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RESUMO 

O caupi (V. unguiculata) é uma  importante leguminosa para muitos países da 

África, Ásia, assim como para o Brasil, onde é cultivado principalmente no nordeste do 

país. Historicamente, esta cultura apresenta baixa produtividade, devido às condições de 

cultivos sem adoção de tecnologias avançadas. Isto porque, em condições de experimentos 

e lavouras melhor tecnificadas, o caupi tem apresentado alto potencial produtivo, que em 

geral não tem sido explorado.  A produtividade desta cultura poderia ser aumentada, além, 

é claro da melhoria das condições de cultivo, com o uso de inoculantes de rizóbios 

eficientes, que poderiam suprir as necessidades de N da planta. 

A simbiose caupi/rizóbio, no entanto, é de baixa especificidade, o que se torna uma 

barreira à introdução de novos inoculantes, pois estirpes nativas ou naturalizadas estão 

adaptadas às condições edafoclimáticas do local e acabam competindo com as estirpes 

selecionadas, restringindo a contribuição das mesmas para a FBN. Frente a esta situação, 

sobressaem-se estratégias que avaliam a composição e a contribuição para a FBN de 

estirpes de rizóbio do local onde se pretende introduzir o novo inoculante.  

Com vista a selecionar inoculantes para a cultura do caupi em áreas de Cerrado dos 

estados do Piauí e Maranhão obteve-se uma coleção de rizóbio a partir de diversas áreas do 

Cerrado, manejadas diferentemente. Esta coleção foi estudada tanto em nível morfológico, 

como genotípico, através da técnica de ARDRA1. Representantes desta coleção, assim 

como também outras estirpes pertencentes a coleção de culturas da Embrapa Agrobiologia,  

foram avaliados quanto a contribuição na FBN em caupi.  

Os resultados da caracterização morfológica e ARDRA revelaram que a população 

de rizóbio do solo foi grandemente influenciada pelos cultivos de soja e/ou caupi, sendo a 

diversidade de grupos morfológicos de rizóbio inversamente proporcional ao número de 

cultivos de leguminosas. Na área de Cerrado Clímax, provavelmente pelo baixo 

requerimento de N do sistema, há um baixo número de rizóbios capazes de nodular caupi, 

sendo esta população composta somente por Bradyrhizobium elkanii. À medida que o solo 

foi manejado e cultivado com arroz, observou-se aumento da diversidade de grupos 

morfológicos de rizóbio, provavelmente pelas alterações físicas e químicas do solo. Os 

                                                           
1 Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis 
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resultados revelaram também que 90% dos isolados recuperados de uma área sabidamente 

inoculada com B. japonicum apresentaram características morfológicas e genotípicas 

semelhante a B. japonicum, mostrando o estabelecimento desta espécie. A análise de 

correspondência realizada demonstrou que áreas onde houve o cultivo de soja e não de 

caupi, o perfil morfo-genotípico da população de rizóbio foi semelhante. Ao passo que 

áreas onde havia ocorrido o cultivo de caupi, este perfil apresentou uma distribuição 

aleatória, demonstrando, desta forma, que esta leguminosa foi capaz de nodular com uma 

população de rizóbio geneticamente diversa.   

A eficiência simbiótica  de 12 estirpes de rizóbio provenientes do Cerrado e as 

estirpes BR2001, BR3262 e BR3267 inoculadas na cultivar de caupi BR17, em casa de 

vegetação, mostrou não haver diferenças na contribuição da FBN entre estirpes de 

B. japonicum e B. elkanii. Oito das estirpes testadas contribuíram significativamente igual à 

estirpe BR2001, tanto na produção de matéria seca, como na acumulação de N nas plantas 

de caupi. No entanto, como observado anteriormente, a estirpe BR2001 não foi capaz de 

estabelecer nodulação no experimento de campo. Enquanto as estirpes BR3262 e 1B13 

ocuparam pelo menos 60% dos nódulos formados  por plantas de caupi no campo, em área 

onde a população de rizóbio estabelecida era da ordem de 6x103 células.g-1 de solo e 

apresentam excelente capacidade de recuperação da atividade da nitrogenase após um 

choque térmico. Estes resultados abrem a possibilidade de implementação de experimentos 

de campo para testar a contribuição destas estirpes na FBN e produtividade do caupi. 

 

 

Palavras-chave: Rizóbio, Caupi, Cerrado, Diversidade, Eficiência Simbiótica e Ocupação 

Nodular. 
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ABSTRACT 

Cowpea (V. unguiculata) is an important grain legume for many countries of Africa, 

Asia, as well as in Brazil, where it is cultivated mainly in the northeast. Usually, this crop 

presents low yield, due to the lack of appropriate technologies at farmer’s field. In contrast, 

high crop yields are often obtained in experimental conditions, indicating that the genetic 

crops potential, has not been explored. Cowpea yield could be increased, by use improved 

management conditions, and efficient rhizobium inoculants, that would be supply the major 

part of N requirement.  

The promiscuity of the cowpea/rhizobium symbiosis, however, becomes a barrier to 

a introduction of new inoculant, as native or naturalized rhizobium adapted to the 

edaphoclimatic conditions compete with the selected strains, compromising their potential 

BNF contribution. Therefore, an evaluation of the composition and the contribution of local 

rhizobium populations to the BNF of cowpea plants is important prior to the introduction of 

novel inoculant strains. 

In this work, we have studied a rhizobium collection obtained from several Cerrado 

areas subjected to different soil management, to select efficient inoculants for the cowpea 

into Cerrado areas of Piauí and Maranhão states. This collection was studied regarding their 

morphological, as well genotypic characteristics by ARDRA technique. Some isolates of 

this collection, as well as other strains belonging to Embrapa Agrobiologia collection 

cultures were analyzed to the BNF efficiency in cowpea plants.  

The morphological and ARDRA characterization results revealed that soil 

rizhobium populations were largely influenced by soybean and cowpea cultivation. In the 

local Cerrado climax area, low number of rizhobium were capable of nodulating cowpea, 

probably, because of the low N requirement in this stable system. The rhizobium 

populations in this area was comprised only of B. elkanii. In area 2, where rice was 

previously cultivated, an increase in rhizobium diversity groups was observed, probably 

because of the physical and chemical disturbance of soil by management. In the other hand, 

the results also revealed that 90% of the isolates recovered from an area where 

B. japonicum strains were used as inoculant presented morphological and genotypics 

characteristics similar to B. japonicum, showing establishment of this species in the soil. 
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The correspondence analysis also demonstrated that areas where soybean has been 

cultivated, but not cowpea, showed similar rhizobium populations profiles. However, the 

opposite occurred in areas where cowpea was introduced. In these areas, populations 

profiles distributed randomically, demonstrating that this legume is capable of being 

nodulated by a heterogeneous rhizobium population.  

The symbiotic efficiency of the 12 rhizobium strains from the Cerrado soils and 

strains BR2001, BR3262 and BR3267 showed that no differences in BNF contribution to 

the BR17 cowpea cultvar between strains of B. japonicum and B. elkanii exist. Eight of the 

strains tested were similar to BR2001 in relation to dry matter production and N 

accumulation in cowpea plants. BR2001 is currently recommended to inoculation of 

cowpea and, as observed previously, it was not capable of nodulating cowpea under field 

conditions. However, strains BR3262 and 1B13 formed at least 60% of the nodules in 

cowpea plants in the field, with an estimated overall rhizobium population of 6x103 cells-1.g 

of soil. These strains also presented excellent capacity to recover nitrogenase activity after a 

thermal shock. These results open the possibility of field experiments to test the 

contribution of these strains as inoculants for cowpea. 

 

 

Key-words: Rhizobium, Cowpea, Cerrado, Diversity, Symbiotic Efficiency and Nodules 

Occupancy.  
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INTRODUÇÃO GERAL  

O início dos estudos de fixação biológica de nitrogênio (FBN) remota do século 

XIX, quando Beijerinck observou que algumas bactérias formavam nódulos nas raízes de 

ervilha, onde supostamente ocorria a redução do N2 que era utilizado pela planta. Na época, 

estas bactérias receberam o nome de Bacillus radicicola, sendo posteriormente agrupadas 

no gênero Rhizobium até o início da década de 80. Atualmente, este grupo de bactérias, 

genericamente chamadas de rizóbios, distribui-se em 29 espécies, pertencentes a 6 gêneros: 

Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium e 

Rhizobium.   

Desde o início dos estudos até os dias de hoje, a simbiose entre leguminosas e 

rizóbios tem sido grandemente explorada, principalmente, devido a carência de nitrogênio 

em algumas áreas do planeta, especialmente em regiões de clima tropical. No Brasil, os 

estudos de fixação biológica de nitrogênio (FBN)  em leguminosas iniciaram-se ainda nos 

anos 50 e se pronunciaram intensamente nas décadas posteriores. Estes estudos, decorreram 

principalmente para a cultura da soja, cujas lavouras passaram a ser inoculadas com estirpes 

de Bradyrhizobium eficientes, sendo dispensada completamente a adubação nitrogenada 

mineral. Segundo Döbereiner (1997), a utilização de inoculantes para a cultura da soja 

proporcionou nos últimos anos para o Brasil uma economia de US$  1,6 bilhões anuais em 

fertilizantes nitrogenados, que seriam necessários para manter a atual produtividade da 

cultura da soja. Segundo esta autora, se fossem consideradas as perdas de N quando 

aplicado na forma mineral, esta economia poderia chegar a US$ 3,2 bilhões anuais. 

No caso da FBN em caupi, embora não se saiba a real contribuição para a 

economia nacional, sabe-se que é muito importante para a produção desta cultura em áreas 

de subsistência no nordeste do país, onde o grau de tecnificação e adoção de tecnologias 

por parte dos agricultores é muito baixo. De fato, a baixa tecnificação é extremamente 

relevante na produtividade do caupi, pois diversos trabalhos tem demonstrado alto 

potencial produtivo das cultivares desta cultura, que não tem sido explorado no campo 

(Freire et al., 1998). 

Pesquisas conduzidas no Brasil e também na África mostram que a simbiose 

caupi/rizóbio é capaz de acumular  de 50 a 120kg.ha-1 de N (Neves et al. 1987, Wani et al., 
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1995), o que representa de 35 a 70% do total de N assimilado pela cultura (Boddey et al., 

1990). Porém, nem sempre são verificadas diferenças na acumulação de N entre plantas 

inoculadas com estirpes selecionadas ou nativas. Isto tem sido atribuído à baixa 

tecnificação das lavouras e principalmente à promiscuidade da simbiose caupi/rizóbio.  

A promiscuidade, compreendida como a capacidade da leguminosa associar-se 

com diversas espécies e estirpes de rizóbio, é extremamente relevante no caso das 

leguminosas tropicais (Thies et al., 1991a) e, embora tenham sido desenvolvidos intensos 

trabalhos para compreender este fenômeno, sobressaem-se as estratégias de pesquisas que 

visam melhorar a FBN.  

Atualmente, tem-se observado que uma estratégia útil para a obtenção de estirpes 

de rizóbio mais competitivas pode ser o isolamento de estirpes de áreas onde ocorreram 

inoculações no passado. Isto porque tem-se verificado que bactérias introduzidas por 

inoculantes são capazes de adaptar-se às condições do solo, tornando-se mais competitivas 

na formação nodular, sem perder a eficiência de FBN (Neves et al., 1992, 1996; Scotti et 

al., 1993; Coutinho et al., 1999). No caso da soja, por exemplo, esta estratégia contribuiu 

grandemente e hoje os atuais inoculantes de B. japonicum recomendados pela RELARE1, 

para a inoculação da soja foram isolados de áreas inoculadas no passado com estirpes de 

B. japonicum (Vargas et al., 1994a; Scotti et al., 1997).  

O presente trabalho de tese objetivou avaliar a composição da população de rizóbio 

nativa ou naturalizada nodulante de caupi em áreas de Cerrado do estado do Piauí e testar a 

eficiência destes isolados, com o fim de obter inoculantes eficientes para estas áreas, vista a 

crescente demanda de lavouras de caupi junto a grandes produtores do Cerrado do estado 

do Piauí e Maranhão. 

                                                           
1 Reunião da Rede de Laboratórios para Recomendação  de Estirpes de Rizóbio 
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1. INTRODUÇÃO 

A simbiose entre caupi e rizóbio é relatada freqüentemente como sendo de baixa 

especificidade, pois, reconhecidamente, o caupi é capaz de nodular com pelo menos 5 

espécies de rizóbio: Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii, Sinorhizobium fredii, 

S. xinjiangensis e R. hainanense, além de um grupo designado como Bradyrhizobium 

tropical ou miscelânea caupi, composto de diversas estirpes de crescimento rápido e lento 

ainda não identificadas em nível de espécies (Martins, 1996; Mpepereki et al., 1996). Tem 

sido observado, também, que apesar do caupi não ser originário do Brasil, é capaz de 

nodular  efetivamente com rizóbios nativos (Martins, 1996; Silva, 1999; Zilli et al. 1999).  

De fato, a ocorrência de determinada espécie de rizóbio no solo é determinada pela 

capacidade da bactéria sobreviver e adaptar-se às condições adversas que ocorrem no solo, 

assim como à presença da planta hospedeira. Parece consenso, hoje, que os principais 

fatores ligados à sobrevivência da bactéria no solo sejam a cobertura vegetal, precipitação 

pluviométrica, teores de nutrientes, temperatura  e pH do solo (Singleton et al., 1986). 

A estrutura e comportamento da  população de rizóbio presente no solo são 

critérios que precisam ser considerados no momento da seleção de inoculantes (Thies et al., 

1991b), pois a densidade, efetividade e habilidade competitiva são características da 

população de rizóbio nativo que afetam grandemente as respostas de inoculação (Chatel et 

al. 1968). 

Quanto à taxonomia, durante muito tempo, as bactérias denominadas 

coletivamente de rizóbios, recebeu pouca importância devido a dificuldade de se encontrar 

parâmetros taxonômicos que pudessem ser empregados para comparar grande número de 

isolados. Até o início dos anos 80, a caracterização dos rizóbios esteve sempre associada à 

planta hospedeira com a qual o rizóbio estava associado. A partir daí, no entanto, passaram 

a ser empregados dados de taxonomia polifásica que abordam uma análise conjunta de 

dados de morfologia, fisiologia, sorologia e diferentes ferramentas baseadas nos ácidos 

nucléicos, utilizando métodos estatísticos de avaliação das diferenças e similaridades entre 

os indivíduos, fornecendo medidas quantitativas de similaridade entre microrganismos. Os 

resultados desta nova abordagem possibilitaram a descrição de pelo menos 20 novas 

espécies de rizóbios em pouco mais de uma década. Das ferramentas moleculares que vêm 
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sendo comumente empregadas na caracterização de rizóbios, destacam-se as baseadas no 

estudo das seqüências dos RNAs ribossômicos, especialmente o 16S, que possuí 

características  importantes para um rápido e confiável estudo de filogenia de 

microrganismos (Young et al. 1991; Fox et al., 1992; Barrera et al. 1997). 

Estudos da população de rizóbio do solo possuem papel fundamental, pois o 

entendimento da composição, das características simbióticas e adaptativas, bem como da 

taxonomia da população de rizóbio do solo, podem possibilitar a seleção e introdução de 

novos inoculantes de rizóbio com maior eficiência simbiótica e capacidade competitiva. 

O presente capítulo teve como objetivo avaliar a população de rizóbio nodulante de 

caupi, cultivado com solo de oito áreas com manejo de solo diferenciado dentro do Cerrado 

do estado Piauí, de forma a obter subsídios à seleção e utilização de inoculantes para a 

cultura do caupi nestas áreas. O estudo se baseou na caracterização morfológica de 245 

isolados de rizóbio, sendo que 86 destes foram estudados por ARDRA-16S.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 – A População de Rizóbio  

A população de rizóbio presente em um solo normalmente é pequena, comparada à 

complexa comunidade microbiana que co-habita com os rizóbios (Akkermans et al. 1994) 

e, embora tenha existido várias tentativas de quantificar o tamanho e a diversidade desta 

população em cada ecossistema, é difícil predizer a quandidade de células de rizóbios que 

representam grande população. Isto ocorre, em parte,  porque as metodologias existentes 

são limitadas na maioria dos casos ao uso de plantas hospedeiras para capturar os rizóbios 

do solo, o que somente avalia a população capaz de nodular o hospedeiro em questão (de 

Oliveira, 1999). 

Em geral, quanto maior a população nativa de rizóbio no solo, mais difícil é a 

introdução com sucesso da estirpe inoculante (Thies et al., 1991b). Oliveira & Vidor (1984) 

observaram que  em solo com população de Bradyrhizobium japonicum superior a 1700 

células por grama de solo, a ocorrência da estirpe introduzida nos nódulos era de apenas 8 a 

12 %, enquanto, que em solo com população de rizóbio nativo mais baixa, a ocorrência 

chegou até 96%. Thies et al. (1991b) observou maior influencia ainda da população de 

rizóbio nativa frente a estirpe inoculante. Em experimentos conduzidos no Havai, com 9 

leguminosas diferentes, eles observaram que uma população de rizóbio maior que 50 

células por grama de solo inibiu completamente a ocupação nodular pela estirpe inoculante 

em todas os hospedeiros testados e abaixo de 10 células rizobianas por grama de solo todas 

as leguminosas apresentaram rendimentos da produção de grãos significativos. 

O rizóbio no solo existe como saprófita, sendo capaz de usar uma grande diversidade 

de fontes energéticas, de açúcares a compostos fenólicos e, segundo Sprent (1990), a 

capacidade dos rizóbios ocuparem sítios de infecção nas plantas é o resultado de interações 

específicas entre as bactérias e entre elas e a planta hospedeira.  

O entendimento das características que garantem o estabelecimento da população de 

rizóbio no solo e a capacidade de competir para a nodulação das plantas é essencial para a 

otimização da FBN em leguminosas. Tem sido freqüentemente observado que inoculantes 

reconhecidos como eficientes quanto à atividade de FBN não conseguem garantir uma boa 

nodulação, pois são incapazes de se estabelecer no solo e competir com a microbiota nativa 
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(Thies et al., 1991b; Ferreira et al., 1999). Desta forma, a introdução de estirpes mais 

eficientes em um solo contendo população de rizóbio nativa ou naturalizada estabelecida 

pode ser prejudicada, devido à baixa competitividade e falta de adaptação das estirpes 

inoculantes às condições ambientais locais (Neves & Rumjanek, 1997). No caso do caupi, 

esta questão é ainda mais importante, devido à pouca especificidade encontrada em relação 

ao microssimbionte (Martins, 1996; Mpepereki et al., 1996).   

Existem inúmeros trabalhos de ecologia de rizóbio que tratam da interferência de 

fatores bióticos (presença de leguminosas, por exemplo) e abióticos (pH, umidade, 

temperatura, toxicidade e/ou carência de elementos químicos no solo e etc.) sobre a 

população de rizóbio (Ham et al., 1980; Hirsch, 1996) do solo. Porém, ainda não há uma 

clareza da correlação entre os diversos fatores que afetam a população de rizóbio e a 

efetivação da nodulação das plantas. Por exemplo, em sistemas florestais estáveis, devido 

ao baixo requerimento de nitrogênio no sistema, normalmente observa-se baixa ou até 

ausente nodulação das leguminosas, o que reduz a números muito baixos a população de 

rizóbio no solo (de Faria et al.,1984) e, embora haja condições de uma alta diversidade de 

rizóbio, está, nem sempre é detectada pelos métodos atuais, em função do baixo número de 

rizóbios presentes. 

Em sistemas agrícolas, de um modo geral parece, consenso que a cobertura vegetal 

com leguminosas, umidade, pH, temperatura e teores de fósforo no solo sejam os fatores 

que mais influenciam a sobrevivência de rizóbios no solo (Singleton et al., 1986; Yourself 

et al., 1987; Woomer et al., 1988; Wani et al. 1995; Hirsch, 1996). Contudo outros fatores 

não menos importantes, mas de menor ocorrência, como por exemplo alta salinidade, 

carência de micronutrientes e contaminações com metais pesados e resíduos orgânicos 

também afetam significativamente a população de rizóbio presente no solo. 

A presença da planta hospedeira influencia a população de rizóbio na medida em 

que uma abundante nodulação aumenta o número de rizóbios no solo após a senescência 

nodular, favorecendo, desta forma, o aumento de uma pequena fração da população de 

rizóbio clonais. Em consequência, isto reduz a diversidade relativa de rizóbio neste solo, 

em função da abundância do grupo de rizóbios que nodulou a planta hospedeira presente 

(Vlassak et al., 1996). Há ainda que se considerar que o ambiente rizosférico pode alterar a 
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população de microrganismos do solo pela presença de exudados, utilizados no 

metabolismo microbiano. Contudo, estas alterações são complexas e não-específicas para o 

grupo dos rizóbios (Miethling et al., 2000).  

A dinâmica da água no solo, constituí-se um fator difícil de ser interpretado 

isoladamente frente a população de rizóbios, pois ela influencia desde de a temperatura, 

disponibilidade e mobilidade de elementos químicos no solo, até o próprio sistema como 

um todo (Hirsch, 1996). A umidade do solo interfere diretamente no metabolismo celular 

da bactéria e da planta, bem como no processo de FBN, sendo a sua carência ou excesso 

fator determinante da permanência e multiplicação da bactéria no solo (Harris, 1981; 

Sanginga et al., 1992). Para Amara (1981) apud Martins, (1996) o excesso de água 

influencia mais o metabolismo da planta e a FBN, devido a falta de oxigênio, do que a 

sobrevivência da bactéria no solo.  

Quanto ao feito da acidez do solo sobre a população de rizóbio, os estudos são 

limitados pela dificuldade em se isolar os efeitos nocivos à própria população de rizóbio, 

desenvolvimento das plantas e ainda estabelecimento e funcionamento da simbiose 

(Martins et al., 1996). Sabidamente, o pH neutro à levemente alcalino favorece a exudação 

de carbono pelas raízes das plantas, o que interfere na sobrevivência e competição do 

rizóbio no solo, pois compostos de carbono são substratos para os microorganismos que 

vivem na rizosfera (Toro, 1996) 

Em solos ácidos, há um aumento na solubilidade de Al+3 e Mn+2 e diminuição da 

concentração de fostatos, Ca+2 e molibdatos. Em especial o alumínio, é um dos elementos 

que tem demostrado grande interferência na FBN, isto porque é capaz de influir 

negativamente sobre o rizóbio, planta e simbiose. Segundo Munns & Keyser (1981), o 

alumínio reduz a atividade das células de rizóbio próximas a divisão celular, aumentando o 

tempo de geração de células. Com isto há uma queda na população de rizóbio, uma vez que 

a taxa de mortalidade se torna mais alta que a multiplicação celular. Isto sob o ponto de 

vista de Wani et al. (1995), representa um fator limitante à sobrevivência e ao 

estabelecimento do rizóbio no solo. 

A faixa de pH para a sobrevivência do rizóbio e a efetivação da nodulação parece 

não ser uma regra, pois observa-se que a população de Bradyrhizobium nodulante de siratro 
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(Macroptilium atropurpureum) sobrevive no solo em uma faixa de pH entre 4.9 a 7.9 

(Woomer et al., 1988), enquanto que para o amendoim, também nodulado por 

Bradyrhizobium, a faixa de pH onde a população de rizóbio se manteve capaz de nodular 

foi mais elevada e estreita, entre 7.6 a 8.1, (Yorself et al., 1987). Para a cultura do caupi, 

Mpepereki et al. (1996) não observaram diferenças na tolerância ao pH do meio de cultura 

entre estirpes de crescimento rápido e lento, supostamente Bradyrhizobium, que cresceram 

bem até em pH 4.0. Quanto ao gênero Rhizobium Wolff et al. (1991) demostraram que a 

taxa de ocupação dos nódulos pela estirpe R. leguminosarum bv. phaseoli, quando 

introduzida em solo ácido foi mais baixa do que observada em solos férteis e neutros.  

