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RESUMO

A regido semi-arida, que se caracteriza por apresentar déficit hidrico, temperaturas
elevadas e solos com problemas de salinidade, limitagdes estas, que afetam a produtividade
da maioria das espécies cultivadas. O feijdo caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) possui
capacidade de se desenvolver satisfatoriamente nessas condi¢fes 0 que se deve a sua
rusticidade, resisténcia a problemas de salinidade do solo, e também por ser capaz de se
beneficiar da fixagdo bioldgica de nitrogénio, quando em associacdo com bactérias
chamadas coletivamente de rizébio. O presente trabalho tem como objetivo estimar a
diversidade de grupos de rizobios através de caracteristicas morfofisioldgicas de rizobios
de caupi, cultivado em solos do semi-arido nordestino; testar em faixas elevadas de pH e
salinidade e selecionar os isolados que possam ser promissoras em fixar nitrogénio em
caupi. De acordo com os resultados obtidos pode-se inferir que a retirada da vegetacédo
nativa e monoculturas exercem importancia fundamental na diminuicdo da diversidade de
rizobios capazes de nodular o feijdo caupi, os fragmentos de area sem cobertura vegetal e
com plantio de atriplex apresentaram os menores indices de diversidade para Margalef,
menores graus de equitabilidade e baixa riqueza de espécies, com relagdo a area teste
ocupada por vegetacdo hiperxerofila. As bactérias tiveram maior predisposicdo em
suportar condigdes extremas de pH em relagcdo a sodicidade e salinidade, e sodicidade foi
mais prejudicial no desenvolvimento das bactérias. A estirpe NFB/REN-40 demonstrou um

bom potencial para fixagdo bioldgica de N, na cultura do feijdo-caupi.

Palavras chave: Vigna unguiculata (L.) Walp, Feijdo macassar, Fixacdo Biologica de

Nitrogénio



ABSTRACT

The semiarid region is characterized to show hydric deficit, high temperature and soil with
salinity problem that may affect productivity of many cultivated species. The cowpea
legume (Vigna unguiculata L. Walp.), have capacity to develop satisfactorily in these
conditions due to its rusticity, resistance to soil salinity and to be beneficiated by the
process of biological nitrogen fixation, realized by bacteria in a general sense known as
rhizobia. The present work aims to estimate the diversity of cowpea rhizobia isolated from
semiarid soils, by morphological characteristics; test track at high pH and salinity and
select the individual that may be promising to fix nitrogen in cowpea. Results showed that
takeoff of native vegetation and the establishment of monoculture crop has fundamental
importance on reduction of the diversity of the cowpea rhizobia bacteria. Areas without
vegetation or cropped with atriplex present low diversity, evaluated by the Margalef index,
and low grade of equitability and species richness. The bacteria were more predisposed to
support extreme conditions of pH in relation to sodicity and salinity, and sodicity was
more detrimental in the development of bacteria. The strain NFB/REN-40 has a good

potential for biological fixation of N, in the culture of cowpea.

Index terms: Vigna unguiculata (L.) Walp, Feijao macassar, biological nitrogen fixation.



INTRODUCAO GERAL

A salinizacdo é um dos processos mais importantes entre 0s que atuam na reducao
da produtividade nas regides semi-aridas, e a implantacdo de uma agricultura sustentavel
depende do controle da concentragdo de sais no perfil do solo. Mais de 4 milhdes de
hectares do semi-arido sdo afetados pela salinidade (Oliveira, 1997), e ha potencialmente
cerca de 9 milhdes de hectares com riscos de salinizagcdo no nordeste do Brasil (Pereira et
al., 1985).

Estes solos também sdo afetados pela condicdo de faixas elevadas de pH,
caracterizado por baixa precipitacdo pluviométrica, estiagens prolongadas, altas
temperaturas, em consequéncia torna esses solos na maioria dos casos ndo agricultaveis. O
feijdo caupi ou feijdo de corda (Vigna unguiculata L. Walp), uma leguminosa com alto teor
de proteinas no grdo, representa um recurso importante por ser uma planta capaz de resistir
as condicOes de déficit hidrico, e altas salinidades e temperaturas. Tradicionalmente, é uma
cultura de subsisténcia, cultivada por pequenos e médios agricultores de base familiar, cujo
excedente de producdo é comercializado em feiras livres. No entanto, a cultura do feijéo
caupi tem avancado para &reas mais tecnificadas, utilizando préaticas de correcéo,
fertilizag&o e irrigagéo, em rotagdo com outras culturas (Freire Filho et al., 2005).

A selecdo de estirpes de rizobio adaptaveis ao estresse de salinidade, altas faixas de
pH e temperatura elevada da regido semi-arida amplia as chances de sucesso para a
introducdo e estabelecimento da associagio com o feijdo caupi, aumentando a
produtividade de grédos. Para tanto, testes in vitro podem ser utilizados, pois, além de
permitirem a comparacdo de um grande nimero de microrganismos, sao rapidos e de custo
relativamente baixo, possibilitando a identificacdo de estirpes tolerantes, antes da

verificacdo de sua tolerdncia no campo (Nobrega et al., 2004).



Este trabalho teve como objetivos a obtencdo de uma colecao de estirpes de rizobio
oriundos do semi-arido nordestino, a caracterizagdo morfo-fisiologica dessas estirpes, a
avaliacdo das suas tolerancias a pH e salinidade elevadas e a avaliacdo de suas eficienciass

fixadoras de Ns.

REVISAO DE LITERATURA

O Hospedeiro Caupi

Cultura do feijdo caupi: O feijao caupi (Vigna unguiculata L. Walp) foi introduzido no
Brasil por volta do século XVI por colonizadores portugueses e espanhdis (Krutman et al.,
1968; Freire Filho et al., 2000). Originario do continente africano (Steele & Mehra, 1980), é
uma planta dicotiledonea, que pertence a ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia
Faboidae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinea, género Vigna, espécie Vigna unguiculata
(L.) Walp (Freire Filho et al., 2005). O feijdo caupi é conhecido também como: feijdo-
macacar, feijao-macaca e feijao-de-corda no Nordeste; feijdo-da-col6nia, feijdo-de-praia e
feijdo-de-estrada no Norte; feijdo miudo no Sul; feijdo-catador e feijao-gurutuba em

algumas regides da Bahia e do Rio de Janeiro (Cavalcante & Atroch, 1995).

Importancia socio-econdmica: A area ocupada com esta cultura, no mundo, esta em torno
de 12,5 milhdes de ha, com 8 milhdes (64% da area mundial) na parte oeste e central da
Africa. A outra parte da area esta localizada na América do Sul, América Central e Asia,
com pequenas areas espalhadas pelo sudoeste da Europa, sudoeste dos Estados Unidos e na
Oceania. Entre todos os paises, os principais produtores mundiais sdo Nigéria, Niger e

Brasil (Quin, 1997).



No Brasil, a area cultivada com feijdo-caupi € de, aproximadamente, 1 milh&o de
hectares, dos quais cerca de 900 mil (90%) estdo situados no Nordeste e Norte (Frota &
Pereira, 2000). Estima-se que o Brasil contribua com 26% da producdo mundial e 82% da
producéo do continente americano (Aradjo e Watt, 1988).

A produtividade varia entre 280 kg/ha a 450 kg/ha, dependendo da regido. Contudo,
cultivares melhoradas vém alcancando produtividades entre 1.000 e 1.200 kg ha™ (Freire
Filho et al., 2005). E responsavel pela geracdo de mais de 1 milhdo empregos ano™ no
Brasil, com o valor de producdo estimado em aproximadamente US$ 250 milhdes ano™

(Embrapa, 2003).

Importéncia alimentar: O feijdo caupi é um dos alimentos basicos do povo brasileiro,
sendo uma importante fonte de proteina, e valor energético (Menezes, 2001). Desempenha
importante papel na composicdo agricola brasileira, sendo cultivado principalmente por
pequenos produtores das Regides Norte e Nordeste, onde se constitui num alimento basico de
subsisténcia, principalmente, para a populacdo de baixa renda (Aradjo & Watt, 1988). Possui
propriedades nutritivas superiores as do feijao comum. Contém alto teor protéico (23-25%,
em média), além de todos os aminoacidos essenciais e apresenta excelente valor calorico
(média de 62%). E rico em vitaminas e minerais, fibras dietéticas e possui baixa quantidade de
gordura (teor de 6leo de 2%, em média) (Cavalcante & Atroch, 1995; Freire Filho et al., 2005).

Pelo seu valor nutritivo, o caupi é cultivado principalmente para a producao de
grdos, secos ou verdes, para 0 consumo humano, in natura. Esta leguminosa também ¢
utilizada como forragem verde, feno, ensilagem para alimentacdo animal e, ainda, como

adubacdo verde e protecéo do solo.



