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RESUMO

A caracterizacdo cultural dos isolados bacterianos geralmente é a primeira etapa do
processo de obtencdo dos isolados e avaliacdo de sua biodiversidade. Estas avaliacbes
sdo importantes e permitem a selecdo preliminar de isolados, separando-0s em grupos
de géneros, por exemplo. A realizacdo deste estudo teve como objetivo caracterizar
fenotipicamente estirpes bacterianas oriundas de nddulos radiculares das espécies
forrageiras: Desmanthus pernambucanus e Mimosa tenuiflora cultivadas em solos
adubados ou ndo. As amostras de solos para cultivo das plantas em estufa telada foram
coletadas nos municipios de Arcoverde, Ibimirim e Serra Talhada, Pernambuco. Os
isolados foram caracterizados quanto ao tempo de crescimento de colonias,
determinacdo da forma e didmetro, elevacdo, transparéncia, producdo de
exopolissacarideos e coloracdo das coldnias, alteracdo do pH do meio. Foram
determinados 0 nimero e a biomassa de nédulos, producdo de compostos indolicos e
caracterizagdo fenotipica dos isolados bacterianos. Na avaliagdo cultural, foram
observadas como principais caracteristicas: tempo de crescimento rapido, elevagdo
plana, producdo de exopolissacarideos de pouca a moderada, coloracdo variando de
creme a branca e superficie lisa. As leguminosas tiveram nodulacdo nos trés solos na
auséncia ou presenca de esterco. Adubagdo com esterco ndo aumenta o nimero dos
nodulos das plantas Mimosa tenuiflora, porém aumenta o ndmero de nddulos das
Desmantus pernambucanus. Os isolados bacterianos sdo capazes de produzir compostos

indolicos sem adicéo de triptofano.
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ABSTRACT

The cultural characterization of bacterial isolates is usually the first step in the process
of getting the isolated and evaluation of biodiversity. These evaluations are important
and allow for a preliminary screening of isolated by separating them into groups genera,
for example. This study aimed to characterize phenotypically bacterial strains derived
from root nodules of forages: Desmanthus pernambucanus and Mimosa tenuiflora
grown in fertilized soil or not. Samples of soil for cultivation of plants in the screened
greenhouse were collected in the cities of Arcoverde, Ibimirim and Serra Talhada,
Pernambuco. The isolates were characterized as the time of growth of colonies,
determine the shape and diameter, high transparency, exopolysaccharides production
and coloration of the colonies, change of pH. They determined the number and biomass
of nodules, production indoles and phenotypic characterization of bacterial isolates.
Cultural assessment, were seen as key features: rapid growth time, flat elevation,
exopolysaccharides production of low to moderate color ranging from cream to white
and smooth surface. Legumes had nodulation in the three soils in the absence or
presence of manure. Manuring does not increase the number of nodules of Mimosa
tenuiflora plants, but increases the number of nodules Desmantus pernambucanus. The
bacterial strains are capable of producing indole compounds without the addition of

tryptophan.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil apresenta papel de destagque no cenario mundial pela quantidade e
qualidade de sua producéo agropecudria. Baseado no modelo convencional e utilizando-
se de forma intensiva os fertilizantes quimicos e agrotoxicos, 0 pais encontra-se como o
quarto maior consumidor mundial de fertilizantes. Isso indica grande dependéncia por
insumos externos, podendo causar inseguranga econdmica e até levar ao aumento dos
custos de producdo, uma vez que a producdo nacional de fertilizantes supre apenas 33%
do mercado interno (Oliveira et al., 2014).

A nutricdo adequada das culturas € um fator de extrema importancia para o
aumento da producdo e produtividade e é um dos fatores de maior peso no custo de
producdo (econdmico e ambiental) (Oliveira et al., 2014). Contudo, é importante que o
manejo das culturas vise ndo somente a reducao nos custos de produgdo, mas também a
diminuicdo dos niveis de poluicdo causados pelo uso indiscriminado de fertilizantes
(Guimaraes, 2006).

Além disso, o0 aumento da exploracdo agropecuaria tem reduzindo
significativamente as coberturas florestais, provocando degradacdo dos biomas e
diminuindo a fertilidade dos solos. Esta reducdo dos teores de nutrientes dos solos é
causada pela erosdo e pela exportacdo dos nutrientes agropecuéarios, podendo modificar
0 equilibrio dos ambientes naturais e levar a alteragdes da composicao quimica, fisica e
bioldgica do solo e do ambiente (Menezes e Sampaio, 2000).

Uma das alternativas a diminuicdo da dependéncia por fertilizantes e
agroquimicos seria a ampliacdo da oferta de insumos bioldgicos. A tecnologia de
inoculagdo com rizobactérias promotoras de crescimento favorecem o desenvolvimento
vegetal por mecanismos diretos, como a fixacdo biologica de nitrogénio, producdo de

fitorménios, solubilizacdo de fosfatos e também por mecanismos indiretos, como o
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controle bioldgico de fitopatogenos e insetos, proporcionando aumento da resisténcia de
plantas a estresses bioticos e abidticos (Bulgarelli et al., 2013).

Esses mecanismos de promogdo do crescimento vegetal, realizados por
microrganismos diazotréficos do solo podem ser explorados em beneficio de uma
producédo mais sustentavel e de menor impacto ambiental.

Assim, objetivou-se caracterizar fenotipicamente estirpes bacterianas oriundas de
nodulos radiculares das espécies Desmanthus pernambucanus (L.) Thellung e Mimosa
tenuiflora (Willd) Poiret cultivadas em solos provenientes de areas de Caatinga dos

municipios de Arcoverde, Ibimirim e Serra Talhada no estado de Pernambuco, Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas

O solo é uma porc¢éo superficial da Terra que apresenta condi¢fes essenciais para
o animal, o vegetal e a vida microbiana (Santos et al., 2010). Como habitat, o solo é um
sistema heterogéneo, descontinuo e estruturado, formado por micro-habitats discretos
com diferentes caracteristicas quimicas, fisicas e comunidades biolégicas (Moreira e
Siqueira, 2006). E considerado um dos maiores reservatorios de biodiversidade
microbiana, podendo existir milhares de diferentes espécies de bactérias por cm? de solo
(Torsvik e Ovreas, 2002). Essa biodiversidade microbiana possui papel essencial para a
dindmica funcional do solo, como a decomposi¢do da matéria organica, degradacdo de
substancias xenobidticas, controle bioldgico de patdgenos, influéncia na solubilizacéo
de minerais e contribuigédo na estruturagéo e agregacédo do solo (Kujur et al., 2012).

A biodiversidade microbiana no solo é determinada pela combinacdo das
condi¢bes ambientais, as quais interagem com os fenotipos dos microbios, resultando
em populacdes maiores para genotipos adaptados e baixas populagcdes aos menos
adaptados. Além da constante competitividade por ocupacéao e absorcdo de nutrientes, a
quantidade de células bacterianas é dependente das varidveis ambientais, como a
profundidade do solo, pH, umidade e temperatura (Santos et al., 2010).

H& uma zona estreita do solo em torno da raiz que esta sob influéncia imediata do
sistema radicular, denominada de rizosfera (Dobbelaere et al.,2003). Esta denominagéo
foi dada pela primeiva vez por Hiltner, em 1904 para descrever a zona de influéncia das
raizes que vai desde suas superficies até a distancia de 1 a 3 mm (Moreira e Siqueira,
2006; Saharan e Nehra, 2011). A rizosfera é rica em nutrientes, quando comparada com
o0 solo em geral, devido a acumulacdo de uma grande variedade de exudatos liberados a
partir do metabolismo radicular, favorecendo a manutencdo de elevadas populagdes
microbianas, cerca de 10 a 1.000 vezes maiores que aquelas encontradas no solo nao
rizosférico (Weller e Thomashoww, 1994).

O efeito do metabolismo vegetal sobre o solo adjacente as raizes € denominado de
efeito rizosférico (Berendsen et al., 2012). Os microrganismos que se destacam na
colonizacdo da rizosfera de uma espécie vegetal qualquer sdo denominados de
rizocompetentes. A rizocompeténcia possibilita a colonizacdo do ambiente rizosférico
pelas espécies mais competitivas, por serem mais adaptadas e eficientes na utilizacéo

dos recursos disponibilizados pelos exsudatos radiculares (Oliveira et al., 2014).
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Doornbos et al. (2012) relataram que a selecdo de grupos especificos pelo efeito
rizosférico, em resposta ao metabolismo vegetal, ndo ocorre de maneira aleatoria.
Assim, a planta consegue modular a qualidade/quantidade de material excretado pelas
raizes de forma a selecionar microrganismos que vao atuar na rizosfera a seu favor.
Contudo, Deutschbauer et al. (2006) e Thrall et al. (2011) afirmaram que as raizes
vegetais e a estrutura da comunidade microbiana a ela associada atuam de forma
interdependente em um sistema Gnico, complexo e auto-regulado, sob influéncia de
variaveis bidticas e abioticas.

Um grande numero de microrganismos, tais como bactérias, fungos, protozoarios
e algas coexistem na rizosfera. Porém, sdo as bactérias as mais abundantes entre eles,
sendo denominadas de rizobacterias (Saharan & Nehra, 2011; Berendsen et al., 2012).
As rizobactérias exercem diversos efeitos positivos sobre as plantas, variando os
mecanismos de influéncia direta e indireta, sendo denominadas também de rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas (RPCP). As RPCP sdo todas as bactérias com
capacidade de colonizar a superficie de raizes, rizosfera, filosfera e tecidos vegetais
internos, modulando o metabolismo da planta, estimulando seu crescimento e producao
(Oliveira et al., 2014).

2.2 Producéo de AIA por rizobactérias

As RPCP sdo reconhecidamente capazes de produzir substancias
fitoestimuladoras que influenciam no crescimento e no desenvolvimento vegetal. A
fitoestimulag&o é a promogéo direta de crescimento das plantas através da producéo de
fitorménios. A sintese de fitormonios, principalmente auxinas e giberelinas, é
considerada um dos mecanismos mais importantes com a finalidade de manutencéo e
desenvolvimento celular (Taiz e Seiger, 2013; Cassan et al., 2014). Cerca de 80% das
espécies de bactérias isoladas da rizosfera produzem auxinas (Patten & Glick, 1996).