Trabalhos desenvolvidos no Quênia, em dois solos com diferentes níveis de acidez, 

mostraram que os solos abrigavam uma população de rizóbio capaz de nodular feijão, 

semelhantes quanto a número, efetividade de FBN e diversidade genética. A composição 

desta população era, no entanto, diferente: estirpes semelhantes a R. tropici predominavam 

no solo de maior acidez, enquanto que estirpes semelhantes a R. leguminosarum e R. etli 

predominavam no solo menos ácido (Anyango et al. 1995). A melhor tolerância à acidez 

pelo Rhizobium tropici foi observada também em outras regiões (Amarger et al., 1994). 

A temperatura do solo é uma variável ambiental que afeta geralmente a atividade 

biológica dos rizóbios e seus hospedeiros. Segundo Toro, (1996) a faixa de temperatura do 

ambiente considerada ótima para a maioria das leguminosas nodularem abundantemente 

varia entre 200 a 300C. Para as leguminosas temperadas, a alta temperatura, além de afetar a 

FBN, afeta a própria planta, enquanto que em leguminosas tropicais o que é principalmente 

afetado é a eficiência da FBN. Baixas temperaturas reduzem a formação de nódulos e a 

fixação de nitrogênio em leguminosas de clima tropical (Padmanabhan, 1990). 

O fósforo limita o crescimento dos rizóbios. Níveis baixos desse elemento 

constituíram-se  em limitações ao crescimento do rizóbio em meio de cultura (Cassman et 

al., 1981), assim como também no número, massa e funcionamento de nódulos em plantas 

de caupi em experimento de casa de vegetação (Othman et al., 1991). Okeleye & Okelana 

(1997) observaram o efeito da aplicação de fósforo (0, 30 e 60kg.ha-1), em um experimento  

conduzido no campo, onde mostraram resultados significativamente maiores para 

nodulação, acúmulo de matéria seca e produção de grãos em 6 cultivares de caupi. 
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Resultados concordantes a estes também foram obtidos por Ankomah et al. (1996), 

utilizando dois níveis de P (0 e 50mg.kg-1 de solo). Eles observaram que a cultivar de caupi 

Soronko, quando recebeu P e foi inoculado, acumulou cerca de 76% do N via fixação 

biológica, avaliada através da diluição isotópica de 15N, e que o rendimento de matéria seca 

foi cerca de 47% maior do que o tratamento sem P. Segundo os autores, estes resultados 

indicam que certas cultivares de caupi são capazes de suprirem suas necessidades de N, via 

FBN em solos com média fertilidade, onde ocorre moderados teores de P. 

O excesso de N reduz a nodulação de plantas e o processo de FBN (Sanginga et al., 

1995; Stanford et al., 1995). A planta apresenta uma economia de energia quando obtém N 

do solo em comparação a obtenção via FBN e desta forma, preferencialmente, a planta 

utiliza N disponível no solo em detrimento da formação do processo de FBN. Contudo, a  

existência de estirpes de rizóbio capazes  de fixar N, mesmo em condições de alto teor de N 

no solo, mostra que o efeito se dá também sobre a bactéria (Fernandez et al., 1986). Estes 

autores avaliaram a interação entre a inoculação e doses crescentes de N (0, 14, 28 e 84kg. 

ha-1) em 5 cultivares de caupi no Texas. Sem a aplicação de N, a inoculação aumentou 

significativamente a nodulação, a atividade da nitrogenase, e a matéria seca da planta. A  

nodulação e a atividade da nitrogenase apresentaram uma  correlação linear negativa com o 

aumento dos níveis de N em plantas inoculadas. Plantas inoculadas produziram mais 

matéria seca do que o controle nas doses de 0 e 14kg.ha-1 de N. Nenhuma diferença entre às 

cultivares foi observada para produtividade de grãos, exceto para uma cultivar que 

apresentou menor produtividade, e além disso, a adição de doses crescentes de nitrogênio 

não acarretou em aumento de produtividade. Awonaike et al. (1990) observaram larga 

variação genotípica das plantas hospedeiras nos parâmetros ligados a fixação de N2, quando 

cultivares de caupi inoculadas e não-inoculadas foram expostas a doses de N inorgânico (20 

e 100kg.ha-1 de N). A cultivar IT84E124 apresentou uma maior fixação em ambas as doses 

de N, ao passo que a cultivar AFB 1757 somente no nível mais alto. A cultivar TVx3236 

não apresentou efeito na fixação. Em média, a fixação de N2 nestas associações 

caupi/Bradyrhizobium não foram inibidas pelas altas doses de N, sendo 54,5  e 65,4kg.ha-1 

de N fixado à 20 e 100kg.ha-1 de N respectivamente aplicado.   
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O efeito da salinidade foi recente revisto por Swaraj & Bishnoi, (1999) e tem grande 

importância em ecossistemas áridos, pois as leguminosas presentes nestes ecossistemas, 

como por exemplo o caupi, podem se adaptar e fixar N eficientemente. O efeito inibitório 

da salinidade na nodulação tem sido atribuída ao decréscimo na colonização do rizóbio e à 

baixa deformação dos pelos radiculares. O estresse salino induz também a senescência 

precoce de nódulos e da atividade da nitrogenase (Swaraj & Bishnoi, (1999). 

A contaminação do solo tem sido citada como um problema para a manutenção da 

biodiversidade de rizóbio no solo. Hirsch et al. (1993) encontraram grande alteração na 

população de R. leguminosarum bv. trifolli  após uma longa exposição a metais pesados 

provocada pela aplicação de lodo de esgoto. Eles observaram que estirpes 

agronomicamente importantes, capazes de se associar eficientemente com trevo vermelho e 

branco foram substituídas por estirpes  ineficientes na simbiose com trevo branco. Os perfis 

de plasmídeos das estirpes ineficientes eram idênticos entre si e diferentes dos perfis das 

estirpes eficientes, o que aponta para uma alteração da diversidade genética de rizóbio.1 

A aplicação de dejetos animais também pode influenciar a população de rizóbio no 

solo. Labes et al. (1996) analisaram a qualidade do solo através da população de Rhizobium 

leguminosarum bv. viceae, utilizando para isto uma área coberta com gramíneas, à qual foi 

aplicado dejetos bovinos durante 5 anos. Para identificar os diversos grupos genotípicos, 

eles utilizaram a técnica de PCR-ERIC1 em estirpes que formaram nódulos em ervilha, 

cultivada em amostras de solo coletadas de áreas enriquecidas, ou não, com dejetos. Depois 

da comparação dos dados de “fingerprint”, 24 grupos de estirpes de rizóbios foram 

distinguidos, onde os autores observaram que os grupos obtidos na área não poluída 

tiveram seu crescimento suprimido na área poluída, tendo ocorrido, desta forma, uma 

alteração na estrutura da população de rizóbio nas áreas que receberam os dejetos.  

  

 

 

 

                                                           
1 Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus 
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2.2 - A Taxonomia de Rizóbios  

Durante muito tempo a taxonomia de microrganismos recebeu pouca importância, 

em vista das dificuldades de classificação impostas pelos métodos tradicionais, baseados 

essencialmente em características morfológicas e fisológicas. As primeiras modificações 

nestes estudos começaram a se constituir quando da adoção dos métodos de taxonomia 

polifásica. Esta abordagem permite a análise conjunta de dados de fisiologia, morfologia, 

sorologia e pode utilizar diferentes ferramentas baseadas nos ácidos nucléicos, utilizando 

métodos estatísticos de avaliação das diferenças e similaridades entre os diferentes táxons, 

de forma mais rigorosa e fornecendo medidas quantitativas de similaridade entre 

microrganismos. Segundo Bull et al. (1992), este tipo de estudo, além de contribuir para 

avaliação da biodiversidade no ambiente, fornecem informações a cerca da expressão de 

características fisiológicas que podem ser correlacionadas com fatores ambientais.  

Nos últimos anos a taxonomia das bactérias fixadoras de nitrogênio tem sofrido 

substanciais revisões, devido ao advento dos métodos moleculares de análises filogenéticas 

(Young et al. 1994). Estes métodos têm se revelado ferramentas poderosas nos estudos 

filogenéticos e são capazes de distinguir organismos de forma rápida e confiável. (Laguerre 

et al., 1996). 

Atualmente, para a definição de novas espécies, recomenda-se o uso da taxomomia 

polifásica, a qual integra diferentes tipos de informação fenotípicas, genotípicas e 

filogenéticas dos microrganismos (Graham et al. 1991). Estes autores recomendam para a 

definição de uma nova espécie, a avaliação do desempenho simbiótico das estirpes, 

caracterização morfológica e fisiológica, estudo da homologia DNA:DNA, análise do 16S 

rRNA, RFLP1
1 e MLEE2

2.  

Como resultados destes estudos tem-se definido até o presente momento seis 

gêneros de bactérias que estabelecem nodulação com leguminosas, (Tabela 01): 

Allorhizobium (de Lajudie et al. 1998a), Azorhizobium (Dreyfus et al. 1988), Rhizobium e 

Bradyrhizobium (Jordan, 1982; 1984), Sinorhizobium (Chen et al., 1988; de Lajudie et al., 

1994) e Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997).  

                                                           
1 Restriction Fragment Length Polymorphism 
2 Multilocus Enzyme Electrophoresis 
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Tabela 1 - Gêneros e espécies de rizóbios  relacionados com seus principais hospedeiros. 
Gênero Espécie Hospedeiro*  Referência**  

Allorhizobium A. undicola Neptunia natans de Lajudie et al., 1998a 
Azorhizobium A. caulinodans Sesbania rostrata Dreyfus et al., 1988 

B. elkanii Glycine spp., Vigna unguiculata  Kuykendall et al., 1992  

B. japonicum 
Glycine spp., V. unguiculata, 
Macroptilium atropurpureum 

Jordam, 1982 e 1984 Bradyrhizobium 

B. liaoningense Glycine spp.  Xu et al., 1995 
M. amorphae Amorpha fructicosa Wang et al., 1999 
M. ciceri Cicer arietinum Nour et al., 1994 
M. huakuii Astragalus sinicus Chen et al., 1991 e 1997 
M. loti Lotus spp. Jarvis et al., 1982 e 1997 
M. mediteraneum C. arietinum Nour et al., 1995 
M. plurifariun Acacia spp., Leucaena spp. de Lajudie et al., 1998b 

Mesorhizobium 

M. tiashanense 

Glycyrrhiza spp., 
Halimodendron. holodendron, 

Sophora spp.  
G. max 

Chen et al., 1995 

R. etli Phaseulos vulgaris Segovia et al., 1993 
R. gallicum P. vulgaris Amarger et al., 1997 
R. galegae Galega spp. Lindström et al., 1989 
R. giardini P. vulgaris Amarger et al., 1997 

R. hainanense 
Stylosantes sp., Cetrosema sp. 

Tephrosia sp., Desmodium 
sinuantum, V. unguiculata 

Chen et al., 1997 

R. huautlense Sesbania herbaceae Wang et al., 1998 
R. leguminosarum P. vulgaris Jordam et al., 1984***  

R. mongolense Medicago ruthenica van Berkum et al., 1998 

Rhizobium 

R. tropici 
 

P. vulgaris, Leucaena sp. 
Martinez-Romero et al., 
1991 

S. arboris 
Acacia senegal, Prosopis 

chislensis 
Nick et al., 1999 

S. fredii 
P.vulgaris, Glycine spp. 

V. unguiculata, Cajanus cajan 
Scholla, 1984 e de Lajudie 
et al., 1994 

S. kostiense 
Acacia senegal, Prosopis 

chislensis 
Nick et al., 1999 

S. meliloti 
 

Medicago sativa 
Jarvis et al., 1992 e  de 
Lajudie et al., 1994 

S. medicae Medicago spp. Rome et al., 1996 

S. saheli 
Sesbania spp., Acacia spp., 
L. leucocefala, N. oleracea 

de Lajudie et al., 1994 

S. teranga 
Sesbania spp., Acacia spp., 
L. leucocefala, N. oleracea 

de Lajudie et al., 1994 

Sinorhizobium 

S. xinjiangensis 
Glycine spp., V. unguiculata, 

C. cajan 
Chen et al., 1988  

*      Os hospedeiros apresentados foram citados pelos descritores das espécie de rizóbio;  
**    As referências citadas são dos descritores de cada espécie de rizóbio; 
*** De acordo com Young (1999) a primeira caracterização foi realizada por Frank (1879).  
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Allorhizobium – inclui apenas uma espécie reconhecida formalmente, A. undicola, 

descrita recentemente para um grupo de isolados que nodulam caule de Neptunia natans 

(de Lajudie et al. 1998a). 

Azorhizobium – Segundo Young et al. (1996), este gênero possui muitas 

características distintas dos outros gêneros, inclusive o 16S rDNA e até o presente 

momento tem-se apenas uma espécie descrita, Azorhizobium caulinodans, que é capaz de 

formar nódulos no caule e raízes de Sesbania rostrata (Dreyfus et al., 1988).  

Bradyrhizobium – Este gênero sempre foi objeto de muitas controvérsias. Todas as 

estirpes de Bradyrhizobium que nodulam soja efetivamente eram até pouco tempo atrás 

reconhecidas como Bradyrhizobium japonicum (Jordan, 1982). Porém Kuykendall et al. 

(1992) definiram uma nova espécie, a B. elkanii para o grupo II das estirpes de 

B. japonicum, um subgrupo também capaz de nodular soja, que se distingue de 

B. japonicum em análises de homologia do DNA, RFLP, perfil de ácidos graxos, resistência 

a antibióticos, composição de exopolissacarídeos e seqüência do 16S rRNA.  No entanto 

um grande grupo de estirpes de B. japonicum apresentavam-se ainda muito diversas, o que 

levou Xu et al. (1995), a proporem a espécie B. liaoningense, distinta das demais, por 

critérios de hibridação DNA-DNA, além de possuir uma taxa de crescimento 

excepcionalmente lenta. Segundo Young et al. (1996), existem ainda muitas estirpes de 

rizóbio que se assemelham ao gênero Bradyrhizobium e que não nodulam soja. De fato, 

estirpes com semelhança a Bradyrhizobium e com grande diversidade genotípica e 

fenotípicas, tem sido freqüentemente relatadas dentro dos diversos gênero de leguminosas 

(Barrera et al., 1997). 

Mesorhizobium – Durante muito tempo observou-se que R. loti (Jarvis et al. 1982) 

era distinto dos demais rizóbios de crescimento rápido. Esta evidência foi constatada pela 

análise da seqüência do 16S rDNA (Jarvis et al. 1997). Este gênero atualmente engloba as 

espécies M. ciceri, M. loti, M. huakuii, M. mediterâneum e M. tiashanense transferidas do 

gênero Rhizobium (Young et al., 1996) e, M. plurifariun (de Lajudie et al. 1998b) e 

M. amorphae (Wang et al., 1999). 

Rhizobium – Este gênero tem sofrido diversas alterações, especialmente porque até 

pouco tempo atrás, englobava todas as estirpes de crescimento rápido não pertencentes ao 
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gênero Bradyrhizobium. Nos últimos anos, este gênero foi intensamente estudado e foram 

definidos dois novos gêneros: Sinorhizobium e Mesorhizobium. Reconhecidamente, este 

gênero engloba nove espécies: R. etli, R. galegae, R. gallicum, R. giardini, R. hainanense, 

R. huautlense, R. leguminosarum (vários biovares), R. mongolense e R. tropici (tipo I e II). 

Segundo Young (1996), as espécies R. etli, R. leguminosarum e R. tropici são muito 

semelhantes entre si, enquanto a R. galegae possivelmente deva originar um novo gênero 

devido suas distinções genotípicas. 

 Sinorhizobium – de Lajudie et al. (1994) propuseram a transferência de R. meliloti 

e R. fredii para um novo gênero, que já havia sido proposto por Chen et al. (1988), 

destacando as diferenças entre R. fredii e as demais espécies de rizóbio. Jarvis et al. (1992) 

mostraram esta semelhança entre R. fredii e R. loti e ainda reconheceram a inclusão de duas 

novas espécies neste gênero, a S. saheli e S. teranga. Este gênero engloba atualmente oito 

espécies: S. arboris, S. fredii, S. kostiense, S. medicae, S. meliloti, S. saheli, S. teranga e 

S. xinjiangensis. 

 

2.3 - O Grupo Bradyrhizobium Tropical ou Miscelânea Caupi 

Até o início da década de 80, a classificação dos rizóbios era baseada no grupo de 

leguminosas hospedeiras com o qual as bactérias estabeleciam nodulação. Apenas o gênero 

Rhizobium estava descrito, sendo a espécie definida pela leguminosa a qual a bactéria 

nodulava. No entanto, inúmeras inconsistências taxonômicas, dentre elas a taxa de 

crescimento das bactérias, levaram Jordam et al. (1982) a proporem a divisão dos rizóbios 

em dois gêneros: o Rhizobium, compreendendo as bactérias de crescimento rápido e o 

Bradyrhizobium para as bactérias de crescimento lento. Dentro do gênero Bradyrhizobium, 

foi classificada a espécie B. japonicum, antiga R. japonicum, que nodula eficientemente 

soja e, Bradyrhizobium spp. ou Bradyrhizobium tropical, anteriormente classificado como 

Rhizobium tropical, englobando um grupo de bactérias geneticamente heterogêneas entre si 

e, sem uma leguminosa hospedeira específica conhecida.  

Segundo Thies et al. (1991a), a adoção da concepção errônea de que leguminosas 

tropicais não apresentam especificidade simbiótica com rizóbios levou durante muitos anos 

a recomendações equivocadas de inoculantes. Este fato também foi reportado por Burton 
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(1979), que desenvolveu um estudo com Vigna unguiculata, Macroptilium atropurpureum, 

Arachis hypogaea e Phaseulus lunatus, observando que V. unguiculata e 

M. atropurpureum eram nodulados por estirpes com alta homologia, o que também foi 

observado entre as outras duas espécies leguminosas. Porém, isto não ocorria entre estirpes 

de V. unguiculata e M. atropurpureum com A. hypogaea e P. lunatus e vice-versa. Desta 

forma, este autor definiu grupos de leguminosas com nodulação efetiva, sendo um 

compreendido por V. unguiculata e M. atropurpureum e outro por A. hypogaea e P. 

lunatus. Este autor também sugeriu o termo “Miscelânea Caupi”, para as inúmeras estirpes 

de rizóbio isoladas de leguminosas tropicais. Estes resultados foram posteriormente 

confirmados também por Thies et al. (1991a).  

Reconhecidamente, o caupi é capaz de nodular com as espécies Rhizobium 

hainanensis (Chen et al. 1997), R. etli, Sinorhizobium fredii, Bradyrhizobium japonicum e 

B. elkanii (Neves & Rumjanek, 1997). Isto, por si só, já caracteriza uma baixa 

especificidade de nodulação do caupi, uma vez que a associação engloba 3 diferentes 

gêneros de rizóbio. Alta diversidade entre as estirpes nodulantes de caupi tem sido 

observada com freqüência (Martins et al., 1996). Estes autores realizaram um massivo 

isolamento de rizóbios nodulantes de caupi no nordeste brasileiro e observaram alta 

diversidade entre os isolados, sendo que pelo menos 25% eram de crescimento rápido.  

Mpepereki et al. (1996), estudaram a simbiose entre 59 estirpes de rizóbio obtidas 

de nódulos de caupi e 9 estirpes-referência de rizóbios inoculadas em 12 leguminosas 

tropicais. Em todos os grupos de bactérias haviam estirpes de crescimento lento e rápido. 

Os resultados indicaram que estirpes de rizóbio nativas apresentaram uma estreita faixa de 

hospedeiros (em média 2,4 hospedeiros para as estirpes de crescimento rápido e 2,3 

hospedeiros para estirpes de crescimento lento). As principais conclusões foram de que o 

caupi é capaz de nodular com uma grande diversidade de rizóbios, uma vez que nodulou 

com todas as estirpes testadas, inclusive a estirpe MAR1380 isolada do gênero Phaseolus. 

Porém, ao contrário do que se esperava, as estirpes de rizóbio nativas isoladas de caupi 

apresentaram estreita faixa de hospedeiros, sugerindo que possa ter ocorrido uma evolução 

convergente entre caupi e as estirpes de rizóbio nativas (Lie et al., 1987).  
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De uma maneira geral, o grupo de rizóbios “miscelânea caupi” é bastante 

heterogêneo, caracterizado por um alto nível de promiscuidade simbiótica,  apresentando 

como principais características, crescimento lento e reação de pH alcalina em meio de 

cultura (Martins et al., 1996). Porém, inúmeras inconsistências tem sido encontradas. 

Zablotowich (1981) reportou o isolamento de estirpes com crescimento rápido capazes de 

nodular caupi e soja. Martins (1996), em seu trabalho de tese com estirpes isoladas de 

várias regiões do nordeste brasileiro, utilizando o caupi como planta isca, observou que os 

isolados obtidos da região semi-árida mostraram uma proporção maior de estirpes de 

crescimento rápido do que os isolados da Zona da Mata. Provavelmente, estes resultados 

são decorrentes do fato de rizóbios de crescimento rápido sobreviverem melhor as 

condições adversas do ambiente (Sprent, 1994), o que pode ser uma importante alternativa 

para inocular leguminosas, como o caupi, em regiões tropicais.   

A perspectiva é de que alterações na taxonomia dos rizóbios ainda devam ocorrer, 

principalmente, no grupo dos rizóbios que nodulam as leguminosas tropicais, seja através 

da aplicação de técnicas moleculares ou através da combinação de características 

morfológicas e genotípicas que ofereçam maior discriminação no estudo de diversidade 

(Silva, 1999).  

À medida em que aumenta o uso de técnicas de biologia molecular e imunologia, 

mais dados sobre a heterogeneidade e divergências entre os diferentes grupos de rizóbio são 

revelados, principalmente em relação aos rizóbios associados a leguminosas tropicais. Silva 

(1999), com base na técnica de ARDRA, encontrou uma diferença de 2% entre a seqüência 

de bases nucleotídicas do DNA de Bradyrhizobium japonicum e os isolados de rizóbio com 

crescimento lento obtidos de nódulos de caupi na região amazônica, o que sugere que este 

grupo represente uma nova espécie dentro deste gênero.  

De maneira geral, quando introduz-se uma leguminosa exótica em um solo, nem 

sempre é verificado uma efetiva nodulação com estirpes de rizóbios nativas. No caso da 

soja, Vargas et al. (1982) reportaram a ausência de formação de nódulos por estirpes 

nativas em solos brasileiros. Entretanto, resultados mais recentes mostraram a existência de 

isolados de rizóbio nodulantes de soja em áreas jamais cultivadas com soja (Martins, 1996; 

Ferreira & Hungria, 2000). No caso do caupi, trabalhos realizados na Amazônia (Silva, 
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1999), Mata Atlântica, RJ (Zilli et al. 1999) e nos Cerrados (Vargas & Hungria, 2000) 

citam a ocorrência de nodulação com estirpes isoladas de áreas onde não havia histórico de 

cultivo desta cultura,  condizendo com a ampla faixa de nodulação deste hospedeiro. 

