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Abstract

This study aimed to evaluate the phenotypical characteristics of bacterial isolates from cowpea nodules
(Vigna unguiculata (L.) Walp.), grown in aYellow Ultisol, in Petrolina, Pernambuco, Brazil. The experiment
was carried out in greenhouse conditions, in a randomized block design with three replications and two
cowpea varieties (BRS Pujante and BRS Carijo). After 35 days of plant emergence, the nodules were
collected and the bacteria isolated and analyzed for cultural characteristics in YMA media. 396 isolates, 239
of BRS Pujante and 157 of BRS Carijé were obtained. Most of the isolates showed rapid growth habit, 60%
and 80%, ability to acidify the media, 52% and 49%, and the ability to produce much mucus, 60% and 77%
for BRS Pujante and BRS Carijo, respectively. Bacteria with rapid growth characteristics that acidified the
media and produced much more mucus were prevalent in cowpea nodules grown in soil semi-arid climate
of the region.
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Introducao

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é uma leguminosa muito utilizada por pequenos produtores e
é uma cultura que requer baixa tecnologia para seu cultivo. De origem africana (FREIRE FILHO et al., 2011),
possui ampla distribuicdo geografica, principalmente em regides onde é necessarias tolerancia a altas
temperaturas e a seca. Em regiGes semiaridas, o feijao-caupi, que é uma importante fonte de proteinas,
estd associado a cultivos de subsisténcia (SOUZA et al., 2014), de modo que boa parte da producéo é

utilizada na alimentacdo dos proprios agricultores.

"Mestre em Agronomia — Ciéncia do Solo, Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Recife, PE, aleks.agro@gmail.com.
*Mestre em Horticultura Irrigada, Universidade do Estado Da Bahia (Uneb), Juazeiro, BA, kelly_alexsandra@hotmail.com.
*Graduando em Engenharia Agrondmica, Uneb, Juazeiro, BA, carlosantoniouneb@gmail.com.

“Graduanda em Engenharia Agronémica, Uneb, drik.b@hotmail.com.

*Graduanda em Engenharia Agronémica, Uneb, Juazeiro, BA, xenia_bastos15@hotmail.com.

®Graduanda em Engenharia Agrondmica, Uneb, Juazeiro, BA, pamellathalita@gmail.com.

"Doutorando do Programa de Pés-graduacio em Melhoramento Vegetal de Plantas, UFRPE, Recife, PE, siroseido@hotmail.com.
8professora Titular do Departamento de Tecnologia e Ciéncias Sociais, Uneb, Juazeiro, BA, Imvmartins@uneb.br.

°Bidlogo, D.Sc. em Agronomia, pesquisador da Embrapa Semiarido, Petrolina, PE, paulo.ivan@embrapa.br.



Caracteristicas Fenotipicas de Bactérias de Nédulos de Feijao-caupi Nativas de um Argissolo Vermelho Amarelo em Petrolina, PE

Uma das caracteristicas dessa cultura é a formacdo de simbiose com organismos diazotréficos capazes de
converter o nitrogénio molecular em formas amoniacais, disponibilizando-as a planta em troca de
carboidratos. Este processo é conhecido como fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) e é um recurso
essencial para transformar o N, na forma inorganica combinada NH; e, a partir dai, em formas reativas

organicas e inorganicas vitais em sistemas bioldgicos (CANTARELLA et al., 2007).

Segundo Menezes et al. (2012), solos de regiGes semiaridas apresentam baixa fertilidade natural e, um dos
nutrientes pouco disponiveis e deficientes nesses solos é o nitrogénio (FREIRE FILHO et al., 2005). Em
decorréncia de sua baixa disponibilidade, o meio comumente utilizado para fornecé-lo na agricultura é pelo
uso de fertilizantes minerais. Neste contexto, a FBN constitui-se num importante processo que pode ser

utilizado em substituicdo parcial ou total dos fertilizantes nitrogenados industrializados.

Apesar da utilizacdo de técnicas moleculares para a determinacgdo da diversidade microbiana, a avaliacao
das caracteristicas fenotipicas é um passo fundamental que permite a primeira descricdo de micro-
organismos até entdo desconhecidos. Essas caracteristicas podem indicar diferencas morfolégicas e
fisiolégicas importantes, que podem ser detectadas posteriormente mediante estudos mais avancados
(CHAGAS JUNIOR et al., 2010).

Com este estudo, objetivou-se avaliar as caracteristicas fenotipicas de bactérias de nédulos de feijdo-caupi
nativas de um Argissolo Vermelho Amarelo no Municipio de Petrolina, PE.

Material e Métodos

O solo localizado no Projeto Bebedouro (campo experimental da Embrapa Semiarido), Petrolina, PE, foi
coletado no horizonte superficial (camada de 0-20 cm), homogeneizado, passado em peneira com malha de
abertura de 2 mm e, em seguida, acondicionado em vasos de poliestireno com capacidade para 500 g. Para
a obtengdo da amostra composta, dez subamostras de solos foram coletadas para que se obtivesse maior
representatividade da area.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo em delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticdes e duas variedades de feijao-caupi (BRS Pujante e BRS Carijd). As sementes foram desinfestadas
superficialmente em etanol (70%) por 1 minuto para a modificagdo da tensdo superficial, imersas
hipoclorito de sédio (2,5%) por 5 minutos e lavadas dez vezes em 4gua destilada estéril (ADE). Em seguida,
guatro sementes foram semeadas por unidade experimental. As plantas receberam agua, conforme
necessario, e foram coletadas aos 35 dias apds emergéncia (DAE). Na ocasido da coleta, as raizes foram
separadas da parte aérea para a obtencdo dos nddulos. Apds a lavagem das raizes, os nddulos foram

destacados e contados. A partir dai, iniciou-se o processo de isolamento.

