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RESUMO

A producdo nacional de trigo, ndo supre completamente a demanda do
mercado interno pelo grdo, gracas, dentre outros fatores, a contratempos
meteoroldgicos como a indisponibilidade hidrica em estagios determinantes de
produtividade, como no inicio da fase reprodutiva, em que a planta se encontra mais
sensivel a estresses. A utilizacdo e PGPB, € uma alternativa de promover a
mitigacdo dos efeitos de estresse, por meio do aumento da tolerancia. A
Herbaspirillum seropedicae é exemplo de tais bactérias, que atua na fixacéo
biolégica de nitrogénio, promocédo de crescimento mesmo sob estresse hidrico. O
estudo avaliou os efeitos fisioldgicos e bioquimicos da restricdo hidrica em trigo, ao
serem inoculadas com H. seropedicae. As cultivares CD 104 e CD 120 foram
impostas a restricdo hidrica por 15 dias, no inicio do florescimento, sob 4 condicdes:
com a inoculacdo da bactéria na semeadura; fertilizacdo com ureia; associacdo do
inoculo e fertilizante, além do controle. O material vegetal foi coletado e armazenado
para a procedéncia de analises de atividade GST, e indicadores e metabdlitos do
sistema de defesa antioxidante, PRO e MDA, também foram determinados
componentes produtividade. O perfil de atividade enzimatica da GST manteve-se
semelhante entre condi¢c6es de CD 104, ja a inoculacdo em CD 120, teve atividade
mais expressiva sob restricdo hidrica. Este perfil também é observado na mesma
cultivar nos dados de prolina, sob restricao hidrica, observa-se que o fertilizante e/ou
inoculo levam a queda do aminoacido que age como osmoprotetor e sinalizador. O
conteudo de malondialdeido mostraram-se maiores em todas as condigdes
experimentais em CD 120, na seca, mas inoculada com a H. seropedicae foi capaz
de minimizar os niveis gerados. Nos dados de rendimento produtivo nao foi
observado aumento nos parametros avaliados em CD 104, jA em CD 120 nao houve
incremento positivo, embora os mesmos tenham sido mantidos entre tratamentos de
disponibilidade hidrica. Concluiu-se que a H.seropedicae é benéfica ao cultivo da cv.
CD 120, promovendo a regulacdo dos niveis de indicadores de estresse, entretanto,
como este efeito ndo é observado em CD 104, a interacdo entre planta e bactéria é
dependente da escolha de gendtipos responsivos.

Palavras-chave: Déficit hidrico. Bactéria promotora do crescimento vegetal. Sistema
antioxidante.



ABSTRACT

The national production still doesn’t supply completely the demand for the
wheat grain in the domestic market, this is a result, between many different factors,
from metereologic setbacks involving water unavailability in determinant productivity
stages, for instance in the beginning of the reproductive phase, in which the plant is
more sensitive to stress.The use of vegetal growth promoting bacteria, is an
alternative way of helping the healthy development of the plant and promoting the
mitigation of stress effects, through means of increased tolerance to such conditions.
The bacteria Herbaspirillum seropedicae is an example of such bacterias, which
besides acting on biological nitrogen fixation also promotes the growth even under
water stress. The study evaluated of biochemical and physiological effects of water
restriction when being inoculated with H. seropedicae. For such, the cultivars CD 104
and CD 120 were subjected to water restriction during 15 days during flowering,
under 4 planting conditions: relying on the microorganism inoculation on seeding,
chemical fertilization with urea, associating the inoculum and the fertilizer, besides
the control. The vegetal material was collected and stored for provenance of
analyses such as transferase glutathione activity and indicators and metabolites
related to the antioxidant defense system, proline and malondialdehyde. A remaining
plant was left for obtaining data regarding productivity. The profile of enzymatic
activity of transferase glutathione resembled between the conditions of CD 104 and
the condition inoculated from CD 120, since the enzyme was more expressed under
water stress rather than normal irrigation. The same profile is observed on the data
from proline to the same cultivar under drought, it indicates the conditions of
fertilization or inoculation promoted a decrease of this amino acid that acts as a
stress osmoprotectant and signalizer. Now the content of malondialdehyde, showed
up higher in all conditions applied in CD 120, under drought, however, it is noticed
that on CD 120 the H. seropedicae was able to minimize the generated effects. In the
productivity components was not observed increase for the parameters evaluated on
CD 104, now on CD 120 although not presenting positive increment, in the analysed
parameters, kept equal data between the water disponibility treatments. It was
concluded that the H. seropedicae is beneficial to the cultivation of the CD 120
variety, promoting regulation on levels of stress indicators, however, since this effect
is not observed on CD 104, the interaction between plant and bacteria is dependent
on the choice of responsive genotypes.

Keywords: Drought stress. Promoting growth plant bacteria. Antioxidant system.
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1 INTRODUGCAO

O trigo ocupa o segundo lugar de cereal mais consumido, com significativa
importancia econdmica mundial (FAO, 2018). O Brasil, embora tenha registrado um
aumento de 12,5% na producéo, correspondente a 32 milhdes de toneladas de
grdos, ndo atende totalmente ao consumo interno, sendo necessario importar
aproximadamente 490 mil toneladas (CONAB, 2022). Isto se da pela falta de
politicas-econdmicas vantajosas ao produtor que € desestimulado pelo baixo preco
de comercializacdo do gréo. Além disso, o rendimento é afetado devido ao ambiente
propicio ao surgimento de doencas e fatores climaticos como a ocorréncia de
veranicos na fase de florescimento e enchimento de grdos (CONAB, 2016). No
florescimento, ocorre a finalizagdo do alongamento do colmo, meiose dos gréaos de
polen e a translocagcdo de fotoassimilados entre tecidos vegetais, dessa forma, séo
periodos mais susceptiveis a estresses, e definem diretamente a produtividade
(EMBRAPA, 2014).

Um dos principais nutrientes envolvidos no enchimento de grdos é o
elemento nitrogénio, um macronutriente absorvido em grande quantidade pela
maioria das culturas; por ser constituinte de diversas biomoléculas, como
aminoacidos, acidos nucléicos e compor a molécula de clorofila e membranas
(GUIRRA et al., 2021) esta envolvido em processos fisioldgicos vitais a planta, como
na absorcdo idbnica e de agua, na respiracdo, fotossintese, multiplicacdo e
diferenciacdo celular, influencia na distribuicdo de fotoassimilados nos orgéos
vegetativos e reprodutivos, além de atuar sobre a relagdo fonte e dreno (NETO,
2020).

Embora seja abundante na atmosfera na forma de N2, este, ndo esta
disponivel para a assimilacdo direta para as plantas, devido a ligacao tripla e
covalente que une os atomos de nitrogénio atmosférico (PUOZAA; JAISWAL,
DAKORA, 2019) sendo necessério o suprimento externo da planta com tais fontes
inorganicas ou organicas. Esta fertilizacdo quimica, tem sido disponibilizada de
maneira excessiva no cultivo, causa dentre outros danos, a lixiviagdo do solo,
poluicdo de aguas e ar (LEGHARI et al., 2016; CAKMAKCI et al., 2017). Assim,
formas alternativas que maximizem a eficiéncia do uso de insumos pela planta,
aumentando a capacidade de absorcdo das raizes, pode favorecer o crescimento

vegetal mais saudavel.
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Dessa maneira, bactérias promotoras do crescimento vegetal através da
fixacao biolégica de nitrogénio, por meio da conversdo de N2 em NH4, sdo capazes
de melhorar o estado nutricional da planta (SANTOS, 2018). E ainda se associa
outras formas por meio da promo¢cdo de um melhor enraizamento, producdo de
fitormonios, como auxina, giberilina, citocinina e etileno (PEREIRA, 2014), atua
também na solubilizacdo de fosfato e sintetizando sideréforos, que sdo compostos
organicos capazes de remover ions ferro do ambiente e disponibiliza-lo a célula
(SANTOYO et al., 2016; TSUKANOVA et al., 2017). Além disso, estudos tém sido
realizados buscando, por meio da interagcdo planta e microrganismo, aprimorar a
resposta de plantas frente ao estresse (FURLAN, 2017).

