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Levantamento de Rizobios Isolados de Nodulos de Caupi
Cultivado em amostras de Solo do Cerrado do Estado Piaui

Jerri Edson Zzilli*

Norma Gouvéa Rumjanek?
Francisco Rodrigues Freire?
Maria Cristina Prata Neves °

1. Introducéo

O Cerrado é uma savana tropical na qual a vegetacdo herbacea continua, coexiste
entre mais de 420 espécies de arvores e arbustos esparsos de galhos retorcidos e
cascas espessas. E a segunda maior formacao vegetal brasileira, superado apenas
pela floresta Amazonica. S&o aproximadamente 2 milhdes de km? espalhados por 10
Estados do Pais, correspondendo a 20% do territério nacional (Hoeflich et al. 1977).

Os fatores determinantes deste ecossistema s&o o clima estacional com
precipitacdes médias anuais de 1500 mm e os solos antigos, profundos, distroficos
(89 % da superficie da regido), acidos, com alta saturacdo de aluminio e baixa
fertiidade (Adamoli et al 1985). Em funcdo destas limitacdes, a exploracdo do
Cerrado foi iniciada apenas a partir da década de 70 com a expansao da cultura da
soja. Contudo estas areas ndo podem ser negligenciadas uma vez que compdem
uma das maiores fronteiras potenciais de expansao agricola brasileira, com cerca de
112 milhdes de ha aptos para o desenvolvimento da agricultura (Vargas et al. 1994).

Atualmente, o caupi esta sendo introduzido no Cerrado dos estados do Piaui e
Maranhao em lavouras recém-desbravadas, logo apés o cultivo de arroz, no final da
estacdo das aguas (safrinha), em regime de cultivo bianual com soja, sendo
observada uma produtividade média de 1500 Kg™*.ha.

! Aluno de mestrado em Ciéncias do Solo UFRRJ, Embrapa Agrobiologia
2 pesquisador da Embrapa Meio Norte
% Pesquisadora da Embrapa Agrobiologia



Por possuir ampla variabilidade genética, ampla tolerancia a condicbes
edafoclimaticas desfavoraveis, alto potencial produtivo, grande capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico, através da simbiose com Bradyrhizobium spp. e excelente
valor nutritivo, o caupi € uma espécie de grande valor genético estratégico (Ehlers &
Hall, 1997; Freire Filho et al.1998)

Apesar da cultura do caupi possuir alta capacidade de obter N via FBN (fixacao
biol6gica de nitrogénio), ndo hd um inoculante eficiente a nivel de campo para esta
cultura, no Brasil. Isto ocorre, em parte, porque 0 caupi possui a capacidade de
estabelecer nodulacdo com vérias estirpes de rizobio nativos, o que dificulta a
obtencado de um inoculante eficiente e competitivo (Mpepereki et al., 1996).

O melhor conhecimento da comunidade rizobiana dos solos destas areas sera
importante para o desenvolvimento de estratégias que visam otimizar a contribuicao

da FBN, neste sistema.

2. Materiais e métodos

2.1 Coletas de Amostras de Solo

As amostras de solo foram coletadas pelo Dr. Francisco Rodrigues Freire Filho
(Embrapa Meio - Norte), o qual amostrou solo em oito areas de Cerrado com
histérico de manejo distinto (Tabela 1), nos municipios de Sdo Domingos do
Azeitdo e Bom Jesus, ambos no estado do Piaui. As coletas foram realizadas a
20 cm de profundidade e cada amostra composta foi constituida de pelo menos

10 amostragens simples.



Tabela 1 — Descricdo do historico de manejo empregado em cada uma das areas de

Cerrado do Estado do Piaui utilizadas para o estudo.

