
73PESQ. AGROP. GAÚCHA, PORTO ALEGRE, v.16, n.1 e 2, p.73-79, 2010.
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Resumo – No Rio Grande do Sul, alguns solos de várzea estão sujeitos à salinização por excesso de sais na água de 
irrigação usada em lavouras de arroz, processo que pode ser potencializado pelo uso de fertilizantes como o KCl. Tais 
áreas também são utilizadas periodicamente para pecuária e a salinização do solo pode afetar leguminosas, como 
as do gênero Lotus, introduzidas para melhoramento das pastagens. O presente trabalho teve como objetivo avaliar 
rizóbios noduladores de Lotus spp., nativos de solos do Rio Grande do Sul, quanto à resistência à salinidade. Foi ava-
liado o crescimento de diferentes isolados e de estirpes recomendadas em doses crescentes (4, 8, 12, 16 e 20 g L-1) 
de NaCl ou KCl em meio levedura-manitol. Entre os rizóbios estudados, onze foram resistentes até concentrações de 
12 g L-1 de NaCl e seis foram resistentes até a 20 g L-1 de KCl. Os isolados UFRGS Lc 372, UFRGS Lc 516 e UFRGS 
Lc 520 apresentaram elevada resistência ao estresse salino e podem ser uma opção para a produção de inoculantes 
para solos sujeitos à salinização. Dentre as estirpes recomendadas para as espécies do gênero Lotus, apenas SEMIA 
849 é resistente às diferentes concentrações de NaCl e de KCl estudadas.
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Lotus spp. nodulating rhizobia resistant to salinity

Abstract – In Southern Brazil, paddy soils are potentially subjected to salinization caused by the excess of salts in 
irrigation water used in rice fields. This process can be increased by the use of fertilizers such as KCl. These areas 
are periodically used to raise cattle and soil salinization can affect legumes, like Lotus spp., which are introduced to 
improve forage quality. This paper intended to evaluate Lotus spp. nodulating rhizobia, native from Rio Grande do Sul 
soils, for their resistance to salinity. The growth of different rhizobial isolates and recommended strains was evaluated 
in increasing doses of (4, 8, 12, 16 and 20 g L-1) of NaCl or KCl in yeast mannitol broth. Among the studied rhizobia, 
eleven were resistant up to the concentration of 12 g L-1 of NaCl and six were resistant up to 20 g L-1 of KCl. The iso-
lates UFRGS Lc 372, UFRGS Lc 516 and UFRGS Lc 520 have shown a high resistance to saline stress and may be 
an option for the production of inoculants to saline soils. Among the strains recommended for Lotus spp., only SEMIA 
849 is resistant to the different concentrations of NaCl and KCl.
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Introdução

A salinização do solo se constitui em uma das 
mais sérias formas de degradação dos recursos 
edáficos (NÓBREGA et al., 2004). No Rio Grande 
do Sul, a salinização está associada ao excesso de 
sais na água de irrigação, especialmente em lavou-

ras de arroz (CARMONA et al., 2009). Desta for-
ma, as regiões de maior ocorrência do problema de 
salinidade são as Planícies Costeiras e a Região 
Sul, regiões próximas a lagoas e a rios litorâneos, 
os quais entram em contato direto ou indireto com 
a água do oceano Atlântico, sobretudo durante os 
meses de verão (FRAGA et al., 2010).

Além da presença de sais na água de irrigação, 
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determinadas práticas agrícolas podem intensificar 
o processo de salinização do solo. A aplicação lo-
calizada de KCl, por exemplo, pode prejudicar ge-
nótipos de arroz sensíveis à salinidade, em decor-
rência do alto índice salino do adubo (CARMONA et 
al., 2009; OSTER et al., 1984).

