Selecao de rizébios nativos para guandu, caupi e feijao-de-porco
nos tabuleiros costeiros de Sergipe®
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Resumo — A inoculagdo de estirpes de rizobios em sementes de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis),
caupi (Vignaunguiculata) e guandu (Cajanus cajan), recomendadas paraoutrasregides do Pais, ndo tem
resultado em incrementos nas taxas de fixaco bioldgica de N, nem no crescimento dessas leguminosas
em solos dos tabuleiros costeiros de Sergipe. Os objetivos deste trabalho foram avaliar a eficiéncia
simbidtica de rizébios nativos dos tabuleiros costeiros associados a essas leguminosas e a tolerancia
deles a estresses. Das 17 estirpes de rizébios isoladas e analisadas em casa de vegetagdo, quatro foram
selecionadas para 0 guandu, sete para o caupi e trés para o feijdo-de-porco. O nimero e a massa de
nodul os secos por planta correl acionaram-se com a massa da parte aérea seca, a areafoliar e o N total
acumulado nas folhas das trés leguminosas. Os mesmos rizébios foram eficientes parao caupi e parao
guandu. Trés estirpes do guandu (R35, R43 e R45) e duas do caupi (R10 e R17) foram caracterizadas
invitro e todas apresentaram tolerancia as concentragoes elevadas de acido nalidixico, cloranfenicol e
tetraciclina, porém, foram sensiveis aestreptomicinae akanamicina. Todas as estirpes cresceram a 35°C
e, exceto aR17, toleraram 0 dluminio (10 mg L?).

Termos para indexagdo: Cajanus cajan, Canavalia ensiformis, Vigna unguiculata, biologia molecular,
fixag&o de nitrogénio.

Selection of indigenous rhizobia to the cowpea, pigeonpea and jackbean crops
in the coastal tableland of Sergipe, Brazil

Abstract — The inoculation of rhizobial strains in jackbean (Canavalia ensiformis), cowpea (Vigna
unguiculata) and pigeonpea (Cajanus cajan), recommended for other regions of Brazil, has not resulted
in increases of biological nitrogen fixation rates and plant growth in soils of the coastal tableland of
Sergipe (Brazilian Northeast). The objectives of thiswork wereto eval uate the symbiotic effectiveness
of indigenous rhizobiafrom that coastal tableland associated to these three legumes and their tolerance
to stresses. Seventeen rhizobia strains were isolated and evaluated in a greenhouse. Four strains were
selected for pigeonpea; seven for cowpeaand three for jackbean. Nodules number and dry weight were
related to shoot dry weight, leaf area and leaf N content, in all three legumes. The same strains were
efficient for both cowpea and pigeonpea. Three pigeonpea (R35, R43 and R45) and two cowpea (R10
and R17) rhizobia were characterized invitro and al showed tolerance to high levels of nalidix acid,
chloramphenicol and tetracycline; however, they were sensitive to streptomycin and kanamycin. All
strains were able to grow at 35°C and, except for R17, were tolerant to aluminium (10 mg L?).

Index terms. Cajanus cajan, Canavalia ensiformis, Vigna unguiculata, molecular biology, nitrogen
fixation.
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A inoculagdo de estirpesderizobiosem sementes
de feij&o-de-porco, caupi e guandu, recomendadas
para outras regides do Pais, ndo tem resultado em
incrementos no crescimento vegetativo, nos teores
de N na planta e na hodulag&o das raizes em solos
dos tabuleiros costeiros de Sergipe (Barreto &
Fernandes, 1998). Esta auséncia de resposta a
inoculacdo pode ser conseqiiéncia da baixa adapta-
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bilidade das estirpes as condicbes edafoclimaéticas
daregiéo ouincapacidade paracol onizar ef etivamen-
teasraizesnapresencade populacdesderizdbiosja
estabelecidas no solo. Além disso, pelo caréter pro-
miscuo da nodulagéo destas leguminosas, vérias
estirpes nativas podem se associar asraizes, dificul-
tando aindamaisaintroducéo de estirpes al6ctones
e, com frequiéncia, tem sido relatada umarelacdo in-
versa entre resposta ainocul agdo e tamanho da po-
pulacdo de rizébios nativos no solo (Weaver &
Frederick, 1974; Thieset al., 1991b).

