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Caracteriza¢do morfofisiologica de isolados de rizobios provenientes
de solos acidos da Amazénia Central

Os rizdbios, além de fixarem o nitrogénio atmosférico, possuem capacidade de solubilizar fosfatos insoluveis e produzir o acido indolacético (AIA). Esses
microrganismos representam alternativas vidveis para a produgdo agricola sustentavel na Amazonia. Este trabalho teve como objetivo realizar a caracterizagdo
morfofisiolégica de isolados de rizdbios proveniente de solos acidos da regido de Manaus. Foram obtidos 22 isolados provenientes de raizes de leguminosas
tropicais, sendo que 100% dos isolados mostraram-se tolerantes a acidez, e a maioria (86%) cresceu satisfatoriamente em meio alcalino. Isso indica que os isolados
sdo bastante versateis com relagdo ao pH do solo. Todos os isolados foram sensiveis ao aluminio trocavel (2 cmolc dm-3). Apenas nove isolados (41%) foram
capazes de solubilizar o fosfato de célcio e nenhum solubilizou o fosfato de aluminio. Em relagdo a produgdo de AlA, 52% foram capazes de sintetizar esse
metabdlito em meio com triptofano e tiveram a produgdo classificada entre baixa (38%) e média (52%). A partir da analise de cluster foi possivel identificar 5
grupos distintos de rizébios com 80% de grau de similaridade, evidenciando elevada diversidade morfofisioldgica. Alguns isolados da mesma planta apresentam
diferengas marcantes quanto as suas caracteristicas.

Palavras-chave: Tolerancia a acidez; Fosfatos insoltveis; Acido indolacético; Fixacdo bioldgica do nitrogénio.

Morphophysiological characterization of rhizobia isolates from acid
soils of Central Amazonia

In addition to fixing atmospheric nitrogen, rhizobia has the ability to solubilize insoluble phosphates and produce indolacetic acid (AIA). These microorganisms
represent viable alternatives for sustainable agricultural production in the Amazon. This work aimed to carry out the morphophysiological characterization of
rhizobia isolates from acidic soils in the region of Manaus. 22 isolates were obtained from roots of tropical legumes, with 100% of the isolates being tolerant to
acidity, and the majority (86%) grew satisfactorily in an alkaline medium. This indicates that the isolates in terms of soil pH are quite versatile. All isolates were
sensitive to exchangeable aluminum (2 cmolc.dm-3). Only nine isolates (41%) were able to solubilize calcium phosphate and none solubilized aluminum phosphate.
Regarding the production of AIA, 52% were able to synthesize this metabolite in medium with tryptophan and had the production classified between low (38%)
and medium (52%). From the cluster analysis it was possible to identify 5 distinct groups of rhizobia with 80% similarity, showing high morphophysiological diversity.
Some isolates from the same plant have marked differences in their characteristics.
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INTRODUGAO

A agricultura praticada por pequenos produtores na regido Amazobnica, é carente de recursos
apropriados ao seu pleno desenvolvimento, uma vez que se dispde de pouquissima tecnologia, e segundo
Homma et al. (2014) é baixa a contribuicdo de pequenos produtores no contexto da produgdo agricola
regional, que esta perdendo a participa¢do absoluta e relativa com o avan¢o de grandes monocultivos. A
pequena producao rural local necessita de recursos para aumentar a sua produgao e superar as dificuldades
impostas pelas condi¢Ges naturais, sociais, econdmicas e ambientais da regido. Entre os obstaculos de ordem
natural esta a baixa fertilidade dos solos da regido, cuja maioria é composta pelos Latossolos e Argissolos
(CAMPOS et al., 2012). Neste contexto, o nitrogénio e o fosforo sdo dois elementos essenciais para a planta
e de dificil aplicacdo como fertilizantes pelos agricultores regionais, devido ao alto custo e dificuldades de
transporte. No entanto, alguns microrganismos do solo, que se associam as raizes das plantas, podem torna-
las menos dependentes de adubos quimicos permitindo, assim, uma economia desses insumos e, a0 mesmo
tempo, maior produtividade dos solos.

A utilizacdo de microrganismos que apresentem potencialidades para aplica¢cdes biotecnoldgicas,
com o intuito de reduzir as dificuldades na producdo de alimentos na regido, diminuindo os custos na
producdo ao disponibilizar nutrientes essenciais as culturas agricolas e ajudando a superar a problematica da
acidez e baixa fertilidade dos solos, € uma alternativa para a Amazdnia. A utilizagado de rizdbios na agricultura
traz inUmeros beneficios, tornando possivel reducdes de custos e de impactos ambientais (GUALTER et al.,
2011). Tendo-se o conhecimento das potencialidades biotecnoldgicas de microrganismos presentes nos solos
da regido poderd se fazer o uso dos mesmos para fins agricolas e, consequentemente, melhorar a
produtividade regional.

Dentre os microrganismos estdo as bactérias noduliferas dos géneros Rhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium, Azorhizobiume e Bradyrhizobium (genericamente designados por rizébia), que fixam o
nitrogénio atmosférico tornando-o disponivel para as plantas e para o ecossistema (COSTA et al., 2013;
JARAMILLO et al., 2013). A fixacdo bioldgica do nitrogénio atmosférico é importante na substituicdo da
adubacdo nitrogenada em diversas partes do mundo (KUMAWAT et al., 2015; PADILLA et al., 2007; DEGEFU
et al., 2018; OGEGA et al., 2018), bem como na Amazénia (HARA et al., 2019; CHAGAS JUNIOR et al., 2010).

