priming” da rizosfera, que está relacionado com a 

atividade das raízes e também a ação dos microrganismos decompondo 

rizodepósitos e o carbono prontamente disponível da MOS (HAMER; 

MARSCHNER, 2005; HUO et al., 2017).  

Em relação ao N total do solo, a coinoculação foi benéfica para os atributos 

de planta, tanto no campo quanto em casa de vegetação (Fig. 8). Em casa de 

vegetação, houve uma melhor resposta no número de nódulos e massa seca de 

raiz, quando o N total foi ≤0,6%, diferente do que ocorreu no campo. Uma hipótese 

para isso é de que a campo, os rizóbios inoculados nem sempre conseguem 

expressar seu potencial simbiótico devido à competição que ocorre com a 

microbiota nativa presente no solo, resultando em uma baixa eficiência na fixação 

de N2 (HAN et al., 2020; MENDOZA-SUÁREZ et al., 2021). 

De uma forma geral, os resultados comprovam que a combinação de rizóbios 

e outras bactérias rizosféricas são altamente eficientes para a promoção de 

crescimento de plantas e redução da utilização de insumos químicos, que são 

ambiental e economicamente onerosos. Além disso, a coinoculação é uma 

estratégia eficiente para situações ambientalmente desfavoráveis, a qual oferece 

proteção para a planta, como também é capaz de oferecer um incremento produtivo 

em biomassa e grãos. Algumas lacunas do conhecimento sobre o assunto ainda 

precisam ser preenchidas, como os mecanismos bioquímicos e moleculares da 

interação tripla entre planta, rizóbio e PGPR, bem como avaliar interações com a 

microbiota autóctone, sejam elas positivas ou negativas. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 Os resultados mostram que em termos gerais, a coinoculação é mais 

eficiente que a inoculação, sendo que o efeito em casa de vegetação é maior que 

em campo. Todas as leguminosas são beneficiadas pela prática da coinoculação, 

sendo a soja a leguminosa menos responsiva à prática. Em relação a rizobactéria 

utilizada na coinoculação, todos os gêneros bacterianos avaliados foram benéficos. 

A coinoculação é mais eficiente que a inoculação em condições de estresse como 

presença de doença, condições de seca, na presença de metais pesados e 

principalmente em condições de salinidade. Além disso, os resultados mostram que 

independente da condição biogeoquímica do solo ou substrato, a coinoculação é 

mais eficiente. 
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CAPÍTULO V – Estudo 3: Efeito da inoculação e coinoculação de 

bactérias produtoras de AIA e ACC desaminase no 

desenvolvimento de mudas Acacia mearnsii 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A área de floresta plantada do estado do Rio Grande do Sul representa 

atualmente 11% da silvicultura do país, sendo responsável por 18% da área 

plantada do país de pinus (Pinus spp.), 9% de eucalipto (Eucalyptus spp.) e 100% 

da área plantada de acácia-negra (Acacia mearnsii) (AGEFLOR, 2020). A acácia-

negra é uma leguminosa originária da Austrália e foi introduzida no estado no ano 

de 1918 (HIGA et al., 2009). Desde então, é cultivada para três grandes finalidades: 

extração de tanino da casca e da madeira, produção de carvão e cavacos para 

celulose (HIGA et al., 2009; MORA, 2002). A área cultivada era de 75,9 mil hectares 

em 2020, mas já chegou a mais de 200 mil hectares no ano de 2008 (AGEFLOR, 

2020).  

A produção de mudas de acácia-negra no Brasil ainda é na sua maioria, feita 

a partir de sementes, pois estudos visando o melhoramento genético de acácia-

negra tiveram início apenas na década de 1980 (FOELKEL, 2008; MORA et al., 

2001). Atualmente, empresas e viveiros comerciais obtêm parte das sementes a 

partir de APS (área de produção de sementes) e PSM (pomar de sementes por 

muda) (ENGEL, 2017; MORA et al., 2001). Porém, boa parte da área plantada ainda 

é proveniente de sementes coletadas em formigueiros, diretamente nos plantios, 
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gerando desuniformidade e diversos problemas fitossanitários (CHAN et al., 2015; 

FOELKEL, 2008). 

Mais recentemente, a produção de mudas de acácia-negra de origem clonal, 

vem sendo vista como uma alternativa para a obtenção de plantios mais 

homogêneos e produtivos, devido a um material genético de melhor qualidade 

(ENGEL, 2017). Dentre os métodos de propagação vegetativa, a propagação por 

estaquia e miniestaquia, são os mais utilizados na silvicultura. Um dos principais 

entraves para a que se estabeleça a utilização da propagação clonal em acácia-

negra, é o baixo percentual de enraizamento, já que varia de 30 a 50% quando 

utilizada a auxina sintética AIB (ácido indol-butírico) (ENGEL, 2017; SALLES, 2014).  

As auxinas são uma das principais classes de hormônios envolvidos na 

rizogênese de plantas, e por esse motivo, estão entre as mais bem estudadas na 

propagação assexuada, tanto as de origem endógena quanto as de origem exógena 

(COSTA et al., 2013). Outro hormônio com importante papel em propagação 

vegetativa, é o etileno, não só por estar ligado à biossíntese e transporte de auxina, 

mas também pelo efeito negativo que pode causar de forma direta (QIN et al., 2019). 

Isso acontece, pois o estresse causado devido ao corte do material a ser propagado, 

desencadeia a produção exacerbada de etileno endógeno, o que influencia 

negativamente, tanto na multiplicação quando no alongamento de raízes (COSTA 

et al., 2013). Além disso, o etileno pode estimular uma superprodução de auxina, 

que em concentrações altas, também pode suprimir a rizogênese (BISWAS et al., 

2000).  

 Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas são amplamente 

estudadas devido ao seu papel do desenvolvimento vegetal, tanto no crescimento 

radicular, quanto de parte aérea (biomassa, forragem, grãos, etc) (GROVER et al., 

2021). Dentre os principais mecanismos ligados a promoção de crescimento de 

plantas por rizobactérias, a produção de hormônios é um dos mais importantes e a 

produção de AIA é um dos mais estudados. A inoculação com bactérias produtoras 

de AIA é capaz de estimular o crescimento radicular, modificar a arquitetura das 

raízes, aumentar a biomassa e consequentemente, aumentar a produtividade das 

culturas agrícolas (ARKHIPOVA et al., 2019; SANTOS et al., 2019, 2020). Em 

leguminosas, a coinoculação com bactérias produtoras de AIA aumenta a produção 
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de nódulos na planta e antecipa a nodulação, resultando em um maior rendimento 

de grãos (CAMERINI et al., 2008; GROVER et al., 2021; MISHRA et al., 2010).  

