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RESUMO: Alguns isolados de rizébio, além de fixarem o N,, s@o capazes de solubilizar fosfatos
pouco soltiveis, disponibilizando o P para as plantas e para si mesmos. No entanto, o Ale aacidez dos
solos da Amazdnia podem diminuir a populac@o desses microrganismos. O presente trabalho avaliou
a capacidade nodulifera, a tolerincia 2 acidez e ao Al t6xico, bem como a capacidade de solubilizar
fosfatos de Ca e de Al de 35 isolados de riz6bio de solos agricolas, do municipio de Rio Preto daEva,
AM. Amostras de solo sob cultivos agricolas foram coletadas e utilizadas como fontes de inéculo
para plantas de feijdo caupi. Os inéculos INPA-RP7, INPA-RP10, INPA-RP9, INPA-RPS8, INPA-
RP1 e INPA-RP3 proporcionaram rendimento de massa seca da parte aérea e dos nédulos superior 2
testemunha. A maioria dos isolados (92%) apresentou tolerfincia a acidez, e o aluminio foi o fator
mais limitante, pois apenas 8% dos isolados apresentaram tolerancia ao aluminio téxico num perfodo
de 18 dias de avaliago. A nodulagéo foi fundamental para o rendimento de massa seca das plantas de
caupi, sendo que a mesma se correlacionou principalmente com a massa seca dos nédulos.

TERMOS PARA INDEXACAO: Fixacgfo Biolégica do Nitrogénio, Rizébio, Acidez, Aluminio e
Solubilizacdo de Fosfato.

PHYSIOLOGICAL AND ECOLOGICAL CHARACTERISTICS OF
RHIZOBIA ISOLATES FROM ACID SOILS OF THE RIO PRETO DA EVA
MUNICIPALITY, AMAZON

ABSTRACT: Some isolated rhizobias, besides fixing N,, are also able to dissolve phosphates of
low solubility, making the P available both for plants and for themselves. Some factors such as toxic
Al and acidity, as in some Amazonian soils, may decrease the population of these microorganisms.
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The present study evaluated the nodulation ability, tolerance to acidity and toxic aluminium of
rhizobia isolated from agricultural soils from the municipality of Rio Preto da Eva, AM. Samples of
soil under agricultural cultivation were collected and used as a source of inoculum for the cowpea
bean. The inoculum INPA-RP7, INPA-RP10, INPA-RP9, INPA-RPS, INPA-RP1 and INPA-RP3
promoted an increase of aerial biomass and nodules when compared to the absence of inoculum.
Most isolated rhizobias (92%) presented tolerance to acidity in a period of 18 days. The aluminium
was the major limiting factor, since only 8% of the isolated rhizobias presented tolerance to toxic
aluminium. The nodulation was important for the dry mass of the caupi plants, and the same was
correlated to the dry mass nodules.

INDEX TERMS: Nitrogen Biological Fixation, Rhizobium, Acidity, Aluminium and Phosphate

Solubilizing.

1INTRODUCAO

A maioria dos solos da regido
amazdnica s@o dcidos, com alta concentragio
de aluminio e¢ de baixa fertilidade, sdo
deficientes em N ¢ P (NICHOLAIDES et al.,
1983), dois elementos essenciais para as plantas
e de dificil aplicagdo como fertilizantes pelos
pequenos agricultores.

A utilizagdo da simbiose leguminosa-
rizébio € uma alternativa promissora para a
agricultura de baixos insumos nas regides
tropicais e subtropicais, principalmente para a
regido amazbnica, onde a utilizacdo de
fertilizantes nitrogenados e fosfatados € uma
prética onerosaeconomicamente.

Além da capacidade de fixar o N,,
alguns isolados de rizébio sdo capazes de
solubilizar fosfatos insoldveis do solo,
disponibilizando o f6sforo tanto para si mesmo
como para a planta hospedeira, aumentando o
crescimento (CHABOT et al., 1998;
STARKANOVA; VORISEK; MIKANOVA,
1999). Virios trabalhos t€ém verificado a
habilidade de diferentes microrganismos
solubilizar fosfatos de calcio (P-Ca)
(GOLDSTEIN, 1986) e de aluminio (P-Al)
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(SILVA FILHO; VIDOR, 2000). Entre esse
grupo, o rizébio destaca-se como um dos mais
eficientes (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).

Embora a pesquisa tenha mostrado que
os rizébios podem tornar as plantas menos
dependentes da aplicacdo de fertilizantes
nitrogenados e fosfatados, fatores do solo,
predominantes na Amaz6nia, como a acidez
(BONETTI; OLIVEIRA; MAGALHAES,
1984), e alta concentracdo de aluminio
(JOHNSON; WOOD, 1990; OCTIVE;
JOHSON; WOOD, 1994) podem diminuir a
populacdo desses microrganismos no solo.
Apesar disso, alguns isolados podem
desenvolver mecanismos de tolerdncia a esses
fatores (KAWAI; ZHANG; SUGIMOTO,
2000; WATKIN et al., 2000).

