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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a tolerAncia 4 acidez e aluminio téxico, 1solados de rizébio foram criados durante 15 dias em meio
YMA com pH 6,5 (controle), pH 4,5 e pH 4,5 + Al (2,0 cmolc Al L-1). Entre os 200 isolados, 165 ¢ 127 apresentaram
tolerincia aos 15 dias nos tratamento com pH 4,5 e pH 4,5 + Al, respectivamente. Destes, 29 apresentaram tolerincia logo
aos trés dias de crescimento.
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Tolerance to acidity and toxic aluminum of rhizobia isolated from soils in
Amazonas, Brazil

ABSTRACT

With the objective to evaluate toleranc to acidity and toxic aluminum, rhlzobla isolates were grown for 15 days in YMA
medium with pH 6.5 (control), pH 4.5 and pH 4.5 + Al (2,0 cmolc Al L-1). Among the 200 isolates, 165 and 127 presented
tolerance to the 15t day in the treatments with pH 4,5 and pH 4,5 + Al, respectively. Of these, 29 presented tolerance by
the third day of growth.
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A popula¢io de rizébio pode ser diminuida por fatores
predominantes nos solos da Amazdnia, como o pH 4cido
e aluminio tdéxico. A quantifica¢io da tolerdncia 4 acidez e
aluminio em laboratério pode ser o primeiro passo na selecio
de isolados de rizébio para esta regido. Exemplos de tolerdncia
a baixo pH de estirpes rizébio foram reportados por Oliveira
& Magalhies (1999), mostrando que os testes de laboratério
sdo significativos processos de selegdo de estirpes tolerantes e
elimina¢do daquelas estirpes que sio sensiveis. Com respeito
A selegdo de rizébio adaptdveis a solos 4cidos, com os diversos
fatores ligados & acidez ou dela decorrentes que variam de solo
para solo, existe uma continua necessidade da identificagio
de estirpes tolerantes a acidez e aluminio tdxico capazes
de aumentar a produtividade de leguminosas. Assim, este
trabalho objetivou avaliar em laboratério a tolerincia  acidez
e alumf{nio téxico de isolados de rizébio oriundos de solos de
diferentes regides do Estado do Amazonas.

Foram utilizados 200 isolados obtidos da cole¢ao do INPA
(Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia), oriundos
de solos da Amazonia. Os tratamentos utilizaram o meio
YMA (Vincent, 1970) com pH 4,5, pH 4,5 + Al e pH 6,5
como controle, com quatro repeti¢oes cada. O aluminio foi
adicionado na forma de AICI3 para o tratamento pH 4,5 + 2,0
cmolc (+) Al/L, para se obter a concentragdo de Al encontrada
nas principais classes de solos da Amazénia, servindo, assim,
como parAmetro para as condigdes reais deste elemento na
natureza. Foi acrescentado o corante bromocresol verde (20
mL L‘l) nos meios com pH 4,5 ¢ pH 4,5 + Al, ¢ no meio
com pH 6,5 foi adicionado o azul de bromotimol (5 mL L‘l),
com o objetivo de visualizar a alteragdo do pH do meio pelas
bactérias, em fungio da alteragio da cor do meio.

Foi utilizado o método de riscagem proposto por Oliveira
& Magalhaes (1999). As avaliagoes foram feitas a cada trés dias
durante um periodo de 15 dias, em condig¢bes de laboratério
a uma temperatura média de 28°C. De acordo com o
crescimento celular foi determinando o grau de tolerancia dos
isolados, sendo tolerantes isolados com crescimento médio
acima de 3,00, tolerincia moderada com crescimento entre
2,06 e 3,00 e sensivel entre 1,00 e 2,00. O delineamento
experimental foi o inteiramente ao acaso. Foi realizada andlise
de varidncia com teste F e teste de Tukey a 5%, utilizando o

programa STATISTICA 6.0.

