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Fixacao Bioldgica do
Nitrogénio e Colonizacao
Micorrizica em Genétipos de
Caupi (Vigna unguiculata (L.)
Walp.) Cultivados em Solo
de Tabuleiros Costeiros

Fernandes, M.F.; Barreto, A.C.; Fernandes, R.P.M.;
Aradjo, J.K. de S.

Resumo

Resumo: O presente estudo foi conduzido para avaliar a variabilidade entre dez
gendtipos de caupi quanto a caracteristicas relacionadas a fixacao biolégica do
nitrogénio (FBN) e a colonizacdo por fungos micorrizicos arbusculares (FMA). O
experimento foi implantado em um solo Argissolo Amarelo distréfico, tipico dos
tabuleiros costeiros, situado no Campo Experimental de Umbatdba da Embrapa
Tabuleiros Costeiros (Umbatba, SE). Foram avaliadas nove linhagens e uma
cultivar de caupi, sendo o experimento disposto em delineamento em blocos ao
acaso, com quatro repeticées. Apds 48 dias do plantio, quando todos os
gendtipos apresentavam-se em inicio de floracao, foram coletadas a seiva
xilemdatica, a parte aérea, as raizes e os nédulos rizobianos. Determinaram-se a
eficiéncia relativa da FBN, descrita pela relacdo entre as concentracées de N-
ureido e N-total na seiva, a matéria seca dos nédulos, a porcentagem de
colonizacao das raizes por FMAs e os teores de N e P na parte aérea.
Observaram-se diferencas significativas na massa seca de nédulos por planta,
sendo a maior nodulacao obtida na cultivar IPA 205. A linhagem com maior
eficiéncia da FBN para a nutricao nitrogenada das plantas durante o
florescimento foi a 698003, com 49% do N da seiva derivado deste processo.
A porcentagem do comprimento radicular colonizado por fungos micorrizicos
variou de 43 a 57% entre os gendtipos estudados. Estes resultados indicam que
o caupi apresenta alta variabilidade intraespecifica quanto a capacidade de
obtencao de beneficios da FBN e quanto a intensidade de colonizacao
micorrizica.
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Biological Nitrogen Fixation
and Mycorrhizal Colonization
in Genotypes of Cowpea
(Vigna unguiculata (L.)
Walp.) Grown in a Coastal
Tableland Soil

Abstract

Summary: This study was carried out to evaluate the variability among ten
cowpea genotypes regarding biological nitrogen fixation (BNF) and mycorrhizal
colonization traits. The experiment was installed in an Argissolo Amarelo
Distréfico (Ultisol), typical of the coastal tablelands, located at the Umbatba
Experimental Station (Embrapa Coastal Tablelands, Umbatba, SE, Brazil). Nine
lineages and one cultivar of cowpea were evaluated in an experiment laid out in
a randomized block design, with four replicates. Forty-eight days after sowing,
xylem sap, shoots, roots and nodules were collected. The relative dependency
of plants on FBN, expressed as the ratio between ureide-N and total-N
concentrations in the xylem sap, the dry weight of nodules, the percent of the
root length colonized by mycorrhizal fungi, and the shoot P and N
concentrations were measured. Significant differences were observed in the dry
matter of nodules per plant, with the highest values obtained in cultivar IPA
205. The lineage with the highest dependency on BNF at flowering was the
698003, with 49% of the N in xylem sap derived from this process. The
percent of the root length colonized by mycorrhizal fungi varied from 43 to 57%
among the studied genotypes. These results demonstrate a wide intra-specific
variability regarding the capacity of cowpea to obtain benefits from BNF and the
intensity of mycorrhizal colonization.



Introducéao

A salinizacdo é um dos principais fatores que afetam milhdes de hectares de
terrO caupi é uma das culturas de maior importancia na alimentacao da
populacédo dos estados do Nordeste do Brasil, sendo cultivada essencialmente
por pequenos produtores. Desta forma, alternativas que propiciem a elevacao da
produtividade desta cultura sem onerar os custos de producdo séao de
importancia social e econémica para a regiao.

Uma das estratégias para reducao dos custos de producdo do caupi é a selecao
de gendtipos cujas associacdes simbidticas com microrganismos do solo
apresentem alta eficiéncia na aquisicdo de nutrientes, especialmente nitrogénio
(N) e fésforo (P).