Apesar da importincia pritica e
econdmica do uso da associa¢do leguminosa-
rizébio, poucos estudos basicos de como os
fatores quimicos dos solos afetam a
sobrevivéncia, reproducdo e a capacidade
infectiva da bactéria, o crescimento daplantaca
simbiose de ambos os organismos, foram
realizados. Devido a diversidade de espécies,
microrganismos e condi¢Oes regionais, estes
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tipos de estudos devem ser intensificados, para
que se compreenda melhor essas associagdes,
permitindo que sejam eficazes e auxiliem na
viabilidade ecol6gica e econdmica de sistemas
agricolas e agroflorestais implantados na
Amazdnia.

A selecdo de isolados de rizébio com
boa capacidade infectiva, resisténcia a acidez e
ao aluminio téxico, e que solubilizem fosfatos
inorginicos € fundamental para a produgfo e
utilizagdo de inoculantes em leguminosas pelos
agricultores, nas condi¢des de solos
predominantes na Amaz6nia, objetivando a
diminuico daaplicagdo de fertilizantes.

O objetivo deste trabalho & avaliar a
capacidade nodulifera, tolerancia a acidez e ao
aluminio téxico, bem como a capacidade de
solubilizar o P-Ca e de P-Al, de isolados de
populagdes de rizébio de solos agricolas do
municipio do Rio Preto da Eva, Amazonas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AVALIACAO DE ISOLADOS DE
RIZOBIO EM AMOSTRAS DE SOLOS

Em quatro propriedades rurais do
municipio de Rio Preto da Eva, Amazonas, trés
dreas com diferentes cultivos agricolas foram
selecionadas e, de cada uma delas, retiraram-se
trés amostras da camada superficial de um
Latossolo Amarelo (0 — 20 cm). Determinou-se
o valor de pH do solo de amostras coletadas em
diversas culturas dentro de um raio de 1,0 m de
distancia do tronco (Tabela 1).

De cada amostra, foram retiradas
subamostras de 60 g de solo, para serem usadas
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como fonte de inéculo para o caupi (Vigna
unguiculata L. Walp., cultivar IPEAN - V69) e
para a avaliagdo da populagio de rizébio em um
experimento em casa de vegetagfo.

As subamostras de solo foram
colocadas sobre e no centro da areia estéril
(autoclavada a 120°C por duas horas) em vasos
esterilizados com capacidade para 3 kg, e sobre
elas foram semeadas oito sementes para que, ao
germinarem, as rafzes das plantas entrassem em
contato com rizébios presentes nos solos. No
sétimo dia ap6s a germinacdo, fez-se um
desbaste deixando-se trés plantas por vaso. A
irrigac@o foi feita com uma solugfo nutritiva
completa (pH 4,5 + 2 cmol_ ALL") modificada
(SPECHT et al., 1956; SMITH; JOHSON;
CORNFORTH, 1983), segundo Oliveira e
Magalhdes (1999), para representar as
condig¢des de acidez encontradas na maioria dos
solos da Amazdnia.

O delineamento experimental
utilizado foi blocos ao acaso com 13
tratamentos em trés repeticdes, sendo 12
referentes as diferentes dreas de coleta de solo
consideradas como fontes de in6culos, mais um
tratamento testemunha, com os vasos contendo
apenas areia estéril.

Na floragéo, aproximadamente 45 dias
ap6s a germinagdo, as plantas foram
seccionadas na base do caule, e levadas para
secar a 60°C até peso constante para
determinacdo da massa seca da parte aérea
(MSPA). Foi também avaliado o niimero (NN) e
amassa dos nédulos secos (MNS).

Foi realizada a andlise de varifncia
(1%) e, para as caracteristicas que tiveram
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efeitos significativos, foi realizado o teste de
Tukey (1%). Os dados referentes ao niimero de

nédulos foram transformados em raiz quadrada
X+0,5).

Tabela 1 - Valores de pH (H,O) das amostras de solo utilizados como fonte de inéculo, com seus
respectivos c6digos, coletadas nas propriedades rurais do municipio de Rio Preto da Eva, Amazonas.

Propriedade rural Cultura’

Cédigo das pH amostras
amostras 1 2 3  média

Laranja (Citrus sinensis)

1 Pupunha ( Bactris gasipae HBK)

Cupuagu(Theobroma grandiflorum
(Willd.. Ex Spreng) Schum)

Guarana ( Paulinea cupana)

INPARPI 45 45 45 45
INPARP2 45 43 43 44
INPARP3 47 46 47 47

INPARP4 3,7 3,7 3,7 3,7

2 Manga (Mangifera indica L.)
Abacate (Persea americana L.)

Limao (C. limon Burn)

INPARP5S 4,3 43 43 43
INPARP6 45 45 45 45
INPARP7 5,6 58 55 5,6

3 Cupuagu (7. grandiflorum (Willd..

Ex Spreng) Schum)
Coco (Cocos nucifera L.)

