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RESUMO - O sucesso da simbiose
rizébio/leguminosas, é dependente de diversos
fatores, dentre eles das  condigdes
edafocliméticas. A primeira etapa da selegdo de
estirpes de rizébio é 0 seu isolamento em
condigdes naturais e para isso levam-se em
conta as caracteristicas da colonia em meio de
cultivo. As caracteristicas morfofisiolégicas de
bactérias do género rizébio podem variar, de
acordo com a sua procedéncia. Este trabalho
teve como objetivo caracterizar
fisiologicamente, rizébios nativos provenientes
de dois assentamentos rurais com caracteristicas
pedoldgicas distintas (Mato Grande e Taguaral)
em Corumbd, MS. Foram avaliados: capacidade
de acidificagdo do meio de cultura, tempo de
crescimento e avidade amiloliticaa Os
resultados  mostram  diferenciagdo  nas
caracteristicas das col®nias bacterianas isoladas
dos dois locais estudados. Quanto a capacidade
de acidificacdo dos isolados, 25% (Mato
Grande) e 50 % (Taquaral), foram positivos.
Todos os isolados provenientes do Taguara,
apresentaram  crescimento  rgpido, ja no
assentamento Mato Grande, o tempo variou
entre rgpido e lento. Os indices enzimaticos
observados para a atividade da amilase, néo
demonstraram valores considerados 6timos no
desempenho das bactérias para esta fungéo.

Palavras — Chave: (Fixagdo Bioldgica de
Nitrogénio, assentamentos, fisiologia)

Introducéo

O uso de adubos verdes é uma antiga pratica
agricola, no entanto, por muito tempo, seu uso
ficou restrito aos pequenos produtores. Nos
dltimos anos, em muitos paises da América
Latina, especialmente na parte tropical, o uso
dos adubos verdes estd  crescendo
significativamente de ano para ano na
agricultura, contribuindo ndo somente do ponto
de vista econdémico, como também do ponto de
vistada conservacdo do meio ambiente [1].

O nitrogénio (N) é o nutriente mais estudado
em relagdo aos efeitos da adubacdo verde nas

culturas vegetais. O cultivo de leguminosas
herbaceas torna possivel a disponibilizagio de N
aos agroecossistemas pelo processo de fixagdo
bioldgica, o que reduz ou elimina a necessidade
de aplicegdo de fertilizantes minerais
nitrogenados [2].

Dentre os organismos do solo favorecidos
pela adubacdo verde, merecem destaque as
bactérias dos géneros Rhizobium. Tais
microrganismos sdo capazes de promover a
fixacdo hbiolégica do N, atmosférico,
associando-se a diversas leguminosas num
processo simbidtico [3].

Em razdo da sua importancia econdbmica, os
estudos da interacdo rizobio-leguminosas tém
sido um bom suporte econdmico quando
comparado as demais éreas de pesquisa
agrondémica em diversas partes do mundo, e
atualmente é ainteragdo planta - microrganismo
mais bem estudada [3].

A caracterizacdo morfofisiologica dessas

bactérias € um passo inicia no estudo desses
microrganismos. Os dados obtidos serdo Gteis
na classificagcdo taxondmica e em posteriores
estudos como busca de estirpes mais eficientes
para o processo de FBN, mais competitivas a
nivel regiona e que poderdo ser utilizadas
posteriormente em  desenvolvimento  de
inoculantes.
Esse trabalho tem como objetivo, avaliar as
caracteristicas fisiologicas de rizébios nativos
isolados de nédulos de leguminosas de adubo
verde na Borda Oeste do Pantanal.

Material e Métodos

Area deestudo

Delimitaram-se dois assentamentos rurais,
com caracteristicas pedologicas marcadamente
distintas. S8 eles Mato Grande (Argissolo) e
Taguara (Chernossol o).

Solo

Foram coletadas trés amostras de solo em
cada assentamento para a realizagdo da andlise
guimica, cujos resultados sdo apresentados na
Tabela 1, como médias de trés repeticoes.
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Origem dosisolados bacterianos avaliados.

A tabela 2 apresenta o nimero de isolados
para cada espécie de leguminosa de adubo verde
(Cajanus cajan, Crotalaria juncea, Canavalia
ensiformes e Mucuna pruriens) nos locais
estudados.

Capacidade de Acidificagdo e Tempo de
Crescimento.

