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RESUMO

Em busca de novas tecnologias para aumentar a produtividade do feijao-caupi
(Vigna unguiculata (L.) Walp.) e diminuir uso de fertilizantes quimicos, tem-se buscado
alternativas como o uso de inoculantes contendo bactérias fixadoras de nitrogénio, ou
diazotréficas. A utilizacdo dessas bactérias proporcionam um melhor desenvolvimento da
cultura. Na regido semiarida, as condicdes edafocliméticas locais, como baixa
precipitacdo pluviométrica e altas temperaturas, podem proporcionar diversos estresses
ambientais as plantas, o que pode causar um excessivo estresse oxidativo na célula da
planta que devido a sua toxidez ocasiona a morte da mesma. Em resposta a esse tipo de
estresse, a planta produz mecanismos de defesa antioxidante, para tentar equilibrar o
estresse oxidativo. O presente trabalho propbe o uso de inoculantes com bactérias
diazotroficas nativas do Semiarido, adaptadas as condigbes locais. Diante disto,
objetivou-se avaliar a produtividade e os efeitos sobre o estresse oxidativo e o sistema
de defesa antioxidante enziméatico e ndo-enzimatico em feijdo-caupi inoculado com
estirpes de bactérias dizotroficas, classificadas com Alfa e Beta-rizébios. O experimento
foi desenvolvido em condic¢des de campo na Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Unidade Académica de Serra Talhada (UFRPE/UAST), Serra Talhada — PE. Foi utilizado
0 delineamento em blocos casualizados com quatro repeticdes onde o feijao-caupi
(IPA206) foi submetido aos tratamentos com estirpe de alfa C78-2 (Bradyrhizobium
japonicum) e uma estirpe de beta C60-2 (Paraburkholderia sabiae) nativas do semiarido.
Os tratamentos de controle foram a estipe recomendada para a cultura do feijdo-caupi (BR
3267), fertilizante nitrogenado na dose (Uréia, 80 kg. ha*) eo tratamento sem inoculante
e sem fertilizante nitrogenado (controle). A inoculagdo foi feita nas sementes, com
inoculante turfoso. A semeadura foi feita com trés sementes porcova, posteriormente foi
feito o desbaste apds cinco dias da germinacdo. A aplicacdo de ureia foi parcelada, sendo
duas aplicagbes uma no ato da semeadura e outra apés 20 diasdo plantio com 5,6 g/m
em cada aplicacdo. As plantas foram irrigadas trés vezes por
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semana por meio do sistema de gotejamento, e colhidas em dois periodos diferentes: aos
57 dias apds o plantio e aos 68 dias apds o plantio. Ao final do experimento em campo
foram feitas as avaliagdes em laboratério de produtividade (kg. ha™); contelido de
peroxido de hidrogénio (H20>); peroxidagéo lipidica (TBARS); de atividades enzimaticas
de superdxido dismutase (SOD) e peroxidase (POD); e atividades ndo- enzimaticas acido
ascorbico reduzido (ASA), compostos fendlicos e de proteinas totais. Os resultados
indicaram que todos tratamentos se mostraram promissoras na redugdo do estresse
oxidativo na colheita de 57 dias apds o plantio. Para o periodo de senescéncia da planta
0 tratamento controle apresentou valores elevados, devido a fase da perda das
caracteristicas fisioldgicas da planta. Todas as estirpes apresentaram resultados
satisfatério com relacdo ao sistema de defesa para planta do feijdo-caupi, com destaque
para a estirpe comercial BR 3267 que apresentou os melhores resultados para as analises
do sistema de defesa antioxidante. A produtividade mostrou valor superior para a estirpe
de Alfa rizébio C78-2, com relacdo aos demais tratamento que mesmo tendo valores

abaixo obtiveram uma produtividade satisfatoria.

Palavras chaves: Feijdo-caupi, estresse oxidativo, rizébio, TBARS, H20,, ASA,

compostos fendlicos, proteina, produtividade
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1 INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é uma leguminosa bastante
cultivada no Brasil, sendo um componente de grande importancia socioeconémica para
a regido Nordeste, por concentrar sua maior producao. Essa regido enfrenta a falta de
recursos hidricos devido as chuvas irregulares, entretanto o feijao-caupi apresenta uma
boa adaptacdo a essas condigdes, sendo vidvel o cultivo pela agricultura familiar
(ALMEIDA et al., 2010; BEZERRA et al., 2010). O feijdo-caupi é bastante explorado em
diversas regides do Brasil, devido ser uma cultura de boa adaptacdo em varios estados
brasileiros. Na safra de 2019/2020 o estado do Mato Grosso foi 0 que mais produziu,
registrando 150,6 mil t ha't, sequido de outros estados produtores como Ceara(144,9 mil
t hal), Bahia (109,6 mil t hal) e Piaui (85,7 mil t ha), totalizando quase 70% da
producéo nacional (ARAUJO et al., 2019; DANTAS et al., 2019; SILVA et al., 2019).
No semiérido, a producio de feijao-caupi ainda é baixa (470 kg ha*) quando comparada
com outras regides do Brasil (BARROS et al., 2013; COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO-CONAB, 2021), esse indice esta relacionado a implementagdo de
novas tecnologias e aos fatores ambientais como déficit hidrico, baixa fertilidade e
salinidade do solo (SOUZA et al., 2021).

A demanda por aumentar a produtividade levou ao uso intensivo de fertilizantes
quimicos, elevando o custo da producdo. Novas tecnologias estdo sendo desenvolvidas
para aumentar a produtividade do feijao-caupi a custos relativamente baixos quando
comparados ao uso de fertilizantes quimicos. Dentre essas tecnologias, pode-se destacar
0 uso de bactérias que promovem a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), que se
apresenta como uma tecnologia viavel economicamente e ecologicamente (MOREIRA,
2010). A fixacdo bioldgica de nitrogénio fornece o nitrogénio de forma viavel para a
planta, através da associacdo de bactérias por meio da simbiose leguminosa-rizébio que
promove o crescimento da planta, isso ocorre devido ao processo de nodulacdo onde a
planta e o rizébio se beneficiam mutuamente (TAIZ e ZEIGER, 2013; SOUZA et al.,
2021).

As plantas podem sofrer diversos estresses ambientais, esses estresses podem
causar 0 aumento excessivo do estresse oxidativo nas células da planta que devido a sua
toxidez ocasiona a morte da mesma (CAVERZAN et al., 2019). O excesso do Espécies

Reativas de Oxigénio (EROS) é prejudicial aos lipidios, acidos nucléicos e proteinas.
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Isso ocorre devido ao aumento da producdo do oxigénio singleto, radical anidnico
superoxido, radical hidroxila e de perdxido de hidrogénio (MILLER et al., 2010). No
entanto a planta apresenta mecanismos de defesa antioxidante como resposta o equilibrio
do estresse oxidativo. Essa defesa antioxidante é composta pelos sistemas enzimatico e
ndo-enzimatico. O sistema enzimatico age com a acdo simultanea das enzimas para
remocdo das ERO’s de superoxido dismutase (SOD), ascorbatoperoxidase (APX),
catalase (CAT) e peroxidase (POD). O sistema ndo-enzimatico é formado principalmente
por fendis, 4&cido ascorbico, clorofilas, carotendides, proteinas e aminoacidos
(LANGARO et al., 2016; MENEGAZZO et al., 2021).