Mercante (1997) realizou um trabalho de levantamento da diversidade genética de 

rizóbio nodulante de  feijão em solos de Cerrado, utilizando como planta isca o feijão e a 

leucena. Os resultados mostraram a existência de ampla diversidade de rizóbios, que foi 

confirmada com uso de sondas para genes específicos, as quais detectaram a presença de 3 

diferentes espécies de rizóbio: Rhizobium etli, R. leguminosarum bv. phaseoli e R. tropici e 

também mostraram que 10% dos isolados de leucena e 49% de feijão não se agruparam 

com nenhuma espécie de rizóbio descrita até o momento.  

 

2.4 - Análise Molecular Baseada no 16S rDNA  

Os ribossomos são organelas compostas de proteínas e três diferentes tipos de 

rRNA, onde ocorre a tradução do mRNA durante a síntese de proteínas. Nos Procariotos, os 

ribossomos possuem um coeficiente de sedimentação 70S e divide-se em duas subunidades, 

uma menor 30S, composta de 20 proteínas e o 16S rRNA e uma maior 50S, que é composta 

por 30 proteínas e 2 rRNAs, o 23S e o 5S (Jinks–Robertson & Nomura, 1987, apud 

Haukka, 1997). 

O número de operons dos genes ribossomais em cada organismo é variável. 

Bactérias possuem entre 1 e 15 operons por genoma, enquanto que em Eucariotos podem 

ser encontrados centenas ou até milhares por genoma (Codon et al. 1992). Particularmente, 

a maioria das espécies de rizóbios possuem apenas um operon contendo os genes 

ribossomais, porém em S. meliloti, R. leguminosarum e R. galegae já foram encontrados até 

três (Haukka, 1997).  

Cópias de um mesmo gene, contido em diferentes operons, tendem a apresentar 

seqüências de nucleotídeos idênticas, porém estudos de seqüenciamento do 16S rDNA tem 

demonstrado a presença de pequenas variações entre os diferentes operons em um mesmo 

organismo (Haukka, 1997). Cilia et al. (1996) encontraram 4 seqüências distintas quando 

analisaram 7 cópias do gene 16S rDNA da estirpe PK3 de Escherichia coli. Segundo 

Haukka (1997), estas mutações ocorrem somente em domínios variáveis, dispersos ao 
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longo do gene e diferentes seqüências para um mesmo gene podem limitar o uso desta 

molécula em estudos taxonômicos. Contudo, o baixo número de operons do 16S rDNA em 

rizóbios constituí-se em uma característica favorável para o estudo do polimorfismo da 

população de rizóbio, pois a interferência de um operon em outro, durante um estudo é 

reduzida. 

A estrutura primária da molécula do 16S rRNA é altamente conservada e espécies 

que possuem 70% ou mais de homologia DNA:DNA, normalmente possuem mais de 97% 

de identidade em suas seqüências (Straliotto & Rumjanek, 1999). Esta diferença de 3% dos 

nucleotídeos não está distribuída ao longo da estrutura primária da molécula, mas sim 

concentrada em regiões hipervariáveis (Stackebrandt & Goebel, 1994 apud Straliotto & 

Rumjanek, 1999). Alguns autores defendem o estudo das diferenças na similaridade apenas 

nestas regiões, como medida da distância filogenética entre estirpes. No entanto, há 

argumentos contrários a esta escolha, uma vez que a quantidade de nucleotídeos diferentes, 

concentrados em outras regiões é substancial e por omissão se poderia perder informações, 

que em termos estatísticos, já são bastante escassas (Stackebrandt et al., 1992). Além disso, 

as regiões hipervariáveis são específicas de cada táxon e precisam ser determinadas para 

cada novo organismo pelo seqüenciamento completo da molécula (Stackebrandt et al., 

1992). 

Nos últimos anos, as técnicas baseadas no gene 16S rDNA têm ganho vasta 

importância na detecção, identificação, classificação e filogenia de bactérias, tanto as 

associativas, como as de vida livre (Woese, 1987). As principais vantagens deste gene, é o 

fato de ocorrer em todos os organismos Procariotos, possuir 1500 bases; tamanho 

conveniente para o seqüenciamento de nucleotídeos e, também pela existência de grande  

número de trabalhos de seqüenciamento de DNA, que têm depositado diversas seqüências 

do gene 16S rDNA de rizóbios em base de dados internacionais, que podem ser acessados 

pela comunidade científica para a comparação e análise de dados. 

A caracterização da seqüência do 16S rDNA tem sido amplamente utilizada em 

estudos evolucionários, taxonômicos e ecológicos, não apenas para definir táxons, mas 

também para detectar a presença de determinados táxons (Fox et al., 1992; Olsen et al., 

1994). Comparações entre as seqüências completas ou parciais de nucleotídeos  do 16S 
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rDNA têm sido também amplamente utilizadas para avaliar relações filogenéticas entre 

muitas espécies de rizóbio (Lagurre et al. 1993; van Berkum et al., 1996; Barrera et al., 

1997).   

Para avaliações filogenéticas de uma forma mais rápida, tem sido utilizada com 

sucesso, a análise de fragmentos de restrição do 16S rDNA (ARDRA – 16S rDNA) (Ralph 

et al., 1993; Laguerre et al., 1994, 1996; Haukka, 1997; Silva, 1999). Lageurre et al. (1994) 

realizaram um estudo com bactérias dos gêneros Rhizobium, Bradyrhizobium e 

Agrobacterium e observaram que a análise dos fragmentos de restrição forneceu 

informações filogenéticas muito próximas às obtidas pela classificação baseada na 

homologia DNA:DNA e sequenciamento completo do 16S rDNA. Estes autores 

recomendam a amplificação do 16S rDNA, seguido de restrições com endonucleases 

específicas, como um método que permite a identificação de espécies bacterianas do grupo 

dos rizóbios, de forma rápida e econômica, podendo ser empregado para analisar um 

grande número de estirpes. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

3.1- Coletas de Amostras de Solo 

 As amostras de solo foram coletadas no mês de maio de 1999 pelo Dr. Francisco 

Rodrigues Freire Filho (Embrapa Meio - Norte), em oito áreas de Cerrado com histórico de 

manejo distinto (Tabela 2), nos municípios de São Domingos do Azeitão e Bom Jesus, 

ambos no estado Piauí. As coletas foram realizadas de 0-20cm de profundidade e cada 

amostra composta foi constituída de pelo menos 10 sub-amostras. Após a coleta as 

amostras foram armazenadas em geladeira e enviadas para o laboratório de Ecologia 

Molecular Microbiana (Embrapa Agrobiologia), onde imediatamente procedeu-se o cultivo 

das plantas isca.  

Tabela 2 – Descrição do histórico de manejo empregado em cada uma das áreas de 
Cerrado do Estado do Piauí utilizadas para o estudo.  
Áreas Município  Histórico de manejo das áreas 

  01 Bom Jesus  3 anos de cultivos: 97 – arroz, 98 – soja e 99 - soja 

  02 S. D. Azeitão 2 anos de cultivos: 98 e 99 com cultivo de arroz 

  03 S. D. Azeitão 5 anos de cultivos: 95 a 97 – arroz, 98 – soja e 99 – caupi 

  04 Bom Jesus  3 anos de cultivo: 97 – arroz, 98 – soja e 99 - arroz 

  05 S. D. Azeitão 1 ano de cultivo: até 98 – capim e 99 – soja 

  06 Bom Jesus  Cerrado Clímax 

  07 S. D. Azeitão 7 anos de cultivos: 93 a 96 – arroz, 97 e 98 – soja e 99 – caupi 

  08 Bom Jesus  3 anos de cultivo: 97 - arroz, 98 – soja e 99 - caupi 

 

3.2 - Cultivo das Plantas Isca  

 Para capturar os rizóbios presentes nas amostras de solo foi realizado um 

experimento em casa de vegetação, usando-se uma proporção de areia estererlizada e solo 

(2:1; 200g:100g). Foram utilizadas três cultivares de caupi (BR14, CE315 e BR17), com 

duas repetições para cada amostra de solo, representativa de cada uma das área utilizadas 

para o estudo. As sementes do caupi foram previamente lavadas com etanol (100%; 30 

segundos) para reduzir a tensão superficial das sementes, seguido de uma desinfestação 

superficial com peróxido de hidrogênio (5%; 3 minutos) e 10 lavagens sucessivas com água 

esterilizada. As sementes livres de contaminantes foram semeadas nos vasos (300 ml) 
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previamente preparados. A irrigação foi realizada com água esterilizada, quando necessário 

e os nutrientes foram fornecidos semanalmente através de 250 ml.vaso-1 da solução 

nutritiva Norris e Döbereiner: KCl (2mM); K2HPO4 (0,3mM); KH2PO4 (0,7mM); 

CaSO4.5H2O (0,3µM); ZnSO4.7H2O (0,7µM); MnSO4 (1µM); (NH4)6 Mo7O24.4H2O 

(0,002µM); H3BO3 (11,5µM); FeSO4.7H2O (17,9µM); ácido cítrico (26µM). Os nódulos 

foram coletados 40 dias após a semeadura e estocados em sílica gel na temperatura 

ambiente. 

 

3.3 - Isolamento de Nódulos, Caracterização e Agrupamento Morfológico dos isolados 

Foi realizado o isolamento de cerca de 5% dos nódulos (pelo menos 10 nódulos) de 

cada tratamento. Inicialmente, os nódulos foram reidratados por algumas horas, sendo em 

seguida realizado uma lavagem com etanol (100%; 30 segundos) para reduzir a tensão 

superficial, seguido de uma desinfestação superficial com hipoclorito de sódio (5%; 4 

minutos) e 10 lavagens com água esterilizada. Em seguida, os nódulos foram pressionados 

com uma pinça sobre o meio YMA (Fred & Waksman, 1928), com azul de bromotimol 

(0,5%), contido em placa de Petri. Após o isolamento, as placas foram incubadas a 280C até 

o apareciemnto de colônias, quando então as mesmas foram repicadas para novas placas 

contendo o mesmo meio e novamente inocubadas a 280C. Nesta etapa, o aparecimento das 

colônias nas placas foi observado do primeiro ao sexto dia após a repicagem. 

A caracterização morfológoca dos isolados foi realizada segundo Vincent (1970), 

avaliando-se o tempo de crescimento de cada um dos isolados, sendo considerado: 

crescimento lento (4 dias ou mais) ou rápido (até três dias); pH do meio após o crescimento 

das bactérias, observado pela coloração do meio de cultura contendo azul de bromotimol 

(alcalino, ácido e neutro); tamanho (mm), forma (circular ou irregular), borda (inteira ou 

irregular), transparência e cor das colônias. Quanto ao muco produzido pelas células, foram 

avaliados os aspectos: quantidade (muito ou pouco), aderência à alça de platina, observada 

pela remoção do muco da superfície do meio de cultura (sim ou não) e elasticidade, 

observada a formação ou não de fio, no momento da remoção do muco do meio de cultura 

(sim ou não).  
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A partir da classificação morfológica, calculou-se uma matriz de similaridade com o 

coeficiente Simple Matching (Rohlf, 1994) e agrupou-se os isolados em um dendrograma 

utilizando-se o algoritmo UPGMA (Unweighted pair-group method) (Rohlf, 1994). 

 

3.4 – Teste de Nodulação 

 Os testes de nodulação foram conduzidos em casa de vegetação, onde as sementes 

do caupi foram previamente lavadas com etanol (100%), desinfestadas superficialmente 

com peróxido de hidrogênio (5%; 3min), lavadas com água esterilizada por 10 vezes e 

posteriormente plantadas em vasos de Leonard, contendo areia e vermiculita (2:1; areia: 

vermiculita). Cada tratamento foi conduzido com três repetições inteiramente casualizadas.  

Isolados oriundos de cada um dos grupos morfológicos foram escolhidos para a 

avaliação da capacidade de nodulação, sendo que todos os isolados de crescimento rápido 

foram testados, assim como as estirpes referência Bradyrhizobium elkanii (BR29), 

B.  japonicum (BR111; LMG6131T), Sinorhizobium fredii (BR112; LMG6217T), 

Rhizobium tropici IIA (BR10016; CFN299T), R. etli (BR10026; CFN42T) e Azorhizobium 

caulinodans (BR5410; CFN299T).  

Os inoculantes foram cultivados em 75ml do meio de cultura YMA líquido (Fred & 

Waksman, 1928), contido em erlenmeyers e incubados por três dias a 280C com agitação 

(120 rpm).  

Três dias após a germinação, as plântulas foram inoculadas com 1 ml do inoculante 

e semanalmente adicionou-se 250 ml da solução nutritiva de Norris e Döbereiner. Após 

quarenta dias, o experimento foi coletado, onde registro-se a formação de nódulos.  

 

3.5 - Escolha dos Isolados a Estudados por ARDRA 

A escolha foi realizada levando-se em consideração o grupo morfológico, obtido 

pelo agrupamento UPGMA, de cada isolado, a cultivar de caupi da qual ele foi obtido e a 

área amostrada, de modo que dentro de um mesmo grupo morfológico, todos os isolados 

procedentes de áreas e/ou cultivares de caupi diferentes fossem analisados.  
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3.6 – Preparação das Amostras  e Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)  

Foram utilizados cerca de 86 isolados de rizóbio provindos do Cerrado, escolhidos a 

partir das características morfológicas e seis estirpes referência Bradyrhizobium elkanii 

(BR29), B.  japonicum (BR111; LMG6131T), Sinorhizobium fredii (BR112; LMG6217T), 

Rhizobium tropici IIA (BR10016; CFN299T), R. etli (BR10026; CFN42T) e Azorhizobium 

caulinodans (BR5410; CFN299T).  

A preparação das amostras foi realizada de acordo com Haukka (1997). 

Inicialmente, as bactérias foram cultivadas em meio YMA (Fred & Waksman, 1928) sólido 

(280C; 3 a 4 dias). Em seguida, uma pequena fração das colônias (1 ou 2 alçadas), foi 

suspendida em 1 ml de água deionizada esterilizada em vortex até a suspensão tornar-se 

homogênea, quando então, transferiu-se 20 a 50µl da suspensão para um outro tubo, 

contendo 50 a 80µl de água deionizada esterilizada. Subseqüentemente, as amostras foram 

aquecidas em banho-maria (10 minutos; 100 0C) para lise das células e incubadas em gelo 

(20 - 30 minutos). Como DNA-alvo, utilizou-se 25µl da suspensão de células lisadas em 

volume final da reação de 50µl.  

A reação de PCR foi realizada adaptando-se o protocolo descrito por Haukka (1997) 

(Tabela 3).  

    Tabela 3 – Reagentes da reação de PCR 
Reagentes Concentração final Concentração estoque 
Tampão   1mM Tris-HCl (pH 9.0; 250C), 

5mM KCl, 0.01% TritonX-100 
10mM Tris-HCl (pH 9.0; 250C), 
50mM KCl, 0.1% TritonX-100 

MgCl 2 1,5mM 25mM 
Tween 20  0,05% 1% 
dNTPs 0,2mM cada 10mM cada 
Primer Y1 12,5pmol 5pmol/µL 
Primer B3 12,5pmol 5pmol/µL 
Taq DNA polimerase 1U 5U/µL 
Água - - 

 
Os primers utilizados foram o Y1 e B3, que são primers universais e flanqueiam 

cerca de 1500 nucleotídeos do rDNA. O primer Y1 (5’- 

TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC–3’), anela entre o nucleotídeo 20 e 43 em 

Echerichia coli na sequência do 16S rDNA (Young, 1991) e o primer reverso B3 (5´-

ACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC-3´) corresponde a posição 1507-1482 em E. coli, 



 25 
 
 

(Brosius et al. 1991, apud Haukka, 1996). Ambos os primers foram sintetizados no 

laboratório de Bioquímica da UFPR. A Taq-polimerase utilizada foi adquirida na forma de 

kits da Promega (Taq DNA polimerase; MgCl2; Tris-HCL, pH 9.0, KCL e Triton X-100).  

Os dexoxiribunucleotídeos (dNTPs) também foram provenientes da Promega.  

Os ciclos da reação da PCR foram realizadas em um termo-ciclador Pekin-Elmer, 

modelo 9600, sendo um ciclo inicial de 95o C por 2 minutos e 35 ciclos com temperatura de 

desnaturação de 93oC por 45 segundos, anelamento 62oC por 45 segundos e extensão de 

72oC por dois minutos e um ciclo final a 72oC por 5 minutos. 

 

3.7 – Análise de Restrição do 16S rDNA Amplificado (ARDRA-16S rDNA) 

A restrição foi realizada com 9 endonucleases de corte freqüente, citadas por 

Laguerre et al. (1994) (Tabela 4).  

             Tabela 4 – Endonucleases de restrições utilizadas para a ARDRA 16S rDNA 
Endonuclease Sítio de restrição (5’-3’) Procedência 

     Alu I  AG↓↓↓↓CT Amershan Pharmacia 
     Dde I  C↓↓↓↓TNAG Amershan Pharmacia 
     Hae III  GG↓↓↓↓CC Amershan Pharmacia 
     Hha I  GCG↓↓↓↓C PROMEGA 
     Hinf I  G↓↓↓↓ANTC Amershan Pharmacia 
     Msp I  C↓↓↓↓CGG Amershan Pharmacia 
     Nde II  ↓↓↓↓GATC PROMEGA 
     Rsa I  GT↓↓↓↓AC Amershan Pharmacia 
     Taq I  T↓↓↓↓CGA Amershan Pharmacia 

 
As reações foram realizadas em um volume final de 15µL, contendo: 6µL do 

produto de amplificação,  tampão específico (1X), 4U da enzima e água para completar o 

volume de reação, sendo as amostras incubadas em banho-maria (370C; 1,5 horas). Os 

fragmentos das restrições foram observados através de eletroforese em gel de agarose 

(Ultra Pure – Life Technologies) (3% P/V), o qual foi corado com brometo de etídio (5 

minutos; 5mg.ml-1) e fotografado em fluorescência de luz ultra violeta.  

Após a obtenção das fotografias com os perfis de restrições, elaborou-se matrizes de 

presença ou ausência das bandas, a partir das quais calculou-se uma matriz de similaridade, 

com o coeficiente Jaccard (J=a/(n-d) (Jaccard, 1908 apud Rohlf, 1994), onde a é número 

de combinações com a presença dos fragmentos menos as combinações de ausência dos 
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fragmentos, d o número de combinações de ausência dos fragmentos e n o número de 

combinações possíveis) e então construiu-se o dendrograma baseado no algoritmo 

UPGMA. Também elaborou-se uma matriz de valores cofenéticos baseada no método 

UPGMA, a qual foi correlacionada com a matriz de similaridade. Todas estas análises 

foram realizadas no programa Ntsys Versão1,80 (Rohlf, 1994). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 -  Isolamento de Nódulos, Caracterização Morfológica e Agrupamento dos 

Isolados de Rizóbios 

 Cerca de 5% dos nódulos de cada tratamento (pelo menos 10 nódulos) foram 

isolados, totalizando, no final, 245 isolados. Com exceção da área de Cerrado Clímax (área 

6, Tabela 2), em todas as áreas amostradas, obteve-se pelo menos 30 isolados. Na área 6, 

observou-se uma baixa nodulação, onde os nódulos eram aparentemente ineficientes pois as 

plantas apresentaram sintomas visuais de deficiência de N e o interior dos nódulos possuía 

coloração branca, indicando deficiência de leghemoglobina, e também houve um reduzido 

crescimento de bactérias a partir do extrato dos nódulos. Desta forma, estes dados sugerem 

que na área de Cerrado Clímax local existe um reduzido número de células de rizóbios 

viáveis capazes de nodular caupi.  

A baixa nodulação das plantas isca cultivadas com solo do Cerrado clímax local 

pode estar associada ao baixo requerimento de N deste sistema, o que inibe a nodulação das 

plantas (de Faria et al., 1984), ou pelas limitantes condições de fertilidade do solo 

(Apêndice 3), onde detectou-se pH 4,4 e não detectou-se a presença de Ca+2 + Mg+2 e P 

disponível utilizando solução extratora HCL 0,05N e H2SO4 0,025N.  

A Tabela 5 mostra que 25 dos 245 isolados apresentaram crescimento rápido em 

meio de cultura (até 3 dias). A maioria destes isolados acidificarem o meio de cultura e 

apresentaram muco tipo I (Xavier et al., 1998), que é viscoso e capaz de espalhar-se pelo 

meio de cultura sólido. Entretetanto os isolados de crescimento lento apresentaram em sua 

maioria reação de pH alcalina e dois tipos de muco (tipo I e II), sendo que isolados que 

apresentam muco do tipo II possuiram colônias individualizadas e elevadas (Xavier et al., 

1998).  

De maneira geral, os isolados de crescimento lento apresentaram maior diversidade 

das características morfológicas, quando comparados aos isolados de crescimento rápido 

(Tabela 5; Apêndice 1).  
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Tabela 5: Aparência e elasticidade do muco produzido em relação ao tempo de 
crescimento dos isolados de rizóbios obtidos do Cerrado do estado do Piauí.  

Aparência do muco 
Homogênea Heterogênea 
Elasticidade  Elasticidade 

 
 

Crescimento  

 
Tipo de                 
muco*  

       +        -         +         - 

 
 

Total 

   I       9 1 5      9     24 
Rápido 

   II      0 1 0      0    1 
  I      3 86 4     18    111 

Lento 
  II      0 105 0      4    109 

Total            12             193          9       31      245 
* Xavier et al. (1998) 
 

O agrupamento morfológico foi realizado utilizando o índice de similaridade SM, 

que atribuí pesos iguais tanto a presença quanto a ausência de determinada característica e 

um dendrograma baseado no método de agrupamento UPGMA (Apêndice 2).  Trinta e nove 

grupos morfológicos foram definidos em nível de 100% de similaridade, sendo 14 com 

isolados de crescimento rápido e 25 com crescimento lento (Apêndice 1). Os dois grupos 

mais abundantes dos isolados de crescimento lento (grupos 25 e 34; Apêndice 1) reuniram 

cerca de 70% dos isolados. O grupo 34, com 40% dos isolados, cujas características foram 

semelhantes a B. japonicum, apresentaram muco tipo II e colônias elevadas, enquanto o 

grupo 25 com cerca de 30% dos isolados foi semelhante a B. elkanii, apresentando muco 

tipo I e colônias sem elevação.  

 

4.2 - Teste de Nodulação 

O experimento de nodulação foi conduzido para avaliar a capacidade de nodulação 

dos isolados de rizóbios obtidos, sendo que verificou-se nodulação em caupi com todos os 

27 isolados representantes dos grupos de crescimento lento e com as estirpes referência 

B. japonicum (BR111), B. elkanii (BR29), R. tropici IIA (BR10016) e S. fredii (BR112). 

Porém, com todos os 25 isolados de crescimento rápido testados e para as estirpes 

BR10026 (R. etli) e BR5410 (A. caulinodans), não observou-se nodulação. 

A ausência de nodulação dos rizóbios de crescimento rápido foi uma surpresa, pois, 

sabidamente, o caupi, além de nodular com B. japonicum (Jordam et al., 1982) e B. elkanii 
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(Kuykendall et al., 1992), que possuem crescimento lento, nodula com S. fredii (Scholla, 

1984; de Lajudie et al., 1994), S. xinjiangensis (Chen et al., 1988) e R. hainanense (Chen et 

al., 1997), que são de crescimento rápido. Também foi surpresa, pois, neste experimento, o 

caupi nodulou com a estirpe BR10016 (R. tropici IIA), largamente encontrado nos solos de 

Cerrado (Mercante, 1997), no entanto, não nodulou com os isolados de crescimento rápido 

obtidos do Cerrado. Outros autores também reportaram a capacidade do caupi nodular com 

diversas estirpes de crescimento rápido ainda não identificadas em nível de espécie 

(Mpepereki et al., 1996; Martins, 1996; Zilli et al., 1999).  

