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Resumo

Caracteristicas como tolerancia ao pH, a temperatura, a salinidade e a concentracdo elevada de aluminio
podem ser verificadas em rizdbios nativos oriundos de solos tropicais. Essas particularidades s@o relevantes
em estudos de fixac¢do bioldgica de nitrogénio, especialmente em Vigna unguiculata L. Walp. (feijao-caupi),
uma cultura representativa de suma importancia economica para a agricultura familiar das diferentes regides
brasileiras, especialmente do Norte e Nordeste. Assim, o objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar
morfofisiologicamente bactérias nativas de solos do Cerrado leste maranhense, utilizando o feijao-caupi como
planta-isca. O estudo foi realizado em Caxias, MA entre os anos de 2014 e 2015. Os isolados foram oriundos
de nddulos de feijao-caupi, provenientes de amostras de solos de trés areas diferentes: mata especialmente
composta de babacguais, de cultivos de Manihot esculenta (mandioca) e de Desmanthus virgatus L. (jureminha).
Os isolados foram submetidos a caracterizagcdo morfologica de suas coldnias e a testes fisiologicos como: teste
de tolerancia as altas temperaturas, a acidez, ao aluminio e as altas salinidades. Os isolados obtidos evidenciaram
significativa diversidade morfologica. Os testes fisiologicos demonstraram que a maioria deles € resistente as
altas temperaturas, a acidez e ao aluminio toxico, mas poucos deles sdo resistentes as altas salinidades.

Palavras-chave: Acidez do solo; Aluminio; Fixagdo bioldgica de nitrogénio; Temperatura do solo

Abstract

Morphophysiological characterization of bacteria native to Cerrado soils, isolated from cowpea
nodules. Characteristics such as tolerance to pH, temperature, salinity and high aluminum concentration can
be verified in rhizobia native to tropical soils. These particularities are relevant to biological nitrogen fixation
studies, such as those about Vigna unguiculata L. Walp. (cowpea), which is of great economic importance to
family farmers in different parts of Brazil, especially the North and Northeast regions. The objective of this
study was to morphologically and physiologically characterize the native bacteria from Cerrado soils in eastern
Maranhao, using the cowpea as plant bait. The study was conducted in Caxias (MA) between 2014 and 2015.
The isolates were derived from cowpea nodules sampled from three different areas of soil, especially forest
composed of babassu and cultivated Manihot esculenta (cassava) and Desmanthus virgatus L. (jureminha). They
were morphologically characterized based on their colonies and the following physiological tests: tolerance to
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high temperatures, acidity, aluminum and high salinity. The isolates showed significant morphological diversity.
The physiological tests showed that most of them are resistant to high temperatures, acidity and aluminum

toxicity, but only a few are resistant to high salinity.
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Introducgao

A utilizag@o de fertilizantes nitrogenados na
agricultura pode ocasionar efeitos negativos ao sistema
solo-planta-atmosfera e assim investigacdes sobre o seu
uso e manejo sao necessarias tendo em vista os impactos
que esses agroquimicos acarretam ao ambiente. Segundo
Figueiredo (2012), a utilizagdo da adubagio nitrogenada
€ onerosa, responde pouco as demandas da planta e pode
causar danos ecoldgicos, uma vez que sua perda por
lixiviag@o e escoamento superficial contamina os solos e
lengois freaticos, assim, a estimativa de aproveitamento
desses adubos € de cerca de 50% da quantidade original
aplicada.

Uma das alternativas de baixo valor econémico para
substitui-los total ou parcialmente ¢ a utilizagdo de um
processo conhecido como fixagdo bioldgica de nitrogénio
(FBN), em que ocorre uma interagdo simbidtica entre
uma planta hospedeira e microrganismos do solo
capazes de fixar nitrogénio. Na associagdo simbidtica
entre certos géneros de bactérias e plantas da familia
das leguminosas, ha formagdo de nodulos e ambos
os organismos sdo beneficiados, pois a leguminosa
fornece fonte de carbono as bactérias e estas por sua vez
fornecem o nitrogénio necessario ao desenvolvimento
da planta (SILVA, 2012).

A FBN ¢ importante, pois aumenta a eficiéncia
de absorcdo e de utilizacdo de nutrientes, reduzindo
os custos de producdo e contribuindo para evitar
prejuizos ao meio ambiente. Entre as culturas
agricolas que se beneficiam desse processo, o feijao-
caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) destaca-se pela
rusticidade, além de adaptabilidade as condic¢des
de clima e solo, desempenhando um importante
papel socioecondmico a agricultura familiar (ZILLI
et al., 2006; GUALTER et al., 2011; SILVA et al.,
2012) e em lavouras tecnificadas (FREIRE FILHO,
2011).

