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INTRODUCAO

As caracteristicas culturais e morfologicas das espécies bacterianas pertencentes a familia
Rhizobiaceae e capazes de formar nddulos em leguminosas, genericamente identificadas como
rizobio, fornecem informagdes importantes para sua identificacdo e agrupamento. Graham (1976)
destacou entre varias outras caracteristicas o tempo de crescimento e reagdo do pH em meio com
extrato de levedura, manitol, sais minerais e agar (YMA) como testes fisiologicos significativos na
taxonomia de rizobio.

As estirpes de rizobio, inclusive as de crescimento rapido, diferem tanto em quantidade de
producdo de muco como em qualidade. Normalmente, as colonias de rizobio sdo classificadas como
mucosas ou molhadas - as que produzem muito muco - e secas as que ndo produzem muco aparente.

A forma da coldnia esta diretamente correlacionada com a presenca de muco, o que ¢ muito
comum no género Bradyrhizobium (Furhmann, 1990). A consisténcia do muco produzido ¢ também
bastante variada, principalmente nos isolados de crescimento rapido. Enquanto algumas colonias
apresentam aspecto gomoso outras sdo aquosas com o muco chegando a coalescer por toda a placa,
dificultando inclusive o isolamento da coldnia.

O estudo das caracteristicas culturais e morfoldgicas revelam uma diversidade bastante
ampla dos isolados de rizobio e costuma estar relacionado com estudos a nivel de DNA. Estes
dados sdo importantes, uma vez que o conhecimento das comunidades nativas por meio destas ou
de outras técnicas revelam-se fundamentais para se conhecer a diversidade das espécies - principal
recurso para o trabalho na éarea de biotecnologia.
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Este trabalho teve como objetivo isolar nddulos de caupi (Vigna unguiculata L. Walp) para
obter caracteristicas relativas ao crescimento em meio de cultura e a morfologia de coldnias de
rizébio encontrados em solos do semi-arido nordestino.

Caracterizacio morfologica dos isolados

A caracterizagdo das estirpes de rizobio ¢ realizada em meio YMA (Fred & Waksman,
1928) com azul de bromotimol em um pH ideal de 6,8 a 7,0. A caracterizagdo costuma ser realizada
a partir do aparecimento de coldnias isoladas, durante pelo menos 1 semana.

Os isolados devem também ser cultivados em meio YMA com vermelho congo. O vermelho
congo ¢ um corante com propriedades fungicidas e deve ser usado para facilitar a diferenciacao
entre rizobio e contaminantes. O rizobio crescente no meio rico € incapaz de absorver o corante,
aparecendo com uma coloragdo rosada difusa.

As caracteristicas culturais observadas sdo: mudanga do pH do meio apods crescimento
bacteriano (avaliada pela alteracdo de cor do meio de cultura); tempo de crescimento (em dias) de
coldnias isoladas; didmetro das colonias (em milimetros), a transparéncia, forma, borda, producao,
consisténcia e aparéncia do muco (avaliacdo visual comparativa) e absor¢dao dos indicadores
vermelho congo e azul de bromotimol. Além disso devem ser feitas anotacdes a respeito de alguma
caracteristica especial que o isolado de rizobio apresente, e que o diferencie portanto, da maioria
dos rizobios caracterizados.

ApoOs a caracterizagdao e purificacdo, as estirpes devem ser repicadas para tubos de ensaio
contendo meio YMA. Apos o aparecimento de abundante massa celular, adiciona-se vaselina
liquida esterilizada, visando a formacao de uma barreira, que impede o fluxo de oxigénio para as
culturas estocadas.

Tempo de crescimento

As colonias de estirpes de rizobio em meio YMA sao diferenciadas com base no tempo de
crescimento em (a) rapidas - aquelas que produzem crescimento moderado a abundante em até 3
dias, (b) intermedidarias, entre 4 a 5 dias, (¢) lentas - aquelas que tem pouco crescimento em 6 dias e
crescimento moderado em 9 dias e (d) muito lentas - aquelas que crescem a partir de 10 dias. As
bactérias que nodulam caupi tém sido consideradas rotineiramente como pertencentes ao grupo
Bradyrhizobium spp. que compreende um numero grande de estirpes de crescimento lento capazes
de nodular inimeras espécies de leguminosas herbaceas, comuns nas regides tropicais (Jordan,
1984). Entretanto, dentre os isolados obtidos da regido semi-arida nordestina, 25% apresentam
crescimento rapido em meio de cultura, indicando que o limite das estirpes capazes de nodular o
caupi vai além do grupo originalmente definido como Bradyrhizobium spp. Sprent (1994) sugeriu
que bactérias de crescimento rapido sdo mais comuns em regides aridas, porque a habilidade para
fixar N, ndo ¢ a maior prioridade para estes microrganismos, mas sim a sua sobrevivéncia no solo.
E possivel que as condig¢des especificas desta regido tenham propiciado a sele¢io de uma alta
incidéncia de rizdbio de crescimento rapido.

