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RESUMO

O déficit hidrico causa danos em diversos niveis fisiologicos nas plantas de feijdo-caupi,
principalmente em condigdes de clima semiarido, onde as secas sdo frequentes ao logo dos anos,
assim como observado no Nordeste brasileiro. Entretanto o feijoeiro possui multiplos
mecanismos de defesa para contornar o déficit hidrico, que podem ser expressados por genotipos
tolerantes ou com aplicagdo de atenuantes do déficit hidrico. Com tudo, objetivou-se com o
presente trabalho avaliar a interagdo da adubagdo foliar com acido salicilico e a inoculagdo de
Bradyrhizobium sobre parametros de crescimento, fisiologicos e bioquimicos de feijao-caupi em
condicdes de estresse hidrico. Quatro genotipos de feijdo-caupi foram cultivados, no viveiro
florestal do municipio de Campina Grande, sob duas laminas de irrigacdo: W100 (sem estresse) e
W50 (com estresse), com 100% e 50% da reposicdo hidrica da evapotranspiragdo,
respectivamente, monitoradas com auxilio de um evaporimetro. Foram aplicadas duas doses de
acido salicilico, sem acido salicilico e com acido salicilico, na concentra¢do de 1,0 mM e por fim
duas formas de inoculacdo (uma com bactérias do tipo Bradyrhizobium nas sementes de feijao-
caupi e outra sem inocula¢do). A combinacdao dos quatro fatores (4 GEN x 2 LAM x 2 AS x 2
RY) resultou em 32 tratamentos, arranjados no delineamento blocos casualizados, com quatro
repeticdes e parcela experimental composta de quatro plantas. Durante os 25 dias de condugao
do experimentos as plantas de feijdo-caupi foram feitas as primeiras medidas de crescimento e
em seguida a aplicagdo do 4cido salicilico, ap6s o periodo de 11 dias as plantas foram avaliadas
quanto ao potencial hidrico foliar, e coletadas para analises bioquimicas, onde foram utilizadas
para analises bioquimicas apenas a parte aérea da planta. A aplicagdo do Bradyrhizobium junto
ao acido salicilico promoveu a manutengao do status hidrico dos genotipos BRS Marataoda, BRS
Aracé e BR 17 Gurguéia em condigdes de déficit hidrico. Ja a inocula¢ao do Bradyrhizobium de
forma isolada favoreceu a manutencdo do status hidrico na cultivar BRS Aracé, enquanto que o
acido salicilico de forma isolada promoveu a manutengdo do status hidrico nas cultivares BRS
Marataod e BRS Aracé. A inoculagdo do Bradyrhizobium com a aplicacdo de acido salicilico, em
condicdes de déficit hidrico, garantiu a manutencdo principalmente da taxa de crescimento
absoluto das cultivares BRS Marataoa e BR 17 Gurguéia, além da area foliar para o BR 17
Gurguéia e da massa seca para o BRS Marataoa, através dos aumentos na concentragdo de
prolina para ambos e da atividade da Superoxido Dismutase apenas para BRS Maratada. A
inoculag¢do do Bradyrhizobium favoreceu a manutengdo principalmente da taxa de crescimento
absoluto, drea foliar ¢ massa seca das cultivares BRS Marataoa e BRS Aracé, em condig¢des de
déficit hidrico, por meio do aumento de prolina e da atividade da ascorbato peroxidase em
ambos, além do aumento da atividade da catalase na cultivar BRS Aracé. Ainda, a inoculagdo
promoveu o aumento da maioria dos parametros de crescimento na cultivar BR 17 Gurguéia,
pelo aumento nos niveis de prolina. A aplicacdo de acido salicilico, em condigdes de déficit
hidrico, garantiu a manuten¢do da maioria dos parametros agrondmicos em todas as cultivares
avaliadas. Participaram do processo de mitigacdo dos efeitos do déficit hidrico, na cultivar BRS
Rouxinol, a prolina e a superoxido dismutase; em BRS Marataod, a prolina e a catalase; e em
BRS Aracé, a prolina, a ascorbato peroxidase ¢ a catalase.

PALAVRAS-CHAVE: Vigna unguiculata; Rizobio; antioxidante; déficit hidrico; fitormonio



ABSTRACT

Water deficit causes damages at different physiological levels in cowpea plants, especially in
semi-arid climate conditions, where droughts are frequent at the beginning of the years, as
observed in the Brazilian Northeast. However, the bean plant has several defense mechanisms to
overcome the water deficit, which can be expressed by tolerant genotypes or by the application
of water deficit attenuators. However, the objective of this study was to evaluate the interaction
of foliar fertilization with salicylic acid and the inoculation of Bradyrhizobium on growth,
physiological and biochemical parameters of cowpea under conditions of water stress. Four
genotypes of cowpea were cultivated in the forest nursery of the municipality of Campina
Grande under two irrigation slides: W100 (without stress) and W50 (with stress), with 100% and
50% of the evapotranspiration water replenishment, respectively, monitored with the help of an
evaporimeter. Were applied two doses of salicylic acid, without salicylic acid and with salicylic
acid, at the concentration of 1.0 mM and finally two forms of inoculation (one with
Bradyrhizobium type bacteria in cowpea and one without inoculation). The combination of the
four factors (4 GEN x 2 LAM x 2 AS x 2 RY) resulted in 32 treatments, arranged in the
randomized block design, with four replicates and experimental plot composed of four plants.
During the 25 days of conduction of the experiments the cowpea plants were made the first
growth measures and then the application of the salicylic acid, after the period of 11 days the
plants were evaluated for the leaf water potential and collected for analysis biochemical analysis,
where only the aerial part of the plant was used for biochemical analysis. The application of
Bradyrhizobium together with salicylic acid promoted the maintenance of the water status of
BRS Marataoa, BRS Aracé and BR 17 Gurguéia genotypes under conditions of water deficit. On
the other hand, Bradyrhizobium inoculation favored the maintenance of water status in the
cultivar BRS Aracé, while salicylic acid promoted the maintenance of water status in BRS
Marataoa and BRS Aracé cultivars. The inoculation of Bradyrhizobium with the application of
salicylic acid, under conditions of water deficit, ensured the main maintenance of the absolute
growth rate of the cultivars BRS Marataod and BR 17 Gurguéia, besides the leaf area for BR 17
Gurguéia and of the dry mass for the BRS Marataoa, through increases in proline concentration
for both and Superoxide Dismutase activity only for BRS Marataod. The inoculation of
Bradyrhizobium favored the maintenance of the absolute growth rate, foliar area and dry mass of
BRS Marataoa and BRS Aracé cultivars, under conditions of water deficit, by increasing proline
and ascorbate peroxidase activity in both, besides increased catalase activity in BRS Aracé
cultivar. In addition, inoculation promoted the increase of most of the growth parameters in the
cultivar BR 17 Gurguéia, due to the increase in proline levels. The application of salicylic acid,
under conditions of water deficit, ensured the maintenance of most of the agronomic parameters
in all cultivars evaluated. Were part of the mitigation process of the effects of the water deficit
on the cultivar BRS Rouxinol, proline and superoxide dismutase; in BRS Marataod, proline and
catalase; and in BRS Arace, proline, ascorbate peroxidase and catalase.

KEYWORDS: Vigna unguiculata; rhizobium; antioxidant; drougth; phytormonium
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1. INTRODUCAO

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) possui atualmente uma area plantada de
aproximadamente 1051 mil hectares com estimativa de rendimento para safra 2017/2018 de
1.268,9kg/ha (CONAB, 2018), e ¢ uma fonte alimentar imprescindivel para a regido Norte e
Nordeste do Brasil, principalmente na regido semiarida do Nordeste (KOBLITZ, 2011)._Esta
cultura desenvolve-se regularmente sob uma faixa de temperatura entre 21 a 30 °C e tem como
necessidade pluviométrica 300 mm para que produza satisfatoriamente sem o uso de pratica de
irrigacdo (BARROS et al., 2012). Apesar da pequena demanda hidrica em comparacdo a outras
culturas, no ambiente semidrido, o feijoeiro encontra uma condi¢do adversa, devido as altas
temperaturas e precipitacdo descontinua ao longo do seu ciclo, que na maioria das vezes ¢
inviavel para uma producado satisfatoria (DIDONET e VITORIA, 2006; FREIRE FILHO et al.,
2011).

O estresse hidrico promove uma limitagdo na produtividade da cultura do feijao-caupi a
medida que proporciona alteragdes nas condi¢des fisiologicas, tanto no aumento na temperatura
da folha como na relagdo temperatura foliar/ambiente; reducdo do potencial hidrico foliar,
condutancia estomatica e produtividade de grios (NASCIMENTO et al., 2011).

A auséncia de agua no solo, muitas vezes, gera um estresse oxidativo nas plantas,
impedindo o funcionamento normal da célula, produzindo espécies reativas de oxigénio (EROs),
que em nivel mais avangado, causa a morte vegetal (QU et al., 2013). Segundo Sharma et al.
(2012) as espécies reativas de oxigénio mais comuns sdo: oxigénio singleto ('O,), peroxido de
hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (OH") e anion superdoxido (O,"). Dada essas condigdes, os
vegetais sustentam o seu potencial hidrico por meio da acumulagdo de osmoprotetores e/ou
solutos compativeis no interior da célula, independente do volume resultante da perda de agua
(TAIZ et al., 2017), além de transformagdes estruturais para melhorar o funcionamento celular
sob estresse hidrico (LISAR et al., 2012).

O acumulo dessas EROs geram varias consequéncias, por exemplo, a oxida¢do de
proteinas, a inibicdo enzimatica, danos em nivel de DNA e RNA, funcionamento inadequado da
fotossintese ¢ a necrose das folhas (QU et al., 2013). Em resposta a producdao das EROs, os
vegetais desenvolveram um mecanismo denominado sistema antioxidante de sinalizagdo e defesa
contra o estresse hidrico (BARBOSA et al., 2014; DUTRA et al., 2017). Quanto mais eficiente a
assimilacdo do nitrogénio inorganico, melhor sera também todas as reacdes bioquimicas da
planta, pela producdo suficiente de proteinas e enzimas. E possivel que sejam afetadas

positivamente as enzimas e proteinas responsaveis pela formagao e manuten¢do das membranas
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plasmaticas, permitindo assim melhores arranjos de suas estruturas, durante o periodo de
armazenamento ¢ também na germinagao (POSSENTI e VILLELA, 2010).

A fixacdo bioldgica de N (FBN) representa a forma mais importante de fixar o nitrogénio
atmosférico (N,) em amonio e o ponto chave do ingresso do N molecular no ciclo biogeoquimico
desse elemento (TAIZ et al., 2017). Como os gases atmosféricos também se difundem para o
espago poroso do solo, o N, consegue ser aproveitado pelos microrganismos que o habitam
devido a agdo da enzima denominada nitrogenase, que ¢ capaz de romper a tripla ligacdo do N e
reduzi-lo a amonia (a mesma forma obtida pelo processo industrial) (HUNGRIA, 2011). Essa
reagdo de fixagcdo bioldgica de nitrogénio atmosférico ¢ realizada por microrganismos
procariodticos conhecidos como diazotroficos, que podem ser de vida livre, estar associados a
espécies vegetais ou estabelecer simbiose com leguminosas (MOREIRA et al., 2010).

Presente na maioria das plantas o &cido salicilico (AS) possui intimeras fungdes
reguladoras no metabolismo vegetal (HAYAT et al., 2010; KANG et al., 2014). Além disso, o
acido salicilico desempenha papel importante na regulacao de varios processos fisiologicos na
planta (MAZZUCHELLI et al. 2014), contudo o acumulo de AS ¢ um formidavel componente
nos sinais de tradugdo das vias principais para a resisténcia sistémica adquirida (SONG et al.,
2004). No entanto, o mecanismo exato de agdo do AS nao ¢ bem compreendido, principalmente,
porque o mesmo pode diferir de espécie para espécie, bem como pode variar de acordo com as
condigdes ambientais (PAL et al., 2014).

A busca por gendtipos com tolerancia ao déficit hidrico é de extrema importancia para a
viabilidade e manutencdo do plantio dessa cultura, bem como a selecdo de mitigadores que
possam ser utilizados no processo de indugdo de tolerancia a estresses abioticos, sendo um
elemento de fundamental importancia associado a estratégia de adaptacdo as mudangas

climaticas

1.1 Objetivo geral
Avaliar a aplicagdo foliar do 4cido salicilico sobre parametros de crescimento,
fisiologicos e bioquimicos em feijdo-caupi inoculado com Bradyrhizobium e sob diferentes

condigdes hidricas.

1.2 Objetivos Especificos
* Avaliar o potencial hidrico foliar em feijado-caupi submetido ao déficit hidrico associado

ou ndo ao uso de acido salicilico e inoculagdo com Bradyrhizobium.
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* Quantificar o crescimento, massa seca ¢ fresca da parte aérea e area foliar de genotipos
de feijdo-caupi em condigdoes de deficiéncia hidrica, tratadas com acido salicilico e

inoculados com Bradyrhizobium;,

* Determinar a atividade enzimatica (catalase, ascorbato peroxidase e superdxido
desmutase) e o conteido de prolina em cultivares de feijdo-caupi submetidos a
deficiéncia hidrica, aplicacdo de acido salicilico via foliar ¢ inoculadas com

Bradyrhizobium,
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Feijao-Caupi

No cenario atual, o feijdo-caupi atingiu produtores empresariais, com lavouras
mecanizadas, grandes polos produtores e centros consumidores, surgindo assim novas demandas
(FREIRE FILHO et al., 2011). Conforme o IBGE (2017), atualmente o Brasil ocupa a terceira
posi¢do na produ¢do mundial de feijdo, com uma 4rea cultivada em torno 3,1mil hectares, com
producio média de 1.083 kg ha™. A sua produgio no Brasil corresponde aproximadamente a
15% do feijdo total produzido no mundo cujo cultivo é concentrado nas regides Norte e Nordeste
(TEIXEIRA et al., 2010).

