EFEITO DE EXTRATO RADICULAR SOBRE A NODULAGAO DE CAUPI!
FABIO F. ARAUJO? o JOSELITO S. MEDEIROS?

RESUMO - Foram estudados os efeitos do extrato de raiz de caupi (Vigna unguiculata (L.)
Walp.) sobre a nodulagéo desta espécie em casa de vegetacio. Duas estirpes de Bradyrhizobium
(MAC-2 e RBGm-28) foram pré-tratadas com extrato, e testados os seus desempenhos simbio-
ticos, O extrato radicular alterou significativamente algumas etapas do processo simbi6tico na
associagfio caupi RBGm-28. Neste caso, houve uma redugfio do nimero de nédulos formados e
da massa nodular seca. O tempo de cultivo do inéeulo influenciou significativamente a massa
nodular seca € a drea foliar das plantas.

Termos para indexacéo: caupi, bactéria, inGeulo, fixagho do N,
EFFECT OF ROOT EXTRACT ON NODULATION OF COWPEA

ABSTRACT - This work studied the effects of root extract on nodulation of cowpea (Vigna
unguiculata (L.} Walp.) in the greenhouse. Two strains of Bradyrhizobium (MAC-2 and
RBGm-28) were pre-tested with the extracts of cowpea roots, and their symbiotic performances
were analysed. In the association cowpea/RBGm-28, the root extract influenced significantly
some of the stages of the symbiotic process. In that case a decrease in the number of nodules
formed and in nodule dry weights was observed. The time of inoculum culturing influenced
significantly the dry weight and the plant leaf area.

Index terms: cowpea, bacteria, inoculum, N, fixation.

INTRODUGCAO

Rhizobium e Bradyrhizobium sio géneros de
bactérias do solo, hdbeis a infectar ¢ nodular
uma ampla variedade de leguminosas, reduzin-
do nos nédulos o N atmosférico e liberando
amodnia, a qual ¢ utilizada pela planta (Dart
1974). A fixagio simbidtica de N € um processo
de miltiplas etapas, ¢, apesar dos avangos al-
can¢ados no estudo deste fenémeno, resta mui-
to a ser investigado sobre ele. Entre as etapas
que necessitam ser claramente compreendidas
estdo as do reconhecimento entre os simbiontes
e o desencadeamento do processo de infecgdo
(Bhagwat & Thomas 1983).

Ultimamente, existe grande interesse em
desvendar 0s mecanismos biolgicos das etapas
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iniciais do processo simbiético, pela importin-
cia que tém na determinagio da especificidade
hospedeira ¢ a competicdo entre as bactérias
para nodulagido. Muitos dos genes bacterianos
necessdrios a nodulagdo estdo presentes em
grandes  plasmfdeos denominados  Sym
(Johnston et al. 1978). Estes plasmideos contém
vdrios genes, que codificam a interagéo inicial e
a nodula¢io, denominados genes Nod (Zaat et
al. 1988).

Os genes Nod em Rhizobium sdo ativados
por exsudatos radiculares, onde os indutores de
um hospedeiro ndo sio necessariamente idénti-
cos aos de outros hospedeiros do mesmo grupo
de inoculagio cruzada (Peters & Long 1988).
Do mesmo modo, alguns autores citam que
uma espécie bacteriana de um grupo de inocu-
lagio cruzada pode ser induzida de alguma
forma por compostos radiculares de uma espé-
cie vegetal de um grupo diferente (Bhagwat &
Thomas 1982).

Os compostos fendlicos vém, atualmente,
sendo identificados como substéncias indutoras
das etapas iniciais da interagio bactériaflegu-
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minosa (Innes et al. 1985 e Peters et al. 1986).
Entre as varidveis estudadas na indugho, desta-
cam-se a concentragio do extrato € o tempo de
incubagdo do extrato com as bactérias nodula-
doras (Bhagwat & Thomas 1983).