A bactéria Herbaspirillum seropedicae foi originalmente isolada de diferentes
espécies de plantas, e majoritariamente encontrada na familia das gramineas
tropicais (PEDROSA et al., 2011; BRUSAMARELLO-SANTOS et al., 2019;).
Registros indicam que a associagdo com a maioria dos isolados € benéfica aos
vegetais em decorréncia da biofertilizacdo e bioestimulacdo, promovida pela
capacidade de fixacdo de nitrogénio e inducdo de resisténcia do vegetal contra
patdgenos e na mitigacdo de estresse abibtico, como escassez hidrica (MATTEOLI
et al., 2020).

Um dos beneficios das bactérias promotoras de crescimento vegetal ou
“Promoting Growth Plant Bacteria” que foi descrito na literatura é a capacidade de
algumas delas conferirem tolerancia as situacdes de estresse bidticos e abidticos
(LIMA, 2020). Dentre os estresses abidticos foi descrito a capacidade de PGPB
conferir tolerancia a estresse hidrico (SHETEIWY, 2021). A auséncia de agua é a
principal causadora de estresse em plantas e pode ser desencadeada por um
conjunto de fatores que envolvem a baixa capacidade de retencdo e a
disponibilidade hidrica, além da demanda evapotranspiratoria do vegetal (DUARTE
et al., 2013). O estresse € um estado fisiolégico que promove 0 aumento da
producéo de Espécies de Oxigénio Reativas ou “Reactive Oxygen Species”.

Como mecanismo de defesa, a planta ativa o sistema antioxidante que
disponibiliza agentes capazes de lidar com tais moléculas, a fim de minimizar os
efeitos negativos promovidos pelo desequilibrio entre agentes antioxidantes e ROS
para além do seu papel regulatério (MITTLER, 2017). Dentre tais efeitos deletérios,
sdo desencadeadas multiplas alterac6es celulares como a lipoperoxidacdo de

membrana, alteracfes estruturais no DNA e oxidacao de proteinas (ARIF, 2020).
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Diante disso, € imprescindivel compreender a interacdo entre vegetais e
PGPB e conhecer o que promove a obtencdo de estratégias para lidar com
estresses, de forma a reduzir as influéncias negativas e diminuir os danos de tal

modo contribuindo nos parametros de produtividade.

1.1 JUSTIFICATIVA

Para o trigo, plantado no Brasil, a ocorréncia de estiagem em periodos de
necessidade hidrica, como no plantio e emborrachamento, € um fator que influencia
significativamente na produtividade (EMBRAPA, 2014).

Frente a tal condicdo, a possibilidade de utilizacdo de PGPB pode conferir
aumento no rendimento de culturas, promover tolerdncia a estresse hidrico
(SHETEIWY, 2021) e fazer a manutencéao da fertilidade do solo (PEREIRA, 2014).

Apesar de algumas PGPB ja serem comercializadas como inoculantes,
muitas informacdes precisam ser adicionadas, e inconsisténcias esclarecidas, como
a relagcdo com o solo e sua microbiota, entre outras (OLIVEIRA et al., 2022).

A resposta gerada da interacdo do microrganismo € dependente, dentre
outros fatores, do gendtipo selecionado (NEIVERTH, 2014). Para regides que
sofram déficit hidrico, sado selecionadas principalmente variedades que sejam
tolerantes ao estresse (BASTOS et al, 2011).

Dessa forma, € importante conhecer como 0 vegetal responde a interacao
com microrganismos capazes de minimizar os danos do estresse hidrico, e como
este comportamento é influenciado em genétipo sensivel e tolerante.

1.2. OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O trabalho buscou avaliar os efeitos fisiolégicos e bioquimicos da restricdo
hidrica em duas variedades de trigo, CD 104 e CD 120, a primeira com capacidade
tolerante e a outra sensivel a estresse hidrico, durante o inicio do estadio de
florescimento, ao serem inoculadas na semeadura com a bactéria promotora do
crescimento vegetal Herbaspirillum seropedicae, por meio de resposta enzimatica de

glutationa transferase e metabdlitos relacionados ao sistema antioxidante.
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1.1.2 Objetivos especificos

Avaliar em folhas de trigo semeadas com H. seropedicae a atividade
enzimatica de Glutationa-S-Transferase, conteudo de prolina e malondialdeido.

Determinar os componentes de produtividade do trigo pelos parametros:
comprimento e peso de espiga, numero total de sementes e peso de 100 sementes.

Correlacionar os dados com as caracteristicas de tolerancia a restricdo
hidrica da CD 104 e de néo tolerancia da CD 120 com dados da literatura para
contribuir com as informacdes de aplicacdo da bactéria, H. seropedicae, como

bioinoculante.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TRIGO

Segundo classificacdo botanica, o trigo (Triticum aestivum), pertence a
familia Poaceae, € uma graminea que se estrutura em raizes, colmo, folhas, e
inflorescéncias, denominadas espigas (BOREM; SCHEEREN, 2015). Seu ciclo de
desenvolvimento é anual e se da em trés etapas: vegetativa, reprodutiva e de
enchimento de graos (BEVILACQUA, 2019). A escala Zadoks, Figura 1, descreve as
etapas de crescimento e desenvolvimento e segundo esta escala, a fase vegetativa
compreende-se nos eventos de germinacdo, estabelecimento da plantula, producéao
de folhas, perfilhamento e diferenciacdo da espiga. J& a fase reprodutiva € marcada

BN

pela emergéncia da espiga e florescimento e a ultima refere-se a maturagcédo de
grdos (CORREA, 2018).
FIGURA 1. ESCALA DE ESTADIOS FENOLOGICOS ZADOKS

ESPIGAMENTO MATURAGAO
|

<«

ALONGAMENTO |1 om0

visivel

A
\

néda  2°nda Foha U393 popirra

folha i
haste haste bandeira chamento|
visivel visivel bencara 4

visivel visivel
AFILHAMENTO / /') /\\

A
\4

Escala de \ ﬂ f /
eSta'glo de Primeira Inicio do Perfilhos Folhas Bainhas l \\
i t folha  perfilh formad erstas 7\
e ( W \ n
VA /\’””“
v’ I
Zadoks’ 10 20-26 30 31 32 37 39 45 50 58 75-100

FONTE: Adaptado de Basden et al. (2022).

A duracdo de cada estadio de desenvolvimento € determinada pela
interagdo de genotipo e ambiente. Dessa forma, os fatores mais influentes no

desenvolvimento sdo o fotoperiodo e a temperatura, ao passo que conforme a



21

sensibilidade do gendtipo e quanto maior o tempo de incidéncia luminosa, mais
acelerado sera o desenvolvimento, ja o aumento da temperatura leva a ativacdo de
sistemas enzimaticos, 0 que acelera a taxa de desenvolvimento e
consequentemente, encurta o ciclo fenolégico (RODRIGUES et al., 2011).

