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RESUMO

Com o objetivo de caracterizar rizébios isolados de nddulos de raiz e caule de
Discolobium spp, uma leguminosa nativa do Pantanal mato-grossense, foram escolhidos
aleatoriamente 10 isolados da colecdo de cultura do Laboratério de Microbiologia do
solo da UFMT. Os pardmetros avaliados foram crescimento em meio YM com
diferentes concentracfes salinas (0%, 1,5% e 3%), diferentes niveis de pH iniciais (6,8,
3,0 e 9,0), em duas temperaturas diferentes (28 e 39 °C) e producdo de muco. De
acordo com as andlises todos os isolados apresentaram tolerancia a salinidade e a
temperatura de 39 °C. O pH alcalino foi mais prejudicial ao crescimento dos isolados
gue o pH acido, o que pode estar relacionado a adaptacédo aos solos acidos.
Palavras-chave: salinidade, pH, temperatura.

ABSTRACT

Physiologic characterization of rhizobia isolates of root and stem nodules of
Discolobium spp.

This study aimed to characterize rhizobia isolates of root and stem nodules of
Discolobium spp., a native legume of Pantanal. Ten isolated rhizobia were randomly
chosen from the culture collection of the Soil Microbiology Laboratory of Federal
University of Mato Grosso. The parameters evaluated were: growth in YM medium
with different salt concentrations (0%, 1.5% and 3%), different initial pH levels (6.8,
3.0 and 9.0), in two different temperatures (28 and 39 °C), and mucus production. The
analyses showed that all isolates were tolerant to salinity and to temperature of 39 °C.
The alkaline pH was more harmful than acidic pH to the growth of isolates, which may
be related to adaptation to acid soils.

Keywords: salinity, pH, temperature.

INTRODUCAO

Embora o Brasil tenha cerca de 2.000 espécies nativas de leguminosas (desde
herbaceas até arbdreas) e, apesar da importancia pratica e econdmica do uso da
associacdo leguminosa-rizobio, poucos estudos sdo realizados quanto aos fatores
fisiolégicos e quimicos dos solos regionais que afetam as bactérias, a planta e a
simbiose entre ambos.

Algumas leguminosas de ocorréncia no Pantanal mato-grossense sdo espécies
conhecidas como hidrofitas tropicais ou subtropicais de pantanos, rios ou margens de
lagos (DREYFUSRGUESLADHA et al., 1992; LOUREIRO et al, 1994; BOIVIN et al.,
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1997), levando & hipdtese de uma adaptacdo evolutiva as condi¢bes de alagamento
(STEGINK & VAUGHN, 1988; SAUR et al. 1998) e a limitacdo de nitrogénio nas
florestas neotropicais de inundacdo sendo capazes de fixar nitrogénio em nddulos de
caule e raiz.

Apesar de fatores como acidez, temperatura elevada e alta concentracdo salina
(SURANGE et al., 1997) normalmente contribuirem para diminuicdo da populacdo de
microrganismos no solo (WOOD, 1995), sabe-se que alguns apresentam mecanismos de
tolerancia a esses fatores (WATKIN et al., 2000). O estudo das caracteristicas culturais
e morfoldgicas dos rizdbios em geral, revela uma ampla diversidade (GRAHAM &
PARKER, 1964), sendo bastante significativos e utilizados na identificacdo taxondmica,
constituindo uma ferramenta poderosa na pesquisa por estirpes onde esses fatores
constituem limitacéo para fixacdo biologica de nitrogénio.

Esses estudos devem ser intensificados para que se compreenda melhor esta
associacdo, a fim de favorecer o aumento da eficiéncia e da viabilidade ecoldgica e
econdmica de sistemas agricolas agroflorestais implantados (MARTINS et al., 1997).