Alguns trabalhos tém confirmado a versatilidade dos rizébios quanto aos servigos ecolégicos
manifestados em sistemas agricolas. Além de fixarem o nitrogénio atmosférico na associagdo com
leguminosas, podem atuar como estimuladores de crescimentos de diversas culturas ndo leguminosas como
o arroz, segundo Yanni et al. (2010); Osdrio Filho et al. (2014), o milho, o trigo e a canola, conforme Hahn et
al. (2014). Vivendo endofiticamente, os rizébios podem estimular o crescimento das plantas, devido a
producdo de substancias hormonais (BISWAS et al., 2000), podem contribuir de forma indireta na nutri¢ao
de plantas através da solubilizacdo de fosfatos insoltiveis (MONTEIRO et al., 2018), e ainda possuem potencial
de serem aproveitados em processo biotecnolégicos como produtores de enzimas amiloliticas (FERNANDES

et al., 2012).
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De acordo com Giongo et al. (2008), dentre os fatores que afetam a diversidade de rizébios no solo
estudos apontam que o pH, solos argilosos e matéria organica sdao os principais limitantes, de modo que o
pH é o principal fator que afeta a diversidade, sendo que solos argilosos com matéria organica exercem
menor influéncia negativa na diversidade de tais microrganismos. Encontrar bactérias tolerantes a fatores
estressantes pode ser um ponto chave para o sucesso de sistemas agroflorestais na Amazoénia. Alguns
trabalhos tém relatado a capacidade de isolados de rizdbios oriundos de solos da Amazénia em tolerar a
acidez e altos niveis de aluminio trocavel (HARA et al., 2005; HARA et al., 2007; CHAGAS JUNIOR et al., 2010).
Essa tolerancia das estirpes a fatores estressantes do solo como acidez e elevados teores de aluminio podem
ser fundamental para suas sobrevivéncias em solos acidos e intemperizados, como os de terra firme da
Amazonia. Estirpes especificas, com a capacidade de superar tais condicdes, precisam ser selecionadas para
uso em inoculantes (ANUAR et al., 1995; WANI et al., 1995), principalmente aquelas isoladas de solos onde
o fator estressante predominou (ROSSUM et al., 1994).

A diversidade morfoldgica de rizdbios nativos isolados de ndédulos radiculares de Leguminosas
cultivadas em solos dcidos da Amazdnia é de suma importancia, sendo uma fonte de recursos genéticos para
selecdo de isolados adaptados as diversas condi¢cdes. Os estudos taxondmicos através de ferramentas
moleculares permitiram nos ultimos anos mudangas na taxonomia dos rizdbios e identificacdo de novos
grupos de bactérias capazes de induzir nddulos em leguminosas (CHEN et al., 2005). Entretanto, a avaliacdo
das caracteristicas culturais e morfoldgicas é o primeiro passo para a identificagdo de novos grupos
taxondmicos de microrganismos e é muito Util em laboratérios que ndo tém acesso a tecnologias mais caras,
pois essas avaliagdes sdo de baixo custo (JESUS et al., 2005).

Neste contexto, o referido trabalho objetivou avaliar as caracteristicas morfoldgicas de isolados de
rizobios e o potencial dos mesmos para serem utilizados como bactérias estimuladoras de crescimento

vegetal.

MATERIAIS E METODOS
Coleta dos nodulos e isolamento de rizdbios

Os nédulos de leguminosas foram coletados em uma area da Fazenda Experimental da UFAM (Tabela
1), seguindo a metodologia proposta por Hungria et al. (1994). Inicialmente, foram selecionadas as plantas
hospedeiras, em seguida realizou-se a remoc¢ado do solo préoximo da rizosfera da planta (15 cm de raio e 30
cm de profundidade). Os nddulos presentes nos sistemas radiculares foram coletados e transferidos para
tubos com silica gel para desidratagdo e diminuicdo do metabolismo dos microrganismos.

O isolamento dos rizébios também seguiu a metodologia proposta por Hungria et al. (1994). Os
nddulos coletados foram mergulhados em placas de petri contendo alcool a 90-95% por um periodo de 5 a
10 segundos. Em seguida, os ndédulos foram esterilizados com solugdo de hipoclorito de sédio (3%).
Imediatamente, os ndédulos foram lavados em agua destilada esterilizada. Apds a lavagem, os nddulos foram

acondicionados em recipientes de vidros estéreis, e depois realizou-se o esmagamento dos nddulos nos
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vidros com bastdo esterilizado. O material resultado do esmagamento dos nédulos foi riscado em meio YM
(Yeast-Manitol). O pH do meio foi ajustado para 6,5 com Hidréxido de sédio (10%). Foi adicionado o corante
vermelho congo (solu¢do 0,25 g 100 mL?) na propor¢do de 10 mL por litro de meio de cultura com o objetivo
de identificar os possiveis contaminantes, pois os mesmos absorvem a cor vermelho, enquanto as col6nias

de rizébio ndo absorvem ou absorvem muito pouco.

Caracterizagao fenotipica dos isolados

A caracterizacdo fenotipica dos isolados foi feita de acordo com a metodologia proposta por Chagas
Junior et al. (2010). Os isolados foram repicados em meio de cultura sélido contendo o corante azul de
bromotimol (0,5 g L) na proporcdo de 5 ml por litro do meio de cultura, para verificar a mudanca da
coloracdo do meio para amarelo quando acidificar ou para azul mediante alcalinizacao.

