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RESUMO. Em fungio das caracteristicas nutricionais e de rusticidade, o feijao-caupi
tornou-se importante fonte de proteina na Regido Nordeste do Brasil. O caupi se beneficia
da fixagio bioldgica de nitrogénio e pode receber parte do nitrogénio necessirio para a
cultura via simbiose, o que reduz os custos de produgio. Um experimento em condigoes de
casa-de-vegetagio foi conduzido com o objetivo de avaliar a diversidade de isolados de
rizébio de nédulos de caupi em solos do Estado do Rio Grande do Norte. Os nédulos
foram coletados de raizes de Vigna unguiculata (L.) Walp., utilizada como planta-isca, sendo
obtidos 304 isolados com caracteristicas tipicas de rizébio. Embora todos os isolados tenham
apresentado crescimento rdpido e icido em meio de cultivo, os isolados apresentaram
elevada diversidade morfoldgica e foram agrupados em 18 grupos morfoldgicos. Nio foi
observada diferenga de diversidade de isolados de rizébio entre as diferentes amostras de
solo analisadas.

Palavras-chave: fixagio bioldgica de nitrogénio, Vigna unguiculata, semi-irido.

ABSTRACT. Morphological diversity of rhizobia from cowpea cultivated in Rio
Grande do Norte State soils. As a result of it nutritional and rustic characteristics,
cowpea has become an important source protein in the Northeast region of Brazil. Cowpea
may benefit from biological nitrogen fixation and can receive part of the nitrogen needed
for culture from symbiosis, which reduces the cost of production. An experiment in
greenhouse conditions was carried out in order to assess the diversity of rhizobia isolates of
the nodules of cowpea, in soils from Rio Grande do Norte State. The nodules were
obtained from roots of Vigna unguiculata (L.) Walp., a species used as trap plant; 304 isolates
with typical rhizobial features were obtained. Although all isolates showed rapid and acid
growth in the medium, the isolates showed high morphological diversity, forming 18
clusters. No diversity differences of rhizobial isolates were observed among the different
soil samples studied.

Key words: biological nitrogen fixation, Vigna unguiculata, semi-arid.

Introdugao

O fetjao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), mais
comumente conhecido como feijao-de-corda, macassar
ou fradinho, vem se tornando produto de importincia
agricola pelas suas caracteristicas nutricionais, com
elevado valor protéico, energético, vitaminico, mineral,
apresentando todos os aminoicidos essenciais 23
alimenta¢io humana, com grande quantidade de fibras
e baixo teor de gordura. Em fungio destas
caracteristicas, tornou-se um dos principais produtos
da dieta brasileira. Trata-se de uma leguminosa que se
adapta bem as condi¢oes edafoclimiticas do Nordeste
brasileiro, tais como temperaturas eclevadas, baixa
pluviosidade, solos com baixa fertilidade, pH ¢

salinidade elevados, o que o torna um dos principais
produtos de subsisténcia para populagdes de baixa
renda (FREIRE FILHO, 2005).

O Norte ¢ o Nordeste brasileiros sio
responsiveis por 70% da producio nacional, com
uma produtividade média de 400 kg ha™. Estima-se
que a cultura seja responsivel pela criagio de 1,36
milhdes de empregos e pela alimentagio de
23 milhdes de brasileiros (FREIRE FILHO, 2005).
Essa produgio baixa se deve ao tipo de sistema de
produgio adotado por pequenos agricultores, em
regime de subsisténcia, com pouca tecnificacio.
Entretanto, em campos experimentais, pode-se
observar que a produgio pode ser maior
(MARTINS et al., 2003).
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Alguns autores defendem adubacio nitrogenada,
como Franco et al. (2008) na qual afirma que a
produtividade de grios do feijoeiro aumenta em até
156,48% na aplicagio em semeadura e/ou cobertura
em sistemas de plantio direto. Entretanto, essa ¢ uma
pritica que eleva os custos da produgio, nio sendo
alternativa economicamente viivel para a maioria
dos produtores de feijio que plantam em regime de
subsisténcia.

