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RESUMO GERAL

Moraes, Nayara de Jesus; Mestranda em Agronomia (Producdo Vegetal); Universidade
Federal do Piaui. Marco/2015. Fixacdo bioldgica do nitrogénio e estresse oxidativo em
plantas de feijao-caupi cultivadas em solo com lodo de curtume. Profa. Dra. Artenisa
Cerqueira Rodrigues (Orientadora).

Os residuos industriais, como o lodo de curtume compostado (LCC), podem ser utilizados na
agricultura como uma alternativa ao uso de fertilizantes nitrogenados gerando, portanto, a
reducdo de gastos e permitindo o seu uso sustentivel. Neste contexto, este trabalho teve como
objetivo avaliar a simbiose entre a estirpe BR 3267 de Bradyrhizobium sp. e plantas de feijao-
caupi cv. Guaribas cultivadas em solo com aplicacdo de LCC. Para tal, foram implementados
dois experimentos em condicdes de casa de vegetacdo com duas testemunhas (absoluta e
nitrogenada). No primeiro experimento, objetivou-se avaliar parametros relacionados a FBN
em plantas de feijdo-caupi cultivadas em solo com aplicacdo de LCC. Neste, as plantas de
feijdo-caupi (inoculadas ou ndo) foram cultivadas em vasos contendo solo suplementado com
0,5, 10 ou 20 t ha' de LCC e, apds 65 dias de experimento, avaliou-se: comprimento e
espessura da raiz; matéria fresca da parte aérea, raizes e nddulos; matéria seca da parte aérea,
raizes e nddulos; taxa de crescimento absoluto; numero de nodulos; eficiéncia de fixacdo de
nitrogénio; e nitrogénio acumulado. Observou-se que ndo houve interacdo significativa entre
os niveis de LCC e a inoculacdo na maioria das variaveis analisadas. As plantas de feijao-
caupi inoculadas e suplementadas com 0, 5 e 10 t ha! de LCC apresentaram melhor
desempenho, enquanto que para 0 numero de nédulos, os melhores resultados foram obtidos
nas doses de 0, 5 e 20 t ha' de LCC. No segundo experimento, objetivou-se avaliar o
metabolismo antioxidativo em nddulos de plantas de feijao-caupi cultivadas em solo com
aplicacdo de LCC em dois periodos distintos do ciclo da cultura (ponto de florescimento e de
emissdo de vagens). Apos as coletas nos dois tempos estabelecidos, foram determinados 0s
niveis de peroxido de hidrogénio; a concentracdo de leghemoglobina (LHb); e a atividades
das enzimas catalase (CAT), desidrogenase do glutamato aminante (GDHa), sintetase de
glutamina (GS) e peroxidase de fendis (POX) nos nodulos de plantas de feijdo-caupi. Os
niveis de peroxido de hidrogénio nos nddulos de feijdo-caupi, coletados no periodo de
florescimento e na coleta das vagens, foram menores na dose de 10 t ha de LCC. Observou-
se que a LHb nos nodulos foi incrementada nas plantas inoculadas e submetidas a 5t ha™* de
LCC (no florescimento) e & 20 t ha (na emissdo de vagens). As enzimas CAT, GDHa, GS e
POX foram diferentemente moduladas com relacdo as doses de LCC aplicadas, presenca ou
auséncia do BR 3267 e épocas de coleta. Durante o florescimento, periodo onde a eficiéncia
simbidtica é maior, a atividade das enzimas antioxidantes foi maior nas doses 5 e 10 t ha™* de
LCC nas plantas inoculadas com BR 3267. J& na época de coleta das vagens, a atividade das
enzimas CAT, GDHa e POX foram aumentadas nas plantas inoculadas com BR 3267. De
modo geral, as respostas observadas parecem estar associadas com uma contribuicdo positiva
da inoculacdo em estimular que as plantas degradem as substéncias toxicas liberadas sob
condigdes de estresse e, consequentemente, em manter o crescimento e desenvolvimento
vegetal.

Palavras chave: Vigna unguiculata; Simbiose; Otimizacao da fixacdo; Atividade enzimatica.
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GENERAL ABSTRACT

Moraes, Nayara de Jesus; Master's Student in Agronomy (Plant Production); Federal
University of Piaui. March/2015. Biological nitrogen fixation and oxidative stress in
cowpea plants cultivated in soil with tannery sludge. Prof. PhD. Artenisa Cerqueira
Rodrigues (Advisor).

Industrial waste, such as the tannery sludge composted (TSC) can be used in agriculture as an
alternative to the use of nitrogen fertilizers generating therefore the reduction in costs and
allowing for sustainable use. In this context, this study aimed to evaluate the symbiosis
between the BR 3267 strain of Bradyrhizobium sp. and cowpea plants cv. Guaribas grown in
soil with application of TSC. To this end, two experiments were implemented in greenhouse
conditions with two controls (absoluted and nitrogened). In the first experiment, aimed to
evaluate parameters related to BNF in cowpea plants grown in soil with application of TSC.
At this, cowpeas (inoculated or not) were grown in pots containing soil supplemented with 0,
5,10 or 20 t ha* TSC, and, after 65 days of experiment, were evaluated: length and thickness
root; fresh matter of shoots, roots and nodules; dry matter of shoots, roots and nodules;
absolute growth rate; number of nodules; nitrogen fixation efficiency; and accumulated
nitrogen. There was no significant interaction between TSC levels and the inoculation in most
of the variables analyzed. The cowpea plants inoculated and supplemented with 0; 5; and 10 t
ha of TSC shows better performance, while to the number of nodules, the best results were
obtained at doses of 0, 5 and 20 t ha™* of TSC. In the second experiment, aimed to evaluate the
antioxidative metabolism in nodules of cowpea plants grown in soil with TSC application in
two different periods of the crop cycle (at flowering and at pods emission point). After the
collection in the two periods established, were determined the levels of hydrogen peroxide;
the concentration of leghemoglobin (LHb); and the activities of catalase (CAT), glutamate
dehydrogenase aminante (GDHa), glutamine synthetase (GS) and phenols peroxidase (POX)
in nodules of cowpea plants. Hydrogen peroxide levels in cowpea nodules collected at
flowering and at pods emission were lower at 10 t ha™ of TSC. It was observed that the LHb
in nodules was increased in the inoculated plants and submitted to 5 t ha? of TSC (at
flowering) and to 20 t ha* (at emission pod). The CAT, GDHa, GS and POX enzymes were
modulated differently in relation to TSC levels applied, presence or absence of BR 3267 and
collect periods. During the flowering, period where the symbiotic efficiency is higher, the
activity of antioxidant enzymes was upper at 5 and 10 t ha™* of TSC levels in plants inoculated
with BR 3267. Already at the emission pods period, the activity of CAT, GDHa and POX
enzymes were increased in plants inoculated with BR 3267. In general, the observed
responses appear to be associated with a positive contribution of the inoculation in stimulate
the plants to degrade the toxic substances released under stress conditions and, consequently,
in maintain the plant growth and development.

Keywords: Vigna unguiculata; Symbiosis; Otimization of the fixation; enzymatic activity.
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1. INTRODUCAO GERAL

A cultura do feijdo-caupi tem sido caracterizada nas regides Norte e Nordeste do
Brasil como de baixo aporte tecnolégico (FREIRE FILHO, 2011), com produtividade média
de 525 kg ha e producdo de 822 mil toneladas com destaque para a participacio do Nordeste,
com 84% da &rea plantada e 68% da producdo nacional (CONAC, 2013). A producdo pode
ser incrementada através do uso de tecnologias de baixo custo, destacando entre elas, 0 uso de
inoculantes de rizobios eficientes que demonstram impactos positivos no ambito econémico
ambiental (ARAUJO et al., 2012).

O feijao-caupi apresenta capacidade de nodular na presenca de Vvérias espécies de
bactérias do grupo dos rizébios (ZILLI et al., 2009), pesquisas tém evidenciado ao longo dos
anos, que algumas estirpes de rizébio, podem promover o aumento da produtividade através
de uma simbiose efetiva e alta eficiéncia agrondmica (ALMEIDA et al., 2010; COSTA et al.,
2011; FERREIRA et al., 2011; FERNANDES JUNIOR et al., 2012; FREITAS et al., 2012).
O feijdo-caupi vem sendo intensamente pesquisado, com destaque para estudos voltados para
o melhoramento genético, o manejo da cultura e a fixacdo bioldgica de nitrogénio.

Para a fixacdo bioldgica de nitrogénio, diversos trabalhos de selecdo de estirpes
(ZILLI et al., 2011) e de novos veiculos para formulagdo de inoculantes foram realizados, e 0s
resultados obtidos auxiliaram na ampliacdo da area plantada e inoculada (FERNANDES
JUNIOR et al., 2012; SILVA JUNIOR et al., 2012). A fixacdo bioldgica de nitrogénio além
de apresentar baixo custo, reduz a emissdo de gases que podem promover o efeito estufa e
evita a contaminacdo dos recursos hidricos (PELEGRIN et al., 2009), pode fornecer,
biologicamente, o nitrogénio necessario as leguminosas aumentando suas produtividades, e
ainda promovendo uma economia de aproximadamente US$ 720 milhdes por ano
(HUNGRIA et al., 2011).

Outra alternativa para obtencdo de altas producgdes de feijao-caupi, além aplicacdo de
fertilizantes nitrogenados, tém sido o uso de residuos industriais, a aplicacdo de adubo de
residuos pode se equiparar ou superar os indices alcangados com a adubagdo mineral em
relacdo a produtividade e, sobretudo, economia com fertilizantes nitrogenados (RIBEIRO;
MELO, 2008). A dificuldade de descarte de residuos industriais associada ao alto custo dos
fertilizantes nitrogenados faz com que seja de suma importancia a busca de alternativas
econbmicas para o uso e destino destes residuos (SOUZA, 2009). Vale ressaltar que o lodo de

curtume concentra elevada carga poluidora, como fendis, sulfetos, sédio e principalmente, o
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cromo (Cr), sendo estes compostos quimicos ndo desejaveis do ponto de vista ambiental e
agricola (CAVALLET; SELBACH, 2008).