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) são também 

conhecidas pela regulação da produção do etileno (hormônio produzido em excesso 

em condições de estresse), pela atividade da enzima ACC (amino-ciclopropano 

carboxílico) desaminase, que é capaz de degradar o seu precursor imediato (o ACC) 

(GAMALERO; GLICK, 2015). Além de auxiliar a planta a tolerar condições de 

estresse, bactérias produtoras de ACC desaminase também aumentam a produção 

de nódulos em algumas leguminosas, além de favorecer o alongamento radicular e 

absorção de nutrientes (CEDEÑO-GARCÍA et al., 2018; CONFORTE et al., 2010). 

 Muito se sabe sobre a importância da utilização de inoculantes a base de 

RPCP para o aumento da produtividade de culturas agrícolas ao redor do mundo, 

principalmente em países em desenvolvimento (GROVER et al., 2021). Porém, 

quando se fala em silvicultura, o conhecimento ainda é muito limitado e se encontra 

em fase exploratória (MONTEIRO et al., 2019). Diante disso, o presente estudo 

apresenta duas hipóteses. A primeira, que bactérias isoladas do microbioma 

radicular de acácia-negra que apresentam capacidade de produzir AIA e ACC 

desaminase, influenciam positivamente na morfogênese radicular de microestacas 

de acácia-negra. A segunda hipótese, que a inoculação e a coinoculação de 

bactérias promotoras de crescimento de plantas isoladas do sistema rizosférico em 

conjunto com rizóbios eficientes na fixação biológica de nitrogênio promovem o 

crescimento de mudas seminais de acácia-negra.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Interação de bactérias isoladas no microbioma rizosférico de acácia negra, 

com plântulas da mesma espécie  

 

Sementes escarificadas fornecidas pela empresa Tanac SA foram 

desinfestadas (álcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de sódio 2% por dois 

minutos e cinco lavagens sucessivas com água destilada estéril) e pré-germinadas 

em papel filtro em temperatura ambiente, com água esterilizada. Em seguida, as 

sementes germinadas e saudáveis foram colocadas em tubos de ensaio de 25 cm 

de comprimento e 2,4 cm de diâmetro, contendo meio de cultura de tecidos MS, 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962) diluído a 75% da concentração de sais, com adição 

de 7,5 g de ágar (previamente esterilizado em autoclave). 

Os isolados bacterianos selecionados utilizados foram: 21N, 33N, 52K, 77J 

e 81L, conforme descrito no capítulo 2. Em cada tubo, foi inoculado 1 mL de 

suspensão bacteriana contendo concentração conhecida de células, ajustada para 

1,4.107 UFC mL-1 em média. Além dos tratamentos inoculados, foi conduzido um 

tratamento controle sem inoculação.  

Os tubos foram dispostos em um lampadário com fotoperíodo de 12 horas, 

com lâmpadas de LED específicas para cultivo protegido em temperatura ambiente. 

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 10 

repetições. O crescimento das plantas foi acompanhado por um período de 45 dias. 

Após esse período, as plantas foram retiradas dos tubos e determinados os 

parâmetros morfológicos das plantas, como número de segmentos nodais, altura, 

comprimento da raiz principal, comprimento total de raízes e número de raízes 

secundárias.  

 

2.1.1 Avaliação da capacidade de colonização em plantas de Acacia mearnsii  

Os isolados também foram avaliados quanto à capacidade de colonizar a 

rizosfera pela técnica de Rep-PCR, conforme Reyes-Castillo et al. (2019). Para isso, 
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fragmentos de raízes e parte aérea foram utilizados, após avaliação dos parâmetros 

morfológicos.  

Para avaliar a capacidade de colonização endofítica dos isolados, os 

fragmentos de planta foram desinfestados superficialmente pela imersão em álcool 

70% por 30 segundos, seguido de imersão em hipoclorito de sódio (2,0%) por 60 

segundos e após, sete lavagens sucessivas em água destilada esterilizada. Após, 

foram fracionados em pedaços menores, dispostos em placas de Petri contendo 

meio LM e incubados por 72 horas a 28°C. Já para avaliar a capacidade de 

colonização superficial, os fragmentos foram apenas lavados em água destilada 

esterilizada, fracionados e dispostos em placas de Petri contendo meio LM e 

incubados por 72 horas a 28°C. 

As colônias bacterianas desenvolvidas a partir dos fragmentos foram 

reinoculadas em novas placas e sujeitas às mesmas condições de crescimento 

mencionadas acima. Cada tratamento foi conduzido em triplicata para análise 

molecular. O DNA foi extraído utilizando-se o Kit Wizard® (Promega Corporation), 

conforme instruções do fabricante. Também foram extraídos os DNAs dos isolados 

utilizados no experimento, a partir das culturas puras do banco de isolados, como 

tratamento controle. 

Os DNAs genômicos das amostras foram caracterizados pela técnica de 

Rep-PCR que amplifica regiões conservadas e repetitivas do DNA cromossômico 

(VERSALOVIC et al., 1994). O primer utilizado nas reações foi o BOX A1R (5'-CTA 

CAA CGG GCT GAC GGC GAC G-3 ') e a amplificação foi realizada com o kit para 

PCR GoTaq® Master Mix (Promega Corporation), de acordo com as instruções do 

fabricante. Durante a reação, os ciclos empregados foram: um ciclo inicial a 95°C 

por 7 minutos, 40 ciclos que intercalam desnaturação a 94°C por 1 minuto, 1 minuto 

de anelamento a 53°C, e extensão a 65°C por 8 minutos e um ciclo de extensão 

final a 65°C por 16 minutos. 

Os produtos de amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose 1%, em cuba horizontal com tampão TBE 0,5X. Como padrão de peso 

molecular foi utilizado o 1kb DNA Ladder (Promega Corporation). A visualização dos 

fragmentos foi realizada em transiluminador de luz ultravioleta e documentada por 

imagem. 
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2.2 Avaliação do enraizamento de microestacas de acácia-negra, submetidas 

a inoculação de bactérias isoladas do microbioma rizosférico da mesma 

espécie  

 

 Os isolados 21N, 33N e 52K, produtores de AIA e ACC desaminase foram 

avaliados quanto ao potencial de enraizamento de microestacas in vitro.  

 Sementes escarificadas fornecidas pela empresa Tanac SA, foram 

desinfestadas e germinadas em frascos estéreis contendo algodão embebido em 

solução mineral MS 50% (MURASHIGE; SKOOG, 1962). Um mês após a 

germinação, os epicótilos foram cortados, contendo duas gemas cada, e 

transferidos para frascos, contendo 40 mL de meio de cultura MS diluído a 75% e 

adição de 7,5g de ágar, com pH ajustado para 5,8 (QUOIRIN et al., 2001). Cada 

frasco recebeu um explante. 

