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Resumo

Cratylia mollis Mart. ex Benth. € uma espécie leguminosa, utilizada como
forrageira destinada a caprinocultura, e é nativa do semi-arido nordestino. Estudou-se os
efeitos do estresse hidrico no processo de fixacdo biologica de N», a fim de se compreender
0 comportamento desta planta em condigdes estressantes. Realizou-se selecdo de estirpes de
rizobio noduladoras de Cratylia em vaso “Leonard”, e estas foram testadas em experimento
com solo. Nestas plantas apds oito meses do plantio, coincidente com o inicio da fase
reprodutiva, estabeleceu-se estresse hidrico através de suspensio de rega durante quarenta e
seis dias. As plantas estressadas foram comparadas com plantas controle, irrigadas
diariamente com &gua destilada. Com a avaliagdo da conduténcia estomética(gs) pdde se
observar que C. mollis realiza eficiente controle de perda d’ agua, através da manutencéo
dos estdbmatos fechados, nos horérios de 12:00h. O status metabdlico, avaliado através da
quantificacdo de aglcares solUveis e teor de N-amino, indica uma tendéncia de que a planta
realiza gjuste osmaotico. Quando o contelido de agua na folha oscilou em torno de 33%, a
planta, apds rehidratacdo, recuprou-se, formando novas folhas. O controle de perda d’ &gua
e a manutencéo de baixo status metabdlico indicam predominancia dos mecanismos de
evitamento, utilizados por C. mollis para tolerar déficit de umidade. Observou-se
interrupcdo na fixagdo de N durante o periodo de suspensdo de rega, normalizando-se apds

rehidratacdo, com a formagdo de novos nodul os ativos.



Abstract

The forage legume Cratylia mollis Mart. ex Bent., used to feed goats is common in
the semi-arid Northeast of Brazil. Physiological studies related to water stress and its
effects on the biological nitrogen fixation of the plant in symbiosis with Rhizobium strains.
These rizobia strains that nodulate Cratylia were selected under greenhouse conditions
using “Leonard” jars and then tested under soil conditions also a the greenhouse. After
eight months of growth, in the beginning of the reproductive stage of the plants, water
stress was imposed by withholding water for forty-six days. Control plants were irrigated
every other day throughout the experimental period. Stomatal condutances was measured
assuming that the stomata were fully closed by the time of highest photosynthetic activity
and results suggests that C. mollis has a efficient water control. Quantification of soluble
sugars and N-amine also suggest that the plant is capable of osmotic adjustment. The
relative content of water in the leaf (RCWL) oscillated around 33% and showed the
permanent wilting point (PWP) . These characteristics show that C. mollis uses avoidance
mechanisms to tolerate water stress. The biological nitrogen fixation process was
interrupted by the time of water stress but, after rehydration new actives nodules were

formed.



1-Introducéo

O género Cratylia tem sido estudado para uso como forrageira por diferentes grupos
de pesquisas relacionados a agricultura tropical devido as suas caracteristicas de tolerancia
asolos &cidos e a seca em regides semi-aridas (QUEIROZ & CORADIN,1995).

A regido nordeste possui grande parte das areas semi-aridas brasileiras, sendo desta
forma, um grande arcabouco de plantas tolerantes a pouca disponibilidade de &agua,
caracteristicas da vegetacdo de Caatinga. Nesta regido, esta vegetacdo tem grande
importancia econdmica, na bovinocultura e, principalmente, na caprinocultura. Entretanto,
o0 cultivo de pastagens para estes animais € limitado em decorréncia de baixos indices
pluviométricos. As &eas de pastagens de baixo porte sdo bastante ricas, porém
insuficientes, obrigando o rebanho a procurar plantas de porte arbustivo e arb6reo para
alimentagdo alternativa (SILVA et al., 1984).

Segundo SUBARAO et al., (1995), em avaliagdo agrondmica, 0 estresse hidrico &
definido como uma reducéo na producdo de gréos atribuida a deficiéncia de &gua. O cultivo

de leguminosas produtoras de gréos, que depende da umidade do solo mantida pelas



chuvas, € propensa a secas intermitentes durante a fase vegetativa e/ou de crescimento
reprodutivo, a recuperagdo das culturas ap0s uma seca é determinada por chuvas
subsequentes (SUBARAO et al., 1995). O estresse € dito terminal quando ocorre a fase de
enchimento de grdos NAGESWARA RAO et al., 1985) mas é ainda mais critico para
culturas crescidas depois de uma estacdo chuvosa e é dependente da umidade retida no
solo.

Parentes selvagens podem possuir caracteristicas relevantes para mecanismos de
resisténcia a seca de legumes cultivados PARSONS & HOWE,1984). Estudos indicam
Vigna unguiculata (L.) Walp., como uma espécie bem adaptada a ambientes quentes
(RACHIE & ROBERTS, 1974; SPRENT, 1976), e isto sugere uma preocupacdo em se
estudar outros individuos da vegetacdo de Caatinga.

Em geral, as espécies bem adaptadas a condic¢les adversas tém baixo potencia de
producdo despeito de sua superior adaptacdo local. Muitas dessas espécies ndo estdo
presentes na agricultura atual, onde os sistemas de plantio e préticas de manutencéo da
cultura sdo radicamente diferentes das condi¢bes sob as quais desenvolvem-se as nativas.
Assim, € importante para a perspectiva de melhora nas culturas, identificar os atributos
fisiologicos especificos que contribuem para sua adaptabilidade em condi¢des de déficit
umidade nos ambientes nativos (SUBARAO et al., 1995).

As adaptactes que as leguminosas desenvolveram durante o curso de sua evolugéo,
tem grande importancia na compreensao e usufruto de ecossistemas que séo marcados por
déficit de umidade, a exemplo da Caatinga .

Tem-se demonstrado preocupacdo em estudar caracteristicas peculiares de espécies

forrageiras arbustivas definindo aimportancia e o potencial de uso, aém de perspectivas de



avaliacdo da susceptibilidade a pragas e doencas, exigéncias nutricionais e principamente a
sua adaptacéo ao ambiente. Desta forma, este trabalho objetiva-se estudar alguns aspectos
do comportamento da espécie Cratylia mollis em, nas seguintes perspectivas.
Avdiar o comportamento de C. mollis sob condi¢cbes de déficit hidrico,
verificando suas respostas ao estresse submetido.
Isolar e selecionar estirpes de rizobio eficientes para fixagdo de nitrogénio em

simbiose com C. mollis.



2- Revisao Bibliogr éfica

2.1-Cratylia mollis

2.1.1- Importancia Econémica e Distribuicéo Geogr afica

Cratylia mollis Mart. ex Benth. é uma leguminosa arbustiva, espécie perene, nativa
do semi-arido brasileiro, conhecida na regido como feijdo camaratuba, e é considerada
excelente recurso forrageiro para o periodo seco. Cultivada em Petrolina, PE, floresce
geramente no periodo abril - maio e matura em julho - agosto, porém o periodo entre a
antese e a maturacdo ndo € uniforme (SILVA et al., 1984). Produz grandes quantidades de
sementes com reproducéo vigorosa. Em condi¢Oes naturais, observou-se que a planta é
resistente a pragas e doencas. Todavia, as plantas do banco de germoplasma do CPATSA -
EMBRAPA apresentam susceptibilidade ao ataque de ferrugem (Ravenalia sp.) (SILVA et
al., 1984).

Sua ocorréncia € observada na regido nordeste do Brasil nos estados da Bahia,

Pernambuco, Ceara e Piaui. Na Bahia ocorre no centro-norte, na regido do Raso da Catarina



e municipios de Canudos, Casa Nova, Irecé, Jacobina, Morro do Chapéu e Paulo Afonso;
em Pernambuco ocorre principalmente no vale do Moxot6, entre Arcoverde e Ibimirim; no
Ceara ocorre no Planalto do Ibiapava, além dos municipios de Jaicds, Oeiras, Picos, Serra
Branca e S Raimundo Nonato. E uma planta tipica da Caatinga, ocorrendo em geral em
formagdes arbustivas densas hiperxerdfilas, como as encontradas no Raso da Catarina e no
Vale do Moxot6 (QUEIROZ & CORADIN, 1995).

C. mollis é indicada por SILVA (1984) como destacado recurso forrageiro para
regides semi-aridas, principalmente no periodo seco, por ter grande resisténcia a seca, a
pragas e doencas, adém de produzir grande quantidade de sementes, reiterando
OTERO (1952), que ja descrevia o feijao camaratuba com uma leguminosa que vegetava
abundantemente no interior da Bahia, constituindo valioso recurso para aimentacéo do
gado no periodo de estiagem.

A camaratuba tem uma participacdo na dieta dos caprinos, em Caatinga nativa e
rebaixada, avaliada em 18,20%, 0 que é considerada elevada (LIMA et al., 1987). A
participacdo da camaratuba e das outras espécies arbustivas forrageiras juntas, com
potenciad de uso no semi-&ido nordestino, na fitomassa foi de 4,30% e 39,10%,
respectivamente, segundo LIMA et al., (1987). Encontra-se entre as forrageiras de boa
produtividade quando comparado a leucena (Leucaena leucocephala (L.)De Wit) que é a
mais usada na regido como fonte de proteinas. SILVA (1992), afirma que a camaratuba
possui de produtividade de matéria seca em torno de 1697 Kg/ha/ano, intermediérios ao
moror6 (Bahuinia cheilantha (Bong.) Steud.) e a leucena, com 1275 e 2434 kg/ha/ano,

respectivamente.



C. mollis, quando avaliada por OLIVEIRA (1988), dentre outras leguminosas
forrageiras indicadas para pastejo direto e producdo de feno na regido semi-&rida, obteve
maiores indices de aceitacdo pelos animais, juntamente com duas cultivares de leucena -
peru e canningham - e o morord. Em relagdo ao desenvolvimento fenoldgico e producéo de
matéria seca, OLIVEIRA (1988) néo conseguiu observar resultados tdo rdpidos quanto
para leucena, sendo desta forma, indicada para condigdes naturais de Caatinga rebaixada,
por possuir crescimento lento. A condicdo de perenidade e resisténcia a baixas taxas de
pluviosidade a caracterizam como bom recurso forrageiro.

Dados de digestibilidade in vitro, na fracdo comestivel desta forrageira estdo entre
56,16% e 45,47%, considerados bons para leguminosas arbustivas (SILVA, 1988). O teor
de proteina bruta foi avaliada em torno de 20% (SILVA, 1988). Forrageira perene, no
banco de germoplasma de forrageiras do CPATSA, a camaratuba é cultivada ha doze anos,

demonstrando que pode ser utilizada em bancos de proteina para pastejo.

2.1.2- Fenologia de Cratylia mollis.