Os niveis de metais pesados presentes em alguns tipos de residuos industriais podem
afetar o crescimento e o metabolismo das plantas e levar a uma dréstica reducdo de
produtividade. Uma das consequéncias principais da presenca desses metais no interior da
célula é a formacdo de espécies reativas de oxigénio, que podem ocasionar danos oxidativos
nos constituintes celulares, alteragdes na fotossintese, elevacao da peroxidacéo lipidica e da
oxidacdo de proteinas, danos aos acidos nucléicos e finalmente morte celular
(SRIVASTAVA,; DUBEY, 2011). A atividade das enzimas antioxidantes atua como
importante mecanismo de defesa ao combate de lesdes oxidativas induzidas pela presenca de
metais pesados (SOARES et al., 2007). O aumento da atividade de enzimas antioxidativas em
plantas tem sido relatado como relacionado com a exposi¢do das plantas aos metais pesados e
isto sugere que o sistema de defesa antioxidante se adapta a presenca destes ions (MISHRA et
al., 2011).

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O feijéo-caupi

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) é uma das principais fontes de proteina
vegetal contribuindo de forma significativa para a geracdo de renda no campo, é uma
leguminosa de grande importancia agricola na regido nordeste do Brasil e é capaz de
aproveitar amplamente os beneficios da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), tem sido
bastante utilizada em razdo da sua capacidade de formar simbiose com diversas espécies de
bactérias fixadoras de nitrogénio, destacando-se por contribuirem com elevada entrada de
nitrogénio no sistema solo-planta (GUIMARAES et al., 2012).

No contexto de agricultura, destaca-se a necessidade do desenvolvimento de
tecnologias de baixo custo, eficazes e capazes de melhorar os niveis de produtividade dos
cultivos de feijdo-caupi, visto a importancia desta leguminosa para subsisténcia de pequenos
produtores (HAWERROTH et al., 2011). Atualmente, quatro estirpes sédo autorizadas pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para a inoculacdo do feijdo-
caupi, sendo: UFLA3-84 (SEMIA 6461), BR 3267 (SEMIA 6462), INPA3-11B (SEMIA
6463) e BR 3262 (SEMIA 6464) (BRASIL, 2011). Nos estados do Piaui e Maranhao, estudos

avaliam estirpes de rizobio (BR 3267) em associagdo as cultivares recomendadas para regido,
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indicando respostas diferenciadas, porém potenciais, quanto a habilidade dos gendtipos em
fixar o nitrogénio atmosférico (GUALTER et al., 2011).

2.2 Fixacdo bioldgica do nitrogénio

O nitrogénio ¢é visto como elemento essencial para alcancar elevadas produgdes na
agricultura, 80% deste nitrogénio encontra-se na atmosfera, em sua forma gasosa,
indisponivel aos vegetais, para 0 seu aproveitamento, é necessario a contribuicdo da relacéo
simbiotica entre o sistema radicular e microrganismos do solo, realizada pelas bactérias
diazotroficas ou fixadoras de nitrogénio, capazes de disponibilizar o nitrogénio em formas
assimilaveis para as plantas. Nas leguminosas, a maior parte do nitrogénio atmosférico é
incorporado pelo processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), onde as bactérias atraves
da simbiose formam nddulos fixadores de nitrogénio (MOREIRA et al., 2010; SHRIDHAR,
2012), local onde se processa a conversdo do nitrogénio em amdnia, posteriormente
disponibilizada para as plantas (RODRIGUES et al., 2013).

A otimizacdo da FBN e o consequente aumento de produtividade vegetal resulta de
uma efetiva associacdo entre o microrganismo e o feijdo-caupi (FERREIRA et al., 2011), vale
ressaltar que a acdo coordenada de inUmeras enzimas, principalmente as enzimas do
metabolismo do carbono e nitrogénio, e aquelas que conferem protecdo contra danos
oxidativos, estdo intimamente evolvidas com o processo de FBN (BECANA et al., 2010). A
interacdo planta-microrganismo que ocorre na rizosfera, produz efeitos positivos nas
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo e podem ter importantes implicacdes na
agricultura (BALOTA et al., 2012). Quando a associacao ndo é eficiente, isto se traduz em ma
formacdo do sistema radicular, alteracdo na fotossintese, reducdo na translocacdo de
fotoassimilados e na producéo e alteracdes do crescimento (SHRIDHAR, 2012).

A selecdo de linhagens rizobianas eficientes e competitivas é importante para uma
maior eficiéncia da FBN (RODRIGUES et al., 2013). Em resposta a bactéria fixadora, as
plantas fornecem carboidratos como fonte de energia para que o microrganismo complete, de
forma satisfatoria, seu ciclo de vida (BOMFETI et al., 2011). Desta forma, a selegdo de
estirpes elite tem mostrado que a FBN pode substituir com sucesso o uso de nitrogénio
mineral no cultivo do feijdo-caupi, mesmo em sistemas altamente tecnificados, visando
produtividades superiores a 4000 kg ha' (HUNGRIA et al., 2011), esta produtividade
desejavel para o feijdo-caupi representa um incremento de quatro vezes a média nacional em
relacdo a safra 2012/13 (BRASIL, 2013).
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2.3 Lodo de curtume compostado (LCC)

A inddstria de curtume contribui na economia brasileira com ativos anuais na ordem
de US$ 2,5 bilhdes (CICB, 2014) e produz, anualmente, um milhdo de toneladas de lodo de
curtume (SANTOS et al., 2011). O residuo € um grande armazenador de cromo (Cr) e sua
acumulacdo no solo pode causar efeitos toxicos sobre o ecossistema solo-planta (PATEL,;
PATRA, 2014). Além disso, o lodo de curtume contém sais que, quando associados ao Cr,
podem afetar os processos bioquimicos do solo. Desta forma, tem-se utilizado os sistemas de
compostagem na busca de tratamento para este residuo e quando estes sistemas sdo
efetivamente manejados ocorre a reducdo dos teores de elementos tdxicos, assim, o uso de
lodo de curtume compostado na agricultura torna-se uma alternativa viavel para reciclagem de
residuos organicos (SANTOS et al., 2011; GONCALVES et al., 2014).

A relevante potencialidade econdmica da industria curtumeira, associada ao seu
potencial poluidor, sobretudo, nas Ultimas décadas, vem estimulando a realizacdo de
pesquisas para 0 maior conhecimento de alternativas de descarte ou reaproveitamento desses
residuos, o seu uso agrondémico € uma dessas alternativas, principalmente pela acdo corretiva
e capacidade de melhorar a fertilidade do solo, seu elevado teor de nutrientes e potencial de
neutralizacdo da acidez do solo tem sido avaliada em diferentes estudos, envolvendo variadas
espécies vegetais. Tais estudos apontam para resultados agronémicos promissores, mostrando
a viabilidade de uso do mesmo (BATISTA; ALOVISI, 2010; GONCALVES et al., 2014).

O lodo de curtume é constituido de materiais organicos de origem animal e sais
inorganicos, alguns desses componentes sdo nutrientes para o crescimento e desenvolvimento
das plantas e microrganismos do solo (MARTINES et al., 2006). O lodo de curtume
concentra elevada carga poluidora, como fendis, sulfetos, sodio e principalmente, o cromo
(Cr), sendo estes compostos quimicos nao desejaveis do ponto de vista ambiental e agricola
(CAVALLET; SELBACH, 2008).

O cromo presente no lodo de curtume encontra-se na forma trivalente (Cr®*), neste
estado quimico é considerado estavel no solo, o Cr* pode torna-se toxico, gragas ao acimulo
constante, associado a dindmica do elemento no solo, podendo oxidar-se a forma hexavalente
(Cr®"), esta é altamente solGvel e movel, além de toxica para as plantas, animais e seres
humanos. A toxicidade do cromo nas plantas varia conforme o seu estado de oxidacéo e a sua
capacidade de tolerancia das diversas espécies (CASTILHOS et al., 2000).

O contetudo de matéria organica presente no lodo de curtume pode contribuir para a

reducdo da erosdo do solo, aumento da produtividade das culturas e melhoria da diversidade
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biomassa microbiana do solo (ARAUJO et al., 2009), diminui a necessidade de fertilizacbes
quimicas, sobretudo as nitrogenadas, visto que este possui grande potencial para suprir
nutricionalmente as culturas (RIBEIRO; MELLO, 2008). O uso agricola de lodo de curtume
compostado depende do conhecimento do seu grau de estabilidade, conteudo quimico e as
formas dos componentes presentes, principalmente dos metais pesados, j& que esses ndo sdo
biodegradaveis e em elevadas concentrag¢fes tornam-se toxicos (HAROUN et al., 2009).

2.4 Estresse oxidativo em espécies vegetais

A principal causa do estresse oxidativo nas espécies vegetais é o desequilibrio entre a
producdo e a eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, reduzindo a fixacdo bioldgica de
nitrogénio e a fotossintese (BECANA et al., 2010). Os niveis de espécies reativas de oxigénio
devem ser controlados através da acdo de um mecanismo de defesa, composto por
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos.

As espécies reativas de oxigénio sdo produzidas nas mitocondrias, cloroplastos e
peroxissomos através da respiracdo aerdbica, fotossintese e fotorrespiracdo (FOYER,;
SHIGEOKA, 2011), sdo normalmente subprodutos de reacdes redox, podendo apresentar-se
tanto como radicais livres, como na forma molecular de um n&o radical, geradas como
resultado de excitagdo, formando oxigénio singleto (102), ou de sucessivas adicdes de elétrons
ao Oy, reduzindo-o ao radical anidnico superdxido (O2"-), peroxido de hidrogénio (H202) ou
radical hidroxila (OH*) (BHATTACHARJEE, 2010; KOVALCHUK, 2010).

