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RESUMO

MELO, Antonio da Piedade, M.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2014. Avaliagédo da tolerancia a seca em
feijoeiro inoculado com rizébio e bactérias diazotréficas endofiticas na presenca
de acidos humicos. Orientador: Luciano Pasqualoto Canellas. Coorientador: Fabio
Lopes Olivares.

O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial de feijdo. Esta
leguminosa constitui a base alimentar da populacdo de muitos paises em
desenvolvimento e € considerado um dos mais importantes constituintes da dieta
da populacédo brasileira. Em Mocambique os feijdes sao cultivados em pequenas
propriedades familiares de até 3 ha caracterizadas pelo baixo ou nenhum uso de
insumos agricolas e vulneraveis as variacdes climaticas, especialmente as secas.
Dentre os fatores importantes para obtencdo de altos indices produtivos nesta
cultura, destaca-se a quantidade apropriada de &agua e nutrientes, além do
potencial genético da cultivar utilizada. Esta pesquisa foi desenvolvida no ambito
de cooperacéo internacional entre Brasil e Mogambique, com o objetivo de avaliar
a hipétese de que plantas co-inoculadas com bactérias promotoras do
crescimento vegetal e acidos humicos (AH) apresentam melhor recuperagédo ao
deéficit hidrico do que plantas ndo co-inoculadas. Para atender o objetivo da
pesquisa foi instalado experimento com feijdo em condicbes de casa de
vegetacdo. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente

casualizado, com quatro repeticdes e os tratamentos dispostos em arranjo fatorial
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4 X 2 (testemunha absoluta, aplicacdo de N mineral e, rizébio na presenca ou nao
de bactérias diazotréficas endofiticas em conjunto com AH) e dois niveis de
irrigacéo (com irrigacao continua na capacidade de campo e com déficit hidrico no
estadio pré-floracdo). As variaveis analisadas foram: massa seca de raizes e
parte aérea; numero e massa dos nodulos; conteudo relativo de agua foliar, taxa
fotossintética liquida, condutancia estomatica e transpiracdo; atividades da
enzima fenilalanina amoénia liase e de enzimas antioxidantes superéxido
dismutase, catalase e peroxidase do ascorbato. A inoculacdo do feijoeiro com
rizobio na presenca de bactérias diazotroficas endofiticas e AH promoveu
aumentos respectivos de 47 e 174% na producdo da biomassa seca da parte
aérea e na massa seca das raizes aos 62 DAS no regime de déficit hidrico em
relacdo a testemunha. O nimero e a massa seca de nédulos diminuiram com o
déficit hidrico, sendo que a inoculacdo na presenca de bactérias diazotroficas
endofiticas e AH nédo atenuou esse efeito do déficit hidrico. O valor do conteddo
relativo de agua apos a reidratacao foi maior nas plantas inoculadas com rizébio
na presenca ou nao de bactérias diazotroficas endofiticas e AH. Os valores da
taxa fotossintética liquida, condutancia estomatica e transpiracdo foram maiores
em plantas inoculadas com rizébio na presenca de bactérias diazotroficas
endofiticas e AH apds a reidratacdo proporcionando uma retomada mais rapida
do crescimento das plantas. O déficit hidrico aumentou a atividade da PAL,
consequentemente ativando os mecanismos de defesa e de producdo de
metabdlitos secundarios nas plantas de feijoeiro Bonus. O déficit hidrico também
aumentou a atividade das enzimas antioxidantes. Com este trabalho pode-se
concluir que plantas inoculadas com rizGbio na presenca de bactérias
diazotroficas endofiticas e AH apresentaram melhor recuperacdo a seca em
relacdo as ndo co-inoculadas indicando um processo biolégico a ser desenvolvido

visando a recuperacao do feijoeiro face ao déficit hidrico.

Palavras-chave: insumos bioldgicos, substancias humicas, bactérias promotoras

do crescimento, déficit hidrico.



ABSTRACT

MELO, Antonio da Piedade, M.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. February, 2014. Evaluation of drought tolerance in
bean inoculated with endophytic diazotrophic bacteria and rhizobia in the presence
of humic acids. Advisor: Luciano Pasqualoto Canellas. Co-advisor: Fabio Lopes
Olivares.

Brazil is the largest producer and consumer of beans. This legume is the
staple food of many population in developing countries and is considered one of
the most important constituents of the population diet. In Mozambique the beans
are grown on small family farms up to 3 ha characterized by low or no use of
agricultural inputs and vulnerable to climatic variations, especially droughts.
Among the important factors in achieving high production rates in this culture,
there are the appropriate amount of water and nutrients, and the genetic potential
of the cultivar. This research was conducted as part of international cooperation
between Brazil and Mozambique, aiming to evaluate the hypothesis that co-
inoculated plants with plant growth promoting bacteria and humic acids (HA) have
a better recovery to water stress than plants not co-inoculated. To meet the
objective of the research an experiment with beans was installed in greenhouse
conditions. The experiment was conducted in a completely randomized design
with four repetition and the treatments in a 4 x 2 factorial arrangement (absolute
control, N fertilization and rhizobia on the presence or absence of endophytic

diazotrophic bacteria in conjunction with HA) and two levels of irrigation (with
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continuous irrigation at field capacity and drought in pre-flowering stage). The
variables analyzed were: dry mass of roots and shoots, number and mass of
nodules, relative leaf water content, net photosynthetic rate, stomatal conductance
and transpiration; activities of the enzyme phenylalanine ammonia lyase (PAL)
and antioxidant enzymes superoxide dismutase, catalase and ascorbate
peroxidase. Inoculation of bean with rhizobia in the presence of endophytic
diazotrophic bacteria and HA promoted respective increases of 47 and 174% in
dry biomass of shoot and root dry weight at 62 DAS scheme drought compared to
control. The number and mass of nodules decreased with drought and inoculation
in the presence of endophytic diazotrophic bacteria and HA did not attenuate this
effect of water stress. The value of relative water content after rehydration was
greater in plants inoculated with rhizobia in the presence or absence of endophytic
diazotrophic bacteria and HA. The values of net photosynthetic rate, stomatal
conductance and transpiration were higher in plants inoculated with rhizobia in the
presence of endophytic diazotrophic bacteria and HA after rehydration providing a
faster resumption of plant growth. Drought increased the activity of PAL,
consequently activating defense mechanisms and production of secondary
metabolites in plants bean Bonus. Drought increased the activity of antioxidant
enzymes. With this work we can conclude that plants inoculated with rhizobia in
the presence of endophytic diazotrophic bacteria and HA showed better recovery
drought compared to non-co-inoculated indicating a biological process to be
developed to face the recovery of common bean to drought.

Keywords: biological inputs, humic substances, growth-promoting bacteria, water
deficit.
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1. INTRODUCAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) constitui a base alimentar da populagéo
de muitos paises em desenvolvimento e € considerado um dos mais importantes
constituintes da dieta da populacdo brasileira por ser, reconhecidamente, uma
excelente fonte proteica, de carboidratos e de ferro (Vieira et al.,, 2006). A
producdo mundial de feijdo vem crescendo progressivamente desde os anos de
1960. O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial dessa leguminosa com
producdo em torno de trés milhdes de toneladas e produtividade média de 1022
kg ha™ (IBGE, 2013).

Em Mocambique, a producado de feijdo no ano agricola 2010/2011 foi em
torno de 287 mil toneladas, correspondente a uma produtividade média de 528 kg
ha™ (MINAG, 2012). E, portanto, uma das menores produtividades mundiais para
cultivos de feijoeiro. Neste pais, o cultivo desta leguminosa é feito geralmente em
condicBes de deficiéncia hidrica e quase inexisténcia de suprimento a cultura com
nitrogénio.

Dentre os fatores importantes para obtencdo de altos indices produtivos
nesta cultura, destaca-se a quantidade apropriada de agua e nutrientes, além do
potencial genético da cultivar utilizada. Para Francelli e Neto (2007), a agua é o
principal fator de producéo afetando diretamente a disponibilidade de qualquer um
dos nutrientes inorganicos e organicos.

Nos paises menos desenvolvidos o feijoeiro € cultivado, sobretudo, por

pequenos e médios produtores sem irrigacdo, e por isso, em mais de 60% dos



seus cultivos, observa-se deficiéncia hidrica em algum estadio da cultura (Singh,
1995). Segundo Fageria et al. (1991), a fase da planta mais sensivel a
insuficiéncia de agua € a reprodutiva, sendo altamente suscetivel desde o inicio
da floracédo até o inicio da formacdo das vagens. A produtividade € mais afetada
quando o estresse hidrico ocorre entre 5 a 10 dias antes da antese, podendo
haver uma diminuigao superior a 50% no rendimento (Norman et al., 1995). Esse
efeito € causado principalmente pela baixa taxa de polinizacéo e pelo aborto de
ovulos promovendo a abscisdo dos 6rgaos reprodutivos resultante do decréscimo
na translocagéo de fotoassimilados das folhas para as flores (Kramer e Boyer,
1995).

Experimentos ja realizados em casa de vegetacdo e a campo tém
demonstrado que o uso em conjunto de acidos humicos e bactérias endofiticas
promotoras do crescimento vegetal pode, aparentemente, induzir a tolerancia ao
déficit hidrico, por promover o crescimento do sistema radicular (Marques Jr,
2010; Canellas et al., 2012). Além disso, ainda nao foi estudado a possibilidade
de co-inoculacdo dessas bactérias promotoras do crescimento vegetal com
rizobio na presenca de acidos humicos. Nesse sentido, e no ambito de
cooperacao internacional entre Brasil e Mocambique, desenvolveu-se esta
pesquisa com 0 objetivo de avaliar o efeito da inoculagdo com bactérias
promotoras do crescimento vegetal e acidos himicos na recuperacéo do feijoeiro
submetido ao déficit hidrico.

Objetivos especificos:

Avaliar o efeito da inoculacdo sobre aspectos morfolégicos do feijoeiro
submetido a seca: massa seca de raizes e parte aérea,

Avaliar o numero e a massa dos nodulos;

Monitorar alteragcdes no metabolismo foliar induzidas pela seca por meio
da atividade da enzima fenilalanina amonia liase e da atividade de enzimas
antioxidantes: superéxido dismutase, catalase e peroxidase do ascorbato;

Avaliar os efeitos dos tratamentos sobre aspectos fisiolégicos como:
conteudo relativo de agua foliar, taxa fotossintética liquida, condutancia

estomatica e transpiragao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas gerais e importancia da cultura do feijoeiro comum

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é originario das Ameéricas,
pertencente a classe Dicotiledoneae, familia Fabaceae, € a espécie mais
cultivada entre as demais do género Phaseolus.

