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Coinoculacdo do amendoim (Arachis hypogaea L.) com Bradyrhizobium e Azospirillum
promove maior tolerancia a seca
Co-inoculation of peanut (Arachis hypogaea L.) with Bradyrhizobium and Azospirillum
promotes greater tolerance to drought
La coinoculacion de mani (Arachis hypogaea L.) con Bradyrhizobium y Azospirillum

promueve una mayor tolerancia a la sequia
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Resumo

O uso de rizobactérias promotoras de crescimento pode ser uma estratégia de manejo para
amenizar os efeitos da deficiéncia hidrica no crescimento e no desenvolvimento das plantas
por modificar o metabolismo fisioldgico e promover maior tolerancia a seca. Este estudo teve
como objetivo investigar os efeitos da inoculacdo das sementes com Bradyrhizobium
japonicum e Azospirillum brasilense de forma isolada e combinada no crescimento e na
indugdo da tolerdncia das plantas de amendoim (Arachis hypogaea L., cv. RUNNER IAC

886) a restricdo hidrica. O delineamento experimental adotado foi o de blocos ao acaso em
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esquema fatorial 3 x 4, constituidos por trés niveis de irrigacdo [100% da capacidade de
retencdo de agua do solo (controle), 50% do controle (estresse moderado) e 25% do controle
(estresse severo)] e por quatro tratamentos de inoculacdo [controle (sem inoculacdo),
inoculacdo com B. japonicum, inoculacdo com A. brasilense e coinoculacdo das sementes
com B. japonicum e A. brasilense, com quatro repeti¢fes. A restricdo hidrica foi imposta no
inicio do aparecimento do gindforo, aos 40 dias ap6s a emergéncia das plantas, por um
periodo de 18 dias. As plantas expostas as condi¢des de restricdo hidrica severa tiveram
reducdo de a altura da planta (32%), area foliar (44%), volume radicular (47%), matéria seca
da parte aérea (35%) e na matéria seca das raizes (37%) quando comparadas as plantas em
condigBes controle. A inoculagdo com B. japonicum e A. brasilense de forma isolada ou
combinada melhorou a integridade da membrana plasmaética em 7% e reduziu em 8% as
perdas de agua das folhas de amendoim expostas a deficiéncia hidrica. A inoculacdo com A.
brasilense de forma isolada ou combinada com B. japonicum resultou em maior altura de
planta (21%) e maior matéria seca das raizes (23%) quando comparado as plantas ndo
inoculadas sob condigcdes de restricdo hidrica severa. Nossos resultados sugerem que
inoculacdo com B. japonicum e A. brasilense de forma isolada ou combinada pode amenizar
os efeitos adversos da deficiéncia hidrica, mantendo o crescimento e o acimulo de matéria
seca das plantas quando expostas a restricdo hidrica. Portanto, o uso destas rizobactérias na
cultura do amendoim pode ser uma alternativa de manejo em condic@es de cultivo sujeitas a
ocorréncia de deficiéncia hidrica por conferir maior tolerancia das plantas a seca.
Palavras-chave: bactéria diazotrdfica, fixacdo bioldgica de nitrogénio; rizobactéria; restricéo
hidrica.

Abstract

The use of growth-promoting rhizobacteria can be a management strategy to mitigate the
effects of water deficiency on plant growth and development by modifying physiological
metabolism and promoting greater drought tolerance. This study aimed to investigate the
effects of seed inoculation with Bradyrhizobium japonicum and Azospirillum brasilense alone
and combined on the growth and induction of tolerance of peanut plants (Arachis hypogaea
L., cv. RUNNER IAC 886) to water restriction. The experimental design adopted was that of
random blocks in a 3 x 4 factorial scheme, consisting of three levels of irrigation [100% of the
soil's water retention capacity (control), 50% of the control (moderate stress) and 25% of the
control (severe stress)] and by four inoculation treatments [control (without inoculation),

inoculation with B. japonicum, inoculation with A. brasilense and seed co-inoculation with B.
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japonicum and A. brasilense, with four replications. Water restriction was imposed at the
beginning of the appearance of the gynophore, 40 days after the emergence of the plants, for a
period of 18 days. Plants exposed to conditions of severe water restriction reduced plant
height (32%), leaf area (44%), root volume (47%), shoot dry matter (35%) and root dry matter
(37%) when compared to plants under control conditions. After 18 days of exposure of the
plants to water restriction, the relative water content, membrane integrity, plant height, leaf
area, root volume and dry matter of shoots and roots were measured. Inoculation with B.
japonicum and A. brasilense alone or in combination improved the cell membrane integrity by
7% and reduced the water losses of peanut leaves exposed to water deficiency by 8%.
Inoculation with A. brasilense alone or in combination with B. japonicum resulted in higher
plant height (21%) and higher root dry matter (23%) when compared to plants not inoculated
under severe water restriction conditions. Our results suggest that inoculation with B.
japonicum and A. brasilense in isolation or in combination can mitigate the adverse effects of
water deficiency, maintaining the growth and dry matter accumulation of peanut plants when
exposed to water restriction. Therefore, the use of these rhizobacteria in the peanut cropping
can be an alternative of management in conditions subject to the occurrence of water
deficiency to confer greater tolerance of the plants to drought.

Keywords: diazotrophic bacteria, biological nitrogen fixation; rhizobacteria; water

restriction.