Dentro deste contexto, o presente trabalho
objetivou analisar a influéncia do extrato radi-
cular na nodulacdo, ¢ a eficdcia das estirpes de
Bradyrhizobium spp isoladas no nordeste, sob
condigdes de casa de vegetagdo, objetivando a
visualizagdo agrondmica de uma técnica de
pré-tratamento acessfvel aos produtores.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Departa-
mento de Biologia da UFRPE, Recife, no petfodo de
Dezembro/1988 a Janeiro/1989. Foram utilizadas
duas estirpes de Bradyrhizobium sp. MAC-2 e
RBGm-28, da colegfio do sctor de Genética do De-
partamento de Biologia da UFRPE, isoladas e carac-
terizadas a partir de nédulos de caupi cv. IPA-202, ¢
soja cv. Tropical, respectivamente. Foram determina-
dos os tempos de geragio das estirpes utilizadas no
experimento, utilizando-se 0 método de diluigic des-
crito por Vincent (1970).

O método utilizade para a obtengio do extrato ra-
dicular fundamentou-se, em algumas etapas, no des-
crito por Peters & Long (1988), porém foram feitas
vdrias modificacbes, em face da nfo-utilizagio de
substancias puras, para a extragdo do produto da su-
perficie radicular, Sementes de caupi foram esteriliza-
das superficialmente em etanol e 70%, por 5 minutos,
seguido de hipoclorito de sddio a 0,5%, por 3 minutos.
Logo apGs, foram efetuadas seis lavagens em &gua
destilada e esterilizada (Vincent 1970). As sementes
foram, entdo, transferidas para placas-de-petri com al-
godédo umedecido em #dgua destilada, sendo o conjun-
to esterilizado anteriormente em autoclave (121.C por
15 minutos). Apds a incubagio em ambiente escuro
(20.C) por trés dias, as pontas (5 mm) das radfculas
de dez plantulas foram cortadas assepticamente e
transferidas imediatamente para um tubo de ensaio
contendo 10 ml de dgua destilada estéril; a massa fres-
ca de raiz utilizada somou 6,0 mg. O conteddo foi agi-
tado por dois minutos com bastfio estéril, sendo feita
pequena press&o na raiz contra a parede do tubo, sem,
contudo, macerd-la totaimente. Logo em seguida, foi
centrifugado a 5000 RPM durante cinco minutos. Fo-
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ram retirados 5 ml do sobrenadante, o qual foi dilufdo
dez vezes, ficando o Ph em 7,6; a pureza da solugfio
final foi checada microscopicamente, para contami-
nagho bacteriana, Da solugio final foram retirados
0,4 ml para cada tubo contendo as estirpes a serem
pré-tratadas, 24 horas antes da inoculagfo.

As estirpes cresceram em meio YM (Vincent
1970) a 20°C, por trés, sete e dez dias em tubos com
4 ml de meio. Para o plantio foram wtilizados vasos de
Leonard contendo areia de rio lavada em dgua desti-
lada até Ph constante. Os vasos foram esterilizados
sob vapor a 121.C por uma hora, por duas vezes al-
ternadas, € transferidos para casa de vegetagfo. O de-
lineamento experimental usado foi de blocos a0 acaso,
com quatro repetigoes, sendo empregado o ensaio fa-
torial 2x 3 x 2, com um total de 52 parcelas, incluindo
Os controles.

Para o plantio, utilizaram-se sementes esterilizadas
e germinadas, conforme metodologia citada anterior-
mente, sendo feita a marcagio da ponta da raiz com
cancta a prova d’igua. Foram plantadas duas plintu-
las por vaso, a uma profundidade de 3 cm, em seguida
adicionou-se 1 ml do indculo por plantula, cobrindo-as
com areia umedecida. A cada trés dias adicionou-se
aos vasos solugio nutritiva modificada de Norris
(1964), isenta de N combinado. As adigSes de dgua
foram feitas com base na diminuigio do nfvel de dgua
na parte inferior do vaso. A coleta do experimento
deu-se aos 42 dias apés o plantio.