As caracteristicas avaliadas foram: crescimento (< 3 dias ou > 3 dias); alteracdo do pH do meio (acido,
neutro ou alcalino); elevacdo da col6nia (plana, lenticular convexa, pulvinada, umbonada ou umbilicada);
forma da borda (inteira, ondulada, lobada, denteada ou filamentosa); superficie da colonia (lisa, rugosa ou

papilada); consisténcia (seca, aquosa, gomosa, viscosa ou butirica); detalhes épticos (translicida ou opaca).

Avaliacao das caracteristicas fisioldgicas
Tolerancia a acidez e a alta concentragao de aluminio trocavel

Os isolados purificados em placas de Petri em meio YMA (pH 6,5) foram submetidos a acidez e alta
concentracdo de aluminio trocavel. Os tratamentos utilizados foram meios YMA com pH 4,5; pH 4,5 + 2,0
cmol. Al Lt e pH 6,5, sendo que o aluminio foi aplicado na forma de AICls. O experimento foi instalado em
trés repeticdes por placa de petri. Com o objetivo de verificar a alteracdo do pH do meio pelas bactérias, em
funcdo da alteracao da cor do meio, foi acrescentado o corante indicador bromocresol verde nos meios com
pH4,5e pH 4,5+ Al e, no meio com pH 6,5, foi acrescentado o azul de bromotimol. Esses corantes permitiram

verificar a alteracdo de pH pelos isolados. Os isolados foram mantidos a temperatura ambiente.

Zona 1 Uma linha, ZO\A ’
riscando-se varias vezes
em ambas direcoes ZO\A 1

conforme indica a seta
Zona 2. Quatros linhas m
riscadas em apenas uma
direcdo, indicado pela seta
Zona 3 e 4. Da mesma
forma que a zona 2
ZO\A4

Figura 1: llustracdo do método de riscagem proposto por Oliveira et al. (1999). A figura demonstra apenas uma
repeticao.

OO0

1,00 1,25 2,00 3,00 4,00
Figura 2: Valores de crescimento para os isolados de rizébio nos respectivos tratamentos em placas de Petri com meio
YMA (OLIVEIRA et al., 1999).
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Para a avalia¢do foi utilizado o método de riscagem proposto por Oliveira et al. (1999). As avaliagbes
foram realizadas a cada trés dias, durante um periodo de 18 dias. De acordo com o crescimento celular nas
respectivas zonas (Figura 1), foram adotados valores de crescimento para cada estirpe variando de 1 a 4
(Figura 2), podendo ter valores intermedidrios entre esses extremos. Este método permite ainda, selecionar
isolados e classifica-los de acordo com o grau de tolerancia, no qual a média de crescimento das placas entre
os valores de 1,00 - 2,00 classifica o isolado como sensivel; entre 2,06 - 3,00 mediano; e entre 3,06 - 4,00

tolerante.

Avaliagao da capacidade de solubilizagao de fosfato

Foi utilizado um meio especifico para solubilizadora de fosfato de calcio, contendo 10 g de glucose,
2 g de extrato de levedura e 18 g de agar, conforme Sylvester-Bradley et al. (1982). Foi acrescentada uma
solugdo A contendo 5 g de K;HPO4 e 50 mL de dgua, e uma solucdo B contendo 10 g de CaCl, em 100 mL de
agua, para que ocorra a formacéao do fosfato de célcio precipitado. Em seguida, calibrou-se o pH para 6,5. Foi
preparado um segundo meio para a verificar a solubilizagcdo de fosfato de aluminio, contendo 10 g de manitol,
2 g de extrato de levedura, 6 g de K;HPO, e 18 g de 4gar, sendo que foi acrescentada uma solugdo contendo
5,34 de AICls, para formar o precipitado de fosfato de aluminio. O pH do meio foi calibrado para 4,5.

Os isolados de rizdbio crescidos em meio YMA (pH 6,5) foram repicados para os meios de
solubilizacdo de fosfato, estabelecendo-se cinco col6nias por placa, com duas placas por estirpe. A avaliagao
ocorreu durante um periodo de 15 dias, cujas medidas do didametro (¢) dos halos de solubilizagdo e das
coldnias foram mensurados a cada trés dias. A partir dessas medidas foram obtidos os indices de
Solubilizacdo (IS) para cada isolado através da férmula: IS = ¢ Halo (mm) / ¢ Colonia (mm) (BERRAQUERO et
al., 1976). Baseado nos indices de solubiliza¢do, as bactérias foram classificadas como isolados com baixa (IS
< 2), média (2 <1S< 4) e alta (IS > 4) capacidade de solubilizacdo. De acordo com o inicio da solubiliza¢3o, as
bactérias foram classificadas ainda como “precoces”, cujo inicio da solubilizacdo ocorrera a partir do terceiro
dia, “tardia”, com inicio da solubilizacdo a partir do sexto dia, e “ndo solubilizadoras”, aquelas que ndo

apresentaram solubilizagdo visivel até o décimo quinto dia de avaliacdo.