Os isolados de crescimento rápido que não estabeleceram nodulação com caupi 

eventualmente podem ter perdido material genético envolvido no processo de nodulação, 

durante o processo de isolamento (García-de los Santos et al., 1996). Isto é possível, 

segundo Sprent  (1994), pois, rizóbios de crescimento rápido normalmente contém os genes 

da nodulação (nod) em plasmídeos simbióticos e, na literatura existem exemplos de perda 

destes plasmídeos pelos rizóbios, resultando na perda de sua capacidade de nodular. É 

possível também que estes isolados possam ser contaminantes do meio de cultura, não 

sendo os rizóbios presentes nos nódulos.  

 

4.3 - Diversidade Morfológica dos Isolados de Rizóbio 

Os dados do agrupamento morfológico foram utilizados para calcular os índices de 

diversidade de Shannon-Weaver, abundância de Simpsom e riqueza de Margalef e 

Menhinik. Para isto, cada grupo morfológico, o qual havia sido confirmada a capacidade de 

nodulação foi considerado como sendo um táxon.  

Estes índices foram utilizados em função de serem relativamente simples e 

permitirem comparações de amostras com diferentes tamanhos de populações (Odum, 

1988; Maguran, 1988). 
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Tabela 6 – Diversidade, riqueza e abundância de rizóbios nas diferentes áreas localizadas 
no Cerrado do estado do Piauí. 

Áreas estudadas 
Índices 

  1   2    3   4   5   6   7   8 

Shannon-Weaver 0,39 3,61 1,32 2,29 2,23 1,98 0,35 1,03 
Simpson 0,88 0,10 0,53 0,31 0,30 0,32 0,88 0,59 
Margalef 2,00 4,00 1,14 2,29 1,72 1,11 0,29 0,86 
Menhinick  0,57 2,94 0,91 1,74 1,37 1,34 0,37 0,72 
Índice de diversidade de Shannon-Weaver (H=-∑pi. log2 pi), riqueza de Margalef, 
(DMG=S-1/lnN), Menhinick (DMN=S/√ɒN) e abundância de Simpson (c=-∑(pi)2). N é o 
número total de indivíduos, S o número total de grupos e pi a freqüência realativa dos 
grupos (Odum, 1988; Maguran, 1988). Os índices foram calculados a partir do 
agrupamento UPGMA, seguindo uma matriz de similaridade SM.  
Obs.: Não foram considerados os isolados de crescimento rápidos.  
 

A tabela 6 mostra maiores valores para os índices de diversidade e riqueza na área 

2, onde havia sido realizado o cultivo de arroz em 1998 e 1999, logo após a derrubada do 

Cerrado clímax. Nas demais áreas, estes mesmos parâmetros apresentaram valores pelo 

menos 40% inferiores em relação a área 2. Já para o índice de abundância de Simpson, 

observou-se o contrário, a área 2 apresentou a menor abundância de rizóbios, enquanto as 

outras áreas apresentaram valores para este parâmetro pelo menos 100% maiores. Em 

especial na área 7, observou-se que cerca de 90% dos isolados eram morfologicamente 

idênticos, mostrando uma menor diversidade. Nesta área, assim como nas áreas 1, 3, 4, 5, 7 

e 8, havia ocorrido o cultivo de soja por pelo menos um ciclo, o que torna aparente a 

influência da leguminosa na abundância de rizóbios (Woomer et al., 1988; Vlassak et al., 

1996; Miethling et al. 2000). 

A figura 1 expressa a correlação entre os índices de diversidade, riqueza e 

abundância de rizóbios com o número de cultivo de leguminosas (soja e/ou caupi) em cada 

uma das áreas. Como se observa, houve alta correlação entre a composição da população 

rizobiana e o número de cultivos de soja e caupi. À medida  que aumenta o número de 

cultivos de leguminosas, reduzem-se os índices de diversidade e riqueza, enquanto a 

abundância de rizóbios se eleva, sugerindo a ocorrência de seleção de populações 

rizobianas específicas em conseqüência da presença da leguminosa. A influência da 

leguminosa na população de rizóbio é um fato comum e tem sido reportada como o fator 
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mais importante para a presença do rizóbio no solo (Yourself et al. 1987; Woomer et al., 

1988). Há ainda que se observar que a soja tem sido normalmente inoculada nestas áreas, o 

que favorece ainda mais o aumento da população de rizóbio, especialmente  se a estirpe 

inoculante for adaptada às condições do solo (Vargas et al., 1994a, b). 
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Figura 1 - Correlações entre a diversidade, riqueza e abundância de Simpsom com o 
número de cultivos de soja e/ou caupi. Os coeficientes de correlações foram: Diversidade 
de Shannon-Weaver (r=0,95), riqueza de Margalef (r=0,91) e Menhinik (0,95) e abundância 
de Simpson (r=0,92).  
Obs. 1: os dados da área de Cerrado Clímax (área 6 – tabela 2) não foram considerados em 
virtude do baixo número de isolados obtidos. 
Obs. 2: Não foram considerados os isolados de crescimento rápidos.  
 

4.4 - Amplificação do 16S rDNA 

Amplificou-se  por PCR o 16S rDNA de 86 isolados representantes dos diferentes 

grupos morfológicos e áreas de amostragem, assim como as estirpes referência 

Bradyrhizobium elkanii (BR29), B.  japonicum (BR111; LMG6131T), Sinorhizobium fredii 

(BR112; LMG6217T), Rhizobium tropici IIA (BR10016; CFN299T), R. etli (BR10026; 

CFN42T) e Azorhizobium caulinodans (BR5410; CFN299T).  

Todos os produtos de amplificações apresentaram uma única banda com tamanho de 

aproximadamente 1500pb (Figura 2). Este tamanho do fragmento amplificado corresponde 
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ao esperado, pois o tamanho do gene 16S rDNA é de aproximadamente 1500pb e os 

primers utilizados flanqueiam todo este gene (Haukka, 1997).  

ΦΦΦΦX 174 DNA
1350pb
1078
878

603

310
281
234
194

 M      1       2       3      4        5      6       7      8     M

 

Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose (3%; P/V), mostrando os fragmentos de 16S 
rDNA amplificado de 8 isolados de rizóbio obtidos de nódulos de caupi: M (marcador - 
φX174 DNA)1 (1B13), 2 (7A4), 3(3A8), 3 (2A9), 4 (2C5), 6 (6C1), 7 (6A1) e 8 (7C5). 

 

4.5 - Análise dos Fragmentos de Restrição  

Das nove endonucleases utilizadas, todas apresentaram pelo menos 6 padrões 

polimórficos distintos (Tabela 7). 

Como a eletroforese se procedeu em um gel de agarose, fragmentos menores que 

100pb não apresentaram boa resolução, dificultando a identificação dos mesmos e desta 

forma não foram considerados. Esta observação também já havia sido feita por Laguerre et 

al. (1994).  

As figuras 3, 4, 5 e 6 ilustram alguns padrões polimórficos dos isolados de rizóbio 

obtidos do Cerrado, incluindo também isolados de crescimento rápido.  
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   M     1       2        3        4       5        6       7       M      8       9      10      11     12       13     14      15     16     17     M
ΦΦΦΦX 174 DNA

1353
872
603

310
281
234
194

118

 
Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose (3%; P/V), mostrando perfis de restrições 
obtidos com a endonuclease Hha I: M (Marcador φX174 DNA), 2 (1B13), 3 (5A17), 4 
(BR3267), 5 (5A8), 6 (2C5), 7 (4A8), 8 (6A3), 9 (BR29), 10 (3A8), 11 (2A9), 12 
(BR3262), 13 (BR2001), 14 (6C1), 15 (5C4), 16 (2C10) e 17 (BR10026). As amostras 15 e 
16 são isolados de crescimento rápido 
 
 

    M     1      2      3     4      5      6     7     M    8      9    10    11  12    13    14     15    16   17
M ΦΦΦΦX174 DNA

1353
1078
872
603

310
281
234
194

118

 
 

Figura 4 -  Eletroforese em gel de agarose (3%; P/V), mostrando perfis de restrições 
obtidos com a endonuclease Hinf I: M (Marcador φX174 DNA), 2 (1B13), 3 (7A4), 4 
(BR3267), 5 (5A8), 6 (2C5), 7 (4A8), 8 (6A3), 9 (BR29), 10 (3A8), 11 (2A9), 12 
(BR3262), 13 (BR2001), 14 (6C1), 15 (5C4), 16 (2C10) e 17 (BR10026). As amostras 15 e 
16 são isolados de crescimento rápido 
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ΦΦΦΦ X174 DNA
1353
1078
872

603

310
281
234
194
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       M            1             2              3             4              5              6              7             8               9           M

 
 
Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose (3%; P/V), mostrando perfis de restrições 
obtidos com a endonuclease Dde I: M (Marcador φX174 DNA), 1 (BR111), 2 (5A8), 3 
(2C5), 4 (4A8), 5 (BR29), 6 (BR2001), 7 (5C4), 8 (2C10) e 9 (BR10026). As amostras 7 e 
8 são isolados de crescimento rápido 
 

 

ΦΦΦΦX174 DNA

1353pb
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872
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310
281
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     M           1          2           3           4           5           6           7          9         10           M

 
 

Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose (3%; P/V), mostrando perfis de restrições 
obtidos com a endonuclease Rsa I: M (Marcador φX174 DNA), 1 (BR111), 2 (5A8), 3 
(2C5), 4 (4A8), 5 (BR29), 6 (BR2001), 7 (5C4), 8 (2C10) e 9 (BR10026). As amostras 7 e 
8 são isolados de crescimento rápido. 
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Os diferentes padrões polimórficos obtidos para cada enzima estão listados na tabela 

6. Quarenta e um padrões diferentes foram encontrados após a análise de aproximadamente 

150 fragmentos gerados pelas endonucleases, demonstrando a existência de 41 genótipos 

de 16S rDNA diferentes.  

De maneira geral, com exceção das estirpes referência BR112, BR10016, BR10026, 

BR541, a maioria dos isolados apresentaram padrões polimórficos similares a B. elkanii 

e/ou B. japonicum, demonstrando que a maioria dos isolados pertencem ao gênero 

Bradyrhizobium, o que tem sido normalmente citado para caupi (Thies et al., 1991a). No 

entanto, os isolados com crescimento rápido apresentaram padrões polimórficos diversos e 

distintos dos representantes do gênero Bradyrhizobium e das demais estirpes referência 

(Figura7).  

Embora a existência de rizóbios com crescimento rápido nodulando caupi seja um 

fato comum (Mpepereki et al. 1996; Martins et al. 1996), no teste de nodulação realizado 

sob condições controladas, não verificou-se nodulação das plantas de caupi por estes 

isolados.  

Como mencionado anteriormente, não descarta-se a possibilidade destes isolados 

serem contaminantes do meio de cultura. Contudo, os padrões polimórficos obtidos para 

estes isolados demonstraram alta similaridade com os padrões de Rhizobium e com outras 

estirpes de crescimento rápido, assim também, com as estirpes de Bradyrhizobium. 

Portanto, a posição filogenética destes isolados sugere que eles pertençam a família 

Rhizobiaceae, mesmo tendo perdido a capacidade de nodulação (García-de los Santos et al., 

1996). 

Tabela 7 – Perfis de restrição de 86 isolados de rizóbio obtidos de caupi cultivado com 
solo de Cerrado, 6 estirpes referência e 3 estirpes de Bradyrhizobium sp., revelados por 
ARDRA com nove endonucleases. 

Bactéria 
Grupo 

genotípico Hha I Hinf I  Dde I Msp I Alu I Taq I Hae III  Rsa I Nde II  

BR29 (B. elkanii) 1 a a a a a a a a a 
2A12 1 a a a a a a a a a 
2A3 1 a a a a a a a a a 
2A4 1 a a a a a a a a a 
2A9 1 a a a a a a a a a 
2B11 1 a a a a a a a a a 
2B2 1 a a a a a a a a a 
2C7 1 a a a a a a a a a 
2C8 1 a a a a a a a a a 
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3A2 1 a a a a a a a a a 
3A5 1 a a a a a a a a a 
3A6 1 a a a a a a a a a 
3A8 1 a a a a a a a a a 
3A9 1 a a a a a a a a a 
3B3 1 a a a a a a a a a 
5A2 1 a a a a a a a a a 
5C2 1 a a a a a a a a a 
6A4 1 a a a a a a a a a 
6C1 1 a a a a a a a a a 
6C3 1 a a a a a a a a a 
7B1 1 a a a a a a a a a 
8A1 1 a a a a a a a a a 
8A2 1 a a a a a a a a a 
8A5 1 a a a a a a a a a 
8C7 1 a a a a a a a a a 
8C8 1 a a a a a a a a a 
BR3262 1 a a a a a a a a a 
BR2001 2 a a a a a a a a b 
3B1 3 a a a a a a a a e 
2C3 4 a a a a a a a e a 
1C5 5 a a a a a a c e d 
2B12 6 a a d a a a a a a 
3C6 6 a a d a a a a a a 
4A6 6 a a d a a a a a a 
5A11 6 a a d a a a a a a 
8B1 6 a a d a a a a a a 
4A5 6 a a f a a a a a a 
4B2 7 a a f a c a a a a 
2B9 7 a b a a a a a a a 
3C1 7 a b d a a a a a a 
4A7 8 a b f a a a a a a 
2C1 9 a c h e b a b e a 
6A1 10 b a a a a a a a a 
6A3 11 b a a a a a a a a 
5B1 12 b a d a a a a a a 
4C4 13 b b a a a a a a a 
5A1 13 b b a a a a a a a 
2B1 14 b b a a a a a e a 
BR111 (B. japonicum) 15 b b d a a a a a a 
1B12 15 b b d a a a a a a 
1B13 15 b b d a a a a a a 
1C6 15 b b d a a a a a a 
4A10 15 b b d a a a a a a 
4B5 15 b b d a a a a a a 
4C6 15 b b d a a a a a a 
5A13 15 b b d a a a a a a 
5B2 15 b b d a a a a a a 
5B4 15 b b d a a a a a a 
5B5 15 b b d a a a a a a 
7A4 15 b b d a a a a a a 
7B9 15 b b d a a a a a a 
7C5 16 b b d a a a a f a 
4A8 17 b b d a a c a e a 
2B4 18 b b d e a a a f a 
1A9 19 b b f a a a a a a 
1C4 19 b b f a a a a a a 
4A4 19 b b f a a a a a a 
5A8 19 b b f a a a a a a 
8C2 19 b b f a a a a a a 
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2C5 20 b g a e c a a f a 
BR3267 20 b i d a a a a f a 
7A1 20 b o m c c a e e f 
1B4 21 c a d c b b b b a 
1B14 22 c c g c a a b b c 
1C3 23 c f h d b a b b c 
5C3 24 c h a h b a b c i 
2A10 25 c h e g c a b b e 
4C2 26 c h h d b a b b i 
2A8 27 c h h g b a b b a 
2A1 28 c h i g b a b c a 
2B8 29 c l l a e b d b h 
2B6 30 c l l c b b b g g 
2C10 31 c m j g b a b c a 
5C4 32 c n l h b a b c i 
2A6 42 a e a a a a b e a 
2A11 37 d c h e c a a e f 
3B2 38 d d m a c a a e f 
2A2 39 d j m e d a b e a 
7B6 40 e b d a a a a a a 
BR5410 (A. caulinodans) 33 c p n f d d e h j 
BR7801  (M. loti) 34 c q b b f e f d c 
BR10026 (R. etli) 35 c r b c b f b c l 
BR112 (S. fredii) 36 c u c d g h h j n 
BR10016 9R. tropici IIA)  41 f t e e c g g i m 
 

Com os fragmentos obtidos pelas endonucleases elaborou-se uma matriz com 

presença e ausência de bandas, calculando-se a partir daí uma matriz de similaridade com o 

coeficiente J, que considera somente a presença da característica um evento de 

similaridade. Esta matriz foi utilizada então, para a construção de um dendrograma pelo 

algoritmo UPGMA (Figura 7).  

De acordo com esta figura, os isolados provenientes de grupos morfológicos que 

estabeleceram nodulação com caupi no teste de nodulação, se distribuíram em 3 grandes 

grupos, sendo que nos grupos I e II os isolados apresentaram pelo menos 75% de 

similaridade entre si. O grupo I englobou 38 isolados provenientes do Cerrado, sendo que 

34 apresentaram perfis de restrições idênticos à estirpe BR29 (B. elkanii), e 4 se 

distanciaram em no máximo 15% de similaridade. O perfil da estirpe BR3262 

(Bradyrhizobium sp.), foi idêntico ao da estirpe BR29, podendo, assim, ser classificada 

como B. elkanii, enquanto que a estirpe BR2001 se distanciou em aproximadamente 10% 

desta estirpe referência. O grupo II foi formado por 24 isolados, dos quais 12 apresentaram 

perfis idênticos à BR111 (B.  japonicum). Outros 12 isolados e a estirpe BR3267, também 

distribuíram-se dentro deste grupo, variando entre  3 a 15% a similaridade com a referência 

da estirpe BR111.  
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De maneira geral, observou-se alta diversidade genotípica de rizóbio (Tabela 7; 

Figura 7), especialmente  considerando os isolados de cresciemento rápido. Quanto os 

isolados de crescimento lento, isolados do grupo II (grupo da estirpe referência de 

B. japonicum) apresentaram maior diversidade de genótipos comparados aos isolados 

pertencentes ao grupo I (B. elkanii). Alta diversidade genotípica de rizóbio em solo de 

Cerrado também foi encontrada por Mercante (1997). Neste caso, o autor observou através 

de hibridação com sondas espécie-específicas que 90% dos isolados capturados a partir de 

Leucena pertenciam a R. tropici e 10% não se agruparam com nenhuma espécie descrita, 

enquanto para o fejoeiro 35% pertenceram a R. tropici, 16% para R. leguminosarum e/ou 

R. etli e 49% não se agruparam com nenhuma espéie conhecda.  

Cinco dos isolados de crescimento lento e 5 de crescimento rápido agruparam-se 

dispersamente entre as estirpes referência de Bradyrhizobium e as demais estirpes 

referência, variando sua similaridade de 30 a 75% com Bradyrhizobium. Os demais 

isolados de crescimento rápido também formaram vários grupos dispersos, porém mais 

próximos de Rhizobium que os anteriores (Figura 7). Os perfis de restrição dos isolados de 

crescimento rápido indicam a possibilidade destes isolados serem rizóbio e desta forma 

terem perdido a capacidade de nodulação. Contudo, a atual taxonomia de rizóbio tem sido 

questionada, principalmente devido a algumas inconsistências que ocorrem quando se 

compara a taxonomia tradicional de bactérias, baseada principalmente em dados fenotípicos 

com a filogenia dos genes ribossomais. Exemplos destas inconsistências é o fato de maior 

similaridade de espécies do gênero Rhizobium com Agrobacterium do que com as demais 

espécies do grupo dos rizóbios e também a proximidade do gênero Rhodopseudomonas 

com o grupo dos rizóbios, mesmo pertencendo a outra família. Estas inconsistências têm 

levado alguns autores a sugerirem a divisão da família Rhizobiaceae em duas famílias. 

(Young & Haukka, 1996; van Berkum et al., 2000; Tighe et al., 2000).  
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Figura 7 – Dendrograma de dados genotípicos elaborado pelo algoritmo UPGMA e matriz 
de similaridade Jaccard mostrando a similaridade entre 86 isolados de rizóbios obtidos de 
caupi cultivado com solo de Cerrado e as estirpes BR3267, BR3262 e BR2001. 

O coeficiente cofenético teve valor igual a 0,98. Os isolados que possuem a letra 
“A” na nomenclatura foram isolados da cultivar de caupi CE315, as que possuem a letra 
“B” e “C”, das cultivares BR14 e BR17, respectivamente. 
 

4.6 - Distribuição dos Diferentes Grupos de Rizóbio nas Áreas Estudadas   

A análise de restrição foi realizada com intuito de confirmar a avaliação 

morfológica, além de revelar a relação filogenética entre os isolados obtidos de caupi 

cultivado com solo do Cerrado com diferentes estirpes referência. Morfologicamente, 

observou-se que 40% dos isolados apresentaram características semelhantes a 

B. japonicum. Por ARDRA, analisou-se 13 isolados deste grupo, sendo que 12 

apresentaram padrões polimórficos idênticos a B. japonicum. Observou-se também que 

isolados deste grupo foram provenientes de todas as áreas estudadas, com exceção da área 

de Cerrado clímax, na qual todos os isolados estudados tiveram padrões semelhantes a 

B. elkanii. No outro grande grupo morfológico, composto por 35% dos isolados, cujas 

características eram semelhantes a B. elkanii, foram estudadas por ARDRA 14 isolados, 

dos quais 10 apresentaram padrões polimórficos iguais a B. elkanii. Isolados deste grupo 

foram encontrados em todas as áreas, com exceção das áreas 1 e 7.  

Analisando comparativamente a população de rizóbios de cada uma das áreas, 

observa-se que nas áreas 1 e 7 pelo menos 90% dos isolados apresentaram as mesmas 

características morfológicas da estirpe referência B. japonicum e de fato os representantes 

estudados por ARDRA revelaram perfis polimórficos semelhantes à B. japonicum, 

indicando que há predominantemente uma população de B. japonicum nestas áreas. 

Especificamente na área 7,  sabe-se que os cultivos de soja foram inoculados com as 

estirpes de B. japonicum SEMIA5079 e SEMIA5080. Segundo Vargas et al. (1994b), estas 

estirpes seriam variantes das ancestrais SEMIA566 e SEMIA586 respectivamente, que 

foram utilizadas como inoculante para a soja cultivada em solo de Cerrado durante muitos 

anos. As estirpes SEMIA5079 e SEMIA5080 além de serem muito eficientes quanto à 

FBN, competem muito bem no campo para a formação de nódulos (Vargas et al., 1994a, b; 
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Nishi et al. 1996). Desta forma, a grande quantidade de isolados de B. japonicum 

encontrada nas áreas estudadas provavelmente sejam decorrentes das estirpes inoculantes, 

cuja sua abundância se elevou com os consecutivos cultivos de soja.   

Ao contrário da observação anterior, nas áreas 3 e 8 observa-se que pelo menos 70% 

dos isolados apresentaram características morfológicas semelhantes a B. elkanii, o que 

também foi confirmado por ARDRA. Isto indica que provavelmente estas áreas tenham 

sido inoculadas com estirpes de B. elkanii, supostamente as estirpes SEMIA587 e 

SEMIA5019 (BR29; 29W), que da mesma forma que as estirpes anteriores, são 

recomendadas pela RELARE para a inoculação da soja no Brasil. Contudo, não existe para 

estas áreas uma confirmação do tipo de inoculante utilizado. 

Na área de Cerrado clímax foram obtidos 14 isolados, dos quais 5 foram estudadas 

por ARDRA e apresentaram padrões polimórficos iguais a B. elkanii, corroborando com 

dados anteriormente citados, de que nos solos brasileiros há naturalmente dispersa e 

estabelecida uma população de B. elkanii (Rumjanek et al. 1993; Nishi et al., 1996).  