Corroborando com a hipdtese de Sprent (1994), Barnet & Catt (1991) estudaram as
caracteristicas e distribui¢do de bactérias isoladas de nddulos de raizes de Acdcia spp., em
diferentes localizagdes geograficas da Austrdlia, mostrando que os isolados obtidos eram
influenciados de forma marcante pela localizacdo geogréfica, sendo que os de crescimento rapido
foram obtidos somente nos sitios de zonas aridas de Fowler’s Gap.
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Estes resultados indicam que pode ser esperado um alto grau de rizébio de crescimento
rapido nodulando leguminosas tropicais nativas. Leguminosas nativas australianas tradicionalmente
tém sido consideradas semelhantes ao caupi quanto a nodulacao por estirpes de Bradyrhizobium spp
(Bowen 1965; Lange, 1961). Porém, Lawrie (1983) isolou vdrias estirpes de crescimento rapido a
partir delas, o que ja havia sido demonstrado por Trinick (1968; 1980), que no entanto considerou
que estas estirpes de crescimento rapido ndo pertencem aos grupos classicos reconhecidos por
inoculagdo cruzada.

Até que ponto as caracteristicas que determinam o crescimento rapido e crescimento a altas
temperaturas estdo associadas geneticamente ainda ¢ assunto para estudos futuros.

Avaliando a diversidade de Bradyrhizobium do grupo “caupi” do Oeste da Africa com base
nas caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas, Eaglesham et al. (1987) encontraram particularidades
comuns para todos ou para a maioria dos isolados, algumas relacionadas a origem geografica, e
outras a morfologia de colénia. Um exemplo claro ¢ a tolerancia a temperatura. No Oeste da Africa
o clima se torna quente e seco a medida que aumenta a latitude. Os isolados da localidade de
Maradi sdo significativamente mais tolerantes em relagdo as temperaturas elevadas e a dessecagao
(Hartel & Alexander, 1984) do que aqueles das localidades de Ibadan ou Onne. Até entdo a
habilidade de crescer bem a 40°C era uma caracteristica considerada rara entre os rizobios, mesmo
entre aqueles de origem tropical (Bowen & Kennedy, 1959) e por isso o crescimento excelente de
muitos dos isolados de Maradi a esta temperatura ndo era esperado. Num estudo prévio diversos
desses isolados ndo foram capazes de crescer no solo a 40°C (Osa-Afiana & Alexander, 1982).

Segundo Marshall (1964), Bushby & Marshall (1977) e Rensburg & Strijdom (1980) as
diferengas de comportamento apresentadas pelas diversas espécies de rizobio em solos com baixa
umidade, se devem a caracteristicas relacionadas com o tipo de crescimento das bactérias. Em um
solo sob dessecacdo rapida, o rizobio de crescimento lento sobrevive melhor do que o de
crescimento rapido, enquanto que em condi¢des de dessecacdo lenta ocorre o inverso. Para Lovato
(1984), tais observagdes indicam que os mecanismos de resisténcia estdo ligados a caracteristicas
intrinsecas da estirpe, que se manifestam diferentemente conforme a taxa de perda de agua pelas
células.

Para Harris (1981), muitos microrganismos sdo capazes de ajustar seu potencial de agua
interno para equilibrar a tensdo de agua do solo pela acumulagdao compativel de solutos. Van Gestel
et al. (1991) mostraram que as bactérias no solo desenvolvem estratégias para sobreviver em
condi¢des de estresse. O tipo e estado fisiologico dos microrganismos do solo influenciam sua
susceptibilidade para as condi¢des de seca, o que, provavelmente, estd relacionado com as
diferengas nas propriedades da parede celular. Nesse estudo de populacdo de rizobio, esses mesmos
autores observaram que, em solos de areas muito secas, a populagdo de crescimento rapido
apresenta resisténcias similares a dos demais microrganismos nativos.

Norris (1965) produziu um esquema para descrever o rizobio baseado na taxa relativa de
crescimento. Ele especulou que estirpes de crescimento rdpido sdo originarias de regides
temperadas, ao passo que estirpes de crescimento lento se originam de regides do trépico umido.
Este esquema no entanto, ndo pode ser usado indiscriminadamente. Martins et al. (1997)
observaram que a maioria dos isolados de rizobio que nodulam caupi sdo tipicamente de
crescimento lento e obtidas de regido tropical, porém existem varias estirpes de rizobio de
crescimento rapido, que sdo capazes de nodular tanto caupi quanto soja e sdo obtidas também de
regido tropical.

Segundo Tan & Broughton (1981), certas combina¢des de aminoacidos e agucares (em
geral, glutamina e galactose) promovem uma acidificagdo do meio apds o crescimento de
microrganismos de crescimento rapido, ao passo que os microrganismos de crescimento lento
alteram o pH do meio para alcalino. Microrganismos de crescimento rapido utilizam mais galactose
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durante o crescimento comparado com os de crescimento lento, enquanto que ambos os tipos de
rizobio sintetizam e liberam uma faixa ampla de aminoacidos para o meio de cultura.