O cultivo de trigo exige alta umidade e temperatura na faixa de 20 — 25 °C
no fechamento da fase vegetativa (CONDE et al., 2013). E na transicédo do estadio
vegetativo ao reprodutivo, que a planta se encontra mais sensivel a estresses, pois
coincide com o processo de meiose de grédos de pdlen (EMBRAPA, 2014; ZINTA et
al.,, 2016), dessa forma, o rendimento de grdos pode ser prejudicado, em
decorréncia da elevacdo da esterilidade de flores e enchimento parcial de gréos

guando a planta € submetida ao estresse (CUNHA et al., 2016).

2.2 ESTRESSE HIDRICO

Qualquer modificacdo ambiental que gere alteracdes metabdlicas ou impacte
negativamente no crescimento vegetal, pode ser considerado estresse. A fisiologia
do estresse esta associada ao tipo de resposta efetuada. O organismo pode ter suas
funcdes celulares normalizadas apoés a injuria, ou perder sua funcionalidade regular,
conforme o efeito suportado (CORREA, 2018).

Véarios mecanismos podem estar envolvidos na adaptacdo de plantas
submetidas a estresse, entretanto, aquelas plantas que sdo capazes de detectar o
fator de estresse, ativar processos morfologicos, fisiologicos e bioquimicos
(DUARTE et al., 2013) pela modulagéo de seu sistema hormonal, de modo a sofrer
menor ou nenhum dano sdo descritas como tolerantes e, consequentemente, aptas
a enfrentar um ambiente desfavoravel (LOPES; LIMA, 2015).

Um dos principais estresses abidticos, que comumente afeta a produtividade
em cultivos, é o déficit hidrico (SILVA et al., 2014; ANSARI et al., 2015). Ocorre em
decorréncia a reducdo sazonal da disponibilidade de agua no solo ou pela baixa
capacidade de retencao, ocasionado pela demanda evapotranspiratoria do vegetal
(DUARTE et al., 2013). O estresse hidrico consiste no conjunto de fatores climéaticos
gue limitam a disponibilidade de agua a planta, isto é, baixa disponibilidade hidrica
no solo, baixa umidade relativa atmosférica e a temperatura ambiental (CORREA,
2018), por periodos intermitentes ou continuos (TAIZ et al., 2017). A baixa umidade

relativa de ar, acarreta amplos gradientes de vapor e, com isso, a perda de agua por
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transpiracao, o que é também desencadeado por altas temperaturas (ANSARI et al.,
2015; SCHNEIDER, 2019).

Como estratégia de economia de agua e manutencao do equilibrio térmico
interno, ocorre o fechamento estomatico (YANG et al., 2014). Isto incide na
concentracdo disponivel de COz2, expondo a planta ao excesso de energia livre, ja
gue o ciclo de Calvin ndo ocorre de maneira efetiva (SMIRNOFF, 1993). Dessa
forma, a concentracdo de moléculas de ATP e NADPH torna-se alta em relagdo a
NADP" e ADP + Pi, ja que a enzima RUBISCO nédo atua reduzindo o CO2. Neste
contexto, os elétrons estimulados pela radiacdo luminosa, nos fotossistemas,
passam a reduzir outros agentes, como o Oz, formado pela quebra de agua no
fotossistema Il (KUKI, 1997). Esta reacao forma a primeira molécula precursora de

cascatas reacionais, o anion superoxido (Oz2") (SANTOS et al., 2018).

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

As ROS, sdo formadas como subproduto do metabolismo aerobico
(BARBOSA, 2014), dessa forma, organelas que envolvem mecanismos de fluxo
energético produzem ROS, como cloroplastos, mitocéndrias, peroxissomos,
apoplasto e nucleo (TUTEJA, 2010). Nessas organelas, em decorréncia de
atividades energeéticas, a producédo de ROS inicia-se através da reducdo do oxigénio
molecular (O2) (GILL, 2015), podendo gerar radicais altamente instaveis e reativos,
como o superdxido (Oz27) e o radical hidroxila (HO"), além disso, pode produzir
também moléculas que ndo possuem elétrons desemparelhados, como as
anteriores, embora sejam muito reativas, como o peroxido de hidrogénio
(KLEINGESINDS et al., 2016).

O estresse oxidativo consiste em uma condicdo causada por um
desequilibrio molecular, gerando alta concentracdo de ROS em relacdo a
capacidade que o sistema antioxidante tem de estabilizar estes compostos
eletronicamente, ou degrada-los (ALVES et al.,, 2016). Este desequilibrio se
caracteriza pela geracdo excessiva de ROS ou pela diminuicdo da velocidade de
degradacéao destas (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

Em niveis adequados, um aumento breve de ROS no inicio da exposi¢cdo ao
estresse age como sinal de vias de transducdo, ao passo que esses sinais emitidos

sdo controlados por mecanismos do sistema antioxidante (CARVALHO, 2011).
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Todavia, os efeitos deletérios sdo mais conhecidos em funcdo da capacidade de
oxidacdo de proteinas, inibicdo enzimatica, e danos ao DNA e RNA (PAULA, 2019).
A extensédo destes efeitos € dependente da toxicidade da ROS, determinada pelo
tempo de meia-vida, como demonstra a Tabela 1, isto €, tempo necessario para que
uma determinada quantidade de ROS seja reduzida a metade (KLEINGESINDS et
al., 2016).

TABELA 1 REATIVIDADE DAS PRINCIPAIS ROS

Tipos de ROS Meia-vida* Moléculas oxidadas
Hidroxila (HO") 1ns Proteinas, lipidios, DNA,
carboidratos
Oxigénio singleto (*02) 1 s Lipidios, DNA, proteinas
Superoxido (027) 1 us Proteinas, lipidios (raro)
Peréxido de hidrogénio (H202) 1ms Proteinas, lipidios (raro)

LEGENDA: *ns = nanossegundo; gs= microssegundo; ms = milissegundo
FONTE: Adaptado de Kleingesinds (2016).

A lipoperoxidagcdo é um dos principais efeitos causados por ROS,
principalmente o radical hidroxila (HO"), visto que é um processo que consiste na
guebra de ligacBes covalentes de lipideos contendo cadeias carbbnicas poli-
insaturadas de membranas celulares, isto impacta na seletividade de troca idnica e
consequentemente causa a liberagcdo de produtos toxicos das organelas, levando a
morte celular (CAMPOS, 2017). A peroxidacao lipidica é especialmente nociva para
membrana tilacoides dos cloroplastos, pois a eficiéncia fotossintética é diretamente
dependente da integridade desta membrana (CARVALHO, 2011).

O estresse hidrico € prejudicial em todas as fases, mas durante a floracéo e
enchimento de gréos causa perdas consideraveis em decorréncia a reducdo da
assimilacdo de CO:2 e condutancia estomatica, taxa de transpiracdo e teor de
clorofila (NAVEED et al., 2013).

2.4 SISTEMA ANTIOXIDANTE

Para Rufino et al. (2006) antioxidante é qualquer substancia que em
menores concentracdes, em relacdo ao substrato oxidavel, atrasa ou inibe a
oxidacdo, deste substrato de maneira eficaz, portanto, sdo bons exemplos de

sequestradores/recolhedores de ROS.
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Frente ao aumento desordenado no contetdo de ROS, o vegetal apresenta
mecanismos que mitigam os danos causados, por vias enzimaticas e nao-
enzimaticas. Em particular, sob estresse oxidativo, as enzimas superoxido
dismutase(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa-S-
transferase (GST), tém sua atividade aumentada (ARIF et al., 2020), a primeira a ter
sua producao acentuada é a SOD, que atua na primeira linha de defesa, catalisando
a conversdo do anion superoxido em peroxido de hidrogénio (H202), que é
degradado pelas enzimas CAT em H20 e O2, ou APX, que atua no ciclo ascorbato-
glutationa, (BALI; SIDHU, 2019). A via ascorbato-glutationa promove a regeneracao
do ascorbato, utilizado pela enzima APX para a conversdo do H202 em agua
(ROQUE, 2018).