O desenvolvimento do feijoeiro compreende duas grandes fases
especificas, denominadas de fases vegetativa e reprodutiva, diferenciadas entre
si pela expressdo de diferentes eventos. A fase vegetativa tem seu inicio
compreendido entre a germinacdo até o aparecimento dos primeiros botdes
florais. A fase reprodutiva transcorre desde a emissdo dos botdes florais até o
pleno enchimento de vagens e a maturacdo das sementes. Na fase reprodutiva
evidencia-se notoria sensibilidade a deficiéncia hidrica e ao excesso de agua. Na
Tabela 1 sdo apresentadas as etapas de desenvolvimento e as caracteristicas
morfolégicas de fases do ciclo do feijoeiro propostas por Gepts e Fernandez
(1985).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fabaceae

Tabela 1 - Etapas de desenvolvimento do feijoeiro e descricdo morfologica das fases

Estadio Inicio da etapa Descricéo Duracao
(dias)
Fase vegetativa
Vo Germinagao Sementes em condi¢des de 5
germinar

\A Emergéncia Cotilédones acima do nivel do solo 2-3

V, Folhas primérias Folhas primarias expandidas 4

V3 1? folha trifoliolada Primeira folha trifoliada aberta 5-9

V, 32 folha trifoliolada Terceira folha trifoliada aberta 7-15

Fase reprodutiva

Rs Pré-floracdo Plantas com pelo menos 1 botdo 9-11
floral

Rs Floragdo Plantas com pelo menos 1 flor 4-6
aberta

R~ Formacéo de vagens Aparecimento das primeiras vagens 8-9

Rs Enchimento das vagens Enchimento das primeiras vagens 18-24

Ro Maturacao Mudanca de cor das vagens (ponto 14 — 15

de maturidade fisiolégica)

Fonte: Gepts e Fernandez (1985).

Sob o ponto de vista nutricional, o feijdo apresenta teores significativos de
proteinas, carboidratos, e vitaminas (principalmente as do complexo B), minerais
e fibra (Martinez et al., 1989). Apresenta, ainda, baixo contetdo de gordura e de
colesterol, o que torna seu consumo altamente vantajoso como alimento funcional
e representa importante fonte de nutrientes, de energia e atuam na prevencao de
distarbios cardiovasculares e de varios tipos de cancer (Sathe et al.,, 1984).
Gracas as suas comprovadas propriedades nutritivas e terapéuticas, o feijao é
altamente desejavel como componentes em dietas de combate a fome e a
desnutricdo. Ademais, ocorre uma interessante complementacao proteica quando
o feijdo € combinado com cereais, especialmente o arroz, isto porque, o feijao é

pobre em aminoacidos sulfurados, e rico em lisina e o arroz é pobre em lisina e



relativamente rico em aminoacidos sulfurados (Mesquita, 2006), proporcionando,
em conjunto, 0s oito amino&cidos essenciais ao N0SSo organismo.

O feijoeiro comum é cultivado por pequenos e grandes produtores, em
diversificados sistemas de producédo e em todas as regides do Brasil, revestindo-
se de grande importancia econdmica e social. No Norte e Noroeste Fluminense é
comumente plantado na entressafra das aguas (nos meses de maio a agosto)
especialmente nas baixadas utilizando a agua armazenada. Em Mocambique os
feijdes sdo cultivados em pequenas propriedades familiares (de até 3 ha, segundo
o Plano Estratégico de Desenvolvimento do Sector Agrario, PEDSA)
caracterizadas pelo baixo ou nenhum uso de insumos agricolas e vulneraveis as
variacbes climaticas, especialmente as secas. Processos biologicos visando
manejo adequado da adubacdo e o aumento da tolerancia ao déficit hidrico
podem contribuir para 0 aumento da seguranca alimentar nesses sistemas de

cultivo de feijoes.

2.2 Respostas das plantas a ambientes com déficit hidrico

De todos os fatores ligados a producéo agricola, o clima destaca-se como
o de mais dificil controle e de maior influéncia sobre a limitagdo a expressao do
potencial produtivo. Dentre os elementos do clima, o que se apresenta como mais
limitante as culturas € a agua. Os vegetais dependem mais da disponibilidade de
agua que de qualquer outro elemento ambiental para a sua distribuicdo na
superficie terrestre. A sua disponibilidade durante a fase de crescimento das
plantas é considerada como a principal limitacdo a expressdo do potencial do
rendimento, independente do ciclo da cultivar, do local e da época da semeadura
(Turner, 1986).

Déficit hidrico ocorre quando aplanta é incapaz de absorver agua
suficiente para substituir a perda por transpiragcdo e quando ocorre durante um
periodo longo, a planta pode apresentar desordens em niveis morfolégicos,
fisiologicos e bioquimicos, que podem comprometer irreversivelmente a produgéo
agricola (Wentworth et al., 2006; Porch et al., 2009).



A agua utilizada pelas plantas na fotossintese é absorvida pelas raizes e
conduzida para a parte aérea juntamente com 0s nutrientes através do xilema
pela "forca" da transpiracdo. A ocorréncia de déficit hidrico compromete a
produtividade justamente por inviabilizar o processo fotossintético, uma vez que a
agua, além de constituir o componente em que ocorre a maioria das reacoes,
também € responsavel pela manutencdo da transpiracdo, essencial para a
permeabilidade do gas carbénico no mesdfilo foliar. Segundo Sampaio (1998), do
total de agua absorvida pela planta, 98% é perdida para atmosfera na forma de
transpiragéo, 1,8% é retida nos tecidos e apenas 0,2% é utilizada na fotossintese.

As respostas das plantas a deficiéncia hidrica sdo caracterizadas por
mudancas fundamentais na relacdo entre a célula e a agua, nos seus processos
fisioloégicos, na estrutura de membranas, além de mudancas morfologicas e
fenolégicas (Pimentel, 2004). A capacidade das plantas apresentarem uma
producdo satisfatéria em &reas sujeitas a déficit hidrico é definida como
resisténcia a seca (Turner, 1986). Os mecanismos de resisténcia a seca podem
ser divididos em escape, evitamento e tolerancia. No primeiro, as plantas adotam
uma estratégia de “fuga” apresentando rapido desenvolvimento fenoldgico e alto
grau de plasticidade, sendo capazes de encurtar seu ciclo, se ocorrer falta de
agua, quando ela ja tem um certo desenvolvimento vegetativo, que possa garantir
a producao de sementes. No evitamento a desidratacdo, a planta evita o equilibrio
termodinamico com o ambiente, que consiste na manutenc¢éo do turgor e volume
celular, tanto pela absorcado de 4gua por um sistema radicular abundante quanto
pela reducdo da perda por transpiracdo através do fechamento estomatico ou por
vias ndo estomaticas como a cuticula. Por fim, a tolerdncia a seca é um
mecanismo que permite a planta manter o metabolismo, mesmo com a reducéo
do potencial hidrico dos tecidos, devido principalmente ao acumulo de solutos
compativeis ou osmolitos, proteinas osmoprotetoras e a capacidade antioxidante
(Verslues et al., 2006).

A tolerancia ao estresse hidrico ocorre em quase todas as plantas, mas a
sua extensao varia de espécie para espécie, podendo ainda variar dentro de cada
espécie. O déficit hidrico € questdo global, visto que afeta a sobrevivéncia das
culturas agricolas a producdo sustentavel de alimentos (Jaleel et al., 2007). A

duracéo, intensidade e taxa de avanco do estresse irdo influenciar as respostas



das plantas a deficiéncia hidrica, porque estes fatores influenciam na atenuacéo
dos processos associados a aclimatacédo (Chaves et al., 2009).

2.2.1 Respostas morfofisiologicas

Em situacdo de estresse causado pela deficiéncia hidrica, ocorre a
limitagcdo das trocas gasosas entre planta e ambiente devido ao fechamento dos
estbmatos que condicionard a queda da taxa de fotossintese. O processo da
fotossintese visa converter o CO, inorganico captado pela planta da atmosfera em
compostos organicos ricos em carbono, que por sua vez, sustentardo a
sobrevivéncia da planta. Com o desencadeamento do déficit hidrico na planta, a
transpiragdo comeca a reduzir devido ao fechamento dos estbmatos, diminuindo a
assimilacdo de CO,, reduzindo a translocacédo de produtos fotossintetizados e o
acumulo de acucares. Ocorrem danos nas membranas e reducdo da atividade
enzimatica; o crescimento e desenvolvimento da planta ficam comprometidos
sendo mais afetado o alongamento celular do que a divisdo. (Jaleel et al., 2008).
Ademais, a planta apresenta um decréscimo da producéo da éarea foliar, reduz o
alongamento do caule e a proliferacao de raiz, diminui a eficiéncia do uso da agua
e ocorre a aceleracéo da senescéncia e da absciséo das folhas.

Segundo Oliveira et al. (2002), o fechamento dos estbmatos ocorre em
resposta a um decréscimo no potencial hidrico foliar ocasionado pela baixa
disponibilidade de agua no solo. Esta constatacédo foi verificada por Pimentel e
Perez (2000), nos seus estudos sobre estabelecimento de parametros de
tolerancia a seca, em genotipos de feijoeiro.

Outro fator relevante afetado pela deficiéncia hidrica é a transpiracao,
pois esta € responsavel pela translocacdo de compostos dentro da célula, além
de ser um importante fator no resfriamento dos tecidos e de ser essencial para a
permeabilidade do CO, no mesdfilo foliar. O efeito do estresse hidrico sobre a
transpiracéo produz significativas diferencas entre plantas sob deficiéncia hidrica
e irrigadas. Oliveira et al. (2009) trabalhando com diferentes cultivares de
cafeeiros irrigados e né&o irrigados, verificaram menor taxa de transpiracdo na

condicao de ndo irrigagdo em resposta ao aumento de resisténcia estomatica e a



reducdo do potencial hidrico foliar. O aumento da resisténcia estomatica no
decorrer do dia, provocado pelo aumento do déficit de pressao de vapor, promove
uma perda de turgescéncia das folhas, justamente para prevenir um aumento da
taxa de transpiracao.