Entre as auxinas, o acido indol-acético (AlA) é o mais estudado (Radwan, et al.
2005). O Acido indol-acético € um hormdnio vegetal que regula varios processos
celulares e de desenvolvimento dos vegetais (Zeevaart, 1997). Este horménio pode
também ser produzido por bactérias capazes de fixar nitrogénio atmosférico, como ja foi
comprovado com estirpes de Acetobacter, Azospirillum, Bacillus, Bradyrhizobium,
Flavobacterium, Herbaspirillum, Klebsiella, Pseudomonas, Rhizobium, Streptomyces,
Enterobacter, Escherichia, Grimontella, Pantoea, Rahnella entre outros géneros
(Tsavkelova et al., 2006; Ramirez e Kloepper 2010; Costa et al., 2014), estabelecendo
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um elo de comunicacdo com a planta hospedeira (Bianc et al., 2006), auxiliando a
planta em seu desenvolvimento, atuando na formacdo de raizes laterais e de pelos
radiculares que aumentam absorcdo de nutrientes pela planta (Biswas et al., 2000;
Lambrecht et al.,2000).

Bactérias noduliferas podem sintetizar AIA através de trés vias metabdlicas,
indol-3-acetamida (IAM), indol-3-piruvato (IpyA) e triptamina (TAM) sendo que, o
percursor IpyA é independente de L-triptofano (Figura 1 A).
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Figura 1A. Trés vias biossintéticas principais AIA em bactérias. Fonte: Patten et al.
(2012).

Diversos autores ja destacaram a capacidade de producdo de AlA pelo grupo dos
rizébio, onde, este fitohormdnio desempenha papel importante no crescimento da planta
e na interacdo fabacea-rizébio (Ghosh et al., 2015).

Em experimento conduzido em camara de crescimento, Silveira (2008) estudou

o efeito da inoculagéo de cinco estirpes de Rhizobium leguminosarum bv trifolii quanto
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a capacidade de promover o crescimento de arroz, variedade IAC103, em solucéo
nutritiva. Quanto ao acimulo de massa seca, as plantas inoculadas com as estirpes
SEMIA235 e SEMIA250 foram superiores ao tratamento controle em mais de 100%. A
producdo de AIA por estas estirpes foi menor em relagcdo as demais estirpes, e isto pode
ter sido a chave para o maior estimulo as plantas.

Biswas et al. (2000) conduziram estudos em laboratério e em casa de vegetagdo
para testar a capacidade de riz6bios em promover crescimento vegetal em duas
variedades de arroz. Os rizobios estudados foram avaliados quanto & producdo de AlA
através de teste colorimétrico, o qual foi positivo para as culturas sobrenadantes de
todos os rizébios testados, variando de 1,6 a 2,8 ug.mL'l. As melhores respostas as
inoculagbes foram obtidas com Rhizobium leguminosarum bv. trifolii estirpe E11 e
Rhizobium sp. Estirpe IRBG74, os quais estimularam precocemente o crescimento
vegetal, resultando em incremento no rendimento de grdos e palhada, durante a

maturidade das plantas.

2.3 Producdo de exopolissacarideos por rizobactérias

As bactérias sdo seres unicelulares capazes de sintetizar biopolimeros, moléculas
constituidas de mondémeros simples ou diversos. As unidades dos biopolimeros
geralmente sdo acUcares, denominados polissacarideos ou heteropolissacarideos. Os
EPSs rizobianos sdo especie ou estirpe-especificos, compostos de diferentes tipos de
monossacarideos. Existem evidéncias de que a composicdo de EPS varia ndo so entre 0s
diversos géneros, mas também com mudan¢as no meio ambiente bacteriano. As
alteracdes na constituicdo das unidades repetitivas podem afetar a habilidade simbiotica
do bacterioide (Morgante et al., 2007).

A producdo de exopolissacarideos (EPSs) microbianos tem se mostrado
promissora, pelo seu elevado potencial de aplicacdo em diferentes setores. No entanto,
os polissacarideos sintetizados por bactérias do grupo Rhizobium tem sido estudados na
tentativa de melhor compreender sua participacdo na simbiose rizobio fabacea (Barreto
etal., 2011).

Os EPSs produzidos por bactérias do género Rhizobium foram estudados como
em muitas outras proteobactérias, e sdo compostos, pelo menos em parte, de grandes
heteropolimeros formados a partir de repetidas estruturas unitarias denominadas de
mondmeros. No género Rhizobium, sdo encontrados os monossacaridos, como D-

glicose, D-galactose, D-manose, L-ramnose, D-glucurénico e o acido D-galacturdnico.



22

As unidades de repeticdo sdo altamente variaveis até ao nivel de espécie, como é
exemplificado pela ocorréncia de diferentes unidades de repeti¢do, dentro dos mesmos
de R. leguminosarum biovarieties. Algumas das unidades de sacarideos podem ser
modificadas por acetil, piruvil, succinil, e grupos hydroxubutanal. A complexidade
resultante € muitas vezes agravada pela ocorréncia de véarias formas de EPS da mesma
subunidade de repeticdo ou de diferentes sub-unidades de repeticdo. Por exemplo, os S.
meliloti sintetizam duas classes diferentes de EPS, denominada EPS | (um
succinoglicano) e EPS Il (um galactoglucano). Em ambos foram encontrados dois
principais tipos de polissacarideos fracamente ligados a superficie da membrana externa
bacteriana: os EPSs acidos liberados sdo os 3-glucanas ciclicos de médio porte. Os R3-
glucanas ciclicos sdo encontrados predominantemente no espago periplasmatico
(Morgante et al., 2007).

Além dos genes de nodulacdo (nod, nol, Noé, Nif) envolvidos na fixacdo do
nitrogénio, outras moléculas envolvidas na sinalizacao sdo necessarias para a formacéo
de nodulos fixadores de nitrogénio. Os polissacarideos de superficie, tais como
exopolissacaridos rizobianos acidos (EPS), glucanos ciclicos (GC), lipopolissacarideos
(LPS) e os polissacarideos capsulares (KPS) sdo claramente relevantes para a formacéo
de uma simbiose eficaz (Rodriguez-Navarro et al., 2014). Os EPS tem fraca associacdo
com a superficie da bactéria e sdo liberados em grandes quantidades no meio da célula.

Segundo Barreto et al. (2011), os EPS possibilitam vida livre as bactérias,
permitindo a aderéncia e colonizacdo as superficies sélidas onde os nutrientes se
acumulam. Esses exopolissacarideos envolvem as membranas das células protegendo-as
do dessecamento e outros estresses ambientais, além de poderem ajudar na fixacdo de
minerais e nutrientes proximo as bactérias. Os EPS podem ser homopolimeros ou
heteropolimeros e possuem uma variedade de substituintes ndao carboidratos.

As cianobactérias, organismos procariontes com capacidade de realizar
fotossintese oxigénica, sdo fontes bioldgicas bem conhecida de substancias quimicas de
uso comercial, como acidos orgéanicos, proteinas, aminoacidos livres, carotenoides e
acidos graxos. As cianobactérias sdo capazes de produzir polissacarideos extracelulares
(EPS). Esses polissacarideos podem ser encontrados formando cépsulas que sao
estruturas compactas associadas com a superficie celular ou como massa mucilaginosa
amorfa, fracamente ligada as células (Camilios Neto et al., 2004).

No processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio, os flavondides, moléculas

exsudadas pelas raizes das plantas, sdo capazes de induzir a expressdo genética de
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exopolissacarideos em rizobios comumente conhecidos como fatores de nodulagdo. A
expressdo dos genes reguladores da nodulagdo, ou simplesmente Genes Nod, € um fator
primordial para o processo de nodulacdo em fabaceas. Nestes eventos iniciais, as
bactérias mostram quimiotaxia, ou seja, reacdo a gradientes quimicos, a diversas
substancias exsudadas pelas plantas hospedeiras. Neste contexto, a motilidade da
bactéria tem sido indicada como importante fator na competicdo entre estirpes de
Bradyrhizobium japonicum para nodulagdo (Morgante et al., 2005).

De acordo com Santos & Reis (2008), a regulacdo da expressao dos genes nod
varia entre as estirpes bacterianas. Normalmente esse processo € mediado pela proteina
NodD, que por sua vez, pertence a uma familia de reguladores transcripcionais (LysR-
like) onde permanecem ligadas a 47 pares de bases altamente conservadas no DNA (nod
boxes). Embora as proteinas NodD se liguem aos promotores nod mesmo na auséncia
dos indutores, os flavondides sdo geralmente requeridos para a expressao desses genes.
Assim, a proteina NodD atua tanto como sensor do sinal emitido pela planta e como
ativador transcripcional de genes nod.

O processo de sinalizacdo ndo é simples e envolve outros mecanismos
comunicativos entre macro e microssimbionte. Inicialmente, os flavonoides agem como
promotores de crescimento bacteriano interagindo como sinais quimiotaticos,
favorecendo rapida proliferagdo de rizobios. O primeiro passo dessa sinalizagdo cruzada
ocorre a nivel molecular na interface do solo circundante a raiz da planta, a rizosfera, o
que representa uma alta dindmica de interacdes entre plantas e microrganismos do solo
(Moscatiello et al., 2010). Os &cidos organicos presentes na rizosfera, liberados pelas
plantas ou resultantes da decomposicdo, podem contribuir para desestabilizar
microagregados por causar quebra de ligagdes entre a matéria organica e a argila pela
reducdo do pH ou quelacdo catibnica, facilitando o processo de comunicacdo. Nas
raizes, como consequéncia de seu metabolismo ha liberacéo, de forma ativa ou passiva,
de varias substancias organicas para 0 ambiente rizosférico. Tal processo é conhecido
como rizodeposicdo e, a zona sob sua influéncia é um importante nicho microbioldgico
no solo (Moreira & Siqueira, 2006).

