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REGISTRO DE IMPACTO

O tratamento de sementes de grao-de-bico com cobalto, molibdénio e
Mesorhizobium ciceri contribuem para aumentar a eficiéncia da fixacao biologica de
nitrogénio, contribuindo para a cultivo sustentavel, por reduzir o uso de fertilizantes, e

aumento na qualidade nutricional dos graos sem elevar os custos de producgéao.



IMPACT RECORD

The treatment of chickpea seeds with cobalt, molybdenum and Mesorhizobium
ciceri contributes to increase the efficiency of biological nitrogen fixation, contributing
to sustainable cultivation, by reducing the use of fertilizers, and increasing the

nutritional quality of the grains without increasing production costs.
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EFEITO DO TRATAMENTO DE SEMENTES DE Cicer arietinum COM COBALTO,
MOLIBDEI\JIO E BA}CTERIAS PROMO'I:ORAS DE CRESCIMENTO DE PLANTAS
NA FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

RESUMO - O gréo-de-bico (Cicer arietinum, L) € uma cultura relevante e estratégica.
E relevante por ter grande valor nutricional, sendo muito adotado na alimentacéo
humana em todo o mundo. E estratégica pois pode ser utilizada em sucess&o de
cultivos com outros cereais, e possui capacidade de enriquecimento do solo devido
sua habilidade em realizar fixacéo biolégica de nitrogénio, o que lhe confere também
grande relevancia ambiental. No entanto, a area de cultivo de grao-de-bico no Brasil
€ pouco expressiva. Um dos fatores que levam a isso é a escassez de informacdes
sobre a cultura, principalmente no que tange a nutricdo das plantas relacionada com
molibdénio (Mo) e cobalto (Co). Além disso, comercialmente nao existem inoculantes
especificos registrados para esta cultura. Diante disso, 0 objetivo com essa tese foi
averiguar os efeitos do tratamento de sementes com Co e Mo e a inoculagdo com
bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) sobre a eficiéncia da fixacao
biolégica de nitrogénio (FBN) em grdo-de-bico. Para isso, realizaram-se trés
experimentos (I, Il e 1ll) em casa de vegetacdo. O experimento | foi realizado para
determinacdo das doses maximas de Co e Mo e a cultivar a serem usadas nos
experimentos seguintes. No experimento |l foi avaliado o efeito da inoculacdo com
Rhizobium leguminosarum bv. Vicea, Mesorhizobium ciceri, Rhizobium
leguminosarum (Semia 396), Bacillus subtilis e Bradyrhizobium ssp, na nodulacéo das
plantas. No estudo experimento Ill foram definidas as doses ideais de Co e Mo para o
tratamento de sementes dessa cultura. Plantas obtidas de sementes inoculadas com
Mesrhizobium ciceri tiveram 85% mais nddulos ativos e viaveis, comparado a
Rhizobium Leguminosarum, que foi a BPCP que apresentou o segundo melhor
resultado. O tratamento de sementes de gréo-de-bico com doses combinadas de Co
e Mo e inoculadas com Mesrhizobium ciceri aumentou a eficiéncia da FBN, o que foi
definido pelo aumento na nodulagéo das raizes das plantas, com maior massa seca

nodular e aumento da concentracdo de ureideos totais.

Palavras-chave: Mesorhizobium ciceri, grao-de-bico, inoculacdo de sementes,
ureideos, nodulagao.



EFFECT OF Cicer arietinum SEED TREATMENT WITH COBALT, MOLYBIDENIUM
AND PLANT GROWTH PROMOTING BACTERIA ON BIOLOGICAL NITROGEN
FIXATION

ABSTRACT - Chickpea (Cicer arietinum, L) is an important and strategic crop. It is
important because it has high nutritional value and is widely used in human food
worldwide. It is strategic because it can be used in rotation with other cereals and can
enrich the soil due to its ability to biologically fix nitrogen, which also gives it great
environmental importance. However, the area under chickpea cultivation in Brazil is
not very productive. One of the reasons for this is the lack of information about the
plant, especially in terms of plant nutrition. In addition, there are no specific inoculants
approved commercially for this crop. Therefore, the objective of this work was to
investigate the effects of seed treatment with cobalt (Co) and molybdenum (Mo) and
inoculation with plant growth promoting bacteria (BPCP) on the efficiency of biological
nitrogen fixation (BNF) in chickpea. For this purpose, three experiments (I, Il and IlI)
were conducted in a greenhouse. Experiment | was conducted to determine the
maximum Co and Mo doses and the cultivar to be used in subsequent experiments. In
experiment Il the effect of inoculation with Rhizobium leguminosarum bv. Vicea,
Mesorhizobium ciceri, Rhizobium leguminosarum (Semia 396), Bacillus subtilis and
Bradyrhizobium ssp, on nodulation of plants was studied. In the experimental study IlI,
the ideal Co and Mo doses for treating seeds of this crop were determined. Plants
derived from seeds inoculated with Mesrhizobium ciceri had 85% more active and
viable nodules compared to Rhizobium leguminosarum, the BPCP, which gave the
second-best result. Treatment of chickpea seeds with combined doses of Co and Mo
and inoculation with Mesrhizobium ciceri increased the efficiency of BNF, which was
defined by the increase in nodulation of plant roots, with greater nodule dry mass and

increased concentration of total ureides.

Keywords: Mesorhizobium ciceri, chickpea, seed inoculation, ureides, nodulation.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 Introducéao

O gréo-de-bico possui grande importancia social, ambiental e nutricional. Essa
leguminosa é adaptavel a amplas variagdes climaticas. Porém, por possuir baixa
demanda hidrica, geralmente é cultivada em regides de clima arido e semiarido
(Ramirez et al., 2018). Assim como outras leguminosas, 0 grao-de-bico possui
capacidade de fixacdo biolégica de nitrogénio atmosférico (FBN), por meio de
simbiose com rizébios. Essa importante caracteristica contribui para o cultivo dessa
planta em solos que sao pobres em nitrogénio, nutriente requerido em grande
guantidade pela maioria das plantas, principalmente as leguminosas que armazenam
N nos grdos em forma de proteinas, e consequentemente reducdo dos custos com
adubacédo (Palmero et al. 2022; Romanya and Casals 2020).

Entretanto, a FBN de grdo-de-bico ainda é considerada ineficiente, porque ndo
supre a necessidade total de N para essas plantas. Um dos motivos € a auséncia de
inoculantes com bactérias especificas para a cultura, a nivel comercial e ndo existem
informagdes suficientes sobre o tratamento de sementes com Co e Mo.

Para a cultura da soja, por exemplo, h& diversos estudos sobre a eficiéncia da
FBN. Na area de nutricdo mineral de plantas, a utilizacdo de elementos, como o Co,
o Mo e o Ni, tém tido avancos importantes para melhorar a interacao de plantas de
soja com bactérias pertencentes ao género Bradyrhizobium, altamente eficientes na
realizacdo da FBN (Lavres et al., 2016). Esses estudos para a cultura da soja, tem
garantido o sucesso da FBN e, consequentemente, reduzindo os custos de producao
e aumentando a produtividade e o rendimento de grdos, aumentando o interesse do
produtor em cultivar essa leguminosa. Além de economicamente viavel, a FBN € uma
pratica sustentavel, por reduzir o uso de fontes inorganicas de N, em cuja obtencao
gue se utilizam de grandes quantidades de energia. Também evita 0 excesso de N
inorganico nos solos, para além da demanda das culturas, evitando contaminacao do
ambiente, principalmente da agua.

Em contrapartida, o grao-de-bico, principalmente as novas cultivares lancadas

recentemente pela Embrapa, mais produtivas e adaptadas ambientalmente ao cerrado



brasileiro, aumentaram a demanda nutricional dos cultivos e a necessidade de
elaboracdo de estudos relacionados a area de nutricdo mineral de plantas. O pouco
conhecimento sobre a cultura no Brasil, ndo tem atraido produtores para o cultivo
dessa leguminosa.

O Mo e o Co sédo fundamentais no processo de FBN, por participarem como
cofatores de compostos importantes relacionados as reacdes de ativacdo, reducao e
oxidagao do N. Entretanto, ndo se sabe do ponto de vista de nutricdo de plantas, sobre
a utilizacao desses elementos na eficiéncia da FBN em grao-de-bico. Além disso, nédo
estd estabelecido dose ideal de Mo e Co para o tratamento das sementes dessa
leguminosa, fazendo-se necessarios estudos de avaliacdo da fixacdo biolégica de N
e do tratamento de semente com Co e Mo para verificacdo da eficiéncia da nodulagéo

e da possivel interferéncia nas bactérias usadas como inoculante.

2 Revisao de literatura

2.1.1Caracterizacéo e importancia do gréo-de-bico

Cicer arietinum, popularmente conhecido como gréo-de-bico, feijao-de-bico ou
grama bengala € uma leguminosa pertencente a familia Fabacea, e subfamilia
Faboideae, foi uma das primeiras leguminosas a ser domesticada no Oriente Médio
(Lev-Yadun et al., 2000, Rybinski et al., 2019). Atualmente € considerada a terceira
leguminosa mais cultivada no mundo, com producédo total de 14,2 milhdes de
toneladas por ano e rendimento médio de 960 kg ha! (Romanya & Casals 2020).

Atualmente, a india é o maior produtor de grdo-de-bico, representando cerca
de 70% da producdo global, seguida pela Australia, Paquistdo, Mianmar, Etiépia,
Turquia, Ird, México, Canada e Russia. A Australia € o maior exportador de grao-de-
bico, responsavel por mais de um terco do volume total das exportagdes mundiais,
seguida pela Russia, india, México, Canad4, Estados Unidos, Etiépia, Argentina,
Tanzania e Ird (Ramirez et al., 2018).

O grao-de-bico do tipo Desi e Kabuli s&o os mais cultivados e possuem algumas
diferencas entre si. As cultivares do tipo Desi, que s&o considerados os de

microsperma, tem as flores de coloracdo rosa ou vermelho, hastes coloridas devido a



presenca de antocianinas. As sementes possuem o revestimento colorido e espesso,
com o peso variando de 0,1 g a 0,3 g por semente (Jukanti et al., 2012; Rybinski et
al., 2019). As cultivares do tipo Kabuli (macrosperma) possuem as flores brancas,
baixa pigmentacédo de antocianinas no caule e as sementes tem a coloragdo branca
ou bege, com a forma de cabeca de carneiro, peso variando de 0,2 g a 0,6 ge como
tegumento liso e fino (Frimpong et al., 2009; Jukanti et al., 2012; Rybinski et al., 2019).

As cultivares de grao-de-bico do tipo Desi estdo em cerca de 80 a 85% da area
total cultivada com gréo-de-bico no mundo, principalmente no subcontinente indiano,
na Africa Oriental e na Australia. As cultivares do tipo Kabuli ttm maior valor de
mercado, o que estd relacionado ao tamanho dos seus grdos. Sdo amplamente
cultivadas na Bacia do Mediterraneo, Asia Ocidental, Norte da Africa, América do
Norte e Europa (Jukanti et al., 2012).

2.1.2 Qualidade nutricional do gréao-de-bico

O gréo-de-bico pode ser utilizado na alimentacdo animal, na confeccdo de
biopolimeros termoplasticos e na melhoria da fertilidade do solo, como adubo verde,
devido a sua capacidade de fixacdo de N atmosférico (Palmero et al., 2022). No
entanto, sua maior relevancia € na alimentacdo humana, principalmente nos paises
em desenvolvimento (Boukid 2021; FAO, 2016) em virtude do seu alto valor
nutricional, principalmente fibras solGveis e insolaveis, carboidratos complexos,
proteinas, vitaminas, zinco, ferro, célcio, enxofre, magnésio e acido félico (Jukanti et
al., 2012; Rachwa-Rosiak et al., 2015).

Ao contrério de outras leguminosas, como a soja por exemplo, o grao-de-bico
apresenta baixos teores de 6leos e gorduras. Porém, em seu 6leo sdo encontrados
tocoferois, esterois e tocotriendis, que séo nutricionalmente importantes e medicinais.
Essas propriedades medicinais oferecem beneficios a saude, como no controle do
diabetes, da pressao arterial e do peso, atua contra doencas cardiovasculares e
digestivas e na prevencao de alguns tipos de cancer (Jukanti et al., 2012). Ainda,
apresenta propriedades antifungicas, antibacterianas, anti-inflamatorias e

antiulcerativas.



A necessidade de maior ingestao de alimentos vegetais ricos em proteinas, em
substituicdo as carnes, tem aumentado a demanda internacional de grao-de-bico
(Wallace et al., 2016), devido ao habito alimentar, cultural e religioso do oriente
(Fischer, 2016) e, atualmente, com as praticas veganas e vegetarianas. Na india, por
exemplo, 30% da populacao é vegetariana (Shridhar et al., 2014), devido a questdes
religiosas, ligadas ao hinduismo (Fischer, 2016). Segundo Jukanti et al. (2012), a
utilizacdo do grao-de-bico na alimentacdo € comum em paises em desenvolvimento,
devido as suas caracteristicas nutricionais e ao aumento da populacdo vegana e
vegetariana. Com isso, tem sido reconhecido como uma excelente fonte de proteina

e incluido como parte de uma dieta saudavel.

2.1.3 Fixacdao bioldgica de nitrogénio

O nitrogénio é o elemento exigido em maior quantidade pelas plantas,
principalmente pelas leguminosas, que séo altamente exigentes, devido ao grande
teor de proteina presente nos graos, podendo elevar os custos de producdo com
fertilizantes nitrogenados. Porém, apresentam como vantagem a capacidade de
realizar simbiose com microrganismos, aproveitando o nitrogénio atmosférico (N2)
(Palmero et al., 2022).

A fixacéo biolégica de nitrogénio (FBN) é uma das alternativas mais eficazes
para reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados, melhorar a nutricdo das plantas,
reduzir os impactos ambientais, como as perdas de N por lixiviacdo e volatilizacéo, e
aumentar os teores de N no solo (Palmero et al., 2022; Romanya & Casals, 2020).

Embora parte do N fixado pelas leguminosas, como o grao-de-bico, seja
removida na colheita dos gréos, que possuem altos teores de proteina, pode ocorrer
contribuicdo residual de N para os solos agricolas, aumentando a fertilidade do solo
com N (Romanya & Casals, 2020). Isso implica na melhoria da produtividade das
proximas culturas em sistema de rotacao.

Nas plantas leguminosas, os cofatores metalicos, tais como cobalto e
molibdénio, sdo requeridos pelas bactérias endossimbidticas localizadas nas células

corticais do sistema radicular (Bosse et al., 2021). No entanto, em solos tropicais,



geralmente &cidos, a deficiéncia desses elementos pode ser induzida,

comprometendo a fixagao bioldgica do N.

2.1.4 Disponibilidade e distribuicdo de Co e Mo em solos

O cobalto (Co) € um metal de transi¢ao, oriundo de rochas da crosta terrestre.
Na forma natural o Co é composto pelo isétopo estavel >°Co, e pode assumir diferentes
estados de oxidacdo: Co3*, Co?* e de forma menos comum Co*. O Co é comumente
encontrado em associacdo ao Ni e Cr presentes em rochas méficas e basalto, com
concentracdo média de Co de 150 e 48 mg kg, respectivamente. Também esta
presente nos minerais como eritrite  [Co3(As0)4)2:(8H20)], glaucodote
[(Coo.50Feo0.50)AsS] e escuterudita (CoAss - x) (Albanese et al., 2015).

No solo, os teores de Co s&o variaveis, podendo ser encontradas
concentragdes entre 1 a 60 mg kg, podendo ocorrer valores maiores em virtude do
material de origem (Albanese et al., 2015; Campo et al., 2009) e das atividades
antropicas (Liu et al., 2019). A concentracdo média de Co nos solos é de 10 a 40 mg
kg™ (He et al., 2005). Em locais onde ocorre a mineragdo desse metal, por exemplo,
a sua concentracdo pode ser 1000 vezes superior, quando comparado a solos
normais (Lange et al., 2014).

A disponibilidade de Co?* é regida por mecanismos complexos, intimamente
relacionados a todos o0s processos biogeoquimicos que ocorrem na rizosfera (Lange
et al., 2014), e pode ser afetada pelas propriedades biol6gicas (Zaborowska et al.,
2016), fisicas e quimicas do solo, como pH, matéria organica do solo (Liu et al., 2019),
oxidos de ferro e manganés (Lange et al., 2014), teor de argila e a propria
concentracdo desse metal no solo. O ion Co?* tem alta mobilidade no solo, e em
valores de pH proximos de 5,5 apresenta maior solubilidade e disponibilidade,
podendo ser lixiviado.