Resumen

El uso de rizobacterias que promueven el crecimiento puede ser una estrategia de manejo para
mitigar los efectos de la deficiencia de agua en el crecimiento y desarrollo de las plantas al
modificar el metabolismo fisiolégico y promover una mayor tolerancia a la sequia. Este
estudio tuvo como objetivo investigar los efectos de la inoculacién de semillas con
Bradyrhizobium japonicum y Azospirillum brasilense de forma aislada y combinada sobre el
crecimiento y la induccion de tolerancia de las plantas de mani (Arachis hypogaea L., cv.
RUNNER IAC 886) a la restriccion de agua. El disefio experimental adoptado fue el de
bloques al azar en un esquema factorial 3 x 4, que consta de tres niveles de riego [100% de la
capacidad de retencion de agua del suelo (control), 50% del control (estrés moderado) y 25%
del control (estrés severo)] y mediante cuatro tratamientos de inoculacion [control (sin
inoculacion), inoculacion con B. japonicum, inoculacion con A. brasilense y co-inoculacién
de semillas con B. japonicum y A. brasilense, con cuatro repeticiones. La restriccion de agua

se impuso, 40 dias después de la aparicion de las plantas, durante un periodo de 18 dias. Las
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plantas expuestas a condiciones de restriccion severa del agua tuvieron una reduccion en la
altura de la planta (32%), el area de la hoja (44%), el volumen de la raiz (47%), la materia
seca del brote (35%) y la materia seca (37%) en comparacion con las plantas en condiciones
de control. La inoculacién con B. japonicum y A. brasilense solo o en combinacién mejoro la
integridad de la membrana plasmatica en 7% y redujo en 8% las pérdidas de agua de las hojas
de mani expuestas a las condiciones severas de deficiencia de agua. La inoculacion con A.
brasilense sola 0 en combinacion con B. japonicum dio como resultado una mayor altura de la
planta (21%) y mayor materia seca de la raiz (23%) en comparacion con las plantas no
inoculadas en condiciones severas de restriccion de agua. Nuestros resultados sugieren que la
inoculacion con B. japonicum y A. brasilense de forma aislada o combinada puede mitigar los
efectos adversos de la deficiencia de agua, manteniendo el crecimiento y la acumulacion de
materia seca de las plantas cuando se expone a la restriccion de agua. Por lo tanto, el uso de
estas rizobacterias en el cultivo de mani puede ser una alternativa para el manejo en
condiciones de cultivo sujetas a la deficiencia de agua, ya que proporciona una mayor
tolerancia de las plantas a la sequia.

Palabras clave: bacteria diazotrofica, fijacion bioldgica de nitrégeno, rizobacteria, restriccion

de agua.

1. Introducéo

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma das principais culturas oleaginosas do
mundo. O Brasil é o segundo maior produtor e exportador de amendoim da América Latina
com 470 mil toneladas, superado apenas pela Argentina, que produz anualmente cerca de 1,0
milhdo de toneladas (Conab, 2020). O cultivo do amendoim tem sido uma excelente
alternativa de diversificacdo para os agricultores familiares, especialmente devido a suas
multiplas utilidades e alto valor energético e nutricional (Nakagawa e Rosolem, 2011). No
entanto, a ocorréncia de deficiéncia hidrica tem frequentemente limitado o desenvolvimento e
a produtividade da cultura em todas as regides produtoras do Brasil (Ferrari-Neto et al., 2012;
Pereira et al., 2012;Martins, 2013). Portanto, estudos que visam buscar estratégias de manejo
que amenizam os efeitos prejudiciais da restricdo hidrica s@o importantes para pesquisa
agricola.

Em condigdes de deficiéncia hidrica, as plantas apresentam uma série de alteragdes
morfofisioldgicas, tais como redugdo da area foliar, da condutancia estomatica, da taxa de

transpiracdo, da taxa fotossintética e reducdo da taxa de crescimento relativo (Vieira et al.,
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2017), além, da modificac&o da atividade de enzimas do metabolismo do nitrogénio e carbono
e mudancgas nos niveis de antioxidantes (Mantovani et al., 2015). Algumas destas respostas
fazem parte de estratégias que visam reduzir os efeitos deletérios da restricdo hidrica,
constituindo, portanto, mecanismos de tolerancia a seca.

As plantas desenvolveram mecanismos diferenciados de tolerancia a seca. Estes
mecanismos visam manter o crescimento e o desenvolvimento das plantas em condicdes de
baixa disponibilidade de agua no solo. Muitos fatores podem afetar as respostas das plantas a
deficiéncia hidrica, como gendtipo, espécie de planta, estagio de desenvolvimento da planta,
severidade e duracdo da restricdo hidrica, (Patané et al., 2013; Naghavi et al., 2013; Petrovic
et al., 2016), dentre outros fatores ambientais. Os estagios de desenvolvimento do amendoim
mais sensiveis a deficiéncia hidrica sdo as fases de emergéncia e formacdo de vagem
(frutificacdo) (Ferrari-Neto et al., 2012). A ocorréncia de restricdo hidrica durante estes dois
periodos de desenvolvimento resulta, respectivamente, na falha do estabelecimento do estande
de plantas e na reducéo do enchimento dos grdos, o que compromete o rendimento de vagens
da cultura (Nakagawa e Rosolem, 2011).

