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RESUMO

O feijdo-caupi € uma das leguminosas mais adaptadas, e nutritivas entre as espécies de
feijdo cultivadas. A baixa seletividade rizobiana por parte dessa cultura, faz com que seja
necessaria a selecdo de bactérias fixadoras, que apresentem boa eficiéncia simbiotica. O
uso de biomassa pirolisada, conhecida como Biochar, tem surgido como um condicionador
de solos eficiente. Sua aplicacdo ao solo tem sido empregada como um valioso método de
sequestro de carbono, diminuindo além das emissdes de CO,, outros compostos com o0 CHy,
e N,O. Esse trabalho objetivou avaliar o efeito da aplicacdo de biochar e da inoculacéo
sobre o desenvolvimento do feijdo-caupi e emissdo de GEE nesse tipo de cultivo, como
também, observar a diversidade genética e eficiéncia de pardmetros agrondmicos dos
isolados bacterianos capturados em diferentes solos do Vale do S&o Francisco. Foi
montado um experimento em vasos utilizando um Vertissolo proveniente da Estagéo
Experimental de Mandacari na Bahia e um Argissolo da Estacdo Experimental de
Bebedouro em Pernambuco, ambas pertencentes a Embrapa Semiarido, o experimento
seguiu um esquema fatorial de 2 x 2 x 4, sendo dois solos, duas aplicacdes de biochar
(presenca ou auséncia) em uma dosagem de 15 g/kg solo™ e quatro tratamentos
nitrogenados, sendo eles; dois inoculantes, um comercial (BR 3267) e um ainda em fase de
testes pela Embrapa Semiarido (ESA 17), uma aplicacdo de N mineral em uma dosagem de
80 kg/ha™ e um controle absoluto. Foi também medido, os fluxos de GEEs (CO,, CH, e
N,O) obedecendo os tratamentos. Além disso, foram isolados 79 bactérias do feijdo-caupi
para os dois solos, os isolados tiveram seu DNA extraido e através das técnicas de I1GS-
RFLP e BOX-PCR e um posterior sequenciamento, foram classificadas comparando-se as
sequéncias geradas com as disponiveis no GenBank. 30 isolados selecionados tiveram sua
eficiéncia simbidtica comparadas. Para o experimento testando os efeitos do biochar sobre
0 desenvolvimento do caupi com o0s quatro inoculantes e as emissdes de GEE, foi
constatado alteracbes no NN e MNS, assim como uma leve diferenca visual dos numeros
para massa da MPAS, indicando efeitos significativos do biochar sobre o desenvolvimento
feijdo-caupi nos dois solos. As maiores emissdes de CO; e redugédo de CH, foi observada
nos Vertissolos. Enquanto que as menores emissdes de N,O foi observada no Argissolo. O
agrupamento dos isolados de rizobios reveladas pela analise de restricdo do IGS e
fingerprinting do BOX-PCR, por solos, sugerem que a aplicacdo de biochar nédo teve
influéncia sobre as comunidades de rizobios. Ao todo, foram identificadas 6 espécies de
rizobio divididas em dois géneros, capazes de nodular o caupi, o surgimento da Microvirga
ossetica indica uma alta variabilidade genética de rizobios nos solos do Vale do S&o
Francisco e sua baixa similaridade com as espécies do mesmo género indica que pode se
tratar de uma espécie ainda ndo descrita. Os isolados submetidos ao teste de eficiéncia se
mostraram diferentes estatisticamente, apresentando bons resultados para MPAS, NN,
NTOT e EN, equiparando-se em alguns casos a referéncia e a testemunha nitrogenada.

alavras chave: Bradyrhizobium, Vigna unguiculata L., Diéxido de carbono, Eficiéncia
nodular, Diazotréficas.



ABSTRACT

Cowpea is one of the most adapted and nutritious legumes among cultivated bean species.
The low rhizobial selectivity on the part of this culture, makes necessary the selection of
fixing bacteria, which present good symbiotic efficiency. The use of pyrolysed biomass,
known as Biochar, has emerged as an efficient soil conditioner. Its application to the soil
has been used as a valuable method of carbon sequestration, decreasing beyond CO,
emissions, other compounds with CH4 and N,O. This work aimed to evaluate the effect of
biochar application and inoculation on the development of cowpea and GHG emission in
this type of crop, as well as to observe the genetic diversity and efficiency of agronomic
parameters of the bacterial isolates captured in different soils of the Valley of San
Francisco. An experiment was carried out in pots using a Vertisol from the Mandacaru
Experimental Station in Bahia and an Argissolo from the Experimental Station of
Bebedouro in Pernambuco, both belonging to Embrapa Semiarid, the experiment followed
a factorial scheme of 2 x 2 x 4, two solos , two applications of biochar (presence or
absence) in a dosage of 15 g / kg soil-1 and four nitrogen treatments, being them; two
inoculants, one commercial (BR 3267) and one still in the test phase by Embrapa Semi-
arid (ESA 17), an application of mineral N at a dosage of 80 kg / ha-1 and an absolute
control. It was also measured the GHG fluxes (CO,, CH4 and N,O) obeying the treatments.
In addition, 79 cowpea bacteria were isolated for the two soils, the isolates had their DNA
extracted and through the IGS-RFLP and BOX-PCR techniques and a subsequent
sequencing were classified by comparing the sequences generated with those available on
GenBank. 30 selected isolates had their symbiotic efficiency compared. For the experiment
testing the effects of biochar on the development of cowpea with the four inoculants and
GHG emissions, it was observed changes in NN and MNS, as well as a slight visual
difference of the numbers for MPAS mass, indicating significant effects of biochar on the
development of cowpea in the two soils. The highest CO, emissions and CH,4 reduction
were observed in the Vertisols. While the lowest emissions of N,O was observed in the
Argisol. The clustering of the rhizobia isolates revealed by the restriction analysis of 1GS
and fingerprinting of BOX-PCR, by soils, suggest that the application of biochar had no
influence on the rhizobia communities. In all, 6 rhizobia species were identified, divided
into two genera, able to nodulate the cowpea. The emergence of microviruses indicates a
high genetic variability of rhizobia in the soils of the S&o Francisco Valley and their low
similarity with species of the same genus indicates which may be a species not yet
described The isolates submitted to the efficiency test were statistically different,
presenting good results for MPAS, NN, NTOT and EN, in some cases being the reference
and the nitrogen control.

Key words: Bradyrhizobium, Vigna unguiculata L., Carbon dioxide, Nodular efficiency,
Diazotrophic.
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1. INTRODUCAO

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é uma das leguminosas mais
adaptadas, versateis e nutritivas entre as espécies de feijdo cultivadas, sendo um importante
alimento e um componente essencial nos sistemas de producdo das regiGes secas dos
tropicos (SINGH et al., 2002; MATOS-FILHO et al., 2009). No Brasil, a maior producgéo
desse grdo se concentra na Regido Norte, tendo em vista sua boa adaptagdo. Entretanto, a
escassez de agua e as altas temperaturas na regido do semiarido, bem como 0s poucos
recursos tecnoldgicos disponiveis para 0 uso em sistema de cultivo de feijdo-caupi, sdo 0s
principais responsaveis pela baixa produtividade na regido (FERNANDES-JUNIOR &
REIS, 2008; FERNANDES-JUNIOR et al., 2012; MARINHO et al., 2014).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), resultante da interacdo simbidtica da
planta (leguminosa), com as bactérias fixadoras de nitrogénio, vulgarmente denominadas
de rizobio, pode atingir altos niveis de produtividade, em alguns casos, chegando até 40%
ou 90% do total de N acumulado pela cultura (FRANCO et al., 2002). A relacdo simbiotica
entre plantas e rizobio se da pela conversdo do nitrogénio em sua forma molecular (Ny),
abundantemente presente na atmosfera, em amonia (NHs).

O feijdo-caupi apresenta uma alta promiscuidade quanto a nodulacdo com FBN
(TAMPAKAKI et al., 2017), essa baixa seletividade por parte das plantas faz com que,
tratando-se de fixagdo de N, ocorra uma diminuicdo da eficiéncia do N fixado devido a
competicdo com bactérias que mais induzem a nodulagéo do que a fixagcdo do N (XAVIER
et al., 2006). Com isso, faz-se necessario a selecdo de estirpes que melhor possam ser
exploradas, proporcionando ao mercado uma selecdo de inoculantes a base de bactérias
altamente eficientes (MARINHO et al., 2017).

A descoberta da PCR revolucionou os métodos para o estudo de diversidade. A
técnica consiste na hibridizacdo de sequéncias génicas especificas utilizando primers e
outros compostos em ciclos que envolvem altas temperaturas para desnaturacdo do DNA,

anelamento dos primers ou iniciadores e extensdo das sequéncias que se deseja amplificar
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(STRALIOTTO e RUMJANEK, 1999). Ferramentas moleculares como polimorfismo de
sequéncias intergénicas (Intergenic Sequences — IGS) e, polimorfismo do comprimento do
fragmento de restricdo (polymerase chain reaction - restriction fragment length
polymorphism — PCR-RFLP), vem sendo eficientes nos estudos de diversidade
(DOIGNON-BOURCIER et al., 2000; FAZAELI et al., 2000; WEI et al., 2003; JAISWAL
etal., 2017; TAMPAKAKI et al., 2017).

Interferindo de forma extremamente equilibrada dentro do ciclo do nitrogénio, a
FBN infere principalmente sobre as emissdes de GEE (Gases de Efeito Estufa), o que vem
mobilizando diversos paises na procura por estratégias para reducdo das emissdes desses
gases. O uso de biomassa pirolisada, conhecida também como Biochar, surge como uma
das alternativas para o sequestro de carbono no solo, porém, ja se sabe que o biochar
também tem influéncia sobre outros compostos gasosos liberados pelo solo com 0 CH, e
N,O (LEHMANN et al., 2011, CAYUELA et al., 2013).

Quando se fala de condicionador de solos, o Biochar pode se comportar
diferentemente dependendo de que material ele foi originado, quando produzido a partir de
Eucalyptus sp., por exemplo, o biochar apresenta caracteristicas fisicas bastante
significativas, possuindo alta area de superficie especifica, devido a sua porosidade
(SANTOS et al., 2011). Mediante estas caracteristicas, esse material pode afetar as
propriedades fisico-quimicas e consequentemente hidricas do solo e serve como habitat
para 0s micro-organismos, dai seu potencial como condicionador do solo (SANTOS et al.,
2011).

O interesse pelos efeitos do biochar sobre a comunidade microbiana do solo, bem
como, sua influéncia sobre bactérias envolvidas no ciclo do nitrogénio e do metano vem
sendo recorrente (WARNOCK et al., 2007; LEHMANN et al., 2011, ABUJABHAH et al.,
2017). Ainda existe uma escassez de estudos para elucidar essa vasta gama de perguntas a
cerca de um sistema tdo complexo como a fracdo bioldgica do solo, mas ja se sabe que o
uso do biochar tem efeito positivo sobre as fracdes fisica e quimica do solo, o que
consequentemente afeta a atividade microbiana (ABUJABHAH et al., 2016;
ABUJABHAH et al., 2017). Assim, lancando-se méo da vasta gama de recursos e técnicas
atualmente conhecidos para selecdo de isolados bacterianos associativos e simbidticos,
associado ao uso de compostos fisicos para modificacdo das caracteristicas fisico-quimicas

e consequentemente a biota do solo, se faz necessario a realizagcdo de mais estudos que
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possa apontar como essas técnicas juntas podem ser benéficas para maiores producdes

agricolas com menos impactos sobre 0 meio ambiente.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Avaliar o efeito do biochar e da inoculagédo sobre o desenvolvimento do feijdo-
caupi, quantificar a emissdo dos Gases de Efeito Estufa (GEE) nesse tipo de cultivo, além
de estudar a diversidade genética e a eficiéncia agrondmica dos isolados capturados em

diferentes solos do Vale do sdo Francisco.
2.2. ESPECIFICOS

e Estimar o efeito da inoculacdo e da aplicagdo de biochar sobre o desenvolvimento
do feijdo-caupi cultivado em diferentes solos do vale do Séo Francisco.

e Avaliar os efeitos da aplicacdo de nitrogénio mineral sobre a fixacdo bioldgica de
nitrogénio em diferentes solos do vale do Sdo Francisco.

e Auvaliar os efeitos da aplicacdo carvao vegetal e inoculantes sobre a emissdo dos
GEE do solo em cultivo de feijao-caupi em diferentes solos do Vale do Séo
Francisco.

e Determinar a diversidade genética de bactérias fixadoras de nitrogénio em
diferentes solos do Vale do S&o Francisco.

e Avaliar a eficiéncia agronémica das bactérias isoladas dos solos do vale do S&o

Francisco.



19

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. FEJAO-CAUPI: DADOS DE PRODUCAO E IMPORTANCIA ECONOMICA

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é uma das leguminosas mais
adaptadas, versateis e nutritivas entre as espéecies de feijdo cultivadas, sendo um importante
alimento e um componente essencial nos sistemas de producdo das regides secas dos
tropicos, que cobrem parte da Asia, Estados Unidos, Oriente Médio e Américas Central e
do Sul (SINGH et al., 2002; MATOS-FILHO et al., 2009). E uma cultura de origem
Africana, introduzida no Brasil pelos colonizadores portugueses, ainda no século XIV, sua
entrada, se deu inicialmente pelo estado da Bahia, sendo disseminado pelo restante do pais
(FREIRE-FILHO et al., 2011).

O caupi possui uma vasta gama de denominagdes de acordo com a regido do pais
onde é produzido, ou mesmo, apenas consumido. Os nomes mais comuns sao: feijdo-de-
corda e macassar ou macacar (Nordeste), feijao de praia e de estrada (Norte), feijao miudo
(Sul), catador e geruba (Bahia e Norte de Minas), feijao-fradinho (Rio de Janeiro) e ainda,
feijdo-caupi, feijdo-pardo, feijdo-verde, feijdo-manteiga e ervilha-de-vaca, entre outros
(ARAUJO et al., 1984; SPIAGGIA, 2003). A producdo mundial de feijio, incluindo o
feijdo-comum e o feijdo-caupi, aumentou 59,1% no periodo compreendido entre 1961 e
2005 BOVESPA (2012). Os cinco maiores produtores mundiais desse grdo sdo: Nigéria
(2,5 milhdes de toneladas), Niger (906 mil toneladas), Burkina Faso (398 mil toneladas),
Tanzéania (137 mil toneladas) e Mianmar (131 mil toneladas) (FAO, 2016).

No Brasil, o cultivo do feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) predomina nas
regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste, possivelmente em razdo de fatores de ordem
climética. Ja o feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] predomina nas regifes Nordeste
e Norte. Porém, por ser uma espécie adaptada as condi¢es tropicais e subtropicais, produz
bem em todas as regides do Pais (SINGH, 2006; FREIRE-FILHO, 2011).
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Os grdos dessa leguminosa podem ser comercializados verdes ou secos, e até
mesmo, ainda no estagio de vagens, utilizadas para elaboracdo de saladas, o comércio do
feijdo verde, como é chamado o caupi ainda no estadgio de maturacdo, possui um cunho
mais artesanal/manual acontecendo principalmente em torno dos grandes centros urbanos,
trabalho esse restrito principalmente a agricultura familiar (FREIRE-FILHO et al., 2011),.
Zilli et al., (2009), ressalta em seu estudo sobre o feijdo-caupi na Amazbnia, que essa
cultura ocupa lugar de destaque em termos de producdo e consumo no Brasil, e que em
particular seu expressivo consumo esta vinculado as tradi¢des culinérias das regides Norte
e Nordeste do pais, e que o sistema de producdo ainda é tipico da agricultura familiar. Uma
das caracteristicas mais importantes do feijdo-caupi € seu curto periodo de cultivo, girando
em torno de 80 dias, com uma producdo média estimada de 317 kg/ha™ (ZILLI et al.,
2009).