Area |Municipio Descricdo das areas
s

01 Bom Jesus —|Solo de Cerrado com 3 anos de cultivo: 97 — arroz, 98 —
Pl soja e 99 — soja

02 S. D. Azeitdo— | Solo de Cerrado com 2 anos de cultivo: 98 e 99 com

Pl cultivo de arroz

03 S. D.|Solo de Cerrado com 5 anos de cultivo: 95 a 97 —
Azeitdo— PI arroz, 98 — soja e 99 — caupi

04 Bom Jesus —|Solo de Cerrado com 3 anos de cultivo: 97 — arroz, 98
Pl — soja e 99 — arroz

05 S. D. [Solo de Cerrado com 1 ano de cultivo: até 98 — capim
Azeitdo— PI e 99 — soja

06 Bom Jesus —|Solo de Cerrado sob &rea virgem
Pl

o7 S. D.|Solo de Cerrado com 7 anos de cultivo: 93 a 96 —
Azeitdo— Pl arroz, 97 e 98 — soja e 99 — caupi

08 Bom Jesus —|Solo de Cerrado com 3 anos de cultivo: 97 — arroz, 98
Pl — Soja e 99 — caupi

2.2 Cultivo de Plantas Iscas

Para capturar os rizbbios presentes nas amostras de solo, foi realizado um
experimento em casa de vegetacao, usando-se uma proporcao de areia e solo (2:1;
200g:100g). Foram utilizadas trés cultivares de caupi (BR14, CE315 e BR17), com
duas repeticdes para cada amostra de solo, representativa de cada uma das area
utilizadas para o estudo. As sementes do caupi foram previamente lavadas com
etanol (100%; 30 segundos) para reduzir a tensdo superficial das sementes,
seguindo uma desinfestacdo superficial com peroxido de hidrogénio (5%; 3 minutos)
e 10 lavagens sucessivas com agua estéril. As sementes livres de contaminantes
foram semeadas nos vasos (300 mL) previamente preparados. A irrigacdo foi
realizada com &gua estéril, quando necessario e os nutrientes foram fornecidos
fornecendo-se, uma vez por semana, 0.25l/vaso da solugcdo nutritiva Norris &
Doébereiner: KCL (2 mM), K;HPO,4 (0.3 mM), KH,PO4 (0.7 mM), CaS04.5H,0 (0.3



mM), ZnS04.7H,0 (0.7mM), MnSO, (1 mM), (NH4)s M0o7024. 4H,O (0.002 miMl), H3BO3
(112.5 nM), FeS0O4.7H,O (17.9 nM), acido citrico (26 mM)). Os ndédulos foram

coletados 40 dias apds a semeadura e foram estocados em silica gel.

2.3 Isolamento de Nodulos, Caracterizacdo e Agrupamento dos isolados

Foram isolados cerca de 5% dos nédulos (pelo menos 10 ndédulos) de cada
tratamento. Inicialmente os nédulos foram reidratados por algumas horas. Realizou-
se entdo, alavagem dos ndédulos com etanol (100%; 30 segundos), para reduzir a
tensdo superficial, seguindo uma desinfestacao superficial com hipolclorito de sodio
(5%; 4 minutos) e 10 lavagens com agua estéril. Em seguida os nédulos foram
pressionados com uma pinga sobre o meio YMA (Fred & Waksman, 1928), com agar
e azul de bromotimol contido em placa de Petri. Apds o isolamento as placas foram
incubadas a 28°C até o crescimento das bactérias, quando entdo as bactérias
crescidas foram repicadas para novas placas, contendo o mesmo meio, e
novamente incubadas a 28°C até novo crescimento das bactérias. A caracterizacdo
foi realizada segundo Vicent (1970), avaliando-se o tempo de crescimento de cada
um dos isolados, sendo separadas bactérias de crescimento lento (4 dias ou mais) e
rapido (até trés dias); o pH do meio apds o crescimento das bactérias, observado
pela coloragdo do meio de cultura contendo azul de bromotomol (alcalino, acido e
neutro); tamanho (mm), forma (circular ou irregular), borda (inteira ou irregular),
transparéncia e cor das coldnias. Quanto ao muco produzido pelas células, foram
avaliados os aspectos: quantidade (muito ou pouco), aderéncia a alca de platina,
observada pela remocao do muco da superficie do meio de cultura (sim ou néo) e
elasticidade, observada no momento da remog&o do muco do meio de cultura (sim