Em geral, solos salinos contêm valores muito 
baixos de nitrogênio, não adequados para o cultivo 
da maioria das plantas (FREITAS et al., 2007). Uma 
solução apropriada para tal situação é o cultivo de 
plantas capazes de fixar nitrogênio através da sim-
biose rizóbio-leguminosa. Neste sentido, merecem 
especial atenção as leguminosas forrageiras de 
inverno, uma vez que as áreas de arroz frequen-
temente são usadas também para a pecuária (ME-
NEZES et al., 2001). E, dentre essas, espécies do 
gênero Lotus têm se mostrado bastante promisso-
ras para o cultivo em solos de várzea no Rio Gran-
de do Sul (MARCHEZAN et al., 1998).

O estabelecimento de pastagens com espécies 
de Lotus baseia-se na eficiência da simbiose rizó-
bio/leguminosa, a qual, por sua vez, depende de 
ambos os simbiontes. Entretanto, não somente a 
maioria das plantas, mas também os rizóbios são 
sensíveis à salinidade (NOGALES et al., 2002; 
FREITAS et al., 2007), tanto na fase de vida livre 
quanto durante o processo simbiótico (DOMÍN-
GUEZ-FERRERAS et al., 2009). O excesso de sais 
pode ter um efeito negativo sobre as populações de 
rizóbios como resultado de toxicidade direta, bem 
como através de estresse osmótico ou de estresse 
iônico (NOGALES et al., 2002; MAHMOOD et al., 
2008). A salinidade também induz efeitos depressi-
vos sobre a nodulação, a leghemoglobina e a nitro-
genase (MANCHANDA e GARG, 2008). 

Assim, é necessária a seleção não somente de 
genótipos de plantas resistentes ao estresse sali-
no, mas também de estirpes de rizóbios. O presen-
te trabalho teve como objetivos avaliar e selecionar 
rizóbios noduladores de Lotus spp., nativos de so-
los do Rio Grande do Sul, quanto à resistência à 
salinidade.

Material e Métodos

Foram analisados 52 rizóbios capazes de nodu-
lar Lotus spp, obtidos por Fontoura (2007) e Frizzo 
(2007), pertencentes à coleção de culturas do La-
boratório de Microbiologia do Solo da Universidade 
Federal do Rio Grande do Sul. Dentre os rizóbios 
estudados, 31 eram isolados de Lotus corniculatus 
(Lc), três de L. glaber (Lg), seis de L. subbiflorus 
(Ls) e doze de L. uliginosus (Lu). Estes foram obti-
dos a partir de amostras de solo de cinco municí-

pios do Rio Grande do Sul: Bagé, Encruzilhada do 
Sul, Hulha Negra, Mostardas e Piratini. Os estudos 
de resistência à salinidade foram realizados no La-
boratório de Fitopatologia da Fundação Estadual 
de Pesquisa Agropecuária do Rio Grande do Sul 
(Fepagro). Como padrão, utilizou-se a estirpe de 
Rhizobium tropici SEMIA 4077 (CIAT 899), consi-
derada resistente aos fatores de salinidade (NO-
GALES et al., 2002).

A resistência dos rizóbios ao estresse salino foi 
avaliada pelo crescimento em meio extrato de leve-
dura e manitol (LM) líquido com diferentes concen-
trações salinas de NaCl e KCl. Para a obtenção das 
concentrações salinas crescentes, foram adiciona-
dos 4, 8, 12, 16 e 20 g de NaCl por litro de meio LM, 
ajustando-se o pH para 6,8 (FREITAS et al., 2007). 
Como a salinidade do solo é comumente expressa 
como condutividade elétrica ou pressão osmótica 
equivalente na solução de saturação do solo (CAR-
DOSO, 1992), determinou-se também a condutivi-
dade elétrica (CE) em dS m-1 de cada concentração 
de NaCl ou de KCl em meio LM líquido (Tabela 1).