Pertence a familia Leguminosae, sub-tribo Papilionoideae, tribo Phaseoleae, sub-
tribo Dioclecinae

Segundo QUEIROZ & CORADIN (1995), o género Cratylia compreende arbustos
de 15 a 3m ou lianas voluveis, com folhas trifolioladas, estipeladas, foliolos
membranéceos a cartaceos, os laterais ligeiramente assimétricos. A inflorescéncia € um
pseudoracemo nodoso com nodosidades capitadas a clavadas, com 6 a 9 flores por

nodosidade. As flores medem de 1,5 cm a 3 cm com pétalas lilases a magenta. O fruto



mede em torno de 15 cm x 1,5 cm, sendo um legume com deiscéncia eléstica com 4 a 8
sementes. As sementes sao lenticulares, compressas, elipticas a orbiculares medindo cerca
de8-12 x 6 - 8 x 2-3mm.

A camaratuba, classificada como Cratylia mollis Mart. ex Benth., foi identificada
por LEWIS (1987) e o género foi revisado por QUEROZ (1995), devido a problemas de
sinonimias e equivocos encontrados na literatura. Difere-se das demais espécies do género
por possuir face abaxial do foliolo com colorido branco-suave; e ser endémica de
ecossistema de caatinga. Cratylia mollis tem hébito arbustivo, foliolos ovais com &pice
obtuso e hipdfilo viloso; a inflorescéncia possui eixo ereto de mais de 15cm; flores maiores

gue 2,5 cm com estandarte oval, sericeo (QUEIROZ & CORADIN, 1995).

2.1.3- Caracteristicas da Vegetacdo de Caatinga

Caatinga é uma paavra de origem indigena que significa floresta branca, na
linguagem Tupi e, provavelmente, faz alusdo a uma aparéncia de esqueleto desta vegetacdo
de mata espinhosa na estagdo seca quando muitas espécies perdem as folhas. O clima é
semi-arido, com médias de chuvas anuais entre 300 mm (em é&reas secas) a 750 — 800 mm
quando a caatinga limita-se com vegetacdo de cerrado. A estacéo seca duraem torno de 7 a
11 meses. A vegetacdo de caatinga € espinhosa, fechada, com arvoretas secas, medindo
entre 3 e 5 metros, e ocasionalmente pequenas arvores de 6 a 8 metros. A grande maioria

dos individuos que ocorre na Caatinga € da familia Legumionosae (LEWIS, 1987).



2.2- Respostas de C.mollisao Estresse Hidrico

2.2.1-Mecanismos de Adaptacao a Seca

Segundo PASSIOURA (1996), os puristas insistem que seca € um termo
meteorolégico que se refere, substancialmente, a periodos em que as chuvas sdo
insuficientes para conservar o potencial de evaporacdo, ao contrario de uma interpretacdo
mais ampla, que define seca como uma circunstancia em gue as plantas sofrem reducéo de
crescimento ou producdo, devido ao suprimento de &gua insuficiente, ou por causa de altos
déficits de umidade, apesar da quantidade de agua no solo estar aparentemente em niveis
adequada.

Seca pode ser considerada como um conjunto de diferentes pressdes climaticas.
Varios fenbmenos podem produzir seca: choques térmicos, déficit hidrico, baixos valores
de umidade relativa do ar, insolagdo e salinidade. A combinagdo desses fenOmenos induz
diferentes tipos de seca e esta diversidade de formas de seca conduz a selecdo de
numerosos tipos de mecanismos de toleréncia para diferentes niveis de organizacéo
(MONNEVEUX & BELHASSEN, 1996).

Um estresse biologico pode ser definido como um fator capaz de induzir
uma forca potencialmente injuriosa aos organismos vivos. As plantas, de um modo geral,
possuem diversas adaptacdes a estresses ambientais, que se manifestam em diversas fases
de desenvolvimento da planta, inclusive nas formas de sementes e esporos. Entretanto,
segundo LEVITT (1980) ndo se compreende estas adaptagbes como resisténcia, pois esta

diz respeito a mecanismos utilizados pela planta durante sua fase vegetativa. LEVITT



(1980) considera mecanismos utilizados pela planta, sgja parcial ou completamente, que
isole as células dos efeitos do estresse hidrico por uma barreira fisica ou por um dispositivo
de exclusdo (uma barreira quimica ou metabdlica), dotada de resisténcia através do
evitamento.

O decréscimo do conteldo de &gua na planta é acompanhado de reducdo na
turgescéncia das células, fechamento dos estbmatos, reducéo na atividade fotossintética, e
interferéncia em muitos processos metabdlicos basicos. Eventualmente, a desidratacdo
continua causa desorganizagdo no protoplasma. Os efeitos da agua nos pProcessos
fisioldgicos podem ser considerados como os maiores fatores de regulagcdo do crescimento
da planta, associados aos efeitos de hormoénios produzidos em resposta ao déficit hidrico
(KRAMER & BOYER, 1995).

Algumas espécies bem adaptadas a condi¢cbes locais empregam uma gama de
mecanismos morfologicos, fenologicos e fisiologicos para uso eficiente dos recursos
ambientais disponiveis. Estas adaptacOes caracterizam-se como instrumentos para a
agricultura atual, no intuito de favorecer a producdo nos diferentes ecossistemas,
principalmente, onde a deficiéncia de &gua constitui-se como fator limitante. KRAMER &
BOYER, (1995) afirmam que as plantas, incluindo principalmente as espécies tropicais, e
em particular as leguminosas, desenvolveram adaptagbes ao longo do seu processo
evolutivo bastante significativas em relacdo ao déficit hidrico, por estarem frequentemente
sujeitas a este estresse.

LEVITT (1980), agrupou os atributos adaptativos a seca de determinadas plantas
em dois grupos basicos de mecanismos de resisténcia a seca, classificados em grupos de

baixo e ato status hidrico, como toleréncia e evitamento, respectivamente.
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Algumas espécies sdo aptas a manter ou prolongar 0 seu ciclo reprodutivo em
funcdo do conteldo de &gua estocado no solo. SUBARAO et al., (1995) observaram que
espécies de grao de bico Cicer arietinum L.), guandu (Cajanus cajan L. Millsp.) e
amendoim (Arachis hypogaea L.) crescem em seus ambientes naturais, frequentemente
sujeitos a estresses de seca, evidenciando maiores colheitas quando ocorre aumento da
umidade do solo durante a fase reprodutiva.

As caracteristicas de evitamento e toleréncia, ndo ocorrem isoladamente e adequam-
se aos diferentes niveis de organizacéo de plantas. SUBARAO et al., (1995), descrevem
uma classificacdo atualizada, a partir dos dois grupos de mecanismos classificados por

LEVITT, (1980).

2.2.1.1- Mecanismos de Evitamento

SUBARAO et al., (1995) mostram uma divisdo em dois grupos baseados nas
seguintes premissas. maxima absorcdo de agua através do aumento na capacidade do
sistema radicular adquirir &gua e otimizagdo no uso de &gua absorvida para a producdo de
matéria seca. Sao considerados atributos morfolégicos de parte aérea e raiz que sao

importantes na regulacdo do uso de agua pelas plantas, e na maximizacdo de extracdo da

umidade do solo, respectivamente.
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2.2.1.1.1- Raiz

As plantas nativas, freqientemente, mantém alta densidade e grandes comprimentos
de raiz, que sdo requeridos superficialmente para facilitar a rapida absor¢do de chuvas
recentes, antes que sejam evaporadas, providenciam reservas em caso de doencgas ou ataque
de pragas; retiram nutrientes praticamente imoveis como 0 P e competem com ervas

daninhas e plantas vizinhas por &gua e nutrientes (PASSIOURA, 1983).

2.2.1.1.2- Parte Aérea

Os movimentos contribuem para proteger a planta das injUrias da seca, antes mesmo
de atingir o tecido. Exemplos cléssicos dizem respeito ao enrolamento de folhas em
gramineas e paralelotropismo em feijdo, a0 meio-dia ou em hor&rios em que a atividade
fotossintética é intensa.

LUDLOW et al.,(1985), observaram que siratro (Macropitilum artropurpureum
Benth.) tem limitada capacidade para fazer ajuste estomético, assegurando alta
sensibilidade dos estbmatos para potencial hidrico e para umidade, com o aumento do
déficit hidrico, juntamente com movimentos foliares e mudancga de folha, que minimizam
as perdas d’ &gua.

Tratando-se de atributos de parte aérea, o controle estomético assume grande peso
na sobrevivéncia e desenvolvimento da planta, de forma gue o gjuste estomatico é bastante
explorado no sentido de compreender as relagfes hidricas a nivel foliar (BURROWS &
MILTHORPE, 1976, TARDIEU & SIMONNEAU, 1998; DAVIES & JARVIS, 1998

MOTT & BUCKLEY, 1998). A condutancia estomatica responde a fatores ambientais



como densidade do fluxo de luz, potencia hidrico de folha, umidade, temperatura,
velocidade do vento, nutricdo mineral, concentragdo de didxido de carbono (BURROWS &
MILTHORPE, 1976).

Avaliando a planta como um todo, as respostas estométicas, para transpiragdo e para
controle do contelido de &gua, ndo podem ser consideradas como a soma de mecanismos
individuais cujos pesos sd0 independentes das condi¢cbes ambientais (TARDIEU &
SIMONNEAU, 1998). Isto requer identificagdo dos mecanismos que tenham uma grande
contribuicdo para 0 comportamento estomatico em condicdes ambientais especificadas
(TARDIEU & SIMONNEAU, 1998).

As raizes tem papel essencial na percepcdo da seca, via emissdo de mensagens
quimicas que chegam até a parte aérea, através do xilema. Essa mensagem contribui para o
controle da abertura estomética, taxa de expansdo foliar e provavelmente muitos outros
processos. A natureza das mensagens € sujeita a controvérsias, mas 0 acido abscisico
(ABA) tem provavelmente uma contribui¢do crucial (TARDIEU, 1996; JANSEN, et al.,
1996). JANSEN, et al., (1996) classificam o controle hormonal do ABA como mediador de
processos fisiol0gicos, e a resposta de plantas para o estresse hidrico, como um mecanismo
que contribui para atoleréncia a desidratacdo de algumas plantas.

O aumento da concentracéo de ABA na seiva de plantas de trigo causa fechamento
estomatico (ZHANG & DAVIS, 1991). Entretanto, o fechamento estomatico também
ocorre sem que haja aumento de ABA no xilema, sugerindo que outros compostos podem
também influenciar na sinalizacdo da raiz na parte aérea (TARDIEU, 1996). Hormonios

vegetais exercem importante papel na regulacdo de respostas a mudangas ambientais.
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Muitas adaptacdes morfoldgicas e fisioldgicas para 0 estresse hidrico sdo controladas pelo
ABA. Este envolve-se no fechamento estomatico e na expressao génica.

TURNER (1986), observou a influéncia do déficit hidrico na producéo de ABA, a
partir de conclusdes anteriores de que o acido abscisico € um inibidor do crescimento foliar,
funcionando portanto, como uma mensagem da raiz controladora do crescimento da parte

afrea.

2.2.1.2- Tolerancia a Desidratacdo

SUBARAO, (1995) descreve tolerancia a desidratacdo como a habilidade que as
células possuem em continuar metabolizando sob baixos potenciais hidrico na folha. Em
ambientes onde pode ocorrer deficiéncia hidrica em algum estdgio de crescimento da
planta, tolerancia a desidratacéo pode realizar importante papel na sobrevivéncia da cultura,
até o momento em que chuvas subsequentes aumentem umidade do solo (TURNER,1979).
Alta tolerdncia € usualmente associada com baixas taxas de crescimento e
desenvolvimento, LUDLOW, (1980) considera que a exploragdo deste mecanismo por
muitas plantas, torna-as carentes de estratégias de evitamento.

