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ABSTRACT

CHARACTERIZATION AND SELECTION OF NATIVE
POPULATIONS OF SOIL RHIZOBIA OF THE SEMI-ARID
REGION OF PERNAMBUCO, BRAZIL

The evaluation of native rhizobia strains potential as
related to efficiency, competitiveness, and adaptation in regions
subjected to high temperature is important to the study of
nitrogen symbiotic fixation. The objective of this research was
the morphologic characterization of rhizobia isolated from
samples of ared yellow argisol of Serra Talhada municipality,
Pernambuco State, Brazil, and selection for high temperature and
kanamicina and nalidixic acid antibiotics resistance. The study
was carried out at | nstitute of Agricultural Research of Pernam-
buco (IPA). The isolates were cultivated in YMA media to
eva uate colonie characterigticsasacidity or alkalinity production,
growing velocity, color, shape and transparency, elevation, and
mucus production. All isolates were compared to the standard
strain Bradyr hizobium sp. 6145, recommended for cowpea. The
morphological and physiological diversity of theisolatesenabled
the identification of distinct groups. The isolates 1, 2 and 4
presented higher resistance to high temperature and adaptation
to survive in regions subjected to thermal stress periods. The
isolate 1 showed the highest resistance to tested antibiotics.

RESUMO

A avaliaggo do potencia de estirpes nativas de rizébio
em relagao a eficiéncia, competitividade e adaptacéo as regifes
sujeitas a alta temperatura € importante no estudo da fixagdo
simbi6tica de nitrogénio. O objetivo do trabaho foi efetuar a
caracterizagdo morfoldgica de isolados de rizébios a partir de
amostras de um argissolo vermelho amarelo do Municipio de
Serra Talhada (PE), e selecion&-los quanto a resistente a ata
temperatura e aos antibi 6ticos kanamicina e &cido nalidixico. O
estudo foi conduzido na Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecuéria(IPA) Osisoladosforam crescidosem meio Y MA
e obsevado: formag&o de dlcali e &cido, tempo de crescimento,
cor, transparéncia, elevagéo, forma e producdo de muco. Todos
osisolados foram comparados a estirpe padréo Bradyr hizobium
sp. 6145, recomendada para o caupi. A diversidade morfol 6gica
efisioldgicadosisolados permitiu aobtencdo de diferentes grupos.
Osisolados 1, 2 e 4 apresentaram maior resisténciaatemperatura
elevada mostrando-se mais adaptados a sobreviver em regides
sujeitasaperiodos de estresse térmico. O isolado 1 obteve maior
resisténcia aos antibiéticos testados.

KEY WORDS: rhizobia, morphologic characteristics, high
temperature.

INTRODUGCAO

O crescimento e a producéo das leguminosas
s40, pelo menos em parte, o resultado da interacéo
entre as cultivares das plantas, as estirpes de rizébio
eascondi¢gdes ambientaisem que o sistemasimbidtico
se desenvolve. Essainteracdo afeta a assimilacéo, a

PALAVRAS-CHAVE: rizdbio, caracteristicasmorfol égicas, alta
temperatura.

distribuicdo e a utilizacgo do carbono e nitrogénio
pelas plantas (Neves & Rumjanek 1995).

O caupi (Migna unguiculata (L.) Walp) é uma
das leguminosas graniferas mais extensamente
adaptada, versdtil e nutritiva. No Brasil, é cultivada,
predominantemente, na regido nordeste, represen-
tando uma fonte alternativa de proteina. Essa
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leguminosa, por associar-se a bactérias do género
Bradyr hizobium, entre outros, obtém o nitrogénio por
simbiose, um processo fisiol égico importante, que é
explorado paraobter aumento no rendimento de gréos
de uma maneira ecoldgica e economicamente
sustentavel (Vessey 2003). Entretanto, paraalcangar
umafixagdo efetivado nitrogénio no sistemarizobio-
leguminosa, € necessario selecionar estirpes apro-
priadas de Rhizobium (Pelczar et al. 2005).