A molécula de glutationa participa de reac¢des de conjugacdo fundamentais
ao processo de destoxificagdo do organismo, e atua na protecdo contra
xenobidticos. Estas reaces sdo catalisadas por uma familia de GST, através da
desprotonacao da glutationa reduzida (GSH) por meio do centro ativo que atua como
base catalitica (NETO, 2010). A enzima contém dois sitios ativos, nas quais suas
funcionalidades independem uma da outra, nesses sitios, ha pelo menos duas
regides de ligacdo, uma para GSH e outro para substratos eletrofilicos. Os
substratos sao classificados em dois grupos: os eletrofilicos e os produzidos durante
a fase | e Il da biotransformacdao em uma espécie mais solivel em agua e menos
toxica (HUBER; ALMEIDA, 2008).

2.5 PGPB E PROMOGCAO DE TOLERANCIA AO ESTRESSE

No ambiente, bactérias colonizam tecidos de plantas, e essa associacao
pode surtir efeitos benéficos, neutros ou maléficos ao vegetal. As PGPB hospedam-
se de maneira epifitica ou endofitica e ndo exercem fitopatogenicidade, as que se
tem mais estudos empreendidos estdo entre: Pseudomonas spp., espécies de
Bacillus, Streptomyces, Rhizobium, Bradyrhizobium, Acetobacter e Herbaspirillum,
Agrobacterium radiobacter, Enterobacter cloacae e Burkholderia cepacia, dentre
outras (MARIANO et al., 2004). Tais bactérias promovem o0 crescimento vegetal
devido a capacidade de producdo e manutencao de fitormdnios nos tecidos vegetais
e em funcdo disso, o aumento da absorcdo pelas raizes, fixacdo biol6gica de
nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos, controle biolégico (GUIMARAES; KLEIN;

KLEIN, 2021) auxiliar na mineralizacdo de nutrientes e formacdo de complexos
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guelados com poluentes, o que reduz sua toxicidade (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006),
outro efeito positivo é a promocao de tolerancia a estresses bidticos ou abidticos,
dado pela regulagédo de hormoénios como o etileno, que incide sobre o crescimento
vegetal, interferindo em processos como a senescéncia de folhas, abortamento de
flores, crescimento de raizes, etc (LIMA, 2020).

As interacdes entre bactéria e o sistema radicular de gramineas é uma
técnica ambientalmente correta e economicamente viavel (DUARTE, 2020). Leite et
al. (2018) observaram em plantas de capim-marandu a mitigacao do estresse hidrico
pela inoculagdo com Azospirillum brasilense, os autores indicam também 14% de
rendimento anual de massa de forragem.

Plantas como trigo, milho, soja, arabidopsis entre outras ja mostraram
desenvolvimento de tolerancia ao estresse hidrico, como Azopirillum sp.,
Azospirillum  brasilense, Azospirillum lipoferum, Rhizobium leguminosarum,
Mesorhizobium cicero, Rhizobium phaseoli, Bacillus subtili, Bacillu thuringiensis,
Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas spp entre outros
(VURUKONDA et al., 2016; RISEH et al., 2021). Incluindo a bactéria Herbaspirillum
seropedicae (CURA et al., 2017).

2.5.1 Herbaspirillum seropedicae

Dentre as bactérias promotoras do crescimento vegetal, a associacdo da
Herbaspirillum seropedicae foi descrita de maneira endofitica, por se localizarem
internamente aos tecidos vegetais e ndo atribuirem danos fisicos ou moleculares a
planta hospedeira, tendo sido encontradas em raizes, caules e folhas (MARIANO et
al., 2004).

A maioria dos isolados de H. seropedicae promovem efeitos positivos as
plantas, devido principalmente a biofertilizacdo e bioestimulagdo dada pela sua
capacidade de fixacdo de N2, sintese e secrecdo de fitormonios, solubilizagdo de
fosfato, bioprotecdo de mecanismos através da producdo de siderdforos, atividade
de ACC-desaminase (MATTEOLI, 2020) esta enzima tem papel na modula¢&o dos 3
niveis de etileno nas plantas (FERREIRA et al., 2020) além disso, é relatada como
sendo capaz de induzir efeitos de resisténcia contra fatores biéticos e na mitigacao
de estresses abidtico.

A inoculagdo com H. seropedicae foi avaliada em uma variedade de

genotipos no cultivo de girassol e diferentes respostas entre gendtipos foram
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observadas. A inoculacdo surtiu diferentes efeitos entre plantas, para alguns
genotipos, que foram expostos ao estresse, houve aumento nos teores de
aminoacidos, prolina e agucares soluveis totais, sendo estes, fatores indicativos de
tolerancia a seca. Para outros, ndo houve influéncia significativa, indicando que a
planta nem sempre é responsiva a inoculacdo e que esta pode desencadear
diferentes respostas na planta (PAIVA, 2019).

Em gramineas, como milho, sorgo trigo e arroz, quando inoculadas com H.
seropedicae, foi confirmado o estabelecimento endofitico, demonstrando que cerca
de 25% do nitrogénio acumulado era proveniente da fixacao biolégica de nitrogénio
(EL-KOMY et al., 2003).

Diferentes cultivares de trigos inoculadas com H. seropedicae apresentaram
diferentes respostas a inoculacéo, Neiverth et al. (2014) notaram efeitos negativos,
nas variedades CD 104 e CD 108, evidenciados pela diminuicdo de peso da parte
aérea e de raizes, depois da inoculagdo. Paralelamente, os autores obtiveram

efeitos neutros e positivos entre os genétipos CD 119, CD 120 e CD 150.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 CULTIVO EM CASA DE VEGETACAO

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo de maio a agosto do
ano de 2016. Foram utilizadas sementes de dois gendtipos CD 104 e CD 120
fornecidos pela COODETEC. Em casa de vegetacdo com temperatura controlada a
25 °C (£ 2 °C) e com o controle de umidade desligado, os vasos foram preparados
com 10 Kg de solo tipo Latosolo roxo, eutrofico e 50% de areia e adicionado
fertilizante: NPK (8:20:20) e peneirado.

O plantio foi procedido de maneira manual, sendo semeadas 10 sementes
por vaso. Apos 30 dias de crescimento foram deixadas 4 plantas por vaso sendo que
as que apresentavam menor vigor foram removidas. A irrigacdo foi feita de com
regularidade de 1-2 dias em funcdo da retencdo de umidade do solo, que foi
controlada por observacao das caracteristicas de brilho e drenagem.

Os vasos foram dispostos aleatoriamente e divididos em dois tratamentos de
irrigacdo: continuamente irrigado (T1) e néo irrigado por 15 dias (T2), ambos, no

inicio do emborrachamento até o inicio do florescimento; estes foram divididos em 4
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condicdes de semeadura, em que uma foi inoculada com aproximadamente 1 x 10°
UFC de H. seropedicae SmR1 (H); outra recebeu somente fertilizagdo com ureia, na
guantidade proporcional 50 Kg/ha aos 30 dias do perfilhamento (N); outra recebeu
inoculacéo e fertilizacdo, nas mesmas condi¢cdes descritas (HN) e ainda, o controle,
gue nao recebeu indculo ou fertilizacdo (C).

