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RESUMO

Esta experi€ncia foi conduzida na estufa do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Eduardo Mondlane (UEM) e teve como objectivo, analisar o efeito do
stress hidrico na formagdo de nddulos radiculares e a fixagdo de nitrogénio em seis
variedades (IT82E-18, IT82D-812, Massava-nhassenje, Namarua, Tete-2 e Timbawene
moteado) de feijéo nhemba (Vigna unguiculata (L.) Walp). As plantas foram submetidas
a dois tratamentos: controle, no qual plantas foram sempre mantidas irrigadas de trés em
trés dias; e o tratamento de stress em que a irtigagdo foi suspensa por 15 dias,

Durante a experiéncia, foram realizadas trés colheitas: na quarta, sétima e décima
semanas. Determinou-se o numero, o peso fresco dos nédulos, fixacdo de nitrogénio e a
concentragdo da proteina.

Na quarta semana quase todas as variedades fixaram os nédulos, na sétima o niimero de
nddulos fixados aumentou e na décima diminuiu ligeiramente nas condigdes de stress
hidrico.

Foi encontrada uma relagdo positiva entre o nimero de nédulos e o peso fresco. Foi
também encontrada uma relag#o positiva entre o nimero de nédulos formados ¢ a fixagdo
de nitrogénio.

Todas as seis variedades de feijio submetidas ao stress hidrico formaram nodulos,
destacando-se a variedade Tete-2 que formou maior nimero de nédulos. A variedade
Massava-nhassenje apresentou maior percentagem de fixagio de nitrogénio nos nédulos e

a variedade Namarua apresentou maior concentragfo de proteina em condicdes de stress

hidrico.

Palavras-Chave: Feijdo nhemba, fixagdo de nitrogénio, formagio de nédulos radiculares,

stress hidrico.
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Tema: Andlise do Efeito do Stress Hidrico na Formago de Nédulos Radiculares e Fixagdo de Nitrogénio
em seis variedades de Feijio Nhemba (Vigna unguiculata (L.) Walp.)

1 INTRODUGAO

O feijdo nhemba (Vigna unguiculata L. Walp) € uma dicotiledénia que pertence a familia
Leguminosae, subfamilia papilionoideae, género Vigna (Libombo, 1990).

Esta leguminosa tem sua origem em Africa donde se expandiu para fndia, China,
América Central e América do Norte. A sua distribuigio no interior do continente
africano ocorreu através da migragdo e para outros continentes a cultura dispersou-se
atraves de estabelecimento de contactos comerciais (Libombo, 1990).

O feijdo nhemba ¢ considerado a principal fonte de proteinas para as populagdes pobres
de muitos paises tropicais e subtropicais (Aralijo ¢ Eugene 1988 citados por Italia, 1992).
Em Africa, ¢ usado sob a forma de semente seca, a qual ¢ utilizada na culindria de
diversas formas (Rachie, 1985 citado por Italia, 1992). Do feijio nhemba aproveitam-se
as folhas e as vagens verdes. E também cultivado com o fim de servir de alimentacio
para o gado, ou ainda como adubo verde (Rachie, 1985 citado por Italia, 1992).

As suas folhas secas, quando comparadas as de outros vegetais usadas na alimentagfio,
retém uma maior quantidade de vitaminas essenciais (Bi"gt_enbender e Barret, 1989 citados
por Italia, 1992).

O feijio nhemba é uma espécie ae grande valor genético e possui genes de resisténcia a
stress, que the confere uma ampla adaptagdo edafoclimatica, alto potencial produtivo e
alta capacidade de obter nitrogénio em associagio com bactérias do género
Bradyrhizobium (Bezerra, 1997, Ehlers & Hall, 1997; Xavier, 2000 citados por Zillil et
al., 2006).

Segundo Heemeskerk (1988) citado por Italia (1992), o recenseamento agricola de 1970

estimou a drea total de feijdo nhemba em Mogambique em 150000ha com uma produgio

- media de 348kg/ha. A potencialidade de produgdo do feijao nhemba depende muito das

condigdes solo/clima, bem como do sistema de cultivo a que esté sujeito e da densidade
de sementeira.

Em relagdo a humidade do solo, a cultura é muito resistente 2 seca, razoavelmente
tolerante a humidade excessiva do solo, mas necessita de um certo grau de humidade
durante a fase de floragdo e frutificagdo (Oliveira e Carvalho, 1988 em Aratjo, 1998
citados por ltalia, 1992).
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No que se refere ao feijio-nhemba ndo ha uma estimativa, em termos econdmicos, da sua
contribuigdio na fixagdo biolégica do nitrogénio. No entanto, sabe-se que ¢ importante
para manter a produtividade das lavouras de subsisténcia, em que a adubag#o nitrogenada
mineral no ocorre (Martins er al., 2003 citados por Zillil et al., 2006). Em termos de
quantidade de nitrogénio fixado, existem dados que indicam contribuigdes superiores a
100 kg/ha, embora esses valores sejam varidveis, especialmente em avaliagdes de campo
(Wani et al., 1995 citados por Zillil et al., 2006).

A fixagdo biologica do nitrogénio atmosférico € um processo que ocorre como resultado
da associagio simbidtica entre as plantas leguminosas e bactérias especificas,
denominadas Rhizobium, que ocorrem no solo, resultando no suprimento de nitrogénio
para aé plantas (Morgano et al., 2006, Medeiros e Araujo,1997).

Todos os organismos fixadores de nitrogénio, chamados de organismos diazotroficos, sio
procariotas e utilizam para a fixagdo a enzima conhecida como nitrogenase. Essa enzima
¢ sensivel ao oxigénio, que pode destrui-la irreversivelmente. Essa reacgdo € endergdnica,
isto €, a amonia € mais rica em energia que o nitrogénio atmosférico e para que a reacgio
ocorra ¢ necessario fomecimento de energia, armazenada na forma de ATP (Silveira e
Freitas, 2007). '

A fixagdo de nitrogénio € um processo ecologica e economicamente vantajoso que pode
substituir os fertilizantes nitrogenados (também importante para (Vigna unguiculata)).
Para melhor estudar este sistema bioldgico e sua interacgdo com o meio é de fundamental
importancia conhecer melhor os nédulos e sua interacgfio com a planta e o meio (Date,
2000 citado por Costa et al., 2006).

Segundo Rebah er al. (2006) a fixagdo bioldgica de azoto pelo Rhizobium representa
cerca de 70-80% do azoto total acumulada pelas plantas leguminosas.

A quantificacdo do nitrogénio fixado € dificil tanto em termos econdmicos, quanto
ecolégicos, mas estima-se que o processo seja responséavel por 45 % a 85% do nitrogénio
utilizado pelas plantas. Cerca de 80 milhdes de toneladas de nitrogénio sdo fixados
mundialmente por ano, comparadas com cerca de 82 milhdes de toneladas obtidas por

fixa¢do industrial (Tavares et al., 2005).
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Nas leguminosas, a nodulagfio e a actividade de nitrogenase sfio reduzidas pelo stress
hidrico, resultando numa baixa fixag@io de nitrogénio com uma consequente redugio da
producio de grios {Dakora e Atkins, 1990 citados por Ferreira, 1994).

Segundo Costa et al. (1996) citados por (Ferreira, 2005), o défice hidrico reduz o peso
dos nodulos, o nitrogénio acumulado ¢ a produgio de matéria seca da parte aérea do
feijdio nhemba, principalmente quando a deficiéncia hidrica é imposta na segunda e
quinta semanas apés a sementeira. Esta redugfo pode estar associada ao facto do défice
hidrico afectar vérios processos fisiologicos relacionados com a assimilago de nitrato e
fixagdo simbidtica de nitrogénio nas leguminosas, reduzindo o peso da matéria seca dos
nédulos e da parte aérea das plantas.

O presente estudo teve como objectivo, analisar o efeito do stress hidrico na formacio de
nddulos radiculares e a fixagdo de nitrogénio em seis variedades (ITSZE-]S, IT82D-812,
Massava-Nhassenje, Namarua, Tete 2 ¢ Timbawene Moteado) de feijio nhemba (Vigna

unguiculata (L.) Walp).