Por se associar simbioticamente com bactérias fixadoras do N, atmosférico dos
géneros Bradyrhizobium e Rhizobium (Fernandes et al., 2003; Zilli et al., 2004;
Zilli et al., 2006; Costa et al., 2006; Xavier et al., 2007), o caupi apresenta
grande potencial de crescimento em solos deficientes em nitrogénio.

Além disto, as raizes do caupi associam-se a fungos micorrizicos-arbusculares
(FMAs), estabelecendo uma simbiose denominada micorriza (Muthukumar e
Udaiyan, 2002). O efeito mais notavel desta associacao para as plantas é o
incremento da absorcao de P, principalmente em condicdes de restricao deste
nutriente no solo (Hayman et al., 1978). Pelo fato de diversas leguminosas
tropicais apresentarem alta intensidade de colonizagao radicular e densidade de
esporos de FMAs em sua rizosfera, o cultivo destas pode aumentar o nimero de
propdagulos destes fungos e o potencial de inéculo do solo (Harinikumar e
Bagyaraj, 1988; Espindola et a/., 1998; Souza et al., 1999). Hungria et al.
(1997) relataram que o cultivo do feijoeiro, foi capaz de incrementar ndo apenas
o numero de esporos de FMA no solo, mas também a diversidade de espécies
destes fungos, comparativamente ao cultivo do milho. Assim, o cultivo
consorciado de leguminosas com algumas culturas altamente micotréficas, como
citros, mandioca e algodao pode resultar em maior colonizacdo micorrizica das
raizes destas Ultimas e, conseqlientemente, em maior capacidade de absorcéo de
fésforo e maior produtividade em condi¢cdes de utilizacdo reduzida de insumos.

A existéncia de variabilidade genética intraespecifica quanto a capacidade de
FBN (Franco et al., 2002; Hungria e Boher, 2000) e quanto a capacidade de
colonizacao micorrizica (Khalil et a/., 1994; Khalil et al., 1999) ja foi relatada
para algumas espécies de importancia agronémica.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar nove linhagens e uma cultivar de caupi
quanto a FBN e colonizacao por fungos micorrizicos nativos dos tabuleiros
costeiros, visando selecionar linhagens com maior potencial de obtencéao de
beneficios destas interac6es com microrganismos do solo.

Material e Métodos

O experimento foi instalado no campo Experimental de Umbatba (Embrapa
Tabuleiros Costeiros) localizado no municipio de Umbauba, SE (11°20°S e 37°
40'W), em um solo classificado como Argissolo Amarelo distréfico A moderado.
A caracterizacdo quimica do solo é apresentada na Tabela 1.

Foram avaliadas nove linhagens de caupi do tipo ramador, denominadas 16001,
579002, 139003, 349000, 190004, 698003, 198001, 570007,
1982002, e a cultivar IPA 205. O experimento foi disposto no delineamento de
blocos ao acaso, com quatro repeticoes.

Imediatamente antes do plantio, o solo foi adubado com 60 kg ha' de P,0,, sob
a forma de superfosfato simples, e 30 kg ha™ de K,0, como cloreto de potéassio.
Foram utilizadas quatro sementes por cova, em espacamento de 80 x 40 cm.
Apds duas semanas do plantio, efetuou-se desbaste deixando-se duas plantas
por cova. Nao foram realizadas inoculacdes com rizébios e FMAs.

Tabela 1. Caracterizacdo quimica do solo utilizado
no experimento

pH em &agua (1:2,5) 4,8

Matéria orgéanica " 19 gdm?

N total @ 1gdm?®

p© 7 mg dm-®

K+ @ 0,1 Cm0|c dm=
Ca?t + Mg?+® 0,9 cmol_dm?
AP+ ® 0,3 cmol_dm

1 Método de Walkley-Black Embrapa 1997 (Jackson , 1959)

2 Embrapa, 1997

@ Extraido com Mehlich-1, determinado de acordo com (Embrapa 1997)

@ Extraido com Mehlich-1, determinado por fotometria de chama (Embrapa, 1997)

® Extraidos com KCI 1 N, determinados por espectrometria de absorcéo atdmica (Embrapa, 1997)
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Aos 48 dias ap6s o plantio, quando aproximadamente todos os genétipos se
apresentavam em inicio de floracdo, as plantas contidas em uma area de 1 m? de
cada parcela experimental foram cortadas a cerca de 3 cm do coleto. A parte
aérea foi coletada, secada em estufa de ventilacdo forcada (65°C, 72 h) e
triturada em moinho de facas para posterior determinacao dos teores de Pe N
(Embrapa, 1997).