O molibdénio (Mo) é um elemento essencial para as plantas (Broadley , 2012)
e também outros organismos (Magalon et al., 2011). E considerado um metal pesado
ou elemento traco, sendo necessario no ambiente em pequenas quantidades. As
concentracdes de Mo observadas nos solos do mundo sdo de 1 a 5 mg kg, e em

solos com elevados teores de metais o0 Mo encontra-se na faixa de 10 a 100 mg kg
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(He et al., 2005). Elevadas concentracbes do Mo no solo, semelhantemente ao Co,
tornam-se um importante inibidor da atividade de desidrogenases e urease
(Zaborowska et al., 2016).

A forma rastreavel, é a forma redox Mo*°, presente no solo em pH maior do que
5 (Buekers et al.,, 2010; Woodward et al., 2018). A forma predominante do Mo
observada na solucédo do solo em pH maior que 5 é de anion molibdato (MoO42),
forma sollvel e mais absorvida pelas plantas (Buekers et al., 2010). No entanto, em
pH do solo menor do que 5 podem ocorrer espécies desprotonadas na forma de
molibdato de hidrogénio (HMoO4-) ou molibdato dihidrogénio (H2MoOQa4) (Buekers et
al., 2010).

A disponibilidade do Mo na solug&o do solo € variavel, devido a sua dindmica
no solo: solivel na solucdo do solo; adsorvido na fracdo coloidal; retido na rede
cristalina dos minerais primarios; e quelada a matéria organica. Dentre os fatores que
mais influenciam a disponibilidade do Mo, tem-se o pH. A adsor¢do maxima de Mo
ocorre em pH baixo e perto do pH 8 a adsor¢cdo do Mo praticamente ndo acontece
(Buekers et al., 2010).

Desta forma, em solos tropicais, intemperizados, ricos em Oxidos de ferro e
aluminio e com acidez alta, a adsorcao é favorecida, o que reduz a disponibilidade de
Co e Mo (McGrath et al., 2010). Além disso, com o passar dos anos a deficiéncia de
Co e Mo na soja e nas demais culturas tem se intensificado. Muito em funcdo da
exportacdo destes elementos pelas culturas na forma de gréos, fibras, colmos e
demais produtos agricolas, promovendo a reducdo da disponibilidade desses
elementos nos solos cultivados com soja e com as demais culturas. Com isso, a
medida que a agricultura se intensifica e as produtividades aumentam, cria-se a

necessidade de fornecimento desses elementos.

2.1.5Tratamento de sementes com cobalto e molibdénio

Uma forma de otimizar o aproveitamento de Co e Mo € por meio do tratamento
de sementes. O tratamento de sementes com micronutrientes € considerada uma
pratica barata e eficiente, podendo melhorar a emergéncia, o estabelecimento das

plantulas e o aumento na produtividade da cultura (Farooq et al. 2012). Além disso, a
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integracdo da inoculacdo com o tratamento de sementes com micronutrientes
aumenta o vigor das sementes e pode prolongar o seu tempo de armazenamento
(Farooq et al. 2012; Shcherbakova et al. 2017). O cobalto e o molibdénio sao
importantes na nutricdo de plantas, no caso do Co plantas leguminosas, e
normalmente séo utilizados no tratamento de sementes de soja e estdo diretamente
ligados ao metabolismo do nitrogénio. Segundo Farooq et al. (2012), o tratamento de
sementes com esses elementos, em muitos casos, é mais eficiente do que a aplicacéo
via solo.

O Co é considerado um elemento benéfico para algumas plantas,
principalmente para as leguminosas, pois compde a vitamina B12 (cobalamina), que
tem funcdo de impedir a inativacdo da enzima nitrogenase (Gopalakrishnan et al.,
2018). Os efeitos benéficos do Co também incluem retardamento da senescéncia
foliar, inibicdo da biossintese de etileno e estimulacdo da biossintese de alcalbides
(Palit et al., 1994).

O Mo faz parte de duas metaloenzimas: a nitrogenase, que auxilia as bactérias
dos nédulos das leguminosas a fixar o nitrogénio atmosférico, e a redutase do nitrato,
enzima de relevante importancia na assimilagcdo do N na planta (Gopal et al., 2016).
Embora seja um nutriente requerido em baixas quantidade em solos acidos, como do
cerrado brasileiro, as plantas podem apresentar deficiéncia de Mo, pois sua
disponibilidade é influenciada quando o pH do solo esta abaixo de 7 (Sims, 2000). A
capacidade de fixacdo biolégica de N nas plantas leguminosas é severamente
prejudicada pela auséncia de Mo. A deficiéncia de Mo em gréo-de-bico, pode ocorrer
a reducédo na producédo e tamanho de flores e em alguns casos nédo abrirem ou
amadurecerem, levando a um menor rendimento de graos (Gopal et al., 2016). Antes
disso, sua deficiéncia acarreta sintomas de deficiéncia de N, devido ao acumulo de
nitrato, forma de N n&o assimilavel pelas plantas, prejudicando seu desenvolvimento
(Broadley , 2012).

2.1.6 Co como cofator na biossintese de cobalamina (vitamina B12)

O Co é um elemento importante para a fixacdo biolégica do nitrogénio

atmosfeérico (N2). Isso porque ele € um componente da cobalamina (vitamina B12) e
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seus derivados, que da origem a leg-hemoglobina, quando sofre a acdo da enzima
mutase do metilmalonil CoA (Figura 1). Todo esse processo ocorre no interior do
nédulo do bacteroide. Porém, quando o suprimento do Co € deficiente, prejudica a
sintese da leg-hemoglobina, afeta a sintese de metionina e do DNA nos nédulos dos
bacteroides (Dilworth & Chatel, 1984), por reduzir a eficiéncia da atividade da
nitrogenase e, consequentemente, a absor¢cdo (N2) e assimilacdo do nitrogénio é
prejudicada (Ali et al., 2010; Dilworth & Chatel, 1984).

A cobalamina é uma biomolécula sintetizada majoritariamente por
protobactérias (Lu et al., 2020). Apresenta-se em diferentes formas quimicas, que
podem estar enzimaticamente ativas como adenosilcobalamina (Ado-B12),
metilcobalamina (Me-B12), hidroxocobalamina (OH-B12), e na forma inativa de
cianocobalamina (CN-B12). As formas ativas atuam como cofatores enzimaticos para
procariotos e eucariotos (Cheng et al., 2016; Younis, 2011). Algumas enzimas sao
conhecidas por ser dependentes da cobalamina, dentre elas a sintetase da metionina,
redutase de ribonucleotideos e a mutase de metil malonill-coA que esta envolvida na
sintese da leg-hemoglobina (Dilworth & Chatel, 1984).

A leg-hemoglobina € um pigmento de uma proteina hemocromatica, que
confere coloracdo avermelhada em nédulos ativos (Figura 1). A leg-hemoglobina
regula o suprimento ideal de oxigénio, mantendo a enzima nitrogenase ativa no
nodulo. Desta forma, a atividade da nitrogenase aumenta com aumento do teor de
leg-hemoglobina (Ali et al., 2010).

Figura 1. Fotografia do interior de nédulos ativos de gréo-de-bico (Cicer arietinum L.),
com coloracdo rosacea, cortados histologicamente e obtido das plantas

tratadas com inoculantes com Mesorhizobium ciceri. Fonte: Da autora.



13

2.1.7 Mo nas enzimas assimiladoras de nitrogénio (nitrato redutase e
nitrogenase)

O Mo é um elemento essencial para as plantas superiores, requerido em
pequenas quantidades. Semelhante a outros metais necessarios para o crescimento
das plantas, o Mo patrticipa de reagfes de reducéo e oxidacdo em enzimas vegetais
especificas. Essas enzimas usam o Mo metalico na forma de molibdénio cofator
(Moco). O Mo é integrante de um complexo organico de pterina, molibdopterina, o qual
€ denominado molibdénio cofator (Moco), que se liga as molibdoenzimas, enzimas
que requerem Mo. A pterina tem a funcdo de posicionar o atomo catalitico Mo
corretamente dentro do centro ativo, controlar seu comportamento redox, e
provavelmente participar da transferéncia de elétrons para ou do atomo de Mo (Hille
et al., 2011).

Existem mais de 50 enzimas que sao catalisadas pelo Mo, importantes nos
ciclos do carbono, nitrogénio e enxofre, dentre as quais se destacam nitrogenase,
nitrato redutase, sulfito redutase, aldeido oxidase e xanthina redutase/oxidase,
encontradas em plantas (Hille et al. 2006). A eficacia bioquimica entre as enzimas
que requerem Moco, depende das varia¢cdes na estrutura enzimatica, particularmente
nos ambientes de coordenacao do Mo (Mintmier et al., 2020).

No ciclo do N, duas importantes enzimas sdo ativadas por Mo: a nitrato
redutase e a nitrogenase. Nessas enzimas o Mo atua como grupo prostético e
ativador enzimatico. Assim como outras enzimas molibdicas nas plantas, a nitrato
redutase (NR) € uma proteina homodimérica, em que cada subunidade idéntica é
capaz de operar de forma independente na reducao de nitrato (Broadley , 2012), cada
uma é composta por trés dominios funcionais: o dominio n-terminal associado a um
cofator de molibdénio (Moco), o dominio de heme central (citocromo b557) e o dominio
FAD terminal C (Schwarz & Mendel, 2006).

A NR é uma proteina que representa uma cadeia de transporte de elétrons
curta localizada no citosol, que catalisa a transferéncia de dois elétrons de NADPH
para nitrato (em que o N com estado de oxidacao +5), € reduzido a nitrito (em que o
N tem estado de oxidacdo +3), e ainda reduzido a amoénio (com N no estado de
oxidacdo —-3) nos plastideos. De forma resumida a NR age com um catalisador na
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primeira etapa do NO3z~ caminho de reducéo, produzindo NO2~, que por sua vez é
ainda mais reduzido a NH4*, que sera convertido em compostos organicos (Yu et al.,
2010). A outra funcao da NR € a reducao do nitrito para 6xidos nitrico e nitroso.

Na planta, as formas quimicas nitrato, nitrito e amoénio, em concentracdes
elevadas sdo toxicas. Isso ocorre quando fatores ambientais, isoladamente e
especialmente associados, interferem na atividade da enzima NR, tais como caréncia
de Mo, grande disponibilidade de nitrato no solo e pouca luz (Kovacs et al., 2015). A
atividade da NR é mais eficiente com o fornecimento adequado de Mo, indicando que
ha uma relacéo estreita entre os niveis de Mo, absorcéo de nitrato, reducéo de nitrato
e assimilacao geral de nitrogénio (Abbasifar et al., 2020; Kovéacs et al., 2015). Diante
disso, a aplicacdo de Mo interfere nos rendimentos agricolas aumentando o peso
fresco, seco e a altura da planta, aumento da atividade da NR, aumento da
concentracéo de clorofila (a e b) e aumento do N-protéico e reduzindo a concentracéo
de NOs, (Abbasifar et al., 2020).

A nitrogenase é uma metaloenzima importante para o processo de FBN,
catalisando a reacgéo de quebra do N2 atmosférico, convertendo o N para a forma de
NHs, com gasto energético (ATP). A enzima nitrogenase realiza o processo de fixagdo
de N de forma complexa e semelhante ao processo industrial, porém nas condi¢cfes
ambientais ideais. A nitrogenase € uma enzima complexa, muitas vezes denominada
complexo enzimatico da nitrogenase, pois € constituida por duas proteinas
componentes (Rousk et al., 2017). Uma delas é a Fe-proteina | (NifH), um homodimer
contendo uma ponte de subunidade contendo 4 a&tomos de Fe e 4 &tomos de S (FesSa4)
e um local de vinculagéo de trifosfato de adenosina (ATP) dentro de cada subunidade.
A outra proteina componente € a Fe-Mo proteina (NifDK), que € a proteina catalitica
gue tem o Mo, a qual € um a2B2-tetramero contendo um aglomerado P (FesS7) em
cada interface a/B-subunidade e um cluster M (MoFe7SeC-homocitrate) dentro de cada
a-subunidade (Hu & Ribbe, 2016; Howard & Rees, 1996). Desta forma, o Mo participa
ativamente do processo de FBN, pois sua presenca aumenta a atividade da

nitrogenase (Rousk et al., 2017).
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218 Co e Mo no metabolismo de ureideos na nodulacdo de plantas

leguminosas

O fornecimento de Co e Mo favorece aumento de peso, numero e tamanho dos
nodulos em leguminosas (Alam et al., 2015; Rod et al., 2019). Isso porque o Co esta
envolvido no processo de formagéo da cobalamina nos bacteroides, que regula trés
enzimas que estao associadas a atividade do ndédulo na raiz. Essas enzimas s&o:
disthionina sintetase - responséavel pelo tamanho do bacteroide e sintese proteica;
reductase do ribonucleotideo - que determina a sintese de DNA e a divisao celular do
Rhizobium , e mutase do metilmalonil-coA- envolvida na sintese da leg-hemoglobina
(Ali et al., 2010; Dilworth & Chatel, 1984). Com isso, a deficiéncia de Co inibe a
iniciacdo dos nodulos (Alam et al., 2015).

Em plantas leguminosas, o Moco € requerido para ser parte constituinte da Fe-
Mo proteina. O FeMoco é utilizado por bactérias diazotréficas que vivem dentro de
orgaos radiculares diferenciados, os nédulos. Esses 6rgdos se desenvolvem em um
processo complexo a partir da deteccédo de fatores de nodulacéo rizobial, gene NifDK,
pela planta hospedeira, que leva a enrolacéo capilar das raizes, captura de bactérias,
hidrélise da parede celular vegetal e entrega de bactérias ao primérdio do nddulo
radicular através de um fio de infeccdo (Tejada-Jiménez et al., 2017).

Apos a formacdo do nodulo, e atuacdo da nitrogenase a mobilizacdo e
exportacdo de nitrogénio fixado para fora do nédulo, requer a atividade da enzima
xanthine dehidrogenase/oxidase (XDH). Dependendo das espécies de leguminosas,
0 nitrogénio fixado € exportado como amidas (glutamina e asparagina) ou ureideos
(alantoina e acido alantdico), que séo inicialmente derivados da quebra oxidativa das
purinas. Durante esse processo, XDH catalisa a converséo da hipoxantina em xantina
e a xantina para acido urico (Baral & lzaguirre-Mayoral, 2017; Schwarz & Mendel,
2006). Com isso, a deficiéncia de Mo pode prejudicar o transporte via xilema do N
reduzido no nédulo.

O metabolismo de ureideos sofre grande influéncia do ambiente, mas é
considerado importante, principalmente para plantas que estdo em condicdo de
estresse (Baral & Izaguirre-Mayoral, 2017). Notadamente, a aplicacdo de Co e Mo em

plantas de amendoim aumentou a concentracdo de ureideos totais, porém o0s
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aminoacidos representaram a maioria dos compostos nitrogenados, podendo indicar
que a aplicagdo de Co e Mo favorece a incorporacdo de amonia em compostos de
menor peso molecular, tais como os aminoacidos (Gerico et al., 2020).

2.1.9 Bactérias promotoras de crescimento de plantas

A adocdo de sistemas de producdo sustentaveis que visam elevar as
producdes agricolas, tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos, sem nao
agredir o meio ambiente (Santos et al., 2019). Plantas leguminosas como grao-de-
bico (Cicer arietinum) tem grande relevancia na alimentacdo humana e animal (Merga
& Haji, 2019), devido ao seu alto valor proteico (Jukanti et al., 2012). No entanto, para
uma producédo sustentavel de grao-de-bico é necessario que o processo de fixacao
biologica de nitrogénio (FBN) seja eficiente, fornecendo o nitrogénio (N) necessario
para as plantas e garantindo altos rendimentos (Merga & Haji, 2019).

Uma alternativa € o uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas. O
uso de Bradyrhizobium é bem conhecido na cultura da soja, por promover a eficiéncia
da FBN nessa cultura (Moretti et al., 2018). Muitas outras bactérias sdo usadas para
promover o crescimento de plantas. Uma das mais difundidas no Brasil e no mundo
sdo as cepas de Azospirillum, que tem sido amplamente utilizadas em inoculantes
comerciais para culturas de graos, incluindo leguminosas e ndo-leguminosas (Santos
et al., 2019).