1.1 IMPORTANCIA DO ESTUDO

O feijdo-nhemba (Vigna unguiculata (1..) Walp.) ¢ bastante cultivado, sendo considerado
como uma das principais fontes de calorias e proteinas para a populagdo. Devido a sua
rusticidade e alta variabilidade genética adapta-se bem a diferentes condigdes ambientais,
apresentando desenvolvimento satisfatério em condigdes de baixa fertilidade do solo e
conseguindo produzir, em anos secos, mais do que outras espécies vegetais (Marin et
al., 1997).

Uma das vantagens da cultura do feijdo-nhemba € que possui grande capacidade de se
associar ou formar simbiose com organismos fixadores de nitrogénio atmosférico. Esses
organismos sao bactérias do género Rhizobium, encontradas no solo e quando ligadas as
raizes das plantas, fixam nitrogénio que existe no ar em abundéncia € o transferem-no
para a planta (Marin et al., 1997).

O processo de fixagdo bioldgica do nitrogénio apresenta diversas vantagens, entre elas:
aumento da produgdo vegetal, contribui¢@io para a sustentabilidade dos sistemas agricolas,

recuperagdo de dreas degradadas e incremento da fertilidade e da matéria orginica do
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solo. Contudo, a principal vantagem a curto prazo pode estar associada a economia no
uso de fertilizantes nitrogenados industrializados (Marin et al., 1997).

Segundo Sitoe (2005), Mogambique (um pais tropical) tem, nestes ultimos anos,
registado uma precipitag@o baixa e irregular e as culturas (principalmente em areas cuja
irriga¢do depende da chuva) estio sujeitas ao stress hidrico afectando, como ja foi
referenciado, a produtividade e qualidade nutritiva destas.

A importdncia que o feijio nhemba assume em Mogambique, leva a que se¢jam feitos
estudos no sentido de avaliar o comportamento das variedades cultivadas em condigdes
de stress hidrico. Os resultados obtidos poderdo ser de grande utilidade para melhor
adequar o maneio da cultura ém condigfes de stress hidrico; além de que podem servir de
instrumento fundamental para explicar perdas de produgfio em condigdes de stress hidrico
(Leite et al., 1999).

O feijdo nhemba ¢ considerado espécie adaptada a seca, a sua capacidade de afiaptac,‘éo
varia dentro da espécie (Turk e Hall, 1980; Ziska e Hall, 1982; Summerfield ef al., 1985).
Portanto, para o seu maneio adequado, visando aumentar a produtividade, € importante -
conhecer a capacidade de resposta aos niveis de stress hidrico ¢ com base nesse

conhecimento, podem-se seleccionar variedades apropriadas a situagfo stress hidrico.

1.2 Revisao bibliografica
1.2.1 Descri¢cdo botanica

O feijdo nhemba € uma leguminosa anual e herbacea, pode ser erecta, semi-erecta,
prostrada ou trepadeira. O crescimento varia de indeterminado a determinado. As plantas
das variedades determinadas produzem um nimero limitado de nds e deixam de crescer
épés a emissdo das gemas florais. Nas variedades indeterminadas, a planta continua a
crescer e produz novos ramos e gemas florais por um periodo relativamente longo.

O feijdo nhemba apresenta um sistema radicular com uma raiz principal profunda e raizes
laterais numerosas, superficiais e bem noduladas. Os nédulos sfo grandes e globulares.

A inflorescéncia é uma racema composta de varias racemas simples, inseridos num

pedianculo sulcado. Cada racema simples tem 6 al2 botdes florais mas, somente o par

mais baixo desenvolve-se, enquanto os restantes se degeneram para formarem néctar.
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Estimativas indicam que menos de 20% das flores produzem vagem, percentagem que
ainda pode ser menor com temperaturas extremamente altas, deficiéncia hidrica e um

ataque de tripes de botdio. Os grdos variam muito em largura, peso, forma e cor (Rulkens,
1996).

1.2.2 Sistema de produc¢éo

1.3.1 Consociagédo e rotagdo

A consociagdo, consiste em cultivar conjuntamente plantas de diferentes familias, com
diferentes necessidades nutricionais e diferentes arquitecturas de raizes e area foliar, que
se possam complementar enquanto que a rotagdo ¢ alternancia de diferentes espécies.

O feijio nhemba tem um efeito benéfico sobre as culturas subsequentes na rotagio e
também sobre as culturas associadas. Tem raizes profundas e fixa o nitrogénio
atmosférico no solo e pode ser uma cultura precedente ao algoddo e aos cereais.

Em Africa e em especial em Mogambique, o feijdo nhemba é muitas vezes consociado
com vérias culturas (Milho, Mapira, Mexoeira, Amendoim e Mandiogueiras) com
excepgdo das provincias de Nampula, Cabo Delgado ¢ Niassa onde a monocultura
também ¢ frequente. '

O crescimento prostrado do feijdo nhemba tradicional apresenta uma grande vantagem
dado que sufoca os infestantes, protege o solo do impacto das gotas de chuva, além de
que os cereais aproveitam o nitrogénio nos nédulos radiculares especialmente no fim do

plantio.(Rulkens, 1996; INE, 2003 e Heemsker, et al., 1988).

1.2.3 Principais Pragas, Doencas e Infestantes

O feijio nhemba ¢ uma fonte que alimenta uma série de diferentes insectos, sendo todas
as partes da planta susceptiveis ao ataque. Por este facto, constitui a principal causa da
limitagdo da produgdo, sendo que um tratamento contra insectos bem aplicado na época
adequada pode permitir a duplicagfo da produgdo (Segeren, 1994). O combate a pragas e
doengas deve ser feito em quantidade e momento propicios e obedecer certas regras de
modo a n&o prejudicar a saide do Homem e o meio ambiente (Segeren, 1994).
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Em Mogambique as principais pragas sdo o gorgulho de caule (Mecysolobus spp), afidios
(Aphis craccivora), tripes de botdo (Megalurofhrips sjostedti), percevejos, broca da
vagem e o0s coledpteros, enquanto que as principais doengas sio entre outras as seguintes:
Aphtdborne Mosaic Virus, Cowpea Golden Mosaic Virus. Para o seu combate pode-se
usar Symbush 25 EC, Cipermetrina, Malatido, Basudine, Mancozeb WP 80% (Segeren,
1994).

No que se refere s infestantes, o feijio nhemba tem o poder de reprimir as infestantes até
certo nivel em relagdo a maior parte das culturas (Rulkens, 1996), como € o caso de
Alectra vogelii e Striga gesnerioides. Por outro lado podem ser controladas com enxadas,

através de 2 a 3 sachas/cultivo ou usando herbicidas selectivos.

1.2.4 Requisitos Ambientais

1.2.4.1 Clima

Esta cultura precisa de temperaturas elevadas sendo o 6ptimo de 20 a 35°C (Rulkens,
1996; Aralijo e Watt, 1988), e tolera melhor o calor em relagdio a outras leguminosas.
Altas temperaturas no periodo de floragdo prejudicam a floragdo enquanto que baixas
temperaturas aumentam o ciclo de vida das plantas pela via do prolongamento de todas as
fases do desenvolvimento. Temperaturas abaixo de 20 °C causam a redugfio do
desenvolvimento das plantas, enquanto que o frio longo provoca uma produgdo

demasiada e por conseguinte redugéo, do rendimento.

1.2.4.2 Solos

O feijdo nhemba pode ser cultivado em quase todos os tipos de solos. Dependendo das
cultivares, hd aquelas que se adaptam a condig¢des especificas do solo e outras que se
adaptam & ampla faixa de variagio (Araljo e Watt, 1988).

As. cultivares erectas no geral sdo melhor adaptadas a solos de alta fertilidade e sem
restrigo de humidade, enquanto as prostradas geralmente se adaptam a solos de baixa
fertilidade (Aratjo e Watt, 1988).

O feijdo nhemba, ndo se adapta bem a solos com excesso de humidade. Geralmente

desenvolve-se em solos de razodvel fertilidade. Os solos com baixa fertilidade, quando

usados devem ser acompanhados de fertilizantes quimicos e inorganicos.
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Os solos mais aptos para o cultivo do feijdo nhemba, sio os franco-arenosos em relagio

aos solos pesados (Rulkens,1996). Esta cultura é mais tolerante a solos com pH baixo em

relagdo a outras culturas (soja e feijdo vulgar) e as vezes é cultivado em solos pobres e

4cidos com vista a melhora-los.