Assim, este trabalho teve por objetivo caracterizar rizobios isolados de
nddulos de raiz e caule de espécies de leguminosas do género Discolobium nativas do
Pantanal.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados isolados de nddulos de raiz e caule de Discolobium spp. da
colecdo de culturas do Laboratério de Microbiologia do Solo da Universidade Federal
do Mato Grosso-UFMT. Depois de escolhidos aleatoriamente dez isolados, sendo cinco
isolados de nodulos de raiz (UFMT- 60, 61, 80, 111 e 113) e cinco isolados de n6dulos
de caule (UFMT- 51, 52, 91, 101 e 112), foi realizada uma repicagem para verificacdo
de pureza em placas contendo meio YMA: extrato de levedura (0,4 g); manitol (10 g);
solucdo 10% K,HPO, e KH,PO, utilizando-se 1 e 4 mL respectivamente; solucdo 10%
MgSQO, 7H,0O e NaCl utilizando-se 2 e 1 mL respectivamente; Azul de Bromotimol
(solugdo 0,5% em 0,2 N KOH) 5 mL; agar-agar 15 g.

Para avaliacdo das caracteristicas tolerancia a salinidade, pH e temperatura
utilizou-se o meio de cultivo liquido YM (sem agar-a4gar) e seu crescimento foi
mensurado a cada 48 horas por densidade dptica (D.O.) a 540 nm, por um periodo de
dez dias. Utilizou-se a média do crescimento durante esse periodo.

Para o primeiro parametro, os isolados foram cultivados em meio YM com
diferentes concentracdes de sal (0, 1,5 e 3 %); para a toleréncia ao pH os isolados foram
cultivados nos seguintes pH’s iniciais de cultivo: 3,0, 6,8 ¢ 9,0. Os isolados possuem a
capacidade de transformar a coloragdo desse meio de acordo com seu crescimento. A
coloracgéo verde do meio indica reacdo neutra; amarela indica reacdo acida e azul indica
basica; para o crescimento em dois niveis de temperatura os isolados foram cultivados
em estufas de crescimento a 28 °C e 39 °C . Trabalhos anteriores sugerem essas
temperaturas como parametro para avaliar esses isolados.

Para producdo de muco, cada isolado foi repicado em meio solido YMA,
tendo sido considerado positivo (+) para isolados que produziram muco e negativo (-)
quando nao foi observado a producéo de muco. O periodo de observacéo foi de 10 dias
de crescimento em estufa a 28 °C. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com dezoito tratamentos e cinco repeticbes. Foram realizados os testes de
homogeneidade, analise de variancia, e o teste de média segundo Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontrados nas avaliagdes referentes ao crescimento microbiano
em diferentes concentracfes salinas sdo apresentados na Tabela 1. Foi observado que os
isolados de nddulos de caule, 91 e 112, foram 0s que tiveram menor crescimento nas
trés concentragdes avaliadas, indicando, provavelmente, que o menor crescimento esteja
relacionado com o isolado. Mesmo assim, o isolado 112, foi o Unico que obteve
crescimento significativo nas concentragdes 1,5 e 3,0%

Apesar do isolado 112 ter sido afetado positivamente pelo aumento da
concentracdo salina, dentre o crescimento dos isolados em geral, as diferentes
concentragOes salinas ndo afetaram significativamente o crescimento dos isolados,
indicando que, provavelmente ha relacdo entre tolerancia in vitro a salinidade e origem
dos microssimbiontes, pois os solos no Pantanal mato-grossense apresentam salinidade
elevada (REZENDE FILHO, 2004).

Tabela 1. Médias do crescimento microbiano (D.0.540nm) em meio liquido YM em
diferentes concentracdes salinas.