Avaliacao da capacidade de produzir AIA

Para os testes de sintese de AIA pelos isolados de rizdbios foram utilizadas col6nias de 2-3 mm de
didmetro. As colbnias dos isolados de rizdébio purificadas em placas de Petri foram transferidas para
Erlenmeyers de 150 mL, contendo 25 mL de meio de cultura YM (meio liquido) na auséncia e presenca de
triptofano (0 e 150 mg L). As amostras ficaram durante quatro dias em crescimento sobre um agitador
rotatdrio na velocidade de 100 rpm a 26 + 2 °C. Apds este periodo a biomassa bacteriana foi separada por
centrifugacdo a 12.000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi utilizado para as analises colorimétricas de AlA.
Foram utilizadas uma parte do reagente de Salkowski [(FeCls 0,5 M + HCIO4 (35%)] e duas partes do
sobrenadante bacteriano. Apds a comprovacdo qualitativa de AIA no sobrenadante, com o aparecimento da

coloragdo rosa apds 25 min de reagdo a 26 + 2 °C, o AlA foi quantificado em espectrofotdmetro a 530 nm.
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As concentracdes (ug mL?) foram calculadas a partir de uma curva padrdo construida a partir de
concentracdes conhecidas da forma sintética do hormdnio (0 a 100 pg mL?), cujas leituras foram adotadas
como base para calcular a concentragdo de AlA nas amostras. A producdo do triptofano foi avaliada conforme
a metodologia proposta por Chagas Junior et al. (2010), usando-se trés niveis de producio: < 100 pg mL?, >

100 < 500 pg mL?, e > 500 pg mL™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos vinte e dois isolados de rizdbios das raizes de plantas leguminosas, os quais foram
identificados com suas respectivas espécies de plantas de origem (Tabela 1). Cada isolado foi identificado a
partir de um ndédulo de cada planta. Os isolados foram purificados e armazenados em tubos de ensaio

contendo YMA a temperatura ambiente.

Tabela 1: Isolados de rizobios com suas respectivas plantas hospedeiras.
Espécie vegetal
Nome popular - Planta | Nome cientifico

Isolado/cddigo de identificacdo

FCANO1la

Pueraria- 1 Pueraria phaseoloides FCANO1b
FCANO1c

FCANO2a

Puerdria - 2 Pueraria phaseoloides FCANO2b
FCANO2c

FCANO3a

Mucuna Preta - 3 Stizolobium aterrimum Piper & Tracy FCANO3b
FCANO3c

FCANO4a

Mucuna Preta - 4 Stizolobium aterrimum Piper & Tracy FCANO4b
FCANO4c

Mucuna Preta - 5 Stizolobium aterrimum Piper & Tracy FCANO5a
. FCANO6a

Feijdo Guandu - 6 Cajanus cajan (L.) Millsp. FCANO6b
FCANO6c

FCANO7a

Feijdo Guandu - 7 Cajanus cajan (L.) Millsp. FCANO7b
FCANO7c

FCANO8a

Feijdo de Porco - 8 Canavalia ensiformis (L.) DC FCANO8b
FCANO8c

*As letras a, b e ¢ significam nddulos diferentes da mesma planta/espécie correspondente.

Caracterizagao Fenotipica

Quando se analisou as caracteristicas fenotipicas dentro de cada espécie, foi possivel observar
diferengas morfoldgicas das col6nias entre isolados obtidos de uma mesma planta da mesma espécie, com
excec¢do daqueles oriundos dos nddulos das plantas Feijdao Guandu-7 e do Feijdo de Porco-8 (Tabela 1 e 2).
Foram observadas semelhancas morfoldgicas entre isolados obtidos de espécies diferentes, formando
basicamente trés grupos de isolados mais expressivos, sendo o primeiro formado por isolados obtidos da
Mucuna Preta-5, Feijdo Guandu-6, Feijao Guandu-7 e Feijdao de Porco-8, um segundo formado pelos isolados
obtidos da Puerdria-2, Mucuna Preta-3, Mucuna Preta-4 e Feijao Guandu-6 e o terceiro formado pelos
isolados obtidos da Pueraria-1, Mucuna Preta-4 e Feijdao Guandu-6 (Tabela 2).

Todos os isolados apresentaram crescimento rapido, isto é, crescimento entre o primeiro e o terceiro
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dia de incubacdo, e foram classificados como acidificadores do meio (Tabela 2). O crescimento rdpido é uma
estratégia de sobrevivéncia em ambientes estressantes como os solos acidos ou de baixa umidade. A
modificagdo de pH do meio de cultura é uma caracteristica frequente dos géneros Mesorhizobium,
Rhizobium e Sinorhizobium (LIMA et al., 2012). Segundo Cunha et al. (2018), essa altera¢do de pH promovida
pelo rizébio de crescimento rapido no meio de cultura pode ser em decorréncia do uso preferencial de
aclcares, com consequente excrecdo de dacidos organicos. A presenca de isolados bacterianos de
crescimento rapido e habeis a acidificar o meio é comum em solos da regido Amazbnica, conforme os
resultados obtidos por Cassetari (2010) e Inacio et al. (2020). Esse processo de sele¢do de isolados tolerantes
a acidez é importante para promover a sobrevivéncia de populagdes mais eficientes e especificas, e a
obtencdo de gendtipos mais adaptados aos tipos de solo e tolerantes aos diferentes estresses ambientais
(EHRHARDT-BROCARDO et al., 2015). Tendo em vista o conhecimento e a necessidade de estudos da
diversidade de espécies de rizdbios presentes nos solos acidos da Amazonia, os dados obtidos neste trabalho
podem auxiliar em estudos sobre a diversidade de microrganismos presentes nos solos da regiao, seus
comportamentos fisioldgicos e, posteriormente, sua identificagdo, sendo possivel comprovar se os caracteres

distintos observados se dao pelo fato de pertencerem a grupos taxonémicos diferentes.