A seiva xilematica exsudada na regiao do corte foi coletada com o auxilio de
uma pipeta de Pasteur por cerca de 15 min., acondicionada em frasco de vidro e
armazenada a —20°C. As concentracoes de N total (Bohley, 1967, citado por
Hungria, 1994) e N-ureido (Vogels e van der Drift, 1970) da seiva xilematica
foram determinadas por colorimetria, visando determinar a relacao N-ureido: N-
total, utilizada para avaliar a contribuicdo da FBN para cada gendtipo. Esta
relacdo tem sido indicada como uma importante caracteristica a ser avaliada para
a selecao de rizébios eficientes e cultivares de leguminosas com alto potencial de
FBN, ja que associagcdes eficientes resultam em transporte de uma maior
concentracao do N-total sob a forma de N-ureido na seiva xilematica (Neves et
al., 1982; Hungria e Neves, 1986; Herridge e People, 2002).

Amostras de raizes frescas foram retiradas durante a coleta, cortadas em
segmentos de 1 a 2 cm de comprimento e acondicionadas em etanol 50% para
determinacédo da intensidade de colonizacao micorrizica. Estas amostras foram
tratadas de acordo com a técnica proposta por Koske e Gema (1989) para
coloracao das estruturas fungicas. O comprimento radicular colonizado por FMA
foi determinado pelo método das intersecdes em placa reticulada proposto por
Ambler e Young (1977) e testado por Giovanetti e Mosse (1980). Foram
contadas, no minimo, 100 intersecGes sob microscépio esteroscépico com
aumento de 40 vezes.

As médias das varidveis foram comparadas entre os diferentes gendtipos pelo
teste de Duncan, a 5% de probabilidade. Os valores de contribuicdo percentual
da FBN foram correlacionados aos de matéria seca de nédulos e aos teores de N
na parte aérea utilizando-se o coeficiente de correlacdo de Pearson. A anélise de
componentes principais (ACP) foi utilizada para ordenar os gendtipos estudados
de acordo com as caracteristicas simbidticas e quanto aos teores de Pe N,
avaliados conjuntamente. Para esta andlise utilizou-se uma matriz de variancia-
covariancia obtida apds a relativizacao de cada variavel pelo respectivo valor
maximo. Correlacées de Pearson entre os valores das varidveis estudadas e os
escores dos gendtipos na ordenacao foram utilizadas para caracterizar as
principais variacdes ocorridas ao longo dos eixos.
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Resultados e Discussao

Observou-se variabilidade quanto a nodulacao entre gendtipos de caupi, sendo o
maximo de massa seca de nédulo por planta obtido na cultivar IPA 205 (Figura
1). As demais linhagens produziram cerca de metade ou menos da massa de
nédulos desta cultivar. Comparativamente aos resultados encontrados por
Vasconcelos et al. (1988), a variedade IPA 205 superou a todos os 19
gendtipos de caupi testados quanto a massa de nédulos por aqueles autores.
Entretanto, a nodulacao dos demais genétipos incluidos em nosso estudo é
similar a dos avaliados por Vasconcelos et al. (1988).

Alta variabilidade genética na nodulacao das raizes por rizébios foi observada
também em outras leguminosas como feijao (Pacovsky et al., 1984; Graham,
1981) e soja (Peres e Vidor, 1980).
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Figura 1. Producéo de matéria seca (MS) de nédulos rizobianos por planta (g), em diferentes linhagens e
na cultivar IPA 205 de caupi, cultivadas em solo de tabuleiro costeiro.

A contribuicdao da FBN para a nutricao nitrogenada de caupi, expressa como
porcentagem do N da seiva xilematica transportado sob a forma de N-ureido,
variou de 27 a 49% (Figura 2). Esta contribuicdo foi menor do que a observada
por Awonaike et al. (1990) e Eaglesham et al. (1982), que relataram valores
nas faixas de 54-70 e 61-76%, respectivamente. Utilizando a técnica de
diluicao isotdpica de '*N, Boddey et al. (1990) estimaram que a contribuicdo da

11
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FBN para o caupi foi de 70,3 a 73,5%, em experimento em Brasilia, enquanto,
no Rio de Janeiro, os valores obtidos (31,8-36,7%) foram semelhantes aos do
presente trabalho.