Varios aspectos da simbiose entre as fabaceas e rizobios sdo regulados pelo
mecanismo denominado quorum-sensing (QS), incluindo a formacdo de nodulos,
desenvolvimento de biossoma, transferéncia de plasmideo, fixacdo bioldgica de
nitrogénio, biossintese de exopolissacarideo (EPS) e formacéo de biofilme (Moscatiello

et al., 2010). Segundo Marshall (2013), o0 quorum-sensing é um mecanismo de troca de
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sinais entre 0os microrganismos através de moléculas denominadas autoindutoras ou
metabolitos secundarios, sendo sistema de comunicacdo determinado pela densidade
celular. Quando a concentracdo da molécula autoindutora é suficientemente elevada, é
iniciada uma sinalizacdo celular na qual o gene alvo ou genes sdo ativados ou
reprimidos. A comunicacdo pode ocorrer entre microrganismos de espécies diferentes
(interespécie). S&o conhecidas trés classes de moléculas auto-indutoras: oligopeptideos,
homoserino lactonas (AHL), auto-indutor-2 e auto-indutor-3.

2.4 Uso de RPCP como ferramenta sustentavel

A microbiota do solo compreende organismos adaptados a diferentes condicdes
bidticas e abidticas, que refletem uma grande diversidade metabdlica, podendo ser
explorados como fonte de interesse humano em fungdo desta diversidade, da relativa
facilidade de isolamento e cultivo em meios de baixo custo e da susceptibilidade para
manipulacdo genética ou ambiental (Muller et al., 2010).

Os mecanismos de promocao de crescimento plantas podem ser explorados em
beneficio da producdo de pastagens mais sustentaveis e de menor impacto ambiental,
pela diminuicdo do uso de insumos derivados do petroleo. A utilizacdo destes
bioprodutos objetiva a colonizacgao da planta pelo microrganismo inoculado, para que os
mecanismos microbianos possam ser ativados (Vessey, 2003).

O nitrogénio e o fdosforo séo elementos que apresentam baixa disponibilidade
nos solos tropicais e baixo aproveitamento pelas plantas cultivadas quando adicionados
no sistema na forma de fertilizantes. Fendmenos de volatilizacdo, desnitrificacdo e
lixiviagdo sdo responsaveis por perdas que variam de 25 a 50% do N-fertilizante
aplicado (Trivelin et al., 2002; Gava et al., 2006; Oliveira et al., 2014). A imobilizacao
do fésforo resultante das interagdes com oOxidos de ferro e aluminio, comuns em solos
tropicais, também pode limitar o aproveitamento deste nutriente adicionado como
fertilizante (Motta et al., 2002).

O fosforo € um recurso ndo renovavel e escasso em nosso planeta e as
estimativas apresentam o esgotamento de suas reservas em 50-100 anos (Oliveira et al.,
2014). A matéria organica do solo contribui com 30 a 50%, em média, do total de
fosforo soltvel na maioria dos solos, onde o fosfato de inositol (fitato) pode representar
ate 50% do P-organico (Richardson et al., 2009). Na forma inorganica, as maiores
reservas de P estdo presentes como constituintes de rochas e minerais primarios. Porém,

a mobilizacdo deste nutriente a partir de minerais € um processo lento e a quantidade
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mobilizada é geralmente insuficiente para suprir as necessidades de um cultivo agricola
(Scneider et al., 2010). Além disso, uma quantidade consideravel dos fertilizantes
fosfatados aplicados é rapidamente imobilizada nos solos, pela sua reacdo com minerais
de ferro, aluminio ou célcio, formandos fosfatos insolUveis e indisponiveis para a
assimilacdo pelas plantas. Com isso, 0s microrganismos do solo assumem papel
fundamental nas produc@es agricolas, atuando na mineralizacdo do fosfato orgénico ou
na solubilizagéo de fosfatos inorganicos (Richardson et al., 2011).

O wuso de fertilizantes nitrogenados pode ser substituido parcial ou
completamente pela aplicacdo de biofertilizantes contendo RPCP eficientes na fixacao
bioldgica de nitrogénio.

As contribuices médias da FBN para sistemas agricolas apresentados por
Herridge et al. (2008) foram de 25kg N/ha/ano para associa¢des ndo simbidticas (cana-
de-acucar), e até 176 kg N/ha/ano para associacdes simbidticas (soja). Apesar da
importancia da FBN no fornecimento de N por espécies diazotroficas, os insumos
biotecnolégicos com base neste processo estdo disponiveis somente para algumas
culturas e o uso de fertilizantes nitrogenados industriais ainda constitui a principal
forma de aporte desse nutriente (Oliveira et al., 2014). Algumas estimativas apontam
que a emissdo de gases de efeito estufa para a producao, distribuicdo e aplicacdo de 1 kg
de N-fertilizante corresponde a 4,5 kg de equivalentes de CO, emitidos na atmosfera
(Hungria et al., 2013).

Mesmao considerando o pouco entendimento de como as relagfes benéficas entre
plantas e bactérias sdo firmadas, uma grande diversidade de produtos contendo RPCP
sdo comercializados como insumo para a agricultura: Agrobacterium radiobacter,
Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum, Azotobacter chroococcum, Bacillus
fimus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus mucilaginous, Bacillus
pumilus, Bacillus spp., Bacillus subtilis, Bacillus subtilis var. amyloliquefaciens,
Burkholderia cepacia, Delfitia acidovorans, Paenobacillus macerans, Pantoea
agglomerans, Pseudomonas aureofaciens, Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas solanacearum, Pseudomonas spp., Pseudomonas syringae,
Serratia entomophilia, Streptomyces griseoviridis, Streptomyces spp., Streptomyces
lydicus e varios Rhizobia spp (Glick, 2012).

No Brasil, sdo poucas as estirpes de RPCP registradas no MAPA (Ministério de
Agricultura Pecuaria e Abastecimento) e compreendem: Bacillus subtilis (estirpes UFV
3918, UFV S1 e UFV S2); Frauteria aurantia (estirpe UFV R1); Azospirillum



26

brasilense (estirpes Ab-V1, Ab-V4, Ab-V5, Ab- V6, Ab-V7 e Ab-V8), além de 116
estirpes de rizébios indicados para diferentes espécies de leguminosas (Oliveira et al.,
2014).

Estudos de inoculagdo realizados na cultura do milho pelo grupo de pesquisa
sobre o desenvolvimento e a aplicacdo de biofertilizantes da Universidade Estadual de
Londrina tem demonstrado ser possivel a obtencdo de elevadas produtividades sob
menores dosagens de fertilizantes nitrogenados. Os resultados obtidos pelo grupo nao
indicam a ocorréncia de possiveis efeitos aditivos relacionados ao uso de biofertilizantes
e dosagens regulares de N-fertilizante. Ao contrario, as parcelas que receberam
biofertilizantes, independentemente do tipo de formulacdo, ndo apresentaram resposta a
adubacdo nitrogenada (Figura 2A). Assim, é possivel e viavel substituir, ao menos
parcialmente, os insumos agricolas industriais (fertilizantes e agroquimicos) por

tecnologias de base bioldgica.
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Figura 2A. Curva de tendéncia e coeficiente de correlacdo de Pearson entre a
produtividade de milho (hibridos AG2040 e 2B512Hx) e o uso de fertilizantes
nitrogenados, na auséncia e presenca de diferentes formulacdes de biofertilizante
contendo a bactéria Azospirillum brasilense Ab-V5. Fonte: Oliveira et al. (2014).

A pratica de uso de biofertilizantes comerciais tem crescido no Brasil,
principalmente nas culturas de milho e trigo. Contudo, é recomendada como préatica
adicional ao manejo tradicional, visto que na maioria das propriedades o0s
biofertilizantes sdo aplicados adicionalmente ao uso de fertilizantes minerais. Ou seja,
ndo tem sido adotada como pratica alternativa (Veresoglou & Menexes, 2010).
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A presente dissertacdo é constituida de um capitulo intitulado: Caracterizacéo
fenotipica de estirpes bacterianas oriundas de nddulos radiculares de Desmanthus
Pernambucanus (L.) Thellung e Mimosa tenuiflora (Willd) Poir., que sera escrito em
forma de artigo redigido de acordo com normas da revista Revista Pesquisa
Agropecudria Brasileira (ANEXO —A).
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CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE ESTIRPES BACTERIANAS
ORIUNDAS DE NODULOS RADICULARES DE Mimosa tenuiflora (WILLD)
POIR. E Desmanthus pernambucanus (L.) THELLUNG

RESUMO

Objetivou-se caracterizar fenotipicamente estirpes bacterianas oriundas de nodulos
radiculares das espécies forrageiras: Desmanthus pernambucanus e Mimosa tenuiflora
cultivadas em solos adubados ou ndo. As amostras de solos para cultivo das plantas em
estufa telada foram coletadas nos municipios de Arcoverde, Ibimirim e Serra Talhada,
Pernambuco. Os isolados foram caracterizados quanto ao tempo de crescimento de
colbnias, determinacdo da forma e didmetro, elevacdo, transparéncia, producdo de
exopolissacarideos e coloracdo das colbnias, alteragdo do pH do meio. Foram
determinados 0 numero e a biomassa de nodulos, produgdo de compostos indélicos e
caracterizacdo fenotipica dos isolados bacterianos. Na avaliacdo cultural, foram
observadas como principais caracteristicas: tempo de crescimento rapido, elevacao
plana, producdo de exopolissacarideos de pouca a moderada, coloracdo variando de
creme a branca e superficie lisa. As leguminosas tiveram nodulac¢éo nos trés solos na
auséncia ou presenca de esterco. Adubacdo com esterco ndo aumenta o numero dos
nodulos das plantas Mimosa tenuiflora, porém aumenta o nimero de nodulos das
Desmantus pernambucanus. Os isolados bacterianos sdo capazes de produzir compostos
indolicos sem adi¢do de triptofano.

Palavras-chave: caatinga, espécies nativas, fixacao biologica de nitrogénio, forragem

ABSTRACT

This study aimed to characterize phenotypically bacterial strains derived from root
nodules of forages: Desmanthus pernambucanus and Mimosa tenuiflora grown in
fertilized soil or not. Samples of soil for cultivation of plants in the screened greenhouse
were collected in the cities of Arcoverde, Ibimirim and Serra Talhada, Pernambuco. The
isolates were characterized as the time of growth of colonies, determine the shape and
diameter, high transparency, exopolysaccharides production and coloration of the
colonies, change of pH. They determined the number and biomass of nodules,
production indoles and phenotypic characterization of bacterial isolates. Cultural
assessment, were seen as key features: rapid growth time, flat elevation,
exopolysaccharides production of low to moderate color ranging from cream to white
and smooth surface. Legumes had nodulation in the three soils in the absence or
presence of manure. Manuring does not increase the number of nodules of Mimosa
tenuiflora plants, but increases the number of nodules Desmantus pernambucanus..Os
bacterial isolates are capable of producing indole compounds without the addition of
tryptophan.

