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RESUMO

DUARTE, DANIELA BARBOSA M. Sc.; Universidade Estadual da Paraiba/Embrapa
Algoddo, marco/2016. Desenvolvimento vegetativo e parametros fisioldgicos em
genotipos de amendoim sob déficit hidrico e inoculados com rizébios. Liziane Maria
de Lima (Orientadora); Pedro Dantas Fernandes (Co-orientador).

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma oleaginosa herbacea originaria da
América Latina e cultivada em varias regifes do Brasil, por sua grande capacidade de
adaptacdo ambiental. Porém, alguns fatores ambientais bi6ticos e abi6ticos, como o
estresse hidrico, afetam a capacidade de producdo do amendoim, desencadeando
impactos econdmicos negativos, que variam dependendo da duracdo da estiagem e da
fase fenologica das plantas. Nesse contexto, objetivou-se avaliar a interacdo de
microrganismos fixadores de nitrogénio, como promotores de tolerancia ao déficit hidrico
em trés gendtipos de amendoim, avaliando-se parametros fisiologicos e de crescimento
vegetativo. Foram usados trés genotipos de amendoim, sendo duas cultivares (BRS
Havana e CNPA 76 AM) e uma linhagem avancada (2012-4), os tratamentos foram
formados a partir da inoculacdo de trés isolados de rizébio (SEMIA 6144, 123-10A e
SEMIA 4077), uma fonte quimica nitrogenada (sulfato de aménia) e a testemunha sem
nitrogénio e dois regimes hidricos. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com fatorial de 3 x 5 x 2 com 6 repeticdes. Os dados obtidos foram analisados
por meio do Programa estatistico SISVAR versdo 5.6, os quais foram submetidos a
analise de variancia pelo teste T e a comparacdo de medias pelo de Teste de Tukey a 5%
de significancia. As variaveis de trocas gasosas foram afetadas pelo déficit hidrico e
houve reducdo da altura de planta, massa seca da parte aérea, peso seco de nodulos e
numero de nodulos. O déficit hidrico reduziu também as trocas gasosas nos genotipos de
amendoim, contudo, os rizébios mitigaram os efeitos do déficit hidrico. Houve aumento
no teor de prolina nas plantas sob restri¢do hidrica e as enzimas antioxidantes atuaram de

acordo com as necessidades dos mecanismos de defesa das plantas. Os genoétipos
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estudados foram tolerantes ao déficit hidrico na presenca das estirpes 123-10A e SEMIA

6144, sendo que 123-10A foi mais a responsiva na maioria das varidveis analisadas.

Palavras-chave: Arachys hypogaea L., déficit hidrico, enzimas antioxidantes, rizobios.
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ABSTRACT

DUARTE, DANIELA BARBOSA M.Sc.; Universidade Estadual da Paraiba/Embrapa
Algoddo, marco/2016. Desenvolvimento vegetativo e parametros fisiologicos em
genotipos de amendoim sob déficit hidrico e inoculados com rizdbios. Liziane Maria
de Lima (Orientadora); Pedro Dantas Fernandes (Co-orientador).

Peanut (Arachis hypogaea L.) is a herbaceous oilseed original in Latin America
and cultivated in many regions of Brazil due to great capacity for environmental
adaptation. But some biotic and abiotic environmental factors such as water stress, affect
the peanut production capacity, however negative economic impacts that vary depending
on the duration of the drought and the phenological phase of the plants. In this context
aimed to evaluate the interaction of nitrogen-fixing microorganisms, as promoters of
tolerance to drought in three peanut genotypes, assessing physiological and vegetative
growth parameters. We used three genotypes of peanut and two cultivars (BRS Havana
and CNPA 76 AM) and an advanced line (2012-4), the treatments were formed from the
inoculation of three strains of rhizobia (SEMIA 6144, 123-10A and SEMIA 4077) , a
nitrogenous chemical source (ammonium sulfate) and without nitrogen witness and two
water regimes. The experimental design was completely randomized with factorial 3 x 5
X 2 with 6 repetitions. Data were analyzed using the statistical program SISVAR version
5.6, which were submitted to variance analysis by T test and comparison of means by
Tukey test at 5% significance. The variables of gas exchange were affected by drought
and decreased the plant height, shoot dry weight, dry weight of nodules and number of
nodes. The drought also reduced gas exchange in peanut genotypes, however, the rhizobia
mitigated the effects of drought. There was an increase in proline content in plants under
water stress and antioxidant enzymes acted in accordance with the needs of the plant
defense mechanisms. The genotypes studied were tolerant to drought in the presence of
strains 123-10A and SEMIA 6144, and 123-10A was more responsive in most of the

variables analyzed.

Keywords: Arachys hypogaea L., water stress, antioxidant enzymes, rhizobia
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1. INTRODUCAO

O amendoim é uma leguminosa com sementes ricas em 06leo, é utilizado como
fonte de alimento e na obtencdo de produtos derivados utilizados para a industria
farmacéutica e cosmética, além de ser uma alternativa para os programas de
bicombustivel. E considerada a quarta oleaginosa mais cultivada no mundo; no Brasil seu
cultivo é bastante difundido em estados das regides Sul e Sudeste, sendo o estado de Séo
Paulo o maior produtor, com aproximadamente 95% da producéo nacional (CONAB,
2015).

Apesar de sua importancia econémica, um dos fatores que limita a extensdo do
seu cultivo é o déficit hidrico, principalmente em regifes semiaridas, que possui periodos
de secas prolongados. O déficit hidrico causa diversas alterac6es nas plantas, a exemplos
de fisiologicas e bioquimicas, afetando, principalmente, as funcdes vitais das células, a
partir da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que degradam lipidios,
aminoacidos, &cidos nucléicos e a estrutura do DNA (FAROOQ et al., 2009; HUANG et
al., 2013). Dentre as EROs mais comuns destacam-se o radical superdxido (O2-), oxigénio
singleto (*02), perdxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH'). Todas estas
geradas a partir do Oz que é inofensivo em seu estado fundamental (SHARMA et al.,
2012).

Para evitar esses danos, as plantas desenvolveram mecanismos de defesas
celulares, capazes de mitigar as alteragbes provocadas em decorréncia do estresse
abiotico. Algumas enzimas do complexo antioxidativo sdo capazes de diminuir a a¢do
das espécies reativas de oxigénio, esses mecanismos de defesa sdo ativados por
sinalizadores de estresse. Dentre as enzimas antioxidantes ativadas na defesa destacam-
se: superoxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase, entre outras. Existem ainda

moléculas como agucares complexos e outras como 0 amino&cido prolina, que também
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executam a funcdo de defesa das plantas atuando como osmoprotetores quando estas
encontram-se sob estresses bioticos e abioticos. Essas moléculas agem como agentes
degradantes das EROs geradas a partir do inicio da sinalizagdo do estresse (KIM e
KWAK, 2010).

Por ser uma leguminosa, uma das caracteristicas do amendoim é a interacéo
simbidtica com bactérias de solo, das quais muitas sdo promotoras do crescimento vegetal
(BOLONHEZI, 2013). Nesse contexto, tem se notado em varios estudos que a interacao
de leguminosas com microrganismos promotores de crescimento vegetal, tem sido uma
alternativa para minimizar danos celulares causados por estresses bidtico e abiotico, a
partir da producdo de substancias osmorreguladoras produzidas por esses organismos
fixadores bioldgicos de nitrogénio (FURLAN et al., 2012; KAVAMURA et al., 2013;
ISLAM et al., 2014).

Diante da importancia econémica do amendoim para a industria e da reducéo
produtiva durante a estiagem, faz-se necessario estudar a interacdo de genoétipos de
amendoim com rizébios a fim de identificar o genotipo e a estirpe mais responsiva aos

efeitos do déficit hidrico.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar genotipos de amendoim inoculados com rizébios sob condi¢des de déficit

hidrico, através de avaliacOes fisioldgicas e crescimento vegetativo.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar e identificar parametros fisiolégicos em genétipos de amendoim
inoculados com rizébios em condigdes de déficit hidrico.

Identificar o inoculante a base de rizobios que melhor contribuiu para a toleréncia
dos gendtipos de amendoim ao déficit hidrico.

Estimar o desenvolvimento vegetativo dos genétipos de amendoim inoculados

com rizdbios e submetidos ao déficit hidrico.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. A cultura do amendoim e sua importancia econémica

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma planta originaria da América do Sul, é
considerado uma das principais oleaginosas cultivadas no Brasil e no mundo. Atualmente
¢ a quarta maior cultura entre as oleaginosas, sendo cultivada em mais de 100 paises, com
aproximadamente 45 milhdes de toneladas, onde 67% da produgdo mundial concentra-se
na China, india, Nigéria, Estados Unidos e Suddo (FAOSTAT, 2015; USDA, 2016). No
Brasil, 0 amendoim é cultivado em dez estados brasileiros, dos quais, S&o Paulo é o maior
produtor, com 95% da producdo nacional, seguido por Rio Grande do Sul com 3% e
Minas Gerais com 2%, totalizando cerca de 354 mil de toneladas (CONAB, 2015).

Pertencente a familia fabaceae, 0 amendoim é uma planta alotetrapl6ide, que se
reproduz quase exclusivamente por autogamia (SANTOS e NOGUEIRA, 2000),
herbacea, ereta ou prostrada, anual, com ciclo entre 90 e 160 dias, atingindo altura da
haste principal entre 50 a 60 cm (NOGUEIRA e TAVORA, 2013). O teor de 6leo presente
nas sementes de amendoim é cerca de 40% a 50% e de 22% a 33% de proteina, ainda
contém carboidratos, sais minerais e vitaminas E e do complexo B, constituindo-se num
alimento altamente energético (585 calorias/100 g) (SILVEIRA et al., 2011), fazendo
parte do grupo dos nove 6leos mais consumidos no mundo, ocupando o sétimo lugar
(CONAB, 2015).

A espécie A. hypogaea encontra-se subdividida em duas subespécies, hypogaea e
fastigiata, as quais, ainda se dividem em seis variedades botanicas segundo o habito de
crescimento, hypogaea e hirsuta pertencentes a subespécie hypogaea, de habito rasteiro
e fastigiata, vulgaris, aequatoriana e peruviana, pertencentes a subespécie fastigiata de
habito ereto (NOGUEIRA e TAVORA, 2013).
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Valéncia, Spanish e Virginia sdo os tipos comerciais, divididos de acordo com 0s
grupos botanicos e descritos principalmente pelo habito de crescimento. Valéncia e
Spanish sdo representados pelas subespécies fastigiata e hypogaea, respectivamente,
ambas possuem habito de crescimento ereto ou semiereto, ciclo curto (90 a 100 dias) e
haste principal com flores. As vagens do grupo Valéncia contém entre duas e quatro
sementes, ja as vagens do grupo Spanish possuem duas sementes de tamanho pequeno a
médio. Virginia é o tipo representado por acessos da subespécie hypogaea, que tem em
comum o habito de crescimento rasteiro, semirasteiro e arbustivo, ciclo longo (120 a 140
dias), sem flores na haste principal e vagens com duas sementes (GODOY et al., 2005).

O amendoim € uma planta classificada como mesdfila, seu metabolismo é de uma
planta C3, porém, apresenta caracteristicas de tolerancia a seca por mostrar-se adaptada
a reducdo hidrica. A transpiracdo da planta depende das condi¢des ambientais, como
temperatura e umidade atmosférica. O consumo de agua pela cultura pode variar ao longo
do ciclo: reduzido no inicio, aumentado durante a fase de reproducdo e diminuido durante
a fase final (NOGUEIRA e TAVORA, 2013).

3.2. Déficit hidrico em plantas de amendoim

O estresse hidrico € um dos fatores abidticos que mais afeta a cultura do
amendoim, apesar de sua adaptacdo a seca, durante os periodos de seca prolongada em
ambientes semiaridos como no Nordeste brasileiro, esses fatores podem provocar
alteracdes fisioldgicas e bioquimicas severas, as quais se tornam responsaveis por perdas
na producdo, principalmente nessas regifes. As alteracbes envolvem varios mecanismos
fisiolégicos, bioquimicos e moleculares da planta (FAROOQ et al., 2009; RIBEIRO,
2010).