Na área 2, onde não havia ocorrido o cultivo de leguminosa, não se observou 

predomínio de um determinado grupo de isolados. Estes isolados se apresentaram 

morfologicamente muito diversos (Tabela 6) e por ARDRA detectou-se a presença de 

B. japonicum, B. elkanii, assim como outros padrões polimórficos diversos.  

Portanto, em condições de Cerrado clímax local, há uma população de B. elkanii 

estabelecida, o que já havia sido observado anteriormente, embora o número de bactérias 

capazes de nodular caupi seja baixo. A medida que o solo é manejado e, como 

conseqüência ocorrem alterações nas condições físicas e químicas do solo, fatores que 

costumam ser limitantes à presença de rizóbios no solo (Woomer et al., 1988; Youself et 

al., 1997), há um aumento da população de rizóbio e da própria diversidade de grupos de 

rizóbios. Provavelmente, isto acontece porque determinados grupos, embora presentes, 

estão representados por números de rizóbios muito baixos nas condições de Cerrado 

clímax. A partir desta condição, quando iniciam-se os cultivos de leguminosas, a 

diversidade de rizóbios diminuí, ocorrendo seleção e aumento da abundância de rizóbios 

específicos na comunidade, que também podem ser influenciados pela inoculação da soja 

com inoculante específico. 
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A distribuição dos isolados foi avaliada também através de uma análise de 

correspondência, utilizando-se o programa ADE-4 (NetMul “online”; Thioulouse et al., 

1997). A aplicação desta análise foi realizada utilizando-se a distribuição dos grupos 

morfo-genotípicos, obtidos pela comparação dos dados de ARDRA com a caracterização 

morfológica dos isolados. Para isto, os isolados dentro de um mesmo grupo morfológico 

foram considerados idênticos ao isolado estudado por ARDRA, quando possuíam a mesma 

procedência de área e cultivar de caupi.  

Os resultados da análise de correspondência estão apresentados na Figura 8, sendo 

que o gráfico foi elaborado com os fatores 1 e 2, cujos valores foram 65% e 12%, 

respectivamente. Pelo primeiro componente observa-se que as áreas distribuíram-se em 

dois grupos distintos: um grupo formado pelas áreas 1, 4 e 5, cultivadas com soja, e a área 

8, cultivada com caupi, além de soja. O outro grupo foi formado pelas áreas 2 e 6, não 

cultivadas com leguminosas e 3 e 8, onde também introduziu-se o caupi, além da soja. Pelo 

segundo componente observa-se que a área 7 separarou-se das áreas 1, 4 e 5. 

Estes resultados revelaram algo que não havia sido interpretado nos dados 

morfológicos, onde observou-se que o simples cultivo de leguminosas, independente de ser 

caupi ou soja, elevava poucos grupos de rizóbios no solo, diminuindo, em contrapartida, a 

sua diversidade. Na análise de correspondência, observou-se que a espécie de leguminosa, 

caupi ou soja, comportaram-se diferentemente. As áreas 1, 4 e 5, onde a única leguminosa 

introduzida foi soja, tenderam a agrupara-se. Assim também para as áreas onde 

leguminosas não foram introduzidas(área 2 e 6). Ao passo que, as áreas 3 e 8, onde o caupi 

foi cultivado, tenderam a agrupar-se com as áreas, onde ocorreu a introdução de 

leguminosas. A área 7, ao contrário, agrupou-se mais proximamente com áreas onde 

somente soja foi introduzida. Isto provavelmente, ocorreu, pois, a área 7 foi cultivada com 

soja por mais de um ciclo, o que deve ter  favorecido o aumento de apenas alguns grupos de 

rizóbios geneticamente próximos. Desta forma, apenas 1 cultivo de soja e posterior cultivo 

de caupi, que ocorreram nas áreas 3 e 8, não foram suficientes para alterar intensamente a 

população de rizóbio semelhante a população nativa presente no solo. Estes resultados 

corroboram com os dados encontrados por outros autores, que indicam que o caupi é capaz 
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de nodular com uma população de rizóbio genoticamente heterogênea (Thies et al., 1991a; 

Mpepereki et al., 1996; Martins, 1996). 
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Figura 8: Relação multivariada entre áreas do Cerrado e grupos morfo-genotípicos de 
rizóbios avaliada por análise de correspondência.  
Obs.: Não foram considerados os isolados de crescimento rápido 
 
 
4.7 – Influência da Cultivar de Caupi na Obtenção dos Grupos de Rizóbio  

O perfil simbiótico de caupi é considerado de baixa especificidade (Mpepereki et 

al., 1996), o que é revelado pela capacidade do caupi estabelecer simbiose com pelo menos 

5 espécies de rizóbio, englobando 4 gêneros. Porém, há observações de especificidade entre 

determinadas estirpes de rizóbio e cultivares de caupi (Ankomah et al., 1996; Xavier, 

2000). Segundo Danso & Owiredu (1998), esta especificidade é decorrente da capacidade 

da bactéria competir pelo sítio de nodulação, mais do que pela restrição simbiótica 

ocasionada pelos sinais moleculares durante a associação rizóbio/planta. Diferenças na 

performance nodular foram encontradas por Xavier (2000), que observou que 97% dos 

nódulos coletados na cultivar de caupi Galanjão eram ocupados pela estirpe inoculante 

5s13, que quando inoculada em outras duas cultivares, não ocupou mais que 5% dos 
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nódulos analisados. Desta forma, o autor sugere que a cultivar de caupi Galanjão apresenta 

algum nível de especificidade em relação à estirpe 5s13. 

Neste trabalho, para capturar os rizóbios do solo foram utilizadas 3 cultivares de 

caupi CE315, BR14 e BR17, sendo que isolou-se cerca de 80 nódulos de cada cultivar 

plantada com solo das 8 áreas do Cerrado estudadas. Esta estratégia possibilitou, desta 

forma, avaliar a faixa  de nodulação de cada uma das cultivares. 

 Como se observa na Tabela 8, pelo menos 45% dos isolados de rizóbio reuniram-se 

em apenas dois grupos morfo-genotípicos (grupos 3 e 10; Tabela 8), o que demonstra que a 

performance simbiótica das três cultivares utilizadas para o estudo foi semelhante, embora 

a Figura 9 mostre dispersão das mesmas, quanto aos seus grupos morfo-genotípicos de 

rizóbios. A Figura 9 mostra que às cultivares BR14 e BR17, embora distantes uma da outra, 

tenderam a agrupar-se no mesmo componente, enquanto a cultivar CE315 posicionou-se no 

outro. Isto, aparentemente, indica uma tendência das cultivares BR14 e BR17 nodularem 

com uma população de rizóbio distinta das da cultivar CE315. Porém, é importante 

observar que a dispersão das cultivares foi influenciada pelo elevado número de grupos 

morfo-genotípicos com 5 ou menos isolados de rizóbio (14 dos 19 grupos) (Tabela 8).  

Desta forma, embora a Tabela 8 mostre que as cultivares estudadas, além de terem 

nodulado com os grupos de rizóbio comuns às três cultivares, nodularam com grupos de 

rizóbios exclusivos para cada cultivar, porém não enfatizando a existência de um perfil 

simbiótico característico, devido ao baixo número de isolados de rizóbios obtidos na 

maioria dos grupos morfo-genotípicos de rizóbios exclusivos de cada cultivar de caupi.  
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Tabela 8 -  Grupos morfo-genotípicos de isolados de rizóbios obtidos das cultivares de 
caupi utilizadas com plantas isca. 

Cultivares de caupi Grupos Morfo-
genotípicos CE315 BR14 BR17 

1 11 0 10 
2 4 0 0 
3 15 31 7 
4 0 4 0 
5 5 0 9 
6 0 2 0 
7 0 1 2 
8 0 0 10 
9 0 1 0 
10 35 12 37 
11 0 10 0 
12 1 0 0 
13 1 0 0 
14 0 5 0 
15 0 1 0 
16 2 0 0 
17 2 0 0 
18 0 0 1 
19 0 0 1 

Total  76 67 77 
Obs.: Não foram considerados os isolados de crescimento rápidos.  
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Figura 9: Relação multivariada de grupos morfo-genotípicos de rizóbios e cultivares de 
caupi avaliada por análise de correspondência. O gráfico foi elaborado com os fatores 1 e 2 
que apresentaram valores 70% e 25%, respectivamente. 
Obs.: Não foram considerados os isolados de crescimento rápidos.  
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5. CONCLUSÕES 

• O isolamento dos nódulos mostrou que na área de Cerrado clímax local há baixa 

quantidade de rizóbios capazes de nodular caupi; 

• A correlção do número de cultivos de leguminosas (soja e/ou caupi) com os 

índices de diversidade de Shanon-Weaver, riqueza de Margalef e Menhinick e 

abundância de Simpsom indicou que o aumento no número de cultivos de 

leguminosas diminuiu a diversidade e riqueza morfológica da população de 

rizóbio, elevando, no entanto, a abundância; 

• Tanto a análise morfológica como a ARDRA revelou que na área  de Cerrado 

clímax local há predominantemente estabelecida uma população de rizóbio 

semelhante a B. elkanii; 

• Na área 7, localizada no município de São Domingo do Azeitão, onde a lavoura de 

soja foi inoculada com as estirpes SEMIA5078 e SEMIA5080, 90% da população 

de rizóbios recuperadas com uso de plantas isca apresentaram características 

morfológicas e genotípicas semelhantes a B. japonicum; 

• De acordo com o histórico de cultivo das áreas, o preparo do solo e cultivo de 

arroz favoreceu o aumento da diversidade morfológica e genotípica de rizóbios; 

• A análise de correspondência mostrou que o caupi é capaz de nodular com uma 

população de rizóbio genotipicamente heterogênea. 

• A estirpe BR3262 apresentou perfil de ARDRA idêntico à B. elkanii (estirpe 

BR29) indicando ser pertencente a esta espécie. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

CAPÍTULO II  
 

 

EFICIÊNCIA SIMBIÓTICA DE ESTIRPES DE RIZÓBIO PARA 

CAUPI ISOLADAS DE SOLO DE CERRADO NO ESTADO DO PIAUÍ  
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1. INTRODUÇÃO  

O caupi, originário do continente africano, é uma importante fonte nutricional, 

naquele continente, onde a disponibilidade de outras fontes protéicas é limitada, devido às 

condições de clima adverso e de subdesenvolvimento econômico e social da população. No 

Brasil, esta cultura é basicamente cultivada nas regiões norte e nordeste, principalmente, 

devido, às suas características adaptativas e culturais. Nestas condições, o caupi 

desempenha um papel muito importante tanto na alimentação como na geração de 

empregos para a população, especialmente a de baixa renda. Segundo Freire Filho et al., 

(1998), pelo menos 27,5 milhões de nordestinos são alimentados com a atual produção de 

caupi, que também gera cerca de 2,4 milhões de empregos diretos para o Brasil. 

A produtividade desta cultura é variável, devido principalmente à alta variabilidade 

genética que a cultura possui e também ao cultivo em áreas consideradas agronomicamente 

marginais, o que dificulta a exploração do potencial da FBN nesta cultura (Xavier, 2000). A 

média atual da produtividade brasileira não ultrapassa 400kg.ha-1, porém de pesquisas 

estimam produtividades potenciais superiores a 5000kg.ha-1 (Sanden, 1993, apud Ehlers & 

Hall, 1997; Freire Filho et al., 1998). No entanto, no Brasil, não se tem explorado este 

potencial, principalmente por que o cultivo é realizado em regimes de subsistência por 

pequenos agricultores, onde a tecnificação das lavouras é baixa.  

Apesar da baixa produtividade, esta planta possui um elevado potencial genético, 

dado em parte pela sua evolução em áreas inóspitas do clima tropical e em parte pela ampla 

diversidade genética que ela detém. Segundo Martinazzo (1989), plantas de caupi são 

altamente tolerantes a temperatura elevada, baixa pluviosidade, baixa fertilidade e pH e alta 

salinidade dos solos. Estas características tem despertado o interesse de pesquisadores, que 

vêem no caupi um recurso genético estratégico, seja para melhoramento de plantas às 

condições de clima semi-árido, seja como uma reserva de genes que podem ser utilizados 

futuramente em  biotecnologia.  

A adaptabilidade, somada à efetiva contribuição da FBN quando o caupi está 

associado com rizóbio, tem ganho destaque entre grandes produtores agrícolas nos 

Cerrados dos estados do Piauí e Maranhão. Nestas áreas, os agricultores, estrategicamente, 

tem introduzido o caupi na “safrinha”, após a colheita do arroz no final da estação das 
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águas, tanto em lavouras recém desbravadas, como também em rotações de cultivos 

bianuais com soja. Desta forma, o caupi utiliza nutrientes residuais da cultura do arroz e 

pode desenvolver-se bem com regime pluviométrico decrescente, garantindo uma renda 

extra aos agricultores e uma melhor utilização dos fertilizantes aplicados no sistema. Neste 

tipo de rotação tem-se observado uma produtividade média de 1500kg.ha-1. 

O nitrogênio, que é exigido em grandes quantidades pelos vegetais é um dos 

nutrientes mais limitantes à produção de caupi e outros cereais. No entanto, o caupi, por ser 

uma leguminosa, pode obter da simbiose com rizóbio grande parte do nitrogênio requerido 

para o seu desenvolvimento. Existem referências que indicam contribuições de FBN 

superiores a 100kg.ha-1 (Wani et al., 1995), embora estes valores sejam variáveis, 

especialmente quando as avaliações são feitas no campo. Este fato tem sido relacionado 

principalmente com a promiscuidade da simbiose entre plantas de caupi e estirpes de 

rizóbio nativas dos solos tropicais.  

Embora não seja plenamente entendido o “porquê” de algumas plantas formarem 

simbiose com uma gama maior de espécies de rizóbios que outras, a inoculação de 

leguminosas com estirpes de rizóbio selecionadas para uma maior eficiência de FBN 

(Kishinevsky et al., 1984) e habilidade em tolerar estresses ambientais (Lowendorf, 1980) é 

uma prática comum quando se pretende aumentar o nível de nitrogênio fixado para uma 

cultura.  

A inoculação do caupi em áreas de Cerrados pode agregar resultados expressivos, a 

medida que estiagens de até seis meses, durante os meses de inverno podem reduzir a 

quantidade de rizóbios no solo e, desta forma, a estirpe inoculante poderá ter condições de 

induzir uma boa nodulação na cultura do caupi, pois a sua competitividade será favorecida. 

Esta etapa do trabalho objetivou avaliar a eficiência simbiótica, a ocupação nodular 

e a relação filogénética baseada na restrição do 16S rDNA de estirpes de rizóbio 

provenientes do Cerrado do estado do Piauí e as estirpes BR3267, BR3262 e BR2001 

reportadas como eficientes para a cultura do caupi. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 - A Cultura do Caupi 

O caupi é uma planta dicotiledônea, pertencente à ordem Rosales, família 

Leguminosae, subfamília Papilionoideae, tribo Phaseoleae e gênero Vigna. Este gênero 

ocorre nas regiões tropicais e subtropicais, com ampla distribuição mundial. Steele & 

Mehra (1980) (apud Araújo & Vatt, 1988) citam  como centro de origem desta espécie a 

Etiópia e Índia, mas Ng & Maréchal (1985) (apud Araújo & Vatt, 1988), citam a Nigéria 

como sendo o país de origem. Contudo, parece consenso ser no oeste e centro da África e 

Noroeste da índia os centros de diversidade deste gênero.   

Segundo Araújo & Vatt (1988), inúmeras evidências levam a crer que o caupi tenha 

sido introduzido no continente americano ainda no século XVI, simultaneamente por 

espanhóis e portugueses. Primeiro, possivelmente nas colônias espanholas e, em seguida, 

no Brasil, provavelmente  no estado da Bahia. A partir da Bahia, acredita-se que o caupi 

tenha sido disseminado para todas as regiões do país. Porém, com o decorrer do tempo e 

diante do cultivo de outros feijões mais adaptados a cada região, o cultivo do caupi foi 

sendo restringido. Deste modo, o cultivo intensificado somente ocorreu nas regiões norte e 

nordeste, principalmente por esta cultura ter se adaptado muito bem ao clima tropical, 

semelhante ao do seu centro de origem.  

Constatou-se, nos últimos anos, que a área de caupi corresponde a aproximadamente 

60% da área total de feijão do nordeste e a 30 % da área total de feijão do Brasil, (IBGE, 93 

a 97 apud Freire Filho et al., 1998). Verifica-se, também, neste mesmo período que a 

produção de caupi esteve em torno de 50% da produção total de feijão do nordeste e de 

18% da produção nacional de feijão, enquanto a produtividade esteve em torno de 84% da 

produtividade média de feijão do país. Segundo dados do IBGE (93 a 97) apud Freire Filho 

et al. (1998), a área total cultivada com caupi é da ordem de 1 6000 ha.ano-1, com produção 

de grãos da ordem de 550 000t.ano-1 e produtividade de 300 a 400kg.ha-1, sob condições de 

sequeiro.  
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Atualmente, os estados do Ceará e Piauí apresentam as melhores produtividades do 

país, chegando à média de 600kg.ha-1 no Ceará, em 1996, muito inferior ainda à 

produtividade potencial da cultura (Freire Filho et al., 1998).  

Quadro 1 – Área colhida (ha), produção (t) e produtividade (kg.ha-1) de caupi, na região 
nordeste do país no período de 93-97. 
 1993 1994 1995 1996 1997 
Área (ha) 923 517 1 650 507 121 1874 1 819 676 1 578 636 
Produção (t) 201 169 544 994 593 120 633 338 554 459 
Produtividade (kg.ha-1) 252,25 298,125 356,125 372,125 395,625 
Fonte: IBGE - Levantamento sistemático da produção agrícola 1993 a 1997, apud Freire 
Filho et al. (1998). 
 

De acordo com dados da Embrapa 1983 (apud Araújo & Vatt, 1998) o caupi é uma 

importante fonte de proteínas para muitos países, principalmente os da África, América do 

Sul  e Ásia. No Brasil, esta leguminosa é cultivada principalmente no norte e nordeste, 

onde representa a principal fonte de proteínas para as populações de baixa renda. Segundo 

Freire Filho et al., (1998), o cultivo do caupi gera anualmente cerca de 1,5 empregos.ha-1, 

sendo um total de 2,4 milhões de empregos diretos por ano. Considerando-se um consumo 

per capita médio de 20kg (Anuário Estatístico da Agricultura Brasileira, 1998), tem-se que 

o caupi, abastece a mesa de 27,5 milhões de nordestinos.  

Além desses dados, o estudo desta cultura justifica-se pelo alto nível nutricional 

(Quadro 2) e de proteínas ricas em aminoácidos essenciais (Quadro 3) presentes nas 

sementes.  

Quadro 2 - Valores nutricionais de grãos de caupi maduros. 
   Nutrientes Composição 
     Proteínas 20,4 a 26,18% 
     Lipídeos 0,93 a 1,65% 
     Açúcares totais 2,37 a 5,35 % 
     Cálcio 51 a 141 mg/100g de sementes 
     Ferro 3,04 a 7,83 mg/100 de sementes 
     P2O5 788,9 a 1244,4 mg/100g de sementes 

                Fonte: Moura et al. (1981), apud  Araújo & Vatt (1988). 
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Quadro 3 – Teor médio de aminoácidos essenciais encontrados em grãos de caupi em 
relação ao conteúdo de nitrogênio (mg.16g-1). 

   Aminoácidos Teor de aminoácido (mg.16g-1) 
    Isoleucina 4,2 – 4,8 
    Leucina 7,6 – 8,5 
    Lisina 6,6 – 8,1 
    Fenilalanina 5,5 – 6,2 
    Tirosina 2,2 – 3,6 
    Meteonina 1,5 – 2,3 
    Argenina 5,4 -8 
    Treonina 3,6 – 4,5 
    Histidina 2,9 – 4,7 
    Valina 4,9 – 5,7 

                 Fonte: Kocchar et al.  (1988), apud Ugozara & Ofuya (1992). 

Cultivado tipicamente em lavouras de subsistência, intercalado com outras culturas,  

o caupi apresenta historicamente uma baixa produtividade no Brasil, cerca de 100 a 

300kg.ha-1, enquanto que em lavouras irrigadas e melhor tecnificadas obtém-se até 

1500kg.ha-1. Segundo Lopes & Farias (1995), em experimentos conduzidos com produtores 

foi possível obter uma produtividade de até 1800kg.ha-1 usando a cultivar IPA206, em 

condições de precipitação média de 400 mm em três meses.  

De acordo com Bezerra (1997), não tem sido explorado todo o potencial genético do 

caupi, visto que existem cultivares de caupi melhoradas que freqüentemente apresentam 

produtividade de até 3t.ha-1. Freire Filho et al. (1998) salientaram, sob ponto de vista de 

melhoramento vegetal, expectativas de produtividade da cultura do caupi ainda mais 

promissoras, da ordem de 6t.ha-1, enquanto Sanden (1993) apud Ehlers & Hall (1997) cita a 

obtenção de uma produtividade de 7 000kg.ha-1 em experimento de campo. 

Apesar de existirem variedades de caupi agressivas e de fácil adaptação às 

condições adversas, vários fatores interferem na produtividade desta cultura. São de 

destaque a quase totalidade de cultivo consorciado com outras culturas, sem a utilização de 

variedades adaptadas a este sistema de plantio, pouco conhecimento do produtor quanto ao 

espaçamento, época de plantio e cultivares adaptadas às condições locais e são de grande 

destaque a baixa fertilidade natural dos solos onde ocorre o cultivo do caupi, o que culmina 

na maioria das vezes com um baixo pH do solo associado a altos níveis de Al (Martinazzo, 
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1989). Parte dos problemas relativos à fertilidade do solo, para esta cultura, podem ser 

amenizados com o uso de inoculantes com estirpes de rizóbio eficientes, o que não tem sido 

adotado no Brasil, sendo a FBN decorrente meramente por estirpes nativas de eficiência 

variável. A não adoção de inoculação para o caupi no Brasil, ocorre em parte, pois 

pesquisas têm mostrado a dificuldade do estabelecimento das estirpes inoculantes no solo 

(Wani et al. 1995). 

O caupi, por ser possuidor de ampla variabilidade genética, ampla capacidade de 

adaptação, alto potencial produtivo, grande capacidade de fixar nitrogênio atmosférico, 

através da simbiose com Bradyrhizobium spp., e excelente valor nutritivo, é uma espécie de 

grande valor genético estratégico, que tem despertado o interesse de pesquisadores que vem 

no caupi um recurso passível de utilização, seja para melhoramento de plantas às condições 

de clima semi-árido ou como uma reserva de genes. (Ehlers & Foster, 1993; Ehlers & Hall, 

1997; Bezerra, 1997; Xavier, 2000) . A melhor prova de sua importância é que foi uma das 

poucas espécies vegetais escolhidas pela National Aeronautical and Space Administration 

(NASA) para ser cultivada e estudada nas estações espaciais (Ehlers & Hall, 1997).  

 

2.2 - A Simbiose Caupi/Rizóbio 

O caupi por ser uma leguminosa, pode se associar com bactérias da família 

Rhizobiacae que possuem a enzima nitrogenase, responsável pela redução do N2 

atmosférico à formas de nitrogênio amoniacais  no interior dos nódulos, formados nas 

raízes das plantas. Assim como a maioria das leguminosas tropicais, o caupi associa-se 

mais freqüentemente com o gênero Bradyrhizobium, (Neves & Rumjanek, 1997). Embora 

as estirpes nativas de Bradyrhizobium estejam freqüentemente presentes na maioria dos 

solos tropicais (Singleton et al., 1992), existe ainda uma controvérsia sobre a contribuição 

da nodulação promovida por estas estirpes na fixação biológica de nitrogênio nesta cultura, 

bem como sobre o grau de especificidade da associação. 