A fixacdo biologica de nitrogénio é mediada
por amplagamade microrganismos procariotos com
substancial diversidade morfoldgica, fisiologica,
genética, bioquimica e filogenética. Tal diversidade
garante a ocorréncia desse processo nos mais
diferentes habitatsterrestres. Contudo, apesar de sua
grande importancia na manutengdo da biosfera,
estima-se que menos de 1% dos microrganismos
existentes no planeta tenham sido caracterizados e
descritos (Moreira& Siqueira 2002).

Muitas caracteristicasfisiol 6gicas, bioquimicas
e genéticas, além de inoculagdo cruzada, taxa de
crescimento e producdo de dlcali ou acido in vitro
passaram a ser consideradas, a partir da década de
1940, para a divisdo do género Rhizobium em dois
grupos, os de crescimento rapido e os de crescimento
lento (Jordan & Allen 1974). Ap6s 1982, osavancos
detécnicas molecul ares contribuiram paraadescricéo
de seis géneros, a saber: Rhizobium, Snor hizobium,
Mesor hizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium e
Allorhizobium.

A habilidade das bactérias parafixar nitrogénio
em simbiose com leguminosas € de consideravel
importanciaagricolaetem sido estudada por diversos
autores (Silva 2003a, Silva 2003b, Carvalho 2003).
No entanto, fatores como temperatura, umidade,
resisténcia a substancias toxicas, entre outros,
influenciam aeficiénciadasimbiose. A influénciada
temperaturano crescimento e desempenho do rizébio
tem sido pouco estudada, apesar de solos tropicais
atingirem temperaturas superiores a 40°C nas
camadas superficiais, tornando-se um dos principais
fatores limitantes ao processo da fixagdo simbidtica
do nitrogénio nostrépicos (Vargas & Hungria1997).

Outro fator importante € a capacidade do
rizobio de resistir a antibiéticos, permitindo maior
performance e colonizagdo do solo. A caracterizagdo
das populacGes com respeito a resisténcia a anti-
bidticos tem sido usada como técnica vidvel, em
estudos ecoldgicos da comunidade bacteriana nos
solos (Pereira et al. 1994).
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Devido aexisténciadeumagrande diversidade
de espécies nativas de bactérias fixadoras de
nitrogénio, que o fazem em baixo grau de eficiéncia,
€ necessariaaobtencdo de estirpes derizébio de dta
gualidade, capazes de sobreviver e competir pela
fixag8o eficiente do nitrogénio atmosférico na
leguminosa alvo (Figueiredo et al. 2001). Neste
sentido, € de grande importéncia a avaliagdo do
potencial de estirpes nativas, com consequiente
selec@o das mais adaptadas as regides de alta
temperatura e que apresentem resisténcia intrinseca
aantibioticos.

Este trabalho teve como objetivo caracterizar
morfologicamente diferentes isolados de rizobios,
provenientes do Municipio de Serra Talhada (PE), e
comparé-los a estirpe padrdo Bradyrhizobium sp.
Semia 6145, buscando-se selecionar estirpes
competitivas e adaptadas aregido semi-&rida, aserem
utilizadas em associagdo com o feij&o caupi.

MATERIAL E METODOS

Para o isolamento das populagdes nativas de
rizébio foram coletadas amostras de um Argissolo
Vermelho Amarelo, no Municipio de Serra Talhada,
regi o semi-aridado Estado de Pernambuco (latitude
07°59'00"S, longitude 38°19'16"WGr ealtitude 500m).
Foram utilizados vasos de L eonard, com o substrato
areia a pH 6,8, esterilizado por sessenta minutos a
temperatura de 120°C e pressdo de 101 kPa. O
experimento constatou de oito tratamentos, sendo
representados pelas diferentes aliquotas, contendo
cada um, 10 g de solo, que foram inoculadas em
sementes selecionadas e esterilizadas dacultivar 1 PA-
206 defeijdo caupi. O trabalho foi conduzido em casa
de vegetacdo, sob delineamento experimental em
blocos ao acaso, com trésrepeticoes, durante 45 dias.