A escassez de agua e as altas temperaturas na regido do semiarido, bem como os
poucos recursos tecnolédgicos disponiveis para o uso em sistema de cultivo de feijdo-caupi,
sd0 0s principais responsaveis pela baixa produtividade na regido (FERNANDES-JUNIOR
& REIS, 2008; FERNANDES-JUNIOR et al., 2012; MARINHO et al., 2014). Porém, uma
das caracteristicas mais importantes das leguminosas é a FBN, esse fator é resultante da
interacdo simbidtica da planta (leguminosa), com as bactérias fixadoras de nitrogénio,
vulgarmente denominadas de rizobio. Quando inoculado, o feijdo pode atingir altos niveis
de produtividade, o que pode ser bem relativo quanto a contribuicdo da FBN, tendo em
vista que em alguns casos, o fornecimento de N pode chegar a 40% ou 90% do total de N
requerido pela cultura. Rocha et al., (2007) ndo recomendam a adubagdo nitrogenada,
tendo em vista que o feijdo-caupi € uma leguminosa que se beneficia da associacéo
simbiotica com bactérias que tem a capacidade de fornecer todo o N requerido pela planta.
Entretanto, Zilli et al., (2009), ndo descartam a utilizacdo da adubagdo nitrogenada,
recomendando-a em caso de baixa nodulagéo.

A adocdo de inoculantes como fonte de fornecimento de N para o feijdo, é uma
alternativa de baixo custo para aumentar a producdo de grdos e garantia de conservacao
dos recursos naturais (MARINHO et al., 2014). Plantas que foram inoculadas com as
estirpes rizobianas: BR 3262, BR 3299', INPA 03-11B, e UFLA 03-84 (Bradrhizobium
sp.), obtiveram produco semelhante a adubacao quimica nitrogenada com 80 kg/ha™ de N,

0 que comprova a eficiéncia da inoculagdo com o rizébio, e afianca, que a fixacdo
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bioldgica de nitrogénio pode, dependendo da cultivar e da estirpe empregada na
inoculacdo, dispensar a adubacao nitrogenada quimica.

E de fundamental importancia a realizacio de mais estudos envolvendo a vasta
quantidade de cultivares de feijdo-caupi existentes no mercado, associadas as mais diversas
estirpes de rizébio ja conhecidas e desenvolvidas até entdo, a fim de se encontrar nesses
ensaios, as cultivares e estirpes que melhor formam interagdo simbiotica, expressas em
altas produtividades de grdo dessa cultura.

3.2. FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO (FBN)

As plantas requerem diversos tipos de compostos para poderem atingir seu
desenvolvimento de forma integral, e consequentemente, chegar a seu principal objetivo
que é a reproducdo. Grande parte dos compostos utilizados por elas se encontram no solo e
até mesmo, livres na atmosfera. De maneira funcional, o nitrogénio (N) é um dos
elementos mais importantes para 0s seres Vvivos, porque € constituinte fundamental de
biomoléculas, sendo encontrado na estrutura dos nucleotideos que formam os &cidos
nucleicos e proteinas, respectivamente (TAIZ & ZAIGER, 2013). Duas fontes de N estdo
disponiveis para as plantas, em particular as leguminosas, a primeira € o N mineral advindo
do préprio solo, ou mesmo da adubacdo quimica, a segunda, através da fixacdo bioldgica
feita por bactérias diazotroficas (RUMJANEK et al., 2005).

Embora a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN), seja o0 processo responsavel pela
maior parte do N fixado no solo, em torno de 90%, que o caracteriza como 0 mais
importante, existem outras maneiras naturais pelas quais o N é fixado, como por exemplo;
os relampagos e as reacdes fotoquimicas (TAIZ & ZAIGER, 2013). Tendo em vista a
necessidade de N para as plantas e principalmente para os seres humanos que dependem
indiscutivelmente delas. A FBN é um dos processos biogeoquimicos de grande
importancia para a vida no planeta. Se este processo fosse interrompido, a vida no planeta
terra estaria extinta em poucas décadas (ZILLI et al., 2009).

A interacdo dos micro-organismos fixadores de N com as leguminosas acontece na
rizosfera, a regido do solo, onde os processos mediados pelos micro-organismos, Sao
especificamente influenciados pelo sistema radicular das plantas (SOUZA et al., 2015).
Isso quer dizer, que hd um processo integrado acontecendo nesse ambiente, esta zona

inclui o solo ligado as raizes das plantas e muitas vezes, se estende poucos milimetros da
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superficie das raizes, sendo um ambiente importante para as interacdes entre esses
organismos (LYNCH, 1990; CINZENTOS & SMITH, 2005; SOUZA et al., 2015).

Vaérias familias de plantas sdo capazes de se associar simbioticamente a BFNs
(Bactérias Fixadoras de Nitrogénio), porém, a associa¢do de rizbios é mais comumente
debatida e estudada em fabaceas (LACERDA, et al., 2004; FERNANDES-JUNIOR, et al.,
2008; LEITE, et al., 2009; MELO e ZILLI, 2009; ANTUNES, et al., 2011; BRITO, et al.,
2011; FERNANDES-JUNIOR, et al., 2012; MARINHO, et al., 2014; RADL, et al., 2014;
MARINHO, et al., 2017; ARGAW e MULETA, 2017). O processo de nddulacdo, onde ha
0 alojamento da bactéria no organismo vegetal, se d& por uma série de processos
especificos, geralmente desencadeados por respostas a estimulos bioguimicos. O sistema
de secrecdo de proteinas do tipo I1l, também conhecido como T3SS, além de desempenhar
um papel importante na patogenicidade de varias bactérias, é responsavel pela secressao de
proteinas efetoras, encarregadas de induzir modificagdes morfo-fisioldgicas no hospedeiro.
O recoenheciento simbidtico entre macro e microssimbiontes, se da pela exudagdo de
sinais-chave, no caso da nodulacdo, fatores nod, que possibilitam o reconheciemnto
simbiotico entre os dois individuos. Na famiilia rizobiace, a secrecdo dessas proteinas
diretamente nas células do hospedeiro induz a formacdo de nddulos. Entretanto, cabe
resslatar que os genes da noddulacdo ndo sdo expressos de forma significativa em quanto a
bactéria se encontra em vida livre, porém, os compostos denominados flavonodides,
liberados pelas células corticais das raizes da planta ativam esses genes, ativando a
liberacédo de fatores nod. (LYRA et al., 2008).

Os nodulos séo estruturas especializadas onde a bactéria fica alojada fixando o N,
atmosférico (SILVA e UCHIDA, 2000; LYRA et al., 2008; TAIZ e ZEIGER, 2013;
GANO-COHEN et al., 2016; ARGAW e MULETA, 2017).

O feijdo-caupi apresenta uma alta promiscuidade quanto a nodulagdo com BFN
(TAMPAKAKI et al., 2017), essa baixa seletividade por parte das plantas faz com que,
tratando-se de fixagdo de N, ocorra uma diminui¢do da eficiéncia do N fixado devido a
competicdo com bactérias que mais induzem a nodulagdo do que a fixacdo do N (XAVIER
et al., 2006).

No feijdo-caupi, o suprimento inicial de N vem inteiramente dos cotilédones e do
solo, e segue até aproximadamente os 20 DAE, depois desse periodo, por volta dos 25 dias,
a planta passa a retirar esse macronutriente principalmente da FBN, garantindo sua
disponibilidade até o periodo de floragdo (BRITO et al., 2011).
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Embora muito se ouca falar sobre a FBN em leguminosas, esse tipo de associagdo
ndo € restrito as fabaceaes em particular, mas também a outras familias de plantas. Alguns
géneros BFN sdo capazes de formar associagBes também com plantas ndo leguminosas,
como a cana-de-agucar por exemplo (DOBEREINER et al., 1995; BALDANI et al., 2014).
3.3. EMISSOES DE GASES DE EFEITO ESTUFA (GEE) NA AGRICULTURA

Com o advento da revolucédo industrial, iniciada na Inglaterra no inicio do século
XVII1, expandindo-se pelo mundo a partir do século XIX, houve profundas mudangas nos
habitos da sociedade, em que o trabalho do homem foi substituido pelo trabalho da
maquina. Iniciaram-se a producdo de bens de consumo em massa, havendo melhora
significativa na qualidade de vida da populacdo mundial (CARMO et al., 2010). Em contra
partida, 0 meio ambiente passou por diversas modificaces, varios fendmenos naturais
foram afetados e até mesmo interrompidos pelas a¢Bes antrdpicas. Costa et al. (2006)
enfatizam que esses impactos sdo imprecisos, porém o que se sabe, é que pequenos
aumentos na temperatura, podem ocasionar excessos ou déficits hidricos em algumas
regides, causando, o desaparecimento de cidades costeiras pelo aumento do nivel dos
oceanos. O aumento da temperatura se da pelo acumulo de gases na atmosfera, os
chamados gases de efeito estufa (GEE).

Quando se fala em emissdo de GEE, os mais relevantes para o desencadear desse
fendmeno sdo; o dioxido de carbono (CO,), o metano (CH,) e o éxido nitroso (N,O),
responsaveis pelas emissdes na atmosfera de 1,638 bilhdes de toneladas, 18,1 milhGes de
toneladas e 546 mil toneladas, respectivamente, dados do ano de 2005, de acordo com
Cordeiro et al., (2011).

Segundo o relatério do Painel Intergovernamental sobre mudancas climaticas
(IPCC, 2001), o Brasil, até em que esse relatério foi lancado, j& sofria impactos com as
mudancas climaticas e era considerado mais vulneravel a eventos naturais de maior
intensidade. O Pais é signatario do protocolo de Quioto com acdes ja finalizadas. Uma das
acdes lancadas pelo Brasil foi o inventario das emissdes de GEE pela agropecuaria citado
por LIMA et al. (2001), onde destacam a realizacdo de pesquisas em ambito nacional
direcionada a emissdes em sistemas de producdo vegetal.

Como jéa relatado anteriormente, a pecudria e a agricultura, sdo 0s retores quemais

emitem GEE no Brasil (SEEG, 2015). Por outro lado, € importante destacar que a
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agricultura, embora sendo um dos setores que mais emite esses gases, € também, um dos
setores da atividade humana mais vulneravel aos efeitos de possiveis alterac@es climaticas,
com repercussdes negativas no que se refere a seguranca alimentar em escala global
(IPCC, 2001; COSTA et al., 2006). Mesmo diante do extensivo uso atual dos sistemas de
irrigagdo, grande parte da produgdo agricola mundial é dependente das chuvas.

As emissOes causadas especificamente pela agropecuéria sdo distribuidas em cinco
grupos de atividades: producdo animal e vegetal, uso de fertilizantes nitrogenados na
agricultura, disposicdo de dejetos animais e cultivo em Organossolos. Entretanto, a
agricultura chega a ser responsavel por quase 60% das emissdes brasileiras quando as
emissOes relacionadas indiretamente com a producéo agropecudria sdo contabilizadas. Séo
elas: emissGes provenientes do desmatamento dos ecossistemas naturais para expansao
agricola, do uso de combustiveis fésseis na agricultura e do tratamento de efluentes
industriais (SEEG, 2015).

Quando o solo é cultivado, ocorre alteracdo na magnitude do influxo e do efluxo de
CO, no sistema solo atmosfera, com reflexos nos estoques de Carbono (C) organico do
solo. Normalmente, o cultivo do solo resulta na diminuicdo dos estoques de C organico,
resultante do aumento do efluxo de CO, para atmosfera e diminui¢do do influxo de C
fotossintetizado no solo (COSTA et al., 2006).

O C principalmente na forma de CO, da atmosfera é transformado em carbono da
biomassa, por meio da fotossintese, processo que utiliza luz solar para sintetizar compostos
organicos nas plantas (CORDEIRO et al., 2011). O CO, e o CH, possuem C em sua
constituicdo, assim quando h& desmatamento e consequentemente queimadas, esse carbono
é novamente langado para a atmosfera (Aumento do efluxo e diminuicdo do influxo).

O mesmo acontece com o0 N,O, que possui em sua constituicdo o N, e como visto
anteriormente de acordo com o SEEG (2015), uma relevante causa para 0 aumento das
emissdes de GEE na agricultura, é a utilizacdo da adubacdo nitrogenada nos sistemas de
cultivos convencionais vigentes, sendo responsavel por 7% de toda emissdo de GEE no
Brasil, assim, faz-se necessario buscar meios e novas praticas de cultivo, para reduzir a
utilizacdo desse tipo de insumo agricola, evitar modificacdes drasticas no ambiente, usar
adubos organicos, consorcios com leguminosas, optar pelo plantio direto e utilizar a pratica

da inoculagdo com BFN, nos cultivos.
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3.4. BIOCHAR: USO DE BIOMASSA PIROLISADA NA AGRICULTURA

Carvao derivado de biomassa (biochar) é uma fonte versatil de energia renovavel
com o potencial de gerar calor, eletricidade e biocombustiveis liquidos. O uso do biochar
ndo € novo na agricultura segundo Baumann, (1960) e Eden et al. (1984). Porém, com o
aquecimento global e a necessidade de minimizar o efeito dos GEE, a producdo de
produtos solidos de biomassa vem tomando forca na agricultura (Lehmann, 2007).

O Biochar, também conhecido como Black Carbon, é qualquer material rico em
carbono obtido de biomassa carbonizada, para uso como condicionador de solos, na
elaboracdo desse material, praticamente qualquer fonte de biomassa pode ser carbonizada
(MAIA, 2010), o grande diferencial dessa técnica, € que nesse caso, 0 material vegetal
passa por um processo de combustdo conhecido como pirolise, definida por Petter (2010)
como sendo a queima do material vegetal em condicGes controladas, com baixa ou
nenhuma presenca de oxigénio (O).

No processo tradicional de carbonizacdo, aproximadamente 35% do carbono da
madeira é fixado no carvao vegetal e o restante é emitido no ambiente na forma de fumaca
e gases ndo condensaveis (CO,, CO, CH, etc.). Entretanto, ha tecnologias que sdo capazes
de recuperar esses subprodutos da carbonizacdo, na forma de gases condensados, em até
50% desse carbono perdido, minimizando a poluicdo do meio ambiente. No processo de
pirélise, muitos compostos volateis sdo perdidos, porém durante a conversdo térmica, 0s
esqueletos de carbono e os minerais ajudam a manter a estrutura rudimentar e porosidade
do material inicial (PETTER, 2010). Quando se fala de condicionador de solos, o biochar
pode se comportar diferentemente dependendo de que material ele foi originado, quando
produzido a partir de Eucalyptus sp. por exemplo, o biochar apresenta caracteristicas
fisicas bastante significativas, possuindo alta area de superficie especifica, devido a sua
porosidade (SANTOS et al., 2011).

Além de ser um material com porosidade e superficie especifica destacaveis, 0
carbono proveniente do processo de pirogénese € uma das fracbes com maior média de
vida no ambiente, fracdes contendo carbono pirogénico sdo encontrados nas Terras Pretas
de Indios da Amazonia em grandes quantidades e com idades que variam de 500 a 7.000
anos (PETTER et al., 2010), h& registo desse material encontrado em outras arias com

idade de até 10.000 anos (CARMO et al., 2010) isso s6 ressalta confirma mais a
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importancia desse composto nos cultivos agricolas como melhorador das caracteristicas do
solo, assim como uma 6tima forma de minimizar as emissdes de GEE.

Com os varios estudos realizados a cerca das mudancas no solo através do
implemento de biochar (SANTOS et al., 2011; LIN et al., 2016; LIMA et al., 2016), o
interesse pelos efeitos desse material sobre a comunidade microbiana do solo, assim como
sua influéncia sobre bactérias envolvidas no ciclo do nitrogénio e do metano vem sendo
recorrente (WARNOCK et al., 2007; LEHMANN et al., 2011, ABUJABHAH et al., 2017).
Embora ainda exista uma escassez de estudos para elucidar essa vasta gama de perguntas a
cerca de um sistema tdo complexo como a fracdo bioldgica do solo, ja se sabe que o uso do
biochar tem efeito positivo sobre as fracdes fisico-quimica do solo, o que
consequentemente afeta a atividade microbiana (ABUJABHAH et al., 2016;
ABUJABHAH et al., 2017).

Alguns trabalhos com biochar e FBN, tem mostrado um aumento na fixacdo de N
no solo (RONDON et a., 2007; QUILLIAM et al., 2013). Porém, esse fato ndo se da pelo
aumento das comunidades microbianas relacionadas a fixacdo de N2 atmosférico, mas sim,
a disponibilidade de micronutrientes como (B) boro e (Mo) molibdénio (LEHMANN et al.,
2011).