Sua produgdo ocorre principalmente na regido semiarida, onde outras leguminosas nao se
desenvolvem devido a irregularidade das chuvas e das altas temperaturas. Pelo fato de possuir
alta adaptabilidade as diversas condi¢des de cultivo, o feijdo-caupi ¢ amplamente aceito pelos
pequenos produtores da regido Nordeste (FREIRE FILHO et al. 2011).

Devido ao alto cultivo, comércio e consumo, essa cultura tem grande importancia para o
Norte e o Nordeste brasileiro, principalmente para os estados do Piaui, Ceard e Bahia. Nessas
regides a produgdo ¢ feita por empresarios e agricultores familiares. (ROCHA et al., 2009).
Desempenha fungdo socioecondomica e nutricional, sobretudo sobre a populacdo rural no auxilio
das necessidades nutricionais, pois sdo superiores as do feijdo comum. Além disso, mantém a
méo-de-obra no campo e tem baixo custo de produgdo (TEOFILO et al., 2008).

O feijao-caupi é também utilizado como forragem verde, feno, ensilagem, farinha para
alimentacdo animal, adubo verde e protecdo do solo por ser uma das leguminosas cultivadas
mais adaptaveis e nutritivas (DUTRA e TEOFILO, 2007). Além de representar principal
alimento para as populagdes de baixa renda no Nordeste brasileiro, ¢ importante fonte de
proteinas (RIVAS et al., 2016), apresenta todos os aminoécidos essenciais, carboidratos,

vitaminas, minerais, fibras dietéticas e baixa quantidade de gordura (FROTA et al., 2008).

2.2 Agua no Semiarido

O desenvolvimento populacional e o uso e ocupacdo do solo de forma desordenada
limita a disponibilidade hidrica para usos multiplos (VIALLE et al., 2011). Esse fato ¢ mais
agravante em regides secas onde a limitagdo da disponibilidade hidrica é um processo natural.
No semidrido brasileiro a aridez e a distribui¢do irregular da precipitacdo pluviométrica no
tempo e no espago levaram a pratica da construcdo de reservatorios de captagdo e de

armazenamento das dguas superficiais.
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Aguas represadas estdo sujeitas a deterioragdo de sua qualidade devido a alta taxa de
evaporagdo e aos aportes de nutrientes oriundos da agricultura e esgotos domésticos (LIU et al.,
2011).

A qualidade da agua reflete os efeitos agregados de varios processos ao longo do
caminho percorrido pela mesma e ¢ influenciada pelas caracteristicas da bacia hidrografica
(MASSOUD, 2012).

As areas de semidrido, devido a escassez hidrica, com a irrigacdo, muitas vezes
apresentam acumulo de sais no solo, que pode comprometer a formagao de mudas e a capacidade
produtiva das diversas culturas (FERREIRA et al, 2001; PEREIRA et al., 2006;
CAVALCANTE et al., 2007).

2.3 Estresse hidrico nas plantas

O termo “estresse” geralmente ¢ definido como um fator externo, que exerce uma
influéncia desvantajosa sobre a planta. Este conceito estd intimamente relacionado ao de
tolerancia ao estresse, que ¢ a aptidao da planta para enfrentar um ambiente desfavoravel (TAIZ
et al., 2017). O estresse causa desvio significativo das condigdes Otimas para a vida e induz a
mudancas e respostas em todos os niveis funcionais do organismo, os quais sdo reversiveis a
principio, mas podem se tornar permanentes (SCHITTENHELM, 2010; WU et al., 2011;
FERREIRA et al., 2011).

Uma planta pode estar submetida a varios tipos de estresses ambientais. Tratando-se de
disponibilidade hidrica, a planta pode sofrer injlrias tanto por excesso como por falta de dgua,
mas como o estresse por deficiéncia é mais comum na natureza, esse termo tem sido abreviado
para estresse hidrico ou déficit hidrico, gerando conflito no modo de utilizagdo (ANGELOCCI,
2002).

A deficiéncia hidrica pode ser definida como todo o contetido de dgua de um tecido ou
célula que estd abaixo do contetdo de dgua mais alto exibido no estado de maior hidratacdo
(TAIZ et al., 2017).

Considerado um dos fatores mais limitantes ao crescimento ¢ ao desenvolvimento das
plantas, o déficit hidrico ocorre em grande extensdo de area, especialmente em regides aridas e
semiaridas, as quais caracterizam-se pela baixa precipitacdo pluviométrica e pela irregularidade
na distribui¢do das chuvas (MELO et al., 2010; SUASSUNA et al., 2012). Os efeitos da
deficiéncia hidrica dependem de varios fatores, tais como: a sua intensidade, duracdo, fase
fenologica de crescimento e capacidade de resisténcia genética das plantas (KABIRI et al.,
2012).
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Assim, a deficiéncia hidrica ¢ um dos fatores de estresse que causa maiores danos aos
processos fisiologicos e metabolicos das plantas, sobretudo acarretando em redugdes na
produtividade (PIMENTEL, 2004; TAIZ et al., 2017). A necessidade de amenizar estes efeitos
negativos leva a planta a desenvolver mecanismos morfofisiologicos, que as conduzem a
economizar agua para uso em periodos posteriores (TARDIN et al., 2013), como na fase de
producdo de sementes. Dessa forma, a tolerancia a seca ¢ um mecanismo que permite a planta
manter o metabolismo, mesmo com a reducdo do potencial hidrico dos tecidos, devido
principalmente ao aciimulo de solutos compativeis ou osmolitos, proteinas osmoprotetoras e a

capacidade antioxidante (TAIZ et al., 2017).

2.4 Efeitos do estresse hidrico em plantas de feijao-caupi

O estresse hidrico tem efeito em diversos processos fisiologicos do feijao-caupi e ja foi
objeto de pesquisas realizadas por Gomes Filho e Tahin (2002), Oliveira et al. (2005), Mendes et
al. (2007) e Endres et al. (2010). A avalia¢ao do status hidrico das plantas, quando submetidas a
deficiéncia hidrica nas fases vegetativa e reprodutiva, demonstra que cultivares de feijao-caupi
sofrem redugdes significativas no potencial hidrico foliar, fotossintese, condutancia estomatica e
transpiracao foliar, com consequente aumento na temperatura da folha (MENDES et al., 2007;
SILVA et al., 2016).

Em plantas de feijao-caupi, o déficit hidrico diminui a condutancia estomatica e aumenta
a resisténcia difusiva ao vapor de dgua, mediante fechamento dos estdmatos, reduzindo a
transpiracdo e, em consequéncia, o suprimento de CO, para a fotossintese (OLIVEIRA et al.,
2005; MOREIRA et al., 2016; DUTRA et al., 2017).

Em estudos realizados por Custodio et al. (2009), foi constatado uma alta sensibilidade
do feijdo a escassez d'agua apoOs a semeadura, onde os estresses mais leves induzem a plantula
aos primeiros sintomas de deficiéncia na folha priméaria. O mesmo estudo indica que estresses
mais severos podem reduzir drasticamente a germinacdo e a elongagdo de células, porém a
germinacdo ¢ mantida mesmo em altos niveis de estresse, indicando uma certa tolerancia a essa
injuria (Paiva et al., 2018).

2.5 Mecanismos de toleréncia ao estresse hidrico.
2.5.1 O ajustamento osmético das plantas

Sob deficiéncia hidrica a planta pode sofrer diversas alteragdes morfofisiologicas e
bioquimicas. As alteragdes morfologicas mais evidentes sdo o fechamento estomatico, reducao
na area foliar, redugdo do potencial hidrico, inibi¢do fotossintética, abscisdo foliar e produgdo de

espécies reativas de oxigénio. Bioquimicamente, as plantas podem alterar o metabolismo de
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varias maneiras, incluindo a produ¢do de compostos osmorreguladores, tais como prolina e
glicina betaina (TAIZ et al., 2017).

A auséncia de 4gua no solo, muitas vezes, gera um estresse oxidativo nas plantas,
impedindo o funcionamento normal da célula e, em nivel mais avancado, causa a morte vegetal
(CARVALHO et al., 2017). Dada essas condigdes, os vegetais tentam sustentar o seu potencial
hidrico por meio da acumulagdo de osmoprotetores e/ou solutos compativeis no interior da
célula, independente do volume resultante da perda de agua (TAIZ et al., 2017), além da adogao
de recursos estruturais para melhorar o funcionamento celular sob estresse hidrico (LISAR et al.,
2012).

Em condigdes de estresse, ocorre nas plantas a producdo de osmorreguladores celulares
através do acimulo de solutos compativeis no citosol (SHARMA et al., 2012). Uma das
fundamentais respostas das plantas ao estresse hidrico ¢ o ajustamento osmotico, pois estd
relacionado ao grau de tolerancia vegetal (FANG e XIONG, 2015). Através deste mecanismo, as
plantas diminuem o potencial hidrico sem que haja diminui¢do da turgidez das células vegetais,
permitindo a continuacdo dos processos fisiologicos essenciais para o seu crescimento e
desenvolvimento (TAIZ et al., 2017).

Deste modo, a funcdo primaria dos solutos compativeis ¢ evitar a perda de agua,
mantendo a turgescéncia e também o gradiente para a absor¢do de agua pela célula (LISAR et
al., 2012). Assim, o ajuste osmoético das plantas € visto como uma das principais respostas ao
estresse hidrico, estando relacionado ao grau de tolerancia vegetal (RHEIN et al., 2011). Para
Carlin e Santos (2009), diversas substincias possuem funcdo osmoprotetora, entre elas destacam-
se o aminoacido prolina, a glicina betaina e o carboidrato ndo redutor trealose, que agem
protegendo as membranas e suas enzimas dos danos provocados pela desidratacao.

Dentre estes solutos, a prolina destaca-se na literatura como soluto chave para o ajuste
osmotico, considerado o mais ocorrente nos vegetais em resposta a estresses ambientais, pois seu
acumulo ¢ bastante reproduzido em plantas sob deficiéncia hidrica, o que é importante para a
reducdo dos efeitos deletérios da seca (FAYEZ e BAZAID, 2014). Além do seu papel como um
osmorregulador, a prolina atua no estabelecimento de membranas e proteinas, na eliminacdo de
radicais livres e no ajuste do potencial redox da célula em condi¢des de estresse, com diferentes
concentragdes nas mais variadas espécies sendo, geralmente, proporcional ao nivel de tolerancia
do vegetal (ASHRAF e FOOLAD, 2007).

Existem ainda outros mecanismos regulatorios dos vegetais em resposta ao estresse
hidrico, dentre eles, a manutengdo do turgor com o ajuste osmoético, o aumento da elasticidade

celular e a diminui¢dao no tamanho da célula (MITRA, 2001). Além do aumento da atividade de
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enzimas antioxidantes na célula (GRATAO et al., 2005).

2.5.2 Metabolismo antioxidante

A seca provoca estresse oxidativo em varias espécies de plantas, produzindo espécies
reativas de oxigénio (EROs). Segundo Sharma et al. (2012) as espécies reativas de oxigénio mais
comuns sdo: oxigénio singleto, peroxido de hidrogénio, radical hidroxila e anion superoxido.
Essas espécies sdo produzidas principalmente nos cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos
quando as plantas sofrem algum estresse, abidtico ou biodtico, pois sdo organelas com alta
atividade de oxidacdo metabdlica ou com intenso fluxo de elétrons (GILL e TUTEJA, 2010).

O actmulo dessas EROs geram varias consequéncias, por exemplo, a oxidacdo de
proteinas, a inibi¢do enzimatica, danos em nivel de DNA e RNA, funcionamento inadequado da
fotossintese e a necrose das folhas (SCANDALIOS, 2005).

Em resposta a producao das Eros, os vegetais desenvolveram um mecanismo denominado
sistema antioxidante de sinalizagdo e defesa contra o estresse hidrico (BARBOSA et al., 2014).
Dentre as enzimas antioxidantes, destaca-se a superoxido dismutase, a ascorbato peroxidase e a
catalase.

Presente em todos os organismos aerobicos, a Superoxido dismutase (SOD) ¢ uma das
enzimas antioxidantes intracelulares mais eficazes, sendo a primeira linha de defesa contra os
efeitos toxicos dos niveis elevados das espécies reativas de oxigénio, removendo O," e
catalisando a sua dismutag¢do, onde um O, é reduzido a H,O, e outro oxidado a O,. Classificam-
se segundo os seus cofatores de metal em trés tipos: o cobre/zinco (Cu/ZnSOD), o manganés
(Mn'SOD) e o ferro (Fe'SOD), localizados em diferentes compartimentos celulares (BRITO et
al., 2016).

A catalase (CAT) ¢ imprescindivel para desintoxicacdo das células das plantas sob
condigdes de estresse, j4 que sdao responsaveis pela dismutagdo direta de H;O, em H,0 e O,,
retirando este peroxido gerado nos peroxissomos por oxidases envolvidos na oxidacdo de acidos
graxos, fotorespira¢do e catabolismo de purinas (SILVA, 2014). E a inica que consegue catalisar
a remocao de peroxido de hidrogénio sem a necessidade de um redutor (SHARMA et al., 2012).