Trabalhos anteriores (Neves et al., 1982; Souza, 1991) mostraram que a
atividade de nitrogenase de associacoes entre diferentes estirpes de rizébios e
cultivares de caupi atinge um maximo, aproximadamente, uma semana antes do
inicio da floracao, apresentando uma queda apés este estagio. Desta forma, é
possivel que valores maiores de contribuicdo da FBN tenham sido atingidos
anteriormente a data de coleta dos exsudatos no presente estudo. Além disto, é
importante ressaltar que a nao utilizacdo de calagem neste experimento pode ter
afetado negativamente a eficiéncia de FBN nos gendtipos avaliados. Visto que a
FBN responde positivamente aos teores de molibdénio no solo (Campo et al.,
1999), a baixa disponibilidade apresentada por este nutriente sob condicées de
acidez pode ter contribuido para reduzir a eficiéncia do processo simbiético no
presente estudo.

A linhagem 698003 apresentou a maior eficiéncia da FBN para a nutricdo
nitrogenada, embora tenha diferido estatisticamente apenas das linhagens
190004 e 579002, que foram os gendtipos com menor eficiéncia deste

processo.

Nao foram observadas relacées entre o acimulo de matéria seca nos nédulos e
contribuicdo da FBN para a nutricdo nitrogenada das linhagens de caupi (dados
nao mostrados). Esta auséncia de correlacdo pode estar relacionada ao fato dos
nédulos formados pelas associacbes entre as diferentes linhagens e os rizébios
apresentarem diferentes niveis de eficiéncia da FBN. Pacovsky et al. (1984), por
exemplo, avaliaram caracteristicas relacionadas a eficiéncia da FBN em trés
cultivares de Phaseolus vulgaris e observaram que a cultivar “Dwarf
Horticultural”, embora tenha apresentado menor massa de nédulos secos por
planta, nao diferiu das outras duas cultivares quanto a quantidade de N
proveniente da FBN por planta. Os autores relatam, no entanto, que esta
variedade apresentou maior atividade especifica de nitrogenase g de nédulo
(mmol N, g de nédulo™ h'), podendo esta maior eficiéncia da nitrogenase ter
compensado a menor producao de massa nodular.

Quanto ao teor de N na parte aérea das plantas, foram obtidas diferencas
significativas entre os genétipos de caupi (Figura 3). Observou-se ainda
correlacao negativa e significativa entre esses teores e a contribuicdo da FBN
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para a nutricdo nitrogenada (Figura 4). Neves et al. (1982) observaram que em
feijdo comum (cv. Rio Tibagi) existe uma correlacao negativa entre a atividade de
redutase do nitrato e a concentracao de ureidos na seiva, o que, de acordo com
estes autores, indicaria que vias metabdlicas de sintese de ureidos funcionam
alternativamente a da redutase do nitrato.
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Figura 2. Contribuicdo da fixac&o bioldgica do N para a nutricdo nitrogenada em diferentes linhagens e na
cultivar IPA 205 de caupi cultivadas em solo de tabuleiros costeiros, expressa pela relagdo percentual
entre os teores de N-ureido e N-total na seiva xilematica.
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Figura 3. Teor de N na parte aérea (g kg-1) em diferentes linhagens e na cultivar IPA-205 de caupi
cultivadas em solo de tabuleiros costeiros.
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Figura 4. Correlacéo entre o teor de N na parte aérea e a contribuicdo
da FBN para diferentes linhagens e para a cultivar IPA 205 de caupi
cultivadas em solo de tabuleiros costeiros.

Assim, no presente estudo, um acumulo precoce de N nos tecidos vegetais, via
absorcao e assimilacdo deste nutriente do solo, podem ter resultado em inibicao
de processos de FBN que surgiram mais tardiamente no ciclo da cultura.
Diferencas entre linhagens de caupi quanto a intensidade de inibicao da FBN
pelo nitrogénio mineral também ja foram relatadas por Eaglesham et al. (1982).

