UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE AGRONOMIA

CURSO DE POSGRADUACAO EM AGRONOMIA-CIENCIA DO SOLO

CARACTERIZACAO E SELECAO DE ESTIRPES DE RIZOBIO
PARA INOCULACAO DE CAUPI ( Vigna unguiculata(L) Walp) EM

AREAS DE CERRADO

JERRI EDSON ZILLI

Comité de Orientacao: Dra. Maria Cristina Pratad$ev

Dra. Norma Gouvéa Rumjanek

Dissertacao submetida como
requisito parcial para obtencéo
do grau deMagister Scientiae

emAgronomia-Ciéncia do Solo

Seropédica, Rio de Janeiro
Fevereiro de 2001



CARACTERIZACAO E SELECAO DE ESTIRPES DE RIZOBIO
PARA INOCULACAO DE CAUPI ( Vigna unguiculata(L) Walp) EM

AREAS DE CERRADO

JERRI EDSON ZILLI

APROVADO EM 16 /02 / 2001

Dr. Gilson Paulo Manfio
(Fundacéao André Tosello)

Dr. Segundo Urquiaga e
(Embrapa Agrobiologia)

Dra. Maria Cristina Prata NeVES oo,
(Embrapa Agrobiologia)



Dedico este trabalho aos meus pégdcye Terezinha Zilli



AGRADECIMENTOS

Com muito carinho agradeco a todos os meus amigos e colegas tetraledireta ou

indiretamente estiveram comigo durante este periodo.

Agradeco a Suzana Saori Yamashita pela compreensdo da minhadadeeds trabalhar

nas horas mais inesperadas.

Agradeco a Romano Valicheski por ter cedido seus resultados paussédscdeste

trabalho.

Agradeco em especial a Dra. Maria Cristina Prata Newsrma Gouvéa Rumjanek pela

orientacdo dos meus trabalhos e incentivo a minha profissao.



BIOGRAFIA DO AUTOR

Jerri Edson Zilli, nascido em 09 de maio de 1974, na cidade de Xaxina Sant
Catarina, formotse Técnico em Agropecuaria pela Escola Agrotécnica Federal de
Concordia no ano de 1994 e gradseuem Licenciatura em Ciéncias Agricolas na
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro no ano de 1998.

Durante sua graduacdo sempre esteve envolvido com estagios e pdeetos
pesquisa, sendo bolsista de-Rriéiacdo Cientifica na UFRRJ no ano de 1996 e bolsista de
Iniciacdo Cientifica na Embrapa Agrobiologia em 1997 e 1998.

Iniciou o curso de Mestrado em Agronondigncia do Solo, na UFRRJ em marcgo
de 1999.



Vi

INDICE
Pagina
RESUMO ...ttt e et e e e e e e e as Xi......
ABSTRACT .ttt ettt e e e e e e e e e e e Xiil....
INTRODUGAO GERAL ..ottt neenen, 1..
CAPITULO |
ESTUDO DA POPULACAO DE RIZOBIO NODULANTE DE CAUPI EM
SOLO DE CERRADO
1. INTRODUGAO ...ttt e, 4.
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt e e a...
2.1. A PopUlacdo de RIZODIO ........uuuueiiiiiiiiie e B........
2.2. A Taxonomia de Rizobios 12
2.3. O GrupoBradyrhizobiumTropical ou Miscelanea Caupi..............ccccvvvvnnnene. 15.
2.4. Andlise Molecular Baseada N0 16S rDNA.........ccccoiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 18....
3. MATERIAL E METODOS .....coiiiiiiiieiiiieit et 21
3.1. Coletas de AMOStras de SOl0.........cccccuvuuiiiiiiiiiiiiiiie e 21......
3.2. Cultivo das Plantas ISCa..........ccueviiiiiiiiiiiiiiiiee e 21.....
3.3. Isolamento de Nodulos, Caracterizagdo e Agrupamento Morfologico dos
ISOIATOS. ... ———— 22.....
3.4. Teste de NOAUIAGAOD. ..........uuuiiiiiiiiiiiiiii e 23......
3.5. Escolha dos Isolados a serem Analisados por ARDRA...........ccccvvvvieeenen. 23.....
3.6. Preparacao das Amostras e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)..24........
3.7. Analise de Restricdo do 16S rDNA Amplificado (ARDRAS rDNA)........... 25
4, RESULTADOS E DISCUSSAQL........ccoeeeeeeeeiecteeeeeeeteeeeeeee et 27..
4.1. Isolamento de Nodulos, Caracterizacdo Morfolégica e Agrupamento dos
ISOlAdOS A€ RIZODIO.......uuiiiiiiiiiiiiiie e 27......
4.2. Teste de NOUUIAGED. ........cceiiiiiiiiiii e 28.......
4.3. Diversidade Morfologica dos lisolados de RizObio..............cccccvvviviiiinnnen. 29....
4.4. AmMPIlificagcdo do 16S rDNA... ..o 31....
4.5. Andlise dos Fragmentos de Restricao............c.......... ST TP 32......
4.6. Distribuicdo dos Diferentes Grupos de Rizdbio nas Areas Estudadas......4Q.....
4.7. Influéncia da Cultivar de Caupi na Obtencéo dos Grupos de Rizobio....... 43....

B, CONCLUSOES. ... .oooeeeeeeeee oottt et e et e e e et e e e eriaa e 47....



1.

2.
2.1
2.2

3.

3.1
3.1
3.1
3.1
3.1
3.1
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2
3.2

3.2
3.2
3.3

4,

4.1
4.2
4.3

5.

Vii

CAPITULO Il

EFICIENCIA SIMBIOTICA DE ESTIRPES DE RIZOBIO PARA
CAUPI ISOLADAS DE SOLO DE CERRADO NO ESTADO DO

PIAUI
INTRODUGAO ...ttt ettt ettt sttt st eete et aeseesteareenens 49....
REVISAO DE LITERATURA ...ttt ettt al.
. A CURUIA dO CAUPI..cciiiieieeeiiii ittt 51....
. A Simbiose Caupi/RIZODIO.........cccuuuriiiiiiiiiiiiii e 54.....
MATERIAL E METODOS ....covieiieeceecteeeeeee ettt 58
. Teste de Eficiéncia Simbittica em Casa de Vegetagao...........ccccceeerrnneeee. 58......
1. EScoIna das ESHIPES.......ccooiiiiiiiiii e 58......
2. CUltiVOo das Plantas..........uuuuiuuuiiiiiieee e eeeeeneeees 58.....
.3. Preparo dos Inoculantes e Inoculagéo das Plantas.................cccccuvvvnneee. 58......
4. Irrigagao e NUtric8o das Plantas............cccccuiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 59.....
.5. Colheita do Experimento e ParAmetros Analisados................cccccuvvvvnnee. 59.....
. Teste de Competitividade e Eficiéncia Simbidtica no Campo...................! 60.....
1. Selecao das Estirpes e Preparo do Inoculante.............cccccvieiieeinnnnnnnnnns 60......
.2. Estimativa do Numero de Rizobios no Solo Através do Método do NMRBQ...
2. Montagem do EXPeriMentO........ccoouvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceenee e e eeeeeeeeennd 61....
.3. Coleta de Nodulos e Colheita do EXperimento..............vvveieeeeeiennnnnnnnns 61l.....
4. Producéo dos Antgoros e Testes de_ISA(Teste de Imunoadsorgdo com
Enzima Acoplada)...........ooeevuieiiiiiiiiie e eaeaaann ) 62.....
.4.1. Preparo dos Antigenos, Inoculagédo dos Coelhos e Coleta do Sangue.62......
4.2. Purificagdo dos Anisoros, Curvas de Titulagédo e Teste&€HESA............ 63
. Relacdo Filogenética das Estirpes de Rizébios utilizadas como
INOCUIANTES. ...ttt e e e e e e e e e 64......
RESULTADOS E DISCUSSAQL......ccooieeeeieceeceeeeeeee e eeeeeee e 65.
Eficiencia SIMDIOtICA. .........uuuiiiiiiiiiiiiiiieee e 65....
. Avaliagdo da Ocupacao Nodular através da Técni@aL teA......................... 72
. Relacdo Filogenética das Estirpes de Rizébios utilizadas como
INOCUIANTES. ...t e e e e e e e e e e e e e e s e 73.....
CONCLUSOES. ..ottt nene e nes A D
CONSIDERA(;()ES FINAIS ..o 76..
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ccooiiiiiiiiieieeeieiee e 77
Y 0 1] Lo Lo = PP 95......
Y 011 T Lo > S 103....
Y 01 Lo Lo =T PP 109....
Y 011 T Lo > S 110....
APEBNAICE 5.t 111...

Y 0 1] T Lo = S 112....



Tabela 1-

Tabela 2-

Tabela 3-
Tabela 4-

viii

INDICE DE QUADROS E TABELAS

CAPITULO |
Pagina

Géneros e espécies de rizébios relacionados com seus principais

NOSPEUEBITOS. ... e e e e e eeeeeene 13.....
Descricao do historico de manejo empregado em cada uma das areas de
Cerrado do Estado do Piaui utilizadas para o estudo....................... 21......
Reagentes da reacdo de PCR........ccooo i 24.......

Endonucleases de restricdes utilizadas para a ARDRA 16S rDNA..25....

Tabela 5- Aparéncia e elasticidade do muco produzido em relagédo ao tempo de

crescimento dos isolados de rizobios obtidos do Cerrado do estado do

= L R 28.....
Tabela 6- Diversidade, rigueza e abundancia de rizébios nas diferentes areas
localizadas no Cerrado do estado do Piaui.............cccceeeeiiiiiieeeeeennne, 30....
Tabela 7- Perfis de restricdo de 86 isolados de rizébio obtidos de caupi cultivado
com solo de Cerrado, 6 estirpes referéncia e 3 estirpes de
Bradyrhizobium sp., revelados por ARDRA com nove
ENAONUCIEASES. ......ceeeeiiiieicee et e e e e e e e e e e e eaeeannne 35......
Tabela 8- Grupos morfegenotipicos de isolados de rizdbios obtidos das cultivares
de caupi utilizadas com plantas iSCa............cccevvevervviiiiiiiiinieee e, 45.....
CAPITULO I
Quadro 1- Area colhida (ha), producdo (t) e produtividade (&§)ide caupi, na
regido nordeste do pais no periodo d®B3..........cccoeveeiiieiiiiiiiieeeiiiin, 52
Quadro 2 - Valores nutricionais de graos de caupi maduros............ccccevvueeeeennns 52....

Quadro 3- Teor médio de aminoacidos essenciais encontrados em gréos de caupi

Tabela 1-

em relac&o ao contelido de Nitrogénio (MGL6G.........covevrveeeveerenenns 53

Médias de matéria seca total (g), nitrogénio total acumulado e pa

aérea das plantas (mg), massa de nédulos secos (g), eficiénciar nodul

(N-total acumulado na parte aérea da planta / massa seca de noédulos;
-1 . ~

mg.g-) e taxa de fixacdo (ibtal da amostra — fibtal do controle x

100 / Ntotal da amostra) de plantas de caupi inoculadas com 15

diferentes estirpes de rizObI0.............evvviiiiiiiiiiiiee 65.....

Quadro 4 - Teor de nitrogénio (%) nas folhas e producdo de matéria seca (g) por

plantas de caupi submetidas a um choque térmico. Experimento
conduzido por Valicheski, (dados nao publicados).............cccevvevennns 71....



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

INDICE FIGURAS

CAPITULO |
Pagina

Correlacdes entre diversidade, riqueza e abundancia de Simpsom com o
namero de cultivos de Soja €/0U CaUPIi.....coeeeeeeeeeeeeeiieeeeeeiiiiieeee e 31..
Eletroforese em gel de agarose (3%; P/V), mostrando o gene N@S rD
amplificado de 8 isolados de rizébio obtidos de nddulos de caupi: M
(marcador @X174 DNA)1 (1B13), 2 (7A4), 3(3A8), 3 (2A9), 4 (2C5),

6 (6CL), 7 (BAL) € 8 (TC5).cccieeiiieeeeeciiiiiiiie e e e e 32...
Eletroforese em um gel de agarose (3%; P/V), mostrando perfis de
restricbes obtidos com a endonuclegée I: M (Marcador @X174
DNA), 2 (1B13), 3 (5Al17), 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) € 17 (BRLO026)........cccvvrerreeeriirrireraaaanns 33....
Eletroforese em um gel de agarose (3%; P/V), mostrando perfis de
restricbes obtidos com a endonucle&bef I: M (Marcador @X174
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) € 17 (BRLO026)........cccuvrerreeeriiirireraaaanns 33....
Eletroforese em um gel de agarose (3%; P/V), mostrando perfis de
restricbes obtidos com a endonucle&sdel: M (Marcador @X174
DNA), 1 (BR111), 2 (5A8), 3 (2C5), 4 (4A8), 5 (BR29), 6 (BR2001), 7
(5C4), 8 (2C10) € 9 (BRI0026)......ceeeeeeeiiiiiiiieeeeaiiiiieieeeeeeainieeeeaeans 34....
Eletroforese em um gel de agarose (3%; P/V), mostrando perfis de
restricbes obtidos com a endonucle&sal: M (Marcador @X174
DNA), 1 (BR111), 2 (5A8), 3 (2C5), 4 (4A8), 5 (BR29), 6 (BR2001), 7
(5C4), 8 (2C10) € 9 (BRI0026)....cuuueeeeieiiirieeaaaeaeaeaaeeeeeesseennneeeenneees 34....
Dendrograma de dados genotipicos elaborado pelo algddB@MA e
matriz de similaridadeJaccard mostrando a similaridade entre 86
isolados de rizébios obtidos de caupi cultivado com solo de Cerrado e
as estirpes BR3267, BR3262 € BR2001..........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiine e 39.....
Relacdo multivariada entre éareas do Cerrado e grupos -morfo
genotipicos de rizébios avaliada por analise de

(o0] 4 (=15 o0 o (=] s [ox - USSR 43.....
Relacdo multivariada de grupos mogdenotipicos de rizobios e
cultivares de caupi avaliada por analise de

COMTESPONUENCIA.....ccvviiii i e e e e e e e e e e eeees 46.....



Figura 1 -
Figura 2 -
Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

CAPITULO II
Matéria seca produzida por plantas de caupi inoculadas com estirpes de
rizobio isoladas do solo de Cerrado........cccccvveeeeeeeiiiiiiiiiic 67.....
N-total acumulado pela parte de plantas de caupi inoculas com estirpes
de rizébio obtidas do cultivo de caupi com solo de Cerrado............. 68....
Correlacdes entre os parametro de eficiéncia simbidtica detiffiess
de rizobio nodulante de CaUPI........uuvrriiiiiiiiiiiiiieeee e 69.....

Andlise de reducdo de acetileno, realizada por Valicheski (dados nao
publicados), mostrando o efeito do choque térmico aplicado em plantas
de caupi inoculadas com as estirpes de rizobio 1B13, BR3262, 7A4,
BR2001 € BR3267.......cciveiieiieiiieeeeiieeeiieeeeiiieeeenie e s enieesenn e senn e,
Percentagem de nodulos squsitivos avaliada por reacao BeISA
utiizando antisoros policlonais especificos para cada estirpe
oo F= g ] (= T 72.....
Dendrograma elaborado pelo algorittd®GMA seguindo uma matriz

de distancia genéticlaccard mostrando a similaridade entre 15 estires
de rizébio nodulante de caupi e 6 estirpes padrdes: BR29, BR111,
BR112, BR10016, BR10026 € BR5410.........ccccvvveeeeeiiiiiriineeenennnnnd A



Xi

RESUMO

O caupi ¥. unguiculata € uma importante leguminosa para muitos paises da
Africa, Asia, assim como para o Brasil, onde é cultivado princip@bmeo nordeste do
pais. Historicamente, esta cultura apresenta baixa produtividade, dsvatmdicOes de
cultivos sem adocao de tecnologias avancadas. Isto porque, em condigQesridecatos
e lavouras melhor tecnificadas, o caupi tem apresentado alto pofmociativo, que em
geral ndo tem sido explorado. A produtividade desta cultura podeaarsentada, além,

e claro da melhoria das condi¢cdes de cultivo, com o uso de inoculantézdlgiesr
eficientes, que poderiam suprir as necessidades de N da planta.

A simbiose caupi/rizébio, no entanto, é de baixa especificidade, o quaaeina
barreira a introducdo de novos inoculantes, pois estirpes nativas ouizedasalestao
adaptadas as condicfes edafoclimaticas do local e acabam competimdis @stirpes
selecionadas, restringindo a contribuicdo das mesmas para a Bk &resta situacao,
sobressaerse estratégias que avaliam a composicdo e a contribuicdo peBal ale
estirpes de rizobio do local onde se pretende introduzir o novo inoculante.

Com vista a selecionar inoculantes para a cultura do caupi esnd@&€zerrado dos
estados do Piaui e Maranh&@o obtsgauma colecao de rizébio a partir de diversas areas do
Cerrado, manejadas diferentemente. Esta colecéo foi estudadantamiwetmorfolégico,
como genotipico, através da técnica de ARDRRepresentantes desta colecdo, assim
como também outras estirpes pertencentes a cole¢éo de cult@rabdga Agrobiologia,
foram avaliados quanto a contribuicdo na FBN em caupi.

Os resultados da caracterizagcdo morfologica e ARDRA revelgtee a populacdo
de rizébio do solo foi grandemente influenciada pelos cultivos de sojaaipy sendo a
diversidade de grupos morfoldgicos de rizébio inversamente proporcional acondene
cultivos de leguminosas. Na area de Cerrado Climax, provavelmerte bpéto
requerimento de N do sistema, ha um baixo numero de rizébios capamstutie caupi,
sendo esta populagdo composta soment@gutyrhizobium elkaniiA medida que o solo
foi manejado e cultivado com arroz, obsergeuaumento da diversidade de grupos

morfologicos de rizébio, provavelmente pelas alteracdes fisicasngcgaido solo. Os

! Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis
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resultados revelaram também que 90% dos isolados recuperados deaisab@@mente
inoculada comB. japonicum apresentaram caracteristicas morfolégicas e genotipicas
semelhante &. japonicum mostrando o estabelecimento desta espécie. A analise de
correspondéncia realizada demonstrou que areas onde houve o cultivo den&ojdee
caupi, o perfil morfegenotipico da populacdo de rizébio foi semelhante. Ao passo que
areas onde havia ocorrido o cultivo de caupi, este perfil apresentou simbuitido
aleatdria, demonstrando, desta forma, que esta leguminosa foi capedutiEe com uma
populacao de rizébio geneticamente diversa.

A eficiéncia simbidtica de 12 estirpes de rizdbio provenientes dadiee as
estirpes BR2001, BR3262 e BR3267 inoculadas na cultivar de caupi BR17, eaecasa
vegetacdo, mostrou ndo haver diferencas na contribuicdo da FBN enfpesede
B. japonicume B. elkanii Oito das estirpes testadas contribuiram significativamemndé ag
estirpe BR2001, tanto na produ¢do de matéria seca, como na acumulacaspl&htas
de caupi. No entanto, como observado anteriormente, a estirpe BR2001 ngmfodea
estabelecer nodulacdo no experimento de campo. Enquanto as estirpes BREAR e
ocuparam pelo menos 60% dos nédulos formados por plantas de caupi no campa, em ar
onde a populacéo de rizébio estabelecida era da ordem d& @&likas.g de solo e
apresentam excelente capacidade de recuperacdo da atividadeogena#e apds um
choque térmico. Estes resultados abrem a possibilidade de implefoettaexperimentos

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

Palavraschave Rizébio, Caupi, Cerrado, Diversidade, Eficiéncia Simbidtica e Oéapac

Nodular.
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ABSTRACT

Cowpea V. unguiculatad is an important grain legume for many countries of Africa,
Asia, as well as in Brazil, where it is cultivated maimthe northeast. Usually, this crop
presents low yield, due to the lack of appropriate technologiesna¢rfarfield. In contrast,
high crop yields are often obtained in experimental conditions, indicttaigghe genetic
crops potential, has not been explored. Cowpea yield could be increased,itmprs/ed
management conditions, and efficient rhizobium inoculants, that would be shephajor
part of N requirement.

The promiscuity of the cowpea/rhizobium symbiosis, however, becomesex bar
a introduction of new inoculant, as native or naturalized rhizobium adapteatiet
edaphoclimatic conditions compete with the selected strains, comprgrtheir potential
BNF contribution. Therefore, an evaluation of the composition and the cordntaftiocal
rhizobium populations to the BNF of cowpea plants is important prior tmtiteeluction of
novel inoculant strains.

In this work, we have studied a rhizobium collection obtained from se@erahdo
areas subjected to different soil management, to selecteefficioculants for the cowpea
into Cerrado areas of Piaui and Maranhdao states. This collectsostuched regarding their
morphological, as well genotypic characteristics by ARDRA tegi Some isolates of
this collection, as well as other strains belonging to Embrapabigogia collection
cultures were analyzed to the BNF efficiency in cowpea plants.

The morphological and ARDRA characterization results revealed sodt
rizhobium populations were largely influenced by soybean and cowpea toitivia the
local Cerrado climax area, low number of rizhobium were capabhe@dilating cowpea,
probably, because of the low N requirement in this stable system.rhibebium
populations in this area was comprised onlyBofelkanii In area 2, where rice was
previously cultivated, an increase in rhizobium diversity groups waswaoseprobably
because of the physical and chemical disturbance of soil by managémite other hand,
the results also revealed that 90% of the isolates recovered dronarea where
B. japonicumstrains were used as inoculant presented morphological and genotypics

characteristics similar t8. japonicum showing establishment of this species in the soil.
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The correspondence analysis also demonstrated that areas wheransbgse been
cultivated, but not cowpea, showed similar rhizobium populations profiles. \Howthe
opposite occurred in areas where cowpea was introduced. In thesg pagalstions
profiles distributed randomically, demonstrating that this legumeajgable of being
nodulated by a heterogeneous rhizobium population.

