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RESUMO

Rhizobium sdo um grupo de bactérias que formam nddulos nas raizes das
leguminosas, convertendo o nitrogénio atmosférico em compostos de amoénia e
nitrogénio fornecido a planta hospedeira. Estas bactérias apresentam uma grande
diversidade taxond6mica e fenotipica. A caracterizacdo de bactérias envolve a
descricdo de muitas propriedades relacionadas a morfologia, bioquimica,
metabolismo, &cidos nucléicos e ecologia, que sao pré-requisitos para a
identificacdo e base sistematica desse grupo de organismos. O objetivo deste
estudo foi caracterizar sob o aspecto fisiologico e bioquimico estirpes de rizobio
oriundas da Unidade de Conservacdo "Parque Nacional de Ubajara". Vinte e oito
(28) estirpes da Colecdo de Culturas de Bactérias Diazotroficas do Laboratério de
Microbiologia Ambiental (LAMAB) do Departamento de Biologia da Universidade
Federal do Ceara foram selecionadas e avaliadas quanto a tolerancia a pH
extremos, atividade da amilase, atividade celulolitica e capacidade de utilizar
diferentes fontes de carbono. Das 28 estirpes, 21 apresentaram tolerancia a ambos
os valores de pH testados, nenhuma apresentou atividade amilolitica, no entanto
apenas uma cepa, L-90, apresentou atividade celulolitica extracelular, atingindo um
indice enzimatico de 2,41. A estirpe L-96 apresentou o maior indice de solubilizacédo
de fosfato. As cepas L-83 e L-98 foram as Unicas a ndo utilizar todas as fontes de
carbono avaliadas.

PALAVRAS-CHAVE : Bactérias Diazotroficas, Caracterizacdo Fenotipica, Fixagéo
bioldgica de nitrogénio.

PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMISTRY DIVERSITY OF RHIZOBI UM STR IS
FROM THE SEMIARID

ABSTRACT
Rhizobium is a group of bacteria that form nodules on legume roots, which converts
atmospheric nitrogen into ammonia and nitrogen compounds provided to the host
plant. These bacteria exhibit a great taxonomic and phenotypical diversity. The
characterization of bacteria involves the description of many properties on the
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morphology, biochemistry, metabolism, nucleic acids and ecology, which are
prerequisites for the identification and systematic basis of this group of organisms.
The aim of this study was to characterize the physiologically and biochemical aspect
under rhizobia Conservation Unit "Ubajara National Park" in the state of Ceara.
Twenty eight (28) strains of the Culture Collection of Diazotrophic Bacteria from the
Environmental Microbiology Laboratory (LAMAB) in the Biology Department of the
Federal University of Ceara were selected and evaluated as to extreme pH tolerance,
amylase activity, cellulolytic activity and ability to use different carbon sources. Of the
28 strains, 21 showed tolerance to both pH values tested, none showed extracellular
amylolytic activity, however only one strain, L-90, presented extracellular cellulolytic
activity, reaching an enzymatic index of 2.41. The L-96 strain showed the highest
phosphate solubilization index. The L-83 and L-98 strains were the only ones not to
use all the carbon sources evaluated.

KEYWORDS: Diazotrophic Bacteria, Phenotypic characterization, Biological nitrogen
fixation.

INTRODUCAO

Rhizobium spp. sdo um grupo de bactérias que atuam como fixadoras
simbibticas de nitrogénio. Estas bactérias infectam as raizes das leguminosas,
levando a formacgdo de ndodulos onde a fixagdo ocorre (SINGH et al.,, 2008). A
simbiose entre leguminosas e rizobio possui um importante papel na agricultura
sustentavel e é amplamente aceita como alternativa a fertilizagdo quimica (FREITAS
et al., 2007). Para a producdo desse tipo de fertilizante sdo necessarias altas
temperaturas e pressdes, em um processo industrial, essas condi¢cdes sao exigidas
para quebrar a forte ligacdo da molécula de N,, em contraste as condicdes amenas
presentes na fixacdo biolégica de nitrogénio promovida pelos micro-organismos
(NUNES et al., 2003).