Além da eficiéncia simbiética, a capacidade de
sobrevivénciano solo eahabilidade competitivacom
apopulacao rizobiananativaou naturalizadado solo
sd0 caracteristicas altamente desejaveis em estirpes
de rizébios recomendadas para inoculagdo em
leguminosas (Brockwell, 1981). Essas caracteristicas
tém sido freglientemente relacionadas amaior resis-
ténciadas estirpes aantibiéticos, ao Al eatempera-
turaselevadas (Oliveira& Graham, 1990; Wolff et a.,
1991; Xavier et al., 1998). As temperaturas elevadas,
que ocorrem freglientemente nos trépicos, afetam
diversos estagios dafixacdo biol6gicado N, (FBN),
como o crescimento e sobrevivéncia do rizébio no
solo, trocade sinaismolecul ares entre os simbiontes,
processo de infeccdo e nodulagéo e atividade do
aparato enzimatico parareducdo do N, eassimilacdo
da amoénia formada (Hungria & Vargas, 2000).
Do mesmo modo, concentracfestoxicasde Al ocor-
rem em diversos solos intemperizados dos tropicos
eafetamtodasasetapasdaFBN (Hungria& Vargas,
2000). Contudo, existe variabilidade entre estirpes
derizdbio quanto atoleranciaatemperaturas eleva-
daseao Al toxico (Ayanabaet al., 1983; LaFavre &
Eaglesham, 1986; Karanja & Wood, 1988; Wood, 1995;
Hungriaet a., 1997; Hungria& Vargas, 2000; Campo
& Wood, 2001).

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a efici-
éncia simbidtica de rizébios nativos dos tabuleiros
costeiros de Sergipeinoculados em guandu, caupi e
feijdo-de-porco e atoleréncia deles a estresses.

Material e M étodos
O isolamento dosrizébiosfoi feito em meio de cultura

semi-solido contendo extrato-de-levedurae manitol (YMA,
yeast manitol agar), tendo o vermelho Congo comoindica
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dor (Vincent, 1970), apartir de nddul os deraizes de guandu
(Cajanus cajan), feijao-de-porco (Canavaliaensiformis),
caupi (Vignaunguiculata) e crotalarias (Crotalariajuncea
e C. spectabilis), leguminosas que vém sendo utilizadas e
que foram coletadas em diferentes areas dos tabuleiros
costeiros de Sergipe.

Dos isolados obtidos, foram selecionadas 17 estirpes
(Tabelal), que foram avaliadas quanto aos seus efeitos
sobre o crescimento, nodul acdo eacimulo deN em guandu,
feij&o-de-porco e caupi.

As edtirpes foram avaliadas em experimentos realiza-
dos em casa de vegetacdo da Embrapa-Centro de Pesquisa
Agropecuaria dos Tabuleiros Costeiros, em Aracaju, SE,
empregando-se delineamento experimental inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes. Além dos 17 rizébios
nativos, foram incluidos um tratamento sem inoculagdo e
outro com inoculacdo de estirpes recomendadas comerci-
amente para essas culturas. As estirpes, enviadas pela
Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia,
Seropédica, RJ, foram as seguintes: para o caupi,
SEMIA 6145 (=BR2001); para o guandu, uma mistura
com SEMIA 6156 (=CPAC-1J) e SEMIA 6157 (=BR
2801); para o feijdo-de-porco, uma mistura de
SEMIA 6156 + SEMIA 6158 (=CPAC 42).

Os procedimentos de implantag8o, condugéo e coleta
dosexperimentosforam idénticos com astrésleguminosas,
exceto quando mencionado. Utilizaram-sevasosde Leonard

Tabela 1. Estirpes de rizébios isoladas de plantas de
guandu, caupi e feijao-de-porco, locais no Estado de
Sergipe, velocidade de crescimento e ateracdo do pH em
meio deculturaY MA comindicador deazul debromotimal.

