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RESUMO

BRITO, SAMARA LIMA M. Sc.; Universidade Estadual da Paraiba/Embrapa Algodao,
Margo/2018. Desempenho de genétipos de amendoim inoculados com Bradyrhizobium em
condicGes de déficit hidrico. Liziane Maria de Lima (Orientadora).

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é conhecido por sua plasticidade em condicdes
climaticas adversas, apesar disso sofre os efeitos da seca. O uso de microrganismos fixadores de
nitrogénio para mitigar os efeitos negativos da seca sobre leguminosas tem sido investigado em
algumas espécies vegetais, tais como soja e feijdo. Desta forma, objetivou-se nesse trabalho,
analisar o comportamento de gendtipos de amendoim inoculados com Bradyrhizobium em
condigdes de deficit hidrico. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa
algodao com trés genotipos de amendoim (a cultivar IAC Runner 886 e as linhagens avancadas
2012-33 e 2012-47) e duas estirpes de Bradyrhizobium (ESA 123 e SEMIA 6144). Apds 20 dias
de germinacdo a rega foi suspensa e iniciaram-se as andlises fisiologicas: fotossintese (A),
condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E) e carbono interno nas plantas (Ci), utilizando um
IRGA (Analisador de gas com Infravermelho), até o décimo dia de estresse. Folhas foram
coletadas para analises de Prolina e de expressdo dos genes NCED (9-cis-epoxicarotenoide
dioxigenase) e ERF8 (Fator Responsivo ao Etileno). Analises agronémicas de altura de planta
(ALT), massa seca de parte aérea (MSPA) e de raiz (MSR), nimero de nddulos (NNOD) e
massa de ndédulos (MNOD) foram realizadas. O teor de prolina também foi analisado. Em
relacdo aos dados fisioldgicos, apesar do decaimento esperado em todas as varidveis em meio a
déficit hidrico, os tratamentos inoculados com as estirpes de Bradyrhizobium obtiveram os
melhores resultados. Os genotipos inoculados com a estirpe ESA 123 obtiveram melhores
respostas a nivel agronémico (MSR, NNOD), bioguimico (prolina) e molecular. O aumento na
expressdo dos genes NCED e ERF8 nos trés genotipos inoculados com ESA 123 sugere um

papel importante dessa estirpe na ativagdo de cascatas metabdlicas de protecdo nas plantas.
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Palavras-chave: Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN), RT-qPCR, genes ERF8 e NCED,

Arachis hypogaea L., seca.
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ABSTRACT

BRITO, SAMARA LIMA M. Sc.; Universidade Estadual da Paraiba/Embrapa Algodéo,
Margo/2018. Desempenho de gendétipos de amendoim inoculados com Bradyrhizobium em

condicdes de déficit hidrico. Liziane Maria de Lima (Orientadora).

Peanut (Arachis hypogaea L.) is known for its plasticity in adverse climatic conditions,
although it suffers from the effects of drought. The use of nitrogen - fixing microorganisms to
mitigate the negative effects of drought on legumes has been investigated in some plant species.
The objective of this work was to analyze the behavior of peanut genotypes inoculated with
Bradyrhizobium under conditions of water deficit. The experiment was conducted in greenhouse
at Embrapa cotton with three peanut genotypes (the cultivar IAC Runner 886 and the advanced
strains 2012-33 and 2012-47) and two strains of Bradyrhizobium (ESA 123 and SEMIA 6144).
After 20 days of germination the irrigation was suspended and the physiological analyzes were
started: photosynthesis (A), stomatal conductance (gs), transpiration (E) and internal carbon in
the plants (Ci), using an IRGA (Infrared Gas Analyzer), until the tenth day of stress. Leaves were
collected for biochemical and expression analysis of the NCED (9-cis-epoxycarotenoid
dioxygenase) and ERF8 (Ethylene Responsive Factor) genes. Plant height (ALT), aerial part dry
mass (MSPA) and root mass (MSR), number of nodules (NNOD) and mass of nodules (MNOD)
were performed. The proline content was also analyzed. Regarding the physiological data,
despite the expected decay in the medium of the water deficit of the analyzed variables, the
treatments inoculated with the Bradyrhizobium strains obtained the best results. The genotypes
inoculated with the ESA 123 strain obtained better agronomic (MSR, NNOD), biochemical
(proline) and molecular responses. The overexpression of the NCED and ERF8 genes in the three
genotypes inoculated with ESA 123 suggests an important role of this strain in the activation of

protective metabolic cascades in plants.

Keywords: Biological Fixation of Nitrogen (FBN), RT-gPCR, ERF8 and NCED genes, Arachis
hypogaea L., dry.



19

1. INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma das cinco maiores oleaginosas do mundo;
atualmente é cultivada em mais de 100 paises (FLETCHER e SHI, 2016). No Brasil, em 2017, a
maior parte da producédo se concentrou na regido sudeste com cerca de 431,7 mil t. No Nordeste,
a producdo da cultura ainda € pouca expressiva, apenas 3,6% da producdo nacional, devido a ma
distribuicdo de chuvas (CONAB, 2017), maior adocdo pela agricultura familiar e pouca
mecanizacdo na cultura. Contudo, vérios esforcos tém sido envidados pelos programas de
melhoramento em todo mundo para langar cultivares com capacidade de manter o rendimento
em condicdes escassas de chuva (PEREIRA et al., 2015).

A seca & um dos principais fatores responsaveis por afetar negativamente o
desenvolvimento e a qualidade da producgdo agricola em todo mundo (HU e XIONG, 2014). A
deficiéncia de agua afeta o desenvolvimento fisiologico e nutricional das plantas levando a
reducdo da biomassa e do crescimento. Além disso, a seca induz o fechamento estomatico que
limita as trocas gasosas e consequentemente reduz a fotossintese (ARBONA et al., 2013;
IHUOMA e MADRAMOQOTOO, 2017). Seus efeitos ainda causam devastas alteracdes no
metabolismo das plantas, como danos nas membranas celulares e na cadeia de transporte,
levando ao aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (PEREIRA et al.,
2016).

Para se adaptar a essas condi¢Ges as plantas desengatilham uma série de alteraces, as
quais variam de mudancas na estrutura da planta a acimulo de solutos osmoprotetores (prolina),
acido abscisico (ABA) e enzimas antioxidantes (AMJUM et al., 2011). Muitos desses processos
sdo governados por alteracdes moleculares e funcionam para aumentar a tolerancia a seca (HU e
XIONG, 2014; SHINOZAKI e URANO, 2017).

Varios genes e fatores de transcricdo associados a essas mudancas tém sido isolados e
caracterizados (CHEN et al., 2012; BRASILEIRO et al., 2015). A expressdo de genes como
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AtNCED em condicbes de seca, em Arabidopsis thaliana, tem sido associado ao ABA, um
importante hormonio envolvido nas respostas fisiologicas como fechamento estomatico e de
desenvolvimento de plantas (LATA e PRASAD, 2011; UMEZAWA et al., 2011). Além disso, o
ABA coordena a ativacdo de uma rede complexa de genes e fatores de transcricdo associados ao
estresse hidrico, genes ABA dependentes (LATA e PRASAD, 2011; CHI et al., 2012). Assim
como o ABA, atuando em estresse, temos os fatores de transcricdo e, apesar da sua estrutura
simples de dois carbonos, 0 hormonio vegetal etileno serve como um mediador chave de fatores
de estresse bidticos e abioticos. Estudos revelaram que os ERFs (Fatores Responsivo ao Etileno)
sdo reguladores fundamentais na tolerdncia ao estresse abidtico, como seca e salinidade, em
vérias espécies via ABA independente (MULLE e MUNNE-BOSCH, 2015).

O uso de bactérias dos géneros Bradyrhizobium e Rhizobium, com capacidade para
infectar raizes de plantas leguminosas e induzir a formacdo de n6dulos com posterior fixacao de
nitrogénio (LOBATO et al., 2013), tem sido uma alternativa para otimizar os custos de producgéo
com menores requerimentos de fertilizantes nitrogenados (GOPALAKRISHNAN et al., 2015).
Além de melhorar a eficiéncia fotossintética, as trocas gasosas e influenciar nas repostas da
planta contra os efeitos da seca (KAVAMURA et al., 2013; GOPALAKRISHNAN et al., 2015;
MELO et al., 2016).

Neste contexto, o amplo potencial de adaptacdo aos climas semiaridos, aliado a
capacidade de interagir positivamente a inoculacdo com varios isolados de rizobios (PEREIRA
et al.,, 2015; DARYANTO et al., 2015), torna 0 amendoim uma cultura promissora para
investigar os beneficios da associacdo com isolados do género Bradyrhizobium, principalmente
em condicdo de seca. Portanto, este trabalho objetiva investigar os possiveis beneficios da
interacdo planta x rizobium a partir de andlises agronémicas, fisiologicas, bioquimicas e

moleculares, em condigdes de seca.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a interacdo de isolados de Bradyrhizobium sp. com genotipos de amendoim sob
condigdes de déficit hidrico, por meio de analises fisiologicas, moleculares e de crescimento e

teor de prolina, a fim de selecionar o genétipo e o isolado melhor aclimatado ao estresse.