Estes mesmos autores sugerem que mudangas no pH por rizébio, crescido em meio YMA,
sdo causadas pela utilizacdo preferencial de agicares por organismos de crescimento rapido e de
compostos nitrogenados pelos de crescimento lento.

Foram também observados rizobios de crescimento muito lento, com colonias aparecendo
somente apds 14 dias (Martins et al., 1997). Esse tipo de crescimento foi encontrado também com
isolados de rizobio de caupi crescidos em campos experimentais de Onne, Ibadan e Maradi por
Sinclair & Eaglesham (1984), no Oeste da Africa. Recentemente foi descrita uma nova espécie
Bradyrhizobium liaoningense sp. nov. capaz de nodular soja, que mostra crescimento muito lento
em meio de cultura (Xu et al. 1995).

As caracteristicas morfoldgicas e culturais podem estar associadas a parametros
bioquimicos. Fred et al. (1932) e Graham (1964a) observaram diferengas na utilizacdo de
carboidratos por diversas estirpes de rizobio. Martinez-Drets & Arias (1972) encontraram
diferengas enzimaticas entre estirpes rapidas e lentas associadas as mais importantes enzimas das 4
principais vias metabolicas dos carboidratos. Estes autores concluiram que estirpes de crescimento
rapido possuem as enzimas correspondentes ao ciclo da hexose monofosfato, enquanto que as de
crescimento lento apresentam auséncia de atividade de NADP-6 fosfogluconato desidrogenase
(6PGD). Por outro lado, Graham (1964b) observou que existem afinidades entre estirpes do grupo
de crescimento rapido e grandes diferencas entre esse grupo e o de crescimento lento. Em 1974,
Marinez-Drets et al., mostraram também que a utilizacdo de sacarose por estirpes de Rhizobium é
dependente do tipo de crescimento do rizdbio. As diferencas metabolicas podem ser explicadas pela
presenga de uma invertase em estirpes de crescimento rapido e Agrobacterium tumefaciens, capaz
de metabolizar a sacarose pela auséncia dessa enzima e da sacarose fosforilase em estirpes de
crescimento lento, o que torna inadequado o uso da sacarose para o crescimento de Bradyrhizobium.
A velocidade de crescimento em meio de cultura seria consequéncia da existéncia de uma falha
metabolica. Essa caracterizacdo metabolica ¢ importante, uma vez que fornece um método simples
na identificag¢do das espécies de rizobio.

Cerca de 50% de isolados alpinos da area Kosciusko, na Australia, foram caracterizados
como de crescimento muito lento. Estas estirpes foram caracterizadas como do tipo
“Bradyrhizobium”, levando no entanto mais de 14 dias para formar uma colonia de tamanho de 0,5-
1,0mm e produzindo colonias compactas, cuja massa celular foi fortemente aderente e dificil de
separar, ndo produzindo quantidades significativas de polissacarideos extracelulares comuns a
maioria das outras estirpes (Barnet & Catt, 1991).

Estirpes de crescimento rapido e lento de rizébios tem muito pouco em comum, tanto
fisiologica como bioquimicamente (Jordan, 1984). Se um grupo representa uma evolugio
progressiva a partir do outro, ou os dois grupos evoluiram independentemente, ¢ ainda uma questao
dificil de responder. Uma teoria propde que estirpes de crescimento rapido, produtoras de acido, co-
evoluiram com as tribos mais avangadas de leguminosas adaptadas aos solos mais novos ¢ alcalinos
das regides temperadas (Norris, 1965). Estas estirpes foram, inicialmente, descritas como mais
evoluidas por causa de sua faixa simbidtica estreita e seu requerimento por pH alto do solo,
disponibilidade de nutrientes e carbono. Esta teoria tem sido corroborada pela presenga de
intermediarios evolucionarios que possuem caracteristicas comuns tanto as estirpes de crescimento
lento quanto aquelas de crescimento rapido (Tan & Broughton, 1981; Bromfield & Kumar Rao,
1983). Contudo dados de taxonomia numérica sugerem que os dois grupos sdo muito diferentes
entre si (Graham, 1964b). Se a aquisi¢do de caracteristicas de crescimento rapido ¢ um processo de
selecdo natural as condigdes de clima temperado, ndo existe coeréncia nas observagdes que indicam
uma maior resisténcia do rizobio de crescimento rdpido a condi¢gdes extremas. No entanto a
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sobrevivéncia de bactérias que nodulam raizes pode também ser dependente do pH do solo (Chao &
Alexander, 1982), textura (Osa-Afiana & Alexander, 1982), temperatura (Danso & Alexander,
1974), teor de umidade (Boonkerd & Weaver, 1981) e presenca de organismos antagonistas
(Pugashetti et al., 1982).

