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Faixa hospedeira de rizébios
isolados das espécies Arachis
hypogaea, Stylosanthes guyanensis
e Aeschynomene americana

RESUMO

Os géneros Arachis, Stylosanthes e Aeschynomene, pertencentes, a tribo Aeschynomeneae, sao nodu-
lados por vérios tipos diferentes de rizobios. Essas bactérias formam um grupo de inoculacéo alta-
mente heterogéneo, normalmente conhecido como rizébio tropical. Dois experimentos foram con-
duzidos em casa de vegetacao utilizando-se vasos de Leonard sob condicdes estéreis, para avaliacao
da faixa de especificidade hospedeira de rizobio isolado de nédulos das raizes de plantas da tribo
Aeschynomene, e da sua eficiéncia simbidtica. Testaram-se vinte estirpes de rizébios isoladas de Arachis
hypogaea (cv. BR1), Stylosanthes guyanensis e Aeschynomene americana cultivadas em amostras de
solos da regiao nordeste do Brasil. Os isolados usados como inoculantes provieram de plantas de
caupi (Vigna unguiculata), siratro (Macropitilium atropurpureum) e amendoim (Arachis hypogaea).
No segundo experimento vinte estirpes também foram testadas nas seguintes espécies: A. hypogaea,
S. guyanensis, A. americana, V. unguiculata e M. artropurpureum. Macropitilium atropurpureum
foi capaz de nodular com todos os isolados testados, mas mostrou diferenca na eficiéncia simbiotica.
De outro lado, apenas oito isolados foram capazes de nodular o caupi. Esses resultados sugerem que
isolados de rizébios da tribo Aeschynomene apresentam diferengas quanto a faixa hospedeira, indi-
cando também a ocorréncia de diferentes grupos de inoculacao.

Palavras-chave: FBN, caupi, eficiéncia simbidtica, Phaseoleae, amendoim

Cross-inoculation groups of rhizobia
strains from Arachis hypogaea, Stylosanthes
guyanensis e Aeschynomene americana species

ABSTRACT

The genus Arachis, Stylosanthes and Aeschynomene which belong to the Aeschynomeneae tribe are
nodulated by several different types of rhizobia. These bacteria form a highly heterogeneous inocu-
lation group which is commonly known as tropical rhizobia. Two experiments were performed in
greenhouse with Leonard jars under sterile conditions to evaluate the specificity host range of rhizo-
bia isolated from root nodules of the Aeschynomeneae tribe, as well as its symbiotic efficiency. Twenty
rhizobia strains isolated from Arachis hipogaea (cv. BR1), Stylosanthes guyanensis and Aeschynome-
ne americana cultivated in soil samples from the north-east region of Brazil were tested. The isolates
were used as inoculant for cowpea (Vigna unguiculata), Macropitilium atropurpureum and peanut
(Arachis hypogaea). In a second experiment twenty rhizobia strains were tested in A. hypogaea, S.
guyanensis, A. americana, V. unguiculata e M. artropurpureum species. Peanut and Macropitilium
atropurpureum were capable of nodulating with all isolates tested but differences were found regar-
ding symbiotic efficiency. On the other hand, only 8 of the isolates were capable of nodulating co-
wpea. These results suggest that rhizobial isolates from the Aeschynomene tribe display differences in
the host range and should form different inoculation groups.

Key words: BNF, cowpea, symbiotic effectiveness, Phaseoleae, peanut
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INTRODUGAO

O amendoim (A4rachis hypogaea L.) pertence ao género
Arachis (familia Fabaceae, subfamilia Papilionaceae) que en-
globa mais de 70 espécies (Krapovickas & Gregory, 1994).
Trata-se de uma planta originaria da América do Sul (Gregory
et al., 1980). Acredita-se que o centro de origem dessa legu-
minosa seja o Brasil, embora bastante cultivada na Asia,
Africa e América do Norte (Allen & Allen, 1991).

Os rizébios que nodulam o amendoim pertencem ao grupo
Bradyrhizobium spp., classificado como grupo miscelanea
caupi ou, ainda, como grupo de rizobio tropical (Martins et
al., 1997). Alta diversidade e heterogeneidade genética tém
sido observadas nas estirpes de Bradyrhizobium que nodu-
lam o amendoim (Saleena et al., 2001; Chen et al., 2003; Yang
et al., 2005; Taurian et al., 2006). Ao contrario do que se acre-
ditava, tem-se constatado certo grau de especificidade das
espécies de leguminosas tropicais e dos rizobios do grupo
tropical. A nodulag@o de diferentes espécies de leguminosas
em solos tropicais ¢ mais influenciada pelo hospedeiro que
pelos rizobios existentes nesses solos (Burton 1986; Thies et
al., 1991a; Rumjanek et al., 2005 e Xavier et al. 2006).

O género Stylosanthes ¢ bastante complexo taxonomica-
mente, ¢ se compde de 50 espécies herbaceas, nativas da Asia
tropical, Africa e América, podendo ser usado como forragem
ou adubo verde. Este género foi classificado inicialmente como
promiscuo por Norris (1964). Rizdbios isolados de S. guya-
nensis também possuem ampla faixa hospedeira. A facilidade
de nodular com o grupo Bradyrhizobium spp. explica a alta
incidéncia de nodulagdo nessa espécie, com rizobios nativos
em solos tropicais.

