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RESUMO

O trigo € uma das culturas de maior importdncia no mundo, por ser a
principal fonte de alimentagcdo humana. No Brasil, a produgao de trigo néo é
suficiente para abastecer o mercado interno, sendo necessario importar quase
a metade do que é consumido. Bactérias promotoras do crescimento vegetal
(BPCV) s&o bactérias que ao serem inoculadas nas sementes ou solo podem
promover o crescimento por de solubilizagdo de nutrientes e a tolerancia das
plantas a estresses bioticos e abidticos como é o caso do Herbaspirillum
seropedicae que vem sido estudado em trigo. O objetivo deste trabalho foi
fazer a avaliagdo de trigo cv. CD 120 inoculado com H. seropedicae no
emborrachamento, também submetendo a estresses abioticos como o hidrico.
O experimento ocorreu em casa de vegetacdo onde foram inoculadas 10°
células de H. seropedicae por sementes plantio. Apds atingir um més algumas
plantas receberam fertilizante nitrogenado (uréia). Para controle foram postas
plantas nado-inoculadas nao fertilizadas. A restricdo hidrica foi aplicada no inicio
da fase do emborrachamento (T0), onde foram analisados os teores relativos
de agua (TRA), conteudo de prolina, conteudo de malondialdeido (MDA) e
atividade da enzima fenilalanina amodnia liase e alguns componentes de
producdo. Algumas plantas foram submetidas a restricdo hidrica por 15 dias
(T15) e outras ndo e as mesmas analises foram realizadas. Apos este periodo as
plantas retornaram ao regime hidrico normal. Os valores de TRA ficaram cerca
de 90% tanto no inicio do emborrachamento, quanto 15 dias depois para os
dois tratamentos e todas as condigbes de inoculagao/fertilizagdo. O conteudo
de prolina aumentou no T15 para todas as condi¢des e tratamentos em relagao
ao T0, porém diminuiu, na condicdo nao irrigado, nos tratamentos controle e
inoculado com fertilizante. O teor de MDA das plantas submetidas e nao
submetidas a restricao hidrica, apds 15 dias aumentou, com destaque para as
condic¢des inoculada e inoculada com fertilizante. A FAL, no T15 aumentou em
comparagao ao TO, para as duas condi¢cdes hidricas, exceto na condicéo
inoculado com fertilizante na qual diminuiu. Nos componentes de producao a
maioria dos parametros obteve aumento nas condicdes que sofreram restricao
hidrica em comparag¢ao ao que nao sofreram, com destaque para as condi¢coes
inoculado com fertilizante nos parametros peso espiga, peso de sementes e
numero de sementes. Os efeitos observados nas plantas foram relacionados
ao desenvolvimento dentro do estadio fenoldgico e a efeito do solo. A presenca
da bactéria causou reacdes que precisam ser melhor estudadas.

Palavras-chave: Trigo 1. Herbaspirillum seropedicae 2. Emborrachamento 3.



ABSTRACT

Wheat is one of the world's most important crops because it is a major
source of human food. In Brazil, wheat production is not sufficient to supply the
internal market, and it is necessary to import almost half of what is consumed.
Plant growth promoting bacteria (BPCV) are bacteria that can be inoculated in
seeds or soil and can promote growth by solubilizing nutrients and plant
tolerance to biotic and abiotic stresses such as the case of Herbaspirillum
seropedicae that has been studied in wheat. The objective of this work is to
evaluate wheat cv. CD 120 inoculated with H. seropedicae at booting, also
undergoing abiotic stresses such hydrical stress. The experiment was carried
out in a greenhouse where 10° cells of H. seropedicae were inoculated on the
seeds. After one month some plants received nitrogen fertilizer (urea). For
control of non-inoculated plants. The water restriction was applied at the
beginning of the booting phase (T0), where water contents (TRA), proline
content, malondialdehyde content (MDA) and phenylalanine ammonia lyase
enzyme activity and some production components were analyzed. Some plants
were submitted to water restriction for 15 days (T15) and others were not and
the same analyzes were performed. After this period, the plants returned to the
normal water regime. TRA values remained about 90% both at the beginning of
booting and 15 days later for both treatments and all inoculation / fertilization
conditions. The proline content increased in T15 for all conditions and
treatments in relation to TO, but decreased, in the non irrigated condition, in the
control and inoculated with fertilizer treatments. The MDA content of the plants
submitted and not submitted to water restriction, after 15 days increased, with
emphasis on the conditions inoculated and inoculated with fertilizer. The FAL in
T15 increased in comparison to TO, for both water conditions, except in the
condition inoculated with fertilizer in which it decreased. In the production of
components most parameters had an increase in the conditions that have
suffered water stress compared to not suffered, especially the conditions
inoculated with fertilizer at spike in weight parameters, seed weight and number
of seeds. The effects observed in the plants were related to the development
within the phenological stage and to the effect of the soil. The presence of the
bacteria caused reactions that need to be better studied.

Key-words: Wheat 1. Herbaspirillum seropedicae 2. Booting 3.
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1 INTRODUGCAO

O trigo (Triticum aestivum) € uma das cereais de maior importancia
econdbmica a principal fonte de alimento humano (BUDAK, KANTAR e
KURTOGLU, 2013) e qualquer perda de rendimento tem consequéncias
graves, tanto a nivel local como mundial (LI et al, 2015). No Brasil, segundo a
CONAB (2016), a safra de 2016/17 sera safra recorde, estimada em 6,3
milhdes de toneladas, no entanto, ainda sera necessario a importacéo de cerca
de 4 milhdes de toneladas. Isso demonstra que a producdo do Brasil esta
crescendo, embora ndo o suficiente para abastecer o mercado interno. Sendo
assim, € importante que haja uma maior produtividade para suprir a demanda
do marcado nacional. Para isso, é fundamental que as plantas consigam tolerar
estresses, como estresse hidrico.