Norris (1965) sugeriu que leguminosas que nodulam melhor em condigdes acidas se
associam, preferencialmente, com rizobio de crescimento lento, que ndo produz acido em meio de
cultura, e que as leguminosas adaptadas a pH neutro estdo associadas com rizobio de crescimento
rapido, os quais geralmente produzem &cido. Tan & Broughton (1981) também observaram que as
estirpes de rizobio de crescimento rapido normalmente nodulam leguminosas de regides temperadas
e habitam solos neutros ou alcalinos. Martins et al. (1995) mostraram que os isolados que nao
alteraram o pH do meio (reac¢do neutra) foram mais frequentes nas areas do Sertdo nordestino, onde
os solos sdo geralmente neutros ou alcalinos, do que nas areas da Zona da Mata onde encontra-se
solos mais acidos. Esta relacao foi independente do tempo de crescimento em meio de cultura.

Bioquimicamente, rizobios de crescimento lento e rapido diferem quanto ao metabolismo e
excrecdo de varios compostos de carbono e nitrogénio. Em termos gerais, os rizobios de
crescimento rdpido necessitam menos nitrogénio (tanto na forma NH," ou de NOy), fosforo e
potassio do que os organismos de crescimento lento. Ambas as classes de organismos absorveram
mais NH," do que NOs™ por célula (Tan & Broughton, 1982). Em relacdo as fontes de nitrogénio, os
organismos de crescimento lento metabolizam mais glutamato e a-ceto glutarato do que os
organismos de crescimento rapido, enquanto que o manitol ¢ utilizado do mesmo modo por ambos.
Parker (1971); Tan & Broughton (1981) sugeriram que, enquanto rizobios de crescimento rapido
utilizam seletivamente agucares, os organismos de crescimento lento preferem compostos
nitrogenados. As taxas baixas de crescimento apresentadas pelos rizobios de crescimento lento sdo
decorrentes da menor eficiéncia destes organismos na utilizagdo da maioria dos substratos. As
diferengas bioquimicas observadas ndo tem sido associadas a fisiologia deste grupo de bactérias.

Alteraciao no pH do meio de cultura

Os rizdbios podem ser divididos em trés classes quanto a alteracdo de pH produzida no meio
de cultura: estirpes que acidificam o meio, estirpes que alcalinizam o meio e estirpes que nao
alteram o pH do meio de cultura. Placas do meio YMA (Fred & Waksman, 1928) recém preparadas
com azul de bromotimol, apresentam um pH em torno de 6,8 e cor verde. Os rizobios de
crescimento lento tendem a alcalinizar o meio de cultura, causando uma mudang¢a na cor do
indicador para azul, enquanto que os rizobios de crescimento rapido geralmente acidificam o meio
tornando-o amarelo. Tan & Broughton (1981) sugerem que as mudangas de pH promovidas pelo
rizobio no meio de cultura sdo devido a utilizacdo preferencial de agucares pelas estirpes de
crescimento rapido seguida de excrecdo de acidos organicos e, de compostos de nitrogénio pelas
estirpes de crescimento lento e consequente liberacao de cations. Esta diferenciagdo ¢ observada em
meio de cultura contendo manitol (Norris, 1965). Ao contrario do esperado, as estirpes produtoras
de 4cido em meio de cultura ndo sdo mais tolerantes a acidez do solo (Norris, 1965) mas, seu
crescimento rapido parece conferir uma certa vantagem competitiva na rizosfera devido a maior
competicdo com outros microrganismos.

Martins et al. (1997) isolando rizébio capaz de nodular caupi, mostrou que a maioria das
estirpes seguem tendéncia tipica em relacdo a alteracdo do pH do meio, ou seja, as de crescimento
rapido acidificam o meio enquanto as de crescimento lento alcalinizam. Foram também observados
alguns isolados rapidos e lentos que ndo alteraram o pH do meio de cultura. Porém, alguns isolados
de crescimento lento, acidificaram o meio. Esses isolados provenientes do Sertdo possuem coldnias
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opacas, circulares e muco de consisténcia butirica. Caracteristicas divergentes foram observadas
para algumas coldnias de crescimento rapido que apesar de mostrar uma reacdo alcalina no inicio
do crescimento, ap6s 7 dias, o meio se tornou acido. Norris (1965) também descreveu estirpes que
podem produzir uma reagdo alcalina inicial seguida de uma acidificagdo do meio.

Norris (1965) sugere ainda que esta vantagem competitiva pode ser explicada pela maior ou
menor capacidade das estirpes em sobreviverem num determinado pH e cita como exemplo estirpes
que isoladas de solos acidos sdo capazes de excretar em meio de cultura, substancias que
alcalinizam o meio enquanto que estirpes isoladas de solos alcalinos excretam substincias que
acidificam o meio, o que parece ser um mecanismo de adaptagdo a condigdes adversas.
Posteriormente, Norris (1965) sugeriu que, se o rizobio que nodula uma espécie de leguminosa ¢
normalmente produtor de acido, essa leguminosa deverd nodular com uma faixa estreita de estirpes
e de modo geral serd dificilmente nodulada em solos acidos. Halliday (1978) constatou que a
produgdo de acido ou base ¢ consequéncia da fonte de carbono e ndo uma caracteristica intrinseca
do rizdbio, o que sugere que o comportamento seja dependente do tipo de solo e quantidade e
qualidade de nutrientes disponiveis.