Ecofisiologia: Dentre os elementos do clima que exercem influéncia no crescimento e
desenvolvimento do feijdo destacam-se a precipitacdo, a temperatura, o fotoperiodo e a
radiacdo solar. Quanto a precipitacao, as laminas para a obtencdo da maxima produtividade
de grdos, inumeros trabalhos variam entre 370 a 570 mm (Azevedo & Miranda, 1996),
entretanto, a limitacdo em termos hidricos esta mais diretamente condicionada a
distribuicdo do que a quantidade total de chuvas ocorridas no periodo. A ocorréncia de
ligeiros déficits hidricos no inicio do desenvolvimento da cultura pode estimular um maior
desenvolvimento radicular das plantas, e antes do florescimento pode ocasionar severa
retracdo do crescimento vegetativo, limitando a producéo (Ellis et al. 1994; Dourado Neto
& Fancelli, 2000).

A faixa ideal de temperatura para o bom desenvolvimento da cultura é de 18 a 34
°C. Temperaturas elevadas (> 34 °C) A ocorréncia de temperaturas elevadas durante o
florescimento pode restringir significativamente a produtividade do caupi (Bastos et al.,
2000). Temperaturas baixas (<18 °C) influenciam negativamente a produtividade,
retardando o aparecimento de flores e aumentando o ciclo da cultura (Littletone et al.
1979; Leite et al. 1997).

Outro fator que exerce influéncia no crescimento e desenvolvimento do feijao caupi
é o fotoperiodo. Segundo Steele & Mehra (1989), existem cultivares sensiveis e outras
insensiveis ao fotoperiodo. As sensiveis sdo plantas de dias curtos, as quais tém o seu
florescimento atrasado quando o fotoperiodo é maior que o fotoperiodo critico (Hadley et
al. 1983; Craufurd et al., 1996a). Nas cultivares insensiveis ao fotoperiodo critico, 0
crescimento e desenvolvimento da cultura sdo influenciados apenas pela temperatura
(Crauford et al., 1996b).

A radiacdo solar é um fator de grande importancia para o crescimento e

desenvolvimento vegetal, pois influencia diretamente a fotossintese. Loomis & Williams



(1963) comentaram que, sob condicGes favoraveis de solo e clima e quando pragas e
doengas deixam de ser fatores limitantes, a maxima produtividade de uma cultura passa a
depender principalmente da taxa de interceptacdo de luz e da assimilacdo de dioxido de
carbono. De acordo com Phogat et al., (1988), a interceptacdo da energia luminosa no
caupi geralmente ¢ alta, devido as folhas glabras e de coloracdo verde escura. Avaliando a
taxa de fotossintese liquida e a absorcdo da radiacdo fotossinteticamente ativa por esta
cultura, observaram que apenas 4,3% da energia luminosa foi refletida pelas folhas de

feijdo, em condi¢Oes 6timas de dgua no solo.

Fenologia: O desenvolvimento do feijoeiro compreende, basicamente, duas fases,
diferenciadas pela manifestacdo de eventos bioquimicos, morfolégicos e fisioldgicos. A
fase vegetativa tem seu inicio caracterizado pelo completo desdobramento das folhas
primarias, prosseguindo até o aparecimento dos primeiros botdes florais (Dourado Neto &
Francelli, 2000). Esta fase é favorecida por temperaturas moderadamente elevadas (> 21 e
< 29 °C), adequada disponibilidade hidrica e abundante luminosidade. A fase reprodutiva
transcorre desde a emissdo dos primeiros botbes florais até o ponto de maturidade
fisiologica. Nesta fase, evidencia-se a sensibilidade & deficiéncia ou excesso de &gua no
solo.

O desenvolvimento do feijoeiro €, inicialmente, muito lento, e s6 a partir do
vigesimo dia é que a taxa de crescimento torna-se mais intensa, reduzindo-se depois até
que o maximo desenvolvimento seja atingido, entre 55 e 70 dias. Apds, comegcam a
prevalecer os fendmenos de translocacdo, em substituicdo aos de crescimento (Oliveira &

Thung, 1988).



Nutricéo e adubacdo: De modo geral, no inicio do desenvolvimento do caupi a absorcao
diaria de nutrientes é pequena, aumentando a partir do vigesimo dia e sendo mais intensa
no intervalo de 20 a 30 dias, isto &, imediatamente antes do florescimento. Pode-se admitir
que a disponibilidade dos nutrientes no solo, nos primeiros quinze dias de crescimento da
cultura, tem pouca significancia (Mafra et al. 1974; Moraes, 1988).

O nitrogénio é o nutriente absorvido em maior quantidade pelo caupi, extrai uma
quantidade superior a 100 kg de N.ha™ (Haag et al. 1967), dos quais 1/3 s&o exportados da
lavoura pelo gréo e vagens (Malavolta & Lima Filho, 1997).

O componente de producdo do feijoeiro mais afetado pela adubacéao nitrogenada é o
numero de vagens por planta (Calvache et al. 1995).

O caupi por ter boa capacidade nodulifera e eficiente sistema de fixacao, dispensa,
em muitos casos, a adubacgéo nitrogenada.

O nivel critico teorico de fosforo no solo, para 0 bom desenvolvimento da planta,
esta em torno de 0,13 mg dm™. Entre os macronutrientes, é o elemento extraido em menor
quantidade e o que mais limita a producéo do feijao caupi. Considerando as condic¢des do
solo e as propriedades do elemento no meio, as doses recomendadas encontram-se na faixa
de 20 a 60 kg de P,0s ha™.

O valor de potéssio considerado critico para o bom desenvolvimento do feijdo caupi
esta abaixo de 50 mg kg™ de K,O. Normalmente s&o recomendadas, no balanceamento de
formulas de adubagdo, quantidades que variam de 20 a 40 kg de K,O ha™ (Cardoso et al.

1998).
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Fixacéo Bioldgica de Nitrogénio (FBN)

O nitrogénio € o nutriente que mais limita o desenvolvimento das plantas,
principalmente nos solos poucos férteis das regides tropicais. Paradoxalmente, o nitrogénio
é o0 elemento mais abundante na atmosfera e o quarto elemento mais abundante nas plantas,
sendo superado apenas pelo carbono, oxigénio e hidrogénio. E o constituinte essencial de
aminoacidos, proteinas, bases nitrogenadas, acidos nucléicos, hormonos e clorofila, entre
outras moléculas.

A maior parte do N da natureza esta na atmosfera sob a forma de gés, constituida
por dois atomos de nitrogénio (N2), que se encontram unidos de uma maneira muito
estavel, impossibilitando sua absorcéo e assimilacdo por organismos eucariontes (plantas e
animais). Somente, algumas bactérias desenvolveram um complexo enzimatico chamado

nitrogenase, necessario para transformar o N2 em amonia, subseqlientemente assimilada em

aminoacidos e proteinas (Neves & Rumjanek, 1998). Estes microrganismos sdo conhecidos
como diazotroficos ou fixadores de nitrogénio.

A capacidade diazotrofica esta restrita a Bacteria e Archaea, incluindo cianobactérias e
bactérias Gram positivas e Gram negativas (Moreira & Siqueira, 2006). A observacdo de uma
arvore filogenética contendo espécies procarioticas mostra que 0S microrganismos
diazotrdficos ocorrem em um grande nimero de taxa e sua distribuicdo ndo obedece nenhum
padrdo logico. Esta caracteristica pode ser explicada por trés hipGteses. A primeira é que a
capacidade diazotrofica teve origens multiplas. A segunda é que este carater diazotrofico
estava presente num ancestral comum a todas as especies, mas foi perdido durante o processo
evolutivo que deu origem a diferentes ramos filogenéticos. A terceira € que o potencial
diazotrofico teve uma Unica origem, mas se estendeu a outros ramos filogenéticos por

transferéncia lateral de plasmideos (Moreira & Siqueira, 2006).
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Descoberto hd mais de 100 anos, a FBN inicia-se na comunicacao entre os dois
parceiros, mediada pela troca de sinais moleculares especificos. Antes do estabelecimento
da simbiose, 0 rizObio é quimiotaticamente atraido para a rizosfera por compostos
(aminoacidos, AlA exudado ou acucares) exsudados pela planta (Aguilar et al., 1988;
Kape et al., 1991). A partir dai, ocorre uma interacdo quimica especifica entre o rizobio e a
planta hospedeira, mediada pela producdo de flavondides (flavonas, flavanonas e
isoflavonas) pelas raizes (Hungria, 1994). Muitas dessas associacBes sofreram
especializacdes ao longo do processo evolutivo, resultando em relagdes muito estreitas
entre a planta e a bactéria, inclusive promovendo a formacdo de estruturas especializadas
(nddulos) que garantem protecdo contra fatores adversos do solo também beneficiar-se de

compostos ricos em carbono (Sprent & Faria, 1989).