As andlises das caracteristicas morfol dgicas
e fisioldgicas foram realizadas no laboratério de
Biologia do Solo da Empresa Pernambucana de
Pesgquisa Agropecuéria(lPA), eoisolamentofoi feito
segundo ametodologiade Hungria (1994). Foi usada
uma estirpe controle Bradyrhizobium sp. Semia
6145.

A caracterizagdo dos isolados de rizobio foi
efetuada em meio de cultura com manitol e extrato
delevedura(YMA) maisvermelho congo, incubado
por um periodo de 55 horas, sob 28°C e pH 6,8,
conforme descrito por Vincent (1970). Foram feitas
as seguintes observagdes das caracteristicas morfo-
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|6gicas: TC- tempo de crescimento (R: rapido,
L: lento); CC- cor das colénias (BL: brancall eitosa,
T: transparente); TR- transparéncia (O: opaca,
T: translucida); EL- elevacdo (C: convexa,
A: achatada); FM- formag&o de muco (A: ausente,
P: presente); EM- elasticidade do muco (PF: presenca
de fio, AF: auséncia de fio); FC- forma da coldnia
(R: redonda, C: conica).

Para verificagdo das caracteristicas fisiol 6-
gicas, os microrganismos foram repicados em meio
com azul debromotimol, paraobservacdo daformagéo
deé&cidoedcdis(AC: &cida; AL: dcalina; N: neutra).
Os testes de resisténcia aos antibi 6ticos kanamicina
eé&cido nalidixicoforam preparados segundo preconi za
Araljo (1994), numaconcentracdo de 12,5mg.mL ™.
As solugdes dos antibi6ticos foram incorporadas ao
meio deculturaYMA, aindaliquido, e colocadasem
placas de Petri. As culturas testadas cresceram por
55 horas, em tubos de ensaio contendo 4,0 mL de
meio TY liquido (Beringer 1974), sendo transferidas
aos meios com antibidticos, repicadas com aca de
Drigalsky e incubadas a 28°C pelo mesmo periodo.

Paraverificar aresisténciaaaltatemperatura,
as bactérias foram repicadas em meio sélido YMA,
com indicador vermelho congo, sendo incubadas as
temperaturasde 37°C e 39°C, por um periodo de 55 h.

Os dados de resisténcia aos antibiéticos e as
temperaturas elevadas foram submetidos a anélise
agrupamento, com a opg¢édo UPGMA (unweighted
pair group method with aritmetic mean), baseada
no coeficiente de Jaccard. Para isso, utilizou-se o
aplicativo computacional NTSY Spc — Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System, verséo
1.70 (Rohlif 1992).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No que concerne a formacgdo de acido e
dcdlis, verificou-se que osisolados 1 e 4 apresentaram
reacéo neutra (Tabela 1). Os isolados 2 e 9
acidificaram o meio, enquanto os demais
apresentaram reacdo alcalina. Todos os isolados
apresentaram crescimento rapido, e a maioria das
col6nias apresentou-se branco leitosa, opacas, com
elevacdo convexa e formas redondas. Apenas para
o isolado 2 houve presenca de muco com formac&o
defio.

Todos os isolados apresentaram as caracte-
risticas de cor, elevacdo, transparéncia e formagéo
de &cido e dlcaliscompativeis com as caracteristicas
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Tabela 1. Caracteristicas morfol 6gicas e fisiol égicasdosisolados
derizdbios que nodulam caupi.