The symbiotic efficiency of the 12 rhizobium strains from the &karsoils and
strains BR2001, BR3262 and BR3267 showed that no differences in BNF contriloution t
the BR17 cowpea cultvar between strainBofaponicumandB. elkaniiexist. Eight of the
strains tested were similar to BR2001 in relation to dry matteduction and N
accumulation in cowpea plants. BR2001 is currently recommended to inoculati
cowpea and, as observed previously, it was not capable of nodulating cowpeéiaidde
conditions. However, strains BR3262 and 1B13 formed at least 60% of the nodules
cowpea plants in the field, with an estimated overall rhizobium population of 6zl§".g
of soil. These strains also presented excellent capacitydearegitrogenase activity after a
thermal shock. These results open the possibility of field expesmenttest the

contribution of these strains as inoculants for cowpea.

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

Occupancy.



INTRODUCAO GERAL

O inicio dos estudos de fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) redwiseculo
XIX, quando Beijerinck observou que algumas bactérias formavam nodulogines de
ervilha, onde supostamente ocorria a reducao auél era utilizado pela planta. Na época,
estas bactérias receberam o nomddeillus radicicola sendo posteriormente agrupadas
no géneroRhizobiumaté o inicio da década de 80. Atualmente, este grupo de bactérias,
genericamente chamadas de rizébios, distsbutm 29 espécies, pertencentes a 6 géneros:
Allorhizobium  Azorhizobium Bradyrhizobium Mesorhizobium Sinorhizobium e
Rhizobium

Desde o inicio dos estudos até os dias de hoje, a simbiose entrinteasre
rizébios tem sido grandemente explorada, principalmente, devido a eati@naitrogénio
em algumas areas do planeta, especialmente em regides ddrolmcal. No Brasil, os
estudos de fixac&o biolégica de nitrogénio (FBN) em leguminosaaramise ainda nos
anos 50 e se pronunciaram intensamente nas décadas posteriorestdiass decorreram
principalmente para a cultura da soja, cujas lavouras passaramacsatadas com estirpes
de Bradyrhizobiumeficientes, sendo dispensada completamente a adubacédo nitrogenada
mineral. Segundo Do6bereiner (1997), a utilizacdo de inoculantes partuia ad soja
proporcionou nos ultimos anos para o Brasil uma economia de US$ 1,6 bilhGesanua
fertilizantes nitrogenados, que seriam necessarios para maataelaprodutividade da
cultura da soja. Segundo esta autora, se fossem consideradas asdpeilaguando
aplicado na forma mineral, esta economia poderia chegar a US$ 3,2 bilhdes anuais.

No caso da FBN em caupi, embora ndo se saiba a real contribuigia par
economia nacional, salse que é muito importante para a producdo desta cultura em &reas
de subsisténcia no nordeste do pais, onde o grau de tecnificacdo e adiegimldgias
por parte dos agricultores € muito baixo. De fato, a baixa tesaficé extremamente
relevante na produtividade do caupi, pois diversos trabalhos tem demonstado al
potencial produtivo das cultivares desta cultura, que ndo tem sido explaackimpo
(Freire et al., 1998).

Pesquisas conduzidas no Brasil e também na Africa mostram quebiase

caupi/rizébio é capaz de acumular de 50 a 120RgdeaN (Neves et al. 1987, Wani et al.,



1995), o que representa de 35 a 70% do total de N assimilado pela EGdidday( et al.,
1990). Porém, nem sempre séo verificadas diferencas na acumulacaente [dlantas
inoculadas com estirpes selecionadas ou nativas. Isto tem sido datribuibaixa
tecnificacdo das lavouras e principalmente & promiscuidade da simbiose hipi/riz

A promiscuidade, compreendida como a capacidade da leguminosa associar
com diversas espécies e estirpes de rizobio, € extremamésntante no caso das
leguminosas tropicais (Thies et al., 1991a) e, embora tenham sido desiEsvoitensos
trabalhos para compreender este fenbmeno, sobressaamestratégias de pesquisas que
visam melhorar a FBN.

Atualmente, terse observado que uma estratégia Util para a obtencao de estirpes
de rizébio mais competitivas pode ser o isolamento de estirpegake @rde ocorreram
inoculagbes no passado. Isto porque-semverificado que bactérias introduzidas por
inoculantes sdo capazes de adaptaas condi¢cdes do solo, tornarsgomais competitivas
na formacdo nodular, sem perder a eficiéncia de FBN (Neves &0@P, 1996; Scotti et
al., 1993; Coutinho et al., 1999). No caso da soja, por exemplo, esta esttatggbuiu
grandemente e hoje os atuais inoculanteB.d@ponicumrecomendados pela RELARE
para a inoculagdo da soja foram isolados de areas inoculadas no passaekiirpes de
B. japonicum(Vargas et al., 1994a; Scotti et al., 1997).

O presente trabalho de tese objetivou avaliar a composi¢cao da populaizitbide
nativa ou naturalizada nodulante de caupi em areas de Cerrado do edR@ld ddestar a
eficiéncia destes isolados, com o fim de obter inoculantes efisipatra estas areas, vista a
crescente demanda de lavouras de caupi junto a grandes produtores do @eratado

do Piaui e Maranhéao.

! Reunido da Rede de Laboratérios para Recomendéde&itstirpes de Rizobio



CAPITULO |

ESTUDO DA POPULCAO DE RIZOBIO NODULANTE DE CAUPI EM

SOLO DE CERRADO



1. INTRODUCAO

A simbiose entre caupi e rizobio é relatada freqientemente cardo de baixa
especificidade, pois, reconhecidamente, o caupi é capaz de nodular comepe® 5
espécies de rizébioBradyrhizobium japonicum B. elkanij Sinorhizobium fredji
S. xinjiangensise R. hainanensealém de um grupo designado corBeadyrhizobium
tropical ou miscelanea caupi, composto de diversas estirpes denergscrapido e lento
ainda ndo identificadas em nivel de espécies (Martins, 1996; Mpeperdki1996). Tem
sido observado, também, que apesar do caupi ndo ser originario do Bragihzéde
nodular efetivamente com rizébios nativos (Martins, 1996; Silva, 1999; Zilli et al. 1999).

De fato, a ocorréncia de determinada espécie de rizobio no soloraidata pela
capacidade da bactéria sobreviver e adeggars condi¢cdes adversas que ocorrem no solo,
assim como a presenca da planta hospedeira. Parece consenso, hojeprijusapass
fatores ligados a sobrevivéncia da bactéria no solo sejam a cabezgatal, precipitacdo
pluviométrica, teores de nutrientes, temperatura e pH do solo (Singleton et al., 1986).

A estrutura e comportamento da populacdo de rizébio presente no solo séo
critérios que precisam ser considerados no momento da selecédo dantesc(lhies et al.,
1991b), pois a densidade, efetividade e habilidade competitiva sé&o d¢stiaaterda
populacdo de rizobio nativo que afetam grandemente as respostas de@wo(Olatel et
al. 1968).

Quanto a taxonomia, durante muito tempo, as bactérias denominadas
coletivamente de rizobios, recebeu pouca importancia devido a dificuldageeteontrar
parametros taxondmicos que pudessem ser empregados para compdemngnaero de
isolados. Até o inicio dos anos 80, a caracterizacdo dos rizobios sstepe associada a
planta hospedeira com a qual o rizobio estava associado. A partir datanto, passaram
a ser empregados dados de taxonomia polifasica que abordam uma amjliséa de
dados de morfologia, fisiologia, sorologia e diferentes ferramdrgasadas nos acidos
nucléicos, utilizando métodos estatisticos de avaliacdo das difeeesgailaridades entre
os individuos, fornecendo medidas quantitativas de similaridade entmrgaitismos. Os
resultados desta nova abordagem possibilitaram a descricdo de pwle 8tk novas

espécies de rizébios em pouco mais de uma década. Das ferrameetadares que vém



sendo comumente empregadas na caracterizacdo de rizobios, degtaaainaseadas no
estudo das seqUéncias dos RNAs ribossbmicos, especialmente o 16S, que possui
caracteristicas  importantes para um rapido e confiavel estuddilodgenia de
microrganismos (Young et al. 1991; Fox et al., 1992; Barrera et al. 1997).

Estudos da populacdo de rizobio do solo possuem papel fundamental, pois o
entendimento da composicdo, das caracteristicas simbioticas ati@dapbbem como da
taxonomia da populacéo de rizébio do solo, podem possibilitar a selecdodegéo de
novos inoculantes de rizébio com maior eficiéncia simbidtica e capacidade caapetiti

O presente capitulo teve como objetivo avaliar a populagéo de rizébio nedigant
caupi, cultivado com solo de oito areas com manejo de solo diferenciadw dteterrado
do estado Piaui, de forma a obter subsidios a selecdo e utilizagémcualantes para a
cultura do caupi nestas areas. O estudo se baseou na caractanpsagdogica de 245

isolados de rizébio, sendo que 86 destes foram estudados por ARERA



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 — A Populagéo de Rizobio

A populacéo de rizébio presente em um solo normalmente é pequena, comaparada
complexa comunidade microbiana quehadita com os rizébios (Akkermans et al. 1994)
e, embora tenha existido varias tentativas de quantificar o tamaaltiversidade desta
populacdo em cada ecossistema, é dificil predizer a quandidadellds dél rizObios que
representam grande populacao. Isto ocorre, em parte, porque as metedoisgentes
sao limitadas na maioria dos casos ao uso de plantas hospedeireappaa 0s rizobios
do solo, o que somente avalia a populacdo capaz de nodular o hospedeiro emn(dgiesta
Oliveira, 1999).

Em geral, quanto maior a populacdo nativa de rizébio no solo, mais difeil
introduc&@o com sucesso da estirpe inoculante (Thies et al., 1991b).a80fiwéidor (1984)
observaram que em solo com populacaddelyrhizobium japonicunsuperior a 1700
células por grama de solo, a ocorréncia da estirpe introduzida nos rérdultesapenas 8 a
12 %, enquanto, que em solo com populacdo de rizébio nativo mais baixa, a @corrénc
chegou até 96%. Thies et al. (1991b) observou maior influencia ainda da poplgaca
rizobio nativa frente a estirpe inoculante. Em experimentos conduziddavas, com 9
leguminosas diferentes, eles observaram que uma populacdo de rizébioqueai50
células por grama de solo inibiu completamente a ocupacdo nodulastppla i@oculante
em todas os hospedeiros testados e abaixo de 10 células rizobiarmasngode) solo todas
as leguminosas apresentaram rendimentos da producéo de graos significativos.

O rizébio no solo existe como saprofita, sendo capaz de usar uma gjrerdielade
de fontes energéticas, de aclUcares a compostos fendlicos e, segurto(H80), a
capacidade dos rizébios ocuparem sitios de infeccdo nas plantasuéiamlcede interacdes
especificas entre as bactérias e entre elas e a planta hospedeira.

O entendimento das caracteristicas que garantem o estabatecttagpopulacédo de
rizobio no solo e a capacidade de competir para a nodulacdo das plesgas@al para a
otimizacdo da FBN em leguminosas. Tem sido freqientemente observasoauantes
reconhecidos como eficientes quanto a atividade de FBN ndo consegaetir gana boa

nodulacao, pois séo incapazes de se estabelecer no solo e compatmmwabiota nativa



(Thies et al., 1991b; Ferreira et al., 1999). Desta forma, a introducéstidees mais
eficientes em um solo contendo populacdo de rizébio nativa ou naturalstabielecida
pode ser prejudicada, devido a baixa competitividade e falta de adaptagdestirpes
inoculantes as condi¢cdes ambientais locais (Neves & Rumjanek, 1997asdlda caupi,
esta questdo é ainda mais importante, devido a pouca especificidaneagtzcem relacéo
ao microssimbionte (Martins, 1996; Mpepereki et al., 1996).

Existem inumeros trabalhos de ecologia de rizobio que tratam dien@éteia de
fatores bidticos (presenca de leguminosas, por exemplo) e abiopiepsufnidade,
temperatura, toxicidade e/ou caréncia de elementos quimicos no &) esobre a
populacdo de rizébio (Ham et al., 1980; Hirsch, 1996) do solo. Porém, ainda nda ha um
clareza da correlacdo entre os diversos fatores que afetam agdopde rizébio e a
efetivacdo da nodulacdo das plantas. Por exemplo, em sistemasificgstveis, devido
ao baixo requerimento de nitrogénio no sistema, normalmente olssebha@ixa ou até
ausente nodulagdo das leguminosas, o que reduz a numeros muito baixos @@aleulac
rizobio no solo (de Faria et al.,1984) e, embora haja condi¢cdes de urdavetitidade de
rizobio, esta, nem sempre é detectada pelos métodos atuais, emdimhgixo niamero de
rizébios presentes.

Em sistemas agricolas, de um modo geral parece, consenso quetaaeiegetal
com leguminosas, umidade, pH, temperatura e teores de fésforo no aaloosefatores
que mais influenciam a sobrevivéncia de rizébios no solo (Singletdn £986; Yourself
et al., 1987; Woomer et al., 1988; Wani et al. 1995; Hirsch, 1996). Contudo oubres fat
nao menos importantes, mas de menor ocorréncia, como por exemplolinithadsy
caréncia de micronutrientes e contaminagces com metais pesads&ll®s organicos
também afetam significativamente a populacao de rizébio presente no solo.

A presenca da planta hospedeira influencia a populacéo de rizobio na emdida
que uma abundante nodulacdo aumenta o numero de rizébios no solo apds a senescénci
nodular, favorecendo, desta forma, o aumento de uma pequena fragcdo da populacdo de
rizobio clonais. Em consequéncia, isto reduz a diversidade relativadthorneste solo,
em funcdo da abundancia do grupo de rizébios que nodulou a planta hospedeira presente

(Vlassak et al., 1996). Ha ainda que se considerar que o ambientéritmogbde alterar a



populacdo de microrganismos do solo pela presenca de exudados, utilizados no
metabolismo microbiano. Contudo, estas alteracdes sdo complexasspaéificas para o
grupo dos rizobios (Miethling et al., 2000).

A dindmica da agua no solo, constisei um fator dificil de ser interpretado
isoladamente frente a populacdo de rizobios, pois ela influencia desdéedweratura,
disponibilidade e mobilidade de elementos quimicos no solo, até o propeimasisbmo
um todo (Hirsch, 1996). A umidade do solo interfere diretamente no metabaledular
da bactéria e da planta, bem como no processo de FBN, sendo a sua car@&xcesso
fator determinante da permanéncia e multiplicacdo da bactérimlao(tarris, 1981;
Sanginga et al.,, 1992). Para Amara (198pud Martins, (1996) o excesso de agua
influencia mais o metabolismo da planta e a FBN, devido a faltxidénio, do que a
sobrevivéncia da bactéria no solo.

Quanto ao feito da acidez do solo sobre a populacdo de rizobio, os estudos séo
limitados pela dificuldade em se isolar os efeitos nocivos a prpppalacdo de rizébio,
desenvolvimento das plantas e ainda estabelecimento e funcionamentmhi@sesi
(Martins et al., 1996). Sabidamente, o pH neutro a levemente alcaloreda a exudacao
de carbono pelas raizes das plantas, o que interfere na sobrevivéucigpeaticdo do
rizébio no solo, pois compostos de carbono sdo substratos para 0s microaganism
vivem na rizosfera (Toro, 1996)

Em solos &cidos, h4 um aumento na solubilidade &&eAMn™ e diminuicdo da
concentracdo de fostatos, ©a molibdatos. Em especial o aluminio, é um dos elementos
que tem demostrado grande interferéncia na FBN, isto porque € capa#lude
negativamente sobre o rizébio, planta e simbiose. Segundo Munns & K&984), o
aluminio reduz a atividade das células de rizobio préximas a diwesdlarc aumentando o
tempo de geracao de células. Com isto ha uma queda na populacdo deuzahiez que
a taxa de mortalidade se torna mais alta que a multiplicagélarc Isto sob o ponto de
vista de Wani et al. (1995), representa um fator limitante a subrea e ao
estabelecimento do rizobio no solo.

A faixa depH para a sobrevivéncia do rizobio e a efetivacdo da nodulacdo parece

Nao ser uma regra, pois obseseaque a populacédo Beadyrhizobiunnodulante de siratro



(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 populacao de rizébio se manteve capaz de nodular

foi mais elevada e estreita, entre 7.6 a 8.1, (Yorself et al., 1983).aPcultura do caupi,

Mpepereki et al. (1996) ndo observaram diferencas na tolerancia aorpeialde cultura

entre estirpes de crescimento rapido e lento, supostaBettgrhizobium que cresceram

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

taxa de ocupacdo dos nddulos pela estiRpdeguminosarumbyv. phaseolj quando

introduzida em solo acido foi mais baixa do que observada em solos férteis e neutros.
Trabalhos desenvolvidos no Quénia, em dois solos com diferentes niveidede ac

mostraram que 0s solos abrigavam uma populacdo de rizobio capaz de fe@dar

semelhantes quanto a namero, efetividade de FBN e diversidade geAhémaposicao

desta populacéo era, no entanto, diferente: estirpes semelh&tes@ci predominavam

no solo de maior acidez, enquanto que estirpes semelhaRtdgguminosarune R. etli

predominavam no solo menos acido (Anyango et al. 1995). A melhor toleradacidea

peloRhizobium tropicioi observada também em outras regides (Amarger et al., 1994).

A temperatura do solo é uma variavel ambiental que afeta getalraeatividade
bioldgica dos rizobios e seus hospedeiros. Segundo Toro, (1996) a faixgpdeatama do
ambiente considerada oOtima para a maioria das leguminosas nodalawedantemente
varia entre 2ba 30C. Para as leguminosas temperadas, a alta temperatura, aétade
FBN, afeta a propria planta, enquanto que em leguminosas tropicai®€ @gneipalmente
afetado € a eficiéncia da FBN. Baixas temperaturas reduZemmacao de nddulos e a
fixacdo de nitrogénio em leguminosas de clima tropical (Padmanabhan, 1990).

O fosforo limita o crescimento dos rizobios. Niveis baixos dessmesito
constituiramse em limitagBes ao crescimento do rizobio em meio de cuassifhan et
al., 1981), assim como também no numero, massa e funcionamento de nédulagasn pla
de caupi em experimento de casa de vegetacao (Othman et al., 19%4ye @kOkelana
(1997) observaram o efeito da aplicacdo de fésforo (0, 30 e 60kgen@ um experimento
conduzido no campo, onde mostraram resultados significativamente maparas

nodulagcdo, acumulo de matéria seca e producdo de grédos em 6 cullivacesipi.
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Resultados concordantes a estes também foram obtidos por Ankomah(E298),
utilizando dois niveis de P (0 e 50mg’kde solo). Eles observaram que a cultivar de caupi
Soronko, quando recebeu P e foi inoculado, acumulou cerca de 76% do N via fixacéo
biolégica, avaliada através da diluicdo isotdpica’Ne e que o rendimento de matéria seca
foi cerca de 47% maior do que o tratamento sem P. Segundo os auteesesdtados
indicam que certas cultivares de caupi sdo capazes de supritenesaasidades de N, via
FBN em solos com média fertilidade, onde ocorre moderados teores de P.

O excesso de N reduz a nodulacéo de plantas e o processo de FBNg¢Sangl.,
1995; Stanford et al., 1995). A planta apresenta uma economia de energiaahianddl
do solo em comparacao a obtencédo via FBN e desta forma, prefenemtegl a planta
utiliza N disponivel no solo em detrimento da formacao do processo deGBitudo, a
existéncia de estirpes de rizobio capazes de fixar N, masncoralicdes de alto teor de N
no solo, mostra que o efeito se da também sobre a bactéria (Ferabatie2986). Estes
autores avaliaram a interacao entre a inoculacéo e doseqtwesbe N (0, 14, 28 e 84kg.
ha') em 5 cultivares de caupi no Texas. Sem a aplicacdo de N, aa@zdumentou
significativamente a nodulacéo, a atividade da nitrogenase, e aans&téa da planta. A
nodulacao e a atividade da nitrogenase apresentaram uma coiliaksyaoegativa com o
aumento dos niveis de N em plantas inoculadas. Plantas inoculadas pnoduzis
matéria seca do que o controle nas doses de 0 e 12kl Nenhuma diferenca entre as
cultivares foi observada para produtividade de gréos, exceto para utivarcqle
apresentou menor produtividade, e além disso, a adicdo de doses crekzaittegénio
nao acarretou em aumento de produtividade. Awonaike et al. (1990) obserassgam |
variacao genotipica das plantas hospedeiras nos parametros lifjadodade N, quando
cultivares de caupi inoculadas e ndoculadas foram expostas a doses de N inorganico (20
e 100kg.h& de N). A cultivar IT84E124 apresentou uma maior fixacdo em amtszsas
de N, ao passo que a cultivar AFB 1757 somente no nivel mais alto.ivarclivVx3236
nao apresentou efeito na fixacdo. Em média, a fixacdo denddtas associacoes
caupiBradyrhizobiumnao foram inibidas pelas altas doses de N, sendo 54,5 e 65:4kg.ha

de N fixado & 20 e 100kg.hae N respectivamente aplicado.
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O efeito da salinidade foi recente revisto por Swaraj & Bishh®Bg) e tem grande
importancia em ecossistemas aridos, pois as leguminosas prasestes ecossistemas,
como por exemplo o caupi, podem se adaptar e fixar N eficienter@eefeito inibitério
da salinidade na nodulacdo tem sido atribuida ao decréscimo na colomiaagZdbio e a
baixa deformacé@o dos pelos radiculares. O estresse salino indogntaa senescéncia
precoce de nédulos e da atividade da nitrogenase (Swaraj & Bishnoi, (1999).

A contaminacéo do solo tem sido citada como um problema para a maawdanca
biodiversidade de rizébio no solo. Hirsch et al. (1993) encontraram graedsca@b na
populacdo deR. leguminosarumbv. trifolli apés uma longa exposi¢cdo a metais pesados
provocada pela aplicacdo de lodo de esgoto. Eles observaram que estirpes
agronomicamente importantes, capazes de se associar eficigietenma trevo vermelho e
branco foram substituidas por estirpes ineficientes na simbiosgeanbranco. Os perfis
de plasmideos das estirpes ineficientes eram idénticos emtrdiferentes dos perfis das
estirpes eficientes, 0 que aponta para uma alteracao da diversidade gené&tidaaie ri

A aplicacdo de dejetos animais também pode influenciar a populacé&dlide no
solo. Labes et al. (1996) analisaram a qualidade do solo através da fopieahizobium
leguminosarunbv. viceae utilizando para isto uma area coberta com gramineas, a qual foi
aplicado dejetos bovinos durante 5 anos. Para identificar os diversos gemptipicos,
eles utilizaram a técnica de PERIC' em estirpes que formaram nédulos em ervilha,
cultivada em amostras de solo coletadas de areas enriquecidas, @méejetos. Depois
da comparacdo dos dados de “fingerprint’, 24 grupos de estirpes de ritdtsios
distinguidos, onde os autores observaram que os grupos obtidos na area ndo poluida
tiveram seu crescimento suprimido na area poluida, tendo ocorrido, dests tima

alterac&do na estrutura da populacao de rizobio nas areas que receberam os dejetos.

! Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
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2.2- A Taxonomia de Rizobios

Durante muito tempo a taxonomia de microrganismos recebeu pouca mo@grta
em vista das dificuldades de classificacdo impostas pelos métadasonais, baseados
essencialmente em caracteristicas morfolégicas e fisakgks primeiras modificaces
nestes estudos comecaram a se constituir quando da adocdo dos métesosateid
polifasica. Esta abordagem permite a andlise conjunta de dadasotit, morfologia,
sorologia e pode utilizar diferentes ferramentas baseadas dos acicléicos, utilizando
meétodos estatisticos de avaliacdo das diferencas e similarigiale os diferentes taxons,
de forma mais rigorosa e fornecendo medidas quantitativas de risiada entre
microrganismos. Segundo Bull et al. (1992), este tipo de estudo, aléomtd®udr para
avaliacdo da biodiversidade no ambiente, fornecem informacfes adeeesgressado de
caracteristicas fisiologicas que podem ser correlacionadas com fatiiestais.

Nos ultimos anos a taxonomia das bactérias fixadoras de nitrogénisdfrido
substanciais revisfes, devido ao advento dos métodos moleculares de flogjewticas
(Young et al. 1994). Estes métodos tém se revelado ferramentas psderssestudos
filogenéticos e sdo capazes de distinguir organismos de fornda gponfiavel. (Laguerre
et al., 1996).

Atualmente, para a definicdo de novas espécies, recorserml@aso da taxomomia
polifasica, a qual integra diferentes tipos de informacédo fendipiganotipicas e
filogenéticas dos microrganismos (Graham et al. 1991). Estes satdommendam para a
definicho de uma nova espécie, a avaliacdo do desempenho simbioticotiges, es
caracterizacdo morfologica e fisiologica, estudo da homologia DNA; analise do 16S
rRNA, RFLP' e MLEE?,

Como resultados destes estudos -semdefinido até o presente momento seis
géneros de bactérias que estabelecem nodulacdo com leguminosada (@Hbe
Allorhizobium(de Lajudie et al. 1998aj\zorhizobium(Dreyfus et al. 1988)Rhizobiume
Bradyrhizobium(Jordan, 1982; 1984%inorhizobium(Chen et al., 1988; de Lajudie et al.,
1994) eMesorhizobiun{Jarvis et al., 1997).

! Restriction Fragment Length Polymorphism
2 Multilocus Enzyme Electrophoresis



Tabela 1- Géneros e espécies de rizobios relacionados com seus principais hospedeiros.
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Género Espécie Hospedeiro Referéncia
Allorhizobium A. undicola Neptunia natans de Lajudie et al., 1998a
Azorhizobium A. caulinodans Sesbania rostrata Dreyfus et al., 1988

B. elkanii Glycinespp, Vigna unguiculata Kuykendall et al., 1992
Bradyrhizobium [ B. japonicum '\(jlycmespp, V. unguiculata, Jordam, 1982 e 1984
acroptilium atropurpureum
B. liaoningense Glycinespp. 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 Lotusspp Jarvis et al., 1982 e 1997
Mesorhizobium M. mediteraneum C. arietinum Nour et al., 1995
M. plurifariun Acaciaspp, Leucaenapp. |de Lajudie et al., 1998b
Glycyrrhiza spp.,
M. tiashanense Halimodendron. holodendron, Chen et al., 1995
Sophoraspp
G. max
R. etli Phaseulos vulgaris Segovia et al., 1993
R. gallicum P. vulgaris Amarger et al., 1997
R. galegae Galegaspp Lindstrom et al., 1989
R. giardini P. vulgaris Amarger et al., 1997
Stylosantesp, Cetrosemap.
Rhizobium R. hainanense T_ephrosmsp, Desmpdlum Chen et al., 1997
sinuantum, V. unguiculata
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
. MartinezRomero et al}
R. tropicl P. vulgaris, Leucaensp. 1991
S. arboris Acacia se_negal_, Prosopis Nick et al., 1999
chislensis
S fredii P.vulgaris, Glycinespp. Scholla, 1984 e de Lajudje
' V. unguiculata, Cajanus cajan et al., 1994
, Acacia senegal, Prosopis .
S. kostiense chislensis Nick et al., 1999
— Jarvis et al., 1992 e
Sinorhizobium S. melilot Medicago sativa Lajudie et al., 1994
S. medicae Medicagospp Rome et al., 1996
S. saheli Sesbaniapp, Acaciaspp, de Lajudie et al., 1994
L. leucocefala, N. oleracea
Sesbaniaspp, Acaciaspp, -
S. teranga L. leucocefala, N. oleracea de Lajudie et al., 1994
S. xinjiangensis Glycinespp, V._ungwculata, Chen et al., 1988
C. cajan

de

*  Os hospedeiros apresentados foram citados pescritores das espécie de rizobio;

*%

As referéncias citadas séo dos descritoresadia espécie de rizébio;

*** De acordo com Young (1999) a primeira caractagéo foi realizada por Frank (1879).
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Allorhizobium — inclui apenas uma espécie reconhecida formalmaAntendicola
descrita recentemente para um grupo de isolados que nodulam c&dptdeia natans
(de Lajudie et al. 1998a).

Azorhizobium — Segundo Young et al. (1996), este género possui muitas
caracteristicas distintas dos outros géneros, inclusive o 16S MN#Ee o presente
momento terrse apenas uma espécie descAirhizobium caulinodangue € capaz de
formar nodulos no caule e raizesSsbania rostratéDreyfus et al., 1988).

Bradyrhizobium— Este género sempre foi objeto de muitas controvérsias. Todas as
estirpes deBradyrhizobiumque nodulam soja efetivamente eram até pouco tempo atras
reconhecidas com8radyrhizobiumjaponicum (Jordan, 1982). Porém Kuykendall et al.
(1992) definiram uma nova espécie, Ba elkanii para o grupo Il das estirpes de
B. japonicum um subgrupo também capaz de nodular soja, que se distingue de
B. japonicumem analises de homologia do DNA, RFLP, perfil de acidos graxostéresa
a antibidticos, composicdo de exopolissacarideos e sequéncia do 16S NNgntanto
um grande grupo de estirpesBlejaponicumapresentavaree ainda muito diversas, o que
levou Xu et al. (1995), a proporem a espégieliaoningensgdistinta das demais, por
criterios de hibridacdo DNANA, além de possuir uma taxa de crescimento
excepcionalmente lenta. Segundo Young et al. (1996), existem ainda esiitpss de
rizobio que se assemelham ao gérieradyrhizobiume que ndo nodulam soja. De fato,
estirpes com semelhanca Bradyrhizobiume com grande diversidade genotipica e
fenotipicas, tem sido frequentemente relatadas dentro dos diversos @g€meguminosas
(Barrera et al., 1997).

Mesorhizobium— Durante muito tempo observse queR. loti (Jarvis et al. 1982)
era distinto dos demais rizébios de crescimento rapido. Esta evidé@ncanstatada pela
analise da sequéncia do 16S rDNA (Jarvis et al. 1997). Este gén&roatte engloba as
espéciedVl. ciceri, M. loti, M. huakuii M. mediteraneune M. tiashanensédransferidas do
géneroRhizobium(Young et al.,, 1996) eM. plurifariun (de Lajudie et al. 1998b) e
M. amorphagWang et al., 1999).

Rhizobium— Este género tem sofrido diversas alteracdes, especialmente aterque
pouco tempo atras, englobava todas as estirpes de crescimento rapidoter@entes ao
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géneroBradyrhizobium Nos ultimos anos, este género foi intensamente estudado e foram
definidos dois novos géneroSinorhizobiume Mesorhizobium Reconhecidamente, este
género engloba nove espéciBsetli, R. galegagR. gallicum R. giardini R. hainanense,
R. huautlenseR. leguminosarungvarios biovares)R. mongolense R. tropici(tipo | e Il).
Segundo Young (1996), as espéckesetli, R. leguminosarume R. tropici sdo muito
semelhantes entre si, enquantB.agalegaepossivelmente deva originar um novo género
devido suas distin¢cdes genotipicas.

Sinorhizobium— de Lajudie et al. (1994) propuseram a transferéncia deeliloti
e R. fredii para um novo género, que ja havia sido proposto por Chen et al. (1988),
destacando as diferencas emrdrediie as demais espécies de rizobio. Jarvis et al. (1992)
mostraram esta semelhanca eRrdrediie R. loti e ainda reconheceram a inclusdo de duas
novas espeécies neste géner&. @ahelie S. teranga Este género engloba atualmente oito
espéciesS. arboris S. fredii S. kostienseS. medicaeS. melilotj S. saheliS. terangae

S. xinjiangensis

2.3- O Grupo BradyrhizobiumTropical ou Miscelanea Caupi

Até o inicio da década de 80, a classificacdo dos rizobios eralhasegrupo de
leguminosas hospedeiras com o qual as bactérias estabeleciamamditepnas o género
Rhizobiumestava descrito, sendo a espécie definida pela leguminosa a aeléda
nodulava. No entanto, inUmeras inconsisténcias taxondmicas, dentre &as ae
crescimento das bactérias, levaram Jordam et al. (1982) a propdieiséa dos rizobios
em dois géneros: ®hizobium compreendendo as bactérias de crescimento rapido e o
Bradyrhizobiumpara as bactérias de crescimento lento. Dentro do gBredgrhizobium
foi classificada a espécig. japonicum antigaR. japonicum que nodula eficientemente
soja e,Bradyrhizobiumspp. ouBradyrhizobiumtropical, anteriormente classificado como
Rhizobiumtropical,englobando um grupo de bactérias geneticamente heterogéneas entre si
e, sem uma leguminosa hospedeira especifica conhecida.

Segundo Thies et al. (1991a), a adocao da concepcao errbnea de que leguminosas
tropicais ndo apresentam especificidade simbidtica com rizObims tRirante muitos anos
a recomendacdes equivocadas de inoculantes. Este fato também faidicepanrt Burton
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(1979), que desenvolveu um estudo ddigna unguiculataMacroptilium atropurpureum
Arachis hypogaea e Phaseulus Iunatys observando queV. unguiculata e
M. atropurpureumeram nodulados por estirpes com alta homologia, o que também foi
observado entre as outras duas espécies leguminosas. Porém, isto niertoerrestirpes
de V. unguiculatae M. atropurpureumcom A. hypogaea P. lunatuse viceversa. Desta
forma, este autor definiu grupos de leguminosas com nodulacdo efetivty s
compreendido poV. unguiculatae M. atropurpureume outro porA. hypogaeae P.
lunatus Este autor também sugeriu o termo “Miscelanea Caupi”, pandi@eras estirpes
de rizdbio isoladas de leguminosas tropicais. Estes resultados fuoratariormente
confirmados também por Thies et al. (1991a).
Reconhecidamente, o caupi € capaz de nodular com as espéiredium
hainanensigChen et al. 1997R. etli Sinorhizobiunfredii, Bradyrhizobium japonicure
B. elkanii (Neves & Rumjanek, 1997). Isto, por si s0, ja caracteriza uma baixa
especificidade de nodulacdo do caupi, uma vez que a associacao englobeeredif
géneros de rizobio. Alta diversidade entre as estirpes nodulanteaupe tem sido
observada com frequéncia (Martins et al., 1996). Estes autoresanaalizm massivo
isolamento de rizobios nodulantes de caupi no nordeste brasileiro e dcoveiéa
diversidade entre os isolados, sendo que pelo menos 25% eram de crescimento rapido.
Mpepereki et al. (1996), estudaram a simbiose entre 59 estirpedd® btidas
de ndédulos de caupi e 9 estirpeferéncia de rizébios inoculadas em 12 leguminosas
tropicais. Em todos os grupos de bactérias haviam estirpes dienergsclento e rapido.
Os resultados indicaram que estirpes de rizébio nativas apresenta@estreita faixa de
hospedeiros (em média 2,4 hospedeiros para as estirpes de crescapeaidoe 2,3
hospedeiros para estirpes de crescimento lento). As principais émschosam de que o
caupi € capaz de nodular com uma grande diversidade de rizébios, uma vexgoe
com todas as estirpes testadas, inclusive a estirpe MAR1380 isolagmerd®haseolus
Porém, ao contrario do que se esperava, as estirpes de rizébio isaladas de caupi
apresentaram estreita faixa de hospedeiros, sugerindo que passarido uma evolucao

convergente entre caupi e as estirpes de rizobio nativas (Lie et al., 1987).
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De uma maneira geral, o grupo de rizobios “miscelanea caupi” &anbas
heterogéneo, caracterizado por um alto nivel de promiscuidade simbiépcasentando
como principais caracteristicas, crescimento lento e reacdl dacalina em meio de
cultura (Martins et al., 1996). Porém, inUmeras inconsisténcias ittonescontradas.
Zablotowich (1981) reportou o isolamento de estirpes com crescimento Ggpazes de
nodular caupi e soja. Martins (1996), em seu trabalho de tese copesstioladas de
varias regides do nordeste brasileiro, utilizando o caupi como plaateolsservou que 0s
isolados obtidos da regido seamida mostraram uma propor¢do maior de estirpes de
crescimento rapido do que os isolados da Zona da Mata. Provavelmemsteegsitados
sdo decorrentes do fato de rizébios de crescimento r4pido sobrevivezdror ras
condicOes adversas do ambiente (Sprent, 1994), o que pode ser uma impoetaate/al
para inocular leguminosas, como o caupi, em regides tropicais.

A perspectiva € de que alteragbes na taxonomia dos rizébios ainda alsvaen,
principalmente, no grupo dos rizébios que nodulam as leguminosas tropicaestraeés
da aplicacdo de técnicas moleculares ou através da combinacaoradeerisdicas
morfologicas e genotipicas que oferecam maior discriminacdo ndoede diversidade
(Silva, 1999).

A medida em que aumenta o uso de técnicas de biologia moleculaneldgia,
mais dados sobre a heterogeneidade e divergéncias entre os difgnepds de rizobio séo
revelados, principalmente em relacdo aos rizobios associados anlesasriropicais. Silva
(1999), com base na técnica de ARDRA, encontrou uma diferenca de 2% setigéncia
de bases nucleotidicas do DNABiedyrhizobium japonicure os isolados de rizébio com
crescimento lento obtidos de nddulos de caupi na regido amazobnica, 0 qeegsiegeste
grupo represente uma nova espécie dentro deste género.

De maneira geral, quando introdse uma leguminosa exotica em um solo, nem
sempre € verificado uma efetiva nodulagdo com estirpes de rizébieasn&lo caso da
soja, Vargas et al. (1982) reportaram a auséncia de formacdo de npdulestirpes
nativas em solos brasileiros. Entretanto, resultados mais reosrgésram a existéncia de
isolados de rizébio nodulantes de soja em areas jamais cultivadasjeofiartins, 1996;
Ferreira & Hungria, 2000). No caso do caupi, trabalhos realizados nabAmaSilva,
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1999), Mata Atlantica, RJ (Zilli et al. 1999) e nos Cerrados (\$afadungria, 2000)
citam a ocorréncia de nodulacdo com estirpes isoladas de areasioridevia historico de
cultivo desta cultura, condizendo com a ampla faixa de nodulacao deste hospedeiro.
Mercante (1997) realizou um trabalho de levantamento da diversidade@eleit
rizébio nodulante de feijdo em solos de Cerrado, utilizando como plaata igijao e a
leucena. Os resultados mostraram a existéncia de ampla digdersidaizobios, que foi
confirmada com uso de sondas para genes especificos, as quaisatetaqieesenca de 3
diferentes espécies de rizobRhizobium et|iR. leguminosarurbv. phaseolie R. tropicie
também mostraram que 10% dos isolados de leucena e 49% de feijdoaufiopseam

com nenhuma espécie de rizébio descrita até 0 momento.

2.4- Andlise Molecular Baseada no 16S rDNA

Os ribossomos sdo organelas compostas de proteinas e trés difipodede
rRNA, onde ocorre a tradu¢cdo do mRNA durante a sintese de proteinas. Nop@H®S
ribossomos possuem um coeficiente de sedimentacéo 70S esdivede duas subunidades,
uma menor 30S, composta de 20 proteinas e 0 16S rRNA e uma maior 50S, que € composta
por 30 proteinas e 2 rRNAs, o0 23S e o0 5S (Jinks—Robertson & Nomura, d88Y,
Haukka, 1997).

O numero de operons dos genes ribossomais em cada organismo é variavel.
Bactérias possuem entre 1 e 15 operons por genoma, enquanto que em Epoaténtos
ser encontrados centenas ou até milhares por genoma (Codon et al. IigQ)aPeente,

a maioria das espécies de rizObios possuem apenas um operon contend@sos ge
ribossomais, porém e melilotj R. leguminosarume R. galegaga foram encontrados até
trés (Haukka, 1997).

Cépias de um mesmo gene, contido em diferentes operons, tendem a apresent
sequéncias de nucleotideos idénticas, porém estudos de sequenciamentdDidALEENr
demonstrado a presenca de pequenas variacdes entre os diferenteseppenoneiesmo
organismo (Haukka, 1997). Cilia et al. (1996) encontraram 4 sequénciasadispiando
analisaram 7 copias do gene 16S rDNA da estirpe PKBsggerichia coli Segundo
Haukka (1997), estas mutacfes ocorrem somente em dominios varidveissodispe
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longo do gene e diferentes sequéncias para um mesmo gene podemoliosta desta
molécula em estudos taxondmicos. Contudo, o baixo numero de operons do 16S rDNA em
rizobios constituse em uma caracteristica favoravel para o estudo do polimorfismo da
populacdo de rizébio, pois a interferéncia de um operon em outro, durantéudim &s
reduzida.

A estrutura primaria da molécula do 16S rRNA € altamente conlsee/aspécies
que possuem 70% ou mais de homologia DNA:DNA, normalmente possuem r@d@i%de
de identidade em suas sequéncias (Straliotto & Rumjanek, 1999). Estachf de 3% dos
nucleotideos ndo esta distribuida ao longo da estrutura primaria deulaoldas sim
concentrada em regides hipervariaveis (Stackebrandt & Goebel,ap@@4Straliotto &
Rumjanek, 1999). Alguns autores defendem o estudo das diferencas nadsid@lapenas
nestas regibes, como medida da distancia filogenética entrpegstNo entanto, ha
argumentos contrarios a esta escolha, uma vez que a quantidade dédeosl@ifierentes,
concentrados em outras regides é substancial e por omisséo se pedieianformacdes,
gue em termos estatisticos, ja sdo bastante escassashi@iadket al., 1992). Além disso,
as regioes hipervariaveis sao especificas de cada taxon sapres@r determinadas para
cada novo organismo pelo sequenciamento completo da molécula (Stackebrandt e
1992).

Nos ultimos anos, as técnicas baseadas no gene 16S rDNA tém gatsho vas
importancia na deteccdo, identificacdo, classificacdo e filoggmidactérias, tanto as
associativas, como as de vida livre (Woese, 1987). As principais vasitdgste gene, € 0
fato de ocorrer em todos os organismos Procariotos, possuir 1500 basashaa
conveniente para o sequenciamento de nucleotideos e, também pelaiaxigtérande
namero de trabalhos de seqiienciamento de DNA, que tém depositado degisacias
do gene 16S rDNA de rizébios em base de dados internacionais, que podesssados
pela comunidade cientifica para a comparacéo e andlise de dados.

A caracterizacdo da sequéncia do 16S rDNA tem sido amplamelizadatiem
estudos evolucionarios, taxondmicos e ecoldgicos, ndo apenas para deding, t@as
também para detectar a presenca de determinados taxons (Fox1892; Olsen et al.,
1994). Comparacdes entre as sequéncias completas ou parciais dedeodeatd 16S
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rDNA tém sido também amplamente utilizadas para avaliacGetafilogenéticas entre
muitas espécies de rizobio (Lagurre et al. 1993; van Berkum et al., R88éra et al.,
1997).

Para avaliagOes filogenéticas de uma forma mais rapida, itlemuslizada com
sucesso, a analise de fragmentos de restricdo do 16S rDNA (AROMA rDNA) (Ralph
et al., 1993; Laguerre et al., 1994, 1996; Haukka, 1997; Silva, 1999). LageurrE€l 894)
realizaram um estudo com bactérias dos géndRbszobium Bradyrhizobium e
Agrobacterium e observaram que a andlise dos fragmentos de restricdo forneceu
informacdes filogenéticas muito proximas as obtidas pela dtagsib baseada na
homologia DNA:DNA e sequenciamento completo do 16S rDNA. Estes autores
recomendam a amplificacdo do 16S rDNA, seguido de restricbes com dedensc
especificas, como um método que permite a identificacdo de edpeciesanas do grupo
dos rizobios, de forma rapida e econémica, podendo ser empregado pai@ amalis

grande numero de estirpes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1- Coletas de Amostras de Solo

As amostras de solo foram coletadas no més de maio de 1999 pelar2isée
Rodrigues Freire Filho (Embrapa Meidorte), em oito areas de Cerrado com histérico de
manejo distinto (Tabela 2), nos municipios de Sdo Domingos do Azeit&mel8sus,
ambos no estado Piaui. As coletas foram realizadas2®@e® de profundidade e cada
amostra composta foi constituida de pelo menos lGamsuistras. Apds a coleta as
amostras foram armazenadas em geladeira e enviadas para aiOlaate Ecologia
Molecular Microbiana (Embrapa Agrobiologia), onde imediatamente proasde cultivo
das plantas isca.

Tabela 2 — Descricdo do historico de manejo empregado em cada uma dasdéreas
Cerrado do Estado do Piaui utilizadas para o estudo.