A transpiragao excessiva retarda o crescimento de muitas plantas e causa
morte em muitas outras por desidratacdo. Segundo Santos e Carlesso (1998),
quando o déficit hidrico ocorre de forma rapida, os mecanismos morfologicos e
fisiolégicos sdo gravemente afetados e a planta necessita adaptar-se a nova
posicdo de maneira rapida. Deste modo, plantas conduzidas em condi¢des de
irrigacao geralmente apresentam menos resisténcia a situagdes de estresse
hidrico no solo, enquanto que em plantas submetidas ao déficit hidrico gradual ou
a deficiéncia de agua no solo no inicio do seu ciclo, mais facilmente ocorre a sua

adaptacao.

2.2.2 Respostas bioquimicas

O déficit hidrico pode alterar profundamente a organizacdo das células
foliares. Perdas importantes podem acontecer nos cloroplastos, causando a
dilatagéo dos tilacoides e modificagcdes na sua organizacdo molecular. O teor de
clorofila e numero do grana também pode diminuir. O declinio na funcionalidade
dos cloroplastos, inevitavelmente leva a formacdo de radicais de oxigénio
altamente reativos. As espécies reativas de oxigénio geram prejuizos as
macromoléculas, sendo um dos principais obstaculos para o crescimento (Farooq
et al., 2009). Assim, a real funcdo do ajuste osmdético poderia estar
potencialmente ligada a eliminacao de radicais livres, gerando de forma adicional
a retencdo de agua. Dessa forma, a realizacdo de um ajuste osmaético eficaz
poderia evitar maiores danos aos cloroplastos e, consequentemente aos teores
de clorofila (Hare e Cress, 1997).

As plantas produzem uma grande variedade de produtos secundarios
chamados de compostos fendlicos, que agem como compostos de defesa contra
patégenos, suporte mecanico e protecdo contra radiacdo UV (Taiz e Zeiger,

2009). Zhao et al. (2005) observaram que as plantas que receberam estimulo de



estresse apresentaram alta atividade da enzima peroxidase e fenilalanina amonia-
liase, em relacdo aquelas que ndo receberam o estimulo. Segundo Chakraborty et
al. (2001), a atividade da enzima fenilalanina amonia-liase aumenta em resposta a
diferentes tipos de estresse, especialmente ao estresse térmico, sendo
considerada por muitos autores como “proteina do estresse”, relacionando-se
com desenvolvimento de mecanismos de protecdo e adaptacdo de plantas a
situacdes adversas.

Uma das mais bem estudadas respostas das plantas ao déficit hidrico € a
acumulacdo de prolina nas células. A acumulagdo desse aminoacido € resultado
do aumento do fluxo de glutamato que € metabolizado pela Pirrolina-5-Carboxilato
Sintetase (P5CS), a enzima que regula a taxa de biossintese de prolina, bem
como de um decréscimo no metabolismo desse aminoacido. Tal enzima,
responsavel pela transformacgéo de Pirrolina-5-Carboxilato (P5C) em prolina, tem
sua expressao regulada por mudancas no potencial osmatico do citoplasma (Hare
e Cress, 1997). Um decréscimo no potencial osmético da célula leva a um
aumento na sintese de P5C e, consequentemente, a um aumento na sintese de
prolina. A acumulacgéo de prolina em células vegetais submetidas ao déficit hidrico
tem sido sugerida como um mecanismo de ajuste osmatico.

Por outro lado, a capacidade antioxidante das plantas resulta da
habilidade de desintoxicar espécies reativas de oxigénio, as quais sdo geradas
normalmente pelo metabolismo dos organismos aerdbicos, porém aumentam
durante a seca devido a danos no aparato fotossintético. A eliminacao das
espécies reativas de oxigénio é realizada por compostos antioxidantes como a
glutationa reduzida (GSH), o ascorbato (AsA), o tocoferol, as vitaminas e o0s
pigmentos carotenoides, 0s quais agem em conjunto com as enzimas
antioxidantes superéxido dismutase (SOD), glutationa redutase (GR), catalase
(CAT) e peroxidase do Ascorbato (APX) (Gratéo et al., 2005). As SODs dismutam
0," a H,0, e localizam-se principalmente nas mitocondrias e nos cloroplastos,
compartimentos que geram a maior parte das espécies reativas de oxigénio nas
células vegetais (Apel e Hirt, 2004). O H,0, gerado € entéo eliminado pelas CATs
e APXs. As CATs sdo enzimas peroxissomais e glioxissomais que catalisam a
reducéo direta do H,O; a H,O e O, (Yanik e Donaldson 2005), enquanto as APXs
eliminam o H,O, utilizando o ascorbato como doador especifico de elétron na

reducdo do peroxido de hidrogénio a agua (Shigeoka et al. 2002; Cavalcanti et al.,
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2007). Xiong e Zhu (2002) verificaram que em plantas sujeitas a deficiéncia
hidrica, observa-se um aumento na atividade dessas enzimas relacionado ao
aumento na toleréncia a seca.

A adaptacdo das plantas a seca (e também aos solos de baixa fertilidade)
inclui mudancas morfoanatémicas, fisioldgicas e bioquimicas como descritas
acima. Todos esses processos de adaptacdo sao influenciados de algum modo
pela matéria organica do solo e por processos microbiologicos indicando a
possibilidade de geracédo de tecnologias de baixo custo econémico e ambiental

visando aumento da tolerancia a seca.

2.3 Substancias himicas e crescimento radicular

A matéria organica do solo (MOS) é o produto da decomposicao de tecidos
de plantas, animais e microrganismos, bem como, da atividade de sintese de
novos compostos. A relacdo entre a MOS e a producdo agricola é consistente
com os resultados de mais de cem anos de pesquisa agricola moderna e com
milhares de anos de producéo (Herrick e Wander, 1997). Esta relacdo é baseada
na influéncia critica da MOS nas propriedades, nos processos e nas funcdes do
solo. As substancias humicas (SH), constituem a maior parte da MOS
compreendendo até 80% do seu conteldo (em solos tropicais intemperizados
pode corresponder mais de 90%) (Santos et al. 2008). Devido aos efeitos das SH
sobre as propriedades fisicas, quimicas e bioldégicas do solo, o seu papel na
promocao do crescimento vegetal ja € bem reconhecido (Nardi et al., 2002; 2009).

O uso direto de SH sollveis como promotores de crescimento vegetal ndo
€ uma novidade, mas o aumento do mercado de SH tem atraido a atencao de
novos produtores, empresas e agricultores interessados em saber como essas
substancias usualmente utilizadas em baixas concentragbes, podem trazer
beneficios para a producédo sustentavel. Segundo Piccolo (2001), as SH soluveis
sdo constituidas por moléculas pequenas e heterogéneas, de varias origens e
auto-organizadas em  conformagbes  supramoleculares. Podem  ser
operacionalmente divididas em acidos fulvicos (AF) e acidos humicos (AH). Os AF

apresentam grupamentos funcionais hidrofilicos em quantidades suficientes para
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permanecer soluvel em qualquer valor de pH enquanto que os AH apresentam
maior quantidade de dominios hidrofébicos. Com o abaixamento do pH o maior
numero de ligacdes de hidrogénio entre as moléculas aumenta a massa molecular
aparente do agregado promovendo a sua floculacdo e precipitacdo (Piccolo,
2002).

As SH isoladas e soluveis podem estimular diretamente o crescimento e a
produtividade das plantas. Seus efeitos sobre o desenvolvimento vegetal sao
dependentes da fonte de obtencdo do material, das doses utilizadas, da forma
como é aplicado, do tipo de natureza quimica do material, da espécie e da idade
do vegetal estudado (Vaughan e Malcolm, 1985). Os efeitos mais relatados sé&o
0os de promoc¢do ao crescimento radicular (Nardi et al., 2002; 2009) além do
incremento significativo ao metabolismo de varias espécies de plantas (Vaughan
e Malcom, 1985; Chen e Aviad, 1990; Nardi et al., 2002; Zandonadi et al., 2007;
Dobbss, et al., 2007; Canellas et al., 2010). O aumento da area radicular permite
gue a planta explore um volume maior de solo, além de representar um processo
importante na adaptacdo das plantas a ambientes submetidos a deficiéncia
hidrica ou com baixo contetdo de nutrientes disponiveis (Fitter, 1991). A presenca
de moléculas ou unidades bioativas semelhantes as auxinas ligadas ou
agregadas as SH tem sido indicada como uma das principais responsaveis pelo
efeito de promocéo do crescimento radicular. O aumento da emergéncia de raizes
laterais, a inducéo de sitios de mitose nas raizes e a ativacdo das H*-ATPases
em plantas tratadas com SH foram atribuidos a uma atividade do tipo auxinica
(Canellas et al., 2002). As auxinas, principal horménio envolvido no enraizamento,
induzem o aumento de H*-ATPase de membrana plasmatica nas plantas (Frias et
al., 1996). As bombas de H* membranares acidificam o apoplasto e deixam a
parede celular mais maleével facilitando o elongamento celular (Hager et al.,
1991; Frias et al., 1996). A ativacdo das bombas de H* também promove a
nutricdo vegetal pela geracdo do gradiente eletroquimico que dirige o transporte
ibnico através das membranas celulares via sistemas transportadores
secundarios. Estdo, também, envolvidas no turgor celular. Russel et al. (2006)
verificaram que a aplicagdo de SH em plantas de ervilha nas concentragdes entre
0,1 mg C L e 10 mg C L™ proporcionou abertura estomatica maxima, sendo que

estas respostas foram semelhantes as das auxinas. Estes autores verificaram que
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a abertura estomatica em resposta a auxina e as SH envolve a ativagdo da
enzima fosfolipase A;.

O estresse hidrico induz a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) nas plantas que protegem suas células e compartimentos subcelulares dos
efeitos citotoxicos das ERO com o auxilio de enzimas antioxidantes, como
superoxido dismutase (SOD), peroxidase do ascorbato (APX), glutationa redutase
(GSH), catalase (CAT) e metabdlitos, como a glutationa, acido ascoérbico, a-
tocoferol e carotenoides (Soares e Machado, 2007). E bem conhecido que
compostos fendlicos podem reduzir a formagédo de ERO pela formacéo de anions
superoxidos ou peroxidagcdo de lipidios. Entretanto, foi verificada a indugcdo da
atividade da catalase por AH (Yan-Chun e Rong-Ling, 1991; Cordeiro et al.,
2011).

E possivel, portanto, que devido a sua capacidade de modificar o
crescimento radicular, regular a abertura de estdmatos e aliviar o estresse das

ERO que AH possam contribuir com 0 aumento a tolerancia das plantas a seca.