Uma forma das plantas lidarem com estresses € acumular metabdlitos
que lhes confiram algum tipo de alivio da condicao pela qual estdo passando. A
prolina, por exemplo, € um iminoacido amplamente conhecido por seu potencial
osmoprotetor (VENDRUSCOLO et al., 2007), além de atuar juntamente ao
sistema antioxidante das plantas (LIANG, NATARAJAN e BECKER, 2013). A
fenilalanina aménia liase (FAL) é uma enzima precursora da via dos
fenilpropandides e é ativada caso as plantas estejam sobre estresses abioticos
ou bidticos (RIVERO et al.,2000; KHAN, PRITHIVIRAJ e SMITH, 2002). O teor
de malondialdeido (MDA) é um indicativo de dano celular causado também por
esses estresses (NIELSEN et al., 1997).

Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) sao bactérias
que, quando inoculadas nas sementes ou no solo, estimulam crescimento
vegetal através de solubilizagdo de nutrientes, prote¢do contra patdégenos,
fornecimento de reguladores de crescimento vegetal, entre outros. Estas
aplicagdes sao uteis na agricultura e podem aumentar a produtividade de forma
sustentavel (SINGH et al, 2015). Além disso, segundo Nehra e Choudhary
(2015), algumas bactérias podem promover aumento da tolerancia ao estresse
hidrico.

Alguns autores ja comprovaram a eficiéncia da inoculagao de trigo com

BPCV, como é o caso de Furlan (2013), que utilizou as estirpes bacterianas H.
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seropedicae e A. brasilense, no qual a combinagdo de ambas manteve o Teor
Relativo de Agua sob déficit hidrico além de manter a massa dos gréos,
mesmo sob déficit de agua severo. Sala e colaboradores, (2008) demonstraram
que a inoculagdo de trigo, juntamente com adubacdo nitrogenada com A.
insolitus aumentou a massa seca de folhas e colmo, além de aumentar
significativamente o nitrogénio acumulado na espiga em relag&o ao tratamento
controle.

Herbaspirillum seropedicae, foi inicialmente isolado a partir de plantas
de milho, sorgo e arroz (Baldani et al.,, 1986) e segundo Balsanelli e
colaboradores (2014) é uma bactéria promotora de crescimento vegetal. Nos
ultimos anos essa estirpe bacteriana tem sido estudada com objetivo de
caracterizar seu potencial como promotora do crescimento vegetal e de
protecao contra estresses. De acordo com Balsanelli e colaboradores (2014),
H. seropedicae tem capacidade de se associar com plantas epifiticamente e
endofiticamente, o que a torna apta a uma profunda interacdo com as plantas.

Ferreira, Guimaraes e Baldani (2011), encontraram resultados
promissores inoculando cultivares de arroz com H. seropedicae. Em seu
trabalho observaram que a inoculagédo pode substituir a adubagdo nitrogenada
em até 50 kg N ha’' dependendo da cultivar. Chaves et al. (2015), ao
inocularem variedades diferentes de cana-de-agucar com BPCV e observaram
que H. seropedicae apresentou maior producdo de compostos inddlicos, além
disso proporcionou amento de massa seca na parte aérea da variedade
IACSP95-5000.

Em trigo respostas positivas foram encontradas como por exemplo por
Ortolan (2015), quando plantas inoculadas com H. seropadicae apresentaram
maior numero de graos/espiga/planta. Neiverth et al., (2014), apresentaram
associagao positiva entre alguns gendtipos de trigo e H. serpedicae, além de

incremento em parametros produtivos em virtude dessa associagao.
1.1 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar paradmetros fisiolégicos e
enzimatico de plantas de trigo cv. CD 120 no emborrachamento, inoculadas

com Herbaspirillum seropedicae e ainda, submetendo a restricao de hirrigacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TRIGO

Trigo (Triticum spp.) € uma das plantas mais antigas cultivadas pela
humanidade (ISHAN et al., 2016), além disso é a principal fonte de alimento
humano (BUDAK H. KANTAR M. e KURTOGLU K. Y., 2013) e é uma
importante fonte de proteinas, vitaminas e minerais (BRENCHLEY et al., 2012).
Seu cultivo comegou na Mesopotdmia, numa regido chamada de
Crescente Fértil - area que hoje vai do Egito ao Iraque (ABITRIGO, 2017).

O trigo € uma graminea de ciclo anual, cultivada durante o inverno,
consumido em forma de farinha ou racéo animal (CONAB, 2016). Segundo a
CONAB (2016, 2017), no Brasil, a produg¢ao anual oscila préximo a 6 milhdes
de toneladas e a atual safra (safra 2016/17), sera uma safra recorde de
aproximadamente 6,3 milhdes de toneladas. Entretanto esta safra ainda néo
sera suficiente, sera necessario a importacdo de cerca de 4 milhdes de
toneladas.

Taxonomicamente, o trigo € uma planta monocotiledénea, da classe
Liliopsida, ordem Poales, familia das Poaceae e género Triticum (Arctos
Database, 2017). De acordo com a Associagao Brasileira da Industria do Trigo
— ABITRIGO (2017), existem cerca de 30 tipos de trigo no mundo e destas, trés
espécies sao as mais cultivadas, chegando a 90% do total: Triticum aestivum,
Triticum compactum e Triticum durum.

O Triticum aestivum é uma espécie muito estudada no mundo. Isto
se da por este tipo de trigo ser o mais apto a produzir farinha para
panificacdo. De acordo com a ABITRIGO (2017), T. aestivum é o mais
cultivado no planeta e é usado para produzir pdo, T. compactum é
utilizado na producao de biscoitos e T. durum é utilizado para fazer

farinha para producdo de massas e nao é cultivado no Brasil.
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2.2 HERBASPIRILLUM SEROPEDICAE

Segundo Roncato-Maccari et al. (2003), Herbaspirillum spp. é uma
espécie bacteriana endofitica encontrada nas raizes, nos caules e nas folhas
de diversas plantas, isso inclui gramineas que s&o economicamente
importantes, como cana-de-agucar e arroz, estas podem apresentar elevadas
quantidades das bactérias.