A inoculação com os isolados foi realizada utilizando-se uma alíquota de 0,2 

mL do inóculo por frasco, com concentração celular conhecida de 2,1 108 UFC mL-

1. O inóculo constituiu-se de uma suspensão contendo o isolado e solução salina 

(NaCl 0,85%). 

O experimento foi conduzido durante 60 dias. Foi utilizado um delineamento 

inteiramente casualizado, com cinco repetições, constituídos por 10 frascos cada. 

Além dos tratamentos inoculados, também foi conduzido um tratamento controle 

sem inoculação.  

As avaliações foram realizadas após 60 dias, quando foram avaliados os 

percentuais de sobrevivência, enraizamento, brotamento e comprimento total de 

raízes. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e teste de 

comparação de médias (Tukey, 5%) e teste t (5%), nas análises que constituíam 

dois tratamentos. 
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2.3 Avaliação da eficiência simbiótica de rizóbios de Acacia mearnsii 

 

Foram avaliados quanto à eficiência simbiótica as estirpes recomendadas 

para a cultura (SEMIA 6163 e SEMIA 6150) além da SEMIA 6390 recomendada 

para Acacia decurrens, obtidas da coleção de estirpes SEMIA (Seção de 

Microbiologia Agrícola), da extinta Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária 

(FEPAGRO), atual Departamento de Diagnóstico e Pesquisa Agropecuária (DDPA), 

da Secretaria Estadual da Agricultura, Pecuária e Desenvolvimento Rural do estado 

do Rio Grande do Sul. 

 O experimento foi conduzido em casa de vegetação do Departamento de 

Solos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em Porto Alegre/RS, no 

período de abril a julho de 2018, totalizando 90 dias. Foram utilizados vasos 

“Leonard” (VINCENT, 1970) contendo uma mistura composta por vermiculita e areia 

na proporção de 2:1, no compartimento superior e solução nutritiva específica para 

acácia, calculada com base na solução nutritiva com produtos comerciais utilizada 

no viveiro da empresa Tanac SA (Apêndice 3), sem adição de nitrogênio no 

compartimento inferior. Os vasos foram previamente esterilizados em autoclave 

durante duas horas a 120°C. Em cada vaso foram semeadas quatro sementes de 

acácia-negra, desinfestadas (conforme descrito no item 5.2.1) e pré-germinadas em 

papel filtro em estufa a 28° C. Posteriormente foi feito o desbaste, deixando apenas 

duas plantas por vaso. 

A inoculação dos isolados foi realizada utilizando-se uma alíquota de 2 mL 

do inóculo por vaso, em uma concentração celular média de 5.108 UFC mL-1. O 

inóculo constitui-se de uma suspensão contendo o isolado e solução salina (NaCl a 

0,85%). 

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 15 

repetições por tratamento. Além dos tratamentos inoculados, também foram 

conduzidos dois tratamentos controles sem inóculo: sendo um sem adição de 

nitrogênio e outro com adição de nitrogênio (NH4NO3) via solução nutritiva, com 

dosagem equivalente à recomendação para a cultura (equivalente a 40 kg ha-1 de 
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N) (SBCS, 2016). A solução nutritiva foi renovada duas vezes por semana durante 

todo o experimento.  

Ao final do experimento, foram avaliados o diâmetro do colo e comprimento 

da haste principal. A raiz foi separada da parte aérea e então, os nódulos radiculares 

foram destacados e contados. Após isso, as amostras foram acondicionadas em 

sacos de papel e secas em estufa a 65°C com ventilação forçada durante cinco 

dias. Após a secagem, foram medidas a produção de matéria seca da parte aérea, 

massa seca dos nódulos e massa seca da raiz.  

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e teste de 

comparação de médias (Tukey, 5%). O isolado com melhor desempenho, foi 

selecionado para o estudo de coinoculação com as bactérias isoladas do 

microbioma rizosférico de acácia-negra. 

 

2.4 Efeito da inoculação e coinoculação de rizóbios e bactérias promotoras de 

crescimento em mudas de Acacia mearnsii 

 

 Foram conduzidos dois experimentos, um para avaliar o efeito da inoculação 

dos isolados na promoção de crescimento de mudas de acácia-negra e outro 

visando avaliar o efeito da coinoculação dos isolados em conjunto com a estirpe 

SEMIA 6163. 

Ambos os experimentos foram conduzidos na casa de vegetação do 

Departamento de Solos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em Porto 

Alegre/RS. Foram utilizados vasos “Leonard” (VINCENT, 1970) contendo uma 

mistura composta por vermiculita e areia na proporção de 2:1, no compartimento 

superior e solução nutritiva para acácia, sem adição de nitrogênio no compartimento 

inferior. Os vasos com substrato foram previamente esterilizados em autoclave 

durante duas horas a 120°C. Em cada vaso foram semeadas quatro sementes de 

acácia-negra, desinfestadas e pré-germinadas em papel filtro em estufa a 28° C. 

A inoculação dos isolados, foi realizada utilizando-se uma alíquota de 2 mL 

do inóculo de rizóbio e 1 mL do inóculo de rizobactéria por vaso, ambos em uma 
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concentração celular média de 7,5.109 UFC. O inóculo foi composto por uma 

suspensão contendo o isolado e solução salina (NaCl 0,85%). 

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, com 5 repetições 

por tratamento no experimento de inoculação e 10 repetições por tratamento no 

experimento de coinoculação. Para o experimento de inoculação, todos receberam 

adição de nitrogênio (NH4NO3) via solução nutritiva duas vezes por semana, com 

dosagem equivalente à recomendação para a cultura (equivalente a 40 kg ha-1 de 

N) (CQFS, 2016) e foi conduzido um tratamento controle com N e sem inoculação. 

No experimento de coinoculação, não houve adubação nitrogenada e um 

tratamento sem inoculação e sem adição de N foi conduzido. A solução nutritiva da 

base do vaso Leonard foi renovada semanalmente durante todo o experimento.  

Ao final do experimento, foram avaliados o diâmetro do colo, o comprimento 

da haste principal e o número de folhas. Na raiz, os nódulos radiculares foram 

destacados e contados. Após isso, as amostras foram acondicionadas em sacos de 

papel e secos em estufa a 65°C, com ventilação forçada durante cinco dias. Após a 

secagem, foram medidas a produção de matéria seca da parte aérea, massa seca 

dos nódulos e massa seca da raiz.  

Os dados obtidos foram submetidos à avaliação de homoscedasticidade e 

normalidade, pelos testes de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. Quando 

atendido os pressupostos, os dados foram submetidos a análise de variância 

(ANOVA) e teste de média de Tukey (5%). 

  



80 
 

 

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 Interação de bactérias isoladas no microbioma rizosférico de acácia-negra, 

com plântulas da mesma espécie 

 

 O resultado da inoculação das bactérias do microbioma rizosférico sob o 

crescimento de plântulas seminais de acácia-negra, são apresentados na tabela 12. 