Dentre as estratégias de manejo que podem ser adotadas para amenizar os efeitos
adversos da deficiéncia hidrica, o uso de rizobactérias promotoras de crescimento de planta
(RPCP) tem aumentado nos ultimos anos (Gusain et al. 2015; Agami et al. 2016; Vurukonda
et al., 2016; Silva et al., 2019; Souza et al., 2020). Estas bactérias encontradas na regido da
rizosfera podem estimular o crescimento das plantas e induzir a resisténcia das plantas a
restricdo hidrica por diversos mecanismos. Os mecanismos mais relevantes sdo a otimizacao
da capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio, aumento na atividade da redutase do nitrato
guando crescem endofiticamente nas plantas, a producdo de sider6foros e de horménios
vegetais como auxinas, citocininas e giberelinas, solubilizacdo de fosfato e aprimoramento do
sistema antioxidante das plantas (Perrig et al., 2007; Hungria et al., 2013; Inagaki et al., 2014;
Chibeba et al., 2015; Fukami et al., 2018). As rizobactérias mais estudadas séo as pertencente
aos géneros Rhizobium, Pseudomonas e Azospirillum por favorecerem o desenvolvimento das
plantas (Hungria e Nogueira, 2013; Agami et al. 2016; Vurukonda et al., 2016; Silva et al.,
2017; Silva et al., 2019; Souza et al., 2020), e possuirem potencial de amenizar os efeitos de
ambientes desfavoraveis no crescimento das plantas.

Estudos tém reportado que o Azospirillum brasilense pode amenizar os efeitos da
deficiéncia hidrica no crescimento das plantas através da modificacdo de reagdes quimicas e
bioquimicas, no interior da planta ou na rizosfera, alterando a fisiologia do vegetal e

promovendo a tolerancia a seca (Fukami et al., 2018). Além disso, nos casos em que o A.




Research, Society and Development, v. 9, n. 7, e69973690, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i7.3690

brasilense tem sido utilizado em associacdo com o Bradyrhizobium, os efeitos benéficos da
coinoculacdo tem sido atribuido a capacidade dessa rizobactéria em produzir horménios
vegetais, que resulta em maior crescimento do sistema radicular, e, portanto, a possibilidade
de explorar um volume mais amplo de solo (Bulegon et al., 2014), o que pode aumentar a
tolerdncia das plantas a seca. Silva et al. (2019) reportaram que a coinoculagdo das plantas de
soja com B. japonicum and A. brasilense aliviou os efeitos adversos da restricdo hidrica nas
plantas de soja, por melhorar a estabilidade da membrana plasmatica, a nodulacéo das raizes e
reduz a taxa de abortamento de flores das plantas expostas a restri¢cdo hidrica. No entanto, o0s
efeitos da coinoculagdo desses rizobactérias na melhoria da tolerdncia da cultura do
amendoim a deficiéncia hidrica ainda s&o incipientes e inconclusivas.

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da inoculacdo das sementes com
Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense de forma isolada e combinada no
crescimento e na indugdo da tolerdncia das plantas de amendoim (Arachis hypogaea L., cv.
RUNNER IAC 886) a deficiéncia hidrica.

2. Material e Métodos

O estudo realizado seguiu a metodologia de pesquisa de campo de natureza qualitativa
e quantitativa, como proposto por Pereira et al. (2018). A pesquisa foi realizada em condicdes
de casa de vegetacdo no Departamento de Producdo Vegetal, da Universidade Estadual de
Mato Grosso do Sul — UEMS, em Cassilandia, MS (19°05'30" S; 51°48'50" W e altitude de
540 m), no periodo de outubro de 2017 a fevereiro de 2018. Durante 0 experimento, as
condi¢des ambientais no interior da casa de vegetacdo foram: temperatura média do ar de 26
°C (= 2 °C) e umidade relativa do ar de 68% (+ 6%).

Foram utilizadas amostras de um Neossolo Quartzarénico Ortico latoss6lico (NQo),
com 130 g kg de argila, 30 g kg de argila e 840 g kg™* de areia, coletadas na camada de 0—
0,20 m de profundidade, em uma area de pastagem nativa sem historico de cultivo agricola.
As andlises quimicas foram efetuadas seguindo indicacbes de Teixeira et al. (2017), e 0s
resultados sdo apresentados a seguir: pH (CaCly) = 4,5, matéria organica = 6,5 g dm=3, P
(Mehlich-1) = 4,8 mg dm=3, K = 0,08 cmol. dm=, Ca = 1,30 cmol. dm=3, Mg = 0,40 cmolc
dm=3, H+Al = 3,70 cmolc dm=3, Al = 0,55 cmolc dm=, CTC = 5,48 cmolc dm3e V = 32%. A
capacidade de retencdo de agua do solo sob condi¢BGes de drenagem livre foi mensurada
usando a taxa de decréscimo do teor de agua de 0,1 g kg~* dia* como sugerido por Casaroli e