[sal%] Isolados de nédulos de caule Isolados de nédulos de raiz
51 52 91 101 112 60 61 80 111 113
0 0,264 aA* 0,230bA 0,063dC 0,260aA 0,105cC 0,276 aA 0,273aA 0,242cA 0,256 bA 0,277 aA
15 0,268aA 0,226 bA 0,084dC 0,241bA 0,166cB 0,275aA 0,233bA 0,239 bA 0,247 bA 0,257 aA
3 0,296 aA 0,206 bA 0,083dC 0,293aA 0,159cB 0,259aA 0,225bA 0,212bA 0,226 bA 0,256 aA

Esses resultados estdo de acordo com Ndbrega et al.(2004), que constataram que
estirpes oriundas do Ceard, de regido também com salinidade elevada, estiveram entre
as mais tolerantes ao estresse salino. Nejidat (2005) também aponta o ecossistema
deserto como fonte potencial para isolamento de bactérias nitrificantes em condicédo
salina.

Shamseldin e Werner (2005), estudando variedades de feijoeiros em solos
salinos e alcalinos concluem que provavelmente a eficiéncia simbidtica estd mais
relacionada com a variacdo de gendtipos dentre as cultivares leguminosas do que as
estirpes de rizébios tolerantes ou adaptadas a salinidade. Porém, de acordo com Freitas
et al. (2007) rizobios nativos isolados de solos salinos, condicdo observada nos solos
pantaneiros (ALMEIDA et al., 2003; REZENDE FILHO, 2004), séo de crescimento
répido, produzem exopolissacarideos e estdo associados a eficiéncia em fixacdo de
nitrogénio.

De acordo com a reagdo de pH em meio YMA, para os isolados de nodulos de
caule (Tabela 2) 60% acidificaram o meio e 80% produziram muco. Quanto aos
isolados de nddulos de raiz, 80% acidificaram o0 meio YMA e, nesse caso, todos
produziram muco. Resultados semelhantes foram encontrados por Martins et al. (1997)
que observaram que a producdo de muco dos isolados estava associada ao crescimento
rapido, sendo a maioria com reacdo acida ao meio YMA.

Alta produgdo de muco (exopolissacarideos) por Bradyrhizobium em YMA
tambem foi observada por Miguel e Moreira (2001) e ainda por Dehio e Bruijn (1992),
afirmando que estirpes de Rhizobium sp. fixadoras de nitrogénio simbiontes dos nédulos
de raizes de arvores leguminosas como a Leucaena leucocephala (leucena) podem
produzir quantidades elevadas de exopolissacarideos em meio contendo manitol como
fonte de carbono. Santos (2006) também afirma que rizébios isolados de nodulos de raiz
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com caracteristicas acidas em meio YMA s&o bons produtores de muco, o que também
foi observado por Barberi et al.(2004).

Tabela 2. Reacdo ao pH e producéo de muco de isolados de nddulos de caule e raiz de
Discolobium spp. em meio s6lido YMA.

Isolados de nodulos de caule Isolados de nodulos de raiz
51 52 91 101 112 60 61 80 111 113
MUCO + + - + + + + + + +

pH acida  acida basica acida neutra acida acida acida  acida neutra

Mudancas na producdo de polissacarideos ja foram reportadas por Kulkami e
Nautiyal (2000), em situacdes em que o pH, concentracdo de oxigénio e pressao
osmotica estavam fora do padrdo ideal para crescimento de espécies do género
Rhizobium.

A producdo de exopolissacarideos também pode estar ligada a sobrevivéncia
desses isolados a fatores ambientais, osmoregulacdo (SPAINK, 2000) e condicdes
estressantes, uma vez que Tittabutr et al. (2006) observaram expressdo de genes
especificos em culturas de Sinorhizobium sp. (=Ensifer sp.) submetidos ao estresse
salino.

Analisando a concentracao salina, é fato que a salinidade dos solos afeta mais a
nodulagdo que a alcalinidade (SHAMSELDIN & WERNER, 2005). Talvez a
combinacéo de fatores como alta concentracdo salina e pH alcalino favoreca a eficiéncia
da fixacdo de nitrogénio realizada por rizobios adaptados ao ambiente salino. Pois,
como afirma Shamseldin e Werner (2005) ha correlacdo positiva entre esses fatores e a
atividade da enzima nitrogenase. Os maiores valores encontrados na fixagdo de
nitrogénio tanto para isolados de nddulos de raiz quanto de caule foram realizados por
rizébios que alcalinizam o meio de cultivo (MARTINS et al., 2001).

