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RESUMO

Foram realizados testes em meio de cultivo acidificado para
avaliar a tolerancia de 59 estirpes de Bradyrhizobium sp. isolados de
Mimosoideae. As culturas, por via de regra, apresentaram crescimento rapido
e alcalinizagdo do meio. Das estirpes testadas, dez apresentaram cresci-
mento em meio com valor de pH 4,6 (trés, crescimento rapido; um, médic e
seis, lento). Destas, oito ndo induziram alteragdo visual na cor do indicador
bromotimol-azut incluido no meio. A estirpe SMS-513, uma entre essas oito,
promoveu acidificagio no meio com valor de pH 6,2, sendo considerada tole-
rante & acidez. Algumas estirpes cresceram em meio de cultura acidificado,
somente com alta concentracao inicial de células.
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Diversos trabalhos mostram que a acidez elevada pode determinar mé
nodulacdo e baixos niveis- de fixagdo de nitrogénio (GIBSON et al., 1975;
ANDREW & JOHNSON, 1976; MUNNS, 1978; RICE et al., 1977; FRANCO &
MUNNS, 1982).

A inoculacdo de leguminosas com estirpes isoladas e mantidas por
repicagens sucessivas em meio de cultura com pH préximo & neutralidade pode
também ser responsavel por ma nodulagdo nessas condigbes. E possivel a utili-
zagdo de leguminosas e Rhizobium que tolerem ou até prefiram condi¢oes de
elevada acidez (LIE, 1971; SPAIN et al., 1975). Alguns trabalhos revelam que
estirpes de Rhizobium selecionadas em meio de cultura para tolerancia a acidez
tém maior potencial de eficiéncia e sobrevivéncia em solos acidos (GRAHAM et
al., 1982; SILVA & FRANCO, 1984). O objetivo do presente trabalho foi caracte-
rizar estirpes de Bradyrhizobium, previamente isoladas em meio com valor de pH
elevado para tolerancia a acidez em meio de cultura.

Material ¢ Métodos

Utilizaram-se, inicialmente, culturas de Bradyrhizobium sp. isoladas de
leguminosas da subfamilia Mimosoideae que vinham sendo mantidas em meio
de manitol levedura, com valor de pH préximo de 7,0 (Quadro 1). Todas as estir-
pes foram testadas para pureza. O in6culo constou de células provenientes de
meio agarificado suspensas em solugao 0,85% de NaCl. Esse in6culo foi riscado
em placas com 0 mesmo meio, com valor de pH 4,5 e 6,2, e adicdo de azul-de-
-bromotimol. A partir do segundo dia de incubacdo a 28°C, observaram-se
mudancas do valor de pH do meio e velocidade de crescimento. Este foi conside-
rado répido, médio ou lento, se as coibnias surgissem, respectivamente, com 4,
5-6 e 7 ou mais dias. Posteriormente, usou-se o meio de cultura descrito por
AYANABA et al. (1983) com pH 4,6 e 6,2. O meio com pH 4,6 foi preparado sem
e com 25uM de Aly(SQ,)s, e adicionado de 0,005% de verde-de-bromocresol.
O meio com pH 6,2 n3o recebeu aluminio, mas 0,005% de bromocresol-purpura.
A solugdo de aluminio foi esterilizada por filtragao e adicionada ao meio, apds
esterilizagdo deste. O pH do meio foi ajustado apds esterilizagdo, mediante solu-
coes esterilizadas de H,S0O, ou KOH. Além das estirpes SMS-87, SMS-325,
SMS-355;, SMS-512 ¢ SMS-515, indicadas no -quadro 1, foram testadas as estir-
pes BR-4401 a BR-4409, recém-isoladas de Enterolobium contortisiliquum,
BR-ML.1 e BR-3445, de Mimosa laticifera, e BR-5603, BR-5604, BR-5610 e
BR-5611, de Albizia lebbek.