Key-works: caatinga, native species, biological nitrogen fixation, forage
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Introducéo

O solo é uma porcdo superficial da Terra, que apresenta condi¢Bes essenciais para
o animal, o vegetal e a vida microbiana (Santos et al., 2010). Como habitat, o solo é um
sistema heterogéneo, descontinuo e estruturado, formado por micro-habitats discretos
com diferentes caracteristicas quimicas, fisicas e comunidades biologicas (Moreira e
Siqueira, 2006). E considerado um dos maiores reservatorios de biodiversidade
microbiana, podendo existir milhares de diferentes espécies de bactérias por cm?® de solo
(Torsvik e Ovreas, 2002).

A biodiversidade microbiana no solo é determinada pela combinacdo das
condi¢Bes ambientais, as quais interagem com os fen6tipos dos micrdbios, resultando
em populacdes maiores para gendtipos adaptados e baixas populacBes aos menos
adaptados. Além da constante competitividade por ocupacao e absorcdo de nutrientes, a
quantidade de células bacterianas é dependente das varidveis ambientais, como a
profundidade do solo, pH, umidade e temperatura (Santos et al., 2010).

A caracterizacdo cultural dos isolados bacterianos geralmente € a primeira etapa
do processo de obtengdo dos isolados e avaliacdo de sua biodiversidade. Nesta etapa as
caracteristicas das bactérias no meio de cultura, geralmente o meio Levedura Manitol
Agar (LMA) (Vincent, 1970), sdo avaliadas e informacGes relativas ao tempo de
crescimento dos isolados, alteracdo do pH do meio, produgdo de muco, cores e aspectos
das col6nias, dentre outros séo obtidos (Martins et al., 1997). Estas informacgdes sdo
importantes e permitem a selecdo preliminar de isolados, separando-0s em grupos de
géneros, por exemplo.

Além das carateristicas culturais, outras caracteristicas fenotipicas podem trazer
informacGes importantes sobre o perfil metabdlico das colecbes bacterianas e do seu
potencial para a promocdo do crescimento vegetal. Testes bioquimicos como a
estimativa na producdo de compostos indélicos (CI) podem indicar estirpes que possam
trazer uma melhor desenvoltura na promogéo de crescimento vegetal. Assim objetivou-
se caracterizar fenotipicamente estirpes bacterianas oriundas de nédulos radiculares das
espécies Mimosa tenuiflora (Willd) Poiret e Desmanthus pernambucanus (L.) Thellung
cultivadas em solos provenientes de areas de Caatinga dos municipios de Arcoverde,

Ibimirim e Serra Talhada no estado de Pernambuco, Brasil.
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Material e Métodos

1 Areas de coleta
As éreas selecionadas para coleta de solos pertencem aos municipios de

Arcoverde, Ibimirim e Serra Talhada, localizadas na mesorregido do Sertdo
Pernambucano (Figura 1B). As trés areas foram escolhidas tendo por base a

predominancia e conservacao da vegetacao caatinga ao longo da paisagem.

B Sertio de Pernambuco

Figura 1B. Localizacdo geogréafica dos municipios do Sertdo do estado de Pernambuco,

selecionados para coleta de solos.

Na &rea onde foram realizadas as coletas de solo em Arcoverde a vegetacdo é
adensada e possui porte alto, denominada de Caatinga de Cipd. Apresenta-se bem
conservada, contudo, foi verificada a entrada de rebanho bovino e aberturas ao longo da
vegetacdo, bem como a acdo antrépica com a demarcacdo de cercas ao longo da
vegetacdo (Figura 2B). A vegetacdo na area de coleta de Serra Talhada também se
apresenta bem conservada, porém, demarcada de cercas ao longo de sua vegetagdo que
é composta por caatinga hiperxerofila.

A caatinga de Ibimirim apresenta-se como uma das mais antropizadas, com
presenca de corte seletivo de &rvores com porte madeireiro, bem como aberturas ao

longo da vegetacdo para trafego de animais, veiculos e pessoas (Figura 2B).



35

Fonte: Silva, P.T.V. (2016)
Figura 2B. Caatinga de Arcoverde (A), Ibimirim (B) e Serra Talhada (C), Sertdo

Pernambucano, Brasil.
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2 Coleta dos solos

As coletas foram realizadas nos meses de abril e maio do ano 2015. Todos 0s
locais de coleta das amostras de solos foram georreferenciados (Tabela 1) com o uso de
GPS (Sistema de Posicionamento Geografico). Foram coletadas amostras para

caracterizacdo quimica dos solos e para cultivo de plantas isca em estufa telada.

Tabela 1. Georreferenciamento das areas de coleta de solos nos municipios de
Arcoverde, Ibimirim e Serra Talhada, Pernambuco, Brasil.

Municipio

Ponto* Arcoverde Ibimirim Serra Talhada
1 08°26'17.33" S 08°30'27.40" S 07°56'59.44" S
37°0'14.08" O 37°33'38.79" O 38°18'2.89" O

2 08°26'8.47" S 08°29'36.90" S 07°56'57.94" S
37°0'13.85" O 37°33'11.09" O 38°18'4.30" O

3 08°26'9.78" S 08°29'44.76" S 07°56'56.82" S
37°0'13.66" O 37°33'5.24" O 38°17'58.17" O

4 08°26'12.53" S 08°29'53.98" S 07°56'57.41" S
37°0'11.00" O 37°33'0.59" O 38°17'56.53" O

5 08°26'13.99" S 08°29'38.74" S 07°56'58.64" S
37°012.23" O 37°32'58.07" O 38°17'56.82" O

6 08°26'8.47" S 08°29'50.28" S 07°56'59.21" S
37°0'13.67" O 37°33'3.58" O 38°18'6.21" O

7 08°26'7.72" S 08°29'54.11" S 07°56'57.41" S
37°0'14.82" O 37°33'0.66" O 38°17'55.94" O

8 08°26'13.94" S 08°29'38.67" S 07°56'59.44" S
37°0'12.27" O 37°32'57.94" O 38°18'2.89" O

*QOs pontos de 1,2, 3, 4 e 5 sdo referentes as amostras coletadas para caracterizagdo da area e 0s pontos 6,
7 e 8 sdo referentes aos pontos de coletas de solo para o cultivo de planta isca.

Para caracterizacdo quimica, foram coletadas cinco amostras simples de solos em
pontos representativos das areas, realizadas aleatoriamente ao longo de cada area, nas
profundidades de 10-20 e 30-40 cm as amostras foram homogeneizadas para a obtencéo
de amostras compostas da &rea (Tabela 2).

Tabela 2. Atributos quimicos dos solos dos municipios de Arcoverde, Ibimirim e Serra
Talhada, Pernambuco, Brasil.

pH H,0

+2 +2 + + + +3 *
Local  Ca? Mg? Na* K H Al P N CO MO Y175

Arcoverde

10-20cm 2,20 154 0,11 0,28 4,00 0,18 0,81 0,12 1,20 2,07 5,45
30-40cm 1,77 191 0,15 0,21 3,23 0,30 0,06 0,08 0,83 1,43 5,41
Ibimirim

10-20cm 3,26 182 0,20 0,28 242 0,13 1,41 0,10 1,02 1,76 5,19
30-40cm 1,79 356 0,27 0,23 2,10 0,25 1,39 0,08 0,77 1,33 5,00

Serra
Talhada

10-20cm 454 2,15 011 046 1,85 0,00 4,03 0,04 042 0,72 6,65
30-40cm 392 240 008 039 1,75 0,00 4,02 0,04 040 0,69 6,64

P*= Fasforo Assimilavel; CO = Carbono orgéanico; MO = Matéria organica.
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As coletas dos solos para cultivo das plantas iscas foram feitas aleatoriamente em

trés pontos distintos de cada area, com distancia de no minimo 10 m entre si. Cada

ponto foi demarcado com o auxilio de uma picareta, delimitando uma circunferéncia

com raio de aproximadamente 1 m ao redor de uma fabacea encontrada no local

(Mimosa tenuiflora) (Figura 3B). O solo foi retirado a uma profundidade de 20 cm

(Figura 3B) e também foi realizada a caracterizacdo quimica (Tabela 3). Todas as

amostras de solos (caracterizacdo da area e plantio de planta isca) foram transportadas

para o laboratério em caixas térmicas, destorroadas, homogeneizadas e passadas em

peneiras com crivo de 2,0 mm.

Tabela 3. Atributos quimicos dos solos, destinados ao plantio de planta isca, dos
municipios de Arcoverde, Ibimirim e Serra Talhada, Pernambuco, Brasil.

Local  Ca? Mg? Na* K H A px N CO MO ?1H2H§§)
----------------- meq/100g de solo------------- mg/100g  ---------%---------
Arcoverde
(Ponto1) 1,96 1,02 01 011 19 04 1,67 0,06 055 0,95 5,01
(Ponto2) 592 153 0,11 042 094 0 4,03 0,1 093 16 5,24
(Ponto3) 254 186 0,15 0,35 3,71 0 0,85 0,14 1,38 2,37 5,66
Ibimirim
(Ponto1) 4,15 1,72 0,08 0,32 433 0,2 0,38 0,15 15 2,58 6
(Ponto2) 3,33 1,02 0,08 037 1,14 0 1,63 0,02 0,19 0,33 6,53
(Ponto3) 383 159 0,15 0,37 2,78 0,07 1,89 0,08 08 1,38 5,47
Serra
Talhada
(Pontol) 382 12 0,08 035 182 0 1,65 0,08 0,75 1,29 6,64
(Ponto2) 351 215 0,07 053 214 0 3,68 0,06 058 1 6,37
(Ponto3) 457 1,11 0,08 035 151 0 3,92 0,06 0,62 1,07 6,62

P*= Fosforo Assimilavel; CO = Carbono orgénico; MO = Matéria organica.
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Fonte: Silva, P.T.V. (2016)

Figura 3B. Coleta de solo para analise quimica (a esquerda) coletas de solo para o
plantio de planta isca (a direita).

3 Plantio das plantas isca

O experimento foi conduzido em estufa telada pertencente ao Laboratério de
Anélise de Sementes do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), Areia-PB.