O inóculo foi preparado com culturas crescidas 
em meio líquido triptona levedura (TY), em agita-
dor orbital, por sete dias a 28°C. Após, o inóculo 
foi padronizado em cerca de 104 células viáveis por 
mL de meio e as culturas foram inoculadas em fras-
cos estéreis, com meio LM com os diferentes sais 
e concentrações, e incubadas em agitação orbital 
constante de 100 rpm, durante sete dias, a 28°C. 
Ao final do período, determinou-se o número de 
células viáveis usando-se o método de gotas (HO-
BEN e SOMASEGARAN, 1982). Após dois a sete 
dias de incubação em estufa 28°C, realizou-se a 
contagem do número de colônias formadas. Foram 
realizadas três repetições por tratamento e consi-
derados como resistentes os rizóbios que apresen-
taram número de células viáveis, no mínimo, mil 
vezes maior do que o inóculo.

Resultados e Discussão

Com relação à resistência dos 52 rizóbios de 
Lotus spp. ao estresse salino por diferentes con-
centrações de NaCl, observou-se que alguns dos 
isolados apresentaram resistência na faixa de 4 a 
12 g L-1 de NaCl (Figura 1), concentrações equiva-
lentes à condutividade elétrica entre 5,66 e 11,97 
dS m-1. Por outro lado, nas concentrações de 16 a 
20 g L-1 de NaCl (condutividade elétrica de 13,56 e 
15,73 dS m-1, respectivamente) no meio de cultura, 
observou-se que alguns isolados não apresenta-
ram crescimento, enquanto outros apresentaram 
crescimento na ordem de 103 até 106 UFC mL-1, não 
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Tabela 1 – Condutividade elétrica das diferentes concentrações de cloreto de sódio e cloreto de potássio no 
meio de extrato de levedura e manitol líquido

Concentração (g L-1) Condutividade elétrica (dS m-1)

NaCl

0,1 1,04

4,0 5,66

8,0 9,29

12,0 11,97

16,0 13,58

20,0 15,73

KCl

0* 0,74

4,0 6,09

8,0 10,60

12,0 14,73

16,0 17,42

20,0 19,68

0*Sem adição de Cloreto de Potássio (Concentração de potássio no meio extrato de levedura e manitol = 0,22 g L-1).

sendo considerados resistentes pelos critérios ado-
tados (> 107 UFC mL-1).De modo geral, os rizóbios 
diminuíram ocrescimento de 109 para até 103 UFC 
mL-1, conforme a concentração de NaCl no meio 
de cultura. Dentre os 52 isolados de rizóbios para 
Lotus spp., 39 cresceram até a concentração de 4 
g L-1 de NaCl. Destes, 27 cresceram até 8 g L-1, e 
apenas onze (UFRGS Lc 7, UFRGS Lc 11, UFRGS 
Lc 340, UFRGS Lc 348, UFRGS Lc 372, UFRGS 
Lc 516, UFRGS Lc 520, UFRGS Lc 523, UFRGS 
Lc 547, UFRGS Lu 56 e UFRGS Lu 59) cresceram 
até a concentração de 12 g L-1 de NaCl, com popu-
lações da ordem de 107 UFC mL-1. Nesta avaliação, 
doze rizóbios (UFRGS Lc 2, UFRGS Lc 3, UFRGS 
Lc 4, UFRGS Lc 596, UFRGS Lc 602, UFRGS Lc 
614, UFRGS Lg 88, UFRGS Ls 45, UFRGS Ls 46, 
UFRGS Lu 25 e UFRGS Lu 67) foram considera-
dos sensíveis, pois não apresentaram crescimento 
bacteriano a partir da concentração de 4 g L-1 de 
NaCl em meio de cultura. Resultados semelhantes 
foram obtidos por Freitas et al. (2007), que obser-
varam que rizóbios apresentavam crescimentos 
até o nível de 12 g L-1 de NaCl nos meios ajustados 
para pH 6,8. Entretanto, Medeiros et al. (2007) obti-
veram, no estudo de tolerância de rizóbios à salini-
dade do município de Mossoró (RN), isolados que 
apresentaram crescimento na concentração 15,47 
g L-1 de NaCl, em 28°C, enquanto que os isolados 
de rizóbios dos municípios de Alto do Rodrigues 
(RN) e Ceará-Mirim (RN) apresentaram crescimen-
to na concentração 12,84 e 7,28 g L-1 de NaCl, res-
pectivamente, sendo portanto, menos tolerantes à 
salinidade. Singh et al. (2008) relataram que estir-

