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RESUMO - A selecdo de estirpes de rizobio tolerantes a estresses de salinidade e temperatura, caracteristicos da
regido semi-arida, amplia as chances de sucesso para a introducéo e estabelecimento de bactérias fixadoras do
nitrogénio atmosférico em associa¢do com o feijdo-caupi, resultando no aumento da produtividade de graos. Fatores
como tolerancia a diferentes concentragdes de NaCl (1%, 2% e 3%) e dois niveis de temperatura elevada (39°C e
42°C) foram estudados em setenta e seis estirpes de rizébio, isoladas de nédulos de feijdo-caupi, com o objetivo de
identificar as relagbes com a regido de origem e habito de crescimento em meio de cultura YEM solido. De modo
geral, observou-se que as estirpes provenientes do Sertdo se mostraram mais tolerantes a temperaturas elevadas. O
estudo dos efeitos da salinidade (NaCl), por outro lado, mostrou que & medida que a concentragdo do sal aumenta ha
uma reducdo na porcentagem de estirpes tolerantes, sendo que cerca de 40% delas foram capazes de crescer em
meio de cultura contendo 1% de NaCl. Na concentracdo de 2% de NaCl, 17% do total foram capazes de crescer,
sendo que 15% eram provenientes do Sertdo e 24% da Zona da Mata. Entretanto, na concentragdo de 3% de NaCl,
apenas 12% das estirpes testadas foram capazes de crescer. Cerca de 10% das setenta e seis estirpes mostraram-se
tolerantes as altas temperaturas e aos niveis de NaCl testados, sendo uma oriunda do Agreste, quatro do Sertdo e
duas da Zona da Mata.

Palavras-chave: Vigna unguiculata, FBN, NaCl, estresse.

TOLERANCE OF COWPEA RHIZOBIUM TO SALINITY AND
HIGH TEMPERATURE UNDER IN VITRO CONDITION

ABSTRACT - The selection of rhizobium strains tolerant to salinity and temperature stress, typically of semi-arid
regions, enhances the chance for introducing and establishing the air nitrogen fixing bacteria and cowpea
association successfully, resulting in grain yield increases. Effects of factors, such as tolerance to different NaCl
concentrations (1%, 2% and 3%) and two levels of high temperature (39° C and 42° C). were studied on seventy-six
rhizobium strains isolated from cowpea root nodules in order to identify the relation to the origin region and their
growth habit in YEM solid culture medium. In general, it was observed that bacteria from the “Sertdo” region were
more tolerant to high temperatures. On the other hand, results for the salinity study showed that as the salt
concentration increased, the percentage of tolerant strains decreased. About 40% of the strains were able to grow in
a culture medium with 1% of NaCl. At 2% of NaCl concentration, 17% of the total strains could grow and, from
this amount, 15% came from the “Sertd0” region and 24% from “Zona da Mata” region. At 3% NaCl concentration,
only 12% of the strains were able to grow. From the 76 strains, around 10% were tolerant to high temperatures and
to the NaCl levels used, one of them from the “Agreste” region, four from the “Sertdo” region and 2 from the “Zona
da Mata” region”.

Key words: Vigna unguiculata, BNF, NaCl, estress.

INTRODUCAO pulacionais em escala planetaria, em especial nas

O desenvolvimento de tecnologias e conheci- zonas aridas e semi-aridas. Este problema atinge
mentos que favorecam a atividade agricola em cerca de 45 dos 230 milhdes de hectares da area
solos salinos ou afetados pela salinizacdo decor- irrigada em toda a Terra (FAO, 2000), e mantém
rente de agBes antropicas é um dos desafios a tendéncia de expansdo com o0 abandono anual de
segurancga alimentar de grandes contingentes po- aproximadamente 10 milhdes de hectares sob o
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efeito da salinizacdo e processos decorrentes.

No semi-arido brasileiro, a salinidade alcanca
cerca de 20% dos 95 milhdes de hectares (Melo
et al., 2006). Nas areas irrigadas desta regido —
300 mil ha — o problema ja esta presente em 25%
da area (Goes, 1977). Caracterizado por baixa
precipitacdo pluviométrica, estiagens prolonga-
das, altas temperaturas e, muitas vezes, baixa
fertilidade do solo, o Semi-arido do Brasil con-
centra a populagdo com menor indice de Desen-
volvimento Humano (IDH) do pais.