1.2.5 Regiées Agro-Climaticas de Cultivo de Feijdo Nhemba em
Mog¢ambique

Segundo Heemeskerk et al. (1988), existem em Mogambique regides agro-climaticas
onde o feijdo nhemba pode ser produzido. Tais regides foram estabelecidas com base em
critérios pedoldgicos, climaticos e de altitude.

Na zona norte do Pais o cultivo tem sido predominante nos solos francos arenosos das
Provincias de Nampula, Cabo Delgado e Zambézia ou em solos pesados com uma certa
altitude que incluem os distritos de Milange, Ribaue, Gurue e Angdnia. Pode igualmente
encontrar-se também em solos arenosos de baixa altitude com precipitagio baixa efou
irregular assim como em solos pesados da zona baixa com chuvas irregulares
(Heemeskerk et al., 1988).

Ao sul do pais, em solos pesados, cultivam-se variedades insensiveis ao fotoperiodo, de
ciclo curto e em regime de sequeiro. Geralmente o cultivo é feito em solos arenosos
compreendendo a zona desde a Ponta de Ouro até ao Rio Save, abrangendo as zonas do
interior de Inhambane, Gaza ¢ Maputo mas também em solos pesados dos vales do Rio

Maputo, Umbeluzi, Incomati, Limpopo (Heemeskerk et al., 1988).
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em seis variedades de Feijio Nhemba (Vigna unguiculata (L.) Walp.)

2 OBJECTIVOS
2.1 Objectivo Geral

> Analisar o efeito do stress hidrico na formagéo de nédulos radiculares e a fixagio
de nitrogénio em seis variedades (IT82E-18, 1T82DD-812, Massava-Nhassenje,
Namarua, Tete 2 e Timbawene Moteado) de feijio nhemba (Vigna unguiculata
(L.) Walp).

2.2 Objectivos Especificos

> Determinar e comparar o efeito do stress hidrico na formagdo de noddulos
radiculares através da contagem do.niimero de nodulos das seis variedades de
feijio nhemba;
Verificar o efeito do stress hidrico na fixagéo de nitrogénio através da observagio
visual dos nédulos das seis variedades de feijio nhemba;
Determinar a concentrago de proteinas nos nddulos radiculares através do

método de Lowry das seis variedades de feijdo nhemba sob stress hidrico.

3 HIPOTESE:

HO. O stress hidrico induz a redugfio do niimero de nédulos radiculares e a fixagdo de

nitrogénio nas seis variedades de feijdo nhemba.

‘H1: O stress hidrico nédo induz a redugéo do nimero de nddulos radiculares e a fixagio de

nitrogénio nas seis variedades de feijdo nhemba.
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4 AREA DE ESTUDO

O presente estudo foi realizado na estufa e no laboratério de Fisiologia Vegetal ambos
pertencentes ao- Departamento de Ciéncias Biolégicas, Campus Universitdrio da
Universidade Eduardo Mondlane (fig.1) de Maio 4 Outubro de 2008.

7o~ AL

Figura -1 Localizagio geogrifica da estufa do Departamento de Ciéncias Bioldgica,

Universidade Eduardo Mondlane. Fonte: www.uem.mz

5 MATERIAL E METODOS
5.1 MATERIAL E EQUIPAMENTO EXPERIMENTAL

Sementes de seis variedades de feijio nhemba nomeadamente 1T82E-18, IT82D-812

H

Massava-Nhassenje, Namarua, Tete-2, e Timbawene Moteado;

Balanga; Pés; Polyvinylpoyrrolidone
(PVP);

Erlenmeyer de 100ml;
Cartuchos; Tubos de Eppendorf; 2 copos de 100ml;
Micropipetas; Baldo volumétrico de
Pontas; 500ml;

Marcadores; Luvas; . Centrifuga;

Seringa; BSA (Albumina do Soro
Almofariz; Bovino) em 1mg/ml eém
Provetas; Gelo; NaOH 3%

Agua destilada.

Vasos; Placas de petri.

Tesouras;

Contadores;

Papel absorvente;
C Lupa;
Bisturi; Qul; 1120:

L]
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5.2 METODOLOGIA
5.2.1 CONDIGOES DE CRESCIMENTO

Foram enchidos 216 vasos, de cerca de 5 litros de capacidade, com 8.4 kg de solo colhido
dentro do campus num local nédo cultivado (préximo ao campo de futebol, por fora da
estufa).

As sementes das seis variedades: IT82E-18, IT82D-812, Massava-Nhassenje, Namarua,
Tete-2, e Timbawene Moteado foram fornecidas pelo Banco de Germoplasma do [IAM
{Instituto de Investigacdo Agréaria de Mogambique).

A andlise do solo usada no experimento (anexo 1) foi realizada no Laboratério de Solos
da FAEF.

Os 216 vasos foram divididos em $ grupos. Cada grupo continha as seis variedades
agrupadas em dois tratamentos ( controlo e stress).

O solo foi regado com 1.4 litros de dgua de modo a permitir uma distribuigio regular da
agua pelo solo ¢ um vaso adicional foi usado bara determinagdo da capacidade de campo
do solo.

Semeou-se 2 sementes em cada vaso (72 de cada variedade) pré-seleccionadas e
embebidas em dgua durante 24 horas em placas de Petri.

Para a germinag@o e crescimento, os vasos foram regados (com agua corrente) de 3 em 3
dias correspondente a 80% da capacidade de campo durante cerca de 4 semanas. Uma
planta foi retirada de cada vaso (a menos vigorosa) para evitar a competi¢do. Depois
desse periodo de 4 semanas, as plantas foram submetidas a dois tratamentos: Controlo
(agua a 80% da capacidade de campo, de 3 em 3 dias) e Stress (até 20% da capacidade de
campo, quando o conteudo volumétrico atingisse cerca de 5% (anexo 2), para evitar que
se atinjisse o ponto de emurchecimento permanente - 3%)..

O controlo da irrigagdo determinado pelos tratamentos foi feito através do método de
pesagem e a quantidade de 4gua consumida era 'reposta de modo a manter cada

tratamento com o nivel de 4gua do solo previamente estabelecido.
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5.2.2 DEPOIS DA SEMENTEIRA

As plantas foram colhidas apds cada um dos trés ciclos de stress: primeiro (quatro
semanas); segundo (sete semanas) e terceiro (dez semanas) (tabela 1) e colocadas em

baldes contendo 4gua para evitar a danificagio das raizes.

Tabela 1: Plano da colheita semanal de plantas

Depois da . Nome da variedade Total de

sementeira {IT82E-{IT82D-|Massava-|Namarua| Teta-2 | Timbawene plantas
Colheita | 18 | 812 |Nhassenj Moteado

(=

7
10

C-controle

S-stress

5.2.2.1 Determinagéo de Nimero de Nédulos

Para determinar o nimero de nédulos foram separados os nddulos das raizes com auxilio

de um canivete e contou-se o nimero de nédulos por planta.

5.2.2.2 Determinag¢édo da Fixagdo de Nitrogénio

Para verificar a fixagdo de nitrogénio, os nddulos foram cortadas pelo meio com auxilio
de um canivete para observagiio da cor interna. As coloragdes internas rosadas e

avermelhadas indicavam uma fixagdo de nitrogénio.

Trabalho de Culminagdo de Estudos em Ciéncias Biolégicas Rufino Anténio Infante ]|
Orientagdo em Biotecnologia




Tema: Analise do Efeito do Stress Hidrico na Formago de N6dulos Radiculares e Fixagdo de Nitrogénio
em seis variedades de Feijio Nhemba (Vigna unguiculata (L.) Walp.)

5.2.2.3 Extracgao e Determinagio da Concentragao de Proteinas

A ~ Extracgfio de proteina

Pesou-se 0.1 g dos nodulos fresco, adicionou-se uma ponta de colher de areia quartzo e
triturou-se num almofariz. Em seguida, homogeneizou-se em 1 ml do tampio de
extracgdo (50mM Tris-HCl pH 8.9) contendo 10mM B-mercaptoethanol. Transferiu-se o
homogeneizado para um tubo de “Eppendorf” € incubou-se em gelo durante 15 minutos
para em seguida centrifugar-se a 5000 rpm durante 30 minutos a 4 °C.