Estudando os efeitos do biochar sob a nodulacéo e atividade nitrogenase em plantas
de trevo (Trifolium repens L.), Quilliam et al. (2012), observaram que nessas plantas, o
efeito do biochar diminui a formacéo de noédulos nas plantas, o que pode ser explicado por
uma maior fixacdo de nitrogénio e consequentemente ao fato de haver uma maior
disponibilidade de N fixado, que seria 0 bastante para atender as necessidades da planta.
Porém esse fato deve ser melhor abordado para outras espécies de plantas, tendo em vista,
gue em soja (Glynine max L.) a incorporacédo de biochar ao solo, eleva tanto o crescimento
da planta quanto a nodulacio (GLODOWSKA et al., 2017). E importante discutir a
interacdo dos micro-organismos do solo enquanto a aplicabilidade do biochar, levando-se
em conta as descobertas feitas quanto as incriveis modificacdes fisico-quimicas desse
ambiente. Recentemente foram avaliadas as interacdes entre o carvao vegetal pirolisado e 0
ciclo do nitrogénio. Cayuela et al. (2013), estudando os efeitos do biochar sobre as
emissdes de N,O em 14 solos, constataram diminui¢Ges que vdo de 10 a 90%. No entanto,
cabe salientar, que é necessario, a realizagdo de outros estudos tendo em vista elucidar os
Varios questionamentos ainda existentes a cerca dessa atraente alternativa para mitigar as
emissdes de GEE (SANCHEZ-GARCIA et al., 2014). Esses autores enfatizam o0s
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controversos resultados demonstrados na literatura, em que em alguns solos a aplicacéo de
biochar diminui as emissfes de N,O, enquanto em outros aumenta.

3.5. CARACTERIZACAO DE RIZOBIO POR MEIO DE FERRAMENTAS
MOLECULARES

A necessidade de estratégias confidveis para investigar a diversidade entre
populacdes de rizobios, uma gama de técnicas foi desenvolvida, incluindo especificamente
os métodos moleculares (DOIGNON-BOURCIER et al., 2000). Tendo em vista essa baixa
seletividade por parte do macrosimbionte, faz-se necessario a selegdo de estirpes que
melhor possam ser exploradas economicamente, proporcionando ao mercado uma selecéo
de inoculantes a base de bactérias altamente eficientes (MARINHO et al., 2017).

A Técnica de PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase) revolucionou os métodos
para o estudo de diversidade, e consiste na hibridizacdo de sequéncias génicas especificas
usando oligonucleotideos (iniciadores) (STRALIOTTO e RUMJANEK, 1999,
FERNANDES et al., 2003)). Os métodos de fingerprinting ou impressao digital sdo
bastantes usados para eliminar isolados que possuem o mesmo perfil genético. Dentre 0s 0s
mais estudados esta 0 BOX-PCR, por ser um método rapido e preciso (HUNGRIA et al.,
2008), e usa sequéncias repetitivas e palindémicas. (STRALIOTTO e RUMJANEK, 1999).

De forma mais abrangente, a reacdo em cadeia de polimerase, permite associar-se a
outras técnicas como Polimorfismo do Comprimento do Fragmento de Restricdo (RFLP-
restriction fragment length polymorphism) é muito utilizada em estudos taxondmicos por
ser simples e abranger diversas regides do genoma, incluindo as ndo transcritas, onde o
fragmento é clivado por endonucleases do fragmento especifico, aumentando a eficacia dos
estudos de diversidade (FERNANDES et al., 2003. A Técnica de ARDRA (anélise de
restricdo do DNA ribossomal amplificado) amplica o gene 16S rRNA ribossomal e este
fragmento é cortado por enzimas de restricdo que também vai gerar um perfil genético e
agrupamento mostrado através de um dendrograma usando programas bioinformaticos
(Leite et al., 2009).

Outra técnica a IGS-RFLP das regides intergénicas ribossomais (IGS) vém sendo
aplicada e sdo ferramentas importantes para os estudos de filogenia. (DOIGNON-
BOURCIER et al., 2000; FAZAELLI et al., 2000; WEI et al., 2003; JAISWAL et al., 2017;
TAMPAKAKI et al., 2017;). A regido correspondente ao espaco intergénico é mais

passivel de modificacBes evolutivas que outras sequéncias ribossomais, além de ter regides
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muito conservadas como partes dos genes 16S e 23S rRNA, além de todo o gene 5.8S
rRNA. Dessa forma possui boa capacidade de fornecer informac@es filogenéticas sobre o
organismo estudado (FAZAELI et al., 2000).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. LOCALIZACAO E DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

O ensaio foi conduzido no Campo Experimental da Caatinga no Setor de
Metabolismo Animal pertencente a Embrapa Semiarido, situada no municipio de Petrolina-
PE (09° 09° S de 40° 22° W) (Figura 1). O clima da regido é caracterizado como BSwh,
segundo classificacdo de Kdeppen. O periodo de chuvas para a regido é de janeiro a abril,
com uma precipitacdo media de 535,5 mm anuais e com uma temperatura média anual de
26,0°C. A vegetacdo natural predominante no municipio ¢ de mata nativa de Caatinga
hiperxerdfila.

Figura 1: Localiza¢do da Embrapa Semiéarido (imagem Google Earth 2017).

4.2. INSTALACAO, COLETA E ANALISE ESTATISTICA.
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O ensaio teve inicio no més de novembro de 2017 e termino no més de janeiro do
mesmo ano. O experimento seguiu um esquema fatorial de 2 (solos) x 2 (biochar) x 4
(tratamentos de inoculagdo). O delineamento experimental adotado foi em blocos ao acaso,
com quatro repeticdes. Foram utilizados como tratamentos: dois solos, um Argissolo
(ARS) proveniente da estacdo experimental de Bebedouro (Petrolina, PE 09°09’S;
40°22°W) e um Vertissolo (VRS) originario da estagdo experimental de Mandacaru
(Juazeiro, BA 09°24°S; 40°26°W), ambos pertencentes & Embrapa Semiarido (Figura 2), a
aplicacéo ou nio do biochar incorporado ao solo (15g/kg™ de solo) e quatro tratamentos de
inoculacdo descritos a seguir: duas estirpes de Bradyrhizobium BR 3267 de B.
yuanmingense, autorizada pelo MAPA para a producdo de inoculantes para o feijao-caupi
(Martins et al, 2003); ESA 17 de Bradyrhizobium sp., estirpe em fase de selecdo para o
feijdo-caupi pela Embrapa Semiarido (Marinho et al., 2017), um controle nitrogenado (com
aplicacéo de N-Uréia na dose dosagem de 80 Kg ha™), além de um controle absoluto (sem

inoculacdo ou adubagdo com N), constituindo assim, um esquema fatorial completo.
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Figura 2: Localizagdo dos pontos de coleta dos dois solos: (ARS) proveniente da estacao
experimental de Bebedouro e (VRS) originario da estacdo experimental de Mandacard,

ambos localizados no vale do sdo Francisco.
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Tabela 1: Resultados das anlises fisicas dos solos utilizados no experimento Argissolo
(ARS) e Vertissolo (VRS).

Localidade Solos Densidade Porosidade Granulometria
Solo Particulas Total (%) Areia Silte Argila
(kg/dm®) (9/kg)
Bebedouro ARS 1,29 2,60 50,17 773,7 153,7 72,6
Mandacaru VRS 1,21 2,43 50,26 395,6 2427 361,7

Obs: ARG = Argissolo; VRS = Vertissolo

Tabela 2: Resultados das analises quimicas dos solos das comunidades Bebedouro e
Mandacaru. Argissolo (ARS) e Vertissolo (VRS).

Local Soo CE pH C P K Na Ca Mg Al H+Al SB CTC V
mS g mg Cmolc o
cm* hg® dm? dm’® 0

Bebedouro ARS 044 55 23 803 009 003 15 060 0,00 17 2,2 39 570
Mandacard VRS 045 77 74 594 025 0,08 167 190 000 02 189 192 987

Obs: ARG = Argissolo; VERT = Vertissolo; SB = sturacéo de bases, CTC = Capacidade de troca de cations, V =
Saturacdo de bases e C.E. = Condutividade elétrica.

Os solos foram coletados a uma profundidade de 20 cm, uma aliquota foi retirada
para realizacdo da andlise fisica e quimica (Tabelas 1 e 2). Para preparacdo do biochar, foi
utilizado carvdo vegetal produzido a partir de algaroba [Prosopis juliflora (Sw) DC], o
mesmo foi moido em forrageira até que se formasse um fino pd, em seguida foi
esterilizado por meio de autoclavagem.

Para o enchimento dos vasos com capacidade para 12 kg, o solo foi destorroado,
peneirado e homogeneizado, pesado e adicionado 15g kg™ de biochar para os tratamentos
com a aplicacdo do condicionador. Para uma boa homogeneizag¢do do carvdo ao solo, o
material foi colocado em sacos plasticos e revolvidos manualmente até que todo o material
estivesse homogeneizado. Os vasos foram dispostos no campo, a céu aberto e receberam as
bases das camaras, que foram inseridas cerca de 5 cm no solo (Figura 4 A e C). Tendo em
vista a coleta de gases, 0s vasos receberam agua deionizada durante oito dias em um total
de 1 L diario antes do plantio do feijdo-caupi, isso para que 0 material, assim como as
atividades microbianas pudessem se estabilizar, antes da primeira coleta de gas.

Para a preparacdo dos inoculantes, as bactérias foram crescidas em meio de cultura
liquido YM com Azul de Bromotimol (Vincent, 1970), em temperatura ambiente por seis
dias sob agitacdo orbital constante de 120 rpm.

Utilizou-se a cultivar BRS Marataod para o plantio do feijao-caupi . As sementes
foram previamente desinfestadas superficialmente com etanol 96° GL (30 segundos),

NaClO (hipoclorito de sodio) 2% (v/v) (2 minutos) e seguiu-se de oito lavagens em agua
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destilada e autoclavada (ADE). Foram semeadas 4 sementes por vaso e aplicado com o
auxilio de uma pipeta sobre as sementes ja semeadas, um total de 4 ml de meio YMA
contendo as bacteérias ja crescidas, 0s vasos receberam agua deionizada diariamente. Oito
DAE (dias ap6s emergéncia), as plantas foram desbastadas utilizando-se uma tesoura de
poda, deixando-se apenas uma planta por vaso.

A coleta do experimento se deu 45 DAE, as plantas foram cuidadosamente
removidas dos vasos para evitar maiores perdas de raizes e nodulos. A parte aérea foi
separada das raizes e colocada em sacos de papel devidamente identificados. As raizes
foram lavadas cuidadosamente para remocao das particulas de solo e biochar e secas ao ar
durante uma hora, os nodulos foram destacados, contados e postos em sacos de papel
devidamente identificados com cada tratamento. Tanto a parte aérea, quanto os nodulos (ja
contados) e as raizes, ja acondicionados em sacos de papel identificados foram postos para
secar em estufa de circulacdo forgada durante 4 dias a 65°C. Os componentes separados da
planta (parte aérea, raizes e nddulos), apds atingirem massa constante, foram pesados em
balanca analitica de precisdo para determinacdo da massa da parte aérea seca (MPAS),
massa das raizes secas (MRS) e massa de nddulos secos (MNS).

No momento da coleta das plantas, aliquotas com média de 500 g de solo foram
recolhidas de cada vaso, postas em sacos plasticos, identificadas e posteriormente
encaminhadas para o Laboratério de Solos e Material Vegetal da Embrapa Semiarido onde
foram feitas andlises quimicas e fisicas dos solos submetidos a cada tratamento ao fim do
experimento.

Foram utilizadas as partes aéreas das plantas, incluindo folhas, ramos e caule, para
determinacdo do teor de N na parte aérea. Apos seca em estufa de circulacéo forgada por
quatro dias a 65°C, a parte aérea da planta foi moida em moinho de bola tipo Wiley. As
amostras foram analisadas pelo método em analisador elementar TruSpec LecoSorb CN
(Leco, EUA). O N total na parte aérea foi calculado por meio da multiplicagdo do teor de
nitrogénio (mg g™) pela massa da parte aérea (g).

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F de acordo com o
delineamento experimental adotado e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a

5% (p< 0,05). O software utilizado para analise estatistica foi 0 SISVAR verséo 5.6.
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4.3. PLANEJAMENTO E CONFECCAO DAS CAMARAS E COLETA DOS GEE

Para determinacdo das emissdes de gases do efeito estufa (GEE) nos vasos, foram
construidas 64 camaras feitas com canos de PVVC (Policloreto de vinila) para esgoto, com
didmetro de 75 mm (4.59% da superficie dos vasos). As camaras se dividiam em base
(haste de PVC) medindo 15 cm de comprimento e tampa (tampa ou “cap” de PVC), que
quando acoplados somavam uma altura de 17 cm, no entanto, ap6s acopladas no solo, foi
feita uma média das alturas das camaras totalizando em torno de 12 cm (Figura 3), com
isso foi calculado para a cAmara em sua “totalidade” o volume de 750,6 cm?, porém tendo
em vista o0 acoplamento das bases no solo, cerca de 5 cm ficaram submersos, considerar-se
como volume 0til da cdmara, apenas a parte sobre o solo (Figura 4 B), uma média de 12

cm, assim, 0 volume médio final da camera foi de 529,8 cm?®.

A

Sépto de borracha &5

CAP de PVC para cano de esgoto 7Smm @
Camara montada
| pronta para uso

12 cm

Cano de PVC para esgoto 7Smm

Figura 3: (A) Componentes para construcdo da camara de coleta de GEE, (B) camara

pronta para uso, com altura total apos fixada no solo.

Foram preparadas para cada camara um total de 2 seringas, acoplando-se ao bico de
cada seringa uma valvula médica de 3 vias (TRO-VENOFLOW 3 VIAS), que evitava a
perca do gas até que fosse transferido para os “vials”. Por fim, cada seringa foi identificada

com cada tempo de coleta (0, e 10 min.).
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Figura 4: (A) Distribuigdo dos tratamentos em campo, (C) Bases das cadmaras fixadas ao
solo, (B) Camara com todos os componentes e pronta para coleta dos GEE.

4.4. COLETA DOS GASES

Para a preparagéo dos vials para receber as amostras de gases coletados, 0s mesmos
eram hermeticamente fechados com o auxilio de um crimpador ergonémico manual
(AGILENT TECNOLOGIES) e identificados de acordo com cada tempo de coleta,
respectiva camara e tratamento. Em um periodo de 48 horas antes de cada coleta de gas, 0s
vials eram submetidos ao vacuo em uma bomba de alto vacuo (SYMBOL VACUO).

As coletas eram realizadas obedecendo a ordem dos blocos (B1, B2, B3 e B4). No
momento das coletas, 0s “caps” eram acoplados as bases ja fixas no solo, iniciando-se a
captura com o auxilio das seringas, obedecendo aos tempos pré-definidos (0 e 10 min.)
iniciando-se o crondmetro a partir da colocacdo de cada cap. Em cada tempo de coleta,
eram registradas as temperaturas do solo (nos vasos) e do ar. Apos as coletas, os vials eram
transportados para o Laboratério de Cromatografia da Embrapa Semiarido. As
concentragdes de N,O (Oxido nitroso), CO, (Dioxido de carbono) e CH, (Metano) nas
amostras foram determinadas em cromatografia gasosa em cromatdgrafo Agilent 7890A
GC System. Para os célculos dos fluxos dos GEE, cada uma das quatro amostras coletadas

nos vasos (nos diferentes tempos) foram injetadas individualmente e apds a determinacéo
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das concentracGes em cada tempo, o fluxo foi calculado em cada parcela por meio da

integracao dos dados.
4.5. ISOLAMENTO DAS BACTERIAS

Para o isolamento dos rizébios foi realizado um experimento em condicdes de casa
de vegetacdo na sede da Embrapa Semiarido. Para este ensaio, foi utilizado o mesmo
biochar que foi processado e adicionado aos vasos como descrito anteriormente. A cultivar
de feijdo-caupi (BRS Marataod) foi utilizada como planta-isca e semeada em vasos com
volume de 3 L de substrato. As amostras de solo usadas foram as mesmas descritas
anteriormente. Da mesma forma a incorporagdo do carvéo ao solo foi realizada conforme

descrito para o experimento anterior.