(2)

Estirpe  Planta hospedeira Local Vel ogi dade 91? pH
crescimento
RO4 Guandu Aracaju MR Neutro
RO6 Guandu Umbatiba L Alcalino
R10 Caupi Umbatiba R Neutro
R14 Feij&o-de-porco Umbatiba L Alcalino
R17 Caupi Umbatiba L Alcalino
R18 Guandu Aracaju MR Neutro
R26 Caupi N. S. Dores R Acido
R28 Feijao-de-porco N. S. Dores R Neutro
R30 Guandu Umbatiba R Acido
R31 Guandu Aracaju R Neutro
R33 Caupi Aracaju R Acido
R35 Guandu N. S. Dores L Neutro
R39 Guandu Queimadas | Alcalino
R43 Guandu N. S. Dores L Neutro
R45 Guandu Aracaju L Alcalino
R50 Crotalariajuncea  Umbatiba MR Acido
R51 C. spectabilis Umbaiha MR Acido

(I)Classes de crescimento determinadas de acordo com o nimero de dias
para que col6nias isoladas atingissem 1 mm de didmetro: menos de trés
dias, muitorépido (MR); detrésacincodias, répido (R); deseisasetedias,
intermediério (1); de oito adez dias, lento (L). (?pH avaliado ao final de
cinco ou dez dias de crescimento das estirpes de crescimento répido ou
lento, respectivamente.
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modificados (Vincent, 1970) com capacidade de 1L em
cada compartimento. O compartimento superior foi pre-
enchido com vermiculitaeoinferior com solugdo nutritiva
isentade N (Weaver & Frederick, 1982), sendo o conjunto
autoclavado. Trés sementes de cada leguminosa,
desinfestadas com hipoclorito de sddio a 10% (6 min), la-
vadas com aguaestéril foram semeadas em cadavaso. Uma
semanaapds asemeadura, o desbastefoi realizado, deixan-
do-se apenas uma planta por vaso.

A preparacdo e padronizagdo dosindeulosforam feitas
deacordo com Fernandes& Fernandes (2000) eainoculacéo
foi realizadano momento dasemeadura utilizando-se 3 mL
de suspensdes de rizébios (aproximadamente
10° cdlulasmL?). Os vasosdostratamentos seminocul agdo
receberam 3 mL de uma suspensdo de rizébio previamente
autoclavada, como controle de nutrientes que pudessem
estar disponiveis no meio de cultura. Os compartimentos
inferiores dosvasos de L eonard foram completados, acada
quatro dias, com solugdo nutritiva esterilizada e isenta de
nitrogénio. O experimento de caupi foi colhido aos50 dias
aposasemeadura(DAS); o defeijdo-de-porco aos55 DAS
e 0 de guandu aos 60 dias apbs a semeadura.

A é&reafoliar (AF) foi obtidautilizando-se um aparelho
Li-Cor (EUA) e a massa da parte aérea seca (MPAS) foi
determinada ap6s secagem em estufaa 65°C por 72 horas.
Osteores de N nas folhas (NF) foram determinados pelo
método de Kjeldhal. Os nddulos foram retirados, conta-
dos (NN) e, ap6s secagem em estufaa 65°C, por 72 horas,
pesados para determinacdo da massa de nédulos secos
(MNS).

A estirpe de rizébio foi considerada eficiente quando
os valores médios de AF, MPAS, NN, MNS e NF das
plantas submetidas ainocul agéo foram superiores aos ob-
tidos no tratamento sem inoculagdo e, simultaneamente,
iguais ou superiores aos das leguminosas que receberam
in6eulos dos rizébios recomendados para as respectivas
espécies.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as
médias comparadas pel o teste de Tukey a 5% de probabi-
lidade. Foram determinados os coeficientes de correlagdo
entreas espéciesestudadascomrelacdo aMPAS, AF, NN,
MNS e NF.

AsestirpesR10, R17, R35, R43 e R45, que apresenta-
ram ata eficiéncia smbidtica para, pelo menos, uma das
leguminosas avaliadas, foram selecionadas paraaetapa de
avaliagdo datolerancia a estresses.