A ascorbato peroxidase (APX) converte o H,O, em H,O e O,, sendo responsavel pela
eliminacdo do perdxido de hidrogénio em plantas, indispensavel na protecao dos cloroplastos e
outros componentes da célula contra danos provocados pelo peroxido de hidrogénio e radicais

hidroxila produzidos, utilizando o ascorbato como redutor (BARBOSA et al., 2014).
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2.6 As bactérias e a Fixacao Biologica de Nitrogénio

Dado o papel chave do nitrogénio para a formagdo das proteinas e para a vida, a fixacao
biologica de nitrogénio (FBN) ¢ considerada, apds a fotossintese, 0 mais importante processo
bioldgico do planeta. A reacdo de fixa¢ao do nitrogénio (FBN) caracteriza-se pela redugdo do N,
(nitrogénio gasoso) em formas mais absorviveis e assimildveis pelas plantas como o NHj
(amonia soluvel em 4gua) e NO® (nitratos), que depois entram no processo de fotossintese da
planta para a producdo da cadeia de proteinas necessarias, quer para a planta, quer para o rizobio
(TAIZ et al., 2017).

Os gases atmosféricos também invadem o espaco poroso do solo, por isso o N, consegue
ser aproveitado pelos microrganismos que ali habitam, para que a reagao ocorra, ¢ necessario que
haja um transporte de elétrons, mediado por moléculas aptas a realizd-lo onde a enzima
nitrogenase presente no rizobio que ¢ formada por duas unidades proteicas, a Ferro-proteina (Fe-
proteina) e a Molibdénio-Ferro-proteina (MoFe-proteina), ambas capazes de transportar elétrons,
rompe a tripla ligacdo do N, e reduz a amonia (similar a obtida pelo processo industrial)
(HUNGRIA, 2011).

As bactérias utilizam parte dos fotoassimilados da planta hospedeira para gerar a energia
necessaria para promover o processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio. Por outro lado, a planta
se beneficia do nitrogénio fixado pela bactéria para sintese das suas proteinas (CASSINI e
FRANCO, 2006). Portanto a coinoculagdo de rizobacterias pode aumentar o rendimento de
leguminosas como, por exemplo, a soja (SORDI et al., 2017).

Se a associagdo entre os rizobios e as plantas for eficiente, o nitrogénio fixado pode suprir
as necessidades do vegetal, dispensando o uso de fertilizantes nitrogenados e oferecendo, assim,
vantagens economicas e ecologicas, reduzindo assim os impactos do nitrogénio sobre o meio
ambiente. O uso de bactérias eficientes na FBN melhora as propriedades fisicas, quimicas e
biologicas do solo, aumenta a produtividade, especialmente em solos pobres, melhorando o
fornecimento de nitrogénio para a cultura de feijao (YAGI et al., 2015).

A fixacdo biologica do nitrogénio (FBN) ¢é considerada eficiente no feijao-caupi, e
quando bem nodulado, pode dispensar outras fontes de N e atingir altos niveis de produtividade
(RUMJANEK et al., 2005). O uso de micro-organismos que possam melhorar o processo de
nodulagdo, e consequentemente, a fixacdo de nitrogénio ¢ de fundamental importancia, pois

contribuem para o aumento da produtividade da cultura (HUNGRIA, 2011).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacao da pesquisa, tratamentos e delineamento estatistico

O referido trabalho foi realizado no Viveiro Florestal, situado a 07° 12' 42,99’ de latitude
Sul, 35° 54' 36,27’ longitude Oeste a uma altitude de 521 metros, pertencente a Universidade
Estadual da Paraiba, Campus I, Campina Grande — PB com clima Aw tropical segundo Kdppen-
Geiger.

Quatro gendtipos de feijao-caupi (BRS Rouxinol, BRS Marataod, BRS Aracé¢ e BR 17
Gurgéia) foram submetidos a duas laminas de irrigacdo: W100 (sem estresse) e W50 (com
estresse), com 100% e 50% da reposicao hidrica da evapotranspiracdo, respectivamente,
monitoradas com auxilio de um evaporimetro instalado na area experimental. Foram aplicadas
duas doses de acido salicilico (sem acido - testemunha, e com aplicacdo de acido salicilico a
1,0mM). E por fim duas formas de inoculacdo (uma com bactérias do tipo Bradyrhizobium nas
sementes de feijao-caupi e outra sem inoculagdo) durante a semeadura, a combinagdo dos quatro
fatores (4 GEN x 2 LAM x 2 AS x 2 RY) resultou em 32 tratamentos, arranjados no
delineamento blocos casualizados, com quatro repeticdes e parcela experimental composta de
quatro plantas

Figura 1. Cultivares de feijdo-caupi utilizadas no experimento. Campina Grande, PB, 2

o ety i Wy, B E . b 2 “a

018.

Foto: Andrade W.L. (2018)

Tabela 1. Principais caracteristicas das cultivares utilizadas no experimento.

Cultivares CARACTERES
Porte Ciclo NDF FS CS CC
BRS Sempre- Marrom
ROUXINOL Semiereto 65-75 46 Reniforme ver dre) sempre-
verde
I?IIFI{-\SR ATAOA semiprostado 70-75 42 Arredondada Esverdeada Cores
BRS ARACE smiprostado  70-75 41 Arredondada Vf:rde- Branca
P oliva
gﬁ IJIEI'EI A enramador 75 52 Reniforme Esverdeada Cores

OBS: NDF- niimero médio de dias para a floracdo; FS- forma da semente; CS- cor da semente; CC- classe
comercial
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3.2 Instalacao e conducao

As plantas foram cultivadas em vasos de polietileno com capacidade volumétrica de 20
litros, preenchidos com material de solo de textura franco argilo-arenosa, devidamente corrigido
com utilizagdo de carbonato de calcio P.A, no periodo de agosto a novembro de 2018, sendo
distribuido em 8 linhas com 16 vasos cada, totalizando 128 parcelas experimentais. Foi utilizado
um espagamento de 75 cm entre linhas e vasos (Figura 2). Apos se elevar a umidade do solo ao
nivel proximo ao da capacidade de campo, foram alocadas seis sementes por vaso a uma
profundidade média de 2 cm.

Para a preparacdo do inoculante, as bacterias foram isoladas e cultivadas em meio liquido
YM e ficaram sob agitagdo constante durante 5 dias, para isso foi utilizado o isolado bacteriano
Bradyrhizobium SEC 17 da ESA (MARINHO et al. 2017). Dois mililitros do caldo bacteriano
foi inoculado em cada semente a fim de tornar mais eficaz o estabelecimento das cepas, na
tentatiiva de promover um solo com altas populagoes do Bradyrhizobium para melhor infecgdo
das raizes (MARINHO et al., 2014).

As irrigacOes foram realizadas normalmente até a aplicacao do 4cido salicilico na fase V5
(25 dias ap6s a emergéncia), sendo entdo iniciada a diferencia¢do das laminas de irrigagdo por
meio de um evaporimetro instalado no local do experimento. A aplicagdo do acido salicilico via

foliar foi feita aos 25 dias apos a emergéncia, com uso de um pulverizador costal.

Figura 2. Analise do solo utilizado, Fonte: laboratorio de ciéncias do solo Universidade Federal
de Campina Grande campus II.

Resultados da Analise de Solo

wmma PH CE SO Ca~ Mg~  Na- K- CO HCOs CF RAS PST Classficagao
dsmlaos®c  mglL! mmol: L mmol; L %

34731 556 596 23204 7,00 12,25 29,61 187 000 750 3500 954 1136  Salino Sodico

C.E.: Condutividade Elétrica a 25° C RAS: Relagéo de Adsorgéo de Sodio PST: Percentagem de Sédio Trocével
Fertilidade
pH P S-8042 K+ Na* H*+ Al A Ca® Mg+ SB CTC M. O.
Aguagzs)  --eeoeee- mg/dm? cmol/dm? - gkg -
43 6,89 - 112,03 1,70 5,48 0,20 0,87 0,77 3,63 9,11 25,03
P, K, Na: Extrator Mehlich 1 SB: Soma de Bases Trocaveis.
H + Al: Extrator Acetato de Calcio 0,5 M, pH 7,0 CTC: Capacidade de Troca Catidnica
Al, Ca, Mg: Extrator KCI 1 M M.O.: Matéria Organica — Walkley-Black
Fisica
Areia Site Argia Argila Graude  Densidade Densidade Porosidade Umidade
2-005  005-0002 <0002  dispersa  floculagdo  do solo particula total 001 033 150 CLASSE
n o n MPa TEXTURAL
------------ g/kg == -gkg- -kg/dm3-  -glem3-  -kg/dmé-  -m3m?3- ----- g/kg -----
Franco Argio
659 101 240 0 1000 1,38 2,63 0,48 1,62 75

Arenosa
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Figura 3. Disposi¢do dos vasos e espagamento utilizado para o arranjo dos vasos em blocos
casualizados. Campina Grande, PB, 2018.

Foto: Andrade W.L. (2018)

Figura 4. Etapas da instalacdo do experimento, disposi¢cdo do solo no vaso e perfuragdo das
covas (A), covas perfuradas no vaso (B), distribui¢do das sementes nas covas (C), inoculagdo do
rizobio nas sementes (D), aplicacdo do acido salicilico com auxilio do pulverizador via costal (E)
evaporimetro (F). Campina Grande, PB, 2018.

Fotos: Andrade W.L. (2018)
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3.3 Analise do potencial hidrico foliar

O potencial hidrico foliar (¥y) foi determinado por meio de bomba de pressdao tipo
Scholander. Inicialmente, foram coletadas folhas (expandidas e com bom estado fitossanitario) e
acondicionadas na cdmara da bomba de pressao, onde, em seguida, aplicou-se uma pressao até a

exsudagdo, nesse ponto foi efetuada a leitura da pressdo aplicada (SCHOLANDER et al., 1965).

3.4 Analises de crescimento

Foram realizadas na fase V5 ¢ V9 avaliacdes de altura da planta em uma planta util por
vaso durante os dois periodos, uma antes da aplicagdo do acido salicilico (fase V5) e uma apo6s
aplicagdo do acido salicilico (fase V9).

A altura da planta (cm) foi avaliada com auxilio de régua milimetrada medindo-a da base
do caule até a mais alta ramificacdo de ramos/folha. A taxa de crescimento absoluto (TCA) da
altura foi calculada a partir da equacao: (TCA = AF-AI/At), onde AF corresponde a altura final,
Al corresponde a altura inicial; e At corresponde a variagdo no tempo (SILVA et al., 2000),
expresso em centimetros por dia.

Também foram coletadas uma planta por tratamento de cada repeticdo, para mensurar a
area foliar através de um medidor de area folear modelo Li-Cor 3100. Foram determinados,
também, a massa seca ¢ massa fresca da parte aérea (folhas e caules) das mesmas plantas

coletadas para medi¢do da area foliar.

3.5 Analises bioquimicas

3.5.1 Quantificacao de prolina livre

Foram realizados procedimentos de coleta das plantas sendo utilizadas as folhas,
conforme descrito para a atividade enzimatica. A quantificagdo de prolina livre nos tecidos foi
realizada pelo método colorimétrico proposto por Bates et al. (1973) e modificado por Bezerra
Neto e Barreto (2011).

Para tanto 250 mg de material fresco foram triturados em acido sulfossalicilico a 3% (5
mL) e centrifugado a 2000 g por 10 minutos, o sobrenadante foi aspirado e utilizado nas
determinacdes. O desenvolvimento da cor foi obtido por meio do aquecimento, em banho-maria
regulado a 100 °C, dos tubos de ensaio rosqueaveis contendo a mistura extrato + ninhidrina acida

+ 4cido acético glacial, na proporg¢do 1:1:1 (volume total 3 mL), durante uma hora.
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Apos esse periodo os tubos foram resfriados em banho de gelo, sendo posteriormente
adicionado 2 mL de tolueno aos mesmos, os quais foram agitados vigorosamente por 20
segundos e mantidos em repouso por 10 minutos, para que ocorresse a separagdo das fases. O
sobrenadante foi aspirado, alocado em cubeta de vidro e transferido para espectrofotometro onde
se obteve a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 520 nm, utilizando o tolueno puro
como branco.

Em seguida, a concentragdo de prolina livre foi quantificada com base na curva padrao de
L-prolina (0, 5, 10, 15, 20, 25, 50 mg L") e expressa em pmol por grama de matéria fresca. Para

o calculo de prolina foi utilizada a média da absorbancia obtida na triplicata.
3.5.2 Atividade das enzimas antioxidantes

As atividades das enzimas antioxidantes, superdxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX) e catalase (CAT) foram quantificadas com a finalidade de verificar o efeito do
agente estressante sobre o metabolismo antioxidante nas plantas de feijado-caupi. Para a extragao
enzimatica, 200 mg de material fresco foram triturados, separadamente, em 2 mL de tampao
fosfato de potassio (concentracdo final 50 mM e pH final 7) acrescido de &cido ascorbico (0,1
mM), EDTA (0,1 mM) e polivinilpirrolidona (5%). Em seguida os extratos foram centrifugados
a 20000 g e temperatura de 4 °C durante 15 minutos. O sobrenadante foi aspirado, alocados em

tubos tipo eppendorf e mantidos em refrigerador até o momento das anélises.