2.2 Objetivos Especificos

v Avaliar alteracGes fisiolégicas provocadas pelo déficit hidrico nos genétipos de
amendoim inoculados com Bradyrhizobium sp.;

v Analisar o teor de prolina nos genétipos de amendoim submetidos a déficit hidrico;

v Estimar os componentes de crescimento vegetativo a fim de identificar o gendtipo mais
responsivo em condicdes de déficit hidrico;

v Analisar a expressdo dos genes NCED e ERF8 nos gen6tipos de amendoim e a possivel
relacdo com a tolerancia dos genétipos a deficiéncia hidrica;

v Identificar dentre os inoculantes, qual melhor contribuiu para a tolerancia dos genotipos

de amendoim ao déficit hidrico.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 O amendoim e sua importancia econdmica

O amendoim, originario da América do Sul (DILLEHAY et al., 2007), é considerado uma
das principais oleaginosas cultivadas no Brasil e no mundo. Atualmente ocupa o quarto lugar
entre as oleaginosas mais cultivadas, com aproximadamente 45 milhdes de toneladas e 24
milhdes de hectares, onde a maior producdo mundial concentra-se na China, india, Estados
Unidos e Nigéria (FAOSTAT, 2017; USDA, 2018).

No Brasil seu cultivo ¢é bastante difundido nas regides Sul e Sudeste, sendo o estado de S&o
Paulo o maior produtor, com cerca de 422,3mil toneladas na safra 2016/17. Da producdo
paulista, grande parte (80%) é destinada aos mercados Europeus, sendo o restante consumido
internamente pelas fabricas de doces (CONAB, 2017). Nas regides semiaridas do nordeste, pode
ser apontada como alternativa de rentabilidade para produtores da regido (FREITAS, 2011).
Quanto as caracteristicas do amendoim, trata-se de uma dicotiledénea pertencente a familia
Fabaceae, subfamilia Faboideae, género Arachis, possui folhas compostas e pinadas, com
foliolos inseridos no peciolo variando de 4 a 9 cm. Os foliolos possuem forma eliptica ou
lanceolada, variando com a cultivar de estudo. Os estbmatos, estruturas captadoras de CO, na
planta, estdo presentes nas duas superficies foliares, ou seja, adaxial e abaxial (NOGUEIRA et
al., 2013). As raizes por sua vez sdo pivotantes e laterais, com taxa de crescimento elevada
durantes os primeiros estadios de desenvolvimento da planta, sendo reduzido na fase de
desenvolvimento dos grdos (GREGORY e REDDY, 1982).

Suas flores sdo completas, perfeitas e hermafroditas. O ovario € pequeno, cilindrico,
stpero, unicarpelar, com dois a seis 6vulos. Seu estigma esta situado entre as anteras e a flor do
amendoim possui alta taxa de autogamia (autofecundacdo) (SILVA, 2015). A época de

florescimento é ampla, variando entre as espécies, havendo aparecimento de maior nimero de
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flores, e o processo de frutificacdo acontece por meio de geocarpia, onde a flor apos ser
fecundada, produz o fruto de forma subterranea por meio do gindforo. E sdo os frutos gerados
que possuem maior interesse econdémico, devido ao poder nutritivo e de 6leo presente nas
sementes (NOGUEIRA e TAVORA, 2005).

Em relagdo a espécie A. hypogaea, esta encontra-se subdividida em duas subespécies, a
hypogaea e a fastigiata, as quais, ainda se dividem em seis variedades botanicas segundo seu
habito de crescimento, onde hypogaea e hirsuta, pertencentes a subespécie hypogaea, possuem
habito rasteiro e fastigiata, vulgaris, aequatoriana e peruviana, pertencentes a subespécie
fastigiata, sdo de habito ereto (NOGUEIRA e TAVORA, 2013).

E uma planta classificada como meséfila, com metabolismo de planta C3, porém, apresenta
caracteristicas de tolerancia a seca mostrando-se adaptada a restricdo hidrica. A transpiracdo da
planta depende das condi¢cdes ambientais tais 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 reproducéo e diminuido durante a fase final (NOGUEIRA e TAVORA, 2013).

O teor de 6leo nas sementes de amendoim é cerca de 40% a 50% e proteinas de 22% a
33%, também contém carboidratos, sais minerais e vitaminas E e do complexo B, constituindo-
se assim em um alimento altamente energético (585 calorias/100 g) (SILVEIRA et al., 2011). E
uma leguminosa utilizada na alimentacdo humana, in natura ou processada, ou ainda na
producéo de oleo. O estudo com amendoim também vendo sendo conduzido como matéria prima
promissora na producdo de biodiesel, devido ao alto teor de Oleo em suas sementes
(GONCALVES et al., 2004; NAKAGAWA e ROSOLEM, 2011).

Devido a sua adaptabilidade em diferentes condicdes abidticas, o cultivo é realizado em
diversas regides isoladamente ou em consorcio de rotacdo com outras culturas, podendo ainda
ser utilizado como cobertura de solo e como planta forrageira (ARAUJO et al., 2008).

A cultura se destaca como uma das mais importantes leguminosas cultivadas no mundo
(ISLEIB et al.,, 2004; CHEN et al., 2010). Possui beneficios econémicos consideraveis e
aumento gradual em area plantada nos ultimos anos (CONAB, 2017). Porém, a producdo e
qualidade do amendoim s&o negativamente afetados por estresses ambientais, como climas
extremos, salinidade, seca e estresse oxidativo (RAO e WRIGHT, 1994; LAURIANO et al.,
2000). A temperatura afeta o crescimento e desenvolvimento do amendoim nas fases de
florescimento, crescimento e maturacdo dos frutos. O deficit hidrico em especial afeta a
producdo e enchimento das vagens, variando entre cada genétipo (SHINDE et al., 2010;

NAUTIYAL et al.,, 2012). Essas situacdes causam alteracdes fisioldgicas que culminam em
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modifica¢cBes metabolicas afetando no crescimento e perdas na produtividade (KALARIYA et
al., 2013).

3.2 Déficit hidrico em plantas de amendoim

A agua é um componente chave na manutencdo da vida, atua como um solvente universal
e como um transportador de gases, elementos e substancias, essenciais para 0s animais e plantas
(RODRIGUES et al., 2016). E de suma importancia na agricultura e esta presente em grande
parte das reacdes de transformacéo de energia e producdo de alimento (TAIZ e ZEIGER, 2017).

Dentre os estresses abioticos, o déficit hidrico € um dos principais que restringe as
culturas em todo o mundo, reduzindo a produtividade (SINGH et al., 2014), retardando o
crescimento, induzindo o fechamento estomético e consequentemente reduzindo a fotossintese
(NEMETH et al., 2002). O déficit hidrico também gera alteracdes nas membranas celulares,
aumento da respiracdo, inibicdo da fotossintese, menor producdo de matéria seca, senescéncia
prematura e reducdo na producdo (UPADHYAY et al., 2011; PEREIRA et al., 2012; DUARTE
et al., 2013). Bartels e Sunkar (2005) ressaltam que o estresse hidrico gera diminuicdo do
crescimento, devido ao fechamento dos estdmatos, menor assimilacdo de CO,, sintese de
assimilados, diminuicdo da area foliar, aléem de uma menor eficiéncia do aparato fotossintético.

Um dos primeiros sintomas do estresse hidrico € a diminuicdo no teor relativo de agua
nas folhas, gerando variagbes no potencial hidrico, de turgor e ajustamento osmotico nos
tecidos vegetais (HAMLYN, 2007). O acumulo de osmolitos compativeis gera uma estratégia de
defesa para evitar a perda de dgua na planta. Esses osmolitos podem ser agtcares, aminoacidos,
acidos organicos, proteinas e ions com funcéo de regular a turgescéncia celular, de tal forma que
o potencial hidrico dentro da célula seja mais negativo em relacéo ao solo e ao ar, a fim de evitar
que a planta desidrate por completo (PADMAVATHI e RAO, 2013). Segundo Verbruggen e
Hermans (2008), quando as plantas sdo submetidas ao estresse hidrico, o contetdo de prolina
pode aumentar em até 100 vezes, em comparagdo as plantas controle, sendo assim um
importante parametro para a selecéo de plantas mais resistentes.

O estresse hidrico também ocasiona alteragdes em componentes celulares e
bioquimicos nas plantas, onde cascatas de sinalizacdo sdo iniciadas, gerando ativacdo ou
supressao de certos genes (YAMAGUCHI-SHINOZAKI e SHINOZAKI 2006; KATAM et al.,
2013). Afeta também o transporte de elétrons nos tilacdides (sistemas de membranas internas,
onde ocorre as reacOes de luz da fotossintese), a fosforilacdo, a carboxilacdo e a fotossintese nas

plantas (KAMBIRANDA et al., 2011). A raiz € a primeira parte da planta que percebe a falta de
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agua, elas desempenham um papel fundamental em condi¢fes de seca, pela sua capacidade de
absorver agua em condicdes de estresse (THANGTHONG et al., 2016).

No semiarido brasileiro, 0 amendoim é frequentemente submetido a diferentes duracdes e
intensidades de deficiéncia hidrica no solo, devido a escassez ou a falta de chuvas nessas regides
(AZEVEDO NETO et al., 2010). Dentre os estresses abioticos que 0 amendoim esta sujeito, o
déficit hidrico provocado pela auséncia ou baixa precipitacdo exigida pela cultura é o que mais
afeta as lavouras (ARRUDA et al., 2015). O suprimento de agua e nutrientes sdo fatores que
influenciam no desenvolvimento e produtividade das culturas agricolas (CATTIVELLI et al.,
2008; ANJUM et al., 2011). Os danos gerados pela deficiéncia hidrica dependem da intensidade,
duracdo do estresse e estagio fenologico que a cultura se encontra (CHAVES e OLIVEIRA,
2004).