ou nao). A partir da classificagdo morfolégica (Anexo 2), elaborou-se uma matriz de



similaridade com o coefiente Simple Matching (SM=m/n, onde m é o nimero de
combinacdes ocorridas entre dois individuos e n 0 numero de combinagfes
possiveis) e agrupo-se o0s isolados em um dendrograma utilizando-se o método
UPGMA (célculo da média aritimética entre dois individuos atribuindo pesos iguais a

eles, — Unweighted pair-group method, arithimetic average).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos no final do isolamento 245 isolados de rizobio e, com excecao da
area de Cerrado Climax (area 6, Tabela 1), em todas as areas amostradas, obteve-
se pelo menos 30 isolados. Na area 6, observou-se uma baixa nodulacdo, onde os
nédulos eram aparentemente ineficientes pois, o interior dos nddulos possuia
coloracdo branca, provavelmente pela deficiéncia de legmoglobina e houve um
reduzido crescimento de bactérias a partir do extrato dos nédulos exposto ao meio
de cultura. Mostrando desta forma, que na area de cerrado climax, existe um
reduzido niumero de células de rizébios viaveis capazes de nodular caupi. A baixa ou
ausente nodulacdo em &reas nativas também pode estar relacionada com o baixo
requerimento de N em condi¢des de equilibrio (Bonnier & Brakel, 1969), ou devida
as limitantes condi¢bes de fertilidade do solo (Anexo 1), que podem dificultar a
sobrevivéncia da bactéria no solo. A baixa nodulacdo ainda, pela falta de
hospedeiros, o que faz com que o rizébio se adapte as condi¢cdes saprofiticas,
ocorrendo eventualmente perda de material genético envolvido na simbiose e FBN,
pois nestas condicfes estes materiais ndo lhes sdo necesséarios (Sprent et al.,

1994).



Vinte e dois dos 245 isolados obtidos apresentaram crescimento rapido em meio de
cultura (até 3 dias), o que é normal, pois o caupi, reconhecidamente é capaz de
nodular além de B. japonicum (Jordam et al., 1982) e B. elkanii (Kuykendall et al.,
1992), que possuem crescimento lento, com S. fredii (de Lajudie et al., 1994), S.
xinjiangense (Chen et al., 1998) e R. hainanense (Chen et al., 1997) que s&o de
crescimento rapido, assim como também R. tropici IIA, que nodulou muito bem com
caupi em um experimento de nodulacdo (dados ndo apresentados) e é largamente
encontrado nos solos de Cerrado (Mercante, 1997).

Os 245 isolados, agruparam-se morfologicamente em 39 diferentes grupos a nivel
de 100% de similaridade pelo coeficiente SM (Anexo 2). Dos 39 grupos formados,
um cujas caracteristicas morfologicas eram semelhantes a estirpes deB. japonicum,
englobou cerca de 50% dos isolados, e em outro grupo, o0 qual apresentou
caracteristicas muito semelhante a B. elkanii, agruparam cerca de 25% dos isolados.
Os outros 25% dos isolados se distribuiram em 37 grupos diferentes, porém todos

com caracteristicas semelhantes ao género Bradyrhizobium.
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Tabela 2 — Diversidade, riqueza e abundancia de rizébios nas diferentes areas

localizadas no Cerrado do estado do Piaui.

Areas estudadas

indices

1 2 3 4 5 6 7 8
Shannon- 0,39 361 132 229 223 198 0,35 1,03
Weaver
Margalef 200 400 1,14 2,29 1,72 1,11 0,29 0,86
Menhinick 057 294 091 174 137 134 0,37 0,72
Simpson 0,88 0,10 053 031 030 032 0,88 0,59

indice de diversidade de Shannon-Weaver (H=-api. log, pi), riqueza de Margalef,
(DMG=S-1/InN), Menhinick (DMN=S/N)) e abundancia de  Simpson (c=-&(pi)?). N
€ 0 numero total de individuos, S o numero total de grupos e pi a freqiéncia de
grupos observada em cada populacdo (Odum, 1988; Maguran, 1988). Os indices
foram calculados a partir do agrupamento UPGMA, seguindo uma matriz de
similaridade SM.