Chandapillai (1972) testou 7 espécies de leguminosa do
género Stylosanthes com 25 estirpes isoladas de Stylosan-
thes, Arachis, Zornia e Dolichos e observou comportamento
diferenciado, de acordo com a espécie de Stylosanthes; por
exemplo, S. erecta nodulou eficientemente com 90% das es-
tirpes utilizadas, enquanto a S. hamantia s6 nodulou com seis
estirpes e nenhuma das associagdes foi eficiente, indicando
maior especificidade em relagdo ao rizobio.

Por outro lado, Sa et al. (1983) encontraram rizobios isola-
dos de Stylosanthes com alto grau de eficiéncia, das quais
30% classificados como muito eficientes. Vargas et al. (1994)
demonstraram que varios ecotipos de S. guyanensis e S. sca-
bra apresentam, quando em associagdo com rizobio, alto grau
de fixagdo bioldgica de N,.

Espécies do género Aeschynomene sdo utilizadas como
forragem e adubo verde e a ocorréncia de nddulos radicula-
res e caulinares ¢ um fendmeno caracteristico desse género.
Existe alguma evidéncia de que os rizobios que nodulam este
género pertencem ao grupo Bradyrhizobium spp. Martins et
al. (2000) ao estudarem rizobios isolados da espécie A. flumi-
nensis, verificaram que todas foram capazes de formar n6du-
los radiculares e caulinares, e constataram elevada diversida-
de morfologica entre os isolados. Rodrigues et al. (2000)
encontraram grande diversidade de caracteristicas morfologi-
cas, fisiologicas e genéticas em rizobios isolados de nddulos
de caule de Aeschynomene fluminensis, coletados no Panta-
nal Mato-Grossense.

Sanginga et al. (1996) estudaram a nodulagdo de varias
leguminosas, entre elas as mucuna (Mucuna pruriens), Cro-
talaria juncea, feijao guandu (Cajanus cajan), Stylosanthes
e Aeschynomene, em cinco sitios do Oeste da Africa, consta-
tando que a mucuna ndo nodulou em 40% dos sitios, crotala-
ria ndo nodulou em nenhum dos sitios estudados, Stylosan-
thes nodulou em quatro, Aeschynomene histrix nodulou em
dois e o guandu nodulou em trés sitios, o que indica diferen-
tes niveis de especificidade inerentes a essas espécies.

A introdugdo de leguminosas, como amendoim, Stylosan-
thes e Aeschynomene, em cultivos consorciados com grami-
neas, representa uma forma de elevar a fertilidade do solo pela
incorporacdo de N (Sanginga, 1996; Moretzsohn et al., 2005).

A otimizag@o da FBN nas condi¢des de clima tropical, exi-
ge um conhecimento maior da dindmica das populacdes esta-
belecidas nas regides tropicais do nivel de especificidade da
associagdo leguminosa x rizobio; portanto, € necessario ava-
liar e selecionar combinagdes estirpes-hospedeiros especifi-
cas para uso agronomico, onde seja enfatizada a alta produ-
tividade através de otimizagdo da FBN. O presente trabalho
objetivou o estudo da faixa de hospedeiros e a eficiéncia de
rizobios isolados de amendoim (4rachis hypogaea), Stylosan-
thes guyanensis ¢ Aeschynomene americana, em plantas da
tribo Aeschynomeneae e Phaseoleae.

MATERIAL E METODOS

Com o objetivo de estudar a faixa hospedeira de rizobios
tropicais inoculados em leguminosas da tribo Aeschynome-
neae e Phaseoleae, dois experimentos foram conduzidos em
casa de vegetacdo em que no primeiro se avaliaram 12 isola-
dos de rizobio (10, 11, 19, 40, 72-C, 75, 105, 115, 135 € 296)
obtidos a partir de nddulos de raizes de plantas de amendoim
(4. hypogaea), S. guyanensis e A. americana em 3 legumino-
sas da tribo Aeschynomeneae: A. hypogaea, S. guyanensis e
A. americana, ¢ 5 leguminosas da tribo Phaseoleae: caupi
(Vigna unguiculata) siratro (Macropitilium artropurpureum)
crotalaria (Crotalaria juncea), calopogonio (Calopogonium
mucunoides) e cunhd (Clitoria ternateae); ja no segundo
experimento foram avaliados 20 isolados de rizobio (13, 27,
50, 65, 66, 95, 104, 234, 240, 275, 289, 100c, 22c, 23¢, 26¢, 39c,
48c, 74c, 92¢ e 98c) obtidos a partir de nodulos de raizes de
plantas de amendoim (4. hypogaea), S. guyanensis e A. ame-
ricana, cultivadas em solos da Zona da Mata e da regido semi-
arida do estado de Pernambuco, em 3 leguminosas da tribo
Aeschynomeneae: amendoim (Arachis hypogaea), S. guya-
nensis, A. americana, ¢ em duas leguminosas da tribo Phase-
oleae: caupi (Vigna unguiculata) e siratro (Macropitilium
artropurpureum).