As espécies reativas de oxigénio sdo formadas a partir do oxigénio molecular através
de etapas de reducdo univalente, a primeira etapa na reducdo de O» produz radicais de vida
relativamente curta, os superdxidos, esses ndo conseguem atravessar membranas bioldgicas,
ficando confinados no compartimento onde foram originados, dando continuidade ao
processo, 0s superdxidos formam hidroxiperdxidos com duplas liga¢bes (enos) ou duplas
ligagOes alternadas (dienos) e oxidam aminoacidos especificos, como metionina, histidina e
triptofano, podendo também causar peroxidacdo de lipideos no ambiente e nas membranas
celulares (BREUSEGEM et al., 2001). A redugdo do oxigénio gera também o peroxido de
hidrogénio (H202), que atravessa as biomembranas e se distribui a partir do local de sua
producdo, este é precursor do radical hidroxil (OH") a ultima e mais reativa espécie a ser
formada neste ciclo, é formada pela reducio do H2O. por fons metalicos (Fe?* e Cu®*) na

reacdo de Fenton e tem alta afinidade por moléculas bioldgicas em seu sitio de produgdo. O
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hidroxil, reage rapidamente com moléculas biologicas, sequestrando aleatoriamente um atomo
de hidrogénio apresenta uma meia-vida muito curta (FOYER; SHIGEOKA, 2011).

Fatores ambientais de estresse como niveis elevados de luminosidade, déficit hidrico,
metais pesados, extremos de temperatura, radiacdo ultravioleta, poluicdo do ar, herbicidas,
podem favorecer a producdo das espécies reativas de oxigénio e também como resposta a
estresses bidticos como o ataque de patdgenos (MALLICK; RAI, 1999). Podem ser geradas
com a destruicdo do sistema de transporte de elétrons durante situac@es de estresse, sobretudo,
sdo subprodutos do metabolismo celular regular (BREUSEGEM et al., 2001).

A capacidade de acionar esses mecanismos de defesa pode prevenir o acimulo dessas
espécies reativas e o estresse oxidativo (SILVEIRA et al., 2011). Esses mecanismos sao
compostos por agentes enzimaticos e ndo enzimaticos distribuidos nos cloroplastos,
mitocondrias e peroxissomos, mediando praticamente a maior parte das rea¢fes bioquimicas e
catalisando reagdes quimicas, entre elas podemos citar as enzimas antioxidantes a superéxido
dismutase, ascorbato peroxidase, glutationa redutase, peroxidases, catalase e polifenoloxidase
e 0s metabdlitos antioxidantes acido ascorbico, a glutationa, o a-tocoferol e os carotenoides.
(KIM; KWAK, 2010; MYLONA,; POLIDOROS, 2011; DINAKAR et al., 2012).
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cultivadas em solo com lodo de curtume compostado
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Resumo

O nitrogénio afeta significativamente a produtividade do feijoeiro, € um dos nutrientes mais
limitantes a sua producdo sendo o mais absorvido e extraido pelo feijoeiro. Sua presenca ou
auséncia afeta a simbiose de vérias formas, em excesso, pode reduzir a eficiéncia simbiotica,
porém aplicado em pequenas quantidades, permite maior fixagdo bioldgica de nitrogénio
(FBN) consequentemente um aumento no crescimento dos nodulos. Em contrapartida, teores
muito baixos de nitrato no solo podem ser limitantes a atividade simbidtica. A simbiose do
feijdo-caupi com bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico, garante melhor
desenvolvimento vegetativo e produtivo, contribuindo para diminuicdo do uso de fertilizantes
nitrogenados. O objetivo desse trabalho foi avaliar parametros relacionados a FBN em plantas
de feijdo-caupi cultivadas em solo com aplicacdo de lodo de curtume compostado (LCC). O
experimento foi executado em blocos casualizados em esquema fatorial 4 x 2 (quatro doses de
LCC; inoculada ou ndo com BR 3267), com quatro repeticdes. As plantas de feijdo-caupi
inoculadas ou ndo foram cultivadas em vasos contendo solo suplementado com diferentes
doses de LCC e, ap6s 65 dias de experimento, avaliou-se: comprimento e espessura da raiz;
matéria fresca e seca da parte aérea, raizes e nddulos; taxa de crescimento absoluto; nimero
de nodulos; eficiéncia de fixacdo de nitrogénio; e nitrogénio acumulado. Observou-se, neste
experimento, que as plantas de feijdo-caupi inoculadas e suplementadas com 0, 5 e 10 t ha™ de
LCC apresentaram bom desempenho em relacdo a variaveis de crescimento e nimero de
nodulos. As plantas inoculadas com BR 3267 demonstraram Otima capacidade de fixar e
fornecer o nitrogénio, mostrando que a interacdo entre o feijdo-caupi e o rizébio, mesmo na
presenca do LCC, é capaz de suprir as necessidades da planta em relacdo ao contetdo de

nitrogénio e realizar uma FBN efetiva.

Palavras-chave: Residuos industriais, Bradyrhizobium sp., Inoculag&o.
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Abstract

Nitrogen significantly affects the common bean yield, is one of the most limiting nutrient to
its production being the most absorbed and extracted by the bean. Its presence or absence
affects the symbiosis in various ways, in excess, can reduce the symbiotic efficiency, but
applied in small amounts, allows greater biological nitrogen fixation (BNF) and,
consequently, an increase in the nodules growth. In contrast, very low levels of nitrate in the
soil may be limiting the symbiotic activity. Symbiosis of cowpea with atmospheric nitrogen
fixing bacteria allows better vegetative and productive development, contributing to decreased
use of nitrogen fertilizers. The aim of this study was to evaluate parameters related to BNF in
cowpea plants grown in soil with application of tannery sludge composted (TSC). The
experiment was performed in randomized blocks in a factorial 4 x 2 (four levels of TSC,
inoculated or not with BR 3267), with four replications. The cowpea plants (inoculated or not)
were grown in pots containing soil supplemented with different TSC levels, and, after 65 days
of experiment, were evaluated: length and thickness of the root; fresh and dry weight of
shoots, roots and nodules; absolute growth rate; number of nodules; nitrogen fixation
efficiency; and accumulated nitrogen. It was observed, in this experiment, that cowpea plants
inoculated and supplemented with 0, 5 and 10 t ha of TSC performed better performance in
relation to growth variables and number of nodules. Plants inoculated with BR 3267
demonstrated great ability to fix and provide nitrogen, showing that the interaction between
the cowpea and the rhizobia, even in the presence of TSC, is able to supply the necessity of

the plants in relation to nitrogen content and conduct an effective BNF.

Keywords: Industrial residues, Bradyrhizobium sp., Inoculation.
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1. INTRODUCAO

O nitrogénio influencia diretamente no crescimento vegetativo da planta,
desempenhando papel relevante na atividade fotossintética, influenciando a atividade da
nitrogenase, enzima responsavel pela conversdo do nitrogénio atmosférico em formas
disponiveis para as plantas, devido sua importancia estrutural nas moléculas de clorofila e
consequente aumento de produtividade do feijdo-caupi (NASCIMENTO et al., 2008), sua
caréncia € considerada um fator negativo aos ecossistemas, ocasionando drasticas reducdes
nos processos de producdo de biomassa, além de afetar a simbiose planta-microrganismos do
solo (SILVA et al., 2011). Em excesso, 0 nitrogénio pode reduzir a eficiéncia simbidtica,
porém, quando aplicado em pequenas quantidades, induz uma maior fixacdo biologica de
nitrogénio (FBN). Quando teores de nitrogénio estdo muito baixos no solo pode ocorrer a
limitacdo da atividade simbidtica efetiva (MOURA et al., 2009).

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), por meio da simbiose com bactérias,
pode fixar o nitrogénio atmosférico (N2) e garantir o melhor desenvolvimento vegetativo e
reprodutivo da cultura, contribuindo assim para uma considerdvel reducdo no uso de
fertilizantes nitrogenados (CHAGAS JR et al., 2010). A constante busca por sustentabilidade
nos sistemas agricolas tém apresentado a FBN como alternativa viavel para o uso de
fertilizantes nitrogenados, podendo suplementa-los ou até mesmo substitui-los (HUNGRIA,
2011), quando eficiente, o feijdo-caupi pode atingir altas produtividades. Segundo Zilli
(2009), parece ndo existir diferenca na produtividade em cultivos de feijdo-caupi utilizando
nitrogénio via adubacdo convencional e o nitrogénio oriundo da fixagdo simbidtica. Diante
disso, varios estudos tém sido realizados com o objetivo de avaliar a FBN e a eficiéncia
agrondmica de diferentes estipes de rizobio na busca de reduzir os custos de producdo e
aumentar a produtividade do feijdo-caupi (CHAGAS JUNIOR et al., 2010; COSTA et al.,
2011; GUALTER et al., 2011).

O presente estudo objetivou avaliar parametros relacionados a fixacéo biologica do
nitrogénio em plantas de feijao-caupi inoculadas com estirpe BR 3267 de Bradyrhizobium sp.,
em solo com seis anos de aplicagdes sucessivas de lodo de curtume compostado em diferentes

concentracgoes.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Descricdo da area de estudo

O experimento foi conduzido em condicdes de casa de vegetacdo localizada entre as
coordenadas 05°05°21” S e 42°48°07” W, que corresponde a uma &rea do campo experimental
do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui em Teresina-Piaui. O
municipio de Teresina apresenta temperaturas minimas e maximas de 23°C e 36 °C,
respectivamente, podendo ultrapassar os 40°C nos meses mais quentes. O clima da regido é
do tipo Tropical (Aw) segundo classificacdo de Kdppen e as médias anuais de umidade
relativa e precipitacdo séo de 72,6% e 1.336 mm, respectivamente (BASTOS; ANDRADE
JUNIOR, 2008).

2.2 Caracteristicas do solo utilizado

O solo utilizado no experimento foi coletado em uma area submetida a aplicacdo de
lodo de curtume compostado em diferentes doses por seis anos consecutivos. Apos a coleta,
3,8 kg de solo foram utilizados para encher os vasos utilizados no experimento. Para as
testemunhas absoluta e nitrogenada (zero t hat), utilizou-se o solo da uma érea adjacente que
ndo apresentou aporte de lodo de curtume compostado. O restante do solo foi coletado nas
parcelas que receberam as doses de 5; 10; e 20 t ha™, separadamente. O lodo de curtume
aplicado ao solo foi obtido no curtume Europa localizado no municipio de Teresina/Pl e
compostado no Centro de Ciéncias Agrarias. A area experimental apresentava historico de

cultivo de feijao-caupi e milho e foi previamente analisado (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo no sexto ano de aplicacdo de lodo de curtume
compostado (LCC).