2.4 Rizobio e bactérias diazotroficas endofiticas no manejo da adubacéao

nitrogenada

O nitrogénio (N) € um dos elementos mais abundante nas plantas e esta
presente nos aminoacidos, nas proteinas, no DNA, no RNA e em outras
estruturas celulares. Porém, embora esteja presente na atmosfera em
aproximadamente 78% da constituicdo gasosa, o N € encontrado na forma
molecular N, ndo absorvivel pelas plantas. As fontes de fornecimento do N as
plantas podem ser pelo solo, principalmente pela decomposicdo da matéria
organica,; pela fixagdo ndo biologica, resultante de descargas elétricas, combustéo
e vulcanismos; pelos fertilizantes nitrogenados; e pelo processo de fixacao
bioldgica de N atmosférico (FBN).

No processo de FBN, organismos procariotos sdo capazes de assimilar o
N, encontrado na atmosfera e converté-lo em NHj;, forma assimilavel pelas

plantas. A FBN ocorre gracas a enzima nitrogenase, o que do ponto de vista
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energeético é dispendioso para 0 organismo que a realiza, sendo que a reacao
pode ocorrer a temperatura ambiente e pressdao atmosférica adequada (Reis et
al., 2006). Dentre os procariotos capazes de fixar o N destacam-se as bactérias
do género Rhizobium e as diazotréficas endofiticas. A FBN constitui um processo
chave com elevado potencial de aplicacdo na agricultura comercial e, portanto,
tem sido alvo de pesquisas desenvolvidas no Brasil e no mundo com vias a
possibilitar a reducéo de custos e o impacto ambiental (Hungria et al., 2007).

Estudos a campo tém demonstrado incrementos no rendimento de graos
na cultura do feijoeiro, pela inoculacdo com estirpes de rizébio de elevadas
eficiéncia simbidtica e competitividade, em relacdo a populacdo nativa de rizébio
do solo (Peres et al., 1994; Hungria et al., 2000; 2003). Pelegrin et al. (2009)
verificaram que a adubacdo com 20 kg ha™ de N, acrescida de inoculante com a
estirpe de R. tropici CIAT 899 possibilitou a obtencdo de rendimento de grdos na
cultura de feijoeiro equivalente a aplicacéo de até 160 kg ha™ de N.

Contudo, diversos fatores ambientais podem limitar a FBN na interacdo
rizobio-feijoeiro, interferindo nas atividades fisiologicas de cada um dos parceiros
envolvidos (Hungria et al., 1993). Dentre os fatores ambientais mais importantes
para o processo da FBN, a ocorréncia de deficiéncias hidricas, ou seja, seca
durante o ciclo de cultivo tem efeito negativo em diferentes etapas do processo de
nodulacdo e na atividade nodular, além de afetar a sobrevivéncia do rizébio no
solo. Sendo assim, a escolha da espécie de rizGbio é um fator importante para a
FBN devido a grande variabilidade entre espécies do género Rhizobium com
respeito a resposta as variacdes ambientais.

Bactérias diazotroficas endofiticas sdo aquelas que fixam N, atmosférico
e colonizam o interior de tecidos das plantas sem causar sintomas de doencas
(Dobereiner, 1992). A inoculacédo de bactérias diazotréficas capazes de fixar o N
atmosférico e fornecer a planta é uma alternativa que pode substituir, ainda que
parcialmente, a adubacé&o nitrogenada resultando em beneficios ao produtor por
diminuir os custos de producdo. Os microrganismos diazotréficos endofiticos
podem desempenhar importante papel na reabilitacdo e sustentabilidade dos
ecossistemas, uma vez que incorporam N por meio da fixagdo biologica em
quantidades que podem variar de 25 a 50 kg ha™ ano® de N e produzem e

liberam substancias reguladoras do crescimento vegetal, como auxinas,
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giberelinas e citocininas, as quais contribuem para melhorar a nutricdo mineral e
utilizacédo de agua pelas plantas (Bazzicalupo e Okon, 2000).

Estudos tém demonstrado que o uso em conjunto de rizobio e bactérias
diazotroficas endofiticas proporciona aumentos significativos na producdo de
culturas quando comparados a inoculagdo somente com rizébio ou com bactérias
endofiticas (Remans et al., 2008; Barbaro et al., 2009; Lima et al., 2011). Hungria
et al. (2013) verificaram aumento na producéo de gréo de feijdo de 432 kg ha™* em
comparacdo com controle ndo inoculado e, aumento de 323 kg ha’ em
comparacao com inoculacdo apenas com R. tropici. Neste mesmo trabalho os
autores verificaram que a co-inoculacdo proporcionou aumento de 167 kg ha™ na
producdo de grdo de soja em comparagdo com a inoculacdo apenas com B.
japonicum e, aumento de 445 kg ha® em comparacdo com controle n&o
inoculado.

Por outro lado, Marques Jr. et al. (2008) avaliaram o efeito do uso em
conjunto de acidos humicos e Herbaspirilum seropedicae, sobre o crescimento
radicular de microtoletes de cana-de-acucar e observaram promocao significativa
do crescimento radicular, com incrementos que variaram de 60 a 118% no
comprimento e de 33 até 233% na &rea radicular dos tratamentos em relacédo as
plantas-controle. Conceicdo et al. (2009) verificaram que acidos humicos nao
interferem negativamente no crescimento das bactérias e estimulam a
colonizagdo da microbiota nativa. Recentemente, Canellas et al. (2012)
observaram em um experimento de campo que plantas de milho co-inoculadas
com H. seropedicae e 20 mg de C L™ de SH mostraram um aumento na producao
de graos, sugerindo um efeito sinérgico.

O uso em conjunto de rizobio, microrganismos endofiticos promotores do

crescimento vegetal e AH ainda néo foi avaliado experimentalmente.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacéo e delineamento experimental

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da UENF, Campos
dos Goytacazes (RJ) entre os meses de julho a setembro de 2013 com intuito de
avaliar a tolerancia a seca. O material vegetal utilizado consistiu de plantas da
espécie Phaseolus vulgaris L., "Bonus”. Essa variedade tem ciclo entre 90 a 105
dias e €& de crescimento indeterminado Tipo IV (Vilhordo et al., 1980). As
sementes foram fornecidas pelo Departamento de Semente do Ministério da
Agricultura de Mogambique (MINAG). Estas apresentavam coloragdo marrom com
listras avermelhadas. O substrato de crescimento das plantas foi composto pela
camada superficial de Latossolo Amarelo distréfico tipico, segundo a chave da
classificacdo do Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (EMBRAPA, 2013).
O solo foi coletado em Travessao, distrito de Campos dos Goytacazes em corte
de estrada, com coordenadas geograficas de 21°45’S de latitude e 41°20°'W de
longitude e a 11 m de altitude (Oliveira, 1996).

O solo coletado na profundidade de 0 a 20 cm foi submetido a anélise
quimica no Centro de Analises da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), Campus Campos dos Goytacazes. O resultado da referida analise esta
descrito na Tabela 2. A granulometria do solo foi composta por 570,0 g kg™ de

areia, 32,0 g kg™de silte e 398,0 g de argila kg™ de solo.
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Tabela 2 - Resultado da andlise quimica do solo

Profund. Na Ca Mg Al H+Al pHsua MO Corg P K
(cm) cmole dm® oo g kgt --mgdm>-
0-20 0,03 0,6 0,4 0,7 5,9 5,3 19,1 111 1 41
Profund. SB T t m \Y Fe Cu Zn Mn
(cm) - cmol, dm™® - % 1T 4| —
0-20 1,1 7,0 1,8 38 16 62,0 0,2 0,4 1,3

Segundo o sistema de classificacdo de Koppen (1948), o clima da regiao
Norte Fluminense é do tipo AW, tropical quente Umido com periodo seco no
inverno e chuvoso no verdo e com temperatura média anual de 23 °C, e
precipitacdo anual em torno de 1023 mm (Ometto, 1981).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repeticbes e os tratamentos dispostos em arranjo fatorial 4 X 2
(testemunha absoluta, aplicacdo de N mineral e, rizébio na presenca ou ndo de
bactérias diazotroficas endofiticas em conjunto com acidos hamicos) e dois niveis
de irrigacao (com irrigacao continua na capacidade de campo e com déficit hidrico
no estadio pré-floracéo), totalizando 32 unidades experimentais, na qual cada

unidade experimental correspondeu a 1 planta por vaso.

3.2 Condic0bes de cultivo

A semeadura (25/07/13) foi feita utilizando-se trés sementes por vaso
plastico contendo 9,0 kg de camada superficial. O desbaste foi realizado até 10
dias apés a semeadura (DAS), sendo mantida uma planta por vaso. A coleta final
foi realizada aos 62 DAS.

A adubacéo de plantio foi realizada considerando o nivel de tecnologia 2
com estimativa de producédo de 1200 a 1800 kg ha™. Foram aplicados em cada
vaso o equivalente a 80 kg/ha de P,0Os (fosfato de potassio dibasico P.A.), 30 kg
ha™* de K,O (cloreto de potéssio P.A.), e 2000 kg ha™ de carbonato de célcio P.A.
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No tratamento com N, cada vaso recebeu equivalente a 20 kg ha™* de N, na forma
de ureia, aplicado no plantio e 30 kg ha™ aplicados em cobertura, aos 25 dias
apos a emergéncia da cultura (DAE), conforme as recomendacfes para o uso de
corretivos e fertilizantes em Minas Gerais (Ribeiro et al., 1999).

As sementes foram inoculadas com inoculante comercial recomendado
para a cultura do feijoeiro, composto pela combinagéo das estirpes CIAT 899 (=
BR322), BR520 e BR534 de Rhizobium tropici obtido junto a colecdo de estirpes
da Embrapa Agrobiologia (50 g do inoculante + 50 mL de H,O para 10 kg de
semente), na presenca ou ndo de uma mistura contendo Herbaspirillum
seropedicae estirpe HRC54 e Burkholderia silvatlantica estirpe UENF 117111,
combinados a &acidos humicos (AH) isolados de vermicomposto (1 mL por
semente contendo 10® células mL™ e 50 mg C L™Y).

Durante a condugdo do experimento foi medida a umidade relativa e a
temperatura do local por meio de um termo higrometro Data Logger (modelo CEM
DT-172) onde os dados e as informacdes foram armazenados a cada hora (Figura
1). A temperatura variou de 13,8 °C a 43,1 °C, com média de 23,63 °C e a
umidade relativa do ar variou de 20,7% a 100% com média de 74,72%.
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Figura 1 - Temperatura (a) e umidade relativa do ar (b) do ambiente onde as plantas

foram cultivadas.

