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1. INTRODUCAO

A agricultura familiar do estado do Maranhao é praticada principalmente por pequenos
agricultores sob sistema de corte e queima. Trata-se de um sistema de uso da terra que alterna
periodos de pousio com curtos periodos de cultivo intensivo. O sistema de corte e queima é a
base da agricultura familiar maranhense, no entanto, com aumento da densidade demogréfica
e do namero de agricultores proprietarios, os quais derivam dos programas de reforma agraria,
reforcam a necessidade de substituicdo do modelo de agricultura de corte e queima, pois este
modelo ndo garante mais a seguranca alimentar das familias. Um novo sistema deve levar em
conta, além dos principios de sustentabilidade, as particularidades agroambientais e sociais da
regido, onde uma parcela significativa da populacédo ainda sobrevive da agricultura, com um
dos menores indices de desenvolvimento humano do pais (Moura et al., 2008).

Uma alternativa promissora a agricultura de corte e queima é o cultivo em aléias de
leguminosas que dentre os varios beneficios destacam-se a prote¢do do solo contra a erosao,
recuperacdo do processo de ciclagem natural de nutrientes, recuperacao de areas degradadas
e, principalmente, a possibilidade de cultivo continuado da area, poupando extensas glebas
com vegetacao nativa.

A simbiose de plantas com o0s microorganismos afetam diretamente os fatores
quimicos e fisicos do solo, contribuindo para a sustentabilidade dos sistemas agricolas. Com
frequiéncia, os atributos relacionados a microbiota do solo sdo capazes de detectar alteracdes
pelo manejo do solo e das culturas em um estadio anterior ao das mudancas, levando a sua
utilizacdo como bioindicadores de qualidade do solo (Balota et al., 2004; Franchini et al.,
2007).

A fixacdo bioldgica do nitrogénio atmosférico (FBN) € um dos processos microbianos
mais explorados tecnologicamente na agricultura, esse processo bioquimico é natural e
essencialmente desenvolvido por bactérias. A FBN constitui passo crucial do ciclo de
nitrogénio e responde, em grande medida, pela manutencdo da vida na terra (Lindemann e
Glover, 2003). Portanto, uma importante forma de introduzir o nitrogénio, em areas sob
estagios de degradacéo, é a utilizacdo de espécies vegetais capazes de efetuar simbiose com
bactérias que nodulam leguminosas e fixam N, atmosferico (BNLFN). O conhecimento sobre
a espécies das BNLFN é ainda limitado, por falta de conhecimento dos microssimbiontes para

maioria das espécies vegetais, principalmente as tropicais.
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Nas Ultimas décadas, estudos revelaram uma grande diversidade de rizébios de
espécies florestais, até entdo desconhecida, inclusive no género Bradyrhizobium (Moreira et
al., 1993; Dupuy et al., 1994; Willems et al., 2000).

A diversidade, inclusive de leguminosas, encontrada nos varios sistemas de uso da
terra (capoeira, pastagem tradicional, sistema agroflorestal, floresta e monocultura), na
Amazonia, pode abrigar também uma grande variabilidade de rizébios (Moreira et al., 1993;
Pereira, 2000), adaptados a condicdes de baixos valores de pH e temperaturas elevadas
(predominantes nos solos brasileiros), cujo imenso potencial ainda é pouco conhecido.

Um dos métodos mais utilizados para avaliar a diversidade de BNLFN nos solos é a
utilizacdo de plantas- isca, cuja principal caracteristica € a promiscuidade, ou seja, devem ser
capazes de nodular com uma grande diversidade de espécies. Entre as espécies de
leguminosas consideradas promiscuas, podem-se destacar o feijdo caupi (Vigna unguiculata)
(Lewin et al., 1987; Martins et al., 1997). Sendo esta espécie de importancia econémica na
alimentacdo humana, o estudo da diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio que as
nodulam tém adicional importancia.

O estudo dos fatores que afetam a produtividade de culturas, como do feijao caupi, sob
condigBes simbioticas, é de significativa relevancia socio econémica, pela grande importancia
da cultura na dieta da populacdo regional e pela adequacdo desta tecnologia aos sistemas
agricolas de subsisténcia, predominante no cultivo desta cultura no Brasil (Freire Filho et al.,
2005). Essa tecnologia também se adapta a alguns sistemas de producdo associada a
agricultura familiar, de menor nivel tecnoldgico, e em ascendéncia em varias regides
produtoras.

Devido a diversidade de espécies de plantas, microrganismos e condic¢des regionais,
estudos relacionados a melhoria na produtividade das culturas em condi¢des simbidticas, deve
ser intensificado, para que se compreendam melhor essas associagdes, permitindo que sejam
eficazes e auxiliem na viabilidade ecologica e econdmica de sistemas agricolas e
agroflorestais implantados na Amazonia. Desta forma, com este trabalho objetivou-se estudar
a nodulacdo do caupi, sua diversidade e eficiéncia fenotipica e genotipica da comunidade

nativa de BNLFN de areas de agricultura familiar no centro-norte maranhense.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Sistemas de manejo e uso da terra
A intensificacdo das atividades agricolas pode levar a alteragdes nas funcbes do

ecossistema, diminuir a diversidade de vegetais e de animais, reduzir ou levar a perda total de
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importantes servicos para um bom funcionamento do ecossistema, o que pode levar a perda da
sua produtividade e sustentabilidade (Giller, 1997; Braga, 2009). A expansdo do uso da terra
pelo homem tem causado impacto sobre a area vegetada e mudanca na disponibilidade de
recursos (Braga, 2009; Turner 1996; Terborgh, 1992). De fato, todas as formas de agricultura
causam mudancas no balango e no fluxo dos sistemas preexistentes, o que limita dessa forma
suas funcdes de auto-regulacdo do ecossistema (Schroder et al., 2002).

No Maranhdo predomina dois sistemas de manejo agricola. A agricultura itinerante,
mais utilizada pelos agricultores de baixa renda e o cultivo convencional, o qual tem como
premissa o revolvimento do solo através de aracfes e gradagens. Porém também ndo €
incomum a presenca de grandes areas com pastagens, a maioria degradada. Contudo em
escala experimental, tem-se o cultivo em aléias de leguminosas arboreas, o qual surge como
alternativa promissora a agricultura de corte e queima.

A agricultura itinerante ou agricultura de corte e queima, é o sistema agricola mais
utilizado na regido pré amazOnica. Esse tem como caracteristicas o corte da vegetagdo nativa,
gueima da biomassa, cultivo por um ou dois ciclos, posterior abandono da area para pousio e
reinicio do processo apos a revegetacao natural de capoeira. Este sistema de cultivo ocasiona
resultados negativos a produtividade desses solos visto que combina fatores como alta
densidade demografica, baixa fertilidade natural e fragil estrutura dos solos do centro-norte do
Estado, causando aumento das areas degradadas, maior empobrecimento do homem do campo
e 0 éxodo rural (Ferraz Janior, 2004).

O cultivo convencional também € outra pratica bastante comum no Estado. A base do
preparo é o revolvimento do solo, com a utilizagdo de grades e arados como implementos para
0 manejo priméario. Segundo Reichert et al., (2003), as operacGes agricolas que envolvam
mobilizacdo e/ou trafego de maquinas alteram substancialmente a estrutura dos solos,
principalmente a agregacdo e a compactacdo, que modifica as condi¢cdes que determinam o
ambiente de crescimento radicular.

Vastas areas de pastagens tambem retratam outro sistema de uso da terra bastante
utilizado no Maranhdo. As pastagens tém sido implantadas apOs a retirada das madeiras
nobres e queima do material vegetal de baixo valor comercial e gera o aparecimento do capim
duro ou capim furdo (Paspalum virgatun).

A substituicdo da vegetacdo arboOrea nativa, por culturas agricolas, provoca um
desequilibrio no ecossistema, ja que o manejo adotado influencia nos processos fisico-
guimicos e bioldgicos do solo, e pode modificar suas caracteristicas e, muitas vezes, causar

sua degradacdo (Zalamena, 2008; Souza & Alves, 2003). Um dos grandes desafios para a
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sustentabilidade na floresta amazdnica e imediacOes é desenvolver sistemas de producgdo que
sejam capazes de transformar &reas degradadas em areas produtivas e sustentdveis, as quais
considerem uma melhor qualidade de vida para os produtores e a capacidade suporte do
ecossistema (Braga, 2009; Goodland, 1995; Avila, 1992).

A adocdo de pacotes tecnoldgicos sem preocupacdo ecoldgica tornou a agricultura uma
fonte de poluicdo, um agroecossistema fragil e ndo sustentadvel (Rheinheimer et al., 2003).
Modelos de exploracdo agricola que consideram 0s principios sustentaveis, surgem como
alternativa viavel as praticas sociais e ambientalmente inadequadas, como é o caso da
agricultura itinerante.

O cultivo em aléias é um sistema de exploracdo de terra que combina fileiras de
leguminosas arboOreas e culturas anuais de interesse econdmico, essas leguminosas sao
podadas anualmente e esta biomassa € depositada na entre linha para o cultivo das culturas
anuais. Essa combinacdo tem como resultados beneficios a melhor estruturacdo do solo e
disponibilidade de nutrientes, em especial o nitrogénio fixado biologicamente, pois aumenta o
aporte de matéria organica no sistema, melhora a porosidade, além de favorecer a
disponibilidade de 4gua e oxigénio (Ferraz Junior, 2004).

Os diferentes sistemas de uso da terra podem causar desequilibrio entre os solos e 0s
diferentes organismos que nele habitam. Indicadores bioldgicos, fisicos e quimicos séo
usados largamente para estimar a qualidade do solo diante a atividades antropogénicas
(Moreira & Siqueira, 2006). Devido seu alto dinamismo, e por se adaptarem bem as mudancas
ocorridas no meio em que vivem, 0S microrganismos representam indicadores sensiveis a
alteracdes provenientes do manejo do solo (Kennedy & Papendick, 1995).

E necessario entender a diversidade microbiana do solo, pois ela propociona condigdes ao
desenvolvimento de estratégias que aperfeicoem o0s processos biolégicos e aumentem sua
sustentabilidade (Odum, 1998). Portanto, a biodiversidade do solo é de fundamental
importancia para sua resiliéncia e estabilidade, ja que ela esta ligada de forma completa nos
processos de formacao dos solos, na ciclagem e armazenamento de nutrientes (Santos et al.,
2007).