O feijao-caupi ¢ uma das importantes fontes
alimentares e estratégicas de regides tropicais e
subtropicais do mundo, gerando empregos e garantindo
o suprimento alimentar de diversas familias, como
as do Norte e Nordeste brasileiros (FREIRE FILHO
et al., 2005). Conhecer como ocorre o processo de
nodulacdo e FBN bem como os fatores que o afetam
ou o potencializam ¢ uma das formas de aumentar a
produtividade da cultura (FRANCO et al., 2002), ja
que o feijao-caupi, quando bem nodulado por bactérias
fixadoras de nitrogénio noduliferas de leguminosas
(BFNNLs), pode dispensar outras fontes de N e atingir
altos niveis de produtividade (RUMJANEK et al., 2005).

Alguns fatores podem dificultar o processo de
nodulacdo e FBN, ¢ para que ocorra uma simbiose
eficiente ¢ necessario o conhecimento ndo s6 da
disponibilidade de N para a planta, mas também ha a
necessidade de analisar as caracteristicas fenotipicas
desses microrganismos, pois estas podem auxiliar em
estudos de adaptabilidade e tolerdncia as condig¢des
ambientais em que essas associagdes simbiodticas estdo
inseridas e que afetam a produgdo agricola. Entre esses
fatores limitantes ao crescimento e desenvolvimento
vegetal e a populacdo desses microrganismos no solo
podem-se elencar: salinizagdo, diminui¢ao de pH,
alta concentracdo de aluminio e altas temperaturas no
solo, caracteristicas frequentemente presentes em solos
tropicais (HUNGRIA; VARGAS, 2000).

A temperatura ¢ um dos fatores que mais pode
gerar perdas significativas nessa associagdo simbiotica
entre microrganismo e leguminosa. Em solos tropicais,
a temperatura se mostra bastante limitante, pois pode
atingir valores superiores a 40°C, muito acima da
considerada 6tima para as BFNNLs, que ¢ em torno
de 28°C. Assim, altas temperaturas sdo prejudiciais ao
processo de FBN nos tropicos (VARGAS; HUNGRIA,
1997), além de acarretar a redugdo do tamanho dos
nodulos e da populagdo de BFNNLs.



Outro fator limitante ¢ a acidez do solo, que ¢
provocada, sobretudo, pela alta concentracao de ions H+
e por outros fatores como saturagdo e toxidade por Al e
Mn (RUFINI etal., 2011), solos com pH acido possuem
valores de pH muito abaixo de 6. O pH do solo tanto
muito baixo quanto muito alto afeta significativamente a
simbiose e a principal consequéncia causada pela acidez
¢ a deficiéncia nutricional no solo, com proporcdes baixas
de nutrientes como o fosforo, o calcio ¢ 0 magnésio.
Em contrapartida, altas taxas de aluminio € manganés
provocam redugdo no desenvolvimento radicular das
plantas e na quantidade de microrganismos fixadores
de nitrogénio no solo, além de baixar a eficiéncia das
populagoes remanescente (FIGUEIREDO et al., 2008).

As altas concentrac¢des de sais na zona radicular do
solo também ¢é um fator que afeta a interag@o bactéria-
planta. Os sais soliveis mais efetivos no processo de
salinizagdo do solo consistem, normalmente, em varias
proporcdes de cations de calcio, magnésio, sodio e
em anions cloreto, sulfato, bicarbonato e, as vezes,
carbonato. As principais consequéncias que a alta
salinidade pode provocar na absorgdo ¢ utilizagdo de
nutrientes esta relacionada com o aumento da pressao
osmotica na solugdo do solo, com a acumulacido de
certos ions no tecido vegetal, em concentragdes toxicas,
e com a diminui¢ao no crescimento do sistema radicular
(FAGERIA, 1998).

Apesar da relevancia de pesquisas sobre o
conhecimento de caracteristicas peculiares de isolados
bacterianos noduliferos nativos, sdo escassos 0s
trabalhos em ambientes como o Cerrado maranhense.
Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi caracterizar
morfofisiologicamente bactérias nativas de feijao-caupi
oriundas de solos desse ecossistema.

Material e Métodos

O presente estudo foi desenvolvido no Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Maranhdo,
Campus Caxias, localizado na Rodovia MA, 349 — km
02, Gleba Buriti do Paraiso, Povoado Lamego, Zona
Rural de Caxias, Maranhdo. Caxias € a terceira maior
cidade do estado, apresentando as seguintes coordenadas
geograficas: 4°51° de Latitude Sul ¢ 43°21° de Longitude
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Oeste de Greenwich. A altitude fica em torno de 66 m
ao nivel do mar, com uma area de 5224 km?, sendo
constituida paisagistica e fisionomicamente pelo
Cerrado, possuindo dois estratos, um arbdreo-arbustivo,
e outro, graminoso (NERES; CONCEICAO, 2010).