Dentre as alteracOes fisioldgicas na planta e como uma defesa as condigdes de
estresse, destacam-se: diminuicdo da taxa fotossintética, fechamento estomatico para
reducdo da perda de &gua por evaporacdo e diminui¢do da absor¢do de CO> a nivel celular
(TAIZ e ZEIGER, 2006; NOGUEIRA et al., 2006). Em niveis morfol6gicos, o estresse
hidrico provoca reducdo da &rea foliar, nimero de folhas, altura da planta e massa seca
de folhas e caules das plantas (CORREIA e NOGUEIRA, 2004).

A redugéo de agua no solo e a diminui¢do da umidade do ar estdo diretamente
ligados ao estresse hidrico, pois afetam a transpiracdo causando a perda de agua pela

abertura estomatica, como defesa a planta fecha os estématos, reduzindo a taxa de
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assimilagdo de COy, isso reduz o crescimento da planta como forma de economizar agua
e energia (PIMENTEL, 2004; MAFAKHERI et al., 2010; SONGSRI et al., 2013). O
acumulo de osmolitos compativeis é uma estratégia de defesa para evitar ao méaximo a
perda de agua na planta, esses osmolitos sdo agucares, aminoacidos, acidos organicos,
proteinas e ions com funcdo de manter e regular a turgescéncia celular, de maneira que o
potencial hidrico dentro da célula seja mais negativo em relacdo ao solo e ao ar para,
assim, evitar que a planta desidrate completamente (PADMAVATHI e RAO, 2013)

As alteracdes estimulam a producdo de EROs, que funcionam como sinalizadores
celulares contra o estresse, quando em niveis normais, porém, quando ha um aumento
desses niveis, as espécies reativas causam danos celulares irreversiveis. As alteracoes
bioguimicas, genéticas e moleculares, provocadas pelas EROs, acarretam prejuizos
irreparaveis a maquinaria celular dos vegetais, que se encontram submetidos a tais
condicdes abidticas. Essas alteracBes afetam lipidios, proteinas, acidos nucléicos,

glicidios e consequentemente levam a morte celular (KIM e KWAK, 2010).

3.3. Espécies reativas de oxigénio (EROs)

Sob estresse bidtico e abidtico as plantas sofrem alteracdes fisiolégicas e
biogquimicas, o que favorece a producdo de EROs nas plantas, estas espécies sdo altamente
reativas e tdxicas causando danos a proteinas, lipidios, carboidratos e ao DNA. As EROs
compreendem tanto a forma de radicais livres (O2™ radical superoxido e OH" radical
hidroxila) quanto formas néo radicais (H20. peroxido de hidrogénio e 'O, oxigénio
singleto). Em cloroplastos, os fotossistemas | e 11 sdo os principais locais de produgéo das
EROs, mas também sdo sintetizadas em outros locais a exemplo das mitocéndrias, em
seu complexo I, na ubiquinona e no complexo Il da cadeia transportadora de elétrons
(SOARES e MACHADO, 2007; BARBOSA, 2014).

Em condic¢des ambientais normais, a producao das EROs esté diretamente ligada
a interacgdo planta-estresse e desempenha um papel importante na sinalizacdo e regulagéo
da transducéo de sinal quando a planta esta sob estresse bidtico ou abidtico, ou seja, as
EROs em baixas quantidades, fazem parte da primeira linha de defesa contra estresses
ambientais como sinalizadoras do estresse, porém, quando essa quantidade se eleva, as
EROs tornam-se prejudiciais ao metabolismo celular vegetal (NANDA et al., 2010).

O radical superdxido (O2") é formado durante o transporte de elétrons na

fotossintese e na fungdo do metabolismo de espécies reativas de oxigénio. O superoxido



24

€ uma espécie reativa de oxigénio, formado por reducéo de moléculas de oxigénio por um
unico elétron. Varios processos podem levar a formacdo de superoxido, mas a cadeia
transportadora de elétrons e 0s processos respiratdrios nas mitocondrias, assim como 0s
fotossintéticos nos cloroplastos sdo as principais fontes de producdo desse radical. A
enzima superdxido dismutase (SOD) catalisa a dismutacéo rapida do superéxido (PILON
etal., 2011).

O perdxido de hidrogénio (H20) € obtido a partir da reducdo univalente de O,
produzindo o peroxido de hidrogénio H202, que € reativo e tem relativamente semi-vida
de 1 ps, contudo, em excesso nas células das plantas causa o estresse oxidativo, durante
estresses bidticos provocados por patdgenos e/ou herbivoria e abidticos, como salinidade,
déficit hidrico e altas temperaturas, entre outros (GRATAO, 2004). O H,02 pode inativar
enzimas por oxidacdo, no entanto pode agir como um regulador chave em uma ampla
variedade de processos, tais como senescéncia foliar, fotorrespiracdo, fotossintese,
movimento dos estdmatos, ciclo celular, crescimento e desenvolvimento em geral
(MITTLER et al., 2004; PENG et al., 2005; BRIGHT et al., 2006).

O radical hidroxila (OH®), é altamente reativo e oxidante, de vida curta,
desempenha um papel importante na degradacdo de compostos organicos volateis. O
principal alvo da ac&o do radical hidroxila é a molécula de DNA que sofre danos nas suas
bases, levando a quebra da dupla cadeia e os acidos graxos insaturados que sofrem
peroxidacdo (DIZDAROGLU et al., 2012; TARABORRELLI et al., 2012).

O oxigénio singleto (*O2) é um subproduto natural da fotossintese, possui efeito
prejudicial em todo o aparato fotossintético. A disponibilidade limitada de CO2 provocada
pelo fechamento estomatico durante varios estresses ambientais, como salinidade, secas
e metais toxicos, favorece a formagdo do *O,. Seu tempo de vida no interior da célula
dura cerca de 3 ps ou menos (HACKBARTH et al., 2010). Estudos revelam que mesmo
em condicBes de pouca luz, o O, é sintetizado, principalmente no PSII podendo ser
detectado em outras localizaces estando até mesmo no citosol, sendo que mudancas
ambientais subitas elevam significativamente seu nivel de producdo desencadeando
danos celular quando em alta quantidade (BUCHERT al., 2010).

3.4. Reag0es antioxidantes de plantas

Em condicbes de estresse hidrico, as plantas ativam mecanismos envolvendo

enzimas, aglcares e aminoAcidos responsaveis por gerar uma série de respostas
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antioxidativas contra as EROs. Entre as principais enzimas destacam-se: superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e prolina, que s&o super
ou sub regulados para atenuar os efeitos degradantes do estresse (MAIA et al., 2007;
MARQUES et al., 2010; MARIN et al., 2010).

A SOD ¢é um metabdlito importante para defender as plantas contra os estresses
ambientais, agindo na degradacao do radical superdxido, converte O2” em H202, que em
seguida, é convertido de H.O. para H2O pela APX, por meio da oxidagdo do &cido
ascorbico ou pela enzima CAT (GARA et al., 2010; LIN et al., 2011).

A série de eventos envolvem SOD, CAT e APX por serem enzimas antioxidativas
doadoras de elétrons que promovem a redugdo do H.0, (GRATAO, 2004). A prolina
possui acdo osmorreguladora nas células, € um aminodcido sintetizado a partir do
glutamato, atua na planta mantendo a turgescéncia celular, estabilizando proteinas e
substancias essenciais ao metabolismo vegetal (QUEIROZ, 2006).

A CAT é uma das principais enzimas antioxidantes, presente em todos 0s
organismos aerobios. E responsavel por catalisar H.O2 em agua e oxigénio nas células
guando estas sdo expostas ao estresse ambiental. A CAT esta localizada nos principais
locais de producéo de H>O> na célula, como; peroxissomos, mitocondrias, cloroplastos e
no citosol das plantas (SAED-MOUCHESHI et al., 2014).

A APX é uma enzima antioxidativa e pode ser encontrada no citosol,
mitocondrias, peroxissomos, cloroplastos (no estroma ligadas as membranas dos
tilacoides) e parede celular (FOYER e NOCTOR, 2011). A APX exige o acido ascérbico
como redutor e tem alta afinidade pelo H202, permitindo a eliminagdo do mesmo em
baixas concentragdes (LOCATO et al., 2010; SHARMA et al., 2012). Nos cloroplastos e
mitocondrias, a APX atua no ciclo ascorbato-glutationa, no qual o H20, formado pela
acao da SOD, é reduzido pelo ascorbato (LOCATO et al., 2010).

A capacidade de acimulo de solutos compativeis € uma resposta comum dos
organismos quando submetidos as condi¢Ges adversas (EL-BASHITI et al., 2005;
HONGBO et al., 2006). Os vegetais superiores sob condi¢Ges de estresses bidticos e
abioticos acumulam acucares, prolina livre, cidos organicos, ions, entre outros solutos
(BARTELS e SUNKAR, 2005). Estes solutos sdao moléculas ou ions atdxicos que nao
interferem no metabolismo do vegetal, acumulando-se principalmente no citoplasma,
onde tém funcdo de manter a turgescéncia celular, além de estabilizar proteinas e
estruturas celulares nas condi¢des ambientais adversas (BRAY et al., 2001; BARTELS e
SUNKAR, 2005).
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Muitos trabalhos evidenciam que o acimulo da prolina e de aglcares como a
trealose constitui-se em um critério para estudos de tolerancia a seca, salinidade, altas
temperaturas e outros fatores bidticos e abiodticos que afetam as plantas, sendo esses
osmoprotetores utilizados como indicadores bioquimico-fisiologicos de estresse hidrico
e outros estresses (NEPOMUCENO et al., 2001; EI-BASHITI et al., 2005; YAMADA et
al.,2005; BIDOIA et al., 2006; HONGBO et al., 2006; MARIN et al., 2006).

3.5. Fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN)

Hé& alguns anos estudos tém demonstrado que microrganismos simbiontes com
plantas, FBN, podem promover beneficios que permitem o desenvolvimento mutuo de
ambos 0s organismos, onde bactérias associadas a vegetais influenciam na fixacdo de
nitrogénio. O nitrogénio é um elemento essencial para as plantas, fazendo parte da
constituicdo estrutural de aminoacidos, proteinas e &cidos nucléicos. Contudo, apesar de
sua importancia para o metabolismo celular vegetal, o nitrogénio atmosférico nao é
assimilavel por alguns grupos de vegetais, a exemplo das leguminosas e gramineas, sendo
necessario uma fonte externa para suprir a necessidade da planta. Assim, as bactérias
fixadoras de nitrogénio promovem 0 acesso do nitrogénio para as plantas, a partir de
compostos obtidos através da quebra do nitrogénio (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).
Além de proporcionar através dessa interacdo aumento da superficie radicular de
absorcédo de nutrientes, com o aumento da tolerancia ao estresse ambiental (MENESES
etal., 2011; FOLLI-PEREIRA et al., 2012; SOUZA, 2013).