Caracteristicas quimicas do solo analisado

dEﬁséél pH P K Na Al Ca Mg Cr
(H20) (mg dm3) (cmolc dm™3) (tkg?)
0 6,2 3,31 42,3 1,0 0,07 0,77 0,10 4,730
5 7,0 7,95 51,0 11 0,07 151 0,16 61,18
10 7.3 11,20 49,5 1,2 0,06 1,32 0,19 65,23
20 8,1 18,60 58,5 1,2 0,06 161 0,48 253,49

'Doses de LCC aplicadas em area experimental durante seis anos consecutivos. A dose zero (controle) ndo apresentou aporte de LCC.

2.3 Preparo do inoculante, inoculacédo e conducgao do experimento
A estirpe BR 3267 de Bradyrhizobium sp. utilizada no experimento foi cedida pela

Embrapa Agrobiologia (Seropédica/RJ). Inicialmente procedeu-se a purificacdo da estirpe
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BR 3267 utilizando meio YMA (Agar, Manitol e Extrato de Levedura) com adicdo de
vermelho Congo (indicador). Apoés a purificacdo, a estirpe BR 3267 foi multiplicada em tubos
de cultivo contendo meio YMA (sem a presenca do indicador). Para o preparo do inoculante,
a estirpe BR 3267 foi repicada para frascos tipo Erlenmeyers contendo meio liquido YM
(Manitol e Extrato de Levedura) e incubada em agitador rotatério (220 rpm; 28°C; 96 h).

Ap0s o preparo do inoculante, procedeu-se a inoculacdo das sementes de feijao-caupi
e a implementacdo dos tratamentos (Figura 1). Para a inoculacdo, adicionou-se 1,0 mL de
meio de cultura YM contendo a estirpe BR 3267 na concentragdo de 108 UFC mL?. As
sementes de feijdo-caupi cv. BRS Guariba inoculadas foram semeadas em vasos contendo as
seguintes doses de lodo de curtume compostado (LCC): zero (controle); 5; 10; e 20 t ha™.
Implementou-se ainda duas testemunhas: a testemunha absoluta, sementes de feijdo-caupi ndo
inoculada e ndo suplementada com adubacdo mineral; e a testemunha nitrogenada, sementes
de feijdo-caupi ndo inoculada e suplementadas com (NH4)2SO4 aos 7, 14 e 21 dias apds o
desbaste conforme as recomendacdes da analise de solo.

MAprD AbNd

Inoculada LCC

Nio inoculadas com BR 3267 Inoculadas com BR 3267
Figura 1. Esquema dos tratamentos apds a inoculacdo das sementes com a estirpe BR 3267
de Bradyrhizobium sp. Os numeros 0, 5, 10 e 20 representam as doses de lodo de curtume
compostado (LCC; t hal). Os termos TN e TA representam as testemunhas nitrogenada e

absoluta, respectivamente.

As sementes de feijdo-caupi cv. BRS Guariba utilizadas no experimento foram cedidas
pela Embrapa Meio Norte (Teresina/Pl), escolhida por ser a mais utilizada na regido e por ter
ciclo de desenvolvimento de aproximadamente 70 dias. Antes da semeadura, as sementes
foram desinfestadas de acordo com metodologia de Vincent (1970). Além disso, o0 solo foi
adubado antes do plantio conforme recomendacdo da anélise do solo. Durante a condugéo do
experimento, as plantas de feijdo-caupi foram irrigadas duas vezes por semana com solugéo
nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) modificada por Silveira et al. (1998) e isenta de

nitrogénio. As regas com agua foram feitas conforme a necessidade da cultura. A coleta foi

30



realizada aos 65 dias apds emergéncia e separou-se as raizes, os nddulos e a parte aérea
(folhas) para as posteriores analises.

2.4 Variaveis analisadas

Foram avaliados os seguintes caracteres nas plantas de feijdo-caupi: taxa de
crescimento absoluto (BENINCASA, 2003); espessura e comprimento da raiz; matéria fresca
e seca da parte aérea, raizes e noédulos; numero de nddulos; eficiéncia da fixacdo de nitrogénio
(GULDEN; VESSEY, 1998); teor de nitrogénio na matéria seca da parte aérea (Teor de N)
(TEDESCO et al., 1995); nitrogénio acumulado na parte aérea (Nacpa) e nos nddulos
(Nacnod); nodulacao especifica; eficiéncia relativa e eficacia (FARIA; FRANCO, 2002).

2.5 Analise estatistica

O experimento foi executado em delineamento inteiramente casualizado com esquema
fatorial 4 x 2 (quatro doses de LCC; inoculada ou ndo com BR 3267) com trés repeti¢des. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o software
estatistico ASSISTAT e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para o teste de normalidade, os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de crescimento absoluto (TCA) é uma medida utilizada para determinar a
velocidade média de crescimento da planta ao longo do periodo de observacédo
(BENINCASA, 2003). Neste estudo, os resultados encontrados demonstram que ndo houve
interacédo significativa para TCA entre as plantas inoculadas, refletindo um nédo favorecimento
do crescimento das plantas de feijao-caupi por parte da interacdo BR 3267 e lodo de curtume
compostado (Figura 2). O reduzido crescimento pode ser reflexo da acdo de fatores externos
como umidade, temperatura e radiacdo solar, visto que o experimento foi desenvolvido em
periodo com elevadas temperaturas, podendo ter havido uma reducdo da sua atividade
fotossintética, com efeitos negativos no crescimento das plantas, corroborando com a
afirmacdo de que a TCA estd intimamente relacionada com a fotossintese e que sofre

influéncia direta da temperatura e outros fatores externos (BENINCASA, 2003).
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Figura 2. (A) Taxa de crescimento absoluto (coeficiente de variagdo =32,42%) em plantas de
feijdo-caupi sem e com inoculacdo com Bradyrhizobium sp. (BR 3267) e submetidas as doses
de 0, 5, 10 e 20 t ha de lodo de curtume compostado (LCC). (B) Comparativo entre as

plantas inoculadas e as testemunhas absoluta (TA) e nitrogenada (TN).

A avaliacdo do crescimento e desenvolvimento das plantas é muito complexa por
envolver o efeito de fatores externos, bidticos e abioticos, sobre os processos fisioldgicos nas
plantas (DEY et al., 2004). Os valores médios de espessura de raiz apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos que receberam inoculacdo com a estirpe BR 3267 de
Bradyrhizobium sp. (Figura 3A). Os maiores valores de espessura de raiz (12,2 cm) foram
observados na dose 10 t ha de lodo de curtume compostado nas plantas sem inoculagio e 0s
menores valores (9,5 cm) foram encontrados em plantas inoculadas com BR 3267 e cultivadas
em solo com aplicacdo de 20 t ha™ de lodo de curtume compostado (LCC). Este resultado
mostra que ndo houve incremento por parte da associacdo de lodo de curtume compostado e a
inoculacéo.

N&o foi possivel identificar diferenca significativa entre os diferentes tratamentos para
o0 comprimento de raiz (Figura 3B), sendo que a testemunha nitrogenada apresentou valores
superiores (27,5 cm) aos tratamentos com e sem inoculacdo, sugerindo que o acréscimo de
lodo de curtume compostado ndo incrementou o contetdo de comprimento de raiz na maioria
dos tratamentos (Figura 3B), este comportamento pode ser atribuido a adubacdo mineral que
foi realizada no pré-plantio associada a acao dos rizébios nativos.
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Figura 3. (A) Espessura (CV*=7,22%) e (B) comprimento (CV#=8,62%) da raiz de plantas de
feijdo-caupi sem e com inoculacdo com Bradyrhizobium sp. (BR 3267) e submetidas as doses
de 0,5, 10 e 20 t ha'* de lodo de curtume compostado (LCC). *Coeficiente de variagéo.

Para a variavel massa fresca de raiz, ndo foram detectadas diferencas significativas
entre os tratamentos inoculados, nas doses 5 e 10 t ha? demonstrando que ndo houve
influéncia significativa da inoculagdo com BR 3267 e lodo de curtume compostado no
conteldo de massa fresca de raiz. A Figura 4A mostra que houve incremento nos valores de
massa fresca de raiz nas plantas de feijao-caupi inoculados ou ndo com BR 3267. As plantas
de feijdo-caupi ndo inoculadas com BR 3267 se sobressairam sobre aquelas que foram
inoculadas independente do aumento das doses de lodo de curtume compostado.

E possivel observar, ainda, que plantas de feijao-caupi ndo inoculadas e cultivadas no
solo com aplicagdo de 20 t ha de lodo de curtume compostado apresentaram maior valor
médio de massa fresca de raiz (54,9 g vaso™), comportamento que se repetiu nas plantas
inoculadas com BR 3267, apresentando maior conteddo de massa fresca de raiz na dose de
20 t ha! de lodo de curtume compostado (Figura 4A). Esse desempenho superior das plantas
ndo inoculadas pode ser atribuido ao melhor desempenho dos rizobios nativos neste
tratamento e a uma maior eficiéncia destas plantas em utilizar os nutrientes disponiveis no
lodo de curtume compostado (HUNGRIA et al., 2003). Os resultados de massa fresca de raiz
(MFR) e de massa seca da raiz (MSR) podem ser utilizados no calculo da relagdo MFR/MSR,
gue pode informar sobre o teor de agua nos tecidos, ou seja, que seria um indicativo do
“status” de agua na planta (PEIXOTO, 2010).
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Figura 4. Pardmetros de (A) massa fresca (CV#=20,93%) e (B) massa seca da raiz
(CV#=15,19%) de plantas de feijdo-caupi sem e com inoculagdo com Bradyrhizobium sp.
(BR 3267) e submetidas as doses de 0, 5, 10 e 20 t ha* de lodo de curtume compostado

(LCC). #Coeficiente de variacgao.