O manejo inadequado do solo causa conseqliéncias negativas a produtividade do
agroecossistema e prejuizos tanto na esfera econdmica quanto na ambiental, portanto, a busca
de alternativas que sejam viaveis pode trazer beneficios para a recuperacdo de areas em

processo de degradacao.
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2.3 Fixacdo bioldgica de nitrogénio em leguminosas

A simbiose de plantas leguminosas e bactérias do género Rhizobium €é uma interacao
de grandes beneficios para a sustentabilidade, devido ao processo chamado de Fixagédo
Biologica de Nitrogénio (FBN) (Hungria et al. 1999). Esse processo fisioldgico importante é
explorado para obter aumento no rendimento de grdos de uma maneira ecoldgica e
economicamente sustentavel (Vessey, 2003).

Na natureza, somente um pequeno numero de microrganismos, denominados
diazotroficos ou fixadores de nitrogénio, sdo capazes de reduzir o nitrogénio atmosférico a
amonia. Esse processo, chamado de fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN), é realizado pela
enzima nitrogenase, um complexo protéico que catalisa a reacdo (Eady & Postgate, 1974).
Mesmo sendo mediado por um reduzido nimero de microrganismos, os fixadores biologicos
apresentam alta diversidade morfologica, fisioldgica, genética e filogenética. Tal diversidade
garante ndo sO a resiliéncia da FBN nos ecossistemas, como também a ocorréncia deste
processo nos mais diferentes habitats terrestres (Moreira & Siqueira, 2006).

A relacdo simbidtica rizobio/leguminosa caracteriza-se pela formacdo de estruturas
hipertréficas nas raizes e raramente nos caules, denominadas de nodulos. Entretanto, a
capacidade de nodular ndo é comum em todas as espécies de leguminosas. A formacgdo dos
nodulos é um processo complexo que ocorre em varias etapas e envolve mudancas
fisiologicas e morfoldgicas, tanto na célula hospedeira, quanto na bactéria. As mudancas na
bactéria visam, principalmente, o recebimento de fontes de carbono da planta hospedeira, para
prover o ATP (adenosina trifosfato) e poder redutor, necessarios para o processo de FBN,
enquanto que as mudangas na planta hospedeira visam assimilar a aménia produzida pelas
bactérias (Hungria e Campo, 2005).

A FBN é um exemplo de associacao bioldgica cujos beneficios para a sustentabilidade
agricola sdo reconhecidos, sendo possivel substituir parcial ou totalmente a adubacdo
nitrogenada (Hungria et al., 1999). Diversos fatores fisicos, quimicos e bioldgicos influenciam
essa simbiose, e limitam seu estabelecimento, desenvolvimento e funcionamento.

A disponibilidade de nutrientes esta entre os principais fatores edaficos que
influenciam a FBN com destaque para o fosforo (P), potassio (K) e molibdénio (Mo). O P
auxilia na nodulacéo pela transferéncia de energia na forma de ATP e no aumento no nimero
de pélos radiculares 0 que proporciona mais sitios de infeccdo para a bactéria (Gualter et
al.,2008; Okeleye e Okelana, 1997; Othman et al., 1991). A deficiéncia de K afeta a
fotossintese e, consequentemente, o fornecimento de fotossintatos da planta para a bactéria, e

limita a nodulacdo e a fixacdo simbiotica do nitrogénio (Gualter et al., 2008; Duke e Collins,
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1985). Contudo, o suprimento de N via fertilizacdo mineral também influencia esse processo
em leguminosas, uma vez que as plantas podem absorver diretamente o N presente no solo
(Oliveira et al., 2004).

Fatores predominantes nos solos da regido amazbOnica, como pH é&cido e alta
concentracdo de aluminio toxico, podem diminuir a populacéo desses microrganismos no solo
(Hungria & Vargas, 2000; Wood, 1995; Octive et al., 1994). No entanto, algumas estirpes
podem desenvolver mecanismos de tolerancia a esses fatores estressantes (Kawai et al., 2000;
Watkin et al., 2000). Além dos fatores edafo-climaticos, esse processo é também influenciado
pelas caracteristicas genotipicas do macro e microssimbionte e modulado por uma intensa
troca de sinais moleculares e reflete nas diferentes respostas em relacdo a faixa hospedeira,
especificidade e eficiéncia simbiotica (Xavier et al,. 2006; Hartwig, 1998).

O sucesso na obtencdo de alta fixacdo do nitrogénio atmosférico na simbiose
leguminosa-rizobio depende de uma série de fatores. Entre eles, destacam-se a efetividade e
competitividade das estirpes presentes no indculo ou no solo, riqueza do inéculo em nimero
de células, técnicas de inoculacdo, semeadura e fatores ambientais, principalmente, os fatores
quimicos e fisicos do solo (Straliotto e Rumjanek, 1999; Zilli et al., 1998;Vargas & Hungria,
1997). Uma associacdo rizobio versus leguminosa eficiente, na qual a necessidade da planta
por nitrogénio seja suprida, é o alvo de muitas pesquisas que sdo desenvolvidas no mundo,
principalmente, nos tropicos, uma vez que o nitrogénio € um dos elementos do solo mais
limitante da producdo nestas areas (Franco & Balieiro, 1999).

Em todas as leguminosas a fixacdo de N, ndo é iniciada até que a planta possa
sustentar esta atividade, ou seja, ceder energia para que a bactéria possa entrar em atividade e
fornecer o nitrogénio necessario, ou até que se esgote 0 nitrogénio presente na semente, € a

planta, portanto, venha a sentir a falta deste elemento (Mercante et al., 1992).

2.2 Feijao Caupi

O feijdo caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.) pertence a familia Fabaceae e
atualmente esta amplamente distribuido nas regiGes tropicais, cujas caracteristicas
edafoclimaticas assemelham-se as do seu provavel centro de origem, a Africa (Mostasso et
al., 2002). Devido as condicGes de adaptabilidade e do habito alimentar da populacéo, o caupi
é cultivado predominantemente nas regides Norte e Nordeste do Brasil, e alcanca quase a
totalidade das areas plantadas com feijao nos estados do Amazonas, Roraima, Rio Grande do
Norte, Ceara, Piaui e Maranhdo (Santos et al., 2007; Cravo & Souza, 2007; Freire Filho et al.,

2007). Os trés altimos estados, junto com a Bahia, detém o status de maiores produtores da
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regido e apresentam as maiores areas plantadas no Norte e Nordeste (Freire Filho et al.,
2007;Andrade Junior et al., 2003). Na zona rural predomina o cultivo dessa cultura para a
producdo de gréos secos e verdes, visando o consumo humano (Andrade Junior et al., 2003).

O feijdo caupi é considerado uma cultura de alto valor genético com uma alta
capacidade de fixar N em simbiose com bactérias dos grupo dos rizébios, em especial do
género Bradyrhizobium, além de uma ampla adaptacdo edafoclimética (Xavier, 2000; Bezerra,
1997;Ehlers & Hall, 1997), o que contribui positivamente para a produtividade da cultura. No
entanto, a associacdo feijao caupi e rizobios apresenta baixa especificidade, esse fato esta
relacionado com a promiscuidade da simbiose entre plantas de feijdo caupi e estirpes de
rizobio nativos dos solos tropicais (Neves et al., 1998; Lewin et al., 1987).

Essa promiscuidade tem gerado certa desmotivacao na busca de novas estirpes, porque
as estirpes nativas responsaveis pela nodulacdo sdo competitivas para a formacgéo dos noédulos,
mas ineficientes para a fixacdo de nitrogénio (Rumjanek et al., 2005). O aumento da
eficiéncia do processo de nodulacdo e conseqlientemente da FBN é uma das formas de
aumentar a produtividade da cultura do feijdo (Franco et al., 2002), aléem disso, melhorando-se
o desempenho simbidtico pode-se, da mesma forma que ocorre com a soja, dispensar 0 uso de
adubos nitrogenados para obtengdo de maiores rendimentos (Rumjanek et al., 2005). Portanto
esse processo € uma alternativa com potencial valor para atender a necessidade de nitrogénio
do feijéo caupi (Mercante et al., 2004).

As bactérias que nodulam caupi pertencem ao grupo “misceldnea caupi’, e a
denominacdo de Bradyrhizobium sp, esta agrupando um nimero grande de estirpes capazes de
nodular diversas espécies de leguminosas herbaceas comuns nas regides tropicais. Esse grupo
heterogéneo de rizdbios, capazes de colonizar as raizes de uma ampla faixa de espécies
leguminosas, caracteriza-se pelo crescimento lento e alcalinizacdo do meio de cultura
(Martins, 1996;Jordan, 1984). Por essa razdo, o feijdo caupi serve como planta-isca para
determinacéo da diversidade de rizobio, haja vista a sua ampla distribuicéo.

Quando a espécie nodulifera é promiscua, como o feijdo caupi, torna-se mais dificil a
introducdo, estabelecimento e desenvolvimento da simbiose com populagdes eficientes.
Portanto, este tem sido um dos principais entraves & maximizagdo da FBN nesta cultura
(Moreira & Siqueira, 2002).

2.4 Comunidade nativa de BFNNL
O levantamento da biodiversidade nativa de rizobios de regides de clima tropical,

capazes de nodular espécie de importancia agricola e adaptadas a determinadas regides, tém
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demonstrado grande potencial para obtencdo de bactérias resistentes a estresses ambientais
(tolerdncia a temperaturas elevadas, a estresses hidricos, pH extremo, entre outros) (Zilli et
al., 2008; Chagas Jr, 2007; Stanford et al., 2005; Hara & Oliveira, 2005; Lima et al., 2005;
Martins et al., 2003) .

O estudo de rizobios nativos, visando a selecdo de estipes altamente eficientes, é
facilitado com o uso de plantas-iscas e isolamento das bactérias a partir dos nddulos
formados. As caracteristicas morfofisiologicas dos rizébios, tais como o tempo de
crescimento, alteracdo do pH, consisténcia do muco produzido, além de outras, fornecem
informagdes importantes para a identificacdo e agrupamento de estirpes (Chagas Janior et al.,
2009).