Estudos fisioldgicos sugerem que a cultura do amendoim possui certa tolerancia a seca e
possui mecanismos melhorados de eficiéncia do uso da 4gua (NAUTIYAL et al., 2012). A
cultura do amendoim demostra-se adaptada a condicBGes de seca, com genotipos aclimatados a
condi¢cdes de déficit hidrico ou salino, devido suas caracteristicas morfologicas, tais como
posicdo dos estdmatos e aumento de raiz e fisioldgicas de reducdo da condutancia estomatica e
consequentemente da transpiragéo foliar (GRACIANO et al., 2011; SOUSA et al., 2012).

3.3 Genes responsivos a estresse hidrico

O estresse hidrico € um dos maiores desafios para pesquisadores em um cenério atual de
mudancas climaticas rapidas. Cientistas estdo envidando esforgos a fim de tentar elucidar varios
processos metabolicos a niveis celulares (CHAVES et al., 2003). Os estresses ambientais, como
calor, frio, seca e salinidade, influenciam no crescimento e na produtividade das plantas. As
mesmas respondem e se adaptam a esses estresses a niveis fisioldgicos e bioquimicos, porém, o
estresse abidtico mostrou induzir a expressdo de genes com Varias fun¢des em uma variedade de
plantas (YAMAGUCHI-SHINOZAKI e SHINOZAKI, 2006).

Em condicdes de seca, as plantas emitem sinalizacGes ap0s perceberem mudancas nas
relagdes hidricas (UMEZAWA et al., 2010). A rapida sinalizacdo € iniciada através do
reconhecimento de osmosensores presentes na membrana celular que posteriormente induzem
outras proteinas e fatores de transcrigdo relacionados a resposta ao estresse (MAATHUIS, 2014).
Dentre respostas moleculares que as plantas apresentam ao estresse hidrico, tém-se a alteracéo

na expressdo génica, o que reflete em diferentes caminhos de percepcdo do estresse, na
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transducdo de sinais, regulacdo e sintese de varios compostos (RAMANJULU e BARTELS
2002; SREENIVASULU et al., 2007).

Dentre os genes atuantes em condi¢cdes de deficit hidrico estdo o NCED e o ERF8. A
sintese de ABA, além de controlar processos fundamentais do desenvolvimento das plantas,
também esta relacionada a estresses abidticos, como baixas temperaturas, condi¢des de seca e
alta salinidade, sendo monitorado no citosol primeiro na parte aérea depois na raiz (WAN e LI,
2006; CLEMENT et al., 2008). Tanto no amendoim, quanto em outras plantas, o teor de ABA é
aumentado em condicbes de estresse hidrico, com aumento consideravel nos niveis de NCED.
Esta proteina foi identificada como enzima chave na biossintese do ABA em amendoim sob
déficit hidrico (HU et al., 2013). Uma maior biossintese de ABA esta correlacionada com a alta
expressao de membros da familia NCED em tecidos foliares e radiculares (ZHANG et al., 2008).
Silva et al. (2012) observaram em gendtipos de feijao-caupi, a inducao de genes pertencentes a
biossintese do ABA, sinalizacdo celular, transportadores de prolina e biossintese de lipideos de
membranas. A expressdo desses genes indica sua participacdo em processos relacionados a
protecdo da planta contra estresse abidtico.

Existem duas rotas de sinalizagdo do estresse, uma rota dependente do ABA e outra
independente. Apesar da cascata ABA-dependente ser crucial para a resposta da planta ao
estresse hidrico, alguns genes que se expressaram em mutantes, mostraram que a sinalizagdo do
ABA foi comprometida, sugerindo a existéncia de uma rota ABA-independente em condicdes de
estresse (AGGARWAL et al., 2010). Kuromori et al. (2014) mostraram que além das
sinalizacBes e respostas mediadas por ABA, analises moleculares revelaram rotas ABA-
independentes, mediadas por varios fatores de transcri¢do, atuando na regulacdo da expressao de
genes importantes para diversos processos fisioldgicos estresse-responsivos nas plantas.

Dentre alguns fatores que atuam na via independente do ABA, tem o ERF (Elemento
Responsivo ao Etileno) pertencente a uma familia de fatores de transcrigdo, conhecidos pela
ativacdo da expressdo de genes a partir de sua ligacdo a sequéncias especificas do elemento DRE
(Elemento Responsivo a Desidratacdo) no promotor de genes envolvidos com respostas a varios
tipos de estresse abidtico, tais como déficit hidrico (MI1ZOI, 2012). O etileno é um hormoénio
importante em varios processos fisiologicos das plantas, sendo indutor de respostas relacionadas
aos diferentes estresses. Como a taxa de transcricdo de um gene é determinante para sua
expressdo, 0s mecanismos moleculares pelos quais a transcri¢cdo génica é regulada tém sido de
interesse crescente e se tornado um dos topicos de estudos em genética molecular envolvendo o

etileno (ITO et al., 2012). A regulacdo génica em nivel transcricional € um dos principais pontos
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de controle dos processos bioldgicos, onde os fatores de transcricdo desempenham papel
fundamental nesse processo (JOFUKU et al., 1994; SHARMA et al., 2010).

O ERF esté envolvido em muitos processos de sinalizagéo e respostas ao estresse (DIETZ
et al., 2010). O ERF desempenha papel positivo na tolerancia ao sal, & seca e ao calor, por
regulacdo de genes especificos do estresse que integram os sinais do etileno (CHENG et al.,
2013). Este influencia uma série de processos importantes para a adaptacdo a estresses bidticos
ou abidticos, como ataque de patdgenos, radiacdo UV, temperatura extrema e seca (ECKER,
1995; O’DONNELL et al., 1996; PENNINCKX et al., 1996).

Cheng et al. (2013) analisaram a expressdo do gene ERF1 em Arabidopsis e confirmaram
que muitos genes induziveis pelo estresse estdo potencialmente a jusante de ERF1, incluindo
RD29B, COR47e LEA4-5, dentre outros. Entre os 1.156 genes regulados por ERF1, 46 e 61
deste, apresentaram expressdo sob seca e salinidade, respectivamente. O ERF apresentou super
expressdo durante o déficit hidrico em cultivares de A. hypogaea, sugerindo sua importancia na
interacdo com os elementos DRE e nos processos de tolerancia e aclimatacdo da planta (DANG
et al., 2012). Em outras espécies, 0s ERF também estiveram relacionados com diversos estresses
abitoticos, como no trigo (Triticum aestivum), onde a transcricdo do gene TaERF1 foi induzida
por seca, salinidade, baixa temperatura e pela infeccdo por Blumeria graminis f. sp. tritici (XU et
al., 2007).As respostas das plantas e a adaptagcdo aos estresses abidticos sdo controladas por
cascatas de transducdo de sinal via molecular, nas quais os horménios das plantas, como parte da
rede de sinais, funcionam como integradores centrais que ligam e reprogramam as complexas
cascatas de sinalizacdo adaptativas do estresse (MA et al., 2006; GOLLDACK et al., 2014). Isto
remete a importancia nos estudos a nivel molecular na compreensdo de respostas das plantas

principalmente em condic¢des de déficit hidrico.

3.4 Fixacdao bioldgica de nitrogénio

Devido ao crescimento da populagdo mundial, que deve atingir em média oito bilhdes de
pessoas até 2030, se requer maior demanda de alimentos, que vem sendo atendida tanto pelo
cultivo em areas novas, muitas vezes impréprias para a agricultura, como pelo aprimoramento da
agricultura, incluindo o maior uso de insumos, a exploracdo de recursos genéticos e o
desenvolvimento de novas tecnologias. A necessidade de desenvolvimento de tecnologias que
garantam a seguranca alimentar, mas que também preservem o meio ambiente, é evidenciada

pela urgéncia em manter 0s recursos naturais, estima-se que cerca de 23% dos 8,7 bilhdes de


http://www.plantphysiol.org/content/162/3/1566.full#ref-15
http://www.plantphysiol.org/content/162/3/1566.full#ref-15
http://www.plantphysiol.org/content/162/3/1566.full#ref-36
http://www.plantphysiol.org/content/162/3/1566.full#ref-40

28

hectares de terras agricultaveis, pastagens permanentes e florestas do mundo ja tenham sido
degradadas (HUNGRIA et al., 2007).

Muito se tem estudado sobre o processo de fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) e a
interacdo planta x bactéria, tais como Melo et al. (2016), Sizenando et al. (2016) e Furlan et al.
(2017), que avaliaram a contribuicdo da FBN e a produgdo de amendoim inoculados com
Bradyrhizobium. Em milho, a FBN pode contribuir em aumento de 20 a 30% na assimila¢do de
nitrogénio utilizado pela cultura (MOREIRA et al., 2010). A FBN consiste na reducdo do N para
formacgdo de amonia. Vale ressaltar que o nitrogénio molecular, abundante na atmosfera, nao
pode ser absorvido pelas plantas, exceto por microrganismos fixadores tais como as bactérias
nitrificadoras que transformam o nitrogénio molecular em compostos utilizaveis pelas plantas
(KERBAUY, 2008).