Em ambos os experimentos, foram incluidos dois tratamen-
tos controle, sendo um com a adigdo de fertilizante nitroge-
nado, na forma de nitrato de amonio (NH4NO3), na propor-
¢d0 de 100 mg de N kg'! de areia, e um outro sem adi¢do de
fertilizante nitrogenado nem de inoculante, de forma que o
primeiro experimento foi conduzido em casa de vegetagdo em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial 14 x 8 (12 isolados e 2 testemunhas nitrogenadas x 8
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leguminosas) com 3 repeti¢des, enquanto o segundo experi-
mento foi conduzido em DIC, em esquema fatorial 24 x 5 (20
isolados e 2 testemunhas nitrogenadas, sendo uma com N e
outra sem N em 5 leguminosas com 3 repetigdes. Os isolados
foram multiplicados em meio de cultura contendo extrato de
levedura e manitol (YM) (Vicent, 1970), sob agitagdo orbital
constante a 28 °C até atingirem 108 células mL-! e as semen-
tes esterilizadas com hipoclorito de sddio (2%), pré-germina-
das em bandejas e, posteriormente, transplantadas para os
vasos de Leonard, contendo 200 g de areia lavada estéril; trés
dias apés o transplante, as plantas foram inoculadas com 1
mL do meio YM contendo 108 células mL-!.

Avaliou-se o acumulo de massa seca da parte aérea e se
calculou a eficiéncia relativa das plantas inoculadas com os
diferentes isolados, para cada espécie vegetal, em relacao ao
controle com N fertilizante, levando-se em consideragdo o
acumulo de matéria seca, de acordo com a féormula sugerida
por (Date et al., 1993):

Efc = 100*MSPI/MSCN

em que:
Efc - Eficiéncia (%)
MSPI - acimulo da matéria seca das plantas inoculadas
MSCN - actimulo de matéria seca do controle com N- fertilizante

Consideram-se como ineficientes os isolados que apresen-
taram menos de 35% de producdo de matéria seca quando
comparados ao tratamento com adi¢do de N fertilizante, pou-
co eficientes os que indicaram de 35 a 50%, eficientes aque-
les de 50 a 80% e muito eficientes os superiores a 80%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de nodulag@o do primeiro experimento re-
velaram que as plantas de amendoim e siratro nodularam com
todos os isolados testados; ja as plantas de caupi falharam
em nodular com quatro dos 12 isolados, um era proveniente
de nodulo de amendoim, 2 de nodulos de Stylosanthes e um
originario de nodulo de Aeschynomene. As plantas de Stylo-
santhes s6 foram capazes de nodular com os isolados de
Stylosanthes,, e as plantas de Aeschynomene s6 formaram
nédulos com o isolado de Aeschynomene. Nenhuma estirpe
testada no primeiro experimento foi capaz de nodular crotala-
ria, cunha, feijdo guandu ou calopogonio.

Observou-se, no segundo experimento, menor taxa de no-
dulacdo para todas as espécies testadas. As plantas de amen-
doim foram as que nodularam com a maior parte dos isola-
dos; entretanto, falharam em nodular com quatro dos 22
isolados testados, dos quais trés provieram de nodulos de
Stylosanthes e dois de nodulos de Aeschynomene; ja as plan-
tas de siratro s6 nodularam com cinco isolados e as de caupi
apenas com dois isolados. As plantas de Stylosanthes nodu-
laram com os 4 isolados originados de Stylosanthes e as de
Aeschynomene s6 nodularam com os isolados que vieram de
Aeschynomene. O comportamento de S. guyanensis e de A.
americana foi 1idéntico nos dois experimentos.

Os isolados estudados apresentaram resultados diferenci-
ados para cada uma das espécies de leguminosas estudadas
nos dois experimentos. Os resultados obtidos no experimen-
to I mostraram que os rizobios de espécies da tribo Aeschy-
nomeneae ndo foram incapazes de nodular calopogdnio, fei-
jao guandu e crotalaria. As plantas de cunha formaram nédulos
muito pequenos e ineficientes, razdo por que os isolados uti-
lizados no experimento Il ndo foram testados como inoculan-
tes, para essas quatro espécies. Os resultados de nodulagdo
dos dois experimentos estdo resumidos na Tabela 1, na qual
se acham, também, isolados testados e a planta de sua ori-
gem.

No género Arachis, inclusive no amendoim, ha ocorréncia
de linhagens muito variadas, algumas das quais ndo nodu-
lantes (Dutta & Reddy, 1988; Nigan et al., 1991). O rizobio que
nodula o amendoim pertence ao grupo Bradyrhizobium spp.
Este grupo apresenta grande diversidade fenotipica e geno-
tipica, podendo nodular ampla variedade de espécies de le-
guminosas (Dadarwal et al., 1974; Ligon et al., 1982; Xavier et
al., 2005; Xavier et al., 2000).