Laranja (C. sinensis)

INPARP8 58 59 58 5.8

INPARP9 63 64 64 64
INPARP10 44 48 4,7 4,6

4 Graviola (Annona muricata L.) INPARPI1 43 43 42 43
Cupuagu (T. grandiflorum (Willd.. INPARP12 44 44 44 44
Ex Spreng) Schum)

*Os solos sob os cultivos agricolas foram todos classificados como Latossolo Amarelo.

2.2 ISOLAMENTO DE RIZOBIO E TESTE
DE TOLERANCIA A ACIDEZ E AO
ALUMINIO TOXICO

Apés o experimento de infectividade e
eficiéncia das populagées, foram selecionados
das plantas dos respectivos tratamentos, os
nédulos ativos e maiores (colorag@o intensa
avermelhada) para obtencdo de novos isolados
de acordo com Somasegaran e Hobe (1985).
Foram obtidos de 3 a 5 nédulos por tratamento e
de cada n6dulo foi obtido um isolado de rizébio,
que foi repicado, purificado e armazenado em
meio YMA (VINCENT, 1970) a temperatura de
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28°C. Cada isolado foi inoculado em placas de
Petri em meio YMA a pH 6,5, e incubados a
temperatura de 28°C durante 10 dias, para
depois serem repicados para os meios contendo
os tratamentos especificos do experimento.

Os tratamentos utilizados foram meios
YMA com pH 4,5; pH 4,5 + 2,0 cmol ALL" e
pH 6,5, em quatro repeti¢cdes. Os valores de pH
do meio foram equilibrados nos valores
propostos variando apenas nos meios com pH
4.5 as concentragdes de Al. Foi acrescentado o
corante indicador bromocresol verde nos
meios com pH4,5 e pH 4,5 + Al, e no meio com
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pH 6,5 foi acrescentado o azul de bromotimol,
para verificar a alteragdo do pH do meio pelas
bactérias. Os isolados foram incubados em
cimara de crescimento a 28°C

Para a avaliagdo da tolerincia a acidez
e ao aluminio foi utilizado o método de
riscagem proposta por Oliveira e Magalhdes
(1999), que foram feitas a cada trés dias durante

Zona 1 (a). Uma linha, riscando -se
vérias vezes em ambas direcoes
conforme indica a seta.

Zona 2 (b). Quatros linhas riscadas
em apenas uma direcdo, indicado
pela seta.

Zona 3 e 4 (c € d). Da mesma
forma que a zona 2.

@/

um periodo de 15 dias. De acordo com o
crescimento celular nas respectivas zonas
(Figura 1) foram dados valores de crescimento
para cada isolado, variando de 1 a 4 (Figura 2),
podendo ter valores intermedidrios entre esses
extremos. Este método permite ainda
selecionar os isolados a partir da escala
determinada na Tabela 2 e classificd-los de
acordo com o grau de toleréncia.

ZONA 4

ZONA 2

Figura 1 - Ilustracio do método de riscagem de bactéria para avaliacéo da tolerancia a acidez e ao

aluminio, proposto por Oliveira e Magalh&es (1999).

1.00 1.25 2.00 3.00 4.00

Figura 2 - Escala para avaliacio da tolerincia 2 acidez e ao alumfnio t6xico de isolados de rizébio
distribuidos em meio de cultura, segundo a metodologia de Oliveira e Magalhdes (1999).
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Tabela2 - Escala para a avaliagfo do crescimento de riz6bio no meio YMA (pH 6,5; pH 4,5+Al; pH

4,5) (Oliveira; Magalhdes,1999).

Graus de tolerdncia

Intervalos de pontuagdo

Sensivel
Mediano
Tolerante

1,00 - 2,00
2,06 * - 3,00
3,06 * - 4,00

* Trés repeti¢des com nota 2,0 e uma com 2,25
** Trés repeti¢des com nota 3,0 e uma com 3,25

2.3 TESTE DE SOLUBILIZACAO DE
FOSFATOS DE CALCIO E DE
ALUMINIO

Para a avaliagfo da solubilizagfo de P-
Ca foi utilizada um meio de crescimento
contendo 10 g de glucose, 2 g de extrato de
levedura e 18 g de dgar mais uma solugio A
contendo 5 g de K,HPO,e S0 mL de dgua e uma
solugéio B contendo 10g de CaCl,, para que haja
a formagio do P-Ca precipitado, com pH
corrigido para 6,5. Um segundo meio para
verificar a solubilizagio de P-Al conteve 10 g de
manitol, 2 g de extrato de levedura, 6 g de
K,HPO, e 18 g de 4gar mais uma solugio com
5,34 g de AICl,, para formar o precipitado P-Al,
com pH corrigido para 4,5 (SYLVESTER-
BRADLEY etal., 1982).