Transferiu-se o sobrenadante para um “Eppendorf” e conservou-se o extracto protéico.

A concentragdo da proteina foi determinada pelo método de Lowry como descrito a

seguir.
B — Determinag¢io da concentragiio de proteinas

A determinagdo do conteiido protéico foi efectuada pelo método de Lowry modificado
por Lebendiker (2002), em duplicado, usando albumina do soro bovino (BSA) como
padrio.

Este método € usado para estimar a quantidade de proteinas em amostras biolégicas. As
proteinas sdo pre-tratadas com ido de cobre em solugdo alcalina, e a seguir, os
aminodcidos aromaticos, contidos na amostra tratada, reduzem o 4cido
fosfomolibdatefosfotungstico presente no Reagente de Folin. O produto final da reacgdo é
azul.

Para o efeito, preparou-se o reagente D pela mistura dos reagentes B e C (1.0ml cada), a
qual foi adicionado o reagente A para completar um volume de 100ml.

Pipetou-se 0.3ml do extracto protéico para um tubo de ensaio e completou-se o volume
de 0.5ml com 4gua.

Adicionou-se 2.5 ml do reagente D, agitou-se vigorosamente e deixou-se incubar durante
15 minutos a temperatura ambiente.

Volvidos os 15 minutos, adicionou-se 0.25 ml do reagente Folin-Fenol e deixou-se
ocorrer a reacgdo durante 30 minutos.

Procedeu-se & leitura da absorvéncia num espectrofotometro a 650 nm.
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A concentragdo de proteina foi determinada a partir da curva de calibragdo preparada

conforme no anexo 3.

6 ANALISE DOS DADOS

Os dados colhidos nas trés colheitas foram analisados com auxilio do pacote estatistico
“STATA” versdo 10. Fez-se a ANOVA [ para a comparagiio dos dois tratamentos
(controle e stress) para seis variedades nas trés colheitas, e o nivel de significancia foi
baseado em p<0.05. Fez-se o teste de regressdo linear para analisar a correlagio entre
fixagdo de nitrogénio ¢ o niimero de nédulos formados no controle e no stress hidrico nas
seis variedades de feijdo nhemba. Foi considerado como relagdo muito fraca-0 a 19%,
fraca-20 a 39%, moderada- 40 a 69%, forte-70 a 89% e muito forte-90 a 100% (Fowler e
Cohen, 1996).
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7 RESULTADOS

7.1 Efeito do Stress Hidrico no Numero de ndédulos

O stress hidrico reduziu significativamente o nimero de nddulos nas seis variedades de
feijao nhemba quando comparadas com as variedades submetidas a 6ptimas condigdes de
irrigagdo (Tabela 2).

Nas variedades IT82E-18, IT82D-812 e Namarua o nlimero de nddulos reduziu
significativamente em 67%, 69% e 45%, respectivamente (ANOVA 1, p<0.05) ao longo
da experiéncia no grupo submetido ao stress hidrico quando comparado ao controle
(Tabela 2). Na variedade Massava-Nhassenje o nimero de nédulos reduziu
significativamente em 56% e 55%, respectivamente (ANOVA 1, p<0.05) na quarta e
décima semanas apds a sementeira no grupo submetido ao stress hidrico quando
comparado ao controle. Na variedade Tete-2 o ntmero de nddulos reduziu
significativamente em 74% e 26%, respectivamente (ANOVA 1, p<0.05) na quarta e
sétima semanas apds a sementeira no grupo submetido ao stress hidrico quando
comparado ao controle. Na variedade Timbawene Moteado, o nimero de nédulos reduziu
significativamente em 82% (ANOVA 1, p<0.05) na sétima semana ap6s a sementeira no
grupo controle quando comparado ao stress hidrico.

Nas variedades [T82E-18, IT82D-812 e Massava-Nhassenje houve um aumento
significativo (ANOVA 1, p<0.05) de nimero de nédulos da quarta a sétima semanas e na
décima semana uma redugfio em condigdes de stress hidrico enquanto que nas variedades
Namarua, Tete-2 e Timbawene Moteado houve um aumento significativo (ANOVA 1,

p=0.05) de nimero de nddulos ao longo da experiéncia em condigdes de stress hidrico.
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‘Tabela 2: Efeito de Stress hidrico no niimero de nédulos das seis variedades de feijdo

nhemba. Os valores representam a média de seis plantas + desvio padrio.

Variedade

Semanas apés a
sementeira

Numero de Nédulos

Controle

Stress

IT§2E-18

4
7
10

- 10.1a%9.1
]36.6“ 11.2
40.1 a £24.0

1Ab+ 1.5
L 16.1Bbx 9.4
13.1Cb £ 6.6

IT82D-812

4
7
10

” 58a+49
28.52 £ 16.9
39a+83

18Ab+25
‘19.lei8.l
N12.1Cb + 8.4

Massava-
Nhassenje

4
7
10

9.lax3
19.6a+ 9.5
356a+21.5

4 Ab+4.2

¥20 Bb+5.5
16 Cb+7.3

Namarua

4
7
10

13.5+3.7
333a+278
25.3a+10.6

0+0
8.8Bb+65
14Cb £ 6.2

Tete-2

4
7
i0

166ax4.1
325a+23.5
183a+13.1

43Ab+£28
20.8b £ 6.5
20.6Cb+ 17.2

Timbawene
Moteado

4
7
10

85ax68
36a+173
23.8a+10.6

6 Ab+2.1
20Bb £ 10
21Cbx 2.5

Médias seguidas de letras iguais entre os tratamentos dentro da semana de colheita (letra
mindscula) e entre as semanas de cotheita dentro da variedade no tratamento stress hidrico (letra
maidscula) ndo diferem significativamente ao nivel de significincia p=0.05.

7.2 Efeito do Stress Hidrico no Peso fresco dos Nédulos

O stress hidrico reduziu de forma significativa (ANOVA 1, p<0.05) no peso fresco dos

nodulos nas seis variedades de feijio nhemba quando comparadas com as variedades
submetidas a éptimas condigdes de irrigagiio (Tabela 3).

Nas variedades IT82E-18, Namarua, Tete-2 ¢ Timbawene Moteado verificou-se um
aumento progressivo de peso fresco dos nédulos na quarta até a décima semanas sob
condigdes de stress hidrico.

Nas variedades 1T82D-812 e Massava-Nhassenje houve um aumento significativo
(ANOVA 1, p<0.05) de peso na quarta a sétima semanas e uma redugdo na décima

semana (Tabela 3) sob condig¢Ges de stress hidrico.
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Nas variedades IT82E-18, IT82D-812, Namarua, Tete-2 e Timbawene Moteado o peso
fresco de nddulos reduziu de forma significativa (ANOVA 1, p<0.05) ao longo da
experiéncia no grupo submetido ao stress hidrico quando comparado ao controle.

Na variedade Massava-Nhassenje o peso fresco dos nédulos aumentou de forma
significativa na sétima semana e reduziu na quarta e décima semanas no grupo submetido

a0 condigbes de stress hidrico quando comparado ao controle.

Tabela 3: Efeito de Stress hidrico no peso fresco dos nédulos das seis variedades de

feijdo nhemba. Os valores representam a média das seis plantas + desvio padrio.

Semanas apds Peso fresco (g)

Variedade

a sementeira

Controle

Stress

IT82E-18

4
7
10

0.021a £ 0.02
0.442 a+ 0.11
0.641 a+ 0.20

0.003 Abx 0.00
0.125Bb + 0.05
0.229Cb % 0.23

IT82D-812

4
7
10

0.019£0.01
0.399a £ 0.28
0.762a + 0.38

0.00 = 0.00
0.188 Bb+ 0.12
0.097Cb £ 0.04

Massava-
Nhassenje

4
7
10

0.047 a+ 0.01
0.224 a+ 0.07
0.748 a+ 0.45

0.017Ab £ 0.02
0.33Bb+0.18
0.263Cb+0.16

Namarua

4
7
10

0.026 £ 0.00
0.618a+047
0.85la+ 041

0.00 = 0.00
0.081Bb £ 0.06
0.191Cb £ (.07

Tete-2

4
7
10

0.065a + 0.02
0.48 a+ 0.36
0.33 ax 0.20

0.008A b+ 0.00
0.182Bb £ 0.08
0.20 Cb+ 0.08

Timbawene

Moteado

4
7
10

0.031a+0.02
0.534a£0.33
0.412a+ 0,20

0.027Ab = 0.01
0.17 7Bb+ 0.08
0.33 Cbx 0.08

Médias seguidas de letras iguais entre os tratamentos dentro da semana de colheita (letra
mindscula) e entre as semanas de colheita dentro da variedade no tratamento stress hidrico (letra
mainscula) ndo diferem significativamente ao nivel de significancia p=0.05.