Os solos de Caxias — MA sdo classificados como
Neossolos Quartzarénicos, caracterizados principalmente
por alta acidez, baixos teores de nutrientes e textura
arenosa (CONCEICAO et al., 2014). O clima é
classificado como tropical semi-imido, com temperatura
minima de 22,40°C, maxima de 32,59°C, média anual
de 26,76°C, segundo classificagdo de Koppen. As
areas avaliadas foram selecionadas em virtude de duas
apresentarem cultivos, além de uma terceira considerada
de referéncia, por se tratar de mata nativa.

A amostragem de solo foi realizada em trés areas
distintas, que constituiram os tratamentos avaliados,
sendo elas: area de mata (composta notadamente de
babaguais), area de cultivo de Manihot esculenta
(mandioca) e area de cultivo de Desmanthus virgatus
L. (jureminha). Em cada area, foram coletadas amostras
compostas constituidas de 10 amostras simples na
profundidade de 0-20 cm. Em seguida, as amostras
recém-coletadas foram secas ao ar, destorroadas
e passadas em peneira com malha de 5 mm de
abertura. Posteriormente, as amostras de solo foram
homogeneizadas e adicionadas a vasos plasticos de 2 kg.

Para a captura das BFNNLs, foi realizado um
experimento em casa-de-vegetagdo, onde os solos
anteriormente coletados foram utilizados como fonte
de in6culo para as plantas de feijao-caupi. No plantio,
utilizou-se a cultivar de feijdo-caupi (BRS Guariba)
como planta-isca, sendo cultivada em vasos contendo
uma proporc¢do de areia esterilizada e solo (2:1; 200
g: 100 g). Antes do plantio, realizou-se a desinfec¢ao
das sementes do feijdo-caupi, imergindo-as em alcool
a 100% por 30 segundos e hipoclorito de sodio a 2,0%
por 3 minutos e 10 lavagens sucessivas com agua
destilada esterilizada. Em seguida, foram semeadas
quatro sementes por vaso. A irrigacdo foi realizada
semanalmente com agua destilada esterilizada, e os
nutrientes fornecidos foram o fosforo na forma de P,O,
e o potassio na forma de KCl, aplicados sobre o solo
nas doses de 60 e 20 kg.ha™!, respectivamente, conforme
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recomendado por Melo et al. (2005). Aos 35 dias apos
o plantio, as plantas de feijdo-caupi foram coletadas
para analise das seguintes variaveis: nimero e massa
seca de nddulos e massa seca da parte aérea (resultados
nao apresentados). As raizes foram separadas da parte
aérea em corte no ponto de inser¢do cotiledonar, e os
nodulos foram contados, secos em papel absorvente,
pesados e guardados. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, sendo trés tratamentos e
quatro repeticoes.

Para isolamento dos rizobios, foram selecionados
trés nodulos grandes de coloragdo escura de raizes
das plantas de cada tratamento. Esses nodulos foram
desinfestados por imersdo em éalcool a 100% por 30
segundos e hipoclorito de sodio a 2,0% por 3 minutos e
10 lavagens sucessivas com agua destilada e esterilizada.
Posteriormente, os ndédulos foram macerados com
auxilio de uma pinga e riscados com alga de platina em
placa de Petri contendo meio de cultura composto de
manitol, extrato de levedura e agar (YMA), tendo como
indicador o corante vermelho congo (VINCENT, 1970).
Ap0s esse procedimento, as placas foram incubadas em
estufa tipo B.O.D. (Biochemistry Oxigen Demand) a
28°C por até trés dias, periodo em que foi visualizado
0 aparecimento de colonias. Em seguida, as colonias
com aspecto arredondado e de coloragdo clara que
ndo haviam absorvido o corante foram selecionadas e
repicadas sucessivamente, sendo semeadas pelo método
de esgotamento por estrias, com o auxilio de uma alga
de platina no meio YMA 79 com azul de bromotimol
até purificacdo das culturas.

Para caracterizagdo morfoldgica, utilizou-se
uma coldnia de cada isolado, em que se verificaram
caracteristicas como: forma (puntiforme, circular,
irregular), elevacdo (plana, convexa, achatada), borda
(inteira, ondulada, filamentosa, lobada, denteada),
consisténcia do muco (viscosa, seca, gomosa), producao
de muco (pouco, moderado, abundante), tamanho,
coloragdo, tempo de crescimento, alteracdo do meio de
cultura pelas bactérias (COSTA JUNIOR et al., 2009) e
também caracteristicas fisiologicas tais como a formacao
de acido e alcalis (AC: acida; AL: alcalina; N: neutra)
(SILVA et al., 2007). Depois dessa etapa, as culturas
foram repicadas novamente em meio YMA e foram

colocadas em estufas B.0O.D. nas temperaturas de 39°C,
45°C e 50°C durante um periodo de sete dias (SILVA et
al., 2007), onde as observagdes foram realizadas no 22,
4° e no 7° dia.