Herbaspirillum seropedicae foi isolado por Baldani e colaboradores no
ano de 1986, na cidade de Seropédica, no estado do Rio de Janeiro. Os
mesmos autores classificaram ainda, essas bactérias, como sendo vibridides e
as vezes helicoidais, modveis quando estdo perto de uma fonte de O,
geralmente com dois flagelos polares (ocasionalmente de um a trés flagelos)
em um ou ambos os polos.

Em culturas poaceas, a associagao bacteriana de H. seropedicae, ao
que parece, tem inicio com a ligacdo destas, as superficies radiculares das
plantas e posterior proliferagdo nos pontos onde emergem as raizes
secundarias e entdo penetram pelas fissuras na epiderme (SCHMIDT et al.,
2011).

A estirpe H. seropedicae SmR1 é um mutante esponténeo da estirpe
Z78 que apresenta resisténcia a estreptomicina (PEDROSA et al.,, 2011).
Segundo Pedrosa e colaboradores (2011), o genoma dessa estirpe apresenta
formato circular e 5.513.887 pb, 4.735 potenciais ORFs, sao quantificadas
3.108 proteinas conhecidas, 497 preditas e 1.130 com fungbes ainda

desconhecidas.

2.3CD 120

A cultivar de trigo CD 120 é originaria do programa de melhoramento
vegetal da Cooperativa Central de Pesquisa Agricola (COODETEC -
Parana/Cascavel). Segundo a COODETEC, essa cultivar possui um ciclo de

emergéncia meédio, & moderadamente resistente ao acamamento, a
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germinagao da espiga e a debulha natural, além de ter uma fertilidade entre
meédia e alta.

Essa cultivar, em estudos anteriores, apresentou desempenho positivo
frente a inoculacdo com a bactéria Herbaspirillum seropedicae SmRA1,
apresentando aumento em parametros produtivos (NEIVERTH et al., 2014;
FURLAN et al, 2013).

2.4 TEOR RELATIVO DE AGUA

O conceito do Teor Relativo de Agua (TRA), foi desenvolvido por
Weatherley (1950, 1951), e € uma medida da quantidade de agua das folhas,
que vem a ser, fundamentalmente, a comparacao do teor de agua do tecido de
uma folha recém colhida, com o teor de agua do mesmo tecido quando turgido
(completamente cheio de agua), e também quando completamente seco,
expressando-se o resultado percentualmente.

Este indice é geralmente usado para indicar os niveis de disponibilidade
de agua no solo (PINTRO e FLORES, 2003; GAO et al., 2010) e demonstrar
que as plantas estao sofrendo de estresse hidrico ou osmoético (FARRANT et
al., 2015; VOLPIANO et al., 2013; JIANG W. e HUANG B., 2001).

Em experimento utilizando menta (Mentha pulegium), Candan e Tarhan
(2012), oservaram que plantas submetidas a estresse por alagamento,
apresentaram redug¢ao no Teor Relativo de Agua em relagdo a plantas nao
estressadas, além disso, o teor foi diminuindo com o aumento do tempo de
exposi¢cao ao alagamento. Os autores também observaram diminuicédo no TRA
em plantas submetidas a diferentes intensidades de estresse osmoético, sendo
maior a diminuigdo quanto maior a intensidade e duracao do estresse.

Ahmad, Ozturk e Gucel (2012), submetendo cultivares de mostarda
(Brassica juncea L.), a estresse por metais pesados - cadmio (Cd) e chumbo
(Pb) separadamente e a combinagéao dos dois, observaram que o TRA diminui
nas plantas submetidas & todos os estresses, mas a redugédo foi mais
acentuada no tratamento em que as plantas foram submetidas a estresse por

ambos os metais.
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2.5 FENILALANINA AMONIA LIASE

Fenilalanina aménia liase (EC 4.3.1.5 - FAL), € uma enzima que
catalisa a biotransformagdo da L-fenilalanina em acido trans-cinamico.
(MAHER et al.,, 1994; RIVERO et al., 2000). A L-fenilalanina (L-Phe) é
desaminada n&o oxidativamente para formar o acido 7,8-trans-cinamico

insaturado e um ion amonio (JONES D. H., 1983; COCHRANE, DAVIN e LEWIS,
2004). Esta enzima pertence a uma grande superfamilia de aménia-

liase/aminomutase (ZHANG e LIU, 2014).

Estruturalmente, de acordo com Zhang e Liu (2014), a FAL é uma
proteina contendo uma hélice e dois segmentos estruturais adicionais: uma
extensdo N-terminal mével, que, segundo os autores, provavelmente ancora a
enzima e interage com outros componentes celulares, e um dominio de
blindagem especifico localizado ao longo do centro ativo, o que, ainda segundo
0s mesmos, possivelmente controla a atividade enzimatica restringindo o
acesso do substrato a um canal estreito.

A fenilalanina amoénia liase aumenta sua atividade em resposta a
estresses abidticos e bidticos e é considerada importante na protecéo contra os
mesmos (RIVERO et al., 2000; KHAN, PRITHIVIRAJ e SMITH, 2002). Segundo
Martinez-Tellez e Lafuente (1997), a indugao de atividade da FAL em resposta
a condicdes estressantes tem sido considerada como mecanismos defensivos
de plantas contra o estresse. Conjuntamente a atividade de FAL, é altamente
regulada durante o desenvolvimento associado ao tipo celular, sintese
especifica de lignina e de pigmentos flavonoides (LIANG et al., 1989).