O indculo foi preparado como anteriormente e transferido para meio de
cultura diluido 1:5 em agua e padronizado para cerca de dez bactérias por milili-
tro. Efetuou-se a inoculagdo com alga de platina calibrada, transferindo-se 40 u 1
das suspensdes para placa, colocando-se doze indculos em cada uma, com duas
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repeticdes por tratamento. Testaram-se as mesmas culturas também nos meios
com pH 4,6 e 6,2, usando-se alta concentragdo de indculo (alga de platina com
meio sdlido). Empregou-se a estirpe BR-4405 para teste de crescimento, em meio
liquido (KEYSER & MUNNS, 1979), sem indicador, em cinco niveis de acidez (pH
ajustado para 4,6, 4,8, 5,0, 5,2 e 5,5), com quatro repeticées. Cerca de 10° células
foram inoculadas em 100ml dos meios em frasco erlenmeyer, e incubadas sob
agitacdo. Foram efetuadas leituras didrias do pH e da densidade Optica (filtro de
410 nm).

Resultados e Discussao

No quadro 1, encontram-se os resultados do teste em meios com valor
de pH 4,5¢e 6,2

A maioria das estirpes (62%) apresentou crescimento rapido em pH 6,2,
e apenas 24%, crescimento lento, A maioria delas (76%) alcalinizou 0 mesmo
meio, e apenas 22% o acidificou. Neste caso, as estirpes, de modo geral, tiveram
crescimento rapido e capacidade de alcalinizar o meio. Essa caracteristica parece
ser comum em Bradyrhizobium sp. isolado de espécies da subfamilia Mimo-
soideae.

Somente dez estirpes (20%) demonstraram crescimento em meio com
valor de pH 4,5, sendo seis delas de crescimento lento.

O fato de terem sido isoladas e manuseadas sempre em meio com pH
neutro ndo favoreceu a ocorréncia da caracteristica de tolerancia a acidez. BROSE
(1984) obteve resuitados semelhantes com estirpes de Leucaena leucocephala.
A maioria delas ndo mudou o pH do meio, ou a mudanga foi muito peguena para
que o indicador a detectasse no meio com pH inicial 4,5. Apenas duas (SMS-507
e SMS-545) mostraram ligeira alcalinizacdo do meio, a julgar pela mudanca de
cor do indicador. A utilizagdo de um indicador com viragem em pH mais baixo
poderia indicar maior nimero de estirpes promovendo alteragdes no pH antes do
aparecimento da colénia, conforme sugerido por AYANABA et al. (1983).

Das estirpes que cresceram em meio acidificado, apenas a SMS-513
nao alcalinizou o meio de cultura em nenhum dos dois valores de pH inicial (4,5 e
6,2), como seria desejavel para ser considerada tolerante a acidez; o indicador
empregado (azul-de-bromotimol) talvez tenha prejudicado essa observacio.

No segundo teste, nenhuma das estirpes cresceu em meio com valor de
pH 4,6 com ou sem aluminio, quando inoculadas com baixa concentracdo de
células; todas, porém, cresceram em pH 6,2 (Quadro 2) e a maioria delas (83%)
alcalinizou 0 meio com valor de pH 6,2; nenhuma estirpe acidificou 0 meio (Qua-
dro 2).
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QUADRO 1. Velocidade de crescimento e alteragdo de pH observadas em meio agarificado,
induzidas por Bradyrhizobium sp. cultivado em meio de manitol-levedura, com pH inicial

de4,5¢6,2
Crescimento
Leguminosas Estirpes e altera¢&o do pH (2)
de origem de Bradyrhizobium (1}
pH45 pH6,2

