SELEGAO DE ESTIRPES DE RHIZOBIUM SPP.
DE LEGUMINOSAS FLORESTAIS EM MEIO DE CULTURA
TOLERANTES A ACIDEZ E A TOXIDEZ DO AL

GISELE GOMES DA SILVA! AVILIO A, FRANCO?

RESUMO - Estirpes de Rhizobium sp., isoladas de vdrias espécies de leguminosas arbé-
reas de ecossistemas diversos, foram testadas em meio de cultura, para sele¢io das estir-
pes capazes de crescer, sob condi¢Ses de acidez.

De 211 estirpes de Rhizobium testadas, 85,7%, 48,8% e 28,0% isoladas, respectiva-
mente, das subfamilias Ceesalpinioideae, Mimosoideae e Papilinioideae cresceram em
meio de cultura com pH 4,6 com e sem 50 uM Al**, Uma estirpe cresceu na auséncia,
mas nfo cresceu na presenga de Al**,

Os resultados mostraram ainda que das 211 estirpes originalmente testadas,77 cres-
ceram apds aumentar o pH do meio e somente 19 foram capazes de crescer em pH 4,6
sem antes elevar o pH do meio. Para selegio de estirpes para salos 4cidos, somente estas
deveriam ser testadas na planta, abreviando assim o processo.

Termos para indexagdo: leguminosa arbérea, simbiose,

SELECTION OF RHIZOBIUM SPP. STRAINS IN CULTURE MEDIUM
FOR ACID SOILS

ABSTRACT - A group of Rhizobium sp. strains isolated from several legume trees from
diverse environments was assayed in culture medium at pH 4,6 with and without
50 uM AI**, using bromocresol green indicator and at pH 6,2 using bromocresol purple
indicator,

From 211 Rhizobium strains isolated from legume trees, 85,7%, 48.8% and 28.0%
from the subfamilies Caesalpinioideae, Mimosoideae and Papilinioideae respectively did

grow in culture medium with pH 4.6 and without 50 uM Al **, One strain did grow without
but not with Al®*.

Of the 211 strains 77 grow after increasing the pH of the medium and conly 19
were able to grow at pH 4,6 without increasing the pH of the medium. These strains

seem the most promising for further tests with plants for acid socils,

Index terms; legume tree, symbiosis,

! FEstudante de Engenharia Florestal da UFRRIJ, bolsista de Iniciagdo Cientifica do CNPq.
2 Pesquisador I da - EMBRAPA-UAPNPBS, km 47 Seropédica, 23460 Rio de Janeiro.
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INTRODUGAO

O estabelecimento e o desenvolvimento das diversas etapas da interagfo Rhizobium - leguminos:
dependem direta ou indiretamente das condigSes do ambiente do solo, onde o sistema simbidtico se
desenvolve,

Tanto a sobrevivéncia do Rhizobium no solo (Schimidt 1978) como o processo de infecgio e for-
magdo de nddulos (Munns 1977) s3o sensiveis ao pH deido, que afeta também em intensidade varidvel
o crescimento das plantas (Carvalho 1978; Munns & Franco 1981),

O incremento da fixag@o bioldgica de nitrogénio, especialmente em pastagens e reflorestamento
onde é pouco vidvel modificar as condigBes do pH do solo, estd condicionado 3 obtengfo de Rhizobium
eficiente ¢ adaptado a estas condigdes pouco favordveis.

A pré-seleco em meio de cultura 4cido pode abreviar o processo de selegio, eliminando as estirpes
que ndo sFo capazes de se multiplicar em pH baixo (Graham et al, 1982), ficando o teste de eficiéncia
restrito as estirpes tolerantes.

Este trabalho objetiva pré-selecionar em meio de cultura 4cido as estirpes exxstentes na EMBRAPA/
UAPNPBS, isoladas de leguminosas florestais.

