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Resumo

A maioria dos solos amazbnicos apresenta boas propriedades fisicas, mas
possuem alta saturacdo de Al e acidez, prejudiciais ao desenvolvimento de plantas. Uma
alternativa para reduzir estes efeitos negativos € o uso de micro-organismos em
simbiose com a planta. O objetivo deste trabalho foi avaliar rizobios capazes de tolerar a
acidez e aluminio toxico. A metodologia consistiu em avaliar 31 isolados em meios de
cultura YMA com pH 4,5+Al (2 cmolc L-1) e pH 6,5, atribuindo notas de crescimento
que variam de 1,00 a 4,00, durante 15 dias. Os resultados mostraram que das 31
bactérias testadas, 29 apresentaram crescimento acima de 3,06 no meio controle, com
pH 6,5. Quanto a tolerancia ao pH 4,5+Al, somente 9 isolados mostraram crescimento
superior a 3,06, sendo assim, tolerantes a acidez e aluminio. Esses isolados tolerantes as
condicdes de acidez e toxidez de Al apresentam potencial para sobreviverem nos
latossolos e argissolos da Amazdnia, podendo ser usados futuramente em inoculantes

para leguminosas, caso apresentem outras caracteristicas agronoémicas desejaveis.
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Introducéo
O solo é um componente ambiental complexo e suas varia¢des, no que se refere
as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, sdo definidoras de padrdes ecoldgicos e
do proprio uso da terra. Na Amazonia, cerca de 70% da regido € composta por duas

classes de solos, os latossolos e os argissolos (Rodrigues, 1996). Esses solos séo
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profundos, bem drenados e apresentam boas propriedades fisicas, mas quimicamente
sdo &cidos, com baixa fertilidade natural e alta saturacdo com aluminio. Os niveis
toxicos de aluminio aliados & baixa fertilidade nesses solos agem diretamente no
desenvolvimento das plantas, afetando desde a raiz, nodulacdo, relacGes hidricas,
reducdo da producdo/produtividade e, portanto, a sustentabilidade. Apesar disso, estes
efeitos podem ser diminuidos ou neutralizados pela calagem e adubagdo, atuando
diretamente no solo e consequentemente aliviando os efeitos provocados pela baixa
fertilidade e toxidez de aluminio. No entanto, a obtencédo destes insumos agricolas para
0 uso nos solos da Amazonia € dificultado por problemas financeiros e tecnologicos.
Assim, uma alternativa para reduzir os efeitos negativos destes solos no crescimento de
plantas é selecionar espécies ou cultivares mais tolerantes, aliado ao uso de micro-
organismos do solo, formando associacbes benéficas plantas-micro-organismos. Os
micro-organismos podem estabelecer relacdes simbidticas, como a fixacdo bioldgica de
nitrogénio, podendo atuar como “facilitadores”, tornando as plantas menos dependentes
de adubos quimicos, permitindo, assim, uma economia desses insUMos € a0 Mesmo
tempo, uma maior produtividade dos solos. Dentre esses micro-organismos estdo as
bactérias noduliferas da familia Rhizobiaceae, conhecidos popularmente como rizobios.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de tolerancia a acidez e aluminio de

rizébios isolados de nddulos de leguminosas em solos da Amazonia.

Material e Métodos

Foram testados 31 isolados de rizébios da colecdo do Laboratério de Ecologia e
Biotecnologia de Micro-organismos da Amazonia (LEBMAM), do INPA. Eles foram
isolados de nddulos de diversas leguminosas que cresciam em latossolos e argissolos da
regido de Manaus. A metodologia consistiu em avaliar as bactérias em placas de Petri,
contendo meios YMA (Somasegaran e Hoben, 1985), sendo umcom pH=4,5 + 2 cmolc
Al/L+ 20mL de solucéo indicadora (bromocresol verde) para a avaliacdo de tolerancia,
permitindo assim, uma concentracdo de Al no meio similar & encontrada nos solos da
Amazonia (Chagas Janior et al., 2009) e, um meio com pH=6,5 +5mL de indicador
(solucdo alcoolica, contendo 0,5% de azul de bromotimol), como controle. O
procedimento de repicagem e avaliacdo para verificar a tolerancia dos isolados de
rizobios em meio com Al foi feito segundo o método de Oliveira e Magalhdes (1999),
que avalia o nivel de crescimento bacteriano, atribuindo-se notas de 1,0 (sem

crescimento visivel) a 4,0 (maximo crescimento), subdivididas em 0,25, ou seja, 1,00,
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1,25, 1,50, 1,75, 2,00 e etc., até 4,00, aumentando assim a precisdo do método. Foram
usadas para cada cultura bacteriana, quatro repeticdes nos dois meios. As avaliagdes
foram realizadas a cada trés dias, num total de quinze dias, sendo considerados sensiveis
os isolados que apresentaram valores de 1,0 a 2,0, com tolerancia média 2,06 a 3,0 e,
tolerantes 0s que mostraram crescimentos superiores a 3,06. Os indicadores de pHs
foram usados para observar se as bactérias diminuiam ou aumentavam a acidez dos

meios depois de crescerem.