A especificidade simbiotica e a competitividade das populaces de rizobios nativos
também influenciam as respostas da inoculacdo (Xavier et al, 2006; Martins et al., 2003),
além disso, a populacdo de rizébios no solo também depende das condicGes bidticas e
abidticas deste ambiente e das espécies de leguminosas silvestres ou cultivadas, tanto em
tamanho quanto em variabilidade (Castro et al., 1999; Simon et al., 1996).

A selecdo de estirpes de bactérias fixadoras de nitrogénio deve objetivar estirpes
eficientes e adaptadas as condi¢des prevalecentes no local de emprego, como os solos &cidos e
de baixa fertilidade da Amazénia. Alem disso, as estirpes selecionadas devem ser
competitivas, em relacdo a populacdo nativa e apresentarem varios aspectos agronémicos e
culturais, tais como potencial de nodulacéo, fixacdo de N, e crescimento da planta hospedeira
(Lima et al., 2005; Zilli et al., 2006). A busca de melhores estirpes deve comecar pela mais
ampla possivel avaliacdo do material genético existente j& adaptado de preferéncia as
condicGes ambientais locais. A alta variabilidade genética em que o crescimento bacteriano
estd sujeito faz com que as caracteristicas ditas desejaveis nos rizébios, como efetividade,
competitividade, sobrevivéncia no solo, tenham carater transitorio e por isso estejam sujeitas a
selecdo e melhoramento (Chagas Junior, 2007).

Para a selecdo e caracterizacdo de bacterias fixadoras de nitrogénio, varias técnicas
tém sido utilizadas, as quais levam em consideracdo tanto caracteristicas fenotipicas como
genotipicas. A identificagdo e a caracterizacdo de estirpes de rizobio tém sido feitas,
tradicionalmente, baseadas nos resultados de especificidade por hospedeiro e as caracteristicas
morfoldgicas e fisiologicas (Zilli et al., 2000; Martins et al., 1997a,b). Além destas, outras
caracteristicas utilizadas é a producdo de exopolissacarideos, tolerancia a acidez e aluminio
toxico (Andrade et al., 2002;Campo & Wood, 2001), bem como, a capacidade de solubilizar
fosfatos (Vessey, 2003; Nahas, 2002; Gynaneshwar et al., 2002; Igual et al., 2001). Estas



18

caracteristicas tém sido utilizadas com sucesso em estudos da ecologia de rizébios (Chagas
Jr., 2007; Hara & Oliveira, 2004, 2005; Martins et al., 1997b) e permitem acessar a
diversidade de rizébio presentes em diferentes ecossistemas e usos da terra (Lima et al., 2005;
Jesus et al., 2005).

O processo de selecdo de estirpes para determinada espécie vegetal envolve, de modo
geral, quatro estadios. No primeiro, é verificada, em cdmara de crescimento (condi¢des 6timas
e controladas de temperatura, umidade luminosidade e nutrientes), a capacidade de nodular e
fixar nitrogénio de um numero elevado de estirpes, testadas separadamente, em tubos ou em
sacos plasticos com solugdo nutritiva livre de nitrogénio na forma mineral, com ou sem &gar,
em condigdes estéreis. No segundo estadio, estirpes selecionadas séo testadas em mistura de
areia, vermiculita esterilizada e solugdo nutritiva livre de nitrogénio, em vasos de Leonard, em
casa de vegetacdo. Nos estadios seguintes, as estirpes selecionadas sdo testadas em vasos
contendo solo em casa de vegetacdo e, depois, no campo. Estirpes que ndo obtiverem boa
performance nos estadios iniciais de selecdo sdo eliminadas, pois, se em condicdes
controladas ndo estabelecem simbiose eficiente, também ndo o fardo nas condi¢cdes mais
estressantes do campo (Moreira & Siqueira, 2006).

A competitividade para a formacdo de nddulos € também altamente desejavel, pois
pode impedir a dominancia de estirpes menos efetivas existentes no solo ou introduzidas com
a semente. A sobrevivéncia é também importante, pois viabiliza a manutencdo da populagéo
do rizobio selecionado. Com fregiiéncia tem sido relatada uma relagéo inversa entre resposta a
inoculacdo e tamanho da populacédo de rizébios nativos no solo (Weaver & Frederick, 1974;
thies et al., 1991). Por esta razdo, € interessante estudar estratégias para avaliar a composi¢édo
e a contribuicdo de estirpes de rizébios nativos onde se pretende introduzir o inoculante (Zilli,
2001).
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NODULACAO DO CAUPI (Vigna unguiculata), E EFICIENCIA DA COMUNIDADE
NATIVA DE BACTERIAS DIAZOTROFICAS DE AREAS DE AGRICULTURA
FAMILIAR NO CENTRO-NORTE MARANHENSE

Tércia Cristina dos Reis Silva, José Geraldo Donizetti dos Santos, Danubia Lemes Dadalto,
Kétia Perreira Coelho, Meirijanen Rodrigues de Sousa, Gustavo Ribeiro Xavier, Emanoel
Gomes Moura, Alana das Chagas Ferreira Aguiar & Guillaume Xavier Rousseau

RESUMO:

Dentre as indmeras espéecies leguminosas que se beneficiam naturalmente da fixacéo
bioldgica do nitrogénio (FBN), o feijdo caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) tem merecido
atencdo, pois € largamente cultivado nas regifes norte e nordeste, devido sua boa adaptacdo as
condicdes edafoclimaticas, além de ser essencial de seguranca alimentar e fonte de renda para
a agricultura familiar. O objetivo deste trabalho foi estudar comunidades nativas de bactérias
fixadoras de nitrogénio em simbiose com o feijdo caupi, provenientes de areas de agricultura
familiar sob distintos manejos de solos, no centro-norte maranhense. As areas amostradas
foram: Sistema de corte e queima; area com aracdo e gradagem de um ARGISSOLO
PETROPLINTICO; plantio direto com leguminosa Clitoria fairchildiana (sombreiro); Aléias
de leguminosa C. fairchildiana com seis anos de implantacdo; Pastagem de Brachiaria
brizantha em processo de degradacdo; Area com vegetacdo nativa de capoeira como
referéncia e em casa de vegetacdo duas testemunhas (nitrogenada e absoluta). Houve
ocorréncia de rizébios em todos os tratamentos. No entanto, os tratamentos aléias e plantio
direto foram mais eficientes em abrigar uma comunidade de rizobios compativel mais
eficiente para o crescimento da cultura, superior até & testemunha nitrogenada. A biomassa
seca do caupi variou de 7,1 g planta™ no sistema em aléias com 6 anos de implatacéo a 0,7
planta™ na testemunha Sem-N. A menor producio de biomassa seca, sob efeito da inoculagao,
foi verificado com bactérias oriundas da capoeira (2,06 g planta™). Um total de 76 isolados
nativos foram obtidos dos diferentes sistemas de uso do solo, com a grande maioria
apresentando crescimento lento. Quanto aos fatores abioticos (pH, NaCl e temperatura) os
isolados obtidos apresentaram comportamentos muito parecidos. J& para a caracterizacdo
genotipica das bactérias foi observada alta diversidade dos isolados e auséncia de similaridade
dos isolados nativos e os padrdes utilizados. As estirpes nativas das areas estudadas

promoveram nodulacdo no caupi confirmando a promiscuidade da cultura. O sistema em
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aléias foi capaz de estimular e abrigar uma comunidade de riz6bios mais eficiente em
promover o crescimento do caupi quando relacionado com as outras areas estudadas.
Termos de indexacao: rizébio, comunidades nativas, fixacdo biologica de nitrogénio, manejo

do solo.

ABSTRACT

Among the numerous legume species that benefit from biological nitrogen fixation, Vigna
unguiculata (L.) Walp (cowpea) is of special interest as it is largely cultivated in the North
andNorth Eastern region of Brazil. The specie is well adapted to local soil and climate
conditions and therefore is essential for food safety and basic income for small farmers. The
objective of this work was to study the native community of N-fixing bacteria simbiotic with
cowpea from different soil management practices in small farmers area from Centre-North
Maranhdo state. Soil management practices were: slash-and-burn; area with plowing and
harrowing a ULTISOL PETROPLINTHIC; 6-y-old alley cropping with Clitoria fairchildiana
; degraded Brachiaria brizantha pasture; secondary forest. Rizobia were present in all soil
managements nevertheless, alley cropping hosted a rizobia community more efficient to
colonize and promote Vigna Unguiculata (L) growth. Cowpea dry biomass was 7.1 g.plant™
in the 6y alley cropping compared to 0.7g.plant™ in the control without N. The lowest dry
biomass was produced with bacteria from the secondary forest. Seventy-six native isolates
were cultivated from soil managements, most of them had low growth rate. Isolates had
similar responses to abiotic factors pH, NaCl and temperature. However, the genotype
characterization of bacterial isolates showed high diversity and low similarity with the control
strains. The isolates of all soil managements were able to nodulate Vigna Unguiculata (L) thus
confirming its promiscuity. The 6-y-old alley cropping system was able to stimulate and host
a rizobia community more efficient to promote V. Unguiculata growth when compared to the

other soil managements.

Indexing terms: Rizobium, native community, biological nitrogen fixation, soil management
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INTRODUCAO

O Maranh&o é considerado um estado de transicdo, pois esta localizado entre o dominio
amazonico e o semi-arido. Essa localizacdo Ihe confere caracteristicas diferenciadas quanto ao
regime hidrico, temperaturas médias altas, e quanto as caracteristicas dos solos, que em
grande maioria sdo frageis, acidos e de baixa fertilidade natural. Nestas areas € comum a
agricultura familiar de subsisténcia, com reduzida capacidade de investimentos e de superagéo
das limitacGes naturais dos solos. A agricultura itinerante de corte e queima predomina neste
modelo de agricultura no trépico umido (Moura, 2004).

A agricultura itinerante ou roga no toco é caracterizada pelo corte e queima da vegetacdo
nativa, o cultivo sob as cinzas, como fonte de nutrientes e o posterior abandono da érea
(pousio). Esse sistema coopera com as emissdes de CO, e NO, contribuindo para o efeito
estufa (Grace, 2004); perda da matéria organica e empobrecimento do solo (Mackensen et al.,
1996; Holscher et al., 1997). Também reduz a biodiversidade vegetal ao eliminar aquelas
espécies ndo adaptadas as queimadas, aumenta o risco de erosao, além do empobrecimento
biolégico do ecossistema (Moura et al., 2009). Estudos realizados nas areas de agricultura
familiar do centro norte do Maranhdo, tém encontrado excelentes alternativas para o adequado
manejo destes solos, sem causar degradacdo e ainda recuperar e aumentar sua capacidade
produtiva ao longo do tempo. Uma destas tecnologias € o sistema de plantio direto em aléias.