Os isolados de rizébio, crescidos em
meio YMA (pH 6,5), foram repicados para cada
meio de solubilizagfio de fosfatos, sendo que
isto foi feita de forma tal que ficassem cinco
coldnias por placas, usando-se duas placas por
isolados. A temperatura de incubag@o de 28 °C.

A avalia¢io foi realizada durante ¥8
dias, e a cada trés dias mediu-se o didmetro (0)
dos halos de solubilizacdo e didmetro das
coldnias a cada trés dias. A partir dessas
medidas, foram obtidos os findices de
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solubilizacdo para cada isolado, através da
férmula: IS= @ Halo (mm)/ & Colonia (mm)
(BERRAQUERO; BAYA; CORMENZANA,
1976).

Baseado nos indices de solubilizagio,
os isolados foram classificados como de baixa
(IS < 2), média (2 IS < 4) e alta solubilizacdo
IS > 4). De acordo com o inicio da
solubilizacdo, os isolados foram classificados
como precoce, cujo inicio da solubilizagio se
deu a partir do terceiro dia; tardia, com inicio da
solubilizacdo depois do terceiro dia e ndo
solubilizadoras aquelas que nio apresentaram
solubilizagdo até o 15° dia de avaliagdo.

3RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 TESTE DE INFECTIVIDADE EM
CONDICAODEACIDEZ

Houve efeito significativo das
diferentes fontes de inéculo sobre o rendimento
de massa seca da parte aérea do caupi (Tabela
3). Os inbculos designados por INPA-RP7,
INPA-RP10, INPA-RP9, INPA-RP8 e INPA-
RP1 proporcionaram maior massa seca da parte
aérea do feijao caupi em relagio a testemunha.
As demais populagGes de rizébio, com excegiio
do in6culo INPA-RP11, nfio proporcionaram
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rendimento satisfatério de massa seca da parte
aérea para o caupi, visto que nfo diferiram de
forma significativa da testemunha.

O inéculo INPA-RP7 proporcionou
rendimento de massa seca da parte aérea do
caupi cerca de quatro vezes superior 2
testemunha (Tabela 3). Os in6culos INPA-RPS,
INPA-RP9 e¢ INPA-RP10, sdo oriundos de
amostras de solos com valores médios de pH
variando entre 4,4 — 6,5 (Tabela 1). Como o pH
utilizado no experimento foi de 4,5 pode ser
indicativo de que, embora as bactérias
existentes nesses indculos estivessem
adaptadas a um pH mais préximo da
neutralidade, elas desenvolveram mecanismos
de adaptagdo a acidez. Esse resultado foi
confirmado pelo teste de tolerdncia com
estirpes oriundas dos ndédulos desse
tratamento, pois os isolados INPA-RP8, INPA-
RP9 e INPA-RP10 apresentaram, aos 18 dias
de avaliagdo, tolerfincia média (3,00) a alta
(4,00) em relagdo ao pH 4,5 (Tabela 3).
Geralmente, os isolados de solos mais dcidos
sdo mais tolerantes a acidez do que os que néo

se encontram nesta condi¢cdo (CLINE;
SENWO, 1994).

Entre os in6culos estudados, o INPA-
RP12 foi o menos eficiente em relacdo ao
nimero de ndédulos, embora nio diferiu de
forma significativa do INPA-RP3, INPA-RP11,
INPA-RPS5, INPA-RP12 ¢ INPA-RP4 (Tabela
3). Os in6culos INPA-RP1, INPA-RP3, INPA-
RP87, INPA-RP8, INPA-RP9 ¢ INPA-RP10
proporcionaram altos valores de massa seca dos
nédulos e foram superiores estatisticamente 2
testemunha (Tabela 3).

Os inbéculos que proporcionaram
maior nodulagdo (ntimero e peso dos nédulos
secos) também proporcionaram maiores
rendimentos de massa seca da parte aérea no
caupi (Tabela 3). O rendimento de massa seca
do caupi apresentou maior correlagdo com
massa seca (r=0,85) do que com o niimero de
nédulos (r=0,72). Isto indica que a nodulagdo
foi primordial para o rendimento de biomassa
do caupi e que a eficiéncia simbiética dos
in6culos foi semelhante.

Tabela 3 - Rendimento de massa seca da parte aérea, niimero e massa seca dos nédulos do feijdo
caupi (V. unguiculata L. (Walp)) colonizados por bactérias provenientes de solos do municipio de

RioPreto daEva, AM.
continua...