Lier (2008), e o valor da capacidade maxima do solo em reter agua foi de 210 g kg™.
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A correcdo da acidez do solo foi realizada com a aplicacdo de 820 g de calcario por
dm? de solo (CaO: 28%; MgO: 12%; e, PRNT: 92%), visando elevar a saturagdo por base a
60% (Sousa e Lobato, 2004). Em seguida, o solo foi homogeneizado, umedecido até alcancar
80% da capacidade de retencdo de agua e incubado por 40 dias. Decorrido esse periodo, 0
solo foi fertilizado com 30 mg dm=3 de N (ureia), 250 mg dm~3 de P (superfosfato triplo), 100
mg dm=3 de K (cloreto de potassio), 15 mg dm™ de S (gesso agricola), 2 mg dm~ de Cu
(sulfato de cobre), 2 mg dm= de Zn (sulfato de zinco), 1 mg dm= de Mo (molibdato de
amonio) e 1 mg dm= de B (4cido borico), transferido para vasos plasticos com capacidade
para 12,0 dm® e submetido ao cultivo de amendoim. O solo utilizado no estudo ndo foi
previamente esterilizado.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso em esquema fatorial 3
x 4 com quatro repeticdes. Os tratamentos foram constituidos por trés niveis de regime de
irrigacdo [100% da capacidade de retencdo de &gua (controle), 50% do controle (estresse
moderado) e 25% do controle (estresse severo)] e por quatro tratamentos de inoculacdo das
sementes [controle (sem inoculacdo), inoculacdo com Bradyrhizobium japonicum, inoculagédo
com Azospirillum brasilense e coinocula¢do com B. japonicum e A. brasilense.

Cada unidade experimental foi constituida por dois vasos, perfazendo um total de 96
vasos. Um dos vasos de cada repeticdo foi utilizado para as amostragens destrutivas,
incluindo a éarea foliar, e a alocacdo de matéria seca entre as folhas, hastes e raizes apo6s 18
dias de deficiéncia hidrica. O outro vaso da repeticdo foi utilizada para a medicao do contetido
relativo de &4gua nas folhas e extravasamento de eletrolitos das células durante os 18 dias de
restricdo hidrica e ap6s o periodo de 3 dias de recuperacdo das plantas em condigdes controle
com 100% da capacidade de retencéo de agua.

Sementes de amendoim do cultivar RUNNER IAC 886, de porte rasteiro, ciclo longo
de 125 a 140 dias, e massa de 100 grdos de 48-60 g, foram previamente inoculadas com
Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense de forma isolada e combinada. A
inoculacdo das sementes com B. japonicum foi realizada com o inoculante comercial liquido
Simbiose Nod Soja® (Simbiose: Agrotecnologia Bioldgica) contendo as estirpes SEMIA 5079
e SEMIA 5080 [concentragdo minima de 7,2 x 10° unidades formadoras de col6nias (UFC)
por mL], na dose de 3 mL kg de semente. A inoculagdo de A. brasilense foi realizada
utilizado o inoculante comercial liquido AzoTotal® (Total Biotecnologia) que contém as
estirpes AbV5 e AbV6 [concentragdo minima de 2,0 x 108 unidades formadoras de coldnias
(UFC) por mL], na dose de 4 mL kg de semente. A coinoculacio foi realizada misturando as

duas rizobactérias, nas mesmas proporcOes utilizadas quando inoculadas isoladamente, ou
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seja, 3 mL do inoculante contendo B. japonicum + 4 mL de inoculante contendo A. brasilense
para cada quilograma de semente de amendoim. As quantidades de inoculantes utilizadas
foram diluidas em uma solugdo contendo 2 mL kg™ de semente de aditivo para inoculante
Protege® TS (Total Biotecnologia) e, entdo, ambos os produtos (inoculante + aditivo) foram
aplicados sobre as sementes. O aditivo para inoculante é constituido de metabdlitos ativos de
bactérias, complexo de agucares e biopolimeros encapsulantes e tem a finalidade de melhorar
a protecdo e a viabilidade das bactérias sobre as sementes.

A semeadura do amendoim foi realizada no dia 26/09/2017, distribuindo-se oito
sementes por vaso na profundidade de 4,0 cm, e aos cinco dias ap6s a emergéncia, realizou-se
o0 desbaste deixando-se duas plantas por vaso. Durante os primeiros 40 dias apds a emergéncia
das plantas, todos os tratamentos foram irrigados para manter o conteido de dgua proximo a
100% da capacidade de retencdo de agua do solo. Posteriormente, no inicio do aparecimento
do gindforo, a imposicdo da restricdo hidrica (50% e 25% da capacidade de retencdo de agua
do solo) foi realizada por um periodo de 18 dias. ApGs este periodo, as plantas foram
reidratadas, ou seja, foi elevado o conteldo de &gua do solo a 100% da capacidade de
retencdo de agua, por 3 dias. O teor de agua no solo foi monitorado diariamente nos periodos
da manha e da tarde (9:00 e 15:00 horas), com o auxilio de sensores de umidade, instalados
no centro dos vasos de cada tratamento, na profundidade de 12 cm.