Este sistema de cultivo tem sua origem nas areas montanhosas da Africa (Ong, 1994) e
combina na mesma area o plantio de culturas anuais e leguminosas arboreas, cujos galhos e
folhas sdo podados anualmente e depositados entre as fileiras das culturas de interesse
econémico (Kang et al., 1990). Portanto, garante a cobertura morta do solo, reduz o processo
erosivo, retém a umidade, aumenta a matéria organica e fertilidade do solo favorecendo o
desenvolvimento das culturas e de microrganismos benéficos as plantas (Cooper et al.,1996),
a exemplo dos simbiotroficos fixadores de nitrogénio.

Esses microrganismos fazem simbiose com leguminosas e séo capazes de reduzir
enzimaticamente o nitrogénio da atmosfera em forma biologicamente assimilavel, sendo
utilizado para o crescimento e manutencdo das células. Esse processo é chamado de fixacéo
biolégica de nitrogénio (FBN) (Moreira & Siqueira, 2006) Tal grupo de organismos é
diversificado e desempenha papel de grande importancia na recuperacdo, manutencdo e
sustentabilidade dos agroecossistemas (Bazzicalupo & Okon, 2000), especialmente para a
agricultura de baixos insumos.

Dentre as inUmeras espécies leguminosas que se beneficiam naturalmente da FBN, o

feijdo caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) tem merecido atencdo (Freire Filho et al., 2005).
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Este tem sido largamente cultivado nas regifes norte e nordeste, pois possui boa adaptagéo as
condigdes edafoclimaticas (Freire Filho et al., 2005), & essencial para seguranga alimentar e
fonte de renda para a agricultura familiar. No entanto, tem apresentado baixa produtividade
média, sendo a causa principal a indisponibilidade de nutrientes no solo, em especial o N,
principalmente na regido tropical Umida onde € comum alta precipitacdo e fluxo vertical de
agua no solo favorecendo as perdas (Dechert et al., 2005). A necessidade de incrementar 0s
sistemas tradicionais com a disponibilidade de nitrogénio, em especial a biologicamente
mediada (Drinkwater e Snapp, 2007), tem importancia fundamental, tanto pela alta demanda
das culturas, quanto pela grande mobilidade no sistema solo-planta e risco de contaminagéo
do ambiente pelas fontes soltveis (Aguiar et al., 2009).

O feijdo caupi € uma leguminosa considerada promiscua por sua grande facilidade em
associar-se com diversos géneros de bactérias fixadoras de nitrogénio podendo ser utilizada
com sucesso em estudos de ocorréncia e eficiéncia simbidtica destas bactérias (Melloni et al.,
2006; Handley et al., 1998). E assim contribuir para a viabilidade da explora¢do da FBN no
tropico Umido e o desenvolvimento de praticas ecologicamente sustentaveis, com reflexo para
a melhoria da qualidade do solo e exploracdo agricola (Kennedy, 1999).

O Manejo adequado das bactérias fixadoras de nitrogénio e a exploracdo do seu potencial
benéfico envolvem conhecer as comunidades nativas destes microrganismos, quanto a sua
identidade, eficiéncia simbidtica e sua resposta ao manejo de solo adotado. Portanto, conhecer
a relacdo existente entre o sistema de manejo e atributos do solo que tem reflexo direto na
sustentabilidade do sistema e qualidade ambiental representa avancos nesta area de estudo e
suporte para o correto manejo destes solos, principalmente quando a estratégia envolve
técnicas agroecoldgicas de cultivo como o plantio direto sob sistema de aléias. Diante disso
este trabalho objetivou-se verificar a ocorréncia e a eficiéncia de isolados nativos de bactérias
fixadoras de nitrogénio em simbiose com o caupi, em diferentes usos do solo na agricultura

familiar do centro norte do maranhao.

MATERIAL E METODOS
Amostragem de solo e manejos estudados

O local da coleta de solo situa-se no municipio de Miranda do Norte - Maranhao,
localizado a 3° 36’ de latitude Sul e 45° 24 de longitude Oeste, a 60m de altitude. Esta é uma
area de assentamento da reforma agréaria, de agricultores familiares e o solo é um
PLINTOSSOLO ARGILUVICO Distréfico tipico (Embrapa, 2006). Os sistemas de uso da

terra e manejo amostrados foram: Agricultura itinerante de corte e queima (Roca no toco);
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Area arada e gradeada de um ARGISSOLO PETROPLINTICO; Plantio direto com Clitoria
fairchildiana (sombreiro) com trés anos de implantacdo; Aléias de leguminosa C.
fairchildiana com seis anos de implantacdo; Pastagem de Brachiaria brizantha em processo
de degradacdo; Area com vegetac&o nativa de capoeira como referéncia.

A é&rea sob Argissolo petroplintico com camada impeditiva passou por uma aragdo
seguida de gradagem. O sistema em aléias com 6 anos foi implantado no ano de 2002, a
capoeira foi desmatada e o solo foi corrigido com calcario para a implantagcdo desse sistema.
Foi utilizada a leguminosa arbdrea nativa Clitoria fairchildiana (sombreiro) cultivada no
espacamento de 0,5m entre plantas e 2,6 m entre fileiras. Essas leguminosas foram cortadas
anualmente a 0,5m do solo e seus ramos espalhados para manutencéo da cobertura do solo.
Nas entrelinhas das leguminosas foram plantadas culturas anuais (arroz, feijdo, milho,
mandioca, curcubitaceas). O sistema de plantio direto foi implantado em dezembro de 2005,
foi efetuada a queima da capoeira de aproximadamente 5 anos e utilizada a leguminosa
Clitoria fairchildiana (sombreiro). A capoeira tem aproximadamente 10 anos e predominéncia
de tucum (Astrocaryum vulgare), babacu, jurubeba (Solanum paniculatum L.) e sansdo
(Mimosa cae salpineafolia). A area de pastagem predomina a Brachiaria brizantha, e esta sob
acelerado estado de degradacdo, com ocorréncia de plantas do género Cyperus e a palmeira
babacu (Attalea speciosa).

Todas as areas foram amostradas em outubro de 2008, na profundidade de 0 a 20 cm,
sendo coletadas trés amostras compostas por area. Cada amostra composta continha seis
subamostras. Apos a coleta o material foi adequadamente armazenado e levado para a
Universidade Estadual do Maranhdo-UEMA, setor de Agroecologia, campus de Sdo Luis,
onde os ensaios de laboratério de casa de vegetacdo foram conduzidos. Também foi realizada

a analise quimica do solo, segundo metodologia de IAC (2001) (Tabela 1).

Nodulagéo e eficiéncia simbidtica da comunidade indigena de BFNNL

A nodulacédo do feijao caupi foi avaliada partir do aparecimento de nodulos nas raizes, e
sua eficiéncia com base na formula da eficiéncia relativa.

O experimento foi instalado no Nucleo Tecnolédgico de Engenharia Rural da Universidade
Estadual do Maranh&o, em casa de vegetacdo. Para acessar a comunidade nativa de BFNNL
foram utilizados vasos de Leonard, segundo metodologia descrita em Andrade & Hamakawa
(1994). Estes vasos sao compostos por duas subunidades, a subunidade superior contém uma

mistura de areia e vermiculita na proporcdo 1:1 e a subunidade inferior contem solucgéo
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nutritiva com macro e micronutrientes. Os vasos foram autoclavados por 1 hora a presséo de
1,5 Kgf.cm™. A planta hospedeira utilizada foi o feijio caupi, cultivar BRS Guariba.

As amostras de solo, oriundas das areas sob diferentes manejos, foram diluidas a 107 ,
em solucdo salina (0,55% de NaCl) e esta suspensao, provavelmente contendo células de
bactérias diazotroficas noduliferas, foi utilizada como Unica fonte de in6culo para a planta
hospedeira. O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, com trés repeticdes.
Também foram implantadas duas testemunhas ndo inoculadas, uma recebeu solucdo de
Hoogland completa (testemunha nitrogenada) e a outra recebeu solucdo de Hoogland sem
nitrogénio (testemunha absoluta), que também foi aplicada para os tratamentos inoculados
com a suspensdo de solo. As solugdes nutritivas foram utilizadas com 50% da concentragédo
original e autoclavadas por 20 minutos, a uma presso de 1,20 Kgf.cm™.

As sementes de caupi utilizadas foram desinfestadas superficialmente com alcool 70%
por 4 minutos, seguida de hipoclorito de s6dio a 1% de cloro por 3 minutos. Em seguida
foram lavadas sucessivas vezes até a retirada completa de qualquer residuo, posteriormente
foram semeadas trés sementes por vaso. Apés cinco dias da germinacdo procedeu-se 0
desbaste deixando apenas duas plantas por vaso. As plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo até o florescimento, aproximadamente 45 dias apds a germinacao, ocasido em que
foram coletadas, separadas em parte aérea e raizes e nédulos quando presentes.

Apo6s o periodo de conducdo em casa de vegetacdo, determinou-se 0 peso seco da parte
area (PSPA), apds secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a temperatura de 60°C por
72 horas, o nimero e 0 peso seco dos nodulos e o teor de N na parte aérea do caupi (Tedesco,
1995). Para facilitar o entendimento do comportamento das plantas de caupi, em relagdo aos

tratamentos estudados, foi calculada a eficiéncia relativa, conforme descrito abaixo.

Efr=(MSPAinoculado /MSPAcom N)x100
Onde: Efr= eficiéncia relativa; MSPAinoculado= massa seca da parte area do tratamento
inoculado; MSPAcom N= massa seca da parte aérea da testemunha nitrogenada (média das
repeticdes).
Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e analise de variancia seguido do
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Isolamento, caracterizacéo fenotipica e toleréncia a fatores ambientais das BFNNL

As bacteérias isoladas das raizes de caupi provenientes de cada sistema de manejo do
solo foram isoladas e caracterizadas com base nas caracteristicas morfologicas e quanto a
resisténcia a pH, sal e temperatura.