Para determinagéio do peso de matéria seca, sepa-
rou-se a parte aérea da raiz das plantas na altura do
n¢é cotiledonar. A parte aérea foi secada em estufa a
70°C até alcangar peso constante. Determinou-se a
distribuigdo espacial dos nddulos, ¢, posteriormente,
foram separados da raiz, secados a 70°C, e, em segui-
da, pesados. O N total da parte aérea foi determinado
pelo método semi-micro Kjeldahl modificado por Te-
desco (1978). A drea foliar, AF/Planta, foi mensurada
com auxilio de régua métrica € apraximagso do folfolo
a um tridngulo, estimando-se com amostragem de
duas folhas do tergo médio por planta.

O modelo estatistico usado na andlise de varidncia
foi:

Yiju = X + S + Dy + By + ESjj + EDy +
+ DSjk+ EDS;ji + Rijig, onde Yy € o valor do tra-
tamento i e estirpe j, na idade do inéculo k; X é a mé-
dia geral; E; mede o efeito do tratamento {; §j mede o
efeito da estirpe j; D mede o efeito da idade do in6-
culo k; B; mede o efeito do bloco I; ESjj, EDj, DSjx ¢
ESDjjx1 medem os efeitos das interagoes, € Ry € o
erro associado com a observaggo ijkl

A importancia relativa dos componentes genéticos
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de variabilidade simbidtica foi estimado segundo
Mytton et at. (1977).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na contagem de colOnias, a partir
das diluigbes do indculo inicial, foram observa-
dos tempos de geragdes de 13,6 horas para
MAC-2 ¢ 8 horas para RBGm-28. Os in6cuios
nio foram padronizados nas diferentes idades
(3, 7 ¢ 10 dias), no tempo 0 apresentavam
2 x 104 bactérias/ml.

Na Tabela 1 é apresentada uma andlise dos
resultados obtidos. A anédlise do parfmetro
matéria seca da parte aérea (MSPA) ndo de-
monstrou diferencas significativas nas médias
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de todas as fontes. O pré-tratamento com extra-
10 expressou, em suas médias, superioridades
significativas com respeito 4 porcentagem de
nodulos na raiz principal (% NRP) e 2 altura
das plantas. Os efeitos da estitpe MAC-2 foram
significativamente superiores aos da RBGm-28
em relagio a niimeros de nodulos, N total, drea
foliar e.altura por planta, enquanto a estirpe
RBGm-28 produziu significativamente maior
massa nodular do que a estirpe MAC-2.

A idade do indculo influenciou significati-
vamente a massa nodular seca (MNS) e a area
foliar (AF). O in6culo de dez dias produziu
maior massa nodular seca por planta, € © in6cu-
lo de sete dias produziu a menor drea foliar por
planta. A concentracio de 2x10% e 1x 107,
bactéria/ml, para as estirpes MAC-2 e
RBGm-28, respectivamente, observada no ter-
ceiro dia de crescimento do in6culo, foi sufi-

TABELA 1 - Efeito de extrato estirpe ¢ idade de inécnlo em virios parimetros analisados na simbiose caupi

x Bradyrhizobium. Média de 4 repeticbes.

Ne nddulos %nddulos  Massa no- Maiéria Nitrogénio
Tratamento (nodulox naraiz  dular seca seca parte total Area foliar  Altura
planta) principal (MGy/planta) aérea (G/PL.) (MGN/PL.) (CM2/PL) {em)
Extrato
Radicular
P.ISE.* 598A 49.0B 149.1 A 155 A 662 A 8218 A 780A
PLCE. ** 507B 62.1A 151.7A 165 A 684 A 851.7A 87.1A
DMS (5%) 0.656 12.8 19.7 0.217 113 60.1 8.42
Estirpes
MAC-2 612 A 505 A 128.1 B 1.53A 787 A 9N30A 904 A
RBG,-28 4918 61.0A 1726 A 1.67 A 559B 7510B 746 B
DMS (5%) 0.656 12.8 19.7 0217 113 60.1 8.42
Iné6eulo
(idade)
3 dias 55 A 500 A 1494 B 1.57A 649 A 899.7 A 875A
7 dias 542A 602 A 12998 155A 61.1 A 75538 809A
10 dias 572A 570A 1718 A 168 A 759A 855.2A T9.1A
DMS (5%) 0.969 189 29.1 032 16.6 88.7 12.43
C V(%) 208 380 223 23.05 28.5 12.2 174