Areas Municipio Historico de manejo das areas

01 Bom Jesus 3 anos de cultivos: 97 — arroz, 98 — soja e §§a

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

03 S. D. Azeitdo 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 880z

05 S. D. Azeitdo 1 ano de cultivo: até 98 — capim e 99 — soja

06 Bom Jesus Cerrado Climax

07 S. D. Azeitdo 7 anos de cultivos: 93 a 96 — arroz, 97 e 98 — soja e 99 — caupi
08 Bom Jesus 3 anos de cultivo: 97arroz, 98 — soja e 9%caupi

3.2- Cultivo das Plantas Isca

Para capturar os rizObios presentes nas amostras de solo fead@alm
experimento em casa de vegetacdo, usaedama proporcao de areia estererlizada e solo
(2:1; 2009:100g). Foram utilizadas trés cultivares de caupi (BR14, CEBE3L &), com
duas repeticbes para cada amostra de solo, representativa de aadi@suinea utilizadas
para o estudo. As sementes do caupi foram previamente lavadas ooim(Ei@%; 30
segundos) para reduzir a tensao superficial das sementes, seguicha diesinfestacao
superficial com perdxido de hidrogénio (5%; 3 minutos) e 10 lavagenssasesom agua
esterilizada. As sementes livres de contaminantes foram dasneas vasos (300 ml)
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previamente preparados. A irrigacao foi realizada com 4gudiestir, quando necessario
e os nutrientes foram fornecidos semanalmente através de 250 thidessolucéo
nutritiva Norris e Dobereiner: KCI (2mM); KPO, (0,3mM); KHPO, (0,7mM);
CaSQ.5H,0 (0,3M); ZnSQ..7H,O (0,uM); MnSO; (1IuM); (NHa)s M070244H,0
(0,002uM); H3BOs (11,5uM); FeSQ.7H,O (17,uM); acido citrico (2@M). Os nddulos
foram coletados 40 dias ap0s a semeadura e estocados em siliea tgenperatura

ambiente.

3.3- Isolamento de Nodulos, Caracterizacdo e Agrupamento Morfolégico dos isolados

Foi realizado o isolamento de cerca de 5% dos nodulos (pelo menos 10 nodulos) de
cada tratamento. Inicialmente, os nédulos foram reidratados por altoness sendo em
seguida realizado uma lavagem com etanol (100%; 30 segundos) para aetRiisao
superficial, seguido de uma desinfestagdo superficial com hipocttgiteddio (5%; 4
minutos) e 10 lavagens com agua esterilizada. Em seguida, os nédaiogpfessionados
com uma pinca sobre o meio YMA (Fred & Waksman, 1928), com azul de bnoohoti
(0,5%), contido em placa de Petri. Apés o isolamento, as placas furabadas a 28 até
0 apareciemnto de colénias, quando entdo as mesmas foram repicadasvaarplacas
contendo 0 mesmo meio e novamente inocubadaSG R@sta etapa, 0 aparecimento das
coldnias nas placas foi observado do primeiro ao sexto dia apdos a repicagem.

A caracterizacdo morfoldgoca dos isolados foi realizada segundenvi(t970),
avaliandese o tempo de crescimento de cada um dos isolados, sendo considerado:
crescimento lento (4 dias ou mais) ou rapido (até trés dias); pttidoapos o crescimento
das bactérias, observado pela coloracdo do meio de cultura contendo lammadgmol
(alcalino, acido e neutro); tamanho (mm), forma (circular ou iregguborda (inteira ou
irregular), transparéncia e cor das colonias. Quanto ao muco produzisicgdalas, foram
avaliados os aspectos: quantidade (muito ou pouco), aderéncia a aldinde gidaervada
pela remocdo do muco da superficie do meio de cultura (sim ou nae¥teidhde,
observada a formacéo ou néo de fio, no momento da remo¢ao do muco do meirae cult

(sim ou n&o).
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A partir da classificagdo morfoldgica, calcuiee uma matriz de similaridade com o
coeficienteSimple MatchingRohlf, 1994) e agrupese os isolados em um dendrograma
utilizandose o algoritmdJPGMA (Unweighted paigroup method) (Rohlf, 1994).

3.4 — Teste de Nodulagao

Os testes de nodulacdo foram conduzidos em casa de vegetacdo, @mlendsss
do caupi foram previamente lavadas com etanol (100%), desinfestaddacislipente
com peroxido de hidrogénio (5%; 3min), lavadas com agua esterilizadkO pogzes e
posteriormente plantadas em vasos de Leonard, contendo areia e vir(fcili areia:
vermiculita). Cada tratamento foi conduzido com trés repeticdes inteiranasntdizadas.

Isolados oriundos de cada um dos grupos morfolégicos foram escolhidos para a
avaliacdo da capacidade de nodulacéo, sendo que todos os isolados dentoesaic®
foram testados, assim como as estirpes referéBcayrhizobium elkanii(BR29),

B. japonicum (BR111; LMG6131), Sinorhizobium fredii (BR112; LMG6217),
Rhizobium tropicillA (BR10016; CFN299), R. etli (BR10026; CFN49 e Azorhizobium
caulinodangBR5410; CFN29Y.

Os inoculantes foram cultivados em 75ml do meio de cultura YMA liqickn (&
Waksman, 1928), contido em erlenmeyers e incubados por trés di%8 ad®8 agitacdo
(220 rpm).

Trés dias ap0s a germinacéo, as plantulas foram inoculadas cowsholimotulante
e semanalmente adicionse 250 ml da solugdo nutritiva de Norris e Ddbereiner. Apés
quarenta dias, o experimento foi coletado, onde reggstaformacéo de nédulos.

3.5- Escolha dos Isolados a Estudados por ARDRA

A escolha foi realizada levand® em consideragdo o grupo morfolégico, obtido
pelo agrupamento UPGMA, de cada isolado, a cultivar de caupi da qdail elteido e a
area amostrada, de modo que dentro de um mesmo grupo morfologico, todoadss isol

procedentes de areas e/ou cultivares de caupi diferentes fossem analisados.
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3.6 — Preparacdo das Amostras e Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Foram utilizados cerca de 86 isolados de rizébio provindos do Cerrado, @ssalhi
partir das caracteristicas morfologicas e seis estigiesénciaBradyrhizobium elkanii
(BR29), B. japonicum(BR111; LMG613]), Sinorhizobium frediiBR112; LMG6217),
Rhizobium tropicillA (BR10016; CFN299), R. etli (BR10026; CFN49 e Azorhizobium
caulinodangBR5410; CFN29Y.

A preparacdo das amostras foi realizada de acordo com Haukka (1997).
Inicialmente, as bactérias foram cultivadas em meio YMAdRr&aksman, 1928) solido
(28°C; 3 a 4 dias). Em seguida, uma pequena fracdo das colénias (1 oula®)alei
suspendida em 1 ml de agua deionizada esterilizada em vortexsas@emnsao tornae
homogénea, quando entdo, transfeBu20 a 5@l da suspensao para um outro tubo,
contendo 50 a §0 de agua deionizada esterilizada. Subseqgientemente, as amoatras for
aquecidas em banhmaria (10 minutos; 108C) para lise das células e incubadas em gelo
(20 - 30 minutos). Como DNAlvo, utilizouse 2%l da suspensdo de células lisadas em
volume final da reacao de |30

A reacado de PCR foi realizada adaptasdm protocolo descrito por Haukka (1997)

(Tabela 3).
Tabela 3— Reagentes da rea¢do de PCR
Reagentes Concentracéo final Concentracdo estoque
Tampéo 1mM TrisHCI (pH 9.0; 28C),  10mM TrisHCI (pH 9.0; 25C),
5mM KCI, 0.01% TritorX-100 50mM KCl, 0.1% Triton’X-100
MgCl, 1,5mM 25mM
Tween 20 0,05% 1%
dNTPs 0,2mM cada 10mM cada
Primer Y1 12,5pmol 5pmolfuL
Primer B3 12,5pmol 5pmolfuL
Taq DNA polimerase 1U 5U/uL
Agua - -

Os primers utilizados foram o Y1 e B3, que s@dmers universais e flanqueiam
cerca de 1500 nucleotideos do rDNA. Oprimer Y1 (5-
TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3'), anela entre o nucleotideo 20 e 43 em
Echerichia colina sequéncia do 16S rDNA (Young, 1991) e o primer reverso B3 (5
ACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTE3') corresponde a posi¢cao 150482 emkE. coli,
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(Brosius et al. 1991apud Haukka, 1996). Ambos os primers foram sintetizados no
laboratorio de Bioquimica da UFPR.TAagpolimerase utilizada foi adquirida na forma de
kits da PromegaTiag DNA polimerase; MgGl Tris-HCL, pH 9.0, KCL e Triton X100).
Os dexoxiribunucleotideos (dNTPs) também foram provenientes da Promega.

Os ciclos da reacédo da PCR foram realizadas em um-tachador PekinElmer,
modelo 9600, sendo um ciclo inicial de’@5por 2 minutos e 35 ciclos com temperatura de
desnaturagdo de 93 por 45 segundos, anelamentd@dor 45 segundos e extensido de

72°C por dois minutos e um ciclo final a°@por 5 minutos.

3.7 — Andlise de Restricdo do 16S rDNA Amplificado (ARDRAGS rDNA)
A restricdo foi realizada com 9 endonucleases de corte frequdaigasc por
Laguerre et al. (1994) (Tabela 4).
Tabela 4- Endonucleases de restricoes utilizadas para a ARDRA 16S rDNA

Endonuclease Sitio de restricao (5-3’) Procedéncia
Alul AG,CT Amershan Pharmacia
Ddel C.TNAG Amershan Pharmacia
Haelll GG,CC Amershan Pharmacia
Hhal GCGC PROMEGA
Hinf | GIANTC Amershan Pharmacia
Mspl C.CGG Amershan Pharmacia
Ndell 1GATC PROMEGA
Rsal GT.AC Amershan Pharmacia
Tag! T.CGA Amershan Pharmacia

As reacOes foram realizadas em um volume final del,18ontendo: AL do
produto de amplificacdo, tampéao especifico (1X), 4U da enzima epagu@ompletar o
volume de reacdio, sendo as amostras incubadas em-taribo(37C; 1,5 horas). Os
fragmentos das restricbes foram observados através de elegoémnegel de agarose
(Ultra Pure — Life Technologies) (3% P/V), o qual foi corado com btorde etidio (5
minutos; 5mg.mt) e fotografado em fluorescéncia de luz ultra violeta.

ApoOs a obtencéo das fotografias com os perfis de restricoes, elseomatrizes de
presenca ou auséncia das bandas, a partir das quais cakuwioa matriz de similaridade,
com o coeficientdaccard(J=a/(n-d) (Jaccard, 190&pud Rohlf, 1994), onda& é nimero

de combinacbes com a presenca dos fragmentos menos as combinagiEndea dos
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fragmentos,d o numero de combinagBes de auséncia dos fragmermios elimero de
combinacfes possiveis) e entdo constseiuo dendrograma baseado no algoritmo
UPGMA Também elaboreee uma matriz de valores cofenéticos baseada no método
UPGMA a qual foi correlacionada com a matriz de similaridade. Todas agalises
foram realizadas no programigsysVersaol,80 (Rohlf, 1994).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Isolamento de Nodulos, Caracterizagdo Morfoldgica e Agrupamento dos
Isolados de Rizbbios

Cerca de 5% dos nodulos de cada tratamento (pelo menos 10 ndédulos) foram
isolados, totalizando, no final, 245 isolados. Com excecédo da &rea ddoGeliraax (area
6, Tabela 2), em todas as areas amostradas, et#gyelo menos 30 isolados. Na area 6,
observouse uma baixa nodulagdo, onde os nédulos eram aparentemente ineficiesndss poi
plantas apresentaram sintomas visuais de deficiéncia de Nexioridbs nédulos possuia
coloracao branca, indicando deficiéncia de leghemoglobina, e também hougduanlo
crescimento de bactérias a partir do extrato dos nédulos. Dests fBstes dados sugerem
gue na area de Cerrado Climax local existe um reduzido numerduths @i rizobios
viaveis capazes de nodular caupi.

A baixa nodulacéo das plantas isca cultivadas com solo do Cerracx dtioal
pode estar associada ao baixo requerimento de N deste sistem&ibegaanodulacéo das
plantas (de Faria et al., 1984), ou pelas limitantes condicOes delddet do solo
(Apéndice 3), onde detect@e pH 4,4 e ndo detectse a presenca de Bar Mg e P
disponivel utilizando solucéo extratora HCL 0,05N.&&, 0,025N.

A Tabela 5 mostra que 25 dos 245 isolados apresentaram crescimetboerapi
meio de cultura (até 3 dias). A maioria destes isolados aeidifit 0 meio de cultura e
apresentaram muco tipo | (Xavier et al., 1998), que é viscoso e capapalbaise pelo
meio de cultura solido. Entretetanto os isolados de crescimento pease@taram em sua
maioria reacao de pH alcalina e dois tipos de muco (tipo | eelfido que isolados que
apresentam muco do tipo Il possuiram colbnias individualizadas e eld¥adasr et al.,
1998).

De maneira geral, os isolados de crescimento lento apresemta@iamdiversidade
das caracteristicas morfolégicas, quando comparados aos isoladesamento rapido
(Tabela 5; Apéndice 1).



28

Tabela 5 Aparéncia e elasticidade do muco produzido em relagdo ao tempo de
crescimento dos isolados de rizébios obtidos do Cerrado do estado do Piaui.
Aparéncia do muco

. Tipo de Homogénea Heterogénea
Crescimento mpuco* Elastic?dade Elastic?dade Total
+ - + -

, . I 9 1 5 9 24
Rapido I 0 1 0 0 1
Lento 3 86 4 18 111

Il 0 105 0 4 109
Total 12 193 9 31 245

* Xavier et al. (1998)

O agrupamento morfologico foi realizado utilizando o indice de sinualde SM,

que atribui pesos iguais tanto a presenca quanto a auséncia dendeli@mraracteristica e

um dendrograma baseado no método de agrupatd®@dA (Apéndice 2). Trinta e nove
grupos morfolégicos foram definidos em nivel de 100% de similaridade, 4dndom
isolados de crescimento rapido e 25 com crescimento lento (Apéndios dpis grupos
mais abundantes dos isolados de crescimento lento (grupos 25 e 34; Apgneiceram
cerca de 70% dos isolados. O grupo 34, com 40% dos isolados, cujas sticasdaram
semelhantes 8. japonicum apresentaram muco tipo Il e colbnias elevadas, enquanto o
grupo 25 com cerca de 30% dos isolados foi semelhaBteskkanii apresentando muco

tipo | e colonias sem elevacao.

4.2 - Teste de Nodulagéo

O experimento de nodulacdo foi conduzido para avaliar a capacidade de émdulac
dos isolados de rizébios obtidos, sendo que verdsmunodulacdo em caupi com todos 0s
27 isolados representantes dos grupos de crescimento lento e cainpas esferéncia
B. japonicum(BR111),B. elkanii (BR29), R. tropici lIA (BR10016) eS fredii (BR112).
Porém, com todos os 25 isolados de crescimento rapido testados e pestrpes
BR10026 R. etl) e BR5410 A. caulinodany néo observoge nodulacéo.

A auséncia de nodulacdo dos rizébios de crescimento rapido foi uma aupoeiss
sabidamente, o caupi, além de nodular &rfaponicum(Jordam et al., 1982)R. elkanii
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(Kuykendall et al., 1992), que possuem crescimento lento, nodulé&cdmdii (Scholla,
1984; de Lajudie et al., 1994, xinjiangensi¢Chen et al., 1988) R. hainanens€Chen et
al., 1997), que séo de crescimento rapido. Também foi surpresa, poisxpestaaento, o
caupi nodulou com a estirpe BR100E6 {ropicillA), largamente encontrado nos solos de
Cerrado (Mercante, 1997), no entanto, ndo nodulou com os isolados de crescmpidnto r
obtidos do Cerrado. Outros autores também reportaram a capacidade dwdalgyicom
diversas estirpes de crescimento rapido ainda néo identificadasiveinde espécie
(Mpepereki et al., 1996; Martins, 1996; Zilli et al., 1999).

Os isolados de crescimento rapido que ndo estabeleceram nodulacdaupdm c
eventualmente podem ter perdido material genético envolvido no processo deg@odul
durante o processo de isolamento (Gadeidos Santos et al., 1996). Isto é possivel,
segundo Sprent (1994), pois, rizébios de crescimento rapido normalmente csrgénes
da nodulacdo (nod) em plasmideos simbioticos e, na literatura existanplos de perda
destes plasmideos pelos rizébios, resultando na perda de sua capacidadelale E
possivel também que estes isolados possam ser contaminantes do modinirde ndo

sendo os rizobios presentes nos nédulos.

4.3- Diversidade Morfoldgica dos Isolados de Rizébio

Os dados do agrupamento morfolégico foram utilizados para calculadiossi de
diversidade de ShanndNeaver, abundancia de Simpsom e riqueza de Margalef e
Menhinik. Para isto, cada grupo morfoldgico, o qual havia sido confirmaal@aaidade de
nodulacao foi considerado como sendotéron

Estes indices foram utilizados em funcdo de serem relativansémiges e
permitirem comparacdoes de amostras com diferentes tamanhos dec@epul@dum,
1988; Maguran, 1988).
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Tabela 6— Diversidade, riqueza e abundéancia de rizobios nas diferentesanaasatas
no Cerrado do estado do Piaui.

Areas estudadas

indices

1 2 3 4 5 6 7 8
ShannonWeaver 0,39 3,61 1,32 229 223 198 0,35 1,03
Simpson 0,88 0,10 053 1031 030 032 088 0,59
Margalef 200 400 114 229 1,72 1,11 0,29 0,86
Menhinick 057 294 091 174 137 1,34 037 0,72

indice de diversidade de ShannAteaver (H=Spi. log pi), riqueza de Margalef,
(DMG=S-1/InN), Menhinick (DMN=S{/N) e abundancia de Simpson {E£pi)>). N é o
namero total de individuos, S o numero total de grupos e pi a frequénleigvacdos
grupos (Odum, 1988; Maguran, 1988). Os indices foram calculados a partir do
agrupament&PGMA seguindo uma matriz de similaridaslel

Obs.: Nao foram considerados os isolados de crescimento rapidos.

A tabela 6 mostra maiores valores para os indices de diversidapeza na area
2, onde havia sido realizado o cultivo de arroz em 1998 e 1999, logo apds a detubada
Cerrado climax. Nas demais areas, estes mesmos paranpegesntaram valores pelo
menos 40% inferiores em relacdo a area 2. Ja para o indice de alud@aSampson,
observouse o contrario, a area 2 apresentou a menor abundancia de rizobios, emguanto a
outras areas apresentaram valores para este parametro pelo Iii@#osnaiores. Em
especial na area 7, observeel que cerca de 90% dos isolados eram morfologicamente
idénticos, mostrando uma menor diversidade. Nesta area, assim coaneasas, 3, 4, 5, 7
e 8, havia ocorrido o cultivo de soja por pelo menos um ciclo, o que tornatapare
influéncia da leguminosa na abundéancia de rizébios (Woomer et al., 1988ak ket al.,
1996; Miethling et al. 2000).

A figura 1 expressa a correlacdo entre os indices de diversidgdeza e
abundéancia de rizobios com o niumero de cultivo de leguminosas (soja e/glenacpda
uma das areas. Como se observa, houve alta correlagédo entre a Gong@gopulacao
rizobiana e o nimero de cultivos de soja e caupi. A medida que aumedtacco de
cultivos de leguminosas, reduzem os indices de diversidade e riqueza, enquanto a
abundéancia de rizébios se eleva, sugerindo a ocorréncia de selecdo dedpspula
rizobianas especificas em conseqiéncia da presenca da leguminastuéAcia da
leguminosa na populacdo de rizébio € um fato comum e tem sido repanada dator
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mais importante para a presenca do rizébio no solo (Yourself et al. Wa®mer et al.,
1988). Ha ainda que se observar que a soja tem sido normalmente inocsiasa@rmeas, o
que favorece ainda mais o aumento da populacdo de rizobio, especiakeeatestirpe

inoculante for adaptada as condi¢fes do solo (Vargas et al., 1994a, b).

3,6 1
2,74 0,75
"4
o £ S
g€ 181 05 &
=2 £
> £
5 o 7
2@ 091 0,25
28
"N 3
=2 0 ' ' 0
0 Ve l - .2 . . 3
Numero de cultivos de leguminosas (caupi/soja)
= Shannon-Waver = Margalef = Menhinick Simpson

Figura 1 - Correlacdes entre a diversidade, riqueza e abundéncia de Simpsom com
namero de cultivos de soja e/ou caupi. Os coeficientes de correfagd@ms Diversidade

de ShannotWeaver (r=0,95), riqueza de Margalef (r=0,91) e Menhinik (0,95) e abundancia
de Simpson (r=0,92).

Obs. 1: os dados da area de Cerrado Climax (area 6 — tabela @ama@dnsiderados em
virtude do baixo numero de isolados obtidos.

Obs. 2: Nao foram considerados os isolados de crescimento rapidos.

4.4- Amplificagdo do 16S rDNA

Amplificou-se por PCR o 16S rDNA de 86 isolados representantes dos diferentes
grupos morfolégicos e éareas de amostragem, assim como as segtfeeéncia
Bradyrhizobium elkani{BR29),B. japonicum(BR111; LMG6131), Sinorhizobium fredii
(BR112; LMG6217), Rhizobium tropicillA (BR10016; CFN299), R. etli (BR10026;
CFN4Z) e Azorhizobium caulinodan®R5410; CFN299.

Todos os produtos de amplificagdes apresentaram uma Unica banda com tamanho de

aproximadamente 1500pb (Figura 2). Este tamanho do fragmento ampliftcaesponde
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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).

M 1 2 3 4 5 67 8 M

X174 DNA
1350pb

1078
878

603

Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose (3%; P/V), mostrando os inéggnde 16S
rDNA amplificado de 8 isolados de rizobio obtidos de nédulos de caupi: Mtddu-
$X174 DNA)1 (1B13), 2 (7A4), 3(3A8), 3 (2A9), 4 (2C5), 6 (6C1), 7 (6Al) e 8 (7C5).