Na agricultara moderna, o uso de fertilizantes nitrogenados representam a forma
assimilada com maior rapidez pelas plantas, entretanto com custo elevado tanto para 0 meio
ambiente quanto para o produtor. O processo industrial que transforma o N, em aménia (NHs),
composto utilizado pelas plantas, requer hidrogénio (derivado de gas de petroleo), catalisador
contendo ferro, altas temperaturas (300° a 600°C) e altas pressdes (200 a 800 atm) na sua
producdo, processo esse chamado de Haber-Bosch. Desse modo, o gasto de fontes energéticas
por tonelada de amonia sintetizada é de, aproximadamente, seis barris de petréleo. Um agravante
na utilizacdo dos fertilizantes nitrogenados reside na baixa eficiéncia de sua utilizacdo pelas
plantas, raramente ultrapassando 50%, pois grande parte € perdido pelos processos de lixiviagdo
e transformacdo em formas gasosas tanto pela desnitrificacdo quanto pela volatizacdo
(HUNGRIA et al., 2007). A FBN tem sido uma alternativa viavel na substituicdo de adubos
nitrogenados, pois além de ser mais ecoldgica, todo o N fixado é aproveitado pelas plantas,
quando em associacdo (FRANCO; DOBEREINER, 1994).

As bactérias infectam a planta formando, naturalmente, nddulos em suas raizes e
possuem a capacidade de quebrar a tripla ligacdo do nitrogénio atmosférico (N>), transformando-
o em forma disponivel para as plantas (TAIZ e ZEIGER, 2017; MALAVOLTA e MORAES,
2006). O nodulo é tido como um 6rgéo da planta, formado a partir da simbiose entre a planta e o
rizobio, porém, a efetividade das bactérias sé é possivel existir em baixo nivel de oxigénio, uma
Vez que a enzima nitrogenase, responsavel pela FBN ¢é sensivel ao O, (MOREIRA e SIQUEIRA,
2006). No caso do amendoim, a infeccdo dos rizobios ocorre a partir da penetragdo da bactéria
na raiz por fissuras na epiderme, ndo havendo, portanto, a formacdo do corddo de infeccdo,
caracteristico da nodulacdo de bactérias em outras 28 especies de leguminosas (CHANDLER,
1978).
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A FBN é um processo realizado por microrganismos vivos, € sua maior ou menor
eficiéncia varia em funcéo de caracteristicas edaficas, da espécie de bactéria e principalmente da
especificidade planta-simbionte (FERREIRA et al., 2016; ULZEN et al., 2016). Mutch e Young
(2004) também corroboram ao falar que a formacéo dos noédulos radiculares e a fixagao de niveis
elevados de N dependem de fatores ambientais, mas principalmente da afinidade genética entre o
hospedeiro e o simbionte. Sobre o processo de nodulacao, os sinais moleculares excretados pelas
raizes da planta hospedeira ativam a expressdo dos genes de nodulacdo pelo rizobio, o que
resulta na producédo de fatores Nod, essenciais para o processo de infeccdo (SUGAWARA et al.,
2006).

O amendoim (A. hypogaea L.) é uma leguminosa que apresenta caracteristicas de
associacdo com bactérias fixadores de N, como Bradyrhizobium sp., permitindo eficiéncia no
processo de absorcdo desse nutriente (SANTOS et al., 2017; SILVA et al., 2017). O uso de
inoculantes na cultura do amendoim tem mostrado resultados positivos sobre a producdo de
biomassa e produtividade de grdos (SANTOS et al., 2005; MARCONDES et al.,, 2010;
SIZENANDO et al., 2016). Atualmente existem no mercado dois inoculantes de Bradyrhizobium
sp. indicados pelo MAPA para o género Arachis, sendo um para A. hypogaea, o amendoim
cultivado, o inoculante SEMIA 6144, e um outro para A. pintoi o amendoim forrageiro, o
SEMIA 6439. Ja para a soja (Glycine max) existem quatro inoculantes registrados, sendo dois da

espécie B. japonicum e dois da espécie B. elkanii (MAPA, 2011).

3.5 Prolina

Na auséncia de agua, as plantas tendem a desengatilhar varios eventos a nivel fisioldgico,
tais como o ajustamento osmotico para manter o potencial hidrico e a turgescéncia das células.
Tais processos sao favorecidos pelo acimulo de solutos organicos de baixo peso molecular no
citosol, como agucares soluveis, prolina e aminoacido livres (NEPOMUCENO et al., 2001).

O actmulo de solutos organicos atua no ajustamento osmdtico, que se desenvolve em
resposta a desidratacdo dos tecidos (AZEVEDO NETO, 2005). Estes solutos sdo moléculas ou
fons atoxicos que ndo interferem no metabolismo do vegetal, e acumulam-se no
citoplasma,mantendo a turgescéncia celular e estabilizando proteinas e estruturas celulares em
condigdes ambientais adversas (BRAY et al., 2001; BARTELS e SUNKAR, 2005)

Dentre os solutos organicos que atuam no ajustamento osmotico existe a prolina, um
aminoacido que se acumula em plantas superiores em situacdes de estresse hidrico e/ou salino.

Seu acimulo nestas condi¢des pode ser consequéncia tanto do aumento na sua sintese, como do
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decréscimo na sua degradacdo (FERREIRA et al., 2002). O aumento dos teores de prolina pode
ativar varias funcbes celulares além do ajustamento osmotico, como reserva de carbono e
nitrogénio utilizado no crescimento e restabelecimento apds o estresse, estabilizador de proteinas
e membranas, e eliminadores de radicais livres. A prolina esta presente em pequenas quantidades
nas plantas, aproximadamente entre 1 a 5 umol g™ de massa seca, e devido sua importancia no
ajustamento osmotico € bastante estudado em plantas sob estresses abidticos (KAVI KISHOR et
al., 2005), sendo utilizado inclusive como critério na classificacdo de gendtipos com menor ou
maior resisténcia (NOGUEIRA et al., 1998; PEREIRA et al., 2010; ALVES et al., 2016).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Foram utilizados trés gendtipos de amendoim de porte rasteiro, advindos do Banco de

Germoplasma da Embrapa (Tabela 1; Figura 1).

Tabela 1. Descricdo dos gendtipos de amendoim utilizados no experimento, Campina Grande-
PB, 2017.

Genotipos Variedade Ciclo Espécie

IAC Runner 886 Cultivar 125-130 dias A. hypogaea
2012-33 Linhagem avancada 130 dias A. hypogaea
2012-47 Linhagem avancada 145 dias A. hypogaea

Figura 1. Sementes dos genotipos de amendoim IAC Runner 886 (A), 2012-33 (B) e 2012-47
(C). Foto: Samara Lima.

4.2 Inoculantes de Bradyrhizobium
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Utilizou-se dois isolados de Bradyrhizobium sp., sendo um isolado pela equipe coordenada
pelo dr. Paulo Ivan da Embrapa semiarido (ESA 123) e um recomendado pelo MAPA (SEMIA
6144) (Tabela 2).

As bactérias foram inicialmente incubadas em placa de petri contendo meio YM é&gar
(glicose 1%, agar 2%, peptona 0,5%, malte 0,3%, extrato de levedura 0,3%), por cinco dias a
28°C em BOD. Em seguida, foram inoculadas em meio liquido “Yeast Extract Malt”, YEM
(glicose 1%, peptona 0,5%, malte 0,3% e extrato de levedura 0,3%) a 28°C, sob agitacdo (150
rpm), por 7 dias, quando ocorreu o final da fase exponencial de crescimento das bactérias (1,0 x

10° UFC/mL), observado pela mudanca de coloracio do meio, ocasionado pelas bactérias.

Tabela 2. Caracteristicas dos rizobios utilizados no experimento, Campina Grande-PB, 2017.

Isolado Género Instituicéo Crescimento Referéncia

SEMIA 6144 Bradyrhizobium IAC Lento MAPA (2011)

ESA 123 Bradyrhizobium Embrapa Semiérido Lento Cunha et al.
(2013)

4.3 Implantacao, conducéo e coleta do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Embrapa Algodéo, localizada em
Campina Grande, PB (07°13’S; 53°31’W). Utilizou-se vasos de 59 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. O solo foi
previamente analisado no Laboratdrio de Solos e Nutricdo de Plantas da Embrapa Algodéo, pelo
método descrito por Silva (2009) (Tabela 3), e corrigido de acordo com a anélise de solo, para tal
aplicou-se 4 g de superfosfato simples e 1,5 g de cloreto de potassio/vaso, antes da semeadura.
Para o tratamento com nitrogénio foi adicionado ao solo 1 g de sulfato de amonio para cada
vaso. Os tratamentos foram caracterizados em: (i) manejo sem nitrogénio (controle absoluto); (ii)
manejo com nitrogénio quimico (sulfato de aménio) e (iii) manejo com inoculantes a base de

rizébios.
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Tabela 3. Caracteristicas quimicas do solo usado no enchimento dos vasos para cultivo dos
gendtipos de amendoim sob déficit hidrico e inoculados com rizébios, Campina Grande-PB,
2017.

pH (H,0) Complexo Sortivo (mmolc/dm®) % mmolc/dm® mg/dm® g/Kg
Descricdo 155 ca? Mg? Na® K° S HeAl TV Al P M.O
Amostra 60 2,6 1,2 NA NA NA 149 NA NA 1,0 1,8 15

As sementes de amendoim foram desinfestadas com etanol puro por 30 segundos,
hipoclorito de sédio 1% por 3 minutos e por fim lavadas 10 vezes com agua destilada estéril para
retirada de qualquer tipo de residuo (VINCENT, 1970).