Aos 1, 3,6,9, 12, 15 e 18 dias ap06s a imposicdo da restricdo hidrica, e aos 3 dias apds
a reidratacdo das plantas de amendoim foram mensurados o conteudo relativo de agua (CRA)
das folhas. Aos 18 dias ap0s a imposicdo da restricdo hidrica e aos 3 dias ap6s a reidratacdo
também foram avaliadas a integridade da membrana plasmatica, conforme descrito a seguir:

O contetdo relativo de agua da folha (CRA) foi determinado seguindo-se a
metodologia proposta por Barrs (1968), com modificacdes. Foram retirados quinze discos de
8,50 mm de didmetro, de folhas totalmente expandidas, sempre antes do nascer do sol (pre-
dawn), para que a umidade relativa (condi¢cdes de déficit de pressdo de vapor) estivesse
uniforme para todas as medidas em todos os dias de avaliacdo. Os discos foliares foram
imediatamente pesados em balanga de precisdo de 0,0001 g para obtencdo da massa fresca
(MF). Em seguida, os discos foliares foram acondicionados em placas de Petry com agua
destilada e mantidos em uma camara incubadora a temperatura de 25 °C. Apos 6 horas, 0s
discos foram novamente pesados, apos a retirada do excesso de agua superficial com papel
toalha, obtendo-se a massa tdrgida ou saturada (MT). Por fim, os discos foliares foram
colocados em sacos de papel, e acondicionados em estufa de circulacdo forcada de ar, a

temperatura de 65 °C, até atingirem massa constante (24 h). Em seguida, os discos foram
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pesados para obtencdo da massa seca (MS). O CRA foi definido como a relagdo entre o
contetdo de &gua de uma amostra de folha imediatamente apdés a sua coleta (MF) e o
conteddo de &gua da mesma amostra apds a recuperacdo total da turgescéncia (MT),
comparativamente a massa seca (MS), sendo determinado pela seguinte equacdo: CRA =
[(MF —MS) / (MT — MS)] x 100.

O indice de integridade das membranas celulares foi mensurado indiretamente por
meio do extravasamento de eletrélitos a partir das células utilizando-se a metodologia descrita
por Lutts et al. (1996). Foram coletados 20 discos foliares com 8,50 mm de diametro,
provenientes de folhas totalmente expandidas das duas plantas de cada unidade experimental.
Os discos coletados foram lavados duas vezes com agua destilada, e em seguida colocados em
tubos de ensaio com 30 mL de agua destilada, e mantidos em uma camara incubadora a
temperatura de 25 °C, por 6 horas. Posteriormente, procedeu-se a leitura da condutividade
elétrica da solucdo, que foi considerada como sendo a condutividade livre (CL). Os discos
foram, entdo, submetidos ao banho maria a 100 °C por 1 h, e apds o resfriamento mensurou-se
novamente a condutividade elétrica da solucdo, que foi denominada como a condutividade
total (CT). A porcentagem de integridade da membrana plasmaética (PIM) foi calculada de
acordo com a seguinte equagdo: PIM (%) = [1 — (CL/CT) x 100].

Ap6s os 18 dias de exposicdo das plantas de amendoim a deficiéncia hidrica foram
determinadas as seguintes caracteristicas morfoldgicas: altura de planta (AP), area foliar (AF),
volume radicular (VR), matéria seca da parte aérea (MSPA), das raizes (MSR) e total (MST).
A area foliar (AF) foi determinada seguindo metodologia proposta por Benincasa (2003), com
modificacOes. Apds a separacdo de todas as folhas das duas plantas do vaso, foram retirados
30 discos foliares de area conhecida de 2,0 x 2,0 cm (4,0 cm?), que foi considerada a area
foliar da amostra (AFamestra). Em seguida, apos a secagem em estufa de circulagéo forgada de
ar, a temperatura de 65 °C, até atingirem massa constante, foi determinada a massa seca da
amostra (MSamostra) € @ massa seca das folhas (MSF). A area foliar total (AF) foi obtida
atraves da seguinte equacao: AF = [(AFamostraX MSF)/MSamostra]. O volume radicular (VR) foi
determinado pelo método de deslocamento de &gua, utilizando uma proveta de 100 mL
graduada em mililitros (mL). O sistema radicular e a parte aérea (folhas e hastes) foram
separados, secados em estufa a 65 °C, até massa constante, e entdo pesados em balanca
semianalitica, para a determinacdo da matéria seca, em gramas, das raizes (MSR) e da parte
aérea (MSPA).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias dos fatores

a inoculacao e nivel de restricdo hidrica foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de
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5% de probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
Sisvar® versédo 5.6 para Windows (Ferreira, 2014). Os gréaficos foram elaborados por meio do
pacote estatistico do Microsoft Office Excel® 2016 (Microsoft Office 365TM).

3. Resultados e Discussao

A inoculacdo com Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum brasilense de forma
isolada ou combinada nédo afetou significativamente (p > 0,05) o contetdo relativo de agua
(CRA) das folhas de amendoim até o 9° dia de exposicdo das plantas a deficiéncia hidrica
(Tabela 1). Aos 12, 15 e 18 dias de restricdo hidrica, as plantas coinoculadas com B.
japonicum e A. brasilense apresentaram maior CRA quando comparadas as plantas nao
inoculadas (Tabela 1). Estes resultados indicam que a coinocula¢do das sementes com B.
japonicum e A. brasilense amenizou a perda de &gua das folhas durante o periodo de
exposi¢do das plantas a deficiéncia hidrica. Esse aumento no CRA pode ser devido ao efeito
benéfico das rizobactérias promotoras de crescimento de planta (RPCP) na melhoria do status
hidrico da planta em condicGes de restricdo hidrica, conforme reportado em outras culturas. A
inoculacdo de A. brasilense em plantas de trigo (Triticum aestivum) expostas a deficiéncia
hidrica induziu o aumento do contetdo relativo de agua das folhas, o que foi atribuido a
producdo de hormdnios vegetais como a auxina por esta rizobactéria que favoreceu o
desenvolvimento do sistema radicular. De acordo com Arzanesh et al. (2011), o0 aumento na
sintese de auxinas promovido pelo A. brasilense pode melhorar o crescimento das raizes e
induz a formac&o de raizes laterais, aumentando, assim, a capacidade de absorcéo de agua e
de nutrientes pelas plantas em condicGes de restricdo hidrica. Cura et al. (2017) também
mostraram que plantas de milho (Zea mays) inoculadas com A. brasilense e Herbaspirillum
seropedicae exibiram maior CRA das folhas, o que foi atribuido a melhoria do sistema de
ajustamento osmatico das plantas expostas as condi¢des de restricdo hidrica.