Nesta etapa foram utilizados trés noédulos de cada tratamento, um pequeno, um medio e
um grande. Estes foram desinfestados superficialmente com &lcool 95% por trés minutos,
posteriormente imersos em hipoclorito de sodio a 1% por um minuto e lavados 6 vezes com
agua autoclavada. Os nddulos entdo foram macerados com o auxilio de uma pinca
devidamente esterilizada e riscados em placas de petri com meio YMA (Fred & Waksman,
1928), de forma a obter colonias isoladas.

Obtidas as coldnias isoladas, foram avaliadas as seguintes caracteristicas culturais: tempo
em dias para a visualizacdo das coldnias (rapido-2 a 3 dias; intermediario-4 a 5 dias; lento-6 a
10 dias e muito lento > de 10 dias); didmetro médio das coldnias; densidade das col6nias
(opaca ou translicida); producdo de goma (alta, média ou baixa), coloracdo das colbnias
(amarela, branca, rosa), forma das coldnias, producdo de goma (baixa, média ou alta);
elevacdo (convexa ou plana) e consisténcia (viscosa ou gomosa). ApOs a obtencdo das
colobnias puras, os isolados foram cultivados em placas de petri contendo meio YMA (Fred &
Waksman, 1928) a pH 6,5 e incubados a 28°C por cinco dias para o0s testes de toleréncia a
fatores ambientais.

Para os testes de acidez e alcalinidade, os isolados foram crescidos em meio YMA com
pH ajustado para 4, utilizando &cido acético (absoluto), e para 12 com hidroxido de potassio
(1M), acrescido de 5 ml/I de azul de bromotimol (0,5 g/l) e incubados a 28°C. A salinidade foi
avaliada transferindo os isolados para o meio YMA modificado a pH 6,5, acrescido de 1%,
2%, 3% de NaCl. Para o teste de tolerdncia a temperatura os isolados foram transferidos para
0 meio 79 e logo apds foram incubados a 45°C. As avalia¢6es do crescimento foram feitas em
intervalos de 3, 6, 9 e 12 dias.

Uma matriz binaria foi construida utilizando as caracteristicas culturais obtidas. Os
isolados foram agrupados por meio do método UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean), baseado no indice de similaridade de Jaccard (J). Este método se
baseia ha média das distancias entre todos os pares de gendtipo para a formacéo de grupos
especificos (Bertan et al.,2006). Foi utilizado o programa NTSYSpc versdo 2.1 (Rohlf,
1992) para a formacdo de dendogramas de similaridade fenotipica e de toleréncia a fatores

abibticos.



37

Extracdo de DNA, amplificacdo do gene 16s do DNAr e Andlise de Restricdo do DNA
Ribossomal Amplificado (ARDRA)

Os genes que codificam o 16S rRNA dos isolados de bacteérias fixadoras de nitrogénio
noduliferas de leguminosas (BFNNL) foram amplificados através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e posteriormente analisados por eletroforese através da técnica da analise
de restricdo do DNA ribossomal amplificado (ARDRA) em que um perfil de DNA de cada
bactéria foi obtido.

Para as andlises de restricdo do DNA, foram utilizados 22 isolados representativos do
total de 76. A representatividade dos grupos de isolados escolhidos teve como parametro a
diversidade fenotipica. De cada grupo com caracteristicas semelhantes foi escolhido apenas
um isolado para a avalia¢do genotipica.

Colbnias puras foram cultivadas em placas de pétri com meio YMA e incubadas a 28°C
até apresentarem crescimento satisfatério. Apos o crescimento uma pequena quantidade de
massa celular foi transferida para microtubos contendo 600 uL de tamp&o TES (0.05 mol L™
NaCl, 0.01 mol L™ de Tris HCI SDS 1 %, pH= 8), seguiu-se a extracdo de DNA conforme
metodologia descrita por Xavier et al. (2004). A purificacdo do DNA foi feita conforme
metodologia de Ferreira & Grattapaglia (1998). A qualidade da extracdo do DNA foi avaliada
através da visualizacdo apds eletroforese em gel de agarose a 0,8% horizontal em tampéao
TBE 0,5% a 80V constante, corado com brometo de etideo, utilizando marcador de peso
molecular 1 Kb.

A reacdo de PCR (polymerase chain reaction), método de amplificacdo de DNA, foi
dimensionada para um volume final de 50 uL, contendo 1X de tampéo de reagédo, 1,5 umol L-
1 de MgCly, 2,5 U de Tag DNA polymerase, 200 umol L™ de dNTP, 0,2 pmol L™ de cada
primer e 2 uL de DNA extraido dos isolados, diluido 1:50. Utilizou-se os primers 27F
5AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG3' e o oligonucleotideo reverso universal 1492R
5TACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT3' (Weissburg et al., 1991). A amplificacdo consistiu
de uma desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de 93°C por 1 min,
57°C por 1 min, 72°C por 2 min e uma extensédo final a 72°C por 10 min. O resultado foi
analisado em gel de agarose 1% horizontal em tampao 0,5% a 85 V, corado com brometo de
etideo, usando o marcador de peso molecular X174 nos pogos iniciais e finais do gel
(Invitrogen cat. No. 10488-037).

As andlises de restricdo foram realizadas com as endonucleases Ddel, Mspl e Hinfl,
usando 6 pL de DNA amplificado, de acordo com as recomendacdes do fabricante. A digestdo

do DNA ocorreu apos a mistura do DNA com 0 mix incubando-o a 37°C por 4 horas e 0
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resultado foi analisado em gel de agarose 3% horizontal em tamp&o TBE 0,5% por 3 horas a
75V constante, usando o marcador de peso molecular ¢X174 nos pogos iniciais e finais do gel
(Invitrogen cat. No. 10488-037). Os fragmentos de DNA digeridos foram analisados usando o
programa Gel Compar 2.0, foram aplicados o coeficiente de similaridade de Jaccard e o
método UPGMA de agrupamento para a construgdo de um dendograma de similaride

genotipica.

RESULTADOS
Andlise de solo

Os indicadores quimicos da qualidade do solo das areas estudadas, usado como Unica
fonte de inoculo para o caupi e de onde foram estudadas as comunidades indigenas de
bactérias diazotroficas noduliferas, revelaram uma tendéncia geral de baixa fertilidade e séo
apresentados na tabela 1. Todas as areas apresentaram pH &cido, principalmente nas duas
areas de aléias. O teor de C-organico também foi mais baixo nestas duas areas. Ao contrario,
as reas de aléias e plantio direto apresentaram teores mais elevados de P (acima de 6,0 mg
dm?) e de Al (13 mmol, dm™) , em relagdo as demais &reas, ja4 o menor teor de P foi

verificado no solo sob a pastagem (2,0 mg dm).

Nodulacgéo e crescimento do feijao caupi

Bactérias diazotroficas compativeis com a cultivar de caupi estudada estavam presentes
em todas as areas. As comunidades indigenas de rizébios diferiram quanto a habilidade de
promover a nodulagéo e estimular o crescimento da planta hospedeira, em relacdo ao uso e
manejo do solo adotado (Tabela 2). Nenhum nddulo foi encontrado nas testemunhas nédo
inoculadas (Com-N e Sem-N), isto evidencia as adequadas condi¢cGes de conducdo do
experimento. Abundante nodulacdo foi observada nas plantas inoculadas com bactérias
oriundas das areas de aléias, plantio direto e capoeira (até aproximadamente 340 nodulos
planta™) e escassa nodulacdo no corte e queima (menos de 50 nédulos planta™). O peso seco
dos nédulos (PSN) também variou marcadamente, de 0,8 g planta™ (aléia 6 anos) a 0,3 g
planta™® sob influéncia da area arada e gradeada de um Argissolo petroplintico com camada
impeditiva.

Assim como verificado para a nodulacdo, a maioria das areas estudadas possuiam
comunidades de rizébios nativos eficientes em estimular o crescimento do caupi. A biomassa
seca do caupi variou de 7,1 g planta® (Aléia 6 anos) a 0,7 planta” (Testemunha Sem-N).

Dentre as areas estudadas, o menor peso seco da parte aérea (PSPA) foi verificado sob
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influéncia da capoeira (2,1 g planta™). Este, também, foi o Gnico tratamento inferior &
testemunha Com-N. Destaque para as &reas de aléias e plantio direto, com crescimento
superior ao tratamento que recebeu nitrogénio mineral, ou seja, que apresentaram as unicas
comunidades de rizébios indigenas mais eficientes que a adubacdo nitrogenada aplicada. Os
teores de nitrogénio na parte aérea do caupi apresentaram ligeira variacdo, apresentado
amplitude entre os tratamentos de 12,9 g kg™ (testemunha Sem-N) a 31,7 g kg™ (capoeira).
Pelo menos uma das areas estudadas foi superior as testemunhas absoluta e nitrogenada
(Tabela 2).

Caracterizacdo dos rizébios associados ao caupi, baseada na taxa de crescimento e
morfologia das colonias

Um total de 76 isolados de BFNNL foi obtido dos nédulos de caupi inoculados com
suspensdo de solo (diluicdo 10™) oriunda das seis areas estudadas, dos quais 46 sio de
crescimento lento e 30 de crescimento rapido (Tabela 3). Deste total de isolados, a maior
quantidade foi obtida da area arada e gradeada de um Argissolo petroplintico com camada
impeditiva (18 isolados), seguida de 16 na aléia 6 anos, 13 na Capoeira, 11 na pastagem, 10
no plantio direto e por ultimo o corte e queima com apenas 8. Com exce¢do do corte e
queima, nas demais areas predominaram rizébios de crescimento lento, os quais alcalinizam o
meio e apresentam pouca producdo de goma. O total de 76 isolados, obtidos das seis areas de
campo estudadas, foram agrupados em apenas 22 isolados com caracteristicas distintas sendo
estes utilizados para a construcdo do dendograma de diversidade fenotipica.

O dendograma de similaridade com base nas caracteristicas morfoldgicas apresentou alta
diversidade, demonstrada pela similaridade final de 16% (figura 1). Ndo houve coeréncia
entre 0s grupos obtidos e os sistemas de uso e manejo do solo. O grupo VIII foi o que
apresentou maior namero de isolados, dos quatro isolados pertencentes a este grupo trés se
agruparam com similaridades de 100% e estes sdo provenientes da area de corte e queima,

aléias 6 anos e capoeira.