Novas tecnologias vém sendo desenvolvidas com
a finalidade de melhorar a produtividade e qualidade
do caupi. Dentre essas tecnologias, destaca-se a
fixagdo bioldgica do nitrogénio (FBN) que vem
ganhando espagco entre os grandes produtores
agricolas, principalmente nos Cerrados dos Estados
do Piaui e Maranhio, dreas onde a implantagio da
biotecnologia ji vem sendo realizada (ZILLI et al.,
2006). A FBN ¢é uma alternativa almejada ao
fornecimento de N is plantas, pois este é o nutriente
que mais limita a produtividade agricola.

Algumas plantas da familia Leguminosae podem
obter até 100% da sua demanda de N via FBN. Na
cultura da soja, caso de maior sucesso em FBN, o
Brasil vem economizando, pela substituigio de
fertilizantes nitrogenados por inoculantes com estirpes
eficientes, cerca de US$ 3 bilhdes anualmente
(HUNGRIA et al.,, 2005). Na auséncia de adubagio
nitrogenada, mas em associagio com rizdbio, o feijio
comum obtém rendimentos de até 1.600 kg ha™'. Para a
cultura do caupi, ganhos de produtividade da ordem de
30% tém sido observados (MARTINS et al., 2003).
Alguns autores também tém buscado incremento na
produgio de amendoim via FBN (SANTOS et al,
2005; BORGES et al., 2007).

O clima do Rio Grande do Norte ¢ classificado
como BSwh (Képpen), isto €, seco e muito quente,
com duas estagdes climiticas definidas, uma seca e
outra chuvosa, apresentando temperatura média anual
de 27,4°C e precipitagio pluviométrica anual irregular,
com média de 673 mm, e umidade relativa de 68,9%.
Fatores como temperatura, caracteristicas genéticas
inerentes aos simbiontes, bem como sua interacio com
caracteristicas edafoclimiticas influenciam a persisténcia
dos rizébios no solo, limitando tanto a nodulagio quanto
A fixacio do nitrogénio (HUNGRIA; VARGAS, 2000;
FERREIRA et al.,, 2000). Para superar essas limitagdes,
torna-se de grande importincia a escolha de estirpes
nativas de rizébio da drea que serd inoculada.

A diversidade de rizébios nativos ¢ de suma
importancia, sendo uma fonte de recursos genéticos
para selecdes de isolados adaptados as diversas
condi¢des. Por outro lado, podem, por meio da
competitividade de sitios de nodula¢io, interferir na
ocupagio nodular das estirpes inoculadas. O sistema
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de taxonomia microbiana atual aborda uma anilise
conjunta de dados de morfologia, fisiologia,
sorologia ¢ diferentes ferramentas baseadas nos
icidos nucléicos, utilizando métodos estatisticos de
avaliagio das diferengas e das similaridades entre os
microrganismos, ¢ fornece, assim, medidas
quantitativas de similaridade entre microrganismos.
As ferramentas moleculares permitiram nos tltimos
anos mudangas na taxonomia dos rizébios e
identifica¢io de novos grupos de bactérias capazes de
induzir nédulos em leguminosas (MOULIN et al.,
2001; CHEN et al., 2005). Entretanto, a avaliagio
das caracteristicas culturais e morfolégicas é o
primeiro passo para a identifica¢io de novos grupos
taxondmicos de microrganismos e é muito Util em
laboratérios que nio tém acesso a tecnologias mais
caras, pois essas avaliagbes sio de baixo custo
(JESUS et al., 2005).

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar a
diversidade morfoldgica de rizébios nativos isolados
de nédulos radiculares de feijio-caupi cultivado em
solos provenientes de seis municipios do Estado do
Rio Grande do Norte.

Material e métodos

As amostras de solo foram coletadas no periodo
de dezembro de 2005 a janeiro de 2006, em seis
dreas de Caatinga Potiguar, nos municipios de Alto
do Rodrigues, Caicé, Carnaubids, Ceard-Mirim,
Mossoré e Nova Esperanga. As coletas foram
realizadas na profundidade de 0-20 cm, ¢ cada
amostra composta foi constituida de dez amostras
simples. Em seguida, as amostras foram enviadas
para o Laboratério de Agricultura Irrigada da
Universidade Federal Rural do Semi-arido, sobre as
quais se procedeu o cultivo de planta-isca.

Para obtengio dos isolados de rizébio, foi realizado
experimento  em  casa-de-vegetagio,  segundo
delineamento inteiramente casualizado, sendo seis
tratamentos constituidos pela procedéncia dos solos,
com dez repeticdes, e a unidade experimental
correspondente a um vaso com capacidade de 300 mL,
com uma planta de feijao-caupi por vaso.