pes de Rhizobium que nodulam Trigonella foenum-

graecum foram capazes de crescer em meio de cul-
tura contendo 1 % de NaCl, mas foram incapazes 
de crescer em concentrações mais altas, mostran-
do assim que os isolados eram sensíveis ao sal. 
Já as estirpes estudadas por Nóbrega et al. (2004) 
toleraram concentrações de NaCl que variaram de 
dois até 30 g L-1. Assim, é possível observar uma 
ampla variação na tolerância de rizóbios à salinida-
de, desde 0 até 60 g L-1 de NaCl (RASA et al., 2001; 
TAMIMI, 2001; HUNGRIA et al., 2001).

Entre as estirpes de Mesorhizobium loti libe-
radas para a produção de inoculantes, somente 
a SEMIA 849 apresentou resistência em todas as 
concentrações testadas, enquanto SEMIA 816 e 
SEMIA 830 apresentaram crescimento nas concen-
trações até 12 g L-1 de NaCl. SEMIA 806 apresen-
tou crescimento até a concentração de 8 g L-1 de 
NaCl, e SEMIA 839 foi considerada sensível ao es-
tresse salino por NaCl, pois apresentou populações 
da ordem de 103 UFC mL-1 na concentração de 4 g 
L-1 de NaCl e não desenvolveu crescimento bacte-
riano nas concentrações de 8 a 20 g L-1 de NaCl.

Em relação ao estresse salino por diferentes 
concentrações de KCl, observou-se que os 52 
isolados de rizóbios para Lotus spp. variaram seu 
crescimento entre as concentrações de 4 a 20 g L-1 
(Figura 2). Como no estudo de resistência ao es-
tresse salino por sódio, o crescimento das células 
viáveis dos isolados diminuiu com o aumento da 
concentração de KCl no meio de cultura, produzin-
do populações da ordem de 109 para até 103 UFC 
mL-1. Dos 52 isolados para Lotus spp., 46 cresce-
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Figura 1 – Concentração de NaCl na qual os rizóbios de Lotus spp. apresentaram crescimento igual ou 
superior a 107 UFC mL-1

ram na concentração de 4 g L-1. Destes, 28 cres-
ceram em 8 g L-1, 19 em 12 g L-1, doze em 16 g 
L-1 e apenas seis cresceram na concentração de 
20 g L-1 de KCl – UFRGS Lc 2, UFRGS Lc 3, UFR-
GS Lc 372, UFRGS Lc 516, UFRGS Lc 517, UFR-
GS Lc 520. Por outro lado, seis isolados foram con-
siderados sensíveis – UFRGS Lu 21, UFRGS Lu 
26, UFRGS Lu 56, UFRGS Lu 67, UFRGS Lc 348, 
UFRGS Lc 602.

Em relação às estirpes liberadas para a produ-
ção de inoculantes de Lotus spp., tal como obser-
vado no estudo com NaCl, somente a SEMIA 849 
apresentou crescimento de células viáveis em todas 
as concentrações testadas. SEMIA 830 cresceu nas 
concentrações de 4 a 16 g L-1 de KCl, enquanto que 
SEMIA 806 e SEMIA 816 apresentaram semelhante 
crescimento bacteriano entre si nas concentrações 
de 4 a 12 g L-1, com populações na ordem de 109 
e 108 UFC mL-1, e SEMIA 839 demonstrou ser re-
sistente somente na concentração de 4 g L-1, com 
populações na ordem de 108 UFC mL-1.