O grupo Bradyrhizobium spp. ndo tem nome de espécie
definida e atualmente qualquer isolado de leguminosas tropi-
cais, que apresentem crescimento lento, sdo classificados
dentro desse grupo (Young & Haukka, 1995; Young et al.,
2005); entretanto, também ha ocorréncia de rizobio de cresci-
mento rapido dentro desse mesmo grupo (Taurian et al., 2006)

Para comparar o acimulo de matéria seca das plantas ino-
culadas com os diferentes isolados testados, calculou-se a
taxa de eficiéncia dos isolados em relag¢ao ao controle com N,
como sugerido por Date et al. (1979). Apesar dos isolados
testados terem sido capazes de nodular o amendoim, a Figura
1 mostra que apenas 20% foram eficientes; por outro lado,
40% dos isolados foram eficientes com siratro; ja com rela-
¢do as plantas de caupi, mais de 20% dos isolados foram efi-
cientes. Os isolados oriundos de Stylosanthes e de Aeschy-
nomene, foram eficientes com as plantas de origem nao
nodulando, no entanto, as demais espécies estudadas.

Os resultados obtidos revelam que as populagdes de rizd-
bios nativos de regides tropicais se mostram diretamente li-
gadas ao hospedeiro de interesse, confirmando a existéncia
de grupos de inoculagdo diferenciados quanto a faixa hospe-
deira, dentro do grupo Bradyrhizobium spp ou miscelanea
caupi, como sugerido por Burton (1986), Thies et al. (1991) e
Xavier et al. (2006).

Wong & Patchamuthu (1988) estudando 27 estirpes de ri-
zobios de crescimento rapido e lento, capazes de nodular
caupi, constataram que duas estirpes de crescimento lento
formaram nodulos eficientes em amendoim, enquanto apenas
uma de crescimento rapido foi capaz de formar nodulos efici-
entes, 19 formaram nddulos ineficientes e o restante ndo for-
mou nddulos nesta leguminosa.

A partir dos resultados de nodulagdo, os isolados foram
agrupados de acordo com a faixa hospedeira, gerando 7 gru-
pos de especificidade, em que no grupo 1 se encontram os
isolados mais especificos, os quais s6 foram capazes de for-
mar nédulos nas plantas de origem; no grupo 2 encontram-
se os isolados de Stylosanthes ou Aeschynomene; este gru-
no foi canaz de nodular as pnlantas de oricem e de amendoim.
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Tabela 1. Isolados de nodulos de raizes testados nos dois experimentos, planta de origem, resultado da nodulagao nos diferentes hospedeiros analisados e grupo

de especificidade dos isolados

Table 1. Isolates of root nodules tested in two experiments, plant of origin, result of nodulation in diffrents hosts and specific group of isolates

Isolados Experimento  Planta original Nodulagao® G':lfp.o
Amendoim  Siratro Caupi  Stylosanthes  Aeschynomene especificidade
22-c EX2 Aeschynomene N N N N S 1
26-c EX2 Aeschynomene N N N N S 1
186 EX2 Stylosanthes N N N S N 1
275 EX2 Stylosanthes N N N S N 1
50 EX2 Stylosanthes N N N S N 1
27 EX 2 Stylosanthes N N N S N 1
66 EX2 Amendoim S N N N N 1
95 EX 2 Amendoim S N N N N 1
147 EX2 Amendoim S N N N N 1
234 EX2 Amendoim S N N N N 1
240 EX2 Amendoim S N N N N 1
65 EX2 Amendoim S N N N N 1
100-c EX2 Amendoim S N N N N 1
92-c EX2 Amendoim S N N N N 1
98-c EX2 Amendoim S N N N N 1
39-¢ EX2 Amendoim S N N N N 1
55 EX2 Amendoim S N N N N 1
104 EX2 Amendoim S N N N N 1
23-c EX2 Aeschynomene S N N N S 2
10 EX1 Stylosanthes S N N S N 2
289 EX2 Stylosanthes S N N S N 2
1 EX1 Stylosanthes S S N S N 3
19 EX1 Aeschynomene S S N N S 3
13 EX2 Amendoim S S N N N 4
43-c EX2 Amendoim S S N N N 4
48-c EX2 Amendoim S S N N N 4
74-c EX2 Amendoim S S S n N 5
40 EX1 Amendoim S S S n N 5
296 EX1 Amendoim S S S n N 5
72-c EX1 Amendoim S S S n N 5
75 EX1 Amendoim S S S n N 5
115 EX1 Amendoim S S S n N 5
135 EX1 Amendoim S S S n N 5
140 EX1 Amendoim S S S n S 6
105 EX1 Amendoim S S S n S 6
24 EX1 Stylosanthes S S S S N 7

# S - positivo para a nodulagdo; N - negativo para a nodulagao; EX 1 - primeiro experimento; EX 2 - segundo experimento

enquanto o grupo 3, também formado por isolados de Stylo-
santhes e Aeschynomene, foi capaz de nodular além das plan-
tas de origem, o amendoim e o siratro; por outro lado, o gru-
po 4, formado por isolados de amendoim, além de nodular a
planta de origem nodulou também o siratro; o grupo 5, que
também se compde de isolados de amendoim, foi capaz de
nodular a planta de origem, siratro ¢ caupi, mas nao o foi em
relacdo as plantas de Stylosanthes e Aeschynomene; entre-
tanto, o grupo 6, composto de rizobios de amendoim, foi um
dos grupos que apresentaram a maior faixa hospedeira sendo
portanto, um dos menos especificos, ndo nodulando apenas

as plantas de Stylosanthes, finalmente, o grupo 7, formado
por rizobios de Stylosanthes, também foi outro grupo que
apresentou ampla faixa hospedeira ndo nodulando apenas as
plantas de Aeschynomene.