Os isolados foram nomeados de acordo com a
instituicdo onde foi realizado o estudo, seguido da
abreviatura da area de amostragem do solo de onde foram
retirados e, por ultimo, pelo nimero de identificagcdo do
croqui experimental, conforme Tabela 1.

TABELA 1: Descrigdo dos solos amostrados. Caxias — MA,

2014.
Isolado Utilizacao da area/solo

IFMA-MT1 Mata
IFMA-JR2 Jureminha
IFMA-MD3 Mandioca
IFMA-MD4 Mandioca
IFMA-JRS Jureminha

IFMA-MT6 Mata
IFMA-JR7 Jureminha
IFMA-MD9 Mandioca
IFMA-MD10 Mandioca

IFMA-MT11 Mata
IFMA-JR12 Jureminha

Os isolados foram crescidos em tubos de ensaio
contendo meio de cultura YM liquido durante trés dias
a28°C em B.O.D. Em seguida, foram retiradas aliquotas
de 0,1 mL de cada tubo e semeadas com o auxilio de alcas
de Drigalski em placas de Petri contendo concentragdes
deNaCl (25, 37,5 e 50 g.L'"), contidas no meio de cultura
YMA, sendo distribuidas inteiramente ao acaso, com trés
repeticdes. Apds essa etapa, os isolados foram colocados
em B.O.D. durante um periodo de 21 dias, sendo as
observagodes realizadas a cada sete dias (MEDEIROS
et al., 2007).

Na avalia¢do de tolerdncia a acidez e ao aluminio
toxico, os isolados foram transferidos para o meio YMA,
sendo avaliados em pH 4,5, pH 4,5 + 6,0 cmolc Al.L™!
¢ pH 6,5. A fonte de aluminio utilizada foi AICI, Para
verificar a alteracdo do pH do meio pelas bactérias,
foram utilizados os indicadores verde de bromocresol
(20 mL.L") nos meios com pH 4,5, pH 4,5 + 6,0 cmolc
ALL", e azul de bromotimol (5 mL.L") no meio com
pH 6.5. As bactérias foram mantidas em estufa B.O.D.



a temperatura de 28°C. As placas foram observadas a
cada trés dias, por um periodo de 18 dias, e os resultados
foram estabelecidos de acordo com o desenvolvimento
das colonias nas quatro zonas da placa, possuindo
desenvolvimento de 0 (sem crescimento visivel na placa)
a 4 (maximo crescimento em todas as zonas).

Assim, a classificacdo dos isolados foram: ndo
tolerantes (sem crescimento nas quatro zonas), sensiveis
(crescimento em uma ou duas zonas), medianamente
tolerantes (crescimento em trés zonas) ou tolerantes
(crescimento em quatro zonas) (HARA; OLIVEIRA,
2004). Foram utilizadas duas placas para cada isolado
e cada placa foi marcada ao meio ¢ na metade dela
continha uma repeti¢ao, sendo ao todo quatro repeti¢des
por placa de Petri. Para a inoculagdo foi utilizado o
método adaptado de Oliveira e Magalhaes (1999), como
ilustra a Figura 1, em que os isolados foram riscados
em quatro zonas, sendo elas 1, 2, 3 e 4, e aqueles
que cresceram em todas as zonas foram considerados
tolerantes a acidez.

FIGURA 1: Tlustragdo do método de inoculagdo. Adaptado de
Oliveira e Magalhaes (1999).