Apo6s 8 dias de emergéncia (DAE), as plantas foram desbastadas, deixando-se

apenas uma planta por vaso, aos 35 DAE, as plantas foram coletadas.

O isolamento das bactérias foi realizado no Laboratdrio de Microbiologia do Solo
da Embrapa Semiérido. Na coleta, as raizes foram separadas da parte aérea e lavadas em
agua corrente, cuidadosamente. Os nddulos foram removidos das raizes e logo apés a
remocdo foram desinfestados superficialmente em etanol 96° GL por 30 segundos,
hipoclorito de sodio 2% (v/v) por 7 minutos seguido de 8 lavagens em ADE. Apdés a
desinfestacdo, os nédulos foram esmagados com uma pinga e seu contetdo disposto em
placas de Petri como meio YMA com vermelho congo (Vincent, 1970). As placas foram
incubadas a temperatura ambiente por 10 dias e o aparecimento de col6nias isoladas foi
monitorado diariamente. Ao se constatar o crescimento das colonias isoladas, as bactérias
foram purificadas novamente em placas de Petri com meio YMA com azul de bromotimol
até a obtencdo de coldnias puras. Apo6s a purificagdo, as bactérias foram estocadas em meio
YMA liquido com glicerol e armazenadas em ultrafreezer a -80°C na Colecdo de Micro-

organismos de Interesse Agricola da Embrapa Semiarido (CMISA).
4.6. EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Para extracdo do DNA gendmico, as bactérias estocadas foram repicadas em placas
de Petri com meio YMA com azul de bromotimol, para conferéncia da pureza. Apds

constatado o crescimento puro das colénias, foi feita uma cultura de células em meio YM
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liquido, sem indicador, utilizando-se 5 ml de meio em tubos de ensaio com volume de 15
ml. As bactérias foram incubadas em agitador orbital a 125 rpm durante 6 dias em
temperatura ambiente. Para extracdo do DNA gendmico bacteriano utilizou-se o kit de
extracdo Wizard Genomic DNA Clean-Up System (Promega) seguindo-se o protocolo do
fabricante.

4.7. PCR E AMPLIFICACAO DE ESPACO INTERGENICO - IGS

Utilizando o DNA extraido, foi feita a amplificacdo da regido intergénica 16S-
IGS1-5.85-1GS2-23S 16S-23S intergenic spacer region) para a caracterizacao genotipica
das bactérias obtidas no isolamento. Para uma melhor compreensdo a cerca das posi¢coes
filogenética dos isolados, foi feita também a amplificacdo do IGS de 7 bactérias referéncias
(Bradyrhizobium ingae BR 10247, Bradyrhizobium sp. BR 2003, Bradyrhizobium elkanii
SEMIA 6144, Bradyrhizobium neotropicale BR 10247, Bradyrhizobium japonicum USDA
6, Rhizobium leguminosarum bv. trifolii LMG 8830 e Ensifer sp. USDA 192), que foram
gentilmente cedidas pela curadoria do Centro de Recursos Bioldgicos Johanna Débereiner
(Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ). A reagdo de PCR foi dimensionada para 26 pL,
contendo reacdo tampao de 1X 2,6 pl, MgCl;, 1,4 ul, dNTP 1,09 ul, Tag DNA polimerase
0,2 ul, agua Milli-Q 18,03 pl e 0,52 ul de cada iniciador. Os primers utilizados para a

amplificacéo do IGS foram IGS-F1-T7 (5-
TAATACGACTCACTATAGGGGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCG-3") e IGSbrd-
R1-SP6 (5’-GATTTAGGTGACACTATAGGCTTCTTCGCAGCTCCCCACG-3’)

(Tampakaki et al. 2017). A reacdo de amplificacdo consistiu de uma etapa de desnaturacao
inicial de 95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 95°C por 1 min, 55°C por 1 min, e 72°C
por 2 min com uma extensdo final de 72°C por 10 min. Os produtos da PCR foram

analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% com tampdo TBE a 0,5X.

4.8. REACOES DE RESTRICAO E ANALISE DOS FRAGMENTOS

Apo6s amplificacdo do IGS, os produtos de PCR foram digeridos utilizando-se as
endonucleases: Hind 111, Hin 61 e Alu I. As reacdes de restricdo foram dimensionadas para
16 ul, contendo: 8 pl da reagdo de PCR e 8 pul das solugdes contendo as endonucleases.
Cada enzima foi preparada adotando-se as recomendacdes do fabricante. As solucdes
contendo o DNA e as respectivas enzimas foi encubado em estufa tipo BOD a uma

temperatura de 37°C por 16 horas (overnight). O material digerido foi analisado em gel de
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agarose a 2% em tampéo TBE 0,5X, aplicando-se uma voltagem de 100 V por 3 horas. Os
géis foram observados em transluminador com Iluz UV e fotografados em
fotodocumentador. A avaliacdo dos perfis de restricdo foi feita com o programa
BioNumerics v. 7.6. Para a constru¢do do dendrograma de similaridade foi utilizado o
coeficiente de Dice, e o algoritimo UPGMA, aplicando-se a tolerancia de 2%.

4.9. FINGERPRINTING MOLECULAR POR MEIO DA TECNICA DE BOX-PCR.

Os perfis que apresentaram 100% de similaridade entre si na técnica de IGS-RFLP,
foram submetidos a avaliacdo do fingerprinting molecular por meio da técnica de BOX-
PCR. Foi utilizado o iniciador BOX-Al (5°- CTACGGCAAGGCGACGCTGACG - 37)
(Versalovic et al., 1994). A reacdo de PCR foi dimensionada para 25 ulL, contendo reagédo
tampdo de 1X 2,5 ul; MgCl, 1,5 pl; dNTP 5,0 ul; Tag DNA polimerase 0,20 pl; agua
Milli-Q 13,8 ul; DNA 1,0 pl e 1,0 pL (10 mM) do primer. A reacdo de amplificagédo
consistiu de uma etapa de desnaturacao inicial de 95°C por 7 min, seguido de 40 ciclos de
94°C por 1 min, 53°C por 1 min, e 65°C por 8 min com uma extensao final de 65°C por 16
min. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% com
tampédo TBE a 0,5X aplicando-se uma voltagem de 120 volts durante 2,5 horas. Os géis
foram observados em transluminador com luz UV e fotografados. A avaliagdo dos perfis

de bandas foi realizada com o programa Bionumerics, conforme descrito acima.

4.10. SEQUENCIAMENTO DO ESPACO INTERGENICO IGS

Apos feita a selecdo dos isolados que seriam submetidos ao teste agronémico e
sequenciamento, foi realizada entdo, uma nova amplificacdo do IGS para essas bactérias,
conforme descrito acima. Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit comercial
Wizard SV Gel and PCR Clean-up System da (Promega) e enviados para o
sequenciamento na empresa Macrogen, Coreia do Sul. A qualidade das sequéncias foi
verificada utilizando o programa SeqScanner 2.0 (Applied Biosystems) e, comparadas com

sequéncias de estirpes tipo na plataforma (NCBI) usando BLAST.

4.11. AVALIACAO DA EFICIENCIA SIMBIOTICA DOS ISOLADOS

Foram escolhidas para o teste de eficiéncia 30 bactérias que apresentaram perfis de

similaridade diferentes, pela técnica de IGS-RFLP e fingerprinting pelo BOX-Al. Os
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isolados foram reativados, do estoque, em placas de Petri contendo meio YMA com azul
de bromotimol. Apds constatado o crescimento, as bactérias foram repicadas em meio YM
sem indicador e sem &gar por 5 dias até que o meio se mostrou turvo com uma contagem
de células aproximada de 10° células mL™.

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo na sede da Embrapa Semiarido,
seguindo delineamento experimental inteiramente casualizados (DIC) com 4 repeti¢Oes e
33 tratamentos, sendo: 30 isolados obtidos neste estudo, 1 controle nitrogenado (sem
inoculagdo e com aplicacdo de N), uma bactéria referéncia (BR 3267 de Bradyrhizobium
yuanmingense) e a testemunha absoluta (sem inoculacéo e sem N).

A variedade de feijdo-caupi utilizada foi a BRS Pujante. As sementes foram
previamente desinfestadas conforme descrito acima. Foram semeadas 4 sementes em vasos
de poliestireno com capacidade para de 500 mL preenchidos com areia autoclavada (duas
autoclavagens a 120°C, 1,5 atm por 1 h, com o intervalo minimo de 72 h entre as
autoclavagens). Para a inoculacdo das bactérias, 4 mL do caldo de cultivo contendo as
bactérias crescidas (aproximadamente 10° células mL™), foram inoculadas por semente na
semeadura. As 10 DAE, as plantas foram desbastadas deixando-se apenas uma planta por
vaso.

Os vasos foram irrigados diariamente com ADE, e ap6s a queda dos cotilédones,
uma solucédo nutritiva isenta de N (Norris e Mannetje, 1964) foi aplicada semanalmente. A
testemunha nitrogenada recebeu uma dosagem de 50 mg de N na forma de (NH;NO3)
nitrato de amoénia por semana.

As plantas foram coletadas 40 DAE. As raizes foram separadas das partes aéreas,
lavadas cuidadosamente em agua corrente e 0s nédulos foram destacados e contados para
determinacdo do numero de nodulos (NN). Os nddulos, assim como a parte aérea e as
raizes foram colocados separadamente em sacos de papel devidamente identificados e em
seguida, secos em estufa de circulacdo forcada a 65°C durante 4 dias até que atingissem
massa constante. Apos seco o material foi pesado em balanca analitica de precisdo para
determinacdo dos teores de MPAS, MRS e MNS.

Foram utilizadas as partes aéreas das plantas, incluindo folhas, ramos e caule, para
determinacédo do teor de N na parte aérea. Apés seca em estufa de circulagao forcada por
quatro dias a 65°C, a parte aérea da planta foi moida em moinho de bola tipo Wiley. As
amostras foram analisadas pelo método em analisador elementar TruSpec LecoSorb CN

(Leco, EUA). O N total na parte aérea foi calculado por meio da multiplicacdo do teor de
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nitrogénio (mg g™*) pela massa da parte aérea (g). Ja a eficiéncia nodular, foi calculada pela
divisdo do N total (mg planta™) pela massa de nédulos (g).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e quando significativos,
submetidos ao teste de Scott-Knott (p< 0,05). O software utilizado para analise estatistica

foi 0 SISVAR versao 5.6.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. EFEITO DO BIOCHAR SOBRE O DESENVOLVIMENTO DO FEIJAO-CAUPI

A aplicacdo do biochar teve influéncia na nodulacdo das plantas em funcdo dos
diferentes solos. No Argissolo, o nimero e massa de nédulos nas plantas inoculadas foi
reduzido pela aplicacdo do carvao (Tabela 3). A literatura cientifica apresenta dados tanto
de aumento (LEHMANN et al., 2011; ABUJABAHAH et al., 2017), como de reducéo da
nodulacédo (QUILLIAM et al., 2013). Essa variabilidade na resposta das plantas e micro-
organismos em experimentos com aplicagdo do biochar se deve a uma serie de fatores
como as caracteristicas edafoclimaticas e a composi¢do quimica da biomassa pirolizada.

Hely et al., (1957) constatou um aumento na nodulacdo em trevo subterraneo
(Trifolium subterraneum) em um solo Podzélico Amarelo na Austrdlia com carvdo de
incéndios florestais, evidenciando os primeiros indicios dos efeitos positivos do biocarvao
sobre rizébios. Por outro lado, (QUILLIAM et al., 2013) constataram que a nodulacdo do
trevo-branco (Trifolium repens) com as bactérias nativas de um solo franco-arenoso em
condigOes de campo na Inglaterra foi reduzida com a aplicacdo do biochar, entretanto, a
atividade fixadora dos nodulos foi igual tanto nos tratamentos inoculados como nos nédo
inoculados. Estes resultados contrastantes demonstram a variabilidade das respostas a

aplicacdo do biochar.

Tabela 3: Nimero e massa de nédulos secos de plantas de feijdo-caupi produzidas em dois
solos (ARS = Argissolo e VRS = Vertissolo) do Vale do Sao Francisco com (+ biochar) e
sem (- biochar) aplicacdo de biochar.

NUmero de ndédulos Massa de nédulos secos
Tratamentos -
(nodulos/planta) (mg/planta)

ARS + ARS - ARS + ARS —

Biochar Biochar Biochar Biochar
ESA 17 113,3 bAB 228,3 aA 727 bA 1092 aA
BR 3267 43 hBC 164,6 aAB 890 aA 1079 aA
N 80kg/ha'l 31,8bC 129,5 aB 996 aA 920 aA

Controle 149,3 aA 30 bC 648 aA 746 aA
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CV% 36,79 22,09

VRS + VRS - VRS + VRS -

Biochar Biochar Biochar Biochar
ESA 17 241 aA 159,75 bAB 880 aAB 1120 aA
BR 3267 169 aAB 48 bC 1157 aAB 510 bB
N 80kg/ha™ 93 bBC 240,25 aA 677 bB 1150 aA
Controle 36 aC 96,75 aBC 1397 aA 1290 aA
CV% 37,95 28,55

**Médias seguidas de letras iguais, mindsculas nas linhas em uma mesma variavel, e maidsculas nas colunas,
dentro das fontes nitrogenadas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A adicdo do biochar no Vertissolo beneficiou os inoculantes avaliados, mostrando
uma maior nodulagdo nos tratamentos com os inoculantes. O inoculante ainda em fase de
testes pela Embrapa ESA 17, mostrou-se superior a BR 3267 ja disponivel no mercado. O
fato de ter havido uma alta nodulagcdo no controle absoluto do Argissolo, pode ser
explicado pela alta diversidade de bactérias noduladoras existentes nos solos (MELO e
ZILLI, 2009), conforme serd demonstrado para os isolados obtidos neste estudo. O maior
nimero de nodulos no controle absoluto do Argissolo com adicdo do biochar pode ser
explicado, porque esse material possui o poder de mudar as caracteristicas fisico-quimicas
dos solos (Abuhabhah et al., 2016), e essas caracteristicas podem ter influéncias sobre
determinadas comunidades microbianas, favorecendo umas e inibindo outras.

Enquanto no Argissolo, comparando-se os tratamentos com e sem aplicagdo de
biochar, é possivel observar que o biochar ndo favoreceu a nodulagéo nos tratamentos com
0s inoculantes, o que ndo houve como no Vertissolo, em que esse composto carbonado
promoveu a nodulagdo em comparagdo com os tratamentos sem sua adi¢cdo. Quanto a
testemunha nitrogenada, a adicdo de biochar nos dois solos diminuiu o niamero de nodulos
nas plantas que receberam a dosagem de 80kg/ha™, cabe ressaltar que a fonte de nitrogénio
utilizada nesse ensaio foi a Ureia (CH4N,0), esse composto nitrogenado apds aplica¢do no
solo € mineralizado pela acdo microbiana, consequentemente, o fornecimento desse
mineral em quantidades ideais para a planta, faz com que a mesma ndo precise promover
uma grande formacdo de nédulos. Berglund et al. (2004), estudando os efeitos do biochar
sobre os processos de nitrificagdo nos solos, confirmam que o biochar favorece os micro-
organismos responsaveis por esse processo, confirmando assim, um melhor
aproveitamento de adubos sollveis e de alta lixiviagdo em solos com adi¢édo de biochar.

N&o houve diferencas significativas para os parametros massa dos nédulos secos no

Argissolo quando comparadas as variaveis. No entanto, quando se compara 0S mesmos
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tratamentos com e sem aplicacdo do carvado, o inoculante ESA 17 mostrou maior massa de
nodulos secos, sendo 727 mg contra 1092 mg, para o solo com e sem aplicac¢do do biochar,
respectivamente. No Vertissolo por outro lado, a aplicacdo do biochar favoreceu a
nodulacdo da estirpe BR 3267 quanto a massa dos nodulos secos, embora ndo tenha
diferido estatisticamente, entretanto, a adicdo desse material favoreceu essa varidvel para o
controle absoluto mesmo o nimero de nddulos tendo se mostrado inferior. Comparando-se
0s tratamentos entre si, com e sem aplicacdo do biochar no Vertissolo, é possivel observar
que os melhores resultados, tanto para o nimero de nddulos quanto para a massa dos
nodulos secos, foi superior para o solo que recebeu a dosagem de biochar.