Como caracteristica de tolerancia, SUBARAO, (1995) cita ainda, a plasticidade de
desenvolvimento de algumas culturas, que € gustado de acordo com a avdiacdo da
umidade do solo, redizada pela planta, e pode envolver gustamento de érea foliar;
movimentos foliares; controle estomatico; a habilidade para produzir novas folhas, além de
regular a fase reprodutiva produzindo novas flores e vagens quando ha aumento de

umidade.
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2.2.1.2.1- Ajuste Osmdético

Este mecanismo, apesar de ser compreendido na sua esséncia, cComo um conceito
relativamente comum entres 0s autores principais, a sua posicéo dentro dos grupos dos
mecanismos de adaptacdo a seca, vem sendo repensada apds varias discussdes no tema
(LEVITT, 1980, MORGAN, 1984, SUBARAO et al., 1995).

LEVITT(1980), considera o ajuste osmotico como um mecanismo de tolerancia e
baseia-se na reducdo do potencial osmético da planta em funcdo do potencial de pressao.
Reduzido o potencial hidrico ha um consideravel aumento no potencial osmético
proporciona ao aumento de sais na planta, e uma conseqiente absor¢éo de agua do solo.
Segundo MORGAN, (1984) gjuste osmotico como o0 acumulo ativo de solutos nos tecidos
da planta (raiz ou parte aérea) em resposta as reducdes no potencia hidrico de folha. Altos
contetidos de aglcares soluveis mantidos durante a rehidratagdo em espécies vegetais
submetidas a estresse hidrico, podem ser considerados um critério para tolerancia celular
(VASQUEZ-TELLO et al.,1990).

Solutos compativeis como acUcares, aminoacidos como prolina e componentes de
ambnio quatern&rio como glicina e betaina, protegem as membranas e as enzimas dos
prejuizos induzidos pela desidratacéo (HSIAO et al., 1984).

A reducdo na atividade fotossintética reduz o movimento do nitrato e outros
compostos da raiz para as folhas, portanto, a redugdo de nitrogénio e sintese de
aminoacidos pode ser inibida em ambientes com limitacbes de agua (MULLET&
WHITSITT, 1996). Algumas mudancas metabodlicas induzidas por déficit hidrico sdo
resultado da diminuicdo no crescimento das folhas novas, e portanto, o decréscimo da

utilizacdo de carbono e nitrogénio produzidos em folhas velhas e implicam a necessidade
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de estocagem de carbono e nitrogénio para tamponar os efeitos dessas mudancas
transitorias, durante condicbes de estresse hidrico (MULLET& WHITSITT, 1996). A
despolimerizacdo dos compostos estocados da suporte ao gjuste osmotico (MULLET&
WHITSITT, 1996).

As modificacdes causadas no metabolismo de nitrogénio so indicadoras de estresse
hidrico em plantas. Estas indicagdes sdo relatadas como uma tendéncia a diminuicéo de
sintese de proteinas reducdo da relacdo proteina/ aminoacido e queda na atividade da
redutase do NOs;™ (APARICIO-TEJO, 1982).

A degradagcdo de proteinas constitui-se um mecanismo reparador de substrato
nitrogenado para as reagdes metabdlicas essenciais a planta durante o estresse hidrico.
CASTRILO et al.,(1990) mostram uma queda drastica da atividade da redutase do NO3™ em
consequéncia da diminuicdo de nitratos procedentes do fluxo de xilema; uma reducdo
inicial no contelido de proteinas causado por degradacéo, o qual é mantido pelos atos
valores de amdnio encontrados e um subsequente aumento no teor de proteinas, indicando
nova sintese protéica.

Entretanto, TURNER (1986), adém de inserir mais um grupo de mecanismos, passa
a considerar gjuste osmotico como um mecanismo de evitamento e ndo mais de tolerancia,
como descrito anteriormente, apesar dele dizer respeito as mesmas maneiras fisiologicas da
planta se proteger dos efeitos da seca.

A ocorréncia e extensdo do gjuste osmotico em plantas submetidas a seca depende
de trés fatores: a razéo da seca, o nivel do déficit hidrico e a capacidade da espécie para

fazer gjuste estomatico (LUDLOW et al.,1985).
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Segundo PIMENTEL,(1998), as leguminosas, em geral, ndo fazem ajuste osmatico,
tornando o controle estomaético e os grandes comprimentos radiculares como os principais
mecanismos para controle do status hidrico, entretanto o guandu (C. cajans) e amendoim

(A. hypogaea) realizam o gjuste, sendo mais adaptadas que as demais.

2.2.1.3-M ecanismos de Escape

Escape a seca € uma estratégia que busca um guste entre o desenvolvimento
fenolégico e 0 periodo em que o solo mantém seus maiores indices de umidade.
TURNER (1986), avalia a producdo das culturas que se utilizam do escape como
mecanismo de superaproveitamento da &gua disponivel, em ambientes onde a estagdo de
crescimento € curta e a seca severa é predominante.

Para muitas espécies cultivadas, a curta duragdo € o maior objetivo agrondmico, ndo
somente para adequar a fenologia a extensdo da estagcdes climéticas, mas também por outras
razbes, como combinar cultura/genétipos num intensivo sistema de rotagdo de culturas

SUBARAO, (1995).

2.2.2- Efeitos do Estresse Hidrico na Fixac&o Bioldgica de Nitrogénio

Bactérias dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium e Azorhizobium através da

simbiose com espécies leguminosas, redlizam a fixacdo biologica de N,. As plantas
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desenvolvem nddulos nas raizes, onde as bactérias se aojam, podendo também ocorrer no
caule em algumas espécies.

Gravuras de leguminosas noduladas do género Ornithopodium datam de 1858,
sendo que em torno de 1908 ja se recomendava a inoculagdo de lavouras de leguminosas
utilizando solos de areas cultivadas anteriormente com a espécie (SIQUEIRA & FRANCO,
1988).

Em amplo levantamento redlizado por FARIA et al.,(1989) na Familia
Leguminosae, a sub-familia Mimosoideae apresentou 90% das suas espécies aptas a
desenvolver simbiose com o rizébio; Papilionoideae, com 97% e Caesalpinoideae com
menor proporcdo de cerca de 27%. Desta maneira, C. mollis encontra-se taxionomicamente
localizada no grupo com maior nimero de individuos descritos, que desenvolvem
associacao simbiotica com bactérias diazotroficas.

O processo de nodulacdo envolve mudangas fisioldgicas tanto na bactéria quanto na
planta. A bactéria torna-se apta a realizar a fixagdo biologica de N, através do consumo de
compostos carbdnicos enviados pela planta, conferindo-a o status de simbidtica. A planta,
em contra partida, apesar de despreender mais energia no processo metabdlico devido ao
consumo alto consumo de C requerido pela bactéria, passa a receber a ambnia gerada nos
nodulos (ARAUJO & HUNGRIA, 1994).

Por causa da alta sensibilidade da simbiose leguminosa — rizébio para déficit
hidrico, o nitrogénio € freglentemente um fator limitante para o crescimento e
produtividade de muitos legumes crescidos em ambientes com limitagdo de agua

(SUBARAO, et al., 1995).
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A simbiose leguminosa — rizébio € uma interagcdo complexa entre a bactéria, a raiz
hospedeira e o ambiente. O rizébio sobrevive e cresce em volumes de solo ou narizosfera,
entdo o déeficit de umidade neste ambiente pode afetar alguma fase da simbiose, como a
infeccdo da raiz pelo rizobio; a iniciacdo, o desenvolvimento e a fungdo do nodulo; o
crescimento do legume hospedeiro, aém de dificultar a manutencdo dos teores de
fotossintatos, nutrientes e &gua nos nédulos radiculares (SUBARAO, et al., 1995). O
processo envolve uma série de etapas que dizem respeito ao simbionte e ao hospedeiro,
constituindo uma troca de sinais quimicos e genéticos. Estes sinais de atracdo ao rizébio
sdo produzidos através de compostos exudados pelas plantas como aminoécidos, agucares,
acidos carboxilicos, homoserina e flavonoides (DHARMATILAKE & BAUER, 1992).
Além da adesdo ocorre também estimulos a multiplicagdo das bactérias a partir de outras
substancias exudadas, principalmente pelas raizes laterais (ARAUJO & HUNGRIA, 1994).

O rizébio é capaz de estabelecer, com sucesso, ssmbiose com leguminosas em
ambientes com déficit hidrico, entretanto requer toleréncia a ato nivels de nitrato
(SUBARAO, et al., 1995). Ja a presenca deste composto em grandes quantidades no solo,
inibem a nodulagdo. Outro fator , que pode alterar a relagdo entre a bactéria e araiz, €
citado por SPRENT, (1975), e diz respeito a grande adesdo entre os pélos radiculares e as
particulas do solo, conseqiiente da perda de umidade. WARRAL & ROUGHLEY (1976),
constataram que em solos dessecados plantas diminuem o nimero de pélos radiculares e os
gue existem apresentam-se curtos e é também observado um baixo nimero de corddes de
infecc@o nessas condigdes de estresse severo.

O suprimento de &gua tem um grande efeito na nodulacéo e fixacdo de nitrogénio.

SPRENT, (1971) examinou vé&ios sistemas de fixacdo de nitrogénio (nédulos de
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leguminosas, nédulos de ndo-leguminosas, agas azuis e verdes e liquens) e observou
grande sensibilidade dos mesmos para o suprimento de &gua, sgja excesso ou deficiéncia,
ou ambos.

Em Trifolium subterraneum (L.), um decréscimo no potencial de &gua no solo de
0.036 para 0.36 MPa significa uma queda no numero de corddes de infeccdo formados e
inibicdo completa da nodulagdo, havendo inibicdo do crescimento de raizes e pélos
radiculares, e consequentemente, a infeccdo (SPRENT, 1979). PANKHUST &
SPRENT,(1975) observaram reducdo no tamanho dos nodulos apds perda de &gua na
superficie dos mesmos, apos sofrerem estresse hidrico.

Baixas razbes de fixacdo podem ocorrer em condicOes severas. Baixos potenciais
hidricos em nddulos podem reduzir diretamente a atividade de fixagdo de nitrogénio
acompanhada de reducdo nas taxas de respiracdo do nodulo, o transporte de nitrogénio
fixado no interior dos noddulos pode diminuir, além de que a atividade pode ser reduzida
indiretamente pelo consumo dos fotossintatos armazenados, requeridos pela parte aérea
estressada.

