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APRESENTACAO

Aobra “Ciéncias Agrarias Campo Promissor em Pesquisa’ aborda uma publicacao
da Atena Editora, apresenta seu volumem 4, em seus 23 capitulos, conhecimentos
aplicados as Ciéncias Agrarias.

A producéo de alimentos nos dias de hoje enfrenta varios desafios e a quebra de
paradigmas € uma necessidade constante. A producao sustentavel de alimentos vem
a ser um apelo da sociedade e do meio académico, na procura de métodos, protocolos
e pesquisas que contribuam no uso eficiente dos recursos naturais disponiveis e a
diminuicéo de produtos quimicos que podem gerar danos ao homem e animais.

Este volume traz uma variedade de artigos alinhados com a producéo de
conhecimento na area das Ciéncias Agrarias, ao tratar de temas como bioactividade
de extratos vegetais, producéo e qualidade de adubos verdes, silagem, fortalecimento
de cadeias produtivas, resisténcia a doencas, entre outros. Sdo abordados temas
inovadores relacionados com o uso de energia solar. Os trabalhos abordam temas
relacionados com as culturas do abacaxi, cana-de-agucar, canola, feijao, goiaba,
mamona, orégano, trigo, soja, entre outros cultivos. Os resultados destas pesquisas
vém a contribuir no aumento da disponibilidade de conhecimentos uteis a sociedade.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicacao e esforgos, que viabilizaram
esta obra que retrata os recentes avancos cientificos e tecnologicos nas Ciéncias
Agrarias, os agradecimentos dos Organizadores e da Atena Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais estudantes e
pesquisadores na constante busca de novas tecnologias para a area da Agronomia e,
assim, contribuir na procura de novas pesquisas e tecnologias que possam solucionar
0s problemas que enfrentamos no dia a dia.

Jorge Gonzalez Aguilera
Alan Mario Zuffo
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RESUMO: Osrizébios dos solosde Caatingaque
nodulamleguminosas nativas podem apresentar
potencial para uso no setor agricola. O objetivo
desse trabalho foi avaliar a capacidade do feijao-
caupi em estabelecer simbiose com rizébios
de solos da Caatinga isolados de leguminosas
nativas. Uma colecéo de 126 bactérias isoladas
de nddulos de leguminosas da Caatinga foi
testada quanto a capacidade de nodular feijao-
caupi em substrato estéril. Posteriormente, 30
rizobios foram avaliados quanto a capacidade
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de promover o crescimento de feijao-caupi em
solo n&o autoclavado. Um tratamento em que as
plantas foram adubadas com nitrogénio mineral
na forma de nitrato de aménia (50 kg ha) foi
adicionado como referéncia. O experimento
ocorreu em casa de vegetacdao em blocos ao
acaso com trés repeticbes. A massa seca da
parte aérea (MSPA) e o indice SPAD foram
determinados aos 35 dias ap6s a emergéncia.
Das 126 bactérias testadas, 94 nodularam o
feijdo-caupi, destas, 49 sado bactérias isoladas
de nddulos de Chloroleucon dumosum e 45 de
trés espécies de Stylosanthes. Esse resultado
confirma a capacidade de feijao-caupi nodular
com rizobios de solos da Caatinga e que nao
foram originalmente isolados da prépria planta.
Dos 30 rizobios avaliados, 25 promoveram a
MSPA semelhante ao tratamento nitrogenado
e 18 promoveram indice SPAD superior
referéncia. Combinando os
resultados, foi identificado 13 isolados que
promoveram ambos MPAS e indice SPAD, sendo
10 isolados vindos de nddulos de C. dumosum
e 6 de nddulos Stylosanthes spp., mostrando
que feijao-caupi nodula de forma eficiente com
rizobios de leguminosas da Caatinga.