Tolerancia dos rizébios a fatores abidticos

A partir dos fatores ambientais analisados (pH, salinidade e temperatura) foi formado um
dendograma de similaridade. Este teve similaridade final de 50%, mostrando que houve
poucas diferencas entre 0s grupos com relacdo a resisténcia a esses fatores. Foram formados
trés grupos com similaridade superior a 70%, o grupo | foi 0 mais numeroso apresentando

nove isolados, proveniente dos sistemas corte e queima, pastagem, plantio direto, aléias 6
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anos e capoeira. Esse grupo foi caracterizado por isolados que se desenvolveram bem em pH
12, salinidade a 1% e temperatura de 45°C (Figura 2). O grupo Il englobou sete isolados
capturados de trés sistemas de uso da terra, sendo da area arada e gradeada de um
ARGISSOLO PETROPLINTICO, aléias 6 anos e capoeira. Dentro desse grupo, quatro
isolados apresentaram semelhanca de 100%, em relacdo a estas caracteristicas. N&o se
observou nenhuma relagdo dos grupos com o sistema de manejo do solo utilizado. As
caracteristicas semelhantes a todos os isolados desse grupo foram a falta de sensibilidade a
salinidade, ndo obtendo desenvolvimento de nenhum dos isolados nos trés teores NaCl. O
grupo Il foi formado de 6 isolados dentre os quais 5 tiveram indice de similaridade maxima,
tais isolados pertencem aos sistemas de cultivo corte e queima, aléias 6 anos e da area arada
e gradeada de um Argissolo petroplintico com camada impeditiva. A semelhanca desses

isolados, a tais fatores, estd evidenciada na capacidade de resistirem aos dois extremos de pH.

Extracdo de DNA, amplificacdo do gene 16s do DNAr e Andlise de Restricdo do DNA
Ribossomal Amplificado (ARDRA)

O perfil de restricdo do 16s rDNA dos 22 isolados gerou um dendograma de similaridade
genética, o qual resultou em quatro grandes grupos (Figura 3). Um alto grau de diversidade
foi expresso por meio do nivel de similaridade final dos isolados (25%). O grupo A agregou a
metade dos isolados e duas estirpes de Bradyrhizobium. Dentro desse grande grupo houve a
formacdo de trés subgrupos com similaridade menor que 70%, onde ndo foi observado
nenhum agrupamento com base no sistema de cultivo utilizado. Os grupos B e C foram
formados exclusivamente pelos padrbes de rizobios utilizados nesse estudo. O grupo D
englobou os demais isolados com similaridade em torno de 28%. A técnica de ARDRA
permitiu revelar uma alta diversidade entre os isolados, pois a grande maioria apresentou

perfis Unicos.

DISCUSSAO

Nodulacgéo e crescimento do feijdo caupi

A nodulacdo do feijao caupi inoculado com suspensao de solo em condi¢des controladas,
é indicativo da ocorréncia de rizébios compativeis nas seis areas de campo estudadas. Nao ha
relatos de historico de inoculacéo de rizébios nesta cultura na regido. Portanto, as bactérias
que induziram a nodulacdo do caupi sd@o de comunidades nativas. Da mesma forma, a

variacdo na nodulacéo e resposta do caupi, sob influéncia dos diferentes sistemas de uso da
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terra e manejo estudados, evidencia a natureza da composicao e afinidade das comunidades de
rizobios suportadas por cada area.

O plantio direto e o sistema em aléias apresentaram uma comunidade indigena de
rizobios compativel e eficiente que promoveu um bom desenvolvimento do caupi, em
contrapartida foi observado que no sistema capoeira apesar de ter uma alta nodulagdo a
comunidade de rizdbios foi ineficiente em promover o crescimento desta leguminosa. Este
fato pode ter relacdo com a presenca de leguminosas nas areas em aléias e plantio direto, além
do fato de que ha historico do plantio de caupi nesses sistemas, proporcionando dessa forma
maior adaptabilidade dos isolados, e melhor eficiéncia na fixagdo biolégica de nitrogénio
nessa cultura. Pois préaticas agricolas que permite a cobertura vegetal do solo, pode resultar na
melhoria da qualidade e sustentabilidade do solo, refletindo diretamente nas comunidades de
microorganismos presentes nestes solos (Hungria et al., 1997; Primavesi, 1997; Ambrosano,
et al. 2000). O incremento na fixagdo bioldgica do nitrogénio nos manejos onde houve uma
cobertura vegetal e uso de leguminosas pode ser atribuida a varias caracteristicas favoraveis
desses sistemas: pela manutencdo dos macroagregados do solo, preservando o nicho principal
de atividade dos microrganismos, representando maior fonte de energia e nutrientes para 0s
microrganismos, pela reducdo nas temperaturas maximas e na oscilacdo de temperaturas do
solo, bem como maior retencdo de umidade do solo, o que favorece o crescimento e atividade
dos microrganismos (Sidiras et al., 1982; Derpsch et al., 1991; Franchine et al., 2000).

O melhor desempenho dos tratamentos aléias e plantio direto pode relaciona-se também
com 0s pequenos niveis de P no solo dos sistemas em aléias e plantio direto (Tabela 1), visto
que este elemento atua na atividade da nitrogenase, que € fonte direta de energia para o
processo da FBN contribuindo dessa forma para a selecdo natural e multiplicacdo de rizobios
mais eficientes nestas duas areas. Segundo Chaudhary e Fujita (1998) o fosforo potencializa a
FBN por estimular o crescimento de plantas hospedeiras além de influenciar diretamente a
formagé@o dos nodulos. Para Freire Filho et al., (2005), a deficiéncia do P pode reduzir a
producdo da biomassa do hospedeiro e a demanda por consumo de N, fixado, reduzindo a
forca de dreno para o nodulo e consequentemente o funcionamento dos nédulos.

Outra caracteristica que pode ter grande relevancia na resposta dos sistemas em aléias e
do plantio direto é o teor de matéria organica no solo (Tabela 1), pois segundo Moreira &
Siqueira (2006) quanto menor o teor de MO menos nitrogénio mineral é liberado no sistema
contribuindo para uma maior participagdo da FBN para o crescimento vegetal e, consequente,

a multiplicacdo das bactérias nativas locais.
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A alta promiscuidade do feijdo caupi observada nesse experimento confirma a
premissa de que ele pode ser usado eficientemente como planta isca para a captura de rizébios
nativos. Corroborando com dados de Melloni et al. (2006), que avaliando a diversidade de
isolados de caupi e feijdo comum em areas reabilitadas ap6s mineracdo de bauxita,
observaram que o caupi é mais indicado que o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L) para estudos
de nodulagdo, eficiéncia e diversidade fenotipica, por recuperar maior diversidade de isolados
de rizobio. Com a presenca de grande nudmero de nddulos no sistema capoeira e sua baixa
eficiéncia relativa confirma que a comunidade nativa dessa area tem grande poder
competitivo para a nodulacdo, porém baixa eficiéncia para fixacdo biolégica de nitrogénio.
Pois a presenca de estirpes de rizObios competitivas e de baixa eficiéncia, aléem da
promiscuidade das espécies sdo fatores importantes na reducdo da eficiéncia e no
estabelecimento da simbiose de estirpes inoculadas (Fernandes Junior e Reis 2008).

O actmulo de massa seca do caupi foi maior nos tratamentos aléias e plantio direto
(Tabela 2), a presenca permanente de leguminosas arbdreas nesses sistemas pode ter
influenciado positivamente na melhor eficiéncia do processo simbiotico. Segundo Moreira &
Siqueira (2006) a presenca de plantas hospedeiras estimula as populacdes de rizobios nativas
e cultivos continuados tendem a selecionar estirpes melhor adaptadas. Adicionalmente
sistemas de uso do solo com caracteristicas conservacionistas tendem a conservar a biota do
solo e sua estrutura (Cooper et al .,1996; Ferraz Junior, 2004).

O parametro nimero de nddulos (NN) nédo influenciou diretamente no acumulo de
matéria seca provavelmente por estar relacionado com a efetividade dos nddulos. Apesar da
raiz ter varios nodulos estes podem se mostrar ineficientes ou mesmo em estado de
senescéncia ndo podendo desempenhar sua funcdo ecolégica. A efetividade na formacdo dos
nodulos e a fixacdo de N, por estirpe de rizébio estdo diretamente influenciadas com a
promiscuidade, por meio da producdo de nddulos funcionais com estirpes da miscelania
feijdo-caupi (Gwata et al. 2004).

A area de Capoeira apresentou menor peso seco da parte aérea (PSPA), o0 que pode estar
relacionado a existéncia de uma comunidade nativa de rizobios ineficiente em fixar N. De
fato, foi observado baixos dados de peso seco dos nddulos (PSN) e eficiéncia relativa (Efr) .
Ademais, a capoeira apresentou maior conteddo de N/kg de matéria seca, 0 que esta
relacionado a baixa estatura das plantas e consequentemente maior concentracdo de N em
comparagdo aos demais tratamentos.

A resposta da nodulagdo do caupi aos diferentes sistemas de uso do solo estudados, néo

esta relacionada com uma insuficiente populacéo de rizébios nativos, ja que o caupi nodulou
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em todas as areas, e sim com uma comunidade de rizébios indigenas eficiente em fixar o

nitrogénio, a exemplo a &rea de capoeira.

Caracterizacdo dos rizébios associados ao caupi, baseada na taxa de crescimento e
morfologia das colonias

A maior parte dos isolados obtidos nesse trabalho apresentaram crescimento lento,
diametro em torno de 1mm e coldnias opacas, caracteristicas do género Bradirrhizobium
(Saleena et al., 2001; Zilli et al., 2004; 2006). Em contrapartida rizobios de crescimento
rapido também foram presentes. Sengundo Zhang et al.(2007) alguns trabalhos ja
evidenciaram que rizobios de crescimento rapido também séo capazes de induzir nédulos no
caupi. Estes resultados corroboram com os encontrados por Soares et al., (2006) que ao
estudarem a eficiéncia agrondmica de rizobios selecionados e diversidade de populacdes
nativas noduliferas em Perddes- MG, concluiram que apesar do feijdo caupi ser uma espécie
formadora de simbiose com estirpes de crescimento lento ela também pode nodular com
géneros de crescimento rapido.