O potencial hidrico das folhas € correlacionado a fixagcdo de N, em plantas sob
deficiéncia hidrica (VENKATESWARLU & RAO 1987). As plantas desenvolvidas em
solo seco podem apresentar  um potencial hidrico do nédulo mais baixo que o da folha,
sendo a atividade da nitrogenase bastante sensivel a redugdo do potencial hidrico do ndédulo
(BENNETT & ALBRECHAT, 1984). PIMENTEL et al., (1990) observaram sensivel
reducdo no peso de noddulos e reducdo nos valores da atividade da nitrogenase em cultivares

de feljdo menos tolerantes, quando submetidas ao estresse hidrico.



Com a diminuicdo da hidratacdo do solo, a temperatura deste apresenta uma
tendéncia a aproximar-se aos valores da temperatura do ar atmosférico. Este aumento da
temperatura do solo pode afetar o metabolismo das raizes e do rizobio, somando-se ao
efeito da deficiéncia hidrica (BENNETT & ALBRECHAT, 1984).

Apés a formacdo dos nodulos, o estresse hidrico pode induzir ateracOes
morfolégicas e fisiolégicas. SPRENT (1971), observou que as modificagdes na absor¢do de
oxigénio causadas pelo estresse hidrico, traduz-se em efeitos metabdlicos. Em soja e em
fotografias publicadas de outras espécies, indicam que entre as células com atividade de
fixaco de N existe uma rede de espacos intracelulares e um mosaico de muitas células ndo
infectados, sugerindo que o sistema dos espacos intercelulares provavelmente serve para

aerar o tecido (SPRENT, 1971).
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3- Materiaise M étodos

3.1- Selegdo de Estirpes de Rizobio

3.1.1-Experimento 01- Selecéo de estir pespara Cratylia mollisem vaso “ L eonard”

A implantacdo do experimento ocorreu nas instalaces da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA) — Agrobiologia, localizada no Km 47 da Antiga
Rodovia Rio - S&o Paulo, em Seropédica, no estado do Rio de Janeiro. A area locaiza-se
geograficamente 22°45'S de latitude e 43°41' W com altitude de 33m. Segundo Kdppen , 0
clima daregido pertence ao grupo AW.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo em sistema de vaso “Leonard’
(VINCENT,1970). O substrato foi areia e vermiculita na proporgdo 2:1 (v:v), autoclavados
e desprovidos de qualquer adubacao nitrogenada. As sementes de C. mollis, procedentes do
Herbério da Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS), e coletadas no municipio
de Juazeiro-Ba, foram escarificadas em acido sulfarico concentrado por um minuto e
esterilizadas com HO,, durante cinco minutos. Posteriormente, foram lavadas cinco vezes

com agua estéril, colocadas placas de Petri autoclavadas contendo papel de filtro e algodao



embebidos em &gua estéril, e levados a uma camara de germinagcdo. Todas as etapas do
experimento foram monitoradas a fim de manter o carater estéril, préprio do sistema de
plantio em vaso Leonard, que permite a visualizacdo do expressdo individua de cada
tratamento proposto.

As bactérias cresceram em meio YMA semi-solido para bactérias de crescimento
rapido (VINCENT,1970) durante quatro dias em sala de incubagdo. Foram colocadas duas
sementes por vaso e a inoculagdo ocorreu no momento da montagem do experimento com a
colocacdo de 2ml do indculo. As estirpes utilizadas encontram-se descritas natabela01l. O
delineamento experimental foi o de blocos casualizados com trés repetigoes.

Tabela 01- Tratamentos utilizados no experimento de C. mollisem vaso “Leonard”

Tratamento (Estirpe) Hospedeiro

1.HCL 3889-1 Camptosema sp.
2.HCL 3889-8 Camptosema sp.
3.HCL 3889-16 Camptosema sp.
4. HCL 3889-17 Camptosema sp.

5.SMF 556-5 Dioclea violacea

6.SMF 556-8 Dioclea violacea

7.PNPBS 143-5 Pachyrhizus tuberosus cv. (‘ Jacatupé€’)
8.BR 2003 Canavalia ensiformes

9.BR 2811 Canavalia ensiformes

10.BR 3101 Galactia striata

11.BR 3102 Galactia striata

12.BR 1602 Calopogonium mucunoides

13.CIAT 18516 Cratylia argentea




A cada quinze dias era acrescentada aos vasos uma solugdo nutritiva isenta de
nitrogénio (NORRIS, 1965). Este procedimento foi iniciado apds 11 dias de implantacdo do
experimento, quando os cotilédones apresentaram-se amarelados e em processo de
abscisdo.

As plantas utilizadas como testemunhas, foi adicionada solucdo de nitrogénio na
concentracdo de 1%, também na periodicidade de quinze dias. A primeira aiquota foi de
3ml por planta e as seguientes, 2,5ml/pl. O nitrogénio foi adicionado na forma de NHsNO3,
na concentracéo de 0,7 mM.

As estirpes citadas natabela 01 e 02 s&o originarias da EMBRAPA — Abrobiologia,
As indicadas pela sigla BR correspondem a colecéo de culturas, indicadas comercia mente;
as PNPBS e CNPAB A — 17, correspondem a isolados provenientes de experimentos
desenvolvidos neste centro de pesquisa; e as HCL e SMF correspondem a isolados de

nodul os coletados por Haroldo C. de Lima e Sérgio Miana de Faria, respectivamente.

3.1.2- Experimento 02 — Selecdo de estirpes para Cratylia mollisem vaso com solo em
regimes seco eirrigado.

As sementes de Cratylia mollis utilizadas neste experimento foram coletadas em
Petrolina — PE em area de caatinga rebaixada. Para os processos de escarificacdo das
sementes e producdo de inoculo de rizébio, os procedimentos foram idénticos aos utilizados
no experimento nimero 01.

Utilizou-se um solo podzdlico vermelho-amarelo, série Itaguai, horizonte A, com as

seguintes propriedades quimicas: pH em &gua — 4.8; P- 1,6 mg.kgh; K — 108 mg.kg*;
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Ca - 1,8 cmole.dm™; Mg — 1,2 cmol..dm®; Al — 0,2 cmol..dm. Antes da montagem do
experimento o solo foi esterilizado com brometo de metila na proporczo de 100ml.mi°.

O experimento teve delineamento experimental em split-plot, com duas sub-
parcelas. seca e irrigado, contendo dezesseis tratamentos (Tabela 02), para fins de selecdo
de estirpes de rizobio além das avaliacOes correspondentes & Respostas de C.mollis ao
Estresse Hidrico, descritas no préximo topico. As estirpes de rizébio utilizadas fazem parte
da colecdo de culturas de bactérias da EMBRAPA — Agrobiologia, indicadas
comercialmente para espécies leguminosas correspondentes. Foi conduzido em casa de
vegetacdo durante um periodo de 10 meses. As avaliagdes redizadas com a planta viva
ocorreram apos 08 meses de plantio quando as plantas mediam cerca de 0.7 m de atura. Os
valores de umidade relativa foram medidos no local, com o auxilio de um termohigrégrafo
durante a avaliac&o dos parémetros fisiol 0gicos.

As plantas foram submetidas ao estresse hidrico com suspensdo da rega durante 46
dias e comparadas com o controle, irrigado diariamente com agua destilada. Foram usados
vasos de PV C contendo 18kg de solo, adicionando-se 1g de B.Os e 4g de KCl por kg de
solo, sendo essas dosagens adaptadas a partir do manual de adubacgéo para o estado do Rio

de Janeiro (ALMEIDA et al., 1988).



25

Tabela 02- Tratamentos utilizados no experimento de C. mollis em vaso com solo

Estirpes Hospedeiro

1. HCL 3889/17 Camptosema sp.

2. SMF 556/8 Diocleia violaceae

3. SMF 556/5 D. violaceae

4. PNPBS 1484/5 Pachyr hizus tuberosos cv. (Jacatupé)
5. BR 1602 Calopogonium mucunoides

6. BR 3101 Galactia striata

7. BR3102 G. striata

8. BR 2003 Canavalia ensiformes

9. BR2811 C. ensiformes

10. CNPAB A —17 (BR 519) Cratylia argentea Martius ex Bentham
11. CNPAB E-1 C. argentea

12. CNPAB N -5 (BR 518) C. argentea

13. SMF 226 C. hypargyrea

14. Solo — Petrolina*

O tratamento 14 ndo é uma estirpe isolada, corresponde ao solo ndo esterilizado, coletado
na érea de ocorréncia nativade C. mollis

As plantas designadas para testemunhas nitrogenadas, foi adicionada solucdo de
nitrogénio na concentracéo de 1%, também na periodicidade de quinze dias. A primeira
aliquota foi de 3ml por planta e as sequentes, 5mi/kg.solo. O nitrogénio foi adicionado na

forma de NH;N O3, na concentracdo de 10mg/L™* (0,7mM).
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3.1.2.1- Condigbes Ambientais no L ocal da Experimentacao

3.1.2.1a- Umidade Relativa do Ar

Foi instalado um termohigrografo na casa de vegetacdo, no periodo em que foi
avaliado o status hidrico da planta, com a finalidade de mensurar a umidade relativa do ar
in loco.

Os valores de umidade relativa do ar e temperatura, indicados pela figura 01 foram
medidos no local de implantacdo do experimento com a finalidade de se avaliar possiveis
correlagdes entre variagBes microclimaticas e o comportamento fisiologico de Cratylia

mollis em resposta ao estresse hidrico.
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Figura 01- Umidade relativa do ar e temperatura em casa de vegetacdo no periodo
das avaliagOes fisiologicas em C. mollis.
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3.1.2.1b- Agua Gravimétrica do Solo

Amostras indeformadas de solo com profundidade de 7,5cm foram retiradas de
vasos aleatérios com o auxilio de um trado, na parcela seca, com trés repeticdes, numa
freqliéncia de dois em dois dias, do inicio até o final do estresse hidrico. As amostras foram
depositadas em cadinhos da aluminio tampados e pesadas imediatamente apds a coleta, a
fim de avaliar o peso Umido com as menores perdas possiveis para o ambiente. Estas
mesmas amostras foram levadas a estufa com temperatura controlada em 105°C por 24h e
entdo procedeu-se a pesagem do material seco.

Os cédlculos que geraram os vaores de umidade gravimétrica (UG%) foram
consequentes da equagao abaixo:

UG%-= 100 X MassaUmida- Massa Seca

Massa Seca

No decorrer do estresse hidrico, o status hidrico do solo foi avaliado em funcéo da
umidade relativa. Ao final do estresse, o percentual de agua no solo foi de 1,71%,
correspondendo a 9,8% da agua do solo no inicio do estresse, na sua capacidade de campo
(Figura 02) e a capacidade de retencéo de agua do solo utilizado no experimento € indicada
pelos valores mostrados na tabela 03, que foram obtidos através com o auxilio de panelas

de presséo calibradas nas atmosferas (atm) correspondentes.
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Figura 02- Capacidade de retencdo de agua no solo utilizado no experimento em

10

casa de vegetacéo

Tabela 03- Valores de &gua gravimétirca sob diferentes pressdes exercidas nas

15 20 25 30
Dias Apés Estresse

amostras do solo utilizado no experimento

atm U %
(agua gravimétrica)

0,006 20,90576
0,01 16,71526
0,03 14,31629

0,1 13,2973

0,3 11,49111

0,5 10,98953

1,2 9,565988

40

45

50
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3.2- Respostas de C. mollisao Estresse Hidrico

3.2.1- Mecanismos de Adaptacéo a Seca

Antes da montagem e avaliacdo deste experimento, foi montado um experimento
prévio com a finalidade de indicar os niveis de estresse hidrico que ndo comprometeriam a
sobrevivéncia em C. mollis. Duas sementes foram plantadas em cada um dos vasos
contendo 10kg de solo PVA, de mesma origem daquele utilizado no experimento final. Na
ocasido do plantio, as sementes, pré-germinadas, foram inoculadas com uma mistura de trés
edtirpes de rizébio - BR 1602, BR 3102, SMF 556-8 (procedentes da Embrapa
Agrobiologia), indicadas para algumas espécies da tribo Phaseolae. Aos sete meses, no
inicio da fase reprodutiva da planta, foram avaliados a conduténcia estomética (as nove,
doze e dezesseis horas) e o0 contelido relativo de agua em plantas ndo irrigadas e no
controle, alcancando minimos valores em torno de 28% de agua na folha ao final de 27 dias

de suspensdo darega.