Nesta regido, o feijdo-caupi ou feijdo de corda
(Vigna unguiculata (L.) Walp), uma leguminosa
com alto teor de proteinas no grdo, representa um
recurso importante por ser uma planta capaz de
resistir as condicdes de déficit hidrico, salinidade
e temperatura. Tradicionalmente, é uma cultura
de subsisténcia, cultivada por pequenos e médios
agricultores de base familiar, cujo excedente de
producdo é comercializado em feiras livres como
feijdo-verde. No entanto, a cultura do feijéo-
caupi tem avangado para areas mais tecnificadas,
utilizando préaticas de correcdo, fertilizagcdo e
irrigacdo, em rotacdo com outras culturas (Freire
Filho, et al., 2005).

O feijdo-caupi por ser uma leguminosa se
beneficia do N proveniente da Fixacdo Bioldgica
de Nitrogénio (FBN). Estimativas recentes mos-
tram que a FBN pode representar uma economia
da ordem de US$ 13 milhdes, somente para a
regido Nordeste brasileira (Rumjanek et al.,
2005). Para aumentar a contribuigdo da FBN,
torna-se necessario a otimizacdo do processo
através da selecdo e inoculagdo com estirpes de
rizébios eficientes e adaptadas a regido.

Alguns trabalhos realizados principalmente
com leguminosas de clima temperado relatam o
efeito prejudicial da salinidade na nodulagdo. A
maioria desses trabalhos considera que o efeito é
mais acentuado no sistema radicular, prejudican-
do o desenvolvimento do rizébio (Tu, 1981).
Alguns pesquisadores observaram variagdes na
tolerancia de diferentes estirpes quanto a concen-
tracOes crescentes de NaCl (Rai, 1983; Rai et al.,
1985), enquanto outros consideram que a tendén-
cia e magnitude das reduces por efeito da salini-
dade dependem também das variedades apresen-
tadas pelas plantas (Ahmed et al., 1981). Acredi-
ta-se que, quando os estresses sdo de curta dura-
¢ao, predominem os efeitos osmdticos dos sais,
fazendo com que o potencial hidrico do ambiente
radicular diminua e restrinja a absor¢cdo de agua;
em estresses de longa duracéo, todavia, os ions se
acumulam e provocam toxidez, induzindo distr-
bios nutricionais e metabdlicos (Munns 2002).

De modo geral, os efeitos prejudiciais dos sais
sdo mais evidentes, particularmente em relagéo
aos efeitos da concentracéo do fon especifico do
que ao efeito osmotico (Elsheikh, 1998). Nesse
contexto, o NaCl tem sido considerado bom indi-
cador da tolerdncia de bactérias a sais
(Abdelmoumen et al., 1999).

Por outro lado, temperaturas elevadas sdo
outro fator também limitante para o rizébio, onde
o tamanho do nédulo parece ser o parametro mais
sensivel a altas temperaturas do que o nimero de
nodulos em estudos com a cultura da soja realiza-
dos por Castro et al. (1993). Esta sensibilidade a
temperaturas elevadas pode ser exemplificada
pelas simbioses do feijoeiro, com sensibilidade.
No caso do feijoeiro, tanto a planta como o riz6-
bio sdo afetados quando em temperaturas superi-
ores a 34°C, sendo que no caso do rizébio, os
plasmideos que carregam 0s genes simbioticos
podem ser perdidos. Estirpes isoladas de legumi-
nosas florestais tolerantes a altas temperaturas e
eficientes na nodulagdo do feijoeiro tém sido
apontadas como uma valiosa fonte de recursos
genéticos para aumentar o potencial da FBN nes-
ta cultura nos tropicos como as encontradas por
Hungria et al. (1993), citado em Moreira e Si-
queira, (2002). Em feijado-caupi, Dart & Mercer
(1965) encontraram que nddulos foram reduzidos
em ndmero, tamanho e contetdo de leghemoglo-
bina quando submetidas a altas temperaturas em-
bora outros fatores, além da temperatura, estives-
sem também envolvidos.

A selecdo de estirpes de rizdbio adaptaveis ao
estresse de salinidade e temperatura elevada da
regido Semi-arida amplia as chances de sucesso
para a introdugdo e estabelecimento da bactéria
na associacdo com o feijdo-caupi, aumentando a
produtividade de gréos. Para tanto, testes in vitro
podem ser utilizados, pois, além de permitirem a
comparacdo de um grande nimero de microrga-
nismos, sdo também rapidos e de custo relativa-
mente baixo, possibilitando a identificacdo de
estirpes tolerantes, antes da verificacdo de sua
tolerancia no campo (Nobrega et al., 2004).