As bactérias que disponibilizam o nitrogénio para as leguminosas sdo as bactérias
chamadas genericamente de rizobios, as quais pode pertencer as classes Alfa e Beta
Proteobacteria, as quais proporcionam a planta o nitrogénio proveniente da atmosfera, o
N2, além da produgéo de fitohormonios, devido a producéo da enzima ACC-deaminase,
e da producdo de metabolitos volateis (VCC), dando resisténcia a planta para tolerar o
estresse abiotico, de forma que esse estresse seja equilibrado por meio das enzimas
antioxidantes (BHAT et al., 2019; VARMA et al., 2019). Santos et al.(2018) relataram
um aumento na atividade enzimaticas em plantas de feijao-caupicoinoculadas com
Bradyrhizobium e Rizobactérias promotoras de crescimento submetidas a estresse salino,
ocorrendo assim a diminuicdo dos niveis de H20> e de peroxidag&o lipidica.

A inoculagdo com estirpes rizobianas proporcionam um melhordesenvolvimento
para o feijdo-caupi (GUALTER et al., 2007; ZILLI et al., 2009,SOUZA et al., 2021).
Nesse sentido, se faz necessario estudar o mecanismo de acdo queessa biotecnologia
proporciona no desenvolvimento do feijdo-caupi, utilizando tanto estirpes de Alfa quanto
de Beta-rizobio. Assim, é importante averiguar as medic¢Ges de dano e protecéo oxidativos
e da produtividade utilizando essas estirpes.

Maior parte dos estudos encontrados na literatura analisa o desenvolvimento das
plantas leguminosas utilizando a inoculagdo com rizobios comerciais, como a
Bradyrhizobium BR 3267, para fixagdo bioldgica de nitrogénio em feijdo-caupi
(BASTOS et al., 2012; RAMOS et al., 2020). Outros trabalhos levam em consideracao
a sequéncia do gene 16S rRNA, para a classificacdo das estirpes do grupo Alfa e Beta-
rizobios, essa classificacdo pode ser feita a partir de isolamentos bacterianos ou até
mesmo de amostra de solo nas diferentes classes de solos e biomas do Brasil
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(BARAUNA, 2017; SILVA, 2019). Diferente da maior parte dos estudos encontrados na
literatura este trabalho propde o uso de rizobios nativos nativas do semiarido, comparados
com 0 uso de inoculante rzobianos comerciais, amplamente estudadas.

Deste modo, objetiva-se avaliar a produtividade e analisar a capacidade protetiva
das estirpes de bactérias de alfa e beta-rizébio, nativas do solo do semiarido, nos danos
oxidativos em plantas de feijdo-caupi, (Vigna unguiculata (L.) Walp.), cultivadas nas

condicBes edafocliméticas do semiérido.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia do Feijao-caupi

O Feijao-caupi (Vigna unguiculata L Walp.), a principio foi classificado nos
géneros Phaseolus e Dolichos, até ser classificado no género Vigna, por Savi em 1894
(Phillips, 1951, citado por SELLSCHOP, 1962). E uma espécie de origem africana,
bastante cultivada e é um dos principais alimentos do oeste da Africa, sendo que a
introducdo no Brasil foi feita pelos colonizadores portugueses, no século XVI (ROCHA
et al., 2016; FREIRE FILHO, 1988). Esse feijao entrou no Brasil através do estado da
Bahia, o qual foi o primeiro estado a cultivar o feijdo-caupi, e a partir da Bahia se espalhou
por todo o Brasil, principalmente pelas regides Nordeste e Norte (ROCHA et al., 2016;
FREIRE FILHO, 2011).

O feijdo-caupi € uma cultura de grande importancia alimentar, sendo uma proteina
fundamental na dieta das populagdes mais pobres da Africa e da América Latina
(GONGCALVES e LIMA, 2021). Essa espécie € de grande influéncia socioeconémica no
Brasil, sendo encontrada em todas as regifes. Na regido Nordeste essa cultura é bastante
explorada por pequenos agricultores de baixa renda, pois se adequa as condi¢des
edafoclimaticas do semiarido com relacdo as outras espécies de leguminosas da familia
Fabaceae. Entretanto apesar da sua adaptacdo no Nordeste a produtividade ainda € baixa
devido a falta de tecnologias adequadas e assisténcia técnica aos agricultores. Ja a
produtividade média da regido Centro-Oeste € maior, devido ao uso de uma agricultura
mais tecnificada, onde o feijdo-caupi, segue a cultura da soja, além de utilizar um material
genético mais adequado (SILVA, et al., 2018; GONCALVES e LIMA, 2021). Os baixos
indices de produtividade na regido Nordeste estdo associados também aos solos com baixa
fertilidade e elevado niveis de sais, bem como periodos com baixa disponibilidade hidrica.
Porém, com avancos cientificos e tecnologias disponiveis, esse cenario tem mudado.
Comumente para obtencdo da elevada produtividade, faz-se aplicacdo de fertilizantes
minerais prontamente soltveis. Por outro lado, o uso da fixacdo Bioldgica de Nitrogénio
(FBN), com a tilozacdo de estirpes de rizobios eferentes, tem isentado o uso de
fertilizantes minerais, que eleva os custos da producdo, dessa forma a FBN eleva a

produtividade com baixo custo,
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ampliando a renda do agricultor (OLIVEIRA, 2016; ARAUJO, 2019; SOUZA et al.,
2021).

2.2 Fixacdo bioldgica de nitrogénio e a inoculagao com estirpes

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é uma tecnologia que busca melhorar a

produtividade de cultura com baixo custo e aumentar a renda de produtores rurais (ZILLI
et al, 2009; SOUZA et al., 2021). O nitrogénio é um macronutriente que pode ser
encontrado em muitos compostos organicos como 0s aminoacidos, as proteinase os acidos
nucleicos. Portanto, as plantas necessitam de uma grande quantidade desse nutriente
(EPSTEIN e BLOOM, 2006; TAIZ e ZEIGER, 2013; SOUZA et al., 2021).
O nitrogénio atmosférico (N2) pode ser reduzido por bactérias fixadora de nitrogénio e
convertido em aménio (NH4*), forma disponivel para as plantas. Para isso é necessario
que ocorra a infeccdo radicular e formacdo dos nodulos nas plantas, pois essas bactérias
habitam dentro dos nddulos, esse processo € feito atraves de sinais moleculares entre as
bactérias e as plantas, podendo formar associagdes, onde as plantas fornecem carboidratos
provenientes da fotossintese para as bactérias fornecem o nitrogénio para as plantas
(SILVA et al., 2006, SOUZA et al., 2021).

As bactérias fixadoras de nitrogénio também sdo chamadas de diazotrdficas e
podem ser de vida livre, associativa e simbiotica, podendo estimular o crescimento das
plantas (MOREIRA et al., 2010). Essas bactérias sdo chamadas genericamente de rizobios
(BHATTACHARYYA e JHA, 2012). Possuem alguns géneros de taxonomia polifasica:
Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Methylobacterium,
Rhizobium e Sinorhizobium, entre outros (MOREIRA, 2008).