Na mesma coluna, o conjunto de duas ov trés linhas com suas médias seguidas da mesma letra nfio diferem es-
tatisticamente entre si. Conforme teste de Tukey, ao nivel de 5%.

* Planta inoculada sem extrato.
** Planta inoculada com extrato.
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ciente para promover o niimero maximo de n6-
dulos/planta, resultado este coincidente com o
encontrado por Bhuvaneswari et al. (1988), no
qual foi observado que a mdxima resposta de
nodulagio por caupi foi a concentragho entre
10° e 107 bactéria/planta. Nota-se, também, que
0 némero de células por in6culo, superior para
a estirpe RBGm-28 (crescimento mais rdpido),
ndo conseguiu superar a estirpe MAC-2 com re-
lagdo a0 nGémero de nédulos por plania, o que
mostra que a correlagio simbiGtica foi maior
para o par homélogo (MAC-2 x Caupi), con-
firmando especificidade genética esperada.

O resultado encontrado, concernente ao
efeito do tratamento com extrato radicular na
percentagem de nédulos localizados na raiz
principal (acima da marca na raiz), foi seme-
Ihante a0 encontrado por Bhagwat & Thomas
(1982) trabalhando com exsudato radicular de
caupi ¢ sua influéncia para estimular a nodu-
laglo acima da referida marca. Estes autores ci-
tam que o pré-tratamento provocou maior ra-
pidez para a nodulagio em estirpes lentas para
infecgiio da hospedeira. A localizagio dos nodu-
los em relagdo A ponta da raiz marcada no ter-
ceiro dia de germinagfio e inoculada com Rhizo-
bium indica a proporg¢io de infecgoes iniciadas
imediatamente apGs a inoculagdo. Foi observa-
do que as estirpes que nodularam rapidamente
formaram nédulos, principalmente acima da
drea marcada. Deste modo, pode-se sugerir que
uma dispersio dos nodulos na raiz reflete um
perfodo mais longo de reconhecimento simbio-
tico. O mesmo efeito de dispersio foi observado
em amendoim (Arachis hipogea) por Nambiar
€t al. (1983) trabalhando com indculos de dife-
rentes idades sem pré-tratamento.

Com relagéo ao N total/planta, os resultados
obtidos com a estirpe MAC-2 confirmaram o
desempenho encontrado por Macedo (1986)
com o mesmo hospedeiro. Os resultados obti-
dos com RBGm-28 sdo superiores aos encon-
trados por Montano - Velasco (1989) com a
cultivar de caupi IPA-203.

Ddbereiner et al. (1966) relatou a existéncia
de nédulos grandes situados nas rafzes prim4-
rias € uma indicagio de uma simbiose eficiente,
demonstrando que na maioria dos casos o N fi-
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xado estd na dependéncia do tecido nodular
formado. Com base nos dados da Tabela 1, ob-
servou-se que a estirpe RBGm-28, com relagiio
ao hospedeiro caupi, nio superou MAC-2 no
valor do N fixado, mas apresentou valores signi-
ficativamente mais altos de MNS, o que de-
monstra que, dependendo dos pares simbiGticos
em questiio, ndo € vilido utilizar a MNS como
indice de eficiéncia de fixagio simbidtica em le-
guminosas.