4.5- Andlise dos Fragmentos de Restricao
Das nove endonucleases utilizadas, todas apresentaram pelo menos 6 padrdes
polimorficos distintos (Tabela 7).
Como a eletroforese se procedeu em um gel de agarose, fragmentmes que
100pb ndo apresentaram boa resolucéo, dificultando a identificacdo dos needesia
forma nado foram considerados. Esta observagcédo também ja haviatsigmfdiaguerre et
al. (1994).
As figuras 3, 4, 5 e 6 ilustram alguns padrdes polimérficos dos isaledasdbio

obtidos do Cerrado, incluindo também isolados de crescimento rapido.
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M1 2 3 4 56 7 M 8 9 10 112 13 14 15 16 17 M
$ X174 DNA

118

Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose (3%; P/V), mostrando perfiestiecoes
obtidos com a endonucleabtha I: M (Marcador$X174 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 sédo isolados de crescimento rapido

M 1 2 3 4 5 6 7'M 8 9 10 11 12 13 145 16 17
® X174 DNA

1353
1078
872

mdl 603

310
281
234
194

118

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose (3%; P/V), mostrando perfiestiécoes
obtidos com a endonucleastnf I: M (Marcador$X174 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 sédo isolados de crescimento rapido



34
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Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose (3%; P/V), mostrando perfiestiecoes
obtidos com a endonucleaBglel: M (Marcador$X174 DNA), 1 (BR111), 2 (5A8), 3
(2C5), 4 (4A8), 5 (BR29), 6 (BR2001), 7 (5C4), 8 (2C10) e 9 (BR10026). As amosras 7
8 séo isolados de crescimento rapido

M 1 2 3 4 5 6 7 9 10 M
®X174DNA
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281
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194
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Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose (3%; P/V), mostrando perfiestiecoes
obtidos com a endonucleaBsal: M (Marcador$X174 DNA), 1 (BR111), 2 (5A8), 3
(2C5), 4 (4A8), 5 (BR29), 6 (BR2001), 7 (5C4), 8 (2C10) e 9 (BR10026). As amosras 7
8 séo isolados de crescimento rapido.
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Os diferentes padrdes polimérficos obtidos para cada enzima estdodiat tabela
6. Quarenta e um padrdes diferentes foram encontrados apos a argfisextheadamente
150 fragmentos gerados pelas endonucleases, demonstrando a existddcgenétipos
de 16S rDNA diferentes.

De maneira geral, com excec¢éo das estirpes referéncia BRR120B5, BR10026,
BR541, a maioria dos isolados apresentaram padrbes polimorficosresnald. elkanii
e/ou B. japonicum demonstrando que a maioria dos isolados pertencem ao género
Bradyrhizobium o que tem sido normalmente citado para caupi (Thies et al., 1991a). No
entanto, os isolados com crescimento rapido apresentaram padrdes agrdiviersos e
distintos dos representantes do gérRradyrhizobiume das demais estirpes referéncia
(Figura?).

Embora a existéncia de rizébios com crescimento rapido nodulando gaupirse
fato comum (Mpepereki et al. 1996; Martins et al. 1996), no teste de néoukalizado
sob condi¢cbes controladas, néo verifisgu nodulacdo das plantas de caupi por estes
isolados.

Como mencionado anteriormente, ndo deseata possibilidade destes isolados
serem contaminantes do meio de cultura. Contudo, os padrdes polimorficos phtaos
estes isolados demonstraram alta similaridade com os padr&szdéiume com outras
estirpes de crescimento rapido, assim também, com as estirpBsadighizobium
Portanto, a posicédo filogenética destes isolados sugere que ediescaar a familia
Rhizobiaceae, mesmo tendo perdido a capacidade de nodulagéo-(ledosi&antos et al.,
1996).

Tabela 7— Perfis de restricdo de 86 isolados de rizébio obtidos de caupi culteado
solo de Cerrado, 6 estirpes referéncia e 3 estirpdrattyrhizobiumsp., revelados por
ARDRA com nove endonucleases.

Bactéria ge(.‘:]rout?;m Hhal Hinfl Ddel Mspl Alul Tagl Haelll Rsal Ndell
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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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 I | a e b d b h
2B6 30 c I | c b b b g g
2C10 31 c m i g b a b c a
5C4 32 c n | 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. caulinodang 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. etl) 35 c r b c b f b c I
BR112 §. fredii) 36 c u c d g h h j n
BR10016 R. tropici lIA) 41 f t e e c g g i m

Com os fragmentos obtidos pelas endonucleases elab®rouna matriz com
presenca e auséncia de bandas, calcusedopartir dai uma matriz de similaridade com o
coeficiente J, que considera somente a presenca da caracteristica um evento de
similaridade. Esta matriz foi utilizada entdo, para a constrdedom dendrograma pelo
algoritmoUPGMA (Figura 7).

De acordo com esta figura, os isolados provenientes de grupos morfoldgeos
estabeleceram nodulacdo com caupi no teste de nodulacdo, se distrémitargrandes
grupos, sendo que nos grupos | e Il os isolados apresentaram pelo menos 75% de
similaridade entre si. O grupo | englobou 38 isolados provenientes dal@;esesmdo que
34 apresentaram perfis de restricbes idénticos a estirpe BR28kdni), e 4 se
distanciaram em no maximo 15% de similaridade. O perfil dapestBR3262
(Bradyrhizobiumsp.), foi idéntico ao da estirpe BR29, podendo, assim, ser classificada
como B. elkanij enquanto que a estirpe BR2001 se distanciou em aproximadamente 10%
desta estirpe referéncia. O grupo Il foi formado por 24 isolados, das Xfuapresentaram
perfis idénticos @ BR111B( japonicum Outros 12 isolados e a estirpe BR3267, também
distribuiramse dentro deste grupo, variando entre 3 a 15% a similaridade cteréacia
da estirpe BR111.
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De maneira geral, observse alta diversidade genotipica de rizébio (Tabela 7;
Figura 7), especialmente considerando os isolados de crescienm@dtm f@uanto 0s
isolados de crescimento lento, isolados do grupo Il (grupo da estipEnad de
B. japonicun) apresentaram maior diversidade de genoétipos comparados aos isolados
pertencentes ao grupo B.(elkanii) Alta diversidade genotipica de rizobio em solo de
Cerrado também foi encontrada por Mercante (1997). Neste caso, 0 aetepolaraves
de hibridacdo com sondas espéspecificas que 90% dos isolados capturados a partir de
Leucena pertenciam R. tropicie 10% nao se agruparam com nenhuma espécie descrita,
enquanto para o fejoeiro 35% pertenceraR. @ropici 16% paraR. leguminosarune/ou
R. etlie 49% nao se agruparam com nenhuma espéie conhecda.

Cinco dos isolados de crescimento lento e 5 de crescimento rapidoragrspa
dispersamente entre as estirpes referénciaBidalyrhizobium e as demais estirpes
referéncia, variando sua similaridade de 30 a 75% 8wadyrhizobium Os demais
isolados de crescimento rdpido também formaram varios grupos dispers&s mais
proximos deRhizobiumque os anteriores (Figura 7). Os perfis de restricdo dos isalados
crescimento rapido indicam a possibilidade destes isolados se@nore desta forma
terem perdido a capacidade de nodulacdo. Contudo, a atual taxonomia detemnosido
guestionada, principalmente devido a algumas inconsisténcias que ocornedo Gea
compara a taxonomia tradicional de bactérias, baseada principabnedsedos fenotipicos
com a filogenia dos genes ribossomais. Exemplos destas inconaistérifato de maior
similaridade de espécies do génRtnzobiumcom Agrobacteriumdo que com as demais
espécies do grupo dos rizobios e também a proximidade do gehedwpseudomonas
com o grupo dos rizobios, mesmo pertencendo a outra familia. Estas sté&wrias tém
levado alguns autores a sugerirem a divisdo da familia Rhizobiameaduas familias.
(Young & Haukka, 1996; van Berkum et al., 2000; Tighe et al., 2000).
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Figura 7 — Dendrograma de dados genotipicos elaborado pelo algdsid@dA e matriz
de similaridadelaccardmostrando a similaridade entre 86 isolados de rizébios 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 possietra
“A” na nomenclatura foram isolados da cultivar de caupi CE315, as queepossletra
“B” e “C”, das cultivares BR14 e BR17, respectivamente.

4.6- Distribuicdo dos Diferentes Grupos de Rizébio nas Areas Estudadas

A andlise de restricdo foi realizada com intuito de confirmaavaliagdo
morfolégica, além de revelar a relacdo filogenética entresaados obtidos de caupi
cultivado com solo do Cerrado com diferentes estirpes referéncidoltpcamente,
observouse que 40% dos isolados apresentaram caracteristicas semell@antes
B. japonicum Por ARDRA, analisose 13 isolados deste grupo, sendo que 12
apresentaram padrfes polimérficos idénticoB. gaponicum Observotse também que
isolados deste grupo foram provenientes de todas as areas estudadasegdo da area
de Cerrado climax, na qual todos os isolados estudados tiveram padnédzastes a
B. elkanii. No outro grande grupo morfolégico, composto por 35% dos isolados, cujas
caracteristicas eram semelhanteB. &lkanii foram estudadas por ARDRA 14 isolados,
dos quais 10 apresentaram padrbes polimorficos iguBisetkanii Isolados deste grupo
foram encontrados em todas as areas, com excec¢ao das areas 1 e 7.

Analisando comparativamente a populagdo de rizobios de cada uma dgs é&rea
observase que nas areas 1 e 7 pelo menos 90% dos isolados apresentarasmas me
caracteristicas morfolégicas da estirpe referéBcimponicume de fato os representantes
estudados por ARDRA revelaram perfis polimorficos semelhanteB. japonicum,
indicando que h& predominantemente uma populaca®.dmponicum nestas &reas.
Especificamente na area 7, saeeque os cultivos de soja foram inoculados com as
estirpes déB. japonicumSEMIA5079 e SEMIA5080. Segundo Vargas et al. (1994b), estas
estirpes seriam variantes das ancestrais SEMIA566 e SEMIASR®@ativamente, que
foram utilizadas como inoculante para a soja cultivada em solordedGelurante muitos
anos. As estirpes SEMIA5079 e SEMIA5080 além de serem muitonééisiguanto a

FBN, competem muito bem no campo para a formacéo de nédulos (Vaaliad@94a, b;
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Nishi et al. 1996). Desta forma, a grande quantidade de isoladd® ¢eponicum
encontrada nas areas estudadas provavelmente sejam decorrengtispéasiroculantes,
cuja sua abundancia se elevou com os consecutivos cultivos de soja.

Ao contrario da observacgdo anterior, nas areas 3 e 8 olssequee pelo menos 70%
dos isolados apresentaram caracteristicas morfolégicas sateslt@B. elkanii o que
também foi confirmado por ARDRA. Isto indica que provavelmente estas denham
sido inoculadas com estirpes de elkanij supostamente as estirpes SEMIA587 e
SEMIA5019 (BR29; 29W), que da mesma forma que as estirpes antersées,
recomendadas pela RELARE para a inoculagao da soja no Brasil. Contu@ajsté para
estas areas uma confirmacéo do tipo de inoculante utilizado.

Na area de Cerrado climax foram obtidos 14 isolados, dos quais Sdsiatadas
por ARDRA e apresentaram padrdes polimorficos igudss alkanij corroborando com
dados anteriormente citados, de que nos solos brasileiros ha naturatlispetsa e
estabelecida uma populacéoRleslkanii(Rumjanek et al. 1993; Nishi et al., 1996).

Na area 2, onde ndo havia ocorrido o cultivo de leguminosa, ndo se observou
predominio de um determinado grupo de isolados. Estes isolados se afesenta
morfologicamente muito diversos (Tabela 6) e por ARDRA detessoa presenca de
B. japonicumB. elkanij assim como outros padrdes polimorficos diversos.

Portanto, em condi¢cbes de Cerrado climax local, ha uma populagioetianii
estabelecida, o que ja havia sido observado anteriormente, embora o nuinactedas
capazes de nodular caupi seja baixo. A medida que o solo € manejado oe, com
consequéncia ocorrem alteragcdes nas condi¢des fisicas e quimisak,dtatores que
costumam ser limitantes a presenca de rizébios no solo (Wooraker ¥288; Youself et
al., 1997), ha um aumento da populacéo de rizobio e da prépria diversidade delgrupos
rizébios. Provavelmente, isto acontece porque determinados grupos, emberdepres
estdo representados por numeros de rizobios muito baixos nas condigOesrad C
climax. A partir desta condicdo, quando inicisen os cultivos de leguminosas, a
diversidade de rizébios diminui, ocorrendo selecdo e aumento da abundanz@bids r
especificos na comunidade, que também podem ser influenciados pela &mdaapja

com inoculante especifico.
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A distribuicdo dos isolados foi avaliada também através de umasearddi
correspondéncia, utilizanese o programa ADE (NetMul “online”; Thioulouse et al.,
1997). A aplicacdo desta analise foi realizada utilizesed@ distribuicdo dos grupos
morfo-genotipicos, obtidos pela comparacdo dos dados de ARDRA com a czagéteri
morfologica dos isolados. Para isto, os isolados dentro de um mesmo grdplgico
foram considerados idénticos ao isolado estudado por ARDRA, quando possuéama m
procedéncia de area e cultivar de caupi.

Os resultados da analise de correspondéncia estdo apresentadasan&,Fgndo
que o gréfico foi elaborado com os fatores 1 e 2, cujos valores forame6528%,
respectivamente. Pelo primeiro componente obssgvgque as areas distribuirsem em
dois grupos distintos: um grupo formado pelas areas 1, 4 e 5, cultivada®jeom a area
8, cultivada com caupi, além de soja. O outro grupo foi formado pelas Ared, ndo
cultivadas com leguminosas e 3 e 8, onde também intredaziucaupi, além da soja. Pelo
segundo componente obses@aque a area 7 separasmidas areas 1, 4 e 5.

Estes resultados revelaram algo que ndo havia sido interpretado nos dados
morfologicos, onde observese que o simples cultivo de leguminosas, independente de ser
caupi ou soja, elevava poucos grupos de rizébios no solo, diminuindo, em contrapartida
sua diversidade. Na analise de correspondéncia, obsssvgue a espécie de leguminosa,
caupi ou soja, comportarase diferentemente. As areas 1, 4 e 5, onde a Unica leguminosa
introduzida foi soja, tenderam a agrupsea Assim também para as areas onde
leguminosas néo foram introduzidas(area 2 e 6). Ao passo que, a3 arg@asnde o caupi
foi cultivado, tenderam a agrupse com as &reas, onde ocorreu a introducdo de
leguminosas. A area 7, ao contrario, agrupeumais proximamente com areas onde
somente soja foi introduzida. Isto provavelmente, ocorreu, pois, a areauftif@da com
soja por mais de um ciclo, o que deve ter favorecido o aumento de apenasraigossig
rizébios geneticamente préximos. Desta forma, apenas 1 cultivo de gogerior cultivo
de caupi, que ocorreram nas areas 3 e 8, ndo foram suficienteigrarardensamente a
populacdo de rizobio semelhante a populacdo nativa presente no solo.eEst@sias

corroboram com os dados encontrados por outros autores, que indicam que @apapi é
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de nodular com uma populagéo de rizbio genoticamente heterogénea (Bhie$3®1a;
Mpepereki et al., 1996; Martins, 1996).
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Figura 8: Relagdo multivariada entre &reas do Cerrado e grupos -gentdipicos de
rizobios avaliada por analise de correspondéncia.
Obs.: Nao foram considerados os isolados de crescimento rapido

4.7 — Influéncia da Cultivar de Caupi na Obten¢&o dos Grupos de Rizobio

O perfil simbidtico de caupi é considerado de baixa especificidddepereki et
al., 1996), o que é revelado pela capacidade do caupi estabelecer soobigsdo menos
5 espécies de rizébio, englobando 4 géneros. Porém, ha observacdes deidspeahtre
determinadas estirpes de rizébio e cultivares de caupi (Ankomakh, 4996; Xavier,
2000). Segundo Danso & Owiredu (1998), esta especificidade é decorreaigadalade
da bactéria competir pelo sitio de nodulacdo, mais do que pelaaessimbiotica
ocasionada pelos sinais moleculares durante a associacao rizokao/pldatencas na
performance nodular foram encontradas por Xavier (2000), que observou que 97% dos
nédulos coletados na cultivar de caupi Galanjdo eram ocupados pela iestiydante

5513, que quando inoculada em outras duas cultivares, ndo ocupou mais que 5% dos
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nddulos analisados. Desta forma, o autor sugere que a cultivar de atama&apresenta
algum nivel de especificidade em relacéo a estirpe 5s13.

Neste trabalho, para capturar os rizébios do solo foram utilizadakiv&aes de
caupi CE315, BR14 e BR17, sendo que iseewcerca de 80 nédulos de cada cultivar
plantada com solo das 8 areas do Cerrado estudadas. Esta egh@déiditou, desta
forma, avaliar a faixa de nodulacdo de cada uma das cultivares.

Como se observa na Tabela 8, pelo menos 45% dos isolados de rizobio rseniram
em apenas dois grupos maegenotipicos (grupos 3 e 10; Tabela 8), o que demonstra que a
performance simbidtica das trés cultivares utilizadas partudaefi semelhante, embora
a Figura 9 mostre dispersdo das mesmas, quanto aos seus grupegematificos de
rizobios. A Figura 9 mostra que as cultivares BR14 e BR17, emboratédgstana da outra,
tenderam a agrup@e no mesmo componente, enquanto a cultivar CE315 posicenuu
outro. Isto, aparentemente, indica uma tendéncia das cultivares BRR47enBdularem
com uma populacdo de rizébio distinta das da cultivar CE315. Porém, € antgort
observar que a dispersdo das cultivares foi influenciada pelo elevadocondengrupos
morfo-genotipicos com 5 ou menos isolados de rizobio (14 dos 19 grupos) (Tabela 8).

Desta forma, embora a Tabela 8 mostre que as cultivares esfualadasle terem
nodulado com os grupos de rizobio comuns as trés cultivares, nodularamupms de
rizobios exclusivos para cada cultivar, porém nao enfatizando anekstde um perfil
simbiotico caracteristico, devido ao baixo numero de isolados de rizobimos na

maioria dos grupos morfgenotipicos de rizébios exclusivos de cada cultivar de caupi.
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Tabela 8- Grupos morfegenotipicos de isolados de rizobios obtidos das cultivares de
caupi utilizadas com plantas isca.

Grupos Morfo- Cultivares de caupi
genotipicos 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.: Nao foram considerados os isolados de crescimento rapidos.



46

0,6
04 j *
0,2

Fator z
o

-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1
Fator 1
¢ CE315 ¢ BR14 ¢ BR17

Figura 9: Relacdo multivariada de grupos megenotipicos de rizobios e cultivares de
caupi avaliada por analise de correspondéncia. O grafico foi elaban@doscfatores 1 e 2
que apresentaram valores 70% e 25%, respectivamente.

Obs.: Nao foram considerados os isolados de crescimento rapidos.
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5. CONCLUSOES

O isolamento dos nédulos mostrou que na area de Cerrado climax |beakdna
guantidade de rizébios capazes de nodular caupi;

A correlcdo do numero de cultivos de leguminosas (soja e/ou caupi) com 0s
indices de diversidade de Shaneaver, riqueza de Margalef e Menhinick e
abundéancia de Simpsom indicou que o aumento no numero de cultivos de
leguminosas diminuiu a diversidade e riqueza morfolégica da populacdo de
rizobio, elevando, no entanto, a abundancia;

Tanto a analise morfolégica como a ARDRA revelou que na area exdadG
climax local had predominantemente estabelecida uma populacdo deo rizobi
semelhante B. elkanii

Na area 7, localizada no municipio de Sdo Domingo do Azeitdo, onde a lavoura de
soja foi inoculada com as estirpes SEMIA5078 e SEMIA5080, 90% da populacéo
de rizobios recuperadas com uso de plantas isca apresentarateristicas
morfoldgicas e genotipicas semelhant& gponicum

De acordo com o histérico de cultivo das areas, o preparo do solo e dealtivo
arroz favoreceu o aumento da diversidade morfoldgica e genotipica de rizébios;

A analise de correspondéncia mostrou que o caupi é capaz de nodular com uma
populacdo de rizébio genotipicamente heterogénea.

A estirpe BR3262 apresentou perfil de ARDRA idéntic®.aelkanii (estirpe
BR29) indicando ser pertencente a esta espécie.



CAPITULO Il

EFICIENCIA SIMBIOTICA DE ESTIRPES DE RIZOBIO PARA

CAUPI ISOLADAS DE SOLO DE CERRADO NO ESTADO DO PIAU |
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1. INTRODUCAO

O caupi, originario do continente africano, € uma importante fonte ouici
naquele continente, onde a disponibilidade de outras fontes protéicatddjmdevido as
condicdes de clima adverso e de subdesenvolvimento econdmico e social dgdpoda
Brasil, esta cultura é basicamente cultivada nas regides enoibedeste, principalmente,
devido, as suas caracteristicas adaptativas e culturais. Nemta#coes, o caupi
desempenha um papel muito importante tanto na alimentagdo como n&ogdeag
empregos para a populacéo, especialmente a de baixa renda. SeguedbBilroeet al.,
(1998), pelo menos 27,5 milhdes de nordestinos séo alimentados com a atualopdeduca
caupi, gue também gera cerca de 2,4 milhdes de empregos diretos para o Brasil.

A produtividade desta cultura é variavel, devido principalmente a altbNiaade
genética que a cultura possui e também ao cultivo em areas catagdagronomicamente
marginais, o que dificulta a exploracao do potencial da FBN nestmac(Xavier, 2000). A
média atual da produtividade brasileira ndo ultrapassa 400kgioeém de pesquisas
estimam produtividades potenciais superiores a 5000k¢S#mden, 1993pudEhlers &
Hall, 1997; Freire Filho et al., 1998). No entanto, no Brasil, ndo se xptorado este
potencial, principalmente por que o cultivo € realizado em regimesuloisténcia por
pequenos agricultores, onde a tecnificacdo das lavouras é baixa.