FAL é a primeira enzima na biossintese de uma ampla gama de
compostos fenilpropandides, tais como fendis simples, antocianina, flavonodides
e lignina (JU et al., 1994). De acordo com Dixon e Paiva (1995), a via dos
fenilpropandides é ativada sob estresse, isto porque, segundo os mesmos
autores, essa via origina metabdlitos secundarios que protegem as plantas de
diferentes formas. Segundo Zhang e Liu (2015), “esta via metabdlica assimila
cerca de 30-40% do carbono organico biosférico, terminando como polimero

predominante de lignina nas paredes celulares”.
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Segundo Bidlack (1995), a atividade da FAL pode estar mais
estreitamente relacionada com a deposigao de lignina, porque a quantidade de
lignina acumulada é relacionavel com a atividade da enzima FAL. Peng et al.,
(2014), encontraram correlagao significativa entre acumulo de lignina e a FAL
em plantas de trigo. O acumulo de lignina é importante para, por exemplo,
construir barreiras estruturais que impegam a penetragdo de patégenos nos
tecidos vegetais (PURVAR, GUPTA e KUMAR, 2011), bem como evitar a perda
de agua pela planta.

Ainda, estudos bioquimicos, sugerem que as plantas sintetizam AS
(acido salicilico) a partir do cinamato produzido pela atividade da fenilalanina
amonia liase (FAL) e seu papel mais conhecido é como molécula sinalizadora
para respostas defensivas em plantas (CHEN et al.,, 2009). Segundo Vilot,
Dempsey e Klessig (2009), o acido salicilico é responsavel pela ativagao da
resisténcia a doenga em plantas, apods infecgéo por patdégenos.

Chaman e colaboradores (2003), submeteram plantas de cevada a
infestacdo de pulgdes, e observaram que a cultivar mais tolerante a este
patdgeno apresentou maior aumento na atividade da enzima FAL quando
comparada a cultivar mais sucetivel.

Ao analisarem os genes expressos por uma cultivar de trigo tolerante a
ferrugem de listra (Xingzi 9104), causado pelo fungo Puccinia striiformis f. sp.
tritici (Pst), Huang et al. (2013), obseravaram que as plantas expressaram 5

genes que sao preditos para codificar a PAL.

2.6 PROLINA

Prolina € um iminoacido sintetizado a partir de glutamato pelas enzimas
A" -pirrolina-5-carboxilato (P5C) sintetase (P5CS) e P5C redutase (P5CR)
(LIANG et al., 2013). Prolina tem sido descrita como um composto que fornece
tolerancia contra diferentes stress abiéticos que acarreta em aumento seu nivel
enddgeno e suas enzimas intermediarias em plantas (SINGTH et al., 2014). O
acumulo de prolina esta relacionado com a adaptacdo de plantas a diversas
adversidades climaticas (DELAUNEY e VERMA, 1993). Segundo Kishor e
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colaboradores (2015), a prolina se acumula sob condi¢gdes de estresse e néo
estresse como um soluto benéfico nas plantas.

Muitos autores ja identificaram aumento de prolina em diversos tipos de
estresses, como estresse hidrico (VENDRUSCOLO et al.,, 2007; KEYVAN
2010), estresse salino (CICEK e CAKIRLAR, 2002; DUNN, DUNCAN e
ROMEO, 1998), estresse por alagamento (waterlogging) (PARVIN e
KARMOKER, 2013; PRASANNA e RAMARAO, 2014), entre outros.

Hare e Cress, (1997) afirmam que a prolina acumulada sob estresse
pode servir para mais de um propodsito. Além de atuar como um
osmorregulador, a prolina contribui para a estabilizagdo de estruturas
subcelulares como na retirada de espécies de oxigénio reativas (reactive
oxygen species - EROs) das plantas (HAYAT et al., 2012). Além disso, a
prolina desempenha um papel vital na regulagdo da sintese proteica geral em
plantas (KISHOR et al., 2015).

A prolina é reconhecida como uma molécula multifuncional, pois outro
papel importante exercido por este iminoacido, € apds episddio de estresse, a
prolina acumulada pode ser degradada, fornecendo um grande suprimento
energético, estimulando assim o crescimento das plantas, uma vez que o
estresse fora aliviado (KISHOR e SREENIVASULU, 2014).

O acumulo de prolina pode também acontecer espontaneamente em
plantas devido ao seu desenvolvimento natural. Em tecidos reprodutivos ocorre
um dessecamento, semelhante a estresse osmoético causado por fator
ambiental, que pode comprometer o tecido vegetal, dessa forma, é provavel
que, como forma de compensacdo, haja acumulo de prolina (MATTIOLI,
COSTANTINO e TROVATO, 2009).

Ao submeterem diferentes cultivares de girassol a estresse hidrico ou
waterlogging, Unyayar, Keles e Unal (2004), constataram que houve aumento
de prolina no estresse hidrico, mas ndo houve mudancas no conteudo de
prolina quando as plantas foram submetidas a waterlogging.

Ray e parceiros (2016), observaram acumulo de prolina em quatro
cultivares diferentes de Vigna radiata (um tipo de feijao), expostas a estresse
salino durante o inicio de seu periodo reprodutivo. Cicek e Cakirlar (2002),
também observaram aumento no conteudo te prolina em duas cultivares de

milho submetidas a estresse salino.
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2.7 PEROXIDACAO DE LIPIDEOS (MDA)

As espécies reativas de oxigénio (EROs) foram inicialmente
reconhecidas como subprodutos téxicos do metabolismo aerdbio, removidas
por meio de antioxidantes e enzimas antioxidantes (BAILEY-SERRES e
MITTLER, 2006). Dentre elas encontra-se o peroxido de hidrogénio (H20), que
€ um dos oxidantes mais versateis que existe (MATTOS et al., 2003).