As bactérias promotoras de crescimento de plantas, sdo comumente referidas
como um grupo heterogéneo de bactérias que vivem perto ou na superficie das raizes,
podem facilitar direta ou indiretamente o crescimento das plantas (Gopalakrishnan et
al., 2018). Os mecanismos de acdo empregados por essas bactérias incluem a
producdo de auxina, acido indol acético, ACC deaminase, citocinina, giberelina,
cianeto de hidrogénio, sideréforos, fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosforo,
resisténcia sistémica induzida e biocontrole contra fitopatégenos (Laranjeira et al.,
2021).
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CAPITULO 2 — CONTRIBUICAO DA UTILIZACAO DE COBALTO E MOLIBDENIO
EM CULTIVARES DE GRAO-DE-BICO

Resumo — O tratamento de sementes de leguminosas com Co (cobalto) e Mo
(molibdénio)  proporcionam mudancas hno desempenho fisiologico e
consequentemente aumentam o acumulo de nitrogénio na parte area da planta e
aumento da matéria seca. O objetivo desse estudo foi identificar genétipos de grao-
de-bico mais responsivo no tratamento de sementes com Co e Mo. O experimento foi
realizado em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x2, com
quatro repeticdes. Os tratamentos consistiram em 3 gendtipos de grao-de-bico: BRS
Aleppo, BRS Cristalino e BRS Toro; e no tratamento de sementes com ou sem Co+Mo,
nas doses de 45 mg kg Co e 450 mg kg* Mo. Plantas de grdo-de-bico oriundas de
sementes tratadas com Co+Mo apresentaram aumento na altura, no diametro do
caule, na area foliar, na concentracao de clorofila a+b (16%) e de carotenoides (7%),
em comparacao as plantas controle. O tratamento de sementes de grao-de-bico com
Co+Mo aumentou o acumulo de nitrogénio e massa seca da parte aérea e da raiz nas
cultivares ‘BRS Cristalino’ e ‘BRS Aleppo’. Os gendtipos ‘BRS Cristalino’ e ‘BRS
Aleppo’ foram mais responsivos ao tratamento de sementes com Co e Mo.
Experimentos futuros devem ser conduzidos para averiguar a dose ideal de Co e Mo
com 0s genaotipos mais responsivos para verificar o potencial de aumento da producéao

grao-de-bico.

Palavras-chave: Cicer arietinum, genoétipos, tratamento de sementes, nitrogénio.
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1 Introducéao

O gréo-de-bico (Cicer arietinum L) € uma das culturas mais importantes no
mundo como fonte de proteina diretamente na alimentacdo humana. E uma boa fonte
de carboidratos e sua proteina € considerada de melhor qualidade, quando
comparada a de outras leguminosas (Jukanti et al., 2012). Além disso, o gréo-de-bico
€ rico em &cidos graxos insaturados nutricionalmente importantes, como os &cidos
linoleico e oleico. As sementes de gréo-de-bico séo ricas minerais como Ca, Mg, P e,
principalmente, K; vitaminas, como riboflavina, niacina, tiamina, folato e o precursor
da vitamina A, o B-caroteno (Jukanti et al., 2012). Diante disso, tem sido considerada
uma cultura importante na seguranga alimentar e nutricional (Merga & Haji, 2019).

No Brasil, o cultivo do gréo-de-bico tem aumentado, sobretudo no bioma
Cerrado. Em virtude das pesquisas e da disponibilidade de cultivares mais produtivas
e adaptadas as condic6es edafoclimaticas do pais, as cultivares do grupo kabuli - BRS
Aleppo, BRS Cristalino e BRS Toro, lancadas pela Embrapa hortalicas, possuem
produtividade média de 2500 kg ha!, enquanto que a produtividade média mundial é
de 900 kg ha? (Nascimento and Silva 2019).

Um dos fatores que limitam a produtividade de gréo-de-bico é a nutricdo, uma
vez que a cultura normalmente é cultivada em regifes com solo de baixa fertilidade
(Merga & Haji, 2019). No Brasil, as maiores areas de cultivo estdo no Mato Grosso e
Goias (N. and Silva, 2019), regibes de Cerrado, que possuem solos altamente
intemperizados, com baixa fertiidade natural, acidez acentuada e baixa
disponibilidade de nutrientes (Lopes & Guimardes Guilherme, 2016), sendo
necessarias praticas de corre¢ao.

Além disso, para otimizacdo do aproveitamento de elementos requeridos em
pequenas quantidades pelas plantas, como os micronutrientes e elementos benéficos,
o tratamento de sementes mostra-se viavel, pois € uma pratica barata e eficiente,
podendo melhorar a emergéncia, estabelecimento das plantulas e aumento na
produtividade da cultura (Frimpong et al., 2009).

O Co é considerado um elemento benéfico para plantas leguminosas, pois
compde a vitamina B12 (cobalamina), que tem funcdo de impedir a inativacdo da
enzima nitrogenase, regulando a entrada de oxigénio (Gopalakrishnan et al., 2018).
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Os efeitos benéficos do Co também incluem retardamento da senescéncia foliar,
inibicéo da biossintese de etileno e estimulacdo da biossintese de alcal6ides (Palit et
al., 1994).

O Mo faz parte do grupo prostético de duas metaloenzimas: a nitrogenase, que
auxilia as bactérias dos nddulos das leguminosas a fixar o nitrogénio atmosfeérico, e a
redutase do nitrato, enzima de relevante importancia na assimilacdo do N na planta
(Gopal et al., 2016). A capacidade de fixagdo biologica de N nas plantas leguminosas
€ severamente prejudicada pela auséncia de Mo e Co. A deficiéncia de Mo em gréo-
de-bico, pode ocorrer a reducao na producao e tamanho de flores e em alguns casos
nao abrirem ou amadurecerem, levando a um menor rendimento de sementes graos
(Ahlawat et al. 2007). Antes disso, sua deficiéncia acarreta sintomas de deficiéncia de
N, devido ao acumulo de nitrato, forma de N ndo assimilavel pelas plantas,
prejudicando seu desenvolvimento (Broadley, 2012).

A hip6tese desse estudo € que o tratamento de sementes de grao-de-bico com
doses combinadas de cobalto e molibdénio proporcionam mudangas no desempenho
fisioldgico e consequentemente aumentariam o acumulo de nitrogénio na parte area
de gendtipos da planta e aumento da matéria seca. Desta forma, o objetivo desse
estudo foi identificar gendtipos de grao-de-bico mais responsivo no tratamento de

sementes com cobalto e molibdénio.

2 Material e Métodos

2.1 Descricao do local de realizacdo do estudo e design experimental

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, com temperatura (25° £ 5)
e umidade (65° + 5) controladas, no periodo de maio a agosto de 2020, na
Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(Unesp/FCAV), campus Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 3x2, com quatro repeticdes. Os tratamentos consistiram em 3

cultivares de gréo-de-bico: BRS Aleppo, BRS Cristalino e BRS Toro; e no tratamento
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de sementes com ou sem Co+Mo, nas doses de 45 mg kg?' e 450 mg kg¥,

respectivamente, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Resumo da representacdo esquematica do estudo com cultivares de grao-

de-bico, sem e com aplicacdo de cobalto e molibdénio.

Tratamento Cultivares Co+Mo
T1 BRS Aleppo Sem
T2 BRS Cristalino Sem
T3 BRS Toro Sem
T4 BRS Aleppo Com
T5 BRS Cristalino Com
T6 BRS Toro Com

Sem: ndo adicdo de Co+Mo no tratamento de sementes. Com:
adicado de doses combinadas de Co+Mo nas concentracdes de 45

mg kg e 450 mg kg1, respectivamente.

Em 250 g de sementes de gréo-de-bico foram aplicadas 1 mL de solucéo
acucarada a 10% (para aumentar a aderéncia ao inoculante), posteriormente fez-se o
tratamento com doses combinadas de Co+Mo nas concentracdes de (45 mg kg e
450mg kg?), respectivamente e em seguida foi aplicada com 5 mL do inoculante
“Biomax® Premium Liquido” formulado com a bactéria Rhizobium tropici.

ApoOs a inoculacdo, as sementes foram imediatamente plantadas em vasos
contendo 8 dm? de solo, a uma profundidade de 2 cm. Foi utilizado um Latossolo
Amarelo Distrofico (LAd) de acordo com o Sistema Brasileiro de Classificacdo de
Solos (Embrapa, 2018), com teores de 250 g kg de argila, 30 g kg de silte e 720 g
kg! de areia, determinados de acordo com Embrapa (2011). As caracteristicas
quimicas do solo, realizadas antes da instalacdo do estudo sdo apresentadas na
Tabela 2. Os métodos de determinacéo seguiram as metodologias estabelecidas por
Raij et al. (2001).
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Tabela 2. Caracterizacao quimica do solo coletado na camada de 0 a 0,20 cm para a
utilizag&o no estudo
MO P S Ca Mg K H+Al CTC V B Cu Fe Mn Zn

pH

gdm? mgdm? ---- mmolc dm ------ % - mg dm™ --—---

4,9 5 4 6 4 1 01 14 192 26 012 02 4 01 O1

pH em CacCl: (Raijj et al., 2001).

Antes do plantio, o solo foi corrigido aplicando calcario dolomitico com PRNT
de 100%, em uma dose de 215 kg ha (0,43g de calcério por vaso), a fim de elevar a
saturacao de bases do solo a 70%. O solo foi incubado por dez dias e, posteriormente,
foi aplicado o equivalente a 100 kg ha* de P20s, usando o superfosfato simples. Seis
sementes de grao-de-bico foram plantadas em cada vaso. A emergéncia das plantulas
ocorreu quatro dias apés a semeadura. Apés 15 dias da emergéncia das plantulas,
fez-se o0 desbaste, mantendo trés plantas por vaso. Nesse periodo também foi
aplicado o equivalente a 70 kg ha' de K20; 190 kg ha?! de Mg2S04; 24 kg ha? de
MnCl2; 12 kg ha' de HsBOs; 9 kg ha! de CuSOas. As irrigacbes foram feitas
diariamente, com agua de torneira, de forma a elevar a umidade do solo até cerca de

70% da capacidade de campo.

2.2 Amostragem das plantas e preparacao das amostras

No inicio da floracdo, que ocorreu 30 dias apés o desbaste das plantas, mediu-
se a altura (cm) e o didametro (mm) do caule das plantas e a eficiéncia quantica do
fotossistema ll. Folhas totalmente desenvolvidas foram coletadas, para avaliacdo dos
teores de acUcares totais e sacarose. Foram retiradas as plantas para a estimacao da
area foliar. Em seguida, as plantas coletadas foram separadas em parte aérea (PA) e
raiz. Fez-se a limpeza com solucdo de detergente (0,1%), solugcéo de HCI (0,3%) e
agua deionizada. Posteriormente, foram armazenadas em sacos de papel,
devidamente identificados, e secas em estufa de circulagéao forcada de ara 65+ 2 °C
até peso constante, para mensuracao da massa seca e dos teores de N, Co e Mo.

Nas raizes, fez-se a contagem dos nédulos. Em seguida, os nodulos foram

destacados, submetidos a corte histologico para captura de imagens e secos em
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estufa de circulacédo forcada de ar a 65 + 2 °C até peso constante. Apos, as raizes

foram lavadas e secas conforme o descrito para a parte aérea.

2.2.1 Determinacao da eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm)

A eficiéncia quantica do fotossistema Il (FSII) foi estimada pela medicdo da
fluorescéncia da clorofila no sétimo foliolo das plantas, utilizando um fluorébmetro de
clorofila (Opti-sciences - Os30P), realizando-se as medidas entre as 7 e 8 horas da
manha. As plantas foram deixadas no escuro por pelo menos 30 minutos antes da
excitacao do pulso de luz vermelha por 1 segundo. Em seguida, foram determinadas
a fluorescéncia inicial (F0), fluorescéncia maxima (Fm) e eficiéncia quantica do
fotossistema Il, dada pela razdo entre a fluorescéncia variavel e a fluorescéncia média
(Fv/IFm) (Lichtenthaler et al., 2005).

2.2.2 Conteudo de clorofila e carotenoides

Para a analise dos pigmentos fotossintéticos, foram coletadas amostras de
matéria fresca do terco médio totalmente desenvolvida. As amostras foram pesadas
e imersas em acetona 80% contida em frascos previamente cobertos com papel
aluminio, permanecendo nesta solucéo até completa descoloracao. As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro (Beckman DU 640) a 663 nm para clorofila a (Chl a),
647 nm para clorofila b (Chl b) e 470 nm para carotendides. Os valores obtidos foram
utilizados para calcular a concentracéo de pigmento, expressa em mg g ~* de matéria
fresca (Lichtenthaler 1987).

2.2.3 Determinacao do teor de agUcares totais, sacarose e nitrato

Para determinacdo de sacarose e acuUcares totais, foi utilizado o método
proposto por Bieleski e Turner (1966). O extrato foi preparado triturando 1 g de folhas
frescas em almofariz de porcelana, em seguida o material foi transferido para tudo
Falcon de 15 mL e adicionou-se 10 mL da solugdo MCW (60% metanol, 25%

cloroformio e 15% agua). O material foi homogeneizado em vortex e, posteriormente
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centrifugado a 4 °C por 10 minutos a 10.000 rpm. Adicionou-se a outro tubo 4 mL do
sobrenadante do extrato MCW, 1 mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua. ApGs a
separacdo das fases, realizou-se a quantificagdo de sacarose, agucares totais,
aminoacidos, nitrato e ureideos totais (alantoina+acido alantdico) na fase aquosa.

A quantificacdo de acUcares totais foi realizada de acordo com DuBois et al.,
(1956). Em tubo de ensaio foi adicionado 20 pL do extrato MCW, 500 pL de fenol (5%)
e 2 mL de acido sulfarico p.a. Homogeneizou-se a mistura em vortex e ap0s o
resfriamento a temperatura ambiente, fez-se leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro ajustado para 490 nm. Os resultados foram expressos em mg g
de peso fresco (FW).

A gquantificagdo de sacarose foi realizada conforme Van Handel (1967). Em
tubo de ensaio foi adicionado 50 yL do extrato MCW, 500 pyL de KOH (30%) e 2 mL
de &cido sulftrico concentrado. A mistura foi homogeneizada em vortex, e em seguida
colocada em estufa a 100 °C por 10 minutos. A mistura foi resfriada em temperatura
ambiente e em seguida fez-se a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro ajustado
para 490 nm, com resultados expressos em mg g de peso fresco.

A quantificacdo de acUcares totais e sacarose foram realizadas usando uma
curva padréo de sacarose.

Para a determinacdo do teor de nitrato no tecido foliar, adotou-se o método
descrito por Cataldo et al. (1975), usando o extrato MCW. As concentracdes foram
mensuradas por curva padrdo da solucdo de nitrato de so6dio, em espectrofotdmetro

no comprimento de onda de 410 nm.

2.2.4 Acumulo de nitrogénio e concentracdo de cobalto e molibdénio na parte aérea

O teor de N foi determinado na matéria seca das amostras, utilizando o método
de Kjeldhal.

A extracdo de cobalto e molibdénio foi realizada pelo método de Jones & Cases
(1990), pesando 0,5 g de material vegetal, seco e bem moido, em cadinho de
porcelana. O material foi incinerado em mufla, com o aumento gradual da temperatura
ate atingir 500 °C, mantendo as amostras nessa temperatura por até 5 h. Apoés atingir
temperatura ambiente, foram pesadas 0,03 g das cinzas em tubo falcon de 50 mL e
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adicionado 25 mL de acido nitrico a 5% (v/v). O teor de Co e Mo nos extratos foi
quantificado com auxilio de um espectrdbmetro de massas com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS).

Com base no teor e matéria seca da parte aérea, obteve-se o acumulo de cada
elemento na parte aérea das plantas para ser utilizado no célculo das eficiéncias de
uso de N, Co e Mo, conforme a equacdo: (matéria seca da parte aérea) 2/ acumulacéo
do elemento na parte aérea.

Materia seca da parte aérea®

Eficiéncia = — - -
acumulacio de nutrientes na parte aérea

2.3 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro Wilk (p < 0,05)
e teste de homocedasticidade de Levene (p < 0,05). Posteriormente, os dados foram
submetidos andlise variancia e ao teste de agrupamento de médias Skott Knott (p <
0,05), utilizando o software RStudio (R Core Team, 2022).