PLAVRAS-CHAVE:
Biologica de Nitrogénio, Vigna unguiculata.

ao tratamento

Bactérias, Fixacao

ABSTRACT: Rhizobia from Caatinga soils that
nodulate native legumes may present potential
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for use in the agricultural. The aim of this study was to evaluate the ability of cowpea
to establish symbiosis with rhizobia from Caatinga soils isolated from native legumes.
A collection of 126 bacteria isolated from nodules of Caatinga legumes was tested for
the ability to nodulate cowpea on sterile substrate. Subsequently, 30 rhizobia were
evaluated for the ability to promote cowpea growth non-sterile soil. Plants fertilized with
mineral nitrogen (50 kg ha-1) were added as reference treatment. The experiment was
carried out in a greenhouse in randomized blocks with three replicates. shoot dry mass
(SDM) and SPAD index were determined 35 days after emergence. From the 126
bacteria tested, 94 nodulated cowpea: which 49 isolated from Chloroleucon dumosum
nodules and 45 from nodules of three Stylosanthes species. This result confirms the
capacity of cowpea to nodulated with rhizobia from Caatinga soils that were not originally
isolated from the cowpea plants. Twenty five out 30 rhizobia promoted MSPA similar to
nitrogen treatment and 18 promoted SPAD index higher than the reference treatment.
Combining the results, we identified 13 isolates that promoted both MPAS and SPAD
index, 10 of which were isolated from C. dumosum nodules and 6 from Stylosanthes
nodules, showing that cowpea efficiently nodulates with Caatinga legumes rhizobia.
KEYWORDS: Bacteria, Biological Fixation Nitrogen, Vigna unguiculata.

11 INTRODUCAO

O solo é um ambiente heterogéneo formado por diversos compartimentos que
promovem o estabelecimento de diversas formas de vida, sendo um dos maiores
reservatorios de biodiversidade microbiana (Maron et al., 2011). Bakshi e Varma (2011)
afirmam que a fertilidade e qualidade dos solos estéo relacionadas principalmente com
a quantidade e diversidade dos grupos de microrganismos que os habitam. Exemplos
desses grupos sao 0s microrganismos envolvidos no ciclo do carbono e nitrogénio
(Torsvik e @vreas, 2002).

Dentre as relagdes ecoldgicas que ocorrem abaixo do nivel do solo, a simbiose
entre bactérias fixadoras de nitrogénio e plantas leguminosas promove a entra de
nitrogénio nos ecossistemas (Freitas et a., 2011). A fixacdo biolégica de nitrogénio
atua como mecanismos de promocéao do crescimento da planta, proporcionada pelas
bactérias do solo. Essa interagdo simbidtica pode ser usada em beneficio de uma
agricultura mais sustentavel, de menor impacto ambiental e em menor custo (James
e Baldani, 2012). A simbiose entre leguminosas e as bactérias fixadoras de nitrogénio
opera a fixagao biolégica de nitrogénio (FBN) de modo eficiente, fixando quantidades
significativas de N (Freitas et a., 2010, 2011). Nas leguminosas, as bactérias que fixam
o N séo coletivamente chamadas de rizébios (Moreira e Siqueira, 2006).

A alta frequéncia e diversidade de leguminosas na Caatinga (Queiroz, 2006)
podem estar estimulando a manutencgao de populacdes de rizdbios diversas, tornando
0s solos desse bioma um reservatdrio importante para prospeccao de bactérias
fixadoras de nitrogénio. Estas populagdes podem abrigar rizbbios com potencial para
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promover o desenvolvimento de plantas de interesse agricola tipicas dos sistemas
de cultivo na regiao semiarida, como os cultivos de feijao-caupi, pois estas bactérias
estdo adaptadas as condigdes edafoclimaticas.

As leguminosas podem apresentar padroes simbibticos semelhantes, em que
duas ou mais espécies podem nodular e fixar nitrogénio com os mesmos tipos de
rizobios (Santos et al., 2005). Os rizébios simbiontes de leguminosas da Caatinga
podem possuir tragos fisiologicos interessantes para o uso em sistemas agricolas,
como por exemplo, resisténcia a oscilagdes de temperatura ou crescimento em rizosfera
com baixa disponibilidade de agua. Esses tracos sao interessantes para bactérias
aplicadas em sistemas de cultivos agricolas depende de chuvas, como o0 que ocorre
das lavouras de feijao-caupi. No entanto, pouco se sabe sobre a capacidade de rizdbios
simbiontes de leguminosas da Caatinga em nodular e promover o desenvolvimento de
leguminosas de interesse agricola.

Nesse sentido, o objetivo desse trabalho, foi avaliado o potencial de rizobios
isolados de solos da Caatinga em nodular e promover o desenvolvimento de plantas
de feijao-caupi, uma espécie de interesse agricola.