A maioria das bactérias diazotréficas de interesse agricola fazem parte do grupo
proteobactérias, as bactérias desse grupo sdo todas gram-negativas. Sua divisao € feita
com base no gene 16S do RNAr, sendo dividida em seis classes de Alpha, Beta, Gama,
Delta, Epsilon e Zetaproteobacteria (MADIGAN et al., 2016). A classe
Alphaproteobacteria é a segunda maior classe com cerca de quase mil espécies, suas
espécies estdo dentro das ordens Rhizobiales, Rickettsiales, Rhodobacterales,
Rhodospirillales, Caulobacterales e Sphingomonadales. A terceira maior classe é a

Betaproteobacteria com 500 espécies e possuem seis ordens como Burkholderiales,
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Hydrogenophilales, Methylophilales, Neisseriales, Nitrosomonadales e Rhodocyclales
(MADIGAN et al., 2016).

2.3 Estresse oxidativo em plantas

O estresse oxidativo (EROS) em condi¢Ges ambientais adequados, pode favorecer
0 metabolismo da planta, mas em condic¢des desfavoraveis aodesenvolvimento da planta,
pode causar dano e até a morte da célula. Esse estresse ocasionado em grandes
quantidades e por logo periodo, pode se tornar téxico, culminando em efeitos deletérios,
por meio da oxidacdo de lipideos, proteinas e &cidos nucléicos (FIORI, 2011,
SHINOZAKI et al., 2015). As condi¢cbes ambientais que causam as EROS estdo
relacionadas com a seca, temperatura (estresse ao frio e ao calor), a poluicdo do ar,
aplicacdo de herbicidas, infeccdo por patdgenos e senescénciada planta (SHINOZAKI et
al., 2015). O estresse oxidativo esta ligado a reducéo parcial do oxigénio em metabolismo
aerdbico e fotossintético (MAIA et al., 2012; SHINOZAKI et al., 2015; OLIVEIRA,
2016). O aumento causado pelo estresse ambiental ou atividades metabdlicas pode tornar
0 oxigénio muito danoso (POLIDOEROS et al., 2005; PHANIENDRA et al., 2015), o
resultado desse aumento de energia extra ocasiona o oxigénio singleto (1O2). A reducio
de O ocorre na mitocrondia, e com o recebimento de quatro elétrons o estresse oxidativo
é neutralizado,durante todo esse procedimento sdo gerados 0s compostos reativos, como
perdéxido de hidrogénio (H202), superdxido (O ), hidroxila (HO") e hidroperoxila (HO -
) (MITTLER, 2002; AZEVEDO NETO et al., 2008; DEMIDCHIK, 2015). A planta
através do sistema antioxidante de defesa (enzimatico e ndo-enzimatico) limpa e elimina
0 excesso de EROS presente nas unidades subcelulares (SHINOZAKI et al., 2015;
OLIVEIRA, 2016).

2.4 Sistema de defesa antioxidante (enzimatico e nao-enzimatico)

As plantas sofrem estresse bidtico e abidtico, formando as EROS que ficam
acumuladas nas células, podendo ocasionar a morte da planta (PANDHAIR e SEKHON,
2006; TAIZ et al.,, 2017). O sistema de defesa reage para equilibrar a
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producéo e eliminar o excesso de EROS (OLIVEIRA, 2016). O sistema antioxidante €
composto pelos sistemas enzimatico e ndo-enzimatico (BARREIROS et al., 2006;
VASCONCELOS et al., 2007, OLIVEIRA, 2016). O sistema enzimatico é formado pelas
enzimas superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, peroxidase e glutationa
redutase (ASADA, 1999; MITTLER, 2002; MITTLER et al., 2004; OLIVEIRA, 2016).
A enzima superoxido dismutase (SOD), na reagdo redox de superdxido (O °), reduz para
perdxido de higrogénio (H O ), posteriormente o peroxido de hidrogénio é desintoxicado
a dgua (H-0) pelas enzimas de ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPX) (GRATAO et al., 2005; MONTEIRO, 2010). O sistema antioxidante
ndo-enzimatico é de origem dietética e € composto por vitaminas, minerais € compostos
fendlicos. O sistema ndo-enzimatico é formado por compostos fendlicos, &cido ascorbico,
clorofilas, carotendides, proteinas e aminoacidos (LANGARO et al., 2016;
MENEGAZZO, 2021). Os carotendides atuam como pigmentos auxiliares, que sao
responsaveis pela fotoprotecdo das membranas fotossintéticas (LANGARO et al., 2016),
dissipam o estado excitado da clorofila e neutraliza as EROS, visto que s&o antioxidantes
com baixo peso molecular (KRESLAVSKI et al., 2013; MENEGAZZO0, 2021). O &cido
ascorbico (vitamina C) e avitamina E interagem para inibir a peroxidacao lipidica e para

proteger a planta contra os estresses oxidativos ao DNA (BIANCHI, 1999).

2.5 Rizobactérias promotoras de crescimento vegetal

O aumento da demanda de producéo de alimento fez com que 0 homem buscasse
novas tecnologias para aumentar a produtividade. Essa demanda fez com que 0s
agricultores passassem a utilizar fertilizantes e defensivos agricolas, os chamados
agrotoxicos, o que causou diversos impactos ambientais, sendo uma prética considerada
insustentavel aos agricultores de baixa renda devido ao alto custo (CARVALHO e
CHAGAS, 2019; RAI et al., 2020). Em busca de tecnologias alternativas para garantir
um equilibrio sustentavel a longo prazo, buscou-se praticas como a rotacédo de cultura,
uso de cobertura morta, entre outras praticas, com o objetivo de diminuir os impactos
causados por agrotoxicos, no entanto, essas alternativas ndo foram suficientes, sendo
necessario alternativas complementares com o uso de microrganismos, de preferéncia as

rizobactérias promotoras de crescimento vegetal e as bactérias diazotréficas
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(ABHILASH et al., 2016; SINGH et al., 2017; LOPES et al. 2018). Algumas bactérias
diazotroficas, aléem de finar N2, pode também promover o crescimento vegetal. As
rizobactérias de maior destaque sdo dos géneros Acetobacter, Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus, Burkholderia, Klebsiella, Pseudomonas e Serratia. A acdo desses
microrganismos pode ser de forma direta (biofertilizantes e bioestimulantes) e de forma
indireta (biocontrole) (LOPES et al., 2021; Rezende et al., 2021). As plantas interagem
com os microrganismos do solo, proporcionando beneficios desde a germinacao até a fase
final do desenvolvimento da planta, devido ao uso dessa biotecnologia (POSADAet al.,
2021). As rizobactérias, que sdo bactérias do solo, localizadas na rizosfera das plantas,
promovem 0 aumento da concentracdo da auxina, giberelina, citocinina, 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase, enzima que age na reducdo do
etileno, além de produzir os metabolitos volateis (VCC), tornando a planta resistente as
doencas e tolerante ao estresse abiotico. As rizobactérias também agem na diminuicdo do
estresse aumentando a producdo de exopolissacarideos, osmorregulantes e antioxidantes,
otimizando o desenvolvimento da planta com o uso da biotecnologia (BHAT etal., 2019;
VARMA et al., 2019).
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a produtividade e os efeitos sobre o estresse oxidativo e o sistema de
defesa antioxidante enzimatico e ndo-enzimatico em feijdo-caupi, (Vigna unguiculata (L.)