O CRA das plantas com o manejo de irrigacdo de 100% da capacidade de retengédo de
agua do solo (controle) se manteve constante durante todo o periodo de avaliacdo, com
valores variando de 90 a 92% (Tabela 1). Os niveis de restricdo hidrica influenciaram
significativamente (p < 0,05) o CRA a partir do 3° dia de exposicéo das plantas a deficiéncia
hidrica. A restricdo hidrica resultou na diminuicdo do CRA das plantas de amendoim, com
valores atingindo 85% a 76% (estresse moderado) e 78% e 50% (estresse severo) aos 3 e 18
dias, respectivamente (Tabela 1). Estes resultados devem-se a menor disponibilidade de agua

no solo nestes regimes de irrigacdo. A reducéo de 42% do CRA ap0s 18 dias de exposicéo das
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plantas & restricdo hidrica severa resultou em diminuicdo da turgescéncia, clorose
generalizada, especialmente das folhas velhas. Apds a reidratacdo das plantas, o CRA
alcancou valores semelhantes as plantas do tratamento controle, restaurando o potencial
hidrico e a turgescéncia das folhas (Tabela 1). A deficiéncia hidrica afeta adversamente
muitos processos fisioldgicos nas plantas, e a perda de turgescéncia em decorréncia da
diminuicdo do CRA é um dos primeiros efeitos adversos da ocorréncia da deficiéncia hidrica
(Taiz et al., 2017).

Tabela 1. Efeitos da inoculacdo das sementes com Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum
brasilense de forma isolada ou combinada e dos niveis de restricdo hidrica no contetdo relativo de
agua das folhas (CRA) de amendoim (Arachis hypogaea L., cv. RUNNER IAC 886) durante os 18
dias de exposicao das plantas a deficiéncia hidrica e ap6s 3 dias de reidratacdo em condicbes controle
com 100% da capacidade de retengdo de dgua do solo. UEMS, Cassilandia-MS, 2018

o Dias ap6s a imposicao da restricdo hidrica
Causas de variagdo p posi¢ ¢

1 3 6 9 12 15 18 21°

Inoculacdo das sementes
Controle 88a 86a 77a 74a T76b 72b 72b 90a
Bradyrhizobium japonicum 88a 85a 80a 76a 80ab 73b 75ab 9la
Azospirillum brasilense 89a 86a 80a 78a 8lab 76a 77a 90a

B. japonicum + A. brasilense 90a 85a 82a 80a 83a 78a 79a 90a

Nivel de restricdo hidrica

Controle (100% cc) 92a 92a 91a 92a 91a 9a 92a 92a
Moderado (50% cc) 88a 85b 79b 80b 78b 79b 76b 89a
Severo (25% cc) 87a 78c¢c 70c 62c 57c¢ 53c 50c 90a
CV (%) 531 628 487 634 586 612 783 561

Média seguida de letra distinta para cada um dos fatores inoculagdo ou nivel de restricdo hidrica diferem pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV: coeficiente de variacdo. ¥ Contetdo relativo de dgua das
folhas quantificado apos trés dias de reidratagdo das plantas.

A inoculacdo das sementes com B. japonicum e A. brasilense de forma isolada ou
combinada e os niveis de restricdo hidrica afetaram significativamente (p < 0,05) a
porcentagem de integridade da membrana celular das plantas de amendoim (Tabela 2). A
inoculagdo com B. japonicum e A. brasilense de forma isolada ou combinada resultou na
maior porcentagem de integridade da membrana celular quando comparadas as plantas nao
inoculadas (Tabela 2). Esses resultados indicam que os danos causados as membranas
celulares pela restri¢cdo hidrica foram reduzidos pela inoculagdo de A. brasilense isolada ou
em associacdo com rizobio. Resultados semelhantes foram reportados por Abbasi et al.
(2013), os quais reportaram que a coinoculagdo de plantas de soja com B. japonicum,
Azotobacter chroococcum e A. brasilense melhorou a integridade da membrana celular

guando comparada a plantas ndo inoculadas e expostas as condigdes de restricdo hidrica. Essa
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melhora na estabilidade das membranas celulares das plantas com a inoculacdo de A.
brasilense e rizobio pode ser decorrente da ativacdo do sistema de defesa antioxidante
causado pelas rizobactérias promotoras de crescimento, aumentando a tolerancia das plantas a
seca, como relatado por Gusain et al. (2015). De acordo com Vurukonda et al. (2016), as
alteracbes mediadas pelas rizobactérias promotoras de crescimento na integridade da
membranas celulares s&o um dos primeiros passos para aumentar a tolerancia das plantas as

condicdes de baixa disponibilidade de agua no solo.