3.3 Monitoramento dos niveis de irrigacao

A umidade do solo nos vasos foi monitorada diariamente por um medidor
comercial HidroFarm (HFM2010), cuja medicdo é feita através de uma medida
eletromagnética denominada ISAF (Impedancia do Solo em Alta Frequéncia), que
€ proporcional a umidade. O valor informado pelo medidor foi referente a média
da umidade volumétrica do solo em porcentagem, presente a um raio de 15 cm de

distancia do sensor e ao longo dos seus 20 cm de comprimento.
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O suprimento de agua as plantas foi realizado de modo a manter a
umidade do solo préxima a capacidade de campo (23,8%) até o inicio do periodo
de florescimento, quando a imposicado do déficit hidrico foi realizada. O déficit
hidrico foi induzido pela suspenséo da irrigacdo, até a umidade do solo proxima
ao ponto de murcha permanente (13,1%), quando a irrigacao foi retomada. No
tratamento irrigado a umidade foi mantida continuamente na capacidade de
campo. A baixa demanda evapotranspiratoria do ambiente de cultivo permitiu o
desenvolvimento de um déficit hidrico de baixa intensidade e longa duracédo (16
dias). No entanto, os tratamentos com presenca de &cidos humicos e N mineral
apresentaram valores de umidade do solo na faixa de 13,1% no 14° dia de déficit
hidrico, tendo estes tratamentos sido mantidos nesta umidade até que os
restantes tratamentos atingissem o mesmo valor de umidade, fato que ocorreu no
16° dia apds a suspensio da irrigacdo. Apés a reidratacéo, todos os tratamentos

foram conduzidos com suprimento adequado de &gua, até o final do experimento.

3.3.1 Curvade retencao de agua no solo

Para a obtencéo dos valores de umidade na capacidade de campo e no
ponto de murcha permanente, foi determinada a curva de retencdo de agua no
solo (Figura 2), a partir de dois grupos de amostras do solo coletado. No primeiro
grupo as amostras foram saturadas em bandejas com agua até o nivel da borda
dos anéis, sendo depois transferidas para funis de placa porosa e submetidas as
succles de 1, 3, 6 e 10 kPa. As amostras permaneceram nos funis até que
entrassem em equilibrio (ou seja, até que cessasse a perda de agua, 0 que
ocorria em torno de dois a trés dias). ApoOs isso as amostras foram pesadas em
balanca analitica e depois levadas a estufa a 105 °C por 48 horas para
determinacdo da umidade volumétrica. No segundo grupo, apdés as amostras
serem saturadas em bandejas com agua, foram levadas a camaras de pressao de
Richards, ficando submetidas as pressfes de 100 e 1500 kPa, até atingir
equilibrio (em 10 e 30 dias, respectivamente). Abertas as camaras, as amostras

foram pesadas e de seguida levadas a estufa a 105 °C por 48 horas para
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determinacdo da umidade volumétrica. A umidade (6, m® m™) foi obtida pela

equacao:

O=v="v" @

onde Va é o volume de agua na amostra em equilibrio no funil ou na camara de
pressdo; V € o volume do anel; pa é a densidade da agua; e ma € a massa de
dgua na amostra, obtida pela diferenca entre as pesagens no momento do
equilibrio e apGs a secagem em estufa.

Os resultados foram ajustados a equacao de Van Genuchten (1980):

Os—6r

0=t ey

(2)
onde 6s é a umidade na saturacdo (m® m™>); 6: é a umidade residual (m* m); ¢n é
o potencial matrico (kPa™); a (kPa™) e m e n (adimensionais) sdo parametros
empiricos do modelo. Para obtencdo das equacgbes, 6s foi assumida como
correspondente a porosidade total, n foi considerado dependente de m (m =1 -
1/n), e 6, a e m foram estimados com o auxilio do suplemento solver do programa
Micrsoft Office Excel 2010, pelo método dos minimos quadrados.

A microporosidade foi obtida a partir da equacao ajustada para a curva de
retencdo, sendo correspondente a umidade no potencial matrico de -6 kPa
(equivalente a uma succéo de 0,6 m de coluna de agua). A macroporosidade, que
compreende 0s poros maiores que 0,05 mm de diametro, foi obtida pela diferenca
entre a porosidade total e a microporosidade, de acordo com as equacdes:

Ma = PT — Mi (3)
PT=1-p/Dp (4)
p = Ms/V (5)

onde; Ma = macroporosidade (m®> m™®), PT = porosidade total (m® m?), Mi =
microporosidade (m® m™), p = densidade do solo (Mg m™), Dp = densidade das
particulas (Mg m?), Ms = massa do solo seco em estufa (Mg) e V = volume do

anel (m3).
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Da mesma forma que a microporosidade, a equacéo da curva de retencéo
foi utilizada para estimar a umidade na capacidade de campo (6cc) e no ponto de
murcha permanente (Brmp), correspondentes aos potenciais matricos de -10 kPa e

-1500 kPa, respectivamente.
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Figura 2 - Curva de retencdo de agua do Latossolo Amarelo distrofico tipico na

profundidade de 20 cm.

3.4 Caracteristicas avaliadas

3.4.1 Anéalises biométricas

3.4.1.1 Massa seca de raizes e da parte aérea

A massa seca de raizes e da parte aérea foi obtida no final do
experimento (62 DAS). Para tal, o material vegetal foi separado em parte aérea e

raizes, lavados em agua corrente, secos em papel-toalha e em seguida colocados



22

em saco de papel e levados a estufa para secagem (60 °C até massa constante).
Apéds a secagem, o material foi pesado em balanca analitica.

3.4.1.2 Numero e massa seca dos nodulos

O numero e a massa seca dos nodulos foram obtidos aos 62 DAS. Os
nodulos foram retirados das raizes e ainda umidos separados por diametro por
peneiras circulares com malhas de 4, 2 e 1 mm. Os nddulos retidos em cada
peneira foram espalhados em folhas de acetato e a imagem foi digitalizada em
scanner em tons de cinza e 300 dpi de resolu¢do. O tamanho dos nddulos nas
imagens foi determinado com o software ImLab, desenvolvido pela PUC-Rio
(Scuri, 2010). A imagem foi convertida para tons de cinza e contraste de preto e
branco invertido. No processo de limpeza de impurezas da imagem, foram
descartados objetos com diametro inferior a 0,5 mm. O software efetuou a
contagem e forneceu atributos dos objetos. Conhecendo-se a resolucdo da
imagem, foi calculada a éarea de cada objeto e seu respectivo diametro,
considerando a projecdo dos ndédulos nas imagens como circulos perfeitos. Em
seguida, os noédulos (separados por cada classe de diametro obtida por

peneiramento) foram secos em estufa (60 °C até massa constante) e pesados.

3.4.2 Analises fisiologicas

3.4.2.1 Taxafotossintética liqguida, condutancia estomatica e transpiracao

A taxa fotossintética liquida (A), a condutancia estomatica (gs), e a
transpiracdo (E) foram determinadas as 7:00 h da manha aos 31, 34, 47 e 50 DAS
utilizando-se o foliolo central da 3% ou 42 folha trifoliada contada a partir do apice.
Para tanto foi utilizado o Sistema Portatii de Medicdo das Trocas Gasosas,
modelo LI-6200, LI-COR, Lincoln, NE, USA. Foi acoplada a camara do
equipamento um sistema de LEDs que fornecem luz artificial na faixa de pmol m™

st
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3.4.2.2 Conteudo relativo de agua nas folhas (CRA)

As analises foram efetuadas aos 31, 47 e 50 DAS as 12:00 h. As folhas
foram coletadas e devidamente acondicionadas em sacolas plasticas e mantidas
em recipiente térmico resfriado para evitar a desidratacdo dos tecidos. Logo em
seguida o material foi levado ao laboratério.

As medidas foram feitas segundo adaptacédo do protocolo de Turner
(1981), utilizando a seguinte equacédo: (massa fresca — massa seca) / (massa
saturada — massa seca) x 100. Foram utilizados discos foliares de area conhecida
(2,0 cm?) retirados do foliolo central da 3% ou 4° folha trifoliada contada a partir do
apice, sendo imersos em agua na placa de petri e colocados na geladeira por 24
h e entdo determinada a massa turgida. Finalmente sua massa seca foi obtida em
balanca analitica apos estufa com circulacdo de ar forcado a 60 °C até massa

constante.

3.4.3 Analises bioquimicas

3.4.3.1 Atividade da fenilalanina aménia liase (PAL)

As determinagfes da atividade da enzima fenilalanina amoénia liase (PAL,
E.C. 4.3.1.5) foram realizadas aos 31, 47 e 50 DAS utilizando-se 3% ou 4° folha
trifoliada contada a partir do apice. As folhas foram coletadas, devidamente
acondicionadas e transportadas ao laboratério. A atividade da PAL foi
determinada de acordo com metodologia preconizada por Ardila et al. (2007) com
algumas pequenas modificacfes descritas a seguir: foram tomados 0,2 g de
tecido foliar fresco e macerados em banho de gelo com 2 mL de tampéo 1 M
TRIS HCI pH 8,8. O material foi centrifugado, 1500 g por 15 min, a 4 °C. Aliquotas

de 500 uL do extrato proteico foram adicionadas em tubos de ensaio com 450 uL
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de L-fenilalanina 40 uM e incubados a 30 °C por 30 min. Foram adicionados
posteriormente 250 uL de HCI 6 mol L™ e os tubos foram colocados em banho de
gelo por 30 min. Apds esse tempo foi adicionado 4800 uL de H,O e deixado em
repouso por 15 min. O material foi centrifugado e a absorbancia medida em 290
nm. A curva de calibracdo (Figura 3) foi obtida com acido cindmico e a atividade

enzimatica foi expressa como em uM de &cido cinamico min™ g™ de massa fresca.

y = 0,0034x - 0,033
R2=0,9953

-~

ABSORBANCIA

0,5 -

0 T T T T 1
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Concentracao da solucéo padrao (uM)

Figura 3 - Absorbancia das solu¢des padrdes a 290 nm, em fung&o da concentragao.