Taxonomia de Rizébio

Numerosos estudos, objetivando levantamento, isolamento e selecdo de rizdbio
com caracteristicas de tolerancia ao estresse, tém revelado um alto grau de diversidade nas
populacbes de rizobio do solo, principalmente nas regides tropicais. A taxonomia das
bactérias do grupo dos rizébios engloba atualmente 12 géneros, com 62 espécies. A lista de
especies de rizébio cresce a cada dia e muitas espéecies poderdo vir a serem descritas, na
medida em que aumenta o conhecimento sobre as leguminosas tropicais e de respectivos
rizobios (Weir, 2006).

A identificacdo de uma bactéria se inicia na caracterizacao fenotipica e geneética dos
isolados e posterior alocagdo deste isolado caracterizado a uma espécie conhecida, apés a

verificagdo de certo grau de similaridade.
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A avaliacdo das caracteristicas morfologicas, fisiologicas e bioquimicas é o
primeiro passo para a identificacdo de grupos taxonémicos de microrganismos, podendo
prever uma boa aproximacdo em nivel de género. Estes descritores podem indicar
diferencas fisiologicas importantes entre microrganismos, que podem ser detectadas
posteriormente mediante estudos mais refinados (Pelczar et al., 1997).

Os géneros de rizobio descritos até 0 momento podem ser diferenciados com base
em caracteristicas culturais e morfologicas em meio YMA (Vincent, 1970). Segundo
Martins et al. (1997), tempo de crescimento em meio de cultura YMA, reacdo &cida ou
basica em meio de cultura, didmetro de col6nia, producdo de exopolissacarideos, sdo 0s
principais pardmetros para diferenciar rizobios. Com relacdo ao tempo de crescimento, 0s
rizobios de crescimento rapido formam col6nias em até 3 dias de incubacéo e, lentas sdo
visualizadas ap0s 4 dias de incubacdo (Melloni et al., 2006)

A alteracdo do pH do meio de cultura divide os isolados em trés classes: estirpes
que apresentam reacdo acida, reacdo béasica ou reacdo neutra em meio de cultura YMA
com azul de bromotimol ajustados para pH 6,8. Rizébios de crescimento lento tendem a
alcalinizar, modificando a cor para azul, enquanto os riz6bios de crescimento rapido
tendem a acidificar o meio, alterando a cor para amarelo (Martins et al., 1997). As
mudancas de pH promovidas pelo rizébio no meio de cultura sdo devido a utilizagdo
preferencial de aclcares pelas estirpes de crescimento rapido, seguida da excrecdo de
acidos organicos, e de compostos nitrogenados pelas estirpes de crescimento lento e
consequente liberacdo de cations. (Tan & Broughton, 1981).

O didmetro da coldnia é um pardmetro que apresenta correlagdo com outras
caracteristicas culturais. Coldnias com diametro menor que 1 mm possuem superficie seca
ou pouca producdo de exopolissacarideos, e colénias maiores tendem a produzir mais

exopolissacarideos (Martins et al., 1997).
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A producdo de exopolissacarideos, também denominada de muco, agrupam as
bactérias em secas, quando ndo produzem muco, e butirica quando produzem muco.
Estirpes de crescimento rapido tendem a produzir mais muco, ao contrario de rizébios de
crescimento lento que formam coldnias secas com baixa producdo de muco (Martins et al.,
1997).

Esses descritores fenotipicos tém como objetivo ndo somente a caracterizagdo, mas
verificar a provavel adaptabilidade ecoldgica dos diferentes isolados as condi¢oes
ambientais predominantes no ecossistema para o qual se procede a selecdo do rizébio. A
capacidade de crescimento em diferentes pH, concentracbes de sais, temperatura e
antibidtico sdo utilizados na caracterizagcdo “in vitro” como também na correlagdo com

condicBes ambientais (Swellim et al., 1997; S& et al., 1993; Xavier et al., 1998).
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CAPITULO |
DIVERSIDADE DE RI1ZOBIOS DE CAUPI (Vigna unguiculata L.

WALP), CULTIVADO EM SOLOS DA REGIAO SEMI-ARIDA

INTRODUCAO

A diversidade da comunidade microbiana do solo ¢ um indicador determinante do
estado de conservacdo do ecossistema. No entanto, suas avaliagdes sdo complexas,
dificultando a obtencdo de indicadores capazes de alertar para estagios de degradacdo do
solo que comprometam a producdo agricola. Para Odum (1988) essa biodiversidade €
responsavel pela estabilidade e resiliéncia do ecossistema, haja vista estar ligada, direta ou
indiretamente, a processos de formacéo do solo, ciclagem e armazenamento de nutrientes.

Apesar de sua grande importancia ecoldgica, 0 numero de espécies de
microrganismos conhecidos (riqueza de espécies), representado pelos organismos
cultivados descritos na literatura, representa apenas uma pequena fracdo da diversidade
microbiana encontrada na natureza (entre <0,1 e 1%, dependendo do habitat), estimada
pela analise direta coom métodos moleculares (MMA, 2003).

Estima-se, que a diversidade global de microrganismos exceda, em algumas ordens
de magnitude, a diversidade de plantas e animais. Levantamentos da década de 90
avaliaram que apenas 5% da diversidade de fungos é atualmente conhecida, com
aproximadamente 69.000 espécies descritas. Para procariotos, incluindo bactérias e
arqueas, eram conhecidas aproximadamente 4.300 espécies, alocadas em 849 géneros,

correspondendo a 0,1 a 12% das espécies do grupo. Protozoarios e virus apresentam cerca

20



de 30.800 e 5.000 espécies descritas, correspondendo a 31% e 4% do numero de espécies
estimado, respectivamente (MMA, 2003).

Kennedy & Smith (1995) relataram que pouco se conhece sobre o efeito do estresse
ambiental sobre os microrganismos do solo, que pode ser bem diferente, tanto espacial
quanto temporalmente ao efeito produzido sobre plantas e animais. Essas diferencas devem
ser bem definidas para que se possam formular hipo6teses e fazer interpretacdes corretas
sobre os fatores que determinam a diversidade dos microrganismos do solo (Coutinho et
al., 1999; Rosado et al., 2000).

A avaliacdo das caracteristicas culturais e morfoldgicas de rizébio é o primeiro
passo para a identificacdo de grupos taxonémicos de microrganismos, prevendo uma boa
aproximacdo em nivel de género. Estes descritores podem indicar diferencas fisioldgicas
importantes entre microrganismos, que podem ser detectadas posteriormente mediante
estudos mais refinados (Pelczar et al., 1997).

O conceito de diversidade de espécie refere-se a variedade de espécies de
organismos vivos de uma determinada comunidade, habitat ou regido, podendo ser
avaliado por meio de componentes como: (1) riqueza das espécies, baseada na abundancia
numérica de uma determinada area geogréfica, regido ou comunidade; (2) equitabilidade
ou uniformidade, baseada no padréo de distribui¢do de individuos entre as espécies, sendo
proporcional a diversidade, exceto se houver co-dominéncia de espécie, e (3) grau de
dominancia, que se refere & dominancia de uma ou mais espécies numa determinada
comunidade, habitat ou regido (Odum,1988).

Essa diversidade pode ser medida por intermédio de indices matematicos, que
levam em consideracdo informacges relacionadas a avaliacdo das caracteristicas culturais
do rizébio. Alguns indices, como os de diversidade de Shannon-Weaver (1948) e de

Simpson (1949), de riqueza, de Margalef (1958) e Menhinik (1964), e de equitabilidade, de
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Hill (1973), fornecem informacdes importantes acerca do padrdo da distribuicdo de
especies microbianas dentro do ecossistema (Kennedy, 1999).

E importante lembrar que o indice é um simples valor. E possivel encontrar duas
comunidades que possuam indice de diversidade semelhantes, entretanto uma ter valor de
uniformidade alto e baixo valor de riqueza, enquanto a outra possui uniformidade baixa e
riqueza alta. Ambas, uniformidade e riqueza precisam ser consideradas na avaliacdo da
diversidade (Kennedy, 1999). O uso de indices que combinam riqueza de espécie e
abundéancia relativa sdo 0s mais usados.

Esses indices sdo ferramentas poderosas para o estudo da diversidade microbiana,
permitindo uma avaliacdo da dindmica da comunidade frente a diferentes manejos. Neste
sentido, a diversidade tem sido citada como um indicador adequado para avaliar a
qualidade do solo e a conservacdo de um ecossistema (Ovreas e Torsvik, 1998).

Este estudo teve como objetivo estimar a diversidade de grupos de rizébios através
de caracteristicas morfofisioldgicas a partir do isolamento dos rizébios de nédulos de caupi
(Vigna unguiculata (L.) Walp), cultivado em solos do semi-arido nordestino, também

obter-se uma colecéo de rizébios nativos capazes de nodular o feijao caupi.
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MATERIAL E METODOS

Coleta e Caracterizacdo dos Solos: Foram coletadas 4 amostras compostas de solos em 2
regides fisiograficas do Semi-arido de Pernambuco: trés no assentamento Nossa Senhora
do Rosario, distrito de Rosario, Pesqueira (08°21°42°°S e 36°41°41’’Q) apresentando
diferentes coberturas vegetal, sendo, sem cobertura vegetal - acasionado pelo carater sodio
desse solo (Area 1); area experimental sob plantio de atriplex (Area 2); e sob cultivo de
feijao caupi (Area 3), uma quarta amostra foi coletada no municipio de Serra Talhada
(07°59’31°’S e 38°17°54°°0), na Unidade Académica de Serra Talhada — UAST/UFRPE,
nesta area, com base na interacdo entre a vegetacao e o solo a regido pdde ser classificada

em dominio de vegetaacdo hiperxerdéfila (Figura 1: A-E).