Apesar da baixa produtividade, esta planta possui um elevado potenciadogené
dado em parte pela sua evolucdo em areas indspitas do clima teopicaglarte pela ampla
diversidade genética que ela detém. Segundo Martinazzo (1989), plantasipilesdo
altamente tolerantes a temperatura elevada, baixa pluviosidadefdyéiliddade e pH e alta
salinidade dos solos. Estas caracteristicas tem despertadcess@atde pesquisadores, que
véem no caupi um recurso geneético estratégico, seja para melhtratiee plantas as
condicbes de clima serarido, seja como uma reserva de genes que podem ser utilizados
futuramente em biotecnologia.

A adaptabilidade, somada a efetiva contribuicdo da FBN quando o caupi esta
associado com rizébio, tem ganho destaque entre grandes produtoresasagnizsl
Cerrados dos estados do Piaui e Maranh&o. Nestas areas, oeggjocetdtrategicamente,

tem introduzido o caupi na “safrinha”, apds a colheita do arroz no finektdgdo das
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aguas, tanto em lavouras recém desbravadas, como também em rd@qgddtvos
bianuais com soja. Desta forma, o caupi utiliza nutrientes residaaisiltura do arroz e
pode desenvolvese bem com regime pluviométrico decrescente, garantindo uma renda
extra aos agricultores e uma melhor utilizacao dos fertiezasplicados no sistema. Neste
tipo de rotacéo terse observado uma produtividade média de 1500kg.ha

O nitrogénio, que é exigido em grandes quantidades pelos vegetaisdésum
nutrientes mais limitantes a producao de caupi e outros cereasidNo, 0 caupi, por ser
uma leguminosa, pode obter da simbiose com rizobio grande parte do nitnaggrarido
para o seu desenvolvimento. Existem referéncias que indicam contréhuded&BN
superiores a 100kg.Ha(Wani et al., 1995), embora estes valores sejam variaveis,
especialmente quando as avaliagdes séo feitas no campo. Estanfagmld relacionado
principalmente com a promiscuidade da simbiose entre plantas deecagtrpes de
rizébio nativas dos solos tropicais.

Embora nédo seja plenamente entendido o “porqué” de algumas plantasformar
simbiose com uma gama maior de espécies de rizobios que @utmasculacdo de
leguminosas com estirpes de rizébio selecionadas para uma maeiénced de FBN
(Kishinevsky et al., 1984) e habilidade em tolerar estresses amibidrawendorf, 1980) &
uma pratica comum quando se pretende aumentar o nivel de nitrogéniopi@radoma
cultura.

A inoculacdo do caupi em areas de Cerrados pode agregar resutia@ssieos, a
medida que estiagens de até seis meses, durante os meses rie podem reduzir a
quantidade de rizébios no solo e, desta forma, a estirpe inoculante godenadicdes de
induzir uma boa nodulag&o na cultura do caupi, pois a sua competitividade sera favorecida.

Esta etapa do trabalho objetivou avaliar a eficiéncia simbidticaypacido nodular
e a relacdo filogénética baseada na restricdo do 16S rDNA tdeegsde rizobio
provenientes do Cerrado do estado do Piaui e as estirpes BR3267, BR3262 e BR2001

reportadas como eficientes para a cultura do caupi.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- A Cultura do Caupi

O caupi é uma planta dicotiledbnea, pertencente a ordem Rosalela fami
Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae e géiggr® Este género
ocorre nas regides tropicais e subtropicais, com ampla distribmgaadial. Steele &
Mehra (1980) &pud Araudjo & Vatt, 1988) citam como centro de origem desta espécie a
Etiopia e india, mas Ng & Maréchal (1983p(d Aradjo & Vatt, 1988), citam a Nigéria
como sendo o pais de origem. Contudo, parece consenso ser no oeste e édrita ela
Noroeste da india os centros de diversidade deste género.

Segundo Araujo & Vatt (1988), inumeras evidéncias levam a crer qugbteaha
sido introduzido no continente americano ainda no século XVI, simultaneampente
espanhdis e portugueses. Primeiro, possivelmente nas colbnias espanbolaseguida,
no Brasil, provavelmente no estado da Bahia. A partir da Bahia, tacsedjue o caupi
tenha sido disseminado para todas as regides do pais. Porém, com er dectempo e
diante do cultivo de outros feijdes mais adaptados a cada regidojvo daltcaupi foi
sendo restringido. Deste modo, o cultivo intensificado somente ocorreegn@ssrnorte e
nordeste, principalmente por esta cultura ter se adaptado muito behmadatropical,
semelhante ao do seu centro de origem.

Constatotse, nos ultimos anos, que a area de caupi corresponde a aproximadamente
60% da area total de feijdo do nordeste e a 30 % da area tatghidald Brasil, (IBGE, 93
a 97 apud Freire Filho et al., 1998). Verifiege, também, neste mesmo periodo que a
producdo de caupi esteve em torno de 50% da producédo total de feijdo do remieste
18% da producédo nacional de feijao, enquanto a produtividade esteve em tornodie 84%
produtividade média de feijao do pais. Segundo dados do IBGE (9&pwiBreire Filho
et al. (1998), a area total cultivada com caupi é da ordem de 1 6000*ha@mqroducéo
de gréos da ordem de 550 000t:aeoprodutividade de 300 a 400kg’haob condicdes de

sequeiro.
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Atualmente, os estados do Ceara e Piaui apresentam as melbdrgwidades do
pais, chegando & média de 600kd.h@o Ceara, em 1996, muito inferior ainda a
produtividade potencial da cultura (Freire Filho et al., 1998).

Quadro 1 — Area colhida (ha), producéo (t) e produtividade (k§.lte caupi, na regido
nordeste do pais no periodo de9¥3

1993 1994 1995 1996 1997
Area (ha) 923517 1650507 1211874 1819676 1578 636
Produc&o (t) 201169 544994 593120 633338 554 459

Produtividade (kg.ha') 252,25 298,125 356,125 372,125 395,625
Fonte: IBGE- Levantamento sistematico da producéo agricola 1993 a &4pad Freire
Filho et al. (1998).

De acordo com dados da Embrapa 13§81 Aradjo & Vatt, 1998) o caupi € uma
importante fonte de proteinas para muitos paises, principalmenteédfiicda América do
Sul e Asia. No Brasil, esta leguminosa é cultivada principabmeatnorte e nordeste,
onde representa a principal fonte de proteinas para as popula¢fesademddax Segundo
Freire Filho et al., (1998), o cultivo do caupi gera anualmente certg denpregos.fa
sendo um total de 2,4 milhdes de empregos diretos por ano. Considegamtoconsumo
per capitamédio de 20kg (Anuario Estatistico da Agricultura Brasileira, 19688}se que
0 caupi, abastece a mesa de 27,5 milhdes de nordestinos.

Além desses dados, 0 estudo desta cultura justiicaelo alto nivel nutricional
(Quadro 2) e de proteinas ricas em aminoacidos essenciais (Quadres&jtes nas
sementes.

Quadro 2 - Valores nutricionais de graos de caupi maduros.

Nutrientes Composicéo
Proteinas 20,4 a 26,18%
Lipideos 0,93 a 1,65%
Acucares totais 2,37a5,35%
Célcio 51 a 141 mg/100g de sementes
Ferro 3,04 a 7,83 mg/100 de sementes
ROs 788,9 a 1244,4 mg/100g de sementes

Fonte: Moura et al. (198ajpud Araujo & Vatt (1988).
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Quadro 3 — Teor médio de aminoacidos essenciais encontrados em graos dencaupi e
relacdo ao contetido de nitrogénio (mg:16g

Aminoacidos Teor de aminoacido (mg.160Q)
Isoleucina 4,2 -4.8
Leucina 7,6 -85
Lisina 6,6 — 8,1
Fenilalanina 55-6,2
Tirosina 2,2-3,6
Meteonina 15-23
Argenina 5,4-8
Treonina 3,6-4,5
Histidina 2,9-47
Valina 49-57

Fonte: Kocchar et al. (198%)udUgozara & Ofuya (1992).

Cultivado tipicamente em lavouras de subsisténcia, intercalado coes outturas,

0 caupi apresenta historicamente uma baixa produtividade no Bras#, der100 a
300kg.hd, enquanto que em lavouras irrigadas e melhor tecnificadas -sbtéaé
1500kg.h&. Segundo Lopes & Farias (1995), em experimentos conduzidos com produtores
foi possivel obter uma produtividade de até 1800kgisando a cultivar IPA206, em
condicdes de precipitacdo média de 400 mm em trés meses.

De acordo com Bezerra (1997), ndo tem sido explorado todo o potencial@enétic
caupi, visto que existem cultivares de caupi melhoradas que frequetdeapeesentam
produtividade de até 3t.haFreire Filho et al. (1998) salientaram, sob ponto de vista de
melhoramento vegetal, expectativas de produtividade da cultura do cadpi ragis
promissoras, da ordem de 6tthanquanto Sanden (199®)udEhlers & Hall (1997) cita a
obtencdo de uma produtividade de 7 000kydma experimento de campo.

Apesar de existirem variedades de caupi agressivas e deatftacdo as
condicbes adversas, varios fatores interferem na produtividade destea.c@ao de
destaque a quase totalidade de cultivo consorciado com outras cultmrasytskzacao de
variedades adaptadas a este sistema de plantio, pouco conhecimento do guadtboao
espacamento, época de plantio e cultivares adaptadas as condi¢c@es kimaide grande
destaque a baixa fertilidade natural dos solos onde ocorre o cultivaglpague culmina
na maioria das vezes com um baixo pH do solo associado a altoseivdigMartinazzo,
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1989). Parte dos problemas relativos a fertilidade do solo, parauttsiaa,cpodem ser
amenizados com o uso de inoculantes com estirpes de rizobio eficientes, o tpre si@o
adotado no Brasil, sendo a FBN decorrente meramente por estirpes ki eficiéncia
variavel. A ndo adocgdo de inoculagdo para o caupi no Brasil, ocorre ¢m pais
pesquisas tém mostrado a dificuldade do estabelecimento das esbiquéantes no solo
(Wani et al. 1995).

O caupi, por ser possuidor de ampla variabilidade genética, ampladeaigade
adaptacéo, alto potencial produtivo, grande capacidade de fixar nitrogémsféico,
através da simbiose caBradyrhizobiunspp., e excelente valor nutritivo, € uma espécie de
grande valor genético estratégico, que tem despertado o interggsgdisadores que vem
no caupi um recurso passivel de utilizacéo, seja para melhoramgitmides as condicbes
de clima seméarido ou como uma reserva de genes. (Ehlers & Foster, 1993; Ehlea, & H
1997; Bezerra, 1997; Xavier, 2000) . A melhor prova de sua importancia € quedafaias
poucas espécies vegetais escolhidas pela National Aeronauticapacel Administration

(NASA) para ser cultivada e estudada nas estacoes espaciais (Ehlers1®#¥l

2.2- A Simbiose Caupi/Rizébio

O caupi por ser uma leguminosa, pode se associar com bactériasnitia f
Rhizobiacae que possuem a enzima nitrogenase, responsavel pela reducde do N
atmosférico a formas de nitrogénio amoniacais no interior dos nodalosados nas
raizes das plantas. Assim como a maioria das leguminosas igppiczaupi associse
mais frequientemente com o gén&mdyrhizobium (Neves & Rumjanek, 1997). Embora
as estirpes nativas dgradyrhizobiumestejam freqlientemente presentes na maioria dos
solos tropicais (Singleton et al., 1992), existe ainda uma controgétsia a contribuicdo
da nodulagédo promovida por estas estirpes na fixagédo biolégica demdrogéta cultura,
bem como sobre o grau de especificidade da associacéo.

A formacdo do nodulo € um processo decorrente de uma intensa trocaisle sina
quimiomoleculares entre a raiz da leguminosa e o rizobio. Raizesrdasplaguminosas
exsudam compostos do tipo flavondides, que interagem com uma proteinaradstieit
membrana do rizobio, a proteina NodD, promovendo nela, uma alteracdo cordoahaci
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A proteina NodD induz a regido promotora dos genes de nodulagéo rigene®e e nol)
(Hirsch, 1996; Hirsch, 2000; Bono, 2000). Estes genes codificam proteinas ersvobnta

a sintese dos lipoquitooligossacarideos (fatores de nodulacdo), que ntaprese
modificacdes nos radicais dependendo da espécie de rizobio. Os genes dganodul
presentes no rizobio sédo divididos em 2 principais grupos: 0s responsdveaisqeleto

da molécula do lipoquitooligossacarideo e os que adicionam diferentesigadb
lipoquitooligossacarideo, conferindo especificidade em relacédo ao hosp@iirman et

al. 1992). Apoés sua sintese, os fatores de nodulagdo séo exsudados adreaestulex
onde eventualmente reconhecidos pelas células da superficie da @EZOVEM
modificacdes nos tecidos radiculares, dando inicio ao desenvolvimento do nddulo Schima
et al. 1992apudSanjuan et al., 2000).

Além da comunicacdo entre o rizébio e a leguminosa desencadeada pelo
reconhecimento dos flavondides e lipoquitooligossacarideos, a producao ida lesia
leguminosa atua como um estimulo biolégico importante que influenciarossimbionte
na ligacdo aos pélos radiculares, através de um aumento da dantsgpolissacarideos
(Mody et al., 1990). O efeito da lecitina, no entanto, ainda ndo é bem eoligiee mas a
presenca deste composto ndo parece estar relacionada diretam®nta pesposta
especifica da simbiose, mas sim no seu processo inicial (Hirsch, 1999).

O estudo da simbiose em nivel molecular tem recebido atencéoa&sped vez
gue uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na inducao e asiahel ez
simbiose, pode representar um avango na obtencdo de estirpes de rizsl@epeeificas
e/ou mais competitivas (Stacey, 2000).

Sob este ponto de vista, ha de se destacar também a necessidadedimento da
transferéncia de informacdes genéticas entre bactérias no sqple @lvez possa ser o
ponto chave do entendimento da especificidade simbidtica. Ao contrario do que
anteriormente se pensava, estudos tem mostrado que a transfeséeral de genes
simbidticos, também ocorre com regides moveis do genoma (Sanjuan2€08), e nao
somente mediante a transconjugacéo de plasmideos (Sullivan et al., 1995).

Segundo este mesmo autor, bactérias nativas, adaptadadas as condgdles do

local, tornamse os principais competidores com o inoculante introduzido, assim que
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adquirirem informacdes genéticas que lhes possibilitem estabel®eesimbiose com a
planta hospedeira. Dois exemplos tém sido comentados a cerca texé&raes lateral de
informacdes simbiodticas. Um € o caso da introducdo do feijao comunropak-por volta
do século Xl, onde evidéncias levam a crer que espécies de rizobio nesldarfeijao
tenham sido introduzidas via contaminagdo de sementes e que o plagmfdétice de
R. etlibv. phaseoli(R. leguminosarunbv. phaseolj tenha sido transferido para espécies de
rizobios ja presentes nos solos europeus. Como resultado, tem sidaderdim solos
europeus trés grupos de estirpes de rizobio nodulantes de feijdo, de eoordo
plasmideos siombiéticos (Sanjuan et al., 1999): estirpes exclusieameméncentes a
R. etlicom plasmideos simbidticos de Iphaseoli(Sessitch et al., 19%pud Sanjuan et
al., 2000), estirpes com plasmideos simbioticos dephsaseolipertencentes &. etl
coexistindo com outras espécies de rizobio (Het@aaera et al., 1998pud Sanjuan et
al., 2000) e estirpes, também com plasmideos simbidticos dephaseolj porém
pertencentes a outras espécies de rizobio (Amarger et al.d@g¥Sanjuan et al., 2000).
O outro exemplo, que segundo Sanjuan et al., (2000) demonstra na pratipicac@n
ecologica da transferéncia lateral de informacfes genétisadvielas na nodulacéo, foi
observada por Sullivan et al., (1995, 19%§ud (Sanjuan et al., 2000), ondsotus
curniculatusfoi inoculado e cultivado durante sete anos. Apés este periodo veséaue
somente 19% dos nodulos foram formados pela estirpe inoculante e cerpstaritobios
nativos, em area, onde, antes do inicio dos cultivos ndo havia ocorrido nodulsigho de
leguminosa. A consequéncia direta deste fendmeno é a perda da@dpdeife eficiéncia
simbidtica da estirpe utilizada como inoculante por estirpes emtesy qgue normalmente
apresentam baixos niveis de FBN.

O caupi é capaz de nodular com 6 diferentes espécies de riBohaponicum
(Jordam et al. 1982B. elkanii (Kuykendall et al., 1992)5. fredii (Scholla et al., 184; de
Lajudie et al., 1994)5. xinjiangensigChen et al., 1988R. hainanenséChen et al., 1997),
R. tropici IIA observada a nodulacdo neste trabalho (capitulo 1) e varias @stigses
ainda nao identificadas em nivel de espécie que séo agrupadaB@Emiyidizobiumspp.
Por este motivo, segundo Martins et al. (1996), o caupi se presta corteipta para a

obtencdo de nédulos e determinacdo da diversidade de rizébio, haja viatarapditude
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de nodulacdo com diferentes estirpes de rizobio. Por outro lado, a proedsculas
plantas de caupi dificulta a introducdo de estirpes selecionadasgiedo desta forma a
contribuicdo potencial da FBN.

O termo promiscuidade simbidtica parece reunir uma série deddigados a falta
de estudos da melhoria do processo de cultivo do caupi com respeito, a@ameitiorde
cultivares que se adaptem a cada sistema de cultivo, aos estseéte;éle de inoculantes e
dos fatores que interferem a simbiose caupi/rizébio.

A falta de resultados satisfatérios em condi¢bes de campo cpeaitoes FBN, ndo
podem ser atribuidos somente a nodulagdo do caupi com varias espéi@ébioe, pois,
por exemplo, no caso da soja, também ja se constatou a nodulagédo cerespg@g@es de
rizobio, no entanto, houve grande trabalho de selecdo de inoculantes e melit@ram
genético de plantas, com o fim de obter maiores contribuicbes naEsBNprocedimento
levou ao abandono de cultivares de soja, tidas como boas produtoras de gréos, por
apresentarem uma simbiose com rizébio pouco eficiente (Vargas & Hungria, 2000).

Apesar de promiscua, a simbiose caupi/rizobio pode induzir as plantasipiea
um expressivo crescimento vegetativo e rendimento de graos, quandesatiliwculantes
de Bradyrhizobiumspp. eficientes (Neves et al., 1982), sendo o acumulo de nitrogénio na
planta promovido pela FBN um parametro bastante utilizado paraoespaavacao. Neves
et al. (1987), calcularam que a contribuicéo relativa da FBN, varioei 8hte 73kg.hade
N em experimentos conduzidos no Cerrado brasileiro, enquanto em condigzespide
Wani et al. (1995) citam uma estimativa mais ampla entre 9 a h2Bkgos campos

africanos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1- Teste de Eficiéncia Simbidtica em Casa de Vegetacao
3.1.1- Escolha das Estirpes

A escolha das estirpes (isolados obtidos do Cerrado, que serdo caatam
chamados de estirpes) a serem testadas foi feita a partigrdpamento morfologico
(Capitulo ). Foram selecionados isolados de cada grupos morfolégictsedrde 80% de
similaridade, observaneke a area de coleta da amostra do solo e a cultivar de caupi
utilizadas para a captura do rizébio. Ao todo foram testados 15 estfieéss do solo de
cerrado e as estirpes BR2001 (recomendada pela RELARE), BR3267 (fubsidararido
nordestino; Martins, 1996) e BR3262 (obtida do Sistema Integrado de Producéo
Agroecoldgico (SIPA) da Embrapa Agrobiologia/UFRRJ/Pes&joo Zilli et al., 1998).

3.1.2- Cultivo das Plantas

O experimento foi conduzido sob condi¢cdes estéreis em casa de@iegeia meses
de outubro e novembro de 1999. O delineamento experimental utilizado foi bdcacssa
com 5 repeticbes. Useae um tratamento controle isento de inoculante e nitrogénio e uma
testemunha nitrogenada (25mg.vasemana de N, na forma de NMO;) isenta de
inoculante. O cultivo foi realizado em vasoslaé®nard(Vincent, 1970), contendo areia e
vermiculita estéreis (2:1; areia: vermiculita). As semedtesaupi (cultivar BR17) foram
lavadas com etanol (100%; 30 segundos), desinfestadas com hipoclorito dé&%6ds
minutos) e lavadas com &gua esterilizada 10, sucessivamente.eAdseanfoi realizada
diretamente nos vasos (3 sementes por vaso), sendo que ap0s a gerdenagése

apenas uma planta por vaso.

3.1.3- Preparo dos Inoculantes e Inoculacao das Plantas

Inicialmente as estirpes foram crescidas em meio de cuftdra liquido (Fred &
Waskman, 1928) (28; 48 horas). Aliquotas de fl0foram transferidas para placas de
Petri contendo meio YMA sodlido, onde procegeuuma diluicdo seriada com duas

repeticdes entre ¥0a 10°. Apés o surgimento das col6nias nestas placassefea
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contagem das col6nias, estimando o volume do inoculante necessarioopteacdo de
uma concentracdo da ordem? 1hidades formadoras de colénias por ml. De posse desta
informacéo, crescese novamente as estirpes em meio YMA liquid8G288 horas) sob
agitacao (120rpm). As plantas foram inoculadas com 1ml do inoculantegualanta,

trés dias apds a germinagcdo das mesmas.

3.1.4- Irrigacéo e Nutricdo das Plantas

A irrigacao foi realizada com agua destilada e estereliz&danutrientes foram
adicionados a agua na forma de solugdo nutritiva Norris e Dober&@ér(2mM);
K-HPO, (0,3mM); KH.PO, (0,7mM); CaSQ5H,0 (0,31M); ZnSO.7H,O (0,7uM);
MnSOs (1uM); (NHa)s M070.44H,0 (0,0021M); H3BOs; (11,5uM); FeSQ.7H,0
(17,9uM); &cido citrico (2@M). Fornecetse 0,25| desta solucéo por vaso semanalmente e

agua esterilizada sempre que necessario.

3.1.5- Colheita do Experimento e Parametros Analisados

As plantas foram colhidas aos 55 dias (estagio de florescimgrit®)ogplantio. Para
a determinacdo da atividade da nitrogenase uti#ssoo método de reducdo de acetileno
(C;H2) em raizes destacadas (Mague e Burris, 1972). ApOs separadasedaépsa, na
altura do no cotiledonar, as raizes noduladas foram incubadas corenacetiluma
concentracdo de 10% (30ml), por 10 minutos em recipientes de vidros com \agume
300ml, hermeticamente fechados. ApGs este periodo, caet@uamostras (1ml cada) do
interior de cada recipiente, as quais detesww etileno produzido em um cromatdgrafo
gasoso.