O maior namero de isolados de crescimento rapido apresentado na area de corte e
queima, esta relacionado ao fato de que estes isolados sdo mais comuns em regides com
limitacdes a umidade e altas temperaturas. Esta caracteristica constitui uma estratégia de
sobrevivéncia, ja que sdo mais tolerantes a seca do que os de crescimento lento e se
multiplicam rapidamente em curto espaco de tempo Umido, o que explicaria sua maior
frequiéncia nos solos das regides semi-aridas (Santos et al., 2007). Estudos realizados por
Figueiredo et al. (1996) mostraram que a ocorréncia de rizébio de crescimento lento ou
rapido parece estar relacionada com aspectos ambientais, tais como altas temperaturas,
umidade, pH e salinidade. Outra caracteristica de destaque nesse sistema de uso do solo foi a
presenca de grupos de isolados com alta producdo de goma. A producdo de muco representa
um mecanismo envolvido no processo de adaptacao e sobrevivéncia do rizobio em condicGes
adversas de solo e clima, além de alterar a permeabilidade das células, tornando as estirpes
mais resistentes a fatores bidticos de competi¢do no solo, como a presencga de microrganismos
produtores de antibidticos (Bastista et al., 2007).

Apesar do caupi nodular amplamente com rizébios de crescimento lento e répido, o
grupo de crescimento lento se mostra mais eficiente e compativel para estimular o
crescimento da cultura. Fato que pode ser comprovado ao observar os sistemas em aléias onde
as estipes de crescimento lento predominaram em termos de nimero de isolados e tiveram

melhor eficiéncia relativa.
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Tolerancia dos rizobios a fatores abidticos

Houve alta diferenciagdes no perfil morfocultural das comunidades nativas de
rizobios. De fato, foi observado uma similaridade final de 16%. Dos 8 grupos formados nédo
foi observada nenhuma relacdo das caracteristicas observadas com os sistemas de manejo do
solo. Isso nos leva a inferir que o agrupamento leva mais em consideracdo as condicoes
climéticas a que esses tratamentos estdo expostos que o proprio modo de cultivo, pelo menos
em um curto periodo de tempo. A existéncia de agrupamentos, com alta similaridade,
abrangendo isolados provenientes de sistemas distintos sugere que o mesmo isolado, ou
isolados morfoculturalmente semelhantes, podem ser encontrados nos diferentes sistemas
estudados. Segundo Hameed et al. (2004), o estudo das caracteristicas fisioldgicas e
morfologicas revela uma diversidade bastante ampla dos isolados de rizobio e costuma estar
relacionado com estudos em nivel de DNA. Estes dados sdo importantes, ja que o
conhecimento de comunidades nativas de rizobios revelam-se fundamentais para o estudo da
diversidade das espécies.

O dendograma de similaridade dos fatores ambientais estudados originou trés grupos
com similaridade maior que 70%. O primeiro grupo caracterizado por bom desenvolvimento
em pH 12, salinidade a 1% e a temperatura de 45°C, sugere que a comunidade nativa de
BFNNL desses sistemas de uso da terra poderiam expressar melhor sua eficiéncia em fixar o
nitrogénio, visto que o pH dos solos em questdo séo baixos, podendo entdo interferir no
desenvolvimento e na capacidade desses isolados no processo de FBN. Contudo esse grupo
mostra maior capacidade de sobreviverem a periodos de estresse térmico, caracterizando-se
como um grupo de grande potencial competitivo para solos dessa regido que alcangam altas
temperaturas. A alta temperatura alcancada na superficie dos solos tropicais torna-se um dos
principais fatores limitantes no processo de fixacdo simbiotica de nitrogénio nos tropicos
(Vargas & Hungria 1997).

Extracdo de DNA, amplificacdo do gene 16s do DNAr e Analise de Restricdo do DNA
Ribossomal Amplificado (ARDRA)

O dendograma de similaridade das caracteristicas genéticas gerado mostrou diferengas no
perfil dos isolados, e nenhuma relacdo de agrupamento com a origem das estipes. Estes
resultados enfatizam a promiscuidade do feijdo caupi e indicam auséncia de diferenciacdo da
comunidade nativa com base no sistema de cultivo. Devido a baixa similaridade final do
grupo A, em relacdo ao género Bradyrizobium, ndo se pode garantir que os isolados nativos

sejam pertencentes a esse género. O grupo D englobou os demais isolados com similaridade
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em torno de 28%. A técnica de ARDRA permitiu revelar uma alta diversidade entre os
isolados, pois a grande maioria apresentou perfis Unicos. A auséncia de similaridade entre os
isolados nativos e os padrdes utilizados pode estar relacionada com o fato de esses padrdes
serem oriundos de regides com caracteristicas ambientais distintas das existentes no local,
além de indicar a possibilidade da existéncia de estirpes ainda ndo descritas, visto ndo haver
outras pesquisas nessa linha na &rea de estudo.
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CONCLUSOES

1. O sistema agroflorestal de cultivo em aléias e o plantio direto foram capazes de
estimular e abrigar uma comunidade de rizobios compativel para nodular o feijdo
caupi abundantemente e eficiente para o crescimento da cultura, em relagdo as demais

areas estudadas.

2. As caracteristicas morfoculturais dos isolados dos diferentes sistemas de manejo
mostra predominancia de estirpes de crescimento lento, as quais o predominam em

simbiose com o caupi.

3. A alta diferenciacdo genética de bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas em
simbiose com o caupi obtida neste estudo sugere a existéncia de novas espécies ainda
ndo identificadas.
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Tabelal. Analise quimica do solo das areas de agricultura familiar estudadas.

Tratamentos Cult. aracdo  Cortee  Pastagem Plantio Aleias 6 Capoeira
e grade gueima direto anos

pH (CaCl,) 51la 48hb 52a 46¢ 45¢c¢ 49b
P (mg/ dm®) 30¢c 30c 2,0d 6,0b 8,7a 30c
K ( mmol/dm?) 3,00c 3,93 ab 4,03 a 3,43 bc 2,26d 3,23¢
Ca ( mmol/dm®) 36,67 a 27,0d 31,0b 29,0 be 20,0 e 27,7 bc
Mg ( mmol/dm?) 14,34 b 14,66 b 29,66 a 29,00 b 15,66 b 17,00b
H-+AI( mmol/dm?) 34,0¢c 38,7b 28,3d 49,0 a 38,0b 32,7¢
Na ( mmol/dm?) 49c 6,5a 6,6 a 57b 3,9d 5,2 bc
Al ( mmol/dm?) 13c 6,0b 13c 130a 133a 30¢c
C (%) 3,04a 1,63d 221c 1,49d 0,94e 2,49b

Médias seguidas pela mesma letra na linha néao diferem entre si pelo teste de Turkey a 5 % de probabilidade

Tabela 2. Numero de nédulos (NN), peso seco de nodulos (PSN), peso seco da parte
aérea (PSPA), eficiéncia relativa (Efr), e teor de nitrogénio na parte aérea do feijdo
caupi (N).

TRATAMNENTOS NN PSN(g) PSPA(y) EFR(%) N total (g.kg")
Cult. aragdo e grade 116,8 bed 0,3 bc 40b 100,6 b 20,6 bc
Corte e queima 49,7 cd 04b 3,3bc 82,6 bc 24,3 ab
Pastagem 715cd 0,3 bc 3,6 bc 90,9 bc 20,7 bc
Plantio direto 340,5a 0,3b 59a 1491 a 20,6 bc
Aleia6 286,2 ab 0,8a 7,1la 178,6 a 19,7 be
Capoeira 330,2 abc 0,3b 2,1cd 51,7 cd 31,7 a
Test.com N 0,0d 00c 39b 100,0b 20,0 bc
Test.sem N 0,0d 00c 0,7d 16,7 d 129c

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Turkey a 5 % de probabilidade
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Tabela 3. Caracterizacdo morfocultural de rizobios baseada nas caracteristicas fenotipicas das colénias 1=Tempo em dias para 0 aparecimento de
coldnias isoladas (R= rapido, 1 a 5 dias), (L= lento, 6 a 10 dias); 2= Diametro da col6nia (mm); 3= Cor da colbnia; 4= Forma da cotl6nia; 5=

Producédo de goma; 6= Densidade

CARACTERISTICAS

Uso da terra ACI? D® COR® FORMA® GOMA® DEN® CONsS? COAL® ELEV® GRUPOS
Cult. aragdo e grade R <1 branca circular pouca transltcida viscosa alta achatada 7
la2 amarela opaca gomosa pouca convexa
coreacea
L <1 branca circular pouca opaca viscosa pouca achatada 11
la2 média transltcida gomosa média convexa
Corte e queima R <1 branca circular pouca opaca viscosa alta achatada 5
la2 alta transltcida
média
L <1 branca circular pouca transltcida viscosa pouca achatada 3
opaca
Pastagem R <1 branca circular pouca opaca viscosa pouca achatada 3
la2 amarela alta transltcida convexa
L <1 branca circular pouca opaca viscosa pouca achatada 8
média transldcida gomosa média convexa
Pantio direto R <1 branca circular pouca opaca gomosa pouca achatada 3
média coreacea
L <1 branca circular pouca opaca viscosa pouca achatada 7
la2 transltcida coredcea convexa
gomosa
Aléias 6 R <1 branca circular pouca translicida viscosa pouca convexa 7
la2 amarela média opaca gomosa alta achatada
L <1 branca circular pouca transltcida viscosa pouca achatada 9
média opaca gomosa média convexa
Capoeira R <1 branca circular alta translucida gomosa pouca achatada 5
pouca opaca viscosa
L <1 branca circular pouca translucida viscosa pouca achatada 8
la2 rosa média opaca coreacea convexa

1=Tempo em dias para o aparecimento de coldnias isoladas (R= réapido, 1 a 5 dias), (L= lento, 6 a 10 dias); 2= Diametro da col6nia (mm); 3= Cor da col6nia; 4= Forma da
colbnia; 5= Producdo de goma; 6= Densidade; 7= Consisténcia; 8= Coalescéncia das colbnias; 9= Elevacdo da colbdnia.
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Tabela 4. Caracterizacdo dos isolados quanto a resisténcia a fatores abiéticos

SISTEMA DE USO pH NaCl (%) TEMPERATURA N° DE

GRUPOS DATERRA 4 12 1 2 3 45° ISOLADOS

Corte e queima
Pastagem
1 Plantio direto + + +
Aléias 6
Capoeira

I+
1
I+
[(e]

Cult. aracdo e grade
2 Aléias 6 -
Capoeira

I+

1

1

1
I+
~

Cult. aracéo e grade
Corte e queima
Aléias 6
Capoeira
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Figura 1. Dendrograma de similaridade entre BFNNL isoladas de nddulos de feijéo-

caupi com base nas caracteristicas de morfologia de colénias em meio YMA. * AG-

area com aracdo e gradagem; CQ- corte e queima; PG- pastagem; PD- plantio direto;

AS- aléias 6 anos; CP- capoeira.
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Figura 2.Dendrograma de similaridade entre BFNNL isoladas de nddulos de feijdo-

caupi com base nos perfis de tolerancia a fatores abidticos de BFNNL isolados de

nodulos de caupi capturados de diferentes sistemas de uso da terra na regido pré

amazonica. . * AG- area com aracdo e gradagem; CQ- corte e queima; PG- pastagem;

PD- plantio direto; AS- aléias 6 anos; CP- capoeira.
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Figura 3. Dendograma de similaridade entre BFNNL isoladas de nddulos de caupi com base no perfil de restricdo do 16S rRNA com as
endonucleases Hinf I, Msp | e Dde
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INSTRUCOES AOS AUTORES
Escopo e politica

A Revista Brasileira de Ciéncia do Solo é um periddico de divulgacao cientifica

publicado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo (SBCS).