As coldnias puras foram repicadas em placas
com meio YMA tendo azul de bromotimol
como indicador para averiguar sua capacidade
de acidificagcdo e tempo de crescimento. As
placas foram incubadas em estufa a 30°C e
observadas até o 10°ia. Coldnias que ateram o
pH do meio deixando-o é&cido reagem
modificando a coloragcdo inicia verde para
amarela. Para a verificagdo da velocidade de
crescimento, foram testados somente aguns
isolados, aqueles que possuiam caracteristicas
morfolégicas diferentes. Foram consideradas
colénias de crescimento rapido (1-4 dias) e
crescimento lento (5-8 dias).

Atividade Amilalitica

Para verificagdo da atividade de utilizacgo do
amido, todos os isolados foram inoculados em
meio sdlido YMA, suplementado com amido
1%, sem corante, pH inicia 6,8. A identificagdo
da atividade amilalitica foi realizada apo6s 2-3
dias (ou mais quando necessério) de incubagdo a
30°C, através da medida do halo formado, que
pode ser mais bem identificado através da
utilizacdo de solugdo de iodo, que permite a
visudlizagdo de uma zona mais clara e
transparente ao redor da coldnia, em contraste
com O meio marrom escuro, que indica
atividade amilolitica.

Resultados

A andlise para o tempo de crescimento
mostra que no assentamento Taquaral todas as
colénias tiveram crescimento répido (Figura
1A). Ja para 0 assentamento Mato Grande a
velocidade variou, destacando-se os isolados do
Guandu (Figura 1B).

Quanto & capecidade de acidificacdo do
meio, cerca de 25% e 50% das estirpes isoladas
do assentamento Mato Grande e do Taquaral
respectivamente, foram capazes de acidificar.
Porém essa percentagem varia para cada espécie
de planta (Tabela 3).

Quanto a atividade amilolitica, os resultados
sd0 demonstrados nas Tabelas 4 e 5. Observa-se
gue a producdo da amilase foi mais expressiva
nas bactérias isoladas no Mato Grande.
Discussdo

Edtirpes de crescimento rgpido sdo
geralmente menos tolerantes a acidez do que as
de crescimento lento. Porém a procedéncia da
estirpe pode ser mais importante na sua relagéo
de tolerdncia do que a caracteristica de
crescimento, ou segja, estirpes isoladas de solos

acidos mostram-se mais adaptadas a estas
condicbes do que as isoladas de pH mais
elevado [4]. Esse comportamento também foi
observado no Assentamento Taquaral, cujo pH
acalino, proporcionou bactérias de crescimento
rapido (Figura 1A). Em estudos com rizéhios,
Sprent [5] confirma que agueles de crescimento
rapido sdo mais comuns em regies &ridas,
congtituindo esta caracteristica uma estratégia
de sobrevivéncia, j4 que sdo mais tolerantes a
seca que os de crescimento lento e se
multiplicam rapido, em curto espaco de tempo
Umido o que também explica a sua maior
frequiéncia nos solos das regifes semidridas em
estudos redlizados por Martins et a [6],
corroborando os resultados do Assentamento
Taguaral que possui caracteristicas de semi-
arido.

A alteragdo de pH pelas colbnias em meio de
cultura é uma caracteristica fisiolégica que deve
ser estudada em conjunto com o fator
velocidade de crescimento (rapida ou lenta),
desta forma inferese quais as condigdes
eddficas estariam associadas a estas estirpes.
Segundo Moreira & Siqueira [4] estirpes dos
tipos “répidas acidificantes e “lentas
acalinizantes’ podem ocorrer tanto em regides
tropicais, como temperadas. Estirpes rapidas e
acidificantes, por exemplo, s& comuns em
solos de pH neutro aacalino [7].

Sugere-se que leguminosas que nodulam
melhor, em condi¢gBes &cidas se associam,
preferencialmente com rizébios de crescimento
lento, que ndo produz &cido em meio de cultura
[4]. Esse dado explica o porqué do
assentamento Mato Grande, com pH baixo ter
variado mais em termos de velocidade de
crescimento das colénias e apresentarem poucas
colbnias acidificando o meio de cultura. Ja as
estirpes isoladas do assentamento Taquaral
foram capazes de produzir &cido em meio de
cultura em maior quantidade, ao contrario do
esperado, essas estirpes ndo sdo mais tolerantes
a acidez do solo, mas seu crescimento répido
parece conferir uma certa vantagem competitiva
na rizosfera devido a maior competicdo quando
entre microrganismos [6].