Segundo Stowers & Elkan (1984), a produgdo de acido e base em meio YMA pode ser
empregada como uma caracteristica geral de taxonomia de rizobio. Norris (1965) sugeriu que
rizobio produtor de base representa uma forma menos evoluida do que aquele produtor de acido. De
modo geral, o rizobio produtor de base que apresenta crescimento lento parece ter co-evoluido com
leguminosas de origem tropical. Solos tropicais sdo tipicamente acidos e ¢ possivel que a habilidade
de alcalinizar o meio represente uma vantagem seletiva. De acordo com a teoria evoluciondria das
leguminosas, o rizobio de crescimento lento representa uma forma ancestral. Enquanto que as
estirpes de rizobio de crescimento rapido, que se associam mais frequentemente com as
leguminosas temperadas e sdo consideradas mais avangadas taxonomicamente, apresentam maior
especificidade de hospedeiros.

Parker (1971), Tan & Broughton (1982); Padmanabhan et al. (1990) sugeriram que a
preferéncia por uma fonte particular de carbono e/ou nitrogénio ¢ uma particularidade dependente
da estirpe, apesar da tendéncia geral que acarretou nas mudangas de pH do meio de cultura
observadas por Norris (1965). Os rizébios de crescimento lento apresentam uma maior variagdo dos
padrdes de utilizagao de carboidrato do que os de crescimento rapido. Graham (1964a); Stowers &
Elkan (1984) mostraram que os Bradyrhizobium prontamente utilizam varias hexoses (galactose,
gluconato, glucose e manose). Contudo, entre os rizobios de crescimento lento, existem excegdes a
regra. Padmanabhan et al. (1990) encontraram 7 isolados de Bradyrhizobium que, dependendo do
carboidrato utilizado podem abaixar o pH do meio. Dois isolados, apresentaram este tipo de
resposta com 5 diferentes carboidratos. Estes dados sugerem que estirpes de Bradyrhizobium spp
podem, dependendo das fontes de carbono e/ou nitrogénio, regular o pH do ambiente de acordo
com os produtos excretados.

Diametro das colonias

O diametro das coldnias dos isolados que nodulam leguminosas ¢ um parametro que pode
ser correlacionado com outras caracteristicas, uma vez que coldnias puntiformes apresentam,
geralmente, superficie seca ou podem produzir pequenas quantidades de muco. As coldnias com
diametro inferior a 1,0mm costumam ser translicidas e produzem pouco muco, enquanto que
aquelas maiores do que 1,0mm sdo geralmente produtoras de muito muco. A transparéncia das
coldnias com diametro maior do que 1,0mm esta relacionada ao tipo de muco produzido, desde que
muco coalescente geralmente produzem coldnias translucidas.
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Segundo Allen & Allen (1950) existe uma correlagdo entre o tamanho da colonia do rizébio
e suas caracteristicas na habilidade para fixar nitrogénio simbioticamente. Vincent (1954, 1962)
isolou uma estirpe eficaz de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii que originou trés variantes
quanto a quantidade do muco produzido: pouco, médio e muito. Em um estudo envolvendo 17
isolados separados de Rhizobium spp., Herridge & Roughley (1975) mostraram que isolados que
formaram colonias grandes e mucdides foram simbioticamente ineficientes enquanto os que
originaram colonias pequenas ¢ secas foram simbioticamente eficientes. Kuykendall & Elkan
(1976) verificaram que coldnias de B. japonicum do tipo pequeno sdo de 5 a 10 vezes mais
eficientes simbioticamente do que coldnias grandes mucdides.

Em contraposicdo Fuhrmann (1990) encontrou trés tipos de colonias de isolados que
nodulam soja em YMA: grande ¢ produtora de muco tipo viscoso, grande € com muco aquoso
(bastante coalescente) e pequena e seca. Os isolados que produziram colonias grandes e viscosas
tenderam a fixar mais N, do que os que apresentaram coldnia pequena e seca, enquanto que oS
isolados produtores de colOnias grandes e aquosas foram claramente inferiores. Os conteudos
médios de nitrogénio na soja inoculada com as estirpes dos tipos descritos, variaram nas faixas de
49,1 a 86,1 (grande e viscosas); 52,2 a 71,4 (pequena e seca) e 37,4 a 59,4 (grande e aquosa) mg de
N por planta.

Herridge & Roughley (1975) encontraram uma relagdo entre as caracteristicas de colonias e
eficiéncia simbiotica. Todas as estirpes de tamanho puntiforme com colonias secas, foram muito
eficientes; as colonias de tamanho médio apresentaram niveis médios de eficiéncia, enquanto que
isolados de coldnias mucdides e grandes eram provenientes de estirpes com baixa eficiéncia ou
completamente ineficientes. Esse autores observaram que muitas culturas de isolados apresentaram
2 ou mais tipos de colonias que, de modo geral, ndo eram estaveis, o que limita a caracterizagao.