As bactérias ainda podem contribuir como promotoras do crescimento de plantas,
favorecendo o aumento da solubilizacdo e absorcdo de nutrientes, producdo de
reguladores de crescimento vegetal como fitormonios, podem causar a supressao de
patdgenos a partir da producdo de sider6foros ou antibidticos evitando as doencas de
plantas (KUSS et al., 2007) e ainda, promovem a toleréncia a estresses ambientais atraves
da producdo de biofilme, o qual é caracterizado por formar uma matriz composta de
colbnias de bactérias constituidas por carboidratos extracelulares e proteinas que agem
como uma barreira de prote¢do natural contra a acdo de patdgenos, e contra a desidratacéo
causada por estresses ambientais (KACI et al., 2005; BRANDA et al., 2006;
KAVAMURA et al.,, 2013). Alguns microrganismos sdo capazes de sobreviver em
condi¢cBes ambientais adversas gracas a capacidade de adaptacdo ao meio através de

alteracdo na composicgéo lipidica da membrana celular (PAULUCCI et al., 2015).
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A FBN tem participacdo importante na interacdo planta-simbionte, uma vez que, o
nitrogénio € um elemento essencial a vida, pois é parte constituinte de varias moléculas
bioldgicas, tais como: aminodcidos, clorofila, bases nitrogenadas do RNA e DNA entre
outras. Poucos sdo 0s seres que possuem intrinsecamente a enzima nitrogenase,
responsavel pela reducdo do N> para a forma assimilavel de NHz, uma alternativa a
fixacdo de nitrogénio é a adubacgdo nitrogenada a partir de fertilizantes nitrogenados
produzidos industrialmente pelo sistema Haber-Bosch, mas esse método requer altas
temperaturas e pressdo elevada, o que exige alto custo e gasto de energia (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006).

Bactérias do solo também chamadas de rizobios e pertencentes aos géneros
Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Sinorhizbium e Photorhizobium (EPSTEIN
e BLOOM, 2006) sdo exemplos de promotoras do crescimento, que ajudam algumas
espécies de planta como gramineas e fabaceas a fixarem nitrogénio e tolerarem as
condigBes ambientais adversas, como 0s estresses bidticos e abidticos, a partir do seu
desempenho junto ao desenvolvimento e metabolismo vegetal, por meio da producdo e
liberacdo de osmorreguladores para as plantas (MARCOS et al., 2016).

A interacdo dos rizébios com as plantas hospedeiras se da gracas a formacgdo dos
nddulos, os quais sdo como novos érgdos formados por células radiculares infectadas com
os bacteroides, que sdo a forma endo-simbidtica da bactéria e, dentro dessa formacédo
acontece a fixacdo de nitrogénio. O que define a formacdo nodular de uma bactéria é a
expressao dos genes Nod, pois a partir deles 0os microrganismos dispdem dos mecanismos
necessarios a infecgcdo, permitindo a penetracdo dos bacteridides na raiz da planta para
formar os nddulos a partir do corddo de infecdo (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006;
SANTOS e REIS, 2008).

O amendoim € uma espécie capaz de nodular com uma diversidade de espécies de
rizbios nativas do solo pertencentes ao grupo miscelanea caupi. A inoculagdo com
estirpes selecionadas é capaz de aumentar a efetividade da simbiose e melhorar o
rendimento produtivo do amendoim. Contudo, a selecdo de uma simbiose eficiente é
dependente do conhecimento da variabilidade genética do macro e do microssimbionte
(BORGES, 2006; BORGES et al., 2007; HOFFMAN et al., 2007; SANTOS et al., 20073;
SANTOS et al., 2007b).

A infeccdo dos rizébios no género Arachis, ocorre a partir da penetracdo da bactéria
na raiz, através de fissuras na epiderme da mesma, ndo havendo, portanto, a formacéo do

corddo de infeccdo, caracteristico da nodulagdo de bactérias em outras espécies de
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leguminosas (CHANDLER, 1978). O nddulo € considerado um érgéo da planta, formado
a partir da simbiose entre a planta e o rizobio, contudo, a efetividade dos nddulos so é
possivel se existir um baixo nivel do oxigénio, uma vez que, a enzima nitrogenase,
responsavel pela FBN é sensivel ao O2 (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Atualmente existem no mercado dois inoculantes de Bradyrhizobium sp. indicados
pelo MAPA para o0 género Arachis, um para A. hypogaea, o amendoim cultivado, o
inoculante SEMIA 6144, e o outro para A. pintoi 0 amendoim forrageiro, o SEMIA 64309.
Para outras culturas de importancia econémica como a soja Glycine max existem quatro
inoculantes registrados, dois da espécie B. japonicum e dois da espécie B. elkanii (MAPA,
2011).

A selecdo de genotipos tolerantes a seca, juntamente com a selecéo de inoculantes
promotores de crescimento, € uma alternativa aos efeitos negativos do estresse hidrico.
Porém para se chegar a selecao de tais genotipos, se faz necessario estudos fisiologicos e
de crescimento vegetativo em diversos genotipos de amendoim em condicdes de déficit
hidrico, a fim de identificar o gendtipo mais tolerante em simbiose com bactérias

fixadoras de nitrogénio.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Isolados de rizobios e genotipos de amendoim

Foram utilizados trés gendtipos de amendoim advindos do programa de
melhoramento genético da Embrapa Algodao (Tabela 1), sendo duas cultivares (BRS
Havana e CNPA 76 AM) e uma linhagem avancada (2012-4) (Figura 1), e trés isolados
de rizébios (Tabela 2), sendo um cedido pela Universidade Estadual da Paraiba (SEMIA
4077) pertencente a Embrapa Agrobiologia, um pela Embrapa Semiérido (123-10A) e o
outro BR 1436A (SEMIA 6144) recomendado pelo MAPA (2011).

Tabela 1. Descricdo dos genotipos de amendoim utilizados no experimento, Campina
Grande-PB, 2016.

Caracteristicas dos gendtipos

Genotipo Porte Ciclo Origem Espécie
BRS Havana Ereto 100 dias Brasil Arachis hypogaea
CNPA 76 AM Ereto 100 dias Africa Arachis hypogaea
2012-4 Ereto 120 dias Brasil Arachis hypogaea

Figura 1. Sementes dos gendtipos de amendoim CNPA 76 AM (A), BRS Havana (B) e
2012-4 (C).
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4.2. Cultivo dos isolados de rizoébios

As estirpes de rizobios foram cultivadas em meio liquido Yeast Extract Malt
(YEM) (glicose 1%, peptona 0,5%, malte 0,3%, extrato de levedura 0,3%) a 28°C, sob
agitacdo (150 rpm), por 7 dias até o final da fase exponencial de crescimento das bactérias
quando se tinha 1,0 x 10° UFC/mL. Apds o crescimento as bactérias, foram realizadas trés
inoculactes de 1 mL/semente ou planta, utilizando pipeta automatica: a primeira no ato
da semeadura, a segunda com 7 dias ap6s a semeadura e a Gltima com 14 dias de semeadas

as sementes.

Tabela 2. Caracteristicas dos isolados de rizébios, Campina Grande-PB, 2016.

Isolado Género Instituicéo Crescimento Referéncia

SEMIA 6144 Bradyrhizobium 1AC Lento MAPA (2011)

BR 1436A

123-10A Bradyrhizobium Embrapa Lento Cunha et al.
Semiarido (2013)

SEMIA 4077 Rhizobium Embrapa Répido MAPA (2011)

BR 322 tropici Agrobiologia

4.3. Implantacéo, conducéo e coleta do experimento

O experimento foi conduzido no periodo de janeiro a fevereiro de 2014 em casa de
vegetacdo da Embrapa Algod&o situada na cidade de Campina Grande-PB (07°13°S;
53°31‘W). Utilizou-se vasos de 49 cm de didmetro por 21 cm de profundidade, com
capacidade para 32 L, os vasos foram furados na parte inferior para drenar a agua
excedente da irrigacdo e preenchidos manualmente com solo franco arenoso.
Anteriormente o solo foi analisado no Laboratério de Solos e Nutricdo de Plantas da
Embrapa Algodé&o, pelo método descrito por Silva (2009) (Tabela 3), sendo corrigido de
acordo com a analise de solo, para tal aplicou-se 9 mg de superfosfato simples e 2 mg de
cloreto de potassio/vaso, antes da semeadura, para o tratamento com nitrogénio, foi
adicionado ao solo 1 mg de sulfato de aménio para cada vaso destinado ao tratamento
com nitrogénio.

As sementes foram previamente desinfestadas com etanol puro por 30 segundos,

hipoclorito de sédio (NaClO 1%) por 3 minutos, seguido de 10 lavagens sucessivas com
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agua destilada para retirada de quaisquer tipos de residuos (VICENT, 1970). Os
tratamentos foram caracterizados em: (i) manejo sem nitrogénio (controle absoluto); (ii)
manejo com nitrogénio (sulfato de amonio) e (iii) manejo com inoculante a base de
rizébios. Apds 10 dias da germinacdo foi realizado o desbaste, deixando apenas duas
plantas por vaso. Vinte dias apds a germinacao, as plantas foram submetidas a restricao
hidrica por 10 dias, para avaliar os efeitos do déficit hidrico. Nesse periodo foram
irrigadas apenas as plantas controle mantendo-se a umidade proxima a capacidade de
campo com irrigacao abundante e as plantas sob restri¢do hidrica ndo foram irrigadas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com o fatorial
de 3 x 2 x 5, com seis repeti¢des, sendo distribuidos da seguinte forma; trés gendtipos de
amendoim (CNPA 76 AM, BRS Havana e 2012-4), trés estirpes de rizobios, a base de
Rhizobium (SEMIA 4077) e a base de Bradyrhizobium (SEMIA 6144 e 123-10A €e), um
manejo com nitrogénio (sulfato de aménia) e outro sem nitrogénio, e dois regimes

hidricos (com estresse e sem estresse).

4.4. Trocas gasosas

Para a avaliagdo dos mecanismos fisiol6gicos de trocas gasosas, plantas de amendoim
foram submetidas a déficit hidrico. A avaliagdo deu-se no periodo da manha entre 9:00 e
11:00 horas aos 10 dias de déficit hidrico (30 dias ap6s emergéncia), utilizando o
equipamento utilizado foi IRGA (Infra Red Gas Analyzer) um analisador portéatil da
fotossintese (modelo LCpro-SD), sem fonte artificial de carbono e com fonte luminosa
artificial de 1200 pmol m2 m™, com o qual foram mensurados os parametros: taxa de
assimilacdo de CO; (A) fotossintese liquida, concentracdo interna de CO: (Ci),
condutancia estomatica (gs) e transpiracdo (E), a partir desses dados calculou-se a
eficiéncia da instantanea da carboxilacéo (EiC) realizada a partir dos resultados entre A e
Ci (A/Ci) e a eficiéncia do uso da dgua (EUA) a partir da relacdo entre A e E (A/E)
(MAGALHAES FILHO et al., 2008).



32

Tabela 3. Caracteristicas quimicas do solo usado no enchimento dos vasos para cultivo dos genétipos de amendoim sob déficit hidrico e

inoculados com rizébios, Campina Grande, 2016.
Anélise de fertilidade de solo

pH (H 20) Complexo Sortivo (mmolc/dm?) %  mmolc/dm® mg/dm®  g/kg
Descricéo 1:2,5 Ca*? Mg*” Na* K* S H+Al T \% Al+3 P M.O.
Amostra 6,2 14,0 4,5 ND 01 186 10,3 284 64,3 ND 5,6 3,3

ND — ndo detectado. As analises de sddio (Na) e potassio (K) foram realizadas na UFCG.
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4.5. Variaveis de crescimento vegetativo

Foram avaliadas as variaveis de crescimento: com o auxilio de uma régua foi
realizada a altura da planta (AP) (cm) medindo-se desde a base até o apice da haste
principal da planta; para o peso da massa seca da parte aérea (MSPA) (g) e a massa seca
da raiz (MSR) (g), o material foi seco em estufa com circulacdo de ar forcada a
temperatura de 65 °C, durante 72 horas até atingir peso constante, apds a secagem o
material foi pesado em balanca de precisdo; para 0 numero de ndédulos (NN) os mesmos
presentes nas raizes foram retirados e contados e para a massa seca de ndédulos (MSN) (g)

0s nddulos apbs secagem foram pesados em balanca de precisao.