3.4.3.2 Atividade de enzimas antioxidantes

As atividades das enzimas superoxido dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1),
catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6) e peroxidase do ascorbato (APX, E.C. 1.11.1.11)
foram realizadas aos 31, 47 e 50 DAS utilizando-se 3% ou 4% folha trifoliada
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contada a partir do 4pice. Para obtencdo do extrato enzimatico, amostras de
folhnas (massa fresca) do feijoeiro submetido aos diferentes tratamentos foram
maceradas em N liquido. Em seguida foi adicionado um meio de homogeneizacéo
composto por: tampdo fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8; acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM; fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1
mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999). O
homogeneizado, depois de filtrado através de quatro camadas de gaze, foi
centrifugado a 12000 g por 15 min, a 4 °C, e o sobrenadante utilizado como

extrato enzimatico bruto.

a) Superoxido dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1)

Para a dosagem da atividade da superdxido dismutase, foi preparado um
coquetel do meio de reacdo da enzima, composto de tampéo fosfato de sédio 100
mM (pH 7,5), metionina 50 mM, riboflavina 0,1 mM, EDTA 5 mM e NBT 1 mM. A
metionina e a riboflavina foram preparadas no escuro e mantidas em recipientes
envolvidos em papel aluminio para evitar fotoxidagdo. O NBT foi o ultimo reagente
a ser preparado, na hora da reacdo, com 0s mesmos cuidados para evitar
fotoxidacdo. Em cada tubo de ensaio foram adicionados: 1,5mL de tampé&o fosfato
de sodio, 780 pL de metionina, 60 pL de riboflavina, 60 pL de EDTA, 320 uL de
agua e 225 pL de NBT. Tubos foram identificados como branco do claro, nos
quais foram adicionados 50 puL de agua em cada e branco do escuro, nos quais
foram adicionados 50 L do extrato bruto em cada. Nos demais tubos, todos em
duplicata, foram adicionados 50 puL da amostra em cada. Os tubos do branco do
escuro ficaram protegidos da luz (envolvidos com papel aluminio) por 10 minutos.
Os tubos do branco do claro e os demais tubos contendo as amostras foram
levados a uma camara de fotorreducdo (uma caixa fechada, contendo uma
lampada) onde permaneceram por 10 minutos, até a identificacdo da reacao (os
tubos do branco do claro apresentaram uma coloracdo azulada, que indica a
maxima reducdo do NBT para formar formazan azul). Os tubos foram, entéo,
levados para leitura espectrofotométrica a 560 nm.

A partir dos dados de absorbancia obtidos, a atividade da enzima foi dada

em unidades de SOD, ou seja, a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a
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fotorreducd@o do NBT (Balilly et al, 1996; Goel e Sheoran, 2003). O calculo foi feito

da seguinte forma:

SOD = [ﬁ] ~1 6)

Onde:

A = média das absorbancias dos tubos sem amostra (branco do claro);

a = médias das absorbancias dos tubos contendo as amostras;

b = média das absorbancias dos tubos contendo amostras, mantidos no escuro

(branco do escuro).

b) Catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6)

A atividade da enzima catalase foi determinada pela adicdo de 25 uL do
extrato bruto e 200 pL de H,O, 250 mM a 3,775 mL de meio de reagédo contendo
tampéo fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0), agua ultrapura, previamente
incubados a 28 °C (Havir e Mchale, 1989). As amostras foram levadas para leitura
espectrofotométrica, na qual foram feitas leituras de 15 em 15 segundos, por um
periodo de 2 minutos a 240 nm, evidenciando-se o decréscimo da atividade da
1

enzima. O coeficiente de extingdo H.O, considerado foi o de 36 mM™ cm
(Nakano e Asada, 1981).

c) Peroxidase do Ascorbato (APX, E.C. 1.11.1.11)

A atividade da enzima peroxidase do ascorbato (E.C. 1.11.1.11) foi
determinada pela adicdo de 50 uL do extrato bruto e 200 pL de H,O, 2 mM a
3,750 mL de meio de reacédo contendo tampéao fosfato de potassio 200 mM (pH
7,0), agua ultrapura e 200 pL de acido ascorbico 10 mM, previamente incubados a
28 °C (Nakano e Asada, 1981). As amostras foram levadas para leitura
espectrofotométrica, na qual foram feitas leituras de 15 em 15 segundos, por um

periodo de 3 minutos a 290 nm, evidenciando-se o decréscimo da atividade da
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enzima. O coeficiente de extingdo H,O, considerado foi o de 2,8 mM™* cm™

(Nakano e Asada, 1981).

3.5 Andlise dos resultados

Para analise da variancia foi aplicado o teste F com o auxilio do Programa
estatistico SISVAR versdo 5.3, sendo que quando fosse detectado efeito
significativo, o teste t de student (LSD) em 5% de probabilidade seria utilizado

para a comparacao das médias.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da variancia (Tabela 3) revelou efeito significativo dos diferentes
niveis de irrigacéo (I) e tratamentos (T) para as seguintes variaveis biométricas e
fisiolégicas avaliadas: massa seca da parte aérea, massa seca de raiz, numero de
nodulos e massa seca de nddulos aos 62 DAS, taxa fotossintética liquida,
condutancia estomética e transpiracdo aos 31, 34, 47 e 50 DAS. No entanto, para
a variavel fisiolégica contetdo relativo de agua nas folhas ndo foram observadas
diferencas significativas nos tratamentos aos 31, 47 e 50 DAS.

A interacdo (I x T) foi significativa para massa seca da parte aérea, massa
seca de raiz, numero de noOdulos, massa seca de noédulos e condutancia
estomatica. Nao foi significativa para taxa fotossintética liquida, transpiracdo e
conteudo relativo de 4gua nas folhas (Tabela 3).
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Tabela 3 - Analise de variancia: Probabilidade dos efeitos de dois niveis de irrigacdo (1) e

quatro tratamentos (T) e interacdo (I x T) nas variaveis biométricas e fisiolégicas

Variavel I T IxT CV (%)
Massa seca da parte aérea (MSPA) * * * 15.37
Massa seca de raiz (MSR) * * * 19.08
Numero de nédulos (NN) * * * 11.94
Massa seca de nddulos (MSN) * * * 10.56
Condutancia estomatica (gs) * * * 6,37
Taxa fotossintética liquida (A) * * NS 4,83
Transpiragao (E) * * NS 17,55
Conteudo relativo de agua (CRA) * NS NS 7,03

* - Significativo em 5% de probabilidade pelo teste F. CV = coeficiente de variacéo.
NS - ndo significativo.

A inoculacao do feijoeiro com rizobio (Riz) e com rizébo na presenca de
bactérias diazotréficas endofiticas e acidos humicos (AHBac) promoveu aumento
de 35% na producdo da biomassa seca da parte aérea do feijoeiro aos 62 DAS
no regime de irrigacdo continua em relacdo a testemunha (Tabela 4). Esse
aumento foi maior (cerca de 47%) no regime de déficit hidrico nas plantas
inoculadas com Riz + AHBac. Aumentos ainda maiores foram observados na
massa seca das raizes na ordem de 110% nos tratamentos inoculados no regime
irrigado e de 174% no tratamento inoculado na presenca de AHBac com déficit
hidrico (Tabela 4). Em comparacdo com aplicacdo de N mineral, no regime de
déficit hidrico o tratamento Riz na presenca de AHBac apresentou valores
inferiores de 7 e 35% da biomassa seca da parte aérea e da massa seca das
raizes, respectivamente.

Por outro lado, os resultados mostraram ndo haver diferencas
significativas na produgédo da biomassa seca da parte aérea entre os niveis de
irrigacdo nas plantas inoculadas com Riz + AHBac. Com o déficit hidrico foi
observado diminuicdo da massa seca de raizes e da parte aérea no tratamento
testemunha e inoculado com Riz. Com a introdugéo de AHBac essa diminuigdo

nao foi significativa. No tratamento testemunha o déficit hidrico proporcionou a
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diminuicdo da massa seca das raizes de modo similar aos encontrados por
Pimentel e Perez (2000). Contudo, n&o foram observadas diferencas significativas
entre os niveis de irrigacdo quando as plantas foram inoculadas com Riz na
presenca de AHBac, indicando um possivel efeito da inoculacdo Riz + AHBac na

recuperacédo do feijoeiro face ao déficit hidrico.

Tabela 4 - Massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca das raizes (MSR) do

feijoeiro cv Bonus sob dois niveis de irrigagéo™

Tratamento MSPA (g planta'l) MSR (g planta'l)
IC DH IC DH
Testemunha 96,96Ca(0%) 7,71Ca(0%) 2,19Ca(0%) 1,48Ca(0%)
Riz 13,03Ba(34,33%)  9,27BCb(20,23%) 4,57Ba(108,67%) 3,14Bb(112,16%)
Riz + AHBac 13,26Ba(36,70%) 11,34ABa(47,08%) 4,60Ba(110,05%) 4,05Ba(173,65%)
N 16,93Aa(74,55%) 12,22Ab(58,50%) 9,27Aa(323,29%) 6,25Ab(322,30%)

Wpédias de quatro repeticdes. Riz = rizébio; AHBac = presenca de bactérias diazotréficas endofiticas e
acidos humicos; N = nitrogénio; IC = irrigacdo continua; DH = déficit hidrico. Valores seguidos de mesma letra
ndo diferem estatisticamente entre si, mailscula na coluna e mindscula na linha, pelo teste t de student (LSD)

em 5% de probabilidade.

Como esperado foram verificadas diferencas significativas no namero e
na massa seca de nodulos entre os tratamentos com irrigacdo continua e com
suspensao da irrigacdo (Tabela 5), efeito previamente descrito por Pimentel e
Perez (2000). No entanto, tanto para 0 niUmero como para a massa seca de
nodulos, as diferencas ndo foram significativas entre os tratamentos Riz e Riz +
AHBac. Hungria et al. (2013) observaram que a inoculacdo com bactérias
promotoras do crescimento vegetal ndo alterou a nodulagdo, fato também
manifestado no presente trabalho, no entanto, utilizando-se bactérias promotoras
do crescimento na presenca de AH (Tabela 5).

As plantas que receberam N mineral apresentaram menor numero e
massa de nodulos, resultados semelhantes foram obtidos por (Mercante et al.,
2006; Pelegrin et al., 2009; Hungria et al., 2013). Contudo, Pelegrin et al. (2009)

verificaram que a adubac&o com pequena quantidade de N (20 kg ha™) acrescida
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de inoculante com a estirpe de R. tropici CIAT 899 possibilitou a obtencdo de
rendimento de gréos na cultura de feijoeiro equivalente a aplicacdo de até 160 kg
ha de N.