Transparéncia e forma das colonias

A transparéncia ¢ definida pela passagem da luz através da colonia. Os isolados
caracterizados no trabalho de Martins et al. (1995) variaram de opacos a translucidos, onde a
colonia compacta ndo permite a passagem da luz e ndo evidencia o brilho caracteristico das colonias
translucidas, caracterizadas pela passagem de luz através das mesmas.

O muco coalescente ou aquoso estd, de modo geral, associado com colonias translacidas,
enquanto que aquelas com o muco compacto e consistente foram caracterizadas como opacas.
Curiosamente, alguns isolados de crescimento lento apresentam uma colonia isolada opaca no
centro e borda transltcida.

A forma das colonias isoladas é dependente do dia em que ¢ realizada a caracterizagao e,
principalmente, da consisténcia do muco produzido, ja que elas podem se apresentar de forma
circular a irregular dependendo da intensidade da coalescéncia do muco.

As colonias de forma puntiformes apresentam diametro inferior a 1,0 mm. Ao passo que
colonias com 1,0 mm de didmetro geralmente sdo circulares ¢ ndo coalescem. A maioria das
colonias que variam de 1,0 até¢ 2,0 mm sdo circulares, porém alguns grupos apresentam a forma
irregular. A forma variavel caracteriza a maioria das colonias com didmetro maior do que 2 mm.
Dependendo da consisténcia do muco sdo observadas dois tipos principais: (1) colonias com muco
tipo aquoso que forma colonias circulares no inicio do crescimento, se tornando irregulares pela
coalescéncia do muco apds este periodo inicial; (2) colonias que produzem quantidade abundante de
muco consistente, onde a forma inicial € circular modificando-se, com o passar dos dias, para a
forma irregular. Geralmente as estirpes de rizobio, independente da forma da coldnia, possuem a
borda lisa ou inteira.



CT/19, CNPAB, Dez. 97, p.8 COMUNICADO TECNICO

Superficie das colonias

No tocante a superficie, as colonias isoladas normalmente sdo caracterizadas em secas ou
mucoides. Foi observada uma relagcdo entre a superficie das colonias e as regides de origem dos
isolados por Martins (1996). Isolados de superficie mucdide foram encontrados
indiscriminadamente em solos do Sertdo, Agreste e Zona da Mata da regido do Nordeste brasileiro.
Porém os isolados de superficie seca, que sao uma porcentagem menor do total de isolados, tém
uma maior ocorréncia nos solos do Serto, caracterizada pelo clima Semi-Arido.

Eaglesham et al. (1984), estudaram a diversidade das popula¢des de Bradyrhizobium spp.
isoladas de caupi de solos de trés locais da Nigéria e observaram dois tipos de colonias, secas e
mucdides, as quais também se correlacionaram com o solo de origem. O tipo seco, que segundo
estes autores sdo caracteristicas comuns aos rizobios de crescimento lento, ocorrem na maioria das
vezes no solo com pH mais alto (6,1). A maioria das colonias do tipo timido ocorreram no solo com
pH 5,4. No solo mais 4&cido (pH 4,1) ocorrem os dois tipos de superficie de colonia
indiscriminadamente.

Posteriormente, Eaglesham et al. (1987) estudaram aspectos fisiolégicos e bioquimicos da
diversidade de Bradyrhizobium spp. isolados de nodulos de caupi de trés solos do Oeste da Africa.
Eles caracterizaram mais de 100 estirpes de cada uma das 3 localidades através da morfologia de
colonias. Neste estudo, foi observado que a superficie das colonias estava positivamente
correlacionada com a origem da estirpe. Noventa e sete por cento das estirpes isoladas da localidade
de Ibadan produziram muco, enquanto que a maioria das estirpes, obtidas da localidade de Maradi,
foram caracterizadas como secas e por fim as estirpes provenientes da localidade de Onne
apresentaram uma relacdo de 60:40 entre mucoides e secas, respectivamente. As colonias mucdides
sdo homogeneamente suspensas em agua, enguanto que as secas, formaram uma suspensio
heterogénea, indicando que os compostos extracelulares produzidos pelos dois tipos de coldnia
diferiram tanto qualitativamente quanto quantitativamente. Um conteudo maior de componentes
hidrofobicos estdo presentes no material extracelular produzido pelas estirpes secas. A
preponderancia de isolados mucoéides de Bradyrhizobium em Ibadan sugere uma correlagao daquela
caracteristica com pH mais baixo, maior precipitagao pluviométrica ou menor temperatura.

A auséncia da inclusdo de estirpes produtoras de muco nas descricdes formais de
Bradyrhizobium (Vincent, 1977; Jordan, 1984) tem sido um problema para os estudos dos
microssimbiontes de leguminosas tropicais. Em primeiro lugar, a falta de descricao tem causado sua
completa omissdao em alguns laboratérios. Era comum o descarte de colonias isoladas que
apresentavam producdo de muco por serem consideradas contaminantes. O fato da produgdo de
muco estar pobremente representada na literatura, pode estar indicando uma tendéncia de ignorar ou
descartar estas estirpes.