4.6.Analise de nitrogénio

A andlise de nitrogénio total foi baseada no método de digestdo sulfirica
desenvolvido por Kjeldahl descrito por Bezerra Neto e Barreto (2011), a parte aérea das
plantas foi seca em estufa de circulacéo de ar forcada a temperatura de 65 °C por 72 horas
e depois foi moido em moinho. Uma aliquota de material vegetal seco (2 mg), 50 mg de
sulfato de sédio, 0,5 mg sulfato de cobre a 5% e 5 mL de &cido sulfurico foram misturados
para a pré-digestdo a frio em temperatura ambiente durante 12 horas, em seguida a
solucdo foi aquecida em um bloco digestor a 350 °C até que toda matéria organica fosse
dissolvida e a solucdo ficasse clara. Para a quantificacdo do nitrogénio foi utilizado 1 mL
do extrato digerido em baldo volumétrico de 50 mL contendo 40 mL de agua deionizada,
1 mL de hidroxido de sédio a 10%, 1 mL de silicato de s6dio a 10% e 2 ml do reagente
de Nessler, o volume foi completado com agua deionizada para 50 mL. A leitura foi
realizada em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 410 nm. A partir do teor de
nitrogénio foi calculado o nitrogénio acumulado na parte aérea, multiplicando o teor de

nitrogénio pela massa seca da parte aérea, de acordo com Alcantara et al., (2014).

4.7. Atividade enziméatica

Para a extragdo proteica, foram utilizados 0,2 g de folhas coletadas ao termino do
experimento e acondicionada a -80 °C, maceradas em material congelado a -80 °C e
adicionados 3 mL de tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,0, contendo EDTA 100 mM,

L-acido ascérbico 1 mM e 4% de polivinilpolipirrolidona (PVP). O teor proteico foi
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quantificado pelo método de Bradford (1976) em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 595 nm e utilizados nos ensaios de analises enzimaticas.

A atividade enzimética da SOD foi determinada como descrito por Bulbovas et al.
(2005), onde foram utilizados 40 pL de extrato proteico foliar, 1,5 mL de tampao fosfato
de potassio 100 mM pH 7,8, contendo EDTA 1 mM, metionina 13 mM, azul p-
nitrotriazélio (NBT) 75 mM e 460 uL de riboflavina 1 mM, a solugdo resultante foi
exposta a luz fluorescente (75 W) por 15 minutos e analisada em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 560 nm.

Para determinar a atividade da APX, aliquotas de 100 puL do extrato proteico foliar
foram adicionadas a 2,9 mL do tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0, &cido
ascorbico 5 mM, 200 pL de H202 4 mM e analisada em espectrofotometro no
comprimento de onda de 290 nm com base no método de Nakano e Asada (1981).

A atividade da CAT foi determinada a partir de 100 uL do extrato proteico foliar
misturado a 2,9 mL do tampéo fosfato de potassio 100 mM pH 7,0 contendo H203, 40
mM, de acordo com Azevedo et al. (1998). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 240 nm.

Para a determinacdo do teor de prolina livre foi utilizada a metodologia descrita
por Bates et al. (1973). Inicialmente, foi preparado em aquecimento: 1,25 g de ninhidrina
acida, 30 mL de acido acético glacial e 20 mL de &cido fosférico 6 M, sob agitacdo, até
ser dissolvido e a solucdo armazenada a 4 °C por até 24 horas aproximadamente. Uma
amostra de folha (0,5 g) foi homogeneizada e 3 mL de acido sulfossalicilico a 3% foram
adicionados, em seguida a mistura foi centrifugada a 2000 giros em temperatura
ambiente. Uma aliquota de 500 pL do sobrenadante foi utilizado para reagir com 500 puL
de ninhidrina acida e 500 pL de &cido acético glacial em um tubo de ensaio
hermeticamente fechado e aquecido durante 1 hora a 100 °C e em seguida resfriada em
gelo. A leitura procedeu-se adicionando 1 mL de tolueno para suspender o material
organico o qual foi avaliado em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 520 nm.

4.8. Analises estatisticas
Os dados coletados foram analisados usando o programa estatistico SISVAR

versdo 5.6 (FERREIRA, 2011), os quais foram submetidos a analise de variancia pelo

teste F e comparagdo de médias pelo Teste de Tukey com 5% de significancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Trocas gasosas

Para as variaveis de trocas gasosas houve diferenca significativa a p<0,01 pelo

teste de Tukey.

Tabela 4. Resumo da anélise de variancia para fotossintese (A) (umol m s1), carbono
interno (Ci) (umol mol™?), transpiragdo (E) (mmol m2 s?), condutincia estomatica (Gs)
(mol m?2 s1), eficiéncia instantanea da carboxilagdo (EiC) a partir da relagdo (E/Ci),
eficiéncia do uso da 4gua (EUA) relacdo entre (A/E), Campina Grande-PB, 2016.

Fonte de Quadrado médio

variagdo  GL A Ci E gs EiC EUA
T 4 184,7823**  909,2055**  6,2980**  0,0348** 0,0109**  0,4845**
RH 1 185,6460**  2381,8777**  0,7507ns  0,0947** 0,0048**  0,6917**
TxRH 4 211,5240**  29,6833**  14,6935**  0,0265** 0,0118**  1,2597**
Residuo 20 5,0995 183,2444 0,4846 0,0005 0,0002 0,0556
CV (%) 24,27 9,71 25,15 25,06 21,94 13,01
Média 9,30 139,43 2,7677 0,09 0,06 1,81

ns- ndo significativo; **, * - significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F. T- Tratamento; RH — Regime
hidrico.

5.1.1. Fotossintese liquida

Os gendtipos CNPA 76 AM, BRS havana e 2012-4 estudados sob condigédo de
déficit hidrico e inoculados com estirpes de rizobios, sofreram reducdo da taxa
fotossintética (Figura 2). Isso era esperado, pois sob déeficit hidrico moderado a
fotossintese foliar é afetada e conforme o estresse avanga os efeitos sdo mais notorios
(TAIZ e ZEIGER, 2006; AZEVEDO NETO et al., 2010).
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Além disso, outros fatores como a umidade relativa do ar, temperatura e radiagdo
podem influenciar no fechamento estomatico, e este, por sua vez influenciar diretamente
processos essenciais para a sobrevivéncia da planta, como a respiragéo, transpiracéo e
fotossintese (PIMENTEL, 2004; SCHOCK et al., 2014).

Considerando que os tratamentos inoculados com rizébios poderiam interferir
positivamente na taxa fotossintética das plantas de amendoim sob déficit hidrico,
observou-se que o tratamento com a estirpe SEMIA 6144, houve menor reducgéo da taxa
fotossintética nos genotipos BRS Havana e 2012-4 (Figura 2). A estirpe 123-10A (Figura
2) no genotipo 2012-4 também foi um dos tratamentos em que a reducédo da fotossintese
liquida foi menor, enquanto que, a estirpe SEMIA 4077, foi a menos eficiente dentre as
estirpes, na reducdo da taxa fotossintética nos trés genotipos sob déficit hidrico. Houve
também menor reducdo da taxa fotossintética em CNPA 76 AM no tratamento sem
nitrogénio.

E sabido que a taxa fotossintética de plantas sob déficit hidrico, diminui com o
avancar do periodo reducgdo hidrica (PADMAVATHI et al., 2013), isso foi observado
neste trabalho, pois em geral, a fotossintese diminuiu em todos os tratamentos sob déficit
hidrico, ao final do periodo de dez dias, onde as plantas submetidas ao estresse ndo foram
irrigadas. Essa reducdo da taxa fotossintética também é decorrente da reducdo da gs, que
também diminuiu, pois, os estdmatos tendem ao fechamento conforme a falta de agua
torna-se acentuada, para evitar a0 maximo a perda de dgua pela transpiracéo.

O fechamento estomatico também provoca a reducdo da absorcéo de carbono,
deixando de ser assimilado para a fotossintese, afetando a mesma. Assim, como no
presente estudo, Kalariya et al. (2013), também observaram em genétipos de amendoim
submetidos ao déficit hidrico a reducdo da fotossintese liquida, seguida da reducdo da gs
e do carbono interno. Porém, nos tratamentos inoculados com rizobios, a redu¢cdo menos
acentuada. O que pode ser considerado um efeito positivo das estirpes por serem capazes
de promover a producéo de osmorreguladores e atenuar o efeito do estresse (CHANG et
al., 2007; KAVAMURA et al., 2013).
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Figura 2. Fotossintese liquida em folhas de plantas de amendoim submetidas a déficit
hidrico e cultivadas na presenca de rizobios (SEMIA 6144, 123-10A e SEMIA 4077).
Manejos: CN — com nitrogénio; SN — sem nitrogénio. Letras maiusculas para os regimes
hidricos dentro do gendtipo (regime hidrico: SE — sem estresse e CE — com estresse) e
letras mindsculas para o tratamento dentro do regime hidrico (Teste de Tukey, p<0,05).

5.1.2. Concentracdo interna de carbono CO:2 (Ci)

Apesar da reducdo da fotossintese liquida nos trés genotipos (Figura 3), pode-se
observar (Figura 3) que nao houve ou foi pouca a reducdo da Ci em todos os tratamentos
avaliados na condicao de déficit hidrico. A redugédo da condutancia estomatica gs limita
a absorcgéo de carbono, uma vez que, a reducdo da gs implica no fechamento da abertura
estomatica e consequentemente na redugédo de absorcao do carbono.

Porém, observa-se a redu¢do do Ci apenas nos tratamentos sob restri¢do hidrica,
em CNPA 76 AM nos tratamentos com e sem nitrogénio, BRS Havana em SEMIA 6144
e 123-10A e em 2012-4 nos tratamentos de SEMIA 4077 e com e sem nitrogénio.
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Resultados semelhantes foram observados por Suassuna (2011), quando genotipos
de citros submetidos a déficit hidrico, mantiveram o Ci com valores préximos entre as
condigdes de irrigado ou ndo irrigado. Isso justifica que as plantas quando sob injurias
ambientais, ajustam os mecanismos morfoldgicos de tolerancia a seca. Ferraz et al. (2012)
observaram que ndo houve diferenca significativa para a variavel Ci em ecotipos de
Phaseolus vulgaris L. cultivados no semiérido, ressaltando que nem sempre ocorre a
reducdo de Ci em condicGes de déficit hidrico. Efeito semelhante encontrado no presente
trabalho, onde nédo se observou reducéo significativa do carbono, sendo que em alguns
dos tratamentos o Ci ficou proximo ou até mesmo um pouco acima na condicao de déficit
hidrico, quando comparado ao controle irrigado.

Esse comportamento fisiologico é possivel, haja vista, o carbono encontrar-se
presente nas camaras subestomaticas sendo acessado para fotossintese em condicdes
ambientais normais, porém, em condi¢des de déficit hidrico podem ocorrer falhas no
fotossistema, provocadas pela restricdo hidrica, interferindo no acesso ao carbono e
consequentemente afetando a fotossintese, mesmo que este esteja em quantidades altas
nos estbmatos (BERTOLLI et al., 2015).

Outro fator é que, mesmo em condicdo de estresse a planta ainda abre parte dos
estdbmatos para absorver CO3, de forma a tornar possivel o equilibrio e a sobrevivéncia
(MACHADO et al., 2009; SILVA et al., 2015). A perda de agua pelas plantas é um fator
que afeta a assimilagcdo de COg, pois para evitar a perda excessiva de dgua 0s estdbmatos
se fecham e abrem em menor quantidade, o que leva a planta a reduzir automaticamente
o Ci, uma vez que a agua nao pode ser perdida o CO. ndo pode entrar pela abertura
estomética (SHIMAZAKI et al., 2007; FLEXAS et al., 2009).
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Figura 3. Concentracao interna de carbono em folhas de plantas de amendoim submetidas
a déficit hidrico e cultivadas na presenca de rizébios (SEMIA 6144, 123-10A e SEMIA
4077). Manejos: CN — com nitrogénio; SN — sem nitrogénio. Letra maidscula para os
regimes hidricos dentro do genoétipo (regime hidrico: SE — sem estresse e CE — com
estresse) e letra minuscula para o tratamento dentro do regime hidrico (Teste de Tukey,
p<0,05).

5.1.3. Condutancia estomatica (gs)

A gs é um fator importante para na avaliacdo de trocas gasosas nas plantas, pois
indica o fechamento dos estbmatos, estruturas responsaveis pela saida de 4gua e entrada
de CO2 (GONGALVES et al., 2010; FERRAZ et al., 2014).