As avaliacOes da tolerdncia dos isolados ao Al e as
temperaturas elevadas, assim como ostestes detolerancia
aos antibi 6ticos kanamicina, &cido naidixico, cloranfenicol,
estreptomicina, tetraciclina e ampicilina, foram realizadas
conforme descrito por Fernandes & Fernandes (2000).
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Osteoresde Al testados no meio YMA foram de 0, 5,
10 e20 mg L%, fornecido naformade AIK (SO4),.12H.0,
e os diémetros das coldnias medidos apds sete dias de
incubagdo a28°C. Ostestes de temperatura também fo-
ram realizadosem meio YMA e as avaiagOes do diametro
das coldniasrealizadas apés sete dias deincubacdo a28°C,
35°C e 45°C. Os resultados foram expressos em porcenta-
gem do diametro das coldnias nos diferentes trata-
mentos, em comparacdo aos tratamentos controle
(Omg de Al 28°C).

A tolerénciaintrinsecadas cinco estirpes aos antibi6ti-
cosfoi determinada pelatécnicade gradiente de concentra-
¢30 (0 a500 ngmL-1) em placa de Petri com meio YMA.
A avdiagdo foi feitaapdsquatro dias deincubacdo a 28°C.
Quando o crescimento bacteriano ocorreu, atribuiram-senotas
de 0 a3, respectivamente, asfaixas de concentractes de an-
tibidticos de 0 a 125 ngmL-%; 126 a 250 ngmL-t; 251 a
375ngmLt ou 376 a500 ngmL2.

Resultados e Discusséo

Houve diferencas significativas entre as estirpes
derizdbio quanto a capacidade de promover o cres-
cimento vegetativo (MPASeAF), aoteor deN foliar
(NF) eanodulagéo dasraizes (NN e MNS) deguandu,
caupi e feijdo-de-porco (Tabela2). Quatro estirpes
derizoébios nativos (R45, R14, R35 e R33) foram con-
sideradas eficientes quanto a FBN para o guandu
(Tabela3); sete (R33, R45, R10, R43, R35, R51 e R14)
parao caupi (Tabela4) etrés (R43, R17 e R35) parao
feijdo-de-porco (Tabela 5). As estirpesutilizadasnos
inoculantes comerciais foram consideradas eficien-
tes para 0 guandu (Tabela 3) e para o caupi (Tabe-
la4), masndo paraofeijéo-de-porco (Tabela5). Com
parativamente aos rizobios nativos considerados
eficientes, porém, a mistura comercial parao feijéo-
de-porco foi inferior apenas ao melhor isolado nati-
Vo, 0 R43, comrelagdo AMPAS, AF eNN (Tabelab).
Os resultados obtidos confirmam diferencas na efi-
ciéncia de estirpes de rizébios em promover benefi-
ciosadiferentes plantashospedeiras (Peres & Vidor,
1980; Santillana et al., 1998; Carvalho & Stamford,
1999; Fernandes & Fernandes, 2000).

Como o NF dostratamentos com rizébioseficien-
tes nas trés leguminosas estudadas foi superior ao
das plantas sem inoculagdo, considerou-se que a
grande partedo N das plantastenhaorigem naFBN.
Os valoresmaiselevadosdeN nasplantasdefeijéo-
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de-porco néo submetidas ainoculagdo foram prove-
nientes da grande reserva de N nas sementes desta
espécie, avaliadaentre 46 e 70 mg.

OsvaloresobtidosparaMNS eNN apresentaram
altacorrelacdo comasvariaveisMPAS, AFeNF, nas
trés leguminosas estudadas (Tabela 6); na andlise
destas correlagdes, os dados das plantas sem
inoculagdo foram desconsiderados. Correl agdes po-
sitivasesignificativasentreamassanodular eaquan-
tidade de N fixado biologicamente foram relatadas
também por Dobereiner et a. (1966), Santos (1987),
Bohrer & Hungria (1998) e Fernandes & Fernandes
(2000).