Houve diferença significativa no número de segmentos nodais, sendo o tratamento 

inoculado com 77J, o com menor número de segmentos nodais e o tratamento 

inoculado com 21N, o com maior número. Nos demais parâmetros, não foram 

observadas diferenças.  

 

Tabela 12 – Atributos de plantas de acácia-negra cultivadas in vitro, inoculadas com 
bactérias isoladas do microbioma radicular de plantas da mesma espécie. 

Isolado 
NSN1 Altura CRP2 CTR3 NRS4 

  ---------------- cm ----------------   

21N 5,15 5,86 10,4 ab7 33,0 ab 25,5 a 

33N 4,9 5,5 11,3 ab 37,0 a 23,5 ab 

52K 4,8 6,5 12,6 a 47,2 a 22,5 ab 

77J 3,8 4,7 5,9 b 13,8 b 12,7 b 

81L 4,0 5,4 6,0 b 26,6 ab 18,8 ab 

Controle 4,7 6,2 10,4 ab 33,4 ab 20,0 ab 

P 0,044 0,48 0,005 0,003 0,033 

F ou H 11,200 4,497 4,924 5,400 3,136 
1 Número de segmentos nodais; 2 Comprimento da raiz principal; 3 Comprimento total de raízes; 4 
Número de raízes secundárias; 5,6 Atributos avaliados pelo teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, 
por não atenderem os pressupostos da ANOVA, sendo que para NSN apresentou diferença 
significativa entre os tratamentos à 5% de probabilidade de erro e para Altura, não houve diferença 
significativa; 7 Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna, não diferem entre si pelo teste 
de médias de Tukey, ao nível de probabilidade de erro de 5%. 

 

 Quando avaliada a capacidade de interação das bactérias, observou-se que 

os isolados 21N e 33N não foram capazes de colonizar plântulas de acácia-negra, 

tanto no rizoplano quanto endofiticamente (Figura 9). O isolado 52K não 

apresentaram capacidade endofítica em plântulas de acácia-negra, mas foi capaz 

de habitar o rizoplano. Os isolados 77J e 81L apresentaram capacidade de colonizar 

as plântulas no rizoplano e endofiticamente. 
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Figura 9 – Avaliação da capacidade endofítica e rizosférica de bactérias isoladas 
do microbioma rizosférico de acácia-negra, em plântulas de origem seminal 
cultivadas in vitro. pb: pares de base; End.: Endofítico; Riz.: Rizosférico.  
 

3.2 Avaliação do enraizamento de microestacas de acácia-negra, submetidas 

a inoculação de bactérias isoladas do microbioma rizosférico da mesma 

espécie 

 

 Quando avaliada a capacidade de enraizamento de microestacas de acácia-

negra, a inoculação com o isolado 33N foi deletéria à sobrevivência das 

microestacas (Figura 10a). A inoculação com os isolados 21N e 33N foi prejudicial 

aos demais parâmetros, pois não ouve enraizamento (Figura 10b) e brotamento 

(Figura 10c). A inoculação com o isolado 52K apesar de promover o enraizamento, 

não apresentou diferença do controle (Figura 10b), mas tanto na presença de novas 

brotações (Figura 10c), quando no comprimento total de raízes (Figura 10d), a 

inoculação com 52K foi superior ao tratamento controle. 

 



82 
 

 

 

 

Figura 10 – Efeito da inoculação de bactérias produtoras de AIA e ACC desaminase 
isoladas do microbioma rizosférico de acácia-negra no enraizamento de 
microestacas de acácia-negra. a: Sobrevivência (%), médias seguidas das mesmas 
letras não diferem entre si pelo teste de Tukey (F = 25, p < 0,001). b: Enraizamento 
(%), ns = não ouve diferença significativa pelo teste t (p = 0,07). c: Presença de 
novas brotações (%), * = a diferença foi significativa pelo teste t (p = 0,03). d: 
Comprimento total de raízes (cm), * = a diferença foi significativa pelo teste t (p = 
0,02). 
 

3.3 Avaliação da eficiência simbiótica de rizóbios de Acacia mearnsii 

 

 O tratamento N+ foi o mais eficiente, quando comparado com os demais 

tratamentos, em todos os atributos de planta (Tabela 13). O diâmetro do colo das 

mudas de acácia-negra inoculadas com as estirpes foi semelhante ao do tratamento 

controle N- e inferior ao do tratamento controle N+. Quando avaliada a altura das 

mudas, aquelas inoculadas com as estirpes SEMIA 6163 e a SEMIA 6150 foram 

superiores a SEMIA 6390 e ao controle N-, porém foram inferiores ao tratamento 

controle N+.  
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Tabela 13 – Eficiência simbiótica de SEMIAs em plantas de acácia-negra, cultivadas 
em casa de vegetação por 90 dias 

Tratamento 
DC1 Altura MSPA2 MSR3 MSN4** 

NN5* 
Mm Cm ----------- mg ----------- 

N+ 2,0 a6 11,3 a 621,9 a 240,0 a - - 

SEMIA 6163 1,1 b 7,5 b 194,7 b 45,9 b 22,3 26 

SEMIA 6150 1,1 b 7,5 b 109,8 bc 45,5 b 16,7 31 

SEMIA 6390 1,0 b 5,5 c 39,0 c 42,6 b 0 0 

N- 0,7 b 5,6 c 34,6 c 25,3 b - - 

P <0,000 <0,000 <0,000 <0,000 0,002 0,027 

F 10,226 45,800 77,867 69,031   
1 DC – Diâmetro do colo; 2 MSPA – massa seca da parte aérea; 3 MSR – massa seca da raiz;    
4 MSN – massa seca dos nódulos; 5 NN – Número de nódulos; 6 Médias seguidas pela mesma letra 
na mesma coluna, não diferem entre si pelo teste de médias de Tukey, ao nível de probabilidade de 
erro de 1%; **Diferença significativa a 1%, pelo teste T; *Diferença significativa a 5%, pelo teste T. 

 

A massa seca da parte aérea das mudas foi o que apresentou maior 

variabilidade entre os tratamentos. Sendo que o melhor tratamento foi o controle 

N+, seguido do tratamento inoculado com a SEMIA 6163, que foi igual ao tratamento 

inoculado com a SEMIA 6150, sendo que este último não diferiu do inoculado com 

a SEMIA 6390 e o tratamento controle N-. Na massa seca da raiz, o tratamento 

controle N+ foi o mais eficiente, sendo que os tratamentos SEMIA 6163, SEMIA 

6150 e SEMIA 6390, não diferiram estatisticamente do tratamento controle N 

(Tabela 13). 