Nos genotipos avaliados péde-se observar que houve reducdo da gs em todos os
tratamentos inoculados sob restrigdo hidrica, com mais de 50% de reducdo na gs, em
relacdo aos tratamentos irrigados (Figura 4). Porém, quando comparados com 0s
controles contendo nitrogénio, observa-se houve eficiéncia da estirpe 123-10A, em
manter a gs mais proxima ao nivel da condicéo irrigada quando nos genétipos CNPA 76
AM, BRS Havana e 2012-4 (Figura 4). Em BRS Havana (Figura 4) a reducdo da gs foi
no maximo de 64% 123-10A. Em 2012-4 a reducéo da gs foi de apenas 40% com 123-

10A, sob déficit hidrico. Isso permite ressaltar que para gs o genétipo 2012-4 inoculado
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com a estirpe 123-10A e submetido a deficiéncia hidrica foi responsivo, por ter menor
reducdo da condutancia estomatica, demonstrando que o rizobio pode de alguma forma
contribuir e/ou auxiliar a planta a tolerar as condi¢des adversas do déficit hidrico.
Apesar de ndo ser relacionado na literatura trabalhos avaliando a interacdo de
plantas-microrganismos em condicéo de déficit hidrico, Kalariya et al. (2013) observaram
a reducdo da condutancia estomética em variedades de amendoim, quando estas foram
submetidas ao déficit hidrico, observando reducbes na gs entre 20% e 55%, sem a
presenca de inoculantes. Porém, no presente trabalho foi observado a reducéo da gs, mas

quando analisados os tratamentos, constatou-se que a estirpe 123-10A influenciou a gs de
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Figura 4. Condutancia estomatica em folhas de plantas de amendoim submetidas a déficit
hidrico e cultivadas na presenca de rizobios (SEMIA 6144, 123-10A e SEMIA 4077).
Manejos: CN — com nitrogénio; SN — sem nitrogénio. Letra mailscula para os regimes
hidricos dentro do gendtipo (regime hidrico: SE — sem estresse e CE — com estresse) e
letra minuscula para o tratamento dentro do regime hidrico (Teste de Tukey, p<0,05).
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5.1.4. Transpiracao

A transpiracdo é um processo essencial para as plantas durante a fotossintese.
Plantas C3 podem perder cerca de 600 moléculas de agua para cada molécula de CO>
fixada (PIMENTEL, 2004). Porém, quando estas sdo submetidas ao estresse hidrico, a
transpiracdo é reduzida para manter o balan¢o hidrico na planta, a transpiragéo é um fator
inerente a espécie e a condi¢do ambiental que a mesma se encontra (CLAVEL et al., 2004;
YAN et al., 2016), embora dentro da mesma espécie possa haver variacdo de respostas
fisioldgicas para gendtipos distintos. Isso pode ser observado no presente trabalho, onde
houve resultados distintos da transpiracéo entre os genoétipos estudados (Figura 5).

No presente trabalho verificou-se reducdo na transpiracdo em todos 0s genotipos
submetidos ao estresse hidrico. Contudo, observa-se um efeito contrario nos genétipos
BRS Havana e 2012-4 quando inoculados com SEMIA 6144, nos quais a reducdo da
transpiracdo foi menor ao longo do periodo de déficit hidrico. Resultado similar foi
observado para os geno6tipos CNPA 76 AM e BRS Havana no tratamento com nitrogénio.

Azevedo Neto et al. (2010) observaram em cinco cultivares de amendoim que a
reducdo da transpiracao variou de 89% a 94% até o fim do periodo de estresse. Contudo,
no presente estudo observou-se, em geral, a maior reducdo da transpiracdo ao final do
periodo de déficit hidrico, de dez dias, nos gendtipos CNPA 76 AM quando inoculado
com SEMIA 6144, em BRS Havana com SEMIA 4077 e em 2012-4 com nitrogénio, a
reducdo foi de 70%, 71% e 72%, respectivamente. Essa € uma consequéncia prevista,
pois conforme a disponibilidade hidrica diminui no solo, os estdbmatos se fecham e a
transpiracdo diminui para evitar a perda de agua (ALBUQUERQUE et al., 2013). Isso é
observado, pois, assim como diminuiu a transpiracdo houve a reducdo da fotossintese
(Figura 2) e da condutancia estomatica (Figura 4).

Trabalhando com um genétipo de amendoim tolerante ao estresse hidrico,
Nogueira et al. (2006) perceberam que a transpiragéo foi significativamente afetada aos
3 dias de estresse, onde a redugéo foi de 48% a 62% em relacgéo as plantas controle, sem
inoculantes. Porém neste estudo, na presenca dos inoculantes SEMIA 6144, 123-10A e
SEMIA 4077, no gendtipo 2012-4, a menor reducdo na transpiragdo foi de 21%, 40% e
52%.
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Figura 5. Transpiracdo em folhas de plantas de amendoim submetidas a déficit hidrico e
cultivadas na presenca de rizobios (SEMIA 6144, 123-10A e SEMIA 4077). Manejos:
CN — com nitrogénio; SN — sem nitrogénio. Letra mailscula para os regimes hidricos
dentro do genotipo (regime hidrico: SE — sem estresse e CE — com estresse) e letra
minuscula para o tratamento dentro do regime hidrico (Teste de Tukey, p<0,05).

5.1.5. Eficiéncia instantanea da carboxilacéo

A relagdo entre a taxa de assimilacdo de CO: e a concentracdo de CO: intracelular

(A/Ci) é o célculo realizado para obter a eficiéncia instantanea da carboxilacéo (EiC), ou
seja, o quanto de CO; foi utilizado no processo de fotossintese (KONRAD et al., 2005).

Para a EiC houve reducdo na maioria dos tratamentos, indicando baixa eficiéncia

da carboxilacdo (Figura 6). Com excecdo dos genotipos BRS Havana e 2012-4 inoculados

com SEMIA 6144 e em CNPA 76 AM no tratamento sem nitrogénio, que ndo teve

reducdo ou foi menor em relacdo aos outros tratamentos e quando comparados a condi¢ao

irrigada.
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Em condicbes de déficit hidrico um dos fatores que causa a diminuicdo da EiC é
a menor absorcdo de CO, (DUTRA et al., 2015), de acordo com Ferraz et al. (2012), sob
déficit hidrico, a resisténcia da difusdo gasosa limita a assimilagdo de CO2 (A), causada
pelo fechamento estomatico, refletindo na eficiéncia da carboxilagdo. Esse cenario, pode
ser verificado na reducéo da fotossintese (Figura 2) e da condutancia estomatica (Figura
4), embora o carbono interno ndo tenha diminuido (Figura 3), sendo que este estava
estocado nas camaras subestomaticas.

Assim como no presente trabalho, o déficit hidrico afetou a EiC causando a
reducdo da mesma, em cultivares de feijdo-caupi (DUTRA et al., 2015) e cultivares de
laranjeiras (MAGALHAES FILHO et al., 2008).
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Figura 6. Eficiéncia da carboxilagdo em folhas de plantas de amendoim submetidas a
deéficit hidrico e cultivadas na presenca de rizobios (SEMIA 6144, 123-10A e SEMIA
4077). Manejos: CN — com nitrogénio; SN — sem nitrogénio. Letra maiuscula para os
regimes hidricos dentro do gendtipo (regime hidrico: SE — sem estresse e CE — com
estresse) e letra minascula para o tratamento dentro do regime hidrico (Teste de Tukey,
p<0,05).
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5.1.6. Eficiéncia do uso da agua

A Eficiéncia do Uso da Agua (EUA) é a taxa que representa a quantidade de carbono
fixado durante a fotossintese para cada molécula de 4gua perdida durante esse processo
(JAIMEZ et al.,, 2005). O fechamento estomatico € importante para evitar a perda
excessiva de dgua na transpiracdo, permitindo a utilizagdo do CO, acumulado nas camaras
subestomaticas e reduzindo a perda de 4gua no déficit hidrico (BERTOLLI et al., 2015;
YAN et al., 2016).

Pdde-se observar que em geral, ndo houve reducdo na EUA, apenas nos genotipos
CNPA 76 AM e BRS Havana quando inoculados com 123-10A, sendo, portanto, mais
eficiente. Essa resposta esta diretamente ligada a transpiracao (Figura 7), que foi reduzida
ao longo do déficit hidrico, mesmo tendo baixa taxa fotossintética (Figura 2) e
condutancia estomatica com menor reducdo (Figura 4), contribuindo para uma melhor
utilizacdo da agua, presente nas plantas.

As plantas C3 de clima semiarido podem ser tolerantes a seca, por possuirem
controle estomatico e alta EUA, isso € varidvel entre e dentro das espécies, sendo
dependente das caracteristicas fisioldgicas e dessas associadas a outras caracteristicas das
plantas, tais como, desenvolvimento radicular e morfologia da parte aérea (PIMENTEL,
2004).
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Figura 7. Eficiéncia do uso da &gua em folhas de plantas de amendoim submetidas a
déficit hidrico e cultivadas na presenca de rizobios (SEMIA 6144, 123-10A e SEMIA
4077). Manejos: CN — com nitrogénio; SN — sem nitrogénio. Letra maiuscula para os
regimes hidricos dentro do gendtipo (regime hidrico: SE — sem estresse e CE — com
estresse) e letra mindscula para o tratamento dentro do regime hidrico (Teste de Tukey,
p<0,05).

5.2. Crescimento vegetativo

Para as variaveis de crescimento vegetativo, houve diferenca significativa nos
gendtipos CNPA 76 AM, BRS Havana e 2012-4 para as variaveis analisadas de altura de
planta (AP), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), nimero de
nodulos (NN) e massa seca de nddulos (MSN) a p<0,01, na interacdo (T x RH) (Tabela
5).
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Tabela 5. Resumo da analise de variancia para as varidveis de altura de planta (AP),
massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), nimero de nédulos (NN)
e massa seca de nddulos (MSN), Campina Grande —PB, 2016.

Fonte de Quadrado médio

variacdo GL AP MSPA MSR NN MSN NAPA
T 4 10,670** 1,879  0,005**  874,500**  0,000** 8,220ns
RH 1 89,787** 48,133** 0,018** 563,333** 2,803ns 873,414**
TxRH 4 7,909**  4,372**  0,009** 2808,416** 0,000ns  19,546ns
Residuo 20 1,540 0,626 0,000 76,800 0,000 8,768
CV (%) 9,34 14,75 11,33 17,67 26,08 24,31
Média 13,29 5,36 0,24 49,60 0,011 12,17

ns- ndo significativo; **, * - significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F. T- Tratamento; RH — Regime

hidrico.

5.2.1. Altura de planta (AP)

Apesar da reducdo da AP em todos 0s genotipos sob condicao de déficit hidrico,
nos gendtipos CNPA 76 AM e 2012-4 observou-se os maiores valores médios, com 11,5
cm e 9,7 cm, respectivamente (Tabela 6) (Figuras 8 e 10). Contudo, no CNPA 76 AM a
altura de planta foi maior para o tratamento inoculado com SEMIA 6144 (13,6 cm),
seguido de 123-10A (11,5 cm) e SEMIA 4077 (11,4 cm). O genotipo 2012-4 na presenga
das estirpes 123-10A (11,4 cm) e SEMIA 4077 (10,3 cm), em condicdo de déficit hidrico,
apresentou AP préximo aos tratamentos inoculado e irrigado, mostrando a contribui¢do
positiva das bactérias em relacdo aos tratamentos sem inoculacédo (Tabela 6).