Walp.) inoculado com estirpes de rizébios dos grupos Alfa e Beta-rizbios.

3.1 OBJETIVOSESPECIFICOS

e Quantificar as atividades enzimaticas em feijao-caupi, das enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POD).

e Quantificar as atividades ndo-enzimaticas de vitamina C, compostos fendlicos e
proteinas totais.

e Quantificar o conteido de peroxido de hidrogénio (H202) e peroxidacéo lipidica
(TBARS).

e Quantificar a eficiéncia dos rizobios quanto a produtividade (kg. ha).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtenc¢do do material vegetal

O experimento com feijdo-caupi cultivar (IPA 206) foi adquirido do Instituto
Agrondémico de Pesquisa (IPA) e cultivado em condi¢des de campo, na &rea experimental
da Universidade Federal Rural de Pernambuco/ Unidade Académica de Serra Talhada
(UFRPE/UAST) em Serra Talhada-PE, Brasil. O municipio de Serra Talhada esta
localizado no Baixo Sertdo do Pajeq, regido semiarida do Estado dePernambuco, entre as
coordenadas 07°56°20” S (latitude) e 38°17°31” O (longitude) e altitude de 499 m.
Segundo Koppen, a regido ¢ classificada com clima do tipo BSwh’ Semiérido,
caracterizado por apresentar um baixo indice de precipitacdo pluviométrica sazonal. A
vegetacao nativa da regido € a caatinga do tipo xerdfita, herbacea e lenhosa de pequeno
porte, com precipitacdo média de 642 mm ano*, com temperatura minimade 20,1 °C e
a maxima de 32,9 °C e umidade relativa do ar préximo a 63% (PEREIRAet al., 2015;
SILVA etal., 2015).

As medias de precipitacdo pluviométrica e de temperaturas, durante o periodo do

experimento, encontram-se na Figura 1
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Figura 1. Condigdes climaticas em Serra Talhada durante a conducgéo do experimento.
Fonte: INMET, 2021
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Os atributos quimicos do solo utilizado encontram-se na (Tabela 01). As analise

foram realizados no Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA).

Tabela 1. Atributos quimicos do solo da area experimental da UAST-UFRPE.

pH P Ca Mg Na K Al H S CTC \Y/ M
H,O0O mgdm3 cmolcdm= %
6,80 424 4,50 0,80 0,07 0,33 0,00 1,15 57 69 83 0

pH: potencial hidrogenibnico; P: fésforo; Ca: célcio; Mg: magnesio; Na: sodio; K:
potassio; Al: aluminio; H: hidrogénio; S: enxofre; CTC: capacidade de troca de cations;

V: saturacdo por bases; m: saturacdo por aluminio. Fonte: IPA, 2021

O pH e condutividade elétrica da &gua de irrigacdo, eram avaliados a dada 15 dias,

durante o periodo de conducgdo do experimento.

Tabela 2. Dados de pH e condutividade elétrica da 4gua de irrigacdo utilizada durante o

experimento. (Analises a cada 15 dias).

Analise pH Condutividad
e elétrica (dS.m™)
1 7,30 2,131
2 7,08 2,097
3 7,44 2,133

Para a obtencdo do material vegetal foi adotado o delineamento experimental em
blocos casualizados com quatro repeti¢cdes, com parcelas de cinco linhas de 1 m cada,
onde foram realizadas duas colheitas durante o ciclo da cultura, a primeira no estadio
reprodutivo com 57 dias apds a semeadura e outra no estadio de senescéncia, aos 68 dias

apos a semeadura (DAP).

4.2 Tratamentos impostos ao feijao-caupi

Os tratamentos realizados foram executados antes da semeadura do feijao-caupi,

dos quais constituiram da inoculacdo nas sementes por meio de inoculante turfoso, que
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fazem parte da colecdo do grupo de Pesquisa em Fixacdo Bioldgica do Nitrogénio (GFBN)
da UFRPE e da Embrapa Semiérido. A inoculagdo das bactérias foram feitas em meio liquido
com extrato de levedura manitol (YM) com crescimento em trés dias para a estirpe comercial
e Beta C60-2 e para a estirpe Alpha C78-2 foram sete dias. O inoculante turfosofoi feito
com 50g de turfa e 12,5 ml do meio liquido (YM) contendo bactérias e foram adicionados
a 100 sementes do feijdo-caupi por 30 minutos. Foram utilizadas duas estirpes nativas da
regido semiarida: A estirpe de alfa-rizobio foi a C78-2 (Bradyrhizobium japonicum) foi
proveniente de um Planossolo do municipio de Salgueiro e a estirpe de beta rizébio foi a
C60-2 (Paraburkholderia sabiae). Foi proveniente de um Neossolo Litélico do municipio
de Verdejante. A estirpe BR 3267 recomendada para a cultura, e os tratamentos sem
inoculacéo que foram: uso de fertilizante nitrogenado em forma de ureia (80 kg. ha?), e

o controle absoluto sem fertilizante e sem inoculag&o.

4.3 Tratos culturais

O feijdo-caupi foi submetido aos seguintes tratos culturais:

e Semeadura que foi realizada com trés sementes por cova, comespagamento
de 20 x 60 cm entre covas e apds cinco dias da emergéncia foi realizado o
desbaste das plantulas.

e A aplicacio da ureia (80 kg.ha!) foi feita em duas aplicaces, sendo a
primeira no dia do plantio e a segunda apds 20 dias, com 5,6 g.m™ em cada
aplicacéo.

e As plantas foram irrigadas pelo sistema de gotejamento a cada trés dias
(segunda-feira, quarta-feira e sexta-feira) pela manha de acordo coma ETc

¢ O manejo em forma de controle de plantas invasoras foi realizado por meio
da capina quando necessario.

e Colheitas das folhas foram feitas a 57 e 68 dias do desenvolvimento do
feijdo-caupi, as amostras de cada tratamento foram colocadas em tubo com

tampa e congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C.
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4.4  Avaliacoes

4.4.1 Medidas do estresse oxidativo

4.4.1.1 Peroxidacao lipidica (TBARS)

A determinacdo da peroxidacéo lipidica foi estimada pelo conteido de substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), conforme Heath e Packer (1968). A extracdo
foi realizada com a maceracdo de 0,1 g de tecido foliar em um almofarizcom 1 mL de
acido tricloroacético (TCA) (60g L™). Posteriormente, o extrato foi centrifugado a 7960
X g por 15 min a 4°C.