 Quanto aos nódulos, o tratamento inoculado com SEMIA 6163 teve maior 

massa seca que o inoculado com SEMIA 6150, mas quando avaliado o número de 

nódulos, o tratamento SEMIA 6150 foi superior ao inoculado com SEMIA 6163. O 

tratamento inoculado com a SEMIA 6390 não foi capaz de formar nódulos em raízes 

de mudas de acácia-negra, apenas pequenas protuberâncias que demonstravam a 

iniciação da nodulação, porém sem ter avançado desta etapa. 

 Devido ao desempenho, a SEMIA 6163 foi a estirpe selecionada para o teste 

de coinoculação em casa de vegetação, com as bactérias isoladas do microbioma 

rizosférico de acácia-negra. 
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3.4 Promoção de crescimento de mudas de acácia-negra pela inoculação de 

bactérias produtoras de AIA e ACC desaminase isoladas do microbioma 

rizosférico de plantas da mesma epécie 

 

 A altura foi o único atributo de planta em que a inoculação dos isolados 

bacterianos causou influência (Tabela 14). O tratamento inoculado com o isolado 

52K apresentou maior altura de planta em relação ao controle. Os demais isolados 

não apresentaram efeito significativo nos atributos de planta, quando comparados 

ao controle.  

 

Tabela 14 – Efeito da inoculação de bactérias do microbioma rizosférico de acácia-
negra no crescimento de mudas de acácia-negra, cultivadas em casa de vegetação 
por 120 dias 

Tratamento 
NSN1 Altura DC2 MSPA3 MSR4 

  Cm Mm G 

21N 18 42, 0 b5 3,5 3,423 1,239 

33N 17 45,6 b 3,8 3,117 1,230 

52K 18 49,8 a 3,9 3,298 1,437 

Controle 17 42,1 b 3,5 3,119 1,264 

P 0,195 0,0038 0,296 0,677 0,401 

F 1,691 5,774 1,302 0,513 1,018 
1 NSN – número de seguimentos nodais; 2 DC – Diâmetro do colo; 3 MSPA – massa seca da parte 
aérea; 3 MSR – massa seca da raiz; 5 Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna, não 
diferem entre si pelo teste de médias de Tukey, ao nível de probabilidade de erro de 1%; 
 

3.5 Promoção de crescimento de mudas de acácia-negra pela coinoculação 

de bactérias produtoras de AIA e ACC desaminase isoladas do microbioma 

rizosférico dda mesma espécie, em conjunto com a SEMIA6163 

 

 Na avaliação da coinoculação em casa de vegetação, apenas a coinoculação 

com o isolado 33N apresentou diferença no atributo massa seca da parte aérea, em 

relação ao tratamento controle (somente com a SEMIA 6163) (Tabela 15). Nos 

demais atributos não houve diferença significativa. 
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Tabela 15 – Efeito da coinoculação de bactérias do microbioma rizosférico de 
acácia-negra e SEMIA 6163 no crescimento de mudas de acácia-negra, cultivadas 
em casa de vegetação por 120 dias 

Tratamento 
NSN1 Altura DC2 MSPA3 MSR4 MSN5 NN6 MPN 

 ----- cm ----- ------------ g ------------  mg nod-1 

S6163 + 21N 14 33,5 3,0 1,963 b8 0,671 0,145 153 1,276 

S6163 + 33N 15 34,4 3,0 2,161 a 0,761 0,183 149 1,356 

S6163 + 52K 15 34,1 3,1 2,082 b 0,695 0,197 165 1,301 

S6163 15 33,1 2,9 1,720 b 0,577 0,188 158 1,261 

p 0,856 0,944 0,543 0,083 0,144 0,176 0,968 0,991 

F 0,257 0,127 0,730 2,471 1,958 1,767 0,085 0,035 
1 NSN – número de seguimentos nodais; 2 DC – Diâmetro do colo; 3 MSPA – massa seca da parte 
aérea; 4 MSR – massa seca da raiz; 5 MSN – massa seca de nódulos; 6 NN – número de nódulos; 7 
MPN – massa por nódulo; 8 Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna, não diferem entre 
si pelo teste de médias de Tukey, ao nível de probabilidade de erro de 10%; 
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4 DISCUSSÃO 

 

4.1 Influência do nível de interação bacteriana na rizosfera e o seu efeito na 

micropropagação 

 

 Para classificar bactérias de solo rizosférico como rizobactérias promotoras 

de crescimento de plantas, além de apresentar características de interesse, como 

os mecanismos de promoção de crescimento de plantas, essas bactérias devem 

interagir e causar algum efeito positivo ao desenvolvimento das mesmas através da 

expressão desses mecanismos (KHAN et al., 2020). Ao avaliar a interação das 

bactérias isoladas do microbioma rizosférico de acácia-negra em plântulas da 

mesma espécie, houve uma grande variabilidade nos dados, não havendo diferença 

na maioria dos atributos (Tabela 12). O único atributo de planta que apresentou 

diferença estatística, foi o número de segmentos nodais, em que a inoculação com 

o isolado 21N apresentou o maior número de segmentos nodais e a inoculação com 

o isolado 77J, apresentou o menor número de segmentos nodais, sendo inferior ao 

tratamento controle, logo apresentando efeito deletério, assim como a inoculação 

com o isolado 81L. 

 Sabe-se que tantos as bactérias endofíticas quanto as rizosféricas podem 

interagir positivamente com o desenvolvimento de plantas, já que o microbioma 

rizosférico é modulado pelas plantas, que recrutam bactérias capazes de resistir a 

diferentes condições de estresse ambiental e que são capazes de causar algum 

efeito benéfico ao seu desenvolvimento (ABEDINZADEH et al., 2019). Diferente 

disso, os isolados 77J e 81L foram os que apresentaram capacidade de colonizar a 

planta tanto de forma endofítica quanto no rizoplano (Figura 9), porém não foram 

benéficos ao desenvolvimento das plântulas de acácia-negra (Tabela 12). O isolado 

52K não foi capaz de colonizar a planta endofiticamente, mas apresentou 

capacidade de colonizar o rizoplano. Apesar de não haver diferença significativa em 

relação ao tratamento controle, a inoculação com o isolado 52K apresentou um 

incremento nos atributos de raiz como o aumento do comprimento da raiz principal 
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(incremento de 17%) e do comprimento total de raízes (incremento de 29%) (Tabela 

12).  

A capacidade de enraizamento de microestacas foi avaliada pela inoculação 

dos isolados 21N, 33N e 52K, que além de apresentarem as características 

desejáveis como promotores de crescimento e enraizamento (produção de AIA e 

ACC desaminase), não apresentaram efeito negativo em nenhum dos atributos de 

plantas, quando avaliada a interação com plântulas seminais (Tabela 12). Apesar 

disso, os isolados 21N e 33N foram prejudiciais ao desenvolvimento das 

microestacas de acácia-negra (Figura 10). A inoculação com 33N afetou 

negativamente a sobrevivência, sendo o único tratamento em que houve morte de 

microestacas (Figura 10a).  