Os nodulos, inicialmente foram destacados das raizes e contadosiofPosite,
nddulos, raizes e parte aérea foram secos em estli @horas) para determinacdo do
peso seco. Apds a pesagem, a parte aérea das plantas foi moaldgtaraninacdo do-N
total pelo método “semimicro KJELDAHL, (Liao, 1981) no laboratério diEogénio da
Embrapa Agrobiologia. Também foi avaliado o parametro eficiéncia modida= Ntotal

acumulado na parte aérea da planta / massa seca de nodulos), (Saito, 1982).
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3.2- Teste de Competitividade e Eficiéncia Simbibtica das Estirpes no Camp
3.2.1- Selecéo das Estirpes e Preparo do Inoculante

Sete bactérias testadas em casa de vegetacdo (BR2001, BR3262, BR3&;7, 1B
7A4, 2A9, 3A8) que apresentaram bons resultados foram selecionadas spesante
experimento de campo. O inoculante foi preparado cresesnducialmente as bactérias
em meio YMA liquido por 72 horas e aplicacdo em turfa esteriljzsdalo a concentracao
obtida no inoculante da ordem de®Inidades formadoras de colénias por grama do

inoculante.

3.2.2- Estimativa do Numero de Rizobios no Solo Através do Método do NMP

Coletouse 1 amostra de solo composta de cada um dos blocos do experimento,
sendo que cada amostra composta era formada por 1@rmdiras. Apds a coleta, as
amostras foram imediatamente estocadas em geladeira. atsii do NMP (namero
mais provavel), foi realizada pelo método descrito por Woomer (1994 alinarite, as
amostras foram destorroadas e 100g de solo transferidas paraenmegdr, contendo
400ml de solucédo diluente (0,125g deHRO,; 0,05g de MgS@7H,O; 1 litro de agua
destilada esterilizada). As amostras foram entdo agitadasn(#zfs) 5000 rpm) em um
agitador horizontal. Considerae esta diluicdo 1:5. Posteriormente, 5ml destas amostras,
foram transferidos para novos erlenmeyers com 20ml de solucao diteedizse assim a
diluicdo 1:25. Repetindee este procedimento, fee diluicbes seriadas até a ordem de
1:15625.

Como plantas hospedeiras, utilizee o siratro NI. atropurpureun) que foi
plantado em tubos de ensaio de 100ml, contendo 20ml da solucdo salina de Fahraeus
(Fahraeus, 1957) e agar (123.1A inoculagdo das plantas foi realizada com 1ml das
amostras de solo diluidas. Ap6s 45 dias as plantas foram coletadasanisse a
formacdo de nodulos e estimarg® o nimero de rizobios 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 més de fevereiro de 1999 no municipioxde Bai
Grande do Ribeira no estado do Piaui, coincidindo com a época de plantio doaaupi
regiao.

O delineamento experimental utilizado foi blocos ao acaso com 3cigsetCada
parcela (repeticdo) constou de 5 X 3 metros de dimenséo, com dois metros de bordadura.

Utilizou-se a cultivar de caupi BR17 (recomendada para a regido), comresptga
de 50cm entre linhas e 10cm entre plantas. O experimento constowatierentos, sendo
as sete estirpes supra citadas, 1 tratamento com nitrogénianraaderuréia (100kg.H}
aplicada 50% no plantio e 50% 30 dias ap0s o plantio e, uma testemunhaessemN
inoculante (controle). O experimento recebeu uma adubacéo com 200#g.farmulado
mineral NPK00:40:06, conforme recomendacao de ultivo na fazenda.

A inoculagao das sementes foi realizada de acordo com o manuabdenelagéo
de inoculacdo da Embrapa @Pelli & Franco, 1985).

3.2.4- Coleta de N6dulos e Colheita do Experimento

Inicialmente, estava previsto uma coleta de nédulos aos 40 dias, ondexsalgum
plantas seriam coletadas ao acaso em cada uma das repetiegpertdoento. Pretendise
também avaliar o teor de-fdtal nas folhas das plantas, que seria coletadas por volta dos
55-60 dias e também a producdo de grdos do experimento, a qual sergipalpri
parametro de distingdo do efeito dos tratamentos. Porém por volta das 2Ealireu um
ataque severo de cerotonfaefotoma arcuatp por ocasido da colheita das lavouras de
soja circunvizinhas. O ataque foi intenso e acabou causando danos wreeveasi
experimento, impedindo assim a avaliacdo da producéo de graos.

Embora tenha ocorrido a perda do experimento, foi possivel a coleta de rédulos
todas as repeticdes. A coleta foi realizada retirasgdalgumas plantas ao acaso em cada
uma das repeticdes, sendo que pelo menos 20 nodulos de cada repeticaol&aaimsc
Estes nddulos foram inicialmente acondicionados em silica ggbdtatara ambiente) e
posteriormente analisese 10 ndédulos de cada uma das repeticOes através da reacdo de
ELISA
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3.2.5- Produgao dos Antisoros e Testes d&LISA (Teste de Imunoadsor¢gao com
Enzima Acoplada)
3.2.5.1- Preparo dos Antigenos, Inoculacédo 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 liquido (Fred e Waksman, (24%); 5
dias). ApO0s o crescimento, as células bacterianas foram ceatiafsig(10 minutos;
1500@), descartandse o sobrenadante, com posterior ressuspensao do pelet em 50ml de
agua destilada esterilizada. Este procedimento foi repetido pareizés para total remocéo
do meio de cultura. O precipitado final foi ressuspenso em 5 ml de degpidada
seterilizada e dividido em aliquotas de 1ml em tubos de microcegatribnde procedese
uma nova centrifugacdo (10minutos; 15§0Qpara total remocdo de componentes
extracelulares e obtencdo de um pelet uniforme. Desesgton sobrenadante e
acrescentose 1ml de agua destilada esterilizada em cada microtubo. Asrasnfmsam
agitadas em vértex e aquecidas’(®M0 minutos), para que houvesse desprendimento dos
flagelos. Novamente efetuae 2 centrifugacdes, iguais as anteriores, para nova lavagem
das células bacterianas. Apos estas etapas 0s antigenos f&maspeasos em 1ml de agua
destilada esterilizada e estocada@(’C) até a sua utilizacdo. A producdo de antigenos
seguiu 0 método apresentado por Reis et al. (1997).

A inoculacdo do antigeno nos coelhos foi realizada segundo Ribeiro (1999). Fora
escolhidos coelhos jovens (5 a 6 semanas). Na primeira inoculacée feza emulsao
com 1ml do antigeno, 0,5ml de adjuvante Freud completo e 0,5ml de adjuvante Freud
incompleto, agitandge até obtese uma solucdo homogénea. Esta emulséo foi injetada
subcutaneamente em 7 a 8 pontos na regiao lombar dos animais. A $segoudgéo foi
realizada 15 dias apds a primeira, onde 0,5ml do antigeno foi acres€idiomdiele solucao
salina esterilizada (NaCl; 0,9%). A aplicacao foi realizadal ou 2 pontos da regido
lombar. Posteriormente foram feitas inoculac¢des, iguais a segead@nalmente, até a 8
semana.

Foram realizadas ao todo 4 coletas de sangue: antes da pnmoeiriag¢éo coletoge
5ml de sangue p#itnune de cada animal e na terceira e quinta semana ap0s 0 inicio da
aplicacdo do antigeno coletse novamente 5ml de sangue de cada animal. Estas coletas
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foram sempre realizadas pela veia periférica da orelha. Aiadimgal e a preparacdo dos
antisoros foram realizadas de acordo com Carpenter (1975). Cinquentérosilde
sangue foram retirados de cada coelho por puncdo cardiaca com sstergaada. O
sangue coletado foi posto em frasco de vidro esterilizado, onde eaxoar 2 a 3 horas
para a total coagulacdo. Apos este periodo foi possivel separar dosovagulo. O soro
foi coletado cuidadosamente com pipeta automatica e centrifugadg; (BDOninutos;
4°C). As células precipitadas foram descartadas e o sobrenadasferido para um outro
frasco onde foi armazenado. O coagulo foi descolado das paredes do vidnaladg a
4°C por uma noite, para que sofresse contracdo e liberasse o rdstam®. Na manha
seguinte o soro liberado pelo coagulo foi coletado, centrifugado e rdistaoan 0 soro

coletado no dia anterior e estocado a°€20

3.2.5.2- Purificagéo dos Antisoros, Curvas de Titulagdo e Testes de_ISA

A purificacdo foi realizada utilizandee colunas contendo proteina A de
Staphilococcus auredgyadas a agarose. Para os-aotios BR3267, BR2001, 7A4, 3A8 e
2A9 utilizou-se a coluna HiTrdpProtein A Amensham Pharmacia Biotdah para os anti
soros BR3262 e 1B13 a coluna Ecd?a® Protein A CartridgeBioRad). Os protocolos
de purificagdo dos anrsioros estéo listados no Apéndice 5.

Os testes d&LISA foram realizadas em uma placa de poliestireno Herffobag
(Hemobag Produtos Cirargicos, LTDA) de 96 pocos e seguiram 0O protocaiotale®or
Reis et al. (1997). Cada poco recebepl 82 PoliL-lisina (0,01%), seguido de incubacao
(20 minutos; temperatura ambiente) e lavagem coml2#0tampéao TBS 0,1M (TBS: tris
HCI 10mM; NaCl 0,15M; pH8,0). Posteriormente aplisau5Ql do antigeno por poco (o
mesmo antigeno injetado nos coelhos opl 5& nddulo masserado em p0@le agua
destilada) e incubese as placas (32; 30 minutos). Apés este periodo a placa foi lavada 1
vez com 20Ql TBS 0,1M por pogo, adicionese 10Qu de solugcédo de bloqueio (albumina
bovina 3% em TBS 0,1M), incubande a 3%C por 30 minutos. Decorrido este tempo, a
solucéo de bloqueio foi retirada, acrescergewentdao 50 do anticorpo primario (anti

soro) e incubotse as placas (32; 30 minutos). Para a determinagéo da curva de titulag&o,
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0 anticorpo primario foi diluido sucessivamente nas fracdes 1/5 até Hpd.os 30
minutos de incubacao, retir@@ 0 excesso de anticorpo primario e a placa foi lavada 3
vezes com solucdo de lavagem (albumina bovina 0,5%; tween 20 0,05%; diluidi@sSem
0,1M). Depois da lavagem, adicionea a cada poco fEDdo anticorpo secundario (anti
imunoglobulina de coelho conjugado com a enzima fosfatase alcalina $igeguido de
incubacdo (3%C; 60 minutos). O conjugado restante foi retirado e a placa lavadee$ ve
com 20QuL da solucéo de lavagem por poco. Em seguidg lliffio da solucado contendo

0 substrato para a enzima fosfatase alcalirditfefenilfosfato) foram adicionados e a
reacdo foi mantida por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos Betiopfetuotse a
leitura da placa a 405nm, em espectofotdmetro Labsystem Multiskar{d3pecial para a

leitura) da placa e acoplado a um computador com o Labsystem Transmit Multiskan Plus.

3.3- Relacao Filogenética das Estirpes de Rizébios utilizadas como Inoculantes
A relacdo filogenética das estirpes de rizébio estudadas quantefisi@acia
simbidtica foi realizada utilizandee os dados de ARDRA, referente a estas estirpes,

obtidos no capitulo | deste trabalho (Material e Métodos, item 3.7).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Eficiéncia Simbidtica

Foram testadas 12 estirpes de rizdbio provenientes do Cerrado do esRidaido
(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), nitrogénio total acumulagane aérea das
plantas (mg), massa de nddulos secos (g), eficiéncia nodutatalNacumulado na parte
aérea da planta / massa seca de nédulos jnggxa de fixacédo @btal da amostra —N
total do controle x 100 / fibtal da amostra) de plantas de caupi inoculadas com 15
diferentes estirpes de rizébio.

Estirpes Matéria seca N-total da Massa de Numero de Eficiéncia
total parte nédulos nédulos Nodular
aérea secos
BR3267 9,55a 288,24a 0,89a 204,25ab  272,89ab
BR3262 8,66a 293,27a 0,62a 145,25ab  563,66a
7A4 7,74ab 239,17abc 0,87ab  268,50ab 277,97ab
BR2001 7,39abc 250,12ab 0,37ab  116,00ab 612,58a
1B13 6,96abc 218,83abcd 0,71ab  315,75a 321,23a
7C5 6,58abcd 206,88abcd 0,66ab 219,25ab  380,74a
3A8 6,41abcd 239,58abc 0,49ab 99,75ab  522,45a
2A9 5,97abcd 198,53abcd 0,45ab  167,75ab  382,48a
8A2 5,86abcde 118,06bcde 0,70ab  212,25ab  149,31b
3A5 5,82bcde 133,93abcde 0,63ab  132,50ab 217,92ab
2B9 4,55bcde 124,70bcde 0,26b 125,75ab  453,73a
2C3 3,68cde 78,52cde 0,22b 77,75ab  304,11ab
1C5 3,41de 93,28bcde 0,3lab 125,50ab 363,52a
4A5 2,66de 71,17de 0,3lab 172,00ab 315,81a
6A4 1,93de 56,60de 0,22b 64,25b 342,05a
175mg de N* 4,51bcde 57,15de -- - - - -
Controle (S/I) 0,87e 5,39e - - - - - -
CV (%) 40,11 20,86 24,50 26,61 28,12

Valores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamentével de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. Os dados deotd parte aérea, niumero de nodulos,
eficiéncia nodular e reducdo de acetileno foram corrigidos pelajuaidrada para terem
homocedastia e distribuicdo normal.

* Acimulo do N aplicado durante 7 semanas (25mg:t:asmand).

Dez das estirpes provenientes do Cerrado apresentaram médidsaigamente
iguais a da estirpe BR2001 e superior ao tratamento com 25mg.5SetieaNaem todos 0s

parametros analisados (Tabela 1). A estirpe BR2001, atualmenteeret@aa pela
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RELARE como inoculante para a cultura do caupi, tem apresentado bossdeivBN em
casa de vegetacao (Martins, 1996; Zilli et al., 1999). Porém, emharseesemendada ha
alguns anos, poucos trabalhos de avaliacdo da sua eficiéncia sint@idtisao feitos em
campo, 0 que € necessario, na pratica, para a determinacdo dosdsenefmica do uso
deste inoculante para a cultura do caupi. Ferreira et al. (1999) camluzit experimento
de campo com caupi, na Fazendinha Agroecoldgica (SIPA), por um periodmadg, 2om
0 objetivo de avaliar a competitividade e o estabelecimento déspe éente a populacao
de rizébio nativa do solo. A identificacdo da estirpe formadora do nédutietieiminada
por ELISAem nédulos coletados das raizes de caupi coletadas nas pangefasamtais e
também do cultivo de caupi com solo da area do experimento. Os resultsdins
indicaram que esta estirpe ndo foi capaz de contribuir para a riamualag plantas no
campo e também né&o foi capaz de se estabelecer no solo. Bsteslaegprovavelmente
estdo associados a dificuldade de adaptacdo as condigcbes de campestdpstaque
podem ser justificados por ela ter sido proveniente de néduldSratalaria juncea
coletados na Libéria (Franco, comunicagao pessoal).

As estirpes que apresentaram eficiéncia simbiotica semelbanteior do que a
BR2001, por serem provenientes de solo de Cerrado, podem representar uma boa
alternativa de inoculantes para a regido, pois provavelmente elas destar bem
adaptadas as condi¢des edafoclimaticas destes locais.

Estudos de selecdo de inoculantes que privilegiem testes com rinahiass ou
naturalizados no local de selecao, tém sido considerados capazessdatapem melhores
resultados, a medida que estirpes ja estabelecidas no solo, norrealdentmais
competitivas que estirpes introduzidas de outros locais (Chatel, 19€8; &thal., 1991b;
Neves et al., 1992, 1996).

A adaptacdo de estirpes de rizébio no solo foi intensamente estudadal radaf
década de 80 e inicio dos anos 90 (Neves et al., 1992, 1996). Estes autmtagiiam
estirpes de rizébio no solo e reisolaram ao final do ciclo da cultusaja, repetindo esta
estratégia por varios ciclos. Os resultados indicaram que apesgsintroduzidas
conseguiram adaptae as condicdes do solo sem perder eficiéncia de FBN. Resultados
semelhantes também foram observados por Vargas et al., (1994a, b)upera@m
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estirpes deB. japonicumdescendentes de estirpes utilizadas como inoculantes alguns anos
atrds. Segundo o autor as estirpes isoladas mantiveram a éigidnicidtica, semelhante
as suas parentais, porém, conseguiram competir melhor na nodulacao da soja.

Quanto a producdo de matéria seca obseseowjue a maioria das estirpes
proporcionaram uma producdo muito superior a testemunha nitrogenada, 8aetigs,
com producédo acima de 6g (Tabela 1; Figura 1), que € uma alta procugfayada com
experimentos semelhantes conduzidos por outros autores (Martins, 1994;ali|l1999).
Contudo, 25mg.semanale N pode nao ter sido suficiente para o desenvolvimento méximo

das plantas testemunhas.
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Figura 1 - Matéria seca produzida por plantas de caupi inoculadas com edgrpeébio
isoladas do solo de Cerrado. As estirpes BR2001, BR3262 e BR3267 foram odandas
colecéo de culturas da Embrapa Agrobiologia.

* Acimulo do N aplicado durante 7 semanas (25mg:asmana)



68

320 -+

240 4

160 4

80 -

N-total acumulado (mg}

Estirpes Inoculantes P

Figura 2 - N-total acumulado pela parte de plantas de caupi inoculas com eskrpes
rizobio obtidas do cultivo de caupi com solo de Cerrado. As estirpes BR2RG26B e
BR3267 foram oriundas da colecéo de culturas da Embrapa Agrobiologia.

* Acimulo do N aplicado durante 7 semanas (25mg:asmand)

Semelhante ao parametro anterior, relativo a produacdo de mat&jaasmaioria
das estirpes contribuiram para um elevado acimulo de N quando comparadosa out
trabalhos. Oito delas se destacaram contribuindo com um acumulo de hbrsape
200mg.planta (Tabela 1, Figura 2). Destacadamente as estirpes BR3267 e BR32&2 ape
de nédo terem apresentado diferencas significativa da estirpe BR20@iylaram um teor
de N cerca de 15% maior. E importante destacar que a estirpe BR22&2a da
fazendinha Agroecoldgica (Zilli et al., 1997) j& foi testada emosuéxperimentos de
eficiéncia simbidtica (Zilli et al., 1999; Valicheski, dados nao putdtisy apresentando em

todos um bom desempenho.
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Figura 3 - Correlagtes entre os parametro de eficiéncia simbidtica deifessle rizébio
nodulante de caupiAj — correlacdo entre matéria seca da planta pmtaNl da parte aérea,
(B) — matéria seca por eficiéncia nodulartfital da parte aérea / massa seca de nodulos;
mg.g'l), (C) - Eficiéncia nodular (Notal da parte aérea / massa seca de nédulosilyng.g
por N-total da parte aérea P)(- Massa seca de nédulos potdtal da parte aérea.

A Figura 3 (A) mostra uma correlacdo linear entre os parametatéria seca
produzida e Notal acumulado pela parte aérea das plantas, demostrando, que @adapaci
produtiva das plantas nao foi explorada totalmente, ou seja, a quantiddad&ideatendeu
o potencial produtivo das plantas.

O parametro eficiéncia nodular (Saito, 1982) indicou que apenas a 8&ipeio
teve uma eficiéncia significativamente igual a da estirp2BR, mostrando que embora o
acumulo de N tenha sido maior para algumas estirpes, a atividaderrfodstamelhante,
havendo variacdo apenas na massa de nodulos (Tabela 1). Esta obsergapésssa na
Figura 3 (C e D), onde se observa uma baixa correlacéo entém@tcnodular com o N

total acumulado e massa de ndédulos secos comtataNacumulado. De modo geral, a
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estirpe que teve uma melhor eficiéncia nodular néo foi necessatgaague proporcionou
o maior acumulo de N e nem a que produziu a maior massa de nodulogweecuenelhor
eficiéncia simbidtica. A massa de nodulos parece ter sido odmsmiminante entre as
estirpes na acumulacao de N, pois mesmo possuindo uma eficiéncia nodulamameor
guantidade de tecido nodular propicionou acumulo de N semelhante. No casaordadeult
soja temse verificado, de modo geral, que estirpesBdgaponicumproduzem menos
nodulos quando comparadas com estirpesBdeelakanij no entanto, seus ndédulos
apresentam uma naior eficiéncia (Boddey & Hungria, 1997).A observacdumixa
correlacdo entre os parametros de eficiéncia nodular com a deasédulos e rendimento
da producdo das plantas de caupi também foi verificado também Zablotcvieocht
(1981).

A reducéo de acetileno € normalmente a analise utilizada paraaobgtimativa
direta da atividade da nitrogenase (Mague & Burris, 1972), pois estaagmade utilizar o
acetileno como substrato ao invés de Rbrém, por problemas ocorridos no cromatografo
gasoso, ndo foi possivel a determinacdo da concentracdo do acetilendorquhlias
estirpes. No entanto, Valicheski (dados ndo publicados), conduziu um experamecasa
de vegetacdo onde avaliou a atividade da nitrogenase das estirpes BBRR260]1,
BR2362, 7A4 e 1B13 utilizadas neste experimento.

O experimento conduzido por Valicheski (dados néo publicados) testou a
recuperacao da atividade da nitrogenase de estirpes de rizobios nedigacdepi quando
submetidas a um choque térmico -4®C; 5 horad.dia; 3 dias consecutivos). Os
resultados apresentados no Quadro 4 e na Figura 4, sdo parciasferese apenas aos
dados obtidos para as estirpes BR3267, BR2001, BR2362 ,7A4 e 1B13. Glesajua
em todos os tratamentos houve uma pequena queda no tedowdd ds plantas (Quadro
4), em funcdo do estresse térmico sofrido pelas bactérias. Ja ipatéria seca houve um
pequeno aumento entre os dois periodos, indicando que o N que estava preseait#os0s t

das plantas foi suficiente para manter o crescimento das plantas.
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Quadro 4 - Teor de nitrogénio (%) nas folhas e producéo de matéria seca (gppts
de caupi submetidas a um choque térmico. Experimento conduzido por Vali¢tiadks
nao publicados).