Resultados

Com o isolamento das bactérias nativas noduliferas
em meio de cultura (YMA) obteve-se um numero de 11
isolados, conseguindo-se um isolado por cada tratamento.
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A caracterizacdo cultural das colonias desses isolados
demonstraram que, em relacdo a alteracdo do meio de
cultura, oito (73%) acidificaram (IFMA-JR2, IFMA-
MD3, IFMA-MD4, IFMA-JRS, IFMA-MT6, IFMA-
JR7, IFMA-MD9 e IFMA-MD10) e trés alcalinizaram
(27%) (IFMA-MT1, IFMA-MTI11 e IFMA-JR12),
sendo que todos eles (100%) IFMA-MT1, IFMA-JR2,
IFMA-MD3, IFMA-MD4, IFMA-JRS, IFMA-MTS6,
IFMA-JR7, IFMA-MD9, IFMA-MD10, IFMA-MT11
e IFMA-JR12) apresentaram crescimento muito rapido,
no periodo de um dia. Quanto ao tamanho, cinco (45%)
deles apresentaram tamanho T < 1,5 (IFMA-MT]1,
IFMA-MD3, IFMA-MT6, IFMA-MD9 ¢ IFMA-JR12),
outros cinco (45%) apresentaram T > 2 e < 4 (IFMA-
MD4, IFMA-JRS, IFMA-JR7, IFMA-MD10, IFMA-
MTI11) e apenas 1 (10%) isolado apresentou T = 5,
(IFMA-JR2). Em relacdo a coloragdo das coldnias, oito
(73%) apresentaram-se amarelas (IFMA-JR2, IFMA-
MD3, IFMA-MD4, IFMA-JRS, IFMA-MT6, IFMA-
JR7, IFMA-MD9 ¢ IFMA-MD10) e trés (27%) foram
brancas (IFMA-MT1, IFMA-MT11 e IFMA-JR12). Ja
quanto a produ¢do de muco, quatro isolados (36,4%)
o produziram de forma moderada (IFMA-JR2, [FMA-
MD3, IFMA-JRS, IFMA-JR7), trés (27,2%), de forma
abundante (IFMA-MD4, IFMA-MD9, IFMA-MD10)
e 0s outros quatro (36,4%) produziram pouco muco
(IFMA-MT1,IFMA-MT6 ¢ IFMA-MT11, IFMA-JR12).
Na consisténcia do muco, quatro (36,4%) foram secas
(IFMA-MT1,IFMA-MT6, IFMA-MT11 e IFMA-JR12),
cinco (45,5%) gomosas (IFMA-JR2, [IFMA-MD4,
IFMA-JR7, IFMA-MDY, IFMA-MD10) e duas (18,1%)
viscosas (IFMA-MD3, IFMA-JRS). Verificou-se que
as formas das colonias foram as seguintes: trés (27%)
circulares (IFMA-MT1, IFMA-MD4 e¢ IFMA-MT6)
e oito (73%) irregulares (IFMA-JR2, IFMA-MD3,
IFMA-JR5, IFMA-JR7, IFMA-MD9, IFMA-MD10,
IFMA-MTI11, IFMA-JR12). Quanto as bordas das
coldnias, obtiveram-se quatro (36,4%) isolados com
borda ondulada (IFMA-JR2, IFMA-MD3, IFMA-MD9
e [IFMA-MT11), quatro (36,4%) com borda denteada
(IFMA-JRS, IFMA-JR7, IFMA-MD10 e IFMA-JR12)
e trés (27,2%) com borda inteira (IFMA-MT1, [IFMA-
MD4 e IFMA-MT®6). Observando o detalhe 6ptico, oito
(73%) foram opacas (IFMA-MT1, IFMA-JR2, [IFMA-
MD3, IFMA-MD4, IFMA-JRS, IFMA-JR7, IFMA-
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MD9 e IFMA-MD10) e trés (27%) foram transliicidas
(IFMA-MT6, IFMA-MT11, IFMA-JR12). Em relagao
a elevagdo das coldnias, cinco isolados (45,6%)
apresentaram elevagdo plana (IFMA-MT1, IFMA-JRS,
IFMA-MT6, IFMA-MT11, IFMA-JR12), trés (27,2%),
do tipo lente ([FMA-JR2, IFMA-MD9 e IFMA-MD10)
e os outros trés (27,2%), convexa (IFMA-MD3, IFMA-
MD4 ¢ IFMA-JR7) (Tabela 2).

No teste de tolerancia a temperatura, dos 11
isolados analisados, todos (100%) apresentaram rapido
crescimento a temperatura de 38°C, considerada uma
temperatura estressante. Porém, nas temperaturas de

50°C e 45°C, apenas nove foram resistentes, sendo
os isolados IFMA-MT11 e IFMA-JR12 os que nao
toleraram essas temperaturas (Tabela 3).

Os resultados encontrados nas avaliagdes
relacionadas ao crescimento microbiano em diferentes
concentragoes salinas (25, 37,5 e 50 g.L' de NaCl) estdo
apresentados na Figura 2. A partir da analise desses
resultados, observou-se que os isolados IFMA-MT]1,
IFMA-MD4, IFMA-JRS5, IFMA-MD9 ¢ IFMA-JR12
apresentaram maximo crescimento na concentragdo
salina de 25 g.L-' de NaCl, sendo que os isolados
IFMA-MD4 ¢ IFMA-JR12 foram os Unicos que

TABELA 2: Caracterizacao cultural de bactérias noduliferas de leguminosas. Caxias — MA, 2015.