Não houve enraizamento nos tratamentos inoculados com os isolados 21N e 

33N (Figura 10b). Muitos fatores podem ter influenciado nesse efeito negativo. Um 

deles, é que esses isolados apresentam maior produção de AIA que o isolado 52K 

(Tabela 1), o que pode ter causado um efeito inibitório ao enraizamento. Segundo 

Kerbauy (2019), a quantidade de auxina requerida para o enraizamento é variável 

de acordo com a fase organogenética. Na fase de indução, a concentração 

requerida de auxina é alta, pois ela age na sinalização da iniciação e divisão celular 

para a formação meristemática. Após a formação do primórdio radicular, a alta 

concentração de AIA se torna inibitória, sendo ela reduzida substancialmente pela 

enzima AIA-oxidase, trazendo a concentração de AIA endógeno, para a faixa 

necessária ao alongamento do primórdio radicular. Por esse motivo, o AIA exógeno 

bacteriano que continua a ser produzido, pode ter causado esse efeito inibitório ao 

enraizamento (YU et al., 2017). Além disso, as microestacas inoculadas com o 

isolado 21N, apesar de não terem enraizado, apresentaram a iniciação de 

primórdios radiculares (dados não mostrados), o que pode ter ocorrido devido ao 

estímulo inicial do AIA bacteriano. Outro fator determinante, é o fato do isolado 52K 

ter capacidade de colonizar o rizoplano de acácia-negra enquanto os isolados 21N 

e 33N, apesar de terem sido isolados do ambiente rizosférico, não apresentam essa 

interação direta (Figura 9). Pelo ambiente rizosférico ser altamente competitivo, 

organismos que apresentam algum nível de colonização, seja no interior do tecido 
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ou na superfície da planta, apresentam vantagens na relação microrganismo-planta 

(SANTOYO et al., 2016), o que foi confirmado no presente estudo. 

A ausência de um meristema apical não limitou a formação de raízes 

adventícias em microestacas de eucalipto expostas à auxina exógena (FOGAÇA; 

FETT-NETO, 2005). O mesmo foi observado no presente trabalho, já que os 

tratamentos controle e inoculado com 52K apresentaram enraizamento das 

microestacas e a presença de novas brotações. O tratamento inoculado com 52K 

foi superior ao controle em relação à presença de novas brotações (Figura 10-c) e 

ao comprimento total de raízes (Figura 10-d). Um dos principais hormônios 

envolvidos na formação de novas brotações é a citocinina, sendo necessária uma 

alta relação citocinina:auxina para que ocorra tanto o enraizamento quanto a 

iniciação de novas brotações (GEORGE et al., 2008). Logo, uma hipótese para o 

bom desempenho do isolado 52K na formação de novas brotações e no 

comprimento de raízes é que além de produzir auxinas, o mesmo também 

apresenta a capacidade de produzir citocininas, como já foi relatado em diversos 

gêneros bacterianos (GARCIA SALAMONE et al., 2006). Esse resultado é uma 

importante descoberta, já que é a primeira vez que a utilização de bactérias é 

testada à nível de micropropagação em espécies florestais. Anteriormente, Muniz 

et al. (2013) obtiveram resultados promissores com a inoculação de rizóbios 

simbiontes de Adesmia latifolia sob o enraizamento de porta-enxertos de macieira 

Marubakaido (Malus prunifolia) micropropagados, onde a inoculação com cepa 

EEL16010B teve efeito significativo sobre a taxa de enraizamento, comprimento e 

número de raízes e biomassa fresca. Ikeda et al. (2019), avaliaram o efeito da 

inoculação de um produto comercial à base de Azospirillum brasilense (Ab-v5 e Ab-

v6) sobre o enraizamento de miniestacas de Acacia mearnsii, e observaram que os 

tratamentos inoculados (com 100% e 50% da dose recomendada) não 

apresentaram diferença em relação ao tratamento controle. Os autores atribuíram 

esse resultado ao tempo de exposição ao inóculo, já que as miniestacas tiveram os 

cortes imersos ao inoculante por 15 minutos. Mais estudos que avaliem o efeito da 

inoculação em miniestacas e estacas em substrato, são passos importantes para 

elucidação de como essa interação ocorreria em ambiente não axênico.  
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4.2 Efeito da inoculação e coinoculação na produção de mudas de acácia-

negra 

 

A última etapa desse estudo, visou avaliar e efeito da inoculação e 

coinoculação dessas rizobactérias no desenvolvimento inicial de mudas seminais 

de acácia-negra em casa de vegetação. Para isso, realizou-se a seleção da estirpe 

recomendada mais eficiente para o estudo de coinoculação. Nesse experimento de 

eficiência simbiótica, nenhum dos tratamentos inoculados foi tão eficiente quanto o 

tratamento controle com 100% da dose de nitrogênio. As plantas inoculadas com 

SEMIA 6163 e SEMIA 6150 se mostraram superiores em altura e a SEMIA 6163 na 

massa seca da parte aérea, em relação ao tratamento controle sem adição de 

nitrogênio, sendo esta última selecionada para o experimento de coinoculação. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Vargas et al. (2007), em 

experimento visando avaliação da inoculação de rizóbios em mudas de Acacia 

mearnsii, onde nenhum dos tratamentos inoculados foi tão eficiente quanto o 

tratamento controle N+, nem mesmo uma das estirpes recomendadas (inclusive a 

SEMIA 6163). 

 Assim como no experimento que avaliou a capacidade de promover o 

enraizamento de microestacas, no experimento de inoculação em casa de 

vegetação, o isolado 52K foi capaz de causar efeito positivo ao desenvolvimento 

das mudas seminais de acácia-negra, levando a um incremento em altura em 

relação ao controle (Tabela 14). Monteiro et al. (2017), avaliaram a inoculação de 

um produto comercial composto por diversas RPCP (Bacillus, Pseudomonas, 

Nitrobacter, Nitrossomonas e Streptomyces) para a produção de mudas e 

Eucalyptus benthamii e verificaram que o tempo em viveiro foi reduzido de 150 para 

90 dias (tempo para que a muda atinja 20 cm, altura ideal de plantio da espécie a 

campo). Mudas que apresentam crescimento em altura mais rápido, além de 

apresentarem a vantagem de reduzir o tempo no viveiro, são menos afetadas por 

situações de estresse na fase inicial da implantação à campo (MONTEIRO et al., 

2017). Um estudo que avaliou a influência de Azospirillum lipoferum no crescimento 

de Myracrodruon urundeuva (que é uma arbórea nativa do Cerrado e Caatinga 
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brasileiros) sob estresse hídrico, mostrou que a inoculação aumentou o 

comprimento de raízes em 30%, o peso seco de raízes em 50% e de parte aérea 

em 34%, conferindo às plantas uma maior tolerância à seca (OLIVEIRA et al., 2018). 