Tabela 2. Efeitos da inoculacdo das sementes com Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum
brasilense de forma isolada ou combinada e dos niveis de restricdo hidrica na porcentagem de
integridade das membranas plasmaéticas das folhas de amendoim (Arachis hypogaea L., cv. RUNNER
IAC 886) apos 18 dias de exposicao das plantas a deficiéncia hidrica e ap6s 3 dias de reidratacdo em
condicdes controle com 100% da capacidade de retencdo de agua do solo. UEMS, Cassilandia-MS,
2018

Nivel de restricdo hidrica

Inoculacdo das sementes Controle Moderado Severo Média

(100% cc) (50% cc) (25% cc)

Apos 18 dias de restri¢do hidrica
Controle 89,20 79,18 71,12 79,83 b
Bradyrhizobium japonicum 91,32 83,51 77,58 84,10 a
Azospirillum brasilense 93,10 84,62 79,61 85,78 a
B. japonicum + A. brasilense 93,25 85,48 83,42 87,38 a
Média 91,72 A 83,20 B 7793C
CV (%) 9,81
Apos 3 dias de reidratacéo das plantas

Controle 89,08 81,78 78,78 83,21b
Bradyrhizobium japonicum 89,49 88,10 86,38 88,00 a
Azospirillum brasilense 90,72 89,36 89,48 89,85a
B. japonicum + A. brasilense 90,10 90,70 91,32 90,71 a
Média 89,85 A 87,48 B 86,49 B
CV (%) 8,34

Média seguida de letra distinta, mindscula na coluna, ou letra mailscula da linha diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV: coeficiente de variagdo.

O aumento do nivel de restricdo hidrica resultou na reducdo significativa da
porcentagem de integridade da membrana (Tabela 2). A menor integridade das membranas
celulares observada nas plantas de amendoim expostas a restricdo hidrica moderada e severa
indica que houve aumento do dano nas membranas celulares. De acordo com Pimentel
(2004), a exposicdo das plantas as condi¢bes de restricdo hidrica resulta no aumento da
liberacdo de eletrolitos através das membranas celulares. Uma das principais funcfes da

membrana plasmatica € regular a permeabilidade, e quando a mesma sofre algum dano fisico
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ou quimico essa permeabilidade é perdida, ocorrendo o extravasamento de eletrélitos (Taiz et
al., 2017). Sob condicBGes de estresse hidrico, as plantas produzem espécies reativas de
oxigénio (EROs), como o peroxido de hidrogénio (H202), superéxido (O2") e radicais
hidroxila (OH). Essas EROs reagem com proteinas, lipidios e &cido desoxirribonucleico
causando danos oxidativo e prejudicando a permeabilidade da membrana celular (Vurukonda
et al. 2016). Segundo Taiz et al. (2017), o dano causado pelas EROs na integridade celular é
decorrente da peroxidacao lipidica das membranas celulares.

A inoculacdo das sementes com A. brasilense de forma isolada e combinada com B.
japonicum resultou em plantas de amendoim de maior altura em condi¢Oes de restricdo
hidrica severa (Figura 1A). Bulegon et al. (2016) também mostraram que a inoculagdo com A.
brasilense e B. japonicum proporcionou aumento na altura das plantas de soja. Segundo
Fukami et al. (2018), o A. brasilense tem a capacidade de produzir hormonios vegetais, tais
como o &cido indolacético (AlA) e o acido giberélico, os quais promovem o aumento do
crescimento das plantas. No entanto, estes efeitos ndo foram verificados em condigdes com
100% da capacidade de retencdo de agua do solo (controle) e sob restricdo hidrica moderada
(Figura 1A).

Em condigdes controle, a &rea foliar foi significativamente maior nas plantas
inoculadas com A. brasilense, ao passo que sob restricdo hidrica moderada e severa a
inoculacdo de B. japonicum de forma isolada ou combinada com A. brasilense ndo afetou
significativamente (p > 0,05) a area foliar das plantas de amendoim (Figura 1B). O volume
radicular das plantas do tratamento controle foi significativamente maior com a coinoculagdo
de B. japonicum e A. brasilense, ao passo que em condicBes de restricdo hidrica severa o
maior volume radicular foi obtido nas plantas inoculadas apenas com B. japonicum (Figura
1C). O A. brasilense pode promover o crescimento de plantas através da producdo de
horménios vegetais, principalmente de &cido indol-3-acético (IAA), que pode ajudar as
plantas a superar 0s estresses ambientais, induzindo a formacdo de raizes laterais e aumento
do crescimento das raizes (Chibeba et al., 2015; Vurukonda et al., 2016).