2| MATERIAL E METODOS
2.1 Teste de Nodulacao

O trabalho foi realizado em laboratério e em casa de vegetacao na Universidade
Federal de Alagoas — Campus Arapiraca. Para inicio das atividades uma colecéo de
bactérias previamente isoladas de noédulos de leguminosas da Caatinga foi avaliada
quanto a capacidade de nodular feijao caupi (Vigna unguiculata (.L) Walp). O teste foi
realizado em feijao-caupi por ser uma leguminosa com ampla capacidade de nodular
com diferentes tipos de rizobios (Leite, 2015) e por ser uma cultura de interesse agricola.
A colecéo corresponde a um total de 126 isolados dos quais 67 foram obtidos de
nédulos de Chloroleucon dumosum e 59 de nddulos de trés espécies de Stylosanthes
spp (18 de S. hamata, 18 de S. scabrae 23 de S. viscosa). As sementes de feijao-caupi
foram desinfestadas em alcool (70%) durante 1 minuto, em seguida com hipoclorito
de sodio (2%) por 5 minutos e, entdo, lavadas cinco vezes com agua destilada e
autoclavada. Em seguida foi realizada a semeadura de quatro sementes em potes
plasticos com capacidade para 300 mL contendo vermiculita estéril (1 atm, 120 °C, 40
minutos). Os potes haviam sido previamente desinfestados em luz ultravioleta (UV) por
30 minutos. Na semeadura, as sementes foram inoculadas com 1 mL de 10° células
da bactéria. Trés dias ap06s a emergéncia das plantas foi feito o desbaste deixando
duas plantas por pote. Cada isolado correspondeu a um tratamento. Um tratamento
controle sem inoculagéo foi adicionado para verificar a existéncia de contaminacéo no
experimento. O delineamento experimental adotado foi em blocos ao acaso com duas
repeticdes. As plantas foram irrigadas trés vezes por semana com agua autoclavada e
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solucéo nutritiva de Norris isenta de N (Vincent, 1970). Aos 15 dias apos a germinagéo
as plantas foram coletas. Nesse periodo o feijao-caupi ja possui nédulos formados e
fixando. No momento da coleta foi feita a avaliacéo qualitativa dos resultados, verificado
a presenca (+, capacidade de nodular) ou a auséncia (-, sem capacidade de nodular)
de nddulos nas raizes.

2.2 Promocao ea Nodulacao e Desenvolvimento de Feijao-Caupi em Solo nao
Estéril

Nessa fase, 30 bactérias de crescimento lento foram avaliadas quanto ao
potencial de promover a nodulacdo e o desenvolvimento da parte area de plantas
de feijao-caupi. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo em vasos tipo
Leonard (Vincent, 1970). A parte de cima dos vasos foi preenchida com amostra do
horizonte A de um Argissolo Vermelho distréfico. O solo utilizado néo foi esterilizado.
Os isolados foram crescidos em meio YM (Vincent, 1970) e 1 mL do crescimento
bacteriano (10° células/mL) foi inoculado na semente da leguminosa. Cada isolado
correspondeu a um tratamento. Foram incluidos dois tratamentos controle sem
inoculagcédo e com adubacgao com nitrogénio mineral equivalente a 50 Kg ha' de N na
forma nitrato de amonia (NO,NH,). O delineamento experimental utilizado foi blocos ao
acaso com quatro repeticdes. Aos 45 dias apds a emergéncia foram determinadas as
variaveis: numero de noédulos, massa seca dos nodulos, intensidade de verde (indice
SPAD) e massa seca da parte aérea. A analise da distribuicdo normal dos dados foi
feita aplicando o teste de Shapiro-Wilk e a analise de variancia (ANOVA) foi realizada
aplicando o teste F (p<0,05). Quando identificadas diferencas significativas, as médias
foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott (p< 0,05). As analises estatisticas foram
feitas usando o programa estatistico livre SISVAR (Ferreira, 2011).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 126 bactérias obtidas dos nodulos de leguminosas da Caatinga, 94 foram
capazes de nodular o feijao-caupi, sendo 49 isoladas de nddulos de Choroleucon
dumosum e 45 de nodulos de Stylosanthes spp. Este resultado confirma a existéncia
de rizobios em solos de Caatinga compativeis com feijao-caupi, portanto, esses solos
representam uma fonte natural de novas estirpes bacterianas com potencial uso
biotecnoldgico na agricultura.