Osvaloresde MPAS, AF, MNS e NF de caupi e
guandu mostraram-se significativa e positivamente
correlacionados, indicando que os isolados benéfi-
cos paraumadessas | eguminosastambém o s3o para
aoutra (Tabela 7). Correlagdes significativas foram
observadasem relacdo aalgumasvariaveis, por exem-
plo, MNS, quando os dados de caupi e guandu fo-
ram correl acionados aosdo feij&o-de-porco. Diferen-
¢as no grau de compartilhamento derizobioseficien-
tesentre leguminosas também foram observadas por
Thies et al. (1991a). Segundo esses autores,
Macroptilium atropurpureum foi, quando compa-

Tabela 2. Andlise de variancia da massa da parte aérea seca (MPAS), da &reafoliar (AF), da massa de nédulos secos
(MNS), do nimero de nédulos (NN) e do N total acumulado nas folhas (NF) de guandu, caupi e feijao-de-porco
submetidos ainoculacdo de diferentes isolados de rizébios.

)

Fonte de variacéo GL MPAS AF MNS NN NF
(OM)
Feij&o-de-porco
Rizébio 18 9,923** 125.464,041** 0,07287** 48,0197** 8.445,26**
Residuo 57 1213 19.821 474 0,00530 7.1926 1.027,43
CV (%) 17.59 1613 2942 31.35 32,83
Caupi
Rizébio 18 3,486** 129.109,722** 0,00793** 15,3484** 2.336,49**
Residuo 57 0.205 10.671.145 0.00075 21331 184,32
CV (%) 27.37 26,10 31,62 27.75 32,52
Guandu
Riz6bio 18 2,509** 57.211,11** 0,01458** 29,5518** 1.692,13**
Residuo 57 0273 7.594.06 000148 71926 161,46
CV (%) 49.09 51.56 5310 3534 53,27

(1) Dados transformados para ¥ NN"* Significativo a 1% de probabilidade.

Tabela 3. Massadaparte aéreaseca(MPAS), areafoliar (AF), nimero e massade nddul os secos (NN e MNS) eN total
acumulado nasfolhas (NF) de guandu submetido ainoculacio de diferentes rizébios e cultivado em vasos de Leonard®.

Estirpe"”’ MPAS(g planta’) AF (cm’ planta’) NN (n° planta™) MNS (g plantd ) NF (mg planta )
T1 2,68a 388a 47ab 0,130abc 66,66a
R45 2,12ab 365a 66a 0,170a 52,07ab
R14 2,08ab 310ab 42abc 0,160a 51,26abc
R35 1,68abcd 255abc 35abcd 0,120abc 43,02abcd
R33 1,75abc 315ab 37abed 0,140ab 41,97abcd
RO6 1,80abc 251abcd 43ab 0,130abc 37,83abcde
R17 1,45abcde 227abcd 32abcd 0,120abc 37,54abcde
R43 1,66abcd 229abcd 36abcd 0,120abc 33,37bcdef
R26 0,86bcde 164abcd 8defg 0,070abcd 18,47cdef
R28 0,48cde 89bcd 17bcdef 0,030cd 14,78def
R10 0,67cde 125bcd 26abcde 0,060bcd 13,79def
R50 0,65cde 114bcd 10cdefg 0,050bcd 11,76def
R51 0,57cde 102bcd 6efg 0,030cd 10,08def
R18 0,53cde 76cd 1fg 0,001d 5,85¢ef
R39 0,32de 50cd 2fg 0,010d 411f
R04 0,33de 53cd 2fg 0,030cd 4,01f
T2 0,23e 34cd Og 0,000d 2,75f
R31 0,22e 36cd Og 0,000d 2,40f
R30 Olle 24d 0.000d

Emcada coluna, médias seguidas pelas mesmas | etras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

1: testemunhasubmetidaa

inocul ag&o de estirpes recomendadas comerciamente (SEMIA 6156 + SEMIA 6157); T2: testemunha sem inocul aggo. (JAnélise estatisticarealizada
com dados convertidos para~ NN.
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radaa Arachis hypogaea e Phaseolus lunatus, a
espécie que apresentou maior grau de semelhanca
com o caupi quanto a resposta a inoculagdo de
rizébios isolados desta Ultima espécie. O grau de
compartilhamento de rizébios eficientes entre
leguminosas do “grupo miscelanea do caupi” foi,
inclusive, sugerido como parémetro na separacdo
dessas espécies em grupos de efetividade (Burton,
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1979). De acordo com essa separacdo, hospedeiros
pertencentes aum mesmo grupo de efetividade res-
ponderiam de modo similar ainoculagdo de um dado
isolado derizébio.