A populacdo de rizébio no solo pode ser extremamente variada, tanto na
composicdo como nas caracteristicas simbidticas (LEITE et al.,, 2009). Essas
bactérias possuem uma grande diversidade taxondmica e fenotipica e alguns grupos
s&o distribuidos mundialmente (FERNANDES JUNIOR et al., 2012).

Devido a importancia ecoldgica e econdmica dos rizobios, a diversidade
dessas bactérias tem sido investigada extensivamente e a taxonomia rizobiana vem
sofrendo mudancas significativas nas ultimas trés décadas (FREITAS et al., 2007). A
avaliacdo das caracteristicas culturais e morfologicas € 0 primeiro passo para a
identificacdo de novos grupos taxondmicos de micro-organismos. Caracteristicas
culturais podem indicar diferencas fisiologicas importantes entre micro-organismos,
gue podem ser detectadas posteriormente mediante estudos mais refinados (JESUS
et al., 2005).

Os métodos fenotipicos classicos sdo usados nos protocolos de identificagéao,
por compreenderem dados morfoldgicos, fisiologicos e bioquimicos do maior nimero
possivel de isolados e pela adaptabilidade ecoldgica as condicdes ambientais.
Estudos sobre a tolerancia em condicbes de salinidade, pH, temperatura e
antibidticos sdo métodos fenotipicos frequentemente utilizados para estabelecer
correlacdes entre os dados de diversidade metabdlica e eficiéncia simbibtica das
estirpes de rizébio (FREITAS et al.,, 2007). Aléem disso, estudos bioquimicos e
fisiolégicos sdo basicos para detalhar a taxonomia polifasica das estirpes
(MAATALLAH et al., 2002).

Poucas sdo as informacOes referentes ao perfil enzimatico de bactérias
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rizobiais (OLIVEIRA et al., 2010), dessa forma tendo em vista a extensdo do
semiarido brasileiro, e 0s poucos estudos sobre a comunidade microbiana desse
ecossistema, o presente trabalho teve por objetivo caracterizar a diversidade
fisiologica e bioguimica de bactérias diazotréficas oriundas da Unidade Conservagao
“Parque Nacional de Ubajara” no Estado do Ceara.

MATERIAL E METODOS

Origem das estirpes

Foram utilizadas 28 estirpes autenticadas como rizobio (SILVA et al., 2014) e
recuperadas da Colecdo de Culturas de Bactérias Diazotroficas do Laboratorio de
Microbiologia Ambiental (LAMAB) da Universidade Federal do Ceara. As estirpes
sao provenientes de amostras de solo do Parque Nacional de Ubajara, localizado no
Planalto da Ibiapaba, ao noroeste do Estado do Ceard a 320 km de Fortaleza,
limitando-se com o Estado do Piaui. A area do parque estd compreendida entre a
latitude 346’ S e longitude 4054’ W com altitudes que variam de 800 a 1.100 m
(CUNHA & ARAUJO, 2014). Como comparagido, as estirpes padrdo BR 3471
(Cupriavidus taiwanensis), BR 3486 (Burkholderia phymatum), INPA 03-11B-
Bradyrhizobium sp (BR 3301), UFLA 03-84-Bradyrhizobium sp (BR 3302), BR 3267
(Bradyrhizobium sp), BR 3262- (Bradyrhizobium sp), BR 2003 e BR 2801-
(Bradyrhizobium elkanii) foram submetidas aos mesmos testes das estirpes obtidas.

Tolerancia a pH extremos

O teste de tolerancia das estirpes para valores extremos de pH foi realizado
em meio liqguido YM (extrato de levedura-manitol) (VINCENT, 1970) modificado para
pH 4, com adicdo de acido cloridrico (1 M) e pH 10, com adicdo de hidroxido de
sédio (1 M), medidos em pHmetro. Cada estirpe foi inoculada em tubos de ensaio
com o0 meio de cultura ajustado para os referidos valores de pH. Tubos contendo
apenas o meio de cultura foram usados como controle negativo.

As estirpes foram mantidas em agitacao orbital por sete dias, a 125 rotacdes
por minuto. Tubos que apresentaram turbidez no caldo, em comparagao ao controle
negativo, foram considerados positivos e 0s que ndo apresentaram turbidez foram
considerados negativos. Os testes foram realizados em triplicata.