 A formação do nódulo é um processo decorrente de uma intensa troca de sinais 

químio-moleculares entre a raiz da leguminosa e o rizóbio. Raízes de plantas leguminosas 

exsudam compostos do tipo flavonóides, que interagem com uma proteína estrutural de 

membrana do rizóbio, a proteína NodD, promovendo nela, uma alteração conformacional. 
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A proteína NodD induz a região promotora dos genes de nodulação (genes nod, noe e nol) 

(Hirsch, 1996; Hirsch, 2000; Bono, 2000). Estes genes codificam proteínas envolvidas com 

a síntese dos lipoquitooligossacarídeos (fatores de nodulação), que apresentam 

modificações nos radicais dependendo da espécie de rizóbio. Os genes da nodulação 

presentes no rizóbio são divididos em 2 principais grupos: os responsáveis pelo esqueleto 

da molécula do lipoquitooligossacarídeo e os que adicionam diferentes radicais ao 

lipoquitooligossacarídeo, conferindo especificidade em relação ao hospedeiro (Schlman et 

al. 1992). Após sua síntese, os fatores de nodulação são exsudados ao meio extra-celular 

onde eventualmente reconhecidos pelas células da superfície da raiz, promovem 

modificações nos tecidos radiculares, dando início ao desenvolvimento do nódulo (Schlman 

et al. 1992 apud Sanjuan et al., 2000).   

Além da comunicação entre o rizóbio e a leguminosa desencadeada pelo 

reconhecimento dos flavonóides e lipoquitooligossacarídeos, a produção de lecitina pela 

leguminosa atua como um estímulo biológico importante que influencia o microssimbionte 

na ligação aos pêlos radiculares, através de um aumento da síntese de exopolissacarídeos 

(Mody et al., 1990). O efeito da lecitina, no entanto, ainda não é bem compreendido, mas a 

presença deste composto não parece estar relacionada diretamente com a resposta 

específica da simbiose, mas sim no seu processo inicial (Hirsch, 1999).   

O estudo da simbiose em nível molecular tem recebido atenção especial, uma vez 

que uma melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na indução e estabelecimento da 

simbiose, pode representar um avanço na obtenção de estirpes de rizóbio mais específicas 

e/ou mais competitivas (Stacey, 2000).  

Sob este ponto de vista, há de se destacar também a necessidade do entendimento da 

transferência de informações genéticas entre bactérias no solo, o que talvez possa ser o 

ponto chave do entendimento da especificidade simbiótica. Ao contrário do que 

anteriormente se pensava, estudos tem mostrado que a transferência lateral de genes 

simbióticos, também ocorre com regiões móveis do genoma (Sanjuan et al., 2000), e não 

somente mediante a transconjugação de plasmídeos (Sullivan et al., 1995).  

Segundo este mesmo autor, bactérias nativas, adaptadadas as condições do solo 

local, tornam-se os principais competidores com o inoculante introduzido, assim que 
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adquirirem informações genéticas que lhes possibilitem estabelecer uma simbiose com a 

planta hospedeira. Dois exemplos têm sido comentados a cerca da transferência lateral de 

informações simbióticas. Um é o caso da introdução do feijão comum na Europa, por volta 

do século XI, onde evidências levam a crer que espécies de rizóbio nodulantes de feijão 

tenham sido introduzidas via contaminação de sementes e que o plasmídeo simbiótico de 

R. etli bv. phaseoli (R. leguminosarum bv. phaseoli) tenha sido transferido para espécies de 

rizóbios já presentes nos solos europeus. Como resultado, tem sido verificado em solos 

europeus três grupos de estirpes de rizóbio nodulantes de feijão, de acordo com o 

plasmídeos siombióticos  (Sanjuan et al., 1999): estirpes exclusivamente pertencentes a 

R. etli com plasmídeos simbióticos de bv. phaseoli (Sessitch et al., 1997 apud Sanjuan et 

al., 2000), estirpes com plasmídeos simbióticos de bv. phaseoli pertencentes a R. etli, 

coexistindo com outras espécies de rizóbio (Herrera-Cervera et al., 1998 apud Sanjuan et 

al., 2000) e estirpes, também com plasmídeos simbióticos de bv. phaseoli, porém 

pertencentes a outras espécies de rizóbio (Amarger et al. 1997; apud Sanjuan et al., 2000). 

O outro exemplo, que segundo Sanjuan et al., (2000) demonstra na prática, a implicação 

ecológica da transferência lateral de informações genéticas envolvidas na nodulação, foi 

observada por Sullivan et al., (1995, 1998) apud (Sanjuan et al., 2000), onde Lotus 

curniculatus foi inoculado e cultivado durante sete anos. Após este período verificou-se que 

somente 19% dos nódulos foram formados pela estirpe inoculante e o restante por rizóbios 

nativos, em área, onde, antes do início dos cultivos não havia ocorrido nodulação desta 

leguminosa. A conseqüência direta deste fenômeno é a perda da especificidade e eficiência 

simbiótica da estirpe utilizada como inoculante por estirpes emergentes, que normalmente 

apresentam baixos níveis de FBN. 

O caupi é capaz de nodular com 6 diferentes espécies de rizóbio, B. japonicum 

(Jordam et al. 1982), B. elkanii (Kuykendall et al., 1992), S. fredii (Scholla et al., 184; de 

Lajudie et al., 1994), S. xinjiangensis (Chen et al., 1988), R. hainanense (Chen et al., 1997), 

R. tropici IIA observada a nodulação neste trabalho (capítulo I) e várias outras estirpes 

ainda não identificadas em nível de espécie que são agrupadas como Bradyrhizobium spp. 

Por este motivo, segundo Martins et al. (1996), o caupi se presta como planta isca para a 

obtenção de nódulos e determinação da diversidade de rizóbio, haja vista a sua amplitude 
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de nodulação com diferentes estirpes de rizóbio. Por outro lado, a promiscuidade das 

plantas de caupi dificulta a introdução de estirpes selecionadas, restringindo desta forma a 

contribuição potencial da FBN. 

O termo promiscuidade simbiótica parece reunir uma série de fatores ligados à falta 

de estudos da melhoria do processo de cultivo do caupi com respeito, ao melhoramento de 

cultivares que se adaptem a cada sistema de cultivo, aos estudos de seleção de inoculantes e 

dos fatores que interferem a simbiose caupi/rizóbio.  

A falta de resultados satisfatórios em condições de campo com respeito a FBN, não 

podem ser atribuídos somente a nodulação do caupi com várias espécies de rizóbios, pois, 

por exemplo, no caso da soja, também já se constatou a nodulação com várias espécies de 

rizóbio, no entanto, houve grande trabalho de seleção de inoculantes e melhoramento 

genético de plantas, com o fim de obter maiores contribuições na FBN. Este procedimento 

levou ao abandono de cultivares de soja, tidas como boas produtoras de grãos, por 

apresentarem uma simbiose com rizóbio pouco eficiente (Vargas & Hungria, 2000). 

Apesar de promiscua, a simbiose caupi/rizóbio pode induzir as plantas de caupi a 

um expressivo crescimento vegetativo e rendimento de grãos, quando utiliza-se inoculantes 

de Bradyrhizobium spp. eficientes (Neves et al., 1982), sendo o acúmulo de nitrogênio na 

planta promovido pela FBN um parâmetro bastante utilizado para esta comprovação. Neves 

et al. (1987), calcularam que a contribuição relativa da FBN, variou entre 50 e 73kg.ha-1 de 

N em experimentos conduzidos no Cerrado brasileiro, enquanto  em condições de campo 

Wani et al. (1995) citam uma estimativa mais ampla entre 9 a 125kg.ha-1 nos campos 

africanos. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1 - Teste de Eficiência Simbiótica em Casa de Vegetação 

3.1.1 - Escolha das Estirpes  

A escolha das estirpes (isolados obtidos do Cerrado, que serão coletivamente 

chamados de estirpes) a serem testadas foi feita a partir do agrupamento morfológico 

(Capítulo I). Foram selecionados isolados de cada grupos morfológicos em nível de 80% de 

similaridade, observando-se a área de coleta da amostra do solo e a cultivar de caupi 

utilizadas para a captura do rizóbio. Ao todo foram testados 15 estirpes obtidos do solo de 

cerrado e as estirpes BR2001 (recomendada pela RELARE), BR3267 (obtida do semi-árido 

nordestino; Martins, 1996) e BR3262 (obtida do Sistema Integrado de Produção 

Agroecológico (SIPA) da Embrapa Agrobiologia/UFRRJ/Pesagro-Rio; Zilli et al., 1998). 

 

3.1.2 - Cultivo das Plantas 

O experimento foi conduzido sob condições estéreis  em casa de vegetação nos meses 

de outubro e novembro de 1999. O delineamento experimental utilizado foi blocos ao acaso 

com 5 repetições. Usou-se um tratamento controle isento de inoculante e nitrogênio e uma 

testemunha nitrogenada (25mg.vaso-1.semana-1 de N, na forma de NH4NO3) isenta de 

inoculante. O cultivo foi realizado em vasos de Leonard (Vincent, 1970), contendo areia e 

vermiculita estéreis (2:1; areia: vermiculita). As sementes do caupi (cultivar BR17) foram 

lavadas com etanol (100%; 30 segundos), desinfestadas com hipoclorito de sódio (5%; 3 

minutos) e lavadas com água esterilizada 10, sucessivamente. A semeadura foi realizada 

diretamente nos vasos (3 sementes por vaso), sendo que após a germinação deixou-se 

apenas uma planta por vaso. 

 

3.1.3 - Preparo dos Inoculantes e Inoculação das Plantas 

Inicialmente as estirpes foram crescidas em meio de cultura YMA líquido (Fred & 

Waskman, 1928) (280C; 48 horas). Alíquotas de 10µl foram transferidas para placas de 

Petri contendo meio YMA sólido, onde procedeu-se uma diluição seriada com duas 

repetições entre 10-1 a 10-8. Após o surgimento das colônias nestas placas, fez-se a 
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contagem das colônias, estimando o volume do inoculante necessário para a obtenção de 

uma concentração da ordem 108 unidades formadoras de colônias por ml. De posse desta 

informação, cresceu-se novamente as estirpes em meio YMA líquido (280C; 48 horas) sob 

agitação (120rpm). As plantas foram inoculadas com 1ml do inoculante para cada planta, 

três dias após a germinação das mesmas.  

 

3.1.4 - Irrigação e Nutrição das Plantas 

A irrigação foi realizada com água destilada e esterelizada. Os nutrientes foram 

adicionados à água na forma de solução nutritiva Norris e Döbereiner: KCl (2mM); 

K2HPO4 (0,3mM); KH2PO4 (0,7mM); CaSO4.5H2O (0,3µM); ZnSO4.7H2O (0,7µM); 

MnSO4 (1µM); (NH4)6 Mo7O24.4H2O (0,002µM); H3BO3 (11,5µM); FeSO4.7H2O 

(17,9µM); ácido cítrico (26µM). Forneceu-se 0,25l desta solução  por vaso semanalmente e 

água esterilizada sempre que necessário.  

 

3.1.5 - Colheita do Experimento e Parâmetros Analisados 

As plantas foram colhidas aos 55 dias (estágio de florescimento) após o plantio. Para 

a determinação da atividade da nitrogenase utilizou-se o método de redução de acetileno 

(C2H2) em raízes destacadas (Mague e Burris, 1972). Após separadas da parte aérea, na 

altura do nó cotiledonar, as raízes noduladas foram incubadas com acetileno a uma 

concentração de 10% (30ml), por 10 minutos em recipientes de vidros com volume de 

300ml, hermeticamente fechados. Após este período, coletou-se 2 amostras (1ml cada) do 

interior de cada recipiente, as quais detectou-se o etileno produzido em um cromatógrafo 

gasoso.  

Os nódulos, inicialmente foram destacados das raízes e contados. Posteriormente, 

nódulos, raízes e parte aérea foram secos em estufa (600C; 72 horas) para determinação do 

peso seco. Após a pesagem, a parte aérea das plantas foi moída para a determinação do N-

total pelo método “semimicro KJELDAHL, (Liao, 1981) no laboratório de Nitrogênio da 

Embrapa Agrobiologia. Também foi avaliado o parâmetro eficiência nodular (Es = N-total 

acumulado na parte aérea da planta / massa seca de nódulos), (Saito, 1982). 
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3.2 - Teste de Competitividade e Eficiência Simbiótica das Estirpes no Campo 

3.2.1 - Seleção das Estirpes e Preparo do Inoculante 

Sete bactérias testadas em casa de vegetação (BR2001, BR3262, BR3267, 1B13, 

7A4, 2A9, 3A8) que apresentaram bons resultados foram selecionadas para testes no 

experimento de campo. O inoculante foi preparado crescendo-se inicialmente as bactérias 

em meio YMA líquido por 72 horas e aplicação em turfa esterilizada, sendo a concentração 

obtida no inoculante da ordem de 108 unidades formadoras de colônias por grama do 

inoculante.  

 

3.2.2 - Estimativa do Número de Rizóbios no Solo Através do Método do NMP  

 Coletou-se 1 amostra de solo composta de cada um dos blocos do experimento, 

sendo que cada amostra composta era formada por 10 sub-amostras. Após a coleta, as 

amostras foram imediatamente estocadas em geladeira. A estimativa do NMP (número 

mais provável), foi realizada pelo método descrito por Woomer (1994). Inicialmente, as 

amostras foram destorroadas e 100g de solo transferidas para um erlenmeyer, contendo 

400ml de solução diluente (0,125g de K2HPO4; 0,05g de MgSO4.7H2O; 1 litro de água 

destilada esterilizada). As amostras foram então agitadas (20minutos; 5000 rpm) em um 

agitador horizontal. Considerou-se esta  diluição 1:5. Posteriormente, 5ml destas amostras, 

foram transferidos para novos erlenmeyers com 20ml de solução diluente, tendo-se assim a 

diluição 1:25. Repetindo-se este procedimento, fez-se diluições seriadas  até a ordem de 

1:15625. 

 Como plantas hospedeiras, utilizou-se o siratro (M. atropurpureum), que foi 

plantado em tubos de ensaio de 100ml, contendo 20ml da solução salina de Fahraeus 

(Fahraeus, 1957) e agar (12g.l-1). A inoculação das plantas foi realizada com 1ml das 

amostras de solo diluídas. Após 45 dias as plantas foram coletadas observando-se a 

formação de nódulos e estimando-se o número de rizóbios no solo, através das tabelas 

apresentadas por Woomer et al. (1994). 
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3.2.3 - Montagem do Experimento 

Este experimento foi montado no mês de fevereiro de 1999 no município de Baixa 

Grande do Ribeira no estado do Piauí, coincidindo com a época de plantio do caupi na 

região. 

O delineamento experimental utilizado foi blocos ao acaso com 3 repetições. Cada 

parcela (repetição) constou de 5 X 3 metros de dimensão, com  dois metros de bordadura.  

Utilizou-se a cultivar de caupi BR17 (recomendada para a região), com espaçamento 

de 50cm entre linhas e 10cm entre plantas. O experimento constou de 9 tratamentos, sendo 

as sete estirpes supra citadas, 1 tratamento com nitrogênio na forma de uréia (100kg.ha-1), 

aplicada 50% no plantio e 50% 30 dias após o plantio e, uma testemunha sem N e sem 

inoculante (controle). O experimento recebeu uma adubação com 200kg.ha-1 do formulado 

mineral NPK-00:40:06, conforme recomendação de ultivo na fazenda. 

A inoculação das sementes foi realizada de acordo com o manual de recomendação 

de inoculação da Embrapa (De-Polli & Franco, 1985). 

 

3.2.4 - Coleta de Nódulos e Colheita do Experimento 

Inicialmente, estava previsto uma coleta de nódulos aos 40 dias, onde algumas 

plantas seriam coletadas ao acaso em cada uma das repetições do experimento. Pretendia-se 

também avaliar o teor de N-total nas folhas das plantas, que seria coletadas por volta dos 

55-60 dias e também a produção de grãos  do experimento, a qual seria o principal 

parâmetro de distinção do efeito dos tratamentos. Porém por volta dos 35 dias ocorreu um 

ataque severo de cerotoma (Cerotoma arcuata), por ocasião da colheita das lavouras de 

soja circunvizinhas. O ataque foi intenso e acabou causando danos irreversíveis ao 

experimento, impedindo assim a avaliação da produção de grãos.  

Embora tenha ocorrido a perda do experimento, foi possível a coleta de nódulos em 

todas as repetições. A coleta foi realizada retirando-se algumas plantas ao acaso em cada 

uma das repetições, sendo que pelo menos 20 nódulos de cada repetição foram coletados. 

Estes nódulos foram inicialmente acondicionados em sílica gel (temperatura ambiente) e 

posteriormente analisou-se 10 nódulos de cada uma das repetições através da reação de 

ELISA. 
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3.2.5 - Produção dos Anti-soros e Testes de ELISA (Teste de Imunoadsorção com 

Enzima Acoplada) 

3.2.5.1 - Preparo dos Antígenos, Inoculação dos Coelhos e Coleta do Sangue 

 As estirpes BR2001, BR3262, BR3267, 1B13, 7A4, 2A9, 3A8 foram inicialmente 

crescidas em 50ml do meio de cultura YMA líquido (Fred e Waksman, 1928) (280C; 5 

dias). Após o crescimento, as células bacterianas foram centrifugadas (10 minutos; 

15000g), descartando-se o sobrenadante, com posterior ressuspensão do pelet em 50ml de 

água destilada esterilizada. Este procedimento foi repetido por três vezes para total remoção 

do meio de cultura. O precipitado final foi ressuspenso em 5 ml de água destilada 

seterilizada e dividido em alíquotas de 1ml em tubos de microcentrifuga, onde procedeu-se 

uma nova centrifugação (10minutos; 15000g) para total remoção de componentes 

extracelulares e obtenção de um pelet uniforme. Descartou-se o sobrenadante e 

acrescentou-se 1ml de água destilada esterilizada em cada microtubo. As amostras foram 

agitadas em vórtex e aquecidas (900C; 30 minutos), para que houvesse desprendimento dos 

flagelos. Novamente efetuou-se 2 centrifugações, iguais as anteriores, para nova lavagem 

das células bacterianas. Após estas etapas os antígenos foram ressuspensos em 1ml de água 

destilada esterilizada e estocadas  (-200C) até a sua utilização. A produção de antígenos 

seguiu o método apresentado por Reis et al. (1997). 

A inoculação do antígeno nos coelhos foi realizada segundo Ribeiro (1999). Foram 

escolhidos coelhos jovens (5 a 6 semanas). Na primeira inoculação fez-se uma emulsão 

com 1ml do antígeno, 0,5ml de adjuvante Freud completo e 0,5ml de adjuvante Freud 

incompleto, agitando-se até obter-se uma solução homogênea. Esta emulsão foi injetada 

subcutaneamente  em 7 a 8 pontos na região lombar dos animais. A segunda inoculação foi 

realizada 15 dias após a primeira, onde 0,5ml do antígeno foi acrescido de 0,5ml de solução 

salina esterilizada (NaCl; 0,9%).  A aplicação foi realizada em 1 ou 2 pontos da região 

lombar. Posteriormente foram feitas inoculações, iguais a segunda,  semanalmente, até a 8 

semana. 

Foram realizadas ao todo 4 coletas de sangue: antes da primeira inoculação coletou-se 

5ml de sangue pré-imune de cada animal e na terceira e quinta semana após o início da 

aplicação do antígeno coletou-se novamente 5ml de sangue de cada animal. Estas coletas 
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foram sempre realizadas pela veia periférica da orelha. A sangria final e a preparação dos 

anti-soros foram realizadas de acordo com Carpenter (1975). Cinqüenta mililitros de 

sangue foram retirados de cada coelho por punção cardíaca com seringa esterilizada. O 

sangue coletado foi posto em frasco de vidro esterilizado, onde deixou-se por 2 a 3 horas 

para a total coagulação. Após este período foi possível separar o soro do coágulo. O soro 

foi coletado cuidadosamente com pipeta automática e centrifugado (600g; 10 minutos; 

40C). As células precipitadas foram descartadas e o sobrenadante transferido para um outro 

frasco onde foi armazenado. O coágulo foi descolado das paredes do vidro e guardado a 

40C por uma noite, para que sofresse contração e liberasse o restante do soro. Na manhã 

seguinte o soro liberado pelo coágulo foi coletado, centrifugado e misturado com o soro 

coletado no dia anterior e estocado a –200C.  

 

3.2.5.2 - Purificação dos Anti-soros, Curvas de Titulação e Testes de ELISA 

 A purificação foi realizada utilizando-se colunas contendo proteína A de 

Staphilococcus aureus ligadas a agarose. Para os anti-soros BR3267, BR2001, 7A4, 3A8 e 

2A9 utilizou-se a coluna HiTrap® Protein A (Amensham Pharmacia Biotech) e para os anti-

soros BR3262 e 1B13 a coluna Econo-Pac® Protein A Cartridge (BioRad). Os protocolos 

de purificação dos anti-soros estão listados no Apêndice 5. 

 Os testes de ELISA, foram realizadas em uma placa de poliestireno Hemobag® 

(Hemobag Produtos Cirúrgicos, LTDA) de 96 poços e seguiram o protocolo descrito por 

Reis et al. (1997). Cada poço recebeu 50µl de Poli-L-lisina (0,01%), seguido de incubação 

(20 minutos; temperatura ambiente) e lavagem com 200µl de tampão TBS 0,1M (TBS: tris-

HCl 10mM; NaCl 0,15M; pH8,0). Posteriormente aplicou-se 50µl do antígeno por poço (o 

mesmo antígeno injetado nos coelhos ou 50µl de nódulo masserado em 500µl de água 

destilada) e incubou-se as placas (370C; 30 minutos). Após este período a placa foi lavada 1 

vez com 200µl TBS 0,1M por poço, adicionou-se 100µl de solução de bloqueio (albumina 

bovina 3% em TBS 0,1M), incubando-se  a 370C por 30 minutos. Decorrido este tempo, a 

solução de bloqueio foi retirada, acrescentou-se então 50µl do anticorpo primário (anti-

soro) e incubou-se as placas (370C; 30 minutos). Para a determinação da curva de titulação, 
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o anticorpo primário foi diluído sucessivamente nas frações 1/5 até 1/640. Após os 30 

minutos de incubação, retirou-se o excesso de anticorpo primário e a placa foi lavada 3 

vezes com solução de lavagem (albumina bovina 0,5%; tween 20 0,05%; diluídos em TBS 

0,1M). Depois da lavagem, adicionou-se a cada poço 50µl do anticorpo secundário (anti-

imunoglobulina de coelho conjugado com a enzima fosfatase alcalina, Sigma), seguido de 

incubação (370C; 60 minutos). O conjugado restante foi retirado e a placa lavada 5 vezes 

com 200µL da solução de lavagem por poço. Em seguida, 100µl/poço da solução contendo 

o substrato para a enzima fosfatase alcalina (p-Nitrofenilfosfato) foram adicionados  e a 

reação foi mantida por 30 minutos a temperatura ambiente. Após este período efetuou-se a 

leitura da placa a 405nm, em espectofotômetro Labsystem Multiskan Plus (especial para a 

leitura) da placa e acoplado a um computador com o Labsystem Transmit Multiskan Plus.  

 

3.3 - Relação Filogenética das Estirpes de Rizóbios utilizadas como Inoculantes 

 A relação filogenética das estirpes de rizóbio estudadas quanto sua eficiência 

simbiótica foi realizada utilizando-se os dados de ARDRA, referente a estas estirpes, 

obtidos no capítulo I deste trabalho (Material e Métodos, item 3.7). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 - Eficiência Simbiótica 

Foram testadas 12 estirpes de rizóbio provenientes do Cerrado do estado do Piauí 

(1B13, 7A4, 2A9, 3A8, 8A2, 2C3, 3A5, 6A4, 4A5, 2B9, 7C5 e 1C5) e 3 as BR2001, 

BR3262 e BR3267.  