Foram colocadas quatro sementes de cada genotipo por vaso, ap6s 10 dias da germinagao
foi realizado o desbaste, deixando-se apenas duas plantas por vaso. Houve 3 inoculacdes de
rizobios (1 mL do inoculante/ planta), utilizando pipeta automatica: a primeira no momento da
semeadura, a segunda ap6s 15 dias de semeadura e por fim aos 30 dias. Vinte dias ap6s a
germinacdo, as plantas foram submetidas a restricdo hidrica por 10 dias, quando as mesmas
atingiram 50% de fechamento estomaético, para avaliar os efeitos do déficit hidrico. Nesse
periodo foram irrigadas apenas as plantas controle mantendo-se a umidade proxima a capacidade
de campo.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC) com um arranjo fatorial
de 3 x 4 x 2, com seis repeticdes, sendo distribuidos da seguinte forma; trés gendétipos de
amendoim (IAC Runner 886, 2012-33 e 2012-47), quatro formas de disponibilizacdo de N,
sendo duas estirpes a base de Bradyrhizobium (SEMIA 6144 e ESA 123), um manejo com
nitrogénio quimico (sulfato de amdnia) e outro sem nitrogénio (testemunha absoluta), e dois

regimes hidricos (com estresse e sem estresse).

4.4 Variaveis de crescimento vegetativo

Foram avaliadas as seguintes variaveis de crescimento: altura de planta (ALT) (cm),
mediu-se desde a base atée o apice da haste principal da planta; massa seca da parte aérea
(MSPA) (g) e de raizes (MSR) (g), o material foi seco em estufa com circulagdo de ar forgada a
temperatura de 65°C, durante aproximadamente 72 horas até atingir massa constante, apds a

secagem o material foi pesado em balanca de precisdo; nimero de nédulos (NNOD), os mesmos
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foram retirados e contados; massa de nédulos (MNOD) (g), ap6s secagem foram pesados em
balanca de preciséo.

4.5 Trocas Gasosas

As plantas de amendoim submetidas a déficit hidrico foram avaliadas no periodo da manha
entre 9:00 e 11:00 horas, aos 10 dias de déficit hidrico (30 dias apds emergéncia), utilizando um
analisador portatil de fotossintese (IRGA - Infra Red Gas Analyzer, modelo LCpro-SD), sem
fonte artificial de carbono e com fonte luminosa artificial de 1200 pmol m? m™. Os parametros
avaliados foram: condutancia estomatica (gs) (mol m? s™); fotossintese (A) (umol m? s?);
transpiracéo (E) (mmol m? s™) e concentracéo interna de CO, (Ci) (umol mol™). A partir dos
dados obtidos calculou-se a eficiéncia instantanea da carboxilacdo (EiC) entre Ae Ci (A/Ci) e a
eficiéncia do uso da agua (EUA) entre A e E (A/E) (MAGALHAES FILHO et al., 2008).

4.6 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

Para as analises de expressdo génica, no décimo dia de estresse, folhas foram coletadas em
nitrogénio liquido e armazenadas em freezer (-80°C). Para a extracdo do RNA total, 0,1 g de
folhas foram maceradas em N liquido com o auxilio de almofariz e pistilo, até a obtencdo de um
po fino, utilizando o Invisorb Kit (Invitek), seguindo as recomendacdes do fabricante. Uma
aliquota de RNA total (1 pg) de cada amostra foi tratado com 1 U/uL de DNase | (BiolLab),
seguindo as recomendacOes do fabricante. A pureza e concentragdo foram estimadas em gel de
agarose (0,8%) e por espectrofotometria.

A sintese do cDNA foi feita utilizando o kit ImProm-1ITM Reverse Transcription System
(Promega) a partir de 1 ug de RNA total. Primeiramente, adicionou-se 10 pL de RNA total (1
pg) e 1 pL de Oligo dTys (0,5 pg/pL) em um microtubo de 1,5 mL, e incubado a 70°C por 5
minutos. Em seguida foi realizada a reacdo de transcri¢do reversa nas seguintes condic¢fes: 5 pL
da reacdo (RNA total + Oligo dTs); 4 pL de 5X Reaction Buffer; 2,4 uL de MgCl, (25 mMol);
1 pL de dNTP (10 mMol); 2 pL de Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor (40 U/ pL) e
ImProm-1I™ RT (25 U/uL) em um volume final de 20 pL. Finalmente, as amostras foram
incubadas em termociclador: 25°C por 5 minutos, 42°C por 1 hora e depois a 70°C por 15

minutos.
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4.6.1 PCR em tempo real

Para cada reagdo de RT-gPCR foram utilizados 6 pL do qPCR-SYBR-green mix/Rox
(Ludwig), 0,36 pL de cada oligo (10 uM) (Tabela 4), 3,5 pL de cDNA (diluido 1:3) e agua para
um volume final de 12 pL. As condicdes de amplificacdo foram: 95°C por 10 minutos e 40 ciclos
de 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1 minuto e por fim 72°C por 15 segundos. Os gréficos,
curva de Melt e Cgs foram gerados automaticamente pelo termociclador Eco™ Real-Time PCR
System (Illumina) baseando-se no método de normalizacdo com genes de referéncia, AACq
(LIVAK et al., 2001) e para analise do padrdo gerado foi utilizado a quantificacdo relativa.
ReacOes com 0s genes constitutivos PP2A e Ubiquitina foram realizadas como controle
endégeno (ARTICO et al., 2014). Visando determinar as variagBes na expressio génica foi
utilizado como controle da reacdo um pool dos tratamentos ndo estressados (plantas inoculadas
com SEMIA 6144 e ESA 123).

Tabela 4. Genes e sequéncias nucleotidicas dos oligos utilizados.

Gene Sequéncia 5°—3’

NCED F- ATGATCCACGATTTCGCCAT

R- TCCCAAGCATTCCAAAGATG

ERF8 F- GTTTCGGCGGCGGAGCTTCA
R- TGCGTTGGCCGAAGGTGTCC

UBIQUITINA F- CAACGCTCCATCTTGTCCTT

R- TGATCGTCTTTCCCGTAAGC

PP2A F- GATCCTTGTGGAGGAGTGGA

R- GCGAAACAGTTCGACGAGAT

4.7 Teor de Prolina

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
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macerada e 3 mL de acido sulfossalicilico a 3% foram adicionados, em seguida a mistura foi
centrifugada a 2000 x g em temperatura ambiente. Uma aliquota de 500 pL do sobrenadante foi
misturado a 500 pL de ninhidrina &cida e 500 uL de acido acetico glacial em um tubo de ensaio
hermeticamente fechado. O tubo foi aquecido durante 1 hora a 100 °C e em seguida resfriado em
gelo. A leitura procedeu-se adicionando 1 mL de tolueno para suspender o material organico o

qual foi avaliado em espectrofotémetro a 520 nm.
4.8 Anélises estatisticas
Os dados coletados foram analisados usando o programa estatistico SISVAR versdo 5.6

(FERREIRA, 2010), os quais foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e a

comparacao de médias pelo de Teste de Tukey com 5% de significancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Variaveis de crescimento vegetativo

Os genotipos de amendoim inoculados com Bradyrhizobium e cultivados em condicGes
de déficit hidrico apresentaram significincia a p<0,01 para todas as fontes de variacdo
analisadas em relacdo a MSR e algumas para ALT e MSPA (Tabela 5). Também houve
significancia a p<0,05 na interacio GEN x FN para variavel de MSPA, como também na

interacdo GEN x RH x FN para altura de planta.

Tabela 5. Resumo da analise de variancia para as variaveis: altura de planta (ALT), massa seca
da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR), Campina Grande-PB, 2017.

Fontes de variacéo GL Quadrado médio

ALT MSPA MSR
Genotipos 2 10,3172* 0,0316™ 0,0257**
Regime hidrico 1 168,9734** 0,0458™ 0,0260**
Fontes de nitrogénio 3 14,5631** 0,0909** 0,0148**
GEN X RH 2 4,1155™ 0,0077™ 0,0284**
GEN X FN 6 7,8262"™ 0,0440* 0,0162**
GEN X RH X FN 6 8,7542* 0,0251™ 0,0268**
Residuo 51 2,7569 0,0194 0,0026
CV (%) 14,61 12,69 13,03

ns — ndo significativo; ** significativo a 1%; * significativo a 5% de probabilidade de erro pelo Teste F.
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Em relagdo ao numero de nédulos (NNOD) e massa de nodulos (MNOD) (Tabela 6),
houve significAncia a p<0,01 para a maioria das fontes de variacdo analisadas, enfatizando a
interacéo tripla GEN X RG X FN, objetivo deste trabalho.

Tabela 6. Resumo da analise de variancia para as variaveis: nimero de nodulos (NNOD) e
massa de ndédulos (MNOD), Campina Grande-PB, 2017.

Fontes de variacéo GL Quadrado médio

NNOD MNOD
Gendtipos 2 236,361** 0,0002**
Regime hidrico 1 30,250™ 0,0001**
Fonte de nitrogénio 1 191,361** 0,000067**
GEN x RH 2 77,583** 0,000029™
GEN x FN 2 28,361* 0,000036**
GEN xRH X FN 2 448,583** 0,000071**
Residuo 25 8,276 0,000002
CV (%) 17,58 10,67

ns — ndo significativo; ** significativo a 1%; * significativo a 5% de probabilidade de erro pelo Teste F.

5.1.1 Altura da planta

Observou-se reducdo de ALT em todas as plantas submetidas a condigdes de deéficit
hidrico (Tabela 7), entretanto houve uma reducdo minima significativa das plantas quando
inoculados com as estirpes investigadas, principalmente com ESA 123. No geno6tipo 2012-33 por
exemplo, ndo houve diferenca estatistica em condicBes de déficit hidrico entre as plantas
inoculadas com riz6bios e o tratamento com nitrogénio quimico, indicando possiveis beneficios
da interacdo planta/rizobio na obtencdo do nitrogénio importante dentre outras fun¢Ges no
crescimento em altura das plantas. Correia e Nogueira (2004) e Duarte et al. (2013) observaram
uma reducdo significativa na altura das plantas de gendtipos de amendoim sob déficit hidrico,
porém, sem inoculacao de bactérias.