O ensaio foi realizado com a mistura 0,5 mL do sobrenadante que foi adicionado
a 2 mL de meio reacional contendo 200 g L2 de TCA e 5g L de TBA. O tubo foi mantido
a 95°C por 1 hora e incubado a 25°C por 30 min, posteriormente, foi centrifugado a 5000
X g por 10 min a 4°C. As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro (Modelo libra
S8, Biochrom,Cambridge, Inglaterra) com absorbancias de 532 e 660 nm. O célculo foi
feito com base no coeficiente de extingdo molar de 155 mM cm™ e expressa em pmol g
MF.

4.4.1.2 Contelido de H20:2

A determinacéo da conteudo de H.O; foi estimada pelo contetdo de substancias
reativas ao acido tricloroacético (TCA), conforme Zheng et al. (2019). A extragdo foi
realizada com a maceracédo de 0,1 g de tecido foliar em um almofariz com 1 mL de acido
tricloroacético (TCA), 0,1%. Posteriormente foi centrifugado a 12.000 x g por 15 min a
4°C.

O ensaio foi realizado com a mistura 0,5 mL do sobrenadante que foi adicionado
a 2 mL de meio reacional contendo 1 mL de iodeto de potéssio e 1 mL de tampdo fosfato
de potassio. As leituras foram realizadas em espectrofotobmetro (Modelo libra S8,
Biochrom,Cambridge, Inglaterra) com absorbancia de 390 nm. O calculo foi feito com

base na curva padrdo de H20; e expressa em mmol kg MF.
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4.4.2 Medigdo do sistema antioxidante enzimatico

4.4.2.1 Superoxido dismutase (SOD)

O extrato foi obtido a partir da maceragéo de 0,20 g do tecido foliar em 2 mL de
tampao fosfato de potassio (0,1M) (pH 7,0) contendo (EDTA, B-Mercaptoethanol e
PVPP) posteriormente foi centrifugado a 7960 x g por 23 minutos a 4° C.

A atividade de superdxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), foi realizada conforme
descrito por Giannopolitis e Ries (1977) com adaptagdes. As aliquotas de 10 pL do extrato
foram transferidas para tubos de ensaio contendo 870 uL de tampao fosfato de potassio
(50 mM) (pH 7,8), contendo EDTA 1 uM e L-metionina 13 mM. E foi adicionado 100
ML de Nitro blue tetrazolium chloride (NBT) (750 uM) e 20 pL riboflavina (ImM). Em
seguida foram transferidas para a cAmera de luz composta por lampadas fluorescentes de
18 W por 15 min. Ap6s o desligamento das luzes, foram feitas as leituras no
espectrofotometro (Biochrom, Libra S8, Cambridge, Inglaterra) a 560 nm. A
determinacéo da atividade da inibicdo da reducdo de NBT, foi definida pela unidade de
atividade com a quantidade de enzima que inibird 50% da foto-reducdo (Beauchamp e

Fridovich, 1971). A atividade foi expressa em U g proteina.

4.4.2.2 Peroxidase (POD)

A atividade de peroxidase (POD; EC 1.11.1.7), foi determinada de acordo com
Hemeda e Kellin (1990), com adaptacdes. O extrato foi macerado com amostra de 0,20
g da folha de feijdo-caupi, com 1,5 mL de tampéo fosfato de potassio (0,2M) (pH 6,0), e
centrifugado a 10.000 x g por 21 minutos a 4°C.

O ensaio da enzima POD foi definido pela adicdo de 100 pL do sobrenadante ao
meio de reag¢@o contendo 1 mL de tampao fosfato 0,2 M (pH 6,0), 100 puL de guaiacol (40
mM) e 100 puL de peroxido de hidrogénio (23 mM). As leituras foram feitas no
espectrofotdbmetro (Biochrom, Libra S8, Cambridge, Inglaterra) com absorbancia de 470
nm, a 30°C, por dois minutos com leituras sucessivas a cada 30 segundos, o célculo foi
feito com base no coeficiente de extingdo molar de 26,6 mM™ cm™ para guaiacol, e

expressa em pmol guaiacol mint g MF.
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4.4.3 Medidas do sistema antioxidante ndo-enzimatico

4.4.3.1 Contetido de ascorbato reduzido (ASA)

A medicdo do conteddo de ascorbato reduzido foi realizada conforme o método de
Kampfenkel, Van Montagu e Inzé (1995). A extracao foi feita com 0,2 g de MF de cada
amostra foliar, adicionando 1,5 mL da solugédo de acido tricloroacético (TCA) (6%). O
extrato foi transferido para eppendorf, identificado e centrifugado a 10.000 g por 15
minutos.

Para o ensaio da ASA, as aliquotas com 100 uL de extrato foram adicionadas em
meio de reagdo contendo 300 puL de tampao fosfato de potassio 200 mM (pH 7,4), 100 pL
de agua destilada, 500 pL TCA (10%), 400 pl de acido fosférico (45%), 400 pL de
bipiridil (4%) e 200 pL de FeCl3 (3%). As amostras foram submetidas a banho-maria a
42 °C por 30 minutos. As leituras foram feitas no espectrofotémetro (Biochrom, Libra S8,
Cambridge, Inglaterra) com absorbancia de 525 nm, o célculo foi feito com base no
contetdo expresso em umol g-1 MF, estimado pela curva padréo.

4.4.3.2 Proteinas totais

A determinacdo do conteudo de proteinas totais foi determinada conforme o
método descrito por Bradford (1976) e Zimmermann et al. (2006). A extracdo foi iniciada
pesando-se 0,2 g de MF, e adicionado tampdo fosfato de potassio 100 MM pH 7,0 (1 mL).
O extrato foi transferido para o eppendorf, identificados e centrifugados a
10.000 x g por 15 minutos.

O ensaio de proteina foi feito adicionando 100 pL de extrato foram adicionadas
em meio de reacdo contendo 1 mL de solucéo de Bradford, sendo homogeneizado. Apds
15 minutos, as leituras foram feitas no espectrofotbmetro (Biochrom, Libra S8,
Cambridge, Inglaterra) com absorbancia 595 nm, e o contetdo de proteina foi estimada
de acordo com curva padrdo elaborada com albumina do soro bovino (BSA), sendo

determinada em mg proteina g* MF.
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4.4.3.3 Compostos fenolicos totais

A determinagédo para quantificacdo de compostos fenolicos totais foi utilizado a
metodologia de Jaramillo-Flores et al. (2003), com adaptac¢des. A extracdo foi realizada
com a maceracgéo de 0,20 g da folha do feijdo-caupi, contendo 1,5 mL de metanol, logo
apos foi centrifugada a 10.000 rpm a 4 °C por 21 minutos.

Para o ensaio de compostos foi utilizado, 250 ul. da aliquota, adicionado meio de
reacao contendo 250 pL do reagente Folin—Ciocalteau (1 N), onde essa mistura
permaneceu em repouso por 2 min. Em seguida foi acrescentada 500 uL de uma solucdo
de carbonato de sodio a 20% (p/v), e a mistura permaneceu em repouso por mais 10 min.
As leituras foram feitas no espectrofotdmetro (Biochrom, Libra S8, Cambridge,
Inglaterra) com absorbancia de 757 nm. O célculo foi feito com base na curva padréo de

acido galico, expressa em mg de acido galico por mg de MF.