Caracterigticas dos isol ados

Estirpe/ | solados

FAA TC cCc TR EL FC ™M EM

B’ady’(gffg”m $ A L B O C R A AF
Isolado 1 N R BL O C R A AF
Isolado 2 Ac R BL O C R P FF
Iolado 3 Al R BL O C R A AF
Isolado 4 N R T T cCc R A AF
Isolado 5 Al R BL O C R A AF
Isolado 6 Al R BL O C R A AF
Isolado 8 Al R BL O C R A AF
Isolado 9 Ac R BL O C R A AF

- FAA - formaggo de écido edcalis (Ac: &cida, Al: acalina, N: neutra); TC - tempo
decrescimento (R: répido, L: lento); CC - cor das coldnias (BL: branca/leitosa,
T: transparente); TR - transparéncia (O: opaca, T: translUcida); EL - elevagdo
(C: convexa); FC - formadas col 6nias (R: redondas); FM- formagéo de muco (A:
ausente, P: presente); EM - elasticidade do muco (PF: presenca de fio, AF:
ausénciadefio).

descritas por Hungria (1994). Essa diversidade
morfol 6gicatambém foi verificadapor Martinset al.
(1997), estudando as caracteristicas de 27 isolados
derizobiosderaiz e caule de Discolobiumsp., nativas
do Pantanal Mato-Grossense. Martins et al. (2001)
observaram uma distin¢do dos isolados quanto as
caracteristicas de crescimento e reagcdo de pH, ou
seja, 0s isolados de rizébios que apresentaram
crescimento rapido, acidificaram e alcalinizaram o
meio YMA, bem como os de crescimento lento.
Segundo Martins (1996), € possivel que ahabi-
lidade dos rizébios de alcalinizar 0 meio represente
uma vantagem seletiva. Temperatura e pH do solo
sdo fatores determinantes para 0 sucesso da estirpe
derizdbio em promover umanodul agéo eficiente nas
leguminosas associadas (Neves & Rumjanek 1998).
Quanto atoleranciaatemperatura, a Tabela 2
mostra que todos os isolados suportaram a tempe-
ratura de 37°C, assim como a estirpe padréo
Bradyrhizobium sp. Semia 6145. Com relagé@o a
temperatura mais elevada (39°C), no entanto,
observou-se o crescimento apenas dosisolados 1, 2
e 4. Estes mostraram maior capacidade de sobrevi-
verem em periodos de estresse térmico, rela-
tivamente aos outrosisolados e aestirpe padréo 6145,
gue ndo apresentaram crescimento e mostraram-se
suscetiveisatemperaturade 39°C. Silvaet al. (2000a),
trabalhando com a cultura do feijoeiro e 14 isolados
do Municipio de Araripina (PE), observaram que a
maioriadelesresistiu atemperaturasde 36°C, 38°C e
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Tabela 2. Crescimento! em alta temperatura dos isolados de
rizobio e estirpe padréo Bradyrhizobium sp.

Tabela 3. Crescimento* em antibi6ticos dosisoladosderizdbio e
estirpe padr&o Bradyrhizobium sp.

1solack

|soladk

T Aua Bradyrhizobiumsp. Artibidiico Bradyrhizobiumsp.
1 2 3 4 5 6 8 9 (Semia6145) 1 2 3 4 5 6 8 9 (Sematld)
3rC H+ H +H+ Kanamidna R e +H+
3°C B AddoNdidixico ++ +H +H+ +H+

L (+) Crescimento; (-) Auséncia de crescimento.

40°C, quando comparados com a estirpe padré&o
Rhizobium tropici CIAT 899.

No dendrograma da Figura 1, observa-se que
0s resultados permitem dividir os isolados em dois
grupos: ogrupo |, formado pelosisolados 1, 2e4, eo
grupo 1, pelosdemaisisoladoseaestirpe Semia6145.
Os grupos apresentaram, no entanto, um indice de
similaridade em torno de 68% em relacéo aresisténcia
aatatemperatura, quando comparados com aestirpe
padréo. Essesisolados, especialmente osdo grupo |,
revelam-se com grande potencial paraaagricultura,
por apresentarem maior competitividade em solosdo
semi-arido de Pernambuco, refletida pela maior
resisténcia a altas temperaturas (Tabela 2). Esses
resultados corroboram os encontrados por Silva et
al. (2000b), que encontraram grupos das popul agdes
nativas de rizobios com um indice de similaridade de
50%, quando testados em relacdo aresisténciaaadta
temperatura.