Em experimentos com amendoim, Arruda et al. (2015) observaram que a diminuicdo da
umidade durante o periodo de estresse hidrico, levou a uma menor producdo de fotoassimilados e
queda na massa seca das plantas. A intensidade dessa reducdo das plantas sob déficit hidrico

variou em funcdo dos gendtipos estudados.
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Gonzélez (2015) relatou que o estresse hidrico interfere no crescimento das plantas, bem
como no processo de fixacdo do nitrogénio em algumas leguminosas noduladas. Contudo, varios
mecanismos foram descritos para explicar esta reducgéo, tais como a limitacdo de oxigénio e a
falta de carbono, dependendo da leguminosa estudada, o que corrobora com o presente estudo,
onde se observou diminui¢do da condutancia estomatica relacionado ao fechamento estomatico e
consequentemente diminuicdo da concentracdo interna de carbono, fatores estes importantes na

fotossintese, consequentemente para o desenvolvimento da planta.

5.1.2 Massa seca da parte aérea

No presente estudo houve reducdo na MSPA para a maioria dos tratamentos analisados
(Tabela 7), entretanto, observa-se minima reducdo de MSPA em condic¢des de déficit hidrico
quando inoculados com as estirpes, principalmente com a estirpe ESA 123, com reducéo de 4,
0,8 e 10% para os geno6tipos IAC Runner 886, 2012-33 e 2012-47, respectivamente. Observa-se
também que ndo ha diferenca estatistica dos genotipos em relacdo a condicdo hidrica e aos
tratamentos, o déficit hidrico inibiu minimamente o desenvolvimento das plantas, isto deve-se
possivelmente a eficiéncia da rubisco e do ciclo de Calvin na geragdo de assimilados,
possibilitando seu desenvolvimento mesmo em meio ao déficit hidrico (TAIZ e ZEIGER, 2017).

Uma das alternativas realizadas pelas plantas é a reducdo da parte aérea e a expansao da
raiz, para poder economizar agua e aumentar a area radicular (SANTOS et al., 2015). Araujo e
Ferreira (1997) investigaram gendtipos de amendoim submetidos a déficit hidrico em diferentes
estadios de desenvolvimento e observaram uma expressiva reducdo na matéria seca da parte

aérea em todos os tratamentos.

5.1.3 Massa seca da raiz

Em relagdo a MSR em condigdes de estresse, houve incremento em todos 0s genotipos
quando inoculados com a estirpe ESA 123 (Tabela 7), bem como no gendtipo 2012-47 com
SEMIA 6144, indicando possiveis beneficios desses isolados para plantas, uma vez que o
aumento das raizes proporciona uma maior area de absor¢do de &gua em maiores profundidades.
Houve também aumento de raiz nos tratamentos com N, demostrando a similaridade das
respostas dos isolados com o tratamento com fonte quimica de N em resposta ao crescimento
radicular. Correia e Nogueira (2004), e m estudos com amendoim, verificaram que a auséncia de

agua reduziu os parametros de crescimento vegetativo, porém, ndo paralisou.
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Em condicGes de déficit hidrico, parte dos assimilados produzidos pela fotossintese ou da
degradacdo do amido sdo utilizados para estimular o crescimento do sistema radicular,
resultando em uma maior area radicular (ALBUQUERQUE et al., 2013). Rizobactérias
promotoras de crescimento podem estimular o crescimento radicular, como os rizobios, que
além da FBN, podem induzir a producdo do hormonio citocinina nas raizes, aumentando a
proliferacdo dos pélos absorventes (VACHERON et al., 2013). Furlan (2017), em experimentos
com amendoim inoculados com Bradyrhizobium sp., observou aumento no peso seco de raizes
submetidas a estresse. Estes dados corroboram com os resultados aqui reportados e confirmam o

beneficio que a interagdo dos rizobios com as plantas promove.

5.1.4 NGmero de nédulos

Em relagdo ao ndimero de nddulos, observou-se aumento no nimero de ndédulos nos
gendtipos IAC Runner 886 e 2012-33 inoculados com ESA 123, bem como no genotipo 2012-47
com a estirpe SEMIA 6144 em condicdes de déficit hidrico, mostrando que o fator estresse nao
foi limitante na interacdo gendtipo x rizébio, para os respectivos tratamentos acima informados.
Isso mostra a possivel eficiéncia na inoculacdo, bem como a capacidade das plantas mesmo em
condicBes de déficit hidrico, formarem assimilados suficientes para si e para 0s rizobios em
interacdo, 0 que contribuiu para minimizar os efeitos deletérios de ALT, MSPA e MSR nestas
condicbes (Tabela 7). Melo et al. (2016), em estudos com amendoim inoculado com
Bradyrhizobium sp., observou incremento de 28% no nimero de nédulos em relagéo ao controle
(sem fertilizante nitrogenado), para o gen6tipo BRS Havana.

Peixoto et al. (2010) relataram que 0 numero e massa seca de nddulos, como parametros
indiretos, podem evidenciar a eficiéncia da inoculacdo. Estas variaveis podem auxiliar tanto no
aumento do peso seco das raizes quanto da parte aérea e até incrementar na producao (SANTOS
et al., 2007). Apesar de ndo ter aumentado ALT e MSPA nos gendtipos inoculados, ndo houve
diferenca significativa entre controle e estresse, nem redugdes severas na condicdo estressada. E
apesar de alguns tratamentos ndo terem promovido o aumento do ndmero de nodulos na
condicdo de déficit hidrico, nos gendtipos investigados, observou-se nodulos avermelhados,
sendo este um parametro da plena atividade dos rizobios nas raizes (HUNGRIA, 2001).

Santos et al. (2005) avaliaram diferentes isolados de rizdbios nativos da regido nordeste do
Brasil e verificaram que a quantidade e o tamanho dos nédulos por planta sdo muito dependentes
da cultivar e do isolado utilizado. A cultura do amendoim pode estabelecer simbiose com

diversas estirpes do género Rhizobium sp. e Bradyrhizobium sp., porém, para aumentar a
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eficiéncia da inoculacdo é importante que as estirpes tenham elevada capacidade de competir
com as estirpes nativas do solo (SANTOS et al., 2017).

5.1.5 Massa dos nédulos

Em relacdo a massa dos nodulos (Tabela 7), observou-se aumento em IAC Runner 886
inoculado com ESA 123 corroborando com o aumento em NNOD para 0 mesmo genétipo,
bem como em 2012-47 também inoculado com ESA 123 que apesar de ndo ter observado
aumento de NNOD, observou-se nodulos avermelhados sendo indicativo de atividade dos
rizébios (HUNGRIA, 2001). Santos et al. (2017), em estudos de amendoim inoculados com B.
japonicum e Azospirillum brasilens, reportaram que a inoculagdo combinada destas duas
bactérias, resultou no aumento no ndmero e matéria seca dos nddulos nas plantas, em
comparagdo ao tratamento controle (sem inoculagdo). Santos et al. (2014) avaliando o efeito da
inoculacdo de diferentes estirpes de rizébio no crescimento inicial do amendoim cv. IAC Tatu
ST, verificaram que a inoculacdo nas sementes proporcionou aumento no nimero e matéria seca
dos nodulos por planta. Apesar de ndo ter havido aumento no NNOD, houve aumento da massa,
confirmando nédulos maiores e mais eficientes da estirpe ESA 123.

N&o houve aumento em MNOD nos geno6tipos inoculados com SEMIA 6144. Resultados
semelhantes foram observados por Melo (2014), em cultivares de Phaseolus vulgaris L.,
inoculadas com a estirpe SEMIA 4077, que teve reducédo do peso e numero de nddulos, gerados
pelos efeitos do deficit hidrico. Porém, mesmo sob déficit hidrico, a MNOD e o NNOD podem
variar em fungdo da capacidade de adaptacdo de bactérias promotoras de crescimento, por serem
capazes de produzir alguns compostos que lhes conferem tolerdncia a seca, tais como,
exopolissacarideos (SOUZA e GARCIA-CRUZ, 2004), biofilme (BRANDA et al., 2006) e/ou
sideroforos (VARDHARAJULA et al., 2011). Esses compostos tém a propriedade de proteger
contra o dessecamento ocasionado por estresses ambientais como o déficit hidrico, captar ferro,
co-fator da nitrogenase e auxiliar na FBN, e proteger contra agressdes como falta de nutrientes.
Em Brayhizobium sp., os exopolissacaridios sao macromoléculas que contém acUcares e fazem
parte das estruturas e componentes da superficie celular das bactérias (OTOBONI, 2007
TRENTIN et al., 2013).
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Tabela 7. Médias obtidas para as variaveis altura de planta (ALT) (cm), massa seca da parte aérea (MSPA) (g), massa seca da raiz (MSR) (g),
numero de nédulos (NNOD), massa dos ndédulos (MNOD) (g) para os geno6tipos IAC Runner 886, 2012-33 e 2012-47, Campina Grande-PB, 2017.

