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Tolerancia a pH extremos de bactérias diazotroficas isoladas do
semiarido
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RESUMO: O pH do solo constitui um dos principais
fatores limitantes na fixacdo de nitrogénio pelas
leguminosas, devido ao retardamento ou supressao
da formacdo de nodulos. O objetivo desse trabalho
foi testar, com relacéo a toleréncia a pH extremos,
isolados provenientes do Ceara e Rio Grande do
Norte. Foram testados 27 isolados e seis estirpes
padrdo, em triplicata para cada isolado em meio YM
modificado para pH 4 e pH 10. Os dados obtidos
foram agrupados em uma matriz de similaridade e
utilizados para a elaboracdo de um dendrograma.
Dos 27 isolados testados, 20 apresentaram
resisténcia ao pH 10 e 9 apresentaram resisténcia
ao pH 4. Cinco isolados n&o apresentaram
resisténcia a nenhum dos valores de pH testados,
Com um nivel de similaridade de 70% foi possivel
formar dez grupos distintos para a caracteristica
resisténcia a pH extremos. Dentre os 27 isolados de
rizébios testados LAMAB 1, LAMAB 8, LAMAB 10,
LAMAB 11, LAMAB 12, LAMAB 21 e LAMAB 22 se
destacaram em relacdo a pH extremos, sendo esta
uma das caracteristicas relevantes para
recomendac¢éo de novos inoculantes.

Termos de indexacdo: Fixacdo Biolégica de
Nitrogénio. Estirpes nativas. Rizobio.

INTRODUCAO

Embora o nitrogénio (N,) seja o principal
constituinte da atmosfera apenas micro-organismos
procariotos (bactérias e cianobactérias) apresentam
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico. Muitas
bactérias fixadoras de N, formam associacbes
simbiéticas com plantas, especialmente
leguminosas através do desenvolvimento da
estrutura do nddulo (FRIGHETTO; VALARINE,
2000). Entre as caracteristicas importantes para o
estabelecimento da simbiose destaca-se a
resisténcia a antibidticos e fungicidas, tolerancia a
pH &cido, a seca e altas temperaturas (BARAIBAR
et al., 1999).

O pH do solo constitui um dos principais fatores
limitantes na fixacdo de nitrogénio pelas
leguminosas, devido ao retardamento ou supressao
da formacdo de nédulos. Seus efeitos podem ser
diretos, através da influéncia sobre a sobrevivéncia

da bactéria, ou indiretamente pela maior ou menor
disponibilidade de nutrientes e presenca de
elementos toxicos (MARTINS, 2010; MOHAMMADI
et al., 2012). Entre os fatores de natureza fisico-
guimica, o pH e a temperatura podem influenciar
tanto no nimero como na atividade enzimatica dos
micro-organismos (OLIVEIRA et al., 2010)

O objetivo desse trabalho foi testar, com relacdo
a tolerancia a pH extremos, isolados provenientes
do Ceara e Rio Grande do Norte.

MATERIAL E METODOS

Foram testados 27 isolados, recuperados da
Colecdo de Culturas de Rizdbio existente no
Laboratério de Microbiologia Ambiental (LAMAB) da
Universidade Federal do Ceara (UFC), provenientes
dos municipios de Quixada-CE, Cascavel-CE e
Santana do Mato—RN e Jardim de Angicos—RN,
mais seis estirpes padrdo, BR 3486 (Burkholderia
phymatum), INPA 03-11B- Bradyrhizobium sp (BR
3301), UFLA 03-84 - Bradyrhizobium sp (BR 3302),
BR 3267 (Bradyrhizobium sp), BR 2003 e BR 2801 —
(Bradyrhizobium elkanii). As analises foram
realizadas em triplicata para cada isolado em meio
YM (VINCENT, 1970) modificado para pH 4 com
adicdo de HCI e pH 10 com adicdo de NaOH. Os
isolados foram incubados a 28°C sob agitacdo de
150 rpm. A andlise de crescimento foi feita sete dias
apos a incubacéo. Tubos que apresentaram turbidez
no caldo, em comparacdo ao controle negativo,
foram considerados como resultado positivo e os
gue ndo apresentaram turbidez como resultado
negativo.

Os resultados obtidos foram convertidos em uma
matriz binaria “presenga-auséncia” e construida uma
matriz de similaridade utilizada para elaboragéo do
dendrograma utilizando o aplicativo computacional
PAST (HAMMER et al., 2001) que permitiu o
agrupamento de isolados semelhantes. Adotou-se o
algoritmo UPGMA (Unweigted Pair-Group Method) e
coeficiente de Jaccard.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 27 isolados testados, 20 apresentaram



resisténcia ao pH 10 e 9 apresentaram resisténcia
ao pH 4. Cinco isolados n&do apresentaram
resisténcia a nenhum dos valores de pH testados
(LAMAB 9, LAMAB 25, LAMAB 26, LAMAB 29,
LAMAB 30). Afirma-se que a tolerancia dos rizobios
a pH depende da capacidade de manter um pH
intracelular (pHi) entre 7,2 e 7,5, quando um pHi cai
abaixo de 6,5 o crescimento cessa o que indica que
algum processo citoplasmatico é extremamente
sensivel a acidez (HUNGRIA; VARGAS, 2000).
Cuadrado et al. (2009) observaram que todas as
cepas resistentes aos pH 7 e 9 pertencem ao grupo
de crescimento rapido, neste experimento apenas
quatro estirpes sdo de crescimento rapido. Hara e
Oliveira (2005) indicam que isolados de rizobio,
quando submetidos a baixo pH, podem ter seu
crescimento influenciado também por algum outro
fator.

Com um nivel de similaridade de 70% foi possivel
formar dez grupos distintos para a caracteristica
resisténcia a pH extremos (Figura 1). Os grupos I,
I, N, IV e X representam isolados que nédo foram
agrupados, sdo aqueles que ndo apresentaram
resisténcia a nenhum dos valores de pH testados.
Quatro das estirpes padrdes testadas (BR 2801, BR
3301, BR 3486 e BR 2003) estdo presentes no
grupo VIIl, onde estdo o0s isolados que
apresentaram resisténcia a dois valores de pH.

CONCLUSOES

Dentre os 27 isolados de rizébios testados LAMAB
1, LAMAB 8, LAMAB 10, LAMAB 11, LAMAB 12,
LAMAB 21 e LAMAB 22 se destacaram em relacéo
a pH extremos, sendo esta uma das caracteristicas
relevantes para recomendacdo de  novos
inoculantes.
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Figura 1 — Dendrograma de similaridade baseado na tolerancia a pH extremos (4 e 10) para isolados de
bactérias fixadoras de nitrogénio (estirpes padrao em destaque). A linha vertical indica grupos formados
com 70% de similaridade.