Nenhum isolado foi capaz de nodular, a0 mesmo tempo,
Aeschynomene e Stylosanthes, o que sugere a presenga de
sinais moleculares diferenciados entre esses géneros.

A Figura 2 mostra a distribui¢ao percentual dos isolados
provenientes de nodulos de raizes de A. hypogaea, Stylosan-
thes e Aeschynomene em grupos de especificidade. Os isola-
dos de plantas de 4. hypogaea apresentaram um comporta-
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Figura 1. Percentual de isolados com comportamento da associagéo classificada como Muito eficientes (associagdes
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eficientes(associagdes com rendimento entre 35 e 50%) e ineficientes (associagdes com rendimento abaixo de
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Figure 1. Percentage of isolates with behavior of association classified as very efficient (association with dry malter
between 50 and 80%), little efficient (association with dry malter between 35 and 50%) and inefficient (association
with dry malter below 35%) for vegetable species studied
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Figura 2. Distribuigao dos isolados provenientes de plantas de A. hypogaea,
Stylosanthes e Aeschynomene de acordo com a faixa hospedeira

Figure 2. Distribuition of isolates of A. hypogaea, Stylosanthes and
Aeschynomene plants according to host range

mento mais diferenciado agrupados em 5 grupos de inocula-
¢do (1,4,5, 6 ¢7),0 que sugere a ocorréncia de sinais mole-
culares variados.

Cinqiienta por cento dos isolados provenientes de 4. hypo-
gaea foram capazes de nodular siratro (grupos 4, 5 ¢ 6); den-
tre eles, 60% foram capazes de nodular o caupi. O caupi foi
nodulado, preferencialmente, por isolados provenientes de 4.
hypogaea, indicando alguma semelhanga na sinalizagdo mo-
lecular que leva a nodulagdo. S. guyanensis s6 foi nodulado
por rizébios isolados de nddulos de S. guyanensis,; quatro dos
oito isolados de S. guyanensis estudados s6 nodularam com
S. guyanensis; os outros foram capazes de nodular 4. hypo-
gaea e dois deles nodularam também o siratro. A. americana
foi nodulada por rizobios isolados de Aeschynomene e A. hypo-
gaea. Semelhante aos rizobios de S. guyanensis, dois dos qua-
tro isolados de Aeschynomene estudados, s6 formaram nodu-
los com A. americana; os outros dois foram capazes de nodular
ndo s6 a A. hypogaea, mas também siratro.

Neste grupo de espécies estudadas a mais facilmente no-
dulada foi 4. hypogaea, sendo que uma parcela dos isolados
capazes de nodular A. hypogaea foi também capaz de nodu-
lar o siratro ¢, uma parcela dos que sdo capazes de nodular o
siratro, é capaz de nodular também a A. hypogaea € o caupi.

A capacidade de nodular caupi desses isolados, esta sem-
pre associada a de nodular siratro e 4. hypogaea, enquanto
a capacidade de nodular siratro estd sempre associada a ca-
pacidade de também nodular A. hypogaea. Em todos os ca-
sos parece existir uma seqiiéncia de aquisi¢do de genes que
tornam possivel a nodulagdo com essas leguminosas.

De acordo com a especificidade hospedeira, os grupos
foram subdivididos em 11 subgrupos (Tabela 2). A similarida-
de entre esses subgrupos foi calculada de acordo com o in-
dice de similaridade Simple Matching, considerando-se os
isolados positivos para a nodulagdo como (1) e os negativos,
(0); posteriormente, os isolados foram agrupados em um den-
drograma utilizando-se o algoritmo UPGMA (Figura 3), no
programa Ntsys (Rohlf, 1994).