Este trabalho teve com objetivo verificar dife-
rencas entre estirpes de bactérias isoladas de fei-
jao-caupi com relagdo a tolerancia a NaCl e tem-
peratura, e sua relacdo quanto a e origem e velo-
cidade de crescimento das estirpes.

MATERIAL E METODOS

Foram testados 76 estirpes de rizébio obtidas
de nddulos de feijdo-caupi obtidos de um estudo
anterior de caracterizagdo morfologica da col6nia
e eficiéncia simbiotica em plantas de caupi e soja
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(Martins et al., 1998). As estirpes foram proveni-
ente de 3 ecossistemas, sendo 21 oriundas da
Zona da Mata, 8 do Agreste e 47 do Sertdo, e
representando 53 e 23 bactérias de crescimento
lento e répida, respectivamente. Estas bactérias
apresentavam muco tipo seco (10 isolados), tipo
viscoso ou tipo I (51 isolados) ou tipo butirico ou
tipo Il (15 isolados), conforme descricdo de Xa-
vier et al. (1998).

As bactérias foram inicialmente recuperadas
da colecao de cultura disponivel no laboratorio de
Ecologia Microbiana da Embrapa Agrobiologia,
através do cultivo em meio YEM sélido
(Vincent, 1970), contendo: 10g de manitol, 0,59
de K2HPO4, 0,2g de MgSO4 . 7 H20; 1,0 g de
extrato de levedura, 0,2 g de NaCl (0,02% p/v);
13 mg de FeClI3. 6 H20, em um volume de 1L e
incubadas a 28°C para garantir a viabilidade e a
pureza do indculo.

Para o teste de salinidade as bactérias foram
testadas nas concentracdes de 1, 2 e 3% de NaCl
(p/v) e ainda um controle com a concentragdo
original do meio (0,02% NaCl) para verificar a
qualidade do in6culo. As bactérias foram repica-
das em placa, com auxilio de alca de platina, com
duas repeticdes, e incubadas a 28°C, durante o
aparecimento das col6nias ou até o 20° dia de
incubacéo.

J& para o teste de tolerancia a temperatura, as
bactérias foram também repicadas e submetidas a
incubacdo a 28°C, como controle, e a 39 e 42°C,
durante o aparecimento das coldnias ou até o 20°
dia de incubagdo. Os isolados que obtiveram
crescimento uniforme nas diferentes condicdes,
com o aparecimento de colbnias isoladas, recebe-
ram sinal (+) e 0s que ndo cresceram receberam
sinal (-).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas relacionadas com o local de
origem do rizébio sdo provavelmente associadas
com adaptacdo de pressdes especificas do ambi-
ente. Neste estudo, avaliando a tolerancia das
estirpes a 39 e 42°C, observa-se que as bactérias
provenientes do Sertdo (onde o clima é mais
guente e seco com o aumento da latitude) séo
mais tolerantes a temperaturas elevadas (Figura
1A). No entanto, ndo foi observado um gradiente
de acordo com as caracteristicas de origem das
estirpes, entre os isolados da Zona da Mata que
tem temperaturas mais amenas que as do Agreste
e este, por sua vez, é mais ameno quando compa-
rado ao Sertdo.

A habilidade da estirpe em tolerar a altas tem-
peraturas ndo tem sido relacionada a latitude geo-

grafica da origem dos rizébios (Karanja e Wood,
1988). Entretanto, os resultados observados |,
dentre as 18 estirpes capazes de tolerar tempera-
turas de até 42°C, 13 sdo provenientes do Sertdo.
Temperaturas acima de 40°C sdo freqlientemente
observadas na superficie do solo (Eaglesham and
Ayanaba, 1984; Hafeez et al., 1991; Lal, 1993).
Estas temperaturas elevadas tém sido responsa-
veis por limitar a nodulacdo e a FBN (Eaglesham
and Ayanaba, 1984, Jones and Tisdale, 1921).
Apesar de ndo existir forte correlacdo da selecdo
in vitro de rizobios a temperaturas elevadas e 0s
resultados no campo (Hungria and Vargas, 2000),
tais caracteristicas podem ser Gteis para a melho-
ria futura de inoculantes que que em geral con-
tém isolados de rizdobio eficientes, mas sensiveis
a temperaturas elevadas (Hung et al., 2005).