3.5.2.1 Atividade da catalase

A atividade da catalase (CAT) foi quantificada conforme Sudhakar et al. (2001), a qual é
definida com base no consumo de peroxido de hidrogénio (H,O;) pela enzima presente no
extrato. A reacdo foi iniciada pela adicao do extrato enzimatico (50 puL) a cubeta de quartzo
contendo o meio de reagdo (2,95 mL) composto por tampao fosfato de potassio (concentracao
final 50 mM e pH 7) e acrescido de peroxido de hidrogénio (20 mM). Em seguida, apés uma
leve agitacdo, a mistura foi levada a espectrofotometro onde foi monitorado o decréscimo da
absorbancia a 240 nm, durante o periodo de 1,5 minutos, com leituras realizadas a cada 15
segundos. Para a realizacdo dos célculos utilizou-se da lei de Lambert Beer (Equagao 4). Ao final
a atividade da catalase foi expressa em pmol de H,O, min™ mg de proteina™ .

Equacdo 4. A=¢b.c
Em que: A = decréscimo da absorbancia (média da triplicata);

& = coeficiente de extingdo molar do peroxido de hidrogénio (39,4 mol™ em™ );
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b = caminho 6ptico;

¢ = concentragdo da enzima expressa em mol L.

3.5.2.2 Atividade da ascorbato peroxidase

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada com base no consumo do
ascorbato (NAKANO e ASADA, 1981) por meio do monitoramento do decréscimo da
absorbancia a 290 nm. Para tanto, 100 pL de extrato enzimatico foram misturados ao meio de
reacdo (2,7 mL) composto por tampao fosfato de potassio (concentracdo final 50 mM e pH 6,0)
acrescido de acido ascorbico (0,8 mM). A reacao foi iniciada pela adigdo de 200 uL de peroxido
de hidrogénio (2 mM) a solucdo e com a concomitante transferéncia da cubeta de quartzo para o
espectrofotometro, onde foi monitorado o decréscimo da absorbancia durante 1 minuto, com
leituras realizadas a cada 10 segundos. Para a realizacdo dos calculos também se utilizou da
equacdo de Lambert Beer (Equacdo 4), tendo como coeficiente de extingdo molar o do ascorbato
(2,8 mM" ¢cm ). A atividade final de APX foi expressa em nmol de ascorbato min™ mg de

proteina™ .

3.5.2.3 Atividade da superoxido desmutase

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada com base na capacidade de
inibigao da fotorreducdo do cloreto de nitrotetrazolio azul (NBT) pela enzima presente no extrato
(BEAUCHAMP ¢ FRIDOVICH, 1971).

Para tanto, aliquotas de 40 pL do extrato enzimatico foram adicionados a tubos de ensaio,
protegidos da luz, contendo o meio de reagdo (1,5 mL) composto por tampao fosfato de potassio
(concentragao final 100 mM e pH 7,8) acrescido de EDTA (0,1 mM), metionina (13 mM) e
cloreto de nitrotetrazolio azul (NBT) (750 mM). A reacdo foi iniciada pela adigao de riboflavina
(concentragao final 7 uM) e a concomitante transferéncia dos tubos para a caixa de reacdo
vedada, com iluminagdo interna (35W) e A) B) 17 temperatura ambiente, onde permaneceram
durante 15 minutos.

Em seguida, as leituras foram realizadas em espectrofotometro regulado em 560 nm.
Foram considerados como brancos da reagdo, os tubos com extrato mantidos no escuro (os quais
representam 0% da reducdo de NBT) (branco do escuro) e os tubos sem o extrato mantidos sob
iluminagdo (os quais representam 100% da redugdo do NBT) (branco do claro). Uma unidade de
SOD foi considerada como a quantidade de enzima necessaria inibir em 50% a fotorreducao do
NBT em comparagdo com o branco do claro, sendo a atividade expressa em U min™ mg de

4 -1 ~ . . .
proteina” . Acrescente-se que as reacdes foram realizadas em triplicata.
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3.6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados por analise de variancia (teste F até¢ 5% de
probabilidade). Foram procedidos teste de compara¢do de médias (Tukey, p < 0,05) para os
genotipos e o teste de pares independentes (t de Student) para o &cido salicilico, as laminas e

para a inoculagdo do Bradyrhizobium, utilizando-se do software SISVAR 5.6.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Potencial Hidrico

Em condigdes de déficit hidrico, observou-se reducdo do potencial hidrico em todos os
gendtipos. Na lamina W50 na auséncia de atenuadores de estresse, o potencial hidrico foi
reduzido em 31%, 62%, 25% e 43% nos genotipos BRS Rouxinol, BRS Marataoa, BRS Aracé e
BR 17 Gurguéia, respectivamente, comparados a lamina W100 (Figura 5).

Com a aplicacdo do Bradyrhizobium de forma isolada, em condigdes de déficit hidrico,
apenas o genotipo BRS Aracé ndo sofreu reducdo do potencial hidrico, comparado ao tratamento
irrigado (Figura 5). Entretanto, a aplicacao do Bradyrhizobium nas plantas submetidas a lamina
W50 reduziu o potencial hidrico dos genoétipos BRS Rouxinol, BRS Marataoa e BR 17 Gurguéia
em aproximadamente 37%, 71% e 34%, respectivamente, comparados a lamina W100 -(Figura
5). Ja a aplicacdo do AS de forma isolada, em plantas de feijoeiro submetidas a condigdes de
déficit hidrico, reduziu o potencial hidrico apenas dos genotipos BRS Rouxinol ¢ BR 17
Gurguéia (40% e 42%, respectivamente) (Figura 5). A presenca o AS nos demais genotipos
garantiu a manutengao do status hidrico das plantas, mesmo em condi¢Oes de déficit hidrico.

J& a associa¢do do RY com o AS, em aplicagdo conjunta nas plantas sob déficit hidrico,
garantiu a manutengdo do potencial hidrico em todos os gendtipos, com excecdo do BRS
Rouxinol, que reduziu 68%, comparado a lamina W100 (Figura 5).

No gen6tipo BRS Rouxinol, em condi¢des de déficit hidrico, tanto as aplicagdes de
RY+AS, como a aplicagdo de AS e RY de forma isolada, aumentaram o potencial hidrico em
12%, 7% e 34%, respectivamente, comparado ao tratamento sem a aplicacdo de atenuadores. Ja
o gendtipo BRS Marataod aumentou em 68% o potencial hidrico com a aplicagdo de RY+AS ¢
45% com aplica¢do do AS separadamente, na ldmina W50, comparado ao tratamento na auséncia
de atenuadores. A aplicagdo de AS+RY bem como as aplicacdes de AS e RY de forma isolada,
aumentaram o potencial hidrico em 61%, 10% e 51%, respectivamente, no genotipo BRS Aracé
na condi¢do de déficit hidrico, comparado ao tratamento na auséncia de atenuadores. Ja para o
BR 17 Gurguéia, na condigdo de déficit hidrico, tanto a aplicagdo de RY+AS como a de RY, de
forma isolada, aumentaram em 53% e 9%, respectivamente, o potencial hidrico das folhas de

feijoeiro, comparado ao tratamento na auséncia de atenuadores (Figura 5).
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Figura 5. Potencial hidrico foliar (‘Wy) em diferentes cultivares de feijao-caupi submetidos ao
déficit hidrico, apods a aplicagdo do AS e inocula¢dao do Bradyrhizobium. AS+: com aplicagdo de
acido salicilico; RY+: com inoculagdo de Bradyrhizobium; RY+AS: com aplicacdo de acido
salicilico e inoculadas com Bradyrhizobium; W100: lamina com 100% da reposi¢do hidrica;
W50: lamina com 50% da reposi¢do hidrica. Barras com mesma letra ndo apresentaram
diferenca significativa entre si. Letras minusculas comparam os genotipos dentro de cada
tratamento e letras maitisculas comparam as laminas de irrigagao.

Lamina W50

RY+ RY+AS AS+ Ctrl

Potencial Hidrico foliar (MPa)

Lamina W100
RY+ RY+AS AS+ Ctrl

Potencial Hidrico foliar (MPa)

M BRS Rouxinol M BRS Marataoa M BRS Aracé M BR 17 Gurguéia

A aplicacdo do RY, em condic¢des de déficit hidrico, favoreceu o aumento do potencial
hidrico principalmente no BRS Aracé (-0,41 MPa), seguidos do BRS Rouxinol (-0,74 MPa), BR
17 Gurguéia (-0,84 MPa) e BRS Marataoa (-1,03 MPa). Na lamina W50, a aplicacdo do AS
favoreceu o aumento do potencial hidrico principalmente no BRS Marataoa (-0,56 MPa),
seguido do BRS Aracé (-0,75 MPa), BR 17 Gurguéia (-1,01 MPa) e BRS Rouxinol (-1,05 MPa).
J4 a aplicacdo do RY, associado ao AS, em condicdes de déficit hidrico, favoreceu o aumento do
potencial hidrico principalmente em BRS Marataoa (-0,32 MPa), seguido do BRS Aracé (-0,34
MPa), BR 17 Gurguéia (-0,43 MPa) e BRS Rouxinol (-0,99 MPa) (Figura 5).

Sob condicdes de déficit hidrico o feijoeiro sofre diversos danos, dentre eles destaca-se
alteragdes nas condig¢des fisioldgicas, principalmente relacionadas a reducdo do potencial hidrico

foliar (FREITAS et al., 2017). Tal alteragdo no balango hidrico do vegetal ocasiona aumento na
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temperatura da folha, redu¢des na condutancia estomatica, area foliar, matéria seca total,
transpiragdo, concentracao interna de CO, e prejuizos nos processos fotossintéticos, limitando o
enchimento de grdos e consequentemente a produtividade da cultura do feijdo-caupi
(NASCIMENTO et al., 2011).

Contudo, a manutencdo do status hidrico do feijoeiro, observada apenas no genotipo BRS
Aracg, apos a inoculagdo do Bradyrhizobium, sugere que as plantas inoculadas, em condigdes de
déficit hidrico, possuem um aporte nutricional que favorecem os reguladores osmoticos das
plantas, o que induz a uma regulagdo do seu potencial hidrico e promove melhoria na
turgescéncia das células vegetais, mesmo em condi¢des de seca (KAUSHAL et al., 2016).

Por outro lado, a manutengdo do potencial hidrico nos genotipos BRS Marataoa e BRS
Aracé pode estar associada a aplicacdo de acido salicilico, que apresenta efeitos benéficos no
metabolismo osmorregulador das plantas. Dutra et al. (2017), estudando os efeitos do acido
salicilico na atividade antioxidante do feijao-caupi submetido ao déficit hidrico, observaram que
o AS incrementa a producao de osmoprotetores, como por exemplo a prolina, o que induziu uma
melhoria na regulagdo do potencial hidrico das folhas nas plantas estudadas, além de aumentar
também a atividade de enzimas antioxidantes.

O aumento na producdo de osmoprotetores e também na atividade das enzimas
antioxidantes em plantas sob déficit hidrico, tratadas com acido salicilico (DUTRA et al., 2017)
e o aumento nos niveis de nutrientes e moléculas osmoprotetoras, promovido pela presenga de
rizobactérias no ambiente radicular (GUSAIN et al., 2015) sugerem uma boa agdo conjunta
desses dois fatores na mitigacao dos efeitos do déficit hidrico sobre o status hidrico das plantas,

elevando o grau de tolerancia do feijoeiro a seca.

4.2 Taxa de crescimento absoluto
Ao avaliar a taxa de crescimento absoluta da altura, em plantas submetidas a ldmina com
déficit hidrico (W50), verificou-se que ndo houve diferenca significativa para nenhum dos

genotipos avaliados, quando comparados ao tratamento irrigado (W100) (Figura 7).
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Figura 6. Taxa de crescimento absoluto (TCA) em diferentes cultivares de feijao-caupi
submetidos ao déficit hidrico, apds a aplicagdo do AS e inoculagdo do Bradyrhizobium. AS+:
com aplicagdo de acido salicilico; RY+: com inoculagdo de Bradyrhizobium, RY+AS: com
aplica¢do de acido salicilico e inoculadas com Bradyrhizobium; W100: lamina com 100% da
reposi¢ao hidrica; W50: lamina com 50% da reposi¢ao hidrica. Barras com mesma letra ndo
apresentaram diferenca significativa entre si. Letras mintisculas comparam os genotipos dentro
de cada tratamento e letras maiusculas comparam as laminas de irrigagao.
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0,16
Aa Aa

—~ 012 I Ba I Aa Aa
P |

T

£

Kl

S

|—

RY+ RY+AS AS+ Ctrl
Lamina W50

E

T

£

A

S

|—

RY+ RY+AS AS+ Ctrl
Lamina W100

Com a aplicagdo do Bradyrhizobium nas plantas sob déficit hidrico, apenas o genotipo
BR 17 Gurguéia sofreu aumento do TCA de altura, de aproximadamente 20%, comparado ao
tratamento irrigado (Figura 7). Apesar de ndo aumentarem a TCA da altura, os demais genotipos
inoculados com o Bradyrhizobium mantiveram o seu crescimento mesmo em condi¢des de
déficit hidrico, comparados ao tratamento irrigado. Ainda, com a aplicacao isolada do AS, em
condigdes de déficit hidrico, apenas o genotipo BRS Aracé apresentou aumento na TCA da
altura (Figura 7). Os demais genétipos submetidos a ld&mina W50, mas inoculados com o
Bradyrhizobium, mantiveram as suas taxas de crescimento absoluto da altura, quando comparado
a lamina W100. Ja na associac¢@o da inoculagdo do RY com a aplicagdo exogena do AS, apenas
os genotipos BRS Rouxinol e BRS Aracé sofreram redugoes de aproximadamente 30% e 22% na

TCA de altura, quando submetidos a lamina com deficiéncia hidrica (Figura 7). Em condicdes de
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déficit hidrico, tanto o genoétipo BRS Marataod quanto o BR 17 Gurguéia, ndo apresentaram
diferencas na TCA da altura quando comparados ao tratamento W100 (Figura 7).