Os gendétipos variaram quanto a capacidade de associacao a FMAs nativos,
observando-se percentagens de colonizacao radicular de 43 a 57 % entre os

mesmos (Figura b).
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Figura 5. Porcentagem (cm m-1) do comprimento radicular de diferentes linhagens e da cultivar IPA 205
de caupi colonizado por fungos micorrizicos arbusculares nativos em solo de tabuleiros costeiros.
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Diferencas intra-especificas quanto ao nimero de esporos na rizosfera e a
porcentagem de infeccao radicular por fungos MA também foram observadas em
amendoim (Kesava Rao et al., 1990). Estes autores observaram, ainda, uma
correlacdo significativa e positiva entre a porcentagem de colonizacdo micorrizica
e a produtividade de vagens de amendoim. Estas diferencas intra e
interespecificas na capacidade das plantas em desenvolverem associagées com
fungos MA tém sido atribuidas, principalmente, a algumas caracteristicas
relacionadas a capacidade de absorcdo e a demanda de nutrientes das espécies
vegetais. Assim, plantas que apresentam sistemas radiculares eficientes na
absorcao de nutrientes (Crush, 1974; St. John, 1980), ou menor demanda por
fésforo (Hall, 1975), tendem a apresentar menor colonizacao e dependéncia de
fungos micorrizicos.

Nao se observaram diferencas nos teores de P da parte aérea entre os gendtipos
estudados (média = 3,7 g kg, erro padrédo: 0,13, n = 40).

A Figura 6 representa a ordenacao dos gendtipos quanto as variaveis
relacionadas as simbioses e aos teores de N e P, analisadas em conjunto. Da
variabilidade total dos dados, 89% foram explicados pela ordenacéo; sendo
73% e 13% desta variabilidade representadas ao longo dos eixos 1 e 2,
respectivamente. O eixo 1 foi caracterizado por um gradiente de nodulacao, ao
longo do qual observa-se um incremento altamente significativo na massa de
nédulos a partir dos gendtipos a esquerda em direcao aos localizados a direita do
grafico. A cultivar IPA 205 apresentou grande superioridade em termos de
nodulacao em relacdao aos demais gendtipos.

O eixo 2 foi negativamente correlacionado a eficiéncia da FBN (eFBN) e a
porcentagem de colonizacdo micorrizica (FMA), indicando um incremento gradual
em ambas as caracteristicas a medida que os gendtipos sdo ordenados de cima
para baixo no grafico. O genétipo 698003 destacou-se quanto a estas duas
caracteristicas, sendo seguido por um grupo intermediario formado pelos
gendtipos 198001, 349000, IPA 205 e 570007.

Os teores de N na parte aérea (TN PA) apresentaram tendéncia oposta a
observada para a eficiéncia da FBN e a colonizacdo por FMA ao longo do eixo 2.
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Figura 6. Ordenacdo multivariada (ACP) dos gendtipos de caupi quanto as propriedades simbidticas
[porcentagem de colonizacdo por FMA (FMA); eficiéncia da FBN (eFBN), massa de nédulos por planta
(Nod)] e aos teores de N (TN PA) e P na parte aérea. Valores entre parénteses, em frente aos nomes
das varidveis analisadas, representam o coeficiente de correlagdo de Pearson (r) entre estas varidveis
e os eixos 1 e 2, respectivamente (**: p<0,01; ns: ndo-significativo, p>0.05). Valores percentuais
entre parénteses nos eixos 1 e 2 representam a porcentagem da variabilidade total dos dados
representada em cada um destes eixos.

Esses resultados indicam a possibilidade de obtencédo de gendtipos de caupi com
alta eficiéncia simbidtica com rizébios e FMA, simultaneamente. A obtencao
destes materiais apresenta potencial de beneficiar a nutricdo nitrogenada e
fosfatada do caupi e, conseqlientemente, de contribuir para o aumento da
produtividade e a reducao nos custos de producao da cultura.

Conclusoes

1. Os gendtipos de caupi testados apresentam variabilidade genética quanto a
contribuicdo da FBN para a nutricao nitrogenada e quanto a intensidade de
colonizacao radicular por fungos micorrizicos, destacando-se, respectivamente,
quanto a estas variaveis, as linhagens 698003 e 198001.
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2. O gendtipo 698003 possui alta eficiéncia de FBN e colonizacdo por FMA,
simultaneamente, podendo representar uma alternativa importante de cultivo em
condicdes de menor disponibilidade de N e P soltveis no solo.
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