Contudo, pode-se afirmar que o biochar tem efeitos diferentes a depender do solo
no qual é aplicado. Uma série de fatores fisicos, quimicos e bioldgicos dos solos, assim
como a procedéncia e também o material do qual esse condicionador se origina podem
promover mudancas diversas na biota (LEHMANN et al., 2011). De acordo com Hungria e
Borher (2000), um namero variando de 15 a 20 nodulos na regido da coroa da planta e,
valores de massa de nddulos secos em torno de 100 e 200 mg (HUNGRIA et al., 2007), é 0
suficiente para garantir o fornecimento adequado de N para a planta de soja, no entanto,
nédo se tem valores exatos de quantos nodulos por planta de feijao-caupi seriam necessarios
para fornecer a quantidade de N requerida pela leguminosa em questdo, porém, acredita-se
que um numero de nddulos acima de 65 seja o suficiente para garantir a dose necessaria de
nitrogénio que o feijdo-caupi necessita (SILVA et al., 2016). Neste caso, o biochar
proveniente de algaroba foi eficiente na promocao da nodulagdo no Vertissolo, enquanto
no Argissolo mostrou resultados diferentes quanto aos inoculantes avaliados. Os efeitos
adversos do biochar estdo ligados tanto a granulometria desse solo quanto a baixa
fertilidade (BUTNAN et al., 2015), comum na maioria dos solos mais arenosos, como o
horizonte A do Argissolo avaliado.

Né&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos, para a producdo de massa da
parte aérea seca em nenhum dos solos (Tabela 4). Os resultados observados para nodulagdo
se refletiram nessas outras variaveis, com o Vertissolo apresentando os maiores teores com
a adicdo do biochar, enquanto no Argissolo teve a producdo de biomassa inibida com a
aplicacdo desse material. Cabe ressaltar que, a Unica diferenca estatistica apresentada para
essa variavel, ocorreu entre as testemunhas nitrogenadas do Argissolo, com um maior
aporte de massa da parte aérea seca no tratamento sem aplicagdo do biochar, e que nesse

solo os maiores teores de massa da parte aérea seca ficaram entre o controle nitrogenado e
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o controle absoluto, 13,8 g e 14,55 g, respectivamente, contra 13,225 g e 10,7 g das plantas
inoculadas com ESA 17 e BR 3267, respectivamente. Berglund et al. (2004), ressaltam a
eficacia do biochar nos processos de nitrificacdo e também desnitrificacdo, pois altera a
comunidade de micro-organismos responsaveis por esses processos. Pode-se dizer entéo,
que de alguma forma, relacionado ao aporte de nutrientes ou mesmo da granulometria do
Argissolo, o biochar aplicado inibiu a atividade microbiana, interferindo nos micro-
organismos responsaveis pela desnitrificacdo de compostos nitrogenados, como a Ureia
aplicada como fonte de N. Cabe ressaltar que nesse ensaio foi utilizado apenas uma
dosagem de biochar (15 g kg.solo™), e que outras doses devem ser testadas para melhor se
poder chegar a resultados satisfatorios como vem sendo feito a alguns anos (RONDON et
al., 2007, ABUJABHAH et al., 2017; SILVA et al., 2017). Entretanto, trabalhos avaliando
dosagens de biochar em vasos chegam a aplicar doses de até 200 g de carvédo por kg de
solo. Ao se extrapolar estas dosagens para toneladas, aplicar-se-ia 200 toneladas de biochar
para cada hectare, o que é impraticavel do ponto de vista agronbmico. Por este motivo,
estabelecemos a dose em 15 g por kg de solo, equivalente a 15 toneladas por hectare, uma

dose alta, porém exequivel agronomicamente.

Tabela 4: Massas da parte aérea e radiculares secas de plantas de feijdo-caupi (Variedade
BR Pujante) produzidas em dois solos (ARS = Argissolo e VRS = Vertissolo) do Vale do
S&o Francisco com (+ biochar) e sem (- biochar) aplicacdo de biochar.

Massa da parte aérea seca Massa da raiz seca

Tratamentos (g/planta) (g/planta)
ARS + ARS - ARS + ARS -
Biochar Biochar Biochar Biochar
ESA 17 13,225 aA 16,350 aA 1,687 aA 1,857 aAB
BR 3267 10,700 aA 15,300 aA 1,957 aA 1,272 aB
N 80kg/ha™ 13,800 bA 14,775 aA 1,942 aA 2,342 aA
Controle 14,550 aA 15,475 aA 2,307 aA 2,185 aAB
CV(%) 19,65
DMS 5,53
Tratamentos Massa da parte aérea seca Massa da raiz seca
(g/planta) (g/planta)
VRS + VRS - VRS + VRS -
Biochar Biochar Biochar Biochar
ESA 17 16,175 aA 13,200 aA 1,575 aA 1,572 aA
BR 3267 13,975 aA 13,800 aA 1,630 aA 1,745 aA
N 80kg/ha™ 12,500 aA 11,600 aA 1,462 aA 1,815 aA
Controle 13,825 aA 11,675 aA 1,632 aA 1,715 aA
CV(%) 19,35
DMS 5,09
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**Meédias seguidas de letras iguais, mindsculas nas linhas em uma mesma variavel, e maidsculas nas colunas,
dentro das fontes nitrogenadas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Mesmo ndo havendo diferenca estatistica entre os tratamentos ou mesmo com a
adicdo ou nao do biochar, pode-se ressaltar que o condicionador influenciou positivamente
a producao de biomassa no Vertissolo assim como aconteceu com a formacéo de nédulos.
O aumento da biomassa pode ser explicado pela mudanca das propriedades quimicas do
solo, esse material promove um maior aproveitamento dos nutrientes da solucdo do solo,
facilitando sua disponibilidade para as plantas (RONDON et al., 2007; UZOMA et al.,
2011).

Além de favorecer o aumento no numero de nédulos em alguns solos, Silva et al.
(2017), ressalva o aumento também de raizes finas em solos que recebem o biochar como
condicionador. Divergindo dessa informacdo, nesse ensaio ndo houve diferenca estatistica
para a producdo de massa de raiz seca para o Vertissolo, entretanto, de forma controversa
essa variavel foi estatisticamente diferente quando comparados os tratamentos, sem adicao
de biochar no Argissolo.

A aplicacdo de biochar aumenta a fixacdo de N, tendo em vista favorecer uma
maior entrada de N da atmosfera (ABUJABHAH et al., 2016; ABUJABHAH et al., 2017).
Entretanto, para este trabalho, a aplicacdo de biochar ndo foi relevante para o aporte da N
na planta, tendo em vista que ndo houve diferenca significativa para o teor de N foliar
(Tabela 5), em nenhum dos solos, embora o N tenha apresentado diferencas significativas
para os tratamentos assim com para aplica¢do do carvdo em ambos.

As alteragdes no NN e MNS, assim como a timida diferenca visual dos nimeros
para massa da MPAS s&o indicios de que a aplicacdo do biochar tem influéncia sobre o
desenvolvimento fisioldgico da planta de feijdo-caupi, e que sdo necessarios mais estudos
utilizando outras doses de biochar, para se determinar qual a melhor dose desse material no

desenvolvimento dessa cultura com a aplicacéo de inoculantes.

Tabela 5: Teores de Nitrogénio foliar de plantas de feijdo-caupi (Variedade BRS Pujante)
produzidas nos dois solos (Vertissolo e Argissolo) do Vale dos Sdo Francisco com e sem
aplicacdo de biochar.

Nitrogénio foliar

Nitrogénio foliar

Tratamentos (9/kg,planta™) (g/kg,planta’™)
Vertissolo Argissolo
Com Sem Com Sem
Biochar Biochar Biochar Biochar
ESA 17 40,3 aA 39,4 aA 35,7 aA 38,0 aA



45

BR 3267 37,9 aA 35,1 aA 41,5 aA 43,1 aA
N 80/ha™ 38,7 aA 38,8 aA 38,6 aA 34,8 aA
Controle 40,5 aA 41,8 aA 34,2 aA 40,1 aA
CV(%) 16,14 16,03
DMS 12,44 12,10

**Médias seguidas de letras iguais, mindsculas nas linhas em uma mesma variavel, e mailsculas nas colunas,
dentro das fontes nitrogenadas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

5.2. EMISSOES DE GEEs (CO,, N,O E CH,;) EM VASOS

A variabilidade dos dados foi muito elevada e so foi possivel observar diferencas
estatisticas entre solo e data de coleta para os fluxos de CO, do solo (Tabela 3). Em
estudos sobre as emissdes de GEEs do solo, é comum encontrar uma grande variabilidade
nos resultados. Possivelmente, o aumento do numero de repeticdes favoreceria a
diferenciacdo entre os tratamentos, embora, em estudos sobre a dinamica das emissdes de
GEEs pelo solo, 0 aumento do numero de repeticdes de parcelas experimentais implique
em uma quantidade muito maior de amostras para serem analisadas, 0 que aumentaria
sobremaneira os custos da pesquisa.

Os maiores fluxos de CO, foram observados no Vertissolo (1,9 vezes superior ao
do Argissolo), o que se justifica pelo maior teor de C presente nesse solo em comparacao
ao Argissolo (Figura 5 C). A maior disponibilidade de C no solo est4 associada a maiores
fluxos de CO, e o aumento das emissfes de CO, esta intrinsecamente ligado a
decomposicdo da Matéria Organica do Solo - MOS e fatores fisico-quimicos e bioldgico,
como temperatura, humidade e respiracdo pelas raizes das plantas, além da decomposicao
de residuos organicos em ambientes agricolas (BUYANOVSKY, 1986; REICOSKY &
LINDSTROM, 1993; SA et al., 2001; GARNIER et al., 2003). Com relaco aos dias de
coleta, os maiores fluxos de CO, foram observados nos dias 06/12/2017 e 08/01/2018
(Tabela 6). Fatores climaticos podem ter forte influéncia sobre a atividade microbiana do
solo. Dias nublados, assim como precipitacdo pode interferir na atividade metabdlica dos
micro-organismos e consequentemente sua participacdo nos processos de biogeoquimicos
(CARDOSO et al., 1992; ASSIS-JUNIOR et al., 2003).
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Figura 5: Fluxos de (A) CO,, (B) CH,4 e (C) N2o no cultivo de feijdo-caupi em fungéo da
aplicacdo de biocarvéo e de diferentes fontes de N em Argissolo e Vertissolo. Erro-padrdo
da media (n=4).

Apesar da elevada variabilidade dos dados, no Argissolo, a aplicacdo de biocarvao
apresentou uma tendéncia a reduzir os fluxos de CH, quando aplicado junto com 0s
inoculantes testados, demonstrando o potencial da combinagdo desses dois fatores para
reducéo das emissdes de GEEs (Figura 5B). No Argissolo, a aplica¢do de biocarvdo com N
mineral ou sem nenhuma fonte de N apresenta tendéncia de aumentar os fluxos de CH,4

pelo solo, o que ndo ocorre no Vertissolo (Figura 5B). Possivelmente, no Argissolo, como
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0 teor de C é baixo, a adicdo desse elemento na forma de biocarvao estimulou a atividade
dos micro-organismos metanogénicos do solo. Abujabhah et al., (2017), avaliando a
influéncia do biochar sobre a comunidade microbiana, constatou um aumento consideravel
das comunidades metanotréficas, responsaveis pelos processos de transformacdo do
metano no solo. Cabe ressaltar que, estes autores também trabalharam com vasos, porém,

apenas com o “bulksoil”, ou seja, o solo Sem 0 emprego de uma cultura agricola.

Tabela 6. Comparacdo dos fluxos de CO; entre coletas
Meédias de fluxos de CO,

Dia de coleta

g C-CO, m”
22/11/2017 4,96+2,17 B
06/12/2017 13,35+£1,77 A
27/12/2017 2,78+0,43 B
08/01/2018 10,98+1,07 A

Comparacdao dos fluxos de CO; entre 0s solos

Argissolo 5,55+0,81 B
Vertissolo 10,49+1,34 A

**Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05) nas
comparacOes dos dias de coletas e (p < 0,01) para as comparac¢des dos solos

Os fluxos de N,O tenderam a ser maiores no Vertissolo (Figura 5A), que
naturalmente ja contém maior disponibilidade de N que o Argissolo, favorecendo as
reacOes de nitrificacdo e desnitrificacdo que levam a producdo desse gas nos solos,
seguindo os passos naturais do ciclo do N no solo. Contudo, ndo houve evidéncias
estatisticas significativas dessa diferenca no experimento, o que pode ser atribuido ao fato
de ambos os solos terem sido peneirados antes do inicio do experimento, alterando assim a
distribuicdo de agregados e de poros, fatores que afetam aeracdo e umidade e estdo
diretamente relacionados a formacao e emissdo de N,O no solo (Signor e Cerri, 2013). No
Argissolo, os fluxos médios de N,O sugerem que a aplicacdo do biocarvao apresenta
potencial para reduzir as emissdes desse gas pelo solo. Os fluxos negativos de N,O nos
tratamentos com adubacdo mineral do Argissolo, sem a adi¢cdo de biocarvdo, podem
parecer contraditorios aos relatos da literatura. Entretanto, ha que se levar em conta que
esse experimento foi conduzido em vasos e que as plantas confinadas em vasos, na
auséncia de competicdo, podem ter sido mais eficientes em aproveitar N disponivel no
solo, reduzindo as perdas na forma de N,O, o que explicaria os fluxos negativos desse gas.

No Vertissolo, como a disponibilidade de N no solo € naturalmente maior, os fluxos
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tendem a ser maiores e torna-se mais dificil verificar essa diferenciacdo em funcdo do
metabolismo das plantas.

Em funcdo da elevada variabilidade dos dados, as emissdes totais acumuladas ao
longo do periodo experimental ndo foram diferentes entre os tratamentos avaliados (Tabela
7).

Tabela 7. Emissoes totais acumuladas ao longo do experimento.

_ Nno EP-dao, EPda ., EP.da
Solo Biochar Inoculante média media média

mg N-N,O m? mg C-CH, m? g C-CO, m?
ESA17 082 344 299 21 997 39
BR3267 18 213 43 211 745 1,63

Com .

T.Nitrog -548 1,93 0,87 2,79 4,59 1,09

. Testemunha 0,66 3,24 5,45 0,44 6,01 2,95
Argissolo

ESA 17 1,93 1,74 2,47 1,98 2,79 2,43

Sem BR 3267 3,45 1,87 4,85 4,48 10,21 4,23

T.Nitrog -0,52 0,68 -4,1 4,28 6,47 0,76

Testemunha -2,25 4,15 -0,78 1,7 2,61 4,7

ESA 17 6,48 2,84 0,56 5,81 14,66 2,26

Com BR 3267 0,85 2,64 1,99 1,47 9,83 3,35

T. Nitrog 4,78 2,49 3,43 4,52 11,00 3,73

. Testemunha 3,18 2,75 4,68 2,87 12,38 2,18
Vertissolo

ESA 17 2,14 1,48 4,43 3,77 8,9 1,67

Serm BR 3267 -2,31 1,61 -0,45 3,32 9,25 3,33

T. Nitrog 3,4 4,11 3,23 2,29 16,53 2,43
Testemunha 4,3 6,55 2,2 4 57 13,33 7,7

5.3. ASPECTOS FiSICO-QUIMICOS DO SOLO APOS PLANTIO DE FEIJAO-CAUPI
INOCULADO.

Os resultados das andlises fisicas e quimicas nos dois solos, mostras modifica¢coes
expressivas quanto alguns parametros e nutrientes apos 45 dias de cultivo do caupi.