4.4.4 Produtividade

A produtividade foi realizada aos 68 dias de desenvolvimento das plantas, onde
foi feita a colheita das vagens e posteriormente foram pesados os gréos de cada parcela

e convertido em kg. ha't,

4.5 Delineamento experimental

Os dados do experimento serdo definidos pelo delineamento em blocos
casualizados (DBC) com quatro repeti¢cdes. Os dados foram submetidos aos testes de
normalidade, analise de variancia e teste de Tukey a 5% de probabilidade com o auxilio
do software R x 64 3.4.0. Para a elaboracdo dos graficos foi utilizado o software Sigma

Plot versdo 14.

28



5 RESULTADOS

5.1 Modulagéo do dano oxidativo em plantas de feijao-caupi submetidas a
inoculagéo de rizobactérias nativas do semiérido.

Os resultados obtidos da peroxidacéo lipidica (TBARS), ndo mostraram diferenca
significativas entre os tratamentos na primeira colheita de 57 dias ap6s o plantio (Fig.
2A). Para os periodos de senescéncia aos 68 dias apds o plantio foram observados que a
inoculagdo com a estirpe Beta C60-2 resultou em menores valores no conteudo de
TBARS (Fig. 2B), e foram observados que os tratamentos Alfa C78-2 e o controle,
obtiveram um maior rendimento nos niveis de TBARS, mas o tratamento BR3267 e o
nitrogénio ndo obtiveram diferenca significativas entre eles, e o tratamento Beta C60-2
obtive o menor resultado de TBARS (Fig. 2B).

57 dias ap6s plantio 68 dia apds plantio
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Figura 2. Peroxidacao lipidica (TBARS) em planta de feijao-caupi (IPA 206), submetidas
a cinco tratamentos com inoculacgdo e sem inoculagdo com rizébios (Beta- rizébio (C60-
2), Alfa-rizébio (C78-2), BR 3267, Nitrogénio e Controle (sem nitrogénioe sem
inoculante) coletadas aos 57 dias ap6s a semeadura (A) e 68 dias apos a semeadura (B).
Letras diferentes significam diferencas estatisticas ao nivel de 5% de probabilidade pelo

teste de Tukey.

Com relacdo ao contetdo de peroxido de hidrogénio, na primeira colheita de 57
dias apo6s o plantio (Fig. 3A) ndo apresentou diferenca significativa entre as inoculacdes
impostas nas plantas. A colheita feita apds 68 dias do plantio, mostra que ocorreu um
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aumento gradativo nos niveis de H,O para o tratamento do controle, seguido pelo o

tratamento de nitrogénio, diferindo-se das estirpes nativas e da comercial (Fig. 3B).
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Figura 3. Conteudo de Peroxido de hidrogénio (H202) em planta de feijdo-caupi (IPA
206), submetidas a cinco tratamentos com inoculacdo e sem inoculagdo com rizébios
(Beta-rizébio (C60-2), Alfa-rizébio (C78-2), BR 3267, Nitrogénio e Controle (sem
nitrogénio e sem inoculante) coletadas aos 57 dias ap0s a semeadura (A) e 68 dias apos
a semeadura (B). Letras diferentes significam diferencas estatisticas ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey

5.2 Atividades enzimaticas e ndo enzimaticas de defesa antioxidante.

Ao avaliar o sistema antioxidante enzimético a atividade da enzima SOD,
verificou-se que para a aos 57 dias apds a semeadura, todas as plantas submetidas aos
tratamentos de Alfa C78-2, BR 3267, Nitrogénio e o Controle, apresentaram
significativamente altas atividades para a SOD, em relacdo as plantas inoculadas com
Beta C60-2 (Fig. 4A). Na segunda colheita, aos 68 dias,ndo houve diferenca significativa

entre os tratamentos (Fig. 4B).
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Figura 4. Atividade enzimatica Superdxido dismutase (SOD) em planta de feijdo-caupi
(IPA 206), submetidas a cinco tratamentos com inoculacdo e sem inocula¢do com rizobios
(Beta-rizébio (C60-2), Alfa-rizébio (C78-2), BR 3267, Nitrogénio e Controle (sem
nitrogénio e sem inoculante) coletadas aos 57 dias ap6s a semeadura (A) e 68 dias apds a
semeadura (B). Letras diferentes significam diferencas estatisticas ao nivel de5% de

probabilidade pelo teste de Tukey

A atividade da POD, aos 57 dias foi mais elevada em plantas inoculadas com
BR3267, seguido pelos tratamentos inoculados com estirpes do Semiarido e adubadas
com nitrogénio mineral (Fig. 5A). Plantas do controle, aos 57 dias tiveram menor
atividade da POD (Fig. 5A). Aos 68 dias apds a semeadura, atividade da POD foi

semelhantes estatisticamente para todos os tratamentos (Fig. 5B).
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Figura5. Atividade enzimatica antioxidante peroxidase (POD) em planta de feijao- caupi
(IPA 206), submetidas a cinco tratamentos com inoculacdo e sem inoculagdo com rizobios
(Beta-rizbio (C60-2), Alfa-rizébio(C78-2), BR 3267, Nitrogénio e Controle (sem

nitrogénio e sem inoculante)
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coletadas aos 57 dias apds a semeadura (A) e 68 dias ap0s a semeadura (B). Letras
diferentes significam diferencas estatisticas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey.

Apdbs medir o contetdo de ascorbato nas plantas aos 57 dias e 68 dias, verificou-
se que aos 57 dias, os maiores niveis foram nas plantas controle e adubadas com
nitrogénio (Fig. 6A), enquanto que as plantas inoculadas apresentaram os mais baixos
niveis de ASA (Fig. 6A). Na figura 6B, o tratamento controle teve o maior nivel de asa,
o tratamento com os inoculantes ndo deferiram entre eles e o nitrogénio teve o menor

valor com relacédo aos demais tratamentos.
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Figura 6. Conteudo de Ascorbato reduzido (ASA) em planta de feijdo-caupi (IPA 206),
submetidas a cinco tratamentos com inoculacdo e sem inoculacdo com rizobios (Beta-
rizobio (C60-2), Alfa-rizébio(C78-2), BR 3267, Nitrogénio e Controle (sem nitrogénio
e sem inoculante) coletadas aos 57 dias apds a semeadura (A) e 68 dias ap6s a semeadura
(B). Letras diferentes significam diferencas estatisticas ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey

O teor de proteinas solUveis totais apresentou valor superior de 39,33% nas plantas
inoculadas pela rizobactéria Beta C60-2, em relagdo aos demais tratamentos que nao se
deferiram entre o0s tratamentos na primeira colheita de 57 dias apds o plantio (Fig. 7A).

Na segunda colheita (Fig. 7B) ndo teve diferenca significativa entre ostratamentos.
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Figura 7. Proteinas soluveis totais em planta de feijdo-caupi (IPA 206), submetidas a
cinco tratamentos com inoculacdo e sem inoculagcdo com rizébios (Beta-rizébio (C60-
2), Alfa-rizobio(C78-2), BR 3267, Nitrogénio e Controle (sem nitrogénio e sem
inoculante) coletadas aos 57 dias apds a semeadura (A) e 68 dias apds a semeadura (B).
Letras diferentes significam diferencas estatisticas ao nivel de 5% de probabilidade pelo

teste de Tukey.