O gendtipo BRS Havana também foi responsivo a inoculacdo, pois as plantas
quando inoculadas tiveram AP maior que as nao inoculadas sob déficit hidrico, com um
crescimento de 5,6 cm, 3,2 cm e 5,1 cm para os tratamentos com SEMIA 6144, 123-10A
e SEMIA 4077, respectivamente (Tabela 6) (Figura 9). Esses resultados também foram
maiores quando comparados aos tratamentos sem inoculantes na mesma condicao hidrica,
embora, a altura das plantas tenha sido menor em relacdo aos demais, durante o periodo
de experimento, para ambos regimes hidricos (Tabela 6).
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Pois, segundo Santos et al. (2006), descreveram dentre as varias caracteristicas da
cultivar BRS Havana, a altura da haste principal, a qual poderia atingir de 34-40 cm.
Porém, no presente trabalho se avaliou até os 30 dias de desenvolvimento vegetativo,
aproximadamente, e a altura maxima observada foi de 7,7 cm na condicdo irrigada e 5,6
cm para ndo irrigado, ambas inoculadas com SEMIA 6144. Porém, esses resultados
indicam, um reflexo da interferéncia do tamanho dos vasos, utilizados no experimento,
que constituem um fator limitante para o desenvolvimento da planta e, ndo reflete o
méaximo potencial da cultura, como seria em condi¢do de campo. 1sso ndo apenas para
este genotipo, mas também para todos 0s outros estudados neste trabalho.

Assim como no presente trabalho, Correia e Nogueira (2004) e Duarte et al.
(2013), também observaram a reducdo da altura de planta, em gendtipos de amendoim
sob condicdo de déficit hidrico, porém, sem inoculacdo de bactérias. No entanto, esses

trabalhos ndo tiveram a inoculacdo de inoculantes.

D F: e F .
Figura 8. Cultivo de plantas do gen6tipo CNPA 76 AM em bacias e mantidas em casa de
vegetacdo, com 10 DEH e inoculadas com: (A) SEMIA 6144, sem estresse hidrico; (B)
123-10A, sem estresse hidrico; (C) SEMIA 4077, sem estresse hidrico; (D) SEMIA 6144,
com estresse hidrico; (E) 123-10A com estresse hidrico; (F) SEMIA 4077, com estresse
hidrico.
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Tabela 6. Médias obtidas para as variaveis altura da planta (AP) (cm), massa seca da parte aérea (MSPA) (g), massa seca da raiz (MSR) (g),

nimero de nddulos (NN), peso dos nddulos (MSN) (g) e nitrogénio acumulado na parte aérea (NAPA) (mg g1), para os gendtipos CNPA 76 AM,
BRS Havana e 2012-4, Campina Grande-PB, 2016.

Tratamentos ALT (cm) MSPA (g) MSR (g) NN MSN (g) NAPA (mg g?)
SEH CEH SEH CEH SEH CEH SEH CEH SEH CEH SEH CEH
CNPA 76 AM
SEMIA 6144  15,3Ab 13,6Ba 6,2Aa 4,8Ba 0,261Ab 0,170Bd 97Aa 36Bb 0,015Aa 0,016Aa 17,42Aa 12,55Ba
123-10A 18,1Aa 115Ba 4,6Ab 43Aa 0,188Bc 0,270Aa 77Aa 33Bb 0,016Aa 0,011Aa 14,07Ab 10,61Aa
SEMIA 4077  12,2Ab 11,4Aa 7,4Aa 4,0Ba 0,271Ab 0,204Bc 26Bb 71Aa 0,011Aa 0,012Aa 20,54Aa 9,86Ba
CN 15,3Ab 10,7Ba 8,2Aa 3,5Ba 0,288Ab 0,236Bb 36Ab 39Ab 0,009Ab 0,006Ab 22,32Aa 9,56Ba
SN 14,0Ab 10,4Ba 6,3Aa 3,7Ba 0,347Aa 0,229Bb 32Ab 46Ab 0,006Ab 0,009Ab 18,51Aa 8,90Ba
BRS Havana
SEMIA 6144 7,7Aa 5,6Ba 56Aa 2,2Ba 0,261Ab 0,125Bb 68Aa 39Ba 0,007Ab 0,013Bb 12,78Aa 6,00Ba
123-10A 6,4Aa 3,2Ba 53Aa 4,0Ba 0,271Ab 0,185Ba 85Aa 64Ba 0,024Aa 0,012Bb 13,72Aa 9,72Aa
SEMIA 4077 4,1Ab 5,1Aa 48Aa 35Ba 0,146Ad 0,088Bc 85Aa 16Bb 0,016Aa 0,019Aa 12,49Aa 8,98Aa
CN 4,4Ab 2,1Bb 6,3Aa 2,8Ba 0,350Aa 0,164Ba 64Aa 22Bb 0,013Ab 0,006Bc 16,32Aa 7,85Ba
SN 5,3Aa 2,6Bb 4,1Aa 3,2Ba 0,195Ac 0,161Aa 42Ab 58Aa 0,020Aa 0,002Bc 10,42Ab 8,06Aa
2012-4

SEMIA 6144  13,3Aa 8,4Ba 44Aa 3,1Ba 0,270Ab 0,230Ab 66Aa 53Aa 0,027Aa 0,010Ba 12,00Ab 7,71Aa
123-10A 12,5Aa 11,4Aa 4,3Aa 3,4Aa 0,250Ab 0,243Ab  39Ab 15Bb 0,015Ab 0,014Aa 11,35Ab 9,40Aa
SEMIA 4077  10,4Aa 10,3Aa 6,1Aa 4,1Ba 0,381Aa 0,267Ba 36Ab 29Aa 0,011Bb 0,017Aa 15,04Aa 10,17Ba
CN 11,1Aa 9,2Ba 42Aa 3,1Aa 0,260Ab 0,246Ab  38Ab 19Ab 0,005Ac 0,003Ab 11,79Ab 8,52Aa
SN 12,0Aa 943Ba 7,8Aa 32Ba 0,371Aa 0,296Ba 44Aa 28Aa 0,016Ab 0,007Bb 20,42Aa 8,04Ba

Letras mailsculas comparando as médias nas linhas entre os regimes hidricos e letras mindsculas nas colunas comparando os tratamentos dentro do mesmo regime hidrico

(Teste de Tukey, p<0,05)
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Figura 9. Cultivo de plantas do gendtipo BRS Havana em bacias e mantidas em casa
de vegetacdo, com 10 DEH e inoculadas com: (A) SEMIA 6144, sem estresse hidrico;
(B) 123-10A, sem estresse hidrico; (C) SEMIA 4077, sem estresse hidrico; (D) SEMIA
6144, com estresse hidrico; (E) 123-10A com estresse hidrico; (F) SEMIA 4077, com
estresse hidrico.

D g >
Figura 10. Cultivo de plantas do gendtipo 2012-4 em bacias e mantidas em casa de
vegetacdo, com 10 DEH e inoculadas com: (A) SEMIA 6144, sem estresse hidrico; (B)
123-10A, sem estresse hidrico; (C) SEMIA 4077, sem estresse hidrico; (D) SEMIA 6144,
com estresse hidrico; (E) 123-10A com estresse hidrico; (F) SEMIA 4077, com estresse
hidrico.
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5.2.2. Massa seca da parte aérea (MSPA)

Assim com a altura de planta, a MSPA também foi afetada pelo déficit hidrico,
umas das alternativas de fuga da planta € a reducdo da parte aérea e expansdo da raiz,
dessa forma, a planta pode economizar agua e aumentar a area radicular para encontrar
agua (SANTOS et al., 2015).

No presente estudo observou-se que a MSPA foi reduzida em todos os tratamentos
sob condicdo de déficit hidrico (Tabela 6). CNPA 76 AM foi o gendtipo com menor
reducdo, cerca de 7% a menos na MSPA em relacdo ao tratamento irrigado quando
inoculado com 123-10A e com a maior reducdo da MSPA quando tratado com nitrogénio,
com 57% a menos em relacdo ao tratamento irrigado. No gen6tipo BRS Havana notou-
se a maior reducéo (61%) para os tratamentos com SEMIA 6144 e nitrogénio e a menor
reducdo (22%) para o tratamento sem nitrogénio. Enquanto que no gendtipo 2012-4, a
maior reducdo da MSPA foi para o tratamento sem nitrogénio com 59% e a menor foi de
21% com o inoculante 123-10A. Apesar das variagdes, a estirpe 123-10A foi a mais
eficiente para manter a MSPA nos trés genotipos investigados, proximo da condicdo
irrigada.

Outro fato observado ¢ a relacdo entre a AP e a MSPA, quando AP foi menor a
MSPA foi maior e quando a AP foi maior a MSPA foi menor, sob condicéo de déficit
hidrico, quando comparado as plantas controle. Para CNPA 76 AM, a reducdo da AP foi
11% com SEMIA 6144 e 36% com 123-10A, a reducdo da MSPA dos mesmos
tratamentos foi de 23% e 7%, respectivamente. Nos tratamentos com e sem nitrogénio a
reducdo da AP foi de 30% e 26%, respectivamente. Para 0s mesmos tratamentos com e
sem nitrogénio, a reducdo da MSPA foi de 57% e 41%, respectivamente.

Com esses resultados, constata-se que, a interacdo benéfica entre rizbio e planta,
proporcionando o desenvolvimento vegetal, ainda que este esteja sob condicGes
ambientais limitantes. Pois, como citado anteriormente; varios trabalhos evidenciam a
promoc&o do crescimento vegetal por bactérias (DODD et al., 2010; VACHERON et al,
2013; PEREZ-MONTANO et al., 2014). Resultados semelhantes foram observados por
Patra et al. (2012) observaram a eficiéncia da inoculacéo de Rhizobium e Bradyrhizobium

em cultivares de soja que obtiveram melhores rendimentos na produgédo de massa seca.
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5.2.3. Massa seca da raiz (MSR)

No gendtipo CNPA 76 AM houve resposta similar quando inoculado com as trés
estirpes investigadas, com perda media de 34% em relacdo a condicéo de irrigada. Para o
tratamento sem nitrogénio, observou-se a maior perda da MSR. A diminui¢cdo da MSR
para o genotipo BRS Havana foi maior com nitrogénio, cerca de 54% e menor com 123-
10A, quando comparado com os tratamentos sob condi¢des de irrigacdo. Porém, houve
um incremento de 25% no tratamento com nitrogénio sob déficit hidrico. Para 2012-4,
observou-se menor reducdo da MSR em todos os tratamentos sob déficit hidrico quando
comparados com os tratamentos irrigados, notando-se uma maior eficiéncia do gendtipo
nesse aspecto. Contudo, a maior reducdo observada foi de 18%, quando inoculado com
SEMIA 4077 e as menores reducdes foram observadas nos tratamentos com nitrogénio e
123-10A de 3,8% e 4%, respectivamente (Tabela 6).

Ainda para o gendtipo 2012-4, observou-se ao calcular a porcentagem de redugdo
das varidveis AP, MSPA e MRS, na condicao de déficit hidrico, a estirpe 123-10A, foi o
tratamento com menor reducdo para as trés variaveis estudadas, com 9%, 2% e 3% de
reducdo, respectivamente. Indicando a provavel influéncia positiva, da estirpe em
amenizar os danos causados pelo déficit hidrico ao crescimento vegetal.

Em geral, esses resultados destacam a influéncia do deficit hidrico sob a MSR,
que diminui ao longo do periodo de restri¢do hidrica. Porém, pode-se observar, que no
presente trabalho, a reducéo foi menos acentuada nos tratamentos com rizébios, podendo
estes atuarem na mitigacdo dos danos causados pela falta de agua, assim, a planta
desencadeia mecanismos de ajuste osmatico, tornando o potencial hidrico nas células
vegetais mais negativo que o solo, para manter a absor¢do de agua.