Em relacdo ao crescimento em diferentes niveis de pH (Tabela 3), apesar de ter
havido diferencas significativas no crescimento dos isolados tanto de caule quanto de
raiz, em geral, pode-se considerar que todos os isolados sdo tolerantes ao pH é&cido
Porém, estes isolados necessitam ser testados ainda em simbiose para verificar o mesmo
efeito in vitro. Chagas Junior et al. (2009) descreveram isolados tolerantes ao pH 4,5
para isolados de solo da Amazénia. Segundo Martins (2010) alta diversidade genética
nos isolados de rizdbios tolerantes a pH’s baixos pode indicar diferentes mecanismos de
resisténcia a acidez. O pH alcalino prejudicou significativamente o crescimento da
maioria dos isolados avaliados, com excecéo dos isolados de nddulos de caule, 51 que
manteve o crescimento e o isolado 91 que foi favorecido significativamente nesse pH. O
isolado 112, manteve o crescimento igual ao pH controle (6,8) quando cultivado no pH
alcalino. Para os isolados de nodulos de raiz, apenas o isolado 113 manteve o
crescimento nesse pH, todos o0s demais tiveram seu crescimento reduzido
significativamente.

Oliveira e Magalhédes (1999) indicam que estirpes tolerantes, principalmente ao
pH, em solos da AmazoOnia, devem ser testadas devido as diferentes condigdes
encontradas nesse ecossistema. Porém de 31 rizobios, apenas 9 foram tolerantes aos
pH’s 6,5 e 4,5.

Isolados tolerantes a pH alcalino também sdo de interesse. Ao contrario do que
foi encontrado nesse estudo, Surange (1997) observou que dentre as 17 estirpes isoladas
de solos calcareados, todas foram tolerantes ao pH 9 e 3 delas toleraram pH 12.

Apesar da alcalinidade ter sido prejudicial aos isolados desse estudo, a
capacidade da bactéria sobreviver e crescer em pH alcalino é de grande importancia
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especialmente para estudos como associacdo com plantas em nichos extremamente
alcalinos (PADAN et al., 2005).

Tabela 3. Médias do crescimento microbiano (D.0.540nm) em meio liquido YM em
diferentes niveis de pH.

oH Isolados de nddulos de caule Isolados de n6dulos de raiz
51 52 01 101 112 60 61 80 11 113
oy 03932A* 0355 0262 059 0223 o358aA 0343aA 03632A 0338aA 03732A
, 03752A OSA35 0'b3é5 0523 01)3512 0,406 aA 0,323 cB 0,343bA 0,305cB 0,349 bA
o 0340aa O30 094 08I 0201 031748 028708 032128 0,294bB 0,331A

*Médias seguidas de letra minUscula na coluna e maiusculas na linha, ndo diferem entre
si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Variacdes a tolerancia ao pH para a ordem Rhizobiales ja foi observada por
diversos autores, essas variacbes foram de 9,5, 10 (NOUR et al., 1994) até 11
(SHENBAGARATHAI, 1993) dependendo do hospedeiro.

O pH do solo seleciona a populagdo microbiana relacionada com a associagédo
planta-microrganismo. Por esse motivo, apesar da grande quantidade de Rhizobium etli
ser encontrada nos solos brasileiros, raramente sdo isolados dos nodulos da raiz do
feijoeiro, sendo Rhizobium tropici mais comumente encontrado (GRANGE et al.,
2007), indicando, portanto, que os isolados desse estudo provavelmente sdo 0s mais
adaptados as condi¢cdes ambientais da regido do Pantanal.

Segundo Soto et al. (2004) a adicdo de calcério, em areas agricultaveis, acaba
favorecendo essa associa¢do, mas, em geral nesse estudo, os rizobios estdo adaptados a
essa condicdo ambiental.