Em relacdo a massa seca da raiz, é possivel observar na Figura 4B que os tratamentos
apresentaram comportamento semelhante. A massa seca da raiz foi incrementada de acordo
com o0 aumento nas doses de lodo de curtume compostado presente no solo em plantas ndo
inoculadas e estas apresentaram menor valor de massa seca da raiz (6,7 g vaso™) na dose de
10 t ha™t e maior valor (10,9 g vaso™) na dose de 20 t ha'* de lodo de curtume compostado. As
plantas que receberam a inoculacdo também apresentaram a mesma tendéncia de crescimento,
no entanto, esse acréscimo foi menor (5,6 g vaso™ e 5,7 g vaso™ para as doses de 5 e 20 t ha?,
respectivamente). Estes resultados evidenciam o efeito positivo que o lodo de curtume
compostado aplicado ao solo pode promover ao desenvolvimento de plantas de feijao-caupi
inoculadas ou ndo com bactérias diazotréficas. De acordo com Benincasa (2003), a
distribuicdo de massa seca da planta permite discutir a translocagéo de fotoassimilados, e em
muitos casos facilitam a compreensao da resposta das plantas em termos de produtividade.

Neste estudo, as plantas dos tratamentos inoculados ou ndo com a estirpe BR 3267 de
Bradyrhizobium sp., nas diferentes doses de lodo de curtume compostado apresentaram
comportamento semelhante quando avaliados o conteldo de massa fresca da parte aérea de
plantas de feijdo-caupi (Figura 5A). Nos tratamentos ndo inoculados houve um decréscimo
desses valores nas doses 5 e 10 t ha de lodo de curtume compostado e o melhor desempenho
foi na dose de 20 t ha! de lodo de curtume compostado, comportamento que se repetiu nos

tratamentos inoculados com BR 3267. Este resultado, provavelmente, foi influenciado pelo
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maior teor de nitrogénio acumulado nas folhas dessas plantas (Figura 7B), o que estimulou a
atividade da enzima Rubisco e consequente aumento da atividade fotossintética destas plantas
(LONG et al., 2006).
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Figura 5. Parametros de (A) massa fresca (CV#=16,10%) e (B) massa seca da parte aérea
(CV#=15,58%) de plantas de feijdo-caupi sem e com inoculagdo com Bradyrhizobium sp.
(BR 3267) e submetidos as doses 0, 5, 10 e 20 t ha* de lodo de curtume compostado (LCC).

#Coeficiente de variag&o.

A massa seca da parte aérea informa sobre o estado nutricional da planta, maiores
valores podem inferir uma maior eficiéncia na translocacao de fotoassimilados (BORGES et
al., 2012). Na Figura 5B sdo apresentados os resultados referentes a massa seca da parte aérea
onde foi possivel constatar que ndo houve diferengas significativas entre os tratamentos
aplicados para as plantas ndo inoculadas com BR 3267. Neste tratamento, 0 aumento da
massa seca da parte aérea foi proporcional ao aumento das doses de lodo de curtume
compostado. Para os tratamentos inoculados, 0 melhor desempenho foi na dose 20 t ha de
lodo de curtume compostado, com comportamento variavel entre as demais doses.

De acordo com Gualter et al. (2011), bactérias fixadoras de nitrogénio contribuem de
forma significativa com um incremento da fixacdo biolégica do nitrogénio e, logo, com o
aumento de massa seca da planta. Em geral, as respostas do feijdo-caupi a adubacéo
nitrogenada e & inoculagdo tém sido variaveis quanto a producao de massa seca de parte aérea,
sendo observados efeitos positivos ou, em alguns casos, efeitos ndo significativos
(FARINELLI et al., 2006). A quantidade de nitrogénio fixado simbioticamente pela

associacao rizébio-planta pode estar relacionada com a biomassa dos nddulos.
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A massa seca dos nodulos é uma variavel importante na avaliacdo da nodulagdo por
rizbios em virtude da melhor correlagdo com o desempenho simbidtico, 0 nimero e massa
seca de nddulos sdo parametros indiretos que avaliam o processo de fixacdo biologica do
nitrogénio (HUNGRIA; BOHRER, 2000; PEIXOTO et al., 2010). Neste estudo, houve
diferengas significativas para massa fresca dos nédulos de plantas de feijdo-caupi entre 0s
tratamentos com e sem inoculagdo com BR 3267 nas diferentes doses de lodo de curtume

compostado (Figura 6A).
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Figura 6. (A) Massa fresca (CV#=13,02%) e (B) seca (CV#=19,58%) de nddulos; (C) nimero
de nddulos (CV*= 32,42%)); e (D) nodulagéo especifica (CV*= 12,56%) em plantas de feijao-
caupi sem e com inoculagdo com Bradyrhizobium sp. (BR 3267) e submetidas as doses de 0,

5,10 e 20 t ha™ de lodo de curtume compostado (LCC). *Coeficiente de variago.

O comportamento evidenciado nos tratamentos que receberam a aplica¢do do lodo de
curtume compostado associado a inoculagdo com BR 3276 mostrou que o aumento nas doses

de lodo de curtume compostado ndo favoreceu o aumento na massa fresca dos nddulos,
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havendo uma reducdo desse contetido nas doses 5 e 10 t ha™. Por outro lado, as plantas ndo
inoculadas com BR 3267 e cultivadas na presenca de lodo de curtume compostado
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos com incremento da massa fresca
dos nédulos nas doses 5 e 20 t ha* de lodo de curtume compostado (Figura 6A)).

Quanto a massa seca dos nddulos, ndo foi possivel detectar diferencas significativas
entre os tratamentos inoculados ou ndo (Figura 6B). As testemunhas absoluta (TA) e
nitrogenada (TN) apresentaram valores de MSN semelhantes (0,09 g vaso™). As plantas com
aporte de lodo de curtume compostado (sem ou com inoculacdo) apresentaram valores de
massa seca dos nédulos maiores, havendo um aumento desses valores até a dose de 10 t ha™.
Os resultados mostraram que o Bradyrhizobium sp. (BR 3267) apresentou capacidade de
nodular eficientemente as raizes de plantas de feijao-caupi. Entretanto, nas plantas cultivadas
na dose 10 t ha™* houve maior nimero de nodulos e isto possivelmente resultou da atuagdo da
populacdo nativa de bactérias fixadoras existentes no solo.

Em relacdo ao numero de nédulos (Figura 6C), o comportamento das plantas
inoculadas com BR 3267 e cultivadas em solo com o lodo de curtume compostado foi
variavel, sendo registrado o maior incremento na dose 10 t ha? (~108 nddulos vaso™) e
menores valores na dose 5 t ha (~73,5 nédulos vaso™?). Nos tratamentos sem inoculagio com
BR 3267, o numero médio de nédulos em plantas de feijdo-caupi foi maior na dose de 10 e
20 t ha't de lodo de curtume compostado (~81,5 e 82 nddulos vaso™, respectivamente) (Figura
6C). Estes resultados podem ser atribuidos ao fato da adi¢éo de elevados teores de nitrogénio
(fornecido pelo lodo de curtume compostado) ao solo afeta a massa de nodulos, porém,
parecem ndo inibir o desenvolvimento do nédulo e a FBN. De maneira geral, as aplicagdes de
doses elevadas de nitrogénio, principalmente na semeadura, ttm acdo negativa sobre a
nodulacédo e a FBN (CASSINI; FRANCO, 2006), comportamento observado na maior dose de
lodo de curtume compostado para todos os tratamentos.

O namero de nodulos por planta permite fazer inferéncias relativas a maior ou menor
susceptibilidade do hospedeiro a infeccdo por bactérias do género Rhizobium. Assim, 0
namero de noédulos é consequéncia da densidade de bactérias presentes no solo, representando
uma medida quantitativa do nimero de células presentes, uma maior nodulacdo pode ser
considerada como um forte indicativo de que a estirpe seja uma boa competidora e consegue
se sobressair em relagéo a outros microrganismos do solo (ALMEIDA et al., 2010). Podemos

observar ainda que o nimero de nédulos em plantas de feijdo-caupi que ndo foram inoculadas
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com BR 3267 e sem aporte de lodo de curtume compostado apresentaram valores semelhantes
aos encontrados para a testemunha nitrogenada (38,8 e 39,5, respectivamente).

N&o houve diferencas significativas para nodulacdo especifica em plantas de feijdo-
caupi cultivadas em solo sob aplicacdo de diferentes niveis de lodo de curtume compostado
com e sem inoculagdo com BR 3267 (Figura 6D). Vale ressaltar que as plantas que foram
inoculadas com a estirpe BR 3267 de Bradyrhizobium sp. apresentaram valores de nodulacéo
especifica superiores aquelas que nao foram inicialmente inoculadas, mas que foram
noduladas pelos rizobios nativos do solo. De acordo com Freitas et al. (2012), as estirpes de
rizbio nativas do solo sdo muito competitivas, entretanto apresentam baixa eficiéncia na
fixacdo de nitrogénio. As plantas de feijdo-caupi que foram cultivadas em solo que recebeu
aplicacdo de 10 t ha'de lodo de curtume compostado encontrou-se a maior nodulagéo
especifica, mostrando um bom desempenho da simbiose entre feijdo-caupi e Bradyrhizobium
sp. (BR 3267).

A quantidade de nitrogénio fixado simbioticamente pela associacdo rizobio-planta
pode estar relacionada com a biomassa dos nddulos, sendo muitas vezes expresso em termos
de eficiéncia de fixacdo de nitrogénio que indica o contetdo de nitrogénio acumulado na
massa seca dos nddulos (DEY et al., 2004). No presente trabalho, as plantas inoculadas com
BR 3267 apresentaram maior eficiéncia de fixacdo de nitrogénio quando comparadas as
plantas do tratamento TN e as plantas n&o inoculadas nas diferentes doses de lodo de curtume
compostado aplicadas ao solo (Figura 7A). Tal incremento foi progressivo de acordo com o
aumento das doses de lodo de curtume compostado aplicadas e este resultado evidencia o
efeito benéfico da presenca do rizobio na rizosfera.