Apenas para o genotipo BRS Aracé, em condi¢des de déficit hidrico, tanto as aplicagdes
de RY+AS, como a de AS ¢ RY de forma isolada, aumentaram o TCA de altura em 65%, 81% e
74%, respectivamente, comparados ao tratamento sem a aplicacdo de atenuadores.
Contrariamente, na condi¢do de déficit hidrico, as aplicagdes isoladas do Bradyrhizobium e do
tratamento RY+AS, reduziram a TCA da altura nos gen6tipos BRS Rouxinol (58% e 28%,
respectivamente) e BR 17 Gurguéia (11% e 30%, respectivamente). A mesma tendéncia de
reducdo também foi verificada apos aplicagdo de AS de forma isolada em BRS Rouxinol (35%),
comparado ao tratamento na auséncia de atenuadores (Figura 7).

A aplicacdo do RY em condic¢des de déficit hidrico favoreceu o aumento do TCA de
altura principalmente no genotipo BRS Aracé (0,115 cm.dia™), seguido de BR 17 Gurguéia
(0,093 cm.dia™), BRS Rouxinol (0,057 cm.dia”) ¢ BRS Marataod (0,036 cm.dia™). Na lamina
W50, a aplicagdo do AS favoreceu o aumento do TCA de altura principalmente no BRS Aracé
(0,120 cm.dia™), seguido do BR 17 Gurguéia (0,107 cm.dia™), BRS Rouxinol (0,071 cm.dia™) e
BRS Marataod (0,031 cm.dia™). Ja a aplicacdo do RY, associado ao AS, em condicdes de déficit
hidrico, favoreceu o aumento do TCA de altura principalmente no gen6tipo BRS Aracé (0,109
cm.dia™), seguido de BR 17 Gurguéia (0,080 cm.dia™"), BRS Rouxinol (0,070 cm.dia™) ¢ BRS
Marataod (0,035 cm.dia™).

Naturalmente o déficit hidrico causa uma série de mudangas morfologicas, anatdmicas,
fisiologicas e bioquimicas nas plantas, que afetam o crescimento e o desenvolvimento,
promovendo danos pela produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), inibi¢do de processos
fotossintéticos ¢ intensificagdo da desnaturagdo de proteinas (SHEN et al., 2017). Contudo, no
presente estudo, a manutencdo da taxa de crescimento, mesmo em condi¢des de déficit hidrico,
observada em todos os genotipos sugere a atuagdo de mecanismos que mantém o processo de
crescimento normal da planta, conferindo indicativos de tolerancia a condigao de estresse.

Quando as plantas foram inoculadas com Bradyrhizobium ¢ expostas a condi¢do de
déficit hidrico, apresentam inducdo de tolerancia por provavelmente promoverem a redugao de
danos osmoticos e oxidativos, o que melhora a absor¢do de nutrientes, os processos
fotossintéticos e contribui para a manutencdo do crescimento, mesmo em condi¢des de seca
(KAUSHAL et al., 2016).

J& a acdo do AS sobre o aumento nas taxas de crescimento, como observada no presente
estudo, foi comprovada também em pesquisas com alface tratado com d&cido salicilico e

submetido ao déficit hidrico. Nesse estudo, Bankole et al. (2018) observaram que a aplicagdo
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exogena de AS contribuiu para a regulacdo do potencial hidrico de plantes de alface por meio da
diminuicao dos danos oxidativo, o que promoveu o aumento nas taxas de crescimento das
plantas, conferindo tolerancia as plantas em condigdes de seca.

A ac¢do do acido salicilico no aumento da atividade antioxidante, além de melhorar a
atuagdo de reguladores osmoticos (DUTRA et al., 2017), resulta em beneficios em outras
variaveis das plantas, como por exemplo aumento na area foliar, nimero de folhas e altura das
plantas. Tendo em vista também que as rizobacterias contribuem para um melhor aporte de
nutrientes para as plantas, através da fixacao bioldgica de nitrogénio fornece nitrito, ¢ provavel
que a manutengdo da TCA da altura em condig¢des de déficit hidrico, observados nos diferentes
genotipos do presente estudo, estejam relacionadas a ag¢do conjunta do Bradyrhizobium no
ambiente radicular coma aplicagdo foliar do AS, promovendo ganhos no crescimento das

plantas.

4.3 Area foliar

Em condigdes de déficit hidrico (W50), observaram-se reducdes de 40% e 33% da area
foliar apenas dos gendtipos BRS Rouxinol ¢ BRS Aracé, respectivamente, comparados a lamina
W100 (Figura 7). Tanto o genotipo BRS Marataoa quanto o BR 17 Gurguéia ndo apresentaram
diferencas significativas entre as laminas de irrigagdo (Figura 7).

Com a inoculagdo do Bradyrhizobium, constatou-se um aumento na area foliar de todos
os genotipos submetidos ao déficit hidrico, com excecdo do BRS Rouxinol, comparados ao
tratamento irrigado. A presenca do RY no ambiente radicular, na 1dmina W50, incrementou a
area foliar em 60%, 25%, 21%, nos genodtipos BRS Marataod, BRS Aracé e BR 17 Gurguéia,
respectivamente, comparados a lamina W100 (Figura 7). Ja a aplicagdo isolada do AS, em
condicdes de déficit hidrico, aumentou a area foliar dos genotipos BRS Aracé e BR 17 Gurguéia
em 106% e 34%, respectivamente, comparados ao tratamento irrigado (Figura 7). Em
contrapartida, o genotipo BRS Marataoa submetido a lamina W50 apresentou redugdo de 30% da
area foliar, quando tratadas com AS e comparado ao tratamento WI100 (Figura 7).
Adicionalmente, apos aplicacdo conjunta do RY com o AS, todos os gendtipos sofreram
reducdes da éarea foliar, quando submetidos ao déficit hidrico (BRS Rouxinol — 78%; BRS
Marataoa — 40%; BRS Aracé — 85%), com excec¢do do gendtipo BR 17 Gurguéia que nao obteve

diferenca significativa, quando comparados a lamina irrigada (Figura 7).
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Figura 7. Area foliar em diferentes cultivares de feijio-caupi submetidos ao déficit hidrico, ap6s
a aplicacdo do AS e inoculagdo do Bradyrhizobium. AS+: com aplica¢do de acido salicilico;
RY+: com inoculagdo de Bradyrhizobium; RY+AS: com aplicacdo de acido salicilico e
inoculadas com Bradyrhizobium; W100: lamina com 100% da reposi¢do hidrica; W50: lamina
com 50% da reposicdo hidrica. Barras com mesma letra ndo apresentaram diferenga significativa
entre si. Letras minusculas comparam os genotipos dentro de cada tratamento e letras maitsculas
comparam as laminas de irrigacao.
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Para o BRS Rouxinol, em condigdes de déficit hidrico, tanto as aplicagcdes de RY+AS,
como a de AS e RY de forma isolada, aumentaram a area foliar em 10,5%, 12% e 48%,
respectivamente, comparado ao tratamento onde ndo houve aplicagdo de atenuadores (Figura 7).
O genotipo BRS Marataoa aumentou em 10% a area foliar com a aplicagdo de RY+AS e 18%
com aplica¢dao do RY de forma isolada, na lamina W50, comparado ao tratamento na auséncia de
atenuadores. As aplicacdes de AS e RY de forma isolada, aumentaram a area foliar em 41% e
12%, respectivamente, em BRS Aracé na condicdo de déficit hidrico, comparado ao tratamento
na auséncia de atenuadores. J4 para o BR 17 Gurguéia, na condi¢do de déficit hidrico, tanto a
aplicagdo de RY+AS como a de RY e AS, isoladamente, aumentaram a area foliar em 19%,

63,5% e 19%, respectivamente, comparado ao tratamento na auséncia de atenuadores (Figura 7).
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A aplicagdo do RY em condi¢des de déficit hidrico favoreceu o aumento da area foliar
principalmente no gendtipo BR 17 Gurguéia (296,14 cm?), seguido de BRS Rouxinol (263,47
cm?), BRS Aracé (247,18 cm?) e BRS Marataoa (242,85 cm?). Na lamina W50, a aplicagdo do
AS favoreceu o aumento da area foliar principalmente em BRS Aracé (311,06 cm?), seguido de
BR 17 Gurguéia (216,43 cm?), BRS Rouxinol (199,70 cm?) e BRS Marataoa (176,89 cm?). Ja a
aplicagdo do RY, associado ao AS, em condig¢des de déficit hidrico, favoreceu o aumento da area
foliar principalmente no genotipo BRS Marataod (226 cm?), seguido do BR 17 Gurguéia (216,92
cm?), BRS Arace (200,38 cm?) e BRS Rouxinol (196,28 cm?).

Naturalmente, em condi¢des de seca, a planta sofre reducdes da area foliar, o que
repercute na biomassa vegetal, altura e diametro do caule (NAZAR et al., 2015), como
observados nos gen6tipos BRS Rouxinol e BRS Aracé no presente estudo. Em estudo para
identificar linhagens de feijoeiros tolerantes a seca, Gongalves (2013) afirma que a redugdo da
area foliar nas plantas sob déficit hidrico ¢ uma estratégia para diminuir a transpiragdo e por
consequéncia minimizar a perda de agua. Contudo, este mecanismo ndo foi observado no
presente estudo, pois as plantas de feijoeiro reduziram os seus potenciais hidricos em condigdes
de estresse.

Em condicdes de déficit hidrico, a deficiéncia nutricional promovida pelo baixo fluxo de
nutrientes, através dos vasos xilematicos, causa prejuizos principalmente nos indicadores de
crescimento de vegetais superiores. Com isso, a facilitacdo no aporte de nutrientes, além da
melhor disponibilizagdo de nitrogénio na forma de nitrito, mediados por rizobactérias que
colonizam as raizes de plantas em condig¢des de seca, contribuem para a manutencdo e aumento
também da area foliar, como observado no presente estudo (VURUKONDA et al., 2016).

Nas plantas tratadas com AS, e que apresentaram aumentos na sua area foliar, ¢ possivel
inferir que a acdo benéfica deste hormdnio aumenta a assimilagdo de carbono, sintetiza
metabolitos e garante a manutengao do potencial hidrico dos tecidos, aumentando a capacidade
fotossintética da planta, que resulta em expansdo dos tecidos (KARLIDAG et al., 2009;
FAROOQ et al., 2010). Em estudos com plantas de mostarda, sob condi¢des de déficit hidrico,
mas tratadas com &cido salicilico, observou-se que o AS alivia os efeitos adversos da seca, o que
proporcionou aumento na area foliar dessas plantas e como consequéncia pode ter sido resultado

do aumento da eficiéncia fotossintética (NAZAR et al., 2015).

4.4 Massa fresca da parte aérea
Em condic¢des de déficit hidrico, verificaram-se redugdes da massa fresca em todos os

gendtipos, com exce¢do do gendtipo BR 17 Gurguéia, que ndo diferenciou-se estatisticamente
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quando comparado a lamina W100 (Figura 8). Na lamina W50, a massa fresca foi reduzida em
57%, 56% e 50% nos genotipos BRS Rouxinol, BRS Marataod e BRS Aracé, respectivamente,
comparados a lamina W100 (Figura 8).

Figura 8. Massa fresca em diferentes cultivares de feijdo-caupi submetidos ao déficit hidrico,
apos a aplicagdo do AS e inoculag¢do do Bradyrhizobium. AS+: com aplicacao de acido salicilico;
RY+: com inoculagdo de Bradyrhizobium; RY+AS: com aplicagdo de dacido salicilico e
inoculadas com Bradyrhizobium; W100: lamina com 100% da reposi¢do hidrica; W50: lamina
com 50% da reposicao hidrica. Barras com mesma letra ndo apresentaram diferenca significativa
entre si. Letras minusculas comparam os genotipos dentro de cada tratamento e letras maitsculas
comparam as laminas de irrigacao.
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Com a aplicacdo do Bradyrhizobium, apenas o genétipo BRS Marataod apresentou
reducdes da massa fresca em 46%, comparado ao tratamento irrigado. Os demais genoétipos
mantiveram suas médias de massas frescas, mesmo apos a submissao ao déficit hidrico (Figura
8). A aplicacdo isolada do AS, em condi¢des de déficit hidrico, aumentou a massa fresca apenas
do genotipo BRS Aracé em 56%, comparado ao tratamento irrigado (Figura §). Em
contrapartida, a aplicagdo do AS reduziu a massa fresca do genotipo BRS Rouxinol em 37%,
comparado ao tratamento irrigado (Figura 8). A aplicacdo do AS garantiu que as massas frescas

dos demais gendtipos ndo fossem afetadas pelo déficit hidrico. Apds a aplicagdo conjunta do RY
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com o AS, observou-se que todos os genotipos sofreram redugdes das massas frescas, quando
submetidos ao déficit hidrico, a exemplo, os genotipos BRS Rouxinol, BRS Marataoa, BRS
Aracé e BR 17 Gurguéia, os quais as redugdes foram de aproximadamente 46%, 45%, 78% e
87%, respectivamente, comparados a lamina W100 (Figura 8).

Em condigdes de déficit hidrico, tanto as aplicagdes de RY+AS como as aplicagdes de
AS e RY de forma separada, aumentaram as massas frescas dos genotipos BRS Rouxinol (20%,
4% e 42%, respectivamente) ¢ BRS Arace (0,3%, 5% e 18%, respectivamente), comparados ao
tratamento sem a aplica¢do de atenuadores (Figura 8). O gendtipo BRS Marataod aumentou em
18% a sua massa fresca com a aplicagdo de RY+AS e 2,5% com aplicacdo apenas do RY, na
lamina W50, comparados ao tratamento na auséncia de atenuadores. Ja para o BR 17 Gurguéia,
na condi¢do de déficit hidrico, apenas a aplicacdo do RY aumentou em 52% a massa fresca,
comparado ao tratamento na auséncia de atenuadores (Figura 8).