As sementes de caupi, previamente lavadas com
etanol (100%; 30 s), desinfestadas superficialmente
com perdxido de hidrogénio (5%j; 3 min.) e lavadas por
dez vezes sucessivas com dgua esterilizada, foram
semeadas nos vasos. Apds 30 dias da semeadura, as
plantas foram coletadas, e os nédulos formados nas
raizes foram guardados em recipientes contendo silica
gel, por um periodo miximo de uma semana.

Os nédulos obtidos foram reidratados por 1h.,
sendo lavados com etanol (100% por 30 s) a fim de
reduzir a tensio superficial; em seguida, foi realizada a
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desinfestacio superficial com hipoclorito de sédio (5%;
4 min.) e lavagens sucessivas em 4dgua destilada estéril.
A maceragio e a repicagem das estrias foram realizadas
em condigdes assépticas, em meio de cultura YMA
(extrato de levedura, manitol e agar), utilizando um
protocolo padrio de isolamento. As placas foram
incubadas a 28°C até o aparecimento de colbnias,
quando, entio, foram repicadas e novamente
incubadas, até obtengio de coldnias puras.

As placas foram observadas do primeiro dia apds o
plaqueamento até o aparecimento de colonias isoladas,
quando se procedeu 2 caracterizagio morfoldgica. As
varidveis analisadas foram: velocidade de crescimento
das colonias isoladas (em dias); tipo de alteragio do pH
do meio apds crescimento (avaliado pela alteragio de
cor do indicador); cor das colonias; didmetro das
coldnias (mm); borda (inteira ou irregular); aparéncia
da colénia (homogénea ou heterogénea); forma
(circular ou irregular) e transparéncia (transldcida ou
opaca). Quanto ao muco produzido pelas células,
foram avaliados os aspectos: quantidade (muito ou
pouco), obtido pela aderéncia i alga de platina quando
da remocio do muco da superficie do meio de cultivo e
elasticidade (sim ou nio), observada pela formagio ou
nio de fio, no momento da remogio das coldnias do
meio de cultura.

A partir dos dados da caracterizagio morfoldgica,
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preparou-se uma matriz biniria de dados. Esta foi
utilizada para calcular a matriz de similaridade entre
os isolados pelo coeficiente Simple Matching (SM);
posteriormente, foi realizado o agrupamento pelo
método UPGMA (Unweighted pair-group method)
dos isolados ¢ realizada a plotagem em um
dendrograma. Para esta andlise, foi utilizado o
programa Ntsys2.0 (ROHLF, 1994).

Resultados e discussao

A partir dos nédulos coletados no experimento
com caupi, foram obtidos 304 isolados com
caracteristicas tipicas de rizébio. Destes, 48 foram
isoladas do solo coletado no municipio de Alto do
Rodrigues, 42 de Caiacé, 36 de Carnaubis, 98 de
Ceard-Mirim, 30 de Mossoré6 e 50 de Nova
Esperanca. Considerando toda a cole¢io, a maior
parte dos isolados apresentou crescimento em um
dia, acidificou o pH do meio de crescimento,
apresentou coldénia de coloragio creme, borda
inteira, homogénea, circular e transldcida. Foi
observada maior variacio entre os isolados para as
caracteristicas de quantidade e elasticidade do muco
produzido, bem como para tamanho, embora a
maior parte tenha apresentado col6nias de tamanho
classificado como puntiforme (Figura 1).
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Figura 1. Distribuigio dos isolados de rizébio obtidos de nédulos radiculares de feijao-caupi, quanto as caracteristicas morfoldgicas avaliadas de
tempo de crescimento em dias (TC); alteragio de pH (pH); cor das colénias (COR); tamanho das colonias, puntiformes ou medidas em mm
(TAM); tipo de borda (TB); quantidade de muco produzida (QM); aparéncia das col6nias (AP); elasticidade do muco (ELAS); forma das colonias
(FOR) e transparéncia das coldnias (TRANS), considerando todos os isolados.
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Esses dados corroboram os resultados de Santos
et al. (2007) que obtiveram um total de 433 isolados de
rizébio, por meio de nédulos de espécies de Arachis,
Stylosanthes e Aeschynomene, em que cerca de 90% dos
isolados formaram col6énias em até dois dias de
crescimento, caracterizando estirpes de crescimento
ripido. De modo geral, os isolados que apresentavam
crescimento em apenas um dia, com reagio dcida em
meio de cultura, foram os obtidos dos solos do sertio,
sugerindo maior capacidade de adaptacio a essas
condigbes. Dentre os grupos de rizébio que nodulam
essas leguminosas, existem grupos significativos de
isolados diferentes dos que tém sido definidos como
Bradyrhizobium spp.