3.2.1.1- Contetdo Relativo de Agua na Folha (CRA)

O contetdo relativo de égua na folha foi mensurado na intencéo de indicar o status
hidrico da planta ao longo do estresse hidrico. Foram retiradas discos foliares de tamanho
uniforme de 7mm de didmetro com trés repeticdes, de dois em dois dias durante os 46 dias

de estresse nas parcelas secas e irrigadas.



Imediatamente apOs a coleta, as amostras foram pesadas evitando a perda de
umidade, gerando os valores de massa fresca com as menores perdas possivels. Logo apos,
os discos foram embebidos em agua destilada e mantidas em geladeira durante vinte e
quatro horas. O excesso de umidade foi retirado com um papel absorvente, colocado
tenuemente sobre as amostras. Finalizando o processo, os discos foram secos em estufa a
60°C por 24 horas.

Os valores de contetido relativo de agua (CRA) foram gerados através da equagédo

abaixo, desenvolvida por SLAVIK, (1974) :

CRA=100X MassaUmida - MassaSeca

Massa Turgida - Massa Seca

3.2.1.2- Condutancia Estomatica (gs)

Mediu-se diariamente a condutancia estomética (gs - mmol.nf.s™%) utilizando-se um porémetro
(modelo Delta AP4) em grupos de medic8es nos horarios de 9:00h, 12:00h e 16:00h com a finalidade de
avaliar o comportamento estomatico em C. mollis. Ao longo do dia, foram feitas leituras em um foliolo
completamente expandido, considerado fisiologicamente maduro (esta caracteristica foi considerada para as
demais avaliagOes realizadas em folha). As medigdes foram suspensas em condi¢cdes de umidade relativa
superior a 80%, devido as limitagdes de uso do aparelho, que n&o pode ser manuseado em tais condigdes, sob

penade ser danificado.
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3.2.1.3- Determinacdo do Contetido de Acucar es SolUveis e N-amino

Para avaliacdo do status metabdlico foram feitas andlises dos contelidos de aglcares
soliveis e aminoécidos. Foram coletadas amostras de C. mollis correspondete a folhas
fisiol6gicamente maduras, nas parcelas seca e irrigada durante o periodo de ocorréncia do
estresse hidrico na frequéncia de dois em dois dias. As amostras foram correspondentes a
1g de material fresco foram depositadas em frascos contendo 60 ml de etanol a 80% e
armazenados em geladeira até um més apos o término do estresse. As folhas foram moidas
em liquidificador para volumes inferiores a 50ml, com o intuito de aumentar a eficiéncia na
extracdo dos compostos da folha. Apos este procedimento as amostras foram separadas
foram colocados em bal 8es volumétricos com capacidade para 120ml e foram adicionados
60ml de cloroférmio P.A. (CHCk) para a separacdo dos compostos mais leves, ndo
avaliados nesta metodologia.

O materia resultante destes procedimentos foi destinado as determinacfes analiticas
de agUcares soltveis e N-amino.

A andlise de agUcares solUveis foi realizada a partir do método de antrona  segundo
YEMM & WILLIS, (1954) com leitura em espectrofotdmetro na faixa da 640nm.

A concentracdo de aminoécidos foi avaliada pelo método de ninidrina segundo

YEMM & COCKING, (1955) com leitura em espectrofotbmetro nafaixa de 570nm.
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3.2.2- Efeito do Estresse Hidrico na Fixacéo Bioldgica de Nitrogénio

3.2.2.1- Massa Seca Acumulada

Na ocasido da colheita do experimento, as plantas foram separadas em raiz, parte
aérea e nédulos, que foram secos em estufa a 65°C até peso constante com total perda de

umidade. A pesagem foi realizada imediatamente ap0s a retirada do material .

3.2.2.2- Avaliacdo da Atividade da Nitrogenase (Atividade de Reducéo de Acetileno —

ARA)

A atividade da enzima nitrogenase foi avaliada através do ensaio de reducdo de
acetileno em raizes isoladas contendo nédulos na sua estrutura. As raizes foram depositadas
em frascos de vidro de 250ml, fechados hermeticamente com tampas emborrachadas tipo
“suba seal”. Injetou-se 30ml de GH, que permaneceram incubando durante 10 minutos.
Retirou-se aliquotas de 6ml que foram lidas em um cromatégrafo de chama Perkin EImer F

11, para determinagéo do etileno produzido (HARDY et al.,1968).



4- Resultados

4.1- Selecdo de Estirpes de Rizobio

4.1.1- Experimento 01- Selecéo de estirpes para Cratylia mollisem vaso “ L eonard”

Os resultados do experimento de selecdo de estirpes em vaso "Leonard” dizem
respeito aos dados obtidos em apenas dois blocos, em fungdo da colheita de uma das
repeticdes, apos um més e onze dias de implantacdo do experimento.

Durante o periodo de desenvolvimento das plantas, foram realizadas colheitas
sucessivas no intuito de visualizar o processo de infecgdo nas raizes. Os vasos colhidos
pertenciam a plantas extra que se destinavam a esta finalidade. A primeira colheita ocorreu
apos 29 dias apods o plantio, a segunda apds 34 dias e a terceira apds 40 dias. Em todas as
colheitas ndo foi observada a formagdo dos nodulos, no momento em que foi coletado
primeiro bloco ja foram em processo inicia de formacdo, entretanto ndo havia diferenca

visual entre as plantas de diferentes tratamentos.



ApGs quatro meses de implantacdo do experimento, pdde ser observada nodulacdo
nas plantas de C. mollis inoculadas com estirpes HCL 3889/17, SMF 556/5, SMF 556/8,
PNPBS 143/5, BR 1602, BR 2811, BR 3102, BR 2003 (Figura 04). As diferencas em

acumulo de biomassa de parte aérea podem ser visualizadas na figura 03.
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Figura 03- Acumulo de biomassa de parte aérea em C. mollis plantada em vaso
“Leonard”
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Figura 04- Acumulo de biomassa de nédulo em C. mollis plantada em vaso “Leonard”

4.1.2- Experimento 02 — Selecao de estirpes para Cratylia mollis em vaso com solo em

regimes seco eirrigado.

Plantas de C. mollis nodularam em experimento em solo brometado, apenas em
resposta a um tratamento para inoculacdo de rizobio, correspondente ao solo oriundo da
area de ocorréncia natural do feijéo camaratuba (Solo - Petro). Nos demais tratamentos
correspondentes a inoculagdo com estirpes de rizobio, isoladas de nodulos de algumas
espécies leguminosas da tribo Phaseolag, indicadas como noduladoras de C. mollis ndo foi
observada nodulacdo, exceto em dois dos tratamentos - SMF 556/5 e CNPAB A-1,
entretanto ndo ocorreu repetibilidade (para cada um, em apenas um vaso), indicando uma
possivel contaminacdo dos vasos na casa de vegetacdo (Tabela 04). As testemunhas
nitrogenadas ndo sobreviveram, uma das hpoteses € que estas sofreram intoxicagdo por

excesso de nitrogénio aplicado em forma de solucéo.



Tabela 04- Acimulo de biomassa em C. mollis. As siglas representadas indicam:
(MSPA) massa seca de parte aérea; (MSN) massa seca de nodulos; (NN) nimero de
nodulo.

Tratamentos Regimelrrigado
MSPA(g) MSN(g) NN(g)

1 HCL 3889/17 5,99 - -
2 SMF 556/8 14,75 - -
3 SMF 556/5 25,49 0,40* 64,0*
4 PNPBS 1484/5 8,30 - -
5 BR 1602 6,16 - -
6 BR 2811 6,75 - -
7 BR 3101 4,97 - -
8 BR 3102 4,90 - -
9 BR 2003 6,76 - -
10 CNPABE-17 3,9 - -
11 CNPABA-1 15,09 0,16* 22,0*
12  CNPABN-5 7,85 - -
13 SMF 226 12,81 - -
14  Solo-Petro 72,72 0,51 42,7
15 7T 7,12 - -

*Os valores assinalados correspondem a apenas uma das repeti¢cdes, enquanto os demais,
sdo meédias de trés repeticoes.

Apo6s a coleta do experimento, alguns nédulos destinaram-se ao isolamento de
rizébio, que depois do processo de purificacdo em melo YMA para bactérias de

crescimento rgpido (VINCENT, 1970), geraram sete isolados que poderdo ser utilizados em

estudos posteriores.
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4.2- Respostas de C.mollisao Estresse Hidrico

4.2.1-Mecanismos de Adaptacdo a Seca

4.2.1.1- Contetido Relativo de Agua na Folha (CRA)

As avdiacbes de conteldo relativo de agua foliar (CRA) foram readlizadas até 46°
dia de suspensdo de rega. O retorno da rega realizado no momento em que se observou
sinais de perda de vitalidade pela planta, através de grande reducdo na turgescéncia foliar,
amarelamento das estruturas vegetais, aém de atos indices de senescéncia, causando
considerada perda de fitomassa. O contelido relativo de agua para o tratamento com regime
irrigado nas folhas, mantendo-se nos vaores as maximas e minimas de 72,8% e 57,0%
gH,O.planta?® (Figura 05).
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Figura 05- Contetdo relativo de dgua em folhade C .mollis ao longo de 46 dias de estresse

hidrico.