A aplicacdo do RY em condi¢des de déficit hidrico favoreceu o aumento da concentragao
de massa fresca principalmente no BR 17 Gurguéia (16,37 g), seguido de BRS Aracé (14,40 g),
BRS Rouxinol (14,22 g) e BRS Marataoa (10,41 g). Na lamina W50, a aplicacdo do AS
favoreceu o aumento da massa fresca principalmente em BRS Arace (20,20 g), seguido do BRS
Rouxinol (10,40 g), BR 17 Gurguéia (10,22 g) e BRS Marataoa (9,71 g). Ja a aplicacdo do RY,
associado ao AS, em condi¢des de déficit hidrico, favoreceu o aumento da massa fresca
principalmente no geno6tipo BRS Aracé (12,27 g), seguido de BRS Rouxinol (12,02g), BRS
Marataod (11,98g) e BR 17 Gurguéia (10,22g) (Figura 8).

A perda do potencial hidrico celular, observada na maior parte dos genotipos submetidos
ao déficit hidrico, no presente estudo, gerou nas células uma menor turgescéncia impedindo a
divisdo celular, o que retardou ou impediu o seu crescimento normal (CARVALHO et al., 2017).
Contudo, a inoculagdo de bactérias fixadoras de nitrogénio, em plantas submetidas ao déficit
hidrico, favorece os processos fotossintéticos e reduz os efeitos negativos do estresse,
principalmente devido ao fornecimento de nitrito a planta, o que intensifica o ganho de massa
fresca (OLIVEIRA et al., 2017).

Plantas submetidas ao déficit hidrico normalmente apresentam reducdo no seu
crescimento, contudo a presenca de acido salicilico tem efeito benéfico sobre as caracteristicas
de crescimento da planta, pois regula diversos processos fisiologicos como a fotossintese, a
condutancia estomatica, regula as fungdes das clorofilas (LIU et al., 2011) e melhoram a
assimilacdo de carbono, o que garante a manutengao do potencial hidrico dos tecidos (FAROOQ
etal., 2010).
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4.5 Massa seca da parte aérea

Quando avaliada a massa seca, em condi¢does de déficit hidrico, observou-se redugao
desta variavel em todos os gendtipos. Na l[dmina W50, a massa seca foi reduzida em 57%, 52%,
51% e 46% nos gendtipos BRS Rouxinol, BRS Marataod, BRS Aracé e BR 17 Gurguéia,

respectivamente, comparados a lamina W100 (Figura 9).

Figura 9. Massa seca em diferentes cultivares de feijdo-caupi submetidos ao déficit hidrico, apos
a aplicacdo do AS e inoculagdo do Bradyrhizobium. AS+: com aplicacdo de acido salicilico;
RY+: com inoculagdo de Bradyrhizobium; RY+AS: com aplicacdo de acido salicilico e
inoculadas com Bradyrhizobium; W100: lamina com 100% da reposi¢do hidrica; W50: lamina
com 50% da reposi¢ao hidrica. Barras com mesma letra ndo apresentaram diferenga significativa
entre si. Letras minusculas comparam os genotipos dentro de cada tratamento e letras maitsculas
comparam as laminas de irrigagao.
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De forma contraria, a aplicagdo do Bradyrhizobium aumentou a massa seca apenas do
genotipo BR 17 Gurguéia em 51%, comparado ao tratamento irrigado. Os demais genotipos
mantiveram a sua massa seca, mesmo em condicdes de déficit hidrico (Figura 9). Apos a
aplicagdo do AS, em condigdes de déficit hidrico, apenas os gendtipos BRS Rouxinol e BRS
Marataoa tiveram suas massas secas reduzidas em 50% e 62%, respectivamente, comparados ao

tratamento W100. J4 na aplicagdo conjunta do RY com o AS, na lamina W50, observou-se que
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apenas o gendtipo BRS Marataod manteve sua producdo de biomassa (Figura 9).
Contrariamente, os gen6tipos BRS Rouxinol, BRS Aracé e BR 17 Gurguéia, apresentaram
reducdes da massa seca em 135%, 62% e 63%, respectivamente, comparados a lamina W100.

Tanto a aplicagdo do tratamento RY-+AS quanto do AS e RY de forma separada, em
condigdes de déficit hidrico, aumentaram as massas secas dos genotipos BRS Rouxinol (19%,
9% e 50%, respectivamente) ¢ BR 17 Gurguéia (33%, 45% e 115%, respectivamente),
comparados ao tratamento sem a aplicacdo de atenuadores (Figura 9). O genotipo BRS Marataoa
aumentou em 16% a sua massa seca com a aplicagdo de RY+AS, na lamina W50, comparado ao
tratamento na auséncia de atenuadores (Figura 9).

A aplicacdo do RY em condig¢des de déficit hidrico favoreceu o aumento da massa seca
principalmente no genodtipo BR 17 Gurguéia (2,48 g), seguido de BRS Rouxinol (1,71 g), BRS
Aracé (1,69 g) e BRS Marataoa (1,58 g). Na lamina W50, a aplicacdo do AS favoreceu o
aumento da massa seca principalmente em BRS Aracé (1,72 g), seguido do BR 17 Gurguéia
(1,67 g), BRS Marataoa (1,25 g) e BRS Rouxinol (1,24 g). Ja a aplicagdo do RY, associado ao
AS, em condigdes de déficit hidrico, favoreceu o aumento da massa seca principalmente no BRS
Marataoa (2,01 g), seguido de BR 17 Gurguéia (1,53 g), BRS Aracé (1,5 g) e BRS Rouxinol
(1,36 g).

Em condi¢des de deficiéncia hidrica, limitagdes e redugdes no tamanho ¢ no niimero das
folhas, redu¢ao da expansao foliar, da altura das plantas e do diametro caulinar, levam a perda de
biomassa vegetal (NAZAR et al., 2015). Contudo, para mitigar os efeitos da restri¢ao hidrica sob
a producdo de biomassa vegetal, a inoculagdo com Bradyrhizobium no ambiente radicular
favorece a interagdo mutualistica entre as bactérias e a planta, onde a bactéria fornece nutrientes
para planta e as plantas favorecem os produtos das suas reagoes bioquimicas, o que influencia
em seu crescimento (VURUKONDA et al., 2016).

Em condi¢des de déficit hidrico a aplicagdo de 4cido salicilico pode aumentar
significativamente o acimulo de massa seca das plantas (NAZAR et al., 2015). Yao et al. (2016)
observaram que sob restri¢cdes hidricas a aplicagdo exdgena de acido salicilico promove aumento

significativo na massa seca de Gardenia jasminoides.

4.6 Quantificacao de prolina livre

Em condigdes de restricdo hidrica no solo, as plantas apresentam um processo
denominado ajustamento osmotico, promovido pelo acumulo de osmolitos compativeis a nivel
de citoplasma (OLIVEIRA NETO et al., 2016). O ajuste osmético diminui o potencial hidrico da

planta e, consequentemente, ha manutencdo da turgescéncia por meio da absorcao de agua do
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solo; além disso estes osmolitos, a exemplo da prolina, podem atuar na protecdo de estruturas
celulares e estimulo do crescimento radicular (GONZALEZ et al., 2010).

Em condi¢des de déficit hidrico, observou-se aumento nos niveis de prolina em todos os
genotipos, com excecdo do BRS Rouxinol. Na lamina W50, as concentragdes de prolina
aumentaram em 264%, 80% e 144% nos gendtipos BRS Marataod, BRS Aracé e BR 17

Gurguéia, respectivamente, comparados a lamina W100 (Figura 10).

Figura 10. Concentragdo de prolina em diferentes cultivares de feijdo-caupi submetidos ao
déficit hidrico, apos a aplicagdo do AS e inocula¢ao do Bradyrhizobium. AS+: com aplicagdo de
acido salicilico; RY+: com inoculagdo de Bradyrhizobium, RY+AS: com aplicagdo de acido
salicilico e inoculadas com Bradyrhizobium; W100: lamina com 100% da reposi¢do hidrica;
W50: lamina com 50% da reposi¢do hidrica. Barras com mesma letra ndo apresentaram
diferenca significativa entre si. Letras minusculas comparam os gendtipos dentro de cada
tratamento e letras mailisculas comparam as laminas de irrigagao.
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De forma semelhante, a inoculagdo do Bradyrhizobium, aumentou a concentragdo de
prolina em todos os genotipos submetidos ao déficit hidrico, com exce¢do do BRS Rouxinol,
comparado ao tratamento irrigado. A presenca do Bradyrhizobium no ambiente radicular, na
lamina W50, incrementou as concentragdes de prolina em 204%, 209%, 244%, nos genotipos

BRS Marataod, BRS Araceé e BR 17 Gurguéia, respectivamente, comparados a lamina W100



45

(Figura 10). Ja com a aplica¢do do AS, em condi¢des de déficit hidrico, identificou-se aumentos
nos niveis de prolina em todos os genotipos, com excecao do BR 17 Gurguéia, comparados ao
tratamento irrigado. A aplicagdo do AS aumentou os niveis de prolina em 71%, 125% e 188%,
nos genodtipos BRS Rouxinol, BRS Marataod e BRS Aracé, respectivamente, comparados ao
tratamento irrigado (Figura 10).

Adicionalmente, a associagdo da inoculacdo do RY com a aplica¢do foliar do AS, na
lamina W50, promoveu um incremento de 177%, 248% e 98% nos genotipos BRS Rouxinol,
BRS Marataoa e BR 17 Gurguéia, comparados a lamina W100. De forma contraria, o tratamento
RY+AS reduziu em 75% a concentrag@o de prolina em BRS Aracé (Figura 10).

Para o BRS Rouxinol, em condi¢des de déficit hidrico, as aplicagdes de RY+AS e do AS
separadamente, aumentaram os niveis de PRO em 92% e 22%, respectivamente, comparado ao
mesmo genotipo, na ldmina W50, sem a aplicagdo de atenuadores. O genotipo BRS Marataoa
aumentou em 11% o nivel de PRO com a aplicagdo de RY+AS, na lamina W50, comparado ao
tratamento na auséncia de atenuadores. A aplicacdo de RY e de AS, de forma separada,
aumentaram os niveis de PRO em 98% e 87%, respectivamente, em BRS Aracé na condicdo de
déficit hidrico, comparado ao tratamento na auséncia de atenuadores. Ja para o BR 17 Gurguéia,
na condi¢do de déficit hidrico, apenas a aplicacdo do RY aumentou em 53% os niveis de PRO,
comparado ao tratamento na auséncia de atenuadores (Figura 10).

A aplicagdo do RY em condi¢des de déficit hidrico favoreceu o aumento da concentracao
de prolina principalmente no BRS Marataod (2,4 pmol.gMF "), seguidos do BR 17 Gurguéia (2,1
umol.gMF'l), BRS Aracé (1,92 umol.gMF'l) e BRS Rouxinol (1,60 umol.gMF’l). Na lamina
W50, a aplicagdo do AS favoreceu o aumento na concentragdo de prolina principalmente em
BRS Rouxinol (2,24 pmol.gMF™"), seguido do BRS Aracé (1,82 umol.gMF™"), BRS Marataoi
(1,24 pmol.gMF ™) e BR 17 Gurguéia (0,85 umol.gMF™). J4 a aplicacdo do RY, associado ao
AS, em condic¢des de déficit hidrico, favoreceu o aumento de prolina principalmente no BRS
Rouxinol (3,52 pmol.gMF™), seguido do BRS Marataod (2,65 pmol.gMF™"), BR 17 Gurguéia
(1,33 pmol.gMF™) e BRS Aracé (0,94 pmol.gMF™) (Figura 10).

O aumento de prolina, em condi¢des de déficit hidrico, pode estar relacionado a uma
tentativa de regulagcdo osmotica, aumentando a capacidade da planta de extrair dgua do solo, de
proteger a integridade celular, ou ainda, a sua participagdo na constituicdo de estoque de
nitrogénio e carbono, utilizados no periodo de estresse (ULLAH et al., 2017).

Assim como no presente estudo, o favorecimento do aumento nos niveis de prolina,
promovido pela agdo da inoculagdo do Bradyrhizobium, também foi identificado por Hungria

(2011) em plantas inoculadas com o género Rhizobium e submetidas ao déficit hidrico. No
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referido estudo, foram identificadas melhorias no potencial hidrico, no crescimento da parte
aérea, na producdo de biomassa e no maior aporte de dgua no apoplasto. Pozzi Tay (2017)
observou que as plantas inoculadas com rizobactérias apresentaram maiores niveis de prolina
quando submetidas ao déficit hidrico, e que esse acréscimo pode estar relacionado a
disponibilidade de nutrientes para planta, através de uma melhoria no processo de fixacdo
biologica do nitrogénio. Além do processo de fixacdo biologica de nitrogénio, rizobactérias
podem auxiliar o desenvolvimento de plantas por outros mecanismos, como a solubiliza¢do de
fosfatos pela liberacao de acidos organicos (MOREIRA et al., 2010).