As plantas iscas foram cultivadas em temperatura e luminosidade ambiente.
Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado com trés repeti¢des, seguindo um
arranjo fatorial 2 x 3 x 2, correspondendo a duas espécies de fabacea Demantus
pernambucanus (Jureminha), Mimosa tenuiflora (Jurema Preta), trés solos
(provenientes dos municipios de Arcoverde, Ibimirim e Serra Talhada) e dois niveis de
adubacdo com esterco caprino (sem adubacdo e 16 g de esterco caprino por vaso,
correspondendo a 20 Mg ha™). Também foram realizados testes prévios de nodulacéo
com Vigna unguiculata (L.) Walpa. (Feijdo Macassa) devido a essa espécie possuir
baixa especificidade bacteriana (Medeiros et al., 2009), cultivado sob as mesmas
condigdes.

Foram utilizados vasos de polietileno com capacidade de 2,2 kg, previamente
desinfestados atraves da imersdo em &gua sanitaria por 30 minutos e em seguida lavados
com &gua e secos ao ar. Antes do plantio, foi realizada a quebra da dorméncia das
sementes por meio da imersdo em agua quente (entre 80 e 90 °C) durante 30 segundos,

subsequentemente em agua a temperatura ambiente por um minuto (Bakke et al., 2006).



39

As sementes foram pré germinadas em gerbox® com areia lavada em agua e ap0s
a emergéncia das plantulas, foram transplantadas duas plantulas por vaso contendo 2 kg
de solo. O esterco curtido adicionado aos vasos, foi previamente macerado, passado em
peneira com crivo de 1 mm e incorporado em todo o solo (Figura 4B). Os solos foram

irrigadas com agua destilada com capacidade de campo de 80%.

Fonte: Silva, P.T.V. (2016)

Figura 4B. Esterco caprino (& esquerda) e incorporado ao solo (a direita) antes de serem

acondicionados nos vasos.

A coleta dos nddulos foi realizada com 65 e 90 dias apds o plantio da Desmantus
pernambucanus e da Mimosa tenuiflora, respectivamente. As plantas foram divididas
em parte aérea e raizes. As raizes foram lavadas e secas em papel toalha, logo apds
foram escolhidos aleatoriamente de dez a quinze nédulos radiculares por planta, sendo
acondicionados em recipientes hermeticamente fechados, contendo algoddo e silica

perolada com a finalidade de desidrata-los para subsequente isolamento bacteriano.

4 Isolamento e caracterizacgao fenotipica dos isolados

O isolamento e a caracterizacdo fenotipica dos isolados bacterianos foram
realizados no Laboratério de Biotecnologia do Solo da Universidade Federal da Paraiba,
Centro de Ciéncias Agrarias, Areia — PB.

Foram escolhidos aleatoriamente seis nddulos de cada repeticao e plaqueados. Os
nodulos foram reidratados por aproximadamente 30 minutos com agua destilada. Em
seguida, realizou-se a desinfestacdo com alcool etilico a 70% por um minuto, para
quebra da tenséo superficial, e com hipoclorito de sodio a 1% por dois minutos, para
desinfestacdo superficial. Posteriormente, foram lavados por cinco vezes com &gua

destilada e esterilizada (Hungria & Aradjo, 1994).
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Apobs a desinfestacdo superficial, os nédulos foram macerados com bastdo de
vidro esterilizado e repicados em placas de Petri contendo o meio de cultura LMA
(Levedura Manitol Agar) (Vicent, 1970) com adic¢do do corante vermelho Congo (Fred
&Warksman, 1928), para auxiliar na identificagdo de contaminantes, que em geral
absorvem a cor vermelha (Figura 5B). As amostras repicadas foram incubadas em
camara DBO (Demanda Bioldgica de Oxigénio) a 28 °C por 10 dias.

. ...'.:‘u.

Fonte: Silva, P.T.V. (2016)
Figura 5B. Placa contaminada (a esquerda) e placa sem contaminante (a direita).

Ap6s o periodo de purificacdo dos isolados bacterianos, foi realizada a
caracterizagdo morfofisioldgica cultural das colénias isoladas em meio de cultura, as
quais foram o tempo de crescimento, didmetro das col6nias, forma, elevacao, superficie,
cor, producado de exopolissacarideos e alteracdo do pH do meio.

O tempo de crescimento bacteriano foi classificado em um gradiente que vai de
muito rapido a muito lento, onde, col6nias que cresceram um dia apds da incubacgdo
foram classificadas como: tempo de crescimento muito rapido; dois a trés dias de
incubacdo: rapido; quatro a cinco dias: intermediario; seis a dez dias: lentas e col6nias
que tiveram mais de dez dias para serem formadas, foram classificadas como muito
lentas (Melloni et al., 2006).

O diadmetro das colénias foi medido com auxilio de um contador de col6nias,
sendo o tamanho expresso em milimetros. A forma foi classificada como circular,
irregular ou puntiforme, a elevacdo como lenticular, convexa ou umbilicada e a
superficie como lisa, rugosa ou papilada (Figura 6B). A coloracéo foi classificada como
amarela, creme, incolor, branca e rosa. As coloragdes creme, branca e incolor da col6nia

indicam que as bactérias ndo alteraram o pH do meio, enquanto que as cores, amarela e
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rosa indicam modificagédo. Ja a producéo de exopolissacarideos foi avaliada visualmente

em escassa, pouca e moderada (Melloni et al., 2006).

Forma O m .

Circular Irregular  Puntiforme

Elevagao

.—_‘_-‘_

Lenticular Convexa Umbilicada

Superficie

Y = &

Lisa Rugosa Papilada

Figura 6B. Morfologia de col6nias de bactérias utilizadas para caracterizacdo cultural

em meio de cultivo. Fonte: Adaptado de Hungria e Silva (2011).

Para a caracterizacdo fisiologica de modificacdo do pH pelo aspecto

colorimétrico, os isolados de rizébios foram inoculados em meio LMA modificado pela

adicdo 10 mL. L-1 de azul de bromotimol (Vincent, 1970), para verificar a reacdo &cida
ou bésica na presenca de manitol suprindo como fonte de carbono. Os isolados
acidificantes tornam o meio amarelo, enquanto que os alcalinizantes tornam o meio
verde azulado e os neutros ndo modificam a coloracdo do meio de cultura variando
entre o bege, branco e transparente.

Os resultados do agrupamento fisiologico serviram como base para os célculos da
diversidade dos rizébios nos diferentes solos. Para isso, cada grupo fisiologico foi
considerado como um taxon segundo (Santos et al., 2007). Foi utilizado o indice de

diversidade de espécies proposto por Shannon (1948).

n
Yol r__
Equa(;ao. H = Z Pi x1ogp pi
i=1

Onde: pi é a proporcdo da espécie em relacdo ao numero total de espécimes
encontrados nos levantamentos realizados, Log, = logaritmo na base b (2).
Equitabilidade de Pielou (1958),

Hf

]:

H?]’I, ax’
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Equacado:

Onde: H’ ¢ o Indice de Shanon e H, é dado pela seguinte expressdo: Hmax =
logs.
Dominancia de Simpsom

E;Ll Hix(ni—l})

Equacao: Ds=1— ( NN -1

Onde: ni € o nimero de individuos de cada espécie; N é o numero de individuos.
Riqueza de espécies de Jackknife 12 Ordem (Smith & Pontius, 2006).

. f-1
Equacdo: Ep =S,y + sl( 7 )

Onde: Sqps = NUMero de espécies observadas; s; = 0 nimero de espécie que esta
presente em somente um agrupamento (espécie de um agrupamento) e f = o nimero de
agrupamento que contém a iésima espécie de um agrupamento.

Para os céalculos dos indices supracitados, foi utilizado o software DivEs -

Diversidade de Espécies v. 3.0.

5 Quantificacdo da producéo de Compostos inddlicos

As avaliagdes sobre a capacidade dos isolados em produzir compostos indélicos
in vitro foram realizadas utilizando meio de cultura liquido Levedura e Manitol (LM)
(Vicent, 1970) enriquecidos e ndo enriquecidos com triptofano (Asghar et al., 2002). Os
testes foram realizados em 11 isolados selecionados com base na producdo de
exopolissacarideos.

Os isolados bacterianos foram inoculados em tubos contendo 10 mL de meio LM
com e sem adicéo de 7 mg de triptofano L *, a pH 6,8 e incubadas a uma temperatura
ambiente sob agitacdo de 120 rpm por 72 horas.

Posteriormente, 3 mL do meio liquido das culturas foram transferidos para tubos
de centrifuga de 10 mL estéreis, sendo centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos. Foi
coletado 1,5 mL do sobrenadante e adicionado a 1 mL da solucdo de Salkowski (2 mL
de FeCl; + 98 mL de HCIO4 35%), onde o HICO, tem a funcédo de oxidar compostos
indolicos e na presenca do FeCls, produz uma cor rosada, cuja intensidade é

proporcional a quantidade de compostos ind6licos na amostra. Em seguida, as amostras
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foram armazenadas por 30 minutos em local escuro, para que ocorresse a reacdo de
oxidacao.

A producdo de compostos indolicos pelas bactérias foi quantificada utilizando
espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 530 nm (Gordon & Weber, 1951). A
concentracdo de compostos inddlicos nas amostras foi calculada comparando as leituras
das amostras inoculadas com uma curva padrdo, com zero, 10, 30, 50, 100, 200 e 300
ug de AIA sintético mL™ (Figura 7B).

0,1200 -

0,1000 -

0,0800 -

y =0,0003x + 0,0001

0,0600 R?=0,999

0,0400

0,0200

>—0Z>PWIOVO0OwnwT>

0,0000

T

T T T T T 1

0/0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0 350,0

-0,0200 -
CI (ng/mL)

Figura 7B. Curva padrio com diferentes concentragdes (ng.mL™) de compostos
inddlicos (ClI), quantificadas em espectrofotdmetro a 530 nm.
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Resultados e Discussao

O potencial de nodulacdo avaliado com a espécie Vignha unguigulata L Walp.
(feijdo macassa), resultou em 100% de nodulagdo em todos os solos avaliados,
indicando que os solos em estudo possuem bactérias capazes de formar nddulos em
espeécies vegetais da familia Fabacea.