Na Tabela 2, tem-se o desdobramento de to-
dos os efeitos em relagfio aos sete pardmetros
analisados. Com respeito 2 estirpe MAC-2, nio
houve nenhum efeito de tratamento desta com
© extrato de raiz sobre os parimetros analisa-
dos; entretanto, observando-se os resultados
obtidos com a estirpe RBGm-28, nota-se que 0
extrato de raiz diminuiu significativamente a al-
tura das plantas. Isto pode indicar que, depen-
dendo do par simbidtico em questio, 0 nimero
de ndédulos formados néio traduz com garantia
uma boa eficiéncia simbidtica. Vdrios autores
citados por Nambiar et al. (1983) trabalhando
com soja observaram que esta leguminosa niio
respondeu ao aumento da densidade do inGculo
inicial, tendo bom desempenho com baixas con-
centraghes de indculo adicionado, isto variando
de acordo com o tipo de substrato utilizado. G
mesmo autor relata que a mdxima fixacio de N
foi observada com 2,4 x 10° de rizébio/semente
em solo, enquanto 10° de rizébios foram reque-
ridos para uma boa fixagio em plantas crescidas
em areia.

Comparando-se as estirpes (Tabela 2), ob-
serva-s¢ que as mesmas, quando nio tratadas
com extratos de raiz, apresentaram diferengas
significativas no N-total, na 4rea foliar € na al-
tura da planta. O tratamento com extrato de
raiz foi capaz de alterar o comportamento des-
tas estirpes quando reduziu significativamente o
nimero de nddulos da estirpe RBGm-28 fazen-
do com que esta nodulacio fosse significativa-
mente diferente do nimero de nédulos formado
pela estitpe MAC-2, Este mesmo tratamento
aumentou consideravelmente a massa nodular
seca formada pela estirpe RBGm-28 em relagio
a estirpe MAC-2. Foram ainda alterados os
pardmetros drea foliar € altura das plantas, fa-
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TABELA 2 - Desdobramento dos efeitos do extrato sobre a estirpe (E/S) ¢ da estirpe sobre o extrato (S/E)
em relacfio aos 7 parimetros analisados na simbiose caupi x Bradyrhizobium. Média de 4 repe-

tighes.
N¢nddulos %nddulos Massa no- Matéria Nitrogénio
Desdobramento  (n6dulox  naraiz  dularseca  seca parte total  Areafoliar  Altura
planta) principal (MG/planta) aérea (G/PL.) (MGN/PL.) (CM2/PL) (em)
MAC-2

PISE. * 629A 422 A 135.0A 1.69A 80.2 A 914.0 A 87.9 A

PICE. ** 594 A 587 A 122.0A 162A T12A 9320A 9N29A
ES RBG\,-28

P.ISE. 5.71A 568 A 1640 A 141 A 522A 729.0 A 680B

PICE. 402B 652 A 1820 A 165 A 59.6 A 7720 A 813 A

PISE.

MAC-2 629 A 422A 1350 A 1.69 A 80.2A 914.0A 879B

RBGy,-28 5.71A 568 A 164.0 A 141 A 522B 7290B 68.0B
S/E PICE.

MAC-2 - 594 A 587 A 1220B 162 A 712A 9320A NIA

RBGy-28 402B 652 A 1820A 165A 596B TI20A 8l13A
DMS (5%) 0.928 18.0 279 031 159 85.0 119

Na mesma coluna, o conjunto de duas ou trés linhas com suas médias seguidas da mesma letra n&o diferem es-
tatisticamente entre si. Conforme teste de Tukey, ao nivel de 5%.

* Planta inoculada sem extrato.
** Planta inoculada com extrato.

zendo com que as diferengas considerdveis que
existiam quando as bactérias eram comparadas
entre si, sem tratamento, deixassem de existir.
Baseando-se nos dados acima expostos, notam-
sc respostas simbiGticas diferenciais das estirpes
aos extratos de raiz. Isto demonstra que a gran-
de variabilidade genética encontrada nas estir-
pes isoladas no Nordeste, € capaz de nodular
caupi (Laroceric 1987 ¢ Montano - Velasco
1989), reflete-se tamb€ém na resposta ao trata-
mento com extrato de raiz.