O isolamento foi realizado logo apds a coleta das plantas em casa de vegetagdo, com os nddulos ainda
frescos, com o objetivo de diminuir a proporg¢do de isolados contaminantes. Em capela de fluxo laminar, os
noédulos foram desinfestados superficialmente com etanol comercial (92,8 °GL) por 30 segundos,
hipoclorito de sédio (2,5%) por 1 minuto, seguidos de dez lavagens em ADE. Com o auxilio de uma pinga, os
nddulos foram pressionados sobre placas de Petri com meio de cultura YMA com adi¢ao de corante
vermelho congo (0,25% em 0,2N de KOH). As placas foram incubadas em estufa tipo BOD a 28 °Ce o

aparecimento das col6nias foi monitorado diariamente.



Caracteristicas Fenotipicas de Bactérias de Nédulos de Feijao-caupi Nativas de um Argissolo Vermelho Amarelo em Petrolina, PE

Ap0ds o aparecimento das colbnias caracteristicas, os isolados bacterianos foram transferidos para placas de
Petri contendo meio YMA com azul de bromotimol (VINCENT, 1970), incubadas nas mesmas condi¢des
descritas por um periodo de até 7 dias. Com os isolados ja crescidos, foram determinadas as seguintes
caracteristicas fenotipicas: acidez do meio, tempo de crescimento, tamanho, forma, aparéncia,

transparéncia, cor e elevacdo das colGnias e presenca, quantidade e tipo de muco.

Resultados e Discussao

Foram obtidos 396 isolados bacterianos. Desse total, 239 foram isolados de nddulos da cultivar BRS Pujante
e 157 da BRS Carijo.

Dos isolados da cultivar BRS Pujante, 60% apresentaram crescimento rdpido, 24% crescimento
intermedidrio e 16% crescimento lento. Os isolados que produziram muito muco corresponderam a 60%,
ficando o restante no grupo com baixa capacidade de producdo de muco. No que diz respeito a reagdo de

pH, 52% das bactérias acidificaram o meio de cultura, 37% nao alteraram o pH e apenas 11% alcalinizaram.

Quanto aos isolados da cultivar BRS Carijé, 80% apresentaram crescimento rapido, 18% crescimento
intermedidrio e apenas 2% crescimento lento. Com relacdo a quantidade de muco, os isolados que
produziram muito muco corresponderam a 77%, sendo o restante pertencente ao grupo dos isolados com
baixa capacidade de producdo de muco. Quanto a reacdo de pH, 49% das bactérias acidificaram o meio de
cultura, 45% nao alteraram o pH e apenas 6% alcalinizaram.

Como pode ser observado, a maioria dos isolados bacterianos obtidos neste estudo apresentaram
crescimento rapido. Recentemente, bactérias isoladas de nddulos de feijdo-caupi de solos do Semidrido
apresentaram essa caracteristica, conforme observado por Leite et al. (2009) e Fernandes Junior et al.
(2012). Segundo Sprent (1994), bactérias do grupo dos rizdbios que apresentam crescimento rdpido sdo
comuns e mais adaptadas as regiGes semiaridas possuem um artificio de sobrevivéncia nessas condigdes,
tendo em vista que sdo mais tolerantes a seca do que aquelas de crescimento lento e se multiplicam

rapidamente em um curto periodo de tempo umido (SANTOS et al., 2007).

Em estudos desenvolvidos com o objetivo de verificar a diversidade de bactérias diazotréficas que nodulam
feijdo-caupi em solos do Submédio do Vale do Sao Francisco, Leite et al. (2009), observaram que dos 581
isolados obtidos, 62% foram de crescimento rapido e 63% acidificaram o meio de cultura. Medeiros et al.
(2009), também avaliando isolados oriundos de nédulos de feijdo-caupi cultivados em diferentes solos do
Estado do Rio Grande do Norte, obtiveram uma cole¢do de 304 bactérias, da qual todos os isolados
apresentaram crescimento rapido e acidificaram o meio de cultura. Leite et al.(2009) sugerem que o grande
numero de isolados de crescimento rdpido associados ao feijdo-caupi pode ser consequéncia de mudangas

climaticas como, por exemplo, o aumento gradual da temperatura.

Diferentemente de estudos que avaliaram a diversidade de rizobios em solos do Semiarido (MARTINS et.
al., 2003; LEITE et al., 2009), os resultados obtidos demonstram que ha abundancia de bactérias que nédo
alteram o pH do meio de cultura. Esse resultado pode indicar a presenca de grupos bacterianos ainda nao

isolados na regido, podendo, assim, representar espécies ainda ndo descritas.
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Conclusao

O feijao-caupi cultivado no Argissolo Vermelho Amarelo foi predominantemente nodulado por bactérias

com caracteristicas de crescimento rapido, que acidificam o pH do meio e que produzem muito muco.
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