Isolado Caracteristicas

AMC TC T (mm) C PM CM F B DO E

IFMA-MT1 Al MR 1 B P S C In Op Pl
IFMA-JR2 Ac MR 5 A M G I (0] Op Lt
IFMA-MD3 Ac MR 1,5 A M \% I (0] Op Cv
IFMA-MD4 Ac MR 2 A Ab G C In Op Cv
IFMA-JR5 Ac MR 4 A M \% I D Op Pl
IFMA-MT6 Ac MR 1,5 A P S C In Tl Pl
IFMA-JR7 Ac MR 2 A M G I D Op Cv
IFMA-MD9 Ac MR 1,5 A Ab G I (0] Op Lt
IFMA-MD10 Ac MR 3 A Ab G I D Op Lt
IFMA-MT11 Al MR 4 B P S I (@) Tl Pl
IFMA-JR12 Al MR 1,5 B P S 1 D Tl Pl

Alteragio do meio de cultura (AMC): Al — Alcalino, Ac — Acido. Tempo de crescimento (TC): M.R — muito rapido, R — rapido, L — lento.
Tamanho (T), Coloragéo (C): A — amarela, B — branca. Produgao de muco (PM): P — pouca, M — moderada, Ab — Abundante. Consisténcia
do muco (CM): S —seca, G — gomosa e V — viscosa. Forma da colonia (F): C — circular, [ — irregular. Borda (B): In — inteira, O — ondulada,
D — denteada. Detalhe Optico (DO): Op — opaca, Tl — translucida e Elevagio (E): Pl — plana, L — lente, Cv — convexa

TABELA 3: Teste de tolerancia de bactérias noduliferas de leguminosas a diferentes temperaturas. Caxias — MA, 2015.

Temperaturas
Isolado 38°C 45°C 50°C
IFMA-MT1 + + +
IFMA-JR2 + + +
IFMA-MD3 + + +
IFMA-MD4 + + +
IFMA-JRS + + +
IFMA-MT6 + + +
IFMA-JR7 + + +
IFMA-MD9 + + +
IFMA-MD10 + + +
IFMA-MT11 + - -
IFMA-JR12 + - -

Os isolados tolerantes foram considerados positivos (+) e, os ndo tolerantes, negativos (-).



tiveram crescimento em todas as concentragoes salinas
analisadas, mas apresentando pouco crescimento na
concentragdo salina de 50 g.L"!. O isolado IFMA-MD4
também teve destaque na concentragdo de 37,5 g.L!
por apresentar maximo crescimento nesse valor de
salinidade, considerado, assim, tolerante. Ha ainda
os isolados que apresentaram um baixo indice de
crescimento na concentragdo de 25 g.L' de NaCl (IFMA-
MD3, IFMA-MT6 ¢ IFMA-MT11) e aqueles com pouco
crescimento na concentragdo de 37,5 g.L”' de NaCl,
(IFMA-MD3, IFMA-JRS e IFMA-JR12). Os isolados
IFMA-JR2, IFMA-JR7 e IFMA-MD10 nao cresceram
nos valores de salinidade avaliados, sendo considerados
ndo tolerantes. No geral, verificou-se um numero
significativo de isolados tolerantes (45,5%) a 25 g.L’!
de NacCl, e (27,3%) de isolados com pouco crescimento
em alguma das concentra¢des de NaCl analisadas. Os
demais isolados (27,3%) ndo apresentaram crescimento
nos valores de salinidade testados (Figura 2).

No teste de tolerancia a acidez e ao aluminio toxico,
verificou-se que dos isolados submetidos ao pH 4,5
com verde de bromocresol apenas trés (27%) (IFMA-
MT1, IFMA-MD4, IFMA-JRS) apresentaram maximo
desenvolvimento em toda a zona, sendo tolerantes a esse
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valor de pH ao 3¢ dia de incubagdo. O isolado [FMA-
MD#4 apresentou alta produgdo de muco e, nos demais
isolados, essa produgao foi escassa. Nesse mesmo valor
de pH, dois isolados (18%) foram sensiveis, apresentando
crescimento em uma zona (IFMA-JR2, IFMA-MD?3)
e os outros seis isolados (55%) ndo apresentaram
crescimento nas zonas até o 18° dia, sendo considerados
ndo tolerantes. No pH 6,5 com azul de bromotimol,
todos os isolados (100%) apresentaram crescimento em
todas as zonas até o 3° dia de incubagdo. Os isolados
IFMA-MT1, IFMA-JR2, IFMA-MD3, IFMA-MD4,
IFMA-MT6, [IFMA-JR7, [IFMA-MD9 e [IFMA-MD10,
correspondentes a 73%, acidificaram o meio de cultura
e o restante (27%) nao apresentou alteragdo do meio.
No pH 4,5 com 2 cmolc.L' de AICL, observaram-se
quatro isolados (36%) tolerantes (IFMA-MT1, [IFMA-
JR2, IFMA-MD3 e IFMA-JR12) e dois isolados (18%)
sensiveis IFMA-MT6 e IFMA-JR7), sendo que IFMA-
MT6 apresentou crescimento total em duas zonas, e
o IFMA-JR7, em apenas uma zona. Nesse pH, 46%
dos isolados ndo foram tolerantes. De modo geral, nao
houve variagdo do crescimento dos isolados nas zonas
entre o 3° e o 182 dia de incubagdo em todos os valores
de pH. Apenas o isolado IFMA-MD4, no pH 4,5 (sem