As modificagbes observadas no CRA ao longo do estresse refletem-se claramente na
morfologia foliar, indicadas por reducéo na turgescéncia celular (Figuras07 e 09). O
fechamento estomético e o diferenciado acumulo de amido também podem ser
evidenciados nas mesmas ilustragBes. ObservagBes da organizacdo celular através da
microscopia optica no 37° dia indicam perda de turgescéncia das células e desorganizacdo
do conteldo citoplasmético, estando algumas células com contelido citoplasmético
desorganizado. As plantas hidratadas apresentam célula targidas com grande quantidade de
granulos de amido e com um nivel organizacional perfeito, o que é verificado pelo estado

sadio dos cloroplastos (06 e 08).
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Figura 06- Foto de folha de C. mollis com conteldo de &gua de 30%. (*) Células
desorganizadas. (— 30 nm)

Figura 07- Foto de folha de C. mollis em condic¢des de boa hidratagdo. (— 30 mm)



Figura 08- Foto de corte longitudinal em folha estressada de C. mollis. Observar aspecto
irregular da parede celular e reducdo na turgescéncia. Maior magnificagdo da figura 07.
(——120 mm)

Figura 09- Foto de corte longitudinal em folha bem hidratada de C. mollis evidenciando
estdbmatos abaxiais e pélos. Células apresentam-se bem definidas com presenca de granulos
de amido. Maior magnificagdo dafigura 06. (— 10 mm)
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4.2.1.2- Condutancia Estoméatica

Apbs a suspensdo de rega no experimento com Cratylia mollis desenvolvido em
potes em casa de vegetacdo, observou-se uma reducdo gradativa nos valores de
condutancia estomatica (gs) até o terceiro dia, em comparacdo com os individuos irrigados.
Nos dias subsequentes houve uma queda drastica na condutancia, mantendo baixos valores
até ser reiniciado o processo de hidratagdo das plantas (Figura 12).

A reducdo nos valores de gs seguiram comportamento semelhante para os horérios de
9:00, 12:00 e 16:00h, indicados pela mesma tendéncia evidenciada nas trés curvas
correspondentes.

Nas medi¢des de 9:00h foram encontrados os valores mais altos de gs para a parcela
seca, em comparagdo com 0s outros hor&rios de medigdes. Neste horério, os vaores
méximos e minimos encontrados foram 95,79mmol.nf.s* e 20,47mmol.nf.st
respectivamente, antes que fosse reiniciada a rehidratacdo (Figura 10). Os vaores de
condutancia estomética as 9:00h horas apresentam diferenca entre o tratamento seco e
irrigado ao longo do estresse, caracterizando-se estatisticamente com maior constancia, a
partir do 22° até o0 46° dia. Levando-se os dias em consideracdo, observou-se variagdes

estati sticamente significativas, representadas na Figura 10.
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Figura 10- Condutancia estomética em C. mollis seca e irrigada as 9:00h. Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos seco e irrigado, enquanto
letras minGsculas indicam variagBes ocorridas durante 0 estresse. Seta indica inicio da
rehidratacéo.

As 12:00h foram encontradas as menores médias de todas as medigdes, com gs
méxima observada de 55,2nmol.nf.s' e minima de 10,6nmol.nf.s* (Figura 11). Foram
observadas diferencas entre os tratamentos a partir do segundo dia de estresse hidrico, até a
retomada da hidratacdo, indicando que o controle estomético € realizado as doze horas com
maior intensidade que nas horas iniciais da manha. As variagdes diarias foram pequenas,

considerando que os estdmatos respondem rapidamente, tentando manter o status hidrico

aos primeiros sinais de reducdo de umidade no solo.
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Figura 11- Condutancia estomética em C. mollis seca e irrigada as 12:00h. Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos seco e irrigado, engquanto

letras minlsculas indicam variagdes didrias ocorridas durante o estresse. Seta indica inicio
da rehidratagéo.

As médias das medices das 16:00h variaram entre 50,6 e 11,6mmol.nf.s?,

observando-se diferencas entre os tratamentos a partir do quarto dia até o fina do estresse.

Entretanto, variagbes significativas foram evidenciadas quando comparou-se os dias

(Figura12).
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Figura 12- Condutancia estomaticaem C. mollis seca e irrigada as 16:00h. Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os tratamentos seco e irrigado, enquanto letras

mintsculas indicam variagBes ocorridas durante o estresse. Seta indica inicio da
rehidratacéo.

As mensuracOes de umidade relativa e temperatura representam o microclima da

casa de vegetacdo durante as medi¢cBes de conteldo hidrico e conduténcia estomética.

Entretanto, ndo foram observadas correlaces entre a umidade relativa do ar e as oscilacdes

de gs avaliados diariamente, para nenhum dos trés horarios pré-fixados (09, 12 e 16:00h)
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4.2.1.3- Determinacdo do Contetdo de Aclcar es Soluvels e N-amino

Os valores que expressam o0 acumulo de acucares soluveis em folha de C. mollis em
regime seco e irrigado, obtiveram coeficiente de variacdo de 73%, bastante alto, em fungdo
da natureza das medi¢oes.

Apesar da grande variagdo nos valores, a curva é marcada por uma tendéncia de
que os teores de agUcares solUveis aumentam nos dias iniciais de estresse hidrico,
evidenciadas graficamente (Figura 13).

O procedimento estatistico dispensado para os dados incluiu as transformacgdes
possiveis na estatistica paramétrica, entretanto, nenhum dos procedimentos foi suficiente
paratorna-los normais e homocedasticos. A andise de variancia foi encaminhada da forma
convencional considerando a natureza biol 6gica dos dados, que é extremamente variavel.

N&o foi observada correlacdo entre os valores de aglcar e N-amino, com os teores
de &gua na folha, mostrando que a planta respondeu com reducdo nas taxas fotosssintéticas,
em funcéo do fechamento estomatico.

Semelhante aos valores de aglicares sollveis, foi 0 comportamento dos valores
indicativos da concentracdo de aminoécidos em folhas maduras de C. mollis com
coeficiente de variacdo de 82%. Da mesma forma, a curva de concentracéo de N-amino,
indica aumento na concentragdo do mesmo, no periodo inicia do estresse hidrico (Figura

15).
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4.2.2- Efeito do Estresse Hidrico no Acumulo de massa Seca Fixacgéo Biolégica de

Nitrogénio

4.2.2.1-Parte Aérea Seca

O efeito da inoculagdo de rizébio no peso de parte aérea em Cratylia mollis, nas
parcelas seca e irrigada, € mostrado na figura 15. A partir do quarto més de plantio ja
podiam ser observadas leves diferencas no tamanho e vigor das plantas, que puderam ser
mais fortemente observadas a medida em que se aproximou a fase reprodutiva. As
avaliagdes correspondentes a fixac&o bioldgica de nitrogénio em C. mollis ocorreram um
més apbds a rehidratacdo do experimento, em funcdo da reabilitacdo das plantas e
consequiente retorno a atividade fotossintética potencial.

As plantas inoculadas com solo proveniente da area de ocorréncia natural do Feijéo
camaratuba em Petroling, identificadas como tratamento Solo - Petro, tiveram maior
acumulo de biomassa de parte aérea tanto nas parcelas permanentemente hidratadas,
quanto na parcela que sofreu supresséo de rega (Figura 15). Este tratamento diferiu
estatisticamente dos demais pelo teste de Tukey a 5%, mostrando-se mais eficiente.

Quatro plantas, distribuidas em diferentes tratamentos, apresentaram nodulagéo e
crescimento diferenciado das cinco demais repeticbes (Tabela 05), indicando possivel

contaminagao.



4.2.2.2-M assa Seca de Raiz

Foi observada grande semelhanca entre os valores de massa seca de raizes e massa
seca de parte aérea, em diferentes escalas, indicando que o sistema radicular ndo emitiu

respostas diferenciadas em funcéo do estresse induzido (Figura 16), respondendo apenas a

inoculagdo.

4.2.2.3-Massa Seca de Nodulo

No periodo para avaliacdo da massa dos nodulos, um més apos o fim do estresse
hidrico, os nddulos provenientes da parcela seca apresentaram valores de massa inferiores
aos valores correspondentes a parcela irrigada (Figura 17). Entretanto, ndo diferem-se

estatisticamente, segundo Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 05- Acumulo de biomassa em C. mollis nas parcelas seca e irrigada apés
rehidratacd0. As siglas indicam representadas indicam: (MSPA) massa seca de parte aérea;
(MSN) massa seca de nddulos; (NN) nimero de nédulo.

Tratamentos Regime Seco Regimelrrigado
MSPA(g) MSN(g) NN(g) MSPA(g) MSN(g) NN(g)

1 HCL 3889/17 5,86 - - 5,99 - -
2 SMF 556/8 7,08 - - 14,75 - -
3 SMF 556/5 6,87 - - 25,49 0,40* 64,0*
4 PNPBS 1484/5 6,86 - - 8,30 - -
5 BR 1602 4,44 - - 6,16 - -
6 BR 2811 7,82 - - 6,75 - -
7 BR 3101 7,54 - - 4,97 - -
8 BR 3102 9,10 0,05* 14,0* 4,90 - -
9 BR 2003 10,28 0,12* 19,0* 6,76 - -
10 CNPABE-17 579 - - 3,95 - -
11 CNPABA-1 5,27 - - 15,09 0,16* 22,0*
12 CNPABN-5 9,65 - - 7,85 - -
13 SMF 226 5,98 - - 12,81 - -
14  Solo-Petro 44,27 0,41 54,7 72,72 0,51 42,7
15 T 7,89 - - 7,12 - -

*Os val ores assinalados correspondem a apenas uma das repeti¢cdes, enquanto os demais,
sdo meédias de trés repeticoes.
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Figura 17- Massa seca de nddulos de C. mollis seca e irrigada apés um més de
rehidratagdo. CV= 83,7%.

4.2.3- Avaliacdo da Atividade da Nitogenase (Atividade de Reducédo de Acetileno —

ARA).

A avaiagdo da nitrogenase nas plantas inoculadas com o tratamento solo — Petro,
através do ensaio de reducdo de acetileno (ARA), indicou resultados significativamente
diferentes entre as parcelas seca e irrigada, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
(Figura 18). Os resultados mostram equivaléncia no peso de nédulos para as diferentes
parcelas, enquanto que para a atividade dos nodulos, sdo observadas taxas inferiores de

ARA nas parcelas que foram submetidas a déficit de umidade.
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Figura 18- ARA total de C. mollis, inoculada com solo de Petrolina em regimes
seco e irrigado apos um més de rehidratagdo. CV = 38,4%.



5- Discussao

5.1- Selecdo de Estirpe de Rizébio

5.1.1- Experimento 01- Selecdo de estirpes para Cratylia mollisem vaso “ L eonard”

ALEN&ALEN(1981), afirmam que de cinco a oito espécies catalogadas no género,
apenas uma foi testada e foi constatada nodulacdo. A espécie citada €
Cratylia argentea Mart. ex Bent. (como C. flloribunda), observada por GALI no Brasil em
1958. Desta forma, 0 experimento de selecdo de estirpes para C. mollis teve for finalidade,
ampliar as informagdes a respeito de fixacdo biologica de N, para o género.

Observou-se que o feijdo camaratuba respondeu positivamente para nodulacdo a
inoculagdo com as estirpes HCL 3889/17, SMF 556/5, SMF 556/8, PNPBS 143/5, BR
1602, BR 2811, BR 3102, BR 2003 (Figura 02), indicando baixa especificidade desta
leguminosa para simbiose com rizébio. De acordo com NEVES & RUMJANEK (1996), a

medida que mais estudos sdo realizados sobre a biodiversidade de rizobio, observa-se que



tanto uma espécie de leguminosa pode ser nodulada por vérias de rizébio como o contrério

também acontece, indicando baixa especificidade em relacgo ao hospedeiro.