De acordo com Ferreira e Matsubara (1997), peréxido de hidrogénio
nao é um radical livre pois ndo possui elétrons desemparelhados na ultima
camada. Os autores afirmam ainda, que O H,O, tem vida longa, é capaz de
atravessar camadas lipidicas e é altamente toxico para as células.

Uma das principais formas de danos celular por oxidagdo através de
EROs é a peroxidagao lipidica, na qual ocorre extracdo de atomos de
hidrogénio a partir de acidos graxos insaturados de fosfolipidios de membrana,
causando uma lesao celular irreversivel com um estresse oxidativo agudo (ALI
et al.,, 2014; FARBER J. L., 1994), gerando alteragdes na permeabilidade e
estrutura das membranas das células.

Um dos biomarcadores mais frequentemente utilizados para fornecer
uma indicagdo do nivel de peroxidagdo lipidica sdo os teores de
malondialdeido (MDA) (NIELSEN et al., 1997). Isso acontece, por que o
malondialdeido reage com facilidade com o acido tiobarbiturico (TBA). O teste
de TBA é baseado na reatividade de TBA em relagdo ao MDA produzindo uma
coloragcdo vermelho fluorescente, podendo ser quantificado por
espectofotometria (AYALA A., MUNOZ M. F., e ARGUELLES S., 2014)

Por isso, os teores de malondialdeido s&o, geralmente, relacionados a
diferentes tipos de estresse em plantas. Foi demonstrado aumento no nivel de
peroxidacao de lipideos (MDA) em plantas sob estresse hidrico (ARCOVERDE
et al., 2011), estresse por waterlogging (LI et al., 2016; SAHA et al., 2017),
estresse osmoético (HONG et al, 2000), salino (ESFANDIARI et al., 2007), entre
outros.

Quando Queiroz, Garcia e Lemos Filho (2002), avaliaram efeitos do
estresse hidrico e da reidratagao sobre plantas de Myracrodruon urundeuva Fr.

All. (Anacardiaceae), obtiveram como resultados um aumento no teor de
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malondiandeido nas folhas das plantas que foram submetidas a estresse
hidrico de 14 dias em relacdo as que nao sofreram. Por outro lado, os mesmos
autrores ainda observaram que apds 54 horas de reidratacdo o teor de MDA
diminuiu, chegando a valores proximos ao observado em plantas que nao
sofreram restricao de agua.

Liang e colaboradores (2003) realizaram experimento no qual
analisaram duas cultivares diferentes de cevada, uma sucetivel ao estresse
salino e a outra tolerante, ainda observando se silicone poderia aliviar os
efeitos do estresse salino. Os autores observaram que a cultivar tolerante a
salinidade obteve resultados de teor de malondialdeido menores em
comparagao a cultivar sucetivel quando ambas foram submetidas a estresse
salino, além disso, para ambas as cultivares o teor de malondialdeido foi menor
quando estas se encontravam submetidas a salinidade juntamente com
silicone, em comparagao a quando foram apenas submetidas a salinidade.

Em seu trabalho submetendo plantas de soja (Glycine max) a
diferentes tempos de exposicdo a aluminio, Cakmak e Horst (1991) afirmam
que o teor de malondialdeido sofreu consecutivos aumento a medida em que
as plantas ficaram mais tempo expostas ao aluminio.

Lima, (2013) em seu experimento com A. millefolium L. (mil folhas)
ensaiando diferentes condicbes de luminosidade, observou aumento da
peroxidacao de lipidios (MDA) a cada coleta, realizadas com intervalos de duas
semanas. A autora ainda indicou que houve interacdo entre os fatores

luminosidade e periodo de coleta.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 CULTIVO EM CASA DE VEGETAGAO

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, com temperatura
controlada entre 25 e 30°C, localizado na Universidade Federal do Parana —
Setor Palotina, de maio a setembro de 2015. O gendtipo de trigo (Triticun
aestivum) avaliado foi o CD120 do programa de melhoramento da Cooperativa
Central de Pesquisa Agricola - COODETEC.
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As plantas de trigo foram plantadas em vasos plasticos com
capacidade aproximada de 10 Kg e o substrato utilizado foi terra coletada, na
faixa de solo Horizonte B, peneirada. Nao foi acrescida de nenhum fertilizante
ou adubo de nenhuma espécie. O solo, apds analisado apresentou as
seguintes caracteristicas fisico-quimicas: pH: 5,4; Matéria Organica: 22,58
g/dm?; P: 52,55 mg/dm?; K*: 0,43 cmol/dm?®; Ca?*: 62,60 cmol/dm?; Mg**: 1,56
cmol/dm?®; AP*: 0,00 cmol/dm? H+AP*: 2,19 cmol/dm®; Fe mg/dm®: 62,60
mg/dm?; Soma das Bases: 9,62%; Saturacdo das bases: 81,46; Argila: 72%;
Areia: 20%; Silte 8%.

O plantio foi realizado manualmente, utilizando 9 sementes por vasos.
Seguido da germinagdo das sementes, foi feito a selecdo das plantas e
deixadas 5 plantas por vaso. Quando houve aplicacdo de ureia, esta foi
realizada 30 dias apos a germinacédo das sementes na quantidade de 50 K de
uréia por hectare.

Os vasos foram dispostos totalmente ao acaso e foram divididos em
duas condigdes de irrigacao: irrigado e nao irrigado por 15 a partir do inicio do
emborrachamento; e estes ainda divididos em 4 condi¢des de plantio, onde em
uma condicdo as sementes foram inoculadas com aproximadamente 1x10°
células da bactéria H. Seropedicae/semente e com adi¢ao de ureia e sem
adicao de ureia. Para controle, houve condi¢gao sem inoculacéo de bactéria e
sem adic¢ao de ureia. Cada condi¢ao foi acompanhada por 5 repeticdes. Desta
forma, as duas condi¢des de irrigagdo foram subdivididas em quatro
tratamentos: controle (C), fertilizado com uréia aos 30 dias apds o plantio (N),
inoculado no plantio (H) e fertilizado aos 30 dias e inoculado no plantio (HN).