Quanto as mudancas quimicas, a Condutividade Elétrica (C.E.) diminuiu
consideravelmente no Argissolo, mostrando teores mais elevados nos tratamentos onde
foram aplicados os inoculantes e o carvao. Os teores de P diminuiram nesse solo para todos
os tratamentos. Essa diminuigcdo se deve ao fato do ensaio ter sido realizado em vasos,

muito provavelmente, a planta consumiu grande parte do P disponivel no recipiente o que
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explica a diminuicdo deste macronutriente no solo, o que mais chama atencéo, quanto aos
teores de P, é que no Vertissolo, teve seus niveis de P aumentados mais que o dobro em
todos os tratamentos, o carvdo pode ter feito com que o fésforo ndo trocavel, fixado a
fracdo coloidal do solo tenha sido liberado, ficando disponivel no solo. O Vertissolo, que
apresenta teores de silte e argila bem maiores que o Argissolo, mais abundante na fracéo
areia, possui um maior aporte de nutrientes ligado a fracdo coloidal que a medida que as
caracteristicas quimico-fisicas do solo se alteram, sdo liberados na solucéo do solo.

O que pode ter ocorrido nesse caso, ndo com o biocarvao, mas pela interferéncia
das raizes do feijdo no solo. A rizosfera € um habitat mutavel, sua composicéo e estrutura
mudam com o ciclo vegetativo, sendo a planta uma das maiores influenciadoras das
mudancas nas caracteristicas fisicas e quimicas do solo, o sistema radicular, possui o poder
de enriquecer o solo com uma vasta quantidade de compostos organicos alterando fatores
importantes como pH e os niveis de sais pela absorcdo seletiva de ions (PEREIRA et al.
2000).

Tabela 8: Resultados das analises quimicas dos solos dos campos experimentais de
Bebedouro (Argissolo) e Mandacar( (Vertissolo).

Tratamento CE. pH P K Na Cu Fe Mn Zn
Argissolo mS/cm’* mg/dm™ Cmol/dm? mg/dm™
ESA 17 + Biochar 0.25 5,8 6,68 0,11 006 122 204 214 3,76

BR 3267 + Biochar 023 6,1 6,76 0,0 0,06 1,10 16,8 17,0 4,13
Cont. Nitr. + Biochar 0.16 55 4,67 0,07 004 09 157 16,8 1,98
Cont. abs + Biochar 0.19 59 488 0,09 005 09 212 213 1,07
ESA 17 - Biochar 0.14 56 5,82 0,09 005 153 228 219 1,26
BR 3267 - Biochar 016 59 5,39 0,10 0,04 085 156 184 1,06
Cont. Nitr. - Biochar 013 55 496 0,09 004 138 16,7 19,0 1,60
Cont. abs. - Biochar 0.12 5,9 5,89 0,09 0,02 1,07 204 208 1,37

Vertissolo mS/cm’* mg/dm™ Cmol/dm? mg/dm™

ESA 17 + Biochar 0.53 74 1446 040 0,18 1,07 9,7 60,3 0,9
BR 3267 + Biochar 0.48 74 1266 036 0,18 1,48 10,6 558 1,35
Cont. Nitr. + Biochar 0.46 75 1187 047 0,21 156 13,3 609 1,19
Cont. abs + Biochar 0.52 75 16,05 045 020 136 144 659 1,28
ESA 17 - Biochar 0.47 76 16,33 047 024 123 136 656 1,12
BR 3267 - Biochar 0.46 76 1266 0,38 0,18 1,10 10,9 50,9 0,82
Cont. Nitr. - Biochar 0.49 76 1727 0,34 0,18 1,30 12,7 658 1,00
Cont. abs. - Biochar 0.56 76 1734 038 0,20 121 119 59,7 1,09
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Tabela 9: Resultados das analises fisicas dos solos dos campos experimentais de
Bebedouro (Argissolo) e Mandacaru (Vertissolo).

Tratamento | Densidade | Porosidade | Granulometria |
Solo  Particulas Areia  Silte Argila
Argissolo (kg/dm?®) (%0) (9/kg)
ESA 17 + Biochar 1,32 2,52 47,56 796,1 152,1 51,8
BR 3267 + Biochar 1,31 2,50 47,70 781,3 162,1 56,6
Cont. Nitr. + Biochar 1,18 2,52 52,92 783,8 1719 44,3
Cont. abs + Biochar 1,15 2,57 55,35 737,1  197,7 65,3
ESA 17 - Biochar 1,31 2,53 48,16 820,5 100,0 79,5
BR 3267 - Biochar 1,17 2,52 53,54 820,7 117,1 62,2
Cont. Nitr. - Biochar 1,24 2,55 51,29 838,4 101,0 60,7
Cont. abs. - Biochar 1,34 2,58 47,81 822,9 107,2 69,9
Vertissolo
ESA 17 + Biochar 1,16 2,38 51,21 2839 4054 310,7
BR 3267 + Biochar 1,23 2,35 47,89 315,6  378,7 305,8
Cont. Nitr. + Biochar 1,18 2,51 52,88 332,1 338,8 329,1
Cont. abs + Biochar 1,15 2,41 52,41 316,2 333,8 350,0
ESA 17 - Biochar 1,24 2,50 50,27 290,0 3634 346,6
BR 3267 - Biochar 1,16 2,53 54,37 293,1 357,5 3494
Cont. Nitr. - Biochar 1,15 2,47 53,55 265,3  400,3 334,4
Cont. abs. - Biochar 1,23 2,44 49,70 292,2 3459 361,9

Devido suas caracteristicas particulares derivadas do material do qual o biochar é
derivado, em determinados ambientes esse material pode promover alteracdes no pH
(Kookana, et al., 2011, ABUJABHAN et al., 2016). Os resultados obtidos nesse trabalho
corroboram com essa afirmacao, os niveis de pH foram alterados (Tabela 8).

Além disso, teores de Nutrientes e granulometria também foram acometidos de
mudanca na presente pesquisa, ressaltando o auto potencial do biochar como

condicionador de solos.

5.4. EXPERIMENTO PARA OBTENCAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

Com o experimento para isolamento das bactérias, foram obtidos e estocados um
total de 79 isolados divididos entre os dois solos com e sem aplicacdo do biochar (Tabela
10).

Tabela 10: relacéo de isolados obtidos em cada solo com e sem aplicacdo do biochar.

_ Solos
Repeticdes

Argissolo Argissolo+C Vertissolo Vertissolo+C

R1 0 10 7 5
R2 9 9 6 5
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R3 6 5 10 7
Total 15 24 23 17

*Obs: solo+C significa que houve aplicagdo do biochar

Nota-se uma alteracdo no numero de bactérias obtidas de cada solo, para o
Argissolo com a aplicagdo do carvdo, o nimero de isolados se mostrou superior (24) ao
numero de isolados do mesmo solo sem a adi¢cdo do material (15), é importante ressaltar
que uma das parcelas desse solo, onde ndo aplicou-se o biochar, foi totalmente perdida por

apresentar uma quantidade insignificante de nddulos.

5.5. IGS-RFLP COMO FERRAMENTA PRELIMINAR PARA SELECAO DOS
ISOLADOS BACTERIANOS.

Apos o isolamento e purificacdo dos isolados, 0 DNA bacteriano foi extraido e foi
feita a amplificacdo do espaco intergénico IGS (Figura 6) para posterior digestdo com as

endonucleases Hind 111, Hin 61 e Alu | (Figura 7).

wop 3 01 0203 04050607080910111213 14151617 1819202122
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500 pb Espaco intergénico (IGS)

N

Figura 6. Amplificagdo do espago intergénico-IGS (16S-23S rRNA) de alguns dos 72
isolados e estirpes representativas M = Marcador molecular (100 pb DNA ladder -
Promega).

A restricdo do IGS com as endonucleases mostrou padrdes de bandas diferentes
para as estirpes analisadas. Fernandes et al. (2003) fazendo uso do mesmo método, porém
com a restricdo do gene 16S rRNA e 5 enzimas de restricdo, conseguiram separar e
classificar estirpes dos géneros Rhizobium e Bradyhizobium dos tabuleiros costeiros de
Sergipe. Tampakaki et al. (2017), no entanto fazendo uso da técnica de RFLP, porém, com
a restricdo do gene 16S rRNA e IGS, constatou que esse primeiro gene separou todos 0s
isolados em seu estudo em um Unico grupo de Bradyhizobium, por outro lado, a
comparagao dos perfis de restricdo gerados pelo IGS, dividiu esse grupo em dois grupos de

filogenias distintas, sendo eles: B. japonicum e B. elkanii, o que indica que o IGS possui
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um poder discriminatério maior com agrupamento filogenético dos isolados de
Bradyrhizobium.

Numeros variando de 2 a 4 fragmentos de DNA foram gerados pela restricdo com
as enzimas. Os resultados obtidos pela analise de restricdo para os 72 isolados
representativos, foram empregados na construcdo do dendrograma de similaridade

utilizando-se o coeficiente de Dice (Figura 8).
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Figura 7. Digestdo dos produtos de amplificacdo do espaco intergénico-IGS (16S-23S
rRNA) de 23 isolados utilizando as endonucleases Alu I, Hind Il e Hin 61. M = Marcador
de peso molecular (100 pb DNA ladder).

A andlise das imagens dos géis permitiu a geracdo de um dendrograma de
similaridade que separou os isolados pelos solos de origem. Dentro destes grupos os
isolados oriundos dos tratamentos com e sem aplicacdo de biochar, além da distribuicdo
estirpes referenciais também avaliadas. Analisando o dendrograma de similaridade, €
possivel observar a formacdo de dois grupos principais, sendo um grupo menor
representado por 5 isolados e outro representado pela maior parte dos isolados em estudo,
um total de 67, além das estirpes de referéncia. Esses dois principais grupos apresentam
entre si, uma similaridade em torno de 47% (Figura 8).

Fixando a similaridade em 70%, os diferentes perfis de restricdo formaram trés
grupos (I, 11 e 11). O grupo (I) representado pela maior parte das bactérias (65), apresentou
uma similaridade de 73%, com varios subgrupos divididos em diferentes graus de

similaridade esse maior grupo, se dividiu em 9 subgrupos (nomeados de la ate Ii).
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O subgrupo la, um dos maiores subgrupos do dendrograma, representado pelos
isolados 28, 27, 31 52, 53, 54, 55, 11 e 12, teve a maior parte dos seus isolados
componentes com similaridade de 100% aproximadamente, ressaltando-se apenas o
isolado 12 com cerca de 98% de similaridade com os demais, cabe ressaltar sobre a origem
de cada um desses isolados: os isolados 28, 27, 31 52, 53, 54, 55, procedentes do Argissolo
com aplicacdo de biochar, apresentaram 100% de similaridade com o componente 11
advindo do Vertissolo com carvdo, e cerca de 98% com o isolado 12 originario também do

Vertissolo com biochar.
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Figura 8. Dendrograma
gerado a partir do padréo de
bandas da restricdo de 1GS-
RFLP digerido com as
enzimas Hin 61, Hind Ill e
Alu | de isolados de feijdo-
caupi [Vigna unguiculata
(L.) Walp.], obtidos de dois
solos (Vertissolo e
Argissolo) ambos do Vale
do S&do Francisco. Obs:
CC=Com biochar e
SC=Sem biochar / Linha
rosa demarca 70%.
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Os isolados 2, 3, 4, 7, 8, 9 e 32, todos originarios do Argissolo e pertencente ao
subgrupo Ib, apresentaram 100% de similaridade, porém, o isolado 32 foi isolada do
Argissolo que nédo recebeu a adicao de biochar.

O subgrupo Ic, representado pelo maior nimero de isolados no dendrograma (34
isolados), apresentou uma similaridade de 100%, desse total, 31 sdo de origem do
Vertissolo, sendo eles: 16, 18, 19, 20, 21, 22, 47, 48, 49, 50, 51, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 77,
e 79, provenientes do Vertissolo com biochar e, 13, 15, 41, 43, 45, 63,64, 65, 66, 67, 68, 69
do mesmo solo sem a adicdo do material. Apenas os isolados 10, 24 e 56 sdo de origem do
Argissolo com a adicdo do carvdo vegetal. Além de terem se agrupado em sua maioria
junto as estirpes de referencia de Bradyhizobium ingae BR 10247, Bradyrhizobium sp. BR
2003 e B. japonicum USDAG6, uma grande quantidade de individuos obtidos no presente
estudo podem ser enquadrados como pertencentes ao género Bradyrhizobium por meio da
técnica de IGS-RFLP. Cabe ressaltar que, o género Bradyrhizobium é o principal
microsimbionte do feijdo-caupi e que a obtencdo de bactérias deste género em ensaios de
isolamento de rizobios do feijdo-caupi ocorre com abundancia (ZILLI et al., 2004; ZILLI
et al., 2006, MOSQUEIRA et al. 2013).

No subgrupo Id, os isolados 57, 62, 78 e 76 dividiram-se entre os dois solos, 0s
isolados 57 e 62 e 78, apresentaram uma similaridade de 100%, enquanto o individuo 76,
proveniente do Argissolo sem adic¢do de biochar juntamente com o isolado 78, apresentou
uma similaridade de aproximadamente 90%. Os isolados 57 e 62, embora apresentando
100% de similaridade com o isolado 78, estes sdo provenientes do Vertissolo com e sem
aplicacdo de biochar, respectivamente.

Os isolados 36, 14, 44 e 42 juntos em um mesmo subgrupo (le), foram originarios
dos dois solos em estudo. O isolado 36 é oriundo do Argissolo sem aplicacdo do biochar,
apresentando em torno de 100% de similaridade com os isolados 14 e 44 que juntamente
com o isolado 42, com uma menor similaridade, em torno de 96%, foram originarios do
Vertissolo com aplicagédo do biochar.

Os isolados 23 e 17 com aproximadamente 92% de similaridade entre si e
agrupadas no subgrupo If, ndo sdo provenientes do mesmo solo, sendo o isolado 23
originario do Argissolo com aplicacdo do biochar, enquanto que o 17 € originario do
Vertissolo sem aplicagdo do biochar. A estirpe referéncia Bradyrhizobium ingae BR
10247, apresentou uma similaridade perto de 89% com estes dois isolados, no entanto,

cabe ressaltar que essa estirpe se distanciou em outro clado.
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O isolado 1 pertencente ao subgrupo Ig e proveniente do Argissolo com aplicagao
do biochar, agrupou-se junto as estirpes Bradyrhizobium sp. BR 2003 e BR 6144
Bradyrhizobium japonicum USDA 6 com similaridades em torno de 93% e 90%,
respectivamente.

Os isolados 35 e 61 pertencentes ao subgrupo Ih, apresentaram similaridade de
100%, ambos provenientes do Argissolo sem a aplicagdo do biochar. O subgrupo li
representado pelos isolados 28 e 29, provenientes do Argissolo com aplicacdo do biochar,
foram os que mais se distanciaram dos demais componentes do grupo I, apresentando entre
si, aproximadamente 90% de similaridade. O isolado 46, originario do Vertissolo sem a
aplicacdo de biochar, ndo ficou dentro da linha de corte de 70%, apresentando uma
similaridade em torno de 63% com o grupo I.

As estirpes Bradyrhizobium elkanii SEMIA 6144 e Bradyrhizobium neotropicale

BR 10247 agruparam com a bactéria 33 proveniente do Argissolo sem aplicacdo do
biochar, com respectivamente 69% e 76% de similaridade.
O grupo Il, com 78% de similaridade, formado por dois representantes, traz o isolado 33
proveniente do Argissolo sem aplicacdo de carvdo juntamente a estirpe tipo
Bradyrhizobium neotropicale BR 10247. O grupo 11, representado pelos isolados (5, 6, 25,
30 e 37) apresentou uma similaridade em torno de 74%. Neste grupo, todos os isolados
foram provenientes do Argissolo, sendo apenas o isolado 37, oriundo do tratamento sem
aplicacdo do biochar. O isolado 6, proveniente do Argissolo com aplicacdo desse material,
foi 0 que apresentou 0 maior distanciamento dos demais (74%), enquanto os isolados 25 e
30 apresentaram 100% de similaridade, sendo provenientes do Argissolo com aplicagdo do
biochar. Nesse grupo, ndo englobou nenhuma das estirpes tomadas como referéncias, no
entanto, mesmo que distante, o isolado referencial Ensifer sp. USDA 192 apresentou uma
similaridade de 40% com todos os isolados analisados neste estudo (OutGroup).