No que tange a resisténcia intrinseca dos
isolados aos dois antibidticos, apenas o isolado 1
equi parou-se a estirpe padréo (Tabela 3). Os demais
apresentaram-se sensiveisakanamicinaeresistentes
a0 acido nalidixico. Silva (1999) verificou que, de

0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

6145
8

6
9

Figural. Dendrogramamostrando arelacdo desimilaridade
entre osisolados de rizobio (1 a9) e umaestirpe
padréo Bradyrhizobium sp. (Semia6145), quanto
aresisténcia a temperaturas elevadas.
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L (+) Crescimento; (-) Ausénciade crescimento.

quatorze isolados de rizébio estudados, treze foram
sensiveis a dosagens mais altas de kanamicina e
resistentes ao &cido nalidixico. Porém, Silva et al.
(1999) observaram que a maioria dos oito isolados
de solo do Municipio de Santa Maria da Boa Vista
(PE) também foi suscetivel a kanamicina, embora
resistentes a outros antibi 6ticos como clorafenicol e
estreptomicina. Xavier et al. (1998) comenta que a
resisténciaaniveisde até 140 mg.mL* ou maisaltos
do antibiético kanamicina, geralmente, ndo é uma
caracteristicacomum em grupos de Bradyr hizobium.

Segundo Tavares (1986), existe suscetibilidade
e resisténcia natural de rizébios aos antibidticos,
especialmente akanamicina, poistaisantibiéticosséo
produzidos pelos actinomicetos. De acordo com
Pereira (1995), a resisténcia intrinseca das popu-
lagBes de rizobi os aos antibi 6ticos € determinada por
uma série de fatores relacionados as condi¢oes
ambientais, sendo que os niveis de resisténcia sao
acentuadamenteinfluenciados pelo tipo de solo, assm
como pelo seu uso e manejo.

O dendrograma da Figura 2 mostra que 0s
isolados e a estirpe padréo foram divididos em dois

0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

‘ | 1
6145
2
3
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Figura2. Dendrogramamostrando arelacdo desimilaridade
entre osisolados de rizobio (1 a9) e umaestirpe
padréo Bradyrhizobiumsp. (Semia6145), quanto
aresisténcia aos antibidticos kanamicina e écido
nalidixico.
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grupos, relacionados aum nivel de similaridade em
torno de 67%. O grupo |, formado pelaestirpe padréo
eoisolado 1, com 80% de similaridade entre si; e o
grupo |1, que reldine os demaisisolados. O isolado 1
mostrou, portanto, maior probabilidade de comportar-
se ecol ogicamente como a estirpe padréo.

As caracteristicas morfol 6gicas e fisiol 6gicas
de rizobios fornecem importantes informagdes para
asuaidentificagdo e agrupamento (Jordan 1984). A
organizacdo de grupos, experimentalmente, podera
facilitar estudos ecol 6gicos dacomunidade bacteriana
nos sol os, como proposto por Pereira(1983) e Pereira
et al. (1994). Isso, considerando-se as relacbes
intrinsecas dos organismos com os diferentes tipos
de solos e demai s condi¢des ambiental s, que possam
afetar acompetitividade e colonizagdo do solo pelos
rizobios.

CONCLUSOES

1. A diversidade morfol 6gicaefisiol 6gicadosisolados
possibilitou a identificagdo de diferentes grupos,
alguns deles com padrdes de similaridade proximos
aestirpe padréo Bradyrhizobium sp. Semia 6145.

2. De modo geral, os isolados de rizébios apresen-
taram resisténcia a temperatura elevada, em
especial, osisolados 1, 2 e 4.

3.Oisolado 1, além deresistir atemperaturaelevada,
mostrou-se resi stente aos anti bi 6ticos kanamicina
e acido nalidixico. Tais caracteristicas permitem
inferir sobre a sua competitividade e capacidade
defixago de nitrogénio naassociacéo com ofeijéo
caupi, em regides semi-aridas.
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