A Mimosa tenuiflora e a Desmanthus pernambucanus, também tiveram a
capacidade de nodular nos solos em estudo. Porém, foram encontrados nddulos
pequenos e algumas vezes ndo funcionais, sem apresentar no seu interior a cor vermelha
escura, indicando a presenca de leghemoglobina, independente dos tratamentos com e
sem esterco (Figura 8B). A leghemoglobina é responsavel pelo controle da entrada do
oxigénio no bacterioide, e quando ha uma reducdo na capacidade de controle da entrada
de oxigénio pela leghemoglobina ocorre & diminuigédo da fixacao de nitrogénio (\Vorster
et al., 2013). Ja a presenca de nédulos menores e em pequena quantidade pode ser um

indicativo de condi¢cdes ambientais adversas (Vargas et al., 2004).

z

Figura 8B. Nodulo com interior vermelho (a esquerda) Nodulo ndo funcional (a
direita).

Os resultados do potencial de nodulacdo para a M. tenuiflora foram maiores
quando comparados com os da D. pernambucanus (Figura 9B). Tal resposta pode ser
explicada pelo fato de que a M. tenuiflora apresenta baixa especificidade simbiotica
(Araujo et al., 2011) ou porque os solos foram coletados em torno de plantas de M.
tenuiflora e utilizados para cultivo das duas espécies, supondo que nestes solos ja
existiam estirpes especificas para nodulacdo da M. teuniflora. Contudo, a D.
pernambucanus € uma das poucas espécies da Caatinga com capacidade de nodulagéo
conhecida, e pouco se sabe sobre as populacGes de bactérias capazes de formar simbiose
com essa fabacea nos solos oriundos da regido (Freitas & Sampaio, 2008; Freitas et al.,
2011).
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Figura 9B. Potencial de Nodulacdo Natural obtidos em duas espécies de fabaceas
forrageiras do Seminarido.

No geral, a aplicacdo do esterco nos solos promoveu aumentos na matéria seca da
parte aérea e nas raizes das forrageiras cultivadas em solos da caatinga, esses aumentos
foram maiores nos solos provenientes de Arcoverde, Ibimirim e Serra Talhada
respectivamente, correspondendo a incrementos de até trés vezes mais matéria seca
guando comparada com as plantas que ndo receberam esterco caprino (Tabela 4). Entre
as duas espécies avaliadas, a M. tenuiflora apresentou aumento na matéria seca em

todos os solos estudados quando comparada com a D. pernambucanus.

Tabela 4. Producdo de massa seca da parte aérea e raiz de forrageiras nativas da
caatinga, em funcéo do tipo de solo e da aplicagéo do esterco.

Arcoverde Ibimirim Serra Talhada

Espécies sem com sem com sem com
esterco esterco esterco esterco esterco  esterco

MS Parte aérea (g)

Desmantus pernambucanus 1,443 3,405 0,675 2,745 1,00 2,442

Mimosa tenuiflora 3,398 7,029 3,337 5,359 3,361 4,426
MS raiz ()

Desmantus pernambucanus 0,666 2,707 0,355 2,446 0,87 2,331

Mimosa tenuiflora 2,778 4,369 3,014 4,013 2,857 3,108

Segundo Freitas et al. (2011), as populacdes de bactérias capazes de formar
simbiose com a D. pernambucanus variam de tamanho de acordo com o solo e, na
maioria dos casos, podem ser estimuladas pela adicdo de esterco. O que pode ser a
explicacdo dos resultados nesse estudo, onde, a D. pernambucanus com esterco
apresentou um maior resultado quando comparado com o tratamento que ndo recebeu
esterco, exceto para as D. pernambucanus plantadas em solos provenientes das areas de

Serra Talhada que apresentaram nodulagéo inferior aquelas que ndo receberam esterco.
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Resultados semelhantes foram encontrados por Freitas et al. (2011), onde foram
encontradas plantas com poucos nédulos e biomassa total alta.

As plantas de M. tenuifloras cultivadas em solos adubados com esterco caprino
apresentaram menor nimero de nddulos (Tabela 5). Ha uma série de fatores externos e
internos adicionais que atuam como reguladores negativos da nodulacdo, esses fatores
funcionam como autorreguladores da nodulacdo, podendo ser ativada por genes,
horménios ou pela presencga de nitrogénio suficiente na rizosfera, evitando que haja um
gasto energético das plantas (Ferguson et al., 2010). Esse ultimo fator possivelmente
explique o baixo numero de nddulos neste experimento, onde o esterco caprino
provavelmente continha quantidade de nitrogénio satisfatérios para o metabolismo das
M. tenuifloras. Em contrapartida, os nodulos apresentaram uma maior biomassa,
corroborando com Altkins (1984), ao afirmar que nédulos pequenos e nao funcionais

representam um dreno de fotoassimilados.

Tabela 5. Numero e biomassa de nddulos de leguminosas forrageiras nativas da
caatinga, cultivadas em solos representativos do semiarido, sem ou com aplicacdo de
esterco caprino, em quantidade equivalente a 20 Mg ha™.

Arcoverde Ibimirim Serra Talhada

Espécies sem com sem com sem com
esterco esterco esterco esterco esterco  esterco

NuUmero de N6dulos
Desmantus pernambucanus 4 19 4 28 237 38
Mimosa tenuiflora 255 144 693 413 789 312
Biomassa de Nodulos (g)

Desmantus pernambucanus 0,0 0,056 0,017 0,022 0,638 0,093
Mimosa tenuiflora 0,055 0,073 0,078 0,213 0,095 0,126

Todos os isolados em estudo apresentaram crescimento répido. Segundo Sprent
(1994), bactérias do grupo dos rizObios que apresentam crescimento rapido sao
comumente encontradas e possuem maior adaptacdo as regibes Semidridas, por
possuirem um artificio de sobrevivéncia nessas regides, sendo mais tolerantes a seca e
se multiplicam rapidamente em um curto periodo de tempo umido (Santos et al., 2007).
Resultado semelhante foi relatado por Silva et al. (2015), trabalhando com isolados de
bactérias de nddulos de feijdo macassa nativas em solos provenientes de Petrolina —PE,
e por Freitas et al. (2007), ao caracterizar isolados de rizobios de jacatupé cultivados em
solo salino do estado de Pernambuco, onde observaram que todos os isolados tiveram
crescimento rapido.

O diametro, a forma e a superficie das coldnias estdo diretamente associados a
producdo de exopolissacarideos, pois as colonias maiores que 2,0 mm, de forma

irregular e superficie lisa geralmente apresentam moderada producdo de
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exopolissacarideos. No entanto, quando ha escassa producdo de exopolissacarideos, a
superficie da col6nia aparenta ter grumos sendo denominada como rugosa (Santos et al.,
2007).

Os exopolissacarideos (EPS) bacterianos desempenham importante papel na
ecologia de bactérias, como as dos géneros Sinorhizobium (Rinaudi et al., 2010),
Mesorhizobium (Wang et al., 2008) e Rhizobium (Fujishige et al., 2008). Segundo
Oliveira et al. (2014), os EPS sdo designados biologicamente para proteger as células
microbianas de estresses ambientais, tais como dessecagdo, estresse osmatico,
antibioticos, compostos toxicos, além de aumentar a capacidade de absorcdo de agua e
nutrientes.

No presente estudo os isolados bacterianos apresentaram em sua maioria, escassa
e pouca producdo de EPS (Figura 10B). Apenas alguns isolados oriundos de nddulos da
M. tenuiflora com esterco e D. pernambucanus com esterco apresentaram producao
moderada de EPS. Segundo Duta et al. (2006), a producao de EPS por isolados de
rizobios depende das condic¢Bes de cultivo das culturas bacterianas. Contudo, todas as
bactérias foram submetidas as mesmas condigdes de meio de cultura.

Observou-se que os isolados dos nédulos da M. tenuiflora sem esterco em sua
grande maioria, formaram col6nias com elevagdo convexa independente dos solos onde
foram cultivados. A forma lenticular das colénias predominou em todos os tratamentos
e a forma umbiculada nos tratamentos da D. pernambucanus com 9% nos solos
provenientes de Serra Talhada (9%) e Ibimirim (33%). A coloracédo das col6nias variou
entre o creme, incolor e branco. A cor branca nas col6nias foi observada com maior
intensidade na espécie D. pernambucanus, que também foi a Unica espécie que
apresentou a coloragdo incolor no tratamento em que as plantas iscas receberam esterco
nos solos provenientes de Arcoverde (10%), Serra Talhada (12%) e Ibimirim (36%).
Esses dados refletem a influéncia da espécie botanica sobre a cor das colénias e
observa-se que 0 solo exerce pouca ou nenhuma influéncia nessa caracteristica.

Todas as colonias foram classificadas como neutras, ou seja, ndo modificaram o
pH do meio. Resultados semelhantes foram encontrados por Martins et al. (2003) e
Leite et al. (2009) avaliando diversidade de rizobios em solos do Semiéarido, onde os
resultados obtidos demostraram que ha& abundancia de bactérias que nao alteram o pH
do meio de cultura. Contudo, tais resultados podem indicar presenca de grupos
bacterianos nédo isolados na regido, podendo representar a ocorréncia de espécies ainda

ndo descritas.
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Arcoverde, (B) Ibimirim e (C) Serra Talhada.
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Os indices de diversidade e equitabilidade obtidos a partir das caracteristicas
fisiol6gicas dos isolados de bacterianos (Tabela 6) foram considerados intermediarios.
Segundo Zanzini (2007), os valores gerados pelo indice de Shannon situam-se entre 1,5
e 3,5 e sO raramente ultrapassam o valor de 4,5. Esses dois indices apresentaram-se
ligeiramente maiores para a espécie Mimosa tenuiflora com esterco e Desmanthus
pernambucanus sem esterco, ambos quando cultivada nos solos provenientes de
Ibimirim.

Tabela 6. Diversidade cultural de isolados de rizébios pelos indices Shanon e

Equitabilidade de Pielou, em M. tenuiflora e D. pernambucanus cultivadas nos solos de
Arcoverde, Ibimirim e Serra Talhada, Pernambuco.