De acordo com os resultados obtidos o tratamento com a rizobactéria comercial
a BR 3267 apresentou maior teor significativo de fendis em relacdo aos demais
tratamentos, seguido pelo tratamento com Nitrogénio, para a colheita com 57 dias (Fig.
8A). Na segunda colheita com 68 dias (Fig. 8B) o tratamento com Nitrogénio sem
inoculacdo e a estirpe Beta C60-2 apresentaram valores significativamente mais altos

em relacdo aos demais.
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Figura 8. Compostos fendlicos em planta de feijdo-caupi (IPA 206), submetidas a cinco

tratamentos com inoculagédo e sem inoculacdo com rizobios (Beta-rizobio (C60-2), Alfa-
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rizobio(C78-2), BR 3267, Nitrogénio e Controle (sem nitrogénio e sem inoculante)
coletadas aos 57 dias ap6s a semeadura (A) e 68 dias apds a semeadura (B). Letras
diferentes significam diferencas estatisticas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de

Tukey

5.3 Produtividade em plantas de feijdo-caupi inoculadas com rizobactérias
nativas do semiarido.

A produtividade dos gréos de feijdo-caupi, mostram que o tratamento com a
inoculacdo com rizobactéria Alfa C78-2 foi superior com relacdo as demais, mostrando
um aumento na produtividade de 25,29% quando comparado com a rizobactéria Beta
C60-2 que obteve a menor produtividade com relacdo ao demais tratamentos, 0S
tratamentos controle e o nitrogénio tiveram valores de produtividade maior do que o da
estirpe Beta C60-2.
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Figura 9. Produtividade da planta de feijdo-caupi (IPA 206), submetidas a cinco
tratamentos com inoculacdo e sem inoculagdo com rizébios (Beta-rizobio (C60-2), Alfa-
rizobio(C78-2), BR 3267, Nitrogénio e Controle (sem nitrogénio e sem inoculante)

coletadas aos 57 dias apds a semeadura (A) e 68 dias ap6s a semeadura (B). Letras
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diferentes significam diferencas estatisticas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste
de Tukey

6 DISCUSSAO

O cultivo de espécies agricolas em regides de climas aridos e semiarido é um
desafio, visto que, as plantas sdo submetidas a mdltiplos estresses abioticos
simultaneamente (seca, salinidade e calor), impactando diretamente na produtividade e
aumentando o estresse oxidativo (MINHAS et al., 2017). Diante disso, o presente
trabalho, avaliou a inoculacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio e promotoras de
crescimento como alternativa para minimizar o dano oxidativo em plantas de feijao- caupi
cultivadas no semiéarido brasileiro. Este trabalho visa o estudo de novas tecnologias com
0 uso de inoculantes para melhorar a produtividade dos grdos em plantas de feijdo-caupi
através da inoculagdo com rizobios eficientes em fixar nitrogénio. Os resultados
mostraram que a produtividade (Fig. 9) da rizobactéria Alfa C78-2 obteve o maior
rendimento dos grdos com relacdo aos demais tratamentos, com uma produtividade média
de 1704 kg.ha?, apresentando resultados promissores com utilizacdo de bactérias
fixadoras de nitrogénio e promotoras de crescimento, que melhora o rendimento da
planta e promove um maior rendimento dos grdos submetidosa condic¢des climéticas do
semiarido (GERICO et al., 2019; GALINDO et al., 2021).

O estresse abidtico nas plantas resulta em inimeras mudancas fisioldgicas. Nessas
condigdes, espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo produzidas em grandes taxas, em
especial o peroxido de hidrogénio (H.O2), impactando diretamente no funcionamento
normal das plantas e resultando no aumento do dano aos componentes celulares
(SILVEIRA et al, 2011; RODRIGUES et al., 2013; SANTOS et al., 2018). Nopresente
estudo, as plantas de feijdo-caupi inoculadas com rizobio na colheita de 57 diasap6s o
plantio (Fig. 3A) obtiveram os menores niveis de H20», indicando que a simbiosecom as
bactérias tenha promovidos uma maior a¢do do sistema de defesa da cultura, diminuido
o0s danos casados pelo peroxido de hidrogénio (H202) (MOLLER et al., 2007; LOCATO
etal., 2010; SANTOS et al., 2018). Além disso, a colheita aos 68 (DAP) (Fig. 3B) resultou
em maiores taxas de peroxido de hidrogénio (H20.) notratamento controle, que pode ser
explicado devido a baixa acdo dos componentes de defesa celulares devido o inicio do
periodo de senescéncia das plantas (SILVEIRA et al,
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2011; RODRIGUES et al., 2013; SANTOS et al., 2018). O aumento nos niveis de H20,
pode causar diversos danos a membrana das plantas devido a oxidacdo dos acidos graxos
poli-insaturados, resultando no aumento da peroxidacédo lipidica (PUPPO et al., 2014;
PANDEY et al., 2017). A peroxidacdo lipidica € uma consequéncia direta da acdodas
ERQOS, resultando no agravamento do estresse oxidativo através da producéo de radicais
de lipidicos que causam danos a membrana celular (SCHMIDT; KUNERT, 1986). Os
resultados obtidos nesse trabalho para peroxidacdo lipidica foram satisfatorios
mostrando eficiéncia na reducdo do estresse oxidativo para todos os tratamentos na
primeira colheita de 57 dias apds plantio (Fig. 2A). A maior peroxidacaolipidica no feijdo-
caupi foi obtida com a rizobactéria Alfa C78-2 e no tratamentocontrole, e rizobactéria
Beta C60-2 promoveu menor peroxidagdo na colheita aos 68 dias ap6s o plantio (Fig.
2B). Os demais tratamentos BR 3267 e nitrogénio amentaramas taxas de peroxidacao
com retardo da colheita (Fig. 2B). Esse aumento pode ter ocorrido devido a reducdo na
concentracdo de legemoglobina que ocorre no periodo de senescéncia (BEN SALAH et
al., 2021; EGAMBERDIEVA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2013).

O 4cido ascorbato reduzido (ASA) é um composto antioxidante de grande
abundancia encontrado nas plantas, apresentando um papel fundamental no combate ao
estresse oxidativo. Além de ter capacidade para doagdo de elétrons no processo
enzimatico e ndo enzimético, mostrando-se assim um poderoso antioxidante para manter
baixo os niveis das EROS (SHAO et al., 2008; PANDEY et al. 2017). Neste estudo, o
controle (sem nitrogénio e sem inoculante) apresentou uma maior quantidade na producéo
de ASA na colheita aos 57 dias ap06s o plantio (Fig. 6A), mostrando que o nivel de
ascorbato reduzido foi de 93,31% com relacéo ao tratamento Alfa C78-2, exibindo uma
capacidade de protecdo oxidativa para as plantas de feijdo-caupi mesmo sem tratamento.
Esse resultado corrobora com os valores obtido nas analises de peroxido de hidrogénio
(H202) e a peroxidacao lipidica (TBARS), os quais ndo deferiram dos demais tratamentos
com inoculacdo de rizobios e adubacdo nitrogenadana primeira colheita com 57 dias
apos o plantio (Fig 2A e Fig. 3A). Os demais tratamentos apresentaram niveis mais baixos
com relagdo ao controle nos dois periodos de colheita avaliados, sendo que na segunda
colheita apds 68 dias (Fig. 6B) os niveis de ASA foram menores quando comparado com
a primeira colheita, mas o controle se manteve com o nivel de ASA maior, seguido dos

tratamentos inoculados e com
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tratamento com nitrogénio tendo menor valor para a analise de ASA. O ascorbato
reduzido mesmo em baixas concentracdes fornece a protecdo da membrana (CONKLIN
e BARTH, 2004; MAIA et al., 2010).