Indculos MSPA (g/vaso) NN/vaso MNS (mg/vaso)
INPA-RP7 6,34 a 34a 1873 a
INPA-RP10 5,44 ab 37a 171,2 ab
INPA-RP9 5,75 ab 38a 166,8 abc
INPA-RP8 5,05 ab 37a 126,5 abed
INPA-RP1 4,86 abc 46 a 117,6 abed
INPA-RP3 3,44 bede 28 ab 94,8 abcde
INPA-RP11 4,21 abed 15 abc 89,2 bedef
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Tabela 3 - Rendimento de massa seca da parte aérea, niimero € massa seca dos nédulos do feijdo
caupi (V. unguiculata L. (Walp)) colonizados por bactérias provenientes de solos do municipio de

RioPretodaEva, AM.

concluséo

Inéculos MSPA (g/vaso) NN/vaso MNS (mg/vaso)

INPA-RP5 2,58 def 19 abc 76,3 cdef

INPA-RP2 3,54 bede 24 ab 76,2 cdef

INPA-RP4 3,59 bede 17 abc 70,4 def

INPA-RP6 3,67 bede 31a 65,4 def

INPA-RP12 2,30 de 5be 14,5 ef
Testemunha 1,68 ¢ Oc Of

CV (%) 10,6 26,3 320

*MSPA-Matéria seca da parte aérea, NN — Ndmero de nédulos e MNS-Massa dos n6dulos secos.
** Testemunha: Areia esterilizada sem amostras de solo.

Os dados de NN foram transformados em Raiz quadrada (x+0,5) para a anilise estatistica.
Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,01).

3.2 TOLERANCIA A ACIDEZ E AO
ALUMINIO TOXICO

Os resultados de tolerancia a acidez e
ao aluminio téxico dos isolados de rizébios
estdo apresentados na Tabela 4.

Observa-se que todos os isolados
atingiram altos fndices de crescimento em pH
6,5 no periodo de 18 dias, com excegdo do
isolado INPA-RP9a, que apresentou indice
médio de crescimento. Todas os isolados
acidificaram meio com pH 6,5, observando-se a
alteragdo da coloragdo do meio de azul para
amarelo.

Aos 18 dias de avaliagdo, 33 isolados
apresentaram tolerincia ao pH 4,5, sendo que
15 apresentaram escore de crescimento maior
ou igual ao apresentado no pH 6,5 (Tabela 4).
Entre os 36 isolados, 15 apresentaram-se como
tolerantes ao pH 4,5 ja no terceiro dia de
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avaliagdo (Tabela 4). O meio com pH 4,5
apresentou mudanga de colorag@o de azul para
verde claro, indicando um efeito de
acidificagdo, com exce¢do daqueles com a
presenca dos isolados tolerantes, INPA-RP8a e
INPA-RP4a (Tabela 4). Esta capacidade de
acidificar o meio pode ser o indicativo de que
esses isolados estejam bem adaptados 3 acidez.
Este fato também foi confirmado pelo teste em
pH 6,5 no qual também houve acidificagdo do
meio. Foi observado ainda que apenas os
isolados INPA-RP11b e INPA-RPllc
comportaram-se como 0s mais sensiveis até o
18° dia ao pH 4,5 (Tabela 4). Os isolados INPA
RP1b, INPA RPIc, INPA RP2c, INPA RPS8c,
INPA RPI12c se comportaram como
medianamente tolerantes ao pH 4,5 (Tabela 4).

Entre os isolados tolerantes 4 acidez,
dezenove apresentaram estabilizacdo de
crescimento a partir do 6 dia (Tabela 4). Sendo
assim, o tempo de crescimento pode também
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ser usado como selegfio para estes isolados. Os
isolados que na presenca da acidez,
apresentaram maior escore de crescimento em
menor periodo de tempo, podem ser
considerados como mais tolerantes a esse fator.

Os resultados mostraram que o
aluminio foi mais limitante que a acidez em
relag@o ao crescimento do rizébio em meio de
cultura (Tabela 4), conforme as observacGes de
Brose (1994) e Mukherjee € Asanuma (1998)
para outros isolados. Entre os isolados
tolerantes 4 acidez, apenas trés se apresentaram
como tolerantes ao aluminio no perfodo de 18
dias (INPA-RPI1c, INPA-RP6a e INPA-RP11a),
enquanto que 16 apresentaram tolerancia média
e 17 foram sensiveis (Tabela 4). Isto reforga a
hipétese de que a tolerancia & acidez néo indica
tolerdncia ao aluminio (ROSANEM;
LINDSTRON, 1997). Os isolados tolerantes ao
aluminio apresentaram estratégias diferentes
quanto a resisténcia. Os isolados INPA-RP1c e
INPA-RP11a aumentaram o pH do meio,
confirmado pela mudanga da coloragio do meio
de cultura de verde para amarelo, o que
provavelmente causou complexacdo do
alumfnio, transformando-o numa forma nfo
téxica para as bactérias. O isolado INPA-RP6a
baixou o pH do meio, mas comportou-se como
tolerante ao aluminio. Provavelmente esse
isolado tenha desenvolvido um mecanismo de
tolerancia a este metal parecido com o que foi
observado por Kawai, Zhang e Sugimoto
(2000), onde a forma manomérica do aluminio,
que é a mais prejudicial, diminui com a
elevagio da acidez, embora o teor total de
aluminio ndo tenha alterado.
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O aluminio interfere no metabolismo
do fosfato das células bacterianas, diminuindo
o crescimento celular (FLIS; GLENN;
DILWORTH, 1993), principalmente em
estirpes que acumulam menos P inorgénico no
interior das células (MUKHERIJEE;
ASANUMA, 1998). Ha evidéncia de que o
aluminio na célula, se ligue as cargas negativas
do grupo fosfato da dupla hélice do DNA,
aumentando sua estabilidade e prevenindo sua
replicacdo (FLIS; GLENN; DIL, 1993). O
efeito do aluminio sobre o rizébio pode ser
semelhante ao efeito da mitomicina C, um
antibiético mutagénico (WOOD, 1995).