IAC Runner 886
Fontes de N ALT MSPA MSR NNOD MNOD
SEH CEH SEH CEH SEH CEH SEH CEH SEH CEH
SEMIA 6144  14,90Aa 6,83Bb 1,21Aa 1,02Aa 0,36Ab 0,35Bb 22,00Aa 4,66Bb 0,014Aa 0,004Bb
ESA 123 12,33Aa 12,16Ba 1,28Aa 1,23Aa 0,34Ab 0,45Ba 4,66Ab 14,33Ba 0,004Bb 0,010Ba
CN 13,46Aa 11,20Ba 1,25Aa 1,23Aa 0,26Ab 0,35Bb - - - -
SN 13,46Aa  9,93Bab 0,82Ab 1,04Aa 0,65Aa 0,32Bc - - - -
2012-33
SEMIA 6144 12,23Aab 10,23Bab 1,24Aa 0,95Aa 0,31Aa 0,31Bc 19,33Aa 18,00Aa 0,016Aa 0,012Ba
ESA 123 15,23Aa 12,76Ba 1,17Aa 1,16Aa 0,36Aa 0,47Ba 12,66Ab 20,66Aa 0,170Aa 0,14Ba
CN 12,66Aab 11,63Ba 1,02Aa 1,13Aa 0,36Aa 0,33Bc - - - -
SN 10,90Ab 7,96Bb 1,04Aa 0,91Aa 0,30Aa 0,41Bb - - - -
2012-47
SEMIA 6144 11,63Ab 6,83Bb 1,14Aa 1,07Aa 0,34Aa 0,50Ba 15,66Aa 32,33Ba 0,018Aa 0,009Bb
ESA 123 12,10Aab 10,20Bab 1,09Aa 0,99Aa 0,40Aa 0,49Ba 18,33Aa 13,66Bb 0,016Ab 0,018Ba
CN 10,40Ab  10,33Ba 1,12Aa 1,01Aa 0,38Aa 0,49Ba - - - -
SN 15,46Aa  7,43Bab 1,06Aa 1,08Aa 0,36Aa 0,40Ba - - - -

Letras maitsculas comparando as médias nas linhas entre os regimes hidricos e letras minusculas nas colunas comparando os tratamentos dentro do mesmo regime hidrico (Teste

de Tukey, p<0,05). SEH- sem estresse hidrico; CEH- com estresse hidrico.



43

5.2 Trocas gasosas

Para as variaveis de trocas gasosas, observou-se diferenca significativa a p<0,01
pelo teste de Tukey para Ci, E e gs na interagdo entre GEN X RH X FN bem como a
p<0,05 para EUA (Tabela 8).

Observou-se diminuicdo nas varidveis fisiolégicas em todos o0s genotipos
investigados em condicBGes de déficit hidrico, com excecdo do IAC Runner 886 no
tratamento com fonte quimica de nitrogénio (Figura 2). Tais resultados devem-se ao fato
que em déficit hidrico ocorre reducdo na taxa fotossintética das plantas, causando
fechamento dos estdbmatos para reduzir a perda de agua por transpiracdo, reducdo na
absorcdo de CO,, diminuicdo da area foliar, além de antecipar a senescéncia das folhas
(LARCHER, 2006; TAIZ e ZEIGER, 2017). Todas essas alteracbes fazem parte da
defesa natural das plantas contra o estresse hidrico.

Souza et al. (2001), em trabalhos com mudas de videira, observaram redugdo das
trocas gasosas apoOs 7 dias de estresse. Gongalves et al. (2010) também observaram
reducdo nas trocas gasosas em variedades da cana-de-aglcar submetidas a déficit
hidrico.

A atividade estomética é fundamental nos processos fisiolégicos, sendo o
principal meio de trocas gasosas entre a atmosfera e o interior da maquinaria
fotossintética (SINGH e REDDY, 2011). A reduc¢do na condutancia estomatica induz a
menor transpiracdo e consequentemente menor perda de &gua por evapotranspiragdo,
resultando assim em maior tolerancia das plantas a estresses abioticos (DUTRA, 2015).
Resultados similares ao presente trabalho foram obtidos por Jadoski et al. (2005) em
estudos com pimentdes, onde o carbono interno no mesofilo foliar foi reduzido pelo
fechamento estomatico, promovendo diminuicdo na taxa de assimilagdo de CO..
Graciano et al. (2016) em estudos com genotipos de amendoim, também observaram
reducdo nas trocas gasosas, quando submetidos a restri¢do hidrica.

Observou-se também uma alta similaridade nos dados de Ci, A e E (Figura 2), fato
esse esperado, pois a medida que € reduzida a disponibilidade hidrica no solo, o
fechamento estomatico é induzido, consequentemente ocorre reducdo na fotossintese,
limitando a entrada de CO,, bem como redugéo na transpiragéo, pois o principal meio
de perda de agua é pelos estdmatos (LARCHER, 2006). Furlan et al. (2017) relataram
que uma diminuicdo na fotossintese pode restringir o suprimento de carbono para 0s

nodulos nas raizes, o que pode explicar a diminui¢cdo no peso de nddulos em alguns



gendtipos.

44



45

Tabela 8. Resumo da andlise de variancia para fotossintese (A) (umol ms%), carbono interno (Ci) (umol mol™), transpiracéo (E) (mmol m?s?),
condutancia estomética (gs) (mol m?s™), eficiéncia instantanea da carboxilacdo (EiC) a partir da relagéo (E/Ci), eficiéncia do uso da 4gua (EUA)
relacdo entre (A/E), Campina Grande-PB, 2017.

Fonte de Quadrado médio

variacao GL A Ci E gs EiC EUA

Geno6tipo 2 0.074™ 335.37 ™ 0.200™ 0.002™ 0.0001"™ 0.184"~
Regime hidrico 1 4.959™ 36360.05" 1.986" 0.228" 0.0025" 1.990”
Fontes de N 3 0.043"™ 3377.81™ 0.045™ 0.004"™ 0.0000™ 0.216™
GEN X RH 2 0.686" 1265.01" 0.157" 0.009" 0.0009"™ 0.530"
GEN X FN 6 0.213™ 2414.52" 0.0860™ 0.008" 0.0001"™ 0.248"
GEN X RH X FN 6 0.173"™ 3516.97" 0.0999" 0.010™ 0.0001"™ 0.298"
Residuo 51 0.145 1286.21 0.028505 0.002 0.0002 0.031

CV (%) 20,30 14,95 17,35 23,52 12,21 4,59

ns- ndo significativo; **, * significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F. GEN- Genétipo; FN-Fontes de nitrogénio, RH — Regime hidrico.



Figura 2. Medidas de trocas gasosas gs, E, A, Ci em gendtipos de amendoim inoculados com Bradyrhizobium, sendo A, B e C, IAC Runner 886,
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2012-33, 2012-47, respectivamente. Regimes hidricos: sem estresse (controle) e com estresse (estresse) com 4 tratamentos. Letras maidsculas

comparando as médias entre 0s regimes hidricos e minusculas comparando tratamentos do mesmo regime hidrico. (Teste de Tukey, p<0,05).
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5.2.1 Eficiéncia no uso da agua (EUA)

No presente trabalho observou-se aumento da EUA em grande parte dos
tratamentos (Figura 3), o que significa o aproveitamento da agua para as atividades
metabolicas e diminuicdo da perda de &gua por transpiracdo, evitando assim a
desidratacéo celular. Larcher (2006) diz que a melhor relacdo entre absor¢do de CO, e
consumo de H,O ocorre quando os estdmatos estdo parcialmente fechados, podendo ser
observada no inicio do estresse hidrico quando os dois processos de difusdo sao
reduzidos, fazendo com que a EUA alcance valores mais altos. Isso foi observado nos
genotipos aqui investigados, onde mesmo com estdbmatos parcialmente fechados, a
maioria das plantas conseguiram manter a EUA alta. Entretanto, alguns tratamentos
obtiveram EUA menor em relacdo ao controle (Figura 3). Taiz et al. (2017) relataram
que estresse hidrico severo e a desidratacdo das células do meséfilo inibem fortemente o
seu metabolismo e a fotossintese, reduzindo a EUA.

A relacdo entre a fotossintese e a transpiracao indica a eficiéncia no uso da agua
(EUA), e os valores relacionam a quantidade de carbono que a planta fixa, por cada
unidade de agua que perde. O uso eficiente da agua esta atrelado ao tempo de abertura
estomatica, pois, enquanto a planta absorve CO,, necessario para a fotossintese, a agua €
perdida para o0 ambiente por evapotranspiracdo (PEREIRA-NETTO et al., 2002).

O fechamento estomatico € importante porque evita a perda excessiva de agua por
transpiracdo, permitindo assim a utilizagdo do CO, acumulado nas cémaras
subestomaticas e reduzindo a perda de &gua em condi¢cBes de déficit hidrico
(BERTOLLI etal., 2015; YAN et al., 2016).
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Figura 3. Eficiéncia do uso da dgua em folhas de plantas de amendoim submetidas a
déficit hidrico e cultivadas na presenca de rizobios (SEMIA 6144 e ESA 123). Manejos:
CN — com nitrogénio; SN — sem nitrogénio. Gendtipos IAC Runner 886, 2012-33,
2012-47, respectivamente. Letras mailsculas para os regimes hidricos dentro do
gendtipo (regime hidrico: controle e estresse) e letras minusculas para o tratamento
dentro do regime hidrico (Teste de Tukey, p<0,05).

5.2.2 Eficiéncia instantanea da carboxilacéo (EiC)

Arelacdo entre a taxa de assimilacdo de CO; e a concentragdo de CO, intracelular
(AJCi) é o célculo utilizado na eficiéncia instantanea da carboxilagdo (EiC), ou seja, 0
quanto de CO, foi utilizado no processo de fotossintese (KONRAD et al., 2005;
MACHADO et al., 2005). Em relacdo a EiC, observou-se diminui¢cdo na maioria dos
tratamentos investigados (Figura 4), com excec¢ao de IAC Runner 886 no tratamento CN
e 2012-47 no tratamento SN, indicando o aproveitamento do carbono assimilado pelos
estdmatos para 0s processos fotossintéticos.