Quanto ao teor de nitrogénio na massa seca da parte aérea, foi possivel detectar
diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 7B). Neste experimento, as plantas que
receberam inoculacdo com BR 3267 apresentaram acréscimo nessa variavel com o aumento
das doses de lodo de curtume compostado, registrando um efeito positivo da interacao
BR 3267 e das doses de lodo de curtume compostado aplicadas no solo. Tais resultados
sugerem maior eficiéncia do rizébio inoculado sobre os rizébios nativos do solo, ja que 0s
valores encontrados foram superiores aos da testemunha absoluta (TA) e nitrogenada (TN).
Na dose de 20 t ha* de lodo de curtume compostado houve maior actimulo de nitrogénio nos
nodulos, mesmo sendo este o tratamento com maior concentragdo de metais pesados no lodo

de curtume compostado.
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Figura 7. Parametros de (A) eficiéncia de fixacdo de nitrogénio e (B) teor de nitrogénio em
plantas de feijdo-caupi sem e com inoculacdo com Bradyrhizobium sp. (BR 3267) e

submetidas as doses de 0, 5, 10 e 20 t ha™ de lodo de curtume compostado (LCC).

Foram registradas diferencas significativas para as varidveis nitrogénio acumulado na
parte aérea e nos nddulos (Figura 8A). Houve maior acumulo de nitrogénio na parte aérea das
plantas inoculadas com BR 3267, principalmente nas que foram cultivadas em solo com
20tha' de lodo de curtume compostado. As plantas que ndo receberam inoculagio

apresentaram pico de acimulo de nitrogénio quando cultivadas em solo com 10 t ha™* de lodo

de curtume compostado.
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Figura 8. Nitrogénio acumulado na parte aérea (A) e em nodulos (B) de plantas de feijdo-
caupi sem e com inoculagdo com Bradyrhizobium sp. (BR 3267) e submetidas as doses de 0,

5,10 e 20 t ha™ de lodo de curtume compostado (LCC).
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Com relagdo ao nitrogénio acumulado nos nédulos, o maior acumulado foi observado
em nddulos de plantas de feijdo-caupi cultivadas em solo com aplicagdo de 10 t ha de lodo
de curtume compostado (Figura 8B). As plantas de feijao-caupi ndo inoculadas mostram
valores maiores (3,83 mg N) quando comparadas com aquelas que receberam a inoculagéo
com BR 3267 (2,47 mg N).

A eficiéncia relativa e a eficicia, ambos mostrados na Tabela 2, foram calculadas a
partir da comparacao entre as plantas que receberam inoculacdo com Bradyrhizobium sp. (BR
3267) e as testemunhas absoluta (TA) e nitrogenada (TN), respectivamente. As plantas
inoculadas com a BR 3267 apresentaram valores de eficiéncia relativa acima de 85%, sendo
consideradas “muito eficientes” (DATE; NORRIS, 1979).

Tabela 2. Eficiéncia relativa e eficdcia de plantas de feijdo-caupi inoculadas com
Bradyrhizobium sp. (BR 3267) e submetidos as doses de 0, 5, 10 e 20 t ha de lodo de

curtume compostado.

Doses de LCC (t ha?) Eficiéncia relativa (%)* Eficacia (%)
0 100,0 153,6
5 97,7 157,1
10 86,0 132,1
20 1116 1714

Eficiéncia = (matéria seca da parte aérea (MSPA) dos tratamentos inoculados/MSPA da testemunha absoluta) x 100;
2Eficacia = (matéria seca da parte aérea (MSPA) dos tratamentos inoculados/MSPA da testemunha nitrogenada) x 100.

As plantas de feijdo-caupi inoculadas e submetidas a 20 t ha'de lodo de curtume
compostado apresentaram maior percentual de eficiéncia relativa (111,62%) e eficacia
(171,42%) conforme mostrado na tabela 2. Estes resultados indicam que estas plantas, nas
condicdes do experimento, apresentam melhor capacidade de fixar o nitrogénio e
posteriormente fornecé-lo para que a planta possa crescer e se desenvolver adequadamente
(FIGUEIREDO et al., 2010).

4. CONCLUSOES
As plantas de feijao-caupi inoculadas com BR 3267 e suplementadas com as diferentes
doses de LCC néo tiveram o crescimento prejudicado e demonstraram caracteristicas de uma

eficiente nodulacdo (manutencdo dos niveis de nitrogénio e da FBN).
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CAPITULO II

Estresse oxidativo em nodulos de feijao-caupi cultivado em solo

com lodo de curtume compostado
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Resumo

O termo ‘estresse oxidativo’ descreve o desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantes
e a atuacdo do sistema de defesa antioxidante. A fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) pode
ser fortemente afetada pelo estresse oxidativo e, portanto, o sistema antioxidante tem a funcéo
de reduzir os danos causados pela acdo deletéria dos compostos oxidantes e manter uma
adequada FBN. O objetivo deste trabalho foi avaliar o estresse oxidativo em nodulos de
plantas de feijdo-caupi inoculadas com Bradyrizobium sp. (BR 3267) e cultivadas em solo
com aplicacéo de diferentes doses de lodo de curtume compostado (LCC). O delineamento foi
em blocos inteiramente casualizados com esquema fatorial 4 x 2 x 2, sendo quatro doses de
LCC (0; 5; 10; e 20 t ha!); inoculada ou ndo com BR 3267 e dois tempos de coleta (ponto de
florescimento e de emissao de vagens). Apds as coletas, determinou-se nos nddulos de plantas
de feijdo-caupi: o nivel de perdxido de hidrogénio; a concentragdo de leghemoglobina (LHb);
a atividades das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e peroxidase de fendis (POX); e das
enzimas do metabolismo do nitrogénio desidrogenase do glutamato aminante (GDHa) e
sintetase de glutamina (GS). Os niveis de peroxido de hidrogénio foram menores na dose de
10t hal de LCC nos nodulos de feijao-caupi coletados no periodo de florescimento e na
coleta das vagens. Observou-se que a LHb nos nodulos foi incrementada nas plantas
inoculadas e submetidas a 5 t ha® de LCC (no florescimento) e a 20 t ha® (na emissdo de
vagens). As enzimas CAT, GDHa, GS e POX foram diferentemente moduladas com relacéo
as doses de LCC aplicadas, presenca ou auséncia do BR 3267 e épocas de coleta. Durante o
florescimento, periodo onde a eficiéncia simbidtica € maior, a atividade das enzimas
antioxidantes foi maior nas doses 5 e 10 t ha* de LCC nas plantas inoculadas com BR 3267.
Ja na coleta das vagens, a atividade das enzimas CAT, GDHa e POX foram aumentadas nas
plantas inoculadas com BR 3267. Estas respostas podem estar associadas a contribuicdo da
inoculacdo a habilidade de certos genotipos em degradar substancias toxicas liberadas em

condicdes de estresse.

Palavras-chave: Residuos industriais, Espécies reativas de oxigénio, Danos celulares.
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Abstract

The term 'oxidative stress' describes the imbalance between the generation of oxidants
compounds and the action of the antioxidant defense system. The biological nitrogen fixation
(BNF) can be strongly affected by oxidative stress and therefore the antioxidant system works
to reduce the damage caused by the deleterious effects of oxidizing compounds and maintain
adequate BNF. The objective of this study was to evaluate the oxidative stress in nodules of
cowpea plants inoculated with Bradyrizobium sp. (BR 3267) and grown in soil with
application of different levels of tannery sludge composted (TSC). The experimental design
was randomized blocks with a factorial scheme 4 x 2 x 2, being four doses of TSC (0; 5; 10;
and 20 t hal); inoculated or not with BR 3267 and two collect times (flowering and emission
pods periods). After the collects, it was determined in the nodules of cowpea plants: the level
of hydrogen peroxide; the concentration of leghemoglobin (LHb); the activities of antioxidant
enzymes catalase (CAT) and peroxidase phenols (POX); and of the nitrogen metabolism
enzymes dehydrogenase of glutamate aminante (GDHa) and glutamine synthetase (GS).
Hydrogen peroxide levels were lower at a dose of 10 t ha® TSC in cowpea nodules collected
at flowering and at collect of pods. It was observed that the LHb in nodules was increased in
the inoculated plants and subjected to 5 t ha™ TSC (at flowering) and 20 t ha? (at collect of
pods). The CAT, GDHa, GS and POX enzymes were modulated differently with respect to
TSC doses applied, presence or absence of BR 3267 and collect periods. During the
flowering, period where the symbiotic efficiency is higher, the activity of antioxidant
enzymes was higher at 5 and 10 t ha* TSC levels in plants inoculated with BR 3267. Already
at collect of pods, the activity of CAT, GDHa and POX enzymes were increased in plants
inoculated with BR 3267. These responses may be associated with contribution of the
inoculation to ability of certain genotypes in degrade toxic substances released during

stressful conditions.

Keywords: industrial residues, reactive oxygen species, cellular damage.
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1. INTRODUCAO

As plantas séo frequentemente submetidas as mais diversas situagdes de estresse e,
portanto, recorrerem a diferentes formas de defesa em busca de eliminar os efeitos deletérios
destes estresses e retomar seu metabolismo normal. Os produtos dessas reagdes sdo
denominados espécies reativas de oxigénio (EROs) que se apresentam como radicais livres ou
na forma molecular de um ndo radical (SOARES et al., 2007). Entretanto, a producdo
excessiva desses radicais resulta em danos oxidativos (SHAMI; MOREIRA, 2004). A
exposicdo dos organismos a metais pesados pode proporcionar 0 aumento na concentracao de
radicais livres, também denominadas de espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs mais
comumente encontradas numa célula sdo o perdxido de hidrogénio (H-0z), oxigénio singleto
(*0y), radical superoxido ("O2) e o radical hidroxil ("fOH). O incremento destas EROs nas
células vegetais pode ocasionar aumento na atividade de enzimas antioxidantes e de seus
substratos especificos intracelulares que resultam em maior tolerdncia das plantas frente a
presenca das EROs (TARCHOUNE et al., 2010; CARVALHO et al., 2011).