Dois dias antes do plantio preparou-se um pré-inoculo em meio Dygs
(MOUTIA et al., 2003) a partir das placas de petri com H. Seropedicae,
previamente cultivadas e manteve-se em agitagao a 120rpm, 28°C. Apos
crescimento bacteriano, uma aliquota deste pré-indculo foi transferida para
meio NFB-malato liquido (KLASSEN, et al., 1997), que foi colocado sob
agitacao e shaker 120rpm, 28°C. O crescimento do H. Seropedicae foi avaliado
por espectrofotdbmetro modelo BEL Photonics Espectrophotometer SP 2000
UV, a 600 nm.

No emborrachamento, 60 dias apds o plantio, as folhas de uma planta
de cada vaso de todas as condi¢des de irrigagao foram tomadas como amostra
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para analise sendo a 32 folha para de Teor Relativo de Agua (TRA), a 22 folha
para conteudo de malondialdeido (MDA), e folha a bandeira para conteudo de
Prolina e Fenilalanina amoénia liase (FAL). Os vasos destinados a condi¢cado de
irrigagcdo seguiram entdo irrigados e os destinados ao estresse hidrico
seguiram sem irrigacdo durante 15 dias. Apos esse periodo, (como descrito
acima) foram coletadas e os mesmos ensaios realizados. As analises foram
realizadas no Laboratério de Bioquimica e Genética — LABIOGEN,
Departamento de Biociéncias, Setor Palotina da Universidade Federal do
Parana. As avaliagdes estatisticas dos resultados foram submetidos a ANOVA
e as médias verificadas por Tukey ao nivel de 0,5% de probabilidade e foi
realizada usando o programa GENES (CRUZ, 2006).

3.2 MANUTENGCAO E CRESCIMENTO DA BACTERIA

As bactérias foram mantidas no Laboratério Bioquimica e Genética —
LABIOGEN, por sucessivas passagens em placas petri contendo meio NFB-
Malato solido e colocadas em estufa para crescimento bacteriano a 28°C e

armazenadas em refrigerador.

3.3 TEOR RELATIVO DE AGUA

A avaliagédo do teor relativo de agua, seguiu o protocolo descrito por
Weatherley P. E. (1950, 1951) com pequenos ajustes, que consistiu no corte de
3 pedacgos das folhas frescas em discos de 0,5 cm de didmetro com um
cortador de couro, na pesagem (peso fresco — mf), acondicionamento em
recipiente de vidro com 40mL de agua destilada e autoclavada, mantidos
fechado e no escuro. Apds 18 horas, os discos foram retirados, secos em papel
toalha e pesados novamente (peso turgido —mt). Os discos entdo foram
colocados em envelopes de papel aluminio e levados a estufa a 50°C por 18

horas e pesados até peso constante (peso seco — ms).
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O valor do teor relativo de agua foi obtido em porcentagem através da
seguinte férmula:

RWC (%) = Hxlﬂﬂ

3.4 FENILALANINA AMONIA LIASE (FAL)

A reacdo é baseada na formacao irreversivel do acido transcinamico
que absorve especificamente no comprimento de onda de 275-290 nm
(KOVACIK e KLEJDUS, 2012). De cada amostra foram pesados 0,69 de tecido
foliar e macerados em gral com Nitrogénio liquido e 4mL de tampao borato de
sédio 100mM pH 8,8, 2mM EDTA, 7 mM B-mercaptoetanol e transferidos para
um tubo cbénico de 15 mL e feita adigdo de 400mg de PVPP. Apods
homogeneizagao foram centrifugados por 10 minutos a 20.000g. Para o ensaio
da reacdo foi tomada a aliquota de 100uL do sobrenadante para um tubo
cbnico de 15 mL que ja continha 1600uL de tampé&o borato de sédio e mantido
em banho maria a 40°C. Em seguida foi adicionado 600uL de Fen 50mM e
iniciada a contagem do tempo de reagéo. A reagao ocorreu por 1 hora. Ao final
do tempo foi adicionado 100uL de HCI 6N e homogeneizado. Apos, foi
centrifugado por 5 minutos a 20000g. O sobrenadante foi retirado para leitura
em espectrofotometro modelo BEL Photonics Espectrophotometer SP 2000

UV, as absorbancias foram determinadas a DO de 275nm.

3.5 CONTEUDO DE PROLINA

O conteudo de Prolina foi avaliado conforme Bates, 1973. Foi coletado
0,5 g de folhas. Posteriormente, adicionado 5SmL de acido sulfosalicilico 3%,
maceradas vigorosamente em gral até o completo descoramento do tecido
vegetal e centrifugadas a 16.000xg por 5 minutos. Do sobrenadante foi retirado
uma aliquota de 250 yL para um tubo de vidro com tampa de rosca e
adicionado 500 uL de solugdo 2,5 %(p/v) de ninhidrina em 6:4 v/v de acido

aceético glacial e de acido 6-fosférico 6M. Em seguido foi adicionado 500 uL de
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acido acético glacial e, entdo aquecido em banho-maria a 100° C durante 1
hora. Apos resfriados em banho de gelo, foi acrescentado 2mL de tolueno,
agitado em vortex vigorosamente e, apds a separagao das fases, foi verificada

a absorbancia da fase toluenizada a 520nm.