Atividade amilolitica

As estirpes foram cultivadas em meio liqguido YM sob agitacdo constante de
125 rotacdes por minuto em agitador orbital até que fosse observado o crescimento
das estirpes, em seguida foram aliquotados 10uL em trés pontos equidistantes de
placas de Petri contendo meio de cultura YMA (extrato de levedura-manitol-agar)
modificado pela substituicAo do manitol por amido como Unica fonte de carbono e
sem a adicao do indicador de pH azul de bromotimol (OLIVEIRA et al., 2007).

As culturas foram incubadas em camara de crescimento (B.O.D.) a 28+2°C
por sete dias. ApOs esse periodo, foi adicionada tintura de iodo em toda a placa e
observou-se a formacao ou ndo de um halo claro ao redor das colbnias, indicando
atividade amilolitica, ou n&o.

Os diametros das col6nias e dos halos de hidrélise produzidos foram medidos
utilizando-se um paquimetro digital. A partir dessas medidas, foram obtidos os
indices enzimaticos (IE) através da razéo halo (mm)/colénia (mm).
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Atividade celulolitica

As estirpes foram cultivadas em meio liqguido YM sob agitacdo constante de
125 rotacdes por minuto em agitador orbital até que fosse observado o crescimento
das culturas, em seguida foram aliquotados 10uL em trés pontos equidistantes de
placas de Petri contendo meio de cultura YMA modificado pela substituicdo do
manitol por carboximetilcelulose como Unica fonte de carbono e sem o uso de
indicador de pH (OLIVEIRA et al., 2006).

A producdo de celulase foi detectada, apOs sete dias de incubagdo em
camara de crescimento (B.O.D.) a 28+2°C. Apds desse periodo, foi adicionado 10
mL de solucéo corante vermelho congo (1g.L™) sobre as placas, ap6s 15 minutos de
repouso a solucdo foi descartada. Em seguida as culturas foram lavadas com
solugcéao de NaCl 2M e deixadas em repouso com esta solugao por mais 15 minutos.

A presenca de zonas claras ao redor das culturas foi indicadora da atividade
da celulase. Os diametros das coldnias e dos halos de hidrdlise produzidos foram
medidos para o céalculo dos indices enzimaticos (IE).

Solubilizacao de fosfato

Para verificar a solubilizacdo de fosfato de célcio foi utilizado meio de cultura
especifico para bactérias solubilizadoras, meio GL (SYLVESTER-BRADLEY et al.,
1982), que continha 10 g de glucose, 2 g de extrato de levedura e 18 g de agar. A
este meio foram adicionadas uma solucédo contendo 0,25 g. L™ de K,HPO, e outra
solucdo contendo 1g. L™ de CaCl,, ajustando-se o pH para 6,5, com o intuito de se
formar fosfato de calcio precipitado (HARA & OLIVEIRA, 2004). As estirpes de
rizébio, crescidas em meio YM (pH 6,5) foram aliquotadas em trés pontos
equidistantes da placa de Petri com o meio de solubilizacao.

O diametro do halo de solubilizagcdo, percebido como uma area transllcida
em torno da coldnia, e o didmetro da colbnia foram medidos 18 dias depois da
inoculacdo utilizando-se um paquimetro digital para o calculo do IE. Os valores
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o teste de
comparacdo de meédias Skott-Knott a 5% de probabilidade usando o programa
Sisvar (FERREIRA, D.F. Sisvar version 5.0 DEX/UFLA, 2003).

Fontes de carbono

Foi avaliada a capacidade de utilizacdo dos seguintes carboidratos: sacarose,
glucose, arabinose, ramnose, frutose e xilose. O meio de cultura YMA foi modificado
com a adicao de cada um dos carboidratos, na concentracdo de 1%, em substituicdo
ao manitol. As solucdes contendo os carboidratos na concentracéo de 1g. L™ foram
esterilizadas por filtracdo com uma membrana filtrante de 0,22um e adicionadas ao
meio esterilizado (FERNANDES JUNIOR et al., 2012).

As bactérias foram estriadas em placas de Petri contendo o meio modificado
e incubadas a 28° C por sete dias. Para esse ensaio foram realizadas trés
repeticbes por estirpe. A avaliacdo da capacidade de utilizacdo dos carboidratos foi
realizada observando a presenca ou auséncia de crescimento das estirpes no meio
modificado.