Os isolados avaliados representaram diferentes fenétipos de crescimento em
meio de cultura YMA (Vincent, 1970) (Figura 1). A colecao de bactérias isolados de
C. dumosum foi representada por cinco fenétipos de crescimento (RA, RN, IAl, LN
e LAI. Figura 1). Em todos os grupos fenotipicos ocorreu a existéncia de bactérias
capazes de nodular feijao-caupi. Na colecao obtida das espécies de Stylosanthes, os
59 isolados testados representaram sete tipos fenotipicos de crescimento (RA, RN,
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RAL IN, IAl, LN e LAl Figura 1). Todos os isolados de crescimento lento foram capazes

de nodular feijao-caupi.
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Figura 1. NUmero de isolados obtidos de n6dulos de Chloroleucon dumosum e de espécies de
Stylosanthes que nodularam Vigna unguiculata segundo os grupos de crescimento em meio
YMA. RA: rapido e acido, RN: rapido e neutro, RAI: rpido e alcalino, IN: intermediario e neutro,
IAl: intermediario e alcalino, LN: lento e neutro e LAI: lento e alcalino.

O feijao-caupi possui habilidade de formar simbiose com diversos tipos fenotipicos
de rizobios. No entanto, essa cultura tem preferéncia por rizobio de crescimento lento.
Devido a alta ocorréncia de rizobios de crescimento lento na colecdo de bactérias
isoladas de nddulos de C. dumosum e das espécies de Stylosanthes (S. hamata, S.
Scabra e S. viscosa), 30 bactérias representantes dos grupos de crescimento lento
foram avaliadas quanto capacidade de promover a nodulagéo e crescimento de feijao-
caupi solo nao estéril.

Os rizObios obtidos dos nédulos de leguminosas nativas da Caatinga mostraram
variabilidade para nodulacao em feijao-caupi, sendo que todos os isolados promoveram
aumento no numero e massa seca dos nodulos (Figura 2). A variabilidade na
nodulacdo nas plantas de feijao-caupi inoculadas com os rizébios isolados de nédulos
de leguminosas da Caatinga resultou na formacéao de cinco grupos (A, B, C, D e E)
estatisticamente diferentes (p<0,05) (Figura 2).
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C. dumosum Stylosanthes spp.

Figura 2. Niumero de nddulos (NN) e massa seca dos nodulos (MSN) em plantas de feijao-caupi
inoculadas com rizobios isolados de nédulos de leguminosas da Caatinga. Barras cinza escuro:
rizobios isolados dos nédulos de Choroleucon dumosum. Barras cinza claro: rizbios isolados
dos nbdulos de Stylosanthes hamata (Sh), Stylosanthes scabra (Ss) e Stylosanthes viscosa
(Sv). N: controle com adubagdo com nitrogénio mineral (50 Kg ha™). Letras iguais indicam
tratamentos com mesmo desempenho a 5% de probabilidade pelo teste de agrupamento de
médias de Scott-Knott.

O isolado ShP2, obtido de ndédulo de Stylosanthes hamata, promoveu a formagéo
do maior numero de nodulos. Treze isolados formaram o segundo grupo (B) com
melhor desempenho na nodulagéo, sendo seis obtidos de nédulos de C. dumosum,
dois de Stylosanthes scarba e cinco de nédulos de Stylosanthes viscosa. A formacao
de biomassa dos nédulos (Figura 2. MSN) mostrou menor variabilidade comparada
ao numero de nédulos (NN), sendo identificados trés grupos estatisticos (A, B e C).
Dez isolados de C. dumosum (AD18, AD19, AD8, AP17, AP2, AP20, A42, AP90, AT48
e AT6) e nove de Stylosanthes spp. (ShP2, ShP3, SsP1, SsP4, SsP5, SvD4, SvO11,
SvS1 e SvS2) promoveram maior formacéo de biomassa dos nddulos.

A inoculacédo com os isolados de rizébios também promoveu alteracdes nas
variaveis associadas a parte aérea das plantas de feijao-caupi (Figura 3).
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Figura 3. indice SPAD e massa seca da parte aérea (MSPAMSN) em plantas de feijao-caupi
inoculadas com rizobios isolados de nédulos de leguminosas da Caatinga. Barras cinza escuro:
rizobios isolados dos nédulos de Choroleucon dumosum. Barras cinza claro: rizobios isolados
dos nbdulos de Stylosanthes hamata (Sh), Stylosanthes scabra (Ss) e Stylosanthes viscosa
(Sv). N: controle com adubagao com nitrogénio mineral (50 Kg ha™). Letras iguais indicam
tratamentos com mesmo desempenho a 5% de probabilidade pelo teste de agrupamento de
médias de Scott-Knott.