FIGURA 2: Padrdes de crescimento de bactérias nativas noduliferas de feijao-caupi expostas a diferentes concentragdes de NaCl (g/L)
em meio YMA. Caxias — MA, 2015. * 0 = sem crescimento; 1 = pouco crescimento; 2 = crescimento razoavel, porém com
distribuigdo heterogénea na placa; 3 = crescimento maximo.
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aluminio) e 6,5, teve abundante produgao de muco, ja os
outros isolados, cerca de 91% demonstraram moderada
producdo de muco no pH 6,5 e escassa no pH 4,5 (sem
aluminio), como ilustra a Tabela 4. Em pH 4,5 com
aluminio, 100% dos isolados tolerantes apresentaram
producdo escassa de muco, sendo que os isolados IFMA-
MD4, IFMA-JRS, [IFMA-MD9, IFMA-MD10 e IFMA-
MT11 ndo foram considerados tolerantes, pois, apesar
de apresentaram crescimento de coldnias em partes das
zonas ou fora delas, ndo apresentaram crescimento em
toda as zonas (Tabela 4).

Discussao

De acordo com os dados apresentados na Tabela 2,
verifica-se que os isolados foram classificados em dois
grupos, sendo que o primeiro apresentou oito isolados
(IFMA-JR2, IFMA-MD3, IFMA-MD4, IFMA-JRS5,
IFMA-MT®6, IFMA-JR7, IFMA-MD9 e IFMA-MD10)
que acidificaram e apresentaram coloragdo amarela, com
maiores tamanhos T > 1,5 e < 5 e grande variacdo na
producao e consisténcia do muco, indo desde moderada/
gomosa (25%), abundante/gomosa (27%), moderada/
viscosa (25%) a pouca produgao de muco e consisténcia
seca (12,5%), sendo esses isolados os que apresentaram
menor quantidade de forma circular (25%), borda
inteira (25%) e elevagdo plana das coldnias (25%),
possuindo o menor indice de detalhe optico translucido
da colénia (12,5%). Ja o segundo grupo apresentou os

trés isolados (IFMA-MT1, IFMA-MT11 e [IFMA-JR12)
que alcalinizaram o meio de cultura, apresentando
colonias de menores tamanhos T> 1 e <4, com coloragao
branca, pouca producdo de muco, demonstrando
consisténcia seca e elevagdo da colonia plana (100%),
apenas apresentaram variagao quanto a forma e a borda
da colonia, sendo 50% circular inteira, 25% irregular
denteada e 25% irregular ondulada. Verificou-se que dos
tr€s isolados que alcalinizaram o meio de cultura, dois
deles (IFMA-MT1 e IFMA-MT11) sdo provenientes do
tratamento do solo da area de mata e um (IFMA-JR12)
da area de Desmanthus virgatus L. Esses resultados
apresentaram variagdes das caracteristicas das colonias,
demonstrando a grande diversidade morfologica dessas
populagdes bacterianas, conforme afirmam Moreira et
al. (1998), que destacam que as principais caracteristicas
que indicam a presenca de diferentes géneros de
BFNNLSs sdo o tempo de crescimento e a modificag@o
do pH do meio de cultura. Cassetari (2010), analisando
a diversidade de bactérias noduliferas de leguminosas
em solos da Amazonia, encontrou 90% de isolados de
crescimento rapido e 82% acidificantes do meio de
cultura, apresentando coloragdo amarela, branca e creme,
os mesmo valores obtidos por Melloni et al. (2006),
que constataram uma similaridade dos isolados obtidos
com BFNNLs do género Rhizobium e Sinorhizobium,
pois estas apresentam, comumente, crescimento rapido
e carater acidificante, os autores também afirmam que
bactérias de crescimento lento e carater alcalinizante sdo

TABELA 4: Teste de tolerancia de bactérias noduliferas de leguminosas a acidez e ao aluminio téxico. Caxias — MA, 2015.