J& a aplicacdo exodgena de AS aumenta o teor de prolina, o que também contribui para o
aumento da atividade antioxidante em algumas espécies, revelando o possivel papel regulador do
referido acido em niveis transcricionais e/ou traducionais (GHASEMZADEH e JAAFAR, 2013).
Adicionalmente, Hussain et al. (2008), em estudos com plantas de girassol, observaram que
plantas submetidas ao déficit hidrico aumentam os niveis de prolina em suas folhas e que a
aplicagdo de acido salicilico aumentam os niveis de prolina como mecanismo de defesa ao
estresse, além de aumentar a eficiéncia fotossintética em condigdes de déficit hidrico.

A atuacdo do 4cido salicilico na parte aérea, induzindo um incremento do aminoacido
prolina (FAROOQ, 2009), bem como a atividade do Bradyrhizobium nas raizes das plantas,
disponibilizando nitrogénio para a sintese de aminodcidos na planta (TAIRO, 2017), sugerem a

acao conjunta dos atenuadores na mitigagao dos efeitos dos danos causados pelo déficit hidrico.

4.7 Atividade da superoxido dismutase

Em condigoes de déficit hidrico, observou-se aumento na atividade da enzima
Superoxido Dismutase (SOD) apenas para o gendtipo BRS Marataod (47%), comparado ao
tratamento irrigado (Figura 11). Contrariamente, o genotipo BR 17 Gurguéia apresentou reducgao
de 19% na atividade da SOD em condi¢des de déficit hidrico, comparado ao tratamento irrigado
(Figura 11). Os demais genoétipos ndo apresentaram diferencas representativas nos tratamentos

avaliados.
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Figura 11. Atividade da superoxido desmutase em diferentes cultivares de feijao-caupi
submetidos ao déficit hidrico, apos a aplicacdo do AS ¢ inoculagdo do Bradyrhizobium. AS+:
com aplicagdo de acido salicilico; RY+: com inoculagdo de Bradyrhizobium, RY+AS: com
aplica¢do de acido salicilico e inoculadas com Bradyrhizobium; W100: lamina com 100% da
reposi¢ao hidrica; W50: lamina com 50% da reposi¢ao hidrica. Barras com mesma letra nao
apresentaram diferenca significativa entre si. Letras minusculas comparam os genotipos dentro
de cada tratamento e letras maiusculas comparam as laminas de irrigacao.
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Com a inoculagdo do Bradyrhizobium, verificou-se redugdo na atividade da enzima SOD
apenas para o genotipo BRS Aracé (43%), comparado ao tratamento irrigado. Nos demais
genotipos, a aplicagdo do RY ndo causou alteragdes na atividade da SOD das plantas submetidas
a lamina W50, comparado a 1amina W100 (figura 11). J& a aplicacdo do AS, em condicdes de
déficit hidrico, aumentou a atividade da enzima SOD do genotipo BRS Rouxinol em 13% e
reduziu a atividade da SOD em 31% no genotipo BRS Marataod, comparados aos seus
respectivos tratamentos irrigados (Figura 11). Os demais gen6tipos ndo apresentaram diferencas
significativas com a aplicagdo do AS em condi¢des de déficit hidrico. Quando realizada a
aplicacdo conjunta do RY com o AS, na lamina W50, observou-se um incremento de 57%,
apenas no geno6tipo BRS Marataod, comparado a lamina W100 (Figura 11). Os demais genotipos

ndo apresentaram diferengas significativas na atividade da SOD em condigdes de déficit hidrico.
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Para o genotipo BRS Rouxinol, em condig¢des de déficit hidrico, as aplicacdes de RY e do
AS de forma isolada, aumentaram a atividade da SOD em 3% e 18%, respectivamente,
comparado ao tratamento sem a aplicacdo de atenuadores (Figura 11). O gen6tipo BRS Marataoa
aumentou em 2% a atividade de SOD com a aplicagdo de RY+AS e 2,5% com aplicagdo apenas
de RY, comparado ao tratamento na auséncia de atenuadores. A aplicacdo de RY+AS e de AS de
forma separada, aumentaram a atividade da SOD em 17% e 2,6%, respectivamente, no genotipo
BR 17 Gurguéia, na condi¢do de déficit hidrico, comparado ao tratamento na auséncia de
atenuadores (Figura 11).

A aplicagdo do RY, em condigdes de déficit hidrico, favoreceu o aumento da atividade de
SOD principalmente no gendtipo BRS Marataod (0,914 UA.gMF'.min"), seguido do BRS
Rouxinol (0,882 UA.gMF'min"), BR 17 Gurguéia (0,847 UA.gMF'min") e BRS Aracé
(0,578 UA.gMF'l.min'l). Na lamina W50, a aplicacdo do AS favoreceu o aumento na atividade
de SOD principalmente em BRS Rouxinol (1,01 UA.gMF".min™"), seguido de BRS Aracé (0,864
UA.gMF'.min™"), BR 17 Gurguéia (0,726 UA.gMF'.min"") ¢ BRS Marataoi (0,677 UA.gMF
l.min'l). Ja a aplicacdo do RY, associado ao AS, em condigdes de déficit hidrico, favoreceu o
aumento da atividade de SOD principalmente no genotipo BRS Marataoa (0,908 UA.gMF ' .min"
", seguido de BRS Aracé (0,875 UA.gMF '.min™"), BR 17 Gurguéia (0,832 UA.gMF'.min™) e
BRS Rouxinol (0,774 UA.gMF'.min™).

A regulacdo positiva da SOD esta relacionada com o combate do estresse oxidativo
causado pelo déficit hidrico, tendo um papel critico na sobrevivéncia das plantas em ambientes
com maiores limitacdes de dgua. O aumento da atividade da SOD, observado nas laminas sob
restri¢do hidrica, provavelmente foi responsavel pela minimizagdo dos efeitos deletérios do
radical superoxido sobre as estruturas celulares, o que pode permitir uma maior tolerancia das
cultivares a deficiéncia hidrica (DUTRA et al., 2017).

O aumento na atividade da SOD, promovido pela inoculagdo de rizobactérias no
ambiente radicular, ¢ uma importante ferramenta na manutengdo da desintoxicagdo da planta
através da quebra das EROs, um incremento dessa enzima resulta em melhoras na fotossintese
podendo promover melhoras no desenvolvimento do vegetal (GUSAIN et al., 2015). Em estudos
realizados com amendoim, submetidos a deficiéncia hidrica, o aumento das atividades
enzimaticas da SOD e APX ocorreram apds inoculagdo da estirpe ESA 123 do Bradyrhizobium,
assim como no presente estudo apds a inoculagdo da estirpe ESA 17 (BRITO et al., 2016).

Em nivel fisiologico, a aplicagdo exdgena de acido salicilico também tem sido utilizada
para melhorar a atividade das enzimas antioxidantes (HAYAT et al., 2010; KANG et at., 2014),

sendo efetiva no aumento da atividade da SOD em plantas de tomate sob deficiéncia hidrica
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(HAYAT et al., 2008). O AS pode levar ao aumento de compostos fenolicos nas plantas, como
por exemplo, enzimas antioxidantes e compostos defensivos a base de proteinas (WAR et al.,
2011). Ghasemzadeh e Jaafar (2013) observaram um aumento na atividade das enzimas
antioxidantes (SOD, CAT e POD) em plantas de gengibre, com a aplicagdo exdgena de acido
salicilico, levando a uma redugao dos efeitos do déficit hidrico nessas plantas.

No presente estudo, tanto a atuagdo do RY nas raizes das plantas, que influenciam
positivamente na atividade da SOD (VURUKONDA et al. 2016), como a aplicacdo do AS via
foliar, atuando como importante enzima na defesa contra os efeitos do déficit hidrico, atuando
diretamente na remogdo das EROs (ASKARI, et al. 2015), sugerem que a combinacdo desses
dois atenuadores, atuam de forma conjunta no aumento da atividade da SOD, mitigando os

efeitos de déficit hidrico em plantas de feijoeiro, principalmente na remogao de EROs.

4.8 Atividade da ascorbato peroxidase

Em condi¢des de déficit hidrico, observou-se aumento na atividade da enzima Ascorbato
Peroxidase (APX) em todos os genotipos. Na lamina W50, atividade da APX aumentou em 13%,
14%, 106% e 110% nos gendtipos BRS Rouxinol, BRS Marataod, BRS Aracé e BR 17
Gurguéia, respectivamente, comparados a lamina W100 (Figura 12).

Com a inoculac¢do do Bradyrhizobium, nas plantas submetidas a lamina W50, verificou-se
aumentos na atividade da enzima APX nos genétipos BRS Marataod (44%) ¢ BRS Aracé
(124%), comparados ao tratamento irrigado (Figura 12). J4 a aplicacdo do AS, em condigdes de
déficit hidrico, aumentou a atividade da enzima APX do gendtipo BRS Aracé em 85% e reduziu
a atividade da mesma enzima em 25%, 38% e 19%, nos genotipos BRS Rouxinol, BRS
Marataoa e BR 17 Gurguéia, respectivamente, comparados ao tratamento irrigado (Figura 12).
Ainda, o tratamento com a associagdo do RY com o AS, na lamina W50, promoveu um
incremento de 7% e 10% nos genotipos BRS Marataod e BRS Aracé e reduziu em 47% e 33% a
atividade de APX em BRS Rouxinol e BR 17 Gurguéia, respectivamente, comparados a lamina
W100 (Figura 12).

Para o genotipo BRS Rouxinol, sob déficit hidrico, a aplicagdo dos atenuadores RY+AS,
RY e AS aplicados de forma isolada, reduziram a atividade da APX em 42%, 25% e 15%,
respectivamente, comparados ao tratamento controle. O gendtipo BRS Marataod, na lamina
W50, apresentou redugdes na atividade da APX em 7%, 8% e 30%, nos tratamentos RY+AS, RY
e AS, aplicados de forma isolada, respectivamente. J& no genotipo BR 17 Gurguéia, em
condigdes de déficit hidrico, as redugdes na atividade da enzima APX , para os tratamentos

RY+AS, RY e AS aplicados isoladamente, foram de 75%, 42% e 46%, respectivamente,
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comparados ao tratamento controle (Figura 12). Em condi¢des de déficit hidrico, apenas o
gendtipo BRS Aracé tratado com a inoculacdo de Bradyrhizobium, obteve aumento da atividade
de APX (12%), enquanto que a aplicagdo do AS e da associacdo do RY+AS reduziram a
atividade da APX em 16% e 26%, respectivamente, em comparacdo ao tratamento controle, sem
a aplicacdo de atenuadores. Adicionalmente, para os demais genotipos, as aplicagdes dos

atenuadores reduziram a atividade da enzima APX (Figura 12).

Figura 12. Atividade da ascorbato peroxidase em diferentes cultivares de feijao-caupi
submetidos ao déficit hidrico, apos a aplicagdo do AS ¢ inoculagdo do Bradyrhizobium. AS+:
com aplicagdo de acido salicilico; RY+: com inoculagdo de Bradyrhizobium, RY+AS: com
aplicac¢do de acido salicilico e inoculadas com Bradyrhizobium; W100: lamina com 100% da
reposicao hidrica; W50: 1amina com 50% da reposi¢ao hidrica. Barras com mesma letra ndo
apresentaram diferenca significativa entre si. Letras minusculas comparam os genotipos dentro
de cada tratamento e letras maitisculas comparam as laminas de irrigagao.
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A aplicagdo do RY em condicdes de déficit hidrico favoreceu o aumento da atividade de
APX principalmente em BRS Aracé (54,76 nmolASC.gMF ' .min™), seguido de BRS Marataoi
(37,10 nmolASC.gMF ' .min™"), BRS Rouxinol (31,94 nmolASC.gMF".min") ¢ BR 17 Gurguéia
(23,22 MmolASC.gMF ' min™). Na lamina W50, a aplicagio do AS favoreceu o aumento na



51

atividade de APX principalmente em BRS Aracé (41,96 nmolASC.gMF " .min™"), seguido do
BRS Rouxinol (34,65 nmolASC.gMF'.min™"), BRS Marataod (30,97 nmolASC.gMF'.min™") e
BR 17 Gurguéia (22,55 nmolASC.gMF "' min™). J4 a aplicagdo do RY, associado ao AS, em
condi¢des de déficit hidrico, favoreceu o aumento da atividade de APX principalmente no BRS
Aracé (38,55 nmolASC.gMF "' .min™), seguido do BRS Marataod (37,56 nmolASC.gMF'.min™),
BRS Rouxinol (28,17 nmolASC.gMF ' .min™) e BR 17 Gurguéia (18,84 nmolASC.gMF ™" .min™).

A enzima ascorbato peroxidase (APX) ¢ um componente central do ciclo ascorbato-
glutationa com papel essencial no controle intracelular do nivel de EROs (SHARMA et al,,
2012). Uma maior atividade de APX em plantas expostas as diferentes condigdes de estresse,
pode ser um importante mecanismo de controle da supergeracdo de EROs (GILL e TUTEJA,
2010; SHARMA et al., 2012).

A acdo benéfica da inoculacdo de rizobactérias no aumento de enzimas antioxidantes foi
constatado por Vurukonda et al. (2016) avaliando plantas de trigo em condic¢des de deficiéncia
hidrica. Tal aumento proporcionou as plantas uma reducdo nas espécies reativas de oxigénio
(EROs) provocando uma inducgdo a tolerdncia ao estresse hidrico nessas plantas. Da mesma
forma, Gusain et al. (2015), estudando plantas de arroz inoculadas com rizobacterias, afirmaram
que hd um incremento na atividade enzimatica da APX nas plantas submetidas ao déficit hidrico,
proporcionado pelas bactérias, que reduziram a quantidade de peroxido de hidrogénio nos
tecidos vegetais e diminuiu os efeitos negativos da seca.