3 Resultados e discussao

As plantas de grao-de-bico oriundas de sementes tratadas com Co+Mo
apresentaram médias superiores de 15%, 12% e 38% de altura, diametro do caule e
de éarea foliar, respectivamente, quando comparado as plantas sem o tratamento de
sementes (Figura 1). No entanto, ndo houve interacdo ente os genaotipos e a aplicacéo
de Co+Mo para as variaveis biométricas (Figura 1). O gendtipo ‘BRS Aleppo’
apresentou menor diametro e menor porte avaliado aos 30 dias ap6s emergéncia das
plantas (Figura. 1 A). Esse resultado pode ter ocorrido devido a este genétipo ser de
ciclo curto e com porte de até 66 cm de altura ao final do seu ciclo de producéo (Silva
et al. 2021).
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Figura 1. Componentes de crescimento de trés genoétipos de grao-de-bico oriundos do
tratamento de sementes com Co + Mo. Cultivares - C1: BRS Aleppo. C2:
BRS Cristalino. C3: BRS Toro. Barras seguidas de letras diferentes,
mailsculas para presenca ou auséncia de Co + Mo e minusculas para os

gendtipos, diferem estaticamente pelo teste Skott Knott (p < 0,05).

As plantas do gendtipo ‘BRS Cristalino’ foram as que apresentaram maior
didmetro do caule e maior area foliar, quando comparadas aos outros genotipos
estudados (Figura 1 b, c). Além disso, os genotipos “BRS Aleppo’ e ‘BRS Cristalino’
apresentaram maior porcentagem de emergéncia das plantas (dados néo
apresentados).

A eficiéncia quantica do fotossistema Il ndo foi afetada pela adicdo de Co+Mo
(Figura 2A), no entanto, o tratamento de sementes com Co+Mo elevou, em média, 3%
a eficiéncia quantica do fotossistema Il. Houve interacdo entre os gendtipos e o
tratamento de sementes com Co+Mo para a massa seca da parte aérea e das raizes
(Figura 2 B, C). Sendo observado que a massa seca da parte aérea e da raiz para 0s
gendtipos “BRS Aleppo’ e ‘BRS Cristalino’ tratados com Co+Mo aumentaram em

média 60% e 71%, respectivamente (Figura 2 B, C).
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Figura 2. Eficiéncia quantica do fotossistema Il (A), matéria seca da parte area (MSPA,

B) e das raizes (MSR; C) dos genotipos de gréo-de-bico com e sem o

tratamento de sementes com Co + Mo.

Cultivares - C1: BRS Aleppo. C2:

BRS Cristalino. C3: BRS Toro. Barras seguidas de letras diferentes,

mailsculas para presenca ou auséncia de Co + Mo e mindsculas para os

genatipos, diferem estaticamente pelo teste Skott Knott (p < 0,05).

Os gendtipos ndo diferiram estatisticamente entre si em relagcdo as

concentracfes dos pigmentos fotossintéticos. Entretanto, o tratamento das sementes

contribuiu para elevar as concentracdes tanto de clorofila A+B, quanto de carotenoides
nas cultivares ‘BRS Cristalino’ e ‘BRS Toro’ (Figura 3 C, D).
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Figura 3. Atividade dos pigmentos dos genétipos de gréo-de-bico cultivados apds o
tratamento de sementes com Co + Mo. C1: BRS Aleppo. C2: BRS Cristalino.
C3: BRS Toro. Barras seguidas de letras diferentes, mailsculas para
presenca ou auséncia de Co + Mo e minUsculas para os genétipos, diferem

estaticamente pelo teste Skott Knott (p < 0,05).

O aumento nas concentracfes de clorofila A+B deve ter contribuido para o
aumento do acumulo de nitrogénio na parte aérea das plantas (Figura 3C). Houve
interacdo entre 0s genotipos e o tratamento de sementes com Co+Mo para o
nitrogénio acumulado na PA das plantas (Fig. 3 B). O tratamento de sementes com
Co+Mo refletiu no aumento de 89% e 32% no acumulo de nitrogénio na parte aérea

dos gendtipos ‘BRS Aleppo’ e ‘BRS Cristalino’, respectivamente. Entretanto, néo
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houve diferenca entre os gendtipos em relacdo a eficiéncia de utilizacdo dos

elementos estudados.

A B
30 2.50
- 2.25
2 25 Aa A_\_La Aa T
o T Ba 2,00 A
20 . _
_8 o 1.75
= 2 4.50-
g MRk i z 1.25
8 10- '
= 1.004 i
5 . . T 0.75
C1 C2 Cc3 Tratamentos
Cultivares
C D
340 0.75
A
A a
~ 300 2 -
- ‘o 0.60-
2 £ A
— o~
g 260 A g
Q o 0.45- ;
o
© 2204 o :
180 0.30
Tratamentos Tratamentos
E F
7000 e 1.50
a
6250 Aa 1.254
__ 5500 I —_ A
Tm 4750 ‘o 1.00-
< a000- A3 Aa E A
@ 5 0.75-
= 32504 =,
2 2500 o 0.50-
1750 =
| Ba Aa 0.25-
1000
250 T .i .;— 0.00
C1 c2 C3 Tratamentos
Cultivares

7 C1 21 C2 BEEC3 []1Co+Mo H SemCo+ Mo



37

Figura 4. Acumulo de N (A), eficiéncia de uso de N (B), teores de Co (C) e Mo (E) e
eficiéncia de uso de Co (D) e Mo (F) em genotipos de grao-de-bico tratados
com Co + Mo nas sementes. Cultivares C1: BRS Aleppo. C2: BRS Cristalino.
C3:. BRS Toro. Barras seguidas de letras diferentes, mailsculas para
presenca ou auséncia de Co + Mo e minusculas para os genotipos, diferem

estaticamente pelo teste Skott Knott (p < 0,05).

Com relacéo a eficiéncia de utilizacdo de N, Co e Mo, as plantas oriundas de
sementes tratadas com Co+Mo néo diferiram das plantas controle (Figura4 B, D e F).
Os teores de acUcares totais, sacarose e nitrato ndo diferiram estatisticamente

entre as cultivares e tratamento de sementes com Co+Mo (Figura 5).
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Figura 5. Teores de acucares totais (A), sacarose (B) e nitrato (C) em genotipos de
grao-de-bico com e sem o tratamento de sementes com Co + Mo trinta dias
apos a semeadura. Cultivares - BRS Allepo. C2: BRS Cristalino. C3: BRS
Toro. Barras seguidas de letras diferentes, mailsculas para presenca ou
auséncia de Co + Mo e minusculas para os genotipos, diferem estaticamente
pelo teste Skott Knott (p < 0,05).

A aplicagcdo de Co+Mo no tratamento de sementes elevou a concentragédo
desses elementos na parte area (Figura 4C e 4E), além disso, também aumentou o

acumulo de N na parte aérea das plantas (Figura 4 A). A eficiéncia de uso de
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nitrogénio e de molibdénio correlacionaram-se positivamente com o aumento da

massa seca da parte aérea e massa seca das raizes das plantas (Figura 6).

1=
Bl
.AF

E :
At @S <
iz © @@ S
ChlA P =
chig 'Y N
ChIAB " Y Y ER
= 0000 : .
msra @ o @ ®: 3
use @~ [0 00 0@
MN-acu . ... 'l_" E
Ty @ ocsed: ;.
FviFM | @ @ ol - 2
sir | 9 00 0@ @ :
Sucrose .. L] ] .. =
Nitrste | @ ) & P
co oo eos 9=
Mo L LX XL o @ =
N @ 9eee *09:
c @@ o0 o o ® -
Fe 909 ® o 0% @~
Zn O *o® O ®-:
c @+ @c0c0e o0 @ ®°:
Euce @ @& @ @ *0 @ o9 - -
EUMso 9290 $ L o0 @& o -9:-
EUN o0 @ . .
-1 08 08 04 02 0 02 04 08 08 1

Figura 6. Mapa de calor dos coeficientes de correlacdo de Pearson obtidos a partir de
variaveis extraidas de plantas de gréo-de-bico. A intensificagcdo das cores
indica correlacao significativa (p < 0,05). Abreviaturas: Area foliar (AF), altura
(Alt), diametro (Dia), clorofila A (ChlA), clorofila B (ChIB), clorofila A+B
(ChlAB), carotenoide (car), massa seca da parte area (MSPA), massa seca

da raiz (MSR), nitrogénio acumulado (Nacc), nitrogénio total (NT), eficiéncia
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quantica do fotossistema Il (FV/FM), aclcar total (sugar), sacarose
(sucrose), nitrato, cobalto (Co), molibdénio (Mo), niquel (Ni), cobre (Cu), ferro
(Fe), zinco (Zn), boro (B), eficiéncia de uso do Co (EUCo), eficiéncia de uso
do Mo (EUMOo), eficiéncia de uso do N (EUN).

Outro ponto importante é que o tratamento de sementes com Co+Mo elevou a
concentragdo de pigmentos fotossintéticos (Figura 6). Além disso, a eficiéncia de uso
do Mo pelas plantas correlacionou-se positivamente com as concentracdes de
pigmentos fotossintéticos (Figura 6).

O Mo estd intimamente ligado ao ciclo do nitrogénio, sendo importante na
atividade da nitrogenase, da nitrito redutase e da nitrato redutase. Devido a isso, a
presenca de Mo em concentracfes adequadas estimula a atividade da nitrato
redutase, que leva a transformacéo do N-nitrato para formas assimilaveis pela planta,
causando diminuigdo do teor de nitrato e aumento do acumulo de N-orgénico na planta
(Lavres et al., 2016). Dessa forma, a medida em que que se observou reducao das
concentracfes de nitrato na folha, houve aumento da concentracdo de pigmentos no
tecido foliar (Figura 6). A menor disponibilidade de Mo nas plantas controle (sem o
tratamento das sementes com Co+Mo) induziu teor de nitrato nas folhas 25% maior
que nas folhas das plantas oriundas de sementes tratadas com Co+Mo (Figura 5 C).
Além disso, o Mo participa da enzima xantina desidrogenase, que atua na mobilizacéo
e translocacao do nitrogénio fixado nos nodulos (Werner & Witte, 2011).

A disponibilidade de Co+Mo favoreceu o aumento da concentragdo de
pigmentos fotossintéticos nas folhas de grao-de-bico (Figura 7). Isso porque o Co
participa da cobalamina que atua na oxidacdo de &cidos graxos (Gad, 2012)
produzindo o succini-CoA, que é um composto necessario para a sintese de porfirinas,

que séo estruturas cosntituintes das clorofilas (Ge et al., 2014).
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Figura 7. Imagem de folhas de grao-de-bico da cultivar ‘BRS Cristalino’ cultivadas sem
(A) e com (B) doses combinadas de Co+Mo aplicado via semente. Foto
obtida quarenta e cinco dias depois da emergéncia das plantas. Foto: da

autora.

As cultivares de grdo-de-bico estudadas responderam positivamente ao
tratamento de sementes com Co+Mo. AS cultivares ‘BRS Aleppo’ e ‘BRS Cristalino’,
se destacaram por apresentar maiores acumulos de nitrogénio. No entanto, é
necessario entender qual a dose ideal desses elementos a ser aplicado via semente,
gue maximiza os efeitos positivos sem causar intoxicagdo ou outros efeitos adversos

na planta.

4 Conclusoes

O tratamento de sementes de grdo-de-bico com Co+Mo aumentou o acumulo
de nitrogénio e massa seca da parte aérea e da raiz nas cultivares ‘BRS Cristalino’ e
‘BRS Aleppo’.

As plantas do genoétipo BRS Toro foram pouco responsivas ao tratamento de

sementes com cobalto e molibdénio.
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CAPITULO 3 - BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE PLANTAS NA
NODULACAO, METABOLISMO DE UREIDEOS E CRESCIMENTO DE GRAO-DE-BICO

RESUMO - As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) podem
exercer varios mecanismos que auxiliam no desenvolvimento da planta, como a
fixacdo bioldgica de nitrogénio. O objetivo com esse trabalho foi verificar o efeito da
inoculacdo de sementes de grédo-de-bico com Rhizobium leguminosarum bv. Vicea
LMR-14904, Mesorhizobium ciceri LMG-14989, Rhizobium leguminosarum bv. Vicea
(Semia 396); Bacillus subtilis; Bradyrhizobium ssp no aumento da eficiéncia do
processo de fixacdo biolégica de nitrogénio. Os tratamentos foram compostos pela
inoculacao das bactérias nas sementes, e o tratamento controle (sem inocula¢éo). Os
efeitos da inoculacdo das sementes com essas bactérias foram avaliados analisando
o perfil de compostos nitrogenados (alantoina, acido alantéico, nitrato, aménia e
aminoécidos), pigmentos fotossintéticos, aglcares nas folhas, variaveis biométricas
das plantas e a nodulagéo das raizes. As sementes inoculadas com Mesorhizobium
ciceri resultaram em plantas com maior altura, maior diametro, e maior massa seca
da parte area e das raizes, seguido de Rhizobium leguminosarum. Plantas oriundas
de sementes inoculadas com Rhizobium leguminosarum e Mesorhizobium ciceri foram
as Unicas que produziam nédulos, sendo que os tratamentos com Mesorhizobium
ciceri tiveram plantas com 82% de ndodulos ativos, enquanto as plantas oriundas de
sementes tratadas com Rhizobium leguminosarum apresentaram 4,3% de ndédulos
ativos. A bactéria Mesorhizobium ciceri foi identificada como o melhor tratamento para
promover maior fixacéo biolégica de nitrogénio em gréo-de-bico.

Palavras-chave: Cicer arietinum L., fixacdo biolégica de nitrogénio, Mesorhizobium
ciceri, inoculagéo, Rhizobium leguminosarum, tratamento de sementes.
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1 Introducéao

O grao-de-bico (Cicer arietinum L.) pertence a familia Fabaceae e os gréos sao
ricos em proteinas. Dependendo do tipo de semente, Kabuli ou Desi, os teores de
proteina podem variar entre 14% e 18% (Rybinski et al., 2019). Em comparacédo a
outras leguminosas, 0 grao-de-bico possui baixo teor de 6leo (3,8 — 10%), porém o
0leo do grao-de-bico € rico em compostos medicinais e nutricionais como tocoferois,
esterdis e tocotriendis (Jukanti et al., 2012). Devido ao seu alto valor nutricional e
medicinal decorrente dos teores de proteinas, carboidratos, minerais, vitaminas, -
caroteno e 4cidos graxos, € parte integrante da dieta alimentar de milhdes de pessoas
(Merga & Haji, 2019).

O nitrogénio € um elemento limitante para a produtividade das culturas, uma
vez que desempenha fungBes metabdlicas e estruturais na célula vegetal ((Moretti et
al., 2018). A planta do grédo-de-bico, por sua vez, necessita de grandes quantidades
de nitrogénio, aproximadamente 80 kg ha! para manter uma produtividade minima
para que seu cultivo seja economicamente viavel (Nascimento, et al., 2016).

A maior parte do N utilizado na agricultara é oriundo de fertilizantes sintéticos,
que além de onerar os custos de producao, podem causar impactos ambientais pois
cerca de 50% da quantidade aplicada perdida por lixiviagdo no solo e volatilizacéo
para a atmosfera (Rocha et al., 2019). Além disso, o processo de fabricacdo desses
fertilizantes demandam muita energia e grandes quantidades de gases de efeito
estufa, principalmente CO:z (Sa et al., 2017). Em contrapartida, leguminosas como o
grao-de-bico tém a capacidade de obter o nitrogénio gasoso da atmosfera, por meio
da fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), gracas a enzima nitrogenase presente nos
nédulos das raizes (Abd-Alla et al., 2019). Isso reforca a relevancia das leguminosas
na seguranca alimentar e no desenvolvimento de uma agricultura sustentavel.