3¢ dia 6° dia 182 dia
Isolados pH pH pH 4,5 pH pH pH 4,5 pH pH pH 4,5

4,5 6,5 Al 4,5 6,5 Al 4,5 6,5 Al
IFMA-MT1 4 4 4 4 4 4 4 4 4
IFMA-JR2 1 4 4 1 4 4 1 4 4
IFMA-MD3 1 4 4 1 4 4 1 4 4
IFMA-MD4 4 4 0 4 4 0 4 4 0
IFMA-JRS 4 4 0 4 4 0 4 4 0
IFMA-MT6 0 4 2 0 4 2 0 4 2
IFMA-JR7 0 4 1 0 4 1 0 4 1
IFMA-MD9 0 4 0 0 4 0 0 4 0
IFMA-MD10 0 4 0 0 4 0 0 4 0
IFMA-MT11 0 4 0 0 4 0 0 4 0
IFMA-JR12 0 4 4 0 4 4 0 4 4

0 =nao tolerantes, 1 e 2 = sensiveis, 3 = medianamente tolerantes ¢ 4 = tolerantes. Adaptada de Hara e Oliveira (2005).



encontradas no género Bradyrhizobium. Ja Moreira e
Siqueira (2006) afirmam que as bactérias de crescimento
rapido e alcalinizante sdo frequentemente encontradas
no género Azorhizobium. Sousa et al. (2014), analisando
caracteristicas morfoldgicas de bactérias do semidrido
isoladas de ndodulos de feijdo-caupi, encontraram
predominancia de isolados de crescimento lento e
alcalinizantes, com colora¢do das colonias branca e
didmetro > 1 mm, resultados contrarios aos encontrados
nesta pesquisa. Sobre isso, Ruiz-Diez et al. (2012)
afirmam que o tipo de solo influencia nas caracteristicas
de BFNNLs.

Em relagdo a Tabela 3, a literatura apresenta que
de modo geral os isolados de regides tropicais sdo bem
resistentes as altas temperaturas, como se observa no
presente trabalho. Esses resultados também foram
verificados por Sousa et al. (2014) que analisando as
caracteristicas de bactérias nativas de solo do semidrido
isoladas de nddulos de feijao-caupi, encontraram um
grande indice de bactérias resistentes as temperaturas
de 39, 41, 43 e 45°C. Boukhatem et al. (2012), em
seu estudo sobre caracterizagdo e¢ diversidade de um
determinado grupo de rizobios em associacao simbiotica
com acacias nativas e introduzidas em regides aridas
e semi-aridas na Argélia, encontraram bactérias que
cresceram a 50°C.

Avaliando-se os resultados da Figura 2, a
concentragdo de 25 g.L! de NaCl é considerada alta
para rizébios, podendo comprometer muitos dos seus
processos fisiologicos. Contudo, aquelas que sdo
tolerantes a esse fator apresentam mecanismos que estao
relacionados a produgdo de muco, pois este envolve as
células bacterianas conferindo-lhes resisténcia ao efeito
osmotico. Nobrega et al. (2004), estudando o grau de
tolerancia de bactérias a diferentes concentragOes de
NaCl, encontraram muitos isolados tolerantes a 30 g.L-
!'de NaCl e um isolado tolerante a 50 g.L'! de NaCl.
Odee et al. (1997) afirmam que a capacidade de crescer
em concentragdes mais altas de NaCl é observada
geralmente para estirpes de crescimento rapido, devido
a maior producdo de polissacarideos extracelulares que
envolvem as células bacterianas, diminuindo o contato
com 0 meio e proporcionando maior resisténcia da célula
ao efeito osmotico.
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Na Tabela 4, observa-se que apenas um isolado
foi tolerante aos trés valores de pH testados,
resultado divergente de Chagas Junior et al. (2009),
que encontraram grande porcentagem de isolados
resistentes a todos esses valores de pH; mas em relagao
a quantidade de isolados que acidificaram o meio com
pH 6,5 e ndo modificaram o pH 4,5 (sem aluminio)
encontraram alta porcentagem, o mesmo observado
nesta pesquisa. Em relagdo a quantidade de bactérias
tolerantes, Hara e Oliveira (2005) encontraram baixo
percentual de isolados provenientes de solos acidos
resistentes a acidez, 25% do total avaliado. Sobre
isso, Aarons ¢ Graham (1991) afirmam que a acidez
pode afetar o crescimento bacteriano, pois em meio
acido hd uma diminuicdo da sintese de proteinas
pelas bactérias, além disso, alguns dos seus processos
citoplasmaticos sdo sensiveis a acidez. Nesta
pesquisa a acidez foi mais limitante ao crescimento
dos microrganismos do que o aluminio, resultado
contrario ao de Hara e Oliveira (2005). A produgao de
muco ¢ a capacidade de acidificar, segundo Hungria et
al. (1994) e Coutinho et al. (1999), estdo relacionadas
ao mecanismo envolvido no processo de adaptagdo e
sobrevivéncia das bactérias as diferentes condigdes
do meio em que vivem.
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