Dentre 18 estirpes tolerantes a 42°C, 11 apre-
sentam a caracteristica de crescimento rapido em
meio de cultura. Este mesmo comportamento foi
observado na temperatura de 39°C (Figura 1B).

Com base nesses dados e de acordo com a
determinacdo da temperatura maxima (Tm) de
crescimento de diferentes espécies de rizdbios
(Lindstrom & Lehtomaki, 1988), sendo R. legu-
minosarum (Tm, 31 a 35°C), a do R. meliloti
(Tm, 38 a 41°C), do R. loti (Tm, 33 a 37°C), a do
R. fredii (Tm, 34 a 36°C), e 0 R. galegae (Tm, 33
a 37°C), pode-se verificar que estas bactérias
apresentam comportamento similar aos de R.
melitoti do que a outras espécies de rizébio.

Em relacdo aos estudos dos efeitos da salini-
dade (NaCl) em meio de cultivo, todas as 76 es-
tirpes foram inicialmente cultivadas a 0,02% de
NaCl a 28°C, onde 100% apresentaram cresci-
mento no meio YEM e ainda nas concentragdes
de 1,0; 2,0 e 3,0% de NaCl. Observou-se que a
medida que a concentracdo de NaCl aumentou
ocorreu uma reducdo na porcentagem de isolados
tolerantes. Destas estirpes, cerca de 40% foram
capazes de crescer em meio de cultura contendo
1% de NaCl. Na concentracdo de 2% de NaCl,
foram capazes de crescer 17% do total de isola-
dos, sendo que destes, 15% foram isolados de
solos da regido do Sertdo e 24% da Zona da Ma-
ta. Ja na concentracdo de 3% deste sal, somente
12% das estirpes testadas foram capazes de cres-
cer nesta condicdo (Figura 2A).

Eaglesham et al (1987) estudando aspectos
fisiol6gicos e bioquimicos da diversidade de
Bradyrhizobium spp isolados de feijao-caupi em
trés solos do Oeste Africano encontraram somen-
te uma estirpe capaz de resistir a 1% de NaCl,
dentre as 79 estirpes testadas. Esses autores ob-
servaram que a resisténcia dos isolados néo pas-
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Figura 1: Distribuicdo de isolados resistentes as temperaturas de 39 e 42°C de acordo com (A) a origem
e (B) a velocidade de crescimento das estirpes de rizébios.

sou de 0,5% de NaCl , onde 41 estirpes (52%)
apresentou crescimento, sendo todas produtoras
de muco. Nenhuma das estirpes secas cresceram
com 0,5% de NaCl. De forma contraria, as 8 es-
tirpes secas estudadas nesse trabalho ndo tolera-
ram a concentracdo de 3% de NaCl, porém 1 iso-

lado tolerou 2% de sal e 3 toleraram a concentra-
¢do de 1% de NaCl.

Para Graham & Parker (1964) muitas espécies
de rizébio podem tolerar acima de 2% de NaCl
no meio de cultura. Em nossos estudos, 9 isola-
dos de crescimento rapido obtidos de solos do
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Figura 2: Distribui¢do de isolados resistentes as concentracdes de 1, 2 e 3% de NaCl de acordo com a
(A) origem e (B) e a velocidade de crescimento das estirpes de rizdbios.

Nordeste foram capazes de crescer normalmente
na concentracdo de 3% de NaCl (Figura 2B).
Resultados similares foram encontrados por
Zhang et al (1991) estudando rizébios de cresci-
mento rapido que nodulam espécies arbdreas no

Sudao e também por Basak & Goyal (1980) com
isolados de Acécia.