O desenvolvimento de pigmentos verdes (indice SPAD) foi estimulado por
metade (50%) dos isolados testados (p<0,05), superando o tratamento que recebeu
adubacéao com nitrogénio. Destes isolados, nove séo simbiontes de C. dumosum (AD4,
AD20, AO21, AP2, AP17, AP20, AP42, AP55 e AP90) e seis das trés espécies de
Stylosanthes (ShP2, SsP4, SsP5, SvO10B, SvO11 e SvS1). O indice SPAD temrelacao
positiva com o contetdo de nitrogénio na parte area (Ferreira, 2015). O deslocamento
positivo (p<0,05) no indice SPAD provocado por 50% das bactérias avaliadas nesse
estudo foi um resultado impressionante, pois (i) as bactérias ndo foram originalmente
isoladas de feijao-caupi e (ii) muitas foram obtidas dos noédulos de uma leguminosa
filogeneticamente distante (C. dumosum). A capacidade do feijado-caupi nodular e ser
beneficiado com rizébios de C. dumosum refor¢a o carater “promiscuo” da espécie
Vigna unguiculata em estabelecer simbiose eficiente com uma faixa ampla de rizébios
(Leite, 2015). Quanto a producédo de massa seca da parte aérea, 80% das bactérias
mostram desempenho semelhante ao controle com nitrogénio mineral (Figura 3).
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Uma avaliagdo geral do desempenho dos rizobios isolados de leguminosas

nativas da Caatinga foi possivel identificar 13 rizdbios capazes de beneficiar o feijao-

caupi, considerando as variaveis de nodulacédo e desenvolvimento da parte aérea

(Tabela 1). Os 13 rizobios representam bactérias que foram isoladas de nédulos de C.

dumosum, S. scabra e S. viscosa e apresentam potencial para a promocéao da cultura

de feijdo-caupi em campo.

Em geral, o desempenho simbiético dos rizébios isolados de solos e leguminosas

da Caatinga em promover o crescimento de uma espécie de interesse agricola revela

mais um valor a conservacéao dos solos e das matas. Os solos, além de outras fun¢des,

abrigam uma biodiversidade de bactérias com potencial para uso na producdo de

biomassa, como mostrado no presente estudo.

Tratamento Hospedeiro de Nodulagao’ Desenvolvimento

origem da parte aérea?
NN MSN SPAD MSPA

Nitrogénio (50 - 3

Kg ha") e c b a

AD20 Choroleucon c b a a
dumosum

AD4 Choroleucon c b a a
dumosum

AO21 Choroleucon c b a a
dumosum

AP17 Choroleucon b a a a
dumosum

AP20 Choroleucon c a a a
dumosum

AP42 Choroleucon b a a a
dumosum

AP55 Choroleucon b b a a
dumosum

AP90 Choroleucon c a a a
dumosum
Stylosanthes

SsP4 scabra c a a a

SsP5 Stylosanthes b a a a
scabra
Stylosanthes

SvO10B viscosa b b a a

SvO11 S.t ylosanthes c a a a
viscosa

SvS1 S_tylosanthes b a a a
viscosa

Tabela 1. Suméario do desempenho de rizobios isolados de nédulos de leguminosas da
Caatinga na nodulagéo e desenvolvimento da parte aérea de plantas de feijao-caupi.

"NN: niUmero de nédulos e MSN: massa seca dos nédulos.

2SPAD: indice SPAD e MSPA: massa seca da parte aérea.

3 Letras iguais indicam tratamentos do mesmo grupo estatistico com base na anélise de Scott-Knott a 5% de

probabilidade. Dados compilados das Figura 2 e 3 desse estudo.
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41 CONCLUSOES

Rizébios de crescimento lento isoladas de nédulos de Choroleucon dumosum,
Stylosanthes hamata, Stylosanthes scabra e Stylosanthes viscosa s&o capazes de
nodular o feijao-caupi.

Os rizobios simbiontes dos géneros Choroleucon e Stylosanthes promovem a
nodulacdo e o desenvolvimento da parte aérea de feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.)
Walp).
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