7.3 Relagdo entre o Peso fresco e o Niimero de Nédulos em
Stress Hidrico

Ha uma relagdo entre o peso fresco dos nédulos e o nimero de nédulos em stress hidrico;

a correlagio € moderada positiva (= 0.5292) (figura 2).
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60 -

wn
=
I

y = 51.025x + 5.2452

LS o+
<o L)
1 I

b
<
1

Peso de nddulos (g)

T T T 1

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

Nimero de nédulos

Figura 2. Relag¢do entre o peso fresco e 0 numero de nodulos formados sob condigdes de

stress hidrico

7.4 Efeito do Stress Hidrico na Fixa¢do de Nitrogénio

O stress hidrico afectou significativamente a fixa¢fio de nitrogénio nas seis variedades de
feijio nhemba quando comparadas com as submetidas a dptimas condigdes de irrigagio
(ANOVA |, p<0.05) (Tabela 4).

Todas as seis variedades: IT82E-18, 1T82D-812, Massava-Nhassenje, Namarua, Tete-2, e
Timbawene Moteado, aumentaram a percentagem de fixag@o de nitrogénio da quarta a
sétima semanas e na décima semana a percentagem de fixag3o de nitrogénio baixou sob
condi¢des de stress hidrico.

Nas variedades IT82E-18, IT82D-812 e Tete-2 a fixagdo de nitrogénio reduziu de forma
significativa (ANOVA .1, p<0.05) ao longo da experiéncia no grupo sob condigdes de
stress hidrico quando comparado ao controle.

Na variedade Massava-Nhassenje a fixag8o de nitrogénio na quarta ¢ décima semanas
reduziu significativamente (ANOVA 1, p<0.05) e na sétima semana aumentou de forma

significativa no grupo sob condi¢Ses de stress hidrico quando comparado ao controle,
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Na variedade Namarua a fixagfo de nitrogénio reduziu de forma significativa (ANOVA 1,
p<0.05) na quarta semana ¢ aumentou significativamente (ANOVA [, p<0.05) na sétima
¢ décima semanas no grupo sob condigbes de stress hidrico quando comparado ao
controle.

Na variedade Timbawene Moteado a fixagdo de nitrogénio reduziu significativamente
(ANOVA 1, p<0.05) na quarta e sétima semanas e¢ manteve-se na décima semana no

grupo sob condigdes de stress hidrico quando comparado ao controle.

Tabela 4: Efeito de stress hidrico na fixagio de nitrogénio das seis variedades de feijdo

nhemba. Percentagem de nédulos que fixaram nitrogénio nas seis plantas.

Semanas apés a Fixago de nitrogénio (%)
Variedade sementeira Controle Stress
4 21 0
7 96 79
IT82E-18 10 96 75
4 9 0
7 100 89
IT82D-812 10 67 49
4 40 29
Massava- 7 86 100
Nhassenje 10 95 52
4 9 0
7 98 100
Namarua 10 47 69
4 32 23
7 95 84
Tete-2 10 64 56
4 37 8
Timbawene 7 95 87
Moteado 10 75 75
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7.5 Relagdo entre a Fixagcdo de Nitrogénio e o Numero de
Nodulos Formados no Stress Hidrico

A andlise da regressdo mostrou haver uma relagiio positiva forte (r? =(.8153) entre a
gr gao p

fixagdo de nitrogénio e o numero de nddulos formados.

y=0.0078: + 0.7914x + 4.0085 *
R*=0.8153

Fixa¢do de nitrogénio

T

30

Nimero de nodulos

Figura 3. Relagdo entre a fixag¢@o de nitrogénio e o nimero de nédulos formados no
stress hidrico.

7.6 Efeito do Stress Hidrico na Concentragdo de Proteina

As variedades IT82E-18 e IT82D-812 submetidas ao stress hidrico apresentaram um
aumento significativo da concentragfo de proteina na quarta e sétima semanas (ANOVA,
p<0.05) € na décima semana houve uma redugéo de concentragdo de proteina (Tabela 5).
As variedades Massava-Nhassenje, Namarua, Tete-2, e Timbawene N_Ioteado
apresentaram um aumento de significativo da concentragdo de proteina da quarta e
décima semanas (ANOVA I, p<0.05) sob condi¢des de stress hidrico.

Na variedade IT82E-18 a concentragdo da proteina reduziu de forma significativa
(ANOVA 1, p<0.05) ao longo da experiéncia no grupo sob stress hidrico quando

comparado ao controle.
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Na variedade IT82D-812 a concentragdo da proteina aumentou significativamente
(ANOVA |, p<0.05) na quarta e sétima semanas ¢ reduziu na décima semana no grupo
sob stress hidrico quando comparado ao controle.

Na variedade Massava-Nhassenje a concentragdo da proteina reduziu de forma
significativa (ANOVA 1, p<0.05) na quarta semana e aumentou significativamente
(ANOVA 1, p<0.05 ) na sétima e décima semanas no grupo sob stress hidrico quando
comparado ao controle.

Nas variedades Namarua, Tete-2, e Timbawene Moteado a concentragiio de proteina
reduziu na quarta e sétima semanas significativamente (ANOVA |, p<0.05) ¢ aumentou
na décima semana de forma significativa (ANOVA [, p<0.05) no grupo sob stress hidrico

quando comparado ao controle.

Tabela 5: Efeito de stress hidrico na concentragfo de proteina (mg.g" do peso fresco)
das seis variedades de feijio nhemba. Os valores representam a média das seis plantas +

desvio padrio.

Semanas apés a Concentraciio de proteina

Variedade

sementeira

Controle

Stress

IT82E-18

4
7
10

0.04a =006
0.73ax 0.11
0.84 ax+ 0.12

0.00 b+ 0.00
0.60Bb+0.29
0.55C b+ 0.35

IT82D-812

4
7
10

0.03+£0.03
0.54a £ 0.44
0.76a = 0.10

0.00b + 0.00
0.63Bb* 0.56
0.40 Cb+ 0.50

Massava-
Nhassenje

4
7
10

0.10a%0.05
0.61 a+ 0.31
0.86a + (.48

0.04Ab £ 0.07
0.92Bb+0.18
1.00Cb + 0.17

Namarua

4
7
10

0.02 ax 0.03
0.65a £ 037
0.82a+ (.13

0.00b £ 0.00
0.50Bb + 0.40
0.92Cb + 0.40

Tete-2

4
7
10

0.10 ax 0.04
0.72a+ 0.44
0.63a+0.32

0.00 b+ 0.02
0.68Bb = 0.38
0.78Cb + 0.39

Timbawene

Moteado

4
7
10

0.058a + 0.06
0.85a+0.18
0.97a+0.20

0.07Ab £ 0.06
0.70Bb= 0.44
1.04Cb £ 0.14

Médias seguidas de letras iguais entre os tratamentos dentro da semana de colheita (letra
minuscula) e entre as semanas de colheita dentro da variedade no tratamento stress hidrico (letra
maitscula) ndo diferem significativamente ao nivel de significAncia p=0.05.
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8 DISCUSSAO

No presente estudo o stress hidrico reduziu o nimero de ndédulos formados em todas as
variedades do feijdo nhemba, comportamento esse ja observado por Habish & Mahdi
(1976), Summerfield et al. (1976) e Summerfield et al. (1977).

Segundo Mary et al. (1994); Leung & Bottomley (1994), o stress hidrico tem efeito
negativo em diferentes etapas do processo de nodulagdo e na actividade nodular no
feijdo; baixa a sobrevivéncia e o crescimento do Rhizobium no solo (Saxena & Reweri,
1992).