Tabela 1 – Médias de matéria seca total (g), nitrogênio total acumulado na parte aérea das 
plantas (mg), massa de nódulos secos (g), eficiência nodular (N-total acumulado na parte 
aérea da planta / massa seca de nódulos; mg.g-1) e taxa de fixação (N-total da amostra – N-
total do controle x 100 / N-total da amostra) de plantas de caupi inoculadas com 15 
diferentes estirpes de rizóbio.  

Estirpes Matéria seca 
 total 

 

N-total da 
parte 
aérea  

Massa de 
nódulos 

secos  

Número de 
nódulos 

   Eficiência  
    Nodular 
 

     BR3267 9,55 a 288,24 a 0,89 a 204,25 ab 272,89 ab 
     BR3262 8,66 a 293,27 a 0,62 a 145,25 ab 563,66 a 
     7A4 7,74 ab 239,17 abc 0,87 ab 268,50 ab 277,97 ab 
     BR2001 7,39 abc 250,12 ab 0,37 ab 116,00 ab 612,58 a  
     1B13 6,96 abc 218,83 abcd 0,71 ab 315,75 a 321,23 a 
     7C5 6,58 abcd 206,88 abcd 0,66 ab 219,25 ab 380,74 a 
     3A8 6,41 abcd 239,58 abc 0,49 ab 99,75 ab 522,45 a 
     2A9 5,97 abcd 198,53 abcd 0,45 ab 167,75 ab 382,48 a 
     8A2 5,86 abcde 118,06 bcde 0,70 ab 212,25 ab 149,31 b 
     3A5 5,82 bcde 133,93 abcde 0,63 ab 132,50 ab 217,92 ab 
     2B9 4,55 bcde 124,70 bcde 0,26 b 125,75 ab 453,73 a 
     2C3 3,68 cde 78,52 cde 0,22 b 77,75 ab 304,11 ab 
     1C5 3,41 de 93,28 bcde 0,31 ab 125,50 ab 363,52 a 
     4A5 2,66 de 71,17 de 0,31 ab 172,00 ab 315,81 a 
     6A4 1,93 de 56,60 de 0,22 b 64,25 b 342,05 a 
     175mg de N* 4,51 bcde 57,15 de - - - - - - 
     Controle (S/I) 0,87 e 5,39 e - - - - - - 
CV (%)                   40,11                  20,86                  24,50               26,61         28,12  

Valores seguidos da mesma letra não diferem significativamente a nível de 5% de 
probabilidade pelo teste de Tukey. Os dados de  N-total parte aérea, número de nódulos, 
eficiência nodular e redução de acetileno foram corrigidos pela raiz quadrada para terem 
homocedastia e distribuição normal. 
* Acúmulo do N aplicado durante 7 semanas (25mg.vaso-1.semana-1). 
 

Dez  das estirpes provenientes do Cerrado apresentaram médias significativamente 

iguais a da estirpe BR2001 e superior ao tratamento com 25mg.semana-1 de N, em todos os 

parâmetros analisados (Tabela 1). A estirpe BR2001, atualmente recomendada pela 



 66 
 
 

RELARE como inoculante para a cultura do caupi, tem apresentado bons níveis de FBN em 

casa de vegetação (Martins, 1996; Zilli et al., 1999). Porém, embora seja recomendada há 

alguns anos, poucos trabalhos de avaliação da sua eficiência simbiótica têm sido feitos em 

campo, o que é necessário, na prática, para a determinação dos benefícios a cerca do uso 

deste inoculante para a cultura do caupi. Ferreira et al. (1999) conduziram um experimento 

de campo com caupi, na Fazendinha Agroecológica (SIPA), por um período de 2 anos, com 

o objetivo de avaliar a competitividade e o estabelecimento desta estirpe frente a população 

de rizóbio nativa do solo. A identificação da estirpe formadora do nódulo foi determinada 

por ELISA em nódulos coletados das raízes de caupi coletadas nas parcelas experimentais e 

também do cultivo de caupi com solo da área do experimento. Os resultados obtidos 

indicaram que esta estirpe não foi capaz  de contribuir para a nodulação das plantas no 

campo e também não foi capaz de se estabelecer no solo. Estes resultados provavelmente 

estão associados à dificuldade de adaptação às condições de campo desta estirpe, que 

podem ser justificados por ela ter sido proveniente de nódulos de Crotalaria juncea 

coletados na Libéria (Franco, comunicação pessoal). 

As estirpes que apresentaram eficiência simbiótica semelhante ou maior do que a 

BR2001, por serem provenientes de solo de Cerrado, podem representar uma boa 

alternativa de inoculantes para a região, pois provavelmente elas devam estar bem 

adaptadas às condições edafoclimáticas destes locais.  

Estudos de seleção de inoculantes que privilegiem testes com rizóbios nativos ou 

naturalizados no local de seleção, têm sido considerados capazes de apresentarem melhores 

resultados, a medida que estirpes já estabelecidas no solo, normalmente são mais 

competitivas que estirpes introduzidas de outros locais (Chatel, 1968; Thies et al., 1991b; 

Neves et al., 1992, 1996).  

A adaptação de estirpes de rizóbio no solo foi intensamente estudada no final da 

década de 80 e início dos anos 90 (Neves et al., 1992, 1996). Estes autores introduziram 

estirpes de rizóbio no solo e reisolaram ao final do ciclo da cultura da soja, repetindo esta 

estratégia por vários ciclos. Os resultados indicaram que as estirpes introduzidas 

conseguiram adaptar-se as condições do solo sem perder eficiência de FBN. Resultados 

semelhantes também foram observados por Vargas et al., (1994a, b) que recuperaram 
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estirpes de B. japonicum descendentes de estirpes utilizadas como inoculantes alguns anos 

atrás. Segundo o autor as estirpes isoladas mantiveram a eficiência simbiótica, semelhante 

as suas parentais, porém, conseguiram competir melhor na nodulação da soja.  

Quanto à produção de matéria seca observou-se que a maioria das estirpes 

proporcionaram uma produção muito superior à testemunha nitrogenada, 8 delas inclusive, 

com produção acima de 6g (Tabela 1; Figura 1), que é uma alta produção, comparada com 

experimentos semelhantes conduzidos por outros autores (Martins, 1996; Zilli et al., 1999). 

Contudo, 25mg.semana-1 de N pode não ter sido suficiente para o desenvolvimento máximo 

das plantas testemunhas.  
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Figura 1 - Matéria seca produzida por plantas de caupi inoculadas com estirpes de rizóbio 
isoladas do solo de Cerrado. As estirpes BR2001, BR3262 e BR3267 foram oriundas da 
coleção de culturas da Embrapa Agrobiologia.  
* Acúmulo do N aplicado durante 7 semanas (25mg.vaso-1.semana-1) 
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Figura 2 - N-total acumulado pela parte de plantas de caupi inoculas com estirpes de 
rizóbio obtidas do cultivo de caupi com solo de Cerrado. As estirpes BR2001, BR3262 e 
BR3267 foram oriundas da coleção de culturas da Embrapa Agrobiologia.  
* Acúmulo do N aplicado durante 7 semanas (25mg.vaso-1.semana-1) 
 

Semelhante ao parâmetro anterior, relativo a produação de matéria seca, a maioria 

das estirpes contribuíram para um elevado acúmulo de N quando comparado a outros 

trabalhos. Oito delas se destacaram contribuindo com um acúmulo de N superior a 

200mg.planta-1 (Tabela 1, Figura 2). Destacadamente as estirpes BR3267 e BR3262 apesar 

de não terem apresentado diferenças significativa da estirpe BR2001, acumularam um teor 

de N cerca de 15% maior. É importante destacar que a estirpe BR3262 isolada da 

fazendinha Agroecológica (Zilli et al., 1997) já foi testada em outros experimentos de 

eficiência simbiótica (Zilli et al., 1999; Valicheski, dados não publicados), apresentando em 

todos um bom desempenho.  
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Figura 3 - Correlações entre os parâmetro de eficiência simbiótica de 15 estirpes de rizóbio 
nodulante de caupi. (A) – correlação entre matéria seca da planta por N-total da parte aérea, 
(B) – matéria seca por eficiência nodular (N-total da parte aérea / massa seca de nódulos; 
mg.g-1), (C) - Eficiência nodular (N-total da parte aérea / massa seca de nódulos; mg.g-1) 
por N-total da parte aérea e (D) - Massa seca de nódulos por N-total da parte aérea. 
 

A Figura 3 (A) mostra uma correlação linear entre os parâmetros matéria seca 

produzida e N-total acumulado pela parte aérea das plantas, demostrando, que a capacidade 

produtiva das plantas não foi explorada totalmente, ou seja, a quantidade de N não atendeu 

o potencial produtivo das plantas.  

O parâmetro eficiência nodular (Saito, 1982) indicou que apenas a estirpe 8A2 não 

teve uma eficiência significativamente igual a da estirpe BR2001, mostrando que embora o 

acúmulo de N tenha sido maior para algumas estirpes, a atividade nodular foi semelhante, 

havendo variação apenas na massa de nódulos (Tabela 1). Esta observação se expressa na 

Figura 3 (C e D), onde se observa uma baixa correlação entre eficiência nodular com o N-

total acumulado e massa de nódulos secos com o N-total acumulado. De modo geral, a 
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estirpe que teve uma melhor eficiência nodular não foi necessariamente a que proporcionou 

o maior acúmulo de N e nem a que produziu a maior massa de nódulos a que teve a melhor 

eficiência simbiótica. A massa de nódulos parece ter sido o fator discriminante entre as 

estirpes na acumulação de N, pois mesmo possuindo uma eficiência nodular menor, a maior 

quantidade de tecido nodular propicionou acúmulo de N semelhante. No caso da cultura da 

soja tem-se verificado, de modo geral, que estirpes de B. japonicum produzem menos 

nódulos quando comparadas com estirpes de B. elakanii, no entanto, seus nódulos 

apresentam uma naior eficiência (Boddey & Hungria, 1997).A observação de baixa 

correlação entre os parâmetros de eficiência nodular com a massa de nódulos  e rendimento 

da produção das plantas de caupi também foi verificado também Zablotowich  & Focht 

(1981).  

A redução de acetileno é normalmente a análise utilizada para obter a estimativa 

direta da atividade da nitrogenase (Mague & Burris, 1972),  pois esta enzima pode utilizar o 

acetileno como substrato ao invés de N2. Porém, por problemas ocorridos no cromatógrafo 

gasoso, não foi possível a determinação da concentração do acetileno reduzido pelas 

estirpes. No entanto, Valicheski (dados não publicados), conduziu um experimento em casa 

de vegetação onde avaliou a atividade da nitrogenase das estirpes BR3267, BR2001, 

BR2362, 7A4 e 1B13 utilizadas neste experimento. 

O experimento conduzido por Valicheski (dados não publicados) testou a 

recuperação da atividade da nitrogenase de estirpes de rizóbios nodulantes de caupi quando 

submetidas a um choque térmico (40-420C; 5 horas-1.dia; 3 dias consecutivos). Os 

resultados apresentados no Quadro 4 e na Figura 4, são parciais e se referem apenas aos 

dados obtidos para as estirpes BR3267, BR2001, BR2362 ,7A4 e 1B13. Observa-se, que 

em todos os tratamentos houve uma pequena queda no teor de N-total das plantas (Quadro 

4), em função do estresse térmico sofrido pelas bactérias. Já para a matéria seca houve um 

pequeno aumento entre os dois períodos, indicando que o N que estava presente nos tecidos 

das plantas foi suficiente para manter o crescimento das plantas.  
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Quadro 4* - Teor de nitrogênio (%) nas folhas e produção de matéria seca (g) por plantas 
de caupi submetidas a um choque térmico. Experimento conduzido por Valicheski, (dados 
não publicados). 

Nitrogênio acumulado nas folhas (%) Matéria seca (g)  
Estirpes 

Coleta logo após o 
choque 

Coleta 1 semana 
após o choque 

 Coleta logo após 
o choque 

Coleta 1 semana 
após o choque 

BR3267 1,57 1,75 0,23 0,29 
BR2001 3,83 3,71 0,74 1,42 
7A4 3,49 2,94 1,35 2,28 
BR3262 4,11 4,01 1,64 2,69 
1B13 3,94 3,27 1,86 2,37 
* Dados reproduzido com autorização autor. 
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Figura 4* - Atividade de redução de acetileno (ARA), realizada por Valicheski (dados não 
publicados), mostrando o efeito do choque térmico aplicado em plantas de caupi inoculadas 
com as estirpes de rizóbio 1B13, BR3262, 7A4, BR2001 e BR3267. (a) – ARA no 
tratamento que recebeu choque térmico (b) - ARA no tratamento que recebeu choque 
térmico após 7 dias, (c) – ARA no tratamento controle (d) – ARA no tramento controle 
após 7 dias. 
Obs. - A ARA foi realizada logo após o término do choque térmico. 
* Dados reproduzido com autorização autor. 

De maneira geral, com exceção da estirpe BR3267, todas as estirpes apresentaram 

alta atividade de redução de acetileno, oque representa alta atividade da nitrogenase. 

Quanto a capacidade de recupração após o choque térmico, a estirpe 7A4 conseguiu 

recuperar pelo menos 50% da sua atividade, quando comparada a testemunha, enquanto as 
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estirpes BR3262, 1B13 e BR2001 recuperam totalmente a sua atividade. A excelente 

recuperação destas estirpes, após o choque térmico, demonstra que elas possuem boa 

adaptação às altas temperaturas o que pode ser favorável na seleção de inoculantes para 

regiões de clima tropical (Wani et al., 1995). 

 

4.2 - Avaliação da Ocupação Nodular através da Técnica de ELISA 
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Figura 5 - Percentagem de nódulos soro-positivos avaliada por reação de ELISA, utilizando 
anti-soros policlonais específicos para cada estirpe inoculante. Os dados foram analisados 
estatisticamente, sendo que tratamentos com as mesmas letras não diferem a nível de 1% de 
probabilidade pelo teste de Tukey, com coeficiente de variação de 30, 01%.   
Obs. – A análise estatística foi realizada com os dados reais.  

 
A análise da taxa de ocupação nodular no experimento de campo, através da reação 

de ELISA (Figura 5), revelou que três dos anti-soros utilizados (anti-soro BR3267, 3A8 e 

7A5) reagiram positivamente com nódulos coletados no tratamento controle, o qual não 

havia recebido inoculante, demostrando desta forma que estas estirpes ou seus soro-grupos 

estão estabelecidas na área de experimentação. A presença destas estirpes na área do 

experimento não é uma surpresa, pois com exceção da estirpe BR3267, BR2001 e BR3262, 

todas as outras foram obtidas de áreas de Cerrado. Ao contrário, não se detectou reações 

dos anti-soros 1B13, BR3262, BR2001 e 2A9 com nódulos do tratamento controle, o que 
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indica que estas estirpes não estavam presentes na área do experimento. É importante 

destacar que as estirpes 1B13 e BR3262 proporcionaram a formação de mais de 60% dos 

nódulos em área onde elas não estavam estabelecidas, e onde a estimativa do número mais 

provável de rizóbios na área do experimento revelou alta população de rizóbio, da ordem de 

6 x 103 células de rizóbio por grama de solo (apêndice 4), sugerindo desta forma, boa 

capacidade competitiva destas estirpes.  

 Uma melhor capacidade de competir por sítios de nodulação no campo tem sido 

atribuída à espécie B. elkanii, no caso da soja (Kuykandall et al. 1988; Neves & Rumjanek, 

1997; Boddey & Hungria, 1997). Porém, apesar desta espécie apresentar uma melhor 

capacidade de competir na formação de nódulos, tem sido verificado uma menor eficiência 

quanto à FBN quando promovida por estirpes de B. elkanii, comparada com estirpes de 

B. japonicum (Teaney & Fuhrmann,1992; Neves et al., 1987). Isto tem sido atribuído pelo 

elevado número de nódulos fisiologicamente inativos colonizados por B. elkanii (Boddey et 

al. 1997) e também pelo fenótipo Hup presente na associação soja/Bradyrhizobium 

japonicum. No caso de B. japonicum, apesar da maior eficiência em termos de FBN, 

quando comparada à B. elkanii, possui dificuldades em competir para a formação de 

nódulos e se estabelecer no solo. No entanto, trabalhos conduzidos por Weaver et al., 

(1972) e por Kuykendall (1989) em outros países mostraram a presença de B. japonicum, 

em número elevado, 5 anos após a sua inoculação, mesmo em áreas sem o cultivo de soja. 

No caso específico do Brasil, Vargas et al. (1994a, b) mostraram a existência de estirpes de 

B. japonicum estabelecidas no solo de Cerrado, que além de serem eficientes na FBN, 

foram altamente competitivas em nível de campo.  

 

4.3 - Relação Filogenética das Estirpes de Rizóbios Utilizadas como Inoculantes 

A análise filogenética (Figura 6) revelou que as estirpes testadas agruparam-se com o 

gênero Bradyrhizobium, demonstrando que todas devam pertencer a este gênero. Sete das 

estirpes obtidas do solo de Cerrado (estirpes 2A9, 2B9, 3A8, 8A2, 2C3, 3A5 e 6A4) 

agruparam à 100% de similaridade com a estirpe BR29 (grupo I), o que indica que estas 

estirpes pertencem a espécie B. elkanii, contudo necessitando de confirmação por 

sequenciamento do 16S rDNA. A estirpe BR2001 também agrupou com B. elkanii a pelo 
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menos 90% de similaridade, mostrando que também provavelmente, pertença à espécie 

B. elkanii. No grupo II, grupo da espécie B. japonicum, quatro estirpes agruparam, sendo 

que 1B13 e 7A4 foram totalmente similares com a estirpe BR111 enquanto, BR3267 e 7C5 

apresentaram uma distância de aproximadamente 10% com relação a esta estirpe. É 

importante perceber que não houve o predomínio da espécie B. japonicum ou B. elkanii nos 

parâmetros de eficiência simbiótica testados e que também não se detectou maior formação 

de nódulos a campo por uma ou outra espécie. Estes resultados diferem do que é 

normalmente observado na cultura da soja no Brasil. Pois, a maior formação de nódulos é 

atribuída à espécie B. elkanii que se adaptada melhor às condições dos solos brasileiros e a 

maior eficiência simbiótica à B. japonicum, que ocasiona maiores acúmuloa de N 

erendimentos na produção de grãos (Neves & Rumjanek, 1997; Boddey & Hungria, 1997). 

No experimento de campo observou-se também que a estirpe 1B13, identificada por 

ARDRA como pertencente a espécie B. japonicum, foi capaz de ocupar 75% dos nódulos, o 

que demonstra que embora seja uma estirpe de B. japonicum, possuí alta capacidade de 

competir na nodulação de caupi. 

 

Figura 6 – Dendrograma elaborado pelo algoritmo UPGMA, seguindo uma matriz de 
similaridade genética, mostrando a similaridade entre 15 estirpes de rizóbio nodulante de 
caupi e 6 estirpes padrões: BR29, BR111, BR112, BR10016, BR10026 e BR5410. A 
estirpe BR3267, BR3262 e BR2001 foram oriundas da coleção de culturas da Embrapa 
Agrobiologia. O coeficiente cofenético calculado teve valor igual a 0,98. 
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5. CONCLUSÕES 

• Os experimento de eficiência simbiótica e ocupação nodular e, a análise 

filogenética mostraram não haver diferenças significativas na eficiência simbiótica e 

ocupação nodular entre estirpes de B. elkanii e B. japonicum na cultura do caupi; 

• O experimento de campo mostrou que a estirpe BR2001, atualmente recomenda 

para a cultura do caupi, estabeleceu baixa nodulação  com a cultivar de caupi BR17; 

• O experimento de eficiência simbiótica mostrou que as estirpes BR3267 e 3A8 

contribuíram significativamente para a FBN em todos os parâmetros avaliados, no 

entanto, não foi possível avaliar a taxa de ocupação nodular no campo, pois elas ou 

soro-grupos estavam estabelecidos na área do experimento; 

• Os experimento de eficiência simbiótica e ocupação nodular indicaram que as 

estirpes BR3262 e 1B13 são potencialmente promissoras como inoculantes para a 

cultura do caupi, pois, além de se destacarem em todos os parâmetros de FBN 

avaliados, formaram mais de 60% dos nódulos no campo, onde já havia alta população 

de rizóbios estabelecida. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Os resultados de isolamento, caracterização morfológica e genotípica dos isolados 

de rizóbio, obtidos de plantas de caupi, cultivadas com solo de Cerrado revelaram que na 

área de Cerrado clímax, há predominantemente uma população de rizóbio semelhnate a 

B. elkanii, que altera-se a medida que ocorre o cultivo do solo. Desta forma, também, surge 

uma população de rizóbio característica de B. japonicum, provavelmente em decorrência do 

uso de inoculantes de B. japonicum para a cultura da soja. 

 Os resultados obtidos do experimento de casa de vegetação indicaram que 10 das 

estirpes provenientes do Cerrado, assim como também as estirpe BR3267 (oriunda do 

Semi-árido) e BR3262 (oriunda da Fazendinha Agroecológica) contribuiram para a FBN 

em caupi, significativamente igual a estirpe BR2001, atualmente recomendada para esta 

cultura. Entretanto, as estirpes BR3262, 1B13 e BR2001 testadas por Valicheski (dados não 

publicados), quanto a atividade da nitrogenase após um choque térmico (40-420C; 5 

horas.dia-1; 3 dias consecutivos) apresentaram alta atividade da nitrogenase, bem como 

excelente capacidade de recuperação da atividade desta enzima. 

No experimento de campo, onde estimou-se a presença de rizóbios da ordem de 

6x103 células.g-1 de solo, testou-se a ocupação nodular na cultivar de caupi BR17 por 4 

estirpes de rizóbios provenientes do Cerrado (1B13, 7A4, 3A8 e 2A9) e as estirpes 

BR2001, BR3267 e BR3262. Os resultados indicaram, com exceção das estirpes 2A9 e 

BR2001, que as demais estirpes não diferiram estatisticamente na ocupação nodular das 

plantas de caupi. No entanto, as estirpes BR3262 e 1B13, identificadas como pertencentes a 

B. elkanii e B. japonicum, respectivamente, ocuparam mais de 60% dos nódulos analisados 

e, ao contrário do que ocorreu para as estirpes 7A4, 3A8 e BR3267 não detectou-se suas 

presenças ou de seus soro-grupos na área do experiemento. O resultado obtido para a 

estirpe 1B13 indica boa capacidade competitiva de B. japonicum nas condições de solo 

tropical, ao contrário do que tem sido reportado na literatura.  