As EROS podem alterar de diversos modos as proteinas, essas modificactes
podem ocorrer de maneiras diretas e indiretas. No modo direto, a modulacéo decorre
através da carbonilacdo, formacédo de ligagdes dissulfeto, nitrosilacdo e glutationilacdo.
J& na maneira indireta ocorre a quebra da peroxidacdo dos acidos graxos (YAMAUCHI
et al., 2008). As plantas de feijao-caupi inoculadas com Beta C60-2 na primeira colheita
de 57 dias ap6s o plantio (Fig. 7A), apresentaram valores superiores aos demais
tratamentos, os quais ndo mostraram diferengas significativas, indicando que a
rizobactéria Beta C60-2 resultou maior resisténcia, visto que em condicdes de estresse o
conteldo proteico tende a diminuir em decorréncia dos eventos de senescéncia e aumento
da peroxidacéo lipidica (TAUSEEF et al., 2021).

Os compostos fendlicos apresentam papel importante como recurso antioxidante,
pois possui metabolismo secundarios e sdo capazes de reduzir espécies reativas de
oxigénio através da transferéncia de elétrons. No entanto, para que isso ocorra dependera
da quantidade e da posicdo dos grupos de hidroxila ter a eficiéncia nos sistemas
antioxidantes (GRACE e LOGAN, 2000; PODSEDEK, 2007). Os dados obtidos mostram
que aos 57 (DPA) (Fig. 8A), o tratamento com o inoculante comercial BR 3267 mostrou
eficiente com relacdo a producdo de compostos fendlicos, sendo mais eficiente no
metabolismo antioxidante da planta de feijdo-caupi. Com relacdo a plantano periodo de
senescéncia, que ocorreu apos 68 dias do plantio (Fig. 8B), os tratamentos com o
inoculante Beta C60-2 e o tratamento com nitrogénio produziram mais composto
fendlicos em relagdo ao demais tratamentos. Tanto a primeira colheita como a segunda
colheita (Fig. 8A e B) mostraram que quando as plantas sdo submetidas a tratamentos
com fertilizantes quimicos ou naturais (inoculacdo), o metabolismo tende a produzir um
sistema mais eficaz antioxidante (ISLAM et al., 2015; GUPTA e PANDEY, 2020).

Os rizobios sdo muito eficientes na protecdo oxidativa pois possuem diversas
moléculas e enzimas antioxidantes, que sdo capazes de diminuir as atividades dasEROS,
mantendo seus niveis baixos e estaveis (SCHELER et al., 2013; MORAES etal., 2016).
O sistema de protecdo antioxidante € formado por diversas enzimas como a Catalase
(CAT), superéxido de dismutase (SOD) e Peroxidase (POD), sendo muito importante na
reducdo dos danos causados pelas EROS (MARINO et al., 2013; PUPPO
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et al., 2014). A SOD ¢é uma metaloenzima que busca a reducdo dos danos provocados
pelas EROS. Esse sistema atua na conversao de dois anions (Oz+—) para oxigénio (O>) e
peroxido de hidrogénio (H20,). A SOD estéo presentes nas mitocondriaspromovendo a
defesa contra as EROS (JIANG et al., 2021). Os resultados desse trabalho mostram que
os tratamentos Alfa C78-2, BR 3267, Nitrogénio e controle obtiveram uma maior
producdo da atividade da SOD para a primeira colheita de 57 dias ap6s o plantio (Fig.
4A), para a segunda colheita, aos 68 dias apds o plantio (Fig. 4B), ndo obtiverem
diferencas significativas.

A CAT e POD agem com diversos mecanismos para degradar o H.O2, com intuito
de proteger a planta do estresse oxidativo (ANDREWS e LEA, 2013; PUPPO et al.,
2014). A POD atua através da oxidacdo do co-substrato com antioxidante para degradar
0 H202, apresentando maior atividade que a CAT (RODRIGUES et al., 2013; PUPPO et
al., 2014). Dentre os tratamentos no feijao-caupi, o tratamento com asrizobactérias BR
3267 na atividade da POD foi maior na primeira colheita 57 dias apdso plantio (Fig. 5A).
O aumento dessa atividade enzimatica esta correlacionado com a diminuicdo do contetdo
de H20O, indicando que a POD pode criar barreira contra a entrada de metais pesados
devido a inducéo da lignina biossintese (BHADURI e FULEKAR, 2012; MORAES et
al., 2016). Nesse contexto, o presente estudo mostra que a agdo dos rizobios e dos demais
tratamentos obtiveram resultados efetivos na reducdo do estresse oxidativo promovido
pelas EROS, na fase de maturacdo da plantana colheita de 57 dias apos a plantio. Nas
condi¢cdes de senescéncia o tratamento controle teve os maiores niveis de estresse
oxidativo no periodo 68 dias apds o plantio.O inoculante comercial BR 3267 se mostrou
mais promissora no sistema de defesa antioxidante das plantas de feijdo-caupi no periodo
de maturagdo. Esses resultados indicam que a inoculagdo com rizobios € bastante
importante para reducdo do uso de fertilizantes, entretanto, sdo necessarios mais estudos

para explorar o potencial da inoculacdo (SANTOS et al., 2018).
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho mostram que todos os tratamentos foram
eficientes na reducéo do estresse oxidativo promovido pelas EROS, na primeira colheita
aos 57 dias apds o plantio. Todas as estirpes apresentaram resultados satisfatorio com
relacdo ao sistema de defesa para planta do feijdo-caupi, com destaque para a estirpe
comercial Br 3267 que apresentou maiores resultados para as analises do sistema de
defesa antioxidante. No periodo de senescéncia onde ocorre a perda das caracteristicas
fisiologicas da planta, o tratamento controle teve um aumento no estresse oxidativo,
devido a planta esta mais suscetivel o0s estresses abidticos, esses dados mostram que
estadio de desenvolvimento parece ser um ponto importante na tolerancia ao estresse
oxidativo. A produtividade mostrou-se superior para a estirpe Alfa C78-2, com relacdo
aos demais tratamentos, porem os demais tratamentos mostraram uma produtividade com
valores a cima da média nacional para plantio irrigado, mostrando que todos o0s
tratamentos foram eficientes na produtividade. Vale destacar que sdo necessarios mais
estudos para comprovar a eficiéncia da regulacdo do sistema antioxidante para as plantas

inoculadas.
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