A Andlise dos efeitos dos diferentes componen-
tes sobre a variabilidade fenotipica total dos
parimetros estudados neste trabalho revela que
o componente estirpe produziu, como espera-
do, 0 maior efeito sobre a maioria dos parime-
tros, 0 que vem enfatizar a importdncia deste
componente na selecio de pares simbiGticos
eficientes (Tabela 3). O maior efeito deste
componente foi sobre a drea foliar (46,1%), ¢ 0

menor, sobre o pardmetro MSPA (1,8%). Isto
pode significar que em combinagdes heterélo-
gas de bactérias com plantas, a andlise do pari-
metro MSPA ndo demonstra a grande variabili-
dade fenotipica existente entre os vdrios pares
simbidticos formados, o que influiu no valor
¢elevado obtido em outros pardmetros avaliados.
Os componentes extrato radicular e idade do
indculo (em diferentes concentragdes) nio tive-
ram grande contribui¢gdo na VFT da maioria
dos parimetros, salientando-se o efeito do
componente extrato no nimero de nédulos
(13,9%), o do componente idade do in6culo na
massa nodular (14,3%) ¢ 4rea foliar (15,4%).
As interagdes, como efeito ndo aditivo nos
componentes genéticos, apresentaram pouca
contribui¢io na variabilidade, tendo no pari-
metro % NRP o maior percentual (interagfio
estirpe x idade do in6culo - 30,1%), enfatizan-
do-se, com isto, que o estado fisiologico da
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TABELA 3 - Componentes da variabilidade simbi6tica para sete parimetros vegetais e sua relativa im-
portiincia no percentual de variabilidade fenotipica total (niimeros em parimetros).

N¢né6dulos %n6dulos  Massa no- Matéria Nitrogénio
Componente  (n6dulox  naraiz  dular seca seca parte total Area foliar  Altura
planta) principal (MG/planta) aérea (G/PL.) (MGN/PL.) (CM2/PL) (cm)
E 44.1 575 - - - 12.8 33.08
(13.9) (53) { 0.04) (83)
-8 831 36.4 943.8 0.0048 244.5 144.35 116.2
(26.2) ( 33) (36.6) { 1.8) (28.9) (46.1) (29.3)
D -1 - 3694 - (35.8) (48.13) 6.58
(14.3) ( 4.23) (15.4) (17
Ex& 20.9 - 140.7 0.009 - - -
( 66) (55 (35
ExD - 135.1 - - - 16.22 34.9
(12.3) (516) (88
SxD 12.7 329.1 - 0.045 - - -
( 4.0) (30.1) (17.5)
ExSxD 4.10 64.3 - 0.063 199.1 - -
(13) (59 (24.4) (23.5)
Ambiente 1519 471.1 1123 0.136 366.8 104.63 205.4
(48.0) (43.1) (43.1) (52.8) (43.4) (33.3) (51.9)
E - Extrato
S - Estirpe

D - Idade do nédulo
-1 - Indica um resultado negativo ou igual a zero obtido

bactéria, dentro das vdrias fases de crescimento,
demonstra grande contribuigdo para nodulagao
nas rafzes primdrias da planta.

CONCLUSOES

1. Os resultados indicam variabilidade entre
as estirpes testadas, no que concerne ao efeito
do pré-tratamento dJas estitpes de Bradyrhizo-
bium spp. com extrato homologo da raiz.

2. Foi observado auséncia de resposta por
patte da estirpe MAC-2 e uma resposta positiva
por parte da estirpe RBGm-28, com respeito a
nimero de nodulos/planta € massa nodular se-
ca.

Pesq. agropec. bras., Brasflia, 27(4):581-587, abr. 1992

3. Possivelmente, a eslirpe que nio respon-
deu ao tratamento em condigdes normais po-
derd nodular a planta mais rapidamente do que
aquela que respondeu ao tratamento.

4. E de interesse agrondémico que se identifi-
quem as moléculas existentes nos extratos de
rafzes e 0s mecanismos pelos quais elas atuam
neste fenémeno visando a sua aplicagdo na tec-
nologia da fixagfio biolégica de Nitrogénio.
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