MATERIAIS E METODOS

O meio de cultura foi preparado segundo Ayanaba et al. (1981), constando de: 5 uM K,HPO,,
5 #M KH,PO,4, 750 uM K;S04, 10 uM KCl, 300 uM MgSO,, 300 uM CaCl;, 1 uM MnS0,, 0,1 uM
CuS04, 0,02 uM NaMoQy,, 0,002 2M Co (NO;), 100 M Fe-EDTA, 5 g/1 D-arabinose, § g/1 D-galac-
tose, 1,8 g/l glutamato de Na, 20 g/l agar, sendo ainda acrescentado 0,4 g/l de extrato de levedura Difco.

Foi preparado um meio de cultura com pH 4,6 com e sem 25 uM Al, (804)3, ambos contendo
0,005% de verde de bromocresol e pH 6,2 contendo 0,005% de bromocresol plirpura. O pH do meio foi
gjustado apds esterilizagfo, usando solugSes de H; S04 ou KOH 0,5% também esterilizados. A solugdo
de alumfnio foi esterilizada por filtragem em membrana “millipore” e adicionada ac meio apbs esterili-
zagio deste.

As estirpes de Rhizobium da colegio de culturas da EMBRAPA/UAPNPBS km 47, originalmente
mantidas em meio de cultura 79 de Fred & Waksman (1928), foram purificadas e repicadas para tubos
contendo o meio com pH 6,2, onde cresceram por, aproximadamente, uma semana a 30°C. A seguir um
esfregago de cada cultura foi transferido para 3 ml de solugdo estéril dos sais componentes do meio de
cultura dilufda cinco vezes, visando obter em torno de 10° bactérias/ml. Desta suspensdo foi repicado
aproximadamente 40 ul para as placas com meio pH 6,2, pH 4,6 e pH 4,6, usando uma alga platina cali-
brada. Cada estlrpe foi repicada em duas placas para cada tratamento; com as placas divididas em quadra-
dos de 1 cm? puderam receber 12 estirpes diferentes. As placas foram incubadas a 30°C e diariamente
foram efetuadas observagBes do desenvolvimento das coldnias e das mudangas do pH.
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RESULTADOS E DISCUSSAD

Das 211 estirpes de leguminosas arbéreas testadas, 45% (95 estirpes) cresceram em pH 4,6, sendo
que 76 destas estirpes alcalinizaram o meio, 15 estirpes cresceram sem modificar o pH e as restantes
(4) acidificaram o meio (Tabela 1).

TABELA 1. Tolerincia em meio de cultura de Rhizobium sp. isolados de diversos florestais a pH baixo.

Namero de estirpes de Rhizobium sp

Espécies Resistentes com produgdo de alcali
' testadas

pH 46 pH 4,6 + Al pH 6,2 pH 4.6

Subfamflia MIMOSOIDEAE

Acacia mollissima 6 2 2 1 1
Albizia falcataria 5 a 0 0 0
Albizia lebbek 5 3 2 1 1
Anadenanthera macreocarpa 2 2 2 2 2
Entada polyphyla 2 1 1 1 1
Enterolobium timbouva 8 0 0 0 0
Inga marginata 3 1 1 0 0
Leucaena leucocephala 19 1 ] 0 0
Mimosa acutistipula 4 4 4 4 4
Mimosa cassalpinaefolia 31 26 26 25 25

Mimosa invisa
Mimosa malacocentra

w =
W =
W =
w =
W =

Mimosa scabrelila 17 17 17 16 17
Piptadenia gonocantha 14 12 12 12 12
Pithecoelobium muitiflorum 1 0 0 0 0
Flathymenia sp B 0 0 4 0
Prosopis julifiora 6 1 1 1 1
Samanea saman 12 1 1 0 0
Subfamilia FABOIDEAE
Bowdichia virgilioides . 2 0 0 0 0
Centrolobium tormentosum 8 0 c 0 0
Clitoria fairchildiana 6 5 5 5 5
Dalbergia nigra 6 0 0 0 0
Erythrina speciosa 5 4] 0 4] o
Lonchocarpus discolor 2 2 2 0 0
Lonchocarpus sericeus 1 0 0 0 0
Lonchocarpus sp 3 0 0 0 0
Machaerium sp 8 7 7 7 1
Poecilanthe sp 4 0 4] 0 0
~Sesbania marginata 5 c 0 o 0
Subfamilia CAESALPINICIDEAE
Cassia calycioides 2 2 2 1 1