Obs.: N&o foram considerados os isolados de crescimento rapidos.

A Tabela 2 mostra maiores valores dos indices de diversidade e riqueza na area 2,
na qual havia ocorrido o cultivo de arroz em 1998 e 1999 logo ap6s a derrubada do
Cerrado climax. O mesmo ndo aconteceu nas demais areas, pois estes mesmos
parametros foram pelo menos 40% inferiores em relacdo a area 2. Ja para o indice
de abundancia de Simpson, observou-se o contrério, a area 2 apresentou a menor
abundancia de rizébios, enquanto as outras areas apresentaram valores para este

pardmetro pelo menos 100% maiores. Em especial, na area 7, observou-se que
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cerca de 90% dos isolados eram morfologicamente idénticos. Nesta area, assim
como nas areas 1, 3, 4, 5, 7 e 8 historicamente havia ocorrido o cultivo de soja por
pelo menos um ciclo, o que torna aparente a influéncia da leguminosa na
diversidade de rizébios (Woomer et al., 1988; Miethling et al. 2000).

A influéncia da leguminosa na populacédo de rizébio é um fato comum e tem sido
reportada como o fator mais importante para a presenca do rizébio no solo (Yourself
et al. 1987; Woomer et al., 1988). Ha ainda que se somar que a soja tem sido
normalmente inoculada nestas areas o que favorece ainda mais o aumento da
populacdo de rizobio, especialmente se a estirpe inoculante for adaptada as

condi¢Bes do solo (Vargas et al., 1994).
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Analise quimica do solo para macronutrientes, realizada no
laboratério de solos da Embrapa Agrobiologia

Anexo 1

14

pH em A" Ca'* Mg*? P K*
Areas | 4&gua Cmolc*.dm? Mg*.dm®
1 4,9 0,8 2,0 1,2 3 23
27 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
57 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
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" Area localizadas no municipio de Bom Jesus PI, local de coleta de amostras para
avaliacdo da populacao de rizobio nodulante de caupi;

" Area localizada no municipio de Sdo Domingos do Azeitdo PI, local de coleta de
amostras para avaliacao da populacdo de rizébio nodulante de caupi;

* Teor do elemento abaixo do limite de deteccédo do método utilizado,



Analise quimica do solo para micronutrientes, realizada no

laboratdrio de solos, agua e plantas da Embrapa Solos

16

i Elementos Analisados (mg™. dm®)
Areas
Mo |Cr Mn |Fe |Co [Ni Cu [Zn |AI Cd |Pb

1’ * 0,07 1,14 |33,1 |* 0,08 |0,07 |1,96 345 |0,02 |*
6 7 4 0

2" * 0,07 |2,02 |37,8 |* * 0,10 |0,25 492 |* *
6 6 7

3" * 0,05 |1,86 [28,3 |* * 0,12 |1,3 |441 |* *
8 1

4 * 0,04 |0,80 38,3 |* * 0,04 |0,48 [252 |0,02 |*
2 0 6 7 4

5" * 0,05 |0,97 28,8 |* * 0,11 |0,21 |554 |* *
3 2 8 7

6 nd nd nd nd nd nd nd Nd |nd nd nd

7 * 0,08 |1,18 [36,1 |* 0,07 |0,06 |1,98 322 |0,01 |*
9 5 6 0

8 nd nd nd nd nd nd nd Nd |nd nd nd

" Area localizadas no municipio de Bom Jesus PI, local de coleta de amostras para

avaliacdo da populacao de rizobio nodulante de caupi;