De acordo com o discutido acima € possivel destacar a uniformidade entre os
agrupamentos, que separaram os isolados de acordo com solo e com aplicagdo ou ndo de
biochar, de todos os isolados obtidos nesse estudo, 39 foram isolados do Argissolo, e 40
deles sdo oriundos do Vertissolo. Entretanto, ndo se pode afirmar que o biochar tenha
interferido no numero de isolados obtidos por outro lado, foi observada um elevado
numero de isolados agrupando com Bradyrhizobium spp., indicando que de acordo com
Abujabhah et al., (2017), o carvao interfere na dindmica das comunidades bacterianas do

solo, inclusive no grupo das FBNs.
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5.6. FINGERPRINTING PARA SEPARACAO INTRAESPECIFICA DOS ISOLADOS
IGS-RFLP POR BOX-PCR

Tendo em vista que grande parte dos isolados apresentou 100% de similaridade no
dendrograma gerado pelas imagens dos géis gerados a partir da digestdo do amplicon 16S-
IGS1-5.8S-1GS2-23S com as trés endonucleases aplicadas, os isolados 2, 3, 4, 7, 8, 9, 10,
11, 13, 15, 16, 18, 19, 20, 21, 22, 24, 26, 27, 27, 31, 32, 41, 43, 45, 47, 48, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 63, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 77 e 79, pertencentes aos maiores
agrupamentos com 100% de similaridade foram avaliados quanto ao seu fingerprinting
molecular por meio da técnica de BOX-PCR, utilizando-se o iniciador BOX-A1l.

Avaliando os perfis gerados (Figura 9) é possivel observar que ha variabilidade
entre os isolados obtidos, ou seja, que os isolados ndo apresentaram o mesmo perfil.
Embora consiga separar individuos por género e espécie, a técnica de RFLP ndo é eficiente
em classificar isolados dentro de uma mesma espécie, assim foi langado mao, da técnica de
BOX-PCR que consegue amplificar sequéncias repetitivas (rep-elements), do genoma
bacteriano, confirmando se as bactérias identificadas como sendo 100% iguais no IGS-
RFLP, ndo seriam diferentes.

O fingerprinting gerado pelos isolados foi utilizado na construgdo de um
dendrograma de similaridade (Figura 10), onde foi possivel separar os isolados. O
dendrograma gerado formou um total de 9 grupos. Dos 48 isolados escolhidos, apenas 3
pares de isolados (8 e 56 provenientes do Argissolo com aplicacdo de biochar, 75 e 77 do
Vertissolo sem aplicacdo do biochar e os isolados 68 e 16 do Vertissolo com e sem adi¢do
do biochar respectivamente) apresentaram 100% de similaridade, sendo considerados
assim 0s mesmos isolados, sendo inclusive obtidos, ambos os pares, do mesmo solo. As
bactérias. Tampakaki et al. (2007), utilizando a técnica de ERIC-PCR, agrupou uma
colecdo de 40 isolados gregos de rizobios de feijdo-caupi em apenas 7 grupos com
similaridade de 100%, diferentemente do observado nas bactérias isoladas do Submédio do
Vale do Sdo Francisco no presente estudo, indicando a elevada variabilidade genética dos

isolados obhtidos.
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Figura 9. BOX-PCR de alguns dos isolados que apresentaram 100% de similaridade no
IGS-RFLP.

E importante ressaltar que embora os 48 isolados submetidos a0 BOX-PCR tenham
agrupado com 100% de similaridade por meio da técnica de IGS-RFLP, e muitos terem
sido obtidos do mesmo solo com ou sem aplicacdo do biochar, a técnica de BOX-PCR
confirmou que esses isolados sdo diferentes mesmo que a nivel intraespecifico. Dessa
forma, poucos isolados, apenas os trés pares com 100% de similaridade, podem ser
considerados como estirpes que foram isoladas mais de uma vez no processo de obtencdo
das bactérias. Este dado reforca a grande diversidade da colecdo obtida no presente estudo.

Straliotto e Rumjanek (1999), abordam a eficacia do BOX-PCR como ferramenta
molecular para separagdo de isolados ao nivel intraespecifico. E possivel observar uma
grande diversidade entre os isolados, e também, que houve uma elevada variabilidade dos
isolados independente do solo de onde foram capturados e/ou da aplicacao de biochar.

De maneira geral, pode-se apontar um alto nivel de diversidade intraespecifica entre
os isolados avaliados neste estudo, tendo em vista que 0s grupos apontados como sendo do
mesmo grupo no IGS-RFLP com 100% de similaridade, quando avaliados pelo BOX-PCR,
separou os isolados mostrando serem em sua maioria diferentes uns dos outros. Dessa
forma, as bactérias obtidas dos solos de Petrolina e Juazeiro podem até pertencer a mesma
espécie (0 que sera determinado ap6s avaliagdes moleculares mais detalhadas) mas séo
estirpes diferentes apresentando assim alto grau de variabilidade intraespecifica. Stocco et
al. (2008) também encontraram dados semelhantes, em seu trabalho com diversidade de
rizobios em feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) em Santa Catarina, onde a variabilidade
genética elevada foi observada em observada por meio dos perfis de BOX-PCR em
bactérias classificadas como 100% similares pela técnica de ARDRA. Fernandes et al.

(2003), associando um conjunto de ferramentas moleculares, também encontrou alta
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diversidade entre os isolados de rizobio de feijdo-caupi e guandu, estes autores, enfatizam
ainda o poder discriminatério do BOX-PCR , no entanto, deixam claro a necessidade de
associd-lo a outras técnicas como ARDRA ou mesmo, IGS-RFLP. Com base nos
resultados obtidos ficou clara a eficiéncia da técnica de BOX-PCR , como ferramenta para
separacdo intraespecifica de isolados bacterianos, o que tem sido confirmado por varios
autores (Laguerre et al., 1997, Mostasso et al., 2002; Fernandes et al., 2003).
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Figura 10. Dendrograma de similaridade obtido a partir de perfis gerados por meio
do fingerprinting molecular de BOX-PCR obtidos para os 48 isolados selecionados por
meio da técnica de IGS-RFLP. Os perfis obtidos foram analisados com o programa
BioNumerics 7.5 utilizando o algoritmo UPGMA, o coeficiente de similaridade de Dice

com tolerancia de 2%.
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5.6. IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS POR MEIO DAS SEQUENCIAS DA REGIAO
IGS

Apos a triagem feita pelo IGS-RFLP e anélise do fingerprinting gerado pelo Box-
PCR, 30 isolados (12 do Argissolo e 18 do Vertissolo) considerados distintos nas duas
técnicas foram selecionados para o sequenciamento do espa¢o intergénico. A partir dos
resultados das reacGes de sequenciamento e andlise da qualidade das sequéncias, 26
sequéncias que apresentaram qualidade e tamanho adequado (acima de 580 pb continuos
com QV>19) foram utilizadas para compara¢do com as sequéncias disponiveis no banco de
dados do NCBI (GenBank).

As 26 bactérias identificadas se dividiram em dois géneros, a grande maioria, um
total de 23 isolados, foram classificados como Bradyrhizobium, sendo apenas 2 isolados
classificados como Microvirga e 1 isolado como ndo apresentou identidade com géneros
de rizébio, mas sim com a de uma a-proteobacteria cuja sequéncia é originaria de técnica
independente de cultivo (Tabela 11).

O feijdo-caupi assim como outras leguminosas é considerado com capacidade de
nodular com ampla diversidade de rizobios nativos dos solos tropicais (XAVIER et al.,
2006;). Entretanto, os microssimbiontes preferenciais do feijdo-caupi sdo aqueles do
género Bradyrhizobium, obtido de forma majoritaria. Na regido semiarida do Brasil, ha a
abundancia muito grande de isolados de Bradyrhizobium eficientes em feijdo caupi, como
a estirpe BR 3267, de Bradyrhizobium yuanmingense, utilizado como referéncia nesse
estudo, originaria de solos de Petrolina € recomendada pelo MAPA e recomendada como
inoculante para feijao-caupi desde 2006 (MARTINS et al., 2003).
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Tabela 11. Identificacdo dos isolados bacterianos de (Vigna unguiculata) dos dois solos (Vertissolo e Argissolo) “presenca” e “auséncia” de
biochar, por meio da comparacdo das sequéncias parciais do espaco intergénico-1GS com as disponibilizadas pelo NCBI.

Isolado Origem Grupo RFLP Melhor correspondéncia Cobertura ldentidade /E-value Codigo de acesso  pb
1 A+C Ig Bradyrhizobium sp. LMG 10700 85% 100% AJ279277.1 897
2 A+C Ib Bradyrhizobium sp. LMG 10700 80% 100% AJ279277.1 983
5 A+C Il Uncultured a-proteobacterium clone P2F10 73% 84% GU195856.1 902
8 A+C Ib Bradyrhizobium sp. LMG 10700 82% 100% AJ279277.1 853
9 A+C Ib Bradyrhizobium sp. LMG 10700 84% 100% AJ279277.1 833
12 V+C la Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU" 82% 99% AY386734.1 761
13 V+C Ic Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071" 83% 99% AY386734.1 848
16 V-C Ic Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071" 79% 99% AY386734.1 961
23 A+C If Bradyrhizobium sp. LMG 10700 82% 99% AJ279277.1 860
27 A+C la Bradyrhizobium sp. ORS 3650 87% 98% JN085458.1 935
29 A+C li Bradyrhizobium subterraneum 58 2-1" 79% 96% KM378539.1 932
30 A+C Il Microvirga ossetica V5/3M" 87% 86% CP016616.1 939
31 A+C la Bradyrhizobium sp. LMG 10700 85% 99% AJ279277.1 841
35 A-C Ih Bradyrhizobium subterraneum 58 2-1" 72% 98% KM378539.1 941
36 A-C le Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071" 83% 99% KU724154.1 900
37 A-C Il Microvirga ossetica V5/3M" 87% 87% CP016616.1 894
45 V+C Ic Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071" 79% 99% AY386734.1 961
46 V-C I Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071" 83% 99% AY386734.1 914
49 V-C Ic Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071" 82% 99% AY386734.1 885
53 A+C la Bradyrhizobium sp. ORS 3650 86% 99% JN085458.1 890
56 A+C Ic Bradyrhizobium sp. LMG 10700 85% 99% AJ279277.1 837
57 A-C Id Bradyrhizobium vignae 7-2" 79% 100% KM378504.1 986
63 V+C Ic Bradyrhizobium sp. LMG 10700 92% 99% AJ279277.1 812
64 V+C Ic Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071" 82% 99% AY386734.1 925
65 V+C Ic Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071" 84% 98% AY386734.1 866
68 V+C Ic Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071" 82% 99% KU724154.1 856

*QObs: A+C = Argissolo com biochar; A-C = Argissolo sem biochar; V+C = Vertissolo com biochar; V-C = Vertissolo sem biochar
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Embora 23 dos 26 isolados tenham sido classificados como sendo do género
Bradyrhizobium, esse grande grupo apresentou identidade com trés espécies de
Bradyrhizobium diferentes. O maior desses grupos representado pelos isolados (13, 16,
36, 45, 46, 49, 64, 65 e 68), apresentaram identidade de 99% (exceto o isolado 65 com
98%) com Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071". Oito desses isolados foram
provenientes do Vertissolo, sendo (13, 45, 64, 65 e 68) do solo com carvao e (16, 46 e
49), do solo sem carvao. O isolado 36 foi proveniente do Argissolo sem adicdo do
material. O segundo maior grupo de Bradyrhizobium, foi representado por 10 isolados,
sendo 9 deles (1, 2, 8, 9, 23, 27, 31, 53 e 56) do Argissolo com aplicagdo do biochar e,
apenas o isolado (63) do Vertissolo com o biochar. Embora todos tenham sido
classificados com Bradyrhizobium sp., cabe salientar que os isolados (27 e 53), com
98% e 99% de Identidade respectivamente, foram classificados como Bradyrhizobium
sp. ORS 3650, enquanto que os demais isolados (1, 2, 8 e 9) e (23, 31, 53 e 56), com
100% e 90% de identidade com Bradyrhizobium sp. LMG 10700, ou seja, apresentaram
similaridade com estirpes diferentes, porém ambas do clado B. japonicum.

Os isolados (29) originario do Argissolo com aplicacdo do biochar e (35) de
origem desse mesmo solo, porém sem aplicacao desse material, apresentaram identidade
de 96% e 98% de identidade com Bradyrhizobium subterraneum 58 2-1". O isolado 57,
do Argissolo com aplicagdo do carvédo, apresentou 100% de identidade com a estirpe
Bradyrhizobium vignae 7-2".

Provenientes do Argissolo com e sem aplicacdo do biochar, respectivamente, 0s
isolados (30 e 37), foram 86% e 87% similares & estirpe Microvirga ossetica V5/3M".
Por fim, o isolado 5 do Argissolo com aplicacdo do biochar apresentou 84% de
identidade com uma sequéncia de origem ambiental de a-proteobacteria (clone P2F10)
obtida por meio de técnica independente de cultivo.

Os dados obtidos no presente estudo indicam ndo haver influéncia da aplicacéo
do biochar na diversidade rizobianas nodulando feijdo-caupi nos dois solos estudados,
uma vez que o agrupamento do IGS-RFLP agrupou os isolados por solo e ndo por
tratamento de aplicacdo de biochar.

Dentro dos resultados do sequenciamento (Tabela 8), o subgrupo I (Figura 8)
mostrou identidade com as cepas Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 100717,
Bradyrhizobium vignae 7-27, Bradyrhizobium sp. LMG 10700, Bradyrhizobium sp.

ORS 3650 e Bradyrhizobium subterraneum strain 58 2-17, de acordo com as sequéncias
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disponiveis no GenBank. Com base nesse subgrupo, é possivel afirmar que o IGS
mostrou poder discriminatorio entre espécies estritamente relacionados como
Bradyrhizobium sp. ORS subgrupo la (isolados 27 e 53) e Bradyrhizobium sp. LMG
10700 subgrupo Ib (isolados 2, 8, e 9), dividindo-os em clados diferentes, mesmo com
um nivel de separacdo baixo como pode ser observado entre os subgrupos formados no
grupo |. Todos os isolados do subgrupo la, exceto o 12 com menor similaridade entre os
demais e caracterizado como B. yuanmingense, foram caracterizados como
Bradyrhizobium. sp. o que sé confirma o poder discriminatério do IGS-RFLP.

Objetivando comparar a similaridade dos isolados classificados como
Bradyrhizobium com as sequéncias pertencentes as estirpes tipo armazenadas no
GenBank, foi construida uma arvore filogenética (Figura 11). O isolado 12, classificado
como Bradyrhizobium e apresentado na (Tabela 11), ndo foi incluido na arvore, tendo
em vista o tamanho de sua sequéncia ser pequena, e sua integracao requereria o corte de
outras sequéncias que apresentaram boa qualidade.

Os resultados mostrados na arvore corroboram com os gerados pela restricdo do
IGS, a proximidade dos isolados Bradryrhizobium sp. ORS 3650 e B. sp LMG 1070,

confirmam a alta similaridade entre estas estirpes de de Bradryrhizobium.
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65 Vertissolo + biochar
55 | 68 Vertissolo + biochar
5 Vertissolo + biochar
89 1116 Vertissolo - biochar
Bradvrhizobium yuanmingense strain CCBAU 10071T (AY386734.1)
13 Vertissolo + biochar
46 Vertissolo - biochar
Bradyrhizobium stylosanthis strain BR 446T (KU724154.1)

36 Argissolo - biochar
5 7{ 49 Vertissolo - biochar

64 Vertissolo + biochar

Bradyrhizobium kavangense strain 14-3T (KM378507.1)

7 Bradyrhizobium vignae strain 7-2T (KM378504.1)
o —% Bradyrhizobium sp. ORS 3258T (KF697400.1)
100157 Argissolo - biochar
80 — 29 Argissolo + biochar
Bradyrhizobium subterranewm strain 58 2-1T (KM378539.1)
100 [~ Bradvrhizebium sp. CCGE-LA001 (CP013949.1)
Bradvrhizobium americanum CMVU44T (KC247121.1)
35 Argissolo - biochar
27 Argissolo + biochar
53 Argissolo + biochar
Bradvrhizebium sp. ORS 3650 (JNO85458.1)
56 Argissolo + biochar
9 Argissolo + biochar
1 Argissolo + biochar
2 Argissolo + biochar
[~ 31 Argissolo + biochar
Bradyrhizobium sp. LMG 10700 (AJ279277.1)
8 Argissolo + biochar
|: 23 Argissolo + biochar
62 63 Vertissolo + biochar
Bradyrhizobium neotropicale BR 10247T (KJ661686.1)

69 Bradyrhizobium ingae BR 10250T (KY748304.1)

Bradyrhizobium diazoefficiens USDA 110T (CPO11360.1)
68 Bradyrhizobium liaoningense 2281T (AF208513.1)

Bradyrhizobium elkanii strain LMGT (AF345254.1)

6l

74

63

—
0.02

Figura 11. Arvore filogenética com base nas sequéncias 1GS (16S — 23S rRNA) dos
isolados bacterianos do feijdo-caupi. Agrupamento utilizado Neighbour-Joing Ndmeros

de Bootstrap (1000 réplicas) superiores a 50% representados.