A FBN, no entanto, é afetada por varios fatores que interferem no
desenvolvimento e funcionamento dos ndédulos e no crescimento vegetal, tais como o
pH do solo, o teor de N disponivel no solo, a temperatura, a umidade e o metabolismo
bacteriano (Palmero et al., 2022). Além disso, no caso da cultura do grao-de-bico,
existem evidéncias de que essa planta, além de interagir simbioticamente com o

Mesorhizobium ciceri, também parece interagir com uma vasta gama de outros
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microrganismos presentes na sua rizosfera (Shcherbakova et al., 2017). Bactérias
promotoras de crescimento de plantas, dos géneros Azotobacter, Bacillus,
Pseudomonas, Paenibacillus, Rhizobium, Serratia e Enterobacter também foram
isolados do gréo-de-bico, com indicacdes de que modificam a arquitetura radicular,
aumentando a biomassa radicular o crescimento e rendimento da cultura (Fierro-
Coronado et al., 2014). No entanto, existe a hipotese que a nodulacdo da cultura pode
nao ser muito eficiente se ndo houver géneros de bactérias especificos para a cultura.
Embora outras bactérias também sejam capazes de nodular a cultura, ha evidéncias
de que a co-inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento aumentam a
concentracéo de flavonoides, o que pode tornar a planta mais suscetivel a infec¢cdes
por rizobio (Elkoca et al., 2008).

No Brasil, o cultivo de grdo-de-bico ndo € muito expressivo, provavelmente
devido a escassez de informac8es gerais sobre a cultura, principalmente no que tange
a nutricao de plantas e a falta de conhecimentos especificos sobre sua capacidade de
fixacdo biologica de nitrogénio. Além disso, comercialmente ndo existe inoculante
especificos para a cultura.

Diante disso, o objetivo com este estudo foi verificar se a inoculacdo de
sementes de gréao-de-bico com Rhizobium leguminosarum bv. Vicea LMR-14904:
Mesorhizobium ciceri LMG-14989; Rhizobium leguminosarum bv. Vicea (Semia 396);
Bacillus subtilis; Bradyrhizobium ssp. Cepas (Semia 5080/ Semia 5079 - B.

Japonicum, Semia 587 — B. Elkanii) aumentariam a eficiéncia do processo de FBN.

2 Material e métodos

2.1 Descricao do local de realizacdo do estudo e design experimental

O experimento foi realizado de setembro a novembro de 2020, na Universidade

Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (Unesp/FCAV),

Campus Jaboticabal, Brasil, em casa de vegetacao (temperatura 28 °C + 5) (Figural).

A umidade do solo foi mantida a aproximadamente 70% da capacidade de campo.
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Figura 1. Temperatura minima e maxima (°C) durante o experimento no municipio de

Jaboticabal, Sao Paulo, Brasil

O estudo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
seis tratamentos e seis repeticdes. Os tratamentos consistiram em cinco inoculantes
com bactérias promotoras de crescimento, sendo B1: Rhizobium leguminosarum bv.
Vicea LMR-14904; B2: Mesorhizobium ciceri LMG-14989; B3: Rhizobium
leguminosarum bv. Vicea (Semia 396); B4: Bacillus subtilis; B5: Bradyrhizobium ssp.
Cepas (Semia 5080/ Semia 5079 — B. Japonicum, Semia 587 — B. Elkanii) e tratamento
controle (sem inoculagéo).

As sementes de grao-de-bico da cultivar BRS Cristalino, obtidas da Embrapa
hortalicas, foram tratadas com 1 mL de solucdo agucarada a 10% (para aumentar a
aderéncia ao inoculante) e 5 mL dos respectivos inoculantes para cada 100 g de
semente, com excecao do tratamento controle que, em substituicdo ao inoculante,
recebeu 5 mL de agua destilada. Os inoculantes liquidos contendo as cepas das
citadas bactérias, foram preparadas em concentracédo de 7x10° unidades formadoras
de colbnia (UFC) por mL.

ApoOs a inoculagéo, as sementes foram imediatamente plantadas em solo a 2
cm de profundidade. O solo utilizado no experimento foi coletado da camada de 0-20
cm de profundidade e classificado como Latossolo Amarelo Distréfico (LAd) de acordo

com o sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (Embrapa 2018), com teores de
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250 g kgt de argila, 30 g kg de silte e 720 g kg de argila, determinados de acordo
com Embrapa, 2011. As caracteristicas quimicas do solo no periodo de avaliacdo sao
apresentadas na Tabela 1. Os métodos de determinacdo dos elementos seguiram 0S
padrdes de Van Raij et al. (2001).

Tabela 1: Caracterizacdo quimica do solo coletado na camada de 0,00 a 0,20 m para
a utilizacéo no estudo

MO P S Ca Mg K H+AlI CTC V B Cu Fe Mn Zn

H

P gdm?® mgdm?3 - mmolc dm-3------ e mg dm=3------

63 13 8 22 10 4 09 11 26 57 0,28 0,7 5 09 4.3
pH em CaCl..

O solo foi corrigido dez dias antes do plantio, utilizando calcario dolomitico com
PRNT de 100%, em uma dose de 220 kg ha, de forma a elevar a saturacédo de bases
do solo a 65%. O solo corrigido foi acondicionado em vasos com capacidade para 2
dm3, onde foram plantadas cinco sementes de grdo-de-bico por vaso. Quinze dias
apos a emergéncia das plantulas, fez-se o desbaste, mantendo trés plantas por vaso.
No momento da semeadura do gréo-de-bico, foi feita a aplicacdo de 100 kg ha de
P20s e 67 kg ha' de K20. Vinte dias ap6s a emergéncia das plantulas, fez-se a
adubacédo com 30 kg ha! de Mg (MgS0s4); 12 kg hat de Mn (MgCl2), 12 kg ha* de Zn
(ZnS04); 4 kg hat de B (acido bérico), 4 kg ha' de Cu (CuSOQa) e 4 kg ha! de Fe
(FeS0a4), 6 g ha' de Co (CoCl2) e 50 g ha' de Mo (molibdato de aménio).

2.2 Descricdo da amostragem das plantas e das analises

No inicio da floracdo das plantas, folhas totalmente desenvolvidas foram
coletadas para avaliar as concentracdes de pigmentos fotossintéticos, agucares totais
e sacarose, nitrato, amonia, aminoacidos e ureideos totais.

Mediu-se a altura e o diametro do caule das plantas e, posteriormente, as
plantas foram coletadas, separadas em parte aérea e raiz. A parte aérea foi lavada
com solucéo de detergente (0,1%), solucdo de HCI (0,3%) e agua deionizada e seca
em estufa de circulagdo forcada de ar a 65 °C + 2 até peso constante, para a

determinacdo da massa seca e do teor de proteina.
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Nas raizes, fez-se a contagem dos nddulos. Os nddulos foram destacados, e
alguns submetidos a corte histolégico para captura de imagens através de
microscopio optico acoplado a microcamera Olympus DP 11 com lente objetiva de
40x. Posteriormente, as raizes foram lavadas e secas nas mesmas condi¢coes

descritas para a parte aérea.

2.2.1 Quantificagdo de clorofila e carotenoides

A extracao dos pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b e carotenoides),
foi realizada com armazenamento da folhas frescas, em extrato de acetona a 80% e
solucdo tamponada tris (0,2 mol L1, pH 7,8). A quantificacao foi realizada pelo método
espectrofotométrico proposto por Lichtenthaler (1987), com leitura em
espectrofotometro Beckman DU 640, nos comprimentos de onda de 663 nm para

clorofila a, 647 nm para clorofila b e 470 nm para carotenoides.

2.2.2 Eficiéncia quantica do FSII (Fv/Fm)

A eficiéencia quéntica do fotossistema Il foi estimada pela medida da
fluorescéncia da clorofila no sétimo foliolo, utilizando um fluorémetro de clorofila (Opti-
sciences - Os30P), entre as 7 e 8 horas da manha. As plantas foram deixadas a
adaptar-se no escuro durante um minimo de 30 minutos antes da excitacdo do pulso
de luz vermelha de 1s. Foram determinadas a fluorescéncia inicial (FO), fluorescéncia
méaxima (Fm) e eficiéncia quéntica do fotossistema Il, dada pela razdo Fv /Fm
(Lichtenthaler et al., 2005).

2.2.3 Agucares totais e sacarose

Para as determinacdes de sacarose e agucares totais, 0 material foi extraido
de acordo com o método proposto por Bieleski e Turner (1966). O extrato foi preparado
triturando 1 g de folhas frescas em almofariz de porcelana, em seguida o material foi
transferido para tubo Falcon de 15 mL e adicionaram-se 10 mL da solugdo MCW (60%
metanol, 25% cloroférmio e 15% agua). O material foi homogeneizado em vortex e,
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posteriormente centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm. Adicionaram-se a outro
tubo 4 mL do sobrenadante do extrato MCW, 1 mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua.
Apés a separacdo das fases, realizou-se a quantificagédo de sacarose, acucares totais,
aminoacidos, nitrato, amoénia e ureideos na fase aquosa.

A guantificacdo de acUcares totais foi realizada de acordo com Du Bois et al.,
(1956). Em tubo de ensaio foi adicionado 20 pL do extrato MCW, 500 pL de fenol (5%)
e 2 mL de acido sulftrico concentrado. Homogeneizou-se a mistura em vortex e apés
o resfriamento a temperatura ambiente e, em seguida, fez-se a leitura em
espectrofotdbmetro com a absorbancia a 490 nm. Os resultados foram expressos em
mg g* de peso fresco.

A gquantificagdo de sacarose foi realizada conforme Van Handel (1967). Em
tubo de ensaio foram adicionados 50 pL do extrato MCW, 500 pL de KOH (30%) e 2
mL de acido sulfdrico concentrado. A mistura foi homogeneizada em vortex, e em
seguida colocada em estufa a 100 °C por 10 minutos. A mistura foi resfriada em
temperatura ambiente e em seguida fez-se a leitura em espectrofotometro na
absorbancia de 490 nm, com resultados expressos em mg g de peso fresco. A
guantificacdo de acucares e sacarose foram realizadas usando uma curva padrao de

sacarose.

2.2.4 Nitrato e amonio

Para a determinacdo do teor de nitrato no tecido foliar, adotou-se o método
descrito por Cataldo et al. (1975), usando o extrato MCW. As concentragdes foram
mensuradas por curva padrao da solugcdo de nitrato de sodio, em espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 410 nm. A quantificacdo da concentracdo de amoénio, foi
realizada conforme meétodo proposto por McCullough (1967), com leituras em
espectrofotdbmetro (A= 630 nm). A concentracdo de aménio foi estimada por meio da
curva padrdo de sulfato de amonio. Ambos resultados foram expressos em pmol g

de peso fresco.
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2.2.5 Aminoacidos livres totais

Na quantificacdo de aminoécidos livres, seguiu-se o método proposto por
Moore (1968), usando a curva padrao de leucina a 0,2 mM em solucdo tampéao de

acetato de litio (pH 5,0), com medida da absorbancia a 570 nm.

2.2.6 Ureideos

A determinacéo de ureideos totais (alantoina e acido alantdico) no tecido foliar
foi feita usando o método de Vogels e Van der Drift (1970). Esse método consiste em
duas fases. Na primeira fase foram aquecidos em estufa a 100 °C por 8 min uma
aliquota de 250 pL do sobrenadante MCW, 250 uL de NaOH (0,5 M) e 1 gota de fenil-
hidrazina. Posteriormente a mistura foi resfriada a temperatura ambiente. Nesta fase,
hidrélise alcalina, a alantoina é hidrolisada a &cido alantdico. Na segunda fase, 250
uL de HCI 0,65 mol L* foram adicionados e aquecido novamente a 100 °C por 4
minutos (hidrélise &cida); isso €, quando ocorre a hidrélise acida da alantoina em
glioxilato. O ensaio foi resfriado a temperatura ambiente, e entdo foram adicionados
250 pL de tampéo fosfato (0,4M) pH 7,0 e 250 pL de solugéo de fenil-hidrazina 0,33%
(m/v). ApGs 5 minutos a temperatura ambiente, o ensaio foi incubado em banho de
gelo durante 5 minutos e posteriormente homogeneizados em vértex. Em seguida,
adicionaram-se nas amostras 1,25 mL de HCI (37% (m/m)) pré-congelado e 250uL de
solucdo de ferrocianeto de potassio 1,65% (m/v). Apés 15 minutos a temperatura
ambiente, os ureideos foram determinadas por leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro ajustado a 535 nm. A determinacao do acido alantdico foi realizada
seguindo processo semelhante, porém omitindo a adicdo de 250 uL de NaOH 0,5 M,
20 pL de 0,33% de fenil-hidrazina e 8 minutos de secagem em estufa. Para quantificar
a alantoina e o acido alantdico, foi usada uma curva de alantoina padrdo. Os

resultados foram expressos como uymol g™ de peso fresco.
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2.2.7 Acumulo de nutrientes e eficiéncia de utilizacao

O teor dos nutrientes na matéria seca das amostras foi realizado seguindo o
descrito em Bataglia et al., (1983). Sendo assim, o teor de N foi determinado pelo
método de Kjeldhal. O teor dos demais nutrientes foi determinado apos digestéao
nitrico-perclérica, em cujo extrato o teor de P foi determinado por espectrofotometria
do molibdatgo-vanadato; o S por turbidimetria do BaSO4, e o0s demais por
espectrofotometria de absor¢cdo em chama de ar-acetileno. O acumulo dos nutrientes
na planta foi obtido pela multiplicacédo do teor de cada elemento na matéria seca pelo
total de massa seca da parte aérea. Com base no acumulo e no teor de cada elemento
foi determinado a eficiéncia de uso dos nutrientes na parte aérea, conforme indicactes
de Siddiqi e Glass (1981).

2.3 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade de Shapiro Wilk (p <
0,05) e teste de homocedasticidade de Levene (p<0,05). Posteriormente, os dados
com distribuicdo normal e variancias homogéneas foram submetidos a andlise de
variancia pelo teste F (p < 0,05) e, quando significativo, as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o software Rstudio (R Core
Team, 2022).

3 Resultados

As sementes de grao-de-bico tratadas com as bactérias Mesorhizobium ciceri
LMG 14989 (B2), resultaram em plantas com altura superior de 24,91% e 23,15%,
gquando comparado as plantas oriundas de sementes tratadas com Bacillus subtilis
(B4) e ao tratamento controle, respectivamente, sendo que as dos demais tratamentos
apresentaram alturas intermediarias (Figura 1 A). O tratamento de sementes com as
bactérias Mesorhizobium ciceri (B1) e Rhizobium leguminosarum bv. Vicea (Semia

396) (B3), resultou em plantas com diametro de caule 12% superior, quando
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comparado aos tratamentos controle e B5, com as dos demais tratamentos (B1 e B4)

apresentando valores intermediarios (Figura 1 B).
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Figura 1. Altura (a), diametro (b), massa seca da parte aérea (c) e massa seca da raiz

(d) em plantas de grao-de-bico (Cicer arietinum L.) em funcéo do tratamento
de sementes com bactérias promotoras de crescimento (B1l: Rhizobium
leguminosarum bv. Vicea LMR-14904; B2:Mesorhizobium ciceri LMG-14989;
B3: Rhizobium leguminosarum bv. Vicea (Semia 396); B4: Bacillus subtilis;
B5: Bradyrhizobium ssp) e controle (sem inoculagéo). Diferentes letras
minusculas mostram diferencas significativas entre os inoculantes pelo teste
de Tukey (p=<0,05).
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As plantas que resultaram do tratamento de sementes com 0s inoculantes
constituidos por bactérias Rhizobium leguminosarum bv. Vicea LMR-14904 (B1),
Mesorhizobium ciceri LMG-14989 (B2) e Rhizobium leguminosarum bv. Vicea (Semia
396) (B3) apresentaram maior massa seca da parte aérea e da raiz, quando
comparadas aos demais tratamentos (Figura 1 C, 1 D).

Apenas as raizes das plantas que tiveram as sementes tratadas com as
bactérias Rhizobium leguminosarum bv. Vicea LMR-14904 (B1), Mesorhizobium ciceri
LMG-14989 (B2) e Rhizobium leguminosarum bv. Vicea (Semia 396) (B3)
apresentaram nodulos viaveis (Figura 2). Sendo que as raizes das plantas tradadas
com Mesorhizobium ciceri LMG-14989 (B2) tiveram em média 82% mais ndédulos

viaveis (com coloragcdo avermelhada), quando comparado ao tratamento B3.

(&)

Figura 2. Fotografia do interior de nédulos de gréo-de-bico (Cicer arietinum L.),
obtido das plantas tratadas com inoculantes com A - Rhizobium leguminosarum bv.
Vicea LMR-14904 (B1), B- Mesorhizobium ciceri LMG-14989 (B2) e C - Rhizobium
leguminosarum bv. Vicea (Semia 396) (B3). A coloragédo vermelha indica a presenca
de leg-hemoglobina e a viabilidade do ndédulo. (Com a captura de imagens realizada
através de microscépio Optico acoplado a microcamera Olympus DP 11 com lente
objetiva de 40x).