Agrupamento de dados

Os resultados obtidos em todas as analises foram convertidos em uma matriz
binaria de dados, que foram identificados da seguinte forma: “0” é uma caracteristica
ausente e “1” € uma caracteristica presente. Utilizando o aplicativo computacional
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PAST (HAMMER et al., 2001) foi possivel construir uma matriz de similaridade que
foi usada para elaboracdo de um dendrograma, permitindo o agrupamento de
isolados semelhantes. Adotou-se o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method
using Arithmetic Averages), para o calculo da matriz de similaridade, e o coeficiente
de Jaccard.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Tolerancia a pH extremos

As estirpes foram capazes de crescer nos dois valores de pH testados, das 28
estirpes, 25 apresentaram tolerancia ao meio acido (pH 4), 24 apresentaram
tolerancia ao meio basico (pH 10) e 21 apresentaram tolerancia a ambos os valores
de pH avaliados. Respostas similares foram obtidas KENENI et al. (2010) que
testaram cinco estirpes nativas de rizébios oriundos de feijdo-fava do norte da
Etidpia regido de solos predominantemente acidos e todas resistiram ao pH 4. Em
relacdo as estirpes padrédo, no pH alcalino, todas foram capazes de crescer,
engquanto 75% cresceram no meio de pH 4.

O pH do solo constitui um dos principais fatores limitantes na fixacdo de
nitrogénio pelas leguminosas, afetando a multiplicacdo e a sobrevivéncia dos
rizobios e a formagdo de nddulos (RUFINI et al., 2011). ELBOUTAHIRI et al. (2010)
avaliando isolados de rizobios observaram que apenas 3,18% do isolados
cresceram em pH 3,5 e FENTAHUN et al. (2013) observaram crescimento de 42%
dos isolados em pH 4. Diminuigdo na abundancia e diversidade de Rhizobium spp
foram relatadas por ANDRADE et al. (2002) com o aumento da acidez do solo. No
entanto, O'HARA et al. (2002) constataram que a abundéncia e diversidade de
Rhizobium spp. fornece um grande recurso de germoplasma natural com alta
adaptabilidade em diferentes condi¢des do solo, como foi observado nesse estudo.

Os resultados obtidos por PINHEIRO et al. (2014) com estirpes obtidas do
semiarido revelaram a capacidade de 71% crescerem em pH 10, ao passo que 32%
das estirpes cresceram em pH 4, indicando a influéncia do pH baixo sobre a
bactéria. Destaca-se os resultados provenientes de regido semiarida obtidos por
SOUSA et al. (2014), no qual 67% das cepas oriundas de feijdo-caupi foram
resistentes ao pH 4 enquanto que 96% foram resistentes ao pH 10.

Diversos autores relatam crescimento de rizébios na faixa de pH 5
(FERREIRA et al., 2012; SOARES et al., 2014) e pH 9 (RUIZ-DIEZ et al., 2012;
COSTA et al., 2014). Estirpes tolerantes a baixo pH in vitro possuem melhor
sobrevivéncia em solos acidos (INDRASUMUNAR et al., 2012), e também podem
apresentar uma melhor nodulagdo e desempenho simbiético (INDRASUMUNAR et
al., 2011).

Atividade amilolitica

Dentre as estirpes avaliadas nenhuma apresentou atividade amilolitica
expressiva, ndo sendo capazes de produzir enzimas extracelulares, hidrolisando
apenas o0 amido presente sob a colbnia. Outros trabalhos mostram o potencial de
rizébios na producéo de amilase, como o de FERNANDES JUNIOR et al. (2012) que
estudando 27 isolados de rizébios verificaram que 4 se destacaram, dos quais um,
47.3b, apresentou IE maior que 3,5 e o de OLIVEIRA et al. (2007) onde sete
(36,8%) dos isolados exibiram IE 22,1, sendo considerados pelos autores bons
produtores de amilase.

Em estudo para avaliar a influéncia do pH e temperatura sobre a atividade
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amilolitica de rizobios isolados de solos da Amazobnia, OLIVEIRA et al. (2010)
observaram que os isolados INPA R-110 e R-822 foram os melhores produtores de
amilases, com atividades enzimaticas maiores do que 2,0.