Acacia mollissima SMS-87 - RB
Acacia mollissima SMS-512(BR.Am-1) - RB
Acacia mollissima SMS-513(BR.AmM-3) LS LA
Albizia lebbek SMS-518(BR.Eb-2) LS RB
Anadenanthera falcata 11079A - LB
Anadenanthera falcata 11081A LS LB
Anadenanthera faicata 110818 LS LB
Anadenanthera macrocarpa 11092 - RB
Calliandra calothirsus SMS-548A - RB
- SMS-548 - RB
Desmanthus virgatus SMS-347 - ji:]
Entada polyphyla SMS-517(BR.Ep-2) - MB
Enterolobiurn contortisiliquum SMS-547 - LB
Erytrina speciosa SMS-508A - mMB
Erytrina speciosa SMS-508(BR.Es-1) - LS
Erytrina speciosa SMS-509(BR.Es-4) - MB
Leucaena leucocephala SMS-140(CB948) - RB
Leucaena leucocephala SMS-436 (NGR-8) - RB
Leucaena leucocephala SMS-448 - RB
Leucaena diversifolia SMS-459(CIAT-1923) - RA
Leucaena leucocephala SMS-461(CIAT-1967) - RA
Leucaena leucocephala SMS-516(BR.LI-1) - RA
Leucaena leucocephala SMS-462 (CB81) - RB
Mimosa caesalpinafolia SMS-506(BR.x1) - RB
Mimosa caesalpinafolia SMS-507A(BR.x18) - RA
Mimosa caesalpinaiolia SMS-507B(BR.x18) LB RA
Mimosa distans SMS-386 - RA
Mimosa furfuracea SMS-325 - RB
Mimosa rigida SMS-387° LS RB
Mimosa sp. SMS-173 MS M8
Mimosa sp. SMS-345 - RA
Mimosa sp. SMS-545 RB RB
Mimosa sp. 110710 - LB
Mimosa pudica SMS-355 - RB
Mimosa invisa SMS-354 RS RB
Mimosa invisa SMS-354B RS RB
Piptadenia peregrina SMS-510(BR.Pp2) - RA
Piptadenia peregrina SMS-511(BR.Pp4) - MB
Pithecelobium edwall SMS-383 - RB
Pithecelobium edwsli 11076 - MB
Prosopis julifiora SMS-514(BR.Pj5) - LA
Sesbania marginata SMS-515A(BR.Smt) - RB
Sesbania marginata SMS-515B(BR.Sm1) - RB
Schrankia sp. SMS-346 - RB

(1) Existentes na coleio do Instituto AgronSmico, Campinas, SP.
(2) Crescimento L = lento; M = médio; R = rdpido. Alteragfio observada no pH — A = acidificaglio; B = alcalinizagio; S = sem modifi-

cagdo.
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QUADRO 2. Velocidade de crescimento e alteragdo do pH observadas em meio agarificado,
induzidas por Bradyrhizobium cultivado em meio de AYANABA et al. (1983), com valor
de pH inicial 6,2

Leguminosas Estirpes Tempo de pH apés
de origem de Bradyrhizobium crescimento (1) crescimento (2)
dias
Acacia mollissima SMS-87 4 B
Acacia mollissima SMS-512 6 B
Albizia lebbek BR-5603 3 S
Albizia lebbek BR-5604 3 S
Albizia lebbek BR-5610 9 B
Albizia lebbek BR-5611 9 S
Enterolobium contortisiliquum BR-4401 4 B
Enterolobium contortisiliquum BR-4402 4 B
Enterolobium contortisiliquum BR-4403 5 B
Enterolobium contortisiliquum BR-4404 5 B
Enterolobium contortisiliquum BR-4405 4 B
Enterolobium contortisiliquum BR-4406 4 B
Enterolobium contortisiliquum BR-4407 4 B
Enterolobium contortisiliquum BR-4408 6 B
Enterolobium contortisiliquum BR-4409 2 B
Mimosa furfuracea SMS-325 4 B
Mimosa laticifera BR-3445 2 B
Mimosa laticifera BR-MI.1 9 B
Mimosa pudica SMS-355 4 B
Sesbania marginata SMS-515 9 B

(1) N&o houve crescimento em pH 4,6 em meio com ou sem aluminio com inéculo de baixa concentragdo de
célula, mas houve com alta. A estirpe BR-5611 ndo cresceu, mesmo com aita concentracao.

(%) B = aicalinizagio; S = sem modificagéo.