O dendrograma mostra a formagdo de dois grupos princi-
pais, um formado por rizobios provenientes de noédulos de
Arachis hypogaea e de espécies de Aeschynomene e um se-
gundo grupo composto apenas por rizobios provenientes de
Stylosanthes. A presenga de genes que garantem a nodula-
cdo em Arachis hypogaea (subgrupos de 3 a 11) ¢ bastante
dispersa em todo o dendrograma, o que sugere que nos
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Figura 3. Dendrograma mostrando o agrupamento entre os subgrupos de
especificidade hospedeira elaborado a partir da matriz binaria com o indice
de similaridade SM com o algoritmo UPGMA Jaccard

Figure 3. Dendogram showing growping of subgroups of specific host elaborated
from the binary matrix with indice of similarity SM with alogratim UPGMA
Jaccard



Faixa hospedeira de rizobios isolados das espécies Arachis hypogaea, Stylosanthes guyanensis e Aeschynomene americana 25

Tabela 2. Faixa hospedeira de rizébios isolados de nédulos de raizes de plantas de amendoim, Stylosanthes e Aeschynomene cultivadas em solos da regido
nordeste do Brasil, inoculados em plantas de amendoim, siratro, caupi, Stylosanthes e Aeschynomene

Table 2. Host range of isolates of root nodules of peanut plants, Stylosanthes and Aeschynomene cultivated in soils of northeast region of Brazil, inoculated in plants

plants, “siratro”, cowpea, Stylosanthes and Aeschynomene

Gruposde

Nodulagio*

Planta original

espcificidade Amendoim Sirafro

Subgrupos

Caupi Stylosanthes Aeschynomene

=
=

Aeschynomene
Stylosanthes
Amendoim
Aeschynomene
Stylosanthes
Amendoim
Ae schynomene
Stylosanthe s
Amendoim
Amendoim
7 Stylosanthe s
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# S - positivo para a nodulagdo; N - negativo para a nodulagao

subgrupos 1 e 2 a auséncia de nodulagdo com esta legumi-
nosa decorre da perda do carater genético.

A aquisicdo dos genes que permitem a nodulacdo com
Stylosanthes parece ser uma caracteristica diferenciada ob-
servada somente em isolados provenientes de Stylosanthes;
o mesmo ndo acontece com a capacidade que permite a no-
dulag@o com Aeschynomene que, inclusive, foi encontrada um
isolado de amendoim.

O agrupamento pelo dendrograma sugere que a presenca
de genes de nodulagdo em caupi ¢ dependente da presenga
de genes de nodulagdo de siratro. A faixa de nodulagdo dos
rizobios isolados de espécies da tribo Aeschynomeneae
abrange nodulacdo em caupi e siratro, que pertencem a tribo
Phaseoleae e apresentam composicdo de flavonodides distin-
tas da tribo Aeschynomeneae (Gottlieb, 1994), cujos dados
revelaram que, normalmente, o caupi ¢ considerado planta
capaz de nodular ampla faixa de rizobio do grupo tropical ou
miscelanea caupi, mostra resposta limitada aos rizobios estu-
dados; referidos dados concordam com Rumjanek et al. (2005)
que também encontraram resultados os quais sugerem que
esta espécie mostra algum nivel de restricdo de nodulagao por
alguns grupos de rizobio.

A taxonomia das espécies de rizobio até a década de 80
foi baseada em grupos de acordo com a capacidade de nodu-
lar as diferentes espécies de leguminosas hospedeiras, tendo
sido 0 Rhizobium o primeiro género descrito, com vérias es-
pécies reconhecidas, associadas principalmente a legumino-
sas de clima temperado. Apds a revisao de Jordan (1982), além
do género Rhizobium, passou a ser reconhecido também o
género Bradyrhizobium que compreende estirpes de cresci-
mento lento. A espécie de B. japonicum foi descrita como
sendo capaz de nodular a soja, e um conjunto de estirpes
capazes de nodular caupi e varias outras leguminosas tropi-
cais, foram classificadas como “Bradyrhizobium spp” (Jor-
dan, 1982).

Esta classificacdo criou um falso conceito a respeito da

ampla dispersdo dos rizobios do grupo tropical e da faixa
hospedeira ou promiscuidade das espécies de leguminosas
tropicais, tais como o caupi, em relagdo ao microssimbionte.
A medida que mais estudos so realizados, esta nomenclatu-
ra fica cada vez mais inadequada e atualmente ¢ reconhecido
que nem todas as estirpes de rizobio do grupo tropical sdo
capazes de nodular o caupi (Rumjanek et al., 2001).

Com os avangos das técnicas de biologia molecular, mes-
mo entre espécies de leguminosas originadas de clima tem-
perado, tém sido identificadas diferencas acentuadas quanto
a especificidade da associagdo. A partir da década de 80, fo-
ram identificadas diferencas acentuadas e, em conseqiiéncia,
a taxonomia dos rizobios sofreu uma profunda revisdo (Young
et al., 1996). Atualmente sdo reconhecidos 6 géneros: Rhizo-
bium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium,
Azorhizobium e Allorhizobium distribuidos em 4 familias. A
perspectiva ¢ de que alteragdes na taxonomia do grupo, ain-
da devam ocorrer, principalmente nos rizobios que nodulam
as leguminosas tropicais (Young et al., 2001; Young et al.,
2005).

Os resultados encontrados nesse trabalho sugerem a exis-
téncia genes de especificidade em rizobio de caupi. A hierar-
quia nestes resultados para a nodulagdo de siratro e caupi
pode auxiliar na compreensdo dos grupos de especificidade.
E importante que se estabelecam estudos moleculares, dos
genes da nodulacdo de rizobios tropicais.