Durante o déficit hidrico, as plantas utilizam parte dos assimilados produzidos
pela fotossintese, ou originarios da degradacdo do amido para estimular o crescimento do
sistema radicular, na busca de encontrar agua no solo, isso resulta em uma maior area
radicular (ALBUQUERQUE et al., 2013). Também ha uma estimulacao do crescimento
radicular por rizobactérias promotoras de crescimento, como o0s rizébios, que além da
FBN, podem induzir a producado de citocininas na raiz aumentando a proliferacdo de pelos
absorventes (VACHERON et al., 2013).
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5.2.4. Numero de nédulos (NN)

Em relacdo ao NN, observa-se que houve reducdo do NN nos trés genotipos
inoculados sob restricdo hidrica, sendo o maior decréscimo observado no BRS Havana
quando inoculado com SEMIA 4077 (81%). No gen6tipo CNPA 76 AM houve reducéo
em mais de 50%, em todas as trés estirpes investigadas, ja& a menor reducao (18%) foi
observada em 2012-4 em interagdo com SEMIA 6144 (Tabela 6).

Trabalhando com genétipos de amendoim submetidos a inoculacdo com SEMIA
6144 e em condi¢bes normais de irrigacdo durante 90 dias, Melo (2013) estimou uma
média do nimero de nédulos de 32 para BRS Havana, enquanto que, no presente trabalho
com a duracdo de 30 dias ap6s a semeadura a média foi de 65. Ja com as estipes 123-10A
e SEMIA 4077 a média foi de 85 nddulos sob irrigacdo e 64 nodulos sob restricao hidrica
(Tabela 6). Contudo, segundo Peixoto et al. (2010), a massa seca e 0 nimero de nddulos
séo indicadores indiretos para determinar a eficiéncia da inoculagéo, sendo estes relativos
na interacdo entre planta-rizobio.

Apesar da ndo inoculacdo nos tratamentos com e sem nitrogénio observou-se
nodulacgéo, contudo, o NN foi em geral menor em todos os gendtipos. 1sso provavelmente

se deve a presenca de bactérias nativas do solo, ja que o solo ndo foi autoclavado.

5.2.5. Massa seca de nddulos (MSN)

Para o genotipo CNPA 76 AM sob déficit hidrico houve um incremento de 6% na
massa seca de nédulos (MSN) com SEMIA 6144 e reducdo de 45% e 8% para 123-10A
e SEMIA 4077, respectivamente, em comparacdo com o tratamento irrigado. No BRS
Havana, notou-se incremento na MSN quando inoculado com o SEMIA 6144 e SEMIA
4077, na ordem de 85% e 18%, respectivamente. No gendtipo 2012-4 houve aumento de
54% quando inoculado com SEMIA 4077 e reducgéo para os tratamentos inoculados com
SEMIA 6144 e 123-10A de 62% e 7%, respectivamente (Tabela 6).

Resultados semelhantes foram observados por Melo (2014), onde cultivares de
Phaseolus vulgaris L., quando inoculadas com a estirpe SEMIA 4077, também tiveram
reducdo da MSN e do NN, causada pelos efeitos do deficit hidrico. Porém, mesmo sob
déficit hidrico, a MSN e o NN podem variar em funcao da capacidade de adaptacdo de
bactérias promotoras de crescimento vegetal, por serem capazes de produzir alguns

compostos que lhes conferem tolerancia a seca, tais como, exopolissacarideos (SOUZA
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e GARCIA-CRUZ, 2004), biofilme (BRANDA et al.,, 2006) e/ou siderd6foros
(VARDHARAJULA et al., 2011).

Observou-se também, que em geral, a MSN com bactérias nativas presentes nos
tratamentos com e sem nitrogénio foi menor que a MSN com as estirpes SEMIA 6144,
123-10A e SEMIA 4077 inoculadas nos trés genotipos investigados (Tabela 6).

5.2.6. Nitrogénio acumulado na parte aérea (NAPA)

Pode-se 0 observar que o NAPA foi maior nos tratamentos irrigados, porém, os
tratamentos que tiveram maior acumulo de nitrogénio sob déficit hidrico foam CNPA 76
AM quando inoculado com SEMIA 6144 e com 123-10A, com média de 12,55 e 10,61
mg g, respectivamente (Tabela 6). Apesar de ndo diferir estatisticamente quando
comparado ao regime hidrico irrigado, no genétipo BRS Havana houve maior NAPA, na
presenca das estirpes 123-10A e SEMIA 4077, com valores médios de 9,72 € 8,98 mg g
! respectivamente. O mesmo perfil foi observado para o gen6tipo 2012-4, também na
presenca das estirpes 123-10A e SEMIA 4077, os valores médios foram de 9,40 e 10,17
mg g%, respectivamente. Mesmo sendo muito proximos os valores, quando comparados
aos tratamentos ndo inoculados, nota-se que houve eficiéncia das bactérias na nodulagéo
(Tabela 6).

Contudo, para os tratamentos CN e SN houve interacdo dos gendtipos de
amendoim com bactérias nativas do solo, mesmo com baixa quantidade de matéria
organica (Tabela 3). Isso ocorre, pois, 0 amendoim é uma espécie que tem facilidade de
nodular com ampla variedade de rizobactérias nativas de solo (BORGES et al., 2007).
Assim, como outras leguminosas também possuem afinidade em formar associagdo com
rizobios nativos do solo (SOUZA et al., 2007; MENDES et al., 2013). Isso justifica a
presenca de nodulacao por bactérias fixadoras de N nas plantas controles, sem inoculacao.

Ferreira et al. (2000) observaram a presenca de nodulos de bactérias nativas de
solo no tratamento sem inoculacdo em plantas de Phaseolus vulgaris L. Silva et al.
(2008), também observaram a presenca de estirpes nativas do solo em feijdo-caupi e Melo
(2013), observou em amendoim sem inoculagdo, respectivamente. Isso, provavelmente,
se deve a ndo esterilizacdo do solo para 0s experimentos.

A FBN tem grande importancia para as leguminosas, pois, € o principal
mecanismo de suplementacdo de N para as plantas (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006;
CARDOSO e NOGUEIRA, 2007; SANTOS NETO et al., 2013), uma vez que as plantas
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precisam da FBN para obter o N. A deficiéncia deste elemento em consequéncia da seca
pode afetar a absorcao e assimilagéo de nutrientes essenciais ao desenvolvimento vegetal,
bem como a produgdo de enzimas como a Rubisco, essencial ao processo da fotossintese
e, que tem o N como elemento constituinte da sua estrutura quimica (PIMENTEL, 2004;
GIL-QUINTANA et al., 2013; GOPALAKRISHNAN et al., 2015).

5.3. Atividade antioxidante e teor de prolina

Para as varidveis analisadas: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX) e teor de prolina, houve diferenca significativa a p<0,01, na
interacdo (T x RH) (Tabela 7).

Tabela 7. Andlise de variancia para as enzimas superéxido dismutase (SOD) (U SOD
min-! mg proteina-1), catalase (CAT) (umol de H202 min-! mg proteina-t) e ascorbato
peroxidase (APX) (umol de ASC min-1 mg proteina-1) e o teor de prolina (umol g-t MF)
para 0s genotipos CNPA 76 AM, BRS Havana e 2012-4, Campina Grande-PB, 2016.

Fonte de Quadrado médio

variacao GL SOD CAT APX Prolina
Tratamento (T) 4 18,6672** 0,1218**  56,5581** 0,0079**
Regime hidrico (RH) 1 52,8856** 0,0043ns  75,1536** 0,0565**
Inter. T X RH 4 30,9664** 0,1049**  52,5747** 0,0030**
Residuo 20 2,16480 0,0184 10,1902 0,0002
CV (%) 12,27 18,52 16,11 7,80
Média 11,99 0,73 19,81 0,22

ns- ndo significativo; **, * - significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F.

5.3.1. Atividade enzimatica da SOD

Observou-se que em CNPA 76 AM a atividade da SOD aumentou 51% apenas
quando inoculado com SEMIA 6144, os outros tratamentos houve diminui¢do da SOD
sob restri¢do hidrica (Tabela 8). Embora quando observado a AP, MSPA e MSR, houve
uma reducao de aproximadamente 11%, 23% e 35% (Tabela 6), respectivamente.

Em BRS Havana, o resultado foi semelhante quando inoculado com SEMIA 6144
para ambos os regimes hidricos, ndo havendo diferenca significativa, apesar das reducoes
da AP, MSPA e MSR terem sido altas, cerca de 27%, 61% e 52%, respectivamente
(Tabela 6). Em 123-10A com déficit hidrico, a atividade da SOD foi reduzida em 30%
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(Tabela 9), quanto aos demais tratamentos houve aumento da SOD, sendo que com a
estirpe SEMIA 4077 observou-se aumento de 78% na atividade da enzima e redugéo da
AP, MSPA e MSR de 20%, 27% e 40%, respectivamente (Tabela 6).

Em 2012-4, a atividade da SOD foi menor em quase todos os tratamentos
submetidos ao estresse hidrico, apenas para SEMIA 6144 houve um leve aumento, cerca
de 2% em relacdo ao regime hidrico irrigado. Mesmo com reducdo da atividade
enzimética da SOD no geno6tipo 2012-4, a maioria dos tratamentos tiveram menor reducao
da AP, MSPA e MSR, sendo que quando inoculado com 123-10A a reducéo foi a menor
dentre os tratamentos, com 9%, 2% e 3%, respectivamente (Tabela 6). Provavelmente, as
plantas ndo sofreram estresse, ndo necessitando da acgdo efetiva da SOD.

Mesmo sob restri¢do hidrica ndo houve aumento da atividade da SOD na maioria
dos tratamentos. Porém, os resultados obtidos neste trabalho, de até 78% no aumento da
SOD, foram maiores que os encontrados por Pereira et al. (2012), que observaram um
aumento de 3% a 13% da SOD em folhas de amendoim submetidos ao déficit hidrico. A
SOD tem funcdo de dismutar o radical superoxido, que quando em alta quantidade nas
plantas sob estresse oxidativo resultante do déficit hidrico (PILON et al., 2011).

Vale salientar que alguns fatores podem causar a diminuicéo da acao das enzimas
antioxidantes CAT, APX e SOD, onde estas dao lugar a agdo de outros antioxidantes téo
importantes e eficientes na defesa contra estresses abidticos, quanto as enzimas estudadas
no trabalho em questdo. Estudando os danos do estresse salino em genétipos de feijdo-
Caupi, Maia et al. (2012), relataram a diminuicdo da acdo antioxidante das referidas
enzimas e aumento da acdo da peroxidase de fenol (POX), enzima capaz de remover o
H>O2 por meio do ciclo catalitico peroxidativo (PASSARDI et al., 2004), a acdo da POX
seria uma forma de evitar e/ou amenizar o estresse oxidativo secundario decorrente de
estresses abioticos (MAIA et al., 2012).

5.3.2. Atividade da enzima CAT

Apesar de reducdo na atividade da CAT em alguns tratamentos sob déficit hidrico,
como no observado nos genotipos CNPA 76 AM inoculado com 123-10A e SEMIA 4077
(Tabela 8), a reducdo da MSPA, sob esses dois tratamentos, foi menor. No BRS Havana
inoculado com 123-10A também foi menor a reducdo da MSPA e da MSR (Tabela 6).

Contudo, a atividade da CAT foi maior em todas as outras condi¢des sob restri¢éo hidrica.
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Tabela 8. Médias obtidas para as variaveis superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), prolina e porcentagem para

a reducdo da atividade enzimatica em CEH — com estresse hidrico em relagdo ao SEH — sem estresse hidrico, para os gendtipos CNPA 76 AM,

BRS Havana e 2012-4, Campina Grande-PB, 2016.