Durante o desenvolvimento foram realizados cuidados culturais conforme
necessidade (controle de pragas e doencas), como a aplicacdo de fungicida Opera©
diluido proporcionalmente, baseado na dosagem recomendada na bula de 0,5 a 0,75
litros por hectare.

No inicio do emborrachamento, os vasos destinados a este tratamento,
tiveram a irrigacdo interrompida até que se percebeu perda de coloracdo nas folhas
mais velhas, o que ocorreu apos 15 dias, portanto, aos 83 dias de desenvolvimento
da CD 120 e 90 dias da CD104, T1 e T2 foram coletados. Durante a aplicagdo da
restricdo hidrica foi observada uma alta umidade do ar ambiente no periodo, com
média acima de 70% de umidade relativa como o registrado para o més de junho e
julho conforme dados do Instituto Agronémico do Parana (IAPAR, 2016).

A coleta foi realizada com tesoura, cortando a folha selecionada de
uma planta a cada vaso para a posterior analise, cada folha foi destinada a uma
analise, Tabela 2, conforme sua posicao na arquitetura da planta. As amostras foram
armazenadas em um ultra freezer a -80 °C, Ap6s a coleta das amostras, apenas
uma planta foi deixada por vaso, sendo esta destinada a avaliacdo de componentes

de produtividade.

TABELA 2 REPRESENTACAO DO ESQUEMA DE COLETA DAS FOLHAS

Folha bandeira Folha 02
Planta 01 GST MDA
Planta 02 PRO
Planta 03 COMPONENTES DE PRODUTIVIDADE
Planta 04 Ensaios ndo descritos neste trabalho

LEGENDA: Quantificagdo de prolina (PRO), malondialdeido (MDA), determinagdo de atividade
enziméatica de glutationa transferase (GST).

FONTE: O autor, (2022).
3.2 MANIPULACAO E INOCULO DA BACTERIA Herbaspirillum seropedicae

A bactéria foi fornecida pelo Prof. Dr. Emanuel M. Souza do Laboratério de

Biologia Molecular de microrganismo do Departamento de Bioquimica e Biologia



28

Molecular da UFPR. As células foram mantidas e cultivadas em meio de cultivo NFB-
Malato sélido e liquido, respectivamente (KLASSEN et al., 1997).

O pré in6culo foi preparado em meio Dygs, depositando uma raspagem de
células, crescidas em placas de petri com meio NFB-M, em tubos de ensaio a 28 °C
(= 2 °C) sob agitacdo de 120 rpm. A escala foi aumentada em Erlenmeyer contendo
NFB-M, mantidos sob as mesmas condi¢des para devido crescimento.

Apos 24 horas, foi observado o turvamento e alteragdes visuais de cor do
meio de cultura, sendo o crescimento confirmado por leitura turbidimétrica. A curva
de crescimento do microrganismo indicou 1 unidade de absorbancia equivalente a
4,4x108 células.

Seguindo as devidas técnicas assépticas, o cultivo foi centrifugado a
12.000g por 10 minutos e ressuspenso em solucdo salina, apés homogeneizacao

intensa 200 sementes foram inoculadas, contendo 1,0x10° células por semente.

3.3 ATIVIDADE DE GLUTATIONA-S-TRANSFERASE

A atividade da GST foi detectada por espectrofotometria, a partir de Venisse,
(2001) que ocorre pela utilizagdo de um substrato artificial, 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) reagindo com a glutationa reduzida (GSH), formando um
conjugado tioéster (GSH-CDNB) que tem absortividade molar a 340nm de 9,6 mmol
Ltem™,

Para o preparo do extrato enzimatico foi macerado 0,5 g de massa vegetal,
folha bandeira em gral e pistilo com nitrogénio liquido, seguida da adicdo de 3 mL de
tampao de extracdo (fosfato de sddio 50mM, pH 7,5, Polietilenoglicol 1mM, fluoreto
de fenilmetilsulfonil 1mM, 0,8% (p/v) de polivinilpirrolidona 40000 e 0,01 v/v % Triton
X-100). Foi centrifugado por 20 minutos a 18.000 g a 4 °C, separado o0 sobrenadante
decantado e mantido em banho de gelo. A mistura reacional em cubeta de quartzo
foi em tampéo de fosfato de potassio 100 mM, pH 6,5, 5 uM CDNB e 18uM de GSH.
O volume foi completado com agua destilada e, por ultimo, com a adicdo de 10uL do
extrato enzimatico. A leitura foi procedida espectrofotometricamente a 340 nm,

durante 2 minutos para o acompanhamento da reagao.
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3.4 QUANTIFICACAO DE PROLINA

A guantificacao de prolina foi procedida conforme descrito por Bates (1973).
A folha bandeira foi coletada e macerada em gral e pistilo, utilizou-se 0,5 gramas de
amostra fresca em 5 ml de acido sulfosalicilico 3% até completo descoramento.
Todo o contetdo foi submetido a centrifugacdo por 5 minutos a 16.000 g. Foram
tomadas aliquotas de 250 pl do sobrenadante, adicionado 500 pl de ninidrina e 500
ul de &cido acético glacial. A mistura foi aquecida por 1 hora a 100 °C e para que a
reacdo fosse imediatamente interrompida, a foi reacdo foi submersa em gelo.
Posteriormente, foi adicionado tolueno. Este, apds decantado foi tomado para leitura
espectrofotométrica em um comprimento de onda de 520 nm. Os resultados de
absorbancia foram comparados as concentracées da curva padrdo de 0,01 a 0,1
mM.

3.5 QUANTIFICACAO DE MALONDIALDEIDO

A guantificacdo de malondialdeido seguiu 0 método descrito por Hodges
(1999). Para esta avaliacao foi utilizado 0,5 gramas da segunda folha macerada em
gral e pistilo em 10 mL de &cido tricloroacético 0,1%, esta mistura foi centrifugada a
15.000g por 5 minutos. Foi tomado 1 mL sobrenadante e adicionado 2 mL de acido
tiobarbitarico (TBA) 0,5%, posteriormente aquecida a 95 °C durante 30 minutos e
imediatamente interrompida em banho de gelo. A mistura foi novamente
centrifugada a 10.000g por 10 minutos para a leitura espectrofotométrica em dois
comprimentos de onda, onde 532 nm representa o maximo de absorbancia do
complexo TBA-MDA, e 600 nm a correlacdo para a turbidez inespecifica. A
determinacdo da concentracdo seguiu o calculo que considera a diferenca entre as
leituras e o coeficiente de extingdo molar do MDA de 155 x 103 M,

(4453: - ‘qsnn)) 10°

Concentracio de MDA (mol.I™!) =
' 155

3.6 COMPONENTES DE PRODUTIVIDADE

Ao completar o periodo do ciclo de desenvolvimento, as plantas

remanescentes a coleta e ao desbaste foram destacadas para a afericdo dos dados
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relativos a analise de produtividade. Avaliou-se o nimero de espiga, por meio de
contagem manual, além da massa de espiga e de 100 sementes, medidas através
de balanca semi-analitica Shimadzu modelo BL — 320H, com capacidade de
medicdo de 320 g + 0,001 g e, o comprimento de espigas, por meio de uma régua

graduada, com capacidade de medicdo de 30 cm £ 0,05 cm.

3.7 ESTUDO ESTATISTICO

O delineamento experimental foi em blocos, ao acaso com 3 repeti¢cdes por
condi¢des hidricas de inoculagcdo e/ou fertilizagdo e em 2 gendtipos de trigo, em
esquema fatorial 3 x 2 x 4 x 2, totalizando 48 analises.