Observou-se maior concentragdo de clorofila a e clorofila b nas folhas de
plantas com a inoculacdo de sementes com Rhizobium leguminosarum bv. Vicea
LMR-14904 (B1), Mesorhizobium ciceri LMG-14989 (B2) e Rhizobium leguminosarum

bv. Vicea (Semia 396) (B3), em comparacao aos demais tratamentos (Figura 3A, B),
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com aumentos de mais de 50%. Em relacéo aos teores de carotenoides, observou-se
gue as sementes inoculadas com as B1 e B2 resultaram em plantas com concentracéo
de carotenoides de 53% e 52%, respectivamente, superior ao tratamento controle
(Figura 3C). De forma semelhante, a maior eficiéncia quantica do fotossistema II
também foi observada nesses dois tratamentos, quando comparada aos demais
(Figura 3D)
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Figura 3. Concentracao de clorofila A (a), clorofila B (b), carotenoides (c) e eficiéncia
guantica do fotossistema Il (d) nas folhas de gréo-de-bico (Cicer arietinum

L.) em funcdo do tratamento de sementes com bactérias promotoras de
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crescimento (B1l: Rhizobium leguminosarum bv. Vicea LMR-14904; B2:
Mesorhizobium ciceri LMG-14989; B3: Rhizobium leguminosarum bv. Vicea
(Semia 396); B4: Bacillus subtilis; B5: Bradyrhizobium ssp) e controle (sem
inoculacao). Diferentes letras minusculas mostram diferencas significativas
entre os inoculantes pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os teores de acgucares soluveis e sacarose nos tecidos foliares nédo
apresentaram diferencas significativas entre as plantas oriundas de sementes
inoculadas com as diferentes bactérias (Figura 4 A, B). No entanto, observou-se
teores de acucar total de 4,95% e 9,06% superiores nos tratamentos B2 e B4,
comparativamente ao tratamento controle (Figura 4 A). E os teores de sacarose, nos
tratamentos B1, B2, B4 e B5 foram 13,62%, 21,46%, 31,37% e 29,16% superiores,
guando comparados a controle (Figura 4B).
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Figura 4. Concentracdo de acucar total (A), e sacarose (B) em plantas de grao-de-
bico (Cicer arietinum L.) em funcéo do tratamento de sementes com bactérias
promotoras de crescimento (B1: Rhizobium leguminosarum bv. Vicea LMR-
14904; B2: Mesorhizobium ciceri LMG-14989; B3: Rhizobium leguminosarum
bv. Vicea (Semia 396); B4: Bacillus subtilis; B5: Bradyrhizobium ssp) e
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controle (sem inoculacao). Diferentes letras minasculas mostram diferencas

significativas entre os inoculantes pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os teores de nitrato e amonio no tecido foliar ndo diferiram estatisticamente
entre os tratamentos (Figura 5 A, B). A presenca das BPCP Rhizobium.
leguminosarum (LMR 14904) (B1) Mesorhizobium ciceri (B2), Rhizobium
leguminosarum (Semia 390) (B3) e Bacillus subtilis (B4), em relacdo ao
Bradyrhizobium ssp (B5) e ao controle, aumentaram a concentracdo de N acumulado
em 34,3%, 34,0%, 47,5% e 33,4%, respectivamente (Figura 5 C)
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Figura 5. Concentracdo de nitrato (a), concentracdo de amdnia (b) e nitrogénio
acumulado (c) em plantas de gréo-de-bico (Cicer arietinum L.) em funcéo
do tratamento de sementes com bactérias promotoras de crescimento (B1:
Rhizobium leguminosarum bv. Vicea LMR-14904; B2: Mesorhizobium ciceri
LMG-14989; B3: Rhizobium leguminosarum bv. Vicea (Semia 396); B4:
Bacillus subtilis; B5: Bradyrhizobium ssp) e controle (sem inoculagao).
Diferentes letras minusculas mostram diferencas significativas entre os

inoculantes pelo teste de Tukey (p<0,05).
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As plantas que tiveram as sementes tratadas com-Mesorhizobium ciceri (B2) e
Bacillus subtilis (B4), apresentaram concentragdo de 545% e 66,1%,
respectivamente, superior ao tratamento controle. A concentragcdo de ureideos totais

nao diferiu estatisticamente entre os tratamentos (Figura 6 B).
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Figura 6. Concentracdo de aminodacido livres totais (a) e concentracdo de amdnia (b)
em plantas de grao-de-bico (Cicer arietinum L.) em funcao do tratamento de
sementes com bactérias promotoras de crescimento (B1l: Rhizobium
leguminosarum bv. Vicea LMR-14904; B2: Mesorhizobium ciceri LMG-
14989; B3: Rhizobium leguminosarum bv. Vicea (Semia 396); B4: Bacillus
subtilis; B5: Bradyrhizobium ssp) e controle (sem inoculagdo). Letras
minusculas diferentes mostram diferencas significativas entre os inoculantes

pelo teste de Tukey (p<0,05).

A presenca das bactérias B1, B2 e B3 contribuiram para o aumento na massa
seca da parte aérea das plantas, comparativamente aos demais tratamentos (Tabela
2). No entanto, néo interferiram significativamente na massa seca da raiz, porém,
Mesorhizobium ciceri (B2) aumentou 56% a massa seca das raizes, quando

comparado ao controle.
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O acumulo de fésforo, enxofre e potassio na parte aérea foi maior nas plantas
gue foram inoculadas com Rhizobium leguminosarum e Mesorhizobium ciceri (Tabela
2). Por sua vez, o acumulo de Ca, Mg, Cu, Fe e Zn foi positivamente influenciado pelas
B1, B2 e B3. A incubacao com o Bacillus subtilis (B4) também influenciou no acumulo

de Fe nas plantas, ndo diferindo das demais bactérias, exceto do Bradyrhizobium ssp.

Tabela 2: Acimulo de nutrientes na parte aérea de plantas de grao-de-bico, (Cicer
arietinum L.) em funcdo do tratamento de sementes com diferentes bactérias
promotoras de crescimento (B1: Rhizobium leguminosarum bv. Vicea LMR-14904; B2:
Mesorhizobium ciceri LMG-14989; B3: Rhizobium leguminosarum bv. Vicea (Semia
396); B4: Bacillus subtilis; B5: Bradyrhizobium ssp) e controle (sem inoculacao). Letras
minusculas diferentes mostram diferencas significativas entre os inoculantes pelo
teste Scott Knott (p<0,05).

» . Acumulo de Macronutrientes na Parte Aérea
Bactérias promotoras de crescimento de

plantas P S K Ca Mg
g Planta 1
Rhizobium leguminosarum LMR 14904 32a 26a 26a 1,4 a 0,4 a
Mesorhizobium ciceri 3,3a 28a 2,7a 14 a 0,4a
Rhizobium leguminosarum Semia 390 23b 23a 21b 1,2 a 0,4 a
Bacillus subtilis 19b 19b 1,7b 09b 0,3b
Bradyrhizobium SSP. 16b 15b 15b 0,7b 0,3b
Controle 16Db 14b 15b 0,8b 0,2b
AcUmulo de Macronutrientes na Parte Aérea
Bactérias promotoras de crescimento de Cu Zn Fe
plantas
mg Planta 1
Rhizobium leguminosarum LMR 14904 10,5a 67,7a 2943 a
Mesorhizobium Ciceri 7.8 a 699a 2875a
Rhizobium leguminosarum Semia 390 6,2b 57,8a 268,6a
Bacillus subtilis 52b 449pb 2174 a
Bradyrhizobium SSP. 4,3b 369b 143,1b
Controle 46Db 39,3b 131,7b

A inoculacdo das sementes com Bradyrhizobium ssp aumentou a eficiéncia de

uso dos macronutrientes (N, P e K), mas néo diferiu em relagéo ao controle (Tabela
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3). As demais bactérias ndo aumentaram a eficiéncia de uso dos macronutriente. Os

tratamentos nao influenciaram na eficiéncia de uso dos micronutrientes pelas plantas.

Tabela 3: Eficiéncia de utilizacdo de nutrientes em grao-de-bico, (Cicer arietinum L.)
em funcdo do tratamento de sementes com bactérias promotoras de crescimento.
Letras minusculas diferentes mostram diferencgas significativas entre os inoculantes
pelo teste Scott Knott (p<0,05).

Eficiéncia de utilizacao de nutriente na planta
P S K Ca Mg

9°g"
Rhizobium leguminosarum LMR 14904 181,1b 35b 1,4 a 21Db 30a

Bactérias promotoras de crescimento
de plantas

Mesorhizobium Ciceri 1796 b 3,5b 1,4 a 21b 19b
Rhizobium leguminosarum Semia 390 173,1b 5,0b 1,2 a 28D 1,7b

Bacillus subtilis 1779b 6,0a 09a 340 15b
Bradyrhizobium SSP. 246,0a 75a 09a 43a 1,1b
Controle 2451a 6,5a 10a 34a 14b

. _ Eficiéncia de utilizagdo de nutriente na planta

Bactérias promotoras de crescimento
Cu Zn Fe
de plantas
g’>mg *

Rhizobium leguminosarum LMR 14904 2453a 422a 18,1a
Mesorhizobium Ciceri 170,0a 36,3a 17,8a
Rhizobium leguminosarum Semia 390 203,4a 40,0a 153a
Bacillus subtilis 130,0a 319a 136a
Bradyrhizobium SSP. 123,2a 26,0a 13,7a
Controle 1952a 399a 165a

4 Discusséao

As sementes de grao-de-bico inoculadas com Mesorhizobium ciceri resultaram
em plantas com maior altura e diametro (Figura 1 a, 1 b), e consequentemente maior
massa seca da parte area e das raizes (Figura 1 c, 1d), seguido de Rhizobium.

leguminosarum.
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Isso ocorreu, devido esses dois géneros terem resultado em plantas com maior
namero de ndédulos, sendo que as plantas oriundas de sementes tratadas com
Mesorhizobium ciceri tiveram quantidade de ndédulos ativos superior a mais de 82%,
quando comparado as plantas oriundas de sementes tratadas com Rhizobium
leguminosarum. Ainda, os nédulos de Mesorhizobium ciceri apresentaram coloracao
mais avermelhada (Figura 2 b), devido a leg-hemoglobina presente nos ndédulos,
indicando maior atividade. No entanto, ambos inoculantes com as bactérias
Mesorhizobium ciceri e Rhizobium leguminosarum propiciaram beneficios fisiologicos
as plantas, como aumento nas concentracfes de pigmentos fotossintéticos,
carotenoides e maior eficiéncia do fotossistema Il (Figura 3), podendo ter elevado a
fotossintese e refletindo no aumento da sintese de proteinas. Tal fato justifica o
elevado acumulo de nitrogénio na parte aérea (Figura 5c).

Plantas oriundas de sementes tratadas com Mesorhizobium ciceri e Rhizobium
leguminosarum também tiveram maior acimulo de todos os nutrientes testados
(tabela 3). Verma et al. (2013) consideraram que cepas de Mesorhizobium ciceri sdo
altamente eficazes para aumento do crescimento, teor de nutrientes e rendimento do
grao-de-bico. Nesse estudo, 0os autores relatam que Mesorhizobium inoculado sozinho
ja possibilitou aumento significativo na solubilizacdo de fosfatos. E esse efeito foi
intensificado adicionando bactérias solubilizadoras de fosfatos.

Um indicativo de fixacdo biolégica de nitrogénio em leguminosas é a
concentracdo de ureideos (alantoina + acido alantéico) (Baral et al., 2016), que por
sua vez séo derivados da degradacao oxidativa das purinas (Carter & Tegeder, 2016).
Algumas leguminosas como o grao-de-bico, podem transportar o nitrogénio fixado da
FBN na forma de ureideos (Simranjit et al., 2019). Em nosso trabalho, a concentracéo
de ureideos nédo diferiu entre os tratamentos, no entanto, as concentracdes obtidas
nos tratamentos com bactérias promotoras de crescimento foram superiores ao
tratamento controle.

E relatado na literatura que bactérias de diversos géneros sdo capazes de
estabelecer simbiose com grao-de-bico e favorecer a sua nodulagéo (Elkoca et al.,
2008; Gopalakrishnan et al., 2017). No presente estudo, para a cultivar BRS Cristalino,
apenas R. Leguminosarum, Mesorhizobium Ciceri e R. Leguminosarum Semia 390,

contribuiram para a nodulacdo do gréo-de-bico. Elkoca et al. (2008) verificaram que
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o tratamento de semente com Bacillus subtilis favoreceu a nodulacéo das plantas de
gréo-de-bico por intensificar a atividade de rizobios nativos do solo. Sendo assim, o
uso de Bacillus sp. com cepas de Rhizobium aumentaram o numero e peso dos
nodulos de grao-de-bico. Além disso, a presenca de Bacillus sp aumenta a
concentracao de flavonoides narizosfera, tornando a planta mais suscetivel a infec¢éao
por rizobios presentes no solo.

No nosso estudo, a concentragdo de aminoacidos livres total foi maior nas
plantas inoculadas com Bacillus sp e Rhizobium leguninosarum (LMR 14904) (Figura
6 a). Isso pode ter ocorrido devido as bactérias promotoras de crescimento de plantas
estarem envolvidas na producdo do hormdnio responsavel pelo crescimento da raiz
(auxina), como &cido indol acético, que é sintetizado a partir do triptofano (Olanrewaju
et al., 2017).

O acumulo de nitrogénio e de ferro nas plantas foi maior que as do controle,
mas néo diferiram entre si, com excecdo do Bradyrhizobium spp, que teve
caracteristica semelhante ao controle (Tabela 2). Isso ocorreu provavelmente devido
ao Bacillus sp apresentar a capacidade de producdo de aménio e agentes sideroforos
guelantes de ferro (Pandey et al., 2019).

As plantas inoculadas com bactérias obtiveram maiores acimulos de nitrogénio
em comparacdo as do tratamento controle (Figura 5). Para o P, as plantas oriundas
de tratamento de sementes com bactérias Rhizobium leguninosarum (Bl) e
Mesorhizobium Ciceri (B2), tiveram maior acimulo de P. Nas plantas oriundas de
sementes tratadas com as B1, B2 e B3 foi observado maior acimulo de enxofre,
calcio, magnésio e zinco. No entanto, a eficiéncia de utilizacdo quando comparada ao
controle foi baixa (Tabela 3). A eficiéncia de utilizacao, foi testada para verificar quanto
do nutriente absorvido refletiu em massa seca da planta. Essa eficiéncia, é
dependente de varios fatores, como a eficiéncia da propria planta em utilizar os
recursos disponiveis para o0 seu desenvolvimento, em condicbes de baixa

disponibilidade de nutrientes.
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5 Conclusodes

A inoculacao de sementes de grao-de-bico com Rhizobium leguminosarum bv.
Vicea LMR-14904 e Mesorhizobium ciceri LMG-14989 afetaram positivamente a
eficiéncia da fixacdo biologica de nitrogénio da planta, aumentando a concentracao
de pigmentos fotossintéticos e eficiéncia quantica do fotossistema Il.

O Mesorhizobium ciceri  foi 0 género que produziu maior quantidade de

noédulos ativos e viaveis.
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CAPITULO 4 - NODULACAO E CONCENTRACAO DE UREIDEOS EM GRAO-DE-
BICO TRATADO COM COBALTO E MOLIBDENIO

RESUMO — O Co (cobalto) e o Mo (molibdénio) séo elementos fundamentais
para a fixacdo bioldgica de nitrogénio em plantas leguminosas. Entretanto ainda nao
se sabe qual a faixa de concentracdo segura para se usar no tratamento de sementes
de gréo-de-bico para se obter maxima eficiéncia e minima intoxicagéo. Diante disso,
0 objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da aplicacdo de doses combinadas de
Co e Mo em sementes de grédo-de-bico sobre a nodulacédo e fisiologia da planta. O
estudo foi realizado sob esquema fatorial 4x4, com cinco repeticbes. As sementes de
grao-de-bico foram tratadas com quatro doses de Co (0, 30, 60 e 100 mg kg) e Mo
(0, 100, 450, 650 mg kg?), inoculadas com Mesorhizobium ciceri e semeadas em
vasos contendo 4 dm?® de um solo arenoso. Nos resultados foi observado que plantas
oriundas de sementes tratadas com doses de Co entre 52 e 77 mg kg e de Mo entre
216 e 400 mg kg de semente, e inoculadas com Mesorhizobium ciceri, induziu maior
nodulacdo das raizes, maior massa seca nodular, melhorou a eficiéncia do
fotossistema Il (PSIl), aumentou a concentracdo de ureideos e acglcares totais nas

folhas, com pouco prejuizo na permeabilidade das membranas celulares.