O sistema de defesa antioxidante enzimatico é formado principalmente pelas enzimas
dismutases do superdxido, catalase, peroxidase do ascorbato e peroxidase de fendis
(CARVALHO et al., 2011). Estas se encontram distribuidas, principalmente, nas
mitocdndrias e nos cloroplastos que sdo locais com maior geracdo das EROs numa célula
vegetal (APEL; HIRT, 2004). Estas enzimas antioxidativas previnem a ocorréncia de danos
celulares as plantas pois sequestram e degradam as EROs presentes na célula
(SERKEDJIEVA, 2011). O aumento na atividade das enzimas antioxidativas nas células
vegetais na presenca de metais pesados tem sido sugerido como uma forma de defesa e,
portanto, uma resposta adaptativa ao estresse oxidativo (MISHRA et al., 2011). Além disso,
uma situacdo de estresse oxidativo ocasiona a senescéncia dos nddulos e o consequente
declinio da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) devido ao aumento das reacbes oxidativas
(RODRIGUES et al., 2013).

A capacidade de acionar mecanismos de defesa antioxidantes visa superar os efeitos
do estresse oxidativo e minimizar os danos a FBN que, portanto, resultam em efeitos positivos
no estabelecimento da cultura (MISHRA et al., 2011). Quando o processo de FBN € reduzido
ou prejudicado ha uma manifestacdo de danos celulares e, diante disso, € de vital importancia
0 uso de praticas que favorecam as contribui¢cBes proporcionadas pela FBN e reduzam os
efeitos deletérios do estresse oxidativo e aumentem a produtividade vegetal (ALCANTARA
et al., 2009; FERREIRA et al., 2011). Diante do exposto, este trabalho objetivou avaliar o
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metabolismo antioxidativo em nddulos de plantas de feijao-caupi inoculadas com
Bradyrizobium sp. (BR 3267) e cultivadas em solo com aplicagdes sucessivas de lodo de

curtume compostado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 DescricOes da area de estudo, instalacéo e conducédo do experimento

O experimento foi conduzido em condi¢fes de casa de vegetacdo localizada no campo
experimental do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal do Piaui
(Teresina/Pl). O clima da regido ¢ classificado segundo Képpen como do tipo Tropical (Aw) e
a média anual de precipitacéo é de 1.336 mm (BASTOS; ANDRADE JUNIOR, 2008). Para a
conducédo do experimento, foram utilizados vasos plasticos contendo 3,8 kg de um Neossolo
flavico de textura franco arenoso, coletado em uma area com aplicacdo de lodo de curtume

compostado por seis anos consecutivos na profundidade de 0-20 cm.

2.2 Caracteristicas do solo

O solo utilizado no experimento foi coletado em uma area submetida a aplicacdo de
lodo de curtume compostado (LCC) por seis anos consecutivos com histérico de cultivo de
feijdo-caupi e milho (Tabela 1). A coleta foi realizada nas parcelas que recebiam o LCC em
diferentes doses (5; 10; e 20 t ha'l). Para as testemunhas, foi utilizado solo sem aplicagdo de
LCC. O LCC aplicado ao solo foi obtido no curtume Europa localizado no municipio de

Teresina/Pl e compostado no Centro de Ciéncias Agrérias (CCA).

Tabela 1. Caracteristicas quimicas do solo com aplicacdo de lodo de curtume compostado

(LCC) utilizado no experimento.

Parametros analisados

dEﬁséél pH P K Na Al Ca Mg Cr
(H20) (mg dm3) (cmolc dm3) (tkg?)

0 6,2 3,31 42,3 1,0 0,07 0,77 0,10 4,73
5 7,0 7,95 51,0 11 0,07 151 0,16 61,18
10 7.3 11,20 49,5 1,2 0,06 1,32 0,19 65,23
20 8,1 18,60 58,5 1,2 0,06 161 0,48 253,49

!Doses de LCC aplicadas em area experimental durante seis anos consecutivos. A dose zero corresponde ao controle e ndo apresenta aporte
de LCC.

2.3 Preparo do inoculante, inoculacédo e conducgao do experimento

A estirpe BR 3267 de Bradyrhizobium sp. utilizada no experimento foi cedida pela

Embrapa Agrobiologia (Seropédica/RJ) e esta foi inicialmente repicada para tubos de cultivo
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contendo meio YMA (Agar, Manitol e Extrato de Levedura). Apés verificada a purificagéo,
procedeu-se a multiplicacdo da estirpe e o preparo do inoculante bacteriano. A bactéria foi
repicada para frascos tipo Erlenmeyers contendo meio liquido YM (Manitol e Extrato de
Levedura) e incubada em agitador rotatorio (220 rpm; 28 °C; 96 h).

Ap0s o preparo do inoculante, procedeu-se a inoculacdo das sementes de feijao-caupi
e a implementacdo dos tratamentos (Figura 1). Para a inoculagéo, adicionou-se 1,0 mL de
meio de cultura YM contendo a estirpe BR 3267 na concentragdo de 108 UFC mL?. As
sementes de feijdo-caupi cv. BRS Guariba inoculadas foram semeadas em vasos contendo as
seguintes doses de lodo de curtume compostado (LCC): zero (controle); 5; 10; e 20 t ha™.
Implementou-se ainda duas testemunhas: a testemunha absoluta, sementes de feijdo-caupi néo
inoculada e ndo suplementada com adubacdo mineral; e a testemunha nitrogenada, sementes
de feijdo-caupi ndo inoculada e suplementadas com (NH4).SO4 aos 7, 14 e 21 dias apds o

desbaste conforme as recomendacdes da analise de solo.

PRI Bshd

Inoculada

Nio inoculadas com BR 3267 Inoculadas com BR 3267
Figura 1. Esquema dos tratamentos apds a inoculacdo das sementes com a estirpe BR 3267
de Bradyrhizobium sp. Os ndmeros 0, 5, 10 e 20 representam as doses de lodo de curtume
compostado (LCC; t hal). Os termos TN e TA representam as testemunhas nitrogenada e

absoluta, respectivamente.

As sementes de feijdo-caupi cv. BRS Guariba utilizadas no experimento foram cedidas
pela Embrapa Meio Norte (Teresina/Pl) e, antes da semeadura, seguindo metodologia
proposta por Vincent (1970). O solo utilizado no experimento foi adubado antes do plantio
conforme recomendacéo da analise do solo. Durante a conducdo do experimento, as plantas
de feijdo-caupi foram irrigadas duas vezes por semana com solucdo nutritiva de Hoagland e
Arnon (1950) modificada por Silveira et al. (1998) e isenta de nitrogénio. As regas com agua
foram feitas conforme a necessidade da cultura.

As coletas foram realizadas em duas épocas: no periodo de florescimento (aos 45 dias

apos emergéncia) e na emissao das vagens (aos 65 dias apos emergéncia). No momento da
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coleta, as plantas tiveram as suas raizes, nddulos e parte aérea (folhas) devidamente
separadas. Apds a separacao das parti¢des, os nddulos pesados e, imediatamente, congelados

até o momento das determinagdes bioquimicas.

2.3 Determinagdes bioquimicas
2.3.1 Niveis de peroxido de hidrogénio e de leghemoglobina

Para determinar os niveis de peroxido de hidrogénio (H20.) foi utilizado o método
descrito por Brennan e Frenkel (1977). Noédulos frescos (~100 mg) foram pesados e
macerados na presenca de 1,0 mL de TCA 5% por aproximadamente 3 min. Apo6s a
maceracao, as amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 5 min a 4 °C e o sobrenadante
recolhido. Posteriormente, 100 uL do sobrenadante foi misturado com reagentes especificos e
lido em espectrofotémetro a 415 nm. A concentracdo de H,O> foi calculada com base em uma
curva padrdo de H20; e os dados foram expressos em pmol H.02 gtMF (massa fresca). Para
a determinacdo da concentracdo de leghemoglobina, utilizou-se o reagente de Drabkin
conforme descrito por Smagghe et al. (2009). A concentracdo de leghemoglobina foi

calculada e expressa em mg g* MF.

2.3.2 Atividades enzimaticas

Para a determinacdo da atividade enzimatica, macerou-se 0,1 g de nddulos frescos na
presenca de tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0) adicionado de EDTA 1,0 mM.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 25 min a 14.000 g (4°C) e o
sobrenadante foi recolhido e utilizado na determinacéo da atividade enzimatica.

A determinacdo da atividade da enzima catalase (EC 1.11.1.6) foi realizada como
descrito por Havir e Mchale (1987). Aliquotas de extrato enzimatico foram adicionadas ao
tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), contendo peréxido de hidrogénio (H202) a
20mM a 30 °C. A atividade foi determinada com base no decaimento da absorbancia a
240 nm e calculada com base no coeficiente de extingdo molar do H20, (36 mM™ cm™) e
expressa em pmol H.0, gt MF min™.

A atividade de desidrogenase do glutamato aminante (EC 1.4.1.2) foi determinada
segundo metodologia proposta por Coombs e Hall (1982). Aliquotas do extrato foram
misturadas ao meio de reacdo contendo tampdo TRIS-HCI 50 mM (pH 7.,4) adicionado de a-
cetoglutarato 7 mM, NH4Cl 10 mM, CaCl. 2,0 mM e NADH 0,25 mM. A reacdo foi
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acompanhada em espectrofotometro pelo decaimento da absorbancia a 340 nm e os dados
expressos em pumol NADH g MF min™,

A atividade da enzima sintetase de glutamina (EC 6.3.1.2) foi determinada de acordo
com metodologia descrita por Elliott (1955). Aliquotas do extrato enzimatico foram
transferidas para tubos de ensaio contendo tampéo Tris-HCI 0,25 M (pH 7,0), ATP 30 mM,
glutamato de sédio 0,3 M, MgSO4 0,5 M e solucdo de hidroxilamina [cloridrato de
hidroxilamina e NaOH (1:1)]. Apés 30 min em banho-maria (30 °C), a reacdo foi
interrompida com adi¢do da solucdo férrica &cida (FeClz 10% em HCI 0,2 M), TCA 24% e
HCI 50%. As amostras foram centrifugadas a 3.000 g por 10 min e a absorbancia mensurada
em 540 nm. A atividade da sintetase de glutamina foi calculada com base na curva-padrao de
y-glutamil-hidroximato (GGH) e os resultados expressos em pmol GGH g* MF hl,

A atividade de peroxidase de fenois (EC 1.11.1.7) foi determinada segundo Amako et
al. (1994). Aliquotas do extrato enzimatico foram transferidas para tubos de ensaio e
misturados com tampédo fosfato de potéssio 50 mM (pH 7,0) contendo pirogalol 20 mM. A
reacao foi conduzida a 25 °C e teve inicio com adicdo de H202 20 mM. Apos 120 segundos, a
reacao foi interrompida com a adicdo ao meio de reacdo de H.SO4 0,5%. As amostras foram
lidas em espectrofotdmetro a 420 nm e a atividade foi calculada com base no coeficiente de
extingdo molar de 2,47 mM™ cm™? para o pirogalol a 420 nm. Os dados expressos em pmol
pirogalol g™* MF min™.