Desta forma, apesar de várias estirpes terem contribuído signicativamente para a 

FBN em caupi, as estirpes BR3262 e 1B13 destacaram-se, pois, ocuparam mais de 60% dos 

nódulos no experimento de campo, além de recuperarem totalemente a atividade da 

nitrogenase, após um choque térmico.  
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Apêndice 1 
 

Caracterização Morfológica de Isolados de Rizóbio obtidos do Cultivo de Caupi com Solo de Cerrado 
 

Gr. 
Morfológico*  

 
Isolado 

 
Tempo de 

 crescimento 

 
pH do meio 

 
Tamanho da 
colônia (mm) 

 
Forma da 
colônia 

 
Elevação da 

colônia 

 
Borda 

 
Transparência 

 
Aparência da 

colônia 

 
Cor da 
colônia 

 
Aparência do 

muco 

 
Elasticidade 

do muco 

 
Tipo de 
muco 

1 5C4 2 Ácido 2 a 3 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo C/elast. Viscosa 

2 2A8 2 Ácido 2 a 3 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo C/elast. Viscosa 

3 2C1 2 Ácido 1 a 2 Irregular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo C/elast. Viscosa 

4 2C10 2 Ácido 2 a 3 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo C/elast. Viscosa 

4 2C11 2 Ácido 2 a 3 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo C/elast. Viscosa 

4 2C9 2 Ácido 2 a 3 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo C/elast. Viscosa 

5 2A1 2 Ácido 2 a 3 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo C/elast. Viscosa 

5 2B10 2 Ácido 2 a 3 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo C/elast. Viscosa 

5 2B3 2 Ácido 2 a 3 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo C/elast. Viscosa 

6 1B14 3 Ácido 2 a 3 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

7 5C3 2 Ácido 2 a 3 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo C/elast. Viscosa 

7 2B6 2 Ácido 2 a 3 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo C/elast. Viscosa 

7 5C1 2 Ácido 2 a 3 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo C/elast. Viscosa 

8 1B4 2 Ácido 2 a 3 Circular Plana Inteira Sim Heterogêneo Branca  Heterogêneo C/elast. Viscosa 

8 1B5 2 Ácido 2 a 3 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo C/elast. Viscosa 

9 2B5 2 Alcalino 2 a 3 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

9 2B7 2 Alcalino 2 a 3 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

9 2B8 2 Alcalino 2 a 3 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

10 2A10 2 Ácido 2 a 3 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

10 3A2 2 Ácido 2 a 3 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

11 2A11 2 Ácido 2 a 3 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Amarela Heterogêneo S/elast. Viscosa 

11 3B2 2 Ácido 2 a 3 Irregular Plana Inteira Sim Homogêneo Amarela Heterogêneo S/elast. Viscosa 

12 1C3 2 Ácido 2 a 3 Circular Plana Inteira Sim  Heterogêneo Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

13 7A1 2 Ácido 2 a 3 Irregular Plana inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

14 2C3 6 Alcalino 2 a 3 Irregular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo C/elast. Viscosa 

15 2A2 6 Alcalino 2 a 3 Irregular Plana Inteira Sim Heterogênea Amarela Homogêneo S/elast. Viscosa 

16 2C2 6 Alcalino 2 a 3 Irregular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Heterogêneo C/elast. Viscosa 

17 2B9 6 Alcalino 1 a 2 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo C/elast. Viscosa 

18 3C1 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo C/elast. Viscosa 

19 2A6 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo C/elast. Viscosa 
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19 2A7 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo C/elast. Viscosa 

20 2A9 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo C/elast. Viscosa 

21 2B4 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

21 5C7 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

21 5C8 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

22 1B13 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

22 4B10 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

22 4B11 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

22 4B12 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

22 4B13 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

22 4B8 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

22 4B9 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

23 5B2 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Heterogêneo S/elast. Butírica 

23 5C9 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Butírica 

24 5B4 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Não Homogêneo Branca Heterogêneo S/elast. Butírica 

25 3B1 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8B1 6 alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 2A3 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 2B11 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 2C8 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 4A6 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 5A2 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 5C2 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 6C3 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8A5 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8C7 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 5B1 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 2C6 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3B11 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3B4 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3B5 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3B7 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 5B8 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 5C5 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 6C4 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 
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25 6C5 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 6C6 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8A10 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8A6 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8A2 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8A8 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8A9 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8B10 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8B2 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8B3 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8B4 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8B5 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8B6 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8B7 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8B8 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8B9 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8C4 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8C5 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8C6 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8C9 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3A11 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3A8 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3C6 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 1A1 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 2C4 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3A10 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3A7 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3B10 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3B8 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3B9 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3C10 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3C11 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3C12 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3C3 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3C4 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 
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25 3C5 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3C7 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 3C8 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 6C7 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 6C8 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 6C9 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8C11 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

25 8C12 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

26 4A8 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

26 4A9 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

26 2C5 6 Alcalino Puntiforme Circular Elevada Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

27 4B2 6 Alcalino 1 a 2 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

27 2B2 6 Alcalino 1 a 2 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

27 6A4 6 Alcalino 1 a 2 Irregular Plana Inteira Sim homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

27 6A2 6 Alcalino 1 a 2 Irregular Plana Inteira Sim homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

27 3A9 6 Alcalino Puntiforme Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

28 2C7 6 Ácido 1 a 2 Irregular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

29 2A4 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

29 3B3 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

29 2A13 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

29 2A5 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

29 3A3 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

29 3B6 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

29 5B10 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogêneo Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

29 8A3 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

29 8A4 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

29 3A6 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

29 8A1 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

29 2B1 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

29 3A1 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

29 3A4 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

30 2B12 6 Alcalino 1 a 2 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

30 3A5 6 Alcalino 1 a 2 Irregular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

30 6A3 6 Alcalino 1 a 2 Irregular Plana Inteira Sim homogêneo Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

31 4A5 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Butírica 
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32 2A12 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Sim Homogênea Branca Heterogêneo S/elast. Viscosa 

33 4A7 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Sim Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

33 8C8 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

33 4C6 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

33 8C10 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Sim Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 6A1 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7C5 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 4C4 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 5A1 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7B6 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1B12 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1C6 4 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 4B5 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 5A13 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 5B5 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7A4 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7B9 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 4A4 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1A9 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1C4 4 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 8C2 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1A10 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1A11 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1A2 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1A3 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1A4 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1A5 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1A6 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1A7 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1A8 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1B1 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1B10 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1B11 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1B2 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1B7 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 
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34 1B8 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1B9 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1C1 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1C10 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1C11 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1C12 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1C13 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1C14 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1C2 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1C7 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1C8 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 1C9 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 4A1 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 4A2 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 4A3 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 4B1 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 4B3 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 4B4 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 4B7 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 4C1 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 4C10 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 4C3 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 4C5 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 4C7 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 4C8 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 4C9 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 5A10 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 5A3 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 5A4 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 5A5 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 5A6 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 5A7 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 5A9 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 5B3 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 5B6 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 
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34 5B7 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 5B9 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 6A5 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7A10 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7A2 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7A3 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7A5 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7A6 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7A7 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7A8 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7A9 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7B10 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7B3 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7B4 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7B5 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7B7 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7B8 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7C1 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7C10 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7C11 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7C2 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7C3 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7C4 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7C6 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7C8 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 7C9 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 8C1 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

34 8C3 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

35 5A8 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

35 5C6 6 Alcalino 1 a 2 Circular Plana Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

35 6C1 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

35 6C2 6 Alcalino Puntiforme Circular Plana Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

36 7B1 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

36 4A10 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

36 4A11 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 
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36 7B2 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogênea Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

36 7C7 6 Alcalino 1 a 2 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Viscosa 

37 1C5 4 Alcalino 2 a 3 Interrompida Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Heterogêneo S/elast. Butírica 

38 8A6 6 Ácido Puntiforme Circular Elevada Inteira Não Homogênea Amarela Homogêneo S/elast. Viscosa 

39 4C2 2 Ácido 2 a 3 Circular Elevada Inteira Não Homogêneo Branca Homogêneo S/elast. Butírica 

 
* Grupo obtido pelo método UPGMA e coeficiente SM. 
Obs. – O coeficiente cofenético teve valor igual a 0,96. 
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Apêndice 2 
 

Matriz de Dados das Caracteísticas Morfológicas dos Isolados de Rizóbios (Ordenados em Duas Classes*) Utilizada para o Cálculo 
da Similaridade dos Isolados, através do Coeficiente SM e Agrupamento dos mesmos por UPGMA. 

 
  Isolados Tempo de 

crescimento 
Tamanho da 
colônia (mm) 

Forma da 
colônia 

Aparência da 
colônia 

Cor da 
colônia 

pH do 
meio 

Transparência Elevação da 
colônia 

Aparência 
do muco 

Tipo de muco 
(pegajosidade) 

Elasticidade do 
muco 

Quantidade 
de muco 

1A1 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1A10 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1A11 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1A2 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1A3 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1A4 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1A5 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1A6 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1A7 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1A8 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1A9 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1B1 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1B10 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1B11 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1B12 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1B13 1 1 2 1 1 1 2 2 1 1 2 1 
1B14 2 2 1 1 1 2 1 2 1 2 2 2 
1B2 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1B4 2 2 2 1 1 2 1 2 2 2 1 2 
1B5 2 2 2 1 1 2 1 2 2 2 1 2 
1B7 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1B8 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1B9 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1C1 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1C10 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1C11 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1C12 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1C13 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1C14 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1C2 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1C3 2 2 2 2 1 2 1 2 2 2 2 1 
1C4 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1C5 1 2 1 1 1 1 2 1 2 1 2 1 
1C6 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1C7 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1C8 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
1C9 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
2A1 2 2 1 1 1 2 1 2 1 2 1 2 
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2A10 2 2 1 1 1 2 1 2 2 2 2 2 
2A11 2 2 1 1 2 2 1 2 2 2 2 2 
2A12 1 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 2 
2A13 1 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 2 
2A2 1 2 1 2 2 1 1 2 1 2 2 1 
2A3 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
2A4 1 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 1 
2A5 1 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 1 
2A6 1 1 2 1 1 1 1 2 2 2 1 1 
2A7 1 1 2 1 1 1 1 2 2 2 1 1 
2A8 2 2 2 1 1 2 1 2 1 2 1 1 
2A9 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 1 2 
2B1 1 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 1 
2B10 2 2 1 1 1 2 1 2 1 2 1 2 
2B11 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
2B12 1 2 1 1 1 1 1 2 2 2 2 1 
2B2 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
2B3 2 2 1 1 1 2 1 2 1 2 1 2 
2B4 1 1 2 1 1 1 1 2 1 1 2 1 
2B5 2 2 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 
2B6 2 2 1 1 1 2 1 2 2 2 1 2 
2B7 2 2 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 
2B8 2 2 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 
2B9 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 1 2 
2C1 2 1 1 1 1 2 1 2 1 2 1 2 
2C10 2 2 2 1 1 2 1 2 1 2 1 2 
2C11 2 2 2 1 1 2 1 2 1 2 1 2 
2C2 1 2 1 1 1 1 1 2 2 2 1 2 
2C3 1 2 1 1 1 1 1 2 1 2 1 1 
2C4 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
2C5 1 1 2 1 1 1 1 1 1 2 2 1 
2C6 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
2C7 1 1 1 1 1 2 1 2 1 2 2 1 
2C8 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
2C9 2 2 2 1 1 2 1 2 1 2 1 2 
3A1 1 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 1 
3A10 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3A11 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3A2 2 2 1 1 1 2 1 2 2 2 2 2 
3A3 1 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 1 
3A4 1 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 1 
3A5 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 1 
3A6 1 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 1 
3A7 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3A8 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3A9 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3B1 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3B10 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
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3B11 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3B2 2 2 1 1 2 2 1 2 2 2 2 2 
3B3 1 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 1 
3B4 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3B5 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3B6 1 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 1 
3B7 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3B8 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3B9 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3C1 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 1 1 
3C10 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3C11 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3C12 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3C3 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3C4 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3C5 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3C6 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3C7 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
3C8 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
4A1 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
4A10 1 1 2 1 1 1 2 1 1 2 2 1 
4A11 1 1 2 1 1 1 2 1 1 2 2 1 
4A2 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
4A3 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
4A4 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
4A5 1 1 2 1 1 1 1 2 2 1 2 2 
4A6 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
4A7 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2 1 
4A8 1 1 2 1 1 1 1 1 1 2 2 1 
4A9 1 1 2 1 1 1 1 1 1 2 2 1 
4B1 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
4B10 1 1 2 1 1 1 2 2 1 1 2 1 
4B11 1 1 2 1 1 1 2 2 1 1 2 1 
4B12 1 1 2 1 1 1 2 2 1 1 2 1 
4B13 1 1 2 1 1 1 2 2 1 1 2 1 
4B2 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
4B3 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
4B4 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
4B5 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
4B7 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
4B8 1 1 2 1 1 1 2 2 1 1 2 1 
4B9 1 1 2 1 1 1 2 2 1 1 2 1 
4C1 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
4C10 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
4C2 2 2 2 1 1 2 2 1 1 1 2 2 
4C3 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
4C4 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
4C5 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
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4C6 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2 1 
4C7 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
4C8 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
4C9 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
5A1 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
5A10 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
5A13 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
5A2 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
5A3 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
5A4 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
5A5 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
5A6 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
5A7 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
5A8 1 1 2 1 1 1 2 2 1 2 2 1 
5A9 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
5B1 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
5B10 1 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 1 
5B2 1 1 2 1 1 1 1 2 2 1 2 1 
5B3 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
5B4 1 1 2 1 1 1 2 2 2 1 2 1 
5B5 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
5B6 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
5B7 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
5B8 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
5B9 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
5C1 2 2 1 1 1 2 1 2 2 2 1 2 
5C2 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
5C3 2 2 1 1 1 2 1 2 2 2 1 2 
5C4 2 2 1 1 1 2 1 2 1 2 1 1 
5C5 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
5C6 1 1 2 1 1 1 2 2 1 2 2 1 
5C7 1 1 2 1 1 1 1 2 1 1 2 1 
5C8 1 1 2 1 1 1 1 2 1 1 2 1 
5C9 1 1 2 1 1 1 1 2 2 1 2 1 
6A1 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
6A2 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
6A3 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 1 
6A4 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
6A5 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
6C1 1 1 2 1 1 1 2 2 1 2 2 1 
6C2 1 1 2 1 1 1 2 2 1 2 2 1 
6C3 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
6C4 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
6C5 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
6C6 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
6C7 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
6C8 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
6C9 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
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7A1 2 2 1 1 1 2 1 2 2 2 2 1 
7A10 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7A2 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7A3 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7A4 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7A5 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7A6 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7A7 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7A8 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7A9 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7B1 1 1 2 1 1 1 2 1 1 2 2 1 
7B10 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7B2 1 1 2 1 1 1 2 1 1 2 2 1 
7B3 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7B4 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7B5 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7B6 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7B7 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7B8 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7B9 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7C1 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7C10 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7C11 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7C2 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7C3 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7C4 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7C5 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7C6 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7C7 1 1 2 1 1 1 2 1 1 2 2 1 
7C8 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
7C9 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
8A1 1 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 1 
8A2 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8A10 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8A3 1 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 1 
8A4 1 1 2 1 1 1 1 2 2 2 2 1 
8A5 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8A6 1 1 2 1 2 2 2 1 1 2 2 1 
8A7 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8A8 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8A9 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8B1 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8B10 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8B2 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8B3 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8B4 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8B5 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8B6 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
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8B7 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8B8 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8B9 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8C1 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
8C10 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2 1 
8C11 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8C12 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8C2 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
8C3 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 2 1 
8C4 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8C5 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8C6 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8C7 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 
8C8 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 2 1 
8C9 1 1 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 

             

 
* Ordenação das Características Morfológicas dos Isolados de Rizóbios em Duas Classes 

Código Numérico 
Características 

1 2 
   Tempo de cresciento Acima de 3 dias 1 a 3 dias 
   Tamanho da colônia Puntiforme a 1mm 2 e 3mm 
   Forma da colônia Irregular Circular 
   Aparência da colnia Homogênea Heterogênea 
   Cor da colônia Branca Amarela 
   pH do meio Neutro e alcalino Ácido 
   Trasparência Sim Não 
   Elevação da colônia Plana Elevada 
   Aparência do muco Homogênea Heterogênea 
   Pegajosidade Sem Com 
   Elasticidade do muco Com Sem 
   Quantidade de muco Pouca Muita 
   Borda da colônia  Desconsiderada em função de todos os isolados terem bordas inteiras 
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Apêndice 3 
 

Análise Química do Solo para Macronutrientes, Realizada no Laboratório de Solos da 
Embrapa Agrobiologia. 

Al +3 Ca+2 Mg+2 P K +  
Áreas pH em 

água                         cmolc .dm-3 mg.dm-3 

1 • 4,9       0,8 2,0    1,2  3 23 
2 •• 5,2 0,3 2,1 1,5 4 78 
3 •• 4,9 0,7 1,8 1,2 20 78 
4 • 4,9 0,6 2,2 0,7 19 26 
5 •• 4,9 0,8 1,4 1,3 3 62 
6 • 4,4 1,7 *  *  0 28 
7 •• 5,0 0,2 3,3 0,9 8 90 
8 •• 4,8 0,5 1,8 0,8 13 28 
9 ••• 4,3 0,8 1,18 1,36 22 17 

•  Áreas localizadas no município de Bom Jesus PI, local de coleta de amostras para avaliação da 
população de rizóbio nodulante de caupi; 
•• Áreas localizadas no município de São Domingos do Azeitão PI, local de coleta de amostras para 
avaliação da população de rizóbio nodulante de caupi; 
••• Área localizada no município de Baixa Grande do Ribeira PI, local da implantação do 
experimento no campo; 
*   Teor do elemento abaixo do limite de detecção do método utilizado. 
 

Análise Química do Solo para Micronutrientes, Realizada no Laboratório de Solos, Água e 
Plantas da Embrapa Solos  

Áreas 
 

Elementos Analisados (mg.dm-3) 
 

Mo Cr  Mn Fe Co Ni Cu Zn Al  Cd Pb 

1 • *  0,076 1,14 33,1 *  0,087 0,074 1,96 345 0,020 *  
2 •• *  0,076 2,02 37,8 *  *  0,106 0,257 492 *  *  
3 •• *  0,058 1,86 28,3 *  *  0,121 1,3 441 *  *  
4 • *  0,042 0,800 38,3 *  *  0,046 0,487 252 0,024 *  
5 •• *  0,053 0,972 28,8 *  *  0,118 0,217 554 *  *  
6 • nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 
7 •• *  0,089 1,18 36,1 *  0,075 0,066 1,98 322 0,010 *  
8 •• nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 
9 ••• *  0,042 1,91 28,5 *  *  0,080 0,608 314 *  *  

•  Áreas localizadas no município de Bom Jesus PI, local de coleta de amostras para avaliação da 
população de rizóbio nodulante de caupi; 
•• Áreas localizadas no município de São Domingos do Azeitão PI, local de coleta de amostras para 
avaliação da população de rizóbio nodulante de caupi; 
••• Área localizada no município de Baixa Grande do Ribeira PI, local da implantação do 
experimento no campo; 
*   Teor do elemento abaixo do limite de detecção do método utilizado; 
nd Amostras não analisadas. 
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Apêndice 4 
 

Dados Relativos a Nodulação das Plantas de Siratro utilizados para Estimativa do Número de 
Células de rizóbios no Solo pelo NMP (Woomer, 1994) 

 

Repetições Diluições do 
Solo 1 2 3 4 

Total de 
Plantas 

noduladas*  

5-1 + + - + 3 
5-2 + - + + 3 
5-3 - + + + 3 
5-4 + + + - 3 
5-5 - - + + 2 
5-6 + - - - 1 

* De acordo com a tabela 5 – 5 (Woomer, 1994), o total de plantas nodulas 3-3-3-3-2-1 representa 
uma estmativa de células de rizóbio da ordem de 6 x 103. 
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Apêndice 5 
 

Purificação de Anti-soros com Coluna HiTrap® Protein A (Amershan Phamacia Biotech) 
 

1. Lavar a coluna com 3ml de tampão Tris (Tris-HCl 0,06M; Tris-base 0,04M; pH 8,0); 
2. Aplicar 10ml do anticorpo diluído 1:50 (9,5ml de tampão Tris + 0,5ml do anti-soro); 
3. Lavar a coluna com 4ml de tampão Tris (Tris-HCl 0,06M; Tris-base 0,04M; pH 8,0); 
4. Aplicar 4ml de eluente, tampão Glicina (10mM pH 4,0); 
5. Coletar o efluente da coluna; 
6. Aplicar 4ml de eluente, tampão Glicina (10mM pH 3,0); 
7. Coletar o efluente da coluna; 
8. Lavar a coluna com 4ml de eluente, tampão Glicina (10mM pH 3,0); 
9. Lavar a coluna com 3ml de tampão Tris (Tris-HCl 0,06M; Tris-base 0,04M; pH 8,0); 
10. Lavar a coluna com 5ml de etanol (20%); 
11. Adicionar 3ml de etanol na coluna, fechá-la e guardá-la a 40C;  
12. Ajustar o pH do anti-soro purificado para 7,0, utilizando NaOH (0,5M); 
13. Adicionar azida sódica em uma concentração final de 0,02%, para evitar contaminação. O soro 

deve ser aliquotado, estocando-se um volume rotineiro a 40C e o restante a –200C). 
Obs. - As soluções são aplicadas na coluna através utilizando uma seringa,  
 
 
 

Purificação de Anti-soros com Coluna ECONO-PAC (BioRad) 
 

1. Ajustar o fluxo da bomba peristáutica (0,4ml; 1 minuto); 
2. Lavar a coluna com 5ml de tampão Tris (Tris-HCl  0,06M; Tris-base 0,04M; pH 8,0); 
3. Aplicar 10ml do anticorpo diluído 1:50 (9,5ml de tampão Tris + 0,5ml do anti-soro); 
4. Lavar a coluna com 4ml de tampão Tris (Tris-HCl  0,06M; Tris-base 0,04M; pH 8,0); 
5. Aplicar 4ml de eluente, tampão Glicina (10mM pH 4,0); 
6. Coletar o efluente da coluna; 
7. Aplicar 4ml de eluente, tampão Glicina (10mM pH 3,0); 
8. Coletar o efluente da coluna; 
9. Lavar a coluna com 4ml de eluente, tampão Glicina (10mM pH 3,0); 
10. Lavar a coluna com 3ml de tampão Tris (Tris-HCl 0,06M; Tris-base 0,04M; pH 8,0); 
11. Lavar a coluna com 5ml de metanol (20%); 
12. Adicionar 3ml de metanol na coluna, fechá-la e guardá-la a 40C;  
13. Ajustar o pH do anti-soro purificado para 7,0, utilizando NaOH (0,5M); 
14. Adicionar azida sódica em uma concentração final de 0,02%, para evitar contaminação,  O soro 

deve ser aliquotado, estocando-se um volume rotineiro a 40C e o restante a –200C),  
Obs. - As soluções são aplicadas na coluna através de uma bomba peristáutica. 
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Apêndice 6  
 

Nomenclatura das Estirpes Utilizadas no Experiemnto de Eficiência Simbiótica 
 

Nomenclatura na Coleção de 
Cultura da Embrapa Agrobiologia 

Nomenclatura 
Original  Local de Origem e Refêrencia 

BR3288 7A4 Cerrado (Isolada neste trabalho) 
BR3287 1B13 Cerrado (Isolada neste trabalho) 
BR3286 7C5 Cerrado (Isolada neste trabalho) 
BR3280 3A8 Cerrado (Isolada neste trabalho) 
BR3278 2A9 Cerrado (Isolada neste trabalho) 
BR3282 8A2 Cerrado (Isolada neste trabalho) 
BR3284 3A5 Cerrado (Isolada neste trabalho) 
BR3283 2B9 Cerrado (Isolada neste trabalho) 
BR3277 2C3 Cerrado (Isolada neste trabalho) 
BR3281 1C5 Cerrado (Isolada neste trabalho) 
BR3279 4A5 Cerrado (Isolada neste trabalho) 
BR3285 6A4 Cerrado (Isolada neste trabalho) 
BR3262 - SIPA Seropédica RJ (Zilli et al., 1997) 
BR3267 - Semi-Árido nordestino (Martins, 1996) 
BR2001 - Libéria (Indefinida)  

 