Os resultados foram submetidos a teste de variancia totalmente
randomizada por meio da realizacdo do teste ANOVA, seguido de comparacoes
entre médias através do teste Tukey, com nivel de significancia de 5%. As analises
estatisticas foram realizadas pelo programa Genes (CRUZ, 2006).

Os parametros de componente de produtividade (comprimento e massa de
espiga, numero total e peso de 100 sementes), foi tomada a partir de 5 plantas para
as repeticdes. Entretanto em virtude de o nimero de resultados ndo ser homogéneo
para algumas avalia¢cdes, foi utilizado o software PAST 2.17c (HAMMER; HARPER,;
RYAN, 2001). Foram aplicados os mesmos testes estatisticos e, ainda o teste de

correlacao linear de Pearson (r) com 5% de probabilidade.
4 APRESENTACAO DOS RESULTADOS
4.1 CD 104

Os dados bioquimicos obtidos das avaliagbes na cultivar CD 104 se
encontram na figura 2 (A, C e E). Observa-se que no estadio de florescimento, sob
restricdo hidrica, todas as condi¢cdes ensaiadas mostraram um aumento na atividade
de GST (Figura 2A), comparadas a plantas de irrigacdo continua. Em relacdo a
imposicdo de inoculagdo e/ou fertilizacdo no tratamento n&o irrigado, ndo foi
observada diferenca estatisticamente significante entre as condi¢fes. Contudo,
dentre os tratamentos T1 e T2, na inoculacédo, foi observado uma maior atividade
enzimatica, nas plantas irrigadas.

As concentracdes de prolina (Figura 2C) sob restricdo hidrica, nas condi¢des

controle e com ureia se mostraram maiores, especialmente sob fertilizacdo, se
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comparadas as outras condicfes. No tratamento irrigado, as plantas de todas as
condicbes se mantiveram estatisticamente semelhantes. Uma observacao
importante, em complementacédo a avaliacdo, foi o aspecto morfoldégico do material
vegetal analisado, visto que tanto no tratamento irrigado quanto sob restricdo
hidrica, as plantas se mantiveram com aspecto de folhas verdes, para todas as
condicdes aplicadas na CD 104.

Os niveis de MDA na CD 104 (Figura 2E), nas condicGes de fertilizacao,
inoculacéo e associacdo de ambos, sob irrigacdo continua, mostram-se aumentados
em relacdo ao controle. Entretanto, ao comparar plantas com e sem irrigagdo, 0s
valores entre as condi¢des, inclusive no controle, mostraram que o conteddo de
MDA é semelhante na condicdo que envolve o inéculo, enquanto em plantas

contendo fertilizante quimico, foram inferiores sob restricdo hidrica.
4.2 CD 120

Os resultados dos dados bioquimicos observados das avaliagbes estédo
expressos na figura 2 (B, D e F). Foi evidenciada resposta a falta de irrigacdo onde a
GST (Figura 2B) teve sua atividade aumentada em todas as condi¢fes aplicadas,
com excecdo ao controle. Destacam-se as plantas que receberam inoculagdo com
H. seropedicae na semente, a resposta mostrou um nivel elevado, semelhante aos
niveis do CD 104 também em indisponibilidade hidrica.

Avaliando o contetudo de prolina em plantas fertilizadas e inoculadas (Figura
2D) observa-se que este Ultimo se apresentou menor na seca, se comparados as
outras condicBes. Todavia, o aspecto morfologico da folha para a plantas
fertilizadas, sob restricdo hidrica, mostrou-se descorado (seco) em relacdo as
inoculadas. Nas condicbes controle e in6culo com ureia, na seca, observa-se
aumento excessivamente elevado, no conteudo de prolina, acompanhados de
aspectos de injaria pelo ressecamento e descoloracao foliar.

E importante observar que as ordens de grandeza dos contetidos de prolina
sao semelhantes (1 a 4 umols de prolina/g p.f.), entre as variedades e o tratamento
com irrigagcdo, excetuando as condic¢des fertilizado e de associacdo de inoculagéo e
fertilizacdo. Além disso, sob restricdo hidrica na CD 120, a concentracao do
aminoacido é cerca de 10 vezes maior nas condicbes controle e associacdo de

fertilizag&o e inoculagéo.
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As plantas de CD 120 apresentam aumento do conteudo de MDA (Figura
2F), para todas as condicGes aplicadas, tal fato é corroborado pela relacdo dos
valores de média entre tratamentos de irrigacdo, visto que séo significativamente
diferentes (p = 0,00321). A condi¢cdo contendo inoculagdo, apresenta menor sob
restricdo hidrica comparada as demais, embora, apresente valor ainda maior que a

da CD 104 e o tratamento irrigado de CD 120.
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FIGURA 2 - ATIVIDADE ESPEC[FICA DA ENZIMA GLUTATIONA TRANSFERASE, CONTEUDO DE
PROLINA, CONTEUDO DE MALONDIALDEIDO, NAS CULTIVARES CD 104 E CD 120.
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LEGENDA: Resultados de avali¢cbes nos tratamentos com irrigacéo (T1) e restricdo hidrica (T2) no
florescimento de trigo, CD 104 (esquerda) e CD 120 (direita), nas condi¢des controle (C), com
fertilizante quimico na forma de ureia (N), inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae (H), inoculacdo
com a mesma bactéria e fertilizante nitrogenado (HN). O quadrante D expressa os resultados de T1
na escala do eixo principal (a esquerda), enquanto T2 acompanha a escala do eixo secundario (a
direita). Para a mesma avaliacao, o simbolo (*) indica o aspecto morfolégico seco da folha. Letras
mailsculas e mindsculas iguais indicam néo haver diferenca estatistica significativa pelo teste de
Tukey ao nivel de 5%, respectivamente, mailsculas comparam entre condi¢des de inoculacdo e/ou
fertilizac@o e minUsculas nos tratamentos com irrigacéo continua e restricdo hidrica no mesmo
estadio de desenvolvimento.

FONTE: O autor, (2022)
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4.3 COMPONENTES DE PRODUTIVIDADE

Observa-se na figura 3 (A, C, E e G), os resultados obtidos das
componentes de produtividades da CD 104 enquanto que na figura 3 (B, D, F e H)
dados da CD120. Na cultivar CD 120, nos tratamentos com restricdo hidrica, as
ordens de grandeza entre todas as condicdes sao estatisticamente préximas,
contudo, o comprimento de espigas no controle se mostrou maior que nas plantas
inoculadas com a H. seropedicae. Dentro desta condi¢c&o, entre os tratamentos nao
foi observada diferenca estatistica, neste parametro. J& CD 104, apresenta valores
de comprimento de espiga semelhantes, entre tratamentos de irrigacdo, e na
condicdo inoculada apresenta diminuicdo. Além disso, a CD 104 apresentou
comprimento de espiga de cerca 2 cm maior que CD 120, o pode ser atribuido,
entretanto, a caracteristica fenotipica do genotipo.

Avaliando-se o0 peso de espiga também ndo foi observada diferenca
estatistica entre as condicdes em irrigacdo, na CD120. Entretanto, sob déficit hidrico
houve queda na massa de espigas e, os valores das condi¢cfes controle, inoculado e
na associacdo entre inoculo e fertilizante assemelharam-se, indicando uma
diminuicdo, de aproximadamente 0,3 g no peso de espiga nas plantas impostas a
restricdo, comparadas as irrigadas. Ja a condicdo em que houve adicdo apenas de
ureia ndo apresentou diferenca entre os tratamentos irrigado e néo-irrigado. Na CD
104, o comportamento de declinio no tratamento sob restricdo foi observado apenas
para condi¢des inoculada e com associacao de inoculagao e fertilizacao.