O amido é um dos principais compostos de reserva em plantas, por esta
razdo, varios organismos adquiriram a capacidade de produzir amilases, enzimas
que degradam o amido com subsequente liberacdo de glucose e uso no
metabolismo energético (AMARAL et al., 2007).

Atividade celulolitica

Apenas uma estirpe, a L-90, apresentou atividade celulolitica extracelular
(Tabela 1), atingindo um IE de 2,41. De acordo com OLIVEIRA et al. (2006) o indice
enzimatico (IE) é um dos parametros semigquantitativos mais usados para se avaliar
a capacidade de producdo de enzimas pelos micro-organismos em meio solido. A
avaliacdo dos organismos produtores de enzimas correlaciona diretamente o
diametro do halo de degradacdo com a habilidade degradativa sendo recomendado
um IE = 2 para considerar um micro-organismo produtor de enzimas.

Da colecdo de rizébios de leguminosas forrageiras do Laboratério de
Microbiologia do Solo, Departamento de Tecnologia e Ciéncias Sociais (DTCS) da
Universidade do Estado da Bahia, NUNES et al. (2013) estudaram dez isolados e
encontraram quatro que apresentaram capacidade de produzir carboximetilcelulase
extracelularmente, destacando um isolado que apresentou um IE de 2,70.

Avaliando a atividade de 67 isolados de rizébios, oriundos de amostras de
solo do Estado do Amazonas, para producao de carboximetilcelulase, OLIVEIRA et
al. (2006), observaram esse comportamento em seis dos isolados testados com IE
variando entre 1,5 e 2,0.

TABELA 1 : Diametros medidos e indice enzimatico da estirpe L-90.

Estirpe Repeticdo Halo (mm) Coldnia (mm) IE
L-90 1 18,92 6,88

2 16,47 7,43

3 17,49 7,67
Media 17,63 7,33 2,41

Segundo ROBLEDO et al. (2008) o principal evento no desenvolvimento da
simbiose rizobio-leguminosa € a degradacdo da parede celular da planta para a
passagem da bactéria, a participacdo de enzimas capazes de degradar celulose sao
previstas pelo menos duas vezes durante o processo de infec¢do. Ainda, segundo
0s autores bactérias capazes de nodular leguminosas para a fixacdo de nitrogénio
apresentam atividade celulolitica em algum nivel.

Solubilizacdo de fosfato

No total, quatro estirpes (14,3%) e uma estirpe padréo solubilizaram fosfato
extracelularmente. Apenas a estirpe L-96 apresentou indice enzimatico acima de 2,
o menor indice foi 0 da estirpe BR 3486 (IE=1,1).

HARA & OLIVEIRA (2004) verificaram que 39% dos isolados de rizébios
estudados foram efetivos na solubilizacdo do fosfato, mas em diferentes niveis de
eficiéncia. CHAGAS JUNIOR et al. (2010) encontraram resultados semelhantes, ao
verificaram a capacidade de solubilizar fosfato em 33,2% dos 208 isolados de rizobio
avaliados, ressaltando que 95,6% diminuiram o pH do meio, evidenciando a
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importancia da formacéo de acidos organicos como mecanismo de solubilizacdo. Os
acidos organicos secretados podem diretamente dissolver o fosfato mineral como
resultado da troca de anion de PO4 por anion &cido (SILVA et al., 2011).

PIEX et al. (2001) observaram aumento na produtividade de ervilha e cevada,
quando inoculados com rizébios solubilizadores de fosfato de calcio. Dessa forma,
ressalta-se o potencial da estirpe L-96 no incremento da concentracdo de fosforo
soluvel na rizosfera e disponibiliza-lo para as plantas.

Fontes de carbono

Quanto a capacidade em utilizar diferentes fontes de carbono, somente duas
estirpes, L-83 e L-98, ndo utilizaram todas as fontes avaliadas (Tabela 2). Todas as
estirpes padrdo foram capazes de utilizar as seis fontes de carbono. Esses
resultados corroboram com os obtidos por PATEL & DUBEY (2014) e SAMPAIO
(2013), que demonstraram a capacidade dos rizébios de utilizar varias fontes
diferentes de carbono, incluindo as utilizadas nesse estudo.