 Em culturas agrícolas, a coinoculação já é uma prática usual. No Brasil, há a 

recomendação para a cultura da soja, com as estirpes Ab-v5 e Ab-v6, pertencentes 

à espécie Azospirillum brasilense (GARCIA et al., 2021; SANTOS et al., 2021) e em 

outras culturas, apresenta resultados promissores em estudos de campo (SOUZA; 

FERREIRA, 2017; FILIPINI et al., 2021; GABRE et al., 2020; LEITE et al., 2022; 

ROUSK et al., 2009; STEINER et al., 2020b; STEINER et al., 2019). Neste sentido, 

a coinoculação com bactérias isoladas do microbioma rizosférico de acácia-negra 

em conjunto com a estirpe com melhor desempenho no experimento de inoculação 

foi avaliada e os resultados se mostraram diferentes do experimento de inoculação 

simples (Tabela 15). A coinoculação com o isolado 52K (que apresentou bons 

resultados no experimento de enraizamento de microestacas e no experimento de 

mudas sob inoculação simples) não diferiu do controle em nenhum dos atributos de 

planta enquanto a coinoculação com 33N, isolado produtor de AIA e ACC 

desaminase, aumentou a massa seca da parte aérea. Resultados semelhantes 

foram encontrados por Elkoca (2010), que observaram que a inoculação combinada 

de forma dupla ou tripla de Rhizobium, B. subtilis e B. megaterium, não foram 

significativas na produção de feijão, quando comparadas com a inoculação simples. 

Essa variabilidade de respostas que ocorre entre inoculação e coinoculação, 

ressaltam a necessidade de estudos que visem a seleção baseada em combinações 

que apresentem um sinergismo entre rizóbio e RPCP (KORIR et al., 2017). 
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5 CONCLUSÕES 

 

 Os resultados demonstram que a ação das bactérias isoladas do microbioma 

rizoférico de acácia-negra como promotoras de crescimento vegetal, podem ser ou 

não capazes de colonizar o tecido da planta, tanto interna como externamente. Na 

microestaquia e na inoculação simples em mudas seminais em casa de vegetação, 

o isolado que apresenta capacidade de colonização do rizoplano, é o que causa 

incremento ao desenvolvimento das plantas (isolado 52K). No entanto, quando 

coinoculado, não expressa o mesmo potencial, sendo o isolado 33N o isolado que 

apresenta sinergia na inoculação composta. 
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CAPÍTULO VI - CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 A partir da bioprospecção de bactérias isoladas do microbioma rizosférico, 

foram obtidos dois isolados da espécie Bacillus megaterium (21N e 33N) e três 

pertencentes ao gênero Pseudomonas (51K, 77J, 81L). Esses isolados mostraram-

se capazes de produzir AIA (21N, 33N, 52K e 77J), ACC desaminase (21N, 33N, 

52K e 77J) e HCN (52K, 77J e 81L). Por esse motivo, foram selecionados para 

avaliação do efeito, a partir da sua inoculação em plantas. Ao avaliar o efeito sob a 

germinação em condições de estresse, o isolado 81L se mostrou eficiente em 

aumentar parâmetros de germinação de acácia-negra e também de capim-sudão. 

 Apesar de serem isolados do microbioma rizisférico de acácia-negra, os 

isolados 21N e 33N não foram capazes de colonizar plântulas da mesma espécie. 

Enquanto o isolado 52K apresentou capacidade de colonização do rizoplano e os 

isolados 77J e 81L mostrara-se capazes de colonizar as plântulas tanto interna, 

quanto externamente. Quando avaliada a inoculação em microestacas de acácia-

negra, foi obtido um importante resultado, quando verificou-se que a inoculação com 

52K foi capaz de aumentar o percentual de microestacas com novas brotações e 

também o comprimento total de raízes. Quando inoculado em plantas de origem 

seminal em casa de vegetação, assim como no enraizamento, isolado 52K foi capaz 

de causar um incremento em altura em relação ao tratamento controle. Estudos em 

casa de vegetação, que visem avaliar o efeito da inoculação em miniestacas e 

estacas, são passos importantes para avaliar o efeito da inoculação desse isolado 

in vivo. 

O estudo de meta-análise, mostrou que a coinoculação é benéfica em 

leguminosas, independente da espécie. Podendo ser uma valiosa estratégia em 
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cultivos agrícolas, já que é uma ferramenta biotecnológica útil para a redução da 

utilização de insumos químicos, inclusive em condições ambientalmente 

estressantes. Quando avaliada a coinoculação em conjunto com a estirpe SEMIA 

6163, o isolado 33N aumentou a massa seca da parte aérea em relação à 

inoculação simples com a SEMIA 6163. Esses dados mostram a importância de se 

avaliar o sinergismo entre as bactérias em estudos de coinoculação, já que os 

efeitos positivos evidenciados em estudos de inoculação, podem ser anulados.  
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APÊNDICE 1 

Relação de bactérias isoladas da região rizosférica de Acacia mearnsii  

Isolado Município Gram Crescimento LM Latitude Longitude 

1A Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18") 

2N Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18") 

3N Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18") 

4N Cristal + - (-31°03'41") (-52°02'18") 

5N Jaguarão - - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

6N Cristal + - (-31°03'41") (-52°02'18") 

7N Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

8N Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18") 

9N Jaguarão - - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

10N Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

11N Cristal + - (-31°03'41") (-52°02'18") 

12N Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

13N Cristal + - (-31°03'41") (-52°02'18") 

14N Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

15N Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18") 

16N Cristal + - (-31°03'41") (-52°02'18") 

17N Jaguarão + - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

18N Jaguarão - - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

19N Jaguarão + - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

20N Jaguarão - - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

21N Jaguarão + + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

22A Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

23N Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

24N Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

25N Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18") 

26A Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

27N Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18") 

28N Cristal + - (-31°03'41") (-52°02'18") 

29N Jaguarão - - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

30N Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

31N Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

32N Jaguarão - - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

33N Jaguarão + + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

34K Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18") 

35K Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

36K Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

37K Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18") 

38K Jaguarão - - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

Continua... 
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Continuação 

39K Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

40K Jaguarão - - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

41K Jaguarão + - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

42K Jaguarão + - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

43K Jaguarão - - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

44K Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18") 

45K Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

46K Cristal + - (-31°03'41") (-52°02'18") 

47K Cristal + - (-31°03'41") (-52°02'18") 

48K Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

49K Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

50K Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

51K Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

52K Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18") 

53K Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18") 

54K Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

55k Jaguarão + - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

56K Jaguarão - - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

57K Jaguarão + - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

58K Jaguarão + - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

59K Jaguarão - - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

60K Jaguarão - - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

61K Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

62K Cristal + - (-31°03'41") (-52°02'18") 

63K Cristal + - (-31°03'41") (-52°02'18") 