Apesar destas estirpes terem sido inicialmente descartadas, foram depois reconhecidas como
superiores as estirpes secas em termos de resisténcia a condi¢des salinas (Eaglesham et al, 1987),
resisténcia a antibioticos e a acidez do solo (Sinclair & Eaglesham 1984)

Producio, consisténcia e aparéncia do muco

Uma grande diversidade ¢ encontrada em relagdo a producdo do muco produzido pelas
coldnias isoladas de rizobio. De um modo geral, os isolados que ndo produzem muco sdo definidos
como secos € os que produzem sdo caracterizados de acordo com os varios tipos de consisténcia:
viscosa, viscosa de aparéncia floculosa, pegajosa, gomosa, aquosa e butirica.

A consisténcia viscosa costuma ser bastante comum. Essa consisténcia ¢ assim definida pela
caracteristica da colonia de grudar na alca de platina. A viscosidade ¢ uma caracteristica de isolados
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tanto lentos como rapidos, apresentando varia¢des intrinsecas, como por exemplo pouca, média e
muita elasticidade do muco produzido. Algumas estirpes produzem um muco de consisténcia tao
pegajosa que se torna extremamente dificil retirar um indculo da massa celular. A maioria desses
isolados apresentam coldnias de cor creme, porém também pode-se observar coldnias branco-
leitosas.

O muco com consisténcia viscosa pode apresentar aparéncias diferentes a depender do tipo
de muco definido neste trabalho, floculosa, gomosa, aquosa e leitosa. Em todos os casos, o0 muco
apresenta a caracteristica da elasticidade acrescido de peculiaridades inerentes a cada tipo. Alguns
isolados com consisténcia viscosa apresentam um muco com aparéncia de leite coalhado que foi
definido como tipo floculoso. A coldnia apresenta inicialmente forma circular mas aos poucos vai
adquirindo forma irregular pela coalescéncia do muco produzido. As estirpes produtoras de muco
floculoso que foram isoladas de caupi onde produziram nddulos eficientes quanto a FBN, foram
incapazes de nodular soja (Martins et al 1995).

Os isolados de consisténcia aquosa sdo definidos pela capacidade de coalescéncia do muco
que se espalha por toda a placa de Petri, chegando a cair nas tampas das placas que sdo incubadas
de forma invertida. Geralmente, estes isolados possuem coldnias transliicidas e confluentes onde as
coldnias se espalham e se juntam umas as outras. Elas costumam apresentar elevacdo plana, forma
irregular e quantidade de muco variando de médio a abundante.

Ao contrario da caracteristica aquosa, a consisténcia gomosa ¢ aquela onde a coldnia
apresenta uma grande quantidade de massa bacteriana e o muco, ao ser tocado, forma um fio dando
a impressdao de um elastico. Apresenta colonia com elevagdo ¢ de modo geral, este € um tipo de
muco que apresenta dificuldade ao ser manuseado com a al¢a de platina. Algumas estirpes de
rizobios, sobretudo as de crescimento rapido, apresentam coldnias com aspecto bastante gomoso.
Em alguns casos, estas colonias gotejam nas tampas das placas, que sdo incubadas invertidas,
diferenciando-se das aquosas por uma quantidade maior de muco produzido, sendo um pouco mais
espesso.

Além do muco viscoso produzido por colonias de rizobio, existe também a produgdo de
muco butirico (semelhante a manteiga). O muco se apresenta consistente, ou seja, ndo apresenta
confluéncia, formando colonias semelhantes a pérolas, de cor creme, opacas, € sempre convexas.

As estirpes com aparéncia butirica apresentam grande quantidade de muco. As colonias ao
serem manuseadas com a al¢a de platina, se aderem com facilidade umas as outras formando uma
massa compacta semelhante a consisténcia de gelatina. Em alguns casos esta consisténcia pegajosa
pode ser definida também como uma evolugdo do tipo viscoso propriamente dita, que se torna
pegajosa quando a cultura fica mais velha.

O grupo de isolados de crescimento lento que promovem fixagdo de nitrogénio em soja
compreende estirpes de B. japonicum produtoras de muco butirico e de B. elkanii produtoras de
muco viscoso. De modo geral, os isolados produtores de muco butirico sdo capazes de acumular
taxas maiores de N em soja, como por exemplo a estirpe BR 33. Fuhrmann (1990), considerou a
morfologia da colonia um parametro bastante util na previsao da eficiéncia simbiotica das estirpes
de Bradyrhizobium que nodulam soja. Os resultados obtidos indicam que outras espécies de
crescimento lento além das mencionadas podem estar presente dentre os isolados de rizobio
capazes de nodular a soja.

Idealmente a produgdo de muco analisada visualmente deve ser feita de forma comparativa
com os demais isolados. Na maior parte das estirpes a quantidade de muco produzida coincide com
o tempo de crescimento. Martins (1996) observou que as estirpes de crescimento rapido tiveram
produgdo abundante de muco, enquanto que as de crescimento lento apresentaram producdo média
de muco e as de crescimento muito lento ndo produziram muco.
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Campélo (1976) também descreveu resultados semelhantes, predominando a producio de
muco nas estirpes de crescimento rapido. Tanto isolados de crescimento rdpido quanto lentos
possuem quantidade e qualidade de muco diversificada, porém no caso dos isolados rapidos, muitas
vezes, 0 isolamento de coldnias se torna dificil, uma vez que o muco se espalha rapidamente por
toda a placa.