5.1.2- Experimento 02 — Selegdo de estirpes para Cratylia mollisem vaso com solo em

regimes seco eirrigado.

Os resultados obtidos no experimento de selecdo de estirpe para C. mollis em solo
brometado ndo refletiram os resultados encontrados no experimento anterior, desenvolvido
em vaso “Leonard”. Das estirpes anteriormente constatadas como simbidticas com o feijéo
camaratuba, ndo foram obtidos resultados positivos para nodulagdo. A partir destes
resultados questionou-se 0s possiveis motivos desta resposta negativa, através de uma
reavaliacdo da etapa de implantacdo do experimento, que, caso tivessem ocorrido falhas,
estas poderiam ter interferido no processo de fixacdo através de inviabilizacdo do
inoculante utilizado no momento do plantio, entretanto os procedimentos metodol 6gicos
foram seguidos na integra, anulando esta possibilidade. A segunda hipétese € a de que pode
ter ocorrido perda de plasmidios responsaveis pelo armazenamento das informactes
concernentes a nodul agao.

Em gera as informacbes genéticas correspondentes a nodulagdo (gen nod) sdo de
caracter cromossomial ou extracromossomia (NEVES & RUMJANEK 1996), o gen nod
quando ndo esta contido no cromossomo, encontra-se nos plasmidios (LENINGER et al.,

1993), e a perda destes implica na ndo expressdo génica da nodulagdo em plantas. BROM



et al., (1991) sugeriram que pode haver perda de alguma caracteristica genética, durante o
processo de isolamento do rizébio a partir do nédulo.

Ao contrério, nas plantas correspondentes ao tratamento de inoculagdo com o solo
proveniente da area de plantio (Solo — Petro), péde ser observado maior acimulo de

biomassa de parte aérea e de raiz, a ém da presenca de noddul os ativos.

5.2- Respostas de C.mollisao Estresse Hidrico

5.2.1- Efeito do Estresse hidrico em Par ametr os Fisiolol 6gicos

As primeiras mudancas na planta apdés 0 estresse hidrico sdo indicadas por
paralisacdo no crescimento foliar, senescéncia das folhas, seguindo por reducéo do volume
citoplasmatico e diminuicéo da sintese de proteinas nos tecidos em crescimento (KRAMER
& BOYER, 1995). Segundo RAMOS et al., (1999), a divisdo celular pode se tornar mais
lenta e os niveis de algumas enzimas, como a nitrato redutase, comegam a decrescer, entdo
0s estbmatos podem se fechar, reduzindo a transpiracdo e assimilacéo de CO,.

Em relagdo os diversos mecanismos de toleréncia ao estresse hidrico descritos,
deve-se ressdtar que as plantas utilizam vérios destes a0 mesmo tempo e existem
diferencas interespecificas quanto a presenca de um ou outro mecanismo relacionado com

as caracteristicas genéticas daguela espécie (KRAMER & BOYER, 1995).



5.2.1.1- Contetido Relativo de Agua na Folha (CRA)

O equilibrio hidrico pode ser estimado através do contetido relativo de dgua ou do
potencial hidrico da planta e, segundo LARCHER(1986), a mudanca no CRA pode ser
usado como indicador do balango hidrico, por medicfes repetidas em folha e em outras
partes da planta. As medicOes pontuais de contetido real de &gua devem ser obtidas com
base em uma medicdo padréo, por exemplo, o contetido de &gua das folhas sob condi¢des
de saturacéo.

Apbs 0 46° de estresse hidrico, as plantas crescidas em potes contendo 18kg de solo,
foram irrigadas novamente no momento em gue os valores de contelido de &gua nas folhas
(CRA) eram inferiores a 33%. Estes valores indicam grande resisténcia & seca desta
espécie, comparando-se com A. hypogea (amendoim), planta largamente descrita como
tolerante, que em trabalhos realizados por NWALOZIE & ANNEROSE, (1996), alcancou
o0 ponto de murcha permanente com CRA abaixo de 55%, apds 18 dias de estresse, em casa
de vegetacdo. TEIXEIRA (1978), estudando tolerdncia a seca em algumas espécies
forrageiras, observou os valores de CRA de 35,5 e 33,2%, Glicine wighti (Wight & Arn.) e
Cajanus indicus Sprengel, respectivamente, que para estas espécies, correspondem a
eficiéncia maxima no uso da agua.

Um comportamento contrario a este observado em C. mollis pode ser notado em
caupi (V. unguiculata), que, segundo NWALOZIE & ANNEROSE (1996), alcancou ponto
de murcha com valores de CRA superiores a 78%, abaixo destes valores, estabeleceu-se 0

ponto de murcha permanente.
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Guandu (C. cajans) é umaleguminosa com alta tolerancia a desidratacéo (L OPES et
al., 1987), com habito arbustivo que ocorre em regides semi-aridas, desta forma, é uma
cultura que pode ser usada como espécie comparativaa C. mollis em situagdes semel hantes.
KELLER & LUDLOW(1993), avaliando relagBes hidricas em C. cajans observaram
valores de CRA de 53% em potencia hidrico de —4.8MPa, ap0s 27 dias sem hidratacao,
plantadas em volumes de solo correspondentes a 50kg, recuperando-se rapidamente apds
rehidratagao.

Foi observada senescéncia foliar em C. mollis a medida em que a planta deu sinais
de estresse em fungdo do déficit de agua. Segundo TARDIEU (1996), senescéncia se
caracteriza como consequéncia da reducdo no CRA, pode ser considerada como um
mecanismo de planta inteira por reduzir &rea foliar em presenca de estresse, inicialmente
para diminuir a transpiragdo e a diferenca no potencia entre raizes e folhas, e depois
remobilizar os assimilados para sementes ou 6rgaos em crescimento.

CRA consistiu num bom pardmetro de avaliagdo do estresse em C. mollis, pela
correlacdo encontrada e entre o intervalo tempora do estresse mecanismos de condutancia
estomatica. TURNER (1986), observou a correlagdo da condutancia foliar em girassol e o
contetido hidrico do solo, demonstrando a influéncia direta do status hidrico do solo ou da
raiz na condutancia estomatica e nas taxas fotossintéticas. SINCLAIR & LUDLOW (1986),
consideram conteldo relativo de agua critico, como um significativo indice para

identificacdo de legumes com diferencas contrastantes na tolerancia desidratacao.



5.2.1.2- Condutancia Estomatica (gs)

O fechamento estomatico durante a seca € uma caracteristica desgjavel, tornando-se
um critério que pode ser utilizado para o melhoramento vegetal, na busca de plantas
tolerantes ao déficit hidrico (LAFRAY & LOUGUET, 1990).

Nos vaores de condutancia estomética em C. mollis pode ser observada queda nos
indices de transpiragdo & medida em que os valores de contelido relativo de &gua na folha
(CRA) cheguem proximos ao limite de tolerancia da planta, que varia em torno de 30% do
volume hidrico.. Por outro lado, o fechamento parcial dos estdmatos em caupi (V.
unguiculata) em trabalhos desenvolvidos por FISCHER & TURNER, (1978) durante o
estresse hidrico resultam em improvavel eficiéncia no uso da &gua, e que o0 seu extremo
evitamento a seca € uma resposta conservativa. Entretanto, as respostas de plantas anuais
ndo sdo conservativas, em vez disso, a transpiragdo € mantida com riscos de completa
exaustdo da &gua no solo, além de baixo potencia hidrico e prejuizos para o protoplasma
(FISCHER & TURNER, 1978).

Verifica-se a partir das avaliagdes de condutancia estomatica ao longo dos 46 dias
de estresse hidrico que, mesmo que a diferenca entre os valores de gs para o regime seco e
para o irrigado sgja estatisticamente significativa, ocorre uma grande variagdo nos valores
alcancados nos diversos tratamentos num mesmo sistema de rega, provavelmente em
funcdo de variagbes na temperatura, umidade relativa e teor de CO, da atmosfera, o que
justifica altos valores de coeficiente de variacdo para este parametro. Segundo LAFRRAY

& LOUGUET(1990), os estbmatos podem se fechar com o aumento no déficit de presséo
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de vapor (VDP), independente do volume de agua da folha que passam por estresse hidrico
podem ser mais ou menos sensiveis as mudancas de VDP.

As medicbes de condutancia realizadas as 9:00, 12:00 e 16:00 h indicaram que a
reducdo no volume de &gua no solo ainda nos primeiros quatro dias, ja foi suficiente para
uma rapida resposta da planta no controle estoméatico. Entretanto, os valores a cancados nas
medi¢des de 12:00h foram ainda mais baixos que os valores das medi¢Oes das 09:00h,
indicando intensificacdo do controle estomatico nos horarios de maior incidéncia de luz no
ambiente. Entretanto, segundo (KRAMER & BOYER, 1995), este eficiente controle
realizado pelo fechamento dos estébmatos, permite melhor aproveitamento da agua pelos
tecidos da planta, controlando o fluxo do continuo solo - &gua — atmosfera de modo a
garantir a sobrevivéncia da planta.

Este tipo de comportamento caracteriza C. mollis como uma planta anisohidrica,
que segundo TARDIEU & SIMONNEAU, (1998), sdo plantas que possuem controle
estomético, caracterizado por fechamento dos estdmatos as 12:00h e manutencéo de baixas
taxas transpiratorias ao longo do dia, até o entardecer, evitando maiores perdas d agua. A
maior gs as 9:00 h diminuindo as 12:00 e 16:00 h é vantgjoso para planta devido ao menor
déficit de pressdo de vapor (DPV).

A literatura demonstra que, em geral, as plantas que fazem eficiente controle do uso
da &gua, apresentam reduzida abertura estomética as 12:00h em condi¢cBes de pouca
disponibilidade de agua, como pode ser observado em algodao, milho, feijdo, sorgo e fumo
(LOPES, et al., 1992, LAFFRAY & LOUGUET, 1990).

O funcionamento estomatico responde a diversas caracteristicas do ambiente que

causam efeitos quantitativos. Nestas condi¢cbes, TARDIEU & SIMONNEAU, (1998),



sugerem identificacdo de mecanismos, isoladamente, que tenham uma grande contribuicéo
para 0 comportamento estomético em um dado grupo de condi¢cBes ambientais, ja que
diversas caracteristicas podem ter acdo antagonica.

A seringueira possui ata sensibilidade estomética ao déficit hidrico, sendo que em
plantas com um ano de idade, submetidas a ciclos de tensdo hidrica no solo, observou-se
que o potencial hidrico da folhas durante o dia é regulado pela resisténcia dos estdmatos a
difusdo d'agua (MARTINS et al., 1992).

MEDRI apoud MARTINS et al., (1992) encontrou resultados comportamentais do
andamento di&rio do balango hidrico, bastante semelhantes para diferentes cultivares de
seringueira. Todos cultivares apresentaram aumentos na transpiracdo com o0 aumento da
radiacdo a partir d 5:30 horas e diminuigdes a partir das 12:00horas, atingindo valores

minimos e constantes no periodo noturno.