As cinco estirpes selecionadas na avaliagdo da
toleranciaaestressesin vitro apresentaram tol eran-
ciaelevada ao acido nalidixico, ao cloranfenicol e a
tetraciclina, e sensibilidade a kanamicina e a

Tabela 4. Massadaparte aéreaseca(MPAS), areafoliar (AF), nimero emassade nédulossecos (NN eMNS) eN total
acumulado nas folhas (NF) de caupi submetido ainoculagéo de diferentes rizébios e cultivado em vasos de Leonard®.

Estirpe” MPAS (g planta ) AF (cm” planta) NN (n° planta ) MNS (g planta ) NF (mg planta)
T1 2,78ab 617ab 29abc 0,09abcde 80,96a
R33 3,24a 668a 38ab 0,16a 69,00ab
R45 3,06a 645a 59a 0,16a 66,67abc
R10 2,97a 619ab 42ab 0,13abc 74,84ab
R43 2,43abcd 450abcd 44ab 0,14ab 72,38ab
R35 2,65abcc 587ab 37ab 0,14ab 65,37abc
R51 1,44def 359bcd 38ab 0,09abcde 46,78abcd
R14 1,77bcde 455abc 39ab 0,11abcd 46,39abcd
RO6 1,65bcde 458abc 12bcd 0,07bcdefg 45,27bcd
R50 1,50cdef 409abcd 54a 0,08bcde 39,69bcde
R17 1,28def 353bcd 64a 0,07bcdefg 32,75cde
R31 1,30def 355bcd 38ab 0,09abcde 32,63cde
R30 1,24¢f 369bcd 25abc 0,07bcdefg 28,61de
RO4 1,00ef 268cde 19abcd 0,06cdefg 25,65de
R26 0,97¢f 291cde 33ab 0,08bcdef 24,03de
R28 0,73¢f 184de 9bcd 0,04efg 19,83de
R39 0,59¢f 283cde 13bcd 0,05defg 12,14de
R18 0,37f 70e 4cd 0,01fg 5,78
T2 0.41f 77e id 0.00g 437e

(DEmcada coluna, médias seguidas pelas mesmas letras néo diferem entre si pelo teste de Tukey a5% de probabilidade. (T 1: testemunhasubmetidaa
inoculagéo de estirpe recomendada comercial mente (SEMIA 6145); T2: testemunhasem inocul agéo. (3Analise estatisticarealizadacom dados conver-

tidos para+/NN.

Tabela 5. Massadaparteaéreaseca(MPAYS), dreafoliar (AF), nUmero e massade nddulos secos (NN e MNS) eN total
acumulado nas folhas (NF) de feij&o-de-porco submetido & inoculacdo de diferentes rizébios e cultivado em vasos de

Leonard®,

Estirpe"”’ MPAS(g planta ) AF (cm” planta) NN (n° planta’) MNS (g planta ) NF (mg planta )
R43 11,30a 1.299a 246a 0,43ab 186,78a
R17 7,62b 895bcd 101abcd 0,37abc 157,30ab
R35 7,61b 1.064ab 211ab 0,29bc 145,93ab
R10 7,07bc 1.010abcd 74bcd 0,24bcde 148,05ab
R30 7,07bc 1.014abc 86abcd 0,28bcd 142,20abc
R06 6,58bc 1.079ab 79abcd 0,37abc 125,17abcd
R33 6,07bc 970abcd 96abcd 0,21cdef 124,88abdd
T1 5,25hc 827hcde 63bcde 0,33abc 106,81abcde
R50 5,91bc 860bcde 70bcd 0,28bcd 101,56bcde
R51 5,37bc 813bcde 97abcd 0,32abc 94,48bcde
R45 6,40bc 916bcd 138abc 0,49 92,83bcde
R14 6,48bc 898bcd 90abcd 0,28bcd 81,04bcde
R31 6,28hbc 810bcde 70bcd 0,30abc 79,17bcde
R39 4,20c 725bcde 27cde 0,22cdef 60,31cde
R18 6,25bc 802bcde 56cde 0,08efg 56,58de
R28 4,71c 685cde 58bcde 0,07efg 42,90de
R26 4,88bc 644de 11de 0,04fg 39,85e
T2 4,71c 550e le 0,01g 35,6%
R4 5,19bc 717bcde 33cde 0.10defg 3331e