Dimorphandra mollis
Tachigalia sp 2 2 2 1 1

w
w
w
N
(=]
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Em relagdo as subfamilias de onde foram isoladas estas estirpes, a relagfo decrescente de tolerdncia
a pH 4,6 foi: Caesalpinoideae (85,7%), Mimosoideae (48,7%) e Papilionoideae (28,0%). ‘

Dentro das diferentes tribos (Tabela 2) e até mesmo dentro do mesmo género, observaram-se
respostas diferentes quanto ao crescimento em pH baixo, como no caso de Albiziz lebbek, com trés
estirpes tolerantes, ¢ Albizia falcataria com nenhuma. O género Mimosa presente com cinco espécies
mostrou-se mais homogéneo quanto 3 tolerdncia, j4 que 51 das 56 estirpes testadas cresceram em p
baixo. '

A tolerdncia 4 acidez das estirpes de leguminosas florestais foi relacionada i espécie, e parece estar
ligada 3s condigBes da regido de ocorréncia natural das espécies de onde foram isoladas. Esta tendéncia
evidencia-se nos casos de espécies com maior nimero de estirpes como Leucaena leucocephala e Sama-
nea saman de origem em solos de pH mais alto, onde as estirpes podem ser classificadas como nFo-to-
lerantes e Piptadenia gonoacantha de ocorréncia em solos 4cidos, onde a maioria das estirpes mostrou-se
capaz de crescer em pH baixo.

Na subfamilia Papilionoideae as trés espécies do género Lonchocarpus apresentaram estirpes
ndo-tolerantes nas espécies Lonchocarpus sericeus e Lonchocarpus sp, entretanto, na espécie Loncho-
carpus discolor, as estirpes tiveram habilidade de crescer em pH baixo sem alcalinizar o meio.

As estirpes da subfamilia Caesalpinoideae apresentaram a maior porcentagem de estirpes toleran-
tes A acidez, entretanto, o nimero de estirpes testadas (7) foi reduzido, o que prejudica uma comparagio

com as demais subfamilias.

TABELA 2, Tolerincia de Rkizobium sp a pH baixo por tribo e subfamilia®

Nimero Namero % de estirpes
Subfamflia Tribo de espécies de estirpe's : - tolerantes
de Rhizobium apH46
Papilionoideae
Dalbergiae 3 22 : 31,8
Phaseoleae 2 11 455
Tephrosieae 4 10 X 20,0
Robinieae 1 5 0
Sophoreae 1 2 - C 0
Total 1" 50 280
Mimosoideae
Acaciacae 1 6 : 33,3
Mimaoseae 1 : 104 65,4
Ingeae 8 . 44 : 11,4
Total 18 154 h 488"
Caesalpinioideae
Caesalpinieae 2 5 80,0
Cassigae 1 2 100,0
Total 3 7 85,7

@ As espécies foram agrupadas em tribos, segundo Polhill & Raven (1978).
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Exceto para uma estirpe isolada de Albizia lebbek, todas as estirpes que cresceram em pH 4,6
cresceram também na presenga de 50 M Al®*, apresentando, entretanto, um decréscimo generalizado
na velocidade de crescimento. Keyser & Munns (1979} mostrzram que mesmo estirpes tolerantes tém
seu crescimento reduzido em fungdo da presenga de Al, que também aumenta a “lag fase”, e este de-
créscimo poderia prejudicar a colonizagZo do solo, rizosfera e a nodulago.

Os resultados deste trabalho indicam que as caracterfsticas de tolerdncia das estirpes podem estar
ligadas &s espécies, mas ocorre variagio dentro do conjunto de estirpes do mesmo género ¢ também
de mesma espécie. Das 211 estirpes testadas, somente 19 estirpes foram capazes de crescer em pH 4,6
sem alcalinizar o meio antes do aparecimento da coldnia, portanto, deverfo ser testadas na planta para
obtengdo de estirpes para solos 4cidos.
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