Tabela 5 - NUumero de nodulos (NN) e massa seca de nodulos (MSN) em raizes de

feijoeiro cv Bonus sob dois niveis de irrigagéo™

Tratamento NN (n° planta™) MSN (mg planta™)

IC DH IC DH
Testemunha 38 Ba 20 Bb 99,75 Ba 75,50 Bb
Riz 55 Aa 32 Ab 114,00 Aa 86,25 ABb
Riz + AHBac 53 Aa 32 Ab 115,75 Aa 98,50 Ab
N 14 Ca 9 Ca 41,25 Ca 27,00 Cb

Wpédias de quatro repeticdes. Riz = rizébio; AHBac = presenca de bactérias diazotréficas endofiticas e
acidos humicos; N = nitrogénio; IC = irrigacdo continua; DH = déficit hidrico. Valores seguidos de mesma letra
ndo diferem estatisticamente entre si, mailscula na coluna e mindscula na linha, pelo teste t de student (LSD)
em 5% de probabilidade.

A deficiéncia hidrica ocasionou diferencas significativas (P< 0,05) entre os
tratamentos na taxa fotossintética liquida (A) (Figura 4), com reducdes
significativas no periodo de déficit hidrico maximo (47 DAS). Neste periodo, a
testemunha apresentou menor valor de taxa fotossintética (9,64 pumol m? s™)
entre os tratamentos, e ndo foram verificadas diferencas significativas entre os
demais tratamentos. Apds reidratacdo (50 DAS), todos os tratamentos
apresentaram taxas fotossintéticas compativeis com as plantas irrigadas
continuamente. Contudo, as diferencas foram significativas entre os tratamentos,
com destaque para Riz + AHBac que apresentou maior valor de A (15,26 pmol m™
s™), correspondendo a uma diferenca de 7% em relacdo ao mesmo tratamento
com irrigacéo continua.

A diminuicdo no valor da taxa fotossintética liquida em situacéo de déficit

7

hidrico é geralmente atribuida ao fechamento estomatico com consequente
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restricdo a difusdo de gas carbodnico. Entretanto, Tezara et al. (1999), em estudo
realizado com girassois afirmaram que a diminuicdo da sintese de adenosina
trifosfato (ATP) e ribulose bifosfato (RuBP), responsaveis pelo metabolismo do
gas carbbnico no ciclo de Calvin, seriam o0s verdadeiros responsaveis pela
diminuicdo desse parametro.

Souza et al. (2004), em experimento com plantas irrigadas da cultivar V.
unguiculata, Vita 7, alcancaram taxas fotossintéticas de 17,0 pmol m? s™. Anyia e
Herzog (2004) ao analisarem esse mesmo parametro em plantas irrigadas da
cultivar V. unguiculata, RCXAC, observaram taxas de 12,0 pmol m? s™*. Pimentel
e Hébert (1999) em experimento com plantas irrigadas da cultivar de P. vulgaris,
BAT 117, encontraram valores de A de 13,90 pmol m™ s™. Sob deficiéncia hidrica,

as cultivares citadas ndo apresentaram grandes variacdes de comportamento.
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Figura 4 - Taxa fotossintética liquida (A) em cultivar de P. vulgaris L., Bonus, nos diferentes tratamentos:
Testemunha absoluta; inoculagéo com rizébio (Riz) na presencga ou ndo de bactérias diazotréficas endofiticas
e acidos humicos isolados de vermicomposto (AHBac); e aplicagdo de nitrogénio mineral (N), submetidos a
dois niveis de irrigacdo: Irrigacdo continua com umidade do solo na capacidade de campo e sob déficit
hidrico no estadio pré-floragdo. DAS = Dias apds a semeadura. Cada ponto representa média de quatro
repeticBes. Barras verticais em cada ponto ao longo do grafico representam o desvio padréo.
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Com relacdo a condutancia estomética (gs), foram verificadas diminui¢cdes
em todos os tratamentos com a progressao da deficiéncia hidrica (Figura 5). Mas,
nao foram observadas diferencas significativas (P< 0,05) entre os tratamentos nos
primeiros trés dias de déficit hidrico. Ja4 no 16° dia de déficit hidrico (47 DAS),
houve diferencas entre os tratamentos, com destaque para testemunha que
apresentou menor valor de condutancia estomatica (0,15 mol m? s™). Os outros
tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas entre si, neste dia. Aos 50
DAS (dois dias apés a reidratacdo, em plantas submetidas ao déficit hidrico) as
plantas que receberam N mineral e as inoculadas com Riz + AHBac apresentaram
maiores valores de condutancia estomatica (0,28 mol m? s e 0,26 mol m? s,
respectivamente), apresentando diferencas significativas em relacdo a
testemunha, mas néo entre si.

E provavel que os valores maiores de condutancia estomatica apds a
reidratacdo condicionaram maior atividade fotossintética e uma retomada mais
rapida do crescimento da planta. A presenca AHBac proporcionou maior abertura
dos estébmatos. Russel et al. (2006) verificaram que a aplicacdo de SH em plantas
de ervilha proporcionou abertura estomética maxima. Neste caso, é provavel que
0s maiores valores de condutancia estomatica obtidos nesse experimento sejam
devido ao uso combinado de AHBac. A testemunha foi o tratamento mais afetado
pelo déficit hidrico, apresentando o valor da condutancia estomatica (0,20 mol m™
s™) menor que os demais ap6s a reidratacéo.

Estes valores baixos observados para condutancia estomatica em
resposta ao déficit hidrico justificam a menor taxa transpiratoria nesta situacéo
(Figura 6). Resultados semelhantes aos observados nesse experimento foram
encontrados por Santos et al. (2006) em estudos realizados com as cultivares de
P. vulgaris A320 e Ouro Negro.

O fechamento estomatico junto com a inibicdo do crescimento foliar estdo
entre as primeiras respostas a seca protegendo as plantas contra perda de agua.
Plantas que conseguem rapidamente evitar a perda de agua com a diminui¢do do
fluxo estomatico e manter, temporariamente, taxas fotossintéticas iguais mesmo
em seca apresentam mecanismos de adaptacdo a seca. A abertura e o
fechamento dos estbmatos s&o ocasionados pelas mudancas no turgor das
células guarda, as quais respondem a sinais quimicos que vao das raizes

desidratadas até os brotos.
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Figura 5 - Condutancia estomatica (gs) em cultivar de P. vulgaris L., Bonus, nos diferentes tratamentos:
Testemunha absoluta; inoculagdo com rizébio (Riz) na presenga ou ndo de bactérias diazotroficas endofiticas
e acidos humicos isolados de vermicomposto (AHBac); e aplicagdo de nitrogénio mineral (N), submetidos a
dois niveis de irrigagdo: Irrigacdo continua com umidade do solo na capacidade de campo e sob déficit
hidrico no estadio pré-floragdo. DAS = Dias ap6s a semeadura. Cada ponto representa média de quatro

repeticBes. Barras verticais em cada ponto ao longo do grafico representam o desvio padrao.
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A transpiracdo foliar (E) esta relacionada a reducdo da temperatura da
folha. Neste trabalho, as respostas de E foram bem semelhantes as respostas de
gs, evidenciando uma relacdo entre as duas variaveis (Figuras 5 e 6). Foram
observadas diferencas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos nas respostas
de E (Figura 6). No entanto, ndo houve diferencas significativas entre os
tratamentos no periodo de restricdo hidrica mais intensa (47 DAS). Ja no periodo
apos seca (50 DAS), foram observadas diferencas significativas entre o0s
tratamentos submetidos ao déficit hidrico, nos quais os tratamentos aplicacdo de
N mineral e inoculacdo com Riz na presenca de AHBac apresentaram maiores
valores de E (6,37 mmol m? s™ e 6,10 mmol m? s™), correspondendo a reducdes
respectivas de 27 e 20% em relacdo aos mesmos tratamentos sem deficiéncia
hidrica.

Souza et al. (2005), em experimento realizado com a cultivar de P.
vulgaris L., Jalo, observaram taxas transpiratérias proximas de 5,0 mmol m? s*
em plantas irrigadas. Valores semelhantes foram observados nesse experimento
na testemunha em plantas irrigadas continuamente. Os demais tratamentos com
irrigacdo continua apresentaram valores na faixa de 7,3 a 8,8 mmol m? s*. E
provavel que a interagdo AHBac na concentracdo de 50 mg C L™ condicionou
maior abertura dos estbmatos e consequente maior transpiracdo em plantas de

feijoeiro submetidas ao déficit hidrico.
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Figura 6 - Transpiracdo (E) em cultivar de P. vulgaris L., Bonus, nos diferentes tratamentos: Testemunha
absoluta; inoculagdo com rizébio (Riz) na presenga ou ndo de bactérias diazotréficas endofiticas e acidos
humicos isolados de vermicomposto (AHBac); e aplicagédo de nitrogénio mineral (N), submetidos a dois niveis
de irrigagdo: Irrigacdo continua com umidade do solo na capacidade de campo e sob déficit hidrico no estadio
pré-floragdo. DAS = Dias apds a semeadura. Cada ponto representa média de quatro repetices. Barras

verticais em cada ponto ao longo do gréafico representam o desvio padrao.
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N&o foram observadas diferencas significativas no conteddo relativo de
adgua (CRA) entre os tratamentos dentro de cada nivel de irrigacdo (Tabela 6).
Entretanto, houve diferencas significativas entre os niveis de irrigacdo. Apos a
reidratacdo (50 DAS), os tratamentos Riz e inoculacdo com Riz na presenca de
AHBac apresentaram maiores valores de CRA, 86,1 e 86,3% respectivamente,
sendo que ndo foram observadas diferengas significativas entre os niveis de
irrigacdo (irrigacdo continua na capacidade de campo e déficit hidrico) nesses
tratamentos. Estes resultados mostram a tendéncia da rapida recuperacdo do
feijoeiro Bonus quando submetido a um periodo curto de seca. Contudo, nenhum
dos tratamentos atingiu valores criticos de CRA que pudessem comprometer a
sobrevivéncia dos tecidos vegetais. De acordo com Bray et al. (2000), embora
haja variacdo a depender do tipo de tecido e da espécie, os valores considerados
criticos situam-se abaixo de 50%. Ainda segundo os mesmos autores, as plantas
que realizam ajustamento osmaético conseguem manter altos valores de CRA
associados a baixos valores de potencial hidrico foliar. Este parece ser o caso da
cultivar estudada quando submetida ao tratamento Riz na presenca de AHBac.