3.6  AVALIACAO DE PEROXIDACAO DE LIPIDEOS (MDA)

A avaliagao do nivel de peroxidagao de lipideos foi feita pela reagao do
acido tiobarbiturico segundo o protocolo de Hodges, 1999. Onde 0,5 g de
massa foliar foi homogeneizado em gral com 10 ml de &cidotricloroacético
(trichloro acetic acid — TCA) 0,1% (p/v) e o centrifugado a 15.000xg por 5 min.
Uma aliquota de 2ml do sobrenadante foi transferido para outro tubo e
adicionado 4 ml do acido tiobarbiturico (tiobarbituric acid — TBA) 0,5% (p/v). A
mistura foi aquecida a 95°C por 30 minutos e entédo rapidamente refrigerada em
gelo. Apds centrifugado a 10.000xg por 10 min foi efetuada leituras da
absorbancia especifica do produto da reacdo do malondialdeido com 2
moléculas de TBA) a 532 nm e a leitura da absorbancia de produtos
inespecificos a 600nm.

Os calculos da reagédo seguiram a formula, onde o teor do produto é
dado pela diferenca entre a leitura de absobancia especifica e ndo especifica e

dividido pelo coeficiente de extingdo molar destes produtos (155 mM'cm™).

_ (Abs 532 nm — Abs 600nm)

MDA
155x 1073

3.7 COMPONENTES DA PRODUCAO

No final do ciclo, foi obtido as espigas para avaliar os parametros
produtivos de comprimento de espiga (cm), peso de espiga (g), peso total de

sementes (g) e numero de sementes.
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Para comprimento de espiga as espigas foram cortadas das plantas e
menidas com régua. Para peso de espiga as espigas cortadas foram pesadas
em balanga analitica. Para peso total de sementes e numento de semtes, todas

as sementes de todas as espigas da planta foram contadas e pesadas.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O solo utilizado no experimento apresentou baixa permeabilidade.
Segundo Carvalho, Dias e Soares (2016), “a permeabilidade caracteriza a
habilidade das rochas (ou solos) em permitir a circulagado de fluidos contidos
em seus poros”.

O solo utilizado foi retirado do horizonte-B, foi um solo bastante fino,
pouco permeavel e com caracteristicas argilosas. Por ser desta forma,
apresentaram alto Teor Relativo de Agua nas folhas das plantas, além de além
de baixo aumento no conteudo de prolina, o que indica que as plantas nao

sofreram os efeitos da restri¢gao hidrica.

4.1 TEOR RELATIVO DE AGUA

O teor relativo de agua (TRA) apdés os 15 dias do inicio do
emborrachamento, para as condigdes, irrigado e nao irrigado, se manteve por
volta de 90% (fig. 1c), sendo que estas também n&o apresentaram diferenca
estatistica do periodo inicial do emborrachamento (T0O) (fig. 1 a e b). Estes
resultados indicam que as plantas ndo perceberam a restrigdo de agua. Entre
as condigdes irrigado e seco, em T15, também nao houve diferenga estatistica.
As caracteristicas do solo, como sua baixa permeabilidade certamente foi o
que fez com que as plantas ndo sentissem a falta de agua.

Furlan (2013), utilizando solo horizonte-A com caracteristicas regulares
de plantio, encontrou resultados semelhantes para a cultivar CD 120 inoculada
com Herbaspirillum seropedicae, quando esta ndo se encontrava sob estresse
hidrico, enquanto que, as plantas submetidas a estresse hidrico tiveram o TRA

reduzido para 20-40% mostrando que, de fato, em nosso experimento as
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plantas ndo sentiram falta de agua. Furlan (2013) também observou que as
plantas inoculadas sob estresse hidrico, mantiveram o turgor das folhas similar
as do controle ndo estressadas, enquanto que as plantas acrescidas de
fertilizante nitrogenado sofreram redugdo no TRA para cerca de 40%.

Hendges et al., em andlise a cultivar CD 120 de trigo, em solo
Latossolo Vermelho Eutréfico corrigido, apresentou entre 91-94% de TRA nas
plantas irrigadas normalmente, enquanto que os resultados diminuiram para
70-77% em plantas sob estresse hidrico.

Em oposicédo, He e colaboradores (2013), em experimento utilizando
solo retirado do horizonte-B, aplicaram estresse hidrico em cultivares de
azevém (Lolium perenne L.) inoculadas com estipes bacterianas (AR37 e
Endo5 (AR5)). Os autores observaram diferenga estatistica entre plantas
estressadas/nao inoculadas em relagdo ao controle/ndo inoculado, porém o
teor relativo de agua se manteve alto, em torno de 82%, enquanto as
estressadas/inoculadas e controle/inoculadas mantiveram o TRA acima de
90%. Estes resultados demonstram que o solo, exerce efeito sobre estas
respostas nas plantas, especialmente por sua baixa permeabilidade.

Gonzalez e parceiros (2009), em pesquisa com Quinoa (Chenopodium
quinoa Willd), submeteram as plantas a restricdo hidrica e waterlogging. Os
resultados obtidos para teor relativo de agua foram, diminuicao apds estresse
hidrico em relagdo ao controle e aumento, apos waterlogging em relagdo ao

controle.
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Figura 1: Teor relativo de agua de Triticum aestivum cv. CD 120 nas condigbes de inoculagéo/ fertilizagdo do inicio do
emborrachamento aos 60 dias. Comparagao entre: tempo inicial (TO) e 15 dias apos (T15) com irrigagao (a); o tempo inicial (TO) e
15 dias apods (T15) sem irrigacao (b) e 15 dias (T15) apdés com e sem irrigagao (c)
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Na literatura, autores apontam que em estresse salino, o TRA é
reduzido, como observado por Cicek e Cakirlar (2002), apés submeterem duas
cultivares diferentes de milho a estresse salino, Meloni e colaboradores, em
plantas de Prosopis alba. e El-Bassiouny e Bekheta (2005), em trigo. Os
ultimos autores ainda observaram que o efeito foi elevado com maior salinidade
do solo.