Tabela 2: Caracteristicas morfoldégicas dos isolados de rizébios.

Isolados Crescimento Alteracdo Consisténcia I’)et.alhes Elevagdo Borda Superficie | Forma
do pH Opticos
FCANOla | 32dia Acidificou Umida Opaca Lenticular Inteira Lisa Circular
FCANO1b | 32dia Acidificou Umida Opaca Lenticular Ondulada Lisa Irregular
FCANO1c | 12dia Acidificou Umida Translucida Convexa Inteira Lisa Circular
FCANO2b | 12 dia Acidificou Umida Translucida Lenticular Inteira Lisa Circular
FCANO2c | 12dia Acidificou Umida Translucida Lenticular Ondulada Lisa Irregular
FCANO3a | 22dia Acidificou Umida Translucida Lenticular Inteira Lisa Circular
FCANO3b | 22 dia Acidificou Umida Translucida Lenticular Inteira Lisa Irregular
FCANO3c | 22dia Acidificou Umida Translucida Lenticular Inteira Lisa Circular
FCANO4a | 22dia Acidificou Umida Opaca Lenticular Inteira Lisa Circular
FCANO4b | 22 dia Acidificou Umida Translucida Lenticular Inteira Lisa Circular
FCANO4c | 22dia Acidificou Seca Opaca Convexa Inteira Lisa Circular
FCANO5a | 29 dia Acidificou Umida Translucida Convexa Inteira Lisa Circular
FCANO6a | 22 dia Acidificou Umida Opaca Lenticular Inteira Lisa Circular
FCANO6b | 29 dia Acidificou Umida Translucida Lenticular Inteira Lisa Circular
FCANO6c | 29 dia Acidificou Umida Translucida Convexa Inteira Lisa Circular
FCANO7a | 22dia Acidificou Umida Translucida Convexa Inteira Lisa Circular
FCANO7b | 22 dia Acidificou Umida Translucida Convexa Inteira Lisa Circular
FCANO7c | 22dia Acidificou Umida Translucida Convexa Inteira Lisa Circular
FCANO8a | 29 dia Acidificou Umida Translucida Convexa Inteira Lisa Circular
FCANO8b | 22 dia Acidificou Umida Translucida Convexa Inteira Lisa Circular
FCANO8c | 22dia Acidificou Umida Translucida Convexa Inteira Lisa Circular
Proporgdo das caracteristicas morfoldgicas (%) |
12 dia
(14,29%) Umida Opaca Lenticular Inteira Circular
29 dia | Acidificou (95,24%) (23,81%) (52,38%) (90,48%) Lisa (85,71%)
(76,19%) (100%) Secla (4,76%) Transltcida Convexa Ondulada (100%) Irregular
3° dia ’ (76,19%) (47,62%) (9,52%) (14,29%)
(9,52%)

Tolerancia a acidez e a alta concentragao de aluminio trocavel

Todos os isolados de rizdbios manifestaram comportamento de tolerdncia a acidez, no entanto,

nenhum isolado apresentou tolerancia aos fatores acidez e aluminio conjugados (Tabela 3). Stefan et al.

Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais Page |27
v.12-n.4 * Abr2021



Caracterizagdo morfofisiolégica de isolados de rizébios provenientes de solos dcidos da Amazénia Central
SOUZA, L. C. C.; HARA, F. A. S.; VENDRUSCOLO, J.; INACIO, A. C. F.; SILVA, M. S.

(2018), Feitoza et al. (2015) e Cunha et al. (2018) também observaram predominancia de isolados de rizdbios
tolerantes a acidez em detrimento de isolados tolerantes a acidez + aluminio. Tal fendmeno pode ser
explicado pelo fato de que a acidez afeta apenas a solubilidade de ions presente no meio, enquanto o
aluminio afeta diretamente o metabolismo dos organismos. Além disso, a acidificacdo do meio de cultura
pode ter potencializado o efeito do aluminio, pois a taxa de dissolugdo desse ion é dependente do pH, ou
seja, os ions de Al tendem a aumentar com a diminui¢ado do pH do solo, de acordo com Violante et al. (2010),
predominando a forma trivalente que é altamente tdéxica aos microrganismos (ZIOLA-FRANKOWSKA e
FRANKOWSKI, 2018). Ao se comparar os resultados deste trabalho com outros realizados com isolados
provenientes de solos da Amazonia, como os de Hara et al. (2004), onde se obtiveram apenas 25% de isolados
tolerantes a acidez, Hara et al. (2005) com 57 % de isolados classificados como tolerantes e, Hara et al. (2007)
com 92% de isolados tolerantes a acidez, verifica-se que este trabalho alcangou indices superiores e os
resultados obtidos foram satisfatérios, quanto a este fator avaliado.

Segundo Kopittke et al. (2015), os microssimbiontes, sdo afetados de forma negativa pelo aluminio,
embora em menor propor¢do que as leguminosas hospedeiras, e de acordo com Ferreira et al. (2012) a
depressao do crescimento celular causada pelo aluminio é decorrente da alteracdo do metabolismo celular,
e segundo Jaiswal et al. (2018) pode afetar a fun¢do do nitrato redutase, nitrito redutase e nitrogenase, e a
absorc¢do de hidrogenase em rizébios de crescimento lento e rapido. O aluminio pode causar interferéncia
no metabolismo do fosfato das células bacterianas e com isso diminuir o crescimento celular (FLIS et al.,
1993). De acordo com os mesmos autores ha evidéncias de que o aluminio, apds entrar na célula, se liga as
cargas negativas do grupo fosfato da dupla hélice do DNA, aumentando sua estabilidade e prevenindo sua
replicacdo. Desse modo, esses fatores podem ter sido determinantes para que os isolados ndao tenham

apresentado tolerancia ao meio contendo tal elemento.