Os isolados tolerantes ao aluminio em
condi¢cbes de laboratério podem ser
selecionados para trabalhos em campo onde
este fator predomina (HARTEL;
ALEXANDER, 1983). Esta tolerincia do
rizébio ao aluminio, segundo Flis, Glenn e Dil
(1993) parece ser uma caracteristica
geneticamente estdvel, implicando algumas
diferengas fisiol6gicas ou bioquimicas entre os
isolados tolerantes e estirpes sensiveis a este
cédtion.

Rizébio de solo 4cido diminui a
quantidade de cargas negativas na superficie
celular, diminuindo a ligagfio com o aluminio
(BUSHBY, 1990), eleva o pH interno da
bactéria (O'HARA et al., 1989), complexam o
aluminio através de polissacarideos (FLIS;
GLENN; DIL, 1993), acumulam fosfato
inorgénico no interior da célula (MUKHERIJEE
; ASANUMA, 1998) neutralizando o efeito do
aluminio formando complexo insoldvel
biolgicamente nio téxico (BLAMY;
EDWADS; ASHER, 1983).
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Tabela 4 - Toleréncia a acidez e ao aluminio, avaliada in vitro, segundo a metodologia de Oliveira e
Magalhdes (1999), dos isolados de riz6bio oriundos de solos agricolas do municipio de Rio Preto da
Eva, Amazonas.

Dias ap6s a riscagem

3 Dias 6 Dias 18 Dias
Estirpe
pH65 pH45 pH45+Al pH6S pH45 pH4S+Al pH65* pH4,5%  pHAS + Al¥+*
INPA-RPla 3,00 3,00 1,00 3,13 3,20 1,00 3,06 3,31 2,00
INPA-RP1b 3,69 3,00 1,00 3,44 3,13 1,75 4,00 3,00 2,25
INPA-RP1c 3,63 3,00 1,50 4,00 3,00 3,00 4,00 3,00 3,50
INPA-RP2a 2,94 3,00 1,75 3,25 3,13 2,38 3,06 3,31 3,00
INPA-RP2b 4,00 2,70 1,00 4,00 2,90 1,00 4,00 3,20 1,81
INPA-RP2c 1,31 1,50 1,00 2,06 1,50 1,00 3,80 2,25 1,94
INPA-RP3a 3,00 3,38 2,00 3,50 3,25 2,00 343 3,50 2,00
INPA-RP3b 4,00 3,44 2,75 4,00 3,44 2,63 4,00 4,00 3,00
INPA-RP3c 4,00 3,50 2,00 4,00 3,63 2,00 4,00 3,38 2,25
INPA-RP4a 3,00 2,19 1,00 3,25 344 2,00 4,00 3,44 2,25
INPA -RP4b 3,50 3,20 1,00 3,50 3,20 1,25 4,00 4,00 1,73
INPA-RP4c 4,00 4,00 1,00 4,00 4,00 1,80 4,00 4,00 2,80
INPA-RP5a 4,00 4,00 1,00 4,00 4,00 1,00 4,00 4,00 1,00
INPA-RP5b 3,38 3,56 2,00 344 4,00 2,00 3,56 4,00 2,88
INPA-RP5¢ 3,35 3,00 1,13 3,63 3,50 1,94 3,63 3,56 2,81
INPA-RP6a 4,00 4,00 1,25 4,00 4,00 3,00 4,00 4,00 3.63
INPA -RP6b 3,25 3,00 1,00 3,38 344 1,00 3,75 3,38 1,25
INPA-RP6¢ 4,00 3,06 1,19 4,00 3,25 1,75 4,00 3,56 2,25
INPA-RP7a 331 3,00 2,00 3,38 3,00 2,56 344 3,13 2,88
INPA-RP7b 4,00 3,06 1,44 4,00 3,13 2,81 4,00 3,13 2,81
INPA-RP7c 4,00 4,00 1,38 4,00 4,00 2,10 4,00 4,00 2,38
INPA -RP8b 3,00 3,00 1,50 3,00 3,00 2,00 3,75 3,56 2,00
INPA-RP8c 3,25 3,00 2,50 3,31 3,00 2,38 4,00 3,00 2,50
INPA-RP9a 3,00 2,94 1,00 3,00 3,25 1,00 3,00 3,13 1,00
INPA -RP9b 3,25 3,00 1,25 3,38 3,00 1,75 3,38 3,06 2,00
INPA-RP9c 4,00 4,00 2,00 4,00 4,00 2,06 4,00 4,00 2,00
INPA-RP10a 3,60 3,40 1,25 4,00 4,00 1,20 4,00 4,00 1,00
INPA-RP10b 4,00 2,88 1,00 4,00 2,88 1,00 4,00 3,06 1,00
INPA-RP10c 1,50 1,25 1,00 4,00 2,38 1,00 4,00 4,00 1,25
INPA-RP11a 3,20 4,00 2,30 4,00 4,00 2,25 4,00 4,00 3,38
INPA-RP11b 3,00 2,63 1,50 3,06 2,75 2,00 4,00 2,75 3,00
INPA-RP11c 1,44 1,06 1,00 2,88 2,75 1,00 3,19 1,75 1,00
INPA-RP12a 3,56 2,50 1,44 4,00 2,50 1,69 4,00 3,19 1,75
INPA-RP12b 3,40 3,00 2,50 3,40 3,00 2,13 4,00 4,00 2,63
INPA-RP12c 3,00 2,00 1,00 3,50 2,69 1,00 4,00 3,00 1,00