" Area localizada no municipio de Sdo Domingos do Azeitdo PI, local de coleta de

amostras para avaliacao da populacdo de rizébio nodulante de caupi;
* Teor do elemento abaixo do limite de deteccédo do método utilizado;

nd Amostras ndo determinadas.
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Anexo 2

Caracterizacdo morfoldgica de isolados de rizobio obtidos do cultivo de caupi com solo de Cerrado

G. Morf Isolado  tempo de pHdo meio Tamanho da Formada Elevacdoda Borda Transparéncia Aparéncia da Cor da Aparénciado Elasticidade Tipo de
cres. coldnia (mm) coldnia coldnia coldnia coldnia muco do muco muco
1A 5C4 2 Acido 2a3 Irregular Plana Inteira Sim Homogénea Branca Homogéneo Clelast. Viscosa
2A 2A8 2 Acido 2a3 Circular Plana Inteira Sim Homogénea Branca Homogéneo Clelast. Viscosa
3A 2C1 2 Acido la2 Irregular Plana Inteira Sim Homogéneo Branca Homogéneo Clelast. Viscosa
4A 2C10 2 Acido 2a3 Circular Plana Inteira Sim Homogéneo Branca Homogéneo Clelast. Viscosa
4A 2C11 2 Acido 2a3 Circular Plana Inteira Sim Homogéneo Branca Homogéneo Clelast. Viscosa
4A 2C9 2 Acido 2a3 Circular Plana Inteira Sim Homogéneo Branca Homogéneo Clelast. Viscosa
5A 2A1 2 Acido 2a3 Irregular Plana Inteira Sim Homogénea Branca Homogéneo Clelast. Viscosa
5A 2B10 2 Acido 2a3 Irregular Plana Inteira Sim Homogénea Branca Homogéneo Clelast. Viscosa
5A 2B3 2 Acido 2a3 Irregular Plana Inteira Sim Homogénea Branca Homogéneo Clelast. Viscosa
6A 1B14 3 Acido 2a3 Irregular Plana Inteira Sim Homogénea Branca Homogéneo Slelast. Viscosa
7A 5C3 2 Acido 2a3 Irregular Plana Inteira Sim Homogénea Branca Heterogéneo Clelast. Viscosa
7A 2B6 2 Acido 2a3 Irregular Plana Inteira Sim Homogénea Branca Heterogéneo Clelast. Viscosa
7A 5C1 2 Acido 2a3 Irregular Plana Inteira Sim Homogénea Branca Heterogéneo Clelast. Viscosa
8A 1B4 2 Acido 2a3 Circular Plana Inteira Sim Heterogéneo Branca Heterogéneo Clelast. Viscosa
8A 1B5 2 Acido 2a3 Circular Plana Inteira Sim Homogénea Branca Heterogéneo Clelast. Viscosa
9A 2B5 2 Alcalino 2a3 Irregular Plana Inteira Sim Homogénea Branca Heterogéneo Slelast. Viscosa
9A 2B7 2 Alcalino 2a3 Irregular Plana Inteira Sim Homogénea Branca Heterogéneo Slelast. Viscosa
9A 2B8 2 Alcalino 2a3 Irregular Plana Inteira Sim Homogénea Branca Heterogéneo Slelast. Viscosa
10A 2A10 2 Acido 2a3 Irregular Plana Inteira Sim Homogénea Branca Heterogéneo Slelast. Viscosa
10A 3A2 2 Acido 2a3 Irregular Plana Inteira Sim Homogénea Branca Heterogéneo Slelast. Viscosa
11A 2A11 2 Acido 2a3 Irregular Plana Inteira Sim Homogénea Amarela Heterogéneo Slelast. Viscosa
11A 3B2 2 Acido 2a3 Irregular Plana Inteira Sim Homogéneo Amarela Heterogéneo Slelast. Viscosa
12A 1C3 2 Acido 2a3 Circular Plana Inteira Sim Heterogéneo Branca Heterogéneo Slelast. Viscosa
13A 7A1 2 Acido 2a3 Irregular Plana inteira Sim Homogénea Branca Heterogéneo Slelast. Viscosa
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