5.2.1.3- Determinagéo do Conteido de Agucares Soluveis e de N-amino

O mecanismo de guste osmético € comum em gramineas, € em gera, as
leguminosas ndo o realizam (PIMENTEL, 1998), entretanto, algumas delas desenvolveram
este mecanismo de tolerancia, a exemplo de soja (Glycine max [L.] Merr.) (HUBER et al.,
(1984), tremoco (Lupinus albusL.) (QUICK et al., 1992), feijdo (Phaseolus vulgaris L. cv.
Topcrop) (RAGGI, 1994).

Nos primeiros oito dias de estresse, a redugdo nas reservas de carboidratos sdo
evidenciadas pelo aumento no conteldo de N-amino e de agUcares soluveis. HSIAO &

ACEVEDO (1974), contataram que a sintese e 0 acumulo de amido sdo bastante afetados
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pelo estresse hidrico devido a diminuicdo das taxa fotossintética e do acimulo de matéria
Seca, juntamente com o0 aumento da atividade da amilase, quando em condigdes de estresse
mais severo. Com o estresse hidrico SEVERO, o amido de reserva sofre hidrdlise com
intensificacdo da atividade da amilase, contribuindo para o acUmulo de carboidratos
soltvels, aminoacidos e acidos organicos, que servirdo para manutencdo do status
metabdlico da planta (HSIAO, 1973).

Durante 0 estresse hidrico, as reagdes metabolicas essenciais a planta s8o mantidas
por um substrato nitrogenado gerado a partir da degradacéo das proteinas de reserva.
Segundo FERNANDES (1978), o acumulo de grandes quantidades de N-amino livre pode
ser um indicador de interrupcdo nos caminhos para sintese, ou acimulo nas taxas de
degradac&o de proteinas.

RAGGI (1994), observou progressivo acréscimo de asparagina em folhas de
P. vulgaris sob regime seco, ocorrido provavelmente em funcéo de inibicdo precoce da
sintese de proteina e degradacdo de proteinas estocadas.

Outro fato importante relacionado ao metabolismo de carbono e nitrogénio em
C. mollisdiz respeito a uma gradativa queda de folhas no decorrer do estresse hidrico. Em
muitos casos, a abscisdo ou morte das folhas ocorre para diminuir a superficie de
transpiracéo (SUBARAO, 1995). Quando a senescéncia € seja causada principal mente por
dissecacdo celular ou estresse oxidativo, envolve folhas superiores que recebem luz direta e
experimentam baixos potenciais hidricos que folhas velhas, localizadas na porcéo inferior
do dossel (TARDIEU, 1996). Inicialmente as folhas sofrem rpida expansdo, importando
carbono e nitrogénio, reiniciando sintese de proteinas até que a capacidade fotossintética

sgja recuperada. Entéo as folhas maduras tornam-se vantgjosas para a planta, contribuindo
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com o suprimento de carbono durante certo tempo, e o remanejamento de proteinas ocorre

em nivels baixos (BUCHANAN-WOLLASTON, 1997).

5.2.2 - Efeitos do Estresse Hidrico no acimulo de M assa Seca

Em funcdo da simbiose realizada entre o rizobio e espécies leguminosas, devem ser
considerados, dém dos efeitos causados na planta apds estresse hidrico, os possiveis
efeitos na formacgdo, desenvolvimento e funcionamento do nodulo (WARRAL &
ROUGHLEY, 1976). Dessa forma, avaliacdo das respostas da planta a fixacdo de N, em
condicdes de estresse pode ser indicativa de prejuizos para plantas exploradas
economicamente.

Flutuacdes na disponibilidade de &gua sdo frequentemente observadas nos solos
tropicais, com ciclos de seca e encharcamento que resultam em baixa sobrevivencia dos
microrganismos diazotroficos (RUMJANRK & NEVES, 1996). SPRENT & PANKHUST
(1975), especularam que o status hidrico do nédulo inibe a fixacdo durante o periodo de
estresse hidrico e que apbs a rehidratacdo, tanto o status hidrico da planta quanto a
atividade da nitrogenase retornam a atividade inicial. A expectativa do trabalho foi gerar
informacdes a respeito do comportamento de C. mollis, quando sujeita a ciclos de seca e
encharcamento, e os resultados contatam a expectativa de retomada de atividade pelo

nodulo.



5.2.1.1- Massa Seca Acumulada

O grande ganho de massa seca, tanto em raiz quanto em parte aérea, em plantas
inoculadas com o solo da &rea de ocorréncia natural (solo- petro) indicam que a inoculagdo
de Cratylia mollis com uma eficiente estirpe de rizébio, viabilizam o bom desenvolvimento
destas plantas em &reas com baixos niveis de nitrogénio no solo. FRANCO & FARIA
(1997) enfatizam a importancia de identificacdo de estirpes de rizébio que realizam
eficiente simbiose com leguminosas, face a limitacéo de nitrogénio em solos tropicais.

Avdiando os efeitos desta simbiose em condigdes de estresse hidrico, nota-se
significativa diferenca no acimulo de biomassa seca de parte aérea nos regimes seco e
irrigado. Houve interrupcdo de fixagdo de N, no periodo de estresse severo, em funcéo da
senescéncia de nodulos. Entretanto, o fato que mais contribuiu para a reducdo nos vaores
de massa seca de parte aérea, diz respeito a senescéncia foliar que ocorreu ao longo do
estresse e se intensificou & medida que o contelido relativo de &gua na folha (CRA) foi
diminuindo. Segundo ALBECHT, et al., (1984) a atividade da nitrogenase em nodulos e
plantas bem hidratadas, sofre pequeno declinio na atividade especifica nas plantas
anteriormente irrigadas, e este comportamento € atribuido a senescéncia dos nodulos. A
senescéncia € conseqliente do declinio das taxas de carbono durante a fase de enchimento
de gréos, e translocagdo de maiores quantidades de fotossintatos para as sementes e que a
gueda da de assimilacéo de substratos de carbono para 0 nédulo, e consequiente reducdo na
fixagdo de N, (ALBECHT, et al., 1984).

Os nddulos de Cratylia mollis formados ap0s a rehidratacéo tem marcado aumento

em nuimero e reducdo na massa seca, quando comparados com nédulos de plantas



freqiientemente hidratadas, com a mesma idade e plantadas nas mesmas condicoes
experimentais, indicando reducéo de eficiéncia da fixagdo no periodo avaliado. PIMENTEL
et al., (1990), observaram aumento no nUmero e peso de nodulos por planta em cultivares
de feijdo, e pequena reducdo na atividade especifica de reducdo de acetileno por peso de
nodul os. Entretanto, em soja sob regime de estresse hidrico severo, correspondente a 5% de
&gua no solo (-0.5 MPa), segundo KIRDA et al., (1989), houve reducdo no nimero de
nodulos em comparagdo com o regime irrigado. De forma semelhante CARTER &
SHEAFFER (1983), observaram reducéo no numero de nodulos em cerca de 41% sob
regime de estresse suave (-0.9 MPa).

Segundo SMITH, et al., (1988) a causa para a reducéo na fixacdo de N, por legumes
com déficit de umidade da ordem de dias ou semanas pode aumentar a resisténcia
estomatica para difusdo de CO; nas folhas e resulta em redugdo nas taxas de fotossintese.

Avaliando os efeitos adversos do estresse hidrico em soja (G. max.), KINDA,
et al.,(1989) observaram que este interferiu mais no peso que na quantidade dos nodulos,
sugerindo gque o crescimento destes pode ser mais afetado que o sucesso da infeccdo das

raizes, em condi¢oes de seca.

5.2.3- Avaliacdo da Atividade da Nitogenase (Atividade de Reducdo de Acetileno —

ARA).

A avaliagdo de ARA permitiu constatar valores inferiores para atividade da
nitrogenase nas plantas que sofreram estresse hidrico, indicando menor eficiéncia na

fixacdo de nitrogénio nas condicdes de seca, apos o0 periodo de um més apos rehidratacao.



PIMENTEL, et al., (1990) consideram que a atividade da nitrogenase sofre mais
rapidamente o estresse, do que processos morfolégicos como nodulagdo ou queda de
folhas.

Segundo ALBRECHT et al., (1984), a reducdo na atividade dos nddulos é atribuida
a senescéncia dos mesmos, e quando € iniciada a fase reprodutiva da planta, ha um declinio
nas trocas de carbono no dossel durante o enchimento de gréos, reduzindo os processos de
transdocacdo de compostos de carbono e nitrogénio na planta, em funcéo da solicitacdo de
fotossintatos para as sementes e nddulos, com baixa taxa assimilacéo de carbono, substrato
parafixacdo de Na.

WILLIAM & SICARDI DE MALLORCA, (1984), observaram em duas cultivares
de soja, que a inducdo de um baixo estresse hidrico reduziu o nimero e a atividade
especifica dos nddulos, sem afetar a largura dos nddulos ou o tempo requerido para a
formacdo macroscopica inicial dos nodulos. Em plantas sob médio estresse de umidade na
folha e subsequente desenvolvimento dos nodulos iniciais foi inibido e algumas plantas
foram inativas para os ensaios de reducdo de C,H, (WILLIAM & SICARDI DE
MALLORCA, 1984).

Estresse hidrico moderado causa répido declinio na atividade dos nédulos em soja,
gue € provavelmente ocasionado por queda na turgescéncia de células corticais vacuoladas
(SPRENT, 1972).

Deste modo, C. mollis fica caracterizada como uma leguminosa bastante tolerante as
limitagdes de umidade no ambiente tanto para sobrevivéncia quanto para a capacidade de

reiniciar o processo de fixagdo de Ny, apds novas chuvas. Ela se disponibiliza de alguns



mecanismos de adaptacdo a seca, que, na grande maioria, sdo formas de evitamento e
tolerancia a desidratagdo como 0 gjuste estomético, reducéo de areafoliar.

Estas caracteristicas indicam que o feijéo camaratuba é uma planta que vegeta em
locais com restricBes hidricas e nutricionais devido as suas poucas exigéncias aém de

poder contribuir com o aporte de nutrientes para o solo.
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6-Conclusbes

1. Cratylia mollis nodulou com ainoculacdo das estirpes HCL 3889/17, SMF 556/5,
SMF 556/8, PNPBS 143/5, BR 1602, BR 2811, BR 3102, BR 2003, o que permite afirmar
pouca especificidade desta espécie para estabel ecimento de relacdo simbidtica com rizoébio.

2.C. mollis possui comportamento estomético caracterizado como anisohidrico,
sendo observados baixos valores de gs (condutancia estomatica) ao meio-dia e mantendo-o0s
a0 entardecer, recuperando-se durante o periodo noturno, definindo méaxima abertura
estomética nos primeiros horarios da manha.

3. Os baixos conteldos relativos de agua em folha apls estresse prolongado,
indicam grande toleréncia a dissecagdo, visto que a planta se reestabelece logo apds o
reinicio da irrigagcéo

4. Em funcdo da senescéncia dos nodulos ao longo do estresse hidrico, C. mollis
sofre reducéo nas taxas de fixacdo de N,, mas recupera a atividade da enzima nitrogenase

apos a formacdo de novos nédulos, retomada a hidrataco.
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