Figura 1. Coleta dos solos, nos municipios de Pesquiera e Serra Talhada, Pernambuco.

Os solos foram coletados da camada aravel (0-20 cm), secos ao ar, destorroados e
passados em peneira de 2 mm de malha e analisados quanto as suas caracterisitcas

quimicas e fisicas (Tabela 1), seguindo a metodologia recomendada pela Embrapa (1997).
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Foram preparadas pastas saturadas seguindo-se a metodologia descrita por Richards
(1954), e nelas determinaram-se: a condutividade elétrica (CE); o pH; o calcio e o
magneésio, por espectrofotometria de absorcdo atdmica e 0 so0dio e 0 potassio por
fotometria de chama (Embrapa 1997). Utilizando-se os valores obtidos para calcio,
magnésio, sodio e potassio soluveis, quantificaram-se os valores para a relacdo de adsorcao
de s6dio (RAS) e o percentual de sodio trocavel (PST) usando-se as expressoes:
1) RAS = (Na*)/[(Ca*" + Mg?®")/2]*2
2) PST = [(Na")/(Ca®* + Mg® + Na" + K*)]*100

A classificagéo dos solos quanto a CE, RAS e PST encontra-se na Tabela 2.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas e fisicas na camada de 0-20 cm, dos solos de Pesqueira
sem cobertura vegetal (Area 1), sob plantio de atriplex (Area 2), sob plantio de feijéo caupi
(Area 3); e Serra Talhada sob vegetacdo hiperxerofila (Area 4).

Areas de Estudo

Atributo Area 1 Area 2 Area 3 Area 4

pH em H,0 (1,0:2,5) 8,1 7,7 5,4 6,6
'ca™ (mmol. L™ 2,55 1,28 0,85 1,82
Mg*? (mmol, L) 2,65 27 0,63 1,71
K* (mmol, L™ 0,007 0,032 0,006 0,013
'Na* (mmol. L™ 0,313 3,065 0,016 0,003
2P (mg.dm™) 20 102 68 503
Mat. org. (g kg™) 0,054 0,056 0,027 0,033
Dens. solo (kg dm™) - 1,42 1,62 1,47
Dens. part. (kg dm'3) 2,60 2,60 2,63 2,60
Porosidade total (%) - 45 38 43
Areia (g kg™ 450 540 770 760
Argila (g kg™) 540 150 100 110
Silte (g kg™) 10 310 130 130
Classe textural Argilo-arenoso  Franco-arenoso Arenoso Arenoso

1CS (cation soluveis); “Extracéo por Mehllich-1.
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Tabela 2. Classificacdo dos solos da regido Semi-arida de Pernambuco,
utilizados no experimento, de acordo com os limites estabelecidos por Richards

(1969).
RAS! PST? CE’ CLASSIFICACAO
(%) (dS.m™ 25° C) DO SOLO
Area 1 19 75 2,8 Sédico
Area 2 67 11 20,5 Salino-sodico
Area 3 1 <1 0,4 Normal
Area 4 <1 * 0,4 Normal

! CE = condutividade elétrica da pasta de saturagdo
2 PST = Percentual de Sodio Trocavel
® RAS = Relacdo de Adsorcao de Sddio

Cultivo das plantas iscas: Sementes de caupi foram desinfetadas com alcool etilico a 70%
por 30 segundos e com hipoclorito de sddio a 1%, por 1 minuto. Em seguida foram lavadas
com é&gua destilada trés vezes por 30 segundos, mais uma vez de 5 minutos e por fim uma
lavagem de 10 minutos. Foram plantadas quatro sementes por vaso contendo porgdes de
2kg de solo. Aos 45 dias as plantas foram colhidas, a parte aérea foi separada das raizes.
Todos os nodulos foram coletados, colocados em tubos de ensaio contendo silica gel para

desidratacéo e preservados até 0 momento do isolamento do rizébio.

Isolamento do rizobio formador de nédulo: O isolamento foi realizado no Nucleo de
Fixagdo Biologica do N, nos Trdpicos da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(NFBNT/UFRPE). Os nédulos foram tratados com uma solucéo de alcool etilico a 70%,
por 1 minuto, para quebrar a tensdo superficial, e com uma solugdo de hipoclorito de sodio
a 1%, por 2 minutos, para desinfeccdo superficial, sendo em seguida, lavados, por 5 vezes,
com agua destilada e esterilizada (ADE), para retirar o excesso de hipoclorito. Em seguida,
foram levemente pressionados com uma pinga sobre uma placa de Petri, contendo o meio
YMA (extrato de levedura, manitol e agar), com vermelho do Congo, conforme descrito

por Fred e Waksman (1928). Apds o isolamento, as placas foram incubadas a 28° C, por
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uma a duas semanas, até o aparecimento e desenvolvimento das col6nias. As coldnias
isoladas caracteristicas de rizobio foram purificadas e armazenadas em tubos contendo
meio YMA sem corante, para posterior caracterizacdo morfofisiolégica. As mesmas
estirpes foram repicadas em meio TY (Somasegaran & Hoben; 1994) contendo 15% de

glicerol, para conservacdo em freezer, a -4 °C (Embrapa, 1994).

Caracterizacdo morfofisioldgica: A caracterizacdo dos isolados foi realizada de acordo
com Vincent (1970), sendo observado em cada um dos isolados caracteristicas das col6nias
com relagdo a: 1) tempo necessario para o0 aparecimento de uma colénia; 2) pH do meio
apos o crescimento celular (determinado pela coloragcdo do meio de cultura contendo azul
de bromotimol; os isolados acidificantes tornam o meio amarelo, os alcalinizantes tornam
0 meio verde azulado e os neutros ndo modificam a coloracdo do meio de cultura.); 3)
Tamanho da colonia; 4) Forma da colonia (circular ou irregular), 5) Borda da col6nia (lisa
ou irregular), 6) Aparéncia da col6nia (homogénea ou heterogénea) 7) Transparéncia da
coldnia; 8) cor da colbnia (branca, amarela, creme ou rosea); 9) elevacdo da coldnia; 10)
quantidade de muco produzido pelas células (pouca ou média e muita), 11) faixa de alca
(observada pela faixa formada pela alca de platina no muco); 12) elasticidade do muco
(observada a partir da formagéo ou ndo de fio, no momento da remocdo do muco do meio

de cultura com o auxilio da alca de platina).

Agrupamento dos dados: Apds a caracterizacdo morfofisioldgica os dados foram
codificados utilizando o programa NtsysPC versdo 2.0 (Rohlf, 1997). Para o agrupamento
que s6 aceita informacdes binarias, os resultados foram codificados de acordo com a
(Tabela 3), utilizando distancia taxondmica entre as espécies, analisadas pelo algoritmo

UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Aritmetic Average) e a matriz de similaridade
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de Jaccard. Uma vez construida a matriz obteve-se a arvore filogenética com a finalidade

de separar os grupos de isolados com maiores similaridades.

Tabela 3: Valores relativos as caracteristicas culturais dos

construcdo do dendrograma de similaridade.

isolados utilizados na

CARACTERISTICAS

CODIGO CORRESPONDENTE

Tempo de crescimento la3 Acima de 4
(dias) 0 1
Borda da coldnia Regular Irregular

0 1
Tamanho da col6nia Puntiforme >1mm
(mm) 0 1
pH do meio Acido Neutro a alcalino

0 1
Elevacdo Sim Néo

1 0
Transparéncia Translucida Opaca

0 1
Quantidade do muco Pouco Muito

0 1
Aparéncia do muco Sim Nao
(limpa) 1 0
Elasticidade do muco Sim Nao

1 0

Uma vez agrupados foram calculados os indices de diversidades dos isolados
através do Software para estimativa da diversidade e riqueza de espécies, DivEs v2.0

(Rodrigues, 2007). Foram calculados os indices de:

Diversidade de Shanon-Wiener (1948)

= > pi Log pi
Onde: pi é a proporcdo da espécie em relagdo ao nimero total de espécimes (isolados)

encontrados nos levantamentos realizados.
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Diversidade de Margalef (1958)

a= s—1
Log N

Onde: s é o numero de espécies amostradas; N € o numero total de individuos em todas as

espécies. O indice de Margalef é muito proximo dos indices de Gleason e Menhinick.

Diversidade e Dominancia de Simpson (1949)

ls= > mi(ni.1)
N (N-1)

Ja a diversidade € dada pela equacao:
Ds=1-1s

Onde: ni € o nimero de individuos de cada espécies; N € o nimero total de individuos.