Para considerar um microrganismo como um
bom produtor de enzimas extracelulares em
meio solido, LEALEM e GASHE [8] indica um
indice enzimético (IE) > 2,0. Neste estudo o
indice maior observado foi 1 para a crotdaria
(Tabela 5). A atividade amilolitica pode estar
relacionada com a degradacdo do amido e
consequentemente na absor¢do da glicose que
deverd ser utilizado pelo microrganismo para
seu crescimento. Assim, as probabilidades de
associagBes simbidticas entre as leguminosas e
bactérias aumentam.



S&0 raros os trabalhos disponiveis que
associam rizébios a atividade amilolitica
Oliveira et a.[9] estudando a produgdo de
amilase por rizobios tendo a farinha da pupunha
como substrato, registrou 19 isolados com
atividade amilolitica em meio YMA
modificado, 7 deles apresentam IE > 2,1
Oliveira et a [9] sugerem uma possivel
participacdo de algumas glicosidases, como as
amilases, no estabelecimento intracelular da
simbiose leguminosa versus rizéhio
Conclusdes
- lIsolados com capacidade de acidificacdo
foram obtidos em ambos 0s assentamentos,
mostrando que essa caracteristica ndao so
relaciona-se com o pH do solo, mas envolve
fatores intrinsecos de cada espécie estudada.

- Todos os isolados do assentamento Taquaral
apresentaram crescimento rapido, influenciados
pela baixa umidade do solo e pH alcalino.

- A maioria dos isolados proveniente do
assentamento Mato Grande apresentou atividade
amilolitica.
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Tabela 1 - Andlise quimicados solos

Solo/ Local pH (H;0) Ca MG P (mg/L) K Na
(cmolc/dm3) (cmolc/dm3) (cmolc/dm3) (cmolc/dm3)
Taquaral 8,94 27,28 4,72 101,8 1,01 0,039
Mato Grande 59 2,96 111 38,2 0,431 0,008

Tabela 2 - Namero de isolados bacterianos obtidos a partir de leguminosa cultivadas em dois assentamentos de
Corumba, MS.

Plantas N° deisolados
Mato Grande Taquaral
Crotalaria 16 14
Feij&o-de-porco 13 13
Guandu 39 14
Mucuna cinza 10 11
Totais 78 52

Tabela 3 - |solados com capacidade de acidificacéo.

Plantas N° de coldnias com capacidade de acidificacao
Mato Grande Taquaral
Crotalaria 5 4
Feijao-de-Porco 3 12
Guandu 7 9
Mucuna cinza 5 1
Total 20 26
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Figura 1. Tempo de crescimento em dias para as colénias do Taquaral (A) e Mato Grande (B).



Tabela 4 - Total de colénias em % que produziram halo de hidrdlise para o amido.

Plantas Mato Grande Taquaral
Feijao-de-Porco 231 0
Guandu 18 21,4
Crotalaria 18,7 0
Mucuna cinza 10 36,4

Tabela 5 - Atividade da amilase em rizobios isolados em dois assentamentos de Corumba - MS.

Planta/ |solados Assentamento Taquaral

Guandu Didmetro colonia  Diémetro Halo indice Enzimético (IE)
8 0,3cm 0,2cm 0,3

10 1,1cm 0,1cm 0,09

13 1,2cm 0,1cm 0,08

Mucuna cinza

1 0,7cm 0,1cm 0,14

7 0,6cm 0,2cm 0,3

8 0,6cm 0,2cm 0,3

9 0,5cm 0,2cm 04

Assentamento Mato Grande

Feijao-de-Porco

1 0,7cm 0,3cm 04
2 0,6cm 0,3cm 0,5
5 0,8cm 0,3cm 04
Guandu

8 0,8cm 0,1cm 0,1
12 0,8cm 0,1cm 0,1
13 0,7cm 0,3cm 04
15 0,8cm 0,4cm 0,5
16 0,9cm 0,3cm 03
17 0,7cm 0,2cm 0,1
26 0,7cm 0,2cm 0,3
Crotaléria

2 1,3cm 0,1cm 0,07
3 0,6cm 0,6cm 1

6 0,9cm 0,8cm 0,8

Mucunacinza

3 1,1cm 0,2cm 0,2
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