Os altos valores de tolerancia a temperatura
maxima e niveis de tolerancia a NaCl dessas es-
tirpes pode indicar uma importancia ecolégica
sob as condicfes de clima quente e seco encon-
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tradas no Nordeste brasileiro. Para Osa-Afiana & Alexander, (1982) a habi-

A maior tolerancia dos isolados de crescimen- lidade do rizébio do grupo caupi de crescer relati-
to rapidos para as mais altas concentragdes de sal vamente bem em altas temperaturas parece estar
estd de certa forma, correlacionada com a tole- correlacionada com a quantidade de muco produ-
rancia que os isolados rapidos apresentam as altas zido pelas estirpes em meio YEM a 28°C. Hol-
temperaturas. Elsheikh e Wood (1989) observa- lingsworth et al (1985) encontraram que estirpes
ram que, além da respostas de tolerancia a salini- de rizébio do grupo caupi capazes de crescer a

Tabela 1: Distribuigdo das estirpes de feijdo-caupi resistentes as temperaturas de 39 e 42°C e as concen-

. Temperatura (°C) NaCl (%)
Tipo de muco ) "2 1 > 3
Seca 70% 40% 40% 10% 0%
Butirico 93% 0% 0% 0% 0%
Viscoso 65% 27% 49% 24% 18%

dade ser dependente da temperatura, também esta temperaturas elevadas produziram mais muco a
relacionada ao pH e a fonte de carbono em meio 42°C do que a 30°C. Eaglesham et al, (1987) en-

de cultura. controu que estirpes produtoras de muco sdo su-
Os resultados obtidos neste trabalho também periores as estirpes secas em termos de resistén-
foram relacionados com o tipo de muco das cold- cia a condigdes salinas e a antibidticos.
nias de rizébio (Tabela 1). Comparando os resul- A juncdo de estresses de seca e altas tempera-
tados dos estudos de tolerancia a temperaturas turas sdo prevalecentes em muitas regibes onde
adversamente altas e a salinidade foi possivel as leguminosas sdo cultivadas para alimento e
observar que os isolados com muco seco se mos- também como forragem. Consequentemente,
traram mais resistentes a temperatura de 42°C, ao atencdo especial merece ser dada para a avaliagao
passo que os isolados produtores de muco visco- da tolerancia a temperatura e as condigdes de

S0 se mostraram mais resistentes a salinidade em seca para estirpes de rizdbio, que podem ser usa-
todas as concentragBes avaliadas. Por outro lado, das como inoculantes em &reas sujeitas a tais
os 15 rizobios com muco tipo butirico ndo se condicBes de estresses.

mostraram capazes de tolerar qualquer das con- Quando analisado de forma conjunta os resul-
centracdes de NaCl (1, 2 e 3%) testadas e menor tados é possivel observar que 7 isolados foram
tolerdncia a temperaturas adversamente altas. tolerantes tanto as altas temperaturas e aos niveis

Quadro 1: Caracteristicas das bactérias com tolerancias a altas temperaturas e aos niveis de NaCl.

Isolado 25-1 12-10 17-6 12-9 28b 6 30b1 2-26

Regido de origem Agreste Sertdo Sertdo Sertdo Mata Mata Sertdo
sistema agricola sequeiro  irrigado  irrigado  irrigado  sequeiro  sequeiro irrigado
Velocidade de cresci- Répida Répida Répida Répida Répida Réapida  Répida

mento
muco Viscosa  Viscosa  Viscosa  Viscosa  Viscosa  Viscosa  Viscosa
pH acida neutra acida neutra acida acida acida
Diametro >2mm  >2mm  até2mm >2mm até2mm >2mm >2mm
Forma circular  circular  irregular circular  circular  circular irregular
Borda inteira inteira inteira inteira inteira inteira inteira
Superficie mucOide mucbide muc6ide mucdide mucdide mucdide mucdide
muco viscosa  viscosa viscosa  viscosa  viscosa  viscosa  viscosa
Nod feijdo-caupi + + + + + + +
Fixcau + + + - + + +
Hupcau - + + + + + +
Nodsoj + - + + - + +
Fixsoj - - + + - - -
Hupsoj + nd. + + + + +
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de NaCl testados neste trabalho; sendo 1 do A-
greste, 2 da Zona da Mata e 4 do Sertdo. As ca-
racteristicas desses isolados estdo descritas no
quadro 1 (Tabela 2). Deste modo, o levantamento
destas informacBes pode ser Util para apontar
estirpes canditadas para 0s programas de selecéo
de inoculantes em feijao-caupi.

CONCLUSOES

Somente 7 das 76 estirpes de feijdo-caupi
foram tolerantes as altas temperaturas e aos ni-
veis de NaCl testados; sendo 1 do Agreste, 4 do
Sertdo e 2 da Zona da Mata.

As estirpes de crescimento rapido e produto-
ras de muco se mostraram mais resistentes em
meio de cultura as condi¢des de tolerancia a altas
temperaturas e niveis crescentes de NaCl.
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