A maior parte dos estudos desenvolvidos até o
momento mostra que o grupo de rizébio que nodula
caupl apresenta crescimento lento, caracteristica do
género Bradyrhizobium (SALEENA et al., 2001; ZILLI
et al, 2004; 2006). Entretanto, alguns trabalhos ji
evidenciaram que rizébios de crescimento ripido
também sio capazes de induzir nédulos em caupi
(ZHANG et al., 2007). Os rizébios de crescimento
ripido sio mais comuns em regides daridas. Esta
caracteristica constitui uma estratégia de sobrevivéncia,
ji que sio mais tolerantes 3 seca do que os de
crescimento lento e se multiplicam rapidamente em
curto espago de tempo tmido, o que explicaria sua
maior frequéncia nos solos das regides semi-dridas
(SANTOS et al, 2007). Xavier et al. (1998), em
estudos com isolados de caupi de solos da regido semi-
drida do Estado de Pernambuco, observaram que o
padrio de resisténcia 2 alta temperatura, salinidade ¢
antibidticos, caracteristicas que tém sido relacionadas 2
maior competitividade, nio pode ser relacionado com
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qualquer caracteristica de crescimento.

Em estudos nos quais se avaliou a diversidade
morfolégica de isolados de rizébio utilizando espécies
filogeneticamente diferentes, como plantas
hospedeiras, entre estas Arachis hypogaea em amostras de
solos da regiio semidrida do Nordeste brasileiro, foi
observada predominincia de isolados com crescimento
ripido (SANTOS et al,, 2007). Figueiredo et al. (1996)
isolaram rizébio de caupi, soja e jacatupé, em amostras
de solo da Zona da Mata e da regiio semidrida de
Pernambuco, e constataram que 90% dos isolados da
regido semidrida apresentaram crescimento ripido,
enquanto 100% dos isolados da Zona da Mata
apresentaram crescimento lento.

Considerando a distribuigio de isolados por local
de coleta dos solos para isolamento, pode-se observar
similaridade entre a diversidade de isolados apresentada
nos diferentes locais de coleta, uma vez que a maior
parte dos isolados de cada local apresentou crescimento
em um dia, com tendéncia de acidificar o pH do meio
de cultivo. Foi observada maior variagio para a
quantidade de muco produzido (Figura 2).

Resultados do estudo realizado por Figueiredo
et al. (1996) mostraram que a ocorréncia de rizébio
de crescimento lento ou ripido parece estar
relacionada com aspectos ambientais. Esses autores
isolaram rizébios de caupi, soja e jacatupé em
amostras de solos da Zona da Mata e da regiio
semidrida de Pernambuco. Como os isolados do
presente estudo foram isolados de solos do Estado
do Rio Grande do Norte, que apresenta clima semi-
drido, os resultados corroboram as observacoes
prévias, uma vez que nesta cole¢io estio presentes
isolados de crescimento ripido ou muito ripido.
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Figura 2. Distribuigio dos isolados de rizébio obtidos de nédulos radiculares de feijao-caupi, quanto as caracteristicas morfoldgicas de
tempo de crescimento em dias (TC), alteragio de pH (pH) e quantidade de muco produzida (QM) considerando a distribuigio por local

de coleta do solo.
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Neste estudo, nio foram obtidos isolados de
colodnias secas; todos os isolados obtidos apresentam
produ¢io de muco, embora a maioria apresente
pouco muco. Coutinho et al. (1999) sugeriram que a
produ¢io de muco representaria um mecanismo
envolvido no processo de adaptagio e sobrevivéncia
do rizébio em condigdes adversas de solo e clima. A
produgio de muco altera a permeabilidade das
células, tornando as estirpes mais resistentes a fatores
bidticos de competigio no solo, como a presenca de
microrganismos produtores de antibidticos. Batista
et al. (2007) observaram tendéncia de incremento na
produgio de muco por isolados de Bradyrhizobium,
como reflexo da adaptacio a condi¢des de solos
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dcidos do Cerrado brasileiro.