Tabela 3: Crescimento em meio de cultivo com pH 4,5, pH 6,5 e pH 4,5 + Al (Oliveira et al., 1999) dos isolados de rizébios.

Isolados Dias de avaliagdo

3° [ 6 [ 12° | 150

pH

4,5 6,5 pH 4,5 + Al 4,5 6,5 pH 4,5 + Al 4,5 6,5 pH 4,5 + Al 4,5 6,5 pH 4,5 + Al
FCANOla 4,00 | 3,83 | 1,00 4,00 | 4,00 | 1,00 4,00 | 4,00 | 1,00 4,00 | 4,00 | 1,00
FCANO1b 4,00 | 4,00 | 0,00 4,00 | 4,00 | 0,00 4,00 | 4,00 | 0,00 4,00 | 4,00 | 0,00
FCANO1c 2,92 | 2,83 | 0,00 2,92 | 3,08 | 0,00 3,08 | 3,17 | 0,00 3,25 | 3,17 | 0,00
FCANO2b 4,00 | 4,00 | 1,00 4,00 | 4,00 | 1,00 4,00 | 4,00 | 1,00 4,00 | 400 | 1,00
FCANO2c 4,00 | 3,08 | 1,00 4,00 | 3,33 | 1,00 4,00 | 3,50 | 1,00 4,00 | 3,50 | 1,00
FCANO3a 367 | 3,33 | 1,00 3,67 | 3,67 | 1,00 3,92 | 3,67 | 1,00 392 | 3,67 | 1,00
FCANO3b 3,17 | 3,83 | 1,00 3,25 | 3,83 | 1,00 3,33 | 3,83 | 0,00 3,42 | 3,83 | 0,00
FCANO3c 3,50 | 3,17 | 0,00 3,75 | 3,17 | 0,00 3,92 | 3,25 | 0,00 3,92 | 3,25 | 0,00
FCANO4a 3,67 | 2,50 | 1,00 4,00 | 2,83 | 1,00 4,00 | 2,92 | 1,00 4,00 | 3,00 | 1,00
FCANO4b 3,00 | 2,50 | 0,00 3,25 | 2,67 | 0,00 3,33 | 2,75 | 0,00 3,50 | 2,83 | 0,00
FCANO4c 4,00 | 1,67 | 0,00 4,00 | 2,0 0,00 4,00 | 2,0 0,00 4,00 | 2,00 | 0,00
FCANO5a 4,00 | 4,00 | 1,00 4,00 | 4,00 | 1,00 4,00 | 4,00 | 0,00 4,00 | 4,00 | 0,00
FCANO6a 1,00 | 2,17 | 0,00 1,75 | 2,75 | 0,00 3,0 3,17 | 0,0 3,08 | 3,17 | 0,00
FCANO6b 3,50 | 4,00 | 1,00 3,92 | 4,00 | 1,00 4,00 | 4,00 | 1,00 4,00 | 4,00 | 1,00
FCANO6C 325 | 35 1,00 3,67 | 4,00 | 1,00 4,00 | 4,00 | 1,00 4,00 | 4,00 | 1,00
FCANO7a 3,30 | 3,7 0,00 3,58 | 4,00 | 0,00 3,58 | 4,00 | 1,00 3,67 | 400 | 1,00
FCANO7b 3,50 | 3,7 1,00 3,92 | 4,00 | 1,00 4,00 | 4,00 | 1,00 4,00 | 4,00 | 1,00
FCANO7c 3,30 | 4,00 | 1,00 3,58 | 4,00 | 1,00 3,58 | 4,00 | 1,00 3,83 | 400 | 1,00
FCANO8a 3,70 | 4,00 | 1,00 3,92 | 4,00 | 1,00 4,00 | 4,00 | 1,00 4,00 | 4,00 | 1,00
FCANO8b 3,83 | 400 | 1,00 3,92 | 4,00 | 1,00 4,00 | 4,00 | 1,00 4,00 | 400 | 1,00
FCANO8c 4,00 | 4,00 | 0,00 4,00 | 4,00 | 0,00 4,00 | 4,00 | 0,0 4,00 | 4,00 | 0,00
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Os crescimentos dos isolados foram semelhantes no primeiro dia de avaliagdo no pH acido e em pH
alcalino, pois em ambos ja no primeiro dia de avaliagdo 86% dos isolados foram classificados como tolerantes
(Tabela 3). Enquanto que ao final das analises no meio acido 100% dos isolados foram classificados como
tolerantes, e no meio alcalino 86%, ou seja, os resultados da primeira analise para o meio alcalino se
mantiveram até o Ultimo dia de avaliacdo. Silva et al. (2002) destacam que para as condi¢Ges de campo, os
isolados de crescimento rapido, podem se estabelecer muito bem em reagdes de simbiose, ao superar a
competicdo com outros organismos presentes no solo, bem como fatores abidticos como a acidez e as altas
temperaturas. Estes isolados com crescimento rapido podem, portanto, apresentar potencial para
inoculacdo em leguminosas em sistemas de producdo agricola nos solos acidos da Amazdnia, e assim,
promoverem o melhor desenvolvimento e adaptacdo das espécies vegetais.