Fabéacea Indices -
Shannon Pielou

Mimosa tenuiflora SE - Arcoverde 2,61 2,12
Mimosa tenuiflora CE - Arcoverde 2,64 2,14
Desmanthus pernambucanus SE - Arcoverde - -

Desmanthus pernambucanus CE - Arcoverde 2,63 2,14
Mimosa tenuiflora SE - Ibimirim 2,53 2,00
Mimosa tenuiflora CE - Ibimirim 2,68 2,17
Desmanthus pernambucanus SE - Ibimirim 2,40 2,22
Desmanthus pernambucanus CE - Ibimirim 2,66 2,16
Mimosa tenuiflora SE — Serra Talhada 2,63 2,09
Mimosa tenuiflora CE - Serra Talhada 2,63 2,13
Desmanthus pernambucanus SE - Serra Talhada 2,60 2,06
Desmanthus pernambucanus CE - Serra Talhada 2,66 2,11

1313

SE = Sem esterco; CE = Com esterco; = ndo houve nodulagio.

Os indices de diversidade de isolados de Mimosa tenuiflora sem esterco
cultivados em solos de Ibimirim foram os mais altos em relacdo aos demais. Segundo
Santos et al. (2007), a influéncia da fabacea na populacéo de rizobio é um fato comum e
tem sido indicada como o fator importante para a composi¢cdo da comunidade de
rizobios no solo. Os menores indices de diversidade de espécies foram observados nos

isolados de Desmanthus pernambucanus sem esterco cultivados em solos de Ibimirim.
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Figura 11B. indice de Dominancia de Simpson de isolados de rizbios nativos das
especies Mimosa tenuiflora e Desmanthus pernambucanus cultivadas em solos
coletados do Semiarido pernambucano.

A riqueza das especies foi avaliada segundo o modelo ndo paramétrico de
jackknife 12 ordem (Figura 12B), este estimador baseia-se na presenca ou auséncia de
espécies Unicas numa dada comunidade, ao invés de levar em consideracdo a
abundancia das espécies (Smith & Pontius, 2006). A riqueza estimada de rizébios foi
crescente em relacdo as espécies botdnicas Mimosa tenuiflora, e Desmanthus
pernambucanus . Os maiores resultados de riqueza foram observados em Desmanthus
pernambucanus sem esterco e Mimosa tenuiflora com esterco ambos cultivada em solos
de Serra Talhada.
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4 - M. tenuiflora SE - Ibimirim 10 - D. pernambucanus SE - Serra Talhada

5 - M. tenuiflora CE - Ibimirim 11 - D. pernambucanus CE - Serra Talhada

6 - D. pernambucanus SE - Ibimirim

Figura 12B. indice de Riqueza de Espécies Jackknife 12 Ordem de isolados de rizobios
nativos das espécies Mimosa tenuiflora e Desmanthus pernambucanus cultivadas em
trés regiGes do Semiarido pernambucano.

De todos os isolados bacterianos avaliados fenotipicamente apenas onze
apresentaram produgdo de EPS moderada. Esses foram avaliados quanto a sua
capacidade de produzirem compostos inddlicos (Cl) (Tabela 7). Cinco dos onze
isolados bacterianos foram capazes de produzir Cl quando cultivados em meio de
cultura LM sem adic@o de triptofano. Evidenciando que mesmo em ambientes com
pequena concentracdo de triptofano sdo capazes de produzir Cl e possivelmente serem
promotores de crescimento vegetal. Em meio de cultura sem enriquecimento com
triptofano, os valores médios de CI produzidos pelas bactérias variam entre 19 e 112,3
ug de CI mL ™ de caldo de cultura. A estirpe JMCE IBI J3R2 3 foi a bactéria mais
produtiva (112,3 pg. mL ™), sequida pela JPCE S.T. JIR2 2, com 87, 5 pg. mL **, ambas
estirpes sdo oriundas dos nédulos de D. pernambucanos cultivada em solo proveniente
de Ibimirim com adicdo de esterco e de nodulos da M. tenuiflora cultivada em solo

proveniente de Serra Talhada com adicdo de esterco, respectivamente. Contudo, em
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meio de cultura LM enriquecido com 7 mg de triptofano L 7, todas estipes foram

estimuladas a produzirem CI.

Tabela 7. Producdo de compostos inddlicos (CI) por isolados bacterianos oriundos de
nodulos de M. tenuiflora e D. pernambucanus, cultivados em meio de cultura Levedura
Manitol (LM), enriquecidos ou ndo com triptofano.

Cl sem Cl com
Isolado Triptofano (ug mL ™) Triptofano (ng mL ™)
JMSE S.T. J3R2 3 62,7 172,8
JMCE ARC J3R1 4 -21,2 20,9
JMCE IBI J3R2 3 112,3 520,5
JPSE S.T.JIR13 -34,2 242,3
JPSE S.T. J2R1 1 19 349,9
JPCE ARC J2R11 -30,5 182,5
JPCE ARC J3R3 4 -1,5 171,6
JPCE IBI J1R1 1 67,3 313,8
JPCE IBI J1R2 6 -10,5 169,8
JPCE S.T.J1IR2 2 87,5 152,4
JPCE S.T.J3R2 2 -39,6 178,5

Chagas Jr. et al. (2009), avaliando a producédo de CI por isolados que
apresentaram col6nias de 2-3 mm de diametro provenientes de nodulos de caupi,
verificaram uma grande variacdo na producdo de CI nas diferentes concentracdes de L-
triptofano (de 0 a 100 pg.mL™), com um aumento significativo na producdo de ClI de
acordo com a elevacdo na concentracdo do triptofano, desacatando 38 isolados com
producéo acima de 100 pg. mL .

Machado et al. (2013), avaliando a producdo de CI por rizobios e o efeito da
inoculacdo dos rizobios em gramineas forrageiras puderam relatar que todos os rizobios
foram capazes de produzir Cl, mesmo num ambiente com pequena concentragdo de
triptofano e quando suplementados com triptofano esta capacidade foi elevada, sendo a
maior quantidade observada de 171.1 pug mL™ e todos rizébios avaliados também
promoveram o crescimento de vegetal. Zakharova et al. (1999) e Halda-Alija (2003)
observaram em seus experimentos que algumas espécies bacterianas diazotroficas eram
capazes de produzir Cl na auséncia de LTriptofano.

Estudos realizados por Longatti et al. (2013), com estirpes de Burkholderia e
Rhizobium isolados de solos da Amazonia, destacaram que todas as estirpes analisadas
foram capazes de sintetizar AIA em meio suplementado com L-triptofano e doze
estirpes sintetizaram AIA em meio sem a suplementacdo de L-triptofano variando suas

concentragdes de 0 a 12,59 pg mL™.
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Concluséao

Desmantus pernambucanus e Mimosa tenuiflora possuem capacidade de nodular
em solos do semiarido, porém essa capacidade depende do tipo de solo.
Adubacdo com esterco ndo aumenta o nimero dos nddulos das plantas Mimosa
tenuiflora, porém aumenta o nimero de nédulos das Desmantus pernambucanus.
A estirpe JMCE IBI J3R2 3 foi a bactéria mais produtiva, seguida pela JPCE S.T.

J1R2 2, ambas séo capazes de produzir compostos indélicos sem adi¢éo de triptofano.
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ANEXO A - REGRAS PARA TRAMITACAO DE ARTIGOS NA REVISTA

PESQUISA AGROPECUARIA BRASILEIRA

Organizacao do artigo cientifico

O texto deve ser digitado no editor de texto Microsoft Word, em espaco
duplo, fonte Times New Roman, corpo 12, folha formato A4, com
margens de 2,5 cm e com paginas e linhas numeradas;

O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 péaginas, incluindo-se as
ilustracBes (tabelas e figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que

possivel.

A ordenacéo do artigo deve ser feita da seguinte forma:

Titulo

Artigos em portugués - Titulo, autoria, enderecos institucionais e
eletrbnicos, Resumo, Termos para indexacao, titulo em inglés, Abstract,
Index terms, Introducdo, Material e Métodos, Resultados e Discussao,
Conclusdes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e figuras;

Artigos em inglés - Titulo, autoria, enderecgos institucionais e eletrdnicos,
Abstract, Index terms, titulo em portugués, Resumo, Termos para
indexacdo, Introduction, Materials and Methods, Results and Discussion,
Conclusions, Acknowledgements, References, tables, figures;

Artigos em espanhol - Titulo, autoria, enderecos institucionais e
eletronicos, Resumen, Términos para indexacion; titulo em inglés,
Abstract, Index terms, Introduccion, Materiales y Métodos, Resultados y
Discusidn, Conclusiones, Agradecimientos, Referencias, cuadros e figuras;
O titulo, o resumo e os termos para indexacdo devem ser vertidos
fielmente para o inglés, no caso de artigos redigidos em portugués e

espanhol, e para o portugués, no caso de artigos redigidos em inglés.

Deve representar o contedo e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15
palavras, incluindo-se os artigos, as preposicoes e as conjungoes;

Deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, e em negrito;
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— Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como “efeito” ou
“influéncia’;

— Naéo deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste
caso, apresentar somente 0 nome binario;

— Nao deve conter subtitulo, abrevia¢6es, formulas e simbolos;

— As palavras do titulo devem facilitar a recuperacdo do artigo por indices

desenvolvidos por bases de dados que catalogam a literatura.
Nomes dos autores

— Grafar os nomes dos autores com letra inicial maiuscula, por extenso,
separados por virgula; os dois ultimos s3o separados pela conjungdo “e”,
“y” ou “and”, no caso de artigo em portugués, espanhol ou em inglés,
respectivamente;

— O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um nimero em
algarismo ardbico, em forma de expoente, entre parénteses,

correspondente a chamada de endereco do autor.
Endereco dos autores

— Sao apresentados abaixo dos nomes dos autores, 0 nome e 0 endereco postal
completos da instituicdo e o endereco eletronico dos autores, indicados pelo
namero em algarismo arabico, entre parénteses, em forma de expoente;

— Devem ser agrupados pelo enderec¢o da instituicéo;

— Os enderecos eletronicos de autores da mesma instituicdo devem ser separados

por virgula.

Resumo

— O termo Resumo deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, na
margem esquerda, e separado do texto por travessao;

— Deve conter, no méaximo, 200 palavras, incluindo ndmeros, preposicdes,
conjuncdes e artigos;

— Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, o0 material e os métodos,

os resultados e a concluséao;



67

— Nao deve conter citagOes bibliograficas nem abreviaturas;

— O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o verbo no presente do
indicativo.