Em relacdo a temperatura, com excecdo do isolado 101, todos os demais tiveram
crescimento semelhante ou superior quando cultivados a 39 °C(Tabela 4).

Tabela 4. Médias do crescimento microbiano (D.0.) em meio YM em diferentes

temperaturas.
T(°C) Isolados de nddulos de caule Isolados de nédulos de raiz
51 52 91 101 112 60 61 80 111 113

27 0,312bA 0,256cB 0,102eC 0,337aA 0,193dB 0,308 aA 0,260cB 0,223eB 0,244 dB 0,286 bA
39 0,311aA 0,315aA 0,248cB 0,155dB 0,205cB 0,313bA 0,322bA 0,273cA 0,372aA 0,373 aA

*Médias seguidas de letra minudscula na coluna e letra maiuscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade

Os resultados deste trabalho estdo de acordo com a hipdtese de adaptagédo
evolutiva as condic¢Ges de alagamento proposta pelo autor Saur et al. (1998), pois nesse
presente estudo, a temperatura de 39 °C mostrou ser a mais apropriada.

Outra evidéncia da adaptacdo desses isolados a altas temperaturas reside no fato
observado por Graham e Parker (1964), com 79 isolados de Rhizobium do grupo
Medicago onde apenas 8 foram capazes de crescer a temperatura de 39 °C.

Talvez a adaptacdo a temperatura possa estar relacionada com a expressao de
proteinas do choque térmico que ja foram relatadas em diferentes espécies de rizdbios
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conferindo controle da temperatura pela inibicdo da expressdo em temperaturas
fisioldgicas (NOCKER, 2001). Outro trabalho avaliando a expressdo dessas proteinas
foi realizado por Munchabach (1999), onde foi relatada a presenca de pelo menos 12
proteinas em Bradyrhizobium japonicum e diversas outras em diferentes espécies de
Rhizobium.

Fatores abidticos como a temperatura, pH e salinidade interferem positiva ou
negativamente no crescimento de bactérias dependendo de seu aparato genético. Apesar
do efeito sobre a fisiologia do microrganismo ndo estar restrito as proteinas
(CALDWELL, 2000), sdo elas as mais afetadas, pois, fora dos valores 6timos podem vir
a se desnaturar ou ter seu funcionamento limitado.

Assim, o isolamento de culturas puras pode ser uma ferramenta na pesquisa por
rizobios melhores adaptados as diferentes condi¢cbes ambientais como afirmado por
Surange et al. (1997). Esses fatores constituem limitagdes para a fixagdo simbidtica de
nitrogénio e a obtencdo de estirpes adaptadas pode vir a ser uma alternativa para
producdo e recomendacéo de inoculantes.

O comportamento encontrado nos rizobios noduladores de caule respondem as
elevadas temperaturas encontradas na época de inundagdo do Pantanal. Esse fato sugere
que isolados de nodulos de caule estdo adaptados as temperaturas mais altas, e que 0s
isolados de raiz apresentam grande potencial de adaptacdo a temperatura, aspecto
relevante para sobrevivéncia no ambiente pantaneiro.

Maiores estudos fisioldgicos sdo necessarios com isolados nativos do Pantanal
para contribuir no conhecimento acerca desses microssimbiontes e de suas relacbes com
respectivos hospedeiros, pois sO esses estudos poderdo elucidar os fatores que mais
afetam a competitividade ou a capacidade de formar associacdes com altas taxas de
fixacdo de nitrogénio.

O papel da planta Discolobium ndo é discutido ou associado aos resultados
obtidos.

CONCLUSAO

Os isolados de nddulos de caule e de raiz apresentam tolerancia a salinidade e a
temperatura de 39°C indicando adaptacéo as condi¢des do Pantanal.

O pH alcalino foi mais prejudicial ao crescimento dos isolados nesse estudo do
que o pH acido, demonstrando adaptacéo aos solos acidos.
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