Equitabilidade de Hill (1973)

E= _(UDs-1)
el -1

Riqueza de Espécies Jackknife 12 Ordem (Heltshe & Forrester, 1983)

Ep= Sobs+51(f—1)
f

Onde: Sobs= numero de espécies observadas; s1 = 0 nimero de espécie que esta presente
em somente um agrupamento (espécie de um agrupamento) e f = o numero de

agrupamentos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos e caracterizados 290 isolados da regido Semi-arida de Pernambuco.
Analisando a arvore gerada pelos dados fenotipicos das colonias (Figura 4), observou-se
que a distancia entre isolados variou de 26% a 100%, obtendo-se 19 grupos avaliados a

75% de similaridade.

024 0s1 ars 100
Coefficient

Figura 2: llustracdo do dendrograma de similaridade baseada nas caracteristicas
morfofisioldgicas dos isolados de rizobio provenientes das areas de estudo.

A figura 3 mostra que a retirada da vegetacdo nativa (hiperxerofila) diminuiu a
diversidade de rizobios capazes de nodular o feijdo caupi, verificado principalmente pelo
indice Margalef. Essa reducdo foi observada até mesmo calculando a &rea plantada com
esse feijdo em relacdo a area com vegetacdo nativa, mostrando uma tendéncia de a planta
selecionar o rizobio e monoculturas sempre limitam e restringem a diversidade dessas

bactérias.
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Figura 3: indices de diversidade de Shannon-Wiener, Margalef e
Simpson relacionados a solos com diferentes tipos de cobertura
vegetal.

De forma geral, o indice de Simpson ndo se mostrou eficaz na medicdo da
diversidade deste estudo. Staddon et al. (1997), em um trabalho sobre diversidade
microbiana, verificaram que os indices de Shannon, Simpson e Mclntosh embora possam
apresentar uma tendéncia similar na medigéo da diversidade, diferem em sua habilidade de
resolver, estatisticamente, diferencas significativas, sendo cada indice influenciado, por
suas caracteristicas, em diferentes caminhos. O de Simpson considera a abundéncia das
espécies mais comuns, enquanto o de Shannon é influenciado mais pela riqueza de
espécies (Magurran, 1988).

Resultados semelhantes ao presente trabalho foram encontrados por Bezerra et al.
(2005), trabalhando com amendoim em solos da Zona da Mata de Pernambuco com
diferentes manejos agricolas. Verificaram que existia maior diversidade de espécies,
medida pelo indice de Shanon-Wiener, e maior nimero de espécies por grupo em solos de
area de mata nativa. Observaram ainda, que o indice de dominancia de Simpson foi menor
na mata nativa, que em areas onde era cultivada cana-de-agucar e que estava em pousio,

gue possuiam baixa riqueza de rizobios capazes de nodular 0 amendoim.
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A Figura 4 apresenta tendéncia similar para os indices de dominancia calculados, o0s
resultados foram mais expressivos na area cultivada com feijdo. Esse resultado ja era
esperado, uma vez que o feijao caupi pode favorecer um grupo de rizobios restrito e

especifico capaz de nodula-lo.

W Berger & Parker Simpson

0,4 A
0,3 -

’

0,2 -

Domindncia

0,1 -

0

Figura 4: Dominéncia de Berger & Parker e Simpson relacionados a solos
com diferentes tipos de cobertura vegetal.

Segundo Berger & Parker (1970) e Simpson (1949) a dominancia reflete a
probabilidade de dois individuos escolhidos ao acaso na comunidade pertencerem a mesma
especie, para esses autores, quanto mais alto for o resultado, maior a probabilidade de os
individuos serem da mesma espécie, ou seja, maior a dominancia e menor a diversidade.
Verificou-se ainda, que essa dominancia foi inversamente proporcional a equitabilidade.
Santos (2001), ralata que quanto menor a dominancia, maior a equitabilidade de espécies
de uma comunidade, mais estdvel 0 mesmo e maior resisténcia aos impactos ambientais
que possa vir a sofrer.

Observa-se que os fragmentos de area sem cobertura vegetal e com plantio de
atriplex apresentaram as maiores equitabilidades, esses resultados mostram também que
esses indices foram inversamente proporcionais a riqueza de espécies (Figuras 5 e 6). Para

Magurran (1988), a equitabilidade representa a situacdo hipotética em que todas as
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espécies encontram-se com a mesma proporcao na comunidade estudada. Em ambientes
com limitacGes, como a regido semi-arida, é preferivel o uso de leguminosas com
capacidade de formar simbiose com uma quantidade maior de grupos de rizobios e assim
ampliar a possibilidade dos beneficios da fixacdo simbiotica do N.

De acordo com os dados, 0 maior indice de riqueza ocorreu no fragmento de area
ocupado por vegetacdo nativa (hiperxerofila), onde também foi encontrado o maior indice
de diversidade (Figuras 6), sugerindo que a retirada da vegetacdo exerce importancia

fundamental na diminuicdo da diversidade de rizobios capazes de nodular o feijdo caupi.

W Hill

-
A l_l l l A
- -

T T T 1

Sem Plantio de Plantio de Wegetacio
Cobertura Atriplex Caupi MNativa
Wegetal

1,00
0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
040
0,30
0,20
0,10
0,00

Equitabilidade

Figura 5: Equitabilidade de Hill relacionadas a solos com
diferentes tipos de cobertura vegetal.

®Jackknife 12 Ordem  © Variancia  # 5 Observado
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Rigqueza de Espécies

U i — - — - — — —

Sem Cobertura  Plantio de Plantio de Vegetacdo
Vegetal Atriplex Caupi Nativa

Figura 6: Riqueza de espécies de Jackknife 1° Ordem

relacionadas a solos com diferentes tipos de cobertura
vegetal.
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CONCLUSOES

e O indice de diversidade de Simpson ndo se mostrou eficaz na medicdo da

diversidade deste estudo;

e A retirada da vegetacao nativa e monoculturas exercem importancia fundamental na

diminuicdo da diversidade de rizdbios capazes de nodular o feijdo caupi;

e Os fragmentos de area sem cobertura vegetal e com plantio de atriplex

apresentaram os menores indices de diversidade para Margalef, menores graus de

equitabilidade e baixa riqueza de espécies.
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CAPITULO Il
TOLERANCIA DE RI1ZOBIOS DE CAUPI A NIVEIS DE SODIO,

pH E CONDUTIVIDADE ELETRICA DO MEIO DE CULTURA

INTRODUCAO

A salinizacdo do solo constitui uma das mais sérias formas de degradagdo dos
recursos edaficos e, em areas secas, caracteriza-se como um fenémeno complexo causado
pela interacdo entre fatores biofisicos e sdcio-econdémicos. No Brasil, esses efeitos sdo
mais intensos na regido semi-arida do Nordeste, em virtude das caracteristicas de clima,
relevo e geologia, serem favoraveis a ocorréncia de solos afetados por excesso de sais
(Mota & Oliveira, 1999).

A salinizacdo € um dos processos mais importantes entre 0s que atuam na reducédo
da produtividade nas regides semi-aridas, e a implantacdo de uma agricultura sustentavel
depende do controle da concentragdo de sais no perfil do solo. Mais de 4 milhGes de
hectares do semi-arido sdo afetados pela salinidade e ha potencialmente cerca de 9 milhdes
de hectares com riscos de salinizacdo no Nordeste do Brasil (Pereira et al., 1997). Os solos
da regido semi-arida afetados pela salinizacdo ocupam varios estados do Nordeste,
principalmente Pernambuco, e Rio Grande do Norte.

Estes solos sdo altamente afetados pelo excesso de sais solUveis 0 que provoca
reducdo do potencial hidrico do solo, resultando em menor capacidade de absorcdo de agua
pelas plantas. Essa reducdo, associada com os efeitos tdxicos dos sais, interfere no
processo de absor¢do de agua pelas sementes, influindo também no desenvolvimento

normal das plantas (Rebougas et al., 1989) e sobre alguns processos biolégicos, como a
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fixacdo bioldgica de nitrogénio, pois prejudica a eficiéncia da simbiose (Shereen et al.,
1998). Em consequéncia torna esses solos na maioria dos casos ndo agricultaveis.

O feijdo caupi ou feijdo de corda (Vigna unguiculata (L.) Walp), que é uma
leguminosa com alto teor de proteinas no grao, representa um recurso importante, por ser
uma planta capaz de resistir as condi¢des de déficit hidrico, salinidade e altas temperaturas.
Tradicionalmente, é uma cultura de subsisténcia, cultivada por pequenos e médios
agricultores de base familiar, cujo excedente de producdo é comercializado em feiras
livres. No entanto, a cultura do feijdo caupi tem avancado para areas mais tecnificadas,
utilizando préticas de correcdo, fertilizacdo e irrigacdo, em rotacdo com outras culturas
(Freire Filho, 2005).