Observou-se que todos os isolados acidificaram o meio com pH 6,5, sendo verificada a alteracao de
cor do meio de verde para amarelo. Conforme Graham et al. (1994), a tolerancia ao pH acido em rizébio
depende da habilidade que eles possuem em manter o pH intracelular entre 7,2 e 7,5 quando o pH externo
é acido. Desse modo, pode-se inferir que os isolados do presente trabalho apresentam boa adaptacdo e
mecanismos de sobrevivéncia aos solos acidos da regido. O tempo de crescimento pode também ser usado
para a selecdo, pois os isolados que apresentaram escores superiores a 3,06 em menor periodo de tempo

pode ser mais tolerantes ao baixo pH.

Solubilizacao de fosfato de cdlcio e fosfato de aluminio

De um total de vinte e dois isolados, nove foram capazes de solubilizar o fosfato de calcio (Tabela 5).
A maioria dos isolados solubilizadores foram classificados como de baixa capacidade, enquanto que o isolado
FCANO5a, a partir do sexto dia de avaliagdo, apresentou indices classificados como médio até o ultimo dia de
avaliacdo (Tabela 4). A respeito do tempo de solubilizagcdo, os que apresentaram solubilizacdo, foram todos
classificados como de solubilizacdo precoce. Tais resultados demonstram a capacidade que estes
microrganismos tém em solubilizar fosfatos, e deixam evidente a necessidade de mais estudos para avaliar
suas potencialidades, tendo em vista futuras aplicacGes biotecnoldgicas. A capacidade de estirpes de rizébio
solubilizar o P-Ca esta correlacionada com a diminuicdo do pH do meio pelos acidos organicos produzidos a

partir do metabolismo microbiano (MIKANOVA et al., 1999; MIKANOVA, 2000).

Tabela 4: Capacidade de solubilizagdo de fosfato de calcio dos isolados de rizébio.
Dias de avaliagao

Isolados =a % 129 19
@C @H IS @C @H IS @C @H IS @C @H IS

FCANO1a 2,48 0,00 0,00 3,08 0,00 0,00 3,13 0,00 0,00 3,20 0,00 0,00
FCANO1b 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
FCANO1c 7,64 9,75 1,28 12,3 14,1 1,14 13,7 15,4 1,13 14,9 17,30 1,16
FCANO2b 4,20 0,00 0,00 8,46 0,00 0,00 9,22 0,00 0,00 9,99 0,0 0,00
FCANO2c 5,45 7,82 1,44 10,4 12,7 1,29 11,9 14,8 1,25 12,0 15,75 1,32
FCANO3a 11,0 12,5 1,13 17,8 18,4 1,03 18,9 18,9 1,00 19,4 19,4 0,00
FCANO3b 7,32 8,90 1,22 12,9 13,7 1,06 14,6 14,6 1,00 16,1 16,11 1,00
FCANO3c 4,75 0,00 0,00 6,06 0,00 0,00 6,49 0,00 0,00 7,79 0,00 0,00
FCANO4a 2,28 0,00 0,00 4,48 0,00 0,00 4,75 0,00 0,00 4,92 0,00 0,00
FCANO4b 3,77 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
FCANO4c 7,07 8,56 1,21 12,1 13,9 1,15 12,7 14,2 1,12 13,5 15,21 1,13
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FCANO5a 3,68 6,66 1,83 5,70 11,9 2,13 5,68 13,9 2,50 6,03 16,25 2,73
FCANO6a 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
FCANO6b 4,48 0,00 0,00 7,75 0,00 0,00 9,32 0,00 0,00 10,2 0,00 0,00
FCANO6c 2,41 0,00 0,00 3,14 0,00 0,00 3,19 0,00 0,00 3,28 0,00 0,00
FCANO7a 9,38 10,7 1,14 17,4 18,3 1,06 19,4 20,5 1,06 21,8 22,7 1,04
FCANO7b 7,91 9,60 1,23 13,8 15,3 1,11 15,5 16,5 1,06 16,8 17,6 1,05
FCANO7c 2,35 0,00 0,00 3,52 0,00 0,00 4,40 0,00 0,00 4,98 0,00 0,00
FCANO8a 4,62 0,00 0,00 8,91 0,00 0,00 9,93 0,00 0,00 10,8 0,00 0,00
FCANO8b 2,27 2,88 1,30 6,09 9,61 1,61 6,44 11,8 1,86 7,00 14,5 2,11
FCANO8c 4,73 0,00 0,00 9,47 0,00 0,00 10,0 0,00 0,00 11,0 0,00 0,00

Muitos trabalhos tém verificado a atividade de microrganismos isolados a partir de plantas presentes
nos solos acidos da Amazo6nia, como solubilizadores de fosfatos de calcio, como o trabalho de Hara et al.
(2007), no qual isolaram estirpes de rizdbios em solos acidos no municipio de Rio Preto da Eva — AM, e em
um total de 36 isolados, 26 foram capazes de solubilizar P-Ca, sendo que a maioria foi classificada como de
solubilizagdo média e crescimento precoce. Inacio et al. (2020) avaliou sete isolados de bactérias
provenientes de rizosfera de plantas alimenticias ndo convencionais cultivadas na regido metropolitana de
Manaus, e detectou que todas foram capazes de solubilizar o fosfato de célcio no terceiro dia de cultivo.