64K Cristal + - (-31°03'41") (-52°02'18") 

65K Jaguarão - - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

66K Jaguarão - - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

67K Jaguarão + - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

68A Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

69K Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

70A Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18") 

71K Jaguarão + - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

72K Jaguarão + - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

73K Jaguarão + - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

74K Jaguarão - - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

75K Cristal  + - (-31°03'41") (-52°02'18") 

76K Jaguarão - - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

77J Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18") 

78J Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18") 

Continua... 
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Continuação 

79J Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18") 

80J Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

81L Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

82L Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

83L Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

84L Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

85L Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

86L Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

87L Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

88L Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

89L Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

90L Cristal - + (-31°03'41") (-52°02'18") 

91L Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

92L Jaguarão - - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

93L Jaguarão + - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

94L Jaguarão - - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

95L Cristal + - (-31°03'41") (-52°02'18") 

96L Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

97L Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

98L Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

99M Jaguarão + - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

100M Cristal + - (-31°03'41") (-52°02'18") 

101M Cristal + - (-31°03'41") (-52°02'18") 

102M Cristal - - (-31°03'41") (-52°02'18") 

103M Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

105M Jaguarão - + (-32°16'34'') (-53°19'19'') 

106M Jaguarão + - (-32°16'34'') (-53°19'19'') 
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APÊNDICE 2 

Lista de artigos utilizados na coleta de dados da Meta-análise 

Artigo Revista Ano Autor País 
Co-inoculation Effect of Rhizobia and Plant 
Growth Promoting Rhizobacteria on Common 
Bean Growth in a Low Phosphorus Soil 

Frontiers in 
Plant Science 2017 Korir et al. Kenya 

Effects of co-inoculation of native Rhizobium and 
Pseudomonas strains on growth parameters and 
yield of two contrasting Phaseolus vulgaris L. 
genotypes under Cuban soil conditions 

European 
Journal of Soil 
Biology 2014 Sánchez et al. Cuba 

Co-inoculation integrated with P-enriched 
compost improved nodulation and growth of 
Chickpea (Cicer arietinum L.) under irrigated and 
rainfed farming systems 

Biology and 
Fertility of Soils 2014 Shahzad et al. Pakistan 

Isolation and characterization of endophytic non-
rhizobial bacteria from root nodules of alfalfa 
(Medicago sativa L.) 

Botanica 
Serbica 2009 Stajkovic et al. Serbia  

Effects of soybean co-inoculation with plant 
growth promoting rhizobacteria in field trial 

Romanian 
Biotechnological 
Letters 2018 

Marinkovic et 
al. Serbia  

Effects of coinoculation of Rhizobium with plant 
growth promoting rhizobacteria on the nitrogen 
fixation and nutrient uptake of Trifolium repens in 
low phosphorus soil 

Journal of plant 
nutrition 2019 Matse et al. Taiwan 

The Vicia sativa spp. nigra - Rhizobium 
leguminosarum bv. viciae symbiotic interaction is 
improved by Azospirillum brasilense Plant and Soil 2012 Star et al. Israel 
Evaluation of plant growth-promoting traits of 
Burkholderia and Rhizobium strains isolated 
from Amazon soils for their co-inoculation in 
common bean 

African Journal 
of Microbiology 
Research 2013 Longatti et al. Brazil 

The use of microorganisms as bio-fertilizers in 
the cultivation of white lupine Open Chemistry 2019 Sulewska et al. Poland 
A nodule endophytic Bacillus megaterium strain 
isolated from Medicago polymorpha enhances 
growth, promotes nodulation by Ensifer medicae 
and alleviates salt stress in alfalfa plants 

Annals of 
Applied Biology 2018 

Chinnaswamy 
et al. Spain 

Synergistic interactions between Bradyrhizobium 
japonicum and the endophyte 
Stenotrophomonas rhizophila and their effects 
on growth, and nodulation of soybean under salt 
stress Plant Soil 2016 

Egamberdieva 
et al. China 

Synergistic effect of inoculating plant growth-
promoting Pseudomonas spp. and Rhizobium 
leguminosarum-FB1 on growth and nutrient 
uptake of rajmash (Phaseolus vulgaris L.) 

Archives of 
Agronomy and 
Soil Science 2014 Mishra India 

Endophytic Bacteria Improve Plant Growth, 
Symbiotic Performance of Chickpea (Cicer 
arietinum L.) and Induce Suppression of Root 
Rot Caused by Fusarium solani under Salt 
Stress 

Frontiers in 
Microbiology 2017 

Egamberdieva 
et al. Uzbekistan 

Relationships between pasture legumes, 
rhizobacteria and nodule bacteria in heavy metal 
polluted mine waste of SW Sardinia Symbiosis 2012 

Safronova et 
al. Italy 
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Promotion of growth and metal accumulation of 
alfalfa by coinoculation with Sinorhizobium and 
Agrobacterium under copper and zinc stress PeerJ 2019 Jian et al. China 
Isolation, characterization, and evaluation of 
bacterial root and nodule endophytes from 
chickpea cultivated in Northern India 

Journal of Basic 
Microbiology 2015 Saini et al. India 

Identification and characterization of the 
endophytic plant growth promoter Bacillus 
cereus strain mq23 isolated from sophora 
alopecuroides root nodules 

Brazilian Journal 
of Microbiology 2011 Zhao et al. China 

Isolation and evaluation of endophytic bacteria 
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APÊNDICE 3 

 
Solução nutritiva para Acacia mearnsii 

 

Reagente 
SE1 SE para 1 L SU2 Concentração Final 

g L-1 mL mg L-1 

Macronutrientes    

KH2PO4 22,83 10 228,3 

NH4NO3 60 10 600 

MgSO4 32,46 10 324,6 

KCl 28,6 10 286 

CaCl.H2O 58,66 10 586,6 

Fe EDTA 2,26 10 22,6 

Micronutrientes   

H3BO3 2,86 

10 

28,6 

ZnCl2 0,1 1 

CuSO4.5H2O 0,04 0,4 

Na2Mo4.4H2O 0,02 0,2 
1 Solução estoque; 2 Solução de uso 

 
 
Preparo das soluções estoque 

 

No momento do preparo das soluções, deve-se utilizar vidrarias limpas 

(balões volumétricos, béckeres, bastões) e balança analítica de três casas. 

As soluções estoque dos macronutrientes são preparadas separadamente, 

para cada reagente. Para os micronutrientes, após serem pesados, irão compor 

uma única solução estoque. 

 

 

Preparo da solução de uso (para 1 L de solução)  

 

Em um becker, pipetar as soluções estoque (todas as soluções estoque dos 

macronutrientes e a solução estoque dos micronutrientes) em 500 mL de água 

destilada. Ajustar com água destilada o volume para 1 L. Ajustar o pH para 6,0. 

Esterilizar em autoclave por 20 minutos. 

 