Assim como as plantas, as bactérias diazotréficas simbidticas apresentam grande
variagdo na tolerancia a salinidade. Essa tolerancia ao estresse salino pode ser atribuida a
variacbes de pH, temperatura, fonte de carbono solivel e a presenca de solutos
osmoprotetores (Graham, 1992).

A selecdo de estirpes de rizobio adaptaveis ao estresse de salinidade, altos pHs e
temperaturas elevadas da regido Semi-arida amplia as chances de sucesso para a introducéo
e estabelecimento da bactéria na associagdo com o feijado caupi, podendo aumentar a
produtividade de grdos. Para tanto, testes in vitro podem ser utilizados, pois, além de
permitirem a comparacdo de um grande nimero de microrganismos, sdo rapidos e de custo
relativamente baixo, possibilitando a identificacdo de estirpes tolerantes, antes da
verificacdo de sua tolerancia no campo (Nobrega et. al. 2004)

Este trabalho teve como objetivo testar a colecdo de rizbios obtida no trabalho
anterior, em faixas elevadas de pH e salinidade e selecionar os isolados que possam ser

promissoras em fixar nitrogénio em caupi.
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MATERIAL E METODOS

Os 19 grupos de bactérias estudados, quanto a diversidade de bactérias em solos do
semi-arido de Pernambuco, descrita no capitulo 1, foram testados em niveis crescentes de
sodio solivel em meio de cultura, pH e condutividade elétrica.

Foram selecionados representantes aleatoriamente dentre cada grupo formado pelas
caracteristicas morfoldgicas. O numero de isolados selecionados a partir de cada grupo de

origem foi proporcional a sua freqtiéncia.

Teste de tolerancia a niveis crescentes de pH, CE e sodio solavel: Os isolados foram
testados quanto & tolerancia @ NaCl em niveis de 1, 2 e 3% (10; 20 e 30 g L™), soltvel em
meio de cultura. As bactérias foram crescidas em meio YMA solido, contendo: 10g
manitol; 0,19 KoHPOy; 0,49 KH,PO4; 0,29 MgS0,4.7H,0; 0,1g NaCl; 0,4g extrato de
levedura; 5 mL sol. 0,5% em 0,2 N KOH de azul de Bromothimol; 15g Agar; num volume
de 1L; pH 6,8 (Fred & Waksman, 1928), e incubadas a uma temperatura de 28 °C.

Para tolerancia a pHs elevados, foram testada as faixas de 7,0, 8,0 e 9,0 no meio de
cultura YMA modificado, utilizando solugdes de NaOH 1mol L™.

As diferentes concentracGes de condutividade elétrica em meio de cultura YMA (4,
6 e 8 dS m™) foram produzidas partindo de uma solucdo estoque a 1 mol L™ de
CaCl,.2H,0, esta solucdo foi facilmente preparada dissolvendo 73,505g de CaCl,.2H,0
em 1 L de agua destilada.

A avaliacdo da tolerancia foi medida quando os isolados obtiveram crescimento em
condigdes normais do meio YMA (0,01% de NaCl, pH 6.8). No mesmo instante foi feita a

observacdo de crescimento dos mesmos isolados com relagdo aos demais tratamentos
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(NaCl, CE e pH) nos diferentes niveis. Os isolados que foram tolerantes receberam sinal

(+) e os que nao cresceram receberam sinal (-).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as estirpes cresceram no meio YMA na concentracdo de 0,01% de NaCl. No
entanto, a medida que a concentracdo de NaCl aumentou ocorreu uma reducdo na
porcentagem de isolados tolerantes (Figura 2).

Cerca de 69% dos isolados (90) avaliados foram capazes de crescer na
concentracdo de 1% (10g L™) de NaCl. Esses mesmos isolados apresentaram tolerancia na
concentracdo de 20g L™. Para Graham & Parker (1964) muitas espécies de rizébio podem
tolerar niveis acima de 20g L™ de NaCl no meio de cultura. No presente estudo, 56%
foram tolerantes quando submetidos & concentracdo maxima (30g L™). Estirpes tolerantes &
niveis elevados NaCl podem ter uma importancia ecologica sob condi¢des inadequadas
para sua sobrevivéncia (Xavier et. al., 2007). Sugerindo que microorganismos tendem a
processo de evolucdo, adquirindo estratégias para sobrevivéncia em condic¢des inospitas,
como as do semi-arido nordestino.

De forma geral, observou-se que os padrdes de crescimento de todas as estirpes
foram reduzidos com o aumento da concentracdo de NaCl no meio de cultura. Resultados
similares a este foram obtidos por Nobrega et. al. (2004) e Xavier et. al. (2007), avaliando

a tolerancia de rizobhio a salinidade in vitro.
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Figura 2. Tolerancia de isolados a diferentes concentracfes de sodio
soltvel em meio de cultura YMA.

Os isolados apresentaram-se mais resistentes aos testes de pH que aos de NaCl. Dos
125 isolados, 100% cresceram com pH 7, o que ja era esperado, visto que a faixa ideal para
o0 crescimento do rizébio varia entre 6.8 e 7. Quando submetidos ao pH 8, houve reducéo
de aproximadamente 25% deste total, seguido de queda no pH 9, com 70% do total de

isolados testados mostrando-se tolerantes (Figura 3).
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Figura 3. Tolerancia de isolados a diferentes faixas de pH em meio de
cultura YMA.

Todos os isolados procedentes dos solos salino e sddico formaram col6nias em
menos de 24 horas, 0 que caracteriza estirpes de crescimento rapido conforme Vincent
(1970), acompanhado de reacdo acida do meio de cultura e elevada produgéo de

exopolissacarideos (Figura 4).
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Figura 4: Numero de rizébios isolados de caupi em funcéo da reacdo de pH em meio de
cultura, do tamanho das coldnias e da producéo de expolissacarideos.

Norris (1965) sugere que leguminosas adaptadas a pHs neutro e alcalino estejam
associadas com rizébio de crescimento rapido, os quais geralmente produzem acido. Para
Tan e Broughton (1981), as estirpes de rizébio de crescimento rapido normalmente
nodulam leguminosas de origem temperadas e habitam solos de neutros e alcalinos.

Sprent (1994) sugeriu que bactérias de crescimento rapido sdo mais comuns em
regides aridas porque a habilidade para fixar N ndo é a maior prioridade para os rizébios -
sobreviver no solo é muito mais importante.

Silva et al. (1997), caracterizando populagdes nativas de rizébios também de solos
da regido Semi-arida de Pernambuco, observaram crescimento rapido em todos os isolados
estudados. Freitas et al. (2007) confirmaram esses resultados observando caracteristicas
fenotipicas de coldnias bacterianas de vinte e quatro isolados, que obtiveram todas as
col6bnias circulares, com diametro de 1-4 mm, bordas inteiras, homogéneas, com elevacao,
coloracdo branca e producdo variavel de exopolisacarideos.

Para Stamford et al. (1988, 1996), que isolaram rizobios de caupi (Vigna
unguiculata), soja (Glicine max) e jacatupé (Pachirrizus erosus) em amostras de solos da

Zona da Mata e da regido semi-arida de Pernambuco, e para Bezerra et al. (2005), que
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trabalharam com amendoim em solos com diferentes manejos agricolas da Zona da Mata
de Pernambuco, a ocorréncia de rizobio de crescimento lento ou rapido parece estar
relacionada com aspectos ambientais, pois observaram que a grande maioria dos isolados
da regido semi-arida tiveram crescimento rapido enquanto os da Zona da Mata crescimento
lento ou neutro.

Hungria & Vargas (2000), trabalhando com rizébio em condi¢bes de baixo pH,
referem que a exposicdo de isolados de rizébio diminui seu crescimento, sugerindo que
alguns processos citoplasmaticos da bactéria sdo sensiveis a esse fator. Aarons & Graham
(1991) observaram que em meio acido ha uma diminui¢do da sintese de proteinas pelas
bactérias, o que também pode afetar o crescimento bacteriano.

A caracteristica de alta producdo de exopolissacarideos vem sendo descrita por
varios autores como um mecanismo envolvido no processo de adaptacdo e sobrevivéncia
dos rizobios em distintas condigdes edafoclimaticas, como solos salinos (Xavier et al.,
1998), temperaturas elevadas (Osa-afiana & Alexander, 1982) e presenca de actinomicetos
produtores de antibidticos (Coutinho et al., 1999). Neste estudo, houve uma tendéncia que
indicou maior tolerancia a salinidade de isolados com crescimento rapido que acidificam o
meio e que sdo produtores de exopolissacarideos.