A producio de Aalcali ou acido em meio de cultura é uma caracteristica
variavel, dependendo dos componentes do meio (PARKER, 1971). Dai a necessi-
dade de selecionar estirpes que, mesmo em baixa concentracdo (como normal-
mente ocorre nos solos), tolerem acidez, desenvolvendo-se sem necessidade de
modificar o pH do meio. Estirpes de Rhizobium diferem na habilidade de crescer
em solos e em meio de cultura Acido, e a tolerancia a acidez nao pode ser prevista
por variagbes de pH em meio de cultura (MUNNS, 1978). A fase de crescimento
de Rhizobium pode influenciar a producdo de &cido ou dlcali (COOPER, 1982).
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Embora ndo se tenha empregado 0 mesmo conjunto de estirpes nos
dois testes, com o método proposto por AYANABA et al. (1983), detectou-se
maior propor¢éo de estirpes que modificaram o pH do meio de cultura (Quadro 2).
Com excegdo da BR-5611, as estirpes cresceram em meio acidificado e também
com aluminio, quando se usou inéculo com alta concentragdo de células (Quadro 2).
Entre estas, BR-5610 e BR-4402 cresceram antes de induzir modificagbes apa-
rentes no pH do meio de cultura, mas, posteriormente, induziram modificagoes.
Por outro lado, as estirpes SMS-87, BR-4404, BR-4405, BR-4406 e BR-4407 cres-
ceram em meio &cido com ou sem aluminio (somente com alta concentragéo de
células iniciais), sem induzir modificagdes iniciais ou posteriores no pH do meio de
cuftura. Ao contréario das estirpes BR-5610 e BR-4402, devem ser mais tolerantes
a acidez, ndo se descartando, entretanto, a hipdtese de terem sido selecionados
mutantes tolerantes a acidez existentes nos indculos que foram usados com alta
concentracdo de células. Convém notar que a estirpe BR-5611 néo cresceu no
meio com pH 4,6, mesmo com alta concentrag@o de células no inéculo.

SILVA & FRANCO (1984) observaram que apenas 19 estirpes de legu--
minosas arbdreas, entre 211 testadas, apresentaram crescimento sem antes ele-
var o pH do meio.

081 pH INICIAL
-——— 46
o0 4,9

5.1

0.7

— =54

b——A 5.5

DENSIDADE OTICA

TEMPO, dias

FIGURA 1. Crescimento de uma estirpe (BR 4405) de Bradyrhizobium em meio liquido com
diferentes valores de pH e alteragdes do pH observadas nos respectivos meios.

Bragantia, Campinas, 47(2):333-340, 1988



TOLERANCIA DE BRADYRHIZOBIUM SP, DE MIMOSOIDEAE A ACIDEZ EM MEIO DE CULTURA 339

No teste em meio liquido, com a estirpe BR-4405, ndo foi observado
crescimento em pH 4,7 como ocorrera no meio sélido (Fig. 1). Nos outros niveis
de pH, sempre houve aumento em relagdo ao valor do pH inicial do meio de cul-
tura, confirmando a necessidade de a estirpe aumentar o pH para crescer.

Em estudos semelhantes, DATE & HALLIDAY (1978), e KEYSER &
MUNNS (1979) verificaram crescimento das estirpes em meio acido antes da
mudang¢a do pH no meio, indicando que elas seriam mais tolerantes que as aqui
observadas. Dados sobre a utilizagao de algumas dessas estirpes para a inoculagéo
da albizia (Albizia lebbek) e do tamboril (Enterolobium contortisiliquum) foram
publicados recentemente (RIBEIRO JR. et al., 1986, 1987).

Conclusées

Das 59 estirpes testadas, apenas 10 cresceram em meio &cido, quando
inoculadas com baixa concentragdo de células, e somente a SMS-513 cresceu
sem modificar o pH do meio, com o indicador utilizado. Algumas estirpes cresce-
ram antes de modificar o pH do meio apenas quando inoculadas em alta concen-
tracao de células.

SUMMARY

TOLERANCE OF MIMOSOIDEAE BRADYRHIZOBIUM SP.
STRAINS TO ACIDITY IN CULTURE MEDIA

Fifty-nine Bradyrhizobium sp. strains isolated from Mimosoideae
subfamily of Leguminosae were tested on acidified agar medium. Most
strains were found to be fast growing and alcalinized the medium. Ten strains
grew on pH 4.6; out of them, three were fast growing, six were slow growing
and one was intermediate. Eight of the tested strains did not induce visual
changes in the bromothymol-blue indicator. The strain SMS-513 acidified the
medium with pH 6.2, and was considered acid tolerant.

Index terms: acid tolerant rhizobia, Mimosoideae, Bradyrhizobium sp.
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