Termos para indexacao

— A expressdo Termos para indexacao, seguida de dois-pontos, deve ser grafada

em letras minusculas, exceto a letra inicial,

— Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra mindscula;

— Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo
pode possuir duas ou mais palavras;

— Nao devem conter palavras que componham o titulo;

— Devem conter o nome cientifico (s6 0 nome binario) da espécie estudada;

— Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual

Agricultural Thesaurus ou no Indice de Assuntos da base SciELO.

Introducéo

— A palavra Introducdo deve ser centralizada e grafada com letras mindsculas,
exceto a letra inicial, e em negrito;

— Deve apresentar a justificativa para a realizacé@o do trabalho, situar a importancia
do problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relacdo com outros
trabalhos publicados sobre o assunto;

— O ultimo paragrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito

no inicio do Resumo.

Material e Métodos

— A expressdao “Material e Métodos” deve ser centralizada e grafada em negrito;
os termos Material e Métodos devem ser grafados com letras minusculas, exceto

as letras iniciais;

— Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronolégica;
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— Deve apresentar a descri¢do do local, a data e o delineamento do experimento, e
indicar os tratamentos, 0 nuimero de repeticdes e o tamanho da unidade
experimental;

— Deve conter a descricao detalhada dos tratamentos e variaveis;

— Deve-se evitar 0 uso de abreviacdes ou as siglas;

— Os materiais e 0s métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador
possa repetir o experimento;

— Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descri¢Ges de técnicas de uso
corrente;

— Deve conter informagdo sobre os métodos estatisticos e as transformagdes de
dados;

— Deve-se evitar 0 uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito,

com letras minusculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discussdo

— A expressdo Resultados e Discussdo deve ser centralizada e grafada em negrito,
com letras mindsculas, exceto a letra inicial;

— Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos;

— As tabelas e figuras séo citadas sequencialmente;

— Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos
em relacdo aos apresentados por outros autores;

— Evitar 0 uso de nomes de variaveis e tratamentos abreviados;

— Dados néo apresentados ndo podem ser discutidos;

— Nao deve conter afirmagdes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos
no proprio trabalho ou por outros trabalhos citados;

— As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira
oracdo do texto em questdo; se as demais sentencas do paragrafo referirem-se a
mesma tabela ou figura, ndo € necessaria nova chamada;

— Nao apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras;

— As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento

anteriormente obtido.
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Conclusoes

O termo Conclusdes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial;

Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, com 0
verbo no presente do indicativo;

Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho;

N&o podem consistir no resumo dos resultados;

Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa;

Devem ser numeradas e no maximo cinco.

Agradecimentos

A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com
letras minusculas, exceto a letra inicial;

Devem ser breves e diretos, iniciando-se com “Ao, Aos, A ou As” (pessoas Ou
instituicoes);

Devem conter 0 motivo do agradecimento.

Referéncias

A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial;

Devem ser de fontes atuais e de periddicos: pelo menos 70% das referéncias
devem ser dos ultimos 10 anos e 70% de artigos de periodicos; - Devem ser
normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptacGes
descritas a seqguir;

Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados
por ponto-e-virgula, sem numeracéo;

Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra;

Devem conter os titulos das obras ou dos periodicos grafados em negrito;

Devem conter somente a obra consultada, no caso de citacdo de citagéo;
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— Todas as referéncias devem registrar uma data de publicacdo, mesmo que
aproximada;

— Devem ser trinta, no maximo.
Exemplos:
— Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e 0 manejo sustentavel de ecossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa

Maria. Anais... Santa Maria: UFSM, Programa de Po6s-Graduacdo em Engenharia
Florestal, 2004. p.153-162.

— Artigos de periddicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificagdo de QTL
associados a simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja. Pesquisa

Agropecuaria Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.
— Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.AS;
BELTRAO, N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O
agronegocio da mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algodéo; Brasilia:

Embrapa Informacéo Tecnoldgica, 2001. p.121-160.
— Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.0. Cultivo da mandioca na Regido Centro-Sul do
Brasil. Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e

Fruticultura, 2004. 116p. (Embrapa Agropecuéria Oeste. Sistemas de producéo, 6).
— Teses

HAMADA, E. Desenvolvimento fenoldgico do trigo (cultivar 1AC 24 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizacdo de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p.

Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

— Fontes eletronicas
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EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliacdo dos impactos econdémicos, sociais

e ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oeste: relatério do ano de

2003. Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecuaria

Oeste. Documentos, 66). Disponivel em: Acesso em: 18 abr. 2006.

CitacOes

N&o séo aceitas citacdes de resumos, comunicacdo pessoal, documentos no prelo
ou qualquer outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados. - A
autocitacdo deve ser evitada. - Devem ser normalizadas de acordo com a NBR

10520 da ABNT, com as adaptacOes descritas a seqguir;

Redacdo das citagdes dentro de parénteses;

Citacdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra mailscula,
seguido de virgula e ano de publicacgéo;

Citacdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maidscula,
separados pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicacéo;
Citacdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a
primeira letra maiuscula, seguido da expressao et al., em fonte normal, virgula e
ano de publicacéo;

Citacdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronolégica e em seguida
a ordem alfabética dos autores;

Citacdo de mais de uma obra dos mesmos autores: 0s nomes destes ndo devem
ser repetidos; colocar os anos de publicacédo separados por virgula;

Citacdo de citacdo: sobrenome do autor e ano de publicagdo do documento
original, seguido da expressao “citado por” e da citagdo da obra consultada;
Deve ser evitada a citacao de citacao, pois ha risco de erro de interpretacdo; no
caso de uso de citacdo de citacdo, somente a obra consultada deve constar da

lista de referéncias.

Redacdo das citacdes fora de parénteses

Citagbes com o0s nomes dos autores incluidos na sentenga: seguem as
orientagfes anteriores, com 0s anos de publicagdo entre parénteses; séo

separadas por virgula.
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Formulas, expressdes e equacdes matematicas

— Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho
padronizado da fonte Times New Roman;
— Na&o devem apresentar letras em italico ou negrito, a excecdo de simbolos

escritos convencionalmente em italico.

Tabelas

— As tabelas devem ser numeradas sequencialmente, com algarismo arabico, e
apresentadas em folhas separadas, no final do texto, apds as referéncias;

— Devem ser autoexplicativas;

— Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e
coluna indicadora dos tratamentos ou das variaveis;

— Os elementos complementares sdo: notas de rodapé e fontes bibliograficas;

— O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito;
deve ser claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da
espécie e das variaveis dependentes;

— No cabecalho, os nomes das variaveis que representam o conteudo de cada
coluna devem ser grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o
significado das abreviaturas no titulo ou nas notas de rodapé;

— Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema
Internacional de Unidades;

— Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo dltimo
algarismo;

— Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da
tabela; dados ndo apresentados devem ser representados por hifen, com uma
nota de rodapé explicativa;

— Na comparacdo de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na
coluna ou na linha, a direita do dado, letras minusculas ou maiudsculas, com a

indicacdo em nota de rodapé do teste utilizado e a probabilidade;
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Devem ser usados fios horizontais para separar o cabecalho do titulo, e do
corpo; usa-los ainda na base da tabela, para separar o contetdo dos elementos
complementares. Fios horizontais adicionais podem ser usados dentro do
cabecalho e do corpo; ndo usar fios verticais;

As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando 0s recursos do menu
Tabela; ndo fazer espacamento utilizando a barra de espaco do teclado, mas o

recurso recuo do menu Formatar Paragrafo.

Notas de rodapé das tabelas

Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes
devem constar nas referéncias;

Notas de chamada: sdo informaces de carater especifico sobre partes da tabela,
para conceituar dados. Sdo indicadas em algarismo arabico, na forma de
expoente, entre parénteses, a direita da palavra ou do numero, no titulo, no
cabecalho, no corpo ou na coluna indicadora. S&o apresentadas de forma
continua, sem mudanca de linha, separadas por ponto;

Para indicacdo de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na
forma de expoente, a direita do dado, as chamadas ns (ndo significativo); * e **

(significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente).

Figuras

Sdo consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para
ilustrar o texto;

S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a
documentacao dos fatos descritos;

O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do niUmero
em algarismo arabico, e do ponto, em negrito;

Devem ser autoexplicativas;

A legenda (chave das convencgdes adotadas) deve ser incluida no corpo da
figura, no titulo, ou entre a figura e o titulo;

Nos gréficos, as designacdes das variaveis dos eixos X e Y devem ter iniciais

maidsculas, e devem ser seguidas das unidades entre parénteses;
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— Figuras ndo originais devem conter, ap6s o titulo, a fonte de onde foram
extraidas; as fontes devem ser referenciadas;

— O crédito para o autor de fotografias é obrigatorio, como também € obrigatorio o
crédito para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido acdo criativa em
sua elaboragéo. As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras
em todas as figuras devem ser padronizados;

— Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes,
como: circulo, quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios);

— Os nameros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora
do quadrante;

— As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de
informagGes que comprometa o entendimento do grafico;

— Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa
reproducdo gréfica e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura;

— Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para
possibilitar a edicdo em possiveis correcdes;

— Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura;

— No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50,
75 e 100%, para cinco variaveis);

— Na&o usar negrito nas figuras;

— As figuras na forma de fotografias devem ter resolucdo de, no minimo, 300 dpi e
ser gravadas em arquivos extensao TIF, separados do arquivo do texto;

— Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.

Notas Cientificas

— Notas cientificas sd@o breves comunicagdes, cuja publicacdo imediata €
justificada, por se tratar de fato inédito de importdncia, mas com volume

insuficiente para constituir um artigo cientifico completo.
Apresentacdo de Notas Cientificas

— A ordenacdo da Nota Cientifica deve ser feita da seguinte forma: titulo, autoria

(com as chamadas para endereco dos autores), Resumo, Termos para indexagéo,
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titulo em inglés, Abstract, Index terms, texto propriamente dito (incluindo
introdugcdo, material e métodos, resultados e discussdo, e conclusdo, sem
divisdo),

Referéncias, tabelas e figuras;

— As normas de apresentacdo da Nota Cientifica sdo as mesmas do Artigo
Cientifico, exceto nos seguintes casos:

— Resumo com 100 palavras, no maximo;

— Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras;

— Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e duas ilustracfes (tabelas e

— figuras).