Com os dados da caracterizagio morfoldgica, foi
elaborado um dendrograma de similaridade entre os
isolados. Para tanto, inicialmente eles foram
classificados de acordo com as caracteristicas
morfolégicas, e foram eliminados da anilise os
isolados com 100% de similaridade, utilizando
apenas um para construcio do agrupamento. Isso
permitiu a elimina¢io de multiplas bifurcaces na
arvore. Os 304 isolados distribuiram-se em
162 perfis morfolégicos distintos, ¢ estes foram
agrupados em 18 grupos em nivel de 80% de
similaridade, evidenciando elevada diversidade
morfolégica (Figura 3).

Dendograma 162 isolados 100%

o

0,65 0.73

0,80 0,88 0,95

Coeficiente SM

Figura 3. Dendrograma de similaridade construido com o indice de SM e algoritmo UPGMA dos isolados representativos dos perfis

morfolégicos, evidenciando os agrupamentos formados.
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Fernandes et al. (20032 ¢ b), ao caracterizar
estirpes nativas dos tabuleiros costeiros de Sergipe
com alta eficiéncia de fixagio biolégica em
nitrogénio, observaram alta diversidade entre os
isolados, uma vez que foram identificadas estirpes
com similaridade tanto a Bradyrhizobium quanto a
Rhizobium. Os autores conclufram, ainda, que ¢
possivel selecionar estirpes nativas eficientes para as
espécies estudadas. Em outro ambiente de coleta,
elevada diversidade morfoldgica e de padrdes
protéicos entre isolados de caupi também foi
observada por Soares et al. (2006). Os autores
observaram pelos perfis protéicos totais que a
maioria dos isolados, a 80% de similaridade, foi
classificada com Sinorhizobium meliloti.

Melloni et al. (2006), avaliando a diversidade de
isolados de caupit e fejjio comum em dreas
reabilitadas apés mineragio de bauxita, observaram
que o caupi é mais indicado que o feijao para estudos
de nodulagio, eficiéncia e diversidade fenotipica, por
recuperar maior diversidade de isolados de rizébio.
Neste estudo, 420 isolados de caupi foram
agrupados em 24 grupos morfolégicos, ¢ 70% (293)
apresentaram similaridade com Bradyrhizobium, os
demais isolados apresentaram similaridade com
diversos outros géneros

Zhang et al. (2007) obtiveram isolados de
caupi de diferentes regides da China e
observaram, na colec¢do, por anilises moleculares
do gene ribossomal 165, isolados com
similaridade a  Bradyrhizobium,
Sinorhizobium. Os autores identificaram, ainda,
isolados com similaridade a Bradyrhizobium, mas
que diferiram das espécies atualmente descritas no
género, sinalizando para a possibilidade de
espécie
caracterizada. Os resultados apresentados, tanto os

Rhizobium e

pertencerem a  uma ainda  nio
da literatura quanto os do presente trabalho,
demonstram a baixa especificidade do feijao-caupi
com relagio ao microssimbionte para estabelecer a
nodulagio e apontam a espécie como uma boa
opg¢io como planta-isca. Em relagio a selegio de
estirpes eficientes para inoculagio, estas, além de
eficientes no processo de conversio de nitrogénio
atmosférico em compostos nitrogenados, deverio
apresentar competitividade frente aos rizébios
nativos, uma vez que a espécie é promiscua. Nesse
sentido, torna-se de suma importincia a busca de
isolados da regiio onde se deseja cultivar o caupi,
a fim de selecionar os isolados adaptados as
condi¢des ambientais, que invariavelmente sio
adversas, sejam por questdes de temperatura do
solo, baixa fertilidade ou salinidade.

Medeiros et al.

Conclusao

Os isolados obtidos apresentaram crescimento
rapido e icido em meio de cultivo.

Os resultados indicam elevada diversidade

morfolégica da populagio nativa de rizébio do semi-
drido do Rio Grande do Norte.

Nio foi observada diferenca de diversidade de
isolados de rizdbio entre as diferentes amostras de
solo analisadas.
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