O stress hidrico tem sido associado a uma maior acumulagdo de sais nos ndédulos a uma
aparente influéncia na resposta da actividade da redugdo de acetileno e aumentos na
pressdo de O, na rizosfera. Esta baixa resposta ao oxigénio implica um efeito deletério na
barreira da difusdo de oxigénio nos nédulos (Saxena & Rewari, 1992).

Quando o stress hidrico ocorre durante a fase vegetativa, hd uma recuperagio total do
numero de nédulos na fase reprodutiva. No entanto, quando ocorre no estagio
reprodutivo, ja ndo se verifica a recuperagio do nimero de nédulos (Saxena & Rewari,
1992).

Neste estudo foi verificado que o nimero de nédulos era sempre menor nas plantas em
stress hidrico do que nas do controlo, como consequéncia do efeito imediato do stress
hidrico que € a limitagio da difusdo de CO; devido ao fechamento dos estomas, agravado
pela diminuigdo da 4rea foliar, conforme observagdes de Guerin et al., (1990); alteragdes

do metabolismo fotossintético que afectam, em particular, a parti¢do de sacarose ¢ amido
Quick ef al. (1989) e Vassey & Sharkey (1989).

- Apés a sementeira, foi observado um aumento do niimero de nddulos na quarta e sétima

semanas para todas as variedades € na décima semana uma redugiio. A redugio do
numero de nédulos na décima semana pode ser resultante do facto de os nddulos terem
comegado a entrar em processo de senescéncia (degradagio das proteinas, 4cidos
nucléicos e membranas) e em seguida decomposi¢do. Resultados similares foram obtidos
por Ferreira et al. (1994), que descreveram uma crescente formaqﬁb de ndédulos em feijdo
nhembé nos primeiros 15 dias, ocorrendo uma diminui¢8o aos 56 dias apds a emergéncia

como resultado natural da fase reprodutiva. Entretanto, Vargas et al. (1994), avaliando a

Trabalho de Culminagéo de Estudos em Ciéncias Bioldgicas Rufino Anténio infante 2]
Orientagdo em Biotecnologia




Tema: Anélise do Efeito do Stress Hidrico na Formagdo de Nédulos Radiculares e Fixagéo de Nitrogénio
em seis variedades de Feijiio Nhemba (Vigna unguiculata (L) Walp.)

formagfio de nddulos em feijdo vulgar, ervilha e lentilha observaram que os nédulos
formaram-se nestas espécies sete dias apds a emergéncia.

Em todas as variedades submetidas ao stress hidrico verificou-se redugéio do peso fresco
dos nddulos quando comparados ao controle. Resultados similares foram obtidos por
(Diatloff 1967 citado por Coelho e De Nascimento, 1999) estudando a producio de
nddulos em feijdo nhemba sob flutuagio de humidade, tendo verificado uma auséncia de
nédulos em condigbes de excessiva e seca. Este autor observou ainda a perda de nédulos
com o decréscimo da humidade, o que foi atribuido, parcialmente, ao mecanismo de
remog¢ao dos nédulos que pode ser afectado pela presenca de argila ou sua contracggo.
Segundo Doku (1970) citado por Coelho ¢ De Nascimento (1999) usando niveis de
humidade desde valores minimos até a capacidade de campo, verificaram que a melhor
nodulagdo ocorria na capacidade de campo, como foi igualmente observado por De Polli
et al. (1973) citados por Coelho e De Nascimento (1999).

Segumdo Dobereiner at al. (1966) citado por Coelho e De Nascimento (1999), o peso da
matéria seca dos nédulos é o parfmetro mais seguro para se avaliar a eficiéncia da
simbiose. Neste trabalho foi também estudado o peso mas de matéria fresca produzida,
tendo sido observado um aumento do peso fresco na quarta e sétima semanas para todas
as variedades e na décima semana uma redugdo. Esta redugfo de peso pode ter
provavelmente resultado da limitagdo de energia necesséria tanto para o crescimento do
tecido nodular quanto para a fixago de nitrogénio nos nddulos formados (Coelho e De
Nascimento, 1999).

De acordo com Dobereiner (1966), uma vez formados os nédulos, a sua massa aumenta
e consequentemente a eficiéncia na fixagdo de nitrogénio, causando uma correlagio
positiva entre o peso dos nddulos e a fixagdo de nitrogénio em leguminosas como foi
descrito em feijdo nhemba por Wadisirisuk e Weaver (1985). Estes resultados sugerem
que as plantas com tamanho maior de nodulos, fixam mais nitrogénio, embora, de acordo
com Hansen (1983), essa correlagio ndo seja linear e, portanto, € necessario nio s6 o
nimero de nédulos, mas nddulos grandes com maior eficiéncia relativa. Esta constatagio
contrasta com os resultados encontrados neste estudo, pois a variedade Timbawene

moteado apresentou baixa fixagdo de nitrogénio apesar do seu maior peso fresco de
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nddulos em relagdo a variedade Massava-nhassenje que apresentou maior fixagdo de
nitrogénio.

A fixag8o de nitrogénio ¢ afectada pelo stress hidrico, pois tanto o estabelecimento como
a actividade de Rhizobium sao afectados (Serraje e Sinclair, 1997).

A baixa fixag8o de nitrogénio nas variedades de feijio nhemba em condigdes de stress
hidrico pode também dever-se a incapacidade de usar de forma efectiva o nitrogénio do
solo, dificuldade das raizes em fixar nitrogénio no solo, suplementagio limitada de
carbono que faz com que o nitrogénio se concentre mais nos tecidos da planta (Osman et
al., 1983, Witty et al.,1983).

A fixagdo de nitrogénio nos nédulos é também afectada pela difusdo de oxigénio na parte
interna do nodulo, caracteristicas fisiolgicas que podem ser afectadas pela anatomia do
nédulo e pela ligag@o entre a raiz e nédulo (Brown e Walsh, 1994 citados por Tajima et al
2008).

Outra explicagdo alternativa para a baixa fixa¢io de nitrogénio em stress hidrico é uma
redugdo de carbono por bacteridides (Arrese-Igor et al., 1999 citados por Ladrera et al.
2007). A principal fonte de carbono transportado de brotos para nodulos é Sacarose que
pode ser hidrolizada pela Sacarose sintase (SS) ou invertase alcalino (Al) e estudos feitos
com mutantes de rugd em ervilha (Pisum sativum) mostraram que a actividade de SS &
essencial para o funcionamento dos nddulo (Gordon et al. 1999 citados por Ladrera etal,
2007). A baixa actividade de SS resultou numa acumulagio de Sacarose e uma
concentragdo reduzida de acidos orgénicos, principalmente malato, em nddulos de ervilha
(Galvez et al. 2005 citados por Ladrera et al.iOO?), causando uma escassez de substrato
para a respiragdo de bacteridides. Este facto resulta por uma acumulagfio passageira de
oxigénio na regido infectada, e consequente fechamento da barreira de difusio de
oxigénio causando baixa fixagdo de nitrogénio (Gonzdlez et af. 2001 citados por Ladrera
et al., 2007).

H4 dois mecanismos principais envolvidos na baixa fixagfo de nitrogénio no feijdo
vulgar e soja em condi¢6es stress hidrico: (1) uma influéncia negativa de transporte,
conduzindo 4 uma acumulagd@io de ureideos em nodulos, (2) uma influéncia negativa de
fluxo de carbono metabdlico nos nédulos, resultando numa escassez de substrato de

carbono para bacteridides (Ladrera et al., 2007).
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Segundo Serraje € Sinclair (2003) citando Vadez er al. (2000) pode haver duas possiveis
origens da actividade de nddulo: (1) uma avaliagio directa dentro do nédulo da
acumulagdio de combinagbes de nitrogénio, presumivelmente ureideos que falham ser
exportados pelo xilema; e (2) uma avaliagio indirecta das folhas, com vérias
combinagdes de provaveis candidatos inclusive asparagina (Asn) e ureideos.

A baixafixagdo de nitrogénio em stress hidrico pode estar relacionada com modificagdes
nas actividades das enzimas como sacarose sintase e dehidrogenase isocitrato e o
conteudo de malato nodular (Marino ef al., 2007).