Sob déficit hidrico, um dos fatores que diminuem a EiC é a menor absorcao de
CO, realizada pelas plantas (DUTRA et al., 2015). Nestas condicdes, a resisténcia da
difusdo gasosa limita a assimilacdo de CO,, proporcionada pelo fechamento estomatico
(FERRAZ et al., 2012). Este cenario pode ser observado no presente trabalho, onde se
observou uma diminuicdo na gs, Ci (Figura 2) e taxa de assimila¢do de CO, nas plantas,
acarretando assim, numa diminuicdo na EiC (Figura 4).

Em condicBes de estresse hidrico, Magalhdes Filho et al. (2008) observaram
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reducdo da EiC em cultivares de laranjeiras, bem como Dutra et al. (2015) obtiveram
resultados similares em cultivares de feijdo-caupi. Ja Ferraz et al. (2012) observaram
aumento da EiC devido ao incremento na concentracao interna de didxido de carbono e
aos ganhos na taxa de assimilacdo de CO,. No presente trabalho, observa-se diminuigédo
de Ci e A (Figura 2), o que gerou consequentemente diminuicdo da eficiéncia da

carboxilacdo na maioria dos tratamentos em condigdes de estresse (Figura 4).
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Figura 4. Eficiéncia instantanea da carboxilagdo em folhas de plantas de amendoim
submetidas a deéficit hidrico e cultivadas na presenca de rizobios (SEMIA 6144 e ESA
123). Manejos: CN — com nitrogénio; SN — sem nitrogénio. Gen6tipos IAC Runner 886,
2012-33, 2012-47, respectivamente. Letras mailsculas para os regimes hidricos dentro
do gendtipo (regime hidrico: controle e estresse) e letras minUsculas para o tratamento
dentro do regime hidrico (Teste de Tukey, p<0,05).

5.3 Teor de prolina

Observou-se aumento no teor de prolina nas folhas, em condi¢cGes de déficit
hidrico, nos trés genotipos avaliados (Figura 5). A prolina é uns dos compostos
osmorreguladores mais estudados em condicdes de baixo suprimento hidrico, sendo
utilizado inclusive como critério na classificacdo de variedades com menor ou maior
resisténcia (NOGUEIRA et al., 1998; PEREIRA et al., 2010; ALVES et al., 2016). O

ajustamento osmatico evita a perda de dgua para o solo de uma forma que o potencial
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hidrico (W) da planta se torna mais negativo que o solo (ALBUQUERQUE et al., 2013),
fazendo com que haja maior absorcdo de agua pela planta.

Os vegetais superiores sob condicdes de estresses, quer seja bioticos ou abidticos,
acumulam acucares, prolina livre, &cidos organicos, ions, dentre outros solutos
(BARTELS e SUNKAR, 2005). Padmavathi e Rao (2013) e Sankar et al. (2014), em
estudos com gendtipos de amendoim, observaram acumulo de prolina nas plantas
estressadas e ressaltaram que o acimulo nessas condi¢cdes sugere uma adaptacdo das
plantas para superar as condigOes de estresse. Zegaoui et al. (2017) em estudos com
feijdo também observaram aumento no teor de prolina na faixa de 20 a 30 vezes nas
plantas estressadas em relacdo as plantas controle. Ao atuar na osmorregulacdo, a
prolina auxilia nos processos metabdlicos das plantas, uma vez que 0S processos

metabolicos acontecem em meio aquoso.
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Figura 5. Teor de prolina em gendtipos de amendoim submetidos a déficit hidrico.
Gendtipos IAC Runner 886, 2012-33 e 2012-47, respectivamente. Letras maiusculas
comparando as médias entre os regimes hidricos e minasculas comparando tratamentos
do mesmo regime hidrico (Teste de Tukey, p<0,05).

5.4 Analises moleculares

Em relacdo as andlises de expressdo génica, observou-se um aumento na
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expressao do gene NCED nos genoétipos inoculados com a estirpe ESA 123 em
condi¢des de deficit hidrico. J& para 0s mesmos genotipos inoculados com a estirpe
SEMIA 6144, houve aumento na expressdo apenas em IAC Runner 886 (Figura 6).

Uma maior biossintese de ABA esté correlacionada com 0 aumento na expressao
de membros da familia NCED nos tecidos foliares e radiculares (ZHANG et al., 2008),
uma vez que este gene participa no fim da cascata metabdlica do ABA. Wan e Li (2006)
relata que a expressdo ectopica de AhNCED1 em amendoim (A. hypogaea L.) foi
correlacionada ao acimulo de ABA nos tecidos em resposta ao déficit hidrico, o que
aumentou a tolerancia das plantas ao estresse. E importante ressaltar que o ABA, dentre
outras funcdes, € um hormonio relacionado com a abertura e fechamento estomatico. Ao
avaliar a figura 2, observamos que houve fechamento estomatico, uma vez que houve
diminuicdo da condutancia estomatica e da transpiracdo nos tratamentos avaliados,
podendo inferir o aumento expressdo do gene NCED como uma das variaveis que
proporcionaram tal resultado.

Apesar de ndo ter sido analisado a expressdo dos genes nos nédulos do presente
trabalho, Clement et al. (2008) verificaram em nodulos de soja ap6s 5 dias de estresse,
acumulo de ABA em niveis compativeis aos obtidos em folhas. O aumento na sintese de
ABA nos nodulos pode estar relacionado a tolerancia ao déficit hidrico, contribuindo
para manutencdo da FBN nessas condi¢bes (SILVA et al., 2012). J& Tominaga et al.
(2010) relataram que o ABA pode regular negativamente estagios de nodulacao
precoce, inibindo a sinalizagdo do fator Nod. Tal informacao pode explicar a diminuicdo
no namero de nédulos na maioria dos genotipos investigados, quando inoculados com
SEMIA 6144 em condicGes de déficit hidrico.

Belimov (2014) também relatou que altos niveis de ABA pode reduzir o nimero
de nddulos. Observa-se porém, que isto ndao foi um fator limitante para o
desenvolvimento dos nddulos nos gendétipos inoculados com ESA 123. Em tratamentos
com abamina, um inibidor do NCED, esses autores observaram aumento do nimero de
nodulos. As cepas estudadas P1Y e P6W foram capazes de metabolizar o ABA e
diminuir as concentragdes do mesmo na planta, por mecanismos bioquimicos ainda nao
elucidados (BELIMOV, 2014). Isto pode explicar o0 aumento no nimero de nédulos no
gendtipo 2012-47 quando inoculado com SEMIA 6144, que ndo apresentou aumento na
expressao do NCED. Vale ressaltar que se faz necessario uma simbiose perfeita planta x

bactéria para que se haja beneficio mutuo entre 0s mesmos.
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Em relagdo ao gene ERF8 observou-se aumento da expressdo nos gendtipos
inoculados com ESA 123 em condicdes de deéficit hidrico. Fujita et al. (2011), Licausi et
al. (2013) e Li et al. (2015) relataram que proteinas AP2 e ERF fazem parte das familias
mais importantes de fatores de transcricdo em plantas, regulam diversas vias de
desenvolvimento e de resposta ao estresse. O aumento na expressdao dos genes da
familia ERF em Arabidopsis e tabaco conferiram maior resisténcia a estresses bidticos e
abioticos (PARK et al., 2001; BERROCAL-LOBO et al., 2002; XU et al., 2007; PAN et
al., 2010). Um melhor desempenho dos gendtipos inoculados com ESA 123 em relacdo
a SEMIA 6144, pode estar relacionado ao fato da estirpe ESA 123 ter sido isolada na
regido nordeste, enquanto que SEMIA 6144 foi isolado na regido sul do Brasil
(SIZENANDO et al., 2016), o que pode favorecer a interacdo planta x rizobio em

climas semiaridos e em condicGes de déficit hidrico, como o do presente trabalho.
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Figura 6: Extracdo de RNA total de genotipos de amendoim inoculados com
Bradyrhizobium sob déficit hidrico.

Figura 7. Expressdo génica dos genes NCED (A) e ERF8 (B) em gendtipos de
amendoim inoculados com Bradyrhizobium em condic¢des de déficit hidrico. Gendtipos
IAC Runner 886, 2012-33 e 2012-47, respectivamente.

Desta forma, observa-se que 0s gen6tipos inoculados com ESA 123 obtiveram
melhores respostas em condi¢6es de déficit hidrico, uma vez que a super expressao dos
genes estdo intimamente relacionados com a capacidade de sinalizacdo e resposta da
planta a condi¢cbes de estresse, bem como o acimulo de NCED ligado a producgédo do
ABA, importante hormoénio sinalizador do estresse e na abertura e fechamento

estomatico.
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6. CONCLUSOES

J Considerando uma analise geral, a estirpe ESA 123 contribuiu mais para 0s

gendtipos de amendoim submetidos ao déficit hidrico;

/ Os gendtipos IAC Runner 886 e 2012-33 tiveram melhores desempenhos de
crescimento vegetativo em condi¢bes de déficit hidrico, principalmente quando
inoculados com ESA 123;

J Os gendtipos inoculados com ESA 123 aumentaram a expressdao em condicoes
de deficit hidrico para os dois genes estudados (NCED e ERF8)

V A partir das analises realizadas, aparentemente o genétipo IAC Runner 886,
obteve melhor resposta em condi¢bes de déficit hidrico, entretanto, faz-se

necessario mais estudos.
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