Rizébio do grupo caupi sdo nativos de solos tropicais (Ahmad et al. 1981) e tem sido
sugerido que a producdo de polissacarideo pode agir como uma barreira protetora contra fatores
bidticos e abioticos, possibilitando a sobrevivéncia e persisténcia no solo. Hollingsworth et al.
(1985) mostraram que estirpes de rizobio do grupo caupi produtoras de muco viscoso quando
crescidas em meio YMA, foram mais resistentes a antibidticos do que estirpes que apresentam
coldnias secas, encontradas por Mclaughlin & Ahmad (1984).

Os isolados provenientes do Semi-Arido nordestino discutidos neste trabalho, foram
também, relacionados quanto a resisténcia a antibioticos de acordo com o tipo de muco produzido.
Geralmente as estirpes produtoras de muco apresentam altos niveis de resisténcia a antibioticos. O
muco tipo butirico apareceu em estirpes tolerantes a niveis altos de 8 antibioticos estudados, exceto
para a estreptomicina (Martins et al. 1996). O muco apresenta como componentes principais, 0s
carboidratos EPS (exopolissacarideos) e CPS (polissacarideo capsular) que interferem na passagem
de substancias para dentro da célula bacteriana. Embora o mecanismo de a¢do na presenca de muco
ndo seja ainda conhecido, € possivel que haja alguma protegdo contra a assimilagdo do antibidtico.

Tem sido sugerido que tanto exopolissacarideos como lipopolissacarideos possam
influenciar o transporte de antibioticos para dentro das bactérias (Nikaido & Nakae, 1979; Chopra
& Ball, 1982). Em um estudo sobre diversidade de populacdes, utilizando a resisténcia intrinseca a
antibioticos, de Bradyrhizobium spp., Sinclair & Eaglesham (1984) relacionaram a tolerancia a
antibiotico com produ¢do de muco, sendo as colonias produtoras de muco mais tolerantes do que as
do tipo seco. J4 Roughley et al. (1992) ndo notaram tal correlagdo, pois entre as coldnias
examinadas observaram tolerancia a antibidticos independente do tipo de muco produzido.

Ramos (1985) comparou a resisténcia dos isolados a canamicina e cloranfenicol com o tipo
de morfologia predominante, e observou que os isolados que apresentaram maior sensibilidade aos
antibioticos foram colonias secas ao passo que, nos isolados com resisténcia a concentragdes altas
de antibidticos, predominaram as coldnias produtoras de muco.

Uma outra caracteristica que tem sido associada a produg¢do de muco ¢ a capacidade de
sobrevivéncia a altas temperaturas. Osa-Afiana & Alexander (1982) mostraram que a habilidade do
rizobio do grupo caupi crescer em altas temperaturas estd relacionada com a quantidade de muco
produzido pelas estirpes em meio YMA a 28°C. Hollingsworth et al. (1985) encontraram que
estirpes de rizobio do grupo caupi capazes de crescer a temperaturas elevadas (42°C) produziram
mais muco a 42°C do que a 30°C. Eaglesham et al. (1987) também encontraram que estirpes
produtoras de muco sdo superiores as estirpes secas em termos de resisténcia a condigdes salinas e a
antibioticos.

A produgdo e consisténcia de muco deve ser considerada, portanto, como uma caracteristica
importante para agrupar os isolados de rizoébio podendo ser relacionado com a grande diversidade
encontrada para estes microrganismos. No entanto, deve-se ter em mente que as informagdes sobre
consisténcia de muco sdo obtidas a partir de meio de cultura, onde o carbono e o nitrogénio nao
devem estar limitando o crescimento celular. Extrapolacdes para a fisiologia do rizébio quando em
condi¢des de campo sdo dificeis e mais informagdo ¢ necessaria sobre a producdo de muco nestas
condigoes.
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CONCLUSAO

Este comunicado mostra que € possivel estudar a diversidade de rizobio utilizando como
parametros caracteristicas relativas ao crescimento em meio de cultura e a morfologia de coldnias.

As maiores diferengas encontradas sao relativas a tempo de crescimento associada com a
alteracdo do pH do meio promovida pelas estirpes, a morfologia de coldnia e, principalmente ao
tipo de muco produzido. A diversidade da morfologia das colonias ¢ uma indicag¢ao das diferengas
fundamentais entre isolados e pode ser um indicio da diversidade genética.

As avaliacdes descritas sdo uma ferramenta simples e pouco dispendiosa que permite a
caracterizagdo de isolados de leguminosas. No entanto, devido a sua simplicidade ¢ necessario que
um grande rigor seja mantido durante toda a observacdo e que se mantenha um padrao comparativo
com estirpes ja descritas e classificadas previamente.
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