A actividade de nitrogenase € afectada por: escassez de carbono, limitagdo de oxigénio,
ou regulagao de avaliagdo por acumulagdo de nitrogénio (Serraje et al., 1999).

Os resultados de Sprent (1972) indicam que o estabelecimento e o funcionamento do
Rhizobium em leguminosas sdo mais sensiveis ao stress hidrico em relagio 4 outros
processos da planta. Sinclair (1986) reportou que hd uma variabilidade genética na
sensibilidade de fixagdo de nitrogénio no stress hidrico no feijao nhemba.

A sintese de sacarose € essencial para a fixago de nitrogénio (Gordon et al., 2002). Se a
sua actividade for reduzida como resultado de mecanismos reguladores em resposta ao
stress hidrico ou mudanga nutricional. Estes processos podem afectar as funges dos
nddulos como foi reportado no feijao-soja (Gordon er al., 2002).

Todas as variedades que apresentaram maior fixagio de nitrogénio em condigdes de
stress hidrico apresentaram também maior concentragdo de proteina, o que é sustentado
por Wadisirisuk e Weaver (1985), que referiram que as plantas com mator nimero de
nddulos, fixam mais nitrogénio e apresentam maior concentragfio da proteina.

As variedades Namarua e Massava-nhassenje foram as que apresentaram uma elevada
concentragdo de proteinas em condigdes de stress hidrico apesar de terem apresentado
baixo nimero de nédulos. Este fenémeno pode ter sido originado pela activagio de um
grupo de genes que tem sido considerado como de adaptagdo ao stress hidrico. Estes
genes codificam as proteinas hidrofébicas denominadas LEA (“late embryogenesis

abundant”) envolvidas em varias respostas as condigfes hiperosmdéticas (Dure, 1993).
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As proteinas LEA tEm como fungfio a obten¢fio de iSes (Bray, 1997, Dure, 1993; Zhu et
al., 1997), conservagdo de dgua para minimizar a perda de 4gua, a estabilizacdo de
proteinas ¢ a protecg@o de membranas (Close, 1997).

As evidéncias para este tipo de fun¢do derivaram dos perfis de expressio fortes, que
exibem um caracter de moléculas protectoras e que permitem que as células sobrevivam a
um stress hidrico no protoplasma (Ingram e Barteles, 1996).

Por outro lado as aquaporinas que sfo proteinas relacionadas com o controle dinimico da
permeabilidade da 4gua na planta, células e 6rgdos, também ocorrem durante o
desenvolvimento e em resposta ao stress hidrico. Tyerman et al. (2002) indicaram que
elas facilitam a osmose, dando forma a poros de agua - especificos como uma alternativa
para realizar difusfo através da bicamada lipidica, aumentando assim a permeabilidade de

dgua na membrana (Schaffner, 1998; Kjellbom ef al., 1999).
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9 CONCLUSAO

» O stress hidrico'ndo impediu a formagdo de nodulos nas seis variedades, sendo as
variedades Timbawene Moteado e Tete-2 as que formaram maior nimero de

nodulos.

O stress hidrico reduziu a fixagdo de nitrogénio nas seis variedades, sendo a

variedade Massava-Nhassenje a que apresentou maior fixag@o de nitrogénio.

O stress hidrico reduziu a concentragiio de protefnas nas seis variedades, sendo as

variedades Namarua e Massava-Nhassenje as que apresentaram maior
— e —

\\’

concentragéo de proteinas.
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10 ANEXO

_Anexo 1

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do solo usado na experiéncia.

Pardmetr

Argila (%)

Lodo (%)

pH (H20)

pH (KCI)

Condutividade eléctrico (ms/cm)
Fosforo-bray (mg/100g)

N total (%)

Carbono (%)

Matéria orgénica (%)

Capacidade de troca cationica (meg/100g)

b e e e T S i

Anexo 2

Determinagiio do conteiido volumétrico da agua no solo

O conteido volumétrico da 4gua ¢ igual & diferenga entre a capacidade do campo e o
ponto de emurchecimento permanente.

Capacidade do campo

E definido como o contetido de 4gua saturado no solo em suas localizagdes naturais, apds
a 4gua gravitacional passar através dele (Larcher, 1986, citado por Messa, 2005).

A capacidade de campo do solo usado foi determinada como a séguir:

Colocou-se ¢ vaso vazio e calibrou-se a balanga.




Encheu-se o vaso com solo e pesou-se (peso 2).
Adicionou-se dgua ao solo contido no vaso deixando a d4gua escorrer e voltou-se a pesar

(peso 3).

Finalmente, calculou-se a diferenga (peso3- peso2).

Ponto de emurchecimento

E o ponto em que as plantas, mesmo a noite ou protegidas da evaporagio, nfio recuperam
mais, devido a seca que sofreram (Larcher, 1986, citado por Messa, 2005).

Para a determinagdo do ponto de emurchecimento permanente, primeiro semeou-se uma
planta no vaso.

Determinou-se o peso do vaso mais a irrigagdo suficiente das planta, deixou-se crescer
durante algum tempo.

Voltou a se deitar 4gua quando a planta murchou e deixou-se crescer a planta sem deitar
4gua até murchar e assim sucessivamente.

Quando murchou definitivamente obteve-se o ponto de emurchecimento permanente,

Resultado: contetido volumétrico da dgua = 1.391 litro

Anexo 3

Preparacio da curva de calibragiio para determinagiio da concentragio protéica

A curva padrdo foi obtida a partir de quantidades conhecidas de albumina do soro bovino
(BSA) a uma concentragdo de 1 mg/ml, em duplicado.

Em 6 tubos de ensaio foram pipetados os seguintes volumes de BSA: 0.0; 0.1; 0.2; 0.3;
(0.4; 0.5ml e preencheu-se de 0.5ml para cada tubo com agua

Em cada tubo, adicionou-se 2.5 ml do reagente D, agitou-se vigorosamente e deixou-se
incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Adicionou-se 0.25 ml do reagente Folin-Fenol e deixou-se ocorrer a reac¢io durante 30
minutos.

Procedeu-se a leitura da absorvancia num espectrofotometro a 650 nm utilizando como

branco o tubo 1 (0.0 ml de BSA).




Anéxo 4: Valores de ANOVA [ de niimero de nédulos das seis variedades sob stress
hidrico.

Variedade IT82E-18
Number of obs =18 Root MSE =6.71152 R-squared=0.5340 Adj R-squared = (.4718

Source Partial 8§ df MS F Prob

Model 774111111 2 387.055556 8.59 0.0033

semana 774111111 2 387.055556 8.59 0.0033

Residual  675.666667 15 45.0444444

Total 1449.77778 17 85.2810458

Variedade IT82D-812
Number of obs =18 R-squared = 0.5595 Root MSE = 6.92098 Adj R-squared = 0.5007

Source Partial SS§ df MS F Prob

Model 912.444444 2 456.222222  9.52 0.0021

semana 912.444444 2 456222222  9.52 0.0021

Residual 7185 15 47.9

Total 1630.94444 17 95.9379085

Variedade Massava-Nhassenje
Number of obs =18 R-squared = 7.5294 Root MSE = 4.87650 Adj R-squared = 0.4001

Source Partial S§ df MS F Prob

Model 814.666666 3 296.444444 732 0.0003

semana 814.666666- 3 296.444444 732 0.0003

Residual 6155 16 61.9

Total 1730.966666 15 81.9877565

Variedade Namarua
Number of obs =18 Root MSE = 5.7665 R-squared=0.4810 Adj R-squared = 0.3951

Source Partial SS df MS F Prob

Model 633.111111 3 564.034332 7.39 0.0032

semana 633.111111 3 564.034332 7.39 0.0032

Residual  357.555553 12 23.0333333

Total 1229.88887 17 54.3567850




Variedade Tete-2
Number of obs =18 R-squared = 0.3345 Root MSE = 5.98764 Adj R-squared = 0.2007

Source Partial SS df MS F Prob
Model 923.666666 4 976777777 422 0.0012
semana 923.666666 4 976.777777  4.22 0.0012
Residual 724.5 13 38.7

Total 1872.86666 65 95.9876543

Variedade Timbawene Moteado
Number of obs = 18 Root MSE = 6.34567 R-squared= 4.3567 AdjR-squared= 4.2345

Source Partial SS df MS F Prob
Model  567.555555 5 566.234567 7.39 0.0022
semana 567.555555 5 566.234567 739 0.0022
Residual  976.333337 15 45.021212
Total 1449.77778 17 85.3456783

Valores de ANOVA I de numero de nédulos das seis variedades sob stress hidrico quando
comparados ao controle.