2.4 Analises estatisticas

O experimento foi executado em blocos inteiramente casualizado com esquema
fatorial 4 x 2 x 2, sendo quatro doses de LCC (0; 5; 10; e 20 t ha); inoculada ou ndo com
BR 3267 e dois tempos de coleta (ponto de florescimento e ponto de emissdo de vagens), com
trés repeticdes. O efeito das doses de LCC foi avaliado com base na anélise do coeficiente de
determinacdo (R?), enquanto que o efeito da presenca ou auséncia da inoculacdo, em cada
diferente dose de LCC aplicada foi analisado pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
variaveis foram submetidas previamente a analise de variancia (ANOVA) utilizando o
software ASSISTAT.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
O peroxido de hidrogénio (H20.) foi acumulado em maiores quantidades nos nédulos

guando as plantas de feijdo-caupi inoculadas com BR 3267 foram cultivadas em vasos
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contendo 5,0 t ha! de lodo de curtume compostado no periodo de florescimento (Figura 2A).
No periodo de emissdo das vagens, as plantas de feijdo-caupi inoculados com BR 3267 a
testemunha absoluta (TA) e a nitrogenada (TN) apresentaram valores similares da
concentracdo de H.O (Figura 2B). O acumulo de H.O; nessas doses pode influenciar
negativamente a atividade fotossintética tendo em vista que pode reduzir a quantidade de
moléculas envolvidas nesse processo, por exemplo, a degradacdo da Rubisco, conforme
comentado por Soares et al. (2004). Além disso, as altas concentracdes de H20O. podem
sinalizar condigdes de estresse no interior celular. O H>O> é uma espécie reativa de oxigénio
(EROs) de pequeno tamanho e, portanto, consegue atravessar membranas celulares e migrar
em compartimentos diferentes, difundindo os danos e também atuando como um mensageiro
da condicdo de estresse (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).
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Figura 2. Niveis de perdxido de hidrogénio em nodulos de plantas de feijao-caupi inoculadas
ou ndo com Bradyrhizobium sp. (BR 3267) submetidas aos diferentes niveis de lodo de

curtume compostado (0; 5; 10; e 20 t ha') e coletados no periodo de florescimento (A) e na

emisséo das vagens (B).

A concentracdo de leghemoglobina foi incrementada em plantas inoculadas com
BR 3267 e submetidas a dose de 5,0 t ha de lodo de curtume compostado, no periodo de
florescimento e dose 20 t ha*de LCC, no periodo de coleta de vagens (Figura 3). O processo
de fixacao bioldgica do nitrogénio esta diretamente associado com o teor de leghemoglobina e
esta variavel pode ser utilizada como indicador de ocorréncia deste processo. Conforme

Appleby et al. (1992), a leghemoglobina atua na difusdo de oxigénio (O2) para 0S processos
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de respiracdo e fosforilagdo oxidativa que ocorrem no bacteroide e mantém a sua

concentracdo em niveis baixos visando impedir a inativacdo da nitrogenase.
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Figura 3. Concentracdo de leghemoglobina em nodulos de plantas de feijao-caupi inoculadas
ou ndo com Bradyrhizobium sp. (BR 3267) submetidas aos diferentes niveis de lodo de

curtume compostado (0; 5; 10; e 20 t ha') e coletados no periodo de florescimento (A) e na

emissdo das vagens (B).

N&o houve interacdo significativa entre as doses de lodo de curtume compostado
aplicadas e a atividade de catalase em nddulos de feijao-caupi nas duas épocas de cultivo
(florescimento e na emissdo das vagens) conforme mostrado na Figura 4. No periodo de
florescimento, houve maior atividade de catalase em nddulos de plantas de feijao-caupi
inoculadas com BR 3267 e submetidas a 5,0 t ha* de lodo de curtume compostado (Figura
4A). J& na época de emissdo das vagens, observou-se maior atividade de catalase em nddulos
de plantas de feijdo-caupi inoculadas com BR 3267 e submetidas & 20 t ha® de lodo de
curtume compostado (Figura 4B). A atividade da catalase é efetiva, sobretudo, em elevadas
concentracdes de H.O. e, portanto, € considerada indispensavel no controle de EROs,

especialmente em condigdes de estresse severo (DUBEY, 2011).
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Figura 4. Atividade da enzima catalase em nodulos de plantas de feijao-caupi inoculadas ou
ndo com Bradyrhizobium sp. (BR 3267) submetidas aos diferentes niveis de lodo de curtume
compostado (0; 5; 10; e 20 t ha™) e coletados no periodo de florescimento (A) e na emissdo

das vagens (B).

Observou-se maior atividade de glutamato desidrogenase aminante em nddulos de
plantas de feijdo-caupi inoculadas com BR 3267 no periodo do florescimento quando estas
foram submetidas a 5,0 t ha® de lodo de curtume compostado (Figura 5A). No periodo de
emissdo das vagens, a atividade de glutamato desidrogenase aminante foi maior na dose 20 t
ha? de lodo de curtume compostado (Figura 5B). A glutamato desidrogenase aminante atua
no metabolismo do glutamato, molécula importante na assimilacdo de aménia, oxidacdo de
proteinas de reserva e sintese de poliaminas que minimizam o estresse causado pela presenca
da EROs (LEA et al., 2007). Ferreira et al. (2002) ressaltam a importancia da glutamato
desidrogenase aminante na translocacdo de nitrogénio organico e em outros processos vitais
que controlam o crescimento e 0 desenvolvimento das plantas e, consequentemente, no

acumulo de fitomassa e na produtividade das culturas.
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Figura 5. Atividade de glutamato desidrogenase aminante em nodulos de plantas de feijao-
caupi inoculadas ou ndo com Bradyrhizobium sp. (BR 3267) submetidas aos diferentes niveis
de lodo de curtume compostado (0; 5; 10; e 20 t ha™) e coletados no periodo de florescimento

(A) e na emissdo das vagens (B).

A atividade da enzima sintetase de glutamina em nddulos de plantas de feijao-caupi
inoculadas ou ndo com BR 3267 no periodo do florescimento e na emissdo das vagens esta
mostrada na Figura 6. A atividade de GS nos tratamentos inoculados com BR 3267 foi maior
na dose de 20 t ha* de lodo de curtume compostado tanto no periodo do florescimento (Figura
6A) quanto no periodo de coleta de vagens (Figura 6B). Segundo Larrainzar et al. (2009), a
atividade de GS pode ser detectada ja na fase inicial de estabelecimento dos nédulos e
aumentam a medida que os nodulos se desenvolvem. A sintetase de glutamina atua na
conversdo da aménia em aminodcidos e previne seu acumulo no interior dos bacteroides, o
que poderia resultar em toxicidade e inibicdo da FBN e, portanto, é considerada uma via
complementar em condigOes de alto suprimento de amonia ou de adversidade ambiental
(WANG et al., 2007).
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Figura 6. Atividade de sintetase de glutamina em nddulos de plantas de feijdo-caupi
inoculadas ou ndo com Bradyrhizobium sp. (BR 3267) submetidas aos diferentes niveis de
lodo de curtume compostado (0; 5; 10; e 20 t ha™) e coletados no periodo de florescimento

(A) e na emissao das vagens (B).

N&o houve interacdo significativa entre as doses de lodo de curtume compostado
aplicadas e a atividade de peroxidase em nédulos de feijdo-caupi no florescimento e também
na emissao das vagens (Figura 7). No florescimento, observou-se maior atividade de POX em
nddulos de feijdo-caupi inoculadas com BR 3267, principalmente na dose de 10 t ha® de lodo

de curtume compostado (Figura 7A).
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Figura 7. Atividade de peroxidase em nodulos de feijao-caupi sem e com inoculacdo com
Bradyrhizobium sp. (BR 3267) coletados no periodo de florescimento (A) e na emisséo das
vagens (B) e submetidos aos diferentes niveis de lodo de curtume compostado (0; 5; 10; e 20 t
ha de LCC).
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No periodo de emissdo das vagens, a atividade de peroxidase foi mais elevada quando
as plantas de feijao-caupi foram submetidas a 20 t ha' de lodo de curtume compostado
(Figura 7B). A atividade elevada de peroxidase pode ser relacionada com inibicdo do
crescimento vegetal e formacdo de pigmentos escuros nos ndédulos (CARVALHO et al.,
2011).

4. CONCLUSOES

A inoculacdo com a estirpe BR 3267 de Bradyrhizobium sp. minimizou os efeitos do
estresse oxidativo em nddulos de feijdo-caupi cultivado em solo suplementado com lodo de
curtume compostado. Estes efeitos positivos foram observados principalmente na dose de 20 t
ha! de lodo de curtume compostado (maior dose aplicada) e no periodo de emissdo das

vagens, época que corresponde ao aumento da senescéncia natural dos nédulos.
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ANEXOS
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L S

Anexo 1.Vista geral do experimento.
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Anexo 2. (A) Emissdo dos botdes florais aos 40 dias apos emergéncia; (B) inicio da floragdo
aos 45 dias apds emergéncia de plantas de feijdo-caupi inoculadas ou ndo com
Bradyrhizobium sp. (BR 3267) e submetidos aos diferentes niveis de lodo de curtume

compostado.
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Anexo 3. Plantas de feijao-caupi aos 45 dias apds emergéncia inoculadas ou ndo com
Bradyrhizobium sp. (BR 3267) e submetidos aos diferentes niveis de lodo de curtume
compostado.
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