Os trabalhos submetidos a publicacdo somente poderdo ser enviados pelo site

www.sbcs.org.br, e ndo mais em papel, e nas seguintes formas:

Artigos ou notas cientificas.
Revisdes de literatura sobre tema especifico.

Cartas ao Editor de, no méaximo, quatro paginas digitadas em espaco duplo, contendo
um dos seguintes temas: (a) Comunicacdo de matéria diretamente ligada a Ciéncia do
Solo; (b) Comentario critico de trabalhos publicados na Revista Brasileira de Ciéncia do

Solo.

SO serdo aceitos trabalhos escritos em portugués ou inglés, depois de revistos e
aprovados pela Comissdo Editorial, e que ndo foram publicados e ndo submetidos a
publicacdo em outro veiculo. Excetuam-se, nesta ultima limitagcdo, os apresentados em
congressos, em forma de resumo. O autor que encaminhar o trabalho devera se
responsabilizar pelos demais autores, quando houver, como co-responsaveis pelo

contetdo cientifico do trabalho.


http://www.sbcs.org.br/
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Os trabalhos subdivididos em partes I, 1l..., devem ser enviados juntos, pois seréo

submetidos aos mesmos revisores.
Forma e preparacao de manuscritos

Solicita-se observar as seguintes instru¢cbes para o preparo dos artigos e notas

cientificas:
1. O original deve ser encaminhado completo e revisto.

2. Deve ser enviado digitado em espaco 1,5, utilizando fonte "Times New Roman 12",
formato A4, com 2,5 cm nas margens superiores e inferiores e 2,0 cm nas margens

direitas e esquerdas, enumerando-se todas as paginas e as linhas do texto.

3. O trabalho deve ser o mais claro e conciso possivel. Somente em casos especiais

serdo aceitos trabalhos com nimero de péginas de texto superior a quinze.

4. Os artigos, notas e revisdes deverdo ser iniciadas com o titulo do trabalho e, logo
abaixo, 0s nomes completos dos autores. Como chamada de rodapé referente ao titulo,
deve-se usar numero-indice que poderd indicar se foi trabalho extraido de tese, ou
apresentado em congresso, entidades financiadoras do projeto e, necessariamente, a data
(Recebido para publicacdo em / /) em que o trabalho foi recebido para publicacdo. O
cargo, o local de trabalho dos autores [endereco postal e, se possivel, eletrénico (E-
mail)], devera ser inserido também no rodapé, em numeracdo consecutiva de chamada
de numeros-indices colocados logo apds o nome de cada autor. A condicdo de bolsista

poderéa ser incluida.

5. Os artigos deverdo ser divididos, sempre que possivel, em se¢des com cabecalho, na
seguinte ordem: RESUMO, SUMMARY (precedido da traducdo do titulo para o
inglés), INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS,
DISCUSSAO, CONCLUSOES, AGRADECIMENTOS e LITERATURA
CITADA. Ndo h& necessidade dessa subdivisdo para os artigos sobre educacéo,
revisbes de literatura e notas cientificas, embora devam ter, obrigatoriamente,
RESUMO e SUMMARY.

Tais secOes devem ser constituidas de:
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5.1. TITULO do trabalho que deve ser conciso e indicar o seu contetdo.

5.2. RESUMO que deve apresentar, objetivamente, uma breve frase introdutoria,
que justifique o trabalho, o que foi feito e estudado, os mais importantes resultados e
conclusdes. Serdo seguidos da indicacdo dos termos de indexacdo, diferentes daqueles
constantes do titulo. A traducdo do RESUMO para o inglés constituira o SUMMARY .

5.3. INTRODUCAO que deve ser breve, esclarecendo o tipo de problema abordado ou
a(s) hipotese(s) de trabalho, com citacdo da bibliografia especifica e finalizar com a

indicacdo do objetivo do trabalho.

5.4. MATERIAL E METODOS em que devem ser reunidas informacdes necessarias e
suficientes que possibilitem a repeticdo do trabalho por outros pesquisadores.

5.5. RESULTADOS que devem conter uma apresentacdo concisa dos dados obtidos.

Quadros ou figuras devem ser preparadas sem dados supérfluos.

5.6. DISCUSSAO que deve conter os resultados analisados, levando em conta a

literatura, mas sem introducédo de novos dados.

5.7. CONCLUSOES que devem basear-se somente nos dados apresentados no trabalho

e deverdo ser numeradas.

5.8. AGRADECIMENTOS devem ser sucintos e ndo aparecer no texto ou em notas de

rodapé.

5.9. LITERATURA CITADA, incluindo trabalhos citados no texto, quadro(s) ou
figura(s) e inserida em ordem alfabética e da seguinte forma:

a. Periodicos: Nome de todos os autores, Titulo do artigo. Titulo abreviado do

periodico, volume: paginas iniciais e finais, ano de publicagdo. Exemplo:

FONSECA, J.A. & MEURER, E.J. Inibicdo da absor¢do de magnésio pelo potéssio em
plantulas de milho em solucgéo nutritiva. R. Bras. Ci. Solo, 21:47-50, 1997.

b. Livro: Autores. Titulo da publicagdo. Numero da edigdo. Local, Editora, ano de

publicacdo. Nimero de péginas. Exemplo:
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KONHNKE, H. Soil physics. 2.ed. New York, MacGraw Hill, 1969. 224p.

c. Participacdo em obra coletiva: Autores. Titulo da parte referenciada seguida de In:
Nome do editor. Titulo da publicacdo, nimero da edicdo. Local de Publicacdo, Editora,

ano. Paginas inicial e final. Exemplos:
- Capitulo de livro:

JACKSON, M.L. Chemical composition of soil. In: BEAR, F.E., ed. Chemistry of the
soil. 2.ed. New York, Reinhold, 1964. p.71-141.

d. Trabalho em Anais:

VETTORI, L. Ferro “livre” por calculo. In. CONGRESSO BRASILEIRO DE
CIENCIA DO SOLO, 15., Campinas, 1975. Anais. Campinas, Sociedade Brasileira de
Ciéncia do Solo, 1976. p.127-128.

e. CD-ROM:

SILVA, M.L.N.; FREITAS, P.L.; BLANCANEAUX, P. & CURI, N. indice de
erosividade de chuva da regido de Goidnia (GO). In: CONGRESSO LATINO
AMERICANO DE CIENCIA DO SOLO. 13, 1996. Anais. Aguas de Lindoia,
Embrapa, 1996. CD-ROM

f. Internet:

EL NINO and La Nifia. Disponivel em: < http://www.stormfax.com/elnino.htm>.
Acesso em 15 out. 2000.

As abreviagbes de nome de revistas devem ser feitas de acordo com as usadas pelos

“abstracting journals”, como dos Commonwealth Agricultural Bureaux.

6. As Referéncias no texto deverdo ser feitas na forma: Silva & Smith (1975) ou (Silva
& Smith, 1975). Quando houver mais de dois autores, usar a forma reduzida: (Souza et
al., 1975). Referéncias a dois ou mais artigos do(s) mesmo(s) autor(es), no mesmo ano,

serdo discriminadas com letras minusculas (Ex.: Silva, 1975a,b).


http://www.stormfax.com/elnino.htm
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7. Os quadros deverdo ser numerados com algarismos arabicos, sempre providos de um
titulo claro e conciso e construidos de modo a serem auto-explicativos. N&o usar linhas
verticais. As linhas horizontais devem aparecer para separar o titulo do cabecalho e este
do conteudo, além de uma ao final do quadro. O quadro deve ser feito por meio de uma
tabela (MICROSOFT WORD/TABELA/INSERIR TABELA), no qual cada valor deve
ser digitado em células distintas, estando centralizado e alinhado.

8. Os graficos deverdo ser preparados, utilizando-se "Softwares” compativeis com
"Microsoft Windows" ("Excel”, "Power Point", "Sigma Plot", etc.). Para fotos e mapas
coloridos utilizar resolugéo de 150 a 300 DPI. Nao serdo aceitas figuras que repitam

informac@es de quadros.

9. Fotos coloridas, quando imprescindiveis, a critério da Comissdo Editorial serdo,

também, aceitas. Os custos adicionais deverdo ser cobertos pelos autores.

10. Para publicacdo de artigos na RBCS serdo cobrados por pagina editorada (forma
final na Revista): para s6cios da SBCS (primeiro autor €, ou, autor correspondente) R$
25,00, até oito paginas, e R$ 50,00 por pagina adicional, para ndo-socios (primeiro autor
e, ou, autor correspondente): R$ 50,00 por pégina até oito paginas e R$ 100,00 por
pagina adicional.

Envio de manuscritos

Os trabalhos submetidos a publicacdo somente poderdo ser enviados por correio
eletronico, acessando o site www.sbcs.org.br (E-mail: autores@sbcs.org.br), e néo

mais em papel.


hrrtp://www.sbcs.org.br/
mailto:autores@sbcs.org.br