Variedade ITS82E-18 . .
Number of obs = 36 R-squared = 0.2852 Root MSE = 16.2007 Adj R-squared = 0.2642
Source Partial 8§ df MS F Prob
Model 3560.11111 1 3560.11111  13.56 0.0008
tratamento 3560.11111 1 3560.11111  13.56 0.0008
Residual 8923.77778 34 262464052
Total 12483.8889 35 356.68254

Variedade IT82D-812

Number of obs = 36 R-squared = 0.1877 Root MSE = 14.3295 Adj R-squared = 0.1638
Source Partial SS§ df MS F  Prob
Model 1613.36111 1 1613.36111 7.86 (.0083
tratamento 1613.36111 1 1613.36111 7.86 0.0083
Residuat 6981.38889 34 205.334967
Total 8594.75 35 245.564286




Anexo 5: Valores de ANOVA [ de peso fresco de nddulos das seis variedades sob stress
hidrico.

Variedade ITS2E-18

Number of obs= 18 R-squared = 0.1491

Root MSE  =.280098 AdjR-squared = 0.1452

Source Partial SS df MS F Prob

Model 2.94280062 1 2.94280062 37.51 0.0000

semanal 2.94280062 1 2.94280062 37.51 0.0000

Residual 16.7893506 214 078454909

Total 19.7321512 215 091777448

Variedade IT82D-812

Numberofobs= 18 R-squared = 0.5645

Root MSE  =11.0877 Adj R-squared = 0.27772

Source Partial SS df MS F Prob

Model 1078.11111 2 539.022226  3.67 0.0232

semana 1078.11111 2 539.022226  3.67 0.0232

Residual 8737.5 15 765.833333

Total 2655.61111 17 167.5678763

Variedade Massava-Nhassenje

Numberofobs= 18 R-squared = (.3829

RootMSE =10.7626 Adj R-squared = 0.3006

Source Partial SS df MS F Prob

Model 1078.11111 2 539.055556  4.65 0.0268

semana 107811111 2 539.055556  4.65 0.0268

Residual 1737.5 15 115.833333

Total 2815.61111 17 165.624183

Variedade Namarua

Numberofobs= 18 R-squared = 0.5436

Root MSE  =9.23456 Adj R-squared = 0.6231

Source Partial 8§ df MS F

Model 622 4 643 20.92

semana 622 4 643 20.92

Residual 654 16 34.5678678

Total 1567 16 24.2345678




Variedade Tete-2

Number of obs= 18 R-squared = 0.3829

Root MSE =10.7626 Adj R-squared = 0.3006

Source Partial S§ df MS F Prob

Model 1124.22224 5 534,122223 2,81 0.0091

semana 112422224 5 534.122223  2.81 0.0091

Residual  1522.5 13 115.833333

Total 1531.65555 17 165.624183

Variedade Timbawene Moteado

Number ofobs= 18 R-squared = 0.5886

Root MSE =6.27163 Adj R-squared = 0.5337

Source Partial SS df MS F Prob

Model 844 2 422 1073  0.0013

semana 844 2 422  10.73 0.0013

Residual 590 15 39.3333333

Total 1434 17 84.3529412

Anexo 6: Valores de ANOVA 1 de fixagdo de nitrogénio das seis variedades sob stress
hidrico.

Variedade IT82E-18

Number ofobs= 18 R-squared = 0.3456

Root MSE  =3.07665 AdjR-squared = 0.3452

Source Partial SS df MS F Prob

Model 652.645645 3 645.634344 4.34 0.0057

semana 652.645645 3 645.634344 434 0.0057

Residual 130.875686 15 34.734567

Total 6521.98231 19 87.1324254

Variedade IT8§2D-812

Number of obs= 18 R-squared = 0.6362

RootMSE =5.89256 Adj R-squared = 0.5877

Source Partial SS df MS F Prob

Model 910.777778 2 455.38888% 13.12 0.0005

semana 910.777778 2 455.388889  13.12 0.0005

Residual 520.833333 15 34.7222222

Total 1431.61111 17 84.2124183




Variedade Massava-Nhassenje
Number of obs = 18 Root MSE = 3.76543 R-squared=0.6534 Adj R-squared = 0.5638

Source Partial SS df MS F Prob
Model 774.111111 2 387.055556 8.59 0.079
semana 774.111111 2 387.055556 8.59 0.079
Residual  675.666667 15 45.0444444
Total 1449.77778 17 85.2810458

Variedade Namarua

Number ofobs= 18 R-squared = 04614

' Root MSE =528415 Adj R-squared = 0.3896
Source Partial 8§ df MS F Prob
Model 358.777778 2 179388889  6.42 0.0037
semana 358.777778 2 179.388889  6.42 0.0037
Residual 418.833333 15 27.9222222
Total 777.611111 17 457418301

Variedade Tete-2

Number of obs= 18 R-squared = 0.7656
Root MSE  =6.56343 Adj R-squared = 0.7007
Source Partial S§ df MS F Prob
Model 6534 23 765 6.02 0.0083
semana 6534 23 765 6.02 0.0083
Residual 5337 13 41.7564763
Totat 3487 64 759857665

Variedade Timbawene Moteado

Variedade Tete-2

Number of obs=" 18 R-squared = 0.5346
Root MSE  =6.6523 Adj R-squared = 0.5322
Source Partial SS df MS F Prob
Model 8642 14 123.4566 845 0.0104
semana 8642 14 123.4566 845 0.0104
Residual 8742 16 92.0876533
Total 87766 28 13.1320987




Anexo 7: Valores de ANOVA [ de concentrago de proteina das seis variedades sob
stress hidrico.

Variedade ITS2E-18

Number of obs= 18 R-squared = 0.4897

Root MSE = .304492 Adj R-squared = 0.4217

Source Partial 8§ df MS F Prob

Model 1.33476302 2 .667381511  7.20 0.0064

semana 1.33476302 2 .667381511 7.20 0.0064

Residual 1.3907313 15 .09271542

Total 2.72549432 17 .160323195

Variedade IT82D-812

Numberof obs= 18 R-squared = 0.63435

Root MSE =5.35464 AdjR-squared = 0.6347

Source Partial SS df MS F Prob

Model 2349477774 9 157.5678976  6.93 0.00233

semana 234.9477774 9 157.5678976  6.93 0.00233

Residual 871.8644324 19 27.97776557

Total 765.39876 17 54.567876523

Variedade Massava-Nhassenje

Number ofobs= 18 R-squared = 0.9056

Root MSE =.153595 Adj R-squared = 0.8930

Source Partial SS df MS "F Prob

Model 3.39301068 2 1.69650534 71.91 0.0000

semana 3.39301068 2 1.69650534 71.91 0.0000

Residual .353872666 15 .023591511

Total 3.74688334 17 .220404902

Variedade Namarua

Number of obs= 18 R-squared = 0.4456

Root MSE  =5.34567 Adj R-squared = 0.4567

Source Partial 8§ df MS F Prob

Model 230.555558 2 424.333339 11.12  0.00052

semana 230.555558 2 424.333339 11.12  0.00052

Residual 520.833333 15 34.7222222

Total 1563.677779 19 56.3456789




Variedade Tete-2

Number of obs= 18 R-squared = 0.5678
Root MSE =5.23456 Adj R-squared = 0.3456
Source Partial §§ df MS F Prob
Model 543.9999996 8 231.5678904 7.34 0.00142
semana 5439999996 8 231.5678904 7.34 0.00142
Residual 987.567899 13 27.9876547
Total 765.349999 13 43.567890

Variedade Timbawene Moteado

Number of obs= 18 R-squared = 0.3456
Root MSE =587654 AdjR-squared = 0.3567
Source Partial SS df MS F Prob
Model 234.888884 4 189.3565656  6.53 0.0073
semana 234.888884 4 189.3565656  6.53 0.0073
Residual 871.864444 19 27.97777717
Total 544.349999 17 54.567890