Por ser um género de rizobio diferente dos demais em termos evolutivos, a
concatenacdo das sequencias na mesma &rvore causou uma elevada quantidade de
“gaps” nas sequencias alinhadas, o que diminuira muito o tamanho do alinhamento
final. Por este motivo, foi criada uma outra arvore filogenética para os isolados
classificados como Microvirga e para aquele com identidade a sequéncia de origem
ambiental (Figura 12). Nesse agrupamento, foi acrescentado novamente o isolado (5)
juntamente com os isolados (30 e 37). O aparecimento de Microvirgas nesse trabalho
ressalta a variabilidade genética dos rizobios dos solos do Vale do Séo Francisco, e
devem ser investigadas além desse trabalho para determinacdo e conhecimento de seu
potencial simbiético e agronémico. Cabe ressaltar ao estirpe BR 3299" é a estirpe tipo

de Microvirga vignae, uma nova espécie descrita recentemente (RADL et al., 2014) e
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que apresenta um potencial agronémico satisfatério quando comparado com inoculantes
comerciais ja bastante conhecido e indicados para caupi como o BR 3267 do Brasil
(MARINHO et al., 2014). Radl et al. (2014), avaliando a filogenia de Microvirga
originarias de solos do Nordeste, levanta a hipdtese desses individuos terem obtido os
genes responsaveis pela fixacdo de N, por meio da transferéncia horizontal, ressaltando
que espécies pertencentes a esse mesmo género como Microvirga lotononidis,

Microvirga zambiensis e Microvirga lupini, se destacam por caracteristicas fenotipicas

diversas.
Ql' 30 Argissolo + biochar
100 37 Argissolo - biochar
5 Argissolo + biochar
Uncultwred alpha proteobacterium clone P2F10 (GU195856.1)
Microvirga ossetica V5/3MT (CP016616.1)
A

0.02

Figura 12. Arvore filogenética com base nas sequéncias IGS (16S — 23S rRNA) dos
isolados bacterianos do feijdo-caupi. Agrupamento utilizado Neighbour-Joing Numeros

de Bootstrap (1000 réplicas) superiores a 50% representados.

As divisdes dos agrupamentos de isolados por solo indicam a alta variabilidade
rizobiana de feijao-caupi nos solos do Submédio do Vale do Séo Francisco, conforme ja
descrito anteriormente (Leite et al., 2009; Marinho et al., 2017). Cabe ressaltar que as
coletas dos solos foram realizadas em campos experimentais distantes em torno de 45
km um do outro. A variabilidade genética das bacterias localizadas em locais tdo
proximos reforga os resultados ja obtidos previamente onde a diversidade de rizébio na
regido € considerada elevada. Foi constatado também a obtencdo de alguns exemplares
com 100% de identidade e oriundos de solos distintos. O mesmo também foi descrito
por Jaiswal et al, (2017) avaliando a diversidade de bactérias de amendoim na Africa do
Sul e por Tampakaki et al. (2017) avaliando a diversidade de rizobios de feijao-caupi na
Grécia. Essas dados que ressaltam a hipotese de haver elevada diversidade em solos

tropicais, porém com algumas taxa com ampla distribuicéo.
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5.7. EFICIENCIA SIMBIOTICA DOS ISOLADOS BACTERIANOS DE FEIJAO-
CAUPI OBTIDOS DE DOIS SOLOS DO VALE DO SAO FRANCISCO.

Os isolados escolhidos através da triagem pela comparagdo dos perfis gerados
através das técnicas de IGS-RFLP e BOX-PCR, foram testados em casa de vegetacao
em um experimento com condicdes estéreis. A auséncia de nodulos nos tratamentos ndo
inoculados, tanto nas plantas que receberam como aquelas que ndo receberam N mineral
indica que ndo houve contaminacdo e que os nddulos formados nos tratamentos
inoculados foram induzidos pelas bactérias em estudo.

Todos os isolados avaliados nos ensaios foram capazes de estabelecer relacéo
simbiotica eficiente com as plantas de feijao-caupi, avaliado por meio da formacéo de
nodulos e pelo acumulo de nitrogénio na planta, 0 que pode ser constatado quando
comparados as testemunhas absolutas (livre de inoculacdo e adubacdo nitrogenada). As
médias dos valores de massa das partes aéreas (MPAS) raizes (MRS) e nddulos secos
(MNS), bem como o niumero de nddulos (NN), além do N total na parte aérea (N total) e
a eficiéncia nodular foram submetidos a analise de variancia e ao teste de ranqueamento
de médias de Scott-Knott a 5% de probabilidade (Tabela 12).

Osisolados 1, 2, 5, 8, 9, 10, 12, 13, 16, 27, 30, 31, 35, 36, 37, 42, 43, 46, 49, 53,
56, 63, 64, 68, 75, 76, foram capazes de promover o maior acimulo de MPAS,
equiparando-se a testemunha nitrogenada, esses isolados se ainda destacaram quando
confrontados com a estirpe de referéncia BR 3267 e a testemunha absoluta, sem
nenhuma fonte de N. N&o houve diferenga estatistica entre nenhum dos isolados para a
variavel MRS, embora a testemunha nitrogenada, juntamente com os isolados 10 e 12
tenham apresentado as maiores médias para essa variavel. O acimulo de MSPA indica
por si sO, que ha interacdo simbiotica ocorrendo entre o isolado e a planta, isso leva a
necessidade de mais testes, principalmente em campo, no intuito de selecionar
inoculantes com um bom potencial agricola. No mais, altos valores de MPAS representa
um valioso indicativo do estado nutricional da planta, que pode indicar o potencial
produtivo (XAVIER et al., 2006; SOUZA et al., 2008; ANTUNES et al., 2011).

Para a variavel NN, os isolados 1, 2, 5, 8, 9, 12, 13, 16, 23, 27, 30, 31, 35, 37,
42, 45, 46, 53, 56, 57, 63, 64, 68, 75, 76 apresentaram as maiores médias se destacando
em relagdo aos isolados 10, 36, 43 e 49 e também a referéncia BR 3267, entretanto a

referéncia apresentou uma média superior aos isolados 36 e 49. Para a MNS ndo houve
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diferenga significativa entre nenhum dos isolados. Cabe ressaltar, que mesmo o0s
resultados ndo tendo apresentado grande expressividade quanto as diferencas
estatisticas, os valores mostraram-se sempre superiores a testemunha absoluta (zero). A
testemunha nitrogenada que recebeu uma aplicacdo de N equivalente a dosagem de 80
kg/ha™* de N, ficou na mesma faixa de grande parte dos isolados, alguns até mostrando-
se superiores como acontece na MPAS e no NTOT. Quanto a testemunha absoluta,
assim como esperado, a mesma se mostrou inferior em todas as variaveis, o que
corrobora a eficiéncia simbi6tica dos isolados aqui testados. Variaveis como NN, MNS
e também o tamanho de nodulos, constitui uma série de parametros de avaliacdo da
simbiose entre bactéria e leguminosa, funcionando como critérios para avaliacdo da
eficiéncia agrondmica de estirpes no Brasil (FERREIRA e CASTRO, 1995; ANTUNES
etal., 2011).

Tabela 12: producdo de massa da parte aérea seca (MPAS), massa da raiz seca (MRS),
Massa de ndédulos secos (MNS), Numero de nddulos (NN), Nitrogénio total na parte
aérea (NTOT) e Eficiéncia nodular (E.N.).

MPAS MRS NN Nédulos. MNS NTOT mgN.
Tratamento 1 1 1 1 -
g.planta g.planta planta g.planta planta
1 1,47 a 159a 131 a 0,255 a 87,90 a
2 1,78 a 1,16 a 92a 0,203 a 96,09 a
5 1,17 a 1,33a 134 a 0,198 a 60,68 a
8 1,22 a 1,26 a 118 a 0,198 a 65,46 a
9 1,25a 0,90 a 124 a 0,220 a 70,45 a
10 1,18a 0,67 a 81b 0,165 a 63,27 a
12 1,23 a 1,76 a 137 a 0,163 a 69,32 a
13 1,38a 1,42 a 98 a 0,183 a 73,96 a
16 1,40 a 131la 158 a 0,243 a 77,45 a
23 0,95b 0,66 a 93a 0,128 a 56,40 a
27 18la 1,69a 138 a 0,203 a 96,15 a
30 1,32a 1,43 a 98 a 0,145a 71,56 a
31 1,44 a 0,97 a 106 a 0,153 a 78,92 a
35 1,78 a 1,46 a 101 a 0,220 a 102,46 a
36 1,43 a 1,47 a 52Db 0,160 a 93,52 a
37 1,65a 1,33a 163 a 0,290 a 88,33 a
42 1,63a 0,88 a 117 a 0,188 a 81,15a
43 1,75a 1,27 a 76 b 0,170 a 97,84 a
45 0,78 b 0,95a 141 a 0,210 a 32,13b
46 1,37 a 1,02 a 105 a 0,210 a 77,22 a
49 1,26 a 0,8la 59 b 0,140 a 69,88 a
53 144 a 0,99 a 107 a 0,188 a 81,08 a
56 1,39a 0,92 a 120 a 0,223 a 80,84 a
57 1,07b 0,96 a 120 a 0,220 a 51,94 a

63 154 a 1,24 a 110a 0,267 a 80,97 a
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64 1,73 a 1,07 a 131a 0,245 a 95,89 a
68 1,67 a 0,83 a 110 a 0,190 a 95,80 a
75 1,26 a 0,99 a 115a 0,200 a 73,16 a
76 1,22 a 150a 135a 0,320 a 68,61 a
BR 3267 0,78 b 1,13 a 70 a 0,153 a 32,43 b
Test Nitr 1,29 a 1,66 a Oc Ob 51,65a
Test Abs 0,64b 0,97 a Oc Ob 10,51 ¢c
CV% 8,83 22,18 22,84 3,24 17,50

**Meédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knot a
5% de probabilidade.

Quanto ao N total na parte aérea, todos os indculos, exceto o isolado 45 e a BR
3267, foram capazes de fixar os maiores teores de nitrogénio nas plantas, mostrando-se
estatisticamente superiores a testemunha nitrogenada, como esperado a testemunha
absoluta apresentou o menor resultado. Resultados semelhantes foram encontrados por
Melo e Zilli (2009) avaliando novas estirpes de rizébio para feijdo caupi no estado de
Roraima.

Em relacgdo a eficiéncia nodular (Figura 13), houve diferenga significativa entre
os isolados. Os isolados 1, 2, 5, 8, 9, 10, 12, 13, 16, 23, 27, 30, 31, 35, 36, 37, 42, 43,
46, 49, 53, 56, 63, 64, 68, 75 e a estirpe BR 3267 mostraram as melhores médias,
contraposto as estirpes 45, 57 e 76 com 0s menores resultados em mg de N fixado por
mg de nodulo, os resultados para eficiéncia nodular apontam a eficiéncia simbidtica dos
isolados e podem indicar a eficicia da simbiose no acimulo de N na parte aérea
(MARINHO et al., 2017). Cabe ressaltar que a estirpe 31 e a BR 3267, se mostraram
mais eficientes quanto ao processo de fixacdo de N. Melo e Zilli (2009), estudando a
eficiéncia simbidtica da BR 3267 em campo e em casa de vegetacdo, ressalta a
capacidade de fixacdo de N por parte dessa estirpe nesse ambiente controlado. Assim, é
possivel afirmar a grande capacidade de fixacdo de N por parte do isolado 31 (oriunda
do Argissolo e com biochar) testado neste ensaio, tendo em vista este isolado ter

apresentado uma média superior a BR 3267.
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Figura 13. Eficiéncia nodular de 29 isolados bacterianos de nodulos de feijdo-caupi

cultivado em dois solos do vale do S&o Francisco + estirpe referéncia BR 3267. (Scot-
Knott; 5% / CV%); 8,04). Média de 4 repetigdes.

A escolha de isolados bacterianos eficientes em fixacdo de N é de suma
importancia para a fabricacdo de inoculantes que possam suprir o requerido de N
durante o ciclo de culturas como o feijdo-caupi. Lacerda et al. (2004) ressalta a
importancia da busca por estirpes que possam ser eficientes no fornecimento de N, mas
também que possa estabelecer a relacdo simbidtica com cultivares especificas,
garantindo assim uma melhor empregabilidade e eficacia do inoculante.

MPAS, NN, MNS e NTOT, sdo atualmente considerados parametros minimos
para avaliagdo da FBN em leguminosas, definidos por Souza et al. (2008), para a cultura
da soja, esses parametros podem ser aplicados para as demais leguminosas de valor
agricola.

Das estirpes avaliadas, todas aquelas que apresentaram elevada eficiéncia
simbio6tica foram oriundas dos dois solos estudados tanto com como sem a aplica¢do do
biochar. Cabe ressaltar que, as estirpes de feijdo caupi obtidas neste estudo corroboram
com trabalhos anteriores que mostram uma elevada biodiversidade (Leite et al., 2009) e
alta eficiéncia simbiotica (Martins et al., 2003; Marinho et al., 2017) de riz6bios de
solos do Sertdo do S&o Francisco foi demonstrada. Reforgando que estes solos podem

ser repositorios de bactérias eficientes na FBN do feijdo-caupi.
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6. CONCLUSAO

As alteragdes no nimero de nddulos e massa de nddulos secos, assim como a
leve diferenca visual dos numeros para massa da massa da parte aérea seca, sao indicios
de que a aplicacdo do biochar tem influéncia sobre o desenvolvimento fisioldgico da
planta de feijdo-caupi, e que s@o necessarios mais estudos utilizando outras doses de
biochar, para se determinar qual a melhor dose desse material no desenvolvimento dessa
cultura com a aplicacéo de inoculantes nesses dois solos.

A inconsisténcia nos resultados relacionado a alta variabilidade dos dados,
impediu que se estimasse com seguranca as emissdes de GEE nesse ensaio. No entanto
pode-se afirmar que o Vertissolo emitiu mais CO, que o Argissolo, e que relacionado as
emissdes de CH,, houve uma reducdo nas emissdes desse gas neste solo.

Os fluxos médios de N,O, sugerem que o0 biocarvdo apresenta potencial para
reducdo das emissdes desse gas neste solo.

A aplicagéo de biochar alterou os valores da condutividade elétrica e os teores de
pH e nutrientes no solo, assim como caracteristicas fisicas como granulometria, se
mostrando ser um eficiente condicionador de solos.

Foram identificadas ao todo dois géneros capazes de nodular o caupi, 0
surgimento da Microvirga ossetica indica a alta variabilidade genética de rizébios dos
solos do Vale do S&o Francisco e sua baixa identidade com as espécies do mesmo
género disponiveis no GenBank indicando que pode se tratar de um espécie ndo descrita
ainda.

Os isolados testados sob condicbes de casa de vegetacdo ndo mostraram
diferencas significativas nos parametros avaliados de massa da parte aérea seca, niUmero
de nodulos, N total e Eficiéncia Nodular, equiparando-se em alguns casos a referéncia e
a testemunha nitrogenada o que indica potencial agricola, que deve quer submetido a
testes em campo.

Os resultados para emissfes de GEEs obtidos nesse ensaio requerem maiores

apuracgdes para melhor elucidagéo dos efeitos do biochar sobre esses fatores, os isolados
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capturados nessa pesquisa, devem ser testados em outras etapas para garantir possiveis

escolhas para inoculantes no futuro.
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