Os isolados UFRGS Lc 602 e UFRGS Lu 
67 foram sensíveis ao estresse salino tanto em 
concentrações altas de NaCl quanto de KCl. Se-
gundo Mary et al. (1986), NaCl e KCl apresen-
tam toxicidade similar em diferentes espécies 
de rizóbios, o que foi observado nos resultados 
de 18 isolados de rizóbios para Lotus spp. neste 

estudo, sendo eles UFRGS Lc 7, UFRGS Lc 9, 
UFRGS Lc 11, UFRGS Lc 356, UFRGS Lc 523, 
UFRGS Lc 586, UFRGS Lc 609, UFRGS Lc 610, 
UFRGS Ls 1, UFRGS Ls 5, UFRGS Ls 33, UFR-
GS Ls 36, UFRGS Lu 9, UFRGS Lu 14, UFRGS 
Lu 16, UFRGS Lu 19, UFRGS Lu 59 e UFRGS Lu 
71. Upchurch e Elkan (1977) relataram, em seu 
estudo, que KCl apresentou efeito mais inibitório 
do que o de NaCl, em mesmas concentrações, 
para quatro estirpes de Rhizobium japonicum, 

atualmente denominado Bradyrhizobium japo-

nicum. Contudo, esse efeito não foi observado 
neste trabalho (Figura 3). Pelo contrário, dentre 
os 52 isolados de rizóbios para Lotus spp. es-
tudados, 21 (UFRGS Lc 2, UFRGS Lc 3, UFR-
GS Lc 4, UFRGS Lc 5, UFRGS Lc 8, UFRGS Lc 
322, UFRGS Lc 329, UFRGS Lc 372, UFRGS Lc 
516, UFRGS Lc 517, UFRGS Lc 520, UFRGS Lc 
596, UFRGS Lc 602, UFRGS Lc 614, UFRGS 
Lg 74, UFRGS Lg 85, UFRGS Lg 88, UFRGS Ls 
45, UFRGS Ls 46, UFRGS Lu 25, UFRGS Lu 57) 
foram mais afetados por NaCl do que por KCl. 
Além disso, alguns isolados foram capazes de 
crescer na concentração de 20 g L-1 de KCl, mas 
apenas as estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 849 fo-
ram capazes de crescer em igual concentração 
de NaCl. Resultados semelhantes foram obtidos 
pelos autores Elsheikh e Wood (1990), estudan-
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Figura 2 – Concentração de KCl na qual os rizóbios de Lotus spp. apresentaram crescimento igual ou 
superior a 107 UFC mL-1

Figura 3 – Regressão linear das diferentes concentrações de NaCl e de KCl, em meio levedura 
e manitol, sobre os isolados e estirpes de rizóbios de Lotus spp
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do o efeito de diferentes concentrações de sódio 
e potássio naforma de NaCl e KCl, respectiva-
mente, no crescimento de Rhizobium sp. para 
grão-de-bico, estirpe Ch192 e R. fredii para soja, 
estirpe USDA 201. Os autores observaram que 
no meio salino contendo KCl ocorreu crescimen-
to maior das estirpes do que no meio com NaCl 
e , também, que as estirpes foram resistentes em 
concentração de 2,5 % de KCl enquanto que em 
NaCl resistiram até a concentração de 2,0 %.

Conclusão

A partir dos resultados obtidos, pode-se con-
cluir que existem rizóbios noduladores de espé-
cies de Lotus resistentes ao estresse salino em 
solos do Rio Grande do Sul. Os isolados UFRGS 
Lc 372, UFRGS Lc 516 e UFRGS Lc 520, obtidos 
a partir de L. corniculatus, apresentaram elevada 
resistência ao estresse salino por NaCl e por KCl e 
podem ser uma opção para a produção de inocu-
lantes mais eficientes e adaptados às condições 
de solos sujeitos à salinização. Dentre as estirpes 
recomendadas para as espécies do gênero Lotus, 
somente SEMIA 849, recomendada para L. subbi-

florus, é resistente às diferentes concentrações de 
NaCl e de KCl estudadas.
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