Somente 29 isolados, dos 200 testados, apresentaram
escores de crescimento tolerante (superior a 3,06) logo aos
trés dias de crescimento (Tabela 1). Entre estes isolados, nove
apresentaram escore 4,00 a partir do terceiro e sexto dia.
Segundo Graham ez a/. (1994), a tolerincia ao pH 4cido em
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rizébio depende da habilidade em manter o pH intracelular
entre 7,2 e 7,5 quando o pH externo ¢ acido. O tempo de
crescimento pode também ser usado para a selegdo, pois os
isolados que apresentaram escores superiores a 3,06 em menor
perfodo de tempo podem ser mais tolerantes ao baixo pH. A
acidez do meio também afetou o crescimento de isolados de
rizébio, como descrito por Hara & Oliveira (2005), onde a
proporcio de isolados oriundos de solos 4cidos, tolerantes 4
acidez foi baixa, em torno de 25%.

Quanto ao tratamento com pH 4,5 + Al, no terceiro
dia de avaliagdo, foi observado mdximo crescimento (escore
4,00) para o isolado INPA R1002, ¢ no sexto dia para os
isolados INPA R880, INPA R888, INPA R896, INPA
R931, INPA R995, INPA R1002 e INPA R1005 (Tabela 1).
Conseqiientemente, o tempo de crescimento pode também
ser usado para a selegdo quanto a tolerincia ao Al. Ao longo
das avaliagoes, a cada trés dias houve aumento do nimero
de isolados tolerantes aos meios com pH 4,5 ¢ pH 4,5 + Al
mostrando a ocorréncia de adaptagio as condigoes iniciais do
meio (Figura 1). Tem sido demonstrada melhor adapta¢ao de
bactérias a acidez quando previamente crescidas em meios de
cultura levemente 4cidos, fendmeno conhecido como “acid
habituation” ou “adaptative tolerance response” (Dilworth

et al., 1999).

Quanto a capacidade de acidificar ou alcalinizar, o meio
com pH 6,5 foi acidificado por 187 isolados (93,5%) (Figura
2). Entre estes isolados, 13 apresentaram escore de crescimento
abaixo de 3,06, indicando que a diminui¢ao do pH pode
estar afetando o crescimento dessas bactérias. Quanto aos
isolados tolerantes a acidez, 66 foram capazes de alcalinizar
ou nio modificar a pH do meio 4cido (pH 4,5), o que pode
ser considerado como um mecanismo de adaptagio a essa
condigio de estresse. Segundo Barberi ez a/. (2004), a elevagio
do pH do meio ¢ decorrente do metabolismo da bactéria
que, ao atuar sobre o substrato em busca de energia, libera
substincias bdsicas que aumentam o pH externo. Para o meio
com pH 4,5 + Al foi observado que 45 isolados alcalinizaram
0 meio, os quais apresentaram tolerdncia a esses fatores, com
escore de crescimento maior que 3,06 (Figura 2). Foi verificada
a diminuig¢o do pH desse meio por 80 isolados tolerantes,
sendo que, entre esses, 78 apresentaram tolerAncia tanto a
acidez como ao aluminio.

Os isolados mais tolerantes 2 acidez e aluminio apresentam-
se como promissores. Estes isolados necessitam ser testados
ainda em simbiose com a planta na presenca destes fatores
limitantes, uma vez que o objetivo ¢ obter tolerincia e
eficiéncia a estes fatores na mesma estirpe.
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Figura 1 - Crescimento de isolados de rizbio ao longo de 15 dias de avaliagao
em meios YMA com pH 6,5, pH 4,5 e pH 4,5 + Al
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Figura 2 - Alteragéo do pH do meio pelos isolados de rizobio, em fungao
da alteragao da cor do meio, apds 15 dias de crescimento em meio YMA
com bromocresol verde para pH 4,5 e pH 4,5 + Al e azul de bromotimol

para pH 6,5.
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