A grande capacidade de producdo de exopolissacarideos observada nos isolados
testados pode estar relacionada a tolerdncia a estresse ambiental, o que possivelmente
possibilita sua sobrevivéncia nesses solos. Barnet (1991), Sprent (1994) e Martins (1997),
observaram que isolados de rizébios de crescimento rapido sdo mais comuns em regides
semi-aridas, constituindo essa caracteristica como estratégia de sobrevivéncia, ja que sdo

mais tolerantes a seca que 0s de crescimento lento.
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Outro fato importante foi que as bactérias isoladas do semi-arido tiveram mais
predisposicdo em suportar condicBes extremas de pH em relacdo a sodicidade e até

salinidade (Figura 5).
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Figura 5. Tolerancia de isolados a condutividade elétrica, pH e s6dio
soltvel em meio de cultura YMA.

De acordo com os dados pode-se inferir que os niveis de sodio soltvel em meio de
cultura foram mais prejudiciais no desenvolvimento das bactérias. Para bactérias dos
géneros Rhizobium e Bradyrhizobium, os efeitos prejudiciais dos sais sdo mais evidentes,
particularmente em relacdo aos efeitos da concentracdo do ion especifico do que ao efeito

osmotico (Elsheikh, 1998).
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CONCLUSOES

e As bactérias isoladas do semi-arido tiveram maior predisposicdo em suportar

condicBes extremas de pH em relacdo a sodicidade e até salinidade;

e A sodicidade foi mais prejudicial no desenvolvimento das bacteérias,

particularmente em relacdo a concentracdo do ion especifico, que ao efeito

osmotico.
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CAPITULO HI
EFICIENCIA DE ESTIRPES DE RI1ZOBIO EM PLANTAS DE
CAUPI (Vigna unguiculata (L) WALP), AVALIADOS EM CASA

DE VEGETACAO

INTRODUCAO

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L) WALP) é bastante cultivado nas regides
tropicais da Africa, Asia America. Seu cultivo no predomina como agricultura de
subsisténcia. Para as populacdes de menor poder aquisitivo, representa uma das fontes
basicas de proteina vegetal, uma vez que o seu valor comercial normalmente é inferior ao
do feijdo comum (Phaseolus vulgaris). Merece destaque o consumo de caupi em estagio de
grédos verde, tradicional em todo o Nordeste, comercializado em feiras livres e
supermercados. Do ponto de vista alimentar, ndo h& praticamente diferenca em
comparagdo com o feijdo Phaseolus, apresentando até melhor balanceamento dos
aminoacidos gerais e em especial a cistina (Paiva, 1977).

Essa cultura € caracterizada ainda pelo baixo uso de tecnologia e por predominar
em solos marginais deficientes em nutrientes, principalmente nitrogénio e fésforo, fatores
que contribuem para baixa produtividade de gréos, que no Brasil situa-se em torno de 400
a 500 Kg.ha™ (Freire Filho et al., 1998).

Ele possui capacidade de se desenvolver satisfatoriamente em solos de baixa
fertilidade e tem rusticidade, tolerancia a déficit hidrico, a alta temperatura e a salinidade e
capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), quando em associa¢cdo com bactérias

conhecidas como rizobio (Martins et al., 1996). Para tanto, em condicGes de experimento e
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lavouras melhor tecnificadas, o feijao caupi tem apresentado alto potencial produtivo, que
em geral ndo tem sido explorado. A produtividade desta cultura poderia ser aumentada
pelo uso de inoculantes de rizdbios eficientes, que poderiam suprir as necessidades de
nitrogénio da planta (Zilli, 2001).

A estimativa da contribuicdo da FBN em feijdo-caupi estd na ordem de US$ 13
milhGes, somente para a regido Nordeste brasileira (Rumjanek et al., 2005).

Nem sempre a populacdo nativa do solo é capaz de estabelecer uma simbiose
mutualista com o hospedeiro cultivado. A selecdo de estirpes eficientes para maximizar a
fixacdo de nitrogénio em espécies vegetais de importancia econémica tem sido um dos
principais alvos da pesquisa.

A importancia econdmica para o Brasil da FBN pode ser exemplificada pelos
resultados obtidos com a soja, que devido ao melhoramento vegetal e selecdo de rizébios
adaptados, chegou a dispensar qualquer adubo nitrogenado, e com isto retorna anualmente
ao sistema solo-planta um montante de nitrogénio equivalente a trés bilhdes de ddlares
(Hungria & Campo, 2005).

A simbiose caupi/rizébio é de baixa especificidade, o que se torna uma barreira a
introdugdo de novos inoculantes, pois estirpes nativas ou naturalizadas estdo adaptadas as
condicBes edafocliméaticas do local e acabam competindo com as estirpes selecionadas,
restringindo a contribuicdo das mesmas para a FBN. Frente a esta situagdo, sobressaem-se
estratégias que avaliem a composi¢do e a contribuicdo para a FBN de estirpes de rizébio do
local onde se pretende introduzir o inoculante (Zilli, 2001).

Estudos da simbiose feijdo de corda/rizobio, principalmente envolvendo aspectos
ecoldgicos, tais como, competitividade e sobrevivéncia da estirpe inoculante, precisam ser
considerados, paralelamente aos esfor¢os no sentido de otimizar o processo de fixagédo

bioldgica de nitrogénio (Martins et al. 1996)
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E a combinagio de varios fatores bi6ticos e abi6ticos que vai determinar o sucesso
da inoculacdo. Através do conhecimento da biodiversidade presente nos diferentes
sistemas agroecologicos e das caracteristicas do organismo a ser introduzido pode-se
melhorar a adaptabilidade e capacidade competitiva do rizobio, fatores determinantes do
sucesso da préatica da inoculacdo (Straliotto & Rumjanek, 1999).

Uma estratégia chave para aumentar o desempenho destes inoculantes baseia-se na
selecdo de estirpes com capacidade para competir com as estirpes autéctones para a
nodulagdo, ou para sobreviver saprofiticamente nas condi¢fes edafoclimaticas locais. Esta
selecdo torna-se particularmente importante em solos afetados por condi¢cGes ambientais
adversas (O’Hara et al., 2002). Nestas situacfes, é essencial utilizar estirpes capazes de
sobreviver no solo em condicGes de estresse e em numero suficiente para garantir uma
populacéo capaz de nodular e fixar nitrogénio, competindo com as estirpes nativas.

Esse trabalho foi realizado com o objetivo de estudar o comportamento de rizébios
nativos e avaliar novas estirpes de rizébio e sua eficiéncia na absorcdo de nitrogénio com

perspectivas de aumento da produtividade do caupi sem custos de adubo nitrogenado.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um experimento em casa de vegetacdo do Departamento de
Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), para selecionar, em
vasos de “Leonard” adaptados (Vincent, 1970), em condicdes estéreis, estirpes de rizobio
oriundas de solos do semi-arido pernambucano eficazes no processo de fixacdo bioldgica

de N, em caupi e tolerantes a condigdes extremas de pH e salinidade.
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Selecédo de Estirpes de Rizébio de Alta Eficacia em Fixar N, em Plantas de

Caupi em CondicOes Estéreis

Todos os isolados obtidos dos solos, salino e salino-sodico (areas 1 e 2, descritos no
capitulo 1), foram testados quanto a capacidade de nodulacédo e fixacdo de nitrogénio em
caupi. Para isso, vasos de “Leonard” foram produzidos a partir de garrafas pet de 2L de
capacidade. Foram cortadas de modo que um vaso fosse produzido a partir de uma garrafa,
a parte inferior da garrafa servindo de suporte e parte superior com o substrato e a planta.
As tampas foram perfuradas e serviram de impedimento para a perda do substrato (Figuras
1 e 2A, B e C). A esterilizacdo foi feita com imersdo em solucdo de hipoclorito de sddio,
na concentragdo de 5%, por 1 hora, retirando-se o excesso com agua corrente (Figura 3).

A areia usada foi lavada em &gua corrente até que ficasse limpida, seca ao ar e
colocada em sacos plasticos com capacidade para 2L e esterilizadas em autoclave a 120 °C

e 1 ATM. Cada vasos foi preenchido com 1,3 Kg vaso™ de areia (Figuras 4 e 5).

m
m
& e

Figura 1. Area de Corte da Garrafa Pet.
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Figura 2 (A, B e C). Vasos de Leonard adaptado.

Figura 3. Esteriliagéo dos vasos com solucéo
de hipoclorito de sédio na concentragdo de 5%.

Figura 4. Enchimento dos vasos de
Leonard com substrato estéril.
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Figura 5. Vista dos vasos de Leonard
adaptados

Figura 6. Disposicdo dos vasos em casa de
vegetacéo.

As sementes de caupi utilizadas (Cv. IPA 206), resultado do cruzamento entre 0s
genotipos 371 e CNCx 11-2E, foram cedidas pelo Laboratério de sementes do Instituto
Agrondmico de Pernambuco - IPA. As sementes foram desinfestadas com alcool 70% e
hipoclorito de sodio (1:100), seguidas por seis lavagens com agua destilada esterilizada,
com a finalidade de retirar o excesso de hipoclorito. Cada vaso recebeu quatro sementes.
Apo6s 72 horas foi procedido o desbaste, deixando-se duas plantas por vaso e feita a
inoculacdo das bactérias, colocando-se 2 ml por vaso da suspenséao das estirpes em teste.