(DEmcada coluna, médias seguidas pelas mesmas | etras néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. (9T1: testemunhasubmetidaa
inoculag&o de estirpes recomendadas comercialmente (SEMIA 6156 + SEMIA 6158); T2: testemunha sem inocul aggo. (JAn4lise estatisticarealizada

com dados convertidos para 4 NN.
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estreptomicina (Tabela 8). Com excecdo da R10, to-
dos os demais rizobios também foram tolerantes a
concentragdes el evadas de ampicilina (>250 mg L1).

Resultados semelhantes foram obtidos por Xavier
et al. (1998) com rizdhios de caupi isolados no Nor-

destedo Brasil. Conforme essesautores, das 17 clas-
sesderizébios, agrupadas de acordo com aresistén-

cia a oito antibidticos, 14 foram sensiveis a doses

superiores a 125 mg L1 de estreptomicina e
kanamicina. Destas 17 classes, seisforam sensiveis

a125 mg L' decloranfenicol edetetracicling, e sete
foram sensiveis & mesma concentracdo do acido

nalidixico.

As estirpes R10, R35, R43 e R45 nao apresenta-
ram reducé@o do crescimento na presenca de 5 e
10 mg L1 de Al, em comparago ao controle isento
deA I; no entanto, nenhum crescimento foi observa-
do com 20 mg L1 de aluminio. A estirpe R17 foi a
mai s sensivel doscinco rizébios caracterizados, ndo
apresentando crescimento em 10 mg L-1de aluminio.
N&o houve relacdo entre areacéo &cida ou alcalina

Tabela 6. Coeficientes de correlagdo do nimero e massa
de nddul os secos por planta (NN e MNS) com amassada
parte aérea seca (MPAS), a &reafoliar (AF) e o N total

acumulado nas folhas (NF) de guandu, caupi e feijdo-de-

porcot.

a Guandu Caupi Eeijdo-
MNS x MPAS 0,918** 0,876** 0,518**
MNSx AF 0,917** 0,885** 0,628**
MNS x NF 0,904** 0,818** 0,671**
NN x MPAS 0,842** 0,542** 0,645**
NN x AF 0,848** 0,607** 0,686**
NN X NE 0.860** Q.555%* 0,6471**

(Ncom relagéo avariavel NN aandlise de correlago foi realizada com os
dados convertidos para NN Significativo a 1% de probabilidade pelo
testet.

Tabela 7. Coeficientes de correlagdo dos dados da massa
de nédulos secos (MNS), do nimero de nédulos (NN), da
massadaparte aéreaseca(MPAS), daéreafaliar (AF) edo
N total acumulado nas folhas (NF) entre guandu e caupi
(GxC), guandu e feijéo-de-porco (GxFP) e caupi e feijao-
de-porco (CxFP)™®,

Pardmetro GxC GXFP CXFP
MNS 0,69** 0,52* 0,57%
NN 0,46' 0,54* 034
MPAS 0,65+* 044" 047
AF 0,69** 0,45 0,60*
NE 0.63%* 040" 0,69%*