Os resultados obtidos foram esquematizados na Figura 4,
na qual pode-se observar que os isolados obtidos de nodu-
los de raizes de amendoim (Arachis hypogaea) foram capa-
zes de nodular amendoim cultivar BR-1, siratro, caupi e Aes-
chynomene americana cv. Nova Odessa. Enquanto os
isolados de Stylosanthes foram capazes de nodular Stylosan-
thes guyanensis, amendoim, siratro e caupi. Ja os isolados de
Aeschynomene foram capazes de nodular Aeschynomene ame-
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Figura 4. Esquema mostrando a capacidade de nodulagéo por estirpes isoladas de Arachis hypogaea
Stylosanthes e Aeschynomene em 5 hospedeiros

Figure 4. Scheme showing capacity of nodulation strains isolated from Arachis hypogaea, Stylosanthes

and Aeschynomene in 5 hosts

ricana, amendoim e siratro, sendo o grupo de isolados mais
restrito com relagdo a faixa de leguminosas hospedeiras.

CONCLUSOES

Os resultados revelaram a existéncia de 7 grupos de ino-
culagdo cruzada entre os rizobios isolados de A. hypogaea,
Stylosanthes e Aeschynomene;

Os isolados testados ndo nodularam crotaléria, feijao guan-
du, calopogonio e nodularam de forma ineficiente a cunha,
enquanto as plantas de caupi s6 nodularam com isolados
provenientes de amendoim,;

As plantas de amendoim s6 formaram nodulos efetivos com
isolados de amendoim e os isolados provenientes de nddu-
los de amendoim foram capazes de formar nédulos na maioria
das plantas testadas e,

Apesar da maioria dos isolados ter nodulado de forma
ineficiente com amendoim e ter falhado em siratro e caupi os
resultados indicaram a ocorréncia de estirpes nativas com alta
capacidade de fixag¢ao de N,.

LITERATURA CITADA

Allen, O.N. ; Allen, E.K. The leguminosae; a source book of
characteristics, uses, and nodulation. Madison: The Uni-
versity of Wisconsin Press, 1991. 812 p.

Burton, J.C.(1979) Rhizobium species, Academic Press. p.29-
58.SINGLETON, P.W. & Tavares, J.M. Applied and Envi-
ronmental Microbiology, Washington, v.51, 1986. p.1013-
1018.

Chandapillai.M. M. Studies on nodulation of Stylosanthes
guyanensis Aubi. I. Effect of added organic matter in four
types of Malaysian soil. Tropical Agricuture, Trinidad, v.
49.n 3, p 205-213, 1972.

Chen,Q.; Zhang, X.; Terefework, Z.; Kaijalainen, S. LI, D.; Lins-
trom, K. Diversity and compatibility of peanut (Arachis
hypogaea L.) bradyrhizobia and their host plants. Pant and
Soil. 255: 605-617, 2003.

Dadarwal, K.R.; Singh, C.S. & Subba, R.A.O. Nodulation and
serological studies of rhizobia form six species of Arachis.
Plant Soil. n.40, p535-544,1974.

Date, R. A . And Norris, D.O. Rhizobium screening of Stylo-
santhes species for effectiveness in nitrogen fixation. Aus-
tralin Journal Agricuture. Res. 1979.30: 85-104.

Dutta, M.; Reddy, L.J. Further studies on genetics of nonno-
dulation in peanut. Crop Science. Madison, Wis. Cropping
Science Society of America, v.28, n.1, 1988. p60-62.

Gottlieb, O. R. Micromolecular Evolution, Systematic and Eco-
logy. Springer Verlag, Berlim, 1994.

Holbrook CC & Stalker ht. Peanut breeding and genetic re-
sources. Plant Breed Rev 22:297-356. 2003

Jordan, D.C. Transfer of Rhizobium japonicum Buchanan 1980
to Bradyrhizobium gen, nov., a genus of slow-growing, root
nodule bacteria from leguminous plants. International Jour-
nal of Systematic Bacteriology, v.32, p.136-139,1982.

Ligon, J.M.; Scholla, M.H. & Elkan, G.H. A spectrophotome-
tric DNA-DNA hybridization technique for studying the
genetic taxonomy of the Cowpea rhizobia. In: Proceedings
of the 8™ North American Rhizobium Conference. Edited.
University of Manitoba Press, Winnipeg, Canada, p481-
499, 1982.

Martins, C..M. ; Costa, Jr. J.S. Lourero, M.F.; Rumjanek, N.G.
Diversidade de rizobios de nddulos de caule e raiz das es-
pécies forrageiras, Dicolobium spp. e Aeschynomene flu-
minensis presentes no Pantanal Matogrossense. In: VII En-
contro Nacional de Microbiologia Ambiental, Anais...,
Recife: 1997, p 99.



Faixa hospedeira de rizobios isolados das espécies Arachis hypogaea, Stylosanthes guyanensis e Aeschynomene americana 27

Moretzsohn, M.C.; Leoi, L.; Proite, K.; Guimaraes, P.M.; Leal-
Bertioli, S.C.M.; Gimenes, M.A.; Martins, W.S.; Valls,
J.EM.; Grattapaglia, D.; Bertioli, D.J. A microsatellite-based,
gene-rich linkage map for the AA genome of Arachis (Fa-
baceae). Theoretical and Applied Genetics, V111, pp 1060-
1071, 2005.