* Todos os isolados acidificaram o meio de cultura.
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3.3 SOLUBILIZACAO DEP-Ca

Entre os 36 isolados de rizébio, 26
foram capazes de solubilizar o P-Ca no perfodo
de 18 dias, sendo que apenas oito apresentaram
solubilizagdo média (Tabela 5). Nenhum dos
isolados apresentou alta solubiliza¢do de P-Ca.
Dentre os isolados capazes de solubilizar o P-
Ca, 23 se comportaram como precoce e trés
como tardios (Tabela 5). Segundo Peix et al.
(2001), isolados de rizébio foram efetivos
quanto a solubilizacio de P-Ca em laboratério,
no entanto, a eficiéncia de solubilizago variou
entre os isolados.

A capacidade de estirpes de rizébio
solubilizar o P-Ca esta correlacionada com a
diminuicdo do pH do meio pelos &4cidos
orginicos (MIKANOVA; KUBAT, 1999;
MIKANOVA, 2000). Este resultado indica a
possibilidade de utilizar a atividade de
solubilizagdo de fosfatos dos rizébios para
incrementar a concentragio de f6sforo soldvel
na rizosfera e promover a nutricio das plantas
com esse nutriente. Chabot et al. (1988)
observaram incremento no rendimento de
massa seca do milho, enquanto Mikanova et al.
(1995), Mikanova e Kubit (1999) e Peix et al.
(2001) detectaram aumento na produtividade
de ervilha, soja e feijdo, respectivamente,
quando inoculados com bactérias
solubilizadoras de fosfato.

3.4 SOLUBILIZACAO DE P-Al

Entre os isolados avaliados, 47% (17)
solubilizaram o P-Al no terceiro de dia de
repicagem (Tabela 6). No entanto, todos
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apresentaram indice de solubilizago baixo até
o 15° dia de avaliag@io. Silva Filho e Vidor
(2000) observaram que alguns isolados de
fungos também apresentaram baixa capacidade
solubilizadora de P-Al, cuja relacfio didmetro
do halo e da colbnia esteve préxima de 1.
Esperava-se que houvesse uma maior
proporcio desses solubilizadores em relagiio
aos que solubilizam P-Ca em fungfo de que o P-
Al ¢ a forma mais predominante nos solos da
regido.

A produgdo de acidos orgénicos por
microrganismos € um importante mecanismo
para solubilizar o AIPO,, como também a
liberagdo de fons de H' (ILMER; SCHINNER,
1995). Entre os acidos organicos envolvidos na
complexacdo do aluminio, o citrato é o
principal (FULTON; JAW; JEFFERY, 1989).
Os trabalhos envolvendo a solubiliza¢io de P-
Al sdo escassos, e nenhum até o momento, foi
realizado para investigar o papel da populagio
de rizébio neste processo, embora, nas
condi¢des tropicais e subtropicais, sejam as
formas predominantes de fosfato (RAIJ, 1991).

H4 a necessidade de se desenvolver
mais pesquisa enfocando este mecanismo de
sobrevivéncia dos riz6bios em solos da regido,
para que possa selecionar isolados ndo s6
capazes de tolerar 2 acidez e ao aluminio téxico,
mas que também possam solubilizar o P
insoldvel, para ser utilizado futuramente como
inoculante em leguminosas de interesse
agricola.
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Tabela 5 - Capacidade de solubilizac@o de fosfato de célcio (P-Ca) dos isolados de riz6bio oriundos
de solo 4cido do municipio de Rio Preto da Eva, AM.