Os isolados ndo foram capazes de solubilizar fosfato de aluminio, tendo em vista que ndo foi
observada a formacdo de halo de solubilizacdo no experimento. Chagas Junior et al. (2010) observou que de
um total de 26 isolados de rizébios, 12 foram capazes de solubilizar fosfato de calcio e 9 solubilizaram fosfato
de aluminio. Era de se esperar maior propor¢ao desses solubilizadores, em relagdo aos que solubilizam

fosfato de calcio, ja que o fosfato de aluminio é a forma predominante nos solos da regido (RAlJ, 1991).

Capacidade de produzir AIA

Dentre os isolados, 38% foram capazes de produzir AlA (Tabela 6). Em relagdo aos niveis de producado
de AIA por isolado, seis foram classificados como de nivel médio de producdo e dois como de baixo nivel de
producdo, ou seja 75% apresentaram producdo superior a 100 ug mL* na presenca de triptofano (Tabela 5).
A producdo de AIA apresentada pelo isolados avaliados foi observada apenas na presenca do triptofano,
indicando que provavelmente para esses microrganismos, essa é a Unica rota metabdlica de produgdo do

referido fitohormonio.

Tabela 5: Isolados de rizdbio que produziram AlA.

ISOLADOS AlA (pg ml?) Nivel de produgdo de AIA*
FCANO1la 102,5187 média
FCANO1b 99,8520 baixa
FCANO2b 253,8520 média
FCANO2c 455,1853 média
FCANO4c 117,5187 média
FCANO6cC 98,8520 baixa
FCANO7b 137,8520 média
FCANO8a 230,1853 média

5 1o Baixa (25%)
Proporgdo (%) Média (75%)

* Classificagdo proposta por Chagas Junior et al. (2010).

Chagas Junior et al. (2010) identificaram a producdo de AIA por rizdbios isolados de solos da

Amazonia sem a adicdo de triptofano, no entanto, constatou-se o aumento da produ¢do quando se
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acrescentou AIA ao meio e conforme foram aumentando-se suas concentra¢des, 52% dos isolados
apresentaram aumento na produgdo de AlA. Desse modo, o aumento na concentragdo pode ser um meio de
potencializar a produgdo dessa auxina pelos microrganismos.

Os isolados que apresentaram producdo de AIA podem servir como potenciais inoculantes em
espécies de interesse agricola para promover o crescimento vegetal. De acordo com Hafeez et al. (2004) a
producdo de acido indolacético é apontada como um dos fatores mais importantes para a promoc¢do de
crescimento em espécies vegetais. Schlindwein et al. (2008) destacam que essas bactérias podem inclusive
atuar com promotoras de crescimento em espécies ndo leguminosas, ao qual o mecanismo de producdo de
AIA esta envolvido. Ao avaliar a producdo de AIA em meio de cultivo por rizdbios, Biswas et al. (2000)
obtiveram resultados positivos para algumas estirpes de rizébios testadas, ao qual se sugeriu como um
mecanismo potencial pelo qual as bactérias regulam o crescimento das plantas. De acordo com Chagas Junior
(2007) é provavel que as auxinas de origem microbiana na rizosfera propiciem uma resposta fisioldgica
positiva nas plantas hospedeiras, desse modo, avaliar a producao de AIA “in vitro” pode proporcionar a

selecdo de rizébios efetivos na produgao dessa auxina.

Formagao de grupos de isolados com base nas caracteristicas morfofisiologicas

Observa-se a formacdao de 5 grupos distintos de rizdbios com 80% de grau de similaridade,
evidenciando elevada diversidade morfofisioldgica (Figura 3). Também se constata que alguns isolados da
mesma planta apresentam diferengas marcantes quanto as suas caracteristicas de acordo com a andlise de
cluster. Tal fato foi observado para os isolados obtidos napueraria-1, no qual o FCANOla e FCANO1lb
apresentaram similaridade de aproximadamente 95% das suas caracteristicas, enquanto que o FCANO1c se
encontra afastado desses isolados em termo de similaridade, se aproximando mais de isolados obtidos da

mucuna preta (Figura 3).
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Figura 3: indice de similaridade Simple Matching indicando a formac3o de grupos de isolados com base nas
caracteristicas morfofisioldgicas.

Assim, foi identificado que isolados obtidos de uma espécie hospedeira, provavelmente poderdo
servir de inéculo para outra espécie, e provavelmente pertencem a grupos taxonémicos distintos. A

caracterizacdo morfologica de col6nias bacterianas para a avaliagdo de diversidade serve como um
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complemento importante para as analises genéticas, uma vez que possibilita a construgao de agrupamentos

de individuos morfologicamente semelhantes (NAVROSKI et al., 2015).

CONCLUSOES

Todos os isolados possuem plasticidade de crescimento na faixa de pH entre 4,5 e 6,0, e
apresentaram tolerdncia a acidez. A tolerancia a acidez ndo significou tolerancia ao aluminio trocavel, pois
todos os isolados foram sensiveis a esse cation.

Apenas nove isolados foram capazes de solubilizar o fosfato de célcio, dos quais oito apresentaram
baixa capacidade de solubilizagdo e apenas o isolado FCANO5a apresentou indice médio até o ultimo dia de
avaliacdo. Todos foram classificados como de solubilizacdo precoce. Os isolados ndo foram capazes de
solubilizar o fosfato de aluminio.

Oito isolados foram capazes de produzir AlA, sendo que seis foram classificados como de nivel médio
de producgdo e dois como de baixo nivel. Existe variabilidade morfofisioldgica entre isolados da mesma planta

e de uma mesma espécie.
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