Resultados e discusséo

Ao se analisar os crescimentos dos 31 isolados no meio com pH 6,5 (controle),
observou-se que oito dos isolados de rizobios mostraram crescimento elevado aos trés
dias (nota acima de 3,00) ap06s a repicagem. Aos seis dias, 26 isolados mostraram
crescimento acima de 3,06. Ao término do experimento (15 dias), 29 isolados
mostraram crescimento superior a 3,06, indicando crescimento elevado nesse meio de
cultura, permitindo assim, avaliar suas tolerancias ou sensibilidades a acidez e presenca
de Al quando essas condi¢des foram adicionadas ao meio padrdo. Os Unicos isolados
que apresentaram algum problema de crescimento no meio padrdo, pH 6,5 foram INPA
R578 e INPA R583.

No meio com pH 4,5 e Al, todos os isolados mostraram-se bem sensiveis aos
trés dias de crescimento, apresentando valores entre 1,00 e 1,75. A partir do sexto dia de
crescimento, quatro isolados (INPA R560, INPA R582, INPA R583, INPA R588)
mostraram tolerancia média (2,06-3,00) e, INPA R578 e INPA R674a cresceram acima
de 3,06, mostrando um crescimento diferenciado quando comparado com 0s outros
isolados testados, demonstrando maiores niveis de tolerancia ao pH 4,5+Al. Aos 15 dias
foi possivel selecionar 9 rizébios: INPA R553, INPA R560, INPA R575, INPA R578,
INPA R580, INPA R583, INPA R588, INPA R615, INPA R634, INPA R674a, 0s quais
mostraram crescimento elevado no meio com pH 4,5+Al.

Verificou-se ainda, mudancga de coloragdo do meio com pH 6,5, onde dos 31
rizobios avaliados, 11 acidificaram levemente e 8 acidificaram totalmente o meio,
enquanto que, em pH 4,5+Al ndo houve modificagdo visual do pH do meio. A

visualizacdo dessa alteracédo foi possivel devido a utilizacdo dos indicadores de pH.
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Figura 1. Crescimento dos isolados de rizobios em placas de Petri contendo
meios YMA.

Os resultados obtidos neste experimento foram diferentes dos reportados por
Hara e Oliveira (2005) e Chagas Junior et al. (2009), onde observou-se que parte dos
isolados testados apresentaram dificuldade para crescerem em meio com pH 6,5, a partir

do terceiro e sexto dia de avaliagdo. Segundo Campos et al. (2010), a capacidade desses
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isolados de sobreviverem e crescerem em pH 6,5 é de grande importancia,
especialmente para estudos como associagdo com plantas em ambientes proximos a
alcalinidade, tendo como referencial agrondmico, que solos com esse pH sdo os que
apresentam maiores disponibilidades de macro e micronutrientes (Malavolta, 1976). A
tolerancia a acidez e aluminio, foi observado por Hara e Oliveira (2005) e Chagas
Junior et al. (2009) analisando-se isolados de rizobios procedentes de solos da
Amazonia, um dos motivos para estes isolados ndo tenham obtido um bom crescimento
é que alguns processos citoplasmaticos da bactéria sejam sensiveis a tais fatores. E 0
crescimento dos isolados no meio aumentou com o tempo de exposi¢do as condicdes de
estresse. Essa capacidade de tolerar o meio com pH 4,5+Al, de acordo com Graham et
al. (1994), esta relacionada a habilidade de manter o pH intracelular entre 7,2 e 7,5
quando o pH externo é acido. O tempo de crescimento dos rizébios pode ser usado para
selecdo, sendo considerados mais tolerantes em pH 4,5+Al, os isolados que
apresentarem notas acima de 3,06, em menor periodo de tempo. Quanto a capacidade de
acidificar o meio com pH 6,5, Chagas Janior et al. (2009) também observaram isso
estudando outros rizébios isolados de diferentes solos da Amazonia. Este processo de
alteracdo do pH ocorre devido a producédo de &cidos organicos liberados pelas bactérias
ao crescerem no meio de cultura. Os isolados tolerantes a pH 4,5+Al apresentam-se
promissores, porém, necessitam ser testados em solos com essas caracteristicas e, ainda,

em simbiose com a planta na presenca desses fatores limitantes.

Concluséo
Dos 31 isolados de rizobios testados, 29% mostraram-se tolerantes ao pH 4,5 e
presenca de 2,0 cmole de AI*® L em placas de Petri com meio YMA, indicando
potencial para serem testados em latossolos e argissolos amazbnicos com essas

caracteristicas quimicas.
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