Palavras-chave: Cicer arietinum, fixacdo bioldgica de nitrogénio, nddulos radiculares,

tratamento de sementes, superficie resposta.
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1 Introducéao

O grao-de-bico (Cicer arietinum) € uma leguminosa da familia Fabacea e foi
uma das primeiras plantas a serem domesticadas no Oriente Médio (Jukanti et al.,
2012). Devido seu alto teor de fibras, proteinas, vitaminas, gorduras, acido folico
(Rachwa-Rosiak et al. 2015) e de minerais como ferro e zinco, possui grande
relevancia na alimentacdo humana (Merga and Haji 2019). A producéo global de gréo-
de-bico é de cerca de 17,19 milhdes de toneladas, com 67% da producéo concentrada
na India (FAOSTAT, 2019), mas com cultivo ainda pouco expressivo no Brasil. Assim
como outras leguminosas, o gréo-de-bico tem grande relevancia na agricultura, sendo
economicamente vidvel e ambientalmente sustentavel (Benjelloun et al., 2019),
porque essas plantas estabelecem uma relacéo de simbiose com microrganismos que
sdo capazes de utilizar o nitrogénio atmosférico (N2), que é inacessivel para as
plantas, reduzindo o mesmo para a forma amoniacal que é convertida em glutamina
pela enzima glutamina sintetase (GS) (Udvardi & Poole, 2013). Todo esse processo
ocorre gracas a nitrogenase, que € uma enzima localizada no interior do nodulo. A
nitrogenase é um complexo enzimatico formado por duas metaloproteinas: a proteina
ferro-molibdénio (FeMo), que catalisa a reducédo do N2 e a de ferro-proteina (Fe) que
transfere elétrons para a proteina FeMo ( Andrews et al. 2009; Bosse et al. 2021). Por
isso a interacdo do grao-de-bico com microrganismos simbiontes contribui para a
melhoria na fertilidade do solo ao fixar nitrogénio, refletindo também em aumentos na
produtividade da cultura (Flowers et al., 2010). Como consequéncia, ha reducao no
uso de fertilizantes minerais, que representam elevados custos. Além disso, a reducéo
da aplicacdo de adubos nitrogenados no solo também contribui para a reducéo efeito
estufa e contaminacao de aguas, devido a reducao nas formas volateis-6xido nitroso
e diminuicdo da lixiviagdo do nitrato no perfil do solo (Bisht et al., 2019).

O grao-de-bico é considerado um hospedeiro restritivo para nodulacéo, ou seja,
poucas espécies de bactérias sao capazes de induzir nédulos eficazes e conter genes
nodC e nifH (Benjelloun et al., 2019) que sédo os responsaveis pela FBN (fixacdo
biolégica do nitrogénio). Recentemente Mir et al. (2021) atribuiram a baixa
produtividade de grao-de-bico, a solos de baixa fertilidade e a baixa populacéo de

rizobios no solo. Entretanto, ja existem estudos demonstrando que algumas cepas de
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rizobios sdo capazes de promover o crescimento e o desenvolvimento das plantas de
grdo-de-bico, por aumentar sua nodulacdo e sua eficiéncia na fixacao biologica de
nitrogénio (FBN) (Mir et al., 2021; Zhang et al., 2020). No entanto, SG40 escassos
estudos que utilizam a nutricdo de plantas visando aumentar a eficiéncia da FBN em
plantas de gréo-de-bico, principalmente abordando os mecanismos de assimilacéo e
transporte de nitrogénio, na forma de aminoacidos e ureideos. Vale também ressaltar
gue as novas cultivares, lancadas pela Embrapa hortalica em 2015, tem alto potencial
produtivo e por isso demandam mais nutrientes, como o N. O cobalto (Co) e
molibdénio (Mo) sdo elementos fundamentais na FBN, pois sdo conhecidos por
aumentar a nodulagdo e estimulam a producdo de compostos nitrogenados nas
plantas (Gerico et al., 2020). Isso por que o Mo esta diretamente envolvido na FBN
por ser componente da nitrogenase (Alam et al., 2015). O Co, por sua vez, é
considerado um elemento benéfico para as plantas leguminosas, pois compde a
cobalamina (vitamina Bi2 e seus derivados), percussora da leg-hemoglobina que tem
fungcdo de impedir a inativacdo da enzima nitrogenase. Sendo assim, a
indisponibilidade de Co e Mo para as plantas também pode afetar o desenvolvimento
e funcionalidade do nédulo (Ali et al., 2010), o que reflete na diminuicdo da FBN.

A disponibilidade de Co e Mo para as plantas é limitada por diversos fatores,
tais como a baixa concentragcédo no solo, pH fora da faixa de 5,5 a 6,5, baixo teor de
matéria organica no solo, dentre outros. A concentracdo desses elementos no solo
vem reduzindo ao longo dos anos, devido aos intensos cultivos que os extraem dos
solos e os exportam pelas colheitas. Diante disso, mesmo sendo requeridos em
pequenas quantidades, € necesséaria a avaliacdo das concentracbes no solo e,
guando necessario, sua reposicdo no solo ou outra forma de fornecimento para as
plantas. Dentre as formas de aplicacdo destaca-se o tratamento de sementes com Co
e Mo, juntamente com o inoculante, como ja tem sido feito na cultura da soja (Farooq
et al. 2012).

Atualmente, ndo sédo encontrados trabalhos que visam verificar o efeito de
doses combinadas de Co e Mo via tratamento de sementes em grao-de-bico. Diante
disso, este estudo foi idealizado com o objetivo de avaliar os efeitos da aplicagcéo de
doses combinadas de Co e Mo em sementes de grao-de-bico sobre a nodulacdo e

sobre a fisiologia das plantas.
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2 Material e Métodos

2.1 Descricao do local de realizacdo do estudo e design experimental

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo no periodo de abril a agosto
de 2021, na Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (Unesp/FCAV), campus Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil. A temperatura
maxima, minima e umidade da casa de vegetacdo foram medidos diariamente com
auxilio de um termo-higrémetro, sendo obtidas médias durante o periodo de estudo
de 34,5°C, 15 °C e 71 %, respectivamente.

Realizou-se o0 experimento em esquema fatorial 4x4, sob delineamento em
blocos casualizados, com dez repeticbes, perfazendo um total de 160 unidades
experimentais. Cada unidade experimental foi composta por um vaso contendo 4 dm?
de solo. O solo utilizado foi um Latossolo Amarelo Distréfico (LAd) de acordo com o
Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (Embrapa, 2018), com teores de 250 g
kgt de argila, 30 g kg de silte e 720 g kg de areia, determinados de acordo com
Embrapa (2017). A caracterizacdo quimica do solo foi feita segundo Raij et al. (2001),
com os seguintes resultados de pH: 5,7; matéria organica do solo (MO): 13 g dm3; P
(extraido por resina): 13 mg dm3; S: 9 mg dm3; Ca: 11 mmolc dm3; Mg: 4 mmolc dm-
3: K: 0,9 mmolc dm3; H+Al: 10 mmolc dm3; CTC: 26 mmolc dm3; V: 62%; B: 0,27 mg
dm3; Cu: 0,7 mg dm=3; Fe: 5 mg dm3; Mn: 1,3 mg dm3; Zn: 3 mg dm,

Antes da semeadura, o solo foi corrigido pela aplicacdo de CaCOs + MgCOs
(na proporcéo de 3:1 em massa) a fim de elevar a saturacéo de bases do solo a 70%.
O solo corrigido foi umedecido (até 70% da capacidade de campo) e incubado por dez
dias. Em seguida foi seco ao ar adicionado de 27,75 mg dm3de superfosfato simples.

As sementes de gréo-de-bico da cultivar ‘BRS Cristalino’ foram tratadas com
solucéo de cloreto de cobalto nas doses 0, 30, 60 e 100 mg kg de Co e com solucéo
de molibdato de sédio nas doses de 0, 100, 450, 650 mg kg* de Mo. Em seguida,
foram tratadas com 1 mL de solugédo agucarada a 10% (para aumentar a aderéncia
ao inoculante e fornecer energia para as bactérias) e posteriormente foi aplicado 5 mL

do inoculante de Mesorhizobium ciceri LMG-14989 para cada 100 g de sementes. O
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referido inoculante liquido foi preparado em meio YML em uma concentragéo de 7x10°
unidades formadoras de colénia (UFC/mL). As doses de Co e Mo foram estabelecidas
com base em experimento preliminar.

A semeadura foi feita logo apds o tratamento e a inoculacdo das sementes,
semeando-se 6 sementes em pequenas covas com 2 cm de profundidade. A umidade
do solo foi mantida a cerca de 60% pela adicdo de agua destilada, sendo monitorada
periodicamente pelo método das pesagens.

A emergéncia das plantulas ocorreu quatro dias apés a semeadura. Apos 15
dias da emergéncia das plantulas, fez-se o desbaste, mantendo quatro plantas por
vaso. Logo apds o desbaste também foram aplicados 200 mg dm? de K20, 190 mg
dm3 de MgSO,, 24 mg dm®de MnClz, 12 mg dm® de HzBOs e 8 mg dm® de CuSOa4
(Sousa e Lobato, 2004).

2.2 Amostragem das plantas e preparacao das amostras

No inicio da floracdo das plantas de gréo-de-bico, cinco repeticdes foram
retiradas para realizar as avaliacdes bioquimicas e das raizes e as demais foram
mantidas para avaliacdo da producao final de grdos (avaliando o numero de graos e
a massa seca dos graos). Na época da floracdo mediu-se a altura (cm) e didmetro
(mm) das plantas. Folhas totalmente desenvolvidas foram coletadas para avaliar os
teores de acucares totais, sacarose, nitrato, aménio, aminoacidos e ureideos totais. A
seguir as plantas foram coletadas e separadas em parte aérea e raiz. A parte aérea
foi lavada com solucéo de detergente (0,1% v:v), solucdo de HCI (0,3% v:v) e agua
deionizada e seca em estufa de circulacao forcada de ar a 6512 °C até peso constante,
para determinacdo da massa seca e do teor de Mo e Co. Para a determinacdo dos
teores de Co e Mo adotou-se o método proposto por Jones & Case (1990), em que
0,25 mg das cinzas da parte aérea foram adicionados 25 mL de acido nitrico (5%), em
cujo extrato foi realizada a quantificacdo dos teores de Co e Mo utilizando um
espectrometro de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).

Nas raizes, fez-se a contagem dos nédulos. Em seguida, os nddulos foram

destacados, submetidos a corte histolégico para captura de imagens e secos em
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estufa de circulacéo forcada de ar a 65+2 °C até peso constante. Apds, as raizes

foram lavadas e secas conforme o descrito para a parte aérea.

2.2.1 Determinacao da eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm)

A eficiéncia quantica do fotossistema Il (FSII) foi estimada pela medicdo da
fluorescéncia da clorofila no sétimo foliolo das plantas, utilizando um fluorébmetro de
clorofila (Opti-sciences - Os30P), realizando-se as medidas entre as 7 e 8 horas da
manha. As plantas foram deixadas no escuro por pelo menos 30 minutos antes da
excitacao do pulso de luz vermelha por 1 segundo. Em seguida, foram determinadas
a fluorescéncia inicial (F0), fluorescéncia maxima (Fm) e eficiéncia quantica do
fotossistema Il, dada pela razdo entre a fluorescéncia variavel e a fluorescéncia média
(Fv/IFm) (Lichtenthaler et al., 2005).

2.2.2 Determinacao da integridade da membrana das células

Para avaliacdo dos danos a integridade das membranas celulares, foi
determinado o indice de extravasamento de eletrélitos celulares (IVE). Para isso,
foram retirados trés discos foliares de 129 mm? cada, da sétima folha da planta. Os
discos foram emergidos em 20 ml de agua deionizada a temperatura de 25 °C. Apds
2 horas, foi medida a condutividade elétrica inicial da solu¢cdo (ECi) utilizando
condutivimetro portétil (TDS-3 digital meter). Posteriormente, as amostras foram
autoclavadas a 121 °C por 20 minutos e obtida a condutividade elétrica final da
solucédo (EC>). O IVE foi calculado utilizando a férmula: (EC1/ EC2) x 100.

2.2.3 Determinacao do teor de acgucares totais e sacarose

Para determinacdo de sacarose e acUcares totais, foi utilizado o método
proposto por Bieleski e Turner (1966). O extrato foi preparado triturando-se 1 g de
folhas frescas em almofariz de porcelana, em seguida o material foi transferido para
tudo Falcon de 15 mL e adicionou-se 10 mL da solugdo MCW (60% metanol, 25%

cloroférmio e 15% &agua). O material foi homogeneizado em vortex e, posteriormente
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centrifugado a 4 °C por 10 minutos a 10.000 rpm. Adicionou-se a outro tubo 4 mL do
sobrenadante do extrato MCW, 1 mL de cloroférmio e 1,5 mL de agua. ApGs a
separacdo das fases, realizou-se a quantificagdo de sacarose, agucares totais,
aminoacidos, nitrato e ureideos totais (alantoina+acido alantdico) na aquosa.

A quantificacdo de acUcares totais foi realizada de acordo com DuBois et al.,
(1956). Em tubo de ensaio foi adicionado 20 pL do extrato MCW, 500 pL de fenol (5%)
e 2 mL de acido sulfarico p.a. Homogeneizou-se a mistura em vortex e ap0s o
resfriamento a temperatura ambiente, fez-se leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro ajustado para 490 nm. As concentracfes foram expressas em mg
g* de peso fresco.

A gquantificacdo de sacarose foi realizada conforme Van Handel (1967). Em
tubo de ensaio foi adicionado 50 yL do extrato MCW, 500 pyL de KOH (30%) e 2 mL
de &cido sulftrico concentrado. A mistura foi homogeneizada em vortex, e em seguida
mantida em estufa a 100 °C por 10 minutos. A mistura foi resfriada em temperatura
ambiente e em seguida fez-se a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro ajustado
para 490 nm, com concentracdes expressas em mg g de peso fresco. A quantificacdo
de acucares totais e sacarose foram realizadas usando uma curva padrdo de

sacarose.

2.2.4 Determinacao de nitrato

Para a determinacdo de nitrato em folhas de gréo-de-bico, adotou-se 0 método
descrito por Cataldo et al. (1975). Em tubo de ensaio, foi adicionado uma aliquota de
100 pL fase aquosa do extrato MCW (conforme descrito no item 2.2.3) e 0,4 mL de
acido salicilico 5% em acido sulfurico (m/v). Depois de 20 min em temperatura
ambiente, acrescentou-se 9,5 mL de NaOH (2N). Apos resfriamento a temperatura
ambiente, fez-se a determinacdo da absorbancia em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 410 nm. As concentracdes foram expressas em pumol g* de

peso fresco.
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2.2.5 Determinacao de aminoacidos livres totais e ureideos totais

Para a quantificacdo de aminoacidos livres seguiu-se 0 método proposto por
Moore (1968). Em um tubo de ensaio foi adicionado 1 mL do sobrenadante MCW e 1
mL de ninhidrina, agitou-se por 10 segundos e em seguida os tubos foram aquecidos
em banho maria (£100 °C) por 15 minutos. Apés o resfriamento, adicionou-se 5 mL de
etanol (50% v/v) e as amostras foram agitadas manualmente por 1 minuto. Em
seguida, os aminoacidos livres foram determinados por leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro ajustado a 570 nm. As concentracfes foram expressas em pmol
g* de peso fresco.

Na quantificacdo de aminoéacidos livres, seguiu-se o método proposto por
Moore (1968), usando a curva padrao de leucina a 0,2 mM em solu¢do tampéo de

acetato de litio (pH 5,0), com medida da absorbancia a 570 nm.