Submetendo plantas de Festuca arundinacea L. Lolium perenne L. a
estresse por calor Jiang e Huang (2001), observaram que o teor relativo de
agua das folhas foi diminuindo ao aumentar o tempo de exposi¢ao ao estresse
e foi ainda maior quando as plantas foram também submetidas a falta de agua.
Li e colaboradores (2013) relataram que houve que o estresse por calor afetou
significativamente o TRA de plantas de alfalfa (Medicago sativa L. cv. Huaiyin),
declinando conforme o tempo de exposi¢ao ao estresse.

As condi¢des de estresse normalmente levam a diminuigdo do TRA. As
condigdes de solo de horizonte B e alagamento para plantas resistentes, nédo
apresentam diminuicdo neste parametro. Solo de horizonte B, que apresentam
altas quantidades de argila, tem moléculas de agua retidas na estrutura da
argila, que parecem estar mantendo a quantidade de agua suficiente para as
plantas que foram submetidas a nao irrigacdo. Por outro lado, apesar de ndo
apresentar diferenga estatistica apresentam valores menores para os irrigados
do que os nao irrigados, possivelmente indicando estresse por excesso de
agua. No estresse por waterloging a agua se torna impedimento para as raizes
acessarem oxigénio, O metabolismo de carboidratos e a atividade respiratoria
diminuem (GONZALEZ et al, 2009) causando reducdo na produtivade, (KIM, et
al, 2015).

4.2 ATIVIDADE DA ENZIMA FENILALANINA AMONIA LIASE

Os dados obtidos de atividade enzimatica fenilalanina amonialiase
estdo na fig. 2 a, b e c. Entre as plantas irrigadas e nao irrigadas apés 15 dias
do inicio do emborrachamento as condi¢des controle e fertilizagcdo com ureia

nao apresentaram diferenca da FAL. Entretanto a condi¢do inoculada
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apresentou menor FAL nas plantas n&o irrigadas enquanto que na condi¢cao
com inoculagdo e fertilizagcdo foi menor do que a irrigada (figura 4c).
Comparando a FAL do inicio do emborrachamento e apds 15 dias, mantendo a
irrigacao, houve aumento da FAL para todos os as condigbes de inoculagao
e/ou fertilizacdo, exceto para aquele onde houve inoculacdo de H.seropedicae
com adigao de ureia (figura 4a). Nesse mesmo periodo observa-se, que na
condigdo onde nao houve irrigagdo, em todas as condi¢gdes de inoculagéo e/ou
fertilizacdo, houve aumento da atividade FAL (figura 4b).

Em seu trabalho Wada e colaboradores (2015), afirmam que estresses
abioticos, causam aumento da expressdo dos genes responsaveis pela FAL
em plantas. Fenilalanina Amobnia Liase, uma enzima chave na via
fenilpropandide, esta envolvida na resposta de defesa das células vegetais
(Gao S. et al., 2008).

Nguyen e colaboradores (2016), demostraram que a atividade da FAL
aumentou nas folhas bandeira em trigo alagado, mas diminui no entrené das
plantas. Waterlogging € uma circunstancia em que o solo fica encharcado ou
alagado, diminuindo a difusdo do oxigénio na agua, causando estresse na
planta por reduzir o oxigénio na regido radicular. (DU H. et al, 2016; DIAB, H., e
LIMAMI A. M, 2016; AHMED F. et al, 2013). Por outro lado, Gall e parceiros
(2015), afirmam que, por ser um precursor na biossintese de lignina, a enzima
fenilalanina aménia-liase, tende a diminuir em estresse por alagamento.

Dunn, Duncan e Romeo (1998), em experimento realizado com folhas
de Citrus limon (limao siciliano) observaram diminuicdo da FAL em relagao a
salinidade do solo em uma correlagdo significativa. Entretanto Gao e
colaboradores (2008), observaram aumento da FAL em Jatropha curcas
(pinhdo-manso) sob estresse salino.

Rivero e colaboradores (2001), observaram aumento da FAL para
estresses por calor e frio em plantas de tomate e de meldao. Martinez-Tellez e
Lafuente (1997), também observaram aumento na atividade da FAL em plantas
de Citrus reticulata (tangerina) que foram submetidas a estresse térmico por
frio. O mesmo efeito foi observado por Lafuente et al. (1999), onde o estresse
por frio acarretou no aumento do teor de FAL em Citrus reticulata (tangerina).

Ortolan (2015), avaliou trigo cv. CD 120 no emborrachamento,
utiizando Latossolo Vermelho eutréfico nas mesmas condicbes de
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inoculacao/fertilizacdo apresentadas nesta dissertagdo e apresentou um
conteudo de FAL bem mais elevado do que nesta dissertacéo.

Observando dados obtidos neste trabalho, a FAL quantificada nas
folnas ndo apresente influencia do solo e sim do desenvolvimento da planta
dentro do estadio fenolégico com aumento da atividade apds 15 dias do inicio
do emborrachamento. Entretanto sdo observados efeitos na inoculagcéo e/ou
fertilizacdo que necessitam de melhor compreensdo do fenébmeno. Para isso

propds-de a analise de correlagéo entre os dados obtidos.



Figura 2. Atividade enzimatica da Fenilalanina Aménialiase de folhas de Triticum aestivum cv. CD 120 nas condigbes de
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inoculagao/ fertilizagao do inicio do emborrachamento aos 60 dias. Comparagao entre: tempo inicial (TO) e 15 dias apos (T15) com
irrigacao (a); o tempo inicial (TO) e 15 dias ap6s (T15) sem irrigacao (b) e 15 dias (T15) apds com e sem irrigagao (c)
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Figura 3. Conteudo de Prolina do Triticum aestivum cv. CD 120 nas condigbes de inoculagao/ fertilizagdo do inicio do
emborrachamento aos 60 dias. Comparagao entre: tempo inicial (TO) e 15 dias apos (T15) com irrigagao (a); o tempo inicial (TO) e
15 dias apods (T15) se