Tratamentos SOD CAT APX Prolina

SEH CEH (%) SEH CEH (%) SEH CEH (%) SEH CEH (%)

CNPA 76 AM
SEMIA 6144 8,05Bc¢ 12,17Aa 51 0,45Bc 0,77Aa 71 14,18Bb 19,57Aa 4 0,19Ba 0,28Aa 47
123-10A 18,90Aa 10,69Ba -43  0,60Ab 0,48Bb -20 26,84Aa 20,50Ba -23 0,15Ab 0,16Ab 7
SEMIA 4077 14,17Ab 10,07Aa -29 1,0lAa 0,62Bb -38 25,25Aa 18,28Ba -28 0,15Bb 0,29Aa 93
CN 12,56Ab 11,35Aa 9 0,86Aa 0,86Aa 0 16,18Ab 16,90Aa 4 0,16Ba 0,28Aa 75
SN 12,92Ab 9,03Aa -19 0,78Ab 0,85Aa 9 24,37Aa 15,88Ba -35 0,21Ba 0,29Aa 38
BRS HAVANA
SEMIA 6144 10,72Aa 10,73Aa 0 0,64Bb 0,86Ab 34 22,20Aa 23,32Ab 5 0,13Bb 0,29Aa 123
123-10A 9,17Aa 6,38Ab -30 0,57Ab  0,33Bc -42 13,88Ab 9,50Bc -31 0,15Ba 0,26Aa 73
SEMIA 4077 9,35Bb 16,68Aa 78 0,91Aa 0,99Aa 9 16,00Ba 19,40Ab 21 0,16Ba 0,26Aa 62
CN 9,69Aa 10,44Aa 8 0,75Aa 0,34Bc -55 18,52Ba 25,49Ab 37 0,18Aa 0,19Aa 5
SN 10,99Bb 15,42Aa 40 0,34Bc  1,23Aa 262 11,85Bb 33,52Aa 190 0,19Ba 0,23Aa 21
2012-4

SEMIA 6144 9,97Ab 10,22Ba 2 0,71Ba 1,15Aa 70 21,51Aa 23,49Aa 9 0,20Ba 0,26Aa 30
123-10A 12,78Aa 10,14Ba -20 0,56Ba  0,86Ab 53 21,87Aa 15,91Bb 27 0,22Ba 0,29Aa 32
SEMIA 4077 11,51Aa 7,44Bb 35 0,23Bc 0,77Ab 234 18,63Aa 18,82Aa 1 0,15Bb 0,29Aa 93
CN 10,16Aa 9,37Ba -8 0,45Bb 0,93Aa 106 23,50Aa 24,82Aa 6 0,15Bb 0,29Aa 93
SN 11,44Aa 9,20Ba -19 0,37Bb 0,75Ab 102 21,22Ba 25,15Aa 18 0,13Bb 0,30Aa 130

Letras mailsculas comparando as médias nas linhas entre os regimes hidricos e letras mindsculas nas colunas comparando os tratamentos dentro do mesmo regime hidrico
(Teste de Tukey, p<0,05).
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Fato que permite dizer que houve acdo da enzima na degradacdo do H.O2. A
inoculacdo com a estirpe SEMIA 6144 promoveu aumento da CAT nos genétipos CNPA
76 AM, BRS Havana e 2012-4 de 71%, 34% e 70%, respectivamente, isso também pode
ser observado para atividade da APX. No genotipo 2012-4 o maior aumento da CAT foi
na presenca de SEMIA 4077, com 234% (Tabela 8).

Diante desses resultados, constatou-se, que a CAT a eficcia na defesa das plantas
contra o estresse hidrico, principalmente, nas condicdes de maior sensibilidade,
degradando o peroxido de hidrogénio. Também houve aumento significativo nos
tratamentos com e sem nitrogénio, pois, no gendtipo 2012-4 o aumento foi de 106% e
104%, respectivamente. E no gendtipo BRS Havana o aumento foi de 262% no tratamento
sem nitrogénio (Tabela 8).

Segundo Akcay et al. (2010), a CAT tem uma resposta rapida na degradacao do
H>02, uma vez que essa enzima ndo necessite de agentes redutores. Ao contrario da APX
que precisa de elétrons doados pelo ascorbato, para poder quebrar o H2O: e liberar H20
e O2. Sob déficit hidrico moderado, hd aumento da atividade das enzimas CAT e APX
(SANKAR et al., 2007), porém com o passar do tempo, acontece o contrario, ocorre a
reducdo na atividade enzimatica, ao longo da imposicdo do estresse hidrico. Fato este
observado por Azevedo Neto et al. (2010), ao trabalharem com genétipos de amendoim
sob estresse hidrico durante 20 dias, no presente trabalho o estresse durou 10 dias.

5.3.3. Atividade da enzima APX

A atividade da APX no genétipo CNPA 76 AM teve aumento de apenas 4%
quando inoculado com SEMIA 6144 e em com nitrogénio, porém, observa-se em SEMIA
6144 o aumento da SOD que foi de 51% e da CAT de 71% (Tabela 8) e por isso, ndo
tenha sido necessario maior atividade da APX, por existir a acdo das outras enzimas e,
que a APX teria apenas a funcdo de complementar a defesa da planta (Tabela 8). Em BRS
Havana observou-se aumento da atividade da SOD, quando inoculada com as estirpes
SEMIA 6144 e SEMIA 4077, de 5% e 21%, respectivamente, porém, em SEMIA 6144
houve menor reducdo da fotossintese (Figura 2), do carbono interno (Figura 3), da
condutancia estomatica (Figura 4) e da AP e maior redugdo da MSPA e MSR (Tabela 6),
quando comparados aos demais tratamentos sob restricdo hidrica. Esses resultados
refletem um ajustamento morfofisiolégico da planta, em tolerar os efeitos do deficit

hidrico.
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Em 2012-4 observou-se que a atividade da APX foi maior apenas no tratamento
com 123-10A, cerca de 27%, houve ainda, menor reducdo da fotossintese (Figura 2), do
carbono interno (Figura 3), da condutancia estomatica (Figura 4), da AP, da MSPA e da
MSR (Tabela 6). Também observou-se aumento da APX em quase todos 0s genotipos
nos tratamentos com e sem nitrogénio e no gendtipo BRS Havana o aumento foi de até
190% para 0 manejo sem nitrogénio (Tabela 8).

A APX tem fungéo de degradar o H202, quando este se encontra em grande
quantidade nas células causando danos celulares, isso justifica o fato dos gendtipos de
amendoim submetidos ao estresse hidrico terem em alguns tratamentos elevados valores
de APX. Possivelmente a enzima esté agindo na degradacdo do H2O. Nos tratamentos
em que a enzima obteve valores menores ou préximos da condicéo irrigada, implica-se
dizer que ndo estd sendo necessaria a acdo da enzima, e/ou ha acdo de outas enzimas
antioxidantes como a CAT, em que pdde-se observar maior atividade quando comparada
a APX.

Os resultados obtidos no presente trabalho, divergem dos encontrados por Pereira
et al. (2012), que trabalhando com genotipos de amendoim sob condicdes de déficit
hidrico, observaram o aumento da APX em todos os tratamentos estressados em relacao
ao controle irrigado, porém, sem inoculacdo. Furlan et al. (2012), ao analisarem plantas
de amendoim submetidas ao déficit hidrico e inoculadas com Bradyrhizobium notaram
que houve um aumento de APX nas folhas e nos nédulos sob condi¢do de estresse
abiotico. Porém, no neste trabalho ndo houve aumento expressivo de APX nas folhas dos
tratamentos inoculados, sendo que os menores valores observados para a APX na
degradacéo do peroxido, foram compensados pela CAT, havendo um complemento de

uma enzima em funcdo da outra (Tabela 8).

5.3.4. Teor de prolina

No presente trabalho o teor de prolina aumentou em todos os tratamentos sobre
restricdo hidrica em todos os gendtipos de amendoim estudados (Tabela 8), que pode ser
atribuido a prolina, por ser um osmolito, que tem o teor acrescido em plantas sob déficit
hidrico (AZEVEDO NETO et al., 2010). Resultados similares foram encontrados por
Pereira et al. (2012), que relataram o aumento de até 105% no teor de prolina em
gendtipos de amendoim submetidos ao estresse hidrico, porém, estes genétipos nédo

estavam sob o efeito de inoculagcdo, como neste trabalho, Padmavathi e Rao (2013),
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também registraram aumento da prolina em genotipos de amendoim submetidos ao déficit
hidrico.

Contudo, observou-se no presente estudo um aumento menor apenas para CNPA
76 AM inoculado com 123-10A, que foi de apenas 7%, com menor reducdo da MSPA e
em BRS Havana com os tratamentos CN e SN, com aumento de 5% e 21%,
respectivamente, mas houve a maior reducdo da MSPA no tratamento com nitrogénio.
Sabe-se que o aumento da prolina ocorre para promover o ajustamento osmotico,
importante mecanismo de manutencdo e regulacdo do turgor celular. O acimulo de
substancias como a prolina impede maiores danos a plantas que se encontram sob algum
tipo de estresse (MARIN et al., 2010; MONTEIRO et al., 2014; KANG et al., 2014).

O gendtipo BRS Havana foi 0 Unico que obteve maior teor de prolina quando
comparado aos tratamentos com e sem N. Este resultado sugere que a presenca de
bactérias fixadoras de N em simbiose com 0 BRS Havana pode ter induzido uma resposta
mais eficiente das plantas submetidas ao estresse.

O ajustamento ocorre para diminuir o metabolismo celular, evitando a perda de
agua para o solo, esse ajuste ocorre de maneira que o potencial hidrico (Ww) da planta se
torna mais negativo que o solo (ALBUQUERQUE et al., 2013). O acimulo de solutos
ativos de baixo peso molecular permite que mesmo em baixa quantidade de &gua, a planta
seja capaz de manter a fotossintese e a abertura estomatica em baixa atividade, foi o caso
dos tratamentos com e sem nitrogénio no gendtipo 2012-4 que tiveram maiores valores
do teor de prolina e maior reducdo da fotossintese e da condutancia estomatica e, tiveram
em geral menor reducdo da AP, MSPA e MSR (CHAVES FILHO e STACCIARINI-
SERAPHIN, 2001; NEPOMUCENO et al., 2001). Dentre os solutos ativos destacam-se
os carboidratos soltveis totais, 0 amido (SUDACHKOVA et al., 2002), a glicina betaina
(CHEN e MURATA, 2008) e a prolina (SZABADOS e SAVOURE, 2010;
DEMIDCHIK, 2015).

Na literatura ndo sdo encontrados muitos trabalhos que destaquem os beneficios
das bactérias promotoras de crescimento de plantas sob condic¢Bes de déficit hidrico. A
possibilidade das mesmas, contribuirem na tolerancia do vegetal durante a seca, de
maneira que a bactéria ndo supra a necessidade por dgua, mas que ela, de alguma forma
possa amenizar os efeitos da estiagem sobre o seu hospedeiro. Por esta razdo, faz-se
necessario mais investigacfes sobre esses microrganismos e como eles podem ser Uteis

para o desenvolvimento das plantas sob condicGes de estresses abidticos.
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O grupo de estirpes investigadas no presente trabalho integra o grupo de bactérias
promotoras de crescimento, capazes de proporcionar desenvolvimento e crescimento
vegetal, a partir de véarios fatores, que vai desde a fixacdo bioldgica de nitrogénio, a
inducdo e até producao de fitormonios. Proporcionando que plantas como as leguminosas
prosperem nos seus habitats, além de permitir o ciclo natural do nitrogénio. A partir destes
e de outros beneficios, a aplicacdo de inoculantes na agricultura traz beneficios para a
cultura e o solo, reduzindo a poluicdo do solo causada por fertilizantes quimicos e 0s
custos de producdo agricola. Além disso, podem contribuir para a tolerancia vegetal aos

efeitos de estresses abioticos, a partir da estimulacdo e producédo de osmorreguladores.
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6. CONCLUSOES

O déficit hidrico reduziu as trocas gasosas (A, gs, E, EiC) e o crescimento
vegetativo nos genotipos de amendoim;

O teor de prolina aumentou nas plantas submetidas a restri¢do hidrica;
As enzimas antioxidantes atuaram de acordo com a necessidade de defesa
da planta;

Os trés gendtipos avaliados: CNPA 76 AM, BRS Havana e 2012-4
inoculados com 123-10A e SEMIA 6144, tiveram menos danos causados
pelo déficit hidrico;

Considerando todas as variaveis analisadas, a estirpe 123-10A foi a mais

responsiva aos gendétipos de amendoim submetidos ao déficit hidrico.
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