O numero total de sementes ndo sofreu alteragdes frente as condigbes
aplicadas nos tratamentos, para ambos os genoétipos. Entretanto, a CD120 no
tratamento com restricdo hidrica ndo mostrou diferenca estatistica entre as
condi¢cdes de inoculacdo com fertilizagdo com relagédo ao tratamento irrigado, assim
como o controle. As condicdes com ureia e inoculado com a restricdo hidrica, se
assemelham estatisticamente ao irrigado.

O perfil de resultados para o namero total de sementes na CD 104, parecem
assemelhar ao perfil de peso de espigas, no qual foi visto um declinio nas condigbes
gue envolvem o microrganismo.

Os dados de peso de 100 sementes da cultivar CD 120 permaneceram
inalterados entre as condicdes com adicdo de ureia e inoculado, no tratamento

irrigado, comparados ao néo irrigado, e para isso as condi¢cdes de fertilizacdo e
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inoculacdo sob restricdo hidrica foram maiores em relacdo as plantas controle. A
massa de 100 sementes da cultivar CD 104 n&o demonstrou qualquer alteragcdo em
funcdo das condicdes de inoculacdo e/ou fertilizagdo aplicados em ambos
tratamentos (de irrigacdo/nao irrigacdo). Se observa maior valor médio de peso de
100 sementes sob restricAo em relacdo ao tratamento irrigado, sendo que nas
condi¢cdes controle e inoculado com ureia sdo maiores na seca do que com

irrigacao.
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LEGENDA: Ao lado esquerdo sdo expressos os dados de CD104, enquanto a direita, CD 120, as
avaliacdes seguem a ordem de comprimento de espiga (A) e (B), peso de espigas (C) e (D), nUmero
total de sementes (E) e (F), peso de 100 sementes (G) e (H). Letras mailsculas e minlusculas iguais

indicam ndo haver diferenca estatistica significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5%,
respectivamente, entre as condi¢des de inoculacdo e/ou fertilizacdo e nos tratamentos com irrigacédo

continua e restricdo hidrica no mesmo estadio de desenvolvimento.
FONTE: O autor, (2022).
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4.4 DISCUSSAO
4.4.1 Parametros bioquimicos de resposta ao estresse

Embora os mecanismos bioguimicos e moleculares de tolerancia a déficit
hidrico ndo sejam totalmente compreendidos (LABUDDA; AZAM; MOHAMMAD,
2014) andlises de expressdo, durante o periodo de enchimento de graos,
envolvendo padrdes moleculares de mRNA de glutationa-S-transferase em folha
bandeira de cultivares de trigo sensiveis e tolerantes, indicam maiores niveis de
transcri¢cdo, induzidos pela seca, em plantas tolerantes (GALLE et al., 2009). Este
perfil é confirmado pela atividade enzimatica de GST, na CD 104, que ja foi descrita
como sendo uma cultivar tolerante ao estresse hidrico (COODETEC, 2010).
Observa-se para todas as condigbes impostas uma tendéncia de aumento na
atividade enzimética em sob restricdo comparado as plantas irrigadas, entretanto,
sob continua irrigacdo a condicdo de inoculacdo favorece também o aumento da
atividade de GST. Isto, € atribuido a interagdo negativa entre o genoétipo CD 104 e a
H. seropedicae, segundo o que indicam os estudos de Neiverth et al. (2014), visto
gue se notou diferenca de resposta a inoculacdo com o microrganismo entre
genotipos, observando que plantas de CD 104 e CD 108 tiveram uma diminuicdo no
peso de broto e raiz.

Em plantas da cultivar CD 120, sensiveis a estresses, o mesmo perfil de
aumento na atividade enzimatica foi observado na condi¢cdo inoculada, sugerindo
que a bactéria promoveu de tolerancia de estresses. Esta observagdo é também
confirmada pelos apontamentos de Neiverth et al. (2014), que indicam que o
genotipo é mais responsivo a inoculacao e sugere aplicar o microrganismo como um
potencial biofertilizante, além de promover maior enraizamento lateral.

Frente as condi¢cfes de baixo potencial hidrico, sdo ativados mecanismos de
manutencdo de equilibrio osmético a fim de driblar a perda de pressao, isto ocorre
por meio do ajuste osmatico através do acumulo de osmalitos, como carboidratos
soluveis ou aminoacidos livres (JALES FILHO, 2019). A prolina além de um
importante exemplo de osmoprotetor, controla a acidose citoplasmatica (FURLAN et
al., 2020), além disso, gracas a sua capacidade de interacdo com fosfolipidios é
capaz de estabilizar biomoléculas e membranas celulares, por ser um bom
sequestrador de radical hidroxila diminuindo os efeitos gerados por ROS (TONHATI,
2018).
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Maghsoudi et al. (2018) apresentaram dados que mostram que o conteddo
de prolina é significantemente maior sob estresse hidrico do que em condi¢des
normais, tanto em folhas de cultivares tolerantes quanto sensiveis a tal estado.
Scarassati et al. (2018) observaram que a imposicdo de estresse em plantas de
sorgo sensiveis gerou um aumento do nivel de prolina de 77,27% enquanto em
plantas tolerantes os niveis foram 5,48% maiores. Em contraponto a este estudo, as
afirmacdes expostas vao de encontro ao observado, visto que a cultivar tolerante
mostrou maior contetdo de prolina, sob imposicao de restricdo hidrica apenas na
condicdo controle e com ureia. Na CD 120, cultivar susceptivel a estresse
(MARCHIORO et al., 2011), o nivel do aminoacido chegou a ser 16 vezes maior,
dentre as condi¢des aplicadas do que em CD 104, cultivar tolerante (COODETEC,
2010) nas condi¢des controle e inoculada com ureia. Ja nos tratamentos com ureia e
inoculado, apresentou diminui¢do, indicando que nas condi¢cdes com inoculacdo do
CD 104 este diminuiu sua capacidade protetiva, tanto que diminuiu o0 peso de espiga
e namero de sementes. Ja o CD 120, cultivar ndo tolerante a diminuicdo de prolina
na presenca de ureia e da bactéria H. seropedicae se refletiu em menor perda no
namero total de semente e peso de 100 sementes. Apesar do contetdo de prolina,
em plantas tolerantes seja uma estratégia a fim de mitigar o déficit hidrico, a fim de
contribuir a manutencao de um maior potencial hidrico frente a esta condicéo, na CD
120 nao foi observado.

A cultivar CD 120 apresentou concentracdes reduzidas de prolina no
tratamento com restricdo hidrica nas condicdes com ureia e inoculada, todavia, o
aspecto morfolégico da folha nas plantas fertilizadas mostrou-se descorado, ao
contrario das inoculadas. Dessa forma, o baixo nivel de prolina, sugere que a H.
seropedicae estabeleceu algum efeito sobre a planta, de forma que ndo houvesse
sinalizacdo metabdlica que levasse ao ressecamento. Nas condi¢cdes controle e com
associacao ureia e H. seropedicae, sem irrigacéo, observa-se aumento no contetudo
de prolina, indicando ser uma resposta significativa ao estresse. Paiva (2019)
avaliou respostas bioquimicas e fisiolégicas de diferentes cultivares de girassol, sob
inoculacéo de H. seropedicae, frente imposicdo de 4 niveis de irrigacdo, e observou
gue enquanto as plantas inoculadas apresentavam maior teor de prolina sob o
menor nivel de irrigacdo (40% da capacidade do vaso), as ndo inoculadas requeriam

o nivel maior de agua (100% da capacidade do vaso), dessa forma, concluiu-se que
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0 microrganismo contribuiu para a minimizacdo dos efeitos da seca, visto que o
genotipo de girassol testado, tornou-se mais tolerante inoculado.