(MComrelagio avariavel NN aandlisedecorrelaggofoi realizadacom osdados
convertidospara—J NNPMSN&o-significativo.* e** Significativoa5%ea 1%
de probabilidade pelo teste t, respectivamente.
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emmeio de culturacontendo manitol (Tabela 1) como
fonte de C eatoleranciaao aluminio. Diferencas en-
tre estirpes derizébio quanto atolerénciaao Al tém
sido relatadas (Ayanaba et al., 1983; Hungria &
Vargas, 2000; Campo & Wood, 2001), contudo, os
mecani smos envolvidos nessa toleréncia ainda ndo
estdo total mente esclarecidos. Estudos compilados
por Johnson & Wood (1990) e Wood (1995) indica-
ram queaacado dosionsAl ocorreriapelasualigagéo
ao DNA, interferindo na divisdo celular. Contudo,
tanto estirpes tolerantes como nao tolerantes ndo
apresentaram diferencasnaligacéo ao DNA, demodo
que devem existir outros mecanismos de reparo do
DNA em estirpestol erantes (Johnson & Wood, 1990;
Wood, 1995). O mais provavel, porém, é que o Al
interfira em vérios mecanismos do rizébio, tanto em
vidalivrecomoemsimbiose(Hungria& Vargas, 2000),
podendo atuar, até mesmo, como agente mutagénico
(Octiveet d., 1991).

Quanto a temperatura, o crescimento das cinco
estirpesndofoi alterado a 35°C, comparativamentea
temperatura de 28°C. Apenas a estirpe R10 cresceu
a45°C e o diametro das colbnias nesta temperatura
foi equivalente & metade do observado quando a
bactériafoi incubadaa 28°C. Temperaturas elevadas
tém, freglientemente, representado um dos princi-
pais fatores limitantes a FBN em regides tropicais,
umavez que af etam prati camente todas as etapas de
crescimento do rizébio e das plantas hospedeiras,
sendo os efeitos ainda mais dréstico na simbiose
(Hungria & Vargas, 2000). Tem-se considerado, tra-
dicionalmente, que os limites de temperatura para a
FBN com leguminosastropicaissesituam entre 27°C
€40°C (Gibson, 1971; Hungria& Vargas, 2000). Exis-
tem diversosrelatos sobre diferencas entre espécies
eestirpesderizébio quanto atolerénciaatemperatu-
ras elevadas (La Favre & Eaglesham, 1986; Karanja
& Wood, 1988; Hungria et al., 1997; Hungria &
Vargas, 2000), contudo, umarelagdo entrealocaliza-
¢do geografica(locaiscom temperaturaselevadas) e
essa toleréncia ndo € evidente (Karanja & Wood,
1988). Emborahgjaindicacdo de que ahabilidade de
crescimento in vitro de uma estirpe ndo esta neces-
sariamenterel acionadacom asuacapacidadede FBN
nasmesmas condi¢des (LaFavre & Eaglesham, 1986;
Karanja& Wood, 1988), atolerancia excepcional de
algumas estirpes, como a R10, observada neste tra-
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Tabela 8. Toleranciaintrinsecaaantibioticos de cinco isol ados de rizébi os nativos dos tabul eiros costeiros, determinada
pelo método do gradiente em placa, com concentragdes variando de 0 a 500 mgmL2 ™,

Edirpe Acido nalidixico Cloranfenicol etracicling Ampiciling Estreptomicing Kanamicina

R10 3 3 3 0 0 0

R17 3 3 3 3 0 0

R35 3 3 3 3 1 0

R43 3 3 3 2 0 0
_R45 3 3 3 0 0

(10: resistente de 0 a 125 mgmL 1; 1: resistente de 126 a250 mgmlL *1; 2: resistente de 251 a 375 mgmlL *1; 3: resistente de 376 a500 mgmL .

balho representa o primeiro estagio de selecdo para
aregido dos tabuleiros costeiros de Sergipe, onde
freqUentemente o solo atinge temperaturas conside-
radas limitantes a fixagéo bioldgica do nitrogénio.
O desempenho simbiético observado em substrato
estéril neste trabalho deve ser confirmado, acampo,
paraque as estirpes possam ser recomendadas como
inoculantes para o guandu, o caupi e o feijdo-de-
porco.

Conclusao

E possivel selecionar estirpes de rizobios nativos
dostabuleiros costeiros capazes de estabel ecer uma
simbiose efetiva com guandu, caupi e feijdo-de-por-
co.
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