Diallo et al. (2001) também n&o encontraram redug¢des significativas em
CRA no estudo realizado com a cultivar B89-504 da espécie V. unguiculata.
Estudo realizado por Franca et al. (2000) com as cultivares de P. vulgaris, A320,
Carioca, Ouro Negro e Xodd apresentou CRA entre 80 e 90%. Os autores
associaram a auséncia de variacbes significativas nesse parametro a
osmorregulacdo. Reforcando esses resultados, Martinez et al. (2007), em
experimento realizado na Universidade do Chile com as cultivares de P. vulgaris
Barbucho, Coscorron, Pinto 114, Orfeo e Tértola também n&o observaram
variacfes significativas intra e Intergendtipos no CRA em virtude da deficiéncia

hidrica. Tal pardmetro variou entre 78,7 e 90,8% nas plantas estudadas.
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Tabela 6 - Conteudo relativo de agua nas folhas (CRA) de feijoeiro Bonus sob dois niveis

de irrigacéo e trés momentos de coletas®”

CRA (%)
Tratamento 31 DAS 47 DAS 50 DAS
IC IC *DH IC *DH
Testemunha 925 A 91,1 Aa 67,5 Ab 91,6 Aa 78,7 Ab
Riz 93,4 A 95,3 Aa 74,1 Ab 92,8 Aa 86,1 Aa
Riz + AHBac 95,1 A 945 Aa 73,9 Ab 93,7 Aa 86,3 Aa
N 93,4 A 95,2 Aa 76,1 Ab 93,8 Aa 83,4 Ab

Wpédias de quatro repeticdes. DAS = dias ap6s a semeadura; Riz = rizébio; AHBac = presenga de bactérias
diazotroficas endofiticas e &cidos humicos; N = nitrogénio; IC = irrigagdo continua; DH = déficit hidrico.
Valores seguidos de mesma letra em mesmo momento de coleta ndo diferem estatisticamente entre si,
maiulscula na coluna e minascula na linha, pelo teste t de student (LSD) em 5% de probabilidade. *Dias 47 e
50 representam déficit hidrico maximo e dois dias ap6s a reidratacdo respectivamente, para tratamentos
submetidos ao déficit hidrico.

A atividade da enzima fenilalanina amonia liase (PAL) nas folhas foi
significativamente (P < 0,05) modificada pelos tratamentos (Tabela 7). No periodo
de déficit hidrico maximo (47 DAS) foram observadas diferencas significativas
entre os niveis de irrigacdo. As plantas em condigcbes de déficit hidrico
apresentaram maiores valores de PAL. Nessas condi¢cdes, a atividade da enzima
foi maior e estatisticamente diferente nas plantas adubadas com N (96,8 uyM min™*
g™}) em comparacdo com os demais tratamentos. Os tratamentos Riz e inoculacdo
com Riz na presenca de AHBac ndo apresentaram diferencas (P < 0,05) entre si
no momento de deficiéncia hidrica intensa. O déficit hidrico aumentou a atividade
da PAL, consequentemente ativando os mecanismos de defesa e de producéo de
metabdlitos secundéarios nas plantas de feijoeiro Bonus. ApOGs a reidratacdo
ocorreu a estabilizacdo da atividade de PAL nos tratamentos. Entretanto, a
testemunha apresentou menor atividade (48,5 uM min™® g?) e estatisticamente
diferente com os demais tratamentos na condi¢ao de déficit hidrico.

Estes resultados estédo de acordo com a observacdo de (Chakraborty et
al., 2001; Rivero, 2001), que citam a fenilalanina amdnia liase como uma “enzima
do estresse”, relacionando-a com o desenvolvimento de mecanismos de protecao

e adaptacdo de plantas a situacOes adversas. Esses mesmos autores relatam
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ainda que a atividade da PAL esta diretamente relacionada com a tolerancia de
plantas a diversos fatores bidticos e abibticos, cujo déficit hidrico traz
consequéncias significantes nas concentracdes de metabdlitos secundarios em

plantas.

Tabela 7 - Atividade da enzima fenilalanina amonia liase (PAL) em folhas de feijoeiro

Bonus, sob dois niveis de irrigacéo e trés momentos de coletas®

PAL (uM min™ g™

Tratamento 31 DAS 47 DAS 50 DAS

IC IC *DH IC *DH
Testemunha 59,2C 67,2 Ba 69,7 Ca 49,5 Aa 49,0 Ba
Riz 85,0B 75,1 ABa 79,3 BCa 54,3 Aa 60,3 Aa
Riz + AHBac 83,9B 65,9 Ba 81,9 Bb 52,7Aa 61,9 Aa
N 103,1 A 79,9 Aa 96,8 Ab 58,0 Aa 64,9 Aa

Wpédias de quatro repeticdes. DAS = dias apés a semeadura; Riz = riz6bio; AHBac = presenca de bactérias
diazotroficas endofiticas e acidos humicos; N = nitrogénio; IC = irrigagdo continua; DH = déficit hidrico.
Valores seguidos de mesma letra em mesmo momento de coleta ndo diferem estatisticamente entre si,
maiulscula na coluna e mindscula na linha, pelo teste t de student (LSD) em 5% de probabilidade. *Dias 47 e
50 representam déficit hidrico maximo e dois dias ap6s a reidratacdo respectivamente, para tratamentos
submetidos ao déficit hidrico.

Foram verificadas diferencas significativas (P < 0,05) entre os niveis de
irrigacdo nas diferentes atividades de enzimas antioxidantes analisadas (Figura
8). Em relacdo aos tratamentos, ndo foram observadas diferencas significativas
nas atividades de CAT e APX sob condi¢Bes de irrigacdo continua. Entretanto,
nas mesmas condi¢cOes, foram observadas diferencas entre os tratamentos na
atividade de SOD.

Foi verificado o aumento da atividade das enzimas em todos os
tratamentos quando as plantas foram sujeitas ao déficit hidrico. Resultados
semelhantes foram obtidos por Xiong e Zhu (2002). Estes autores verificaram que
em plantas sujeitas a deficiéncia hidrica observa-se um aumento na atividade

by

dessas enzimas relacionado ao aumento na tolerancia a seca. Porém, houve
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diferengas significativas entre os tratamentos sob déficit hidrico, em todas as
atividades enzimaticas analisadas. As plantas que receberam N mineral
apresentaram maior valor de SOD (10,2 unidades mg™ de proteinas) e os
tratamentos Riz e inoculacdo com Riz na presenca de AHBac tiveram menores
atividades respectivas (7,1 e 7,5 unidades mg™ de proteinas).

Para a atividade de CAT, a aplicacdo de N mineral as plantas e a
testemunha nao apresentaram diferencas (P < 0,05) entre si, quando submetidas
ao déficit hidrico e, apresentaram maiores valores em relacdo aos demais
tratamentos. Ja para a atividade de APX, o tratamento Riz na presenca de AHBac
apresentou menor valor (32,6 mmol min® mg™* de proteinas) em situacdo de
déficit hidrico enquanto que os demais tratamentos ndo apresentaram diferencas
em nivel de 5% de probabilidade pelo teste t de student (LSD).

Cordeiro et al. (2011) verificaram inducédo da atividade da CAT por AH.
Vasconcelos et al. (2009) em estudos com plantas de milho e de soja também
verificaram aumentos nas atividades de SOD e APX nas plantas de milho com
aplicacdo de SH, mas nado observaram efeito aumentos na atividade de CAT.
Apesar de ocorrer aumentos nas atividades das enzimas antioxidantes em todos
os tratamentos submetidos a seca, as plantas inoculadas com Riz+AHBac em
regime de déficit hidrico apresentaram menores atividades enzimaticas em
relacdo aos demais tratamentos nas mesmas condi¢cdes de umidade, ou seja, a

inoculacdo com AHBac promoveu menor atividade das enzimas antioxidantes.
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Figura 7 - Atividades das enzimas superoxido dismutase, catalase e peroxidase do ascorbato em cultivar de

P. vulgaris L., Bonus, nos diferentes tratamentos: TIC = testemunha, com irrigagdo continua;, TDH =
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testemunha, com déficit hidrico; RIC = rizébio, com irrigacdo continua; RDH = rizobio, com déficit hidrico; HIC
= acido humico na presenca de rizébio e bactérias diazotréficas endofiticas, com irrigagdo continua; HDH =
acido humico na presenca de rizobio e bactérias diazotréficas endofiticas, com déficit hidrico; NIC =
nitrogénio, com irrigagdo continua; NDH = nitrogénio, com déficit hidrico. Barras seguidas de mesma letra
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste t de student (LSD) em 5% de probabilidade. Média de 3
coletas (31, 47 e 50 DAS) com 4 repeticdes cada para tratamentos sob regime de irrigagdo continua e 2
coletas (47 e 50 DAS) com 4 repeticbes cada para tratamentos sob déficit hidrico. DAS = Dias ap0ds a

semeadura.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Esta dissertacdo mostrou que o uso da tecnologia de co-inoculagcdo com
rizobio e bactérias diazotroficas endofiticas na presenca de acidos humicos em
plantas de feijoeiro € promissor e representa uma nova frente de pesquisa para o
desenvolvimento de tecnologias alternativas para a agricultura, principalmente
para paises como o caso de Mogcambique, cuja agricultura é caracterizada pelo
baixo ou nenhum uso de insumos agricolas e vulneraveis as variacdes climaticas,
especialmente as secas.

Esta pesquisa foi desenvolvida no ambito de cooperagao internacional
entre Brasil e Mogcambique e a sua hipotese foi de que plantas co-inoculadas com
bactérias promotoras do crescimento vegetal e &cidos humicos apresentam
melhor recuperacdo ao déficit hidrico do que plantas ndo co-inoculadas. Para
atender o objetivo proposto nesse trabalho foi instalado experimento na casa da
vegetacdo. Foram avaliados a biomassa das plantas, 0 nimero e a massa de
nodulos, a taxa fotossintética liquida, a condutancia estomatica e a transpiracéo e
a atividade das seguintes enzimas: fenilalanina aménia liase, superdxido

dismutase, catalase e peroxidase do ascorbato.

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

Plantas inoculadas com Riz na presenca de AHBac apresentaram melhor

recuperacdo a seca em relacdo as ndo co-inoculadas, indicando um possivel
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efeito da inoculagdo Riz + AHBac na recuperacdo do feijoeiro face ao déficit
hidrico.
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