Esti Nitrogénio acumulado nas folhas (%) Matéria seca (g)
stirpes Coleta logo ap6s 0 Coleta 1 semana Coleta logo apds Coleta 1 semana
choque apo6s o choque o choque apo6s 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 autorizag&o autor.

501
451
401
351
301
251
201
151
101

Acetileno reduzid:.
(nmoles. planté%)

BR3262 1B13 TA4 BR2001 BR3267

Logo ap6s o |7 dias ap6s Controle sem @ Controle sem choque
choque (g, choque (b) choque (c} 7 dias ap06s (d)

Figura 4" - Atividade de reducao de acetileno (ARA), realizada por Valicdskios néo
publicados), mostrando o efeito do choque térmico aplicado em plantas diocaulgidas

com as estirpes de rizobio 1B13, BR3262, 7A4, BR2001 e BR3267. (a) — ARA no
tratamento que recebeu choque térmico-()RA no tratamento que recebeu choque
térmico apds 7 dias, (c) — ARA no tratamento controle (d) — ARA arodnto controle
apos 7 dias.

Obs.- A ARA foi realizada logo apés o término do choque térmico.

* Dados reproduzido com autorizagdo autor.

De maneira geral, com excecdo da estirpe BR3267, todas asseafirpeentaram
alta atividade de reducdo de acetileno, oque representa alta atiddadgrogenase.

Quanto a capacidade de recupracdo apdés o choque térmico, a estirpe 7@gligons

recuperar pelo menos 50% da sua atividade, quando comparada a testemunha, anquant
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estirpes BR3262, 1B13 e BR2001 recuperam totalmente a sua atividadeeldngx
recuperacao destas estirpes, ap0s o choque térmico, demonstra gpesslesn boa
adaptacédo as altas temperaturas o que pode ser favoravel na delegéculantes para

regides de clima tropical (Wani et al., 1995).

4.2- Avaliagdo da Ocupacéo Nodular através da Técnica deLISA

Anti-soros das estirpes

m Néo inoculado

Nodulos soro-positivos (%

m Inoculado

Figura 5 - Percentagem de nédulos squsitivos avaliada por reacdo BeISA utilizando
antisoros policlonais especificos para cada estirpe inoculante. Os dealmsanalisados
estatisticamente, sendo que tratamentos com as mesmagdetdiferem a nivel de 1% de
probabilidade pelo teste de Tukey, com coeficiente de variacdo de 30, 01%.

Obs. — A andlise estatistica foi realizada com os dados reais.

A andlise da taxa de ocupacgdo nodular no experimento de campo, atresg@sada
de ELISA (Figura 5), revelou que trés dos asuros utilizados (anBoro BR3267, 3A8 e
7A5) reagiram positivamente com nodulos coletados no tratamento cootrqplal nao
havia recebido inoculante, demostrando desta forma que estas estisges sora@rupos
estdo estabelecidas na area de experimentacdo. A presengaedésgi@s na area do
experimento ndo é uma surpresa, pois com excecao da estirpe BR3267, BREREY62,
todas as outras foram obtidas de areas de Cerrado. Ao contrario, détecteu reacdes

dos antisoros 1B13, BR3262, BR2001 e 2A9 com ndodulos do tratamento controle, o que
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indica que estas estirpes ndo estavam presentes na area dmeperE importante
destacar que as estirpes 1B13 e BR3262 proporcionaram a formacac ake r6@% dos
nédulos em area onde elas ndo estavam estabelecidas, e ondetavastoraimero mais
provavel de rizébios na area do experimento revelou alta populagéo de rizébio ndaerde
6 x 1@ células de rizébio por grama de solo (apéndice 4), sugerindo dest foom
capacidade competitiva destas estirpes.

Uma melhor capacidade de competir por sitios de nodulacdo no campualdem s
atribuida a espécig. elkanij no caso da soja (Kuykandall et al. 1988; Neves & Rumjanek,
1997; Boddey & Hungria, 1997). Porém, apesar desta espécie apresentarelima
capacidade de competir na formacéo de nddulos, tem sido verificado unoreafieiéncia
quanto a FBN quando promovida por estirpeBdelkanii comparada com estirpes de
B. japonicum(Teaney & Fuhrmann,1992; Neves et al., 1987). Isto tem sido atribuido pelo
elevado numero de nodulos fisiologicamente inativos colonizadd3. gtkanii(Boddey et
al. 1997) e também pelo fenotipdup presente na associacdo IBjadyrhizobium
japonicum No caso deB. japonicum apesar da maior eficiéncia em termos de FBN,
quando comparada B. elkanii possui dificuldades em competir para a formacédo de
nédulos e se estabelecer no solo. No entanto, trabalhos conduzidos por Wedyver e
(1972) e por Kuykendall (1989) em outros paises mostraram a preseBcgapenicum
em numero elevado, 5 anos apds a sua inoculacdo, mesmo em areasil§gmdecsoja.

No caso especifico do Brasil, Vargas et al. (1994a, b) mostraesisté@ncia de estirpes de
B. japonicumestabelecidas no solo de Cerrado, que além de serem eficierfi@Nnpa

foram altamente competitivas em nivel de campo.

4.3- Relacao Filogenética das Estirpes de Rizébios Utilizadas como Inoculantes

A analise filogenética (Figura 6) revelou que as estirpesd@stagruparai®e com o
géneroBradyrhizobium demonstrando que todas devam pertencer a este género. Sete das
estirpes obtidas do solo de Cerrado (estirpes 2A9, 2B9, 3A8, 8A2, 2C3, 3A5 e 6A4)
agruparam a 100% de similaridade com a estirpe BR29 (grupo ), mdjuoa que estas
estirpes pertencem a espéde elkanii contudo necessitando de confirmacdo por
sequenciamento do 16S rDNA. A estirpe BR2001 também agrupowBceikaniia pelo
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menos 90% de similaridade, mostrando que também provavelmente, peresmecia

B. elkanii No grupo Il, grupo da espédi japonicum quatro estirpes agruparam, sendo
que 1B13 e 7A4 foram totalmente similares com a estirpe BR111 engBR3®267 e 7C5
apresentaram uma distancia de aproximadamente 10% com relagia astrpe. E
importante perceber que ndo houve o predominio da edh§aigonicunmou B. elkaniinos
parametros de eficiéncia simbiodtica testados e que também détes®u maior formacao

de nodulos a campo por uma ou outra espécie. Estes resultados diferem do que
normalmente observado na cultura da soja no Brasil. Pois, a maiogcéarme nédulos é
atribuida a espéci. elkaniique se adaptada melhor as condi¢des dos solos brasileiros e a
maior eficiéncia simbibtica @8. japonicum que ocasiona maiores acumuloa de N
erendimentos na producéo de grdos (Neves & Rumjanek, 1997; Boddey & Hungria, 1997)
No experimento de campo obsernml também que a estirpe 1B13, identificada por
ARDRA como pertencente a espéBigaponicumfoi capaz de ocupar 75% dos nédulos, o
gue demonstra que embora seja uma estirpB. gaponicum possui alta capacidade de

competir na nodulacdo de caupi.

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

BRZO01

2RY

ZB9

203

A5

2R

£n4

aRz

BRIZLZ .
BR20 (8. elkanii)

415

1B13

I 7h4 ] ]
BRI111{8. japonictam)
ER3267
L5

1C5

BRS410 (A, caulinodans ]
BR7201 (M, foti)

ER112 (&, fredi)
L BRI00ZG (2, eth)
BRIDDIG(R. fropics ITA)
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Figura 6 — Dendrograma elaborado pelo algoritd®GMA, seguindo uma matriz de
similaridade genética, mostrando a similaridade entre 15 estigpegobio nodulante de
caupi e 6 estirpes padrdoes: BR29, BR111, BR112, BR10016, BR10026 e BR5410. A
estirpe BR3267, BR3262 e BR2001 foram oriundas da colecdo de culturas dgd&mbra
Agrobiologia. O coeficiente cofenético calculado teve valor igual a 0,98.



75

5. CONCLUSOES

« Os experimento de eficiéncia simbiotica e ocupacdo nodular e, &eanal
filogenética mostraram n&o haver diferencas significativasfio@&reia simbiotica e
ocupacao nodular entre estirpesBdelkaniie B. japonicurma cultura do caupi;

« O experimento de campo mostrou que a estirpe BR2001, atualmente recomenda
para a cultura do caupi, estabeleceu baixa nodulacdo com a cultivar de caupi BR17,

* O experimento de eficiéncia simbidtica mostrou que as estirR82@ e 3A8
contribuiram significativamente para a FBN em todos os paramawasdos, no
entanto, ndo foi possivel avaliar a taxa de ocupacdo nodular no campoapaisi el
sorogrupos estavam estabelecidos na area do experimento;

* Os experimento de eficiéncia simbidtica e ocupacdo nodular indicguanas
estirpes BR3262 e 1B13 sao potencialmente promissoras como inocula@ies par
cultura do caupi, pois, além de se destacarem em todos o0s paradetFBN
avaliados, formaram mais de 60% dos nddulos no campo, onde ja havia altagmopulag

de rizobios estabelecida.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados de isolamento, caracterizacdo morfoldgica e geaaliscisolados
de rizdbio, obtidos de plantas de caupi, cultivadas com solo de Cerradoaeveglue na
area de Cerrado climax, ha predominantemente uma populacdo de rizobibnste a
B. elkanii que altersse a medida que ocorre o cultivo do solo. Desta forma, também, surge
uma populacado de rizébio caracteristicddg@ponicum provavelmente em decorréncia do
uso de inoculantes d& japonicunpara a cultura da soja.

Os resultados obtidos do experimento de casa de vegetacdo indicarat dpse
estirpes provenientes do Cerrado, assim como também as estirpe BReBa6da do
Semidrido) e BR3262 (oriunda da Fazendinha Agroecoldgica) contribuiram [eBa a
em caupi, significativamente igual a estirpe BR2001, atualmeotenendada para esta
cultura. Entretanto, as estirpes BR3262, 1B13 e BR2001 testadas por dkal{dados néo
publicados), quanto a atividade da nitrogenase apés um choque térmi¢2’ G4
horas.did; 3 dias consecutivos) apresentaram alta atividade da nitrogenaseob®
excelente capacidade de recuperacgao da atividade desta enzima.

No experimento de campo, onde estirseua presenca de rizobios da ordem de
6x10° células.g de solo, testose a ocupacdo nodular na cultivar de caupi BR17 por 4
estirpes de rizébios provenientes do Cerrado (1B13, 7A4, 3A8 e 2A9) eirpesest
BR2001, BR3267 e BR3262. Os resultados indicaram, com excecédo das e#pes
BR2001, que as demais estirpes nao diferiram estatisticamei@ipacdo nodular das
plantas de caupi. No entanto, as estirpes BR3262 e 1B13, identificadapartencentes a
B. elkaniie B. japonicum respectivamente, ocuparam mais de 60% dos nédulos analisados
e, ao contrario do que ocorreu para as estirpes 7A4, 3A8 e BR3267 ndo etentas
presencas ou de seus sgrapos na area do experiemento. O resultado obtido para a
estirpe 1B13 indica boa capacidade competitivaBBdgaponicumnas condi¢cdes de solo
tropical, ao contrario do que tem sido reportado na literatura.

Desta forma, apesar de varias estirpes terem contribuido Siggmoante para a
FBN em caupi, as estirpes BR3262 e 1B13 destaeseaimois, ocuparam mais de 60% dos
nodulos no experimento de campo, aléem de recuperarem totalementedadatida

nitrogenase, apés um choque térmico.
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Caracterizacao Morfoldgica de Isolados de Rizébio obtidos do Cultivo de Caupi com Sole @Gerrado
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Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
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34
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34
34
34
34
34
34
34
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34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
34
35
35
35
35
36
36
36

5B7
5B9
6A5
7A10
TA2
7A3
TA5
TA6
TA7
7A8
7A9
7B10
7B3
7B4
7B5
7B7
7B8
7C1
7C10
7C11
7C2
7C3
7C4
7C6
7C8
7C9
8C1
8C3
5A8
5C6
6C1
6C2
7B1
4A10
4A11
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Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino
Alcalino

la2
la2
la2
la2
la2
la2
la?2
la?2
la2
la2
la2
laz2
la2
laz2
laz2
la2
la2
la2
la2
la2
la2
laz2
laz2
laz2
laz2
laz2
laz2
la2
la2
laz2
Puntiforme
Puntiforme
laz2
la?2
la?2

Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular
Circular

Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Plana
Plana
Plana
Plana
Elevada
Elevada
Elevada

Inteira
Inteira
Inteira
inteira
inteira
inteira
inteira
inteira
inteira
inteira
inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira

Homogéneo
Homogéneo
homogéneo
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea
Homogénea

Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca

Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
Homogéneo
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Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.

Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Butirica
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
Viscosa
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36
37
38
39

7B2
7C7
1C5
8A6
4C2

N O OO

Alcalino

Alcalino

Alcalino
Acido
Acido

la?2
la?2
2a3
Puntiforme
2a3

Circular
Circular
Interrompida
Circular
Circular

* Grupo obtido pelo métoddPGMA e coeficienteSM
Obs. — O coeficiente cofenético teve valor igual a 0,96.

Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada

Inteira
Inteira
Inteira
Inteira
Inteira

Homogénea
Homogéneo
Homogéneo
Homogénea
Homogéneo

Branca
Branca
Branca
Amarela
Branca

Homogéneo
Homogéneo
Heterogéneo
Homogéneo
Homogéneo
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Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.
Slelast.

Viscosa
Viscosa
Butirica
Viscosa
Butirica
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Apéndice 2

Matriz de Dados das Caracteisticas MorfolGgicas dos Isolados Rézdbios Ordenados emDuas Classes) Utilizada para o Célculo
da Similaridade dos | solados, através d&oeficiente SM eAgrupamento dos mesmos por UPGMA.

Isolados Tempo de Tamanhoda Formada Aparénciada Corda pHdo Transparéncia Elevagdo da Aparéncia Tipo de muco Elasticidade do Quantidade

crescimento coldnia (mm)  colénia colénia  colénia  meio colénia do muco (pegajosidade) muco 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
1Cc4 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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A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AAAAN AN A A AAAAAAA A A A A AAAAAAA
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4C6
4C7
4C8
4C9
5A1
5A10
5A13
5A2
5A3
5A4
5A5
5A6
5A7
5A8
5A9
5B1
5B10
5B2
5B3
5B4
5B5
5B6
5B7
5B8
5B9
5C1
5C2
5C3
5C4
5C5
5C6
5C7
5C8
5C9
6A1
6A2
6A3
6A4
6A5
6C1
6C2
6C3
6C4
6C5
6C6
6C7
6C8
6C9
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N A A A A AddAdAAd A A A A A A A A A A A A AAAAAAAAAAAAA A A A A A A A A A AAA

7A1
7A10
TA2
7A3
TA4
TA5
7A6
TA7
7A8
7A9
7B1
7B10
7B2
7B3
7B4
7B5
7B6
7B7
7B8
7B9
7C1
7C10
7C11
7C2
7C3
7C4
7C5
7C6
7C7
7C8
7C9
8Al
8A2
8A10
8A3
8A4
8A5
8A6
8A7
8A8
8A9
8B1
8B10
8B2
8B3
8B4
8B5
8B6
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8B8
8B9
8C1
8C10
8C11
8C12
8C2
8C3
8C4
8C5
8C6
8C7
8C8
8C9
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* Ordenacdo das Caracteristicas Morfolégicas dos Isolados de Rizébios em Duas Gtass

o Cddigo Numeérico
Caracteristicas

1 2
Tempo de cresciento Acima de 3 dias 1 a 3 dias
Tamanho da colbénia Puntiforme a 1mm 2 e 3mm
Forma da colénia Irregular Circular
Aparéncia da colnia Homogénea Heterogénea
Cor da colénia Branca Amarela
pH do meio Neutro e alcalino Acido
Trasparéncia Sim N&ao
Elevacédo da colbénia Plana Elevada
Aparéncia do muco Homogénea Heterogénea
Pegajosidade Sem Com
Elasticidade do muco Com Sem
Quantidade de muco Pouca Muita

Borda da colbnia Desconsiderada em funcéo de todos os isolados terem bordas inteiras

NEFEFNNMNNNRFRPEPNMNNEREERPNNDN

NNPNNPNNNNNNDNDNNDNDNN

108

RPRRPRRPRPRRRRRPRRRERRERRERER



109

Apéndice 3
Analise Quimica do Solo para Macronutrientes, Realizada no Laboratoério de Solos da
Embrapa Agrobiologia.

A pH em Al Ca" Mg*? P K*

reas . 3 3
agua cmeldm mg.dm

1° 4.9 0,8 2,0 1,2 3 23
2" 5,2 0,3 2,1 15 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

" Areas localizadas no municipio de Bom Jesus PI, local de colemakiras para avaliacio da
populacéo de rizobio nodulante de caupi;

** Areas localizadas no municipio de S40 Domingos do Azeitdo Pldecalleta de amostras para
avaliacdo da populacao de rizébio nodulante de caupi;

** Area localizada no municipio de Baixa Grande do Ribeira PI, locaimgéantacdo do

experimento no campo;
* Teor do elemento abaixo do limite de deteccdo do método utilizado.

Andlise Quimica do Solo para Micronutrientes, Realizada no Laboratério de Solos, AgLe
Plantas da Embrapa Solos

Areas Elementos Analisados (mg.dr)

Mo Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn Al Cd Pb

1° * 0,076 1,14 331 * 0,087 0,074 196 345 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° * 0,042 191 285 * * 0,080 0,608 314 * *

" Areas localizadas no municipio de Bom Jesus PI, local de colemakiras para avaliacio da
populacao de rizébio nodulante de caupi;

** Areas localizadas no municipio de Sdo Domingos do Azeitdo Pldeaalleta de amostras para
avaliacdo da populacao de rizébio nodulante de caupi;

** Area localizada no municipio de Baixa Grande do Ribeira PI, locaimgéantacdo do

experimento no campo;
* Teor do elemento abaixo do limite de detec¢do do método utilizado;

nd Amostras nao analisadas.
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Apéndice 4

Dados Relativos a Nodulacdo das Plantas de Siratro utilizados para Estimativa do Nuroate
Células de rizébios no Solo pelo NMP (Woomer, 1994)

— . Total de
Dllugglis do Repeticoes Plantas *
1 2 3 4 noduladas

5T + + - + 3

52 + - + + 3

53 - + + + 3

5—4 + + + - 3

55 - - + + 2

56 + - - - 1

* De acordo com a tabela 5 — 5 (Woomer, 1994), o total de plantas noes#8-2-1 representa
uma estmativa de células de rizébio da ordem de 6.x 10
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Apéndice 5
Purificacéio de Anti-soros com Coluna HiTraf® Protein A (Amershan Phamacia Biotech

Lavar a coluna com 3ml de tamp&o Tris (AH&I 0,06M; Trisbase 0,04M; pH 8,0);

Aplicar 10ml do anticorpo diluido 1:50 (9,5ml de tampéao Tris + 0,5ml desan);

Lavar a coluna com 4ml de tampao Tris (AHi€l 0,06M; Trisbase 0,04M; pH 8,0);

Aplicar 4ml de eluente, tampé&o Glicina (10mM pH 4,0);

Coletar o efluente da coluna;

Aplicar 4ml de eluente, tampéao Glicina (10mM pH 3,0);

Coletar o efluente da coluna;

Lavar a coluna com 4ml de eluente, tampéo Glicina (10mM pH 3,0);

Lavar a coluna com 3ml de tampao Tris (AHi€l 0,06M; Trisbase 0,04M; pH 8,0);

10. Lavar a coluna com 5ml de etanol (20%);

11. Adicionar 3ml de etanol na coluna, fedag guardda a 4c:

12. Ajustar o pH do antsoro purificado para 7,0, utilizando NaOH (0,5M);

13. Adicionar azida sédica em uma concentracao final de 0,02%, paracevitaminacdo. O soro
deve ser aliquotado, estocars®um volume rotineiro £@ e o restante a —20).

Obs.- As solucdes sdo aplicadas na coluna através utilizando uma seringa,

CoNoh~wWNE

Purificacdo de Anti-soros com Coluna ECONGPAC (BioRad)

Ajustar o fluxo da bomba peristautica (0,4ml; 1 minuto);

Lavar a coluna com 5ml de tampao Tris (AHi€l 0,06M; Trisbase 0,04M; pH 8,0);

Aplicar 10ml do anticorpo diluido 1:50 (9,5ml de tampéao Tris + 0,5ml desan);

Lavar a coluna com 4ml de tamp&o Tris (AHS| 0,06M; Trisbase 0,04M; pH 8,0);

Aplicar 4ml de eluente, tampéao Glicina (10mM pH 4,0);

Coletar o efluente da coluna;

Aplicar 4ml de eluente, tampé&o Glicina (10mM pH 3,0);

Coletar o efluente da coluna;

Lavar a coluna com 4ml de eluente, tampao Glicina (10mM pH 3,0);

10. Lavar a coluna com 3ml de tampao Tris (16l 0,06M; Trisbase 0,04M; pH 8,0);

11. Lavar a coluna com 5ml de metanol (20%);

12. Adicionar 3ml de metanol na coluna, feda& guardda a 4C;

13. Ajustar o pH do antsoro purificado para 7,0, utilizando NaOH (0,5M);

14. Adicionar azida s6dica em uma concentracao final de 0,02%, paracewvitaminagdo, O soro
deve ser aliquotado, estocarg®um volume rotineiro 2@ e o restante a —%)),

Obs.- As solucBes sdo aplicadas na coluna através de uma bomba peristautica.

CoNokhwWNE



112

Apéndice 6

Nomenclatura das Estirpes Utilizadas no Experiemnto de Eficiéncia Bbidtica

Nomenclatura na Colecdo de  Nomenclatura

Cultura da Embrapa Agrobiologia Original Local de Origem e Reférencia

BR3288 TA4 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 - SemiArido nordestino (Martins, 1996)

BR2001 - Libéria (Indefinida)