Inicio da LS.
Isolados solubilizagdo Solubilizacdo
(Dia) Inicial (mm) Final (mm)

INPA-RP1a 3 2,8 (médio) 3,2 (médio) Precoce
INPA-RP1c 3 2,5 (médio) 3,3 (médio) Precoce
INPA-RP2a 3 1,2 (baixo) 1,2 (baixo) Precoce
INPA-RP2c 3 2,7 (médio) 1,3 (baixo) Precoce
INPA-RP3a 3 2,1 (médio) 2,5 (médio) Precoce
INPA-RP3b 3 1,5 (baixo) 1,8 (baixo) Precoce
INPA-RP3c 3 1,4 (baixo) 1,9 (baixo) Precoce
INPA-RP4c 9 1,3 (baixo) 1,1 (baixo) Tardio

INPA-RP5a 3 1,5 (baixo) 1,2 (baixo) Precoce
INPA-RP5b 9 1,3 (baixo) 1,2 (baixo) Tardio

INPA-RP6a 3 2,5 (médio) 2,3 (médio) Precoce
INPA-RP6b 3 2,8 (médio) 3,3 (médio) Precoce
INPA-RP6c 3 1,7 (médio) 1,3 (baixo) Precoce
INPA-RP7a 3 2,9 (médio) 2,7 (médio) Precoce
INPA-RP7b 3 0,6 (baixo) 1,1 (baixo) Precoce
INPA-RP7c 3 1,2 (baixo) 1,1 (baixo) Precoce
INPA-RP8a 3 3,1 (médio) 3,6 (médio) Precoce
INPA-RP8c 3 1,3 (baixo) 1,2 (baixo) Precoce
INPA-RP9a 3 1,3 (baixo) 1,1 (baixo) Precoce
INPA-RP9b 3 2,4 (médio) 2,0 (médio) Precoce
INPA-RPSc 3 2,3 (médio) 1,6 (baixo) Precoce
INPA-RP11a 3 1,2 (baixo) 1,5 (baixo) Precoce
INPA-RP11b 6 0,6 (baixo) 0,8 (baixo) Tardio

INPA-RP11c 3 1,4 (baixo) 1,1 (baixo) Precoce
INPA-RP12a 3 1,4 (baixo) 1,1 (baixo) Precoce
INPA-RP12¢ 3 3,1 (médio) 1,8 (baixo) Precoce
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Tabela 6 - Capacidade de solubilizagio de fosfato de aluminio (P-Al) dos isolados de rizébio
oriundos de solo icido do municipio de Rio PretodaEva, AM.

Inicio da LS.
Isolados 5011181)1;:)3930 Inicial (mm) Final (mm) Solubilizacio
INPA-RP1b 3 1,50 (baixo) 1,15 (baixo) Precoce
INPA-RP1c 3 1,00 (baixo) 1,02 (baixo) Precoce
INPA-RP2a 3 1,00 (baixo) 1,13 (baixo) Precoce
INPA-RP2c 3 1,11 (baixo) 1,08 (baixo) Precoce
INPA-RP3a 3 1,06 (baixo) 1,14 (baixo) Precoce
INPA-RP3b 3 1,00 (baixo) 1,13 (baixo) Precoce
INPA-RP4a 3 1,09 (baixo) 1,15 (baixo) Precoce
INPA-RP5¢c 3 1,09 (baixo) 1,09 (baixo) Precoce
INPA-RP6a 3 1,26 (baixo) 1,35 (baixo) Precoce
INPA-RP6c 3 1,08 (baixo) 1,07 (baixo) Precoce
INPA-RP7a 3 1,09 (baixo) 1,08 (baixo) Precoce
INPA-RP7¢c 3 1,06 (baixo) 1,18 (baixo) Precoce
INPA-RP8b 3 1,00 (baixo) 1,05 (baixo) Precoce
INPA-RP9a 3 1,00 (baixo) 1,10 (baixo) Precoce
INPA-RP9b 3 1,00 (baixo) 1,06 (baixo) Precoce
INPA-RP9c 3 1,00 (baixo) 1,06 (baixo) Precoce
INPA-RP11a 3 1,00 (baixo) 1,10 (baixo) Precoce
4 CONCLUSAO considerada baixa para todos os isolados que

e Os isolados INPA-RP1, INPA-RP3,
INPA-RP87, INPA-RPS, INPA-RP9
e INPA-RP10 apresentaram
potencial como inéculos para o
caupi.

e A nodulagio foi fundamental para o
rendimento de massa seca, sendo
que a mesma se correlacionou
principalmente com a massa seca
dos nédulos.

e A maijoria dos isolados apresentou
tolerancia & acidez nas condigdes de
laboratério num perfodo de 18 dias, e
o aluminio foi mais limitante que a
acidez para o crescimento do
rizébio.

e A maioria dos isolados foi capaz de

solubilizar o P-Ca, e a solubilizagfio do P-Al foi
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apresentaram essa caracteristica.
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