A inoculagdo das sementes com A. brasilense de forma isolada e combinada com B.
japonicum resultou no aumento de 21% da produgdo de matéria seca da parte aérea das
plantas em condicGes controle e sob restricdo hidrica severa (Figura 1D). A inoculagéo de A.
brasilense de forma isolada ou combinada com B. japonicum resultou em maior producgéo de
matéria seca das raizes em condi¢cdes de restricdo hidrica severa (Figura 1E). As plantas
inoculadas com B. japonicum e A. brasilense de forma isolada ou combinada tiveram maior

producdo de matéria seca total quando comparadas as plantas ndo inoculadas e expostas a
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restricdo hidrica severa (Figura 1F).
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Figura 1. Efeitos da inoculacdo das sementes com Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum
brasilense de forma isolada na altura de planta (A), area foliar (B), volume radicular (C), matéria seca
da parte aérea (D), das raizes (E) e matéria seca total (F) das plantas de amendoim (Arachis hypogaea
L., cv. RUNNER IAC 886) em condi¢gdes com 100% da capacidade de retencdo de &gua do solo
(controle) ou em condicGes de restricdo hidrica moderada e severa, respectivamente, com 50% e 25%
da capacidade de retengdo de agua do solo por 18 dias. Barras seguidas por letras distintas, minasculas
para tratamento de inoculacdo ou letras mailsculas para os niveis de restricdo hidrica mostram
diferencas significativas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Os dados referem-se aos valores
médios (n = 4) + erro padrdo da média. UEMS, Cassilandia-MS, 2018.
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De maneira geral, esses resultados sugerem que a inoculacdo de B. japonicum e A.
brasilense de forma isolada ou combinada melhorou o crescimento de plantas de amendoim
em condicdes de deficiéncia hidrica, resultando na maior producdo de matéria seca das
plantas. Especificamente, plantas coinoculadas com ambas as rizobactérias e expostas a
restricdo hidrica severa produziram, em média, 19% a mais de matéria seca da parte aérea, das
raizes e total quando comparado as plantas ndo inoculadas (Figura 1D, E e F). Estes
resultados mostram que a coinoculacao de A. brasilense e rizobio tem um efeito sinérgico no
crescimento do amendoim, como reportado em outras culturas, como soja (Chibeba et al.,
2015; Silva et al., 2019) e feijdo (Hungria et al., 2013). Em plantas de soja, Bai et al. (2003)
também mostraram que a coinoculacdo de B. japonicum e A. brasilense proporcionou
aumento na area foliar, matéria seca da parte aérea e matéria seca das raizes. O uso de
Azospirillum pode melhorar a eficicia da inoculagdo de rizébios, melhorando a assimilagdo
de N pelas plantas devido a fixacdo bioldgico do N2 atmosférico (Chibeba et al., 2015; Fipke
et al., 2016), produzindo horménios vegetais que estimulam o crescimento das plantas e
aprimorando o sistema antioxidativo das plantas em condi¢6es ambientais adversas (Cura et
al., 2017; Bulegon et al., 2017) entre outros fatores.

A altura da planta, area foliar, volume radicular e a producdo de matéria seca das
plantas de amendoim foram significativamente menor em condicGes de restricdo hidrica
(Figura 1). As plantas expostas a restricdo hidrica severa tiveram, em média, reducdo de 32%
na altura de planta, 44% na area foliar, 47% no volume radicular, e redugdo de 35% e 38% na
producdo de matéria seca da parte aérea e das raizes, respectivamente, quando comparadas as
plantas em condicdes controle (Figura 1). Estes resultados reportam a resposta das plantas
comumente relatada na literatura quando expostas a deficiéncia hidrica (Zoz et al. 2013,
Naveed et al. 2014; Cura et al. 2017). Um dos primeiros processos que €é alterado ou afetado
em resposta a menor disponibilidade de agua no solo é a expansdo celular, um processo
altamente dependente da turgescéncia das plantas (Taiz et al., 2017). No entanto, com o
avanco da deficiéncia hidrica, outros processos fisiologicos e bioquimicos da planta sdo
afetados, com efeitos diretos na producdo e translocacdo de fotoassimilados pela planta,
reducdo na taxa de assimilacdo de carbono e reducdo da taxa de crescimento relativo
(Pinheiro e Chaves 2011). Como resultado desses efeitos, hd uma redugdo na altura da planta,
na area foliar e no acimulo de matéria seca da parte aérea e das raizes. A reducdo da area
foliar ocorre como uma reacdo de defesa das plantas a restri¢cdo hidrica, reduzindo a taxa de

transpiracéo e, portanto, a amenizando a perda de agua para a atmosfera (Taiz et al., 2017).
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4, Concluséao

Em sintese, os resultados aqui apresentados demonstraram que a inoculacdo com B.
japonicum e A. brasilense de forma isolada ou combinada pode melhorar a integridade da
membrana plasmatica e minimizar a perda de agua das folhas de amendoim quando expostas
a deficiéncia hidrica. Além disso, a inoculagdo com A. brasilense de forma isolada ou
combinada com B. japonicum resultou em maior altura de planta e maior matéria seca das
raizes sob condi¢cOes de restricdo hidrica severa. Portanto, nossos resultados sugerem que a
inoculagdo com B. japonicum e A. brasilense de forma isolada ou combinada pode amenizar
os efeitos adversos da deficiéncia hidrica, mantendo o crescimento e o acimulo de matéria
seca das plantas quando expostas a restri¢do hidrica em condicGes de casa de vegetacao. Desta
forma, importantes contribui¢fes do uso de tecnologias consideradas limpas e de baixo custo
estédo sendo disponibilizadas aos produtores de amendoim da regido do Cerrado. No entanto,
os efeitos benéficos do uso da coinoculacdo de bactérias do género Bradyrhizobium e
Azospirillum na cultura do amendoim em condic¢Ges do Cerrado devem ser confirmados com a

realizacdo de novos estudos em condicdes de campo.
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