Sob imposicdo de estresse hidrico, na CD 104, os valores de MDA foram
mantidos constantes ou diminuidos, comparando ao tratamento irrigado, tratando-se
de uma cultivar tolerante ao déficit hidrico, este efeito era esperado, devido ao
mecanismo de defesa promovido pelas suas caracteristicas genéticas. Ao comparar
a cultivar CD 120, os valores de CD 104, nestas condicbes mencionadas,
apresentam-se na mesma ordem de grandeza que plantas irrigadas continuamente.
J& as que foram submetidas a estresse, na CD 120, se observou um importante
aumento na concentragcdo de MDA chegando a quantidades 5 vezes maior em
controle, fertilizado e com a associacao fertilizagcdo e inoculagdo, na condicdo com
inoculacdo, ndo observada diferenca estatistica entre tratamentos irrigado e néo-
irrigado, porém nao sendo tdo elevada. Schneider (2019) correlacionou um maior
dano a membrana ao potencial de agua no solo, onde o dano da membrana foi 50%
maior em solo com potencial de d4gua mais negativo. Paralelamente, constatou
também que quanto maior o tempo restricdo hidrica as plantas de soja, maior € 0
teor de MDA, e um aumento ainda mais evidente na lipoperoxidacdo ao aplicar
produtos xenobidticos.

Lata (2011) avaliou resultados de MDA em cultivares de milheto sensiveis e
tolerantes a limitacdo hidrica frente ao estresse oxidativo induzido por desidratacao.
Neste trabalho, as cultivares altamente sensiveis apresentaram alta de concentracao
de produtos de lipoperoxidacdo frente aos individuos controle, e o oposto se deu
com plantas tolerantes. JA& Chandra et al. (2018) analisando o desempenho das
PGPB, sob estresse hidrico em variedades sensiveis e tolerantes de trigo,
observaram que a inoculacdo com a bactéria Variovorax paradoxus RAA3 reduziu
significativamente o conteudo de MDA e H202 sob restricdo hidrica comparada a
irrigada. Neste trabalho, correlacionaram o nivel de expressdo de aquaporinas e
concluiram que independentemente da capacidade de tolerancia a estresse hidrico
0S vegetais que se apresentam em estado de déficit hidrico elevam o nivel da
transcricdo das proteinas aquaporinas, dentre as variedades testadas, e que as
variedades tolerantes apresentaram maior nivel de expressdo. Aquaporinas sao
proteinas relacionadas a resposta de estresse hidrico, através do aumento da

permeabilidade da membrana celular, faciltam de entrada de agua na planta de
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modo que a passagem de agua ocorra de maneira mais veloz, conforme a demanda
de agua da célula (FERREIRA, 2014).

4.4.2 Componentes de produtividade

Os parametros de produtividade demonstram que a CD 104 n&o mostrou
associar-se positivamente com a H. seropedicae, visto que com restricdo hidrica,
envolvendo as plantas inoculadas, as avaliacbes de comprimento, massa de espiga
e numero total de sementes apresentaram decréscimo nos valores. Ja a média de
massa de 100 sementes se manteve como nas plantas da condi¢cdo controle. Tal
dado pode ser funcéo da tolerancia ao estresse hidrico.

Dotto et al. (2010), avaliaram o comportamento de duas variedades de milho
sob inoculagédo de Herbaspirillum seropedicae, com diferentes niveis de nitrogénio, e
observaram que nos resultados de massa de espiga a inoculagcdo n&o proporcionou
efeitos positivos no desenvolvimento da cultura. Reis et al. (2000) atribuem a falta de
resposta de gramineas a inoculagdo com bactérias diazotréficas ao uso de linhagens
inadequadas ou que ndo se associem de maneira eficaz.

O prejuizo gerado pelo déficit hidrico pode ser notado em diferentes fases de
desenvolvimento, por meio da reducdo da taxa de transpiracdo, condutancia
estomatica, assimilacdo de COz2, taxa de transpiracdo e teor de clorofila, tais fatores
afetam negativamente o rendimento de grdos tanto no perfilhamento, quanto na
floracdo (NAVEED et al., 2013). Semenov e Shewry, (2011) impuseram plantas de
trigo sensiveis ao calor ao estresse térmico, durante a etapa de florescimento e
verificaram a reducdo do numero e do tamanho de grdos. O contrario se vé sob
restricdo hidrica da CD 120 que indicaram uma resposta positiva da planta em
relacédo as condi¢Oes de fertilizacao e inoculagdo com Herbaspirillum seropedicae.

Aléem de promover a fixagcdo biologica de nitrogénio, a simbiose, com
bactérias diazotréficas que pertencem ao género Azospirillum, auxilia no
crescimento do sistema radicular, 0 aumento da superficie de exploracdo de raizes
prolonga a durabilidade de tecidos verdes, influenciando positivamente na
capacidade fotossintética, dessa forma, a translocacéo de fotoassimilados ocorre de
forma mais estendida, assim, o peso e o numero de graos sdo aumentados (VOGEL
et al., 2013). Os resultados sdo corroborados por Szeucuk et al. (2016) visto que
indicam aumento na produtividade de grdos na cultura de milho aplicando

Azospirilum seropedicae frente a condicdo utilizando 50% de nitrogénio sem
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inoculacdo. Estudos mostram que na auséncia de fertilizante nitrogenado, a
inoculacéo pode influenciar negativamente na massa de matéria seca da parte aérea
(DIDONET et al., 2000), isto se da pela dependéncia que o microrganismo tem pelas
fontes de carbono provenientes da planta, dessa forma, qualquer fator que
prejudique a planta, influencia nas bactérias associadas a ela também (QUADT-
HALLMANN et al., 1997).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados das avaliacbes de indicadores de estresse mostraram
importante diferenca entre as cultivares ensaiadas sob restricdo hidrica, a partir
disto, conclui-se que:

O inicio do florescimento se confirma como um estagio muito susceptivel a
estresses, devido ao evento de translocacdo de fotoassimilados, o que incide
diretamente no rendimento da cultura.

Sob estresse, os niveis de prolina, de produtos da lipoperoxidacdo, em
especial o MDA e de atividade enzimatica de glutationa-S-transferase, de cultivares
tolerantes sdo aumentados, como forma de estratégia a mitigacao dos efeitos de tal
condicdo imposta sobre o vegetal.

Bactérias promotoras do crescimento vegetal sdo capazes de promover o
controle dos efeitos gerados pelo déficit hidrico, entretanto, € dependente da
interagdo entre planta e bactéria nem sempre é benéfica.

A Herbaspirillum seropedicae é uma PGPB com potencial aplicacdo para
cultura de trigo, para atuar na mitigacdo dos efeitos do déficit hidrico, entretanto, seu
efeito é dependente da selecao de cultivares eficientemente responsivas.

A CD 104 se confirma como uma variedade tolerante ao estresse e nao
associativa com a bactéria H. seropedicae.

A CD 120 se confirma como uma variedade que tem potencial de associacao
benéfica com a bactéria H. seropedicae, e apresenta fortes indicios de ser benéfica

em situacdo de estresse hidrico.
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