Nigam, S.N.; Dwivedy, S.L.; Nambiar, P.T.C.; Gibbons, R.W.
Registration of jive nonnodulating peanut germ plasma li-
nes. Crop Science, Madson, Wisconsin., Crop Science So-
ciety of America, v.31, n.3, p.855-856, 1991.

Norris, D.O.T. & Mannetje, L. The symbiotic specialization of
African Trifolium spp. in relation to their taxonomy and
their agronomic use. East African Agricultural and Forest
Journal, Nairobi, v.29, 1964. p214-235.

Rodrigues, V. C. ; Loreiro, M. F. & Hungria,M. Caracterizagdo
fonotipica e genética de rizobios isolados de nodulos e cau-
les de Aeschynomene sp. In: XXIV Reunido Brasileira de
Fertilidade do Solo e Nutrigdo de Plantas.VIII Reunido Bra-
sileira Sobre Micorrizas. VI Simpésio Brasileiro de microbi-
ologia do solo. IIT Reunido Brasileira de Biologia do solo.
Biodinamica do solo fertbio 2000.Resumo... Santa Maria RG,
22 a 26 de novembro de 2000.

Rohlf, F.J. NTSYS-pc: numerical taxonomy and multivariate
analysis system, version 1.80. New York: Exeter Software,
1994.

Rumjanek, N.G.; Martins, L.M.V.; Xavier, G.R.; Neves, M.C.P.
Fixagdo bioldgica de nitrogénio. In: Freire Filho, F.R.; Lima,
J.A.A.; Ribeiro, V.Q. (Eds). Feijao-caupi: avangos tecnolo-
gicos. Brasilia:Embrapa Informagao Tecnologica, p.279-335,
2005

Sa, N.M.; Scotti, M.R. .M.R.; Vargas,M.; ¢ Dobereine, J. Resis-
téncia Natural a estreptomicina e Eficiéncia de estirpes de
Rhizobium nativas nos Cerrados associadas a Stylosan-
thes. Pesquisa agropecuaria brasileira, Brasilia 1983.

Saleena, L. M.; Loganathan, P.; Rangaran, S.; Nair, S. Genetic
diversity of Bradyrhizobium strains isolate from Arachis
hypogaea. Canadian Journal of Microbiology. 47:118-122,
2001

Sanginga,N; Wirkom,L.E; Okogum,A.; Akobundu,l.O;
Carsky,G. Tian,G. Nodulation and estimation of symbiotic
nitrogen fixation by herbaceous and shrub legumes in Gui-
nea savana in Nigeria Biology and Fertility of Soils. 23:442-
448, 1996.

Taurian, T. Ibafez, F. Fabra, A. & Aguilar, O. M. Genetic diver-
sity of rhizobia nodulating Arachis hypogaea L. in Central
Argentinean Soils. Plant and Soil, 282:41-52, 2006

Thies, J.E.; Bohlool, B.B.; Singleton, P.W. Subgroups of de
Cowpea miscellany: symbiotic specificity within Bradyrhi-
zobium spp. for Vigna unguiculata, Phaseolos lunatus, Ara-
chis hipogaea and Macroptilum atropurpureum. Applied
Environmental Microbiology. 57:1540-1545, 1991.

Vargas, M. A.T.; Suhet, A.R.; Mendes, I de C.; Pres, J.R.R. Fi-
xacdo Biologica de Nitrogénio em solos de Cerrados. EM-
BRAPA- CNAC-SP 1- 83p, 1994.

Vincent, J.M. A Manual for the Pratical Study of Root Nodu-
le Bacteria. Scientific Publications Oxford: Blacwell Scien-
tific, 1970, 164p.

Wong, C.H.; Patchamuthu, R. Rhizobia in Tropical legumes:
Ineffective nodulation of Arachis hypogaea L. by Fast-Gro-
wing stains. Soil Biology Biochemistry, v.20, n.5, p677-688,
1988.

Xavier, G. R.; Martins, L. M. V. ; Rumjanek, N. G. ; Freire Filho,
F. R. . Variabilidade genética de caupi (Vigna unguiculata
(L.) Walp) através da técnica de RAPD. Pesquisa Agrope-
cuaria Brasileira, Brasilia, v. 40, n. 4, p. 353-359, 2005

Xavier G.R.; Martins, L.M.V.; Ribeiro, J.R.A.; Gouvéa, N.G.,
Especificidade simbidtica entre rizobios e acessos de feijao-
caupi de diferentes nacionalidades. Caatinga, v.19, n.1,
p.25-33, 2006.

Yang, J.K.; Xie, F.L.; Z, J.; Zhou, Q. Zhou, J.C. Polyphasic
characteristics of bradyrhizobia isolated from nodules of
peanut (Arachis hypogaea L.) in China. Soil Biology & Bi-
ochemistry. 37: 141-153, 2005.