FERNANDES JUNIOR et al. (2012) observaram que 92, 89, e 89% dos
isolados de rizObio apresentaram crescimento positivo usando frutose, glucose e
xilose, respectivamente, como Unica fonte de carbono. Segundo os autores a
habilidade em metabolizar uma grande variedade de fontes de carbono associadas a
outras caracteristicas fisioldgicas, como tolerancia a salinidade e antibi6ticos indicam
grande capacidade saprofitica por parte dos rizobios.

A disponibilidade de fontes de carbono pode repentinamente tornar-se
limitada e o uso de uma ampla variedade dessas fontes parece ser essencial a
competitividade e sobrevivéncia dos rizobios (JENSEN et al., 2002). EL IDRISSI &
ABDELMOUMEN (2008) estudando a capacidade de rizobios em utilizar diferentes
fontes de carbono sob condi¢cdes de estresse salino verificaram que 0 manitol nao
era a fonte de carbono preferida pelos isolados, uma vez que nao foi capaz de
sustentar 0 crescimento bacteriano nestas condi¢cdes, enquanto galactose,
celobiose, sacarose e frutose foram utilizadas no meio salino.

Diversidade de rizobios

Com os resultados obtidos a partir dos testes de tolerancia a pH extremo,
atividade amilolitica, atividade celulolitica, capacidade de solubilizar fosfato e
utilizacao de diferentes fontes de carbono, foi possivel construir um dendrograma de
similaridade (FIGURA 1), considerando um nivel de 96% de similaridade, que
diferenciou 8 grupos.
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FIGURA 1: Dendrograma construido com os dados obtidos dos
testes para caracterizacao fisiolodgica e bioquimica de
28 estirpes de rizébio oriundas de nddulos radiculares
de feijdo-caupi e oito estirpes padrées BR 3471, BR
3486, BR 3301, BR 3302, BR 3267, BR 3262, BR
2003 e BR 2801, método de agrupamento UPGMA
usando o coeficiente de Jaccard. A linha vertical
indica grupos formados com 96% de similaridade.

O grupo | foi o maior formado, constituido de 22 estirpes que foram capazes
de tolerar pH extremo, tanto acido como basico e utilizar todas as fontes de carbono
avaliadas. O segundo grupo é formado apenas pela estirpe L-98 que apesar de
tolerar pH extremo foi a Unica a ndo utilizar a ramnose como fonte de carbono. O
grupo lll é formado pelas estirpes que utilizaram todas as fontes de carbono, mas
ndo cresceram em pH 10, tolerando somente o meio &cido. O grupo IV apresenta a
estirpe que é capaz de solubilizar fosfato e utilizar todas as fontes de carbono, mas
nao de tolerar pH alcalino.

O grupo V é formado pelas estirpes capazes de solubilizar fosfato incluindo a
estirpe padrdo BR 3486, que também utilizam todas as fontes de carbono e toleram
pH extremo. O sexto grupo € formado pela estirpe L-90 a Unica que apresentou
atividade celulolitica extracelular sendo capaz de utilizar todas as fontes de carbono,
mas nao de tolerar pH acido.

O grupo VIl é formado pelas estirpes capazes de utilizar todas as fontes de
carbono, mas que néao toleraram pH acido nem apresentaram nenhuma das outras
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atividades enzimaticas avaliadas. O oitavo e ultimo grupo, formado pela estirpe L-83,
cresceu em meio 4cido, mas ndo em meio alcalino e ndo foi capaz de utilizar uma
das fontes de carbono, a glucose.

Apesar de ndo apresentarem atividades enzimaticas expressivas, 92,85% das
estirpes foram capazes de utilizar todas as fontes de carbono e 75% toleraram niveis
extremos de pH, caracteristicas importantes na sobrevivéncia das bactérias em
condicbes adversas, além de apresentarem potencial para solubilizacdo de fosfato.

CONCLUSAO
Em geral, as estirpes de rizobio mostraram significativa diversidade de perfis
metabdlicos, destacando-se a estirpe L-96 que apresentou o maior indice de
solubilizac&o de fosfato e a estirpe L-90 por ser capaz de utilizar todas as fontes de
carbono, além de apresentar atividade celulolitica extracelular.
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