Os inoculantes foram produzidos no Nucleo de Fixacdo Bioldgica do N, nos
Tropicos, da Universidade Federal Rural de Pernambuco — NFBNT/UFRPE. As estirpes

foram incubadas isoladamente em 50 mL de meio YMA liquido (Vincent, 1970), com pH
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ajustado para 6,8, a temperatura ambiente sob agitacdo orbital a 105 RPM, por seis dias
para que a cultura atingisse a fase logaritmica de crescimento (Matsuda et al., 2002).

O desenho experimental consistiu em blocos ao acaso, com 3 repeti¢cdes. Além do
tratamento com as estirpes em teste foram usados dois tratamentos controles sem
inoculacdo, sendo um sem nitrogénio e um com 700 mg vaso™ de NH;NOs;, em doses
parceladas semanalmente (50, 150 e 450 mg vaso™) a partir de quinze dias apés o plantio
(DAP) (Relare, 2007). A solugéo nutritiva isenta de nitrogénio (Tabela 1), foi preparada de
acordo com Norris & Date (1976), e colocada diariamente num volume de 50 ml até sete
DAP. Posteriormente, 100 ml da solucdo foram colocados até o dia da colheita das plantas,

aos 40 DAP. Na colheita, As plantas foram foram separadas em raiz e parte aérea.

Tabela 1: Solucdo nutritiva para crescimento de plantas (Norris & Date, 1976).

Solucdo  Produto Quimico Concentracao mL da Sol. Estoque L™
Estoque (g.LY) da Sol. Final
1. KCL 29,8 2,5
2. KH,PO, 4,35 2,5
3. MgS0O,7H,0 98,6 2,5
4. Micronutrientes 0,5
CuS0,.5H,0 0,078
ZnS0,4.7H,0 0,22
MnS0,.4H,0 2,03
(NH4)6M07024.4H20 0,01
H3BO; 1,43
5. Citrato Férrico 1,795 1,0
6. CaS0,42H,0 68,0 1,0

Ajustada para pH 6,5 com solugo de KOH, 1 N.

Os nédulos foram retirados, lavados, contados e secos em estufa numa temperatura
entre 60 e 65 °C até atingirem peso constante. A parte aérea das plantas também foi seca
até peso constante e moida para a determinacdo do N-total pelo método semi-micro
Kjeldahl, segundo Tedesco et al. (1995).

A média das trés repeticdes da biomassa seca da parte aérea (BSPA) foi utilizada
para calcular a eficacia das estirpes em teste, em relacdo a testemunha nitrogenada segundo

Gibson (1980).
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E;= BSPAinoculada x 100
BSPA N-mineral

Eq.1

Os dados foram organizados em ordem crescente e agrupados em classes de
eficiéncia, utilizando o método de Brockwell et al. (1966) modificado, onde, E; > 0,60
(altamente eficaz), 0,55< E; < 0,60 (eficaz), E; < 0,50 (pouco eficaz) e sem nodulagéo
(ineficaz).

Os resultados quanto a biomassa seca da parte aérea (BSPA), biomassa seca da raiz
(BSR), numero de nodulos (NN), biomassa seca dos nodulos (BSN), teor de nitrogénio
(TN) e nitrogénio total (NT) das estirpes classificadas como altamente eficazes e eficazes
foram submetidos a analise de variancia, utilizando o procedimento GLM do SAS
Learning Edition 2.0 for Windows (SAS Institute, 2004). As médias foram comparadas

pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No entanto, sete isolados apresentaram eficacia acima de 55%. Desses, trés foram
classificados como altamente eficazes: NFB/REN-40, NFB/REN-36 e NFB/REN-49 com
70, 63 e 63% de eficacia respectivamente. Estas trés ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre si, para o parametro de eficécia relativa (Tabela 2).

De modo geral, a eficacia dos 44 isolados avaliados ficou entre 32 e 70%, com
relacdo ao controle com N-mineral, e a grande maioria deles foi pouco eficaz e até ineficaz
no processo de fixacdo de Ny,

As baixas eficacias podem ser explicadas pela grande variacdo de temperatura no
interior da casa de vegetacdo, durante o periodo de condugéo do experimento, variando de
23 a 59 °C (Figura 7). De acordo com a Relare (2007), o processo de nodulacdo é

prejudicado por temperaturas muito elevadas nos vasos (acima de 28-30 °C).

7 .
0.00 ——T (°C) —8—T max(°C) —A—T min(°C)
60,00 -
50,00 -
40,00 -

30,00 1 %84,
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Figura 7. Dados diarios de temperatura durante a conducdo dos experimentos.

Resultados experimentais tém sugerido que propriedades simbioticas poderiam ser

perdidas apds exposicdo prolongada a temperaturas elevadas. Isto poderia ocorrer em
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virtude da perda do megaplasmideo ou de dele¢des internas (Morrison et al., 1983; Sharma
& Laxminarayana, 1989).

Jones & Tisdale (1921) encontraram que a nodulacdo em soja foi marcadamente
reduzida quando temperaturas do solo excederam 35 °C. Em caupi, Dart & Mercer (1965)
encontraram que nodulos foram reduzidos em ndmero e tamanho quando submetidas a
altas temperaturas embora outros fatores, além da temperatura, estivessem também
envolvidos.

A Tabela 3 mostra que ndo houve diferenca significativa (p< 0,05) para biomassa
seca da raiz (BSR), nimero de nédulos (NN), biomassa seca de nédulos (BSN), teor de
nitrogénio (TN) e nitrogénio total (NT). Diferengas foram verificadas apenas para eficécia
(E;) e biomassa seca da parte aérea (BSPA).

A estirpe NFB/REN-40 mostrou-se superior as demais quanto a biomassa seca da
parte aérea das plantas nas quais foi inoculada. Observou-se também que ndo houve
diferencas significativas quanto ao tratamento com N-mineral (700 mg vaso™ de NH4;NOs)
(Tabela 2), demostrando um bom potencial para otimizacdo da contribuicdo da FBN nesta
cultura. Por outro lado, essa mesma estirpe ndo diferiu das demais quanto aos resultados do
numero de nodulos, biomassa seca da raiz, teor de nitrogénio e nitrogénio total das plantas.

Pardmetros como BSPA sdo levados em consideragdo principalmente por estar
diretamente relacionado com producdo de carboidratos no processo de fotossintese e
consequentemente com a otimizacdo da FBN. Correlacdes entre BSPA e componentes de
produtividade foram encontradas por Thies et al. (1991), Pimratch et al. (2004a e 2004b) e
Silva (2007), sugerindo que o acimulo de BSPA é uma caracteristica confidvel na selegdo

de estirpes com maior potencial simbiético.

58



Tabela 2. Eficacia (E;) e biomassa seca da parte aérea (BSPA) de
plantas de feijdo caupi, Cv. IPA 206 cultivadas em vasos de
Leonard, inoculadas com 7 estirpes de rizobios isoladas de solos do

Semi-arido Pernambucano, apés 40 dias de cultivo.

Fonte de N E; BSPA (g)
Test (N-min) 100a 3,11a
NFB/REN-40 70,46b 2,88a
NFB/REN-36 63,55b 2,59b
NFB/REN-49 63,33b 2,21b
NFB/REN-15 58,84b 1,86¢
NFB/REN-27 58,64b 1,82¢c
NFB/REN-20 58,47b 1,64c
NFB/REN-16 55,67b 1,45¢c

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem significativamente

entre si pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.

Tabela 3: Valores de probabilidade para eficacia (E;), biomassa seca da parte aérea
(BSPA), biomassa seca da raiz (BSR), numero de nddulos (NN), biomassa seca de
nodulos (BSN), teor de nitrogénio (TN) e nitrogénio total (NT) de plantas de feijdo
caupi, Cv. IPA 206 cultivadas em vasos de Leonard, inoculadas com 7 estirpes de
rizobios isoladas de solos do semi-arido pernambucano, apés 40 dias de cultivo.

FvVv E; BSR BSN TN NT
Tratamentos  0,04* 0,91 0,05 0,20 0,30
CV% 24 34 18 48 45

Considerando os resultados obtidos, pode-se inferir que os solos da regido Semi-

arida de Pernambuco apresentaram ocorréncia generalizada de estirpes de rizobio nativos

eficientes para inocular o caupi (Vigna unguiculata (L) Walp), em condi¢fes estéreis de

casa de vegetacdo. E importante a continuidade desse trabalho para estudos de eficiéncia,

sobrevivéncia e estabelecimento dessas estirpes nos solos de origem.

59



CONCLUSOES

e As estirpes NFB/REN-40, NFB/REN-36 e NFB/REN-49 demonstraram um bom

potencial para fixacdo biolégica de N, na cultura do feijdo-caupi;

e Temperaturas elevadas foram prejudiciais no processo de nodulagéo, ocasionando

baixas eficacias na grande maioria dos isolados.
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