2.2.6 Ureideos

Para determinacéo de ureideos totais (alantoina e &cido alantéico) no tecido
foliar foi usado o método de Vogels e Van der Drift (1970). A determinacdo de
alantoina consistiu em aquecer em estufa 100 °C por 8 min uma aliquota de 250 pL
do sobrenadante MCW, 250 puL de NaOH (0,5 M) e 1 gota de fenil-hidrazina.
Posteriormente a mistura foi resfriada a temperatura ambiente e em seguida foram
adicionados 250 pL de HCI 0,65 N e aquecida novamente a 100 °C por 4 minutos
(hidrdlise acida). O ensaio foi resfriado a temperatura ambiente, e entdo foram
adicionados 250 yL de tampao fosfato (0,4M) pH 7,0 e 250 uL de solucédo de fenil-
hidrazina 0,33%. Apds 5 minutos a temperatura ambiente, o ensaio foi incubado em
banho de gelo durante 5 minutos e posteriormente homogeneizados em voOrtex. Em
seguida, adicionou-se 1,25 mL de HCI p.a. pré-congelado e 250uL de solugéo de
ferrocianeto de potassio 1,65%. A mistura foi homogeneizada por agitagdo em vortex.
Apds 15 minutos a temperatura ambiente, os ureideos foram determinadas por leitura
da absorbancia em espectrofotbmetro ajustado a 535 nm. A determinacédo do acido
alantéico foi realizada seguindo processo semelhante, porém omitindo a adicdo de
250 uL de NaOH 0,5 M, 20 pL de 0,33% de fenil-hidrazina e 8 minutos de secagem
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em estufa. Para quantificar a alantoina e o acido alantdico, foi usada uma curva de

alantoina padréo. Os resultados foram expressos como umol g™ de peso fresco.

2.3 Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro Wilk (p < 0,05)
e teste de homocedasticidade de Levene (p < 0,05). Posteriormente, os dados foram
submetidos analise de regresséo linear e multipla, com os coeficientes testados até
(p<0,10) pelo teste t, utilizando o software RStudio (R Core Team, 2022).

3 Resultados

3.1 Avaliag&o biométrica das plantas

As plantas de grao-de-bico ndo apresentaram diferencas significativas quanto

a altura e diametro do caule em relacdo ao aumento das doses de Co e Mo (Figura

1a, b). Porém, a aplicacdo de Mo até 425 mg kg elevou a massa seca da parte aérea
(Figura 1c).
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Figura 1. Altura da planta (a), diametro do caule (b), massa seca da parte aérea (c),

namero de nodulos (d), massa seca do nodulo (e) e massa seca da raiz (f)
de plantas de grao-de-bico (Cicer arietinum L.) em funcdo do tratamento de
sementes com doses de cobalto (x) e molibdénio (y). As doses estéo

expressas em mg do elemento por kg de sementes. Coeficientes
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significativos a: *** (p<0,001); ** (p<0,01); * (p<0,05); ° (p<0,1); e "™ = néo

significativo.

3.2 Nodulacdo e massa seca da raiz

O tratamento das sementes com Co néo influenciou no nimero de nddulo,
massa seca dos nédulos e massa seca das raizes (Figura 1d, 1le, 1f). O nimero de
nodulos, massa seca nodular e massa seca das raizes tiveram efeito quadratico, com

melhores respostas na dose de 400 mg kg Mo (Figura 1d, 1e, 1f).

3.3 Eficiéncia quéantica do fotossistema Il e indice de extravasamento de eletrdlitos

celulares

O tratamento das sementes com Co aumentou de forma linear a eficiéncia
quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) (Figura 2a) e reduziu o extravasamento de
eletrdlitos (Figura 2b). Porém, o tratamento das sementes com Mo aumentou a
eficiéncia quantica do PSIlI até a dose de 216 mg kg™ (Figura 2 c). As plantas oriundas
de sementes tratadas com Mo tiveram reducdo no extravasamento de eletrdlitos até
a dose de 364 mg kg, no entanto, doses acima desse valor, levaram a aumentos

também do extravasamento de eletrolitos (Figura 2 d).
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Figura 2. Eficiéncia quéantica do fotossistema Il (Fv/Fm) (a, ¢) e indice de
extravasamento de eletrélitos (IVE) (b, €) em plantas de grao-de-bico (Cicer
arietinum L.) em funcéo do tratamento de sementes com doses de cobalto
e molibdénio. * Coeficiente significativo a 0,05; "™ Coeficiente nao

significativo.

3.4 Acglcar total e sacarose

As doses de 77 e 52 mg kg de Co proporcionaram concentracdo maxima de
2.17 mg g?' de acucar total e 0.73 mg g*' sacarose (Figura 3a). O mesmo
comportamento foi observado para as plantas oriundas de sementes tratadas com Mo.
Com as doses de 561 e 196 mg kg* de Mo foram observadas as concentracdes
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maximas de 2.06 e 0.83 mg g'de acglcares totais e sacarose, respectivamente (Figura

3b).
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Figura 3 Concentracdo de acucares totais e sacarose em plantas de grédo-de-bico
(Cicer arietinum L.) em funcdo do tratamento de sementes com doses de
cobalto e molibdénio. * Coeficiente significativo a (p<0,05) e " Coeficiente

nao significativo.

3.5 Ureideos

A fracdo de alantoina teve maior contribuicdo na concentracdo de ureideos
totais em relagcdo ao acido alantéico (Figura 4 a, b). A concentracdo de ureideos nas
folnas aumentou com o aumento das doses de Co e Mo (Figura 4 c), com efeito

quadratico positivo nas doses de Mo e efeito linear com aumento das doses de Co.
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Figura 4 Alantoina (a), acido alantdico (b), e ureideos totais (d) em plantas de gréo-
de-bico (Cicer arietinum L.) em funcdo do tratamento de sementes com

doses de cobalto (x) e molibdénio (y), respectivamente. Coeficientes

significativos: *** (p<0,001); ** (p=<0,01); * (p<0,05); ° (p<0,1) e ™ nao
significativo.

3.6 Concentracdo de Co, Mo, nitrato e aminoécidos livres totais

O tratamento de sementes com Co e Mo elevaram as concentracfes desses
elementos e de nitrato nas folhas de grao-de-bico (Figura 5a, b, c, d). Porém, com o

aumento das doses de Co acima de 70 mg kg ocorreu reducdo da concentracdo de
Co, Mo e nitrato nas folhas.
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Figura 5. Concentracdo de Co (a), Mo nas folhas (b), nitrato (c), aminoacido (d) em

folhas de grao-de-bico (Cicer arietinum L.) em funcdo do tratamento de

sementes com doses de cobalto (xX) e molibdénio (y). Coeficientes
significativos: *** (p<0,001); ** (p=<0,01); * (p<0,05); ° (p<0,1) e ™ nao
significativo.

3.6 Rendimento dos gréos secos

Quanto ao rendimento dos grdos por planta, estes foram influenciados pelo
tratamento de sementes com cobalto e molibdénio, conforme Figura 7. A massa seca

dos gréos tiveram aumento linear, conforme o aumento das doses tanto de Co, quanto

de Mo, com massa seca média de 2,8 por planta (Figura 7 a). O nimero de graos por
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planta aumentou de forma linear com o0 aumento das doses de Co e Mo, com média
de 12 gr&os por vaso.
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Figura 7 Massa seca dos graos de grao-de-bico (a) e nimero de graos de grao-de-
bico (b) em funcdo das doses de cobalto (x) e de molibdénio (y).

Coeficientes significativos a: *** (p<0,001); ** (p<0,01); * (p<0,05); ° (p<0,1);
e " = ndo significativo.

4 Discussao

Os resultados indicam que apesar do tratamento de sementes com Co e Mo
nao terem contribuido diretamente para aumentar a altura e diametro do caule das
plantas (Figura 1a, b), a aplicacdo desses elementos aumentou em 9 % massa seca
da parte area, e em média 15 % a quantidade de graos e a massa seca de graos
produzidos pelas plantas (Figura S1 a, b). Também favoreceu o aumento da eficiéncia
do fotossistema Il (PSIl) - razdo Fv/Fm, a reducédo do indice de extravasamento de
eletrdlitos (Figura 2) e o aumento da concentracao de acucares totais (Figura 3). Esses
resultados podem indicar baixa toxicidade dos elementos adicionados as sementes,
nas doses aplicadas.

O PSIlI é um dos componentes do aparato fotossintético mais sensiveis a
fatores extremos (Feyziyev, 2019). O tratamento de sementes com Co e Mo elevaram
a Fv/Fm nas plantas, porém, doses de Mo acima de 216 mg kg reduziram a Fv/Fm,

0 que pode ter levado a inativacdo dos centros de reacdo do fotossistema Il, com
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prejuizo a fotossintese (Feyziyev, 2019). Isso pode explicar por que ocorreu a reducao
no crescimento da planta, com consequente reducao da massa seca, nas doses mais
elevadas (Figura 1c). O bom funcionamento da fotossintese garante a formacéo de
metabdlitos primarios, como 0s agUcares e aminoacidos, que irdo compor varias
organelas que desempenham func¢des vitais na planta (Van Tol et al., 2017).

Nesse estudo, observou-se que o tratamento de sementes com Co e Mo
aumentou as concentracfes de sacarose e acgucares totais nas folhas de grdo-de-bico
(Figura 3 a, b). A sacarose € o principal produto da fotossintese que impulsiona o
crescimento das plantas, sinalizacéo e adaptacdo a estresses ambientais (Mostofa et
al., 2017), como por exemplo, a toxicidade dos elementos adicionados nas sementes.
Os acgucares que se acumulam podem funcionar como osmdlitos, para manter o turgor
celular, e tém a capacidade de proteger as membranas e proteinas dos danos
causados pelo estresse, mas também atuam como sinais que regulam varios
processos associados ao crescimento e desenvolvimento das plantas (Muhammad
Farooq et al., 2018; Loreti et al., 2001).

Menor estresse foi observado em plantas que tiveram o suprimento de Co e Mo
via semente, por terem apresentado menor indice de extravasamento de eletrélito
(Figura 4 b, d). Isso indica que ocorreu menor dano oxidativo causado pelo efeito
toxico de doses relativamente elevadas dos elementos aplicados, o que também
afetaria a estabilidade e integridade das membranas celulares (Bisht et al., 2019). Isso
pode ser observado com a aplicacdo de Mo a partir da dose 364 mg kg, que tendeu
a aumentar o indice de extravasamento de eletrdlitos (Figura 2d). Essa explicacéo é
suportada pelo fato de que micronutrientes, como o Mo, e elementos benéficos, como
o Co, apresentam uma faixa ténue entre a demanda da planta e toxicidade (Kaur et
al., 2016; Wa Lwalaba et al., 2017).

Ao investigar as raizes das plantas de gréo-de-bico, observou-se que apos a
infeccdo das bactérias Mesorhizobium ciceri, os noédulos s&o de crescimento
determinado (Thavarajah & Ball, 2006), com diferentes tamanhos e formatos
irregulares (Figura 61, j, I, m). O tratamento das sementes com Co e Mo possibilitaram
aumento na nodulacdo (Figura 6 a - h). A formacdo de nodulos em leguminosas é
muito importante, pois ajuda a aumentar a captacao de nitrogénio para as plantas

(Ditta et al., 2018). Os nodulos viaveis e ativos apresentavam coloragdo rosacea
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(Figura 6 i-m) devido a presenca da leg-hemoglobina (Abd-Alla et al., 2019). Isso
deve-se a presenca do Co (Figura 5a), que é um elemento essencial para 0s
microrganismos envolvidos no processo de nodulacdo e fixacdo biolégica de
nitrogénio pelas plantas leguminosas (Gad, 2012). O Co faz parte do centro de reacao
da cobalamina (vitamina B12), que € percussora da leg-hemoglobina (Cheng et al.,
2016), que por sua vez, tem a funcdo de impedir a inativacdo da nitrogenase,

regulando a entrada de oxigénio no complexo enzimético (Lucinski et al., 2002).

Figura 7. Namero de ndédulos observados em raizes de gréo-de-bico que tiveram as
sementes tratadas com doses de 0, 100, 450, 650 mg kg de Mo (a, b c, d)
e 0,30,60 e 100 mg kg* de Co (e, f, g, h). Corte histolégico dos nédulos
com diferentes anatomias observados nas raizes de plantas de grao-de-

bico independente do tratamento aplicado (i, j, I, m, n, 0).

Em relacdo ao metabolismo do N nas plantas de gréo-de-bico, observou-se
aumento na concentracdo de ureideos com aumento das doses de Co e Mo, sendo

observada maior concentracdo de alantoina nas folhas, do que o acido alantdico
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(Figura 4 a, 4 b). O aumento das doses de Mo reduziu a concentracdo de alantoina e
acido alantdico e o aumento da dose de Co reduziu a concentracdo de 4cido alantoico.
No entanto, em geral, pode ser afirmado que a aplicacdo de Co e Mo foi benéfica para
a producédo de ureideos totais. Os ureideos (alantoina e acido alantéico) podem ter
papel importante na protecéo da planta contra os estresses abioticos (Werner & Witte,
2011), além de ser uma das formas em que as plantas leguminosas podem transportar
o N fixado (Thavarajah & Ball, 2006).

No processo de fixacdo do nitrogénio atmosférico (N2) pela nitrogenase, o N2 é
convertido a NHs no interior do bacteroide. Posteriormente & protonado (NH4*) no
espaco peribacteroide e entdo € exportado para o citosol da célula infectada através
da membrana simbiossoma (Baral et al., 2016). O amonio é entdo incorporado na
forma de glutamina. As principais formas de transporte de N mais comum em espécies
de leguminosas de origem temperada sdo na forma de glutamina e asparagina
(Tegeder, 2014). No entanto, as leguminosas tropicais também exportam o N na forma
de ureideos, que séo derivados da degradacgédo oxidativa das purinas, principalmente
alantoina e acido alantoico (Carter & Tegeder, 2016; Valentine et al., 2017). Os
ureideos sédo geralmente liberados no apoplasto e movem-se em direcdo a
vasculatura localizada na periferia do nédulo (Carter & Tegeder, 2016). E séo
transportados através do xilema, sendo translocadas para as folhas por fluxo de
transpiracéo (Baral et al., 2016).

As concentracgfes de nitrato foliar aumentaram de forma linear com 0 aumento
das doses de Mo, e de forma quadratica até a dose de aproximadamente 77 mg kg
de Co (Figura 5 c). Possivelmente o nitrato foi convertido a amonia que foi rapidamente
incorporada a compostos organicos, tais como os aminoacidos (Figura 5 d). Os
aminoacidos também apresentaram aumento em sua concentracdo de forma
quadratica, com o aumento das doses de Co. As avalia¢cdes para determinagcéo dos
teores de nitrato foram realizadas, pelo fato do gréo-de-bico ser uma leguminosa que
realiza FBN de forma néo eficiente (Mir et al., 2021), e portanto, também pode
absorver o N presente no préprio solo. Além disso, o Mo além de compor a nitrogenase
e atuar diretamente na FBN, também atua na enzima nitrato redutase. O Mo também
€ um cofator que atua na enzima xantina desidrogensase, que € responsavel por

degradar a xantina em acido Urico e posteriormente em alantoina, sendo um elemento
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chave na mobilizacdo e exportacdo do N para fora do nédulo das leguminosas, apos
a fixacao.

De forma geral, os resultados demonstraram que a eficiéncia da FBN em
plantas de gréo-de-bico pode ser melhorada, levando em consideracdo fatores
limitantes como a fertilizacdo adequada com Co e Mo. A planta de grédo-de-bico
mostrou-se tolerante a aplicacdo de cloreto de cobalto, pois mesmo em doses
relativamente elevadas né&o interferiu negativamente na maioria das variaveis
investigadas, além de ter aumentado o niumero de graos e a massa seca dos graos.

Sugere-se mais estudos com diferentes fontes de Co e Mo no tratamento de
sementes, bem como doses um pouco mais elevadas de cobalto que as usadas neste
trabalho, para verificar qual a dose 6tima desse elemento a ser recomendada para a
cultura.

Sao necessarios também outros estudos para avaliar a dose-resposta de Co e
Mo nesta e em outras cultivares de gréo-de-bico sob as reais condi¢cdes de campo,
para estabelecer a recomendacao ideal visando maior produtividade da cultura.

5 Conclusoes

O tratamento de sementes de gréo-de-bico com doses de Co entre 52 e 77 mg
kg* e de Mo entre 216 e 400 mg kg de sementes, e inoculadas com Mesorhizobium
cicer, induziu maior nodulacdo das raizes, maior massa seca nodular, melhorou a
eficiéncia do fotossistema Il (PSIl), aumentou a concentracdo de ureideos e aclcares

totais nas folhas, com pouco prejuizo na permeabilidade das membranas celulares.
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