Ja a indugdo da tolerdncia ao déficit hidrico, através do incremento das enzimas
antioxidantes pelo AS, pode estar relacionada a regulagdo sobre a expressdo de genes que
codificam essas enzimas como, por exemplo, a SOD, CAT e APX (KANG et al., 2014). A
atuagdo do mecanismo molecular do AS sugere que o referido acido € responsavel também pelo
aumento nas concentragdes de EROs nos primeiros dias de estresse, ativando assim mecanismo
de desintoxicagdo celular, conferindo tolerdncia ao estresse (HORVATH et al., 2007). Em
estudos com plantas de milho sob condig¢oes de déficit hidrico, Saruhan et al. (2012) observaram
que nas plantas tratadas com AS a atividade das enzimas antioxidantes SOD ¢ APX foram
aumentadas, principalmente em plantas mais sensiveis ao déficit hidrico.

O aumento da atividade da APX, observado no tratamento RY+AS, apenas no genétipo
BRS Arace, provavelmente ocorreu devido a acdo positiva do AS via foliar combinado a
contribui¢do pela assimilagdo de nutrientes disponibilizados pelo Bradyrhizobium no ambiente
radicular, que também atuou no incremento da atividade desta enzima, contribuindo assim para o
incremento nas taxas da atividade da APX, quando combinados os dois fatores em condi¢des de

déficit hidrico.
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4.9 Atividade da Catalase

Em condicdes de déficit hidrico e na auséncia da aplicagdo de atenuadores, ndo foram
observadas variagdes na atividade da enzima Catalase (CAT), em nenhum dos genotipos
avaliados, quando comparados ao grupo irrigado (Figura 13). Da mesma forma, a associagdo da
inoculagdo do RY com a aplicagdo foliar do AS, na lamina W50, também ndo apresentou
diferencas significativas em nenhum dos genotipos avaliados, quando comprados a lamina W100
(Figura 13).

Figura 13. Atividade da catalase em diferentes cultivares de feijao-caupi submetidos ao déficit
hidrico, apos a aplicagdo do AS e inoculagdo do Bradyrhizobium. AS+: com aplica¢do de acido
salicilico; RY+: com inoculacdo de Bradyrhizobium; RY+AS: com aplicacdo de acido salicilico
¢ inoculadas com Bradyrhizobium,; W100: 1amina com 100% da reposi¢ao hidrica; W50: lamina
com 50% da reposicao hidrica. Barras com mesma letra ndo apresentaram diferenca significativa
entre si. Letras minusculas comparam os genotipos dentro de cada tratamento e letras maitsculas
comparam as laminas de irrigagao.
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Contudo, a inoculagdo do Bradyrhizobium, de forma isolada, aumentou a atividade da

enzima CAT apenas para o gen6tipo BRS Aracé em 47%, mas reduziu a atividade dessa mesma
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enzima em 60% ¢ 101%, nos genétipos BRS Rouxinol e BR 17 Gurguéia, respectivamente,
comparados a lamina W100 (Figura 13). Adicionalmente, a aplicagdo do AS, em condicdes de
déficit hidrico, aumentou 47% a atividade da enzima CAT no genotipo BRS Aracé e em 31% a
atividade da mesma enzima no gen6tipo BRS Marataod e reduziu a atividade da CAT em 44%
no genotipo BR 17 Gurguéia, comparados aos seus respectivos tratamentos irrigados (Figura 13).

Para o gendtipo BRS Rouxinol, em condi¢des de déficit hidrico, as aplicagdes de
RY+AS, aumentou a atividade da CAT em 8%, comparado ao mesmo gendtipo, sem a aplicagdo
de atenuadores. O genotipo BRS Aracé aumentou em 140% a atividade de CAT com a aplicagao
apenas de RY, 57% com aplicacdo apenas de AS e 57% com aplicacdo de RY+AS, na lamina
W50, comparado ao tratamento na auséncia de atenuadores. A aplicacdo de RY+AS, aumentou a
atividade de CAT em 16%, no geno6tipo BR 17 Gurguéia na condicdo de déficit hidrico,
comparado ao tratamento na auséncia de atenuadores (Figura 13).

A aplicagdo do RY em condicdes de déficit hidrico favoreceu o aumento da atividade de
CAT principalmente no genétipo BRS Aracé (5,3 pmol H,O,.gMF ' min™), seguidos de BRS
Marataod (2,27 pmol HyO,.gMF " .min™"), BR 17 Gurguéia (2,17 pmol H,0,.gMF ' .min") e BRS
Rouxinol (2,05 pmol H,0,.gMF ' min™). Na ldmina W50, a aplicagio do AS favoreceu o
aumento na atividade de CAT principalmente em BRS Aracé (3,47 pmol H,0,.gMF " .min™),
seguido de BRS Rouxinol (2,28 pmol H,0,.gMF'.min™"), BRS Marataod (2,14 pmol H,0,.gMF"
"min™) e BR 17 Gurguéia (1,79 pmol H,0,.gMF'.min™). J4 a aplicacdo do RY, associado ao
AS, em condigdes de déficit hidrico, favoreceu o aumento da atividade de CAT principalmente
no genotipo BRS Aracé (3,46 pmol H,0,.gMF ' min™), seguido de BRS Rouxinol (2,89 pmol
H,0,.gMF'.min™"), BR 17 Gurguéia (2,65 pmol H,O,.gMF " .min™") ¢ BRS Marataoa (2,47 pmol
HzOz.gMF'l.min'l).

Apesar de ndo haver diferenca significativa na atividade da catalase, tanto na auséncia
dos atenuadores quanto na presenca do tratamento RY+AS, estresses abioticos podem aumentar
ou diminuir a atividade desta enzima nas plantas, sendo o seu desempenho dependente da
intensidade, duracdo e do tipo de estresse (SHARMA et al., 2012). Em estudos com o feijdo-
caupi, condicionado a deficiéncia hidrica no solo, Silva (2014) observou um aumento da
atividade da CAT nas folhas a medida que se intensificou o estresse, sendo esta atividade
reduzida com a reidratagdao das plantas. Ja Baloglu et al. (2012), estudando plantas de girassol
submetidas a diferentes potenciais osmoticos, observaram um acréscimo da atividade da CAT
em func@o do aumento da restri¢cdo hidrica. O oposto foi verificado por Sharma e Dubey (2005)
em plantulas de arroz e por He et al. (2014) em Arabidopsis thaliana, onde a atividade da CAT

foi reduzida com o aumento da restri¢ao hidrica.
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A baixa atividade das enzimas, observadas no presente estudo, pode estar relacionada ao
aumento do teor de prolina, pois o referido aminoacido pode atuar na mitigacdo do déficit
hidrico por auxiliar na manutengdo dos processos fotossintéticos e respiratorios, reduzindo a
producdo de EROs, o que justificaria em parte a reducdo na atividade desta peroxidase
(SHARMA et al., 2012). Tal diminui¢do na atividade da CAT pode ser consequéncia da sua
inativacdo pelo H202 acumulado, induzida pela escassez de agua, como também pode ser
parcialmente explicada pela fotoinativacdo da enzima (HASANUZZAMAN e FUJITA, 2011).

A acdo eliciadora da inoculagdo de rizobactérias, na mitigacdo dos efeitos do déficit
hidrico, por meio do aumento da atividade da catalase, foi comprovada por Vurukonda et al.
(2015) e Gusain et al. (2015), estudando plantas de trigo e arroz, respectivamente. Nos referidos
estudos o aumento da atividade da catalase promoveu melhorias nas taxas fotossintéticas e
consequentemente aumentou a producao das plantas.

A melhoria proporcionada pelo acido salicilico, na atividade da CAT, pode ser um
indicativo do papel crucial do referido acido na protegao celular, por meio da regulagao das
enzimas antioxidantes (HAYAT et al., 2010; KANG et al., 2014). Askari et al. (2015), estudando
a aplicac@o de AS via foliar, em plantas de erva-doce submetidas ao déficit hidrico, observaram
aumento na atividade da CAT em plantas tratadas com o acido salicilico. Em estudos com planta
de gergelim, Silva et al. 2017, observaram que o AS pode promover acréscimo na atividade da
CAT em determinados niveis de estresse.

Tendo em vista que tanto a aplicagdo foliar do 4cido salicilico quanto a inoculagdo por
Bradyrhizobium no ambiente radicular auxiliam nos processos de adaptacdo as condigdes de
estresse, seja por modificacdo na fisiologia ou metabolismo bioquimico, ¢ possivel que a baixa

atividade da catalase no presente estudo tenha ocorrido pela baixa produgdo de EROs.
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5. CONCLUSOES

A aplicagdo do Bradyrhizobium junto ao acido salicilico promoveu a manutengdo do
status hidrico dos gendtipos BRS Marataod, BRS Aracé e BR 17 Gurguéia em condicdes de
déficit hidrico. Ja a inoculagdo do Bradyrhizobium de forma isolada favoreceu a manutengdo do
status hidrico na cultivar BRS Aracé, enquanto que o acido salicilico de forma isolada promoveu
a manutengao do status hidrico nas cultivares BRS Marataod e BRS Aracé.

A inoculagdo do Bradyrhizobium com a aplicagdo de acido salicilico, em condi¢des de
déficit hidrico, garantiu a manutencdo principalmente da taxa de crescimento absoluto das
cultivares BRS Marataoa e BR 17 Gurguéia, além da area foliar para o BR 17 Gurguéia e da MS
para o BRS Marataod, através dos aumentos na concentragdo de prolina para ambos e da
atividade da Superoxido Dismutase apenas para BRS Maratada.

A inoculacdo do Bradyrhizobium favoreceu a manutengdo principalmente da taxa de
crescimento absoluto, area foliar e massa seca das cultivares BRS Marataod e BRS Aracé, em
condicdes de déficit hidrico, por meio do aumento de prolina e da atividade da ascorbato
peroxidase em ambos, além do aumento da atividade da catalase na cultivar BRS Aracé. Ainda, a
inoculacdo promoveu o aumento da maioria dos pardmetros de crescimento na cultivar BR 17
Gurguéia, pelo aumento nos niveis de prolina.

A aplicacao de acido salicilico, em condi¢des de déficit hidrico, garantiu a manutengdo da
maioria dos pardmetros de crescimento em todas as cultivares avaliadas. Participaram do
processo de mitigagdo dos efeitos do déficit hidrico, na cultivar BRS Rouxinol, a prolina e a
superoxido dismutase; em BRS Marataod, a prolina ¢ a catalase; ¢ em BRS Aracé, a prolina, a

ascorbato peroxidase ¢ a catalase.
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Tabela 2. Analise de varidncia das variaveis estudadas.
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TABELA DE ANALISES DE VARIANCIA

F.V. G.L. Massaseca Massa fresca Area foliar PYw TCA
GEN 3 0.388915%* 51.336747* 7411.017853* 0.377551* 0.026167*
LAM 1 6.905257* 385.898926* 10069.401438*  2.384382* 0.000016ns
IN 1 2.647876* 164.643195% 60505.463945%  1.987520%* 0.000399ns
AS 1 0.079501ns  0.147832ns 4866.527832* 0.337226* 0.000296ns
GEN*LAM 3 0.845717* 10.744380ns 8760.063697* 0.218045* 0.000444*
GEN*IN 3 0.957111* 42.683578* 4358.277382* 0.067149* 0.005338*
GEN*AS 3 0.242453ns  20.493286* 4296.753149* 0.097413* 0.000819*
LAM*IN 1 0.003938ns  42.931695* 10653.802913*  0.025595ns  0.001783*
LAM*AS 1 0.919707* 0.074595ns 17646.863945*%  (0.233757* 0,00000124ns
IN*AS 1 3.331426* 26.037132%* 5352.115126* 0.149195* 0.000077ns
GEN*LAM*IN 3 0.944228%* 21.226207* 4086.161851* 0.041195* 0.000695*
GEN*LAM*AS 3 0.332797ns  7.578086ns 6816.061703* 0.253882* 0.000274ns
LAM*IN*AS 1 6.951788* 261.432695* 94339.191413*  0.006757ns  0.001220*
GEN*LAM*IN*AS 3 0.837857* 37.587561%* 14355.636026*  0.033878* 0.000451*
Erro 99  0.138599 4.267374 974.290160 0.009078 0.000115
C.V (%) 20.39 14.74 13.43 14.86 13.89

F.V. G.L. Prolina APX SOD CAT
GEN 3 4.675897* 1104.674836*  0.077953* 3.887128%*
LAM 1 27.435528%  554.653145* 0.000132ns 1.409101*
IN 1 3.537800* 40.040063* 0.002195ns 13.682988*
AS 1 0.021528ns  5.895320ns 0.005382ns 0.804863*
GEN*LAM 3 1.293522% 915.871501* 0.040447* 3.448540%*
GEN*IN 3 0.093652ns 111.244690* 0.043276* 3.281474*
GEN*AS 3 1.119459* 53.537784* 0.068192* 0.885107*
LAM*IN 1 0.714013* 86.116407* 0.017345ns 1.104470*
LAM*AS 1 0.030628ns  1373.338538*  0.004876ns 0.303226ns
IN*AS 1 0.432450%* 3.501320ns 0.022313ns 0.000851ns
GEN*LAM*IN 3 0.595340%* 190.42065*9 0.032913* 1.689688*
GEN*LAM*AS 3 2.082093* 9.606511ns 0.052065* 0.314770ns
LAM*IN*AS 1 0.020000ns  14.749238ns 0.042413* 0.007657ns
GEN*LAM*IN*AS 3 1.888131* 153.972165* 0.054849* 3.127930*
Erro 99  0.045017 5.937559 